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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования.  

С момента обнаружения в супернатанте культуры почвенной бактерии 

Corynebacterium glutamicum аминокислоты L-глутамата [Kinoshita et al., 1957] инте-

рес к C. glutamicum как потенциальному продуценту аминокислот, а затем и других 

биологически активных соединений постоянно растет. На сегодняшний день C. 

glutamicum является одним из наиболее важных промышленно-значимых объектов в 

производстве основной массы L-аминокислот, таких как глутамат 3,0млн т/год 

(произведено в 2014 г [Wendisch et al., 2016]), лизин >1,5 и триптофан <0,05 млн 

т/год [Becker and Wittmann, 2012]. Corynebacterium glutamicum используется также 

для производства и некоторых других аминокислот, нуклеотидов, биотоплива, ре-

комбинантных белков [Becker and Wittmann, 2012]. Экспрессия кластеров гетероло-

гичных генов в C. glutamicum позволило создать новые для данного организма мета-

болические пути, что привело к продукции разнообразных веществ, таких как D-

пантотената, диаминов, органических кислот и различных спиртов [Zahoor et al., 

2012].  

Так как успешное биотехнологическое применение Corynebacterium 

glutamicum стало очевидным, в промышленном производстве существует постоянная 

необходимость в штаммах с улучшенными продуцирующими свойствами. Совер-

шенствование новых штаммов идет в направлении увеличения коэффициента кон-

версии углерода исходного сырья, продуктивности, устойчивости штамма-

продуцента к стрессу и способности использовать более широкий спектр промыш-

ленного сырья. Поэтому разработка быстрых и эффективных методов для получения 

генетически-модифицированных штаммов актуально и сегодня.  

Первые сообщения по конструированию инструментов для осуществления ге-

нетических манипуляций в Corynebacterium glutamicum появились в 1984 году 

[Katsumata et al., 1984; Ozaki et al., 1984], с которых научные исследования, направ-

ленные на создание широкого спектра генетических методов для последующего ди-

зайна продуцирующих штаммов, стали активно развиваться. Полный сиквенс C. 

glutamicum генома был опубликован в открытой печати [Ohnishi et al., 2002; Tauch et 
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al., 2002a], что позволило найти дополнительные возможности, позволяющие улуч-

шить продукцию методами генетической инженерии. За последние десятки лет было 

сконструировано множество векторов для молекулярного клонирования и осуществ-

ления других генетических манипуляций в C. glutamicum [Kirchner and Tauch, 2003]. 

Увеличение активности генов пути биосинтеза конечного продукта, как прави-

ло, является обязательным этапом в процессе конструирования высокопродуктивных 

штаммов. Одним из простейших решений этой задачи является клонирование целе-

вых генов на автономно поддерживающуюся в C. glutamicum мультикопийную плаз-

миду или интеграция их в хромосому в нескольких копиях. Поскольку существую-

щие в большинстве развитых стран законодательные ограничения запрещают ис-

пользование плазмид при создании промышленных продуцентов биологически ак-

тивных веществ, то приоритетное значение имеет дальнейшее развитие методов кон-

струирования бесплазмидных рекомбинантных штаммов.  

В настоящее время различные подходы были разработаны с целью интеграции 

определенных фрагментов ДНК в хромосому C. glutamicum. Встраивание гетероло-

гичной ДНК в хромосому C. glutamicum в основном осуществляется по механизму 

гомологичной рекомбинации в места, нарушение которых не влияет на жизнеспо-

собность клетки с использованием специально сконструированных интегративных 

векторов. Для интеграции фрагментов рекомбинантной ДНК в специфические сайты 

C. glutamicum генома были разработаны интегративные вектора, содержащие необ-

ходимые ДНК последовательности коринефагов [Le Marrec et al., 1994; Moreau et al., 

1999a,b]. Кроме того, мини-транспозоны осуществляют интеграцию фрагментов 

ДНК в случайные места на хромосоме с использованием «cut-and-past» механизма 

(miniTn31831,Tn5-based; Tn13655) [Suzuki et al., 2006; Tsuge et al., 2007]. 

Однако низкая эффективность встраивания гетерологичных генов из-за нали-

чия мощной системы рестрикции в клетках C. glutamicum, а также ограниченное ко-

личество сайтов-мишеней, а, следовательно, интегрируемых в хромосому C. 

glutamicum копий целевых генов является недостатками всех вышеперечисленных 

методов. Кроме того, для осуществления последовательной интеграции нескольких 

копий одного или нескольких генов требуется существенно увеличенное время и, как 
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правило, усложнение процедуры. Поэтому дальнейшее улучшение генно-

инженерных инструментов является актуальной задачей на данном этапе.  

В этой связи, нам представляется, что система интеграции-амплификации, ба-

зирующаяся на транспозиции бактериофага Mu in vivo, может оказаться для штаммов 

C. glutamicum методом, способным помочь преодолеть описанные трудности. Ведь, 

как известно, преимуществом системы интеграции генов с помощью Mu транспози-

ции, осуществляемой in vivo, является не только низкая ее специфичность к выбору 

точки интеграции, но и множественность процесса, а, следовательно, возможность 

отбора необходимого количества копий нужного гена сразу на первом этапе за счет 

независимой интеграции нескольких копий или внутрихромосомальной амлифика-

ции исходно интегрированной единственной копии.  

Так, двухкомпонентная система транспозиции фага Mu оказалась весьма удоб-

ным эффективным генетическим инструментом для интеграции целевой ДНК в ге-

ном грамотрицательных бактерий, особенно для организмов, для которых еще не 

разработано мощного и универсального метода редактирования генома, аналогично-

го Red/RecET-зависимого метода Recombineering для E. coli и некоторых других 

грамотрицательных бактерий [Datsenko and Wanner, 2000; Sawitzke et al., 2007]. 

Поэтому адаптация метода интеграции гетерологичных генов в хромомсому C. 

glutamicum с помощью транспозиции Mu in vivo, нам представлялось, может стать 

достаточно эффективным инструментом в дальнейшей работе при конструировании 

продуцентов на базе C. glutamicum. 

 

Цель и задачи работы.  

Целью настоящей диссертационной работы была разработка новых генно-

инженерных подходов модификации бактериального генома C. glutamicum, требуе-

мой для конструирования бесплазмидных рекомбинантных штаммов-продуцентов. 

В соответствии с этим были поставлены следующие задачи: 

1. Исследовать возможность адаптации системы репликативной транспозиции 

бактериофага Mu для интеграции рекомбинантной ДНК в хромосому C. glutamicum, 

в том числе: 

 осуществить конструирование хелперных плазмид, содержащих гены  
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факторов транспозиции MuA, MuB в составе вектора, способного к репликации в 

клетках C. glutamicum; 

 исследовать возможность использования ранее сконструированной для  

M. methylotrophus AS1 интегративной плазмиды в качестве донора транспозиции це-

левых генов в хромосому C. glutamicum;  

 изучить влияние энхансерной последовательности Е бактериофага Mu на  

эффективность интеграции и амплификации mini-Mu единицы в хромосоме C. 

glutamicum. 

2. Разработать систему, позволяющую осуществить стабильную интеграцию и 

последующую амплификацию рекомбинантной ДНК в хромосоме бактерии быстро и 

с высокой эффективностью, с получением на конечном этапе безмаркерных реком-

бинантных штаммов: 

 сконструировать интегративные плазмиды с вырезаемыми ДНК- 

элементами, облегчающими отбор на всех этапах транспозиции; 

 осуществить интеграцию, амплификацию и фиксацию нескольких копий     

различных mini-Mu единиц в хромосоме C. glutamicum; 

 оценить стабильность сконструированных штаммов. 

 

Научная новизна и практическая значимость работы.  

Двухплазмидная система транспозиции бактериофага Mu впервые успешно 

адаптирована для целей интеграции рекомбинантной ДНК в хромосому C. 

glutamicum in vivo. 

Установлено, что основным механизмом функционирования mini-Mu-

транспозона в клетках C. glutamicum в рамках данной системы является репликатив-

ная транспозиция, с использованием которой может быть осуществлена амплифика-

ция интегрированных фрагментов ДНК в бактериальном геноме.  

Показано, что наличие энхансерной последовательности фага Е в составе 

mini-Mu транспозона существенно увеличивает эффективность транспозиции в хро-

мосоме C. glutamicum, что позволило разработать и осуществить стратегию последо-

вательной интеграции/амплификации/фиксации необходимого числа копий несколь-

ких целевых генов в хромосоме C. glutamicum.  
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Данная система представляет собой удобный генетический инструмент, при-

кладным значением которого является конструирование бесплазмидных безмаркер-

ных штаммов-продуцентов биологически активных веществ. 

Разработанный генетический инструментарий был успешно использован в 

работах НИИ «Аджиномото-Генетика» при конструировании штаммов C. glutamicum 

- продуцентов некоторых аминокислот. 

Положения, выносимые на защиту:  

1. Mu-зависимая система транспозиции рекомбинантной ДНК в бактериальную 

хромосому, разработанная ранее для E. coli и некоторых других грамотрицательных 

бактерий, была модифицирована и впервые использована для интеграции mini-Mu 

элементов ДНК в геном трех штаммов грамположительных Corynebacterium 

glutamicum с последующей их амплификацией и фиксацией положения в геноме. Эта 

система включает три рекомбинантные плазмиды: 

  «хелперную», обеспечивающую экспрессию генов MuAB факторов транспо-

зиции, способную к автономной репликации в клетках C. glutamicum, но удаляемую 

из популяции в неселективных условиях культивирования; 

  «интегративную», с условно зависимой репликацией, содержащую фланкиро-

ванный L и R концами ДНК фага Mu интегрируемый ген и селективные маркеры ‒ 

mini-Mu(LR) элемент, и дополнительно энхансер E ‒ mini-Mu(LЕR) элемент, причем 

весь mini-Mu(LER) элемент за исключением целевого гена с флангами MuL/R может 

быть удален Cre-рекомбиназой фага Р1; 

 «хелперную», обеспечивающую экспрессию гена cre фага Р1, способную к ав-

тономной репликации в клетках C. glutamicum, но утрачивающуюся в неселективных 

условиях культивирования. 

2. Интеграция mini-Mu элемента в хромосому бактериальной клетки в условиях 

экспрессии генов MuAB с «интегративной» плазмиды может происходить, в основ-

ном (более 95% случаев), по механизму репликативной транспозиции с образовани-

ем коинтеграта и последующим возможным его RecA-зависимым разрешением. При 

этом частота интеграции зависит от штамма-реципиента, оптимизированных условий 

электротрансформации и составляет 210-4 на клетку штамма ATCC13869. 
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3. Эффективность репликативной транспозиции mini-Mu(LER) элемента в усло-

виях экспрессии факторов MuAB в клетках коринебактерий зависит от присутствия и 

ориентации Е. Присутствие Е существенно повышает эффективность транспозиции, 

особенно при амплификации in vivo в хромосоме, имеющей сниженную плотность 

суперспирализации вследствие взаимодействия с клеточными белками. Это позволи-

ло реализовать стратегию фиксации интегрированных и амплифицированных mini-

Mu(LER) элементов через преобразование их в неспособные к амплификации в ис-

пользуемых условиях mini-Mu(LR) элементы в результате Cre-зависимого вырезания 

in vivo их Е-содержащих ДНК фрагментов.  

4. Конструирование штаммов, производных ATCC 13869, содержащих одновре-

менно в хромосоме различное количество копий двух генов желтого и зеленого 

флуоресцентных белков, тестируемых генетическими методами, флуоресценцией и 

Саузерн-гибридизацией, явилось демонстрацией разработанной стратегии. 

5. Дополнив новыми элементы ранее разработанную при участии автора систему 

интеграции/амплификации mini-Mu элементов в хромосому Methylophilus 

methylotrophus AS-1 для реализации стратегии преобразования интегрированных 

mini-Mu(LER) элементов в mini-Mu(LR), продемонстрирован универсальный харак-

тер системы, успешная адаптация которой была осуществлена еще для одного пред-

ставителя метилотрофов – Methylobacterium extorquens AM1. 

 

Степень достоверности и апробация работы 

Материалы диссертации докладывались на конкурсе работ сотрудников ЗАО 

«АГРИ» (июнь 2017), на Международной научной конференции (Лиссабон, Порту-

галия, декабрь 2010), были представлены в постерном сообщении на 12-ом Между-

народном симпозиуме по «Метаболической инженерии» (Мюнхен, Германия, июнь 

2018).  
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Corynebacterium glutamicum - важный объект биотехнологии 

 

1.1 Общая характеристика Corynebacterium glutamicum 

 

Под влиянием увеличивающей потребности в глутамате в качестве вкусовой 

добавки к пище целая программа, направленная на изоляцию почвенных микроорга-

низмов, позже отнесенных к Corynebacterium glutamicum, способных накапливать 

глутамат в ростовой среде (до 10 г на литр), была осуществлена в Японии в 1956 го-

ду [Kinoshita et al., 1957; Udaka, 1960]. Впоследствии обнаружение высокой секре-

ции глутамата при ограниченном содержании биотина в среде предоставило возмож-

ность использовать этот штамм в промышленном масштабе. До открытия этой бак-

терии аминокислоты получали исключительно методами химического синтеза и экс-

тракции. 

Вид Corynebacterium glutamicum по современной систематике, а также по клас-

сификации Берджи входит в род Corynebacterium, семейство Corynebacteriaceae, по-

рядок Actinomycetales, класс Actinobacteria, тип Actinobacteria, домен Бактерии [Ber-

nard, 2015]. Род Corynebacterium включает около 88 видов фенотипически различных 

групп бактерий. Часть из них являются патогенами животных и растений, в то время 

как другие, питающиеся мертвой органикой, относятся к сапрофитам. Коринебакте-

рии занимают различные биотопы тела человека и животных, их выделяют из сыра, 

молока, почвы, овощей и фруктов. Коринебактерии могут разлагать соединения, не 

использующиеся большинством других микроорганизмов (углеводороды, гумус, 

лигнин, синтетические вещества, такие как гербициды, инсектициды и др.) и поэтому 

играют существенную роль в процессах превращения веществ биосферы, содержа-

щих углерод и азот. Многие представители этих бактерий имеют большое значение 

для промышленности и сельского хозяйства. 

Коринебактерии обычно неподвижные, неспорообразущие, кислотонеустойчи-

вые бактерии. Клетки микроорганизма имеют форму прямых или слегка изогнутых 

палочек с заостренными, иногда булавовидными концами, размером 0,3-0,8×1,5-8,0 

мкм, грамположительные, хотя некоторые клетки окрашиваются неравномерно. 
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Клеточная оболочка состоит из внешнего слоя и сложноорганизованной кле-

точной стенки. Внешний слой (S-слой) состоит из свободных полисахаридов, глико-

липидов и белков (S-поверхностного белка, пилей и других поверхностных белков). 

Клеточная стенка коринебактерий имеет уникальное многослойное строение. Основ-

ным ее компонентом является комплекс, включающий ковалентно связанные между 

собой пептидогликан, арабиногалактан и миколовые кислоты. Типичная двухслойная 

мембраноподобная структура, состоящая из миколовых кислот и гликолипидов, 

формирует аналогичный наружной мембране грамотрицательных бактерий второй 

барьер проницаемости и является главной особенностью клеточной стенки этих бак-

терий. Пориноподобные белки пронизывают этот слой, образуя каналы, обеспечи-

вающие диффузию небольших гидрофильных молекул в клетку. Цитоплазматиче-

ская мембрана, являющаяся основным диффузным барьером клетки, состоит из фос-

фолипидов, образующих липидный бислой, содержащий также другие полярные ли-

пиды, жирные кислоты и разнообразные белки [Puech et al., 2001; Bayan et al., 2003].  

На сегодняшний день вид Corynebacterium glutamicum является хорошо изу-

ченной почвенной бактерией. C. glutamicum – это факультативно-анаэробная бакте-

рия, поскольку может расти в анаэробных условиях только в присутствии таких тер-

минальных акцепторов электронов, как нитраты, но высокой клеточной плотности 

достигает только при культивировании в аэробных условиях. Геном ее представлен 

одной хромосомой с умеренным или высоким G+С составом и несколькими плазми-

дами [Vert`es A. et al., 2012]. Такие характеристики, как отсутствие патогенности, не-

способность к спорообразованию, быстрый рост, относительно малые требования 

для своего развития, отсутствие склонности к внеклеточной секреции протеазы и от-

носительно стабильный геном, делают C. glutamicum чрезвычайно полезной для це-

лей биотехнологии, главным образом, в качестве продуцента аминокислот.  

Широкий анализ молекулярной генетики, физиологии и биохимии C. 

glutamicum явился богатым источником информации о многих ферментах и метабо-

лических путях, функционирующих в этом организме. 

Транспорт в клетку сахаров, таких как глюкозы, фруктозы, сахарозы или ман-

нозы осуществляется посредством фосфотрансферазной системы. Также для транс-

порта глюкозы в клетку существует альтернативный путь через внутриклеточное 
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фосфорилирование глюкокиназой [Wittmann, 2010]. Преимуществом C. glutamicum 

также является возможность совместного использования различных источников уг-

лерода. Например, обнаружена ко-утилизация с глюкозой ацетата, фруктозы, лактата 

или пирувата [Zahoor et al., 2012]. 

C. glutamicum может также утилизировать широкий спектр органических со-

единений в качестве единственного источника углерода и энергии, например, моно-

сахариды (рибозу), дисахариды (маннозу, мальтозу), спирты (инозитол или этанол) и 

разные органические кислоты (пировиноградную, пропионовую, молочную, уксус-

ную, лимонную и глюконовую кислоты), а также некоторые аминокислоты (L-

глутамат и L-глутамин) [Wittmann, 2010].  

Для роста и продукции аминокислот клеткам, кроме углерода, необходимы 

азот и сера (для суперпродукции метионина). Подходящими источниками азота яв-

ляются ионы аммония и органические соединения, такие как мочевина или амино-

кислоты. Для поглощения аммония клетки C. glutamicum используют две альтерна-

тивные системы. При высокой концентрации иона аммония ассимиляция осуществ-

ляется, главным образом, глутаматдегидрогеназой, а при низкой концентрации энер-

гетически более затратной высокоаффинной системой, состоящей из глутаминсинте-

тазы и глутаматдегидрогеназы. В качестве источника серы в основном выступают 

неорганические сульфаты. Кроме того, C. glutamicum могут потреблять другие ис-

точники серы, такие как цистеин, сульфонат и их эфиры [Wittmann ,2010]. В про-

мышленном производстве в качестве источника углерода, в основном, используются 

среды на основе мелассы (Азия) и крахмала (Америка, Европа) вместе с неорганиче-

скими солями [Wittmann and Becker, 2007]. 

 

1.2 Центральный метаболизм углерода и пути биосинтеза основных  

продуктов биотехнологии 

 

На сегодняшний день центральные метаболические пути C. glutamicum, вклю-

чающие путь Эмбдена-Мейергофа-Парнаса (ЭМП) (часто ошибочно называемого - 

гликолизом, однако в биохимии под гликолизом понимают совокупность химиче-

ских реакций всех метаболических путей данного организма, приводящих глюкозу в 
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пируват [Stephanopoulosetal., 1998]), пентозофосфатный путь (ПФП), цикл трикарбо-

новых кислот (ЦТК), а также анаплеротические реакции и реакции глюконеогенеза 

хорошо известны (Рисунок 1). Различные ферменты участвуют в реакциях взаимо-

превращения углерода между интермедиатами ЦТК (малат/осалоацетат) и ЭМП пути 

(пируват/фосфоенолпируват(ФЕП)).  

Пополнение пула расходуемых на строительство биомассы интермедиатов 

ЦТК происходит посредством двух анаплеротических реакций, в ходе которых кар-

боксилирование интермедиатов ЭМП пути -пирувата и фосфоенолпирувата до окса-

лоацетета (интермедиат ЦТК) катализируют пируваткарбоксилаза (продукт гена pyc) 

и ФЕП-карбоксилаза (продукт гена ppc), соответственно. Малик-фермент (продукт 

гена malE) и ФЕП-карбоксикиназа (продукт гена pck) катализируют реакции декар-

боксилирования, тем самым осуществляя переход от ЦТК к гликолизу. Дополни-

тельными ферментами глюконеогенеза являются оксалоацетат декарбоксилаза (про-

дукт гена odX) и ФЕП-синтетаза (продукт гена pps). Кооперативное взаимодействие 

карбоксилирующих и декарбоксилирующих ферментов на уровне пирувата необхо-

димо для поддержания избытка АТФ в клетке. Многие биосинтетические реакции 

сопряжены с использованием НАДФН в качестве кофактора. Основную же роль в 

снабжении клеток НАДФН выполняют ферменты глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа 

(продукт гена zwf), 6-фосфоглюконатдегидрогеназа (продукт гена gnd) окислитель-

ной части ПФП и изоцитратдегидрогеназа ЦТК, а в отдельных случаях может быть 

вовлечен и малик-фермент. Процессы анаболизма также исследованы. Информация о 

потребностях в предшественниках, участвующих в нем, была получена. В общей 

сложности около 16.4 ммоль НАДФН на 1г биомассы расходуется на анаболизм. Это 

конкурирует с требованием в НАДФН при суперпродукции этими бактериями про-

мышленно значимых количеств лизина и метионина, поскольку в аэробных условиях 

культивирования C. glutamicum образуется 1,7 моль НАДФН на 1моль глюкозы в ре-

акциях ПФП и ЦТК при выходе 0,5 г сухой биомассы на 1г глюкозы [Wittmann, 

2010]. 
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Рисунок 1- Центральные метаболические пути углерода в C. glutamicum [Согласно Wittmann, 

2010] 

 

Анализ важных для биотехнологического применения штамма метаболических 

путей позволил сконструировать эффективные продуценты аминокислот, применяя 

методы классической генетической инженерии, предполагающей использование не-

скольких раундов случайного мутагенеза и селективного отбора [Demain, 2000]. 
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Глутамат, ароматические аминокислоты и аминокислоты, принадлежащие к 

семейству аспартата, являются самыми важными продуктами промышленного про-

изводства. Биосинтез этих аминокислот тесно связан с центральным метаболизмом. 

Требования предшественников, кофакторов и энергии, поставляемых в необходимых 

количествах центральными катаболическими путями, здесь конкурируют с требова-

ниями клетки для роста. Поэтому многочисленные регуляторные механизмы необхо-

димы для обеспечения сбалансированного синтеза всех этих метаболитов для кле-

точных нужд (Рисунок 2). 

Особую проблему представляют очень длинные, сопряженные с другими пу-

тями общими промежуточными веществами и реакциями пути биосинтеза амино-

кислот из семейства аспартата. Здесь уже на уровне аспартилполуальдегида аспар-

таткиназа, катализирующая образование аспартилфосфата из аспартата, подвергается 

совместному ингибированию лизином и треонином по принципу обратной связи, что 

является ключевой точкой контроля биосинтеза лизина [Wittmann, 2010].Синтез ме-

тионина также включает сложные регуляторные механизмы. Так делеция глобально-

го репрессора McbR, следствием которой является сверхэкспрессия почти всех генов, 

участвующих в биосинтезе метионина, не позволяет получить высокую продукцию 

этой аминокислоты, что предполагает существование других механизмов регуляции 

этого пути. Наряду с регуляцией на уровне транскрипции был обнаружен сложный и 

эффективный механизм ингибирования обратной связью в пути биосинтеза метио-

нина [Wittmann, 2010]. Аналогичная сложная регуляция путей биосинтеза ароматиче-

ских аминокислот, как на уровне транскрипции, так и на уровне трансляции осуще-

ствляется в клетках С. glutamicum (Рисунок 2).  

Из-за этих препятствий дальнейшей успех методов классической генетики по 

поиску еще более совершенных желаемых вариантов оказался неэффективным 

[Vertes et al., 2005]. 
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Рисунок 2 - Пути биосинтеза аминокислот -основных продуктов биотехнологии [Согласно 

Wittmann, 2010] 
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1.3 Современные подходы рационального дизайна продуцентов С. glutamicum 

 

В 1990-х годах появилась новая технология, получившая название «метаболи-

ческая инженерия», основанная на анализе механизмов регуляции ферментов ключе-

вых путей метаболизма и, как следствие, возможности управлять этим процессом. А 

разработка рекомбинантных ДНК-технологий, позволяющих вести целенаправлен-

ную генетическую модификацию, положила начало интенсивным исследованиям в 

направлении рациональной оптимизации C. glutamicum и созданию эффективных 

продуцентов аминокислот [Sahm et al., 2000; Eggeling et al., 1997]. 

Однако взаимосвязь многих биологических механизмов, таких как поглощение 

сахара и секреция продукта, гликолиз и ЦТК, избыточность многих путей наряду с 

устойчивостью клеточного метаболизма, посредством чего система регулируется в 

ответ на изменения в окружающей среде, создает барьер к достижению оптимизации 

промышленных процессов. Поэтому для генерирования идеи и концепции изменения 

метаболизма бактерии с целью конструирования высокопродуктивных производст-

венных штаммов важно иметь целостное представление о метаболизме С. 

glutamicum, рассматривать его как сложную систему метаболических и регуляторных 

весьма взаимосвязанных реакций. Разработка системных подходов, направленных на 

управление ключевыми метаболическими путями, привела к накоплению в культу-

ральной жидкости других аминокислот, таких как лизин, аргинин, треонин, орнитин 

изолейцин, валин, серин, триптофан, фенилаланин и гистидин [Ikeda, 2003]. 

Важнейшей вехой на пути к системному подходу явилось секвенирование ге-

нома С. glutamicum АТСС 13032. Кольцевой геном содержит около 3000 генов с об-

щим размером 3,3 кб. Публикация полного сиквенса генома [Ohnishi et al., 2002; 

Tauch et al., 2002a] привела к ускоренному развитию новых высокоэффективных по-

стгеномных технологий, позволяющих осуществить системный анализ клетки, охва-

тывающий ее физиологию с разных позиций. Информация, извлекаемая из омикс-

анализов (транскриптомика, протеомика, метаболомика), сейчас может предсказы-

вать новые цели метаболической инженерии или редизайн ферментативных страте-

гий, которые сложно определить интуитивно.  
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Глобальная транскриптомика позволяет осуществить сравнительный анализ 

родительского, мутантного или рекомбинантного штамма с улучшенными производ-

ственными характеристиками. Транскриптомика дает представление о молекулярных 

механизмах, ответственных за повышение продукции, которые, как правило, не оче-

видны в штаммах, полученных случайным мутагенезом и селекцией. Так было обна-

ружено, что в основе эффективной секреции лизина промышленного штамма B-6 

лежит регуляторный механизм гена lysC (аспартаткиназа) и других генов биосинтеза 

аминокислоты [Hayashi, 2006; Ikeda et al., 2006b]. Глобальное исследование транс-

криптома клеток продуцента лизина ATCC 13287, культивируемых на минимальной 

среде в условиях аэрации, выявило, что переход от роста к продукции лизина сопро-

вождается повышенной экспрессии генов, ответственных за поглощение глюкозы, 

тогда как уровень экспрессии генов, кодирующих АТФ-синтазу, ферменты ПФП 

(глюкозо-6-фосфат дегидрогеназу, 6-фосфоглюконат дегидрогеназу, транскетолазу, 

трансальдолазу) и ЦТК (цитратсинтазу, оксоглутаратдегидрогеназу, связанную с 

мембраной малатдегидрогеназу), снижается [   mer et al., 2004]. 

Протеомика позволяет охарактеризовать рекомбинантный штамм или под-

твердить результаты транскриптомики, поскольку  наличие транскрипта не означает 

обязательную с него трансляцию и не позволяет однозначно говорить о структуре 

белка, его созревании и локализации. Так протеомный анализ продуцента L-лизина 

DM1730 обнаружил, что в этом штамме пируваткарбоксилаза имеет точечную мута-

цию, вследствие чего увеличивается запас оксалоацетата, являющегося предшест-

венником лизина. Интересно, что экспрессия этого фермента снижается, когда клет-

ки начинают продуцировать лизин. Уровень экспрессии глюкозы-6-фосфат дегидро-

геназы также падает, что ведет к уменьшению потока через ПФП, таким образом, 

увеличивая поток на ЦТК, а в конечном итоге на синтез лизина. Кроме того, данные 

протеомики могут предсказать способ оптимизации ферментационных сред. Напри-

мер, было обнаружено, что в условиях эксперимента продуцент лизина DM1730 по 

сравнению с родительским штаммом страдает от дефицита железа и окислительного 

стресса [   nzel et al., 2010]. 

Метаболомика изучает химические процессы, в которые вовлечены метаболи-

ты и может дать мгновенный снимок физиологических процессов в клетке. Метабо-

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BA%D1%80%D0%B8%D0%BF%D1%82
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BB%D1%8F%D1%86%D0%B8%D1%8F_(%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%8F)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%BE%D0%BB%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%B3_%D0%B1%D0%B5%D0%BB%D0%BA%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%BE%D0%BB%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%B3_%D0%B1%D0%B5%D0%BB%D0%BA%D0%B0
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ломный анализ продуцента L-лизин С. glutamicum АТСС 13287, например, обнару-

жил, что инициация продукции лизина происходит приблизительно на 30 мин рань-

ше, чем внеклеточное накопление лизина, связанное с индукцией экспортера лизина. 

Анализ также выявил, что переход от роста к продукции лизина сопровождается рез-

ким изменением внутриклеточных пулов аминокислот, тогда как во время продукции 

лизина и до окончания культивирования внутриклеточные концентрации аминокис-

лот остаются относительно постоянными [   mer et al., 2004]. Исследования метабо-

ломики в сочетании с транскриптомным анализом привели к открытию, что метабо-

лизм азота, контролируемый на уровне транскрипции глобальным регулятором 

AmtR, и биосинтез L-лизина связаны через регуляцию экспрессии гена dapD, коди-

рующего сукцинилазу, участвующую в синтезе м-диаминопимелиновой кислоты. А 

пути метаболизма азота и углерода связаны через регуляцию активности малик-

фермента [Buchinger et al., 2009 ]. 

Флуксомика является одним из направлений метаболомики, изучающим рас-

пределение потоков атомов исходных субстратов в продукты жизнедеятельности 

клеток. Начиная с 60-х годов XX века и до настоящего времени C. glutamicum, веро-

ятно, является наиболее широко изучаемым организмом в этой области. Исследова-

ния C. glutamicum с использованием стабильных изотопов, результатом которых ста-

ла первичная оценка путей центрального метаболизма и открытие двойного пути 

биосинтеза лизина в C. glutamicum, были начаты вскоре после его выделения 

[Wittmann, 2010]. В последние годы были разработаны мощные подходы, из которых 

одним из самых развитых является метод 13C-MFA, основанный на проведении экс-

периментов с использованием субстратов, меченных тяжелыми 13С-изотопами угле-

рода, которые позволяют осуществить количественную оценку потоков in vivo в ква-

зистационарных условиях для индивидуальных путей. Идентификация тяжелых изо-

топов углерода и их углеродных соседей в конкретных позициях аминокислот про-

водится при помощи двумерной [1H-13C]-ЯМР-спектроскопии и хромато-масс-

спектрометрии.  

Анализ потоков является мощным методом обнаружения узких мест и мише-

ней с целью последующей метаболической инженерии в направлении улучшения 

выхода продукции в C. glutamicum. Так анализ метаболического потока выявил, что в 
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штамме С. glutamicum АТСС 13032, содержащем мутантный ген lysC, кодирующий 

устойчивый к ретроингибированию фермент, сверхэкспрессия генов zwf (глюкозо-6-

фосфатдегидрогеназа) и fbp (фруктоза 1,6-бисфосфатаза) ведет к увеличению потока 

через ПФП и, таким образом, к повышению продукции лизина на 70% [Becker et al,. 

2011; Wittmann and Becker, 2007]. 

Участие относительно большого количество ферментов в узле ФЕП/ пируват 

делает его критической точкой метаболизма. Поставки ключевых продуктов ЦТК - 

оксалоацетата и малата обеспечиваются анаплеротическими реакциями (Рисунок 1). 

Так, во время перехода от роста к продукции лизина в клетках ферментируемого в 

условиях аэрации на минимальной среде с глюкозой штамма С. glutamicum АТСС 

13287 фиксируется повышенный анаплеротический поток вокруг пируватного узла, 

что соответствует большой потребности в оксалоацетате на этой стадии фермента-

ции [   mer et al., 2004]. Поэтому для увеличения продукции лизина целью генети-

ческой инженерии являются ферменты, способствующие накоплению его предшест-

венника – оксалоацетата, и в частности пируваткарбоксилазы (Рyc) и ФЕП-

карбоксикиназы (Рck), возвращающей две трети анаплеротически синтезированного 

оксалоацетата в ФЕП [Vert`es et al., 2012]. Так инактивация гена pck ведет к увеличе-

нию накопления лизина клетками C. glutamicum MHB20-22B, выращенными на глю-

козе в условиях аэрации, на 20%, а снижение активности пируватдегидрогеназного 

комплекса – на 40% в С. glutamicum DM1729 [Vert`es et al., 2012]. Эксперименты с 

использованием изотопной метки показали, что распределение потоков между ос-

новными анаплеротическими карбоксилазами (ФЕП-карбоксилазой (Рpc) и пируват-

карбоксилазой (Рyc)) в клетках, выращенных на глюкозе при аэрации, составляет 

10/90, однако ФЕП-карбоксилаза является основным анаплеротическим ферментом 

при инкубации С. glutamicum клеток в условиях кислородного голодания [Vert`es et 

al., 2012].  

Тесная связь между анаплеротическим пополнением ЦТК и продукцией также 

наблюдается для биосинтеза глутамата, который требует α-кетоглутарат в качестве 

предшественника. Результаты указывают, что α-кетоглутаратдегидрогеназный ком-

плекс играет огромную роль в управлении потоком в ключевой точке ветви α-

кетоглутарата, поскольку активность α-кетоглутаратдегидрогеназного комплекса 
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значительно снижается при индукции продукции глутамата, что приводит к перерас-

пределению потоков [Wittmann, 2010]. 

Анализ элементарных потоков и дополнительное моделирование выявило пер-

спективные цели модификации генома C. glutamicum, направленные на повышение 

выхода метионина, такие как экспрессия гетерологичных генов трансгидрогеназы 

или генов системы расщепления глицина. Было также показано, что использование 

восстановленной серы ведет практически к полному превращению глюкозы в метио-

нин [   mer et al., 2006].  

Исследования потоков с целью выяснения физиологии C. glutamicum, выра-

щенного на глюкозе или фруктозе, а также сахарозе, показывают, что С. glutamicum 

имеет большую метаболическую гибкость. Это важно для промышленного произ-

водства, так как клетки C. glutamicum должны приспосабливать свой метаболизм к 

изъятию предшественников для синтеза целевых продуктов, таких как аминокислоты 

[Vert`es et al., 2012]. Этот подход также может привести к открытию новых внутри-

клеточных реакций. Каноническим примером может служить компенсация дефицита 

пируваткиназы, которая преобразует ФЕП в пируват (Рисунок 1) путем активации 

обходного пути с участием ФЕП-карбоксилазы, малатдегидрогеназы и малик-

фермента, которые в конечном счете преобразовывают ФЕП в пируват, сохраняя 

другие потоки практически неизменными [Becker et al., 2008].  

Инженерный подход для анализа и проектирования заключается в использова-

нии математического или компьютерного моделирования, с помощью которых пред-

сказывают in silico функционирование клетки на основе взаимосвязи и взаимодейст-

вия всех клеточных компонентов. Системная биология, пожалуй, является лучшим 

количественным анализом биологических систем, использующим прогнозируемые 

математические модели метаболических процессов, полученные на основе анализа 

глобальных биологических данных [Vert`es et al., 2012]. Она стала неизбежным инст-

рументом для манипулирования клеточными функциями. Реконструкция метаболи-

ческой сети в масштабах генома с целью конструирования или открытия новых 

свойств клеточной метаболической сети, включающей ее регуляторные компоненты, 

задействует стехиометрическое моделирование (метаболиты, направленность, фер-

менты, анализы баланса потока, ограничения, рабочие диапазоны) и кинетическое 
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моделирование (метаболиты, направленность, время продукции и потребления со-

единения).  

На сегодняшний день с началом эры секвенирования целых геномов реконст-

рукция сетей биохимических реакций стала возможной для многих организмов. Так 

несколько полномасштабных геномных моделей метаболической сети было построе-

но in silico для штамма С. glutamicum АТСС 13032, одна из которых включает 502 

реакции и 423 метаболита [Shinfuku et al., 2009], а другая охватывает 446 реакций и 

411 метаболитов [Kjeldsen and Nielsen, 2009]. Анализ стационарных метаболических 

потоков, составленный на основе этих расчетов, показал удовлетворительную корре-

ляцию между моделируемыми и биологическими данными, такими как, например, 

поток через ПФП в первой из двух моделей. 

Большое количество моделей построено на результатах анализа метаболиче-

ских потоков (Flux Balance Analysis - FBA). С их помощью, например, было предска-

зано, что при кислородном голодании нарушение пути биосинтеза сукцината, неко-

торых реакций ПФП или Н+-АТФазы приводит к увеличению выхода лактата 

[Shinfuku et al, 2009], а нарушение пути биосинтеза лактата ведет к эффективной 

продукции сукцината, что было подтверждено экспериментальным путем [Inui et al., 

2004b]. K.R. Kjeldsen and J. Nielsen, использовав реконструкцию полногеномных карт 

in silico, продемонстрировал корреляцию между высокой скоростью реакций в ПФП, 

необходимой для генерации НАДФН, и высоким выходом лизина, что опять же со-

гласуется с наблюдениями in vivo.  

Метод стехиометрического моделирования был использован для оценки воз-

можностей C. glutamicum как продуцента одного из основных промышленных про-

дуктов – лизина. Моделирование с целью достижения максимального выхода лизина 

при ограниченном росте биомассы сформировало несколько полезных гипотез раз-

вития метаболической инженерии. Так модель прогнозирует максимальный выход 

лизина 75% в отсутствии синтеза биомассы (максимальное теоретическое значение 

для C. glutamicum составляет 75-82%), что можно достигнуть в условиях лимита по 

ATФ [Vert`es et al., 2012]. Кроме того, модель демонстрирует, что снижение потоков 

через ЦТК, приводящих к высоким потерям углерода вследствие образования СО2, 

может повысить продукцию лизина. Эта гипотеза была подтверждена эксперимен-
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тально. Так замена сильного АТG инициирующего кодона на редкий GТG кодон в 

гене, кодирующем изоцитратдегидрогеназу, привела к снижению активности фер-

мента на 70% и увеличила продукцию лизина более чем на 40% [Becker et al., 2009].  

Кинетические модели реакционных сетей также начали приносить ощутимые 

результаты. Такие модели позволяют прогнозировать узкие места и оптимальные 

факторы, например, необходимую концентрацию ферментов для увеличения потока 

в направлении биосинтеза целевого продукта. Например, для производного C. 

glutamicum ATCC 13032 штамма была построена кинетическая модель управления 

потоком пути биосинтеза валина – лейцина из пирувата, базирующаяся на балансе 

участвующих в реакциях ферментов и концентрации метаболитов. Модель демонст-

рирует, что для конструирования высокопроизводительного продуцента валина не-

обходима оптимизация синтеза пирувата, увеличение внутриклеточной концентра-

ции НАДФ и высокая экспрессия генов биосинтеза валина [Vert`es et al., 2012]. Ин-

тересная гипотеза предполагает, что 20% увеличение доступности пирувата может 

привести к увеличению скорости образования валина на 150%, таким образом, выде-

ляя несколько потенциальных целей метаболической инженерии [Magnus et al., 

2009]. Так нарушение одного гена acеE (кодирует компонент пируватдегидрогеназ-

ного комплекса) значительно увеличит продукцию валина с неопределяемого уровня 

до 30-35 мM, тогда как дополнительное удаление pqo, pgi (кодируют хинон-

зависимую пируватдегидрогеназу и глюкозо-6-фосфат изомеразу) и pyc, а также 

сверхэкспрессия ilvBNCE кластера, приведет к продукции 410 мМ L-валина. Модель 

также предположила, что транслоказа, ответственная за экспорт валина, оказывает 

сильное влияние на метаболический поток валина. Эта задача может быть решена 

методами технологического проектирования – снизить внеклеточную концентрацию 

валина и, таким образом, уменьшить влияние градиента. 

Системная биология на основе прогнозируемых геномных и кинетических мо-

делей промышленных штаммов, а также карты протеома позволяют оценить новые 

генетические манипуляции in silico до их перевода в биологическую систему не 

только с точки зрения биологической, но и экономической эффективности. Метабо-

лическое моделирование C. glutamicum позволяет рассчитать максимальный теоре-
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тический потенциал производства конкретного метаболита, что дает возможность 

произвести оценку экономической целесообразности процесса.  

Таким образом, математические модели разных уровней и базы данных о ге-

нах, ферментах, регуляции метаболической сети позволяют понять физиологию и 

выработать генно-инженерные стратегии для конструирования новых, более совер-

шенных в биотехнологическом смысле штаммов, создание которых не представляет-

ся возможным на основании анализа исключительно на уровне одного гена или пути. 

 

1.4 Основные продукты, получаемые с использованием C. glutamicum, 

и перспективы использования этого микроорганизма в биотехнологии 

 

В настоящее время C. glutamicum имеет большое значение в области биотехно-

логии, в частности, для ферментативного производства L-аминокислот для нужд пи-

щевой и кормовой промышленности. Ежегодно производят до 3.0 миллионов тонн 

популярного в мире «усилителя вкуса» L-глутамата, около 2 миллиона тонн пищевой 

добавки L-лизина и 15 тысяч тонн нуклеотидов, используя оптимизированные моди-

фицированные штаммы [Becker et al., 2011; Wendisch et al., 2016]. 

Текущие исследования нацелены на разработку эффективных процессов про-

изводства новых продуктов, включая другие аминокислоты, D-аминокислоты, диа-

мины (кадаверин или путресцин), органические кислоты (α-кетоизовалериат, α-

кетоглутарат, шикимат, сукцинат, лактат, итаконат) и белки [Hochheim, 2017; Zahoor 

et al., 2012; Wendisch et al., 2016; Wieschalka et al., 2013]. 

C. glutamicum является перспективным альтернативным хозяином для произ-

водства биотоплива. Описана эффективная продукция этанола С. glutamicum экс-

прессией Zymomonas mobilis генов pdc и adhB, кодирующих пируватдекарбоксилазу 

и алкогольдегидрогеназу, соответственно, в условиях кислородного голодания 

[Zahoor et al., 2012]. Кроме того, конкурентоспособный продуцент изобутанола был 

создан на базе рекомбинантного C. glutamicum штамма, демонстрирующий меньшую 

токсичность к изобутанолу, чем штаммы Е. coli [Zahoor et al., 2012]. Также было по-

казано, что экспрессия Е. coli генов gldA, mgsA, yqhD, кодирующих глицеролдегид-

рогеназу, метилглиоксаль синтазу, и альдегидредуктазу, соответственно, в клетках  
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C. glutamicum с одновременной делецией C. glutamicum генов hdpA и ldh, кодирую-

щих дигидроксиацетонфосфат фосфатазу и лактатдегидрогеназу, соответственно, 

приводит к продукции 1,2-пропандиола до 0.343 моль/моль глюкозы [Siebert and 

Wendisch, 2015].  

Экспрессия кластеров гетерологичных генов в C. glutamicum позволила скон-

струировать новые метаболические пути, следствием чего явилась продукция разно-

образных веществ, таких как D-пантотената (витамина В5), спиртов – производных 

сахаров, таких как D-маннитола, ксилитола и других молекул [Zahoor et al., 2012; 

Wittmann, 2010]. 

Экспрессия растительных белков синтеза полифенолов в клетках C. glutamicum 

привела к продукции не только стильбена и (2S) - флаванона, но и сложных флаво-

ноидов, при этом решающее значение для разработки C. glutamicum штаммов, про-

дуцирующих растительные полифенолы, имело нарушение путей деградации фенил-

пропаноидов и других ароматических соединений [Kallscheuer, 2017]. 

Совершенствование новых штаммов идет в направлении увеличения конвер-

сии, продуктивности, устойчивости к стрессу и использования более широкого спек-

тра субстратной специфичности. Глюкоза, а также сахароза и фруктоза широко ис-

пользуются как в промышленном производстве аминокислот, так и в пищевой про-

мышленности, что вызывает необходимость поиска других дешевых и возобновляе-

мых источников углерода, позволяющих снизить себестоимость производства. По-

этому основным событием в последние годы стала разработка C. glutamicum штам-

мов, способных использовать более широкий спектр углеродных субстратов, такие 

как дикарбоновые кислоты (сукцинат, фумарат, малат), метанол, различные сахара 

(лактоза и галактоза), отходы лигноцеллюлозы (ксилоза, арабиноза, и содержащаяся 

в целлюлозной биомассе целлобиоза) [Witthoff et al., 2015; Jensen, 2015; Zahoor et al., 

2012; Wendisch et al., 2016]. Некоторые доступные, а значит интересные источники 

углерода не могут быть утилизированы C. glutamicum из-за отсутствия всех или час-

ти необходимых генов либо недостаточного уровня их экспрессии. Гетерологичная 

экспрессия Е. coli генов xylА и xylB способствовала утилизации ксилозы как единст-

венного источника углерода, а Е. coli генов araA, araB и araD привело к способности 

клеток C. glutamicum расти на арабинозе. Введение гена S. griseus amy на векторе в 
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штамм C. glutamicum, продуцирующий лизин, позволило синтезировать и секретиро-

вать α-амилазу в культуральную жидкость и эффективно использовать растворимый 

крахмал в качестве субстрата углерода и энергии для роста. Это помогло бы в даль-

нейшем избежать необходимую в настоящее время предварительную дорогостоящую 

обработку крахмала. Гетерологичная экспрессия Е. coli генов утилизации глицерола 

позволила С. glutamicum расти на глицероле, являющимся побочным продуктом 

производства биодизельного топлива [Wittmann, 2010]. Учитывая его уникальную 

способность совместно утилизировать смешанные источники углерода, C. 

glutamicum может быть использован для очистки отходов сельского хозяйства или 

других отраслей промышленности, одновременно производя при этом полезные со-

единения, такие как L-лизин или путресцин. В случае роста на смеси углеродных 

субстратов С. glutamicum первой потребляет глюкозу, а затем L-глутаминовую ки-

слоту или этанол, а ацетат использует до этанола. Также была продемонстрирована 

совместная утилизация глицерина с глюкозой, ксилозы с глюкозой, арабинозы с 

глюкозой, ксилозы и арабинозы с глюкозой и целлобиозы вместе с ксилозой и глю-

козой после введения в C. glutamicum дополнительных генов путей утилизации угле-

рода [Zahoor et al., 2012].  

 

1.5 Генетические методы для метаболической инженерии C. glutamicum 

 

Обширные манипуляции функций живых клеток коринебактерий стали воз-

можными благодаря полному набору генетических инструментов молекулярной био-

логии. К ним относятся не только методы эффективной электротрансформации, но и 

транспозонный мутагенез, инструменты для нарушения и замены гена, конститутив-

ные или индуцибильные промоторы различной силы, а также стабильные плазмиды 

высокой и средней копийности для клонирования генов и их экспрессии. 

Первое сообщение о разработке инструментов для проведения генетических 

манипуляций в штамме появилось в 1984 [Ozaki et al., 1984]. Предпосылкой к разви-

тию рекомбинантной ДНК техники с целью осуществления различных модификаций 

C. glutamicum генома стала идентификация эндогенных плазмид [Tauch et al., 2003]. 

Степень близости аминокислотных последовательностей инициирующих реплика-
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цию белков и механизма репликации (тета-(Ɵ) тип репликации и по типу катящегося 

кольца), являлись основными критериями их классификации в 4 группы [Ilyina 

andKoonin, 1992]. Базируясь на полученных знаниях по генетической организации 

C. glutamicum плазмид и данных сиквенса, осуществлено конструирование автоном-

но реплицирующихся в клетках C. glutamicum векторов для разных целей. 

Много векторов для клонирования генов было разработано на базе малых 

криптических плазмид pBL1 [Kirchner and Tauch, 2003], pCG1 [Nešvera et al., 2011] и 

pGA1 [Sonnen et al., 1991]. В качестве маркеров отбора трансформантов небольшое 

число коринебактериальных, кодирующих устойчивость к антибиотику, и несколько 

гетерологичных генов, экспрессирующих устойчивость к канамицину, эритромици-

ну, блеомицину, хлорамфениколу, были клонированы в их состав. Кроме того, дру-

гие альтернативные маркеры были использованы для промышленно значимых 

штаммов, например, ген alr, кодирующий аланинрацемазу, позволяющий Δalr C. 

glutamicum клеткам расти в отсутствии D-аланина [Tauch et al., 2002b]. Также на базе 

устойчивых к эритромицину плазмид pNG2 (C.diphtheria), pAC1 (Acetobacter 

pasteurianus) и стрептомицин устойчивой плазмиды pANV-6 (Citrobacter diversus) 

были сконструированы вектора широкого круга хозяев [Nesvera et al., 2011]. 

Были разработаны новые методы трансформации, трансдукции, конъюгации и 

электротрансформации, поскольку стандартные методы трансформации ДНК, ис-

пользуемые для грамотрицательных бактерий, в основном не подходили для грампо-

ложительной бактерии C. glutamicum. Наиболее удобным и эффективным методом 

оказалась электротрансформация, так как в отличие от конъюгации для ее осуществ-

ления не требовалось конструирование специальных векторов, способных к мобили-

зационному переносу в клетки C. glutamicum, что сильно расширяло ее возможности. 

Добавление в среду таких соединений, как ампициллин, пенициллин G, глицин со-

вместно с Tween 80,«ослабляющих» клеточную стенку, представляющую серьезный 

барьер на пути транспорта рекомбинантной ДНК, повысило компетентность клеток 

[Chevalier et al., 1988]. Прогрев C. glutamicum клеток сразу после электротрансфор-

мации, использование реципиентов, имеющих дефектную систему рестрикции-

модификации и мутантов с измененной клеточной стенкой [Jang and Britz, 2000] на-

ряду с ДНК, синтезируемой in vitro с помощью ПЦР или выделенной из штамма 
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E.coli (dam¯/dcm¯), имеющего дефектную систему метилирования, сильно повысило 

частоту электротрансформации в штаммы C. glutamicum [Ankri et al., 1996]. 

Для изучения экспрессии генов и их регуляции в C. glutamicum в состав плаз-

мид были клонированы различные гены-репортеры, не содержащие промоторную 

область, такие как amy, кодирующий α-амилазу из Streptomyces griseus [Cadenas et 

al., 1996], catI, кодирующий хлорамфениколацетилтрансферазу (CAT) из Tn9 

[Morinaga et al., 1987; Eikmanns et al., 1991], lacZ, кодирующий β-галактозидазу из E. 

coli [Eikmanns et al., 1991], nptII, кодирующий аминогликозидфосфотрансферазу из 

Tn5 [Bara´k et al., 1990; Zupancic et al., 1995], uidA, кодирующий β-глюкоронидазу из 

E. coli [Bardonnet and Blanco, 1991], а также гены, кодирующие пигмент меланин из 

Streptomyces glaucescens [Adham et al., 2001] и зеленый флуоресцентный белок (GFP) 

из медузы Aequorea Victoria [Letek et al., 2006; Knoppova et al., 2007]. 

Bектор,cконструированный для клонирования транскрипционного терминатора C. 

glutamicum, содержал uidA ген, экспрессия которого осуществлялась с промотора 

криптической плазмиды pBL1 [Bardonnet and Blanco, 1991].  

Подавляющее большинство используемых векторов для экспрессии в клетках 

C. glutamicum содержат гетерологичные индуцибильные промоторы.  

Было показано, что lac и trp системы оператор-репрессор E. coli функциони-

руют в C. glutamicum. На основании этого регулируемая экспрессионная система с 

использованием гена lacIq и Ptac или Ptrc промоторов была сконструирована [Eikmanns 

et al., 1991; Guillouet et al., 1999]. В качестве альтернативы была разработана инду-

цибильная в клетках C. glutamicum посредством теплового шока система, состоящая 

из экспрессионного вектора pEC901, содержащего PRPL промоторы и ген cI857, ко-

дирующий температурно-чувствительный репрессор [Tsuchiya and Morinaga, 1988]. 

Температурно-чувствительный репрессор cI857 и оператор λOL1 были также исполь-

зованы для контролируемой экспрессии генов, клонированных в новый C. 

glutamicum – E. coli шаттл вектор pCeHEMG857 [Park et al., 2008]. Кроме того, была 

разработана система, содержащая E. coli промотор PBAD оперона araBAD и E. coli ге-

ны araC и araЕ, кодирующие активаторный белок и транспортер L-арабинозы, соот-

ветственно. Эта система позволяет осуществить строгую регуляцию экспрессии кло-
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нированных целевых генов с промотора PBAD в зависимости от концентрации L-

арабинозы в среде в широком диапазоне от 0,001 до 0,4% [Zhang et al., 2012]. 

Использование собственных конститутивных промоторов для экспрессии ге-

нов в C. glutamicum началось относительно недавно. Сильные конститутивные про-

моторы C. glutamicum, такие как промотор гена cspB, кодирующий основной секре-

тируемый белок поверхностного слоя PS-2 [Tateno et al., 2007], и промотор гена 

gapA, кодирующий глицеральдегид 3-фосфат дегидрогеназу [Pátek et al., 2013], были 

использованы в составе плазмидных векторов для экспрессии генов в клетках C. 

glutamicum. Для замены нативных промоторов целевых генов в хромосоме C. 

glutamicum с целью получения стабильных бесплазмидных штаммов продуцентов 

были использованы промотор гена tuf, кодирующего фактор элонгации трансляции 

[Pátek et al., 2013], промотор гена sod, кодирующий супероксиддисмутазу. Обшир-

ный мутагенез промотора гена dapA, кодирующего дигидродипиколинат-синтазу, по-

зволил создать широкий ряд промоторов, обладающих разной силой [Vasicova et al., 

1999]. 

Не так давно была сконструирована строго контролируемая тетрациклин-

индуцибельная система для экспрессии в клетках коринебактерий с использованием 

гетерологичного и C. glutamicum промоторов. Целевые гены клонируются в состав 

вектора pCLTON1 под контроль модифицированного промотора Ptet из B. subtilis, 

строгая негативная регуляция которого в отсутствии тетрациклина осуществляется 

TetR репрессором, экспрессия которого реализуется с сильного конститутивного C. 

glutamicum промотора PgapA с той же плазмиды [Lausberg et al., 2012]. 

Были описаны C. glutamicum промоторы, индуцируемые ацетатом, глюкона-

том, мальтозой или пропионатом [Pátek et al., 2013]. Сконструирована новая индуци-

бильная система, основанная на сильной индукции пропионатом промотора оперона 

prpDBC2, кодирующего ферменты 2-метилцитратного цикла [Plassmeier et al., 2012], 

в присутствии PrpR активатора. Эта система экспрессии удобна и в целях лаборатор-

ного исследования, и для промышленных производств, так как она функционирует в 

минимальных и сложных средах для роста и использует дешевый индуктор пропио-

нат в очень небольших количествах (1мг/л). А поскольку индуктор потребляется 

клетками, транскрипция прекращается, когда индуктор исчерпан. 
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Нарушение или замена генов непосредственно в хромосоме C. glutamicum, ос-

нованная на гомологичной рекомбинации, является необходимым этапом в изучении 

функций генов и регуляции их экспрессии и осуществляется с использованием 

конъюгативных, интегративных векторов или кольцевых фрагментов ДНК, не со-

держащих репликон, называемых интегронами [Kirchner and Tauch, 2003]. Интегра-

тивные вектора в основном разработаны на базе E. coli векторов, которые не репли-

цируются в клетках C. glutamicum. Процедура введения разнообразных модификаций 

в геном C. glutamicum была значительно облегчена с использованием гена sacB из 

Bacillus subtilis в составе интегративных векторов, кодирующего левансахаразу. Ток-

сичность экспрессирующегося гена sacB B. subtilis для клеток C. glutamicum хорошо 

известна и является, по-видимому, следствием сложного строения клеточной стенки 

коринебактерий, имитирующей как бы внешнюю мембрану, являющуюся своеобраз-

ным фильтром для левана при его SacB-зависимом «внутриклеточном» синтезе 

[J ger et al., 1992]. Экспрессия sacB в присутствие сахарозы вызывает гибель клеток 

C. glutamicum, и на среде с сахарозой выживают только клоны, в хромосоме которых 

произошло редкое событие двойного кроссинговера [Sch fer et al., 1994]. Для этой 

цели были сконструированы способные к мобилизации интегративные вектора 

pK18mobsacB [Sch fe  et al., 1994] и pESB30 [Ohnishi et al,. 2002], а также улучшен-

ный интегративный вектор pCRA725, обеспечивающий высокий уровень экспрессии 

гена sacB с сильного P-tac промотора [Inui et al., 2004a].  

Разработана система селекции, включающая плазмидный репликон, обеспечи-

вающий репликацию только при низких температурах и ген sacB. Вектора pSFKT2 и 

pBS5T, pCRD206 [Nesvera and Patek, 2011], pCl2-OriTS, имеющие температуро-

чувствительный коринебактериальный репликон вследствие мутаций в гене rep, мо-

гут реплицироваться в клетках C. glutamicum только при 25 °C, тогда как сохранение 

их в клетке на 34 °C возможно лишь в случае гомологичной рекомбинации клониро-

ванного в ее состав фрагмента с хромосомой [Hochheim, 2017].  

Впоследствии комбинация техники состыковки генов (gene SOEing) [Horton, 

1995], позволяющей осуществлять генетические манипуляции in vitro с помощью 

ПЦР, вместе с использованием гена sacB в качестве маркера негативного отбора, на-

ходящегося на плазмиде, позволила создать эффективный генно-инженерный инст-
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румент для осуществления целевых замен аллелей в хромосоме C. glutamicum 

[Wehmeier et al., 2001]. 

Для отбора редких двойных событий гомологичной рекомбинации вместо гена 

sacB был также использован новый маркерный ген rpsLmut, сообщающий устойчи-

вость к стрептомицину [Kim et al., 2011]. 

Поскольку для биотехнологических целей важно иметь варианты рекомби-

нантных штаммов, не содержащих плазмиды, в настоящее время разработано много 

способов инсерции нескольких копий гетерологичных генов в хромосому C. 

glutamicum. С этой целью используют последовательности ДНК, нарушение которых 

не влияет на жизнеспособность клетки. Так интеграция нужных фрагментов ДНК 

была осуществлена в составе интегративного вектора по механизму гомологичной 

рекомбинации сразу в несколько точек на хромосоме штамма ATCC 13869, исполь-

зуя IS13869 последовательности в качестве мишени [Correia et al., 1996]. Примером 

также может служить множественная интеграция сразу в несколько копий гена, ко-

дирующего 16S rRNA [Amador et al., 2000].  

Разработана техника интеграции, основанная на строгой несовместимости 

производных pCG1 плазмид [Ikeda and Katsumata, 1998]. Кроме того, в литературе 

были описаны векторы, использующие сайт-специфические интегративные свойства 

коринефагов, представляющие удобный инструмент для интеграции фрагментов ре-

комбинантной ДНК в специфические сайты C. glutamicum генома. Примером могут 

служить интегративный вектор pA3253, содержащий минимальный локус, необхо-

димый для интеграции умеренного коринефага φ16 [Moreau et al., 1999b], и вектор 

pKMO3W+mob, базирующийся на сайт-специфической рекомбинации β-фага из C. 

diphtheriae [Oram et al., 2007], а также плазмиды р5510 и рА6521, содержащие необ-

ходимые генетические последовательности сайт-специфической интеграции фагов 

φААU2 и φ 304L, соответственно [Le Marrec et al., 1994; Moreau et al., 1999a]. 

Описан метод последовательного ввода нескольких генетических элементов в 

хромосому C.glutamicum, основанный на сайт-специфической рекомбинации уме-

ренного фага лактококков TP901-1 с использованием кодируемой фагом интегразы и 

специфического attB сайта из хромосомы Lactococcus lactis, первоначально интегри-

рованного в хромосому C.glutamicum [Shen et al., 2017]. Эта система интеграции 
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очень эффективна и работает в различных хозяевах, включая клетки млекопитающих 

[Stoll et al., 2002]. Сконструированный на базе суицидной в клетках C.glutamicum 

плазмиды pK18mobsacB вектор pJS31 содержал ген, сообщающий устойчивость к 

канамицину, генетически модифицированный ген sacB, а также синтетическую ДНК 

кассету. Кассета имела attP сайт фагаTP901-1 для первичной и сайт attB для после-

дующих интеграций в хромосому, поскольку интеграция pJS31 и его производных 

приводит к потере attB сайта хромосомы. Кроме того, синтетическая ДНК кассета 

включала C. glutamicum терминатор lysA, множественный сайт клонирования (MCSs) 

и два модифицированных сайта lox66 /lox71 [Albert et al., 1995], позволяющих уда-

лять нежелательные элементы вектора из хромосомы с помощью Cre рекомбиназы 

фага P1. Экспрессия Cre рекомбиназы осуществлялась с нереплицирующегося в 

клетках C.glutamicum вектора с сильного C.glutamicum промотора EF-Tu [Pátek et al., 

2013]. В качестве демонстрации метода был сконструирован ряд штаммов, произ-

водных ATCC 13032, содержащих одновременно в хромосоме два репортерных гена 

– lacZ (кодирующий ß-галактозидазу) и gusA (кодирующий ß-глюкоронидазу) с раз-

ными уровнями экспрессии. С помощью разработанного подхода можно ввести не-

ограниченное количество любых генов (нативные, гетерологичные или синтетиче-

ские), что позволит значительно облегчить метаболическую оптимизацию штаммов 

C.glutamicum . 

В последние годы создаются новые инструменты для осуществления точной 

редакции генома коринебактерий. Недавно была разработана техника «рекомбини-

ринга», позволяющая быстро осуществлять замену одиночных нуклеотидов в геноме 

C.glutamicum, используя в качестве субстрата одноцепочечную (оц)-ДНК (олигонук-

леотиды) и рекомбиназу RecT профага Rac E. coli [Binder et al., 2013]. В процессе 

«рекомбиниринга» рекомбиназа связывается с олигонуклеотидом, спаривает его с 

комплементарной (оц)-ДНК в репликационной вилке [Hall and Kolodner, 1994] и спо-

собствует его гомологичной рекомбинации с ДНК мишенью, в ходе которой олиго-

нуклеотид интегрируется в виде фрагмента Okazaki [Mosberg et al., 2010]. Было пока-

зано, что самая высокая частота «рекомбиниринга» целевого кодона G81E гена murE 

была получена с использованием рекомбиназы RecT (4,7 рекомбинантов на 100 кле-

ток) [Binder et al., 2013]. Создана новая технология RecFACS, представляющая собой 
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объединение (оц)-ДНК «рекомбиниринга» с разработанной технологией наносенсо-

ров, фиксирующей сигнал сразу при введении «продуктивной мутации», которая по-

зволила обнаружить и отобрать мутанты с повышенной продуктивностью лизина на 

клеточном уровне с помощью метода сортировки клеток с активированной флуорес-

ценцией (FACS). В качестве метаболитного сенсора (pSenLys) выступил регулятор 

транскрипции LysG, который осуществляет активацию транскрипции гена lysE в от-

вет на увеличение концентрации L-лизина в клетке. Слияние промотора lysE с eyfp 

приводит к испусканию флуоресценции клетками, продуцирующими L-лизин [Binder 

et al., 2013]. 

Недавно сообщалось, что «рекомбиниринг» (оц)-ДНК идет в C. glutamicum да-

же без экспрессии гетерологичных рекомбиназ [Krylov et al., 2014]. 

В качестве метода редактирования генома был разработан «рекомбиниринг» 

двухцепочечной (дц)-ДНК (фрагменты ПЦР), используя систему рекомбинации 

RecET профага Rac E. coli, для которого необходим дополнительный шаг, осуществ-

ляемый 5’-3’ ДНК-экзонуклеазой RecE [Hochheim, 2017]. Несмотря на то, что введе-

ние точечных мутаций проиходило с высокими частотами (до 1.1 x105/ мкг ДНК), 

полноразмерные гены не были интегрированы в нужные места генома. Углубленный 

анализ выявил корреляцию длины субстрата ДНК с эффективностью рекомбинации, 

что позволило добиться очень низкой частоты (9,8 х 102 рекомбинантных клеток на 

1010 клеток) с фрагментами длиной 700 п.н. Показано, что использование 5’-

фосфорилированных фрагментов ДНК в качестве субстрата повысило эффективность 

(дц)-ДНК рекомбинации в 10 раз в то время как фосфоротиоация снизила эффектив-

ность рекомбинации в 5 раз [Hochheim, 2017]. 

«Рекомбиниринг» самовырезаемого линейного ПЦР фрагмента, содержащего 

Cre/loxР систему, был успешно адаптирован в хромосому продуцента аминокислот 

C. glutamicum ATCC14067 с использованием пары экзонуклеаза-рекомбиназа RecET 

профага Rac E.coli, что позволило осуществить необходимые безмаркерные делеции 

в хромосоме. Эффективность процесса при оптимальной длине гомологии плеч в 

800п.н. составила 97-100%. [Huang et al., 2017].  

Следующим перспективным подходом, позволяющим успешно проводить на-

правленные генетические модификации в большом количестве организмов и клеточ-
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ных линий, является CRISPR/Cas система. Система CRISPR/Cas встречается в широ-

ком спектре бактерий и архей и функционирует как адаптивная иммунная система. 

Существует несколько различных систем CRISPR, одна из самых простых – система 

CRISPR типа II недавно нашла применение в качестве средства для целевого редак-

тирования генома [Jensen, 2015]. Эта система Streptococcus pyogenes использует эн-

донуклеазу двухцепочечной ДНК Cas9, зрелую РНК CRISPR (crRNA) и транс-

действующую РНК (tracrRNA) [Jensen, 2015]. В то время, как механизм сначала рас-

сматривался только как биологическое явление, он был превращен в инструмент 

генной инженерии с огромным потенциалом, когда М. Jinek et al. [Jinek et al., 2012] 

описал перепрограммирование последовательности ДНК–мишени путем замены 20 

п.н. в crRNA и приведение системы к двум компонентам путем построения химерной 

малой направляющей РНК (sgRNA), имеющей шпильку, имитирующую комплекс 

tracrRNA-crRNA. Эта РНК сочетает адресную специфику crRNA со структурными 

характеристиками tracrRNA. В этом случае для точного определения цели генома 

достаточно только экспрессии Cas9 и конструирование sgRNA с 20 п.н. протоспей-

серной последовательностью, комплементарной целевой ДНК. В настоящее время 

sgРНК используется значительно чаще, чем crРНК и tracrРНК. 

Так, например, для C. glutamicum была разработана система CRISPR-Cas9, по-

зволяющая разделять различные генотипы. А недавно было показано, что сочетание 

техники ДНК «рекомбиниринга» клеток с последующим применением CRISPR-Сas9 

системы позволяет значительно улучшить частоты редактирования генома 

C.glutamicum [Hochheim, 2017]. В смеси двух штаммов С. glutamicum ATCC13032 и 

ATCC13032, имеющего точечную мутацию, приводящую к замене в MurE-(G81E), 

все клетки дикого типа были устранены с помощью соответствующей sgRNA. По-

скольку было отмечено, что наличие белка Cas9 снижает количество живых клеток 

из-за токсичности, замена стартового кодона cas9 с АТG на ТТG привела к весьма 

низкой неспецифической активности белка, в то время как метод CRISPR-Cas9 оста-

вался функциональным [Hochheim, 2017]. 

На основе CRISPR/Cas9 системы разработан генетический инструментарий, 

позволивший осуществить эффективную модификацию генома нескольких штаммов 

С. glutamicum ATCC 13032, ATCC 13869. Экспрессия токсичного для бактерий белка 
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Cas9 осуществлялась со строго регулируемого с помощью IPTG промотора Ptac, а 

экспрессия sgRNA – с С. glutamicum промотораP11F. Для преодоления частых мута-

ций гена сas9 в клетках C.glutamicum, приводящих к низкой эффективности редакти-

рования генома, была использована совместная трансформация плазмид, экспресси-

рующих Cas9 и gRNA. Все это позволило осуществить делеции, замены и вставки 

генов (до 3,6 т.п.н.) с эффективностью 30.8–60,0% и 16.7–62.5%, соответственно. 

Кроме того, для ввода в геном небольших модификаций и однонуклеотидных замен 

был осуществлен оц-ДНК «рекомбиниринг» с помощью рекомбиназы recT профага 

Rac E.coli,используяCRISPR/Cas9-опосредованныйотбор, с эффективностью более 

80.0%. Редактирование одновременно двух мест также было реализовано в С. 

glutamicum с эффективностью 40.0% [Liu et al., 2017].  

Также разработана CRISPR система, использующая белок Cpf1 Francisella 

novicida вместо Cas9. Совмещая CRISPR/Cpf1 с оц-ДНК «рекомбинирингом», были 

внесены небольшие изменения в геном C. glutamicum с высокой эффективностью, а 

также реализованы протяженные «делеции» и вставки генов [Jiang et al., 2017]. 

Систему CRISPR можно использовать для регуляции экспрессии транскрип-

ции. Каталитически неактивный Cas9 (dCas9), не обладающий эндонуклеазной ак-

тивностью, при совместной экспрессии с sgRNA образует рибонуклеопротеиновый 

комплекс, который может специфически препятствовать связыванию фактора транс-

крипции, связыванию РНК-полимеразы или удлинению транскрипции и поэтому ис-

пользуется для контроля экспрессии генов. В Corynebacterium glutamicum эта техни-

ка использовалась для снижения экспрессии гена pgi (фосфоглюкоизомераза) с це-

лью увеличения продукции лизина и генов pck (PEP карбоксикиназа), pyk (пируват-

киназа) для усиления синтеза глутамата [Cleto et al., 2016]. 

Таким образом, современные методы «рекомбиниринга» и CRISPR/Cas9 рас-

ширяют и упрощают процедуры геномного редактирования. И хотя почти все совре-

менные методы доступны для C. glutamicum, тем не менее, дальнейшее их усовер-

шенствование требуется для создания промышленных штаммов с улучшенными 

продуцирующими характеристиками, обусловленными множественными целена-

правленными изменениями их генома. 
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2. Бактериофаг Mu - транспозон 

 

Транспозоны являются дискретным сегментом генетического материала, спо-

собным перемещаться из одного локуса в другой в геноме хозяина или между раз-

личными геномами. Феномен был обнаружен Barbara McClintock в 1940 годах. 

Транспозоны перемещаются, главным образом, используя специальную форму ре-

комбинации, называемую транспозицией, не требующую ДНК гомологии сайта-

мишени [Mizuuchi, 1992; Mizuuchi, 1997; Mizuuchi and Baker, 2002]. Транспозиция 

вызывает инсерционные мутации и способствует различным типам геномных пере-

строек, таким как делеции и инверсии.  

Бактериофаг Mu впервые был описан в 1960-х годах как умеренный фаг Esche-

richia coli (а также многих энтеробактерий), обладающий способностью индуциро-

вать множественные мутации [Taylor, 1963] в клетках, вследствие чего был назван 

Mu (то есть фаг-мутатор). Десятилетия блестящих экспериментов группы  

К. Mizuuchi с использованием в качестве субстратов либо mini-Mu плазмиды, либо 

олигонуклеотиды, содержащие Mu концы, заложили основу наших современных 

знаний о механизмах транспозиции. Жизненный цикл бактериофага проходит через 

две стадии, отличающихся конфигурацией донорного субстрата и дальнейшей судь-

бой продуктов транспозиции. Лизогенный путь используется фагом во время инфек-

ции и приводит к интеграции линейной ДНК фага Mu в случайные места генома E. 

сoli хозяина (с небольшим предпочтением узнавания консенсусной последовательно-

сти 5´-C-Py-(G/C)-Pu-G-3´ in vivo с окружающей ее областью в ∼23 до 24-п.н., обла-

дающей облегчающей деформацию ДНК-мишени структурой) и стабильному со-

стоянию профага. Второй путь используется во время литического роста, ведет к по-

явлению множества копий фага Mu в геноме хозяина, а в конечном итоге, образова-

нию фагового потомства [Symonds et al., 1987; Chaconas et al., 1981].  

В обоих случаях механизм транспозиции Mu один и тот же, идет с образовани-

ем общего промежуточного продукта «Shapiro интермедиат» [Shapiro, 1979], разре-

шение которого происходит по механизму репарации «nick-join-repair» в случае ли-

зогенизации фагом Mu клетки-хозяина, а во время литического развития – по репли-

кативному механизму «nick-join-replicative» с обязательным образованием структуры 
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коинтеграта [Chaconas and Harshley, 2002; Harshley and Jayaram, 2006] (Рисунок 3). 

Оба пути транспозиции бактериофага Mu катализируются белок-нуклеиновым ком-

плексом высокого порядка, названным транспозосомой [Harshey and Jayaram, 2006]. 

Сборка этого комплекса достаточно сложный процесс, требующий ряд специфиче-

ских участков ДНК фага, фаговых белков и белков хозяина, включенных в сложный 

цикл белок-белковых и ДНК-белковых взаимодействий на суперспирализованной 

ДНК субстрате. Изгибы молекулы ДНК и тесное взаимодействие доменов, принад-

лежащих разным мономерам транспозаз, являются необходимыми условиями при 

конструировании функционально-активных сайтов. 

 

 

Рисунок 3 - Стадии нерепликативного (А) и репликативного (В) путей транспозиции фага Mu 

[Согласно Harshey, 2014] 
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2.1 Необходимые для транспозиции ДНК элементы фага Mu 

 

Бактериофаг Mu, геном которого представляет собой линейную двухцепочеч-

ную молекулу ДНК и имеет размер 36,717т.п.н. [Morgan et al., 2002], является одним 

из самых больших и сложных из известных транспозонов [Сhaconas and Harshey, 

2002; Mizuuchi,1992] (Рисунок 4).  

 

 

Рисунок 4- Необходимые для транспозиции участки ДНК и белки генома фага Mu [Согласно 

Harshey, 2014] 

 

Геном Mu фага содержит расположенные с разными интервалами шесть сайтов 

связывания с транспозазой MuA, обозначенные L1, L2, L3 (Mu-attL) и R1, R2, R3 

(Mu-attR), находящиеся на левом или на правом концах, соответственно, в разной 

ориентации [Creigie et al., 1984]. Эти сайты включают консервативную последова-

тельность, состоящую из 22п.н., не имеющую внутренней симметрии, и обладают 

разной способностью к связыванию MuA-мономеров, а, следовательно, не равноцен-

ны для процесса транспозиции [Groenen and van de Putte., 1986; Lavoie et al., 1991].  

Кроме этих важных ДНК элементов на расстоянии ~1т.п.н. от левого конца Mu 

генома находится энхансер транспозиции (E), ранее называемый внутренней активи- 

рующей последовательностью (IAS) [Leung et al., 1989; Mizuuchi and Mizuuchi, 1989; 

Surette et al., 1989]. Энхансер перекрывается с тремя операторами О1-О3 транскрип-

ции ранних фаговых генов, включающими Pe промотор [Krause and Higgins, 1986], 

являющимися также сайтами связывания MuA транспозазы. По меньшей мере, де-

вять сайтов связывания с транспозазой MuA присутствуют в E последовательности 

[Lavoie et al., 1991]. Все концевые связывающие сайты (L1-L3 и R1-R3) участвуют во 

взаимодействиях с E [Jiang et al., 1999] через разные субъединицы MuA. cis-

действующий энхансер – необходимый компонент реакции транспозиции. Показано, 
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что энхансер эффективно (более чем в 100 раз) стимулирует транспозицию in vivo, и 

его роль существенна в процессе сборки транспозосомы in vitro [Leung et al., 1989; 

Chaconas and Harshey, 2002]. Играя важную роль при сборке транспозосомы 

[Mizuuchi et al., 1992], энхансер остается ассоциированным с комплексом на протя-

жении всего процесса транспозиции [Pathania et al., 2002; Yin et al., 2007]. Так, во 

время сборки транспозосомы энхансер направляет упорядоченное взаимодействие с 

двумя концами фага Mu, сближая их, тем самым облегчая формирование суперскру-

ченного синапса, охватывающего 5 супервитков ДНК. Показано, что в случае нор-

мальной относительной ориентации L и R, концы Mu были либо упорядочено свер-

нуты (IW), либо выровнены случайным столкновением (RC). Добавление энхансера к 

этой системе направляет синапс в сторону пути IW, показывая, что Е накладывает 

топологическую специфичность на синапс. В случае нахождения Mu- концов в не-

правильной ориентации, синапс происходит только через RC [Harshey, 2014]. Было 

показано, что определенная (природная) ориентация E-элемента, расположенного in 

cis между левым и правым att Mu, важна для его функционирования, в то время как 

удаление от концов транспозона не имеет существенного значения. Добавленный в 

50-кратном молярном избытке [Surette, Chaconas,1992] энхансер может действовать 

in trans, сохраняя свою топологическую специфику и осуществлять R1-O1 и L1-O2 

взаимодействия [Jiang and Harshey, 2001]. Энхансер также выполняет роль фильтра 

при отборе наиболее стабильной конфигурации транспозосомы, защищает ее от спа-

ривания ошибочных концов Mu-ДНК в клетке в случае присутствия нескольких ко-

пий Mu транспозона [Yin and Harshley, 2005]. Требования энхансера можно обойти in 

vitro, используя диметилсульфоксид или высокую концентрацию белка MuA и ДНК. 

Кроме Е –элемента для эффективного синапса необходим сайт сильного свя-

зывания гиразы (SGS), локализованный в центре Mu генома. Через этот сайт осуще-

ствляется отрицательная суперспирализация ДНК, которая имеет большое значение 

для транспозиции Mu бактериофага in vivo [Pato, 2004; Pato and Banerjee, 2000]. 

Предполагается, что ДНК гираза, связываясь с SGS, стимулирует формирование су-

перспирализованной петли с сайтом связывания на вершине, что способствует сбли-

жению концов профага в ее основании (Рисунок 5) и, как следствие, эффективной 

сборки транспозосомы и репликации профага Mu in vivo. Было замечено, что сайт 
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SGS играет важную роль в поддержании профага Mu как отдельного и стабильного 

домена на E. coli хромосоме, поскольку выделение Mu в независимую область на 

хромосоме обеспечивает низкий уровень транскрипции с промотора ранних фаговых 

генов, который контролирует экспрессию факторов транспозиции MuA и MuB. В 

этом процессе принимают также участие MuB и несколько нуклеотид-связывающих 

белков (NAPs) [Harshey, 2014]. 

 

 

Рисунок 5- Центральный сайт SGS. ДНК-гираза связывается в SGS и инициирует процесс вве-

дения сверхвитков, ведущий к образованию нового домена, содержащего полный геном профа-

га Mu, выравнивая концы L и R, тем самым способствуя сборки транспозосомы [Согласно 

Harshey, 2014] 

 

 

2.2 Белки, принимающие участие в транспозиции бактериофага Mu 

 

Геном бактериофага Mu кодирует два белка, включенных в транспозицию: 

транспозазу MuA и вспомогательный активатор транспозиции MuB.  

Основным белком, необходимым для осуществления транспозиции, выступает 

транспозаза MuA, являющаяся мономером в растворе, размер которого составляет 

75kDa (663 ак.о). Частичный протеолиз белка показал, что он состоит из трех доме-

нов, структурно и функционально разделенных на субдомены [Nakayama et al., 1987] 

(Рисунок 6). N-концевой домен (I) ответствоенен за специфическое связывание как с 

энхансером через субдомен Iα [Leung et al., 1989; Mizuuchi M. and Mizuuchi K., 1989], 

так и с сайтами связывания MuA, находящимися на концах фагового генома –attL, 

attR через субдомены Iβ и Iγ [Kim and Harshley, 1995; Leung et  
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Рисунок 6 - Доменная и субдоменная организация MuA транспозазы [Согласно Harshey, 2014] 

 

al., 1989; Nakayama et al., 1987]. Субдомены Iβ и Iγ связываются с разными полови-

нами 22 п.н. консервативной последовательности att сайтов (с регионами, состоящи-

ми из первых 1-11п.н. и последних 12-22п.н., соответственно). Субъединицы MuA, 

связанные с L и R сайтами, осуществляют перекрестные взаимодействия с E во вре-

мя формирования LER комплекса. Это специфичное взаимодействие определяет то-

пологию транспозосомы. Субдомен IIα выполняет каталитические функции и содер-

жит филогенетически консервативные остатки аминокислот (Asp269-Asp336-Glu392), 

координируемые ионом двухвалентного металла, образуя, так называемый, DDE мо-

тив [Baker and Luo, 1994; Rice and Mizuuchi, 1995]. Было выяснено, что субдомен IIβ 

также принимают участие в неспецифическом ДНК связывании в процессе сборки 

транспозосомы [Krementsova et al., 1998]. Субдомен IIIα (BAN) отвечает за неспеци-

фическое связывание с ДНК и обладает нуклеазной активностью, возможно, взаимо-

действуя со слитой структурой Mu-ДНК мишени и DDE мотивом, а также может 

участвовать в структурных перестройках транспозосомы, осуществляемых между 

стадиями разрыва и переноса нитей ДНК [Kuo et al., 1991]. Субдомен IIIβ взаимодей-

ствует с MuB [Baker et al., 1991] и ClpX [Levchenko et al., 1995] белками.  

В составе транспозосомного комплекса MuA транспозаза катализирует специ-

фические реакции расщепления ДНК и присоединения, необходимые для осуществ-

ления транспозиции [Craigie et al., 1984; Kuo et al., 1991; Lavoie et al., 1991].  

Еще два ДНК связывающих и изгибающих белка клетки-хозяина, HU и IHF, 

принимают участие на ранних стадиях транспозиции и играют важную роль в сборке 

транспозосомы [Watson and Chaconas, 1996] (Рисунок 4). 

Гистоноподобный белок HU активен в форме димера и неспецифично связыва-

ется in vivo между L1 и L2 сайтами фагового генома, обеспечивая их сближение 

[Gueguen et al., 2005]. В результате такого сближения субъединицы транспозазы, 
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расположенные на L1 и L2, могут взаимодействовать между собой [Lavoie and 

Chaconas, 1995].  

В экспериментах in vitro было продемонстрировано, что IHF, связываясь с Е в 

районе между О1 и О2, образует шпилечную структуру на ДНК, способствуя, таким 

образом, MuA опосредованным взаимодействиям между L/R концами и энхансером, 

что стимулирует транспозицию в случае, когда уровень суперспирализации ДНК 

субстратов низкий или отсутствует один из «вспомогательных» сайтов связывания - 

L2, L3 или R3 [Yin et al., 2007].  

Показано, что в физиологических условиях для сборки транспозосомы требу-

ется присутствие всех ДНК элементов (attL, attR, E) в природном расположении на 

суперспирализованной донорной молекуле ДНК, содержащей Mu транспозон, наряду 

с MuА и Е. coli белками HU, IHF. А в присутствии двухвалентного иона металла 

Mg2+ этих компонентов достаточно для стимулирования реакции расщепления ДНК. 

Однако для эффективной транспозиции требуется еще другой кодируемый фа-

гом Mu белок – MuB, включающий 312 ак.о. MuB-это AAA+АТФаза, которая осуще-

ствляет неспецифичное связывание ДНК [Chaconas and Harshey, 2002; Mizuno, 2013] 

(Рисунок 7) АТФазная активность MuB стимулируется ДНК и MuA. 

 

 

Рисунок 7 - Доменная организация MuВ [Согласно Harshey, 2014] 

 

Одновременно МuB стимулирует MuA опосредованное спаривание концов транспо-

зосомы и осуществление однонитевых разрывов концевых участков ДНК фага Mu, 

соединяясь с фланкирующими последовательностями. Совместное действие MuA и 

MuB приводит к искажению ДНК, что позволяет захватить целевую ДНК и осущест-

вить Mu транспозицию. Кроме того, MuB, взаимодействуя с С-концевым доменом 

IIIβ MuA, оптимизирует все стадии сборки транспозосомы. Белок MuB способен по-
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давлять различные дефекты процессов сборки транспозосомы и катализа, используя 

для этого неизвестный механизм [Coros et al., 2003]. Предполагают, что MuB не тре-

буется для первичной интеграции, хотя, возможно, и стимулирует этот процесс 

[Roldan and Baker, 2001]. 

Он также ответственен за иммунность транспозиции, то есть предохраняет не-

которые сегменты ДНК от встраивания транспозона [Ge et al., 2010; Han and 

Mizuuchi, 2010]. Существует два типа иммунности.  

cis–иммунность не позволяет использовать области хромосомы хозяина, нахо-

дящиеся в непосредственной близости (~5 т.п.н.) от концов фага Mu в качестве ми-

шени. В основе этого механизма лежат MuA-MuB взаимодействия. Так ассоцииро-

ванная с концами ДНК профага Mu транспозаза MuA при взаимодействии in cis со 

связанным с ДНК белком МuB стимулирует гидролиз АТФ, в результате которого 

МuB диссоциирует с ДНК. Свободная от MuB ДНК является плохой мишенью для 

новых вставок. MuA-MuB взаимодействия способствуют образованию петель на 

ДНК между участками, связанными с MuA и MuB. Повторяющиеся циклы формиро-

вания/разрушения петли приводят к более крупным петлям на ДНК, что влечет за 

собой преимущественное введение транспозона в места, удаленные от концов транс-

позона [Han and Mizuuchi, 2010]. MuB также диссоциирует при взаимодействии с 

MuA in trans, при этом олигомерное состояние MuA мономера, может различить 

взаимодействия с концами, лежащие в основе иммунитета in cis, от тех, которые спо-

собствуют захвату ДНК-цели и транспозиции in trans [Harshey, 2014].  

Во время литической фазы развития Mu амплифицирует свой геном по край-

ней мере 100 раз. Чтобы производить жизнеспособное потомство фаг должен пре-

дотвратить транспозицию в себя. Mu геномная иммунность обусловлена, напротив, 

сильным связыванием белка MuB с ДНК транспозона, предположительно, модули-

руемым хозяйскими белками in vivo [Ge et al., 2011]. Полимеризация MuB внутри не-

зависимого Mu домена образует барьер на пути интеграции в собственный геном.  

Резкое отличие механизмов MuB-связывания в пределах и вне генома Mu про-

фага свидетельствует о сегрегации Mu-генома в независимый домен на хромосоме.  
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2.3 Реконструкция моделей транспозосом 

 

Основным этапом транспозиции Mu является сборка синаптического комплек-

са, в котором каталитически инертные мономеры MuA активируются благодаря об-

разованию тетрамерного ядра, тесно связанного с двумя концами транспозона. 

Первое трехмерное 3D изображение тетрамерной Mu–транспозосомы, собран-

ной на предварительно расщепленных олигонуклеотидных субстратах R1-R2, было 

получено J.F.Yuan et al., 2005, используя сканирующую просвечивающую электрон-

ную микроскопию. Хотя разрешение реконструкции было относительно низким, бы-

ло подтверждено trans-расположение каталитически активных MuA субъединиц. 

Модель комплекса напоминала большую V (на Рисунке 8 изображение перевернуто), 

причем единственные значимые белок–белковые взаимодействия отмечались в осно-

вании V, где расположены каталитически активные субъединицы. Остальная часть 

комплекса, по–видимому, удерживается вместе за счет ДНК-белковых взаимодейст-

вий, возможно, чтобы обеспечить гибкость всего комплекса по мере его перехода с 

каждым шагом реакции во все более стабильные состояния.  

 
Рисунок 8- 3D реконструкция модели тет-

рамерной Mu транспозосомы, собранной на 

R1-R2 концах [из Yuan et al., 2005] 

 

 

 

 

Рисунок 9-(A) Кристаллическая структура 

Mu STC транспозосомы; (B) Схематическое 

изображение кристаллической структуры 

транспозосомы, иллюстрирующее позиции 

различных доменов MuA и ДНК сегментов. 

[из Harshey, 2012] 

Кристаллическая структура Mu STC (strand transfer complex) транспозосомы 

(Рисунок 9), собранная на предварительно расщепленных R1-R2-субсайтах с исполь-

зованием укороченной MuA (ак. о. 77 до 605) и ДНК-мишени, имеющей одну «мисс-

мэтч» замену, подтвердила trans расположение двух каталитически активных субъе-
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диниц MuA и характерный изгиб ДНК-мишени, что является общими чертами для 

всех STC комплексов [Montaño et al., 2012; Harshey et al., 2012]. Было показано, что 

Mu транспозосомы обладают высокой стабильностью, главным образом, за счет 

сильных ДНК-белковых и белок-белковых взаимодействий. 

 

2.4 Стадии репликативной транспозиции фага Mu 

 

Репликативный путь транспозиции, используемый фагом во время литического 

пути развития, когда Mu является частью большого ковалентно- замкнутого кольце-

вого генома хозяина, воспроизведен in vitro и детально изучен [Chaconas and 

Harshey, 2002]. 

На ранних стадиях Mu транспозиции 6 каталитически неактивных мономеров 

MuA беспорядочно связываются с каждыми L/R сайтами. Cложный цикл взаимодей-

ствий сначала между субъединицами транспозазы, связывающими правый конец (R), 

и энхансером (ER-комплекс, содержит два супервитка), а затем между субъединица-

ми, связывающими левый конец (L) и энхансером, стимулирует образование времен-

ного синаптического (по трем сайтам) комплекса (LER) определенной архитектуры, 

в котором концевые последовательности фага строго ориентированы друг относи-

тельно друга [Watson and Chaconas, 1996] (Рисунок 10). Формирование этого  

комплекса требует высокой суперспирализации ДНК, а также точно расположенных 

изгибов донорной цепи, которые индуцируются в E. coli взаимодействием с белками 

клетки-хозяина HU и IHF [Wang and Harshey, 1994]. Взаимодействие L1 сайта с ER 

через HU инициирует преобразование нестабильного LER комплекса в стабильную 

форму через серию транспозосом в направлении стабилизации белок-нуклеиновых 

 

 

Рисунок 10 – Порядок и динамика сборки Mu транспозосомы [из Harshey, 2006] 
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взаимодействий, сопровождаемое изменением конфигурации энхансера от напря-

женной к менее напряженной, при этом происходит образование каталитически ак-

тивного ядра, состоящего из четырех MuA субъединиц [Baker and Mizuuchi, 1992; 

Lavoie et al., 1991]. Комплекс SSC (stable synaptic complex) [Watson and Chaconas, 

1996], называемый также комплекс типа 0 (Рисунок 10), представляет собой ста-

бильный синаптический комплекс, в котором пока еще не происходит разрыва до-

норной цепи, но четыре молекулы транспозазы из шести прочно связаны друг с дру-

гом и тесно контактируют с тремя концами (L1, R1, R2) Mu-транспозона.  

Этот комплекс охватывает 5 супервитков, два из которых образуются между E 

и R, два - между R и L и один между E и R элементами. На этой стадии осуществля-

ется контроль правильности координации концов Mu фага и соответствующих вспо-

могательных сайтов ДНК для выполнения последующей реакции разрыва донорной 

ДНК. Стадия формирования SSC является лимитирующей, поскольку на этом этапе 

идет плавление нескольких пар оснований на ДНК в непосредственной близости от 

сайтов расщепления, на что используется свободная энергия суперспирализации 

фланкирующих геном фага участков гетерогенной ДНК предыдущего хозяина, FD 

(flanking DNA) [Savilahti et al., 1995; Wang and Harshey, 1994]. В этой связи нахожде-

ние на концах транспозируемой цепи ДНК фага Mu динуклеотидов 5’-CA-3 (особен-

но последнего – А-аденина), консервативных во многих транспозируемых элементах, 

включая ретровирусы, важно из-за их гибкости и легкости деформации [Lee and 

Harshey, 2001]. Так мутации концевых динуклеотидов блокируют переход LER в 

SSC, однако «мисс-мэтч» замена способствует сборке стабильной транспозосомы. 

SSC образуется как в присутствии Mg2+, так и ионов Mn2+, Сa2+ in vitro [Mizuuchi et 

al., 1992; Jiang and Harshey, 2001]. Но это требование существенно ослабляется для 

субстратов, имеющих «мисс-мэтч» замены концевых динуклеотидов [Lee and 

Harshey, 2003], некомплементарные или очень короткие FD или, если субстрат пред-

варительно расщеплен, указывая на то, что ионы металлов способствуют плавлению 

спаренных оснований ДНК в непосредственной близости от концов фага Mu 

[Harshey, 2014]. 

При добавлении только Mg2+ или Mn2+ MuA транспозаза (а в случае уже соб-

ранного комплекса Zn2+ и Cо2+) быстро катализирует однонитевой разрыв в конце-
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вых 5’-CA-3’ нуклеотидах, расположенных в L1, R1 сайтах с образованием более 

стабильного расщепленного донорного комплекса CDC (cleaved donor comlex) или 

комплекса типа I [Craigie and Mizuuchi, 1987] (Рисунок 10). Разрыв донорной цепи 

происходит в результате нуклеофильной атаки молекулой воды фосфодиэфирной 

связи 3' концов транспозона в один этап и не сопровождается образованием связан-

ных ковалентной связью белок-нуклеиновых промежуточных соединений. Эта и по-

следующая стадии переноса цепи ДНК осуществляются двумя MuA субъединицами, 

связанными с L1, R1 сайтами, действующими in trans,то есть мономер, взаимодейст-

вующий с одним концом фаговой ДНК расщепляет другой конец и, наоборот [Yuan et 

al, 2005]. В CDC выступающие на концах транспозона 3’OH группы находятся в со-

ответствующей ориентации для осуществления последующего переноса цепей ДНК 

[Craigie and Mizuuchi, 1987; Mizuuchi et al., 1992], происходящего в присутствии 

MuB, ионов двухвалентных металлов, ATP и ДНК мишени.  

Когда MuB в присутствии АТФ свяжется с подходящей для транспозиции (не-

иммунной) ДНК-мишенью, образуется комплекс захвата мишени TСC (target capture 

complex) (на Рисунке 10 не показан). Отличием Mu транспозосомы от других систем 

транспозиции является гибкость в отношении захвата мишени, поскольку реципи-

ентная ДНК может быть включена в состав транспозосомы на этапах LER, SSC или 

CDC комплексов [Naigamwalla and Chaconas, 1997]. 

Далее активируемый транспозазой MuA белок MuB в комплексе с АТФ и ДНК 

мишенью стимулирует реакцию переноса ДНК фага в новый сайт реципиентной 

ДНК [Yamauchi and Baker, 1998], при этом выступающие 3’OH группы проявляют 

нуклеофильные свойства и атакуют фосфодиэфирные связи ДНК-мишени, образуя 

ступенчатые разрывы в реципиентной ДНК со «ступенью» в пять нуклеотидов. Про-

цессы расщепления и воссоединения происходят одновременно и энергетически не-

зависимы. Нуклеофилом является 3’OH группа концевого аденозина. Однако, было 

показано, что перенос субстратов, содержащих на конце только рибозу с 3’OH груп-

пой без аденина также осуществляется эффективно. Предварительно расщепленные 

концы будут выполнять перенос в присутствии Ca2+. В случае наличия мутаций на 

концах и, как следствие, блокировки стабильного их спаривания, ионы двухвалент-

ных металлов и белок MuB подавляют эти дефекты. Образующийся транспозосом-
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ный комплекс переноса нитей STC (strand transfer complex) или комплекс типа II яв-

ляется наиболее стабильным из всех структур транспозосом [Surette et al., 1987]. В 

нем обе цепи донорной ДНК связаны ковалентными связями с цепями ДНК-мишени 

через промежуток длиной в 5 пар нуклеотидов.  

Образовавшаяся θ-образная структура ДНК «Shapiro интермедиат» [Shapiro, 

1979]- общий промежуточный продукт двух путей транспозиции, разрешается в слу-

чае литического пути развития через репликацию всего генома фага. Однако свобод-

ные 3'-OH концы разветвленной структуры «Shapiro интермедиат», которые могут 

стать местом начала репликации Mu ДНК, оказываются недоступными для реплика-

тивных белков, поскольку субъединицы MuA, белки HU, MuB остаются прочно свя-

занными с соответствующими сайтами ДНК [Lavoie et al., 1991; Surette et al., 1987; 

Lavoie and Chaconas, 1990]. Поэтому прочные белок-нуклеиновые контакты STC 

комплекса сначала дестабилизируется, но не разрушаются белком-шапероном клет-

ки-хозяина – ClpX, входящим в Clp/Hsp100 семейство AТФаз. ClpXвзаимодействует 

с IIIβ субдоменом MuA, меняя пространственную структуру одной из каталитически 

активных субъединиц MuA, при этом связи транс-

позосомы с ДНК ослабевают [Levchenko et al., 1995; 

Nakai et al., 2001]. В результате,STC1 комплекс пре-

образуется в менее прочный комплекс STC2 (Рису-

нок 11). STC2 в свою очередь при участии пока еще 

точно неустановленных белков клетки-хозяина, на-

званных факторами Mu репликации MRFα2 (Mu rep-

lication factors), переходит в другой нуклеопротеи-

новый комплекс–пререплисому (STC3), в котором 

транспозосома заменена с затратой энергии АТФ на 

укороченный фактор инициации трансляции IF2-2 

[North et al., 2007]. После формирования пререпли-

сомы даль- 

 

 

Рисунок 11 - “nick–join– replicative” механизм транспози-

ции, изученный in vitro [Согласно Nakai et al., 2001] 
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нейшие этапы требуют участия еще большего количества хозяйских белков. PriA 

связывается с разветвленной структурой ДНК и инициирует сборку препраймосомы 

с одного конца, способствуя включению PriB, DnaT и DnaB-DnaС комплекса. Для 

смещения IF2-2 и связывания DnaB требуется хеликазная активность PriA. После 

связывания с ДНК DnaB привлекает праймазы, способствуя переходу в инициирую-

щую репликацию праймосому, а с дальнейшим привлечением ДНК-полимеразы III - 

в реплисому, доступную для репликации [Nakai et al., 2001]. В конечном итоге одно-

цепочечные пробелы репарируются хозяйскими факторами и образуется коинтеграт, 

в котором геном Mu фага фланкирован 5-ти нуклеотидными прямыми повторами 

[Nakai et al., 2001] (Рисунок 3; 11). 

 

2.5 Механизм нерепликативной транспозиции Mu 

 

Механизм первичной интеграции бактериофага Mu, результатом которого яв-

ляется простая инсерция, изучен неполно из-за сложности воспроизводства его in 

vitro. Во время инфекции упакованная в фа-

говую головку, вмещающую до 39 т.п.н., ли-

нейная ДНК фага Mu фланкирована участка-

ми гетерогенной ДНК предыдущего хозяина, 

FD (60-150 п.н. с L и 0,5-3 т.п.н. с R концов) 

[Au et al., 2006]. До интеграции в хромосому 

хозяина концы генома входящего Mu фага 

удерживаются вместе фаговым белком N, 

преобразуют его в нековалентно замкнутную 

кольцевую форму, и защищают его ДНК от 

экзонуклеаз [Harshey and Bukhari, 1983] (Ри-

сунок 12). Предполагается  

 

 

Рисунок 12 - “nick–join–repair”  механизм транспо-

зиции, изученный in vivo. X-гипотетический фактор 

[Согласно Harshey, 2014] 
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тот же механизм транспозиции, ведущий к образованию «Shapiro-интермедиата» 

[Shapiro, 1979], для разрешения которого, однако, используется механизм «nick-join-

repair», включающий удаление FD концов и репарацию возникших брешей, контро-

лируемые как транспозосомой, так и хозяйскими белками [Au et al., 2006]. Эта инте-

грация также называется нерепликативной транспозицией из-за наблюдаемой огра-

ниченной репликации на концах Mu. Выбор пути, по которому происходит разреше-

ние промежуточного продукта STС во время литической фазы и фазы инфекции, 

возможно, вызвано различными конфигурациями их FD (Рисунок 3, 10, 11). Было 

показано, что некоторые белки и факторы ДНК, существенные во время репликатив-

ной стадии транспозиции, такие как MuB, ClpX [Mhammedi-Alaoui et al., 1994] и 

SGS-сайт связывания гиразы [Sokolsky and Baker, 2003], играют меньшую роль при 

первичной интеграции. Так неподдерживающие транспозицию во время литической 

фазы мутантные MuB способны осуществлять интеграцию фага Mu во время инфек-

ции [Roldan and Baker, 2001]. In vitro эти мутанты сохраняют способность стимули-

ровать MuА, но имеют дефекты в связывании и доставке ДНК мишени к транспозо-

соме. 

Сразу после интеграции фага Mu происходит удаление FD последовательно-

сти, для чего требуется экзонуклеазная активность RecBCD. Контролируемое транс-

позосомой удалениеN белка приводит к тому, что RecBCD экзонуклеаза получает 

доступ к FD и деградирует большую часть FD до защищенных транспозосомой 19 

п.н., что инициирует дальнейший гидролиз ДНК внутри транспозосомы до 4-п.н. 

флангов c обоих концов Mu. Так называемый CSF (cleavage stimulating factor), вклю-

чающий неизвестные белки клетки хозяина, осуществляют этот процесс. Предпола-

гается, что ClpX принимает участие в этом процессе, поскольку в отсутствии ClpX 

удаление FD задерживается [Choi and Harshey, 2010]. Вероятно, белок-шаперон 

ClpX, также участвующий в процессе дестабилизации транспозосомы, стимулирует 

эндонуклеазную активность C-концевого домена III MuA транспозазы, в результате 

чего происходит инициация процесса удаления участков ДНК предыдущего хозяина, 

присоединенных к 5’ концам Mu фага [Choi and Harshley, 2010]. Однако такой меха-

низм должен быть подавлен во время литической фазы, поскольку удаления FD в 

этом случае может повлиять на целостность всей хромосомы (Рисунок 3). Интересно, 
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что мутации, содержащиеся в домене III транспозазы, блокирующие удаление FD, не 

мешают осуществлению репликационной транспозиции [Choi and Harshley, 2010], 

предполагая, что существует благоприятная возможность для удаления FD, после че-

го репликация Mu может продолжаться путем перезапуска. 

Последующая репарация образовавшихся брешей осуществляется реплисомой 

(Pol III), ответственной за репарацию двухцепочечных разрывов ДНК в клетках E. 

coli с участием возобновляющих репликацию белков PriA-DnaT и белков общей ре-

комбинационной системы RecABC [Jang et al., 2012]. Поскольку PriA участвует в 

обоих путях транспозиции предполагают, что связывание PriA, осуществляемое по-

сле стадии переноса, протекает по сходным механизмам. Но отсутствие необходимо-

сти хеликазной активности PriA и участие белков гомологичной рекомбинации во 

время первичной интеграции отличают эти два процесса друг от друга [Jang et al., 

2012].  

2.6 Бактериофаг Mu - инструмент генной инженерии 

 

Фаг – транспозон Mu явился первым из транспозирующих элементов, для ко-

торого была разработана система транспозиции in vitro [Mizuuchi, 1983]. Система, в 

которой использовались очищенные белки и компоненты ДНК, позволила более де-

тально изучить этот процесс. Использование диметилсульфоксида и глицерола в ре-

акции ослабило требования к сборке траспозосомы in vitro, то есть исключило необ-

ходимость суперспирализации ДНК субстрата, HU и энхансера (Е) [Baker and 

Mizuuchi, 1992; Mizuuchi and Mizuuchi, 1989]. Кроме того, использовние субстрата, 

содержащего только R – концы с R1, R2 сайтами связывания, способствовало увели-

чению эффективности реакции. В упрощенном варианте Mu транспозиция выполня-

ется с очищенным белком MuA и короткими R-концевыми сегментами ДНК, содер-

жащими R1, R2 сайты связывания [Savilahti et al., 1995], что вполне достаточно для 

сборки транспозосомы, осуществления расщепления донорной ДНК и переноса це-

пей ДНК и используется для изучения детального механизма транспозиции 

[Chaconas and Harshley, 2002]. 

Успешная реализация Мu-зависимой репаративной транспозиции рекомби-

нантной ДНК была осуществлена с помощью электропорации собранным in vitro 
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комплексом, состоящим из MuA транспозазы и линейной mini-Mu единицы, в хро-

мосомы различных организмов, включающих не только грамотрицательные 

[Lamberg et al., 2002; Lanckriet et al., 2009], но также грамположительные бактерии, 

дрожжи и геномы млекопитающих. 

Свойство фага Mu внедряться в хромосому реципиента в места, содержащие 

«мисс-мэтч» замены, позволяет картировать генетический полиморфизм, что и было 

продемонстрировано in vitro для генома бабочки [Harshley, 2014]. Это важно, по-

скольку однонуклеотидный полиморфизм является причиной ряда заболеваний у 

людей. 

Поскольку транспозицию бактериофага Mu отличает предельно низкая специ-

фичность (интеграция может идти как в различные гены бактериальной хромосомы, 

так и в различные участки внутри одного гена с небольшим предпочтением [Harshey, 

2014], эта особенность оказалась полезной для целей генной инженерии. С середины 

1980-х годов производные mini-Mu широко используются in vivo для инсерционного 

мутагенеза, для слияния и картирования генов, а также для клонирования генов и се-

квенирования ДНК, интеграции рекомбинантной ДНК в хромосому [Groisman and 

Casadaban, 1986; Haapa et al., 1999; Chaconas and Harshey, 2002; Akhverdyan et al., 

2011].  

В настоящее время в литературе описаны разные виды mini-Mu элементов. Не-

которые mini-Mu несут все генетические последовательности, необходимые для 

транспозиции, репликации и упаковки. Другие производные обладают только конца-

ми Mu (mini-Mu(LR)), и для выполнения специфических функций Mu в E. coli долж-

ны быть дополнены in trans [Chaconas et al., 1981; Hаrshey, 1983]. Интегрированные 

в хромосому E. coli экспрессионные вектора, сконструированные на базе Mu фага, не 

имеющего генов, отвечающих за образование фаговых частиц, были использованы 

для одновременной термо-индуцированной репликативной транспозиции и гетероло-

гичного синтеза белка в E. coli [Akhverdyan et al., 2011].  

Однако mini-Mu(cts) конструкции, содержащие факторы транспозиции in cis, 

могут вызывать нестабильность рекомбинантных штаммов даже без индукции [Ах-

вердян и др., 2007]. Стабилизация может быть достигнута путем использования 

двухкомпонентной системы, в которой гены, кодирующие MuA и MuB факторы 
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транспозиции, находятся in trans на ДНК молекуле, не способной к транспозиции и 

впоследствии теряющейся клеткой. 

Разные варианты этой системы были разработаны [Akhverdyan et al., 2011]. 

Одна из наиболее популярных систем включает интегративную плазмиду, содержа-

щую mini-Mu(LR) единицу в качестве первого компонента и совместимую с ней хел-

перную плазмиду, содержащую индуцибильные гены, кодирующие MuA, MuB, в ка-

честве второго компонента. Обычно хелперная плазмида имеет нестабильный репли-

кон, и легко может быть удалена из клетки. Гены, находящиеся в составе mini-

Mu(LR) единицы, фланкированы Rho-независимыми транскрипционными термина-

торами в прямой ориентации [Abalakina et al., 2008]. В mini-Mu(LЕR) единицах меж-

ду L и R концами расположен энхансер, который положительно влияет на транспо-

зицию [Leung et al., 1989]. Для облегчения отбора mini-Mu транспозиции маркер ус-

тойчивости к антибиотику обычно включается в состав транспозона. А фланкиро-

ванный последовательностями, необходимыми для осуществления сайт-

специфической рекомбинации- λattL/R, loxP или FRT впоследствии легко вырезается 

in vivo из состава mini-Mu единицы соответствующими рекомбиназами, получая в 

итоге безмаркерный рекомбинантный штамм [Akhverdyan et al., 2011]. Двухкомпо-

нентная система транспозиции фага Mu часто используется в E.coli для внесения по-

правок в геном и для конструирования различных бактериальных штаммов с целью 

проведения фундаментальных исследований и создания штаммов-продуцентов. 

Система, разработанная в АГРИ группой В. З. Ахвердяна, является примером 

такой интегративной системы. С ее помощью можно интегрировать в хромосому 

E.coli различные гены, опероны или генетические кассеты с высокой эффективно-

стью. Система включает две совместимые плазмиды, имеющие относительно неста-

бильные репликоны, что способствует в дальнейшем, после интеграции целевых ге-

нов в хромосому, легкому удалению плазмид из интегрантов [Зименков и др., 2004; 

Ахвердян и др., 2007]. Интегративная плазмида содержит целевой ген, фланкирован-

ный концевыми фрагментами ДНК фага Mu-L и Mu-R, а хелперная плазмида содер-

жит фрагмент mini-Muтранспозона MD4041 [Symonds et al., 1987], на котором распо-

ложены ген температурочувствительного репрессора фага Mu, cts62, ранний оперон 

фага и гены факторов транспозиции MuA и MuB. Во время термоиндуцибильного 
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синтеза факторов транспозиции происходит перенос расположенной на интегратив-

ной плазмиде mini-Mu кассеты в хромосому хозяина. При длительном действии 

транспозазы уже интегрированная в хромосому mini-Mu единица в результате реп-

ликативной транспозиции может встраивать свою копию в новое место бактериаль-

ного генома [Ахвердян и др., 2007; Саврасова и др., 2007]. 

Поскольку эффективность транспозиции в геном E.coli высокая, эта система 

позволяет интегрировать и амплифицировать целевые фрагменты ДНК в хромосоме 

без использования селективных маркеров [Саврасоваи др., 2007], что существенно 

облегчает процедуру и уменьшает время конструирования промышленных проду-

центов. Кроме того, эта Mu-производная интегративная система позволяет осущест-

вить интеграцию одновременно нескольких копий экспрессионных кассет в различ-

ные локусы бактериальной хромосомы, а также провести последовательную инте-

грацию нескольких функционально различных единиц mini-Mu. В большинстве слу-

чаев уровень экспрессии интегрированных с помощью Mu генов увеличивается про-

порционально увеличению числа копий их в хромосоме. Несмотря на то, что бакте-

риофаг Mu c частотой приблизительно 102 встраивается в жизненно важные гены, 

приводя к гибели клетки или к возникновению ауксотрофных мутантов, последую-

щая селекция позволяет отобрать штаммы с высокой продуктивностью и хорошими 

ростовыми характеристиками. Уровни продукции полученных бесплазмидных 

штаммов соответствовали их плазмидным рекомбинантным аналогам, причем пер-

вые были значительно более стабильны при неселективном культивировании [Ахвер-

дян и др., 2007; Саврасова и др., 2007].  

Двухкомпонентная системы транспозиции фага Mu была адаптирована для ин-

теграции целевых фрагментов ДНК в геном с последующим увеличением числа ин-

тегрированных копий в хромосоме метилотрофной бактерии M. methylotrophus AS1 

[Abalakina et al., 2008]. Было продемонстрировано, что в отличие от E.coli системы 

Mu-зависимой транспозиции, для обеспечения возможности высокоэффективной (с 

частотой 2х10-2) амплификации mini-Mu элемента в бактериальной хромосоме в при-

сутствии факторов транспозиции необходимо введение в состав интегрируемой mini-

Mu кассеты Е-элемента [Токмакова, 2010], присутствие которого повышает внутри-

молекулярный перенос на 2 порядка. Была получена библиотека ауксотрофных по 
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ароматическим аминокислотам мутантов в штамме, содержащем в хромосоме ген 

транспортера aroPEco, интегрированный с использованием Mu-зависимой системы 

транспозиции (Yomantas et al., 2010). 

Исходя из предшествующих результатов, полученных в нашей группе, в том 

числе и непосредственно автором данной работы, была сформулирована конкретная 

цель настоящей диссертации. Она состояла в дальнейшем развитии исследований 

свойств системы Mu-зависимой интеграции гетерологичной ДНК в геном различных 

бактерий. Удалось показать, что этот инструмент можно с успехом использовать и 

для коринебактерий. Более того, поскольку и в этом случае наблюдалось значитель-

ное снижение эффективности внутрихромосомальной транспозиции mini-Mu(LR) 

элементов по сравнению с их mini-Mu(LER) аналогами, была предложена, апробиро-

вана и затем практически использована новая стратегия Интеграция-Амплификация 

– Фиксация независимых mini-Mu(LEexR) элементов со специально организованны-

ми, «выщепляемыми Еex-локусами». Эту стратегию оказалось возможным с успехом 

применять как в случае коринебактерий, так и в случае нашего раннего объекта ис-

следования – M. methylotrophus, а также и для еще одного метилотрофа, 

Methylobacterium extorquens AM1. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

1. Бактериальные штаммы, плазмиды и условия культивирования 

Штаммы E. coli культивировали при 37С в жидкой или на твердой, содержа-

щей 1,2% бактоагара Difco (США), среде Лурия-Бертани (LB) [Sambrook and Russel, 

2001]. Антибиотики в концентрации: ампициллин – 200мкг/мл (Ap) , тетрациклин – 

20 мкг/мл (Tc), стрептомицин – 50 мкг/мл (Sm), гентамицин – 10 мкг/мл (Gm), кана-

мицин – 40 мкг/мл (Km) были добавлены при выращивании соответствующих плаз-

мидных штаммов E. coli.  

Трансформацию сконструированных in vitro рекомбинантных плазмид осуще-

ствляли в штаммы E. coli TG1 и BW25141 [Datsenko and Wanner, 2000]. 

Штаммы M. methylotrophus AS1 культивировали при 37С на модифицирован-

ной минеральной среде (SEIIa) [Gunji, 2004] следующего состава: 1,9 г K2HPO4, 1,56 г 

NaH2PO42H2O, 5 г (NH4)2SO4, 200 мг MgSO47H2O, 72 мг CaCl22H2O, 5 мкг 

CuSO45H2O, 25 мкг MnSO45H2O, 23 мкг ZnSO47H2O, 9,7 мг FeCl36H2O, 16 г (20 мл) 

метанола на 1 литр, pH7.0. При приготовлении твердых питательных сред использо-

вали 1,2% бактоагара Difco (США) и концентрацию метанола – 8 г/л (1%). Антибио-

тики для поддержания плазмидной ДНК добавляли в концентрациях: 2 мкг/мл Tc, 50 

мкг/мл Sm. Для селекции интегрантов использовали Km в концентрациях 15 мкг/мл. 

Отбор клонов с большим числом копий гена SmRв хромосоме проводился на среде, 

содержащей 2 мг/мл Sm.  

Штамм M.extorquens AM1 [Nunn and Lidstrom, 1986] культивировали при 30°С 

на минимальной среде Hypho [Attwood and Harder, 1972], содержащей в 1 л: 17 г 

K2HPO4, 13,1 г NaH2PO4, 20 г (NH4)2SO4, 2 гMgSO4·7H2O, 8 г (10 мл) метанола и 10 

мл/л стокового раствора витаминов следующего состава: биотин 2,0 мг/л, фолиевая 

кислота 2,0 мг/л, тиамин-HCl 5,0 мг/л, пантотенат Ca 5,0 мг/л, B12 0,1мг/л, рибофла-

вин 5,0 мг/л, никотинамид 5,0 мг/л. При приготовлении твердых питательных сред 

использовали 1,2% бактоагара Difco (США). Для поддержания плазмиды добавляли 

Tc до конечной концентрации 10 мкг/мл, для отбора интегрантов – Km 20 мкг/мл.  

Штаммы Corynebacterium glutamicum растили на Brain Heart Infusion (BHI) 

среде (Difco, USA) при 32°С. Когда требовалось, добавляли необходимые антибио-
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тики: Gm в концентрации 1 мкг/мл, Tc 1 мкг/мл, Km 25мкг/мл, Sm 250 мг/мл (обыч-

ная концентрация) и 750 мг/мл (использовали для отбора амплификантов).  

 

Таблица 1 -Бактериальные штаммы и плазмиды, использованные в работе 

Штаммы или 

плазмиды 

 

Генотип, описание 

 

Источник 

E. coli штаммы 

TG1 F
‾
 Δ(lac-pro) supE thi hsdΔ5 [F′ traD36 proAB

+
 

lacI
q
 lacZΔM15] 

VKM IMG-341 

BW25141 lacI
q
rrnBT14 ∆lacZWJ16∆phoBR580 hsdR514 

∆araBADAH33 

∆rhaBADLD78 galU95 

endABT333uidA(∆MluI)::pir
+
recA1 

Datsenko and Wanner, 

2000 

 
M. 

methylotrophus 

AS1 

Дикий тип 
 

NCIMB10515 
 

 M.extorquens 

AM1                

Дикий тип 
 

Nunn and Lidstrom,1986 

C. glutamicum штаммы 

ATCC13869 Дикий тип Лабораторная 

коллекция 

ATCC13869 

recA 

ATCC13869 recA Лабораторная 

коллекция 

ATCC13032 Дикий тип, нуждающий в биотине для роста VKPMB-41 

MB001 ATCC13032, с делецией профагов CGP1, CGP2, 

CGP3 без сдвига рамки считывания 

Baumgart et al., 2013 

1YK ATCC13869, содержащий интеграцию  mini-

Mu(LER)-YK кассеты в хромосоме 

Данная работа 

2YK Производный 1YK, содержащий две копии 

mini-Mu(LER)-YK в хромосоме после 

амплификации 

Данная работа 

3YK Производный 2YK, содержащий три копии 

mini-Mu(LER)-YK в хромосоме после 

амплификации 

Данная работа 

1Y Производный 1YK штамма, полученный в 

результате Cre-опосредованного вырезания из 

одной копии mini-Mu единицы фрагмента 

ДНК, заключенного между lox66/lox71 сайтами 

и состоящего из (Km
R
 , Sm

R
) и E-элемента 

Данная работа 
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Продолжение таблицы 1 

2Y Производный 2YK штамма, из двух копий 

mini-Mu единиц которого с помощью Cre 

рекомбиназы удалены фрагменты ДНК, 

заключенные между lox66/lox71 сайтами, 

состоящие из (Km
R
 , Sm

R
) и E-элемента 

Данная работа 

3Y Производный 3YK штамма, из трех копий 

mini-Mu единиц которого с помощью Cre 

рекомбиназы удалены фрагменты ДНК, 

заключенные между lox66/lox71 сайтами, 

состоящие из (Km
R
 , Sm

R
) и E-элемента 

Данная работа 

Плазмиды: 

pMIV5 ApR; pMW119, несущая mini-Mu(LR) единицу, 

содержащую MCS из pUC59 

Abalakina et al., 2008 

pMIV5-[FRT-

KmR-FRT]-

SmR-Mob 

Ap
R
; Km

R
; Sm

R
; pMIV5-Mob[FRT-Km

R
-FRT] 

содержащая 1.9 т.п.н. EcoRV фрагмент, 

несущий strAB гены под контролем 

M.methylotrophus P17Mme  промотора 

Abalakina et al., 2008 

pOK12 Km
R
; вектор для клонирования Vieira and Messing, 1991 

pOK17PR Km
R
; pOK12, содержит 0.1т.п.н. ClaI-EcoRI 

фрагмент с M. methylotrophus P17Mme промотором 

Лабораторная 

коллекция 

pTP310 Tc
R
; pRK310, содержащая 5.7т.п.н BamHI 

фрагмент pUC-MuAB, несущий MuAB, ner, и c
ts
 

гены 

Abalakina et al., 2008 

P17TP310 Тс
R
; pRK310 c 3,4 т.п.н. фрагментом, 

содержащим гены MuAB под P17Mme 

промотором 

Akhverdyan et al., 2011 

pT-Plac-cre 
 

Tc
R
; pRK310, содержащая 1,1т.п.н. фрагмент с 

геном cre под Plac 
Данная работа 

pBGR10 Gm
R
, Km

R
; производная pBHR1, содержит aac1 

ген с плазмиды pBGEA10 

Ishikawa et al., 2008 

pCM110 Tc
R
; M. extorquensAM1 экспрессионный вектор 

pCM110 широкого круга хозяев IncP группы; 

Marx  and Lidstrom, 

2001 

pCM110-Gm
R

 Gm
R
; производная плазмиды pCM110, 

используемая в данной работе для «shotgun» 

клонирования C. glutamicum ДНК фрагментов 

в E. coli 

Данная работа 

pAH162 Тс
R
; производная плазмиды  R6K , имеющая 

o iRγ 

Haldimann and Wanner, 

2001; Posfai et al., 1994 

pAH-mini-

Mu(LR)-K 

Tc
R
; Sm

R
; Km

R
; pAH162-MuattL-This -P17Mme 

[lox66- strAB-Km
R
-lox71]-Tdeo-MuattR 

Данная работа 

pKT139 Плазмида pFA6a–link–yECitrine–SpHIS5, 

кодирующая YFP 

Sheff and Thorn, 2004 

EUROSCARF, ANо 

P30186 
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Продолжение таблицы 1 

pAH-mini-

Mu(LR)-YK 

Tc
R
; Sm

R
; Km

R
; производная pAH-mini-

Mu(LR)-K; содержит yECitrine внутри mini-Mu 

; pAH162-MuattL-This -P17Mme yECitrine[lox66- 

strAB-Km
R
-lox71]-Tdeo-MuattR 

Данная работа 

pAH-mini-

Mu(LER)-YK 

Tc
R
 ;Sm

R
; Km

R
; производная pAH-mini-

Mu(LR)-YK, содержит E direct в составе mini-

Mu; pAH162-MuattL-This -

P17MmeyECitrine[lox66- strAB-E-Km
R
-lox71]-Tdeo-

MuattR 

Данная работа 

pAH-mini-

Mu(LR)-YK 

Tc
R
; Sm

R
; Km

R
; производная pAH-mini-

Mu(LR)-YK, содержит Econverse в составе mini-

Mu  

Данная работа 

pKT128 pFA6a–link–yEGFP–SpHIS5 кодирует yEGFP Sheff and Thorn,  2004 

EUROSCARF, ANо 

P30174 

pAH-mini-

Mu(LER)-GK 

Tc
R
; Sm

R
; Km

R
; производная pAH-mini-

Mu(LER)-YK, в которой yECitrine заменен на 

yEGFP 

Данная работа 

GenBankANо 

MG014198 

p06-PdapA Cm
R
; производная pVK9; содержит E. coli 

репликон p15A, промотор PdapА 

Лабораторная 

коллекция 

p06-PdapA-cre Cm
R
; p06-PdapA, содержит 1.1 т.п.н. SalI-KpnI 

фрагмент с cre геном под контролем PdapA 

промотора 

Данная работа 

GenBankANоMG014197 

pVK9 Km
R
; шаттл-вектор: C. glu pCG1 репликон 

[Ozakietal., 1984]; E. coli ColE1 репликон 

[Backman et al., 1979] 

Nakamura et al., 2006 

pVK-Gm
R

 Производная pVK9, имеющая Gm
R
-маркер, Данная работа 

pVK-lacI
Q
-Ptac-

MuAB 

Производная pVK-Gm
R
 , содержащая lacI

Q
-Ptac-

MuAB 

Данная работа 

GenBankANоMG014199 

pVK-Pdap-

MuAB 

Производная pVK-Gm
R
 , содержащая Pdap-

MuAB 

Данная работа 

 

2. Олигонуклеотиды 

Химический синтез олигонуклеотидов, используемых в дальнейшем в качестве 

праймеров для проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР), осуществлялся 

фирмой «Синтол» (Москва, Россия) на коммерческой основе. Структура синтезиро-

ванных олигонуклеотидов приведена ниже в Таблице 2. 
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Таблица 2 - Олигонуклеотиды, использованные в работе 

Прай

мер 

Нуклеотидная последовательность(5’ – 3’) Примечание 

P1 GGATTCATGCAAGGAAACTATCATGCAGGTGA

CACCCTATCATTG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P2 CGTACTTCAAGTGAATCAATACAACCCCCATT

CACTGCCAGAGC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P3 GAAAAGATTACTTCGCGTGAACGTTTTTTGAA

GCTGTTAT 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P4 CTAGTCGCTGAATATTCCTTTTG Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P5 GCCCTTCCCAACAGTTGCAATTCTTAACGACG

GTAATTG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P6 CAGCTTCAAAAAACGTTCACGCGAAGTAATCT

TTTC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P7 ATATCTAGAATCTATCGATAATGATGACATCG

CTGGTTAG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / XhoI, 

ClaI подчеркнуты 

P8 CAATTACCGTCGTTAAGAATTGCAACTGTTGG

GAAGGGC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P9 CTGACATGGGAATTAGCCATGTAACTAGCTAG

TCGCTGAATATTCCTTTT 

Конструирование  pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P10 ATATCTAGAATCTATCGATAATGATGACATCG Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / XhoI-

ClaI подчеркнуты 

P11 CATTTTTCTCTCCAGCTTTCAAGATCCCCATGT

AATGAATAAAAAG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P12 TAGTTTCCTTGCATGAATCCATA Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P13 TTACATGGGGATCTTGAAAGCTGGAGAGAAA

AATG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P14 GCGATAAGAGTAATTGTGTTTCGC Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P15 ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAACGGTAG

CGATAAGAGTAATTGTGTTTCGC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / lox71 

отмеченкурсивом 

P16 CAATGATAGGGTGTCACCTGCATGATAGTTTC

CTTGCATGAATCC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P17 ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAC Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK 

P18 ATAGGGCCCGATTCCAGTGCGATTTTGATCAT

CTGCATCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / ApaI 

подчеркнут 

P19 ATATCTAGATATCCCGGGTTGCAGCATTACAC

GTCTTGAGC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / XhoI, 

SmaI подчеркнут 

P20 ATACTCGAGGAACTGCACATTCGGGATATTTC

TC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / XhoI 

подчеркнут 
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Продолжение таблицы 2 

P21 ATACCCGGGCCATCTAGTATGACGTCTGTCGC

ACC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / SmaI 

подчеркнут 

P22 ATACTCGAGATAACTTCGTATAGCATACATTATAC

GAACGGTATTATTTGTACAATTCATCAATACCA

TGG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / XhoI 

подчеркнут, 

lox66отмеченкурсивом 

P23 ATAATCGATAGGAGGTTAATTAACATGTCTAA

AGGTGAAG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LR)-YK / ClaI 

подчеркнут, SD отмечен 

курсивом 

P24 ATACCCGGGGCATCGACATCACATCGTATTCA

AC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LER)-YK, pAH-

mini-Mu(L    R)-YK / SmaI 

подчеркнут 

P25 ATACCCGGGACATTTAAAAACCCTCCTAAGTT

TTG 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LER)-YK, pAH-

mini-Mu(L    R)-YK / SmaI 

подчеркнут 

P26 TTGCAGCATTACACGTCTTGAGC Конструирование pAH-

mini-Mu(LER)-YK, pAH-

mini-Mu(L    R)-YK 

P27 GGGCCATCTAGTATGACGTCTGTC Конструирование pAH-

mini-Mu(LER)-YK, pAH-

mini-Mu(L    R)-YK 

P29 TTTCGTACTTCAAGTGAATCAATACA Определение точки инте-

грации MuattL- 5'(-) 

P30 GGAGGACATTGGATTATTCGG Определение точки инте-

грации MuattL-5'(+) 

P31 TTTAGCTTTCGCGCTTCAAATG Определение точки инте-

грации MuattR-5'(+) 

P32 TTTATCGTGAAACGCTTTCGC Определение точки инте-

грации MuattR-5'(-) 

P33 ATACTGCAGATGATCAAAATCGCACTG Определение точки инте-

грации (attR) 

P34 ATAGAATTCTTAACGACGGTAATTGAG Определение точки инте-

грации (attL) 

P35 ATAGCTAGCAGCGGGTGATGGGACTAACG Конструирование pCM110-

Gm
R
 

P36 ATAGCTAGCTCTCTGTGCATGGTGAAAACGG Конструирование pCM110-

Gm
R
 

P39 ATATATGCTAGCAGCGGGTCATGGGACTCACG

CCTGAGCCTAGCAGCGGGTGATGG 

Конструирование pVK-

lacI
Q
-Ptac-MuAB / NheI под-

черкнут 

P40 ATATATGCTAGCTCTCTGTGCATGGTGAAAAC

GG 

Конструирование pVK-

lacI
Q
-Ptac-MuAB / NheI под-

черкнут 
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Продолжение таблицы 2 

P41 ATATCTAGAGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT

CCACACATACGAGCCGATGATTAATTGTCAACAG

CTCATTAATTCAGAATATACACCATCGAATGG

TGCAAAACC 

Конструирование pVK-

lacI
Q
-Ptac-MuAB / Ptac отме-

чен курсивом, Q мутация 

отмечена жирным шриф-

том, XbaI подчеркнут 

P42 ATAGGTACCAGCTAACTCACATTAATTGCGTT

GC 

Конструирование pVK-

lacI
Q
-Ptac-MuAB / KpnI под-

черкнут 

P43 ATAGTCGACAGGAGGTGTTAAATGTCCAATTT

ACTGA 

Конструирование p06-PdapA-

cre / SalI подчеркнут 

P44 ATAGGTACCCATAAATATCAAATAATTATAGC Конструирование p06-PdapA-

cre / KpnI подчеркнут 

P63 ATAATCGATAGGAGGAACCACCATGTCTAAAG

GTGAAGAATTATTC 

Конструирование pAH-

mini-Mu(LER)-GK / ClaI 

подчеркнут, SD отмечен 

курсивом 

P64 ATACTCGAGATAACTTCGTATAGCATACATTATAC

GAACGGTAGCTTATTTGTACAATTCATCCATAC

C 

pAH-mini-Mu(LER)-GK / 

XhoI подчеркнут, lox66 от-

мечен курсивом 

Р37 TGATTGAACAAGATGGAT На ген Km
R
  (проверочный 

и проба для гибридизации) 

Р38 CTCAGAAGAACTCGTCAA На ген Km
R
  (проверочный 

и проба для гибридизации) 

Р56 ATAATAGCTAGCTGATGCTCGATGAGTTTTTTC Конструирование pVK-

lacI
Q
-Ptac-MuAB / NheI под-

черкнут 

Р57 ATATATGCTAGCTGTAAAAAACTTCTGCGTCG

CCCCGCAAATTTTCG 

Конструирование pVK-

lacI
Q
-Ptac-MuAB / NheI под-

черкнут 

 

 

3. Cтандартные генно-инженерные методики 

Рестрикцию, лигирование, электрофорез ДНК в геле 0,8% агарозы, Са2+-

зависимую трансформацию клеток E. coli, а также ДНК-ДНК гибридизацию по Сау-

зерну осуществляли в соответствии с общепринятыми экспериментальными прото-

колами [Sambrook and Russel, 2001]. Выделение плазмидной ДНК проводили, ис-

пользуя Qiaprep spin kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Геномная ДНК выделялась на-

бором «Genomic DNA Purification Kit» (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA). 

В работе использовали препараты эндонуклеаз рестрикции, Т4 ДНК-лигазы, Pfu 

ДНК-полимеразы, Long PCR Enzyme Mix и High Fidelity PCR Enzyme Mix Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) и Taq ДНК-полимеразы «Силекс-М» (Москва) в 

соответствии с прилагаемыми инструкциями производителя. Определение нуклео-
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тидной последовательности проводили в лаборатории «Генотехнология» (Москва) на 

комерческой основе.  

 

4. Электротрансформация клеток C.glutamicum 

Протоколы, представленные в работе, оптимизированы с целью достижения 

максимальной эффективности электротрансформации нативной плазмидной ДНК, 

находящейся в суперскрученной форме (выделенной из E.coli клеток). Для приготов-

ления компетентной культуры 250 мкл свежих клеток Corynebacterium glutamicum 

засевали в 5 мл жидкой BHI среды и подращивали до ОП595 – 1,2-2,0 при 32°С при-

близительно 1,5-2 часа. Затем добавляли ампициллин до концентрации 100 мкг/мл и 

инкубировали еще 1 час. Клетки сразу помещали в ледяную баню. Осадок клеток, 

собранный из 5 мл культуры, трижды отмывали на льду 1 мл ледяной деионизован-

ной воды, затем ресуспендировали в 50 мкл той же воды. К компетентной культуре 

добавляли ДНК непосредственно перед проведением электропорации в концентра-

ции 50-100 нг плазмидной ДНК. Клетки переносили в 0,1 см предварительно охлаж-

денные стерильные кюветы. Электротрансформацию проводили в MicroPulser™ 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) электропораторе с параметрами электрического им-

пульса: 2,0 kV, 25 μF и 200Ω. Сразу после электропорации к клеточной суспензии 

добавляли 1 мл жидкой BHI среды и подращивали в условиях аэрации 2-3 часа при 

32ºС. Все высевали на селективные чашки с агаризованной средой BHI и инкубиро-

вали 2 суток при 32ºС. Максимальная эффективность трансформации для двух дру-

гих C. glutamicum штаммов MB001 (DSM102070) и ATCC13032 была достигнута ин-

кубацией клеток этих штаммов с 1мл BHI в течение 6 минут при 46ºС сразу после 

электропорации. 

 

5. Электротрансформация клеток M. methylotrophus AS1 (M. extorquens AM1) 

Для приготовления компетентной культуры клетки ночной культуры M. 

methylotrophus AS1 (M. extorquens AM1), разведенные в 5 раз, подращивали в 10 мл 

жидкой минимальной среде SEIIa (Hypho) до ОП600 –0,8-1,0. Осадок клеток, собран-

ный из 10 мл культуры, трижды отмывали на льду 1 мл ледяной деионизованной во-

ды, затем ресуспендировали в 100мкл (50 мкл) той же воды. Непосредственно перед 



65 

проведением электропорации к компетентным клеткам добавляли плазмидную ДНК 

в концентрации 100 нг. Электротрансформацию проводили в 0,2 см (0,1 см) предва-

рительно охлажденных кюветах в MicroPulser™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) элек-

тропораторе с параметрами электрического импульса 2,5 kV, 25 μF и 200Ω (1,8 kV, 

25 μF и 200Ω). Сразу после проведения электропорации к клеточной суспензии до-

бавляли 1 мл жидкой SEIIa (Hypho) среды, содержащей в качестве источника угле-

рода метанол (1%). После чего клетки подращивали в условиях аэрации 3 часа при 

37ºС (30ºС) и высевали на селективные чашки с агаризованной средой SEIIa (Hypho). 

Чашки инкубировали 2 - 3 суток при 37ºС (30ºС). 

 

6. Интеграция mini-Mu транспозона в хромосому C. glutamicum 

Для интеграции mini-Mu в хромосому C. glutamicum был использован прото-

кол электротрансформации, описанный в «Разделе 4». Для транспозиции клетки C. 

glutamicum, содержащие хелперную плазмиду pVK-lacIQ-Ptac-MuAB засевали с высо-

кой начальной плотностью (ОП595-0,4-0,8) и культивировали при 37ºС в течение но-

чи. Затем 500 мл ночной культуры клеток C. glutamicum засевали в 5 мл жидкой BHI 

среды и подращивали при 32°C до ОП595 1,5-2 приблизительно 1,5-2 часа. Индукцию 

экспрессии генов MuAB осуществляли сразу после электропорации во время восста-

новительной стадии добавлением 1,5 мМ IPTG в жидкую BHI среду. Интегранты от-

бирали на твердой BHI среде, содержащей канамицин. Интеграция подтверждалась с 

помощью ПЦР, используя P37/P38 праймеры. Полученные KmRклоны проверялись 

на наличие маркеров SmR и TcR.  

Излечивались от хелперной плазмиды культивированием интегрантов с аэра-

цией в жидкой BHI среде при 37°C в течение 48 часов с одним пересевом и после-

дующим высевом в разведениях на агаризованные чашки с BHI средой. На отсутст-

вие хелперной плазмиды указывал GmS фенотип. 

В специально спланированном эксперименте, описанном в «Результатах и об-

суждении» препараты релаксированной, коваленто-замкнутой плазмидной ДНК бы-

ли использованы для трансформации. Для релаксации нативная плазмида была гид-

ролизована по уникальному сайту рестрикции (SalI), затем ковалентно замкнута с 

помощью T4 DNA лигазы при низкой концентрации плазмидной ДНК (~1мкг/мл). 
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7. Интеграция mini-Mu транспозона в хромосому  

M. methylotrophus AS1, M. extorquens AM1 

Транспозицию mini-Mu-единицы в хромосому бактерий осуществляли посред-

ством электротрансформации интегративной плазмиды в концентрации 200 нг в ре-

ципиентные штаммы M. methylotrophus, M. extorquens, содержащие хелперную плаз-

миду p17TP310. Интегранты отбирали на твердой среде с добавлением канамицина. 

Интеграция подтверждалась с помощью ПЦР, используя P37/P38 праймеры. На раз-

решение коинтеграта и отсутствие хелперной плазмиды указывал TcS фенотип. 

 

8. Внутрихромосомальная амплификация mini-Mu(LER) единицы 

 в клетках C. glutamicum 

В разрешенный SmR коинтеграт, в хромосоме которого осталась только одна 

копия mini-Mu(LER) единицы (см. «Обзор литературы»), вновь вводили хелперную 

плазмиду pVK-lacIQ-Ptac-MuAB (или pVK-Pdap-MuAB) с помощью электротрансфор-

мации, и клетки культивировали в течение ночи с аэрацией при 37°C в жидкой BHI 

среде, содержащей 1.5 мМ IPTG. Далее клетки высевали в разведениях (от 10–2 до 10–

5) на агаризованную BHI среду для отбора целевых SmHR клонов, устойчивых к вы-

сокой (750мкг/мл) концентрации стрептомицина. Эффективность амплификации 

рассчитывалась как отношение количества выросших SmHR клонов к общему коли-

честву SmR клеток, высеянных на чашку. Для «излечивания» от хелперной плазми-

ды, SmHR клоны культивировали с аэрацией в жидкой BHI среде при 37°C в течение 

48 часов с одним пересевом и высевали в разведениях на агаризованные чашки с BHI 

средой. Среди полученных отдельных колоний отбирали клоны, обладающие GmS 

фенотипом.  

 

9. Внутрихромосомальная амплификация mini-Mu(LER) единицы  

в клетках M. methylotrophus AS1 

Интегранты M. methylotrophus AS1, содержащие хелперную плазмиду 

p17TP310, растили в течение ночи с аэрацией при 37ºС, высевали от 10-1 до 10-5 кле-

ток на агаризованные селективные среды. Клоны, устойчивые к высоким концентра-

циям стрептомицина – 2 мг/мл (SmHR), «излечивали» от хелперной плазмиды аэроб-



67 

ным культивированием в жидкой среде при 37ºС в течение 24 часов. Амплификацию 

mini-Mu(LER) единицы подтверждали, используя ДНК-ДНК гибридизацию по Сау-

зерну.  

 

10. Вырезание ДНК фрагмента, заключенного между lox сайтами,  

из mini-Mu единиц, интегрированных в геном C. glutamicum 

Хелперная плазмида p06-PdapA-cre была введена в клетки C.glutamicum, содер-

жащие в хромосоме mini-Mu-транспозон, по маркеру CmR с помощью электротранс-

формации. Полученные CmR клоны рассевались до отдельных колоний на твердой 

BHI среде, не содержащей антибиотика Cm. Фенотипы KmS и SmS полученных кло-

нов свидетельствовали об утрате ДНК фрагмента, заключенного между lox сайтами. 

 

11. Вырезание ДНК фрагмента, заключенного между lox сайтами, из mini-Mu 

единиц, интегрированных в геном M. methylotrophus AS1 

Хелперная плазмида pT-Plac-cre была введена в клетки, содержащие в хромо-

соме mini-Mu-транспозон, по маркеру TcR с помощью электротрансформации. Полу-

ченные TcR клоны рассевались до отдельных колоний на твердой SEII среде, не со-

держащей антибиотика Tc. Фенотипы KmS и SmS полученных клонов свидетельство-

вали об утрате ДНК фрагмента, заключенного между lox сайтами. 

 

12. Гибридизация по Саузерну 

Гибридизация по Саузерну была проведена согласно предоставленному прото-

колу [Sambrook and Rassel, 2001] с использованием следующего оборудования: 

Bright Star™-Plus Positively Charged Nylon Membrane (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA), VacuGene XL Vacuum Blotting System (GE Healthcare, Chicago, 

IL, USA) и Hybridization oven/shaker (Amersham Biosciences). Для «мечения» зонда 

ДНК Biotin-11-dUTP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) стандартная ПЦР 

проводилась в 50 мкл. Реакционная смесь содержала необходимую пару праймеров, 

матрицу, 0.2 мМ Biotin labeling mix и Taq DNA полимеразу. Biotin labeling mix пред-

ставляла собой водный раствор 2мМ dGTP, 2 мМ dATP, 2 мM dCTP, 1.3 мM dTTP, и 

0.7 мM Biotin-11-dUTP . Biotin chromogenic detection kits (Thermo Fisher Scientific, 
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Waltham, MA, USA) использовался для визуализации проб ДНК после гибридизации 

по Саузерну. Для амплификации проб использовали пару праймеров P37/P38 на ген 

kan, P22/P23 на ген yECitrine, P63/P64 на ген yEGFP (Таблица 2). 

 

13. Измерение относительной флуоресценции 

Для измерения удельной флуоресценции C. glutamicum штаммов, содержащих 

интегрированный в хромосоме гены yECitrine и/или yEGFP, и контрольного штамма, 

не имеющего mini-Mu транспозон в хромосоме, клетки суспендировали в 200 мкл 

Н2О в 96-well плашках (GBO, Kremsmünster, Austria). Оптическая плотность (ОП595) 

и флуоресцентная интесивность (F) полученной суспензии определялась с помощью 

прибора Safire™ plate reader (Tecan, Männedorf, Switzerland). Для yECitrine и yEGFP 

были выбраны длины волн возбуждения/ испускания 522/560 нм и 490/522 нм, соот-

ветственно. В качестве фона была принята интенсивность флуоресценции воды в от-

сутствии клеток (Fфон). Среднее значение ОП595 соответствовало 0,2-0,3. Относитель-

ная интенсивность флуоресценции рассчитывалась по формуле: RF=[(Fопыт–

Fфон)/ОПопыт] и выражалась в условных единицах. 

 

14. Определение точек интеграции mini-Mu транспозона  

в хромосоме C. glutamicum 

Определение точек интеграции mini-Mu элементов в бактериальную хромосо-

му проводилось по методу разработанному ранее Д.В. Зименковым [Зименков и др., 

2004]. Выделенную из интегранта хромосому гидролизовали по нескольким содер-

жащимся в составе mini-Mu транспозона сайтам узнавания рестриктазами RsaI или 

Sau3A. Рестриктазы были выбраны с таким расчетом, чтобы один из сайтов узнава-

ния эндонуклеазами располагался близко к Mu-L- или Mu-R-концам, соответственно 

(Рисунок 13). Линейные фрагменты хромосомы были замкнуты в кольцо с помощью 

T4 ДНК лигазы при низкой концентрация ДНК. Используя полученную лигазную 

смесь в качестве матрицы и дивергентно направленные праймеры P29/P30 и P31/P32, 

комплементарные Mu-L или Mu-R концам, соответственно, обратная ПЦР была по-

ставлена, как было описано ранее [Зименков и др., 2004]. Нуклеотидная последова-

тельность фланкирующих транспозон участков ДНК хромосомы хозяина в получен-
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ных ПЦР фрагментах была определена, используя те же праймеры. Локус инсерции 

транспозона идентифицировали, сравнивая данные сиквенса по методу Сенгера с 

опубликованной нуклеотидной последовательностью генома C. glutamicum, исполь-

зуя программу BLAST на сайте NCBI. 

 

 

Рисунок 13 -Схема определения точек интеграции mini-Mu единицы в хромосоме  

C. glutamicum [по Зименкову, 2004] 

 

15. «Shotgun» клонирование интегрированных в хромосому  

C. glutamicum копий mini-Mu единиц 

Выделенную из интегранта (клон №10) хромосому гидролизовали рестрикта-

зой StuI (сайт узнавания не содержится в составе mini-Mu(LER)-YK транспозона). 

Полученные фрагменты хромосомальной ДНК клонировали в состав плазмиды 

pCM110-GmR, обработанной SwaI эндонуклеазой. Отбор трансформантов проводили 

в E. coli TG1 клетках по маркеру устойчивости к канамицину (детальная схема кон-

струирования представлена на Рисунке 20 «Раздел 2.1»). Нуклеотидная последова-

тельность ДНК участков хромосомы, фланкирующих транспозон, была определена с 
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плазмиды, используя дивергентно расположенные праймеры P33 и P34, комплемен-

тарные концевым участкам транспозона Mu-L и Mu-R (Рисунок 20 «Результаты и об-

суждение – Раздел 2.1»). Локус инсерции транспозона идентифицировали, сравнивая 

данные сиквенса с опубликованной нуклеотидной последовательностью генома C. 

glutamicum, используя программу BLAST на сайте NCBI. 

 

16. Конструирование рекомбинантных плазмид 

16.1 Конструирования хелперной плазмиды pVK9- lacIQ-Ptac-MuAB 

Для конструирования хелперной плазмиды pVK9-lacIQ-Ptac-MuAB (GenBank 

ANo MG014199) сначала 4,4 т.п.н. фрагмент, содержащий репликон криптической 

плазмиды pCG1 C. glutamicum [Tauch et al., 2003; Nakamura et al., 2006] и E.coli реп-

ликон pMB1, был получен с помощью ПЦР, используя праймеры P 56/57 и плазмиду 

pVK9 в качестве матрицы. Затем 1,0 т.п.н. ПЦР фрагмент, содержащий ген aacC1 

транспозона Tn1696 [Rubens et al., 1979], был амплифицирован с помощью ПЦР, ис-

пользуя пару праймеров P39-P40 и плазмиду pBGR10 в качестве матрицы. Оба фраг-

мента были обработаны NheI рестриктазой и объединены в реакции лигирования с 

получением плазмиды pVK-GmR. Затем 1,3 т.п.н. фрагмент, содержащий промотор 

Ptac и дивергентно-транскрибируемый ген lacIq, был амплифицирован с помощью 

ПЦР, используя праймеры P41/P42 и хромосому штамма E.coli K-12 MG1655 в каче-

стве матрицы (Q-мутация и промотор Ptac были включены в состав праймера P41). 

Полученный фрагмент и плазмида pVK9-GmR были обработаны KpnI и XbaI эндо-

нуклеазами и объединены в реакции лигирования с получением плазмиды pVK-

GmRlacIQ-Ptac. Наконец, 5.3 т.п.н. EcoRV-Ecl136II фрагмент, содержащий структур-

ные гены MuA и MuB плазмиды pTP310, был клонирован на плазмиду pVK-

GmRlacIQ-Ptac, предварительно обработанную эндонуклеазой SalI c последующим 

туплением концов.  

 

16.2 Конструирования хелперной плазмиды pVK-Pdap-MuAB 

Для конструирования хелперной плазмиды pVK-Pdap-MuAB 5,3 т.п.н. EcoRV - 

KpnI фрагмент, содержащий гены MuA и MuB, был изолирован из плазмиды pTP310 

и клонирован в состав вектора pO6-Pdap, в область между SmaI – KpnI сайтами узна-
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вания, под транскрипционный контроль PdapА промотора C. glutamicum. Далее SpeI-

MluI«тупой» фрагмент был выделен из плазмиды pO6-Pdap-MuAB и переклонирован в 

вектор pVK9Gm, обработанный рестриктазами XbaI-SmaI. В результате была сконст-

руирована хелперная плазмида pVK9-Pdap-MuAB. 

 

 

Рисунок 14 - Схема конструирования интегративной плазмиды pAH-mini-Mu(LR)-YK 

 

16.3 Конструирование интегративной плазмиды pAH-mini-Mu(LR)-YK 

ПЦР с перекрывающими праймерами (OE-PCR) и классическое клонирование 

были использованы при конструировании интегративных плазмид, содержащих раз-

ные OE-PCR mini-Mu единицы (Рисунок 14). Сначала 2 т.п.н. фрагмент, содержащий 

pir+-зависимый  -репликон плазмиды R6K E. coli [Bowers et al.,2007] и tetA ген 
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транспозона Tn10 [Hillen and Berens, 1994; Lawley et al., 2000], был получен с исполь-

зованием пары праймеров P1 и P2 и плазмиды pAH162 [Haldimann and Wanner, 2001; 

Posfai et al., 1994] в качестве матрицы. Потом 809 п.н. фрагмент, содержащий Mu-L 

конец, терминатор аттенуаторной области E. coli his оперона This [Kingsford et al., 

2007] и промотор P17Mme, был получен OE-PCR объединением трех ПЦР фрагментов, 

используя фланкирующую пару праймеров P9/P10 (для получения фрагментов ис-

пользовали: праймеры P3/P4 и плазмиду pMIV5-[FRTKmR-FRT]-SmR-Mob в качест-

ве матрицы для Mu-L конца; праймеры P5/P6 и хромосому E. coli штамма MG1655 в 

качестве матрицы для терминатора This; праймеры P7/P8 и плазмиду pOK17PR для 

промотора P17Mme). Параллельно 333п.н. фрагмент, содержащий Mu-R конец с терми-

натором Tdeo E. coli deo оперона [Larsen et al., 1987], был получен OE-PCR, используя 

пару праймеров P15/P16 (для получения фрагментов использовали: праймеры 

P11/P12 и плазмиду pMIV5-[FRTKmR-FRT]-SmR-Mob в качестве матрицы на Mu-R 

конец; пару праймеров P13/P14 и хромосому штамма E. coli MG1655 в качестве мат-

рицы на терминаторTdeo). Затем полученные три фрагмента были объединены OE-

PCR, используя фланкирующие праймеры P10/P17, с получением 2,9 т.п.н.P17Mme.-

This-attL-pAH162-Tdeo-attR фрагмента. Также 1,5 т.п.н. фрагмент был получен с по-

мощью ПЦР, используя пару праймеров P18/P19 и плазмиду pMIV5-[FRT-KmR-

FRT]-SmR-Mob в качестве матрицы. Фрагменты 2,9 т.п.н. и 1,5 т.п.н. были обработа-

ны ApaI«тупой» /XhoI и объдинены в реакции лигирования. Наконец, 1,7 т.п.н. фраг-

мент, содержащий гены strAB, был получен с помощью ПЦР, используя пару прай-

меров P20/P21 и плазмиду pHP17 в качестве матрицы, и клонирован в ранее сконст-

руированную плазмиду, предварительно обработанную XhoI/SmaI эндонуклеазами. 

Полученная плазмида была названаpAH-mini-Mu(LR)-K (Рисунок 14). На базе этой 

плазмиды был сконструирован ряд аналогичных интегративных плазмид. 

Интегративная плазмида pAH-mini-Mu(LR)-YK была сконструирована встраи-

ванием 0,78 т.п.н. фрагмента в pAH-mini-Mu(LR)-K, предварительно обработанную 

ClaI/XhoI эндонуклеазами. Фрагмент был получен с помощью ПЦР, используя пару 

праймеров P22/P23 и плазмиду pKT139 в качестве матрицы. В праймер P22 введен 

мутантный lox66 сайт [Suzuki et al.,2005], а искусственная SD последовательность 

«upstream» ATGyfp была включена в праймер P23. 
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16.4 Конструирование интегративных плазмид pAH-mini-Mu(LER)-YK, 

 pAH-mini-Mu(L   R)-YK 

Плазмиды pAH-mini-Mu(LER)-YK (GenBank ANo MG014198) и pAH-mini-

Mu(L    R)-YK были получены в реакции лигирования по тупым концам двух ПЦР 

фрагментов. Для получения первого 368 п.н. фрагмент, содержащий энхансерный 

элемент, был амплифицирован с помощью ПЦР, используя пару праймеров P24/25, и 

плазмиду pTP310 в качестве матрицы. Второй 7 т.п.н. фрагмент был получен с по-

мощью ПЦР, используя пару праймеров Р26/27 и плазмиду pAH-mini-Mu(LR)-YK в 

качестве матрицы. Разная ориентация энхансерного элемента была отобрана с помо-

щью ПЦР, используя пару праймеров Р19/Р24 или Р19/Р25. 

 

16.5 Конструирование интегративной плазмиды pAH-mini-Mu(LER)-GK 

Плазмида pAH-mini-Mu(LER)-GK была сконструирована заменой гена 

yECitrine на ген yEGFP в плазмиде pAH-mini-Mu(LER)-YK. Для этого 0,78 т.п.н. 

фрагмент был амплифицирован с помощью ПЦР, используя пару праймеров P63/P64 

и плазмиду pKT128 в качестве матрицы. Искусственная SD последовательность «up-

stream» ATGgfp была включена в праймер P63. 

 

16.6 Конструирование плазмиды pCM110-GmR 

Конструирование pCM110-GmR было осуществлено на базе плазмиды широко-

го круга хозяев pCM110 [Marx and Lidstrom, 2001]. Для этого 1,0 т.п.н. фрагмент, со-

держащий ген GmR, aacC1, с собственным промотором, был клонирован в плазмиду 

pCM110 между Eco47III и Psp1406Iтупой сайтами узнавания рестриктазами. Фрагмент 

был получен с помощью ПЦР, используя пару праймеров P16/P17 и плазмиду 

pBGR10 (производную pBHR1 [Szpirer et al., 2001]) в качестве матрицы. 

 

16.7 Конструирование хелперной плазмиды pT-Plac-cre 

Амплифицированный с помощью ПЦР, используя праймеры P43/P44, 1,1 т.п.н. 

фрагмент, содержащий ген cre, был клонирован в состав вектора широкого круга хо-

зяев IncPα группы несовместимости pRK310 [Ditta et al., 1985; Marx and Lidstrom, 

2001] в BamHI«тупой» сайт.  
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16.8 Конструирование хелперной плазмиды p06-PdapA-cre 

Для конструирования хелперной плазмиды p06-PdapA-cre (GenBank ANo 

MG014197) сначала 1,1 т.п.н.фрагмент, содержащий ген cre, кодирующий Cre реком-

биназу фага P1, был получен с помощью ПЦР, используя пару праймеров P43/P44 и 

лизат фага P1 в качестве матрицы. Типичная для C. glutamicum SD последователь-

ность перед геном cre была включена в состав праймера P43. Фрагмент был клони-

рован в плазмиду p06-PdapA, обработанную SalI/KpnI эндонуклеазами. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

1. Адаптация системы транспозиции бактериофага Mu для интеграции 

рекомбинантной ДНК в хромосому C.glutamicum ATCC 13869 

 

1.1 Компоненты Mu-зависимой системы интеграции / амплификации / 

фиксации генов в хромосоме C. glutamicum ATCC 13869 

 

С момента своего открытия в 1957 году, как продуцент L-глутамата непато-

генная грамположительная почвенная бактерия, относящаяся к классу актиномице-

тов и классифицированная как «в целом признана безопасным» (GRAS) организмом, 

Corynebacterium glutamicum стала «рабочей лошадкой» в широкомасштабном про-

мышленном производстве аминокислот, химических веществ, материалов, топлива и 

различных белков [Becker and Wittmann, 2012] («Обзор литературы»). 

Поэтому в настоящее время достаточно остро стоит задача разработки новых 

высокоэффективных методов редактирования генома этого организма с целью кон-

струирования высокопродуктивных промышленных штаммов.  

Сведения об успешной реализации Мu-зависимой репаративной транспозиции 

рекомбинантной ДНК с помощью электропорации собранным in vitro комплексом, 

состоящим из MuA транспозазы и линейной mini-Mu единицы, в хромосомы различ-

ных организмов, включающих не только грамотрицательные [Lamberg et al., 2002; 

Lanckriet et al., 2009], но также грамположительные бактерии [Pajunen et al., 2005], а 

также обнаружение в геноме некоторых грамположительных Firmrcutes профагов, 

полностью или частично подобных фагу Mu [Taussaint, 2013], явились предпосылка-

ми к началу исследования возможности транспозиции фага Mu в хромосоме грампо-

ложительной бактерии Corynebacterium glutamicum.  

Известно, что при осуществлении транспозиции Mu бактериофага in vivo в ге-

номы бактерий по механизму репликативной транспозиции намного большее коли-

чество белков клетки хозяина принимает участие в этом процессе по сравнению с 

процессом простой инсерции [Au et al., 2006; North and Nakai, 2005]. Однако инте-

грация целевых генов в бактериальную хромосому E. coli с последующим увеличе-
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нием числа их копий в геноме осуществляется с высокой эффективностью с помо-

щью двухкомпонентной Mu-зависимой системы транспозиции, первоначально раз-

работанной и использованной в 80-х годах в нескольких западных лабораториях в 

различных целях [Groisman and Casadaban, 1986; Surrette et al., 1989; Savilahti et al., 

1995], а в конце 90-х годов воспроизведенной в АГРИ группой проф. Ахвердяна для 

создания стабильных бесплазмидных рекомбинантных штаммов E.coli [Саврасова и 

др., 2007; Ахвердян и др., 2007]. Позже интеграция mini-Mu транспозона с после-

дующей амплификацией его копий в хромосоме была осуществлена в АГРИ группой 

Йомантаса для метилотрофной бактерии  Methylophilus methylotrophus AS1 («Обзор 

литературы», «Результаты и обсуждение – Раздел 5.1»). 

Поскольку ранее адаптированная Mu-зависимая двухкомпонентная система 

интеграции гетерологичной ДНК в геном грамотрицательных бактерий оказалась 

высокоэффективным и удобным методом хромосомной инженерии, особенно для тех 

бактерий, для которых пока еще не разработано универсального генетического инст-

рументария, было интересно его опробовать и для  грамположительных бактерий. 

Для исследования был выбран штамм C. glutamicum ATCC 13869. 

На первом этапе для проверки возможности интеграции и амплификации гете-

рологичных генов в хромосоме C. glutamicum с использованием механизма транспо-

зиции фага Mu необходимо было провести модификацию ранее разработанной для 

метилотрофных бактерий двухкомпонентной системы транспозиции с целью экс-

прессии ее в клетках грамположительной бактерии.  

Как было отмечено выше («Обзор литературы»), особенностью этой системы 

является то, что необходимые для транспозиции элементы и белковые факторы на-

ходятся в составе разных векторов, при этом одна из плазмид – интегративная не 

способна к автономной репликации, а другая - хелперная, обеспечивающая экспрес-

сию факторов транспозиции MuAB, относительно стабильно поддерживается в 

штамме-реципиенте даже в неселективных условиях. Поскольку все ранее сконст-

руированные хелперные плазмиды получены на базе векторов, способных к авто-

номной репликации только в грамотрицательных бактериях, для осуществления Mu-

зависимой транспозиции в геном Corynebacterium glutamicum необходимо было вве-

сти гены MuA, MuB в состав плазмиды, способной к автономной репликации в этой 

бактерии.  
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Поэтому для экспрессии генов факторов транспозиции MuA и MuB в клетках 

C. glutamicum была сконструирована хелперная плазмида pVK9-lacIQ-Ptac-MuAB 

(«Материалы и методы»; Рисунок 15) на базе довольно стабильной в клетках C. 

glutamicum плазмиды pVK9-GmR, но в то же время обладающей способностью те-

ряться при культивировании в неселективных условиях (без добавления антибиотика 

гентамицина в среду). Так доля клеток, потерявших плазмиду pVK9-lacIQ-Ptac-MuAB 

 

 

Рисунок 15 - Схематическая карта плазмид, включенных в систему интеграции mini-Mu единиц 

в хромосому C. glutamicum, используя репликативный путь транспозиции фага Mu: (А) плазми-

да-помощник pVK-lacI
Q
-Ptac-MuAB, содержащая гены факторов транспозиции MuA, MuB; (B) 

интегративные плазмиды pAH-mini-Mu(LER)-YK, pAH-mini-Mu(L    R)-YK, pAH-mini-Mu(LR)-

YK, и pAH-mini-Mu(LER)-GK; (C) плазмида-помощник, содержащая ген Cre рекомбиназы, p06-

PdapA-cre 

 

при росте в неселективных условиях в течение ночи, составляет 3-10%. Оперон, со-

держащий гены MuAB, был клонирован в состав хелперной плазмиды со своим соб-

ственным сайтом связывания рибосомы (RBS), поскольку рассчитанная эффектив-

ность трансляции (URL:https://salislab.net/software/) [Borujeni and Salis, 2016] не 

https://salislab.net/software/
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предполагала проблем с трансляцией этих белков в клетках C. glutamicum. Экспрес-

сия генов факторов транспозиции находилась под транскрипционным контролем до-

вольно часто используемой в клетках C. glutamicum конструкции Ptac/Olac и гена LacIQ 

репрессора [Eggeling and Bott, 2005; Kirchner and Tauch, 2003; Nešvera and Pátek, 

2011; Ravasi et al., 2012]. Индукция синтеза MuAB осуществлялась добавлением в 

среду IPTG. Но поскольку lacIQ-Ptac/Olac система даже без индукции имеет достаточ-

но высокий базальный уровень транскрипции [Billman-Jacobe et al., 1994; Xu et al., 

2010], нередко могут возникать проблемы с клонированием токсичных для клеток 

генов. Однако мы не столкнулись с трудностями при клонировании генов MuAB в 

клетках E.coli.  

Для сравнительной оценки влияния уровня синтеза факторов транспозиции 

MuA, MuB на эффективность процесса дополнительно была сконструирована хел-

перная плазмида pVK-Pdap-MuAB («Материалы и методы»). На этой плазмиде экс-

прессия генов MuA, MuB находилась под контролем конститутивного C. glutamicum 

PdapA промотора средней силы [Pátek, 1996; Pátek et al., 2005]. 

Надо отметить, что при конструировании плазмид pVK9-lacIQ-Ptac-MuAB и 

pVK-Pdap-MuAB были учтены недостатки предыдущей двухкомпонентной системы, 

разработанной для метилотрофных бактерий, связанные с трудностями выявления 

типа механизма транспозиции (репликативный или репаративный) mini-Mu единицы 

с интегративной плазмиды в хромосому бактерии. Поэтому маркером отбора транс-

формантов, содержащих хелперную плазмиду, была выбрана устойчивость к гента-

мицину, кодируемая геном aacC1, способным выражаться в клетках С. glutamicum и 

отсутствующим на интегративном векторе. 

Что касается второго элемента системы, то, исходя из схемы, предложенной 

для эффективной интеграции гетерологичных генов в хромосомы грамотрицатель-

ных бактерий, интегративная плазмида, содержащая mini-Mu единицу, может вооб-

ще не обладать способностью к репликации в клетках бактерии, что существенно об-

легчает отбор первичных интегрантов. Ранее сконструированные интегративные век-

тора, входящие в систему Mu-зависимой транспозиции, разработанную для метило-

трофных бактерий, созданы на базе плазмиды pAH162 E. coli [Haldimann and Wanner, 

2001; Posfai et al., 1994] и имеют pir+-зависимый (oriR) репликон, а, следовательно, 
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не могут поддерживаться в клетках C. glutamicum. Этот факт, а также присутствие 

маркера отбора транспозиции в составе mini-Mu единицы позволяет напрямую вести 

селекцию первичных интегрантов в C. glutamicum клетках. Поэтому для проверки 

возможности работы системы в клетках C. glutamicum в качестве второго элемента 

Mu-зависимой системы транспозиции было удобно воспользоваться ранее сконст-

руированной интегративной плазмидой. Однако предполагаемая в дальнейшем рабо-

та, направленная на получение стабильных безмаркерных рекомбинантных штаммов 

C. glutamicum, требовала введения некоторой модификации. В результате было скон-

струировано несколько вариантов интегративной плазмиды с использованием pir+-

зависимого репликона E. coli плазмиды pAH162.  

Не содержащая ДНК бактериофага Mu часть интегративной плазмиды имела 

tetA ген транспозона Tn10 [Hillen and Berens, 1994; Lawley et al., 2000], находящийся 

под контролем конститутивного промотора. Предполагаемая экспрессия этого гена в 

клетках C. glutamicum была очень важна для подтверждения образования коинтегра-

та в случае репликативной транспозиции и последующего его возможного разреше-

ния, поскольку коинтеграты обладают TcR фенотипом в отличие от их разрешенных 

вариантов, а также от интегрантов, для которых встраивание mini-Mu единицы в 

хромосому произошло через репаративный механизм транспозиции («Обзор литера-

туры»). Но, насколько нам было известно на сегодняшний день, экспериментальных 

данных, касающихся экспрессии гена tetA в клетках C. glutamicum, не существовало.  

Для осуществления отбора первичной и внутрихромосомальной транспозиции 

состав mini-Mu единицы включал гены устойчивости к антибиотикам KmR, SmR. Ге-

ны strAB были выбраны не случайно. Ожидалось, что клоны, содержащие несколько 

копий mini-Mu единицы в хромосоме C. glutamicum в результате внутрихромосо-

мальной амплифиации, могут быть отобраны на высоких концентрациях стрептоми-

цина, посколькууровень экспрессии одной копии strAB генов в клетках ранее иссле-

дуемой метилотрофной бактерии был относительно низким, позволяющий вести се-

лекцию амплификантов [Abalakina et al., 2008]. В случае экспрессии более высокого 

уровня устойчивости к стрептомицину (SmHR) в клонах, полученных в ходе внутри-

хромосомальной транспозиции mini-Mu единицы, по сравнению с уровнем устойчи-

вости к стрептомицину родительских, обладающих SmRфенотипом и содержащих 
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только одну копию mini-Mu в хромосоме, гены strAB можно будет использовать в 

качестве селективного маркера отбора амплификации. 

В качестве модельных, амплификацию которых в хромосоме C. glutamicum не-

обходимо было продемонстрировать, были выбраны структурные гены yECitrine или 

yEGFP, кодирующие желтый флуоресцентный белок, yEYFP, или зеленый флуорес-

центный белок, yEGFP. Кроме того, возможность использования флуоресцентных 

белков yECitrine, yEGFP в качестве дополнительного селективного маркера для 

предварительной оценки эффективности амплификации (количества копий mini-Mu, 

содержащихся в хромосоме бактерии) не исключалась, поскольку уровень экспрес-

сии флуоресцентных белков легко можно измерить количественно с помощью мето-

да спектрофлуорофотометрии [Chalfie et al., 1994]. Экспрессия генов yECitrine или 

yEGFP на mini-Mu(LER)-YK (или -GK) единицах, соответственно, находилась под 

транскрипционным контролем конститутивного промотора Methylophilus 

methylotrophus P17Mme  [Abalakina et al., 2008]. Канонические SD последовательности 

для создания искусственных RBS этих генов в бактериях были включены в прайме-

ры, используемые для амплификации этих фрагментов в ПЦР, при этом рекомби-

нантные плазмиды pKT139 и pKT128 [Sheff and Thorn, 2004] выступили в качестве 

матрицы («Материалы и методы»).  

Для исследования влияния E-элемента на эффективность процессов первичной 

интеграции и внутрихромосомальной амплификации три варианта интегративных 

плазмид были сконструированы, различающиеся, главным образом, наличием E-

элемента (энхансера) и его ориентацией относительно L- и R-концов ДНК фага Mu в 

составе mini-Mu единицы. В mini-Mu(LR) кассете энхансер отсутствовал; в mini-

Mu(LER) Е-элемент был правильно расположен по отношению к L- и R-концам, то 

есть соответствовал его природной ориентации в геноме Mu бактериофага; а в mini-

Mu(LE   R) единице Е-элемент был развернут в противоположном направлении (Рису-

нок 15). В названиях всех интегративных плазмид отражены особенности состава 

mini-Mu единицы («Материалы и методы») (Рисунок 15). 

Для конструирования в итоге штаммов, не содержащих маркеров устойчивости 

к антибиотикам, обеспечивающих селективность процессов интеграции и амплифи-

кации целевого фрагмента, а также для снижения вероятности внутримолекулярной 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chalfie%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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транспозиции амплифицированных в составе mini-Mu единицы целевых генов во 

время проведения последующих раундов интеграции-амплификации модуль, содер-

жащий Е-элемент и гены KmR, SmR, был фланкирован lox66/lox71 последовательно-

стями [Albert et al., 1995], что позволило бы в дальнейшем необратимо удалить этот 

фрагмент из содержащейся в хромосоме mini-Mu кассеты с помощью Cre рекомбина-

зы фага Р1 [Abremski and Hoess, 1984] на завершающей стадии эксперимента по ам-

плификации («Материалы и методы»). 

С целью удаления внутреннего фрагмента ДНК mini-Mu единицы, содержаще-

го Е-элемент и гены KmR, SmR, сообщающие устойчивость к соответствующим анти-

биотикам, была сконструирована хелперная плазмида на базе плазмиды p06-CmR, в 

составе которой клонирован ген Cre рекомбиназы фага Р1 («Материалы и методы»; 

Рисунок 15). На этом векторе экспрессия гена Cre рекомбиназы находилась под кон-

тролем конститутивного C. glutamicum PdapA промотора. Промотор PdapA является 

промотором средней силы [Pátek, 1996; Pátek et al., 2005], и был выбран с целью из-

бежать сверхэкспрессии гена сre, которая может привести не только к Cre -

зависимой рекомбинации между мутантными lox сайтами, расположенными близко 

друг от друга, в составе одной и той же mini-Mu(LER) единицы, но также и между 

мутантными lox сайтами, находящимися в разных mini-Mu(LER) копиях, интегриро-

ванных в хромосому и отделенных друг от друга большим расстоянием.  

В случае успешного вырезания все mini-Mu единицы приобретают mini-

Mu(LR) подобный вид, отличающийся от исходного фенотипически, отсутствием 

маркеров устойчивости к антибиотикам, и содержат гены yECitrine или yEGFP, за-

ключенные между Mu-L/R концами, экспрессия которых ведет к накоплению в клет-

ках флуоресцентных белков, легко детектируемых в бактериальном геноме. 

 

1.2 Транспозиция mini-Mu(LER) единицы с интегративной плазмиды, находя-

щейся в суперскрученной форме, в хромосому C. glutamicum ATCC 13869 

 

Чтобы проверить возможность транспозиции Mu бактериофага в хромосому C. 

glutamicum сначала с помощью электротрансформации («Материалы и методы») был 

получен штамм C. glutamicum ATCC 13869, содержащий хелперную плазмиду pVK-
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lacIQ-Ptac-MuAB. В полученный реципиентный штамм с помощью электротрансфор-

мации была введена интегративная плазмида pAH-mini-Mu(LER)-YK в условиях ин-

дукции экспрессии генов MuAB посредством добавления IPTG в среду во время 

культивирования клеток после электропорации («Материалы и методы»). 

Поскольку интегративные плазмиды, производные вектора pAH162, не спо-

собны к репликации в клетках С. glutamicum, появление KmR трансформантов, пред-

положительно, явилось результатом интеграции mini-Mu единицы в хромосому хо-

зяина, используя либо репаративный, либо репликативный пути транспозиции Mu 

бактериофага [Watson et al., 2004] (Рисунок 16)  

 

 

Рисунок 16 - Два пути ДНК транспозиции фага Mu с интегративной плазмиды, содержащей 

mini-Mu единицу (IP), в хромосому бактерии (BC) [ из Gorshkova et al., 2018]. 
 

Интересно отметить, что эффективность первоначальной транспозиции mini-

Mu единицы значительно повысилась, когда клетки C. glutamicum подращивали при 

37°C перед индукцией факторов транспозиции MuAB, как описано в разделе «Мате-

риалы и методы». Вероятно, этот эффект связан с возможным синтезом некоторых 

«белков теплового шока» и шаперонов, способствующих транспозиции.  

Частота отбора KmR клонов в результате трансформации интегративной плаз-

миды на селективных агаризованных средах составила ≈ 1.6×10–4 (то есть ≈200 кло-

нов/ 100 нг ДНК/ 3.2×106 выживших после электропорации клеток).  
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Эффективность транспозиции была всего лишь в 10 раз ниже эффективности 

трансформации сверхспирализованной плазмидной ДНК, введенной в клетку в тех 

же условиях, значение которой для C. glutamicum приблизительно составило ≈ 10–3 

трансформантов от числа выживших клеток после электропорации.  

Анализ полученных KmR трансформантов обнаружил, что большинство ото-

бранных клонов (95-99%) обладали также и TcR фенотипом. Но, как мы и предпола-

гали, активность TetA в клетках C. glutamicum оказалась довольно низкой. Уровень 

экспрессии tetA гена сообщал TcR клеткам устойчивость только к 1 мкг/мл тетрацик-

лина (Tc), добавленного в среду. Но тем не менее, уровень устойчивости клеток кон-

трольного дикого TcS C. glutamicum штамма оказался ниже. Поэтому среди KmR 

трансформантов можно было отделить варианты, обладающие TcS или TcR феноти-

пом. 

Опираясь на предыдущий опыт с М. methylotrophus [Abalakina et al., 2008], мы 

предположили, что для TcS и KmR клонов, появившихся в результате либо вполне 

возможной репаративной транспозиции, либо посредством быстрого разрешения ко-

интегратов в процессе репликативной транспозиции, уровень SmR может быть ниже, 

поскольку интегранты содержат только одну копию mini-Mu транспозона в хромо-

соме. Структура же коинтеграта предполагает интегрированную в хромосому кассе-

ту, состоящую из двух прямых повторов mini-Mu единиц, между которыми заключе-

на не содержащая ДНК фага Mu часть интегративной плазмиды. Следовательно, в 

этих клонах можно ожидать проявления SmHR и TcR фенотипов. Проверка роста всех 

полученных вариантов на среде, содержащей разные концентрации стрептомицина, 

обнаружила, что подавляющее большинство отобранных трансформантов обладали 

SmHR (95-99%) фенотипом, поскольку росли на средах, содержащих 750 мкг/мл 

стрептомицина. Остальные (1-5%) трансформантов были устойчивы только к 250 

мкг/мл Sm в среде, то есть проявляли SmR фенотип. Более того, практически все 

SmHR клоны были устойчивы к 1 мкг/мл тетрациклина, добавленного в среду. Как и 

ожидалось, все SmR клоны оказались чувствительны к тетрациклину (TcS). При этом 

оказалось, что хотя SmHR и TcR фенотип полученных клонов был достаточно ста-

бильным, 97% отдельных колоний сохраняли его после пяти – восьми генераций в 

неселективных условиях, однако <3% приобретали SmR и TcS скорее всего из-за раз-
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решения образовавшегося коинтеграта через механизм общей рекомбинации, вслед-

ствие чего вся нерепликативная плазмида, производная pAH162, вместе с одной ко-

пией mini-Mu были удалены из хромосомы. Поскольку уровень экспрессии одной 

копии генов strAB оказался относительно невысоким, сообщающим устойчивость 

приблизительно к 250 мкг/мл Sm, добавленного в среду, было предположено, что 

штаммы, имеющие несколько копий mini-Mu кассет в хромосоме C. glutamicum, 

можно будет отобрать на высоких концентрациях стрептомицина (Sm), как было по-

казано ранее для Methylophilus methylotrophus [Abalakina et al., 2008; Абалакина и др., 

2008].  

На последнем этапе полученные GmR и KmR интегранты были излечены от 

хелперной плазмиды, как описано ранее («Материалы и методы»), и были отобраны 

варианты, обладающие GmS и KmR фенотипом.  

Анализ yECitrine-зависимой флуоресценции в полученных SmHR клонах и их 

SmR производных подтвердил наши предположения (Рисунок 17A). Как и следовало 

ожидать, уровень относительной флуоресценции, регистрируемый в предполагаемых 

коинтегратах, был в 2 раза выше тестируемого в их TcS производных.  

На данном этапе было установлено, что один клон (клон № 10) имеет стабиль-

ный, но отличный от других SmHR и TcS фенотип, природа происхождения которого 

будет проанализирована ниже («Раздел 2.1»). 

Интеграцию mini-Mu транспозона в хромосому C. glutamicum ATCC 13869 

окончательно подтверждали гибридизацией по Саузерну. Для проведения ДНК-ДНК 

гибридизации из нескольких SmHR и TcR клонов и их SmR и TcS производных была 

выделена хромосома, гидролизована по имеющемуся на плазмиде pAH-mini-

Mu(LER)-YK уникальному сайту рестрикции SmaI эндонуклеазы, находящемуся 

внутри mini-Mu транспозона, но не затрагивающему ген KmR. После разделения по 

лученных ДНК фрагментов на электрофорезе в агарозном геле была поставлена 

ДНК-ДНК гибридизация с полученным с помощью ПЦР в присутствии Biotin-11-

dUTP «меченым» зондом на структурную часть гена KmR, используемого в качестве 

маркера mini-Mu транспозона («Материалы и методы»). Было обнаружено, что все 

проверенные SmHR и TcR клоны содержали два выявляемых гибридизацией фрагмен-

та гена KmR, указывающих на наличие двух копий mini-Mu единицы в хромосоме 
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Рисунок 17 - yECitrine удельная флуоресценция (А) и результаты гибридизации по Саузерну (В) 

выполненные для родительского штамма (1), независимых коинтегратов (Sm
HR

, Tc
R
) и их соот-

ветствующих разрешенных интегрантов (Sm
R
Tc

S
) (2, 3, 4, 5). Для гибридизации по Саузерну 

геномная ДНК отдельных клонов была обработана SmaI эндонуклеазой и гибридизована с ам-

плифицированным с помощью ПЦР фрагментом ДНК, содержащим ген kan; (10) – результат, 

полученный для клона No. 10, обладающего отличным фенотипом (Sm
HR

, Tc
S
), отобранного в 

ходе стандартной процедуры интеграции с помощью транспозции фага Mu 

 

бактерии, при этом все их SmR и TcS производные имели только одну копию mini-Mu 

единицы в геноме (Рисунок 17В). Размеры одного фрагмента ДНК хромосомы, со-

держащего ген KmR, идентифицированного с помощью ДНК-ДНК гибридизации во 

всех обладающих SmHR и TcR фенотипом клонах, были одинаковыми и соответство-

вали линейной форме плазмиды pAH-mini-Mu(LER)-YK, гидролизованной по SmaI 

сайту узнавания. Другой фрагмент ДНК хромосомы родительских SmHR и TcR клонов 

оказался идентичен фрагменту ДНК хромосомы их SmR и TcS производных, посколь-

ку был фланкирован SmaI сайтом, содержащимся внутри mini-Mu единицы, и бли-

жайшим к Mu-R концу на хромосоме бактерии, что подтверждает сохранение перво-

начальных точек интеграции mini-Mu транспозона в геноме бактерии после разреше-

ния коинтеграта (Рисунок 18). Из вышесказанного можно заключить, что результаты 

гибридизации по Саузерну полностью согласуются с моделью репликативной транс-
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позиции, сопровождающейся образованием коинтеграта с последующим его разре-

шением. 

Таким образом, возможность транспозиции, обусловленная фагом Mu, была 

проанализирована на примере штамма С. glutamicum ATCC13869. Представленные 

экспериментальные данные однозначно указывают на то, что основным путем 

встраивания mini-Mu единицы (> 95%) в бактериальную хромосому с интегративной 

плазмиды, находящейся в суперскрученном состоянии, является репликативная 

транспозиция, предполагающая образование коинтеграта между ДНК бактерии и ин-

тегративной плазмидой.  

Для небольшой доли (<5%) первоначально отобранных SmRTcS интегрантов 

мы не смогли определить, какой из двух путей транспозиции был использован в дан-

ном случае, поскольку клоны, полученные по механизму репаративной, приводящий 

к «простой» вставке mini-Mu единицы, или репликативной транспозиции, с после-

дующим быстрым разрешением коинтеграта и утратой генетических маркеров «суи-

цидной» плазмиды, будут обладать идентичным SmRTcS фенотипами.  

 

 

Рисунок 18 - Пояснение к Рисунку 17 - Схема образования структуры коинтеграта и его разре-

шение в процессе репликативной транспозиции mini-Mu(LER)-YK в хромосоме C. glutamicum с 

последующим определением числа копий mini-Mu(LER)-YK единиц с помощью гибридизации 

по Саузерну 

 

Согласно литературным данным [Harshey, 1983], MuA транспозаза не обладает 

резолвазной активностью, позволяющей облегчить разрешение коинтеграта до за-

вершения процесса репликации Mu транспозосомы во время репликативной транспо-

зиции. Таким образом, разрешение коинтеграта может зависеть только от активности 
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белков клетки-хозяина, принимающих участие в механизме общей рекомбинации, 

главным образом, от активности продукта гена recA [Fitzpatrick et al., 1994]. Поэтому 

для выявления механизма Mu-зависимой транспозиции mini-Mu единицы в геном 

клонов, обладающих SmR и TcS фенотипами на этапе первичной интеграции, RecA- 

мутант штамма С. glutamicum ATCC 13869 был выбран в качестве реципиента. Экс-

перимент проводился в соответствии со стандартным протоколом. Эффективность 

появления KmR трансформантов в этом опыте составила (0,5±0,2) × 10-4 (KmR кло-

нов/ 100 нг плазмидной ДНК/ на количество выживших клеток). Для RecA- мутанта, 

аналогично ему изогенному RecA+ штамму, было обнаружено, что примерно 97-98% 

полученных KmRтрансформаторов обладали SmHR и TcR фенотипом, а остальные 2-

3% оказались SmR и TcS. Но в отличие от SmHR и TcR коинтегратов, полученных в 

Rec+ штамме, фенотип их Rec- аналогов был значительно более стабильным, по-

скольку SmR и TcS «резолванты» не были отобраны после пяти-восьми генераций 

культивирования в неселективных условиях. 

Таким образом, использование в работе изогенного C. glutamicum ATCC 13869 

recA- штамма помогло выявить, что небольшая часть первичных интегрантов, обла-

дающих SmR и TcS фенотипом, в recA+ штамме (<5%), вероятно, были получены че-

рез репаративный путь транспозиции mini-Mu единицы с интегративной плазмиды, 

находящейся в суперскрученной форме, в геном C. glutamicum. Участвуют ли белки 

клетки-хозяина в этом пути в C. glutamicum неизвестно, однако прямые аналоги E. 

coli RecBCD нуклеаз, которые взаимодействуют с транспозосомой, способствуя ре-

парации простой Mu инсерции [Choi et al., 2014], отсутствуют в этой бактерии 

[Nakamura et al., 2003].  

 

1.3 Влияние формы донорной ДНК и E-элемента на эффективность  

транспозиции mini-Mu единицы с интегративной плазмиды в хромосому  

C. glutamicum ATCC 13869 

 

Как известно, в клетках E. coli оба пути транспозиции фага Mu катализирует 

высокоупорядоченный ДНК-белковый комплекс, называемый транспозосомой, орга-

низованный взаимодействием трех участков ДНК: L/R концами фага Mu и E-
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элементом, при этом присутствие E элемента в природной ориентации на mini-Mu 

единице важно для правильной сборки транспозосомы [Lavoie and Chaconas, 1995; 

Watson and Chaconas, 1996]. Кроме этих участков генома бактериофага Mu, шесть 

субъединиц Mu транспозазы, а также ДНК-изгибающие белки-помощники клетки 

хозяина HU и сайт-специфический «integration host factor» IHF участвуют в форми-

ровании LER синапсиса [Harshey, 2014]. Когда уровень суперспирализации () до-

норной ДНК становится низким [Surette and Chaconas, 1989], т. е. сравнимым со свя-

занной с белками молекулой ДНК in vivo [Dillon and Dorman, 2010], хозяйский белок 

IHF облегчает перенос mini-Mu(LER) единицы, осуществляя изгиб ДНК на Е-

элементе, расположенном в cis ориентации по отношению к L/R концам, тем самым 

способствуя взаимодействию специфичного участка N-терминального домена MuA 

субъединицы с энхансером. 

По нашим сведениям функционально активные ДНК-связывающие аналоги E. 

coli белков IHF и HU не были достоверно идентифицированы среди коринебактери-

альных белков; однако, ген, кодирующий предполагаемый хозяйский белок cIHF 

(GenBank accession number: CG1811 (CorglutaCyc)), был аннотирован в геноме С. 

glutamicum АТСС 13032 [Kalinowski et al., 2003]. 

Поэтому для выяснения способности С. glutamicum белков выполнять функции 

своих аналогов из клеток E. coli интересно было исследовать зависимость эффектив-

ности транспозиции Mu бактериофага в хромосому C.glutamicum от конформацион-

ного состояния донорной плазмидной ДНК в отсутствии или при наличии E- элемен-

та в разной ориентации в составе mini-Mu модуля. Для этого были сконструированы 

три интегративные плазмиды, содержащие mini-Mu(LER)-YK, mini-Mu(LE   R)-YK, и 

mini-Mu(LR)-YK кассеты («Материалы и методы»). В этих экспериментах использо-

вали две формы каждой сконструированной интегративной плазмиды: сверхспирали-

зованную и релаксированную ковалентно-замкнутую («Материалы и методы»).  

Как видно из результатов, представленных в Таблице 3, в случае переноса с 

релаксированных форм интегративных плазмид наблюдалась зависимость эффек-

тивности процесса от присутствия энхансера в составе mini-Mu и его ориентации. 

Так плазмида с mini-Mu(LER) единицей явилась лучшим донором транспозиции сре-

ди других плазмид той же конформации. Интеграция же mini-Mu(LR) единицы в 
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хромосому C. glutamicum в случае попадания плазмиды в клетку в релаксированном 

состоянии продемонстрировала самую низкую эффективность по сравнению с дру-

гими плазмидами одной топологии. Количество интегрантов, содержащих в хромо-

соме mini-Mu(LE   R) единицу, отобранных при использовании релаксированной фор-

мы интегративной плазмиды, составило промежуточное значение. Так было отмече-

но снижение эффективности интеграции mini-Mu(LE   R) единицы в три раза по срав-

нению с mini-Mu(LER) единицей, при этом эффективность транспозиции повысилась 

примерно в 10 раз по отношению к несодержащей энхансер mini-Mu(LR) единицы. 

Однако электротрансформация релаксированных форм всех плазмид в клетку 

C. glutamicum снизила эффективность транспозиции более чем на два порядка по 

сравнению с Mu-зависимой интеграцией соответствующих mini-Mu в хромосому 

бактерии в случае использования аналогичных плазмид, введенных в клетку в сверх-

спирализованной форме. Возможно, это связано с низкой концентрацией белков-

помощников клетки-хозяина, способных выполнять функцию колийных ДНК изги-

бающих белков - HU и IHF, ответственных за сверхспирализацию донорной ДНК и, 

следовательно, за стимулирование формирования транспозосомы в клетках C. 

glutamicum.  

В эксперименте Mu-зависимого переноса с интегративных плазмид, находя-

щихся в суперскрученной форме, была выявлена разница в 20 раз в эффективности 

транспозиции. При этом самая высокая частота отбора интегрантов отмечалась в 

случае использования mini-Mu(LER) содержащей интегративной плазмиды, на кото-

рой Е элемент присутствовал в нативной cis ориентации, а самая низкая эффектив-

ность была зафиксирована для плазмиды с mini-Mu(LR) единицей (Таблица 3). Ко-

личество интегрантов, содержащих в хромосоме mini-Mu(LE   R) единицу, отобранных 

при использовании сверхспирализованных форм плазмид, составило промежуточное 

значение. Так mini-Mu(LE   R) единица транспозируется в хромосому с эффективно-

стью ближе к подобной ей mini-Mu(LR), чем к mini-Mu(LER) единице, поскольку 

эффективность ее транспозиции в 10 раз ниже mini-Mu(LER) единицы и только в два 

раза выше mini-Mu(LR) (Таблица 3). 
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Таблица 3- Влияние суперскрученной формы плазмиды (SH) и расположения E -элемента на 

эффективность транспозиции 

 

Тип интегративной плазмиды 

Эффективность интеграции,  

отнесенная к 100 нг ДНК 

SH плазмида Релаксирванная 

плазмида 

pAH-mini-Mu(LR)-YK (0.8±0.2)×10–5 (2.9±0.6)×10–8 

  pAH-mini-Mu(L    R)-YK (1.5±0.5)×10–5 (3±1)×10–7 

  pAH-mini-Mu(LER)-YK (1.6±0.4)×10–4 (9±3))×10–7 

 

Из результатов эксперимента можно предположить, что для сравнительно не-

больших интегративных плазмид, благодаря близкому пространственному располо-

жению концов Mu-L/R в структуре суперскрученной ДНК, процесс образования ми-

нимальной транспозосомы протекал достаточно эффективно даже в отсутствии Е-

элемента. Тем не менее, энхансер в обратной ориентации в соответствующей плаз-

миде, LE   R, имел недостаточную структурную свободу, чтобы значительно повысить 

эффективность сборки полноразмерной транспозосомы. 

 

2. Амплификация mini-Mu(LER)-YK единицы в хромосоме  

C. glutamicum ATCC 13869, оптимизация процесса 

2.1 Исследование природы происхождения клона №10 

 

Данные, представленные на Рисунке 17B, раскрывают происхождение клона 

№10, имеющего стабильно SmHR и TcS фенотипы. Хромосома клона №10 содержала 

две копии KmR гена. Встраивание двух копий mini-Mu единиц в геном C.glutamicum 

может быть результатом: или а) двух независимых инсерций mini-Mu(LER)-YK по 

механизму репаративной транспозиции с двух интегративных плазмид, трансформи-

рованных в одну клетку реципиента, или б) разрешения двух коинтегратов, последо-

вательно интегрированных в хромосому бактерии в результате репликативной 

транспозиции mini-Mu единиц с двух интегративных плазмид, или, вероятнее всего, 

в) амплификации первоначально интегрированной в хромосому Mu(LER)-YK кассе-

ты в процессе внутрихромосомальной репликативной транспозиции во время роста 

бактериальных клеток в условиях индукции факторов транспозиции MuAB. В случае 
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внутрихромосомальной амплификации mini-Mu механизм встраивания в хромосому 

первой копии mini-Mu (либо через репаративный путь транспозиции, либо через ре-

пликативный с последующим разрешением коинтеграта) не является существенным.  

Известно, что каждое событие внутримолекулярной репликативной транспо-

зиции фага Mu [Watson et al., 2004] приводит либо к амплификации mini-Mu едини-

цы и сопровождается инверсиями хромосомных участков, заключенных между дву-

мя инвертированными копиями mini-Mu транспозона, либо к делециям фрагментов 

ДНК хромосомы, приводящим к образованию двух кольцевых продуктов, каждый из 

которых содержит только одну копию 

mini-Mu, при этом один из них спосо-

бен к автономной репликации, в то 

время как другой нет. Следует отме-

тить, что в случае присутствия сущест-

венных для клетки генов на неспособ-

ном поддерживаться в клетке кольце-

вом фрагменте бактериальной ДНК, 

выжившие клоны будут содержать 

кольцевую ДНК, образовавшуюся  

 

Рисунок 19- Во время литической фазы раз-

вития Mu бактериофага транспозиция идет 

внутримолекулярно, в пределах одного реп-

ликона. Каталитически активные субъеди-

ницы MuA транспозосомы осуществляют 

одноцепочечные разрывы с 3’ концов Mu 

транспозона, и при участии белка-

помощника MuB переносят высвободив-

шиеся 3’ концы ДНК в целевой сайт, нахо-

дящийся на той же молекуле. При этом в 

сайте-мишени свободные 3’-OH группы 

осуществляют ступенчатый (в 5 пар нуклеотидов) разрыв фосфодиэфирных связей комплемен-

тарных цепей ДНК. В результате образуется промежуточный продукт, так называемый  

“Shapiro intermediate”, разрешение которого осуществляется посредством репликации. При этом 

вновь образовавшиеся свободные 3’-OH концы ДНК промежуточного продукта выступают в 

качестве праймеров при репликации Mu. В зависимости от выбора цепи встраивания - та же (А) 

или ей комплементарная (В) разрешение приводит к делециям или инверсиям хромосомных 

участков генома хозяина 
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в результате слияния по mini-Mu единицам в процессе общей рекомбинации двух 

продуктов транспозиции. При этом бактериальная хромосома таких клонов будет 

иметь две копии mini-Mu элемента, расположенных в одной ориентации (Рисунок 

19). 

Таким образом, происхождение клона № 10, содержащего две mini-Mu копии в 

хромосоме, может быть установлено определением точек интеграции mini-Mu в ге-

номе бактерии. Появление прямых повторов mini-Mu транспозона в хромосоме мо-

жет возникнуть в результате двух независимых актов интеграции или при реплика-

тивной амплификации интегрированной на первой стадии mini-Mu единицы с после-

дующим слиянием двух продуктов транспозиции в ходе общей рекомбинации между 

участками mini-Mu ДНК. Встраивание двух инвертированных повторов mini-Mu-

единиц в случайные позиции на хромосоме может быть также следствием двух неза-

висимых актов интеграции mini-Mu–единиц или результатом внутрихромосомальной 

амплификации. Однако инверсия участка хромосомы С. glutamicum, заключенного 

между двумя противоположно направленными повторами mini-Mu единиц, одно-

значно будет указывать на внутрихромосомальную транспозицию.  

Поэтому для клона №10 было выполнено молекулярное клонирование фраг-

мента ДНК хромосомы, содержащего mini-Mu единицу («Материалы и методы»). 

Все плазмидные ДНК, выделенные из трех независимо полученных KmR E. coli 

трансформантов, содержали только одну из двух копий mini-Mu единицы в составе 

11,2 т.п.н. ДНК фрагмента хромосомы C. glutamicum, обработанной StuI эндонуклеа-

зой. Анализ последовательности установил, что граничащая с клонированной mini-

Mu единицей последовательность ДНК хромосомы хозяина соответствует инверти-

рованной структуре генома C. glutamicum. Дополнительное подтверждение предпо-

лагаемого расположения обеих mini-Mu единиц было получено с помощью ранее 

разработанной стратегии [Зименков и др., 2004], основанной на обратной ПЦР с 

праймерами, комплементарными внутренней части mini-Mu, а именно Mu-R (или 

Mu-L) концам, и ориентированными наружу (данные не представлены). 

Кроме того, координаты ДНК хозяина, относящиеся к инсерциям двух mini-Mu 

единиц, были идентифицированы и соответствовали 484.726 н.п. и 2.370.010 н.п. по-

следовательности генома С. glutamicum АТСС 13869 (GenBank AN AP017557.2). На в 
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основании полученных результатов было сделано заключение, что обнаруженная 

структура клонированного StuI -фрагмента (Рисунок 20) могла быть получена только 

в результате внутримолекулярной репликативной транспозиции первоначально ин-

тегрированного mini-Mu транспозона, поскольку сопровождалась перестройкой ге-

нома. 

 

2.2 Влияние уровня экспрессии факторов транспозиции на эффективность 

внутримолекулярного переноса mini-Mu единицы в хромосоме 

 C. glutamicum ATCC 13869 

 

Как было показано в настоящей работе, транспозиция mini-Mu единицы в ге-

ном С. glutamicum АТСС 13869 с интегративной плазмиды, использованной в данной 

системе, происходит преимущественно по репликативному механизму.  

 

 

Рисунок 20- Схема интеграции двух mini-Mu(LER)-YK единиц в хромосому клона №10 вслед-

ствие Mu-зависимой внутрихромосомальной репликативной транспозиции первоначально ин-

тегрированной одной mini-Mu(LER)-YK единицы 

 

Кроме того, было установлено, что появление второй копии в хромосоме клона 

№10 также стало результатом репликативной транспозиции. Поскольку принципи-

альная возможность внутрихромосомальной амплификации mini-Mu путем реплика-

тивной транспозиции была продемонстрирована, мы попытались оптимизировать 

адаптированную двухкомпонентную систему для осуществления целенаправленной 
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амплификации с целью отбора заданного количества копий. Поэтому дальнейшим 

интересом в исследовании Mu-зависимой транспозиции в клетках С. glutamicum 

АТСС 13869 явилось оценка эффективности процесса внутримолекулярного репли-

кативного переноса первоначально интегрированных в хромосоме mini-Mu конст-

рукций, и, в частности, зависимость ее от уровня экспрессии факторов транспозиции 

MuAB.  

Для сравнительного анализа процесс внутрихромосомальной амплификации 

осуществлялся с использованием двух вариантов хелперных плазмид, состав кото-

рых отличался только промоторным участком, контролирующим экспрессию генов 

факторов транспозиции MuAB pVK-GmR-(Pdap-MuAB) и pVK9-GmR-(lacIQ-Ptac-MuAB) 

(«Материалы и методы»). 

Для проведения внутримолекулярной амплификации в штамм C. glutamicum 

ATCC 13869, содержащий одну копию mini-Mu(LER)-YK единицы в хромосоме, бы-

ла введена хелперная плазмида с помощью электротрансформации. Затем получен-

ные трансформанты культивировали в течение ночи при 37°C в жидкой BHI среде, 

содержащей Gm (маркер хелперной плазмиды) и IPTG (для индукции экспрессии ге-

нов факторов транспозиции MuAB в случае pVK9-GmR-(lacIQ-Ptac-MuAB)), и высева-

ли на селективные среды для отбора SmHR вариантов. На завершающей стадии не-

сколько отобранных случайным образом SmHR клонов излечивали от хелперной 

плазмиды и тестировали в них относительные уровни флуоресценции желтого белка 

yECitrine («Материалы и методы»).   

В случае использования хелпера pVK-GmR-(Pdap-MuAB) частота возникновения 

SmHR клонов составила ≈ 10-4 от числа всех высеянных на чашку SmRклеток, при 

этом только в восьми из ста произвольно отобранных SmHRвариантах уровень отно-

сительной флуоресценции yECitrine превышал контрольный, содержащий одну ко-

пию транспозона в геноме, в 2 раза (Рисунок 21А). Из чего следует, что истинная 

эффективность амплификации в этом случае оказалась на порядок ниже и составила 

~10-5 . Гибридизация по Саузерну подвердила появление всего лишь одной дополни-

тельной копии в геноме клонов, для которых фиксировался повышенный уровень 

относительной флуоресценции (Рисунок 21В). 
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Рисунок 21 - yECitrine удельная флуоресценция (А) и результаты гибридизации по Саузерну 

(В), выполненные для Sm
HR 

клонов, полученных после амплификации mini-Mu(LER)-YK еди-

ниц с помощью хелперной плазмиды pVK-Pdap-MuAB (2-11) и родительского Sm
R
 клона, со-

держащего одну копию mini-Mu(LER)-YK единицы (1). Для гибридизации по Саузерну геном-

ная ДНК отдельных клонов была выделена и обработана SmaI эндонуклеазой (имеет только 

один сайт узнавания, находящийся внутри mini-Mu, но не затрагивающий ген kan) и гибридизо-

вана с амплифицированным с помощью ПЦР фрагментом ДНК, содержащим ген kan 
 

Частота возникновения SmHR клонов в случае использования хелпера pVK9-

GmR-(lacIQ-Ptac-MuAB) составила ≈ 5.0±2,0×10–3 от числа всех высеянных на чашку 

клеток, то есть несколько сотен SmHR колоний на ~ 105 SmR и GmR клонов отбирали в 

одном эксперименте. Данные по флуоресценции и результаты гибридизации по Сау-

зерну соответствующей хромосомной ДНК со структурной частью гена KmR, входя-

щего в состав mini-Mu(LER)-YK единицы, представлены на Рисунке 22A и B, соот-

ветственно. Результаты эксперимента подтвердили, что все протестированные SmHR 

клоны были получены по механизму фага Mu внутримолекулярной репликативной 

транспозиции изначально интегрированной в хромосому бактерии mini-Mu кассеты и 

в итоге содержали две или три копии в хромосоме.  

Таким образом, использование хелпера pVK9-GmR-(lacIQ-Ptac-MuAB) привело к 

значительному повышению не только эффективности внутрихромосомальной ам-

плификации, но и множественности транспозиции по сравнению с аналогичной хел-

перной плазмидой со сниженным уровнем экспрессии генов MuAB вследствие их 

транскрипции с более слабого промотора. Поэтому можно предположить, что мно-

жественность внутрихромосомальной транспозиции можно будет контролировать 

уровнем экспрессии генов MuAB. 
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Рисунок 22 - yECitrine удельная флуоресценция (А) и результаты гибридизации по Саузерну (В) 

выполненные для Sm
HR 

клонов, полученных после амплификации mini-Mu(LER)-YK единиц с 

помощью хелперной плазмиды pVK-Gm
R
-(lacI

Q
-Ptac –MuAB) (1-10) и родительских Sm

R 
клонов, 

содержащих одну копию mini-Mu(LER)-YK единицы (11). Для гибридизации по Саузерну ге-

номная ДНК отдельных клонов была выделена и обработана SmaI эндонуклеазой (имеет только 

один сайт узнавания, находящийся внутри mini-Mu, но не затрагивающий ген kan) и гибридизо-

ванас амплифицированным с помощью ПЦР фрагментом ДНК, содержащим ген kan 

 

Надо отметить, что выявленная эффективность внутрихромосомальной ам-

плификации (5,0±2,0×10–3) оказалась на два порядка ниже эффективности образова-

ния коинтегратов, полученных путем Мu-зависимой репликативной транспозиции 

mini-Mu единицы с уже содержащейся в клетке сверхспирализованной интегратив-

ной плазмиды в присутствии хелперной плазмиды pVK9-GmR-(lacIQ-Ptac-MuAB), так  

как, эффективность транспозиции с уже находящейся в клетках интегративной плаз-

миды составляет ≈ 10-1 («Раздел 1.2»). 

 

2.3 Внутримолекулярная Mu-зависимая амплификация mini-Mu  

единиц различного состава в хромосоме C. glutamicum ATCC 13869 

 

Было любопытно оценить эффективность процесса Mu-зависимой множест-

венной транспозиции в геноме C.glutamicum в зависимости от присутствия Е-

элемента в разной ориентации в составе mini-Mu модуля или в его отсутствии. Для 

этого на первом этапе с помощью разработанной двухкомпонентной системы транс-
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позиции с использованием всех трех конструкций интегративных плазмид, находя-

щихся в сверхспирализованных формах, были получены коинтеграты, а затем их 

«разрешенные» производные – интегранты, содержащие по одной копии mini-Mu 

единиц в хромосоме: mini-Mu(LE   R), или mini-Mu(LER), или mini-Mu(LR). По одно-

му выбранному из каждого варианта клону, еще не потерявшему плазмиду-

помощник pVK-lacIQ-Ptac-MuAB, растили в жидкой среде в условиях индукции экс-

прессии генов MuAB, а далее проводили селекцию амплификантов на высокой кон-

центрации стрептомицина Sm («Материалы и методы»).  

В результате оказалось, что в присутствии в геноме mini-Mu(LER) кассеты эф-

фективность амплификации составила 3±1×10–3/ клеток (≈ 200-400 SmHR клонов по-

лучали на 105 SmR высеянных на чашку клеток), что в целом совпадало с предыду-

щими результатами. Приблизительно в пять раз меньше SmHR клонов было получено 

для штамма, содержащего mini-Mu((LE   R) единицу в хромосоме, и только несколько 

SmHR клонов было отобрано в случае mini-Mu(LR) варианта (Таблица 4).  

 

Таблица 4 - Количество Sm
HR

 клонов, отобранных на высокой концентрации стрептомицина 

(0,75; 1,0 мг/мл) в результате внутримолекулярной транспозиции mini-Mu единицы в хромосо-

ме штамма Corynebacterium glutamicum ATCC 13869 в зависимости от присутствия и ориента-

ции энхансерного элемента (E) 

 

Sm  

мг/мл 

Всего по-

сеянных 

SmRклеток 

 

mini-Mu(LR)-YK 

 

mini-Mu(L    R)-YK 

 

mini-Mu(LER)-YK 

  конт-

роль 

амплифи-

кация 

конт-

роль 

амплифи-

кация 

конт-

роль 

амплифи-

кация 

0.75 105 - 13±7 7±5 74±19 8±5 415±57 

1.0 105 - - 2±1 46±2 3±2 241±17 

 

 

Результаты гибридизации по Саузерну подтвердили наличие от двух до трех 

копий гена KmRв хромосоме всех SmHR клонов, производных mini-Mu(LER)-YK со-

держащего штамма, и в некоторых SmHR клонах, полученных в результате внутри-

хромосомальной транспозиции mini-Mu(LE   R)-YK единицы. Но лишь одна исходная 

копия, детектируемая с помощью «меченого» зонда на структурную часть гена KmR, 
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сохранялась в проверенных SmHR клонах, имеющих mini-Mu(LR)-YK единицу в хро-

мосоме (Рисунок 23).  

 

 

Рисунок 23- Результаты гибридизации по Саузерну родительского штамма (1) и клонов, содер-

жащих в хромосоме по одной копии mini-Mu(LER)-YK единицы (2), mini-Mu(L    R)-YK едини-

цы (10), и mini-Mu(LR)-YK единицы (19), а также их производных, отобранных после ампли-

фикации при росте в условиях индукции экспрессии MuAB (3–9), (11–18) и (20–22), соответст-

венно. Для гибридизации по Саузерну геномная ДНК отдельных клонов была выделена и обра-

ботана SmaI эндонуклеазой (имеет только один сайт узнавания, находящийся внутри mini-Mu, 

но не затрагивающий ген kan) и гибридизована с амплифицированным с помощью ПЦР фраг-

ментом ДНК, содержащим ген kan 

 

Таким образом, можно было заключить, что обратная ориентация энхансера, E     

снизила частоту амплификации соответствующей mini-Mu единицы до значений, по 

крайней мере, в два раза ниже уровня 6,0±1,5×10–4/клетку. Отсутствие же Е-элемента  

в структуре mini-Mu(LR) уменьшило частоту Mu-зависимой внутримолекулярной 

репликативной транспозиции до уровня ниже 10-5, поскольку в экспериментах с этим 

типом кассеты амплификация вообще не была выявлена. 

Исходя из результатов, полученных в настоящем исследовании, можно пред-

положить, что процесс транспозиции mini-Mu(LER) элемента с интегративной плаз-

миды, находящейся в релаксированной форме, близок к экспериментальной модели 

внутрихромосомальной репликативной амплификации mini-Mu(LER), когда связан-

ные с ДНК белки поддерживают хромосому в состоянии сверхспирализации, но со 

значительно сниженной плотностью сверхвитков [Dillon and Dorman, 2010].  

Действительно, выявленная эффективность электропорации (проникновения в 

штамм C. glutamicum ATCC 13869 суперскрученной плазмидной ДНК) была ≈1×10-3 / 

100 нг ДНК / количество выживших клеток. В то же время эффективность транспо-
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зиции (проникновение в клетку и образование коинтегратов) с находящейся в релак-

сированной форме интегративной плазмиды с mini-Mu(LER) единицей в тот же 

штамм, была снижена до ≈ 10-6/100 нг ДНК/количество выживших клеток. Таким об-

разом, эффективность внутриклеточного образования коинтегратов между «релакси-

рованной» интегративной плазмидой и хромосомой C. glutamicum составила прибли-

зительно 1×10-3/клетку. Эта оценка очень близка к экспериментально обнаруженной 

эффективности внутрихромосомальной амплификации mini-Mu(LER) единицы, ко-

торая составила ≈ 3±1,5×10-3/клетку. 

Эффективность транспозиции mini-Mu(LE   R) единицы с интегративной плаз-

миды в релаксированной форме снизилась в три раза по сравнению с mini-Mu(LER), 

что хорошо согласуется с обнаруженной разницей в уровнях внутримолекулярной 

амплификации mini-Mu(LE   R) и mini-Mu(LER) единиц, и является дополнительным 

подтверждением найденного соответствия между этими процессами.  

Результаты, полученные для mini-Mu(LR) единицы, были довольно неожидан-

ными. Хотя формирование коинтегратов между «релаксированными» формами инте-

гративных плазмид с mini-Mu(LR) или mini-Mu(LЕR) единицамии и С. glutamicum 

хромосомой происходит в отношении 1 : 30, однако истинная разница в частотах 

внутримолекулярной транспозиции этих mini-Mu единиц была значительно выше, 

поскольку амплификация не была обнаружена для mini-Mu(LR) единицы в условиях 

проводимого эксперимента. Возможно, сближение концов ДНК фага Mu без участия 

Е-элемента в процессе образования транспозосомной структуры представляет значи-

тельно меньше трудностей для «релаксированного» плазмидного субстрата, но явля-

ется серьезной проблемой, когда в качестве субстрата выступает лишь частично ре-

лаксированная, но все же сверхспирализованная бактериальная хромосома.  

Отметим, что наличие в центре генома профага Mu сайта связывания с гиразой 

(SGS) необходимо для эффективного синапсиса и формирования транспозосомы, яв-

ляющихся обязательным условием инициации репликации ДНК профага, даже если 

он содержит нативный Е элемент. Действительно, связывание гиразы в SGS сайте 

стимулирует быстрый, эффективный синапс L/R концов ДНК профага Mu, несмотря 

на напряжения, вызванные структурой бактериального нуклеоида, делая это путем 
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формирования суперскрученной петли, в основании которой концы профага оказы-

ваются сближены [Pato, 2004; Pato and Banerjee, 2000]. 

Наблюдаемое резкое уменьшение эффективности внутримолекулярного пере-

носа mini-Mu(LR) единиц по сравнению с mini-Mu(LER) единицами, расположенны-

ми в напряженной связыванием с белками С. glutamicum хромосоме, позволяет при-

менить новую стратегию геномной модификации, осуществляемую через последова-

тельные процессы интеграции, амплификации и фиксации различных генов в хромо-

соме бактерии. 

 

3. Стратегия интеграция/амплификация/фиксация различных  

mini-Mu(LER) единиц в хромосоме C. glutamicum ATCC 13869 

 

Поскольку в отсутствии Е-элемента в составе mini-Mu единицы процесс реп-

ликативной транспозиции идет с очень низкой эффективностью в клетках С. 

glutamicum, то можно было предполагать, что удаление Е- элемента из состава всех 

интегрированных в геном С. glutamicum mini-Mu(LЕR) единиц приведет к значи-

тельному снижению внутримолекулярного переноса mini-Mu(LR) в присутствии не 

содержащей энхансер хелперной плазмиды, что позволит провести интеграцию и по-

следующую независимую амплификацию другой mini-Mu(LЕR) единицы в геноме С. 

glutamicum без изменения количества и локализации первоначально интегрирован-

ных, но уже не содержащих Е-элемент mini-Mu(LR) [Akhverdyan et al., 2011]. Эти ре-

зультаты легли в основу вновь разработанной стратегии интеграции/амплификации/ 

фиксации, позволяющей осуществить последовательное встраивание в хромосому 

бактерии С. glutamicum необходимое количество копий различных целевых генов 

(Рисунок 24). 

Интегрант штамма C. glutamicum ATCC 13869 (обозначенный 1YK), содержа-

щий одну копию mini-Mu(LER)-YK, и два его производных, полученных Mu-

зависимой амплификацией этой кассеты, и содержащих две и три копии в хромосоме 

(обозначенные 2YK и 3YK, соответственно), были излечены от хелперной плазмиды 

pVK-lacIQ-Ptac-MuAB. На заключительной стадии эксперимента внутренняя часть  
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Рисунок 24- Использование стратегии интеграции/амплификации/фиксации; интеграция и ам-

плификация mini-Mu(L[exE]R)единицы идет путем репликативной транспозиции в условиях 

экспрессии Е¯ хелперной плазмиды. Затем Е элемент вырезается с помощью Cre - зависимой 

сайт-специфической рекомбиниции. Амплификация усеченной mini-Mu(LR) единицы в присут-

ствии Е¯ хелперной плазмиды идет с очень низкой частотой, то есть позиции на хромосоме 

mini-Mu(LR) единиц можно считать фиксированными 

 

mini-Mu транспозона, расположенная между сайтами lox66/lox71 и включающая как 

Е-элемент, так и маркеры KmR и SmR (Рисунок 24), была вырезана с помощью Cre 

рекомбиназы («Материалы и методы») с последующим удалением хелперной плаз-

миды p06-PdapA-cre. В итоге полученные штаммы приобрели KmSSmS фенотипы, под-

тверждающие отсутствие внутренней, фланкированной lox66/lox71 последовательно-

стями части mini-Mu кассеты. Флуоресценция, обусловленная экспрессией белка 

yECitrine, была количественно оценена для трех содержащих mini-Mu(LER)-YK ро-

дительских интегрантов, 1YK, 2YK и 3YK, и их KmSSmS производных, содержащих 

уже «укороченные» транспозоны вида mini-Mu(LR)-Y в хромосоме (обозначенных 

1Y, 2Y и 3Y, соответственно). 

Данные флуоресценции и последующие результаты гибридизации по Саузер-

ну, полученные с использованием «метки» на структурную часть гена yECitrine, под-
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твердили сохранение ожидаемого количества «укороченных» копий mini-Mu(LR)-

подобных единиц после обработки хромосомы всех полученных штаммов Cre ре-

комбиназой (данные не показаны). 

Полученные три штамма (iY, где i =1, 2, 3, обозначает количество mini-

Mu(LR)-Y единиц в хромосоме) были использованы для новой Mu-зависимой инте-

грации с последующей амплификацией mini-Mu-(LER)-GK единицы, которая отли-

чалась от ранее используемой mini-Mu-(LER)-YK тем, что содержала ген yEGFP 

вместо гена yECitrine («Материалы и методы»). Все процессы Mu-зависимой репли-

кативной транспозиции выполняли согласно выше разработанным и описанным про-

токолам («Материалы и методы»). На обоих этапах транспозиции после интеграции 

и амплификации в полученных штаммах была промерена относительная флуорес-

ценция, обусловленная экспрессией белков yECitrine и yEGFP, а также проведена 

гибридизация по Саузерну с пробами на структурные части генов yECitrine и yEGFP, 

выбранными в качестве маркеров (Рисунок 25). 

Все представленные данные подтверждают, что интеграция и последующая 

амплификация, приводящая максимально к трем копиям mini-Mu(LER)-GK единицы 

в хромосоме выбранного штамма - реципиента была успешно реализована, и двой-

ные С. glutamicum интегранты, iY-jGK (где i, j=1, 2, 3 обозначают количество копий 

генов yECitrine и yEGFP в хромосоме, соответственно) были  получены. Более того, 

позиции на хромосоме mini-Mu(LR)-Y кассет в ходе Mu-зависимой внутрихромосо-

мальной амплификации mini-Mu(LER)-GK единиц были сохранены (зафиксирова-

ны). 

 

4. Универсальность метода Mu-зависимой транспозиция для С. glutamicum. 

 Новый интегративный вектор 

 

В работе также была продемонстрирована репликативная транспозиция, обу-

словленная механизмом фага Mu, проходящая с образованием структуры коинтегра-

та и последующим его разрешением, с помощью той же двухплазмидной системы в 

хромосому широко исследуемого в лабораторных условиях штамма дикого типа С. 

glutamicum ATCC 13032 и его не содержащего профагов производного MB001, ак-
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тивно используемых для биотехнологических целей [Baumgart et al., 2013]. Частоты 

электротрансформации реплицирующейся в клетках плазмиды и эффективности об-

разования первичных интегрантов через механизм транспозиции фага Mu для этих  

 

  

Рисунок 25- yECitrine и yEGFP удельная флуоресценция (A) и результаты гибридизации по 

Саузерну, используя yECitrine (B) или yEGFP (C) в качестве проб, (1) родительский штамм, со-

держащий одну копию mini-Mu(LR)-Y единицы, 1Y; (2) производный от клона 1Y, содержащий 

еще одну копию mini-Mu(LER)-GK единицы и (3–9) его производные после амплификации 

mini-Mu(LER)-GK единиц; (10) родительский штамм, содержащий две копии mini-Mu(LR)-Y-

единиц, 2Y; (11) производный клона 2Y, содержащий еще одну копию mini-Mu(LER)-GK еди-

ницы и (12–21) его производные - клоны после амплификации mini-Mu(LER)-GK единицы; (22 

нет результатов гибридизации по Саузерну - родительский штамм, содержащий три копии mini-

Mu(LR)-Y-единиц, 3Y); (30) производный клона 3Y, содержащий еще одну копию mini-

Mu(LER)-GK единицы и (23–29) его производные - клоны после амплификации mini-Mu(LER)-

GK единицы. Геномную ДНК обрабатывали SphI эндонуклеазой. SphI эндонуклеаза имеет уни-

кальный сайт узнавания в структуре mini-Mu единицы, который не затрагивает yECitrine 

yEGFP; позиция и количество исходных копий mini-Mu(LR)-Yединиц сохраняются при внут-

римолекулярной амплификации mini-Mu(LER)-GK единиц 

 

С. glutamicum штаммов представлены в Таблице 5. Сравнительный анализ частот 

электропорации реплицирующейся в клетке плазмиды и эффективности транспози-

ции выявил, что аналогично исследованному в данной работе штамму С. glutamicum 

ATCC 13869 эффективность переноса с уже находящейся в клетках интегративной 

плазмиды в хромосому штаммов С. glutamicum ATCC 13032, MB001 в эксперименте 

Mu-зависимой транспозиции составляет ≈ 10-1. 
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Таблица 5 – Частота электротрансформации способной к автономной репликации плазмиды и 

эффективность Mu-зависимой транспозиции плазмиды pAH-mini(LER)  в клетках C.glutamicum 

штаммов  

 Частота электротрансфор-

мации, отнесенная к 100 нг 

ДНК 

Эффективность интеграции, 

отнесенная к 100 нг ДНК 

ATCC13032 1,5*10
-6

 ~0,8*10
-7 

MB001 1,2*10
-5

 ~2*10
-6 

ATCC13869 1,1*10
-3

 1,4*10
-4 

 

В заключение хотелось бы добавить, что для широкого использования системы 

Mu-зависимой транспозиции в качестве полезного инструмента для редактирования 

C. glutamicum хромосомы была сконструирована более удобная плазмида pAH-mini-

Mu(LER)-YS, содержащая полилинкер (MCS) для клонирования целевых генов (Ри-

сунок 26). Маркер KmR, расположенный на не содержащей ДНК фага Mu части 

плазмиды, может быть использован для отбора коинтегратов, при этом экспрессия 

гена sacB из Bacillus subtilis, необходимая в качестве маркера контрселекции, облег-

чает отбор С. glutamicum резолвантов на среде, содержащей сахарозу. Так 15-30% 

«резолвантов» в сравнении с 1-3% в случае использования плазмиды pAH-mini-

Mu(LER)-YK было отобрано на среде, содержащей 20% сахарозы [Gorshkova et al., 

2017]. Маркер SmR, входящий в состав mini-Mu единицы на новой плазмиде, может 

быть использован как для прямого отбора интегрантов, так и для последующей се-

лекции внутрихромосомальной амплификации уже интегрированной в хромосому 

mini-Mu(LER) единицы. Кроме того, наличие гена yECitrine помогает осуществить 

количественную оценку полученного числа копий mini-Mu в отобранных SmHR кло-

нах методом флуоресценции. Все ДНК-элементы, способствующие проведению и 

отбору транспозиции (E, SmR и yECitrine), фланкированы lox66/71-сайтами, и могут 

быть удалены из встроенной в хромосому mini-Mu кассеты с помощью Cre рекомби-

назы фага P1 с сохранением только небольшой, не содержащей маркера, части инте-

гративной плазмиды с целевым геном в хромосоме. Таким образом, эта плазмида 

вполне может быть использована в качестве интегративного вектора для клонирова-

ния целевых генов и последующей Mu-зависимой транспозиции их в хромосомы 

различных организмов.  
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Рисунок 26 - Схема новой интегративной плазмиды pAH-mini-Mu(LER)-YS (GenBank AN. 

MG014200)  

 

 

5. Метилотрофы – перспективный объект биотехнологии 

 

Метилотрофы представляют собой неоднородную группу организмов, которые 

обладают большим количеством специализированных ферментов, позволяющих рас-

ти на восстановленных углеродных субстратах, не имеющих С-С связи, и использо-

вать их в качестве источника энергии и углерода. Поскольку существует огромное 

разнообразие метилотрофных микроорганизмов, отличающихся своим метаболиз-

мом, а метанол из C1-соединений является наиболее перспективным сырьем для 

биотехнологических производств благодаря своей доступности, и может быть полу-

чен с помощью нефтехимии или через возобновляемые ресурсы, такие как биогаз, 

все это позволяет вести разработку производства ценных веществ на основе метило-

трофных бактерий с использованием метанола в качестве субстрата.  

Первый объект нашего исследования - облигатная бактерия Methylophilus 

methylotrophus AS1 использует наиболее выгодный с точки зрения расхода энергии 

РМФ (рибулозо-монофосфатный) цикл ассимиляции формальдегида и поэтому отли-

чается высокой скоростью роста и выходом биомассы, что позволило в 1970-ые годы 

на ее базе создать крупномасштабные производства для получения одноклеточного 

белка (SCP) для питания людей и животных [Senior and Windas, 1980]. 

Второй объект работы - факультативный метилотроф, α-протеобактерия 

Methylobacterium extorquens AM1 использует сериновый цикл ассимиляции фор-
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мальдегида. Из-за способности расти на широком спектре неметилотрофных С1 суб-

стратах и легкого способа, с помощью коньюгации или электропорации, передачи 

ДНК в клетку, M.extorquensAM1на протяжении более 50 лет использовался в качест-

ве модельного для исследования C1 метаболизма и в настоящее время является хо-

рошо изученным микроорганизмом. Значительный прогресс был достигнут в пони-

мании биохимии, физиологии и генетики этой бактерии в связи с доступностью пол-

ного сиквенса ее генома [Chistoserdova et al., 2003], что позволило детально исследо-

вать основные метаболические пути и обнаружить ряд новых ферментов и их функ-

ции [Chubiz et al., 2013]. Применение недавно дополнительных "оmics" технологий, 

таких как транскриптомика, протеомика, метаболомика и флуксомика помогли опи-

сать метилотрофию на системном уровне. Все эти подходы вместе с построением 

полной модели метаболизма M. extorquens AM1 облегчили изучение и разработку 

рациональных стратегий, направленных на  использование его в качестве перспек-

тивного объекта биотехнологии. В настоящее время микроорганизмы рода M. 

extorquens используются для производства различных химических веществ из мета-

нола, таких как полигидроксибутират, аминокислота серин, редкие дикарбоновые 

кислоты, а также белки и спирты из этиламина. На сегодняшний день показана воз-

можность использования M. extorquens в качестве реципиента для эффективного на-

копления, по крайней мере некоторых рекомбинантных белков, таких как GFP 

[Figueira et al., 2003, Bélange  et al., 2004], инсектицидный белок Cry1Aa [Choi et al., 

2006], галоалкан-дегалогеназа [FitzGerald and Lidstrom., 2003], и энтероцин П 

[Gutierrez et al., 2005]. 

Разработка нового генетического инструментария для метаболической инже-

нерии метилотрофных бактерий остается актуальной и в настоящее время. На сего-

дняшний день сконструированы плазмидные векторы для клонирования и экспрес-

сии генов под контролем конститутивных и регулируемых промоторов, разработаны 

системы для проведения немаркированных модификаций генома, инсерционно-

экспрессионные векторные системы с использованием механизма гомологичной ре-

комбинации, а также методы транспозонного мутагенеза [Marx and Lidstrom, 2004; 

Koch et al., 2001]. Конструированию бесплазмидных рекомбинантных штаммов отда-
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ется предпочтение при создании промышленных продуцентов биологически актив-

ных веществ. 

 

5.1 Система интеграции/амплификации mini-Mu элементов в хромосому  

Methylophilus methylotrophus AS-1, разработанная ранее 

 

Предпосылкой для адаптации системы транспозиции фага Mu для M. 

methylotrophus AS1 было предположение о достаточно частой встречаемости в клет-

ках различных прокариот [Swinger and Rice, 2004] представителей семейства ДНК-

изгибающих белков (DNA bending proteins), гомологичных E.coli HU, IHF. В экспе-

риментах, в которых автор диссертации принимала непосредственное и активное 

участие, была проведена необходимая модификация компонентов колийной системы 

Mu- зависимой транспозиции и достигнута интеграция целевых фрагментов ДНК в 

геном M. methylotrophus AS1 с последующим увеличением числа интегрированных 

копий в хромосоме с высокой эффективностью [Abalakina et al.,2008]. Модифициро-

ванная система также включала две плазмиды: первая, хелперная, имеющая репли-

кон широкого круга хозяев, а также гены факторов транспозиции MuA и MuB; вто-

рая, не способная к репликации интегративная, с mini-Mu транспозоном, содержа-

щим между L- и R-концевыми участками ДНК фага Mu целевой ген. Для селекции 

интегрантов был использован ген устойчивости к канамицину (KmR), а амплификан-

тов - гены устойчивости к стрептомицину (strA-strB, или маркер SmR). Что касается 

энхансера Е, то были созданы различные генетические конструкции интегративной 

плазмиды, когда Е располагался между L- и R-концами в той же ориентации, как и в 

геноме фага Mu, в этом случае мы говорим, что в составе плазмиды был расположен 

элемент mini-Mu(LER)-типа, если Е отсутствовал, то интегративная плазмида содер-

жала mini-Mu(LR) элемент (Рисунок 27). В работе также использовались различные 

хелперные плазмиды. Так на pTP310 экспрессия генов факторов интеграции, MuA и 

MuB, обеспечивалась с собственной регуляторной области генома фага Mu, а потому 

Е-элемент входил в состав этой «Е-plus»-хелперной плазмиды [Akhverdyan et al., 

2011]. В составе же другого хелпера, плазмиды p17TP310, экспрессия MuAB осуще-
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ствлялась с конститутивного промотора P17Mme, и поэтому Е-элемент отсутствовал в 

«E-minus» p17TP310 [Abalakina et al., 2008]. 

 

 

 

Рисунок 27 - Схематическое изображение интегративных плазмид: pAH-mini-Mu(LR); pAH-

mini-Mu(LER) (Akhverdyan et al., 2011), производные pAH162 (Haldimann and Wanner, 2001), 

содержат pir+ зависимый репликон (oriRγ)  

 

Было отмечено, что преимущественным механизмом транспозиции mini-Mu 

элемента из интегративной плазмиды в хромосому M. methylotrophus AS1 является 

репликативная транспозиция, приводящая к образованию коинтегратов между хро-

мосомой и плазмидой с последующим их разрешением по механизму общей реком-

бинации.  

Было продемонстрировано, что в отличие от колийной системы Mu-зависимой 

транспозиции для обеспечения возможности высокоэффективной (с частотой 2х10-2) 

амплификации mini-Mu(LЕR) в бактериальной хромосоме в присутствии факторов 

транспозиции необходимо введение в состав интегрируемого mini-Mu транспозона 

энхансерного элемента (Е) [Токмакова, 2010].  

 

5.2 Реализация стратегии интеграции/амплификации/фиксации различных 

mini-Mu(LER)единиц в геноме M.methylotrophus AS1 

 

Разработанная для коринебактерий стратегия интегра-

ции/амплификации/фиксации различных mini-Mu(LER) единиц, содержащих в своем 

составе вырезаемый энхансерный элемент, с использованием механизма транспози-

ции фага Mu базировалась на различиях в эффективностях внутрихромосомальной 

репликативной транспозиции mini-Mu(LER) и mini-Mu(LR) единиц, первоначально 

обнаруженных в грамотрицательных бактериях [Akhverdyan et al., 2011]. Для демон-
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страции универсального характера новой системы мы применили ту же стратегию и 

к ранее изученным грамотрицательным метилотрофным бактериям Methylophilus 

methylotrophus AS1 и Methylobacterium extorquens AM1. 

Согласно ранее представленным результатам [Токмакова, 2010] все процессы 

проводили с использованием хелперной плазмиды p17TP310, сконструированной ра-

нее на базе вектора pRK310IncP-группы, не имеющей в своем составе энхансер 

[Akhverdyan et al., 2011] (Рисунок 28), и описанной в данной работе интегративной-

плазмиды pAH-mini-Mu(LER) (Рисунок 29). 

  

 

Рисунок - 28 - Схематическое изображение хелперной плазмиды, производной плазмиды 

pRK310 IncPαгруппы (Ditta et al., 1985), имеет репликон (oriV) p17TP310 (Е-minus), экспрессия 

MuA MuB генов находится под конститутивным контролем промотора P17Mme (Abalakina et al., 

2008) 

 

В качестве дополнительного элемента разработанной системы для возможного 

вырезания фрагмента mini-Mu транспозона, фланкированного lox66/lox71 последова-

тельностями, преобразуя, таким образом, in vivo интегрированные в хромосому M. 

methylotrophus AS1 mini-Mu(LER) единицы в mini-Mu(LR) единицы, была сконст-

руирована плазмида pT-Рlac-сre на базе вектора широкого круга хозяев IncP-группы 

несовместимости pRK310 [Ditta et al., 1985], в составе которой экспрессия гена, ко-

дирующего Cre-рекомбиназу фага P1, осуществлялась под контролем Plac промотора 

(«Материалы и методы»). 

 

Рисунок 29 - Схематическое изображение новой интегративной плазмиды pAH-mini-

Mu(L[exE]R) (Akhverdyan et al., 2011) 

 
Интеграцию, а затем амплификацию mini-Mu(LER)-GK транспозона проводи-

ли в условиях индукции факторов транспозиции, согласно ранее разработанной ме-

тодике [Токмакова, 2010]. Результаты подтверждали генетическими методами, изме-
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рением флуоресценции и Саузерн-гибридизацией. После вырезания из состава хро-

мосомы отобранных на высокой концентрации стрептомицина (2 мг/мл) клонов, со-

держащих одну или две копии mini-Mu(LER)-GK единицы в геноме, фрагментов с 

маркерами устойчивости к антибиотикам и энхансерной областью с помощью сайт-

специфической Cre рекомбиназы, экспрессирующейся с хелперной плазмиды pT-Рlac-

сre, по той же схеме («Материалы и методы») была последовательно осуществлена 

интеграция и амплификация новой mini-Mu(LER)-YK единицы. Количество содер-

жащихся в хромосоме копий генов yEGFP и yECitrine в случайно отобранных клонах 

предварительно оценивали, регистрируя уровни удельной флуоресценции (Рисунок 

30А). Для подтверждения предварительных выводов была проведена ДНК-

гибридизация по Саузерну (Рисунок 30Б). 

Было установлено, что в результате Mu-зависимой внутрихромосомальной 

транспозиции количество копий mini-Mu(LER)-YK кассеты увеличилось до 2-5 на 

геном бактерии, в то время как количество mini-Mu(LR)-G единиц не изменилось. 

Была отмечена корреляция между регистрируемым в клетках уровнем флуоресцен-

ции yEGFP, yECitrine и числом копий yEGFP, yECitrine генов в хромосоме.  

Таким образом, возможности этого метода, объединяющего в себе две различ-

ные системы – mini-Mu транспозицию и cre/lox рекомбинацию, с помощью которых 

осуществляются последовательные селективные процессы Mu-зависимой интегра-

ции-амплификации нескольких гетерологичных генов в хромосоме M. 

methylotrophusAS1 и удаление на промежуточной стадии, перед следующим раундом 

интеграции-амплификации, селективных маркеров и энхансерной последовательно-

сти из всех содержащихся в хромосоме копий mini-Mu с целью сохранения количе-

ства и локализации интегрированных на первом этапе копий целевого гена, проде-

монстрированы на примере модельных генов yEGFP и yECitrine, кодирующих, соот-

ветственно, зеленый и желтый флуоресцентные белки.  

Было также показано, что, при необходимости, в качестве альтернативного 

маркера детерминантам устойчивости к антибиотикам для тестирования точного ко-

личества копий mini-Mu в хромосоме при его амплификации могут служить зеленый 

и желтый флуоресцентные белки. 
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Рисунок 30- Удельная флуоресценция yEGFP и yECitrine (A) и результаты гибридизации по 

Саузерну клонов M. methylotrophus AS1, содержащих в хромосоме копии mini-Mu(LR)-G и 

mini-Mu(LER)-YK транспозонов одновременно (геномную ДНК обрабатывали SphI эндонуклеа-

зой), используя yEGFP (Б-1) или yECitrine (Б-2) в качестве проб, (1) M. methylotrophus AS1 ди-

кий штамм; (2) производный клона 1G, содержащий одну копию mini-Mu(LR)-G единицы и еще 

одну копию mini-Mu(LER)-YK единицы и (3–8) его производные после амплификации mini-

Mu(LER)-YK единиц; (9) производный клона 2G, содержащий две копии mini-Mu(LR)-G-

единиц и еще одну копию mini-Mu(LER)-YK единицы и (10–15) его производные - клоны после 

амплификации mini-Mu(LER)-YK единицы; SphI эндонуклеаза имеет уникальный сайт узнава-

ния в структуре mini-Mu единицы, который не затрагивает yECitrine и yEGFP; позиция и коли-

чество исходных копий mini-Mu(LR)-G единиц сохраняются при внутримолекулярной ампли-

фикации mini-Mu(LER)-YK единиц 

 

 

5.3 Адаптация системы транспозиции бактериофага Mu для интеграции  

рекомбинантной ДНК в хромосому M.extorquensAM1 

 

Следующим направлением нашей работы было исследование возможности ис-

пользования системы транспозиции бактериофага Mu с целью интеграции целевых 

генов в хромосому другой метилотрофной бактерии M.extorquens AM1. Используя 

описанные выше хелперную и интегративную плазмиды, мы смогли продемонстри-

ровать возможность транспозиции mini-Mu(LER)-GK единицы в хромосому 

M.extorquens AM1. 

Эффективность интеграции составила 50-100 колоний на 1мкг плазмидной 

ДНК. Интеграцию подтверждали с помощью ПЦР, используя праймеры P37/P38 на 

ген KmR. Предварительную оценку эффективности транспозиции проводили, оцени-

Б-1 

А 

Б-1 Б-2 
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вая уровень экспрессии гена yEGFP в случайно отобранных 8 клонах с помощью 

флуориметрии (Рисунок 31). 

 

 

Рисунок 31 -Значения удельной флуоресценции yEGFP клонов M. extorquens AM1, отобранных 

в результате первичной интеграции mini-Mu(LER)-GK транспозона в хромосому: клон 1 - ис-

ходный штамм M. extorquens AM1; клоны 2-9 - первичные интегранты 
 

 

Таким образом, экспериментально было показано, что белки M. extorquens 

AM1 способны выполнять функцию своих аналогов из клеток E. coli не только при 

формировании транспозосомы, но и обеспечивать все последующие стадии реплика-

тивной транспозиции mini-Mu. Это позволяет использовать Mu-зависимую транспо-

зицию рекомбинантной ДНК в бактериальный геном в практических целях. 

К сожалению, содержащиеся на интегративной плазмиде, в mini-Mu единице, 

гены strAB и kan(Tn5) даже в одной копии сообщали клеткам M. extorquens АМ1 вы-

сокую устойчивость к соответствующим антибиотикам - выше 2 мг/мл для стрепто-

мицина и выше 500 мкг/мл для канамицина, а, следовательно, использовать их в ка-

честве маркеров отбора множественной транспозиции было нецелесообразно.  

В то же время было замечено, что одна копия гена tetA в хромосоме M. 

extorquens АМ1 не позволяет клеткам расти на среде, содержащей тетрациклин выше 

60 мкг/мл, одновременно тот же ген tetA, содержащийся на плазмиде средней копий-

ности, сообщал клеткам M. extorquens АМ1 устойчивость к концентрациям тетра-

циклина в среде до 300мкг/мл. Поэтому можно попробовать использовать этот ген в 

качестве маркера отбора внутрихромосомальной транспозиции и осуществить селек-

цию амплификантов на высокой концентрации тетрациклина. Мы планируем проде-
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монстрировать возможность внутрихромосомальной транспозиции, приводящей к 

амплификации исходной mini-Mu(LER) кассеты в хромосоме M. extorquens AM1, а в 

дальнейшем применить разработанную для С. glutamicum стратегию фиксации ин-

тегрированных и амплифицированных mini-Mu(LER) элементов для осуществления 

множественной транспозиции нескольких гетерологичных генов в хромосоме бакте-

рии.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Mu-зависимая система интеграции/амплификации рекомбинантной ДНК в бак-

териальную хромосому, разработанная ранее для E. coli и некоторых других 

грамотрицательных бактерий (например, Methylophilus methylotrophus AS-1), 

была модифицирована и впервые использована для интеграции mini-Mu эле-

ментов ДНК в геном трех штаммов граммположительных Corynebacterium 

glutamicum с последующей их амплификацией и фиксацией положения в гено-

ме. Эта система включает три рекомбинантные плазмиды: 

 «хелперную», обеспечивающую экспрессию генов MuAB факторов транс-

позиции, способную к автономной репликации в клетках C. glutamicum, но 

удаляемую из популяции в неселективных условиях культивирования (в 

отсутствии антибиотика); 

 «интегративную», с условно зависимой (oriR6K) репликацией, содержа-

щую mini-Mu(LR) элемент, т.е., фланкированный L и R концами ДНК фага 

Mu интегрируемый ген и селективные маркеры, или mini-Mu(LER) – эле-

мент, содержащий дополнительно энхансер E, причем E введен так, что 

практически весь mini-Mu(LER) элемент за исключением целевого гена с 

флангами MuL/R может быть удален в результате сайт-специфической ре-

комбинации между локусами lox66/lox71 с формированием lox72 сайта Cre-

рекомбиназой фага Р1; 

 «хелперную», обеспечивающую экспрессию гена cre фага Р1, способную к 

автономной репликации в клетках C. glutamicum, но утрачивающуюся в не-

селективных условиях культивирования (в отсутствии антибиотика). 

 

2. Показано, что при электротрансформации клеток C. glutamicum, содержащих 

«хелперную» плазмиду с экспрессирующимися генами MuAB, «интегративной» 

плазмидой может происходить интеграция mini-Mu элемента в хромосому бак-

териальной клетки, в основном (более 95% случаев), по механизму реплика-

тивной транспозиции с образованием коинтеграта с возможным последующим 

его RecA-зависимым разрешением. При этом частота интеграции зависит от 

штамма-реципиента, оптимизированных условий электротрансформации и со-

ставляет в типичных экспериментах 210-4 на клетку штамма ATCC 13869. 

 

3. В качестве маркеров отбора первичной интеграции и амплификации использо-

вались гены устойчивости к канамицину (KmR) и к стрептомицину (SmR), соот-

ветственно, введенные в состав mini-Mu(LR)- или mini-Mu(LER)-элемента ин-

тегративной плазмиды. Для простоты отбора клонов, содержащих желаемое 

количество копий mini-Mu(LER)-элемента в бактериальной хромосоме, эффек-
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тивно были использованы гены yECitrine и yEGFP, кодирующие желтый и зе-

леный флуоресцентные белки. 

 

4. Показано, что эффективность репликативной транспозиции mini-Mu(LER) эле-

мента в присутствии факторов MuAB в клетках коринебактерий зависит от 

присутствия и ориентации Е, а при его наличии эффективность существенно 

выше, чем для mini-Mu(LR) элемента, особенно при амплификации in vivo в 

хромосоме, имеющей сниженную плотность суперспирализации вследствие 

взаимодействия с клеточными белками. Последнее наблюдение позволило реа-

лизовать стратегию фиксации интегрированных и амплифицированных mini-

Mu(LER) элементов в результате Cre-зависимого вырезания in vivo их Е-

содержащих ДНК фрагментов с преобразованием их в mini-Mu(LR) элементы, 

практически неспособных к дальнейшей амплификации в используемых экспе-

риментальных условиях. Возможности разработанной системы продемонстри-

рованы на примере созданных штаммов, содержащих различное количество 

копий mini-Mu элементов с генами флуоресцентных белков, тестируемых гене-

тическими методами, флуоресценцией и Саузерн-гибридизацией. 

 

5. Ранее разработанная система интеграции/амплификации mini-Mu элементов в 

хромосому грамотрицательных Methylophilus methylotrophus AS-1 была допол-

нена новыми элементами для реализации стратегии преобразования интегриро-

ванных mini-Mu(LER) элементов в mini-Mu(LR) за счет Cre-зависимого выре-

зания Е-содержащего фрагмента ДНК и, тем самым, фиксации укороченной 

кассеты в месте ее интеграции. Кроме того, полноразмерная система Mu-

зависимого редактирования бактериального генома была успешно адаптирова-

на к еще одному представителю метилотрофов – Methylobacterium extorquens 

AM1, представляющему интерес для использования в качестве реципиента в 

промышленно ориентированных исследованиях.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

п.н. – пара нуклеотидов 

т.п.н. – тысяча пар нуклеотидов 

ЦТК – цикл трикарбоновых кислот 

ПФП – пентозофосфатный путь 

ЭМП путь – Эмбдена-Мейергофа-Парнаса путь 

ФЕП – фосфоенолпируват 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

Km , KmR– канамицин, маркер устойчивости к канамицину 

Tc, TcR– тетрациклин, маркер устойчивости к тетрациклину 

TcHR–маркер устойчивости к высокой концентрации тетрациклина 

Sm, SmR – стрептомицин, маркер устойчивости к стрептомицину 

SmHR–маркер устойчивости к высокой концентрации стрептомицина 

Gm- гентамицин 

Cm- хлорамфеникол 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

РНК - рибонуклеиновая кислота 

ОП – оптическая плотность культуры 

ак.о. – аминокислотные остатки 

Е – энхансерная последовательность 

NTG-нитрозогуанодин 

IPTG – изопропил-β-D-тиогалактопиранозид 

АТФ – аденозин-5'- трифосфат 

G - гуанин 

C - цитозин 

A – аденин 

Т – тимин 

SD-последовательность – последовательности Шайна-Дальгарно 

RBS - сайт связывания рибосомы 

FD –ДНК, фланкирующая геном фага Mu 
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