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1. ВВЕДЕНИЕ 

1.1.Актуальность проблемы 

Мевалонаткиназа (MVK) – один из ключевых ферментов мевалонатно-

го (MVA) пути (Lynen, 1967). Интерес к изучению MVA пути и его регуля-

ции возник в связи с тем, что его продукты (IPP и DMAPP) служат предшест-

венниками биосинтеза холестерина (Durr et al., 1960). Из этих же предшест-

венников  образуется более 50 тыс. натуральных веществ (изопреноидов), 

среди которых пигменты, сигнальные и защитные молекулы, гормоны, вита-

мины, антиоксиданты. 

Начало функциональным исследованиям MVK животных было поло-

жено в связи с исследованием генетических заболеваний человека, вызывае-

мых недостаточностью фермента (Tanaka et al., 1990; Schafer et al., 1992). 

Ретроингибирование мевалонаткиназ играет важную роль в строгом контроле 

биосинтеза необходимых клетке изопреноидов. Различие профиля ингибиро-

вания MVK человека и некоторых патогенных микроорганизмов и паразитов 

используется при создании лекарств. 

Всё большее внимание привлекает разработка процессов микробной 

ферментации представляющих коммерческий интерес изопреноидов. Боль-

шинство бактерий используют альтернативный, метилэретритолфосфатный 

(MEP), путь биосинтеза изопреноидов. До сих пор  не удалось создать эф-

фективный штамм-продуцент изопреноидов на базе этого пути, по-

видимому, из-за особенностей его регуляции. Успехи синтетической биоло-

гии привели в последние годы к созданию высокоэффективных бактериаль-

ных продуцентов изопрена и ряда изопреноидов на базе гетерологичного 

MVA пути. Для создания таких штаммов необходимо было найти устойчи-

вую к ретроингибированию MVK. 

К моменту начала нашего исследования такой фермент был выделен из 

археи  Methanosarcina mazei и охарактеризован (Primak et al., 2011). Преиму-

щества устойчивой к ретроингибированию MVK из M. mazei были продемон-
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стрированы в штамме-продуценте изопрена на базе Escherichia coli (Whited et 

al., 2010). Это революционное открытие  явилось важным шагом на пути соз-

дания промышленных штаммов-продуцентов изопреноидов. Обнаружение 

других неингибируемых MVK, помимо несомненной практической ценности, 

позволило бы выявить общие особенности структур таких ферментов и, воз-

можно, помогло бы прогнозировать свойства других MVK и их распростра-

нённость в разных таксономических группах.  

При несбалансированной экспрессии генов любого биосинтетического 

пути происходит накопление интермедиатов, которые будут оказывать влия-

ние на продукцию. В частности  известно, что фосфорилированные произ-

водные MVA пути токсичны для клетки. Поэтому актуальна  дальнейшая 

разработка и совершенствование методов интеграции нескольких генов, по-

зволяющих быстро и эффективно добиваться оптимизации уровня их экс-

прессии. 

1.2. Цели и задачи работы 

Целью данной работы являлся поиск не подверженных ретро-

ингибированию мевалонаткиназ, определение их кинетических параметров in 

vitro и конструирование на их основе штаммов-продуцентов  Pantoea ananatis 

с увеличенным накоплением изопрена.  

В ходе работы решались следующие задачи: 

1. Выбор генов мевалонаткиназ, предположительно не подверженных 

ретро-ингибированию. 

2. Клонирование и экспрессия генов выбранных мевалонаткиназ и очист-

ка, определение кинетических параметров и проверка ингибирования интер-

медиатами мевалонатного пути соответствующих белков. 

3. Введение гетерологичных генов мевалонатного пути в хромосому P. 

ananatis. Конструирование  линии изогенных штаммов, содержащих гены 

кандидатных мевалонаткиназ, способных продуцировать изопрен. Сравнение 

продукции изогенных штаммов с различными мевалонаткиназами. 
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4. Дальнейшее увеличение продукции штамма с лучшей мевалонаткина-

зой за счёт сбалансированного усиления экспрессии генов мевалонатного пу-

ти. 

1.3. Научная новизна и практическая значимость работы  

1. Были обнаружены новые устойчивые к ретроингибированию мевало-

наткиназы из M. concilii и M. paludicola, обладающие лучшими кинетически-

ми параметрами, чем ранее известная мевалонаткиназа из M. mazei.  

2. Было продемонстрировано преимущество мевалонаткиназ из M. concilii 

и M. paludicola для продукции изопрена.  

3. Была разработана новая стратегия, позволяющая отбирать оптимальное 

соотношение числа дополнительных копий генов биосинтетического пути за 

один раунд интеграции смеси интегративных плазмид в штамм-продуцент.  

1.4. Положения выносимые на защиту 

1. Были отобраны  устойчивые к ретроингибированию мевалонаткиназы 

из архей M. concilii и M. paludicola на основании эвристического анали-

за гомологов единственно известной на момент исследования устойчи-

вой к ретроингибированию мевалонаткиназы из Methanosarcina mazei, 

потенциально способные обеспечить высокий уровень продукции изо-

прена в отсутствии строгой регуляции работы мевалонатного пути его 

фосфорилированными интермедиатами. На основании анализа генети-

ческой организации оперонов, включающих гены мевалонаткиназ, сде-

лано заключение, что все устойчивые к ретроингибированию мевало-

наткиназы присутствуют в геноме в составе оперона генов мевалонат-

ного пути, но не индивидуального гена, что предполагает наличие раз-

личных механизмов регуляции мевалонатного пути в зависимости от 

взаимного расположение его генов. В результате выравнивания амино-

кислотных последовательностей мевалонаткиназ, имеющих разный 

профиль ингибирования, были выявлены особенности структур, отве-
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чающих за спектр ингибиторов, а так же выдвинуто предположение, 

какой участок последовательности определяет уникальные свойства 

мевалонаткиназы из M. concilii. 

2. Обнаруженные в данной работе новые мевалонаткиназы из M. concilii и 

M. paludicola, по сравнению с ранее описанным ферментом из M. mazei, 

имеют примерно в пять раз большее сродство к мевалонату и ATP, ме-

валонаткиназа из M. paludicola имеет в два раза большую, а мевалонат-

киназа из M. concilii почти в четыре раза большую каталитическую эф-

фективность, что позволяет использовать эти ферменты для синтеза 

изопрена в промышленных масштабах. 

3.  Уникальный фермент, а именно мевалонаткиназа из M. concilii, впер-

вые был обнаружен в активной форме в виде тетрамера, в отличие от 

характерной для данного семейства GHMP киназ в форме димера. Ак-

тивность мевалонаткиназа из M. concilii возрастает на 20% под дейст-

вием одного из ретро-ингибиторов DMAPP.  

4. Преимущества новых устойчивых к ретроингибированию мевалонат-

киназ из M. concilii и M. paludicola были продемонстрированы в штам-

ме-продуценте изопрена на базе P. ananatis. 

5. Новый метод сбалансированного усиления экспрессии генов целевого 

биосинтетического пути за счёт их одновременной интеграции в виде 

смеси интегративных плазмид в подготовленные локусы бактериаль-

ной хромосомы с последующей селекцией лучших вариантов по про-

дукции целевого соединения позволил увеличить накопление изопрена 

штаммом-продуцентом на 30%. 
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2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

2.1. Пути биосинтеза предшественников изопреноидов 

Изопреноиды – обширная группа природных соединений с регулярным 

строением углеродного скелета, содержащего изопентановые звенья (насы-

щенные и ненасыщенные) , связанные в строго определенном 

порядке. Среди них встречаются пигменты и гормоны, они участвуют в ды-

хательной цепи, являясь жизненно необходимыми практически для всех ор-

ганизмов (Sauret-Güeto et al., 2003). Исключение составляют некоторые виды 

внутриклеточных паразитов Rickettsia и Mycoplasma, использующих, по-

видимому, полученные от клеток хозяина изопреноиды либо их предшест-

венники (Lombard , Moreira, 2010;  Boucher , Doolittle , 2011). 

Изопентенилпирофосфат (IPP) и диметилаллилпирофосфат (DMAPP) 

являются универсальными предшественниками для всех изопреноидов, кото-

рые в природе синтезируются двумя путями: мевалонатным (MVA) и мети-

лэритритолфосфатным (MEP) (Katsuki, Bloch, 2000; Lynen, 1967; Rohmer et 

al., 1996; Kuzuyama, Seto, 2012). Первый путь – характерен для архей, ооми-

цетов, животных и грибов; он протекает в цитозоле клеток высших растений 

и многих водорослей (Kuzuyama, 2002), а также паразитов из рода 

Trypanosoma и Leishmania (Coppens, Courtoy, 1996). Последовательность ре-

акций MVA-пути представлена на Рисунке 1.  

Ферменты, катализирующие реакции MVA пути изучаются более 50-и 

лет. Изучение их пространственных структур и использование метода сайт-

специфического мутагенеза позволило установить аминокислотные остатки, 

ответственные за каталитические свойства для различных изоформ, выделен-

ных из бактерий, дрожжей и высших организмов (Miziorko, 2011). Большая 

часть настоящего обзора о структурно-функциональных свойствах фермен-

тов MVA пути основана на этой, безусловно, выдающейся работе проф. 

Miziorko c использованием представленных в ней графических данных о 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lombard%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20651049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreira%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20651049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boucher%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10972794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doolittle%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10972794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coppens%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8617335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Courtoy%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8617335
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структуре ферментов и их комплексов, экспериментально полученных в мно-

гочисленных исследованиях в том числе и самого автора (Miziorko, 2011).     

В последние годы были определены «недостающие» ферменты мева-

лонатного пути (Smit, Mushegian, 2000) для археи Thermoplasma acidophilum 

(Euryarchaeota) мевалонат-3-киназа и 3-фосфомевалонат-5-киназа, которые 

конвертируют мевалонат в IPP по иной схеме (Vinokur et al., 2014(2)). Более 

того, фосфомевалонатдекарбоксилаза была обнаружена у бактерии 

(Chloroflexi) и археи (Halobacteria) (Dellas et al., 2013; Vannice et al., 2014). 

 

Рисунок 1. Биосинтез изопентенилдифосфата через мевалонатный путь. Изображение 

взято из (Miziorko et al., 2010).  

 

В бактериях Listeria monocytogenes (Firmicutes) и Streptomyces 

(Actinobacteria) обнаружены ферменты генов обоих путей, полученные, по-

видимому, горизонтальным переносом при скрещиваниях (Lombard, Moreira, 

2011; Boucher, Doolittle, 2000). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smit%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mushegian%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042147
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2.1.1. Ферменты мевалонатного пути 

2.1.1.1. Ацетоацетил-CoA тиолаза  

Реакция, катализируемая тиолазой, широко распространена в метабо-

лизме, ферменты обнаружены для разнообразных прокариот и эукариот. 

Считается, что именно тиолаза является ключевым ферментом, который ре-

гулирует процесс синтеза антиоксидантов при абиотическом стрессе, в ре-

зультате которого блокируется TCA цикл и изменяется соотношение ацетил-

CoA/CoA (Fox et al., 2013; Soto et al., 2011). 

Mолекула ацетил-CоА надстраивается либо укорачивается на два угле-

рода за счет ацетильного фрагмента. Тиолитическое расщепление, катализи-

руемое с помощью 3-кетоацил-СоА-тиолаз (EC 2.3.1.16), наиболее знакомо 

как ключевой шаг в пути бета-окислении жирных кислот. В контексте мева-

лонатного пути будет рассмотрена реакция конденсации с образованием аце-

тоацетил-СоА из двух молекул ацетил-CоА под действием ацетоацетил-СоА 

тиолазы,  EC 2.3.1.9 .  

2 acetyl−CoA ⇄ acetoacetyl−CoA + CoASH 

Механизм реакции включает стадию переноса, т.е. образование суб-

стратом ацетил-СоА ковалентного комплекса с ферментом (ацетил-S-

фермент) и высвобождение CoASH. Последующая стадия конденсации 

включает депротонирование C2 второго атома углерода субстрата ацетил-

CоА и атаки полученного карбаниона на С1 атом промежуточного фермент-

субстратного комплекса (ацетил-S-фермент) с получением продукта ацето-

ацетил-CоА и освобождением свободного фермента. 

  Схожий механизм реакции можно наблюдать при биосинтезе жирных 

кислот в бактериях на начальной стадии конденсации. Была описана гомоло-

гичная реакция конденсации ацетил-CоА и малонил-CоА с образованием 

ацетоацетил-СоА, катализируемая ферментом NphT7 из Streptomyces 

(Okamura et al., 2010), который располагается в составе кластера генов мева-

лонатного пути. Cуществуют ли другие примеры такого варианта биосинтеза 
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ацетоацетил-CоА, как более типичного, представляет интерес для дальней-

ших исследований. 

Самые ранние работы по мутагенезу, которые выявили остаток цистеи-

на, специфически катализирующий формирование промежуточного комплек-

са с ферментом  (ацетил-S-фермент), относятся к деградативной кетоацил-

СоА-тиолазе (Gehring et al., 1970). Вскоре после этого была очищена и оха-

рактеризована ацетоацетил-CоА тиолаза из печени птицы (Clinkenbeard et al., 

1973). В большей части более поздних исследований по мутагенезу биосин-

тетической тиолазы, использовалась рекомбинантная форма белка из 

Zoogloea ramigera, продуцента полигидроксибутирата. Cys-89 вовлекается в 

образование интермидиата реакции ацетил-S-фермент (Thompson et al., 1989). 

Как показано на Рисунке 2 Cys-378 образует активный нуклеофильный сайт 

(B:), который взаимодействует со второй молекулой субстрата ацетил-CoA в 

реакции конденсации (Palmer et al., 1991). 

 

 

Рисунок 2. Триада аминокислотных остатков активного сайта для ацетоацетил-CoA тио-

лазы из Z. ramigera на основе структурных координат 1DM3 (Modis, Wierenga, 2000).  

Показана структура промежуточного соединения ацетил-фермент, образованного с Cys-

89, которое конденсируется с ацетил-СоА. His-348 взаимодействует с C1-карбонилом свя-

занного ацетил-СоА, чтобы обеспечить перенос заряда, который стабилизирует карбанион 

С2, образованный после депротонирования общим основанием His-378. Карбанион нахо-

дится в непосредственной близости от C1 промежуточного соединения ацетил-фермент 

что способствует эффективной конденсации с образованием ацетоацетил-СоА и регенера-

цией свободного фермента. Изображение взято из (Miziorko et al., 2010). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Modis%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wierenga%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764581
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Был опубликован ряд статей посвященных рассмотрению структуры 

белка из Z. ramigera. В частности, была получена структура промежуточного 

продукта реакции фермента со связанной молекулой ацетил-СоА  

(Modis, Wierenga, 2000). 

Такой подход привел к структурам, для которых подтвердилось, что 

Cys-89 является сайтом для образования промежуточного комплекса реак-

ции, а также Cys-378 работает как основание, и депротонирует второй суб-

страт ацетил-CoA перед конденсацией (Рисунок 2). Cys-378 находится в пре-

делах 3,3 Å от С2 ацетил-CoA и служит в качестве общего основного катали-

затора. С2 ацетил- CoA расположены очень близко (3,0 Å) с С1 ацетил-

фермента, как это требуется для эффективной реакции конденсации. 

Положительно заряженный консервативный His-348 может взаимодей-

ствовать с карбонилом тиоэфира ацетил-CoA, чтобы стабилизировать карба-

нион, который получается после отрыва протона. Такая стабилизация основ-

ными аминокислотными остатками производного карбонила ацил-СоА-

тиоэфира с отрицательным зарядом, который образуется во время реакции, 

является постоянной темой при описании работы различных ферментов, ре-

акции конденсации/расщепления по Кляйзену (Anstrom et al., 2003; Fu et al., 

2010; Campobasso et al.,2004 ; Theisen et al., 2004; Koon et al., 2004). 

Триада Cys-His-Cys аминокислотных остатков активного сайта тиолазы 

напоминает схожие мотивы, которые обнаруживаются для семейства "фер-

ментов конденсации", и могут быть сопоставлены с триадой Cys-His-Asn, 

описанной для "ферментов конденсации" бактериального второго типа био-

синтеза жирных кислот (White et al., 2005). Другой вариацией такой триады 

является фермент, катализирующий следующую реакцию мевалонатного пу-

ти, 3-гидрокси-3-метилглутарил-CoA синтаза.  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Modis%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wierenga%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764581
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2.1.1.2. Гидрокси-3-метилглутарил-CoA синтаза 

Биосинтез 3-гидрокси-3-метилглутарил-CoA (HMG-CoA) путем кон-

денсации ацетил-CoA с ацетоацетил-CoA впервые был продемонстрирован с 

использованием препарата белка, выделенного из дрожжей 

(Ferguson, Rudney, 1955). Изоформа, находящаяся в митохондриях действует 

в кетогенном пути биосинтеза ацетоацетата (Reed et al., 1975), в то время как 

изоформа из цитозоля принимает участие в биосинтезе изопреноидов через 

мевалонатный путь (Clinkenbeard et al., 1975). Некоторые бактерии исполь-

зуют мевалонатный путь, например продукт гена mvaS из Enterococcus 

faecalis имеет активность HMG-CoA синтазы (Sutherlin et al., 2002). 

HMG-CoA синтаза (EC 2.3.3.10) катализирует необратимую реакцию, 

хотя была продемонстрирована возможность поддерживать медленный ката-

лиз расщепления HMG-CoA (Theisen et al., 2004): 

Acetyl-CoA + acetoacetyl-CoA + H2O → 3-hydroxy−3−methylglutaryl-CoA + 

CoASH 

В работах с дрожжевым ферментом также описано образование кова-

лентного промежуточного продукта реакции (Middleton et al., 1974). Для 

фермента из печени птицы было идентифицировано образование промежу-

точного комплекса фермент-S-HMG-CoA (Miziorko et al., 1975; Miziorko et 

al., 1977).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=FERGUSON%20JJ%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13654321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=RUDNEY%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13654321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theisen%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15498869
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Реакция конденсации протекает с инверсией стереохимии с образова-

нием S-изомера HMG-CoA (Cornforth et al., 1974). Чтобы идентифицировать 

Cys-129 (нумерация ферментов из цитозоля) в качестве остатка, участвующе-

го в образовании промежуточных продуктов реакции, пользовались методы 

секвенирования белков и пептидов (Miziorko et al., 1985(2)), мечеными инги-

биторами (Miziorko et al., 1985(1)), а также доступными рекомбинантными 

формами птичьего, человеческого и бактериального ферментов (Misra et al., 

1993; Rokosz et al., 1994; Steussy et al., 2005; Campobasso et al., 2004). При за-

мене Cys-129 на серин активность HMG-CoA синтазы не детектировалась в 

отличие от ацетоацетил-CoA тиолазы (Misra et al., 1993). При ингибировании 

цитозольного фермента человека гимеглюсином  также задействован цистеин 

активного сайта, образующий ковалентный аддукт фермент-ингибитор 

(Rokosz et al., 1994). Гимеглюсин является мощным ингибитором стероидо-

генеза в печени  (Greenspan et al., 1987). Методы мутагенеза в энзимологии 

были использованы для подтверждения вовлечения гистидина (His-264) в 

связывание субстрата ацетоацетил-CoA (Misra et al., 1996), а также остатка 

глутамата (Glu-95) в общий кислотно-щелочной катализ (Chun et al., 2000). 

Замещение Glu-95 аланином или глутамином приводит к нарушению еноли-

зации аналога ацетил-СоА, ацетилдитио-CоА (Wang et al., 2004). 

Первые данные о трехмерных структурах HMG-CoA-синтаз были по-

лучены с использованием рекомбинантных бактериальных (MvaS) фермен-

тов (Campobasso et al., 2004; Theisen et al., 2004; Steussy et al., 2005). Была 

опубликована структура комплекса растительного фермента с ингибитором 

бета-лактоном (Pojer et al., 2004). Лишь сравнительно недавно были опубли-

кованы структуры цитозольных и митохондриальных изоформ фермента 

(Shafqat et al., 2010). Для структур прокариотического и эукариотического 

ферментов наблюдается согласование в отношении расположения каталити-

ческих остатков и их функциональной роли. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campobasso%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campobasso%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292254
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Для кристаллического нековалентного комплекса фермента из 

Staphylococcus aureus с ацетоацетил-CoA наблюдается тиолазоподобная 

структура с близким расположением остатков цистеина, гистидина и глута-

мата в активном центре (Campobasso et al., 2004). При работе с  ферментом из 

E. faecalis (Steussy et al., 2005) был обнаружен ковалентный аддукт, получен-

ный из субстрата между ацетоацетильной частью и цистеином в активном 

центре; о такой разновидности никогда не сообщалось для животного фер-

мента. В последующей работе (Steussy et al., 2006) была опубликована струк-

тура белка, содержащая замену глицина на консервативный аланин, который 

предшествует цистеину в активном центре; было предложено возможное 

объяснение заметного увеличения каталитической активности, зарегистриро-

ванной для этого мутанта на основе полученных структурных данных. Со-

вместная работа лабораторий Harrison и Miziorko по определению кристал-

лической структуры комплекса фермента из S. aureus и продукта HMG-CoA 

привела к неожиданным результатам  (Theisen et al., 2004). Была получена не 

только структура комплекса фермент-продукт, но и комплекса взаимодейст-

вия промежуточного продукта реакции ацетил-фермент с субстратом ацето-

ацетил-CoA. Эксперименты с раствором в условиях кристаллизации показа-

ли, что фермент-зависимое отщепление 
14

C-HMG-CoA происходит медленно 

и что HMG-CoA активируется с образованием промежуточного продукта ре-

акции E-S-HMG-CoA. Эта активация протекает через четвертичный атом уг-

лерода. Обратимость этой стадии активации подтверждается включением в 

выделенный заново HMG-CoA двух атомов 
18

O связанных с атомом C5, при 

проведении реакции в H2O
18

 (Theisen et al., 2004). Особого внимания заслу-

живает структура комплекса ацетил-S-фермент с ацетоацетил-CоА. Эти ре-

зультаты ясно подтвердили (Рисунок 3) не только важное назначение цис-

теина в активном центре, но также функцию глутамата в качестве главного 

основного катализатора, расположенного в непосредственной близости (от 

3,0 Å) с C2 атомом комплекса ацетил-S-фермент. Кроме того, наблюдались 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campobasso%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292254
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тесные взаимодействия (3,1 Å) активного гистидина с атомами кислорода 

связанного с C1 и C3 атомами ацетоацетил-CoA. Атом C3 ацетоацетил-CoA 

находится в 3,3Å от атома C2 комплекса ацетил-фермент, так что после де-

протонирования глутаматом будет происходить эффективная конденсация с 

образованием комплекса фермент-S-HMG-CoA. При гидролизе в растворе 

высвобождается продукт и генерируется свободный фермент-SH. 

 

Рисунок 3. Триада остатков активного сайта для HMG-CoA-синтазе (mvaS) из S. aureus на 

основе структурных координат 1XPL (Theisen et al., 2004). Показана структура промежу-

точного соединения ацетил-фермента, образованного с Cys-111/129 (нумерация для бакте-

риального/животного белка). Второй субстрат фермента, ацетоацетил-СоА связан с His-

233/264, взаимодействующим с атомами кислорода C1 и C3, обеспечивая перераспределе-

ние заряда для облегчения атаки карбаниона на С3, образованного при переносе протона 

C2 ацетил-фермента общим основанием Glu-79/95. Изображение взято из (Miziorko et al., 

2010). 

 

Структурные данные были интерпретированы в контексте каталитиче-

ской триады Cys-His-Glu, которая контрастирует с триадами, предложенны-

ми для тиолазы (Cys-His-Cys) и других ферментов конденсации. Сравнение 

триады тиолазы с триадой HMG-CoA-синтазы показывает отличие в положе-

ниях остатков оснований в соответствии с различными химическими стадия-

ми в этих реакциях и конкретными ролями специфических остатков, которые 

способствуют депротонированию ацетил-CoA тиолазой по сравнению с де-

протонированием ацетил-S-фермента HMG-CoA-синтазой. 
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2.1.1.3. Гидрокси-3-метилглутарил-CoA редуктаза 

Первые исследования вклада HMG-CoA-редуктазы в продукцию мева-

лоната были опубликованы для фермента, выделенного из дрожжей (Durr et 

al., 1960), в ходе которых делалось важное допущение о том, что включение 

ацетата в состав изопреноидов и стеролов происходит через мевалонат. Этот 

фермент (ЕС 1.1.1.34) также обнаружен у эукариот, архебактерий и некото-

рых эубактерий. 

(S)−HMG−CoA + 2NADPH + 2H
+ 

→ (R)−mevalonate + 2NADP
+ 

+ CoASH 

Превращение тиоэтериэфира HMG-CoA  в спирт представляет собой 

две стадии. Реакция, таким образом, протекает через последовательные ста-

дии восстановления. На начальном этапе получается связанный мевальдил-

CoA, после распада которого высвобождается CoASH и образуется мевальде-

гид; в ходе второго восстановительного этапа образуется мевалонат.  

 

Эукариотические белки (класс I HMG-CoA-редуктазы) связаны с эндо-

плазматическим ретикулумом и взаимодействуют через мембраны, перекры-

вающимися спиралями в N-концевом домене (Liscum et al., 1985). Отсюда 

следует, что каталитический домен оказывается определенным образом, за-

крепленным в мембране. Эти ферменты класса I сильно ингибируются пре-

паратами классов статинов, которые эффективно модулируют синтез стерола 

и, как следствие, интенсивно исследуются (Chen et al., 2017). Предложен 

принципиально новый подход к поиску ингибиторов, основанный не на 

строении активного центра, а образовании активного димера (Gesto et al., 

2014). 

Для бактериальных HMG-CoA-редуктаз (класс II) не обнаружено гомо-

логичной последовательности N-концевого домена для ассоциации с мем-

браной, причем, некоторые из них (иногда в форме рекомбинантного белка) 
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были выделены в виде растворимых белков. Фермент Pseudomonas mevalonii 

(Gill et al., 1985) обладает деградирующей функцией, позволяющей этому 

микроорганизму расти на мевалонате в качестве источника углерода. Напро-

тив, фермент Staphylococcus aureus (Wilding et al., 2000) обладает биосинте-

тической функцией и кодируется геном в кластере генов мевалонатного пути.  

Растворимый фермент из P. mevalonii является полезной моделью для 

мутагенеза и функциональных исследований. Исследования в лаборатории 

Rodwell были направлены на идентификацию функционально важных остат-

ков активного сайта (Darnay et al., 1992; Frimpong et al., 1994) и использовали 

не только мутагенез, а также промежуточный продукт реакции мевальдегид 

для изучения отдельных стадий реакции, катализируемых диким типом и му-

тантными формами этого фермента. Уже тогда, еще до появления информа-

ции о трехмерной структуре, были получены данные относительно остатков 

гистидина, аспартата и глутамата, находящихся в активном центре. 

Были изучены структуры различных ковалентно связанных комплексов 

фермента из P. mevalonii, а также идентифицирован активный сайт, содер-

жащий лизин (Frimpong et al., 1995; Lawrence et al., 1995). За этими результа-

тами последовала публикация в лаборатории Дайзенхофера структур раство-

римого каталитического домена человеческого фермента, также лигирован-

ного с субстратами или продуктом (Istvan et al., 2000). Несмотря на низкую 

общую гомологию последовательностей (<20%) и структуры белка для фер-

ментов класса I и класса II, существует значительное сходство между этими 

ферментами при позиционировании остатков активного сайта, важных для 

каталитической функции. Остатки двух разных субъединиц образуют актив-

ный сайт. В ходе функциональных исследований по мутагенезу определили, 

что аспартат расположен в активном центре и участвует в сети водородных 

связей с лизином и глутаматом (Рисунок 4). Хотя и лизин, и глутамат нахо-

дятся в непосредственной близости от карбонила тиоэфира HMG-CoA, кото-

рый восстанавливается с образованием мевалоната, существуют различные 
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предположения, касающиеся их точной роли в карбонильной поляризации 

субстрата и / или переноса протонов, которые сопровождают восстановление 

субстрата NADPH. 

 

Рисунок 4. Активные остатки сайта в растворимом каталитическом домене HMG-CoA ре-

дуктазы человека на основе структурных координат 1DQA (Istvan et al., 2000). Структура 

включает лигандированный гидроксиметилглутарат и указывает положение трех остатков 

(Asp-767, Lys-691 и Glu-559), отвечающих за активность фермента. Как лизин, так и глу-

тамат будут находиться в непосредственной близости от тиоэфирного карбонила HMG-

CoA, который подвергается двум восстановительным стадиям, что приводит к образова-

нию C5спирта мевалоната. Изображение взято из (Miziorko et al., 2010). 

 

Как говорилось ранее, эффективность ингибирования различными со-

единениями семейства статинов заметно зависит (изменяется от наномоляр-

ных до миллимолярных значений аффинности ингибитора) от того, относит-

ся ли фермент к классу I или классу II. Ингибиторы состоят из гидроксиме-

тилглутарил (HMG) -подобного фрагмента, связанного с обширным гидро-

фобным каркасом (например, декалиновым кольцом в случае мевастатина и 

симвастатина). Комплексы каталитического домена ферментов человека с 

различными статинами были кристаллизованы, и их рентгеновские структу-

ры были опубликованы (Istvan et al., 2001). Структурные результаты указы-

вают на связывание части HMG в кармане активного центра, где расположе-

ны каталитические остатки глутамата и лизина. Напротив, сайт субстрата 

NADPH не занят при связывании ингибитора. Структурные исследования, 
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указывающие на то, что доступ к субстрату HMG-CoA блокируется связыва-

нием ингибитора, что согласуется с наблюдением конкурентного ингибиро-

вания по отношению к HMG-CoA (Endo et al., 1976). Также было зарегистри-

ровано множество дополнительных полярных взаимодействий с частью 

HMG. Гидрофобная часть ингибиторов связана в неглубокой гидрофобной 

бороздке для белка человека. Предполагается, что большое количество ван-

дер-ваальсовых контактов между неполярными аминокислотами в этой бо-

роздке и разнообразными гидрофобными заместителями, которые являются 

общей чертой различных статинов, представляет доминирующий вклад в вы-

сокое сродство связывания. Сообщалось также о структуре ловастатина, свя-

занного с ферментом класса II из P. mevalonii (Tabernero et al., 2003). По ана-

логии с ферментами класса I, в структуре показаны взаимодействия с остат-

ками (например, Lys, Glu), которые были идентифицированы  в каталитиче-

ском центре, а также с другими полярными остатками в этом кармане с не-

сколькими водородными связями, опосредованными молекулами воды. Гид-

рофобный декалиновый кольцевой компонент ингибитора блокирует закры-

тие С-концевого участка белка, который включает остаток гистидина, вовле-

ченный в катализ. Таким образом, связывание ингибитора блокирует актив-

ный сайт и делает невозможной правильную ориентацию аминокислот ак-

тивного сайта. Предполагается, что большое различие между взаимодейст-

виями ферментов класса I и класса II со статинами включает в себя карман, 

частично образуемый альфа-спиралью фермента P. mevalonii, который со-

держит консервативный “THNK motif”. Структурные данные (Endo et al., 

1976) могут ускорить разработку потенциальных ингибиторов HMG-CoA ре-

дуктазы, которые могут различать ферменты класса I и класса II. Кроме того, 

подход, предполагающий увеличение аффинности ингибиторов (Istvan et al., 

2001), включает дериватизацию исходного ингибирующего соединения с 

включением химических заместителей, эффективных во взаимодействии с 

сайтом связывания NADPH. 
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2.1.1.4. Мевалонаткиназа 

Мевалонаткиназа впервые была выделена из дрожжей (Tchen, 1958), и 

установлены ее свойства. Фермент (MK; MVK; ATP:mevalonate 5-

phosphotransferase; EC 2.7.1.36) катализирует перенос γ-фосфатной группы от 

ATP к C5 кислороду гидроксила мевалоновой кислоты, с образованием мева-

лонат-5-фосфата и высвобождением ADP.  

На данный момент известны несколько классов MVK, делящихся по 

характеру ретро-ингибирования. I - ингибируются геранилпирофосфатом и 

фарнезилпирофосфатом (GPP и FPP, соответственно), но не ингибируются 

мевалонат-5-дифосфатом (DPM), например, впервые была обнаружена высо-

кая чувствительность к GPP и FPP для MVK свиньи (Beytia et al., 1970). Было 

показано, что MVK из Staphylococcus aureus в значительно меньшей степени 

подвержена ретро-ингибированию DMAPP по сравнению с человеческой. 

Хотя, в то же время, оба фермента тесно связываются с  тринитрофенил-ATP 

(флуоресцентный аналог субстрата), что указывает на то, что существуют 

сходства в структурных особенностях, которые важны для каталитической 

функции (Voynova et al., 2004). 

II - ингибируются DPM, но не ингибируются GPP и FPP, например 

фермент из Streptococcus pneumoniae (Andreassi 2nd et al., 2004). Более того, 

наличие у MVK из S. pneumoniae аллостерического сайта связывания DPM, 

который, как было показано, отсутствует у MVK человека, делает его много-

обещающей целью для разработки новых избирательных противомикробных 

препаратов. Поскольку мевалонат способен попадать из среды в клетки 

Streptococcus (Wilding et al., 2000), можно предполагать, что и его фторпро-

изводные также пройдут и будут фосфорилированы, что может быть исполь-

зовано как стратегия получения и скрининга серии потенциальных ингиби-

торов. При этом концентрация мевалоната и его производных в тканях не 

достаточна, чтобы обеспечить выживание штамму с инактивированным пу-
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тем его биосинтеза (Reardon et al., 1987) в хозяйском организме. Не исключе-

но, что DPM или его аналоги также будут ингибировать фосфомевалонатде-

карбоксилазу, что делает стратегию из двух мишеней более эффективной. 

III - не ингибируются DPM, GPP и FPP, например, MVK из археи  

Methanosarcina mazei (Primak et al., 2011; Kazieva et al., 2017). Хотя было по-

казано, что образование изопреноидов в археях происходит через мевалонат 

(Ekiel et al., 1986), для большинства архей до сих не обнаружены ферменты 

нижнего мевалонатного пути. Можно предположить наличие иных способов 

регуляции биосинтеза изопреноидов. Кроме того, в отличие от всех организ-

мов, в археях изопреноиды составляют значительную часть мембраны (Jain et 

al., 2014), т.е. их биосинтез относится к первичному метаболизму.  

Значительная часть публикаций посвящена изучению MVK животных 

в связи с исследованием генетических заболеваний человека, вызываемых 

недостаточностью фермента (Tanaka et al., 1990; Schafer et al., 1992).  

Начало функциональным исследованиям было положено до появления 

информации о кристаллических структурах. А именно, была установлена 

существенная роль Ala-334 в MVK-активности (Hinson et al., 1997). Функ-

ционально важными остатками в активном сайте выявлены также Lys-13, 

Ser-146 (является вторым из двух тандемных серинов, которые располагают-

ся в пределах глицин богатой ATP консенсусной последовательности), Glu-

193 и Asp-204 (Potter et al., 1997(1,2); Cho et al., 2001), и His-20 для MVK 

крысы (Chu, Li, 2003) и Arg-196 MVK Methanococcus jannaschii (Yang et al., 

2002). 

3-D структура итоплазматической MVK из М. jannaschii (Yang et al., 

2001) имеет ожидаемую для фермента семейства GHMP конфигурацию. В 

кристаллической форме находится мономер вместо димерной формы, кото-

рая типична для MVK в растворе. На основе идентифицированных ранее ос-

татков, входящих в активный сайт, и особенностей сайтов связывания суб-

стратов, наблюдаемых для других белков семейства GHMP киназ, была по-
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строена модель (за основу взята син-конформация при связывании с ATP) и 

предложено объяснение механизма химической реакции, катализируемой  

MVK.  

  

Рисунок 5. Сайт связывания MgATP с MVK крысы, основанный на структурных коорди-

натах 1KVK (Fu et al., 2002). ATP связан в анти-конформации. Магний координируется с 

Glu-193 и Ser-146, а также - и γ-фосфорильными группами ATP. Каталитический оста-

ток Asp-204 расположен для поддержки переноса γ-ATP-фосфорила на акцепторный суб-

страт. Консервативный Lys-13 взаимодействует как с Asp-204, так и с γ-фосфорилом суб-

страта ATP. Прерывистые линии указывают на координацию с магнием; пунктирные ли-

нии обозначают водородные связи. Изображение взято из (Miziorko et al., 2010). 

 

Также была получена структура димерной крысиной MVK с лигандом 

Mg-АТP (Fu et al., 2002) (Рисунок 6). ATP связывается с MVK крысы в анти-

конформации. Было подтверждено, что Glu-193 и Ser-146 координируются со 

связанным катионным лигандом. Lys-13 взаимодействует с γ-фосфорильной 

группой ATP и образует солевой мостик с Asp-204. Таким образом, Asp-204 

находится в предсказанном положении для содействия переноса фосфорила, 

и расположении мевалоната в вакантном кармане, для чего субстрат создает 

пространственную ориентацию комплекса, объясняющую  функцию Asp-204. 
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Рисунок 5 иллюстрирует ориентацию остатков активного сайта для MVK 

крысы, связанной с Mg - ATP. 

Сообщается о кристаллической структуре Leishmania major MVK, вы-

полненной с высоким разрешением, и впервые дается представление о свя-

зывании MVK с субстратом (Sgraja et al., 2007). Рассмотрение и сравнение с 

ранее опубликованными кинетическими данными о MVK, получеными для 

разных видов, позволяет описать общие аспекты специфики и механизм ре-

акции MVK (Ferreira et al., 2016). 

Совсем недавно была получена кристаллическая структура комплекса 

мевалонаткиназы из археи Methanosarcina mazei (Miller et al., 2018) с суб-

стратом и, впервые, с продуктом реакции – 5-фосфомевалонатом, которая со-

гласуется с наблюдаемыми ранее. Однако более детальный разбор механизма 

реакции, показал, что перенос фосфорильной группы с АТP на мевалонат 

может катализироваться Asp138 только опосредованно через молекулу воды, 

которая участвует в переносе протона.  

Также доступна структурная информация для фермента со связанными 

метаболитами, которые отрицательно регулируют активность MVK. Было 

представлено строение бинарного комплекса Streptococcus pneumoniae MVK 

с мевалонат-5-дифосфатом (Andreassi 2nd et al., 2007). Связанный метаболит 

изначально был охарактеризован как аллостерический ингибитор этого бак-

териального фермента (Andreassi 2nd et al., 2004). Он расположен в каталити-

ческой щели кристаллизованного белка, таким образом, что он взаимодейст-

вует с остатками аспартата, серина и лизина, которые гомологичны остаткам, 

взаимодействующими со связанным MgATP у MVK крысы (Fu et al., 2002). 

Кроме того, мевалонатдифосфат взаимодействует с треонином, для которого 

было показано ранее влияние на Km по мевалонату (Cho et al., 2001). Таким 

образом, структурные результаты (Andreassi 2nd et al., 2007) интерпретиру-

ются как предположение о том, что мевалонатдифосфат взаимодействует с 

MVK как частичный аналог бисубстрата с его пирофосфорильной группи-
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ровкой, имитирующей связь между мевалонатом и ATP как донором фосфо-

рила. 

 

Рисунок 6. Показано связывание ретро-ингибитора с MVK крысы на основе структурных 

координат 2R42. Нумерация остатков такая же, как и для человеческой MVK. Электрон-

ная плотность для связанного ингибитора подгоняется с использованием фарнезилтиоди-

фосфата (FSPP), хотя -фосфорил не был структурно определен, возможноиз-за его не-

упорядоченной конформации, или частичного гидролиза. Ингибитор находится в сайте 

связывания ATP (Fu et al., 2008), его -фосфорильная группа обнаружена, там, где пред-

положительно должна была бы находиться -фосфорильная группа ATP. Asp-204 и Ser-

146 функционируют как лиганды для катиона. Ожидается, что Lys-13 будет взаимодейст-

вовать с -фосфорилом ингибитора. Последние 10 атомов углерода фарнезильного фраг-

мента взаимодействуют с несколькими неполярными остатками (такими как, Leu-53, Val-

56, Val-133, Ile-196). Изображение взято из (Miziorko et al., 2010). 

 

Структурная характеристика ретро-ингибитора, связанного с животны-

ми MVK, основывалась на допущении, что FSPP, тио-аналог FPP, является 

таким же эффективным конкурентным ингибитором ATP, как и природный 

метаболит (Рисунок 6). Исходное наблюдение, согласно которому кристалли-

зация человеческой MVK в присутствии FPP приводит только к структуре 

фермент-пирофосфатного комплекса, побудило использовать MVK крысы с 

FSPP, который, как ожидается, будет более устойчив к гидролизу (Voynova et 

al., 2004).  
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Кристаллизация растворов фермента с FSPP в присутствии Mg2
+
 при-

водит к образованию структуры MVK крысы, связанной с фарнезилтиофос-

фатом (FSP) (Fu et al., 2008), что указывает либо на некоторую нестабиль-

ность β-фосфорильной группы, либо на частичный гидролиз ингибитора в 

процессе роста кристаллов (рис. 5). Тем не менее, заполняемость фермента 

ингибитором была достаточной для идентификации молекулы FSP целиком. 

Ингибитор связывается в ATP -сайте с его тиофосфорилом, расположенным в 

положении, наблюдаемом для β-фосфорильной группы ATP. Asp-204 и Ser-

146 функционируют как катионные лиганды, а K13, как ожидается, взаимо-

действует с β-фосфорилом FSPP (или FPP). 

Полиизопреноидная цепь FSP перекрывает участок, на котором связы-

вается аденозиновая часть ATP. Последние 10 углеродов FSP (C6-C15, две 

изопренильные единицы) взаимодействуют с неполярными остатками (на-

пример, Leu-53, Val-56, I-196). Ранее при сопоставлении MVK человека и 

Staphylococcus наблюдалось 1000-кратное увеличение констант ингибирова-

ния для FPP и FSPP (Voynova et al., 2004). При сравнении поверхности свя-

зывания, полученной для связывания FSP / FSPP с животным MVK и смоде-

лированное для MVK из Streptococcus, можно проследить причины различий 

в сродстве. MVK животных содержит карман, в котором расположены атомы 

ингибитора C6-C15 (Рисунок 6). В модели для бактериальной MVK, напро-

тив, цепь С15 ретроингибитора в значительной степени подвергается воздей-

ствию растворителя. 

 

2.1.1.5. Фосфомевалонаткиназа. 

Фосфомевалонаткиназа (PMK, EC 2.7.4.2) катализирует обратимую ре-

акцию мевалонат-5-фосфата и ATP с образованием мевалонат-5-дифосфата и 

ADP: 

Mevalonate5−phosphate+MgATP⇄mevalonate5−diphosphate+MgADP 
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Активность этого фермента была продемонстрирована в печени свиньи 

(Cornforth et al., 1960), и впоследствии он был выделен и более подробно 

охарактеризован (Bazaes et al., 1980). PMK встречается у эукариот и некото-

рых эубактерий. Аминокислотные последовательности белков животных и 

PMK с низкой гомологией из беспозвоночных не являются ортологами PMK 

из растений, грибов и бактерий (Smit et al., 2000). 

Таким образом, белки, которые катализируют одну и ту же фермента-

тивную реакцию, могут довольно сильно различаться в зависимости от ис-

точника их происхождения. Белки PMK животных и беспозвоночных демон-

стрируют типичную структуру семейства нуклеозидмонофосфат (NMP) ки-

наз, в то время как другие белки PMK являются членами семейства GHMP 

киназ. Получены данные, что выделенный из тканей фермент свиней катали-

зирует упорядоченную последовательную реакцию с мевалонат-5-фосфатом, 

который сначала связывается как субстрат, с последующим высвобождением 

продукта и ATP (Eyzaguirre  et al., 2006). Охарактеризована рекомбинантная 

форма PMK из Streptococcus pneumoniae (Pilloff  et al., 2002), для которой на-

блюдается неупорядоченный (случайный) последовательный механизм реак-

ции. Также, была выделена и охарактеризована PMK из Enterococcus faecalis 

(Doun et al., 2005). Определена последовательность реакции, кализируемой 

человеческой PMK (Chambliss et al., 1996). Соответствующий ген был ис-

пользован для получения рекомбинантного белка GST-PMK для проверки 

подверженности ретро-ингибированию (Hinson et al., 1997). Также была по-

лучена и экспрессирована N-концевая His-tagg форма рекомбинантного чело-

веческого белка. Этот фермент был использован для исследований по сайт-

специфическому мутагену функциональных остатков активного центра 

(Herdendorf et al., 2006), а также для экспериментов по определению структу-

ры фермента. 

N-конец белка содержит вариацию на мотиве P-петли, задействованной 

в связывании ATP. Работа с рекомбинантным белком человека показала, что 
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Lys-22, а также Arg-18 оказывают существенное влияние на катализ в соот-

ветствии с их расположением в P-петле (Herdendorf, Miziorko, 2006). При 

оценке важности других основных консервативных остатков было показало, 

что Arg-110 вносит большой вклад в катализ, Arg-111 и Arg-84 влияют на 

связывание с мевалонат-5-фосфатом и Arg-141 на связывание с ATP 

(Herdendorf et al., 2007 ). 

Мутации в группе остатков, предположительно расположенных на по-

верхности, были охарактеризованы (Andreassi 2nd, Leyh, 2004) и результаты 

интерпретированы в контексте структурной модели рекомбинантного фер-

мента из Streptococcus pneumonia с лигандами MgATP и фосфомевалонатом. 

Мутация Asp-105, в основном, приводит к уменьшению kcat, в то время как 

мутации в Lys-9 и Ser-291 оказывают значительное влияние на Km по фосфо-

мевалонату. Огромный эффект, проявляющийся как взлет Km по фосфомева-

лонату, возникает при мутации Ala-293, которая расположена в последова-

тельности петли богатой глицином, отвечающей за распознавание субстрата. 

Равномерно 
15

N-меченый рекомбинантный человеческий белок PMK 

был также использован в исследованиях ЯМР по изменению структуры, про-

исходящего под воздействием субстрата (Olson et al., 2009). Оценка ЯМР 

констант равновесного связывания находились в обоснованном соответствии 

с оценками сродства при исследовании кинетических характеристик. Дина-

мические результаты были интерпретированы в контексте участков, которые 

могут воздействовать на закрытие домена, что хорошо известно для NMP-

киназ подобных белков. В отличие от наблюдения за сопоставимыми кон-

формационными изменениями, зависящими от ATP или ADP, консервативно 

замещенный аналог AMPPNP1 индуцирует достаточный размер химического 

сдвига сигнала ЯМР, затрудняя оценку влияния активного сайта на -

фосфорильную часть аденинового нуклеотида. Основываясь на наблюдаемом 

химическом сдвиге, связывание либо мевалонат-5-фосфата, либо ATP вызы-

вает конформационные изменения в человеческой PMK. Эти биофизические 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreassi%20JL%202nd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15544330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leyh%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15544330
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наблюдения контрастируют с ожиданиями упорядоченного последовательно-

го механизма, основанного на исследованиях кинетики стационарного со-

стояния для свиной PMK (Eyzaguirre et al., 2006). 

Возможность случайного связывания субстрата/продукта с человече-

ской PMK согласуется с наблюдением ингибирования PMK человека продук-

том мевалонат-5-дифосфатом, который является конкурентным по отноше-

нию к субстрату мевалонат-5-фосфату (Herdendorf TJ, Miziorko HM. 2007). 

Получение серии 
15

N меченых белков PMK человека, содержащих одиноч-

ные замены аргинина (например, R48M, R111M, R130M, R141M), облегчило 

ЯМР определение боковых цепей аргинина. Исследования динамики дикого 

типа PMK и мутантных по аргинину PMK (Olson et al., 2010) показывают, что 

связывание субстрата с PMK коррелирует с переходом от гибкой к более же-

сткой структуре белка. Наблюдение распространяется на аргинин, располо-

женный в боковых цепях, включая несколько остатков на определенном рас-

стоянии от активного сайта. Возникающая жесткость, предложенная по ре-

зультатам этих динамических исследований, представляется разумной в кон-

тексте существенных структурных изменений, документированных для NMP 

киназных белков. 

Информация о трехмерной структуре стала доступной из рентгенов-

ских дифракционных экспериментов на бактериальных и человеческих PMK. 

Первоначально была описана структура PMK из Streptococcus pneumoniae без 

лиганда, для которой показана характерная структура GHMP киназ 

(Romanowski et al., 2002), и впоследствии была опубликована структура 

тройного комплекса MPK- фосфомевалонат-Mg AMPPNP (Andreassi 2nd et 

al., 2009). Сравнение структур апофермента и тройного комплекса показыва-

ет октаэдрическую координацию Mg, включающую Asp-197, Ser-213, мева-

лонат-5-фосфат и три молекулы воды. Активный пентамер воды отмечается 

как сильно взаимодействующий с реакционноспособными группами связан-

ного субстрата и аналогом ATP. Наблюдается, что Lys-9 взаимодействует с -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreassi%20JL%202nd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19485344
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фосфорильной группой связанного AMPPNP, что аналогично наблюдению 

для лизина в комплексе ATP с другим белком GHMP киназы, крысиной ме-

валонаткиназой. Ser-147 образует водородную связь с карбоксильной груп-

пой связанного фосфомевалоната. 

 

Рисунок 7. Полость активного сайта человеческой PMK и расположение консервативных 

аминокислот боковых цепей, определяющих ферментативную функцию, в соответствии 

со структурными координатами 3CH4 (Chang). В то время как фермент без лиганда имеет 

открытый активный сайт, то связанный сульфат позиционируется в сайте связывания 

фосфорилированных субстратов. Сульфат расположен вблизи N-концевой P-петли и 

взаимодействует с боковой цепью Arg-141, которая, как было показано (Herdendorf, 

Miziorko, 2006), сушественна для связывания с АТФ. Мутагенез Arg-18, Lys-22, Arg-84, 

Arg-110 и Arg-111 привел к наблюдению значимых эффектов связывания катализатора 

или субстрата с этими консервативными для структур РМК остатками. Изображение взято 

из (Miziorko et al., 2010). 

 

Недавно появилась структура апо-формы человеческой PMK (Chang et 

al., 2008). Результаты подтверждают, что белок является членом семейства 

NMP-киназ. Следовательно, нелегированная структура, предположительно, 

отражает «открытую» форму фермента, то есть участки связывания субстрата 

или «крышки» не настолько близки к P-петле содержащейся в сердцевине, 

как можно было бы ожидать в образцах, содержащих лиганды в сайтах доно-

ра и/или акцептора фосфорила. Однако имеется ион сульфата, связанный в 

непосредственной близости к Р-образной петле  (Рисунок 7); это интерпрети-

руется как аналог фосфорильной группы и маркер для активного сайта. N-

концевое назначение Р-образной петли, которое было предметом более ран-
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них функциональных исследований (Herdendorf, Miziorko, 2006), было под-

тверждено в структуре PMK человека. 

Связанный сульфат-ион взаимодействует с амидным азотом Gly-21 в Р-

петле, а также боковой цепью Arg-141, который, как было показано 

(Herdendorf, Miziorko, 2006), влияет на связывание субстрата ATP. Консерва-

тивные остатки, проявляющие при мутагенезе наибольшие функциональные 

изменения каталитической активности PMK или Km субстрата, могут быть 

отображены в открытой полости, которая существует между ядром, содер-

жащим P-петлю и «крышками», которые, как ожидается, будут обладать сай-

тами связывания субстратов доноров и акцепторов фосфорила (Рисунок 7). 

Безусловно, более точное функциональное назначение было бы значительно  

понятнее при наличии структурной информации о лигандных формах PMK 

человека.  

2.1.1.6. Мевалонатдифосфатдекарбоксилаза. 

Мевалонатдифосфатдекарбоксилаза (ЕС 4.1.1.33, сокращения: MDD, 

MVD, MPD, DPM-DC) катализирует ATP-зависимое декарбоксилирование 5-

дифосфо-мевалоната (MVAPP) с образованием изопентенил-5-дифосфата 

(Bloch et al., 1959), отображенное в приведенной ниже схеме: 

 

Эта реакция имеет важное значение для синтеза полиизопреноидов и 

стеролов по мевалонатному пути (Bergès et al., 1997). Активность была изме-

рена у животных (Alvear et al., 1982), растений (Skilleter et al., 1971) и дрож-

жей (Chaykin et al., 1959). Генетическая комплементация подразумевает ак-

тивность в белках Staphylococcus aureus и Trypanosoma brucei (Byres et al., 

2007). Высокоочищенный активный фермент был приготовлен из тканей 
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птицы (Alvear et al., 1982), свиньи (Chiew et al., 1987) и крысы (Michihara et 

al., 1997), а в рекомбинантной форме для экспрессии в бактериях, из дрож-

жей (Krepkiy et al., 2004), человека (Toth et al., 1996; Voynova., 2008; Hinson et 

al., 1997) , Trypanosoma brucei и Staphylococcus aureus (Byres et al., 2007). При 

характеристике выделенного из ткани белка предполагалось наличие аргини-

на, который влияет на активность птичьего фермента (Jabalquinto et al., 1983) 

и была зафиксирована избирательность для двухвалентных катионов 

(Jabalquinto et al., 1987). Фермент птиц использовался также для демонстра-

ции того, что переходный перенос фосфорила к C3-кислороду протекает с 

инверсией стереохимии (Iyengar et al., 1986) и, таким образом, не содержит 

ковалентных промежуточных E-P форм. 

Известно, что аналоги метаболитов могут блокировать биосинтез по-

лиизопреноидов/ стеролов. Данное предположение, которое также относится 

к реакции MDD, стимулировало синтез и оценку различных ингибиторов. 

При использовании 6-фторомевалоновой кислоты в тканевых экстрактах 

(Nave et al., 1985) MDD стала мишенью для нижестоящего метаболита (6-

фтор-MVAPP), который блокировал продукцию стерола. Позднее при иссле-

довании влияния различных фтор производных мевалоната, было показано 

уже на очищенном свином белке, что 6-фтор-MVAPP является мощным ин-

гибитором MDD и блокирует синтез стерола именно на этом этапе (Reardon 

et al., 1987). Эти исследования были расширены (Dhe-Paganon et al., 1994), 

чтобы показать, что 3-фосфо-6-фтор MVAPP аналог нормального интерме-

диата реакции может образовывать разновидность комплекса с MDD. Кроме 

того, был синтезирован и охарактеризован азотзамещенный аналог переход-

ного состояния (N-метил-N-карбоксиметил-2-пирофосфоэтаноламин). Ре-

зультаты показали, что положительно заряженный атом азота имитировал 

промежуточное соединение реакции, содержащее карбокатион. Чтобы под-

твердить, что присутствие карбокатиона определяет природу ингибирующего 

MDD соединения, был также синтезирован пролин-N-дифосфогликолят 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alvear%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6814481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hinson%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9392419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Byres%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17583736
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(Barta et al., 2011). На основании подобного рода разнообразных исследова-

ний можно было предполагать довольно детальный механизм реакции MDD 

задолго до появления рекомбинантных ферментов, которые можно было бы 

использовать для исследования того, как аминокислоты активного сайта 

MDD задействованы в предсказанном ходе реакции. 

Для рекомбинантной MDD человека (Voynova et al., 2008) было под-

тверждено высокое сродство при ингибировании (конкурентного по отноше-

нию к MVAPP) фермента обоими 6-фтор-MVAPP и дифосфогликолилпроли-

ном. Предположили, что 2-флюоромевалонат дифосфат может необратимо 

инактивировать MDD(Qiu et al., 2006), но в последующий работе (Qiu et al., 

2007) оказалось, что 2-фтор- и 2-дифтор-MVAPP являются обратимыми кон-

курентными ингибиторами по отношению к MVAPP. Не так давно была под-

готовлена серия аналогов мевалоната в качестве субстратов для MVK, PMK и 

MDD из Streptococcus pneumoniae (Lefurgy et al., 2010). Результаты показали, 

что этот бактериальный MDD очень терпим к замещению 6-метильной груп-

пы небольшими заместителями. Устойчивость MDD к соединениям, предна-

значенным для ковалентного изменения и инактивации фермента, породило 

гипотезу о том, что декарбоксилирование и отщепление фосфата от проме-

жуточного соединения 3-фосфо-MVAPP являются скорее согласованными, 

чем диссоциативными процессами. Исходя из чего, согласно данной теории, 

предполагалось развитие непродолжительного промежуточного состояния в 

виде карбокатиона (Lefurgy et al., 2010 ). 

Мутагенез дрожжевой MDD и использование кинетических и биофизи-

ческих методов (Barta et al., 2012; Krepkiy,  Miziorko, 2004) для характеристи-

ки мутантных белков первоначально были сосредоточены на паре консерва-

тивных остатков Lys-18 / Asp-305, которые гомологичны аналогичной паре, 

отвечающей за функцию MVK крысы. Наблюдалось значительное (в 103-105 

раза) снижение каталитической активности в результате замещения карбок-

сила боковой цепи Asp-305 (D305N, D305A). Расширение этого подхода к за-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krepkiy%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15169949
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miziorko%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15169949
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мещению аланина серией консервативных сериновых остатков показало, что 

Ser-121 оказывает большое влияние на катализ (уменьшение эффекта в  104 

раза при мутации до аланина). Селективное влияние этого второго из двух 

тандемных консервативных серинов в АТP-консенсусном мотиве ранее на-

блюдалось у MVK крыс (Cho et al., 2001). Результаты также включали Ser-

153 в возможное взаимодействие с АТP и Ser-155 при связывании MVAPP. 

Мутант Ser-155 демонстрировал завышенные значения Km и Ki как для 

MVAPP, так и для дифосфогликолилпролина. В работе над MDD человека 

(Voynova et al., 2008) было показано, что консервативная мутация Arg-161 

(R161Q) снижает значение каталитической активности в 1000 раз. Такое на-

блюдение согласуется с более ранней работой, в которой  задействованность 

аргинина в активном сайте изучалась методами модификации белка 

(Jabalquinto et al., 1983). Мутация Asn-17 (N17A) приводит к завышенным 

оценкам Km и Ki для MVAPP, дифосфогликолил-пролина и 6-фтор-MVAPP, 

что указывает на то, что этот остаток участвует во взаимодействиях, которые 

влияют на связывание фосфорильного акцепторного субстрата. Мутация ре-

комбинантной крысиной MDD (Qiu et al., 2007) приводила к недетектируе-

мому уровню активности при мутации Lys-23 (K23A) или Arg-162 (R162A). 

Чтобы понять, как устроен каталитический центр MDD, были исполь-

зованы такие подходы как молекулярный докинг и компьютерная симуляция 

(Weerasinghe et al., 2009), в которых использовалась структурная информация 

для исходной рентгеновской структуры MDD (дрожжевой фермент (Bonanno 

et al., 2001)). Хотя структура MDD со связанным лигандом еще не получена, 

был смоделирован тройной комплекс фермента с АТP и акцептором фосфо-

рила. В частности, предполагается, что молекула воды опосредует взаимо-

действие каталитического аспартата с C3-гидроксилом MVAPP. Также было 

предсказано, что критическим при взаимодействии MVAPP с глицин бога-

тым консенсусным ATP мотивом является наличие серина. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qiu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17888661
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Структуры белков MDD из Trypanosoma brucei и Staphylococcus aureus 

были определены эмпирически (Byres et al., 2007). Предполагаемые структу-

ры  не содержат связанные лиганды, за исключением сульфат-аниона. Для 

структуры белка из T.brucei в высоком разрешении обнаружен Lys-18 / Asp-

293 солевой мостик, аналогичный наблюдаемому ранее для крысиной мева-

лонаткиназы. Для получения модели тройного комплекса, АТP и MVAPP 

были помещены в структуру белка, которая предсказывает взаимодействие 

Arg-77 с -фосфатом MVAPP. Также предлагается взаимодействие Tyr-19 и 

Arg-149 с C1-карбоксилом MVAPP. 

Была получена структура MDD человека (Voynova et al., 2008). Кри-

сталлизованный белок также не содержит связанных лигандов, за исключе-

нием сульфат / фосфат-аниона (из буфера кристаллизации); анион связан с 

Lys-26 и Arg-78. Был использован Z-докинг алгоритм (http://zdock.bu.edu) для 

моделирования бинарного комплекса человеческой MDD с мевалонат ди-

фосфатом. -фосфат смоделированного субстрата находится в пределах 1 Å 

связанного аниона Lys-26, Arg-78. Это наблюдение показывает, что модель 

совокупности бинарных взаимодействий является разумной. Наложение би-

нарной структуры ATP-MVK позволяет позиционировать ATP в трехмерную 

модель MDD-ATP-MVAPP без каких-либо стерических конфликтов, поддер-

живая позиционирование пристыкованных лигандов. Эта модель предсказы-

вает нахождение (наложение) Arg-161 гуанидиновой группы в пределах 3,5 Å 

C1-карбоксила MVAPP; также было обнаружено, что Asn-17 образует водо-

родную связь с Arg-161. Эти взаимодействия согласуются с результатами 

функционального и исследованиями по мутагенезу для этих остатков. Кар-

боксильная боковая цепь Asp-305 находится в пределах 4 Å C3 гидроксила 

субстрата. Это предположение согласуется с каталитической функцией для 

Asp-305. Позиционирование Ser-127 вблизи фосфорильных групп ATP также 

подтверждает прогнозируемую роль этого остатка в активном центре. 
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Другие, не связанные с лигандом структуры MDD (Streptococcus 

pneumoniae (2GS8) и Legionalla pneumophila (3LTO) белки) были получены и 

депонированы в публичной базе данных, но не опубликованы в рецензируе-

мых изданиях. Информация о структурах MDD, содержащих лиганды, уско-

рило бы детальное понимание функционального назначения. 

 

Рисунок 8. Модель тройного комплекса MDD человека с ATP и мевалонат5-дифосфатом. 

Бинарная комплексная модель была сгенерирована с использованием алгоритма Z-

докинга (http://zdock.bu.edu), координат мевалонатдифосфата (2OI2) и человеческого фер-

мента (3D4J). Положение ATP основано на наложении структуры комплекса MVK-АТР 

(1KVK) на структуру человеческой MDD  (Voynova et al., 2004). Прогнозируемое положе-

ние S127 согласуется с предыдущим предположением о его взаимодействии с фосфориль-

ной цепью ATP (Krepkiy,  Miziorko, 2004). Изображение взято из (Miziorko et al., 2010). 

 

Схема, приведенная на Рисунке 8, объединяет имеющуюся информа-

цию и гипотезы относительно химического состава реакции и участия кон-

сервативных остатков MDD. Показано взаимодействие Asp-305 с C3 гидро-

ксилом MVAPP. Это согласуется с наблюдаемым большим вкладом в катали-

тическую эффективность, а также с позиционной гомологией с предлагае-

мым общим основным катализом как у MVK. Аналогичные наблюдения за 

функциональным вкладом в катализ MDD и гомологией с серином, участ-

вующим в реакции MVK, свидетельствуют о том, что Ser-127 взаимодейству-

ет с АТP для ориентации фосфорильной цепи для продуктивного переноса 

гамма-фосфорильной группы АТP на MVAPP. Было установлено образова-

ние водородной связи Arg-161 с Asn-17.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krepkiy%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15169949
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miziorko%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15169949
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2.1.1.7. Изопентенилфосфатизомераза 

Изопентенилфосфатизомераза (EC 5.3.3.2, общепринятые сокращения  

IDI, IPI, IDP, IPP-изомераза) катализирует решающее превращение IPP в 

DMAPP в Mg-зависимом и обратимом процессе изомеризации, который яв-

ляется важным этапом, контролирующим биосинтез всех терпеноидов 

(Berthelot et al., 2012). 

Изопентенилфосфатизомераза является необходимым ферментом в ор-

ганизмах, использующих мевалонатный путь, в отличие от MEP пути, в ко-

тором одновременно могут образовываться оба предшественника изопренои-

дов. Тем не менее, их соотношение также находится под контролем изомера-

зы. С учетом потенциальной токсичности пренилдифосфатов (Sivy et al., 

2011; Withers et al., 2007; Martin et al., 2001), наличие IDI, несомненно, регу-

лирует пул IPP / DMAPP и поток в путях биосинтеза терпенов. Благодаря пу-

лу DMAPP и работе изопренсинтазы (EC 4.2.3.27) происходит эмиссия изо-

прена у растений (Brüggemann et al., 2002). Кроме того, ферменты цитохром  

Р450, присутствующие в эндоплазматическом ретикулуме растений, также 

могут окислять и модифицировать монотерпены (Wu et al., 2006; Lücker et al., 

2004; Cankar et al., 2011). Интересно, что внешние условия, такие как яркий 

свет и высокие концентрации солей, способны стимулировать работу изоме-

разы (Sun et al., 1998; El-Jack et al., 1988; Albrecht, Sandmann, 1994). 

Гены IDI двух продуцентов астаксантина, Phaffia rhodozyma и 

Haematococcus pluvialis, были клонированы в E. coli вместе с другими генами 

ферментов синтеза каротиноидов. При этом показано, что активность IDI по-

ложительно коррелирует с уровнем накопления каротиноидов, что свиде-

тельствует о важности данного фермента для их образования (Kajiwara et al., 

1997). 

На сегодняшний день было клонировано и идентифицировано множе-

ство генов IDI . При проведении филогенетического анализа и поиска гомо-

логии для этих последовательностей были выделены два семейства - IDI1 и 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albrecht%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12232220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandmann%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12232220
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IDI2. Оба типа могут быть найдены в живых организмах, экспрессирующих 

MEP и / или MVA-пути (Laupitz et al., 2004). Сочетание MEP пути с IDI1 и 

IDI2 происходит с более низкой частотой, поскольку не является необходи-

мой, и могло быть приобретено, либо утеряно в результате горизонтального 

переноса генов, аналогично таковому для HMG-CoA редуктазы (Boucher, 

Doolittle, 2000; Boucher et al., 2001). Существуют организмы, в которых от-

сутствуют (Mycoplasma, Spiroplasma и Nanoarchaeum equitans) или присутст-

вуют (Halobacterium sp. NRC1, Mycobacterium marinum, Photorhabdus lumi-

nescence) оба вида генов IDI (Laupitz et al, 2004; Hoshino et al., 2007). Кроме 

того, было показано наличие нескольких копий этих генов у млекопитаю-

щих, растений и водорослей (Breitling et al., 2003). Поскольку изомераза II 

типа является необходимой в некоторых важных патогенах человека, вклю-

чая Staphylococcus aureus и Enterococcus faecalis, также экспрессирующих ге-

ны мевалонатного пути, при этом, человеческая изомераза относится к I ти-

пу, то IDI2 может представлять собой новую мишень при создании антибио-

тиков. 

IDI1 широко распространен, однако, для растений более характерно 

наличие двух изоформ: короткой - в цитозоле, длинной - в пластидах (Kreuz 

et al., 1984; Lütke-Brinkhaus et al., 1984). Содержание IDI в органеллах (Clizbe 

et al., 2007; Paton et al., 1997), подразумевает ее свободный транспорт через 

внутреннюю мембрану, а также наличие специфического транспортера 

(Flügge et al., 2005). В одном организме может иметься несколько изоформ с 

различной сигнальной последовательностью.  

Изомеразы первого типа представляют небольшой белок, всего лишь 

182 аминокислоты у E.coli (Hahn et al., 1999), активный в виде мономера, что 

делает его привлекательной моделью для изучения кристаллической струк-

туры. Было показано, например, что он является биметаллическим фермен-

том с сайтами связывания для Mg2+ и Zn2+ (Carrigan et al., 2003). Zn2+ также 

участвует в правильном сворачивании белка (Gresh et al., 2010), в то время 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boucher%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10972794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doolittle%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10972794
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как Mg2+ имеет решающее значение для катализа и связывания IPP, посред-

ством взаимодействия C67 и  E87 с дифосфатным фрагментом. Zn-

связывающий сайт включает 3 гистидина (H25, H32 и H69) и 2 глутаминовые 

кислоты (E114 и E116) (de Ruyck et al., 2006). Предложенный механизм изо-

меризации IPP в DMAPP (рисунок 9) происходит поэтапно путем добавления 

/ элиминации протонов (Wouters et al., 2004; Wouters et al., 2003). Донором 

при протонировании ненасыщенной связи IPP выступает E116, с образовани-

ем промежуточного третичного карбокатиона. Акцептором при депротони-

ровании с образованием DMAPP является C67.  

 

Рисунок 9. Гипотетический механизм изомеризации IDI1. A) Каталитический сайт IDI1 E. 

coli на основе структурных координат PDB 1NFS A (Gresh et al., 2010). В сайте связывания 

находится аналог субстрата NIPP (N, N-диметил-2-амино-1-этилдифосфат). B) Механи-

стическое представление изомеризации с IDI1 (Wouters et al., 2003). Изображение взято из 

(Berthelot et al., 2012).  
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IDI1 относится к семейству ферментов NUDIX, катализирующих гид-

ролиз связей с дифосфатной группой по механизму нуклеофильного замеще-

ния в присутствии двухвалентных катионов металлов (Bonanno et al, 2001; 

Mildvan et al., 2005; Durbecq et al., 2001; Oudjama et al., 2001). В 2007 году для 

двух одновременно полученных структур человеческих IDI1 из печени и 

мозга было обнаружено высокое сходство со структурой IDI1 из E.coli (Zhang 

et al., 2006; Zheng et al., 2006).  

IDI2 обнаруживается в основном в Gram+ бактериях (Firmicutes, 

Actinobacteria), некоторых археях, протеобактериях и цианобактериях, с 

большей частотой в термофильных и гипертермофильных их видах, способ-

ных расти в экстремальных условиях. Были получены кристаллические 

структуры IDI2 из Thermos thermophiles (de Ruyck et al., 2008), Sulfolobus 

shibatae (Unno et al., 2009) и Methanocaldococcus jannaschii (Hoshino et al., 

2011). По сравнению с другим типом, является IDI2 крупным белком, актив-

ная форма, как правило, тетрамер/ октамер. Белок относится к семейству 

флавинсодержащих (FMN) триозфосфат изомераз (TIM) (Macheroux et al., 

2011). Впервые этот тип изомеразы был обнаружен у Streptomyces sp. CL190 

и Staphylococcus aureus и показана его потребность в FMN и NADPH в до-

полнение к катионам двухвалентных металлов при аэробных, а также в ана-

эробных условиях (Kaneda et al., 2001). Однако, для очищенного фермента из 

B. subtilis, близкого по гомологии к Streptomyces sp. CL190, NADPH не явля-

ется необходимым.  Аминокислотные остатки, задействованные в сайте свя-

зывания FMN абсолютно консервативны для большого количества ортоло-

гов. Это указывает на существенную роль FMN, несмотря на низкое сродство 

фермента к этому кофактору и кажущееся отсутствие окислительно-

восстановительного процесса как части каталитического цикла. Сайт связы-

вания субстрата ферментом типа II остается скрыт. Однако участок абсолют-

но консервативных аминокислотных остатков, содержащих полярные амино-

кислотные остатки H147, N149, Q152 и E153 в непосредственной близости к 
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сайту связывания FMN, предполагает, что субстраты могут быть связаны в 

непосредственной близости с изоаллоксазиновой частью (Laupitz et al, 2004). 

В S. shibatae аминокислотные остатки Ser195, His155, Gln160 и Trp225 обра-

зуют сайт связывания изопреноидной части (Nagai et al., 2011). Предполагае-

мый механизм изомеризации IPP в DMAPP (Рисунок 10) происходит за счет 

окисления FMN посредством такого же процесса протонирования / депрото-

нирования, как тот, который наблюдается в IDI1 (Rothman et al., 2008; Heaps, 

Poulter, 2011). Механизмы протонирования можно рассматривать, в частно-

сти, как катализируемый N1 / O4 согласованный механизм (Thibodeaux et al., 

2010). Возможны несколько других вариантов механизма, основанных на ка-

тализируемом N5 карбокатионом (Calveras et al., 2011). 

 

Рисунок 10. Гипотетический механизм изомеризации IDI2. A) Каталитический сайт 

Sulfolobus shibatae IDI2 на основе структурных координат PDB 2ZRW A. Сайт представ-

лен субстратом IPP (цветные линии), кофактором FMN (черные линии) и катион Mg
2+

 

(синяя сфера). B) Потенциальные точки взаимодействия между тремя партнерами. C) Ме-

ханистическое представление изомеризации IDI2, основанное на присутствии цвиттери-

онной формы восстановленного FMN. В этой схеме предлагается каталитический меха-

низм с промежуточным N5-карбокатионом (Unno et al., 2009; Nagai et al., 2011; Heaps, 

Poulter, 2011). Изображение взято из (Berthelot et al., 2012).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heaps%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22047048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poulter%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22047048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heaps%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22047048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poulter%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22047048
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2.1.2. Метилэритритолфосфатный путь – основной путь биосинтеза 

изопреноидов у бактерий 

 Немевалонатный путь встречается у бактерий, в пластидах растений и 

водорослей. Поскольку он является необходимым для многих патогенных 

бактерий, например Bacillus anthracis, Borelia burgdorferi, Helicobacter pilori, 

Mycobacterium tuberculosis, P. falciparum, Treponema pallidum, Vibrio cholerae, 

Yersinia pestis и др., а также представителей Apicomplexa, таких как возбуди-

тель малярии Plasmodium falciparum, соответствующие гены высоко консер-

вативны (Lange et al., 2000), и отсутствуют у человека, имеется возможность 

использования белков немевалонатного пути в качестве мишеней для созда-

ния антибиотиков широкого спектра действия с минимальной токсичностью 

для человека. 

MEP путь начинается с конденсации пирувата и глицеральдегидфосфа-

та с образованием 1-дезокси-D-ксилулозо-5-фосфата (DXP) в реакции, ката-

лизируемой тиаминдифосфатзависимым ферментом 1-дезокси-D-ксилулозо-

5-фосфатсинтазой (DXS) [EC 4.1.3.37]. DXP восстанавливается DXP-

редуктоизомеразой [EC 1.1.1.267] (DXR, также известной как IspC) до 4-

фосфат-2-C-метил-D-эритритола (MEP), первого специфического интерме-

диата, по которому путь и получил свое название. Затем MEP активируется 

2-C-метил-D-эритритол-4-фосфат цитидилтрансферазой [EC 2.7.7.60] (IspD) с 

получением дифосфоцитидил-2С-метил-D-эритритола с последующим фос-

форилированием 4-цитидил-5’-дифосфо-2-C-метил-D-эритритолкиназой [EC 

2.7.1.148] (IspE), в результате которого образуется 4-дифосфоцитидил-2-

метил-D-эритритол-2-фосфат. Последующая его циклизация в 2-С-метил-D-

эритритол-2,4-циклодифосфат (MEcPP) катализируется MEcPP-синтазой 

[E.C. 4.6.1.12] (IspF). Затем MEcPP восстановливается (E)-гидрокси-3-

метилбутен-2-илпирофосфат-ферредоксиноксидоредуктазой [EC 1.17.7.1] 

(IspG) до (E)-4-гидрокси-3-метилбутен-2-илпирофосфата (HMB-PP). Фермент 

4-гидрокси-3-метилбутен-2-ил-пирофосфатредуктаза [EC 1.17.1.2] (IspH) ка-
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тализирует последнюю реакцию МЕР пути, в ходе которой одновременно 

образуются IPP и DMAPP. 

В то время как путь MVA изучался десятилетиями, исследования MEP 

пути все еще находятся на ранней стадии из-за недавнего открытия в конце 

1990-х годов. Многие вопросы, касающиеся взаимодействия между MVA и 

MEP-путями, регуляция и контроль этих путей, внутриклеточное распреде-

ление вовлеченных ферментов биосинтеза и каталитические механизмы фер-

ментов MEP пути все еще недостаточно исследованы, и некоторые известные 

на данный момент факты кратко излагаются здесь. 

DXS катализирует лимитирующий этап биосинтеза изопреноидов и 

подвержена ретро-ингибированию IPP/DMAPP, что было продемонстрирова-

но для фермента из Populus trichocarpa (Banerjee et al., 2013). 

Анализ DXR из Francisella tularensis предполагает, что Ser177 (эквива-

лент Ser185 DXR E. coli) фосфорилируется (Jawaid et al., 2009). Ввиду непо-

средственной близости Ser177 к сайту связывания субстрата, фосфорилиро-

вание Ser177 должно быть связано с регуляцией активности DXR. 

По всей видимости, IspF подвержен ретроингибированию. При рас-

смотрении его кристаллической структуры обнаруживается центральная по-

лость, в которой предположительно находится сайт связывания пренилфос-

фата (Richard et al., 2002; Ni et al., 2004; Kemp et al., 2002). 

Поскольку в состав комплекса с IspG входит [4Fe-4S] кластер, который 

является лабильным и чувствительным к кислороду, может быть также за-

действован в регуляции части клеточных процессов. При некоторых услови-

ях (например, окислительном стрессе) IspG может инактивироваться, что 

приводит к накоплению MEcPP, функционирование которого в качестве ан-

тистрессора наблюдалось еще до открытия MEP пути (Ostrovsky et al., 1998). 

Кроме того, известно, что MEcPP модулирует структуру хромосом Chlamydia 

trachomatis (Grieshaber et al., 2004). C. trachomatis является внутриклеточным 

патогеном с двухфазным циклом развития, состоящим из инфекционной вне-
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клеточной формы, имеющей конденсированную структуру, и внутриклеточ-

ной репликативной формой, имеющей диспергированный хроматин, обра-

зующейся через несколько часов после заражения. Было высказано предпо-

ложение, что MEcPP может нарушить взаимодействие гистонов и ДНК и от-

вечает за трансформацию C. trachomatis из неактивной в активную форму. 

Было обнаружено, что MEcPP реактивирует «некультивируемую» форму 

Mycobacterium smegmatis, вызывая высвобождение гистоноподобного белка 

HupB для регенерации транскрипционно активного дисперсного состояния 

(Goncharenko et al., 2007). Таким образом, IspG играет ключевую роль во 

взаимодействии MEP-пути со многими физиологическими процессами. 

IspH также предположительно является частью глобального механизма 

регуляции, связанного с изменением уровня 3'-5'-биспирофосфата гуанозина 

((p) ppGpp) (Gustafson et al., 1993; Potrykus, Cashel, 2008). RelA-белок - это 

фермент, участвующий в биосинтезе (p) ppGpp. IspH и RelA образуют белко-

вый комплекс, а образование такого комплекса ограничивает активность 

RelA и синтез ppGpp (Gustafson et al., 1993). При определенных условиях 

разрушение комплекса RelA-IspH приводит к высвобождению белка RelA и 

увеличению концентрации (p) ppGpp. В результате повышенный уровень (p) 

ppGpp, алармона пищевого стресса, вызывает серию энергопотребляющих 

метаболических процессов, включая синтез пептидогликана и гидролиз. Од-

нако детали такого механизма, связанного с IspH, еще предстоит проверить. 

2.2. Использование гетерологичного мевалонатного пути для продукции 

изопреноидов в E. coli 

На сегодняшний день большинство продуцирующих изопреноиды 

штаммов сконструированы на основе E. coli. Метаболизм изопреноидов в E. 

coli сравнительно прост: пренильные группы, полученные из IPP/DMAPP, 

требуются для ориентации хинонов в мембранах, связывание гема в цито-

хромах, транслокации сахаров для биосинтеза клеточной стенки и пренили-

рования тРНК (Keseler et al., 2013). Хотя все гены природного MEP пути (за 
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исключением idi) необходимы для E. coli, фактический поток через путь низ-

кий (Ajikumar et al., 2008), поскольку, скорее всего, природная потребность в 

изопреноидах небольшая. Чтобы обеспечить продукцию изопреноидов в E. 

coli на приемлемом уровне, необходимо преодолеть природную регуляцию 

MEP пути. Современное понимание регуляции MEP пути в E. coli преимуще-

ственно происходит из попыток получения гетерологичных изопреноидов 

(Vickers et al., 2014), в основном каротиноидов. Например: лейкопина и -

каротина (Rodríguez-Villalón et al., 2008; Yoon et al., 2006; Jin, Stephanopoulos, 

2007; Alper al., 2005; Farmer et al., 2000; Farmer, Liao, 2000; Farmer, Liao, 2001; 

Kajiwara et al., 1997;) реже, других изопреноидов, включая, изопрен (Zhao et 

al., 2011), различные моно- и дитерпены (Reiling et al., 2004; Morrone et al., 

2009), таксадиен (Huang et al., 2001; Ajikumar et al. 2010). Несмотря на то, что 

многое еще предстоит изучить, ясно, что регуляция пути MEP чрезвычайно 

сложна, причем большинство ферментов задействованы в регуляции на раз-

личных уровнях. На сегодняшний день лучший титр для изопреноидов, дос-

тигаемый в E. coli с использованием MEP пути, составляет 1 г/л (Ajikumar et 

al. 2010). Это потребовало сложной балансировки экспрессии генов с исполь-

зованием различных модулей пути. Однако это намного меньше максималь-

ного теоретически возможного выхода для MEP пути (Rude et al., 2009). Наи-

большие титры изопреноидов порядка десятков грамм на литр были достиг-

нуты в Saccharomyces cerevisiae с усиленным нативным MVA путем (Paddon 

et al., 2013; Westfall et al., 2012). 

Чтобы обойти регуляцию нативного MEP пути возможно использова-

ние гетерологичного MVA пути полностью (Martin  et al., 2003), или частич-

но с добавлением мевалоната (Campos et al., 2001; Rodrı´guez-Villalon et al., 

2008), но присутствие последнего в коммерческих биопроцессах невозможно. 

Хотя MVA путь в E. coli более эффективен при продукции изопреноидов из 

глюкозы, чем MEP путь (Martin et al., 2003; Yang et al., 2016), он требует оп-

тимизации (Jung et al., 2016; Shen et al., 2016).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17509919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stephanopoulos%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17509919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farmer%20WR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10802621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liao%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10802621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farmer%20WR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10802621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liao%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10802621
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Впервые при введении набора плазмид, содержащих гены гетерологич-

ного MVA пути из Saccharomyces cerevisiae, в штамм E. coli было доказано, 

что происходит нарушение соотношения предшественников, если работает 

только нативная изомераза. Как следствие, накопление токсичных для клетки 

пирофосфатов, замедляющих рост тем сильнее, чем выше концентрация до-

бавленного в среду мевалоната. При этом введение гетерологичного гена на 

многокопийной плазмиде позволяет исправить ситуацию (Martin et al., 2003).  

В последующих работах были оптимизированы кодоны генов MVA пу-

ти из Saccharomyces cerevisiae, использованы более сильные промоторы и 

векторы большей копийности в E. coli. При этом определялось оптимальное 

число вводимых копий, какого именно гена приводит к увеличению выхода 

конечного продукта. MVK оказалась узким местом (Anthony et al., 2009). Оп-

тимизация кодонов и выбор более сильного промотора привели к более вы-

сокому уровню экспрессии и трехкратному увеличению конечного продукта 

аморфа-4,11-диена (предшественник артемизинина) (500 mg/l) (Redding-

Johanson et al., 2011). Кроме того, особенно важен баланс экспрессии HMGR 

и MVK, поскольку накопление HMG-CoA, по-видимому, токсично для кле-

ток E. coli (Martin et al. 2003; Pitera et al., 2007). Благодаря разумному выбору 

HMGR с соответствующими каталитическими свойствами (Приложение) в 

сочетании со стратегией улучшения доступности кофактора (NADPH) было 

достигнуто 120-процентное улучшение продукции аморфо 4,11-диена 

(700mg/l) (Ma et al., 2011). Использование устойчивой к ретро-

ингибированию MVK из археи Methanosarcina mazei (Primak et al.,  2011) иг-

рает ключевую роль для увеличения потока через MVA путь (Beck et al., 

2013). Было получено улучшение продукции ликопина при использовании 

специально отобранной мутантной MVK из S. cerevisiae (Chen et al., 2018). 

Независимо от того, какой путь биосинтеза изопреноидов используется 

как основной, необходим соответствующий баланс предшественников C5 

(IPP и DMAPP). Более длинноцепочечные изопреноиды требуют увеличения 
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отношения IPP: DMAPP, а стадия изомеризации становится ограничивающей 

скорость для большинства условий. Увеличение экспрессии изопентенилди-

фосфатизомеразы (IDI) в E. coli помогает преодалеть это узкое место (Martin 

et al. 2003; Vadali et al., 2005; Kajiwara et al. 1997;
 
Alper et al., 2005; Yuan et al., 

2006; Ohto et al., 2009; Yan et al., 2011). 

2.3. Pantoea ananatis как бактерия с высоким биотехнологическим по-

тенциалом 

Штамм P. ananatis AJ13355 принадлежит к семейству 

Enterobacteriaceae, способный расти при кислом pH в присутствии насы-

щающих концентраций L-глутамата, большинства органических  кислот и 

сахаров (Moriya et al., 1999). Он был выделен из почвы чайных плантаций 

(Кавасаки, Япония) специалистами компании Ajinomoto. Хотя многие штам-

мы Pantoea - патогены, штамм AJ13355 относится к 1 группе безопасности, 

это позволяет использовать его в качестве био-платформы. Проведенное оп-

ределение полной последовательность генома P. ananatis AJ13355 и его ан-

нотация проложило путь для направленной метаболической инженерии и по-

лучению биотехнологически значимых соединений на его основе (Hara et al., 

2012). Наиболее мощные методы генной инженерии и редактирования гено-

мов, позволяющие вводить как точечные мутации, так и оптимизировать 

уровень экспрессии генов, были скорректированы для использования в спе-

циально отобранном для этого варианте штамма AJ13355, устойчивом к экс-

прессии генов λRed-системы (Katashkina et al., 2009). Введение в хромосому 

протяженных участков, состоящих из нескольких генов, стало возможным 

благодаря использованию Dual In/Out метода (Minaeva et al. 2008), а также 

клонированию in vivo (Andreeva et al. 2011). Природная устойчивость этого 

штамма к высоким концентрациям L-глутаминовой кислоты и способность 

роста при низких значениях pH были успешно использованы для промыш-

ленного производства данной аминокислоты (Izui et al., 2006) и цистеина 

(Takumi et al., 2017).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vadali%20RV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16209562
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3. Материалы и методы 

 

3.1 Бактериальные штаммы и плазмиды 

Таблица 1 - Использованные в работе бактериальные штаммы и плазмиды 

Штаммы Генотип Источник 

SC17(0) 

Штамм P. ananatis AJ13355, ус-

тойчивый к экспрессии генов Red 

фага λ 

ВКПМ / 

(Katashkina et al., 

2009) 

CC118(λpir)   

E.coli λpir ∆(ara-leu) araD 

∆lacX74 galE galK phoA20 thi-J 

rpsE rpoB argE(Am) recAl 

ВКПМ/  

(Herrero et al., 1990) 

MG1655 
E.coli F

-
, ilvG, rfb-50, rph-1 ВКПМ/  

(Blattner et al., 1997)  

BL21(DE3)  E.coli B F– ompT gal dcm lon 

hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI 

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 

коллекция АГРИ 

(Studier & Moffatt 

1986) 

SC17(0)ΔampC Km
R
 SC17(0) ΔampC::attL80-kan-attR80 

(Mihara et al.,2016) 

SC17(0)ΔampC SC17(0)ΔampC::attB80 
SC17(0)ΔampH Km

R
 SC17(0)ΔampH::attL80-kan-attR80 

SC17(0)ΔampH SC17(0)ΔampH::attB80 
SC17(0)ΔcrtEZ Km

R
 SC17(0)ΔcrtEZ::attL80-kan-attR80 

SC17(0)ΔcrtEZ SC17(0)ΔcrtEZ::attB80 
SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

ΔampH 

SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::attB80 

SC17(0)ΔampC::KKDyI-

ispS(K)ΔampH::Para-mvaES 

SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES 

SC17(0)Δcrt::Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 SC17(0)Δcrt::Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 

ISP3-S SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES              

Δcrt::Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 

SC17(0) ΔampC:: Ptac-KKDyI-

ispS(K) Km
R
 

SC17(0) ΔampC:: λattL-kan-λattR-

Ptac-KKDyI-ispS(K) 

SC17(0)Δcrt::Ptac-mvk
mpd

 SC17(0)Δcrt::pAH162-Ptac-mvk
mpd

 

ISP3-mvk
mpd

 SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES  

Δcrt::Ptac-mvk
mpd

 

ISP2 SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES Δcrt::attB80 

ISP3-mvk
mma

 SC17(0)ΔampC:: KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES  

Δcrt::Ptac-mvk
mma

 

ISP3-mvk
mcl

 SC17(0)ΔampC:: KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES  

Δcrt::Ptac-mvk
mcl
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Продолжение таблицы 1 

ISP3.2-mvk 
mpd

 SC17(0)ΔampC:: λattL-kan-λattR-

Ptac KKDyI-ispS(K)  

ΔampH::Para-mvaES  

Δcrt::Ptac-mvk
mpd

 

(Mihara et al.,2016) 

ISP2.2 P. ananatis SC17(0) ΔampC:: λattL-

kan-λattR-Ptac KKDyI-ispS(K) 

ΔampH::Para-mvaES Δcrt:: attB80 

ISP3.2-mvk
mma

 SC17(0)ΔampC:: λattL-kan-λattR-

Ptac KKDyI-ispS(K)  

ΔampH::Para-mvaES 

 Δcrt::Ptac-mvk
mma

 

ISP3.2-mvk
mcl

 SC17(0)ΔampC:: λattL-kan-λattR-

Ptac KKDyI-ispS(K) ΔampH::Para-

mvaES Δcrt::Ptac-mvk
mcl

 

SC17(0) ΔampC:: λattR-Km
R
 SC17(0) ΔampC::λattR-attL80-kan-

attR80 

Данная работа 

SC17(0) ΔampC::λattR-attB80 SC17(0) ΔampC::λattR-attB80 

IR1 SC17(0) ΔampC::λattB- Ptac -KDyI 

 
SC17(0) ΔampC::λattB- Ptac -KDyI  

ΔampH::λattR-attL80-kan-attR80 

IR2 

SC17(0) ΔampC::λattB- Ptac -KDyI  

ΔampH::λattR-pAH162-PphoC-

mvaES 

IR3 
SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac -KDyI  

ΔampH::λattB-PphoC-mvaES 

IR4 

SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac -KDyI  

ΔampH::λattR-PphoC-mvaES 

ΔcrtEZ::λattR-attB80 

IR5 

SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac-KDyI 

ΔampH::λattB-PphoC-mvaES 

ΔcrtEZ::λattB-Ptac-mvk
mpd

 

IR6 

SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac-KDyI 

ΔampH::λattB-PphoC-mvaES 

ΔcrtEZ::λattB-Ptac-mvk
mpd 

Δgcd:: λattR-attB80 

IR6-mvk 

SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac-KDyI 

ΔampH::λattB-PphoC-mvaES 

ΔcrtEZ::λattB-Ptac-mvk
mpd 

Δgcd:: λattR-pAH162-Ptac-mvk
mpd

 

IR6-mvaES 

SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac-KDyI 

ΔampH::λattB-PphoC-mvaES 

ΔcrtEZ::λattB-Ptac-mvk
mpd 

Δgcd:: λattR-pAH162-PphoC-mvaES 

IR5-3Δ 

SC17(0) ΔampC::λattB-Ptac-KDyI 

ΔampH::λattB-PphoC-mvaES 

ΔcrtEZ::λattB-Ptac-mvk
mpd 

Δgcd::λattR-attB80 

ΔampC2::λattR-attB80 

Δbla::λattR-attB80 
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Продолжение таблицы 1 

Плазмиды Генотип Источник 

pET-21a(+)  Экспрессионный вектор (Cat. No. 

69740-3) на основе системы,   по-

лимеразы фага T7. Содержит С-

концевую His•Tag® . 

“Novagen” 

Individual pET Vec-

tors, 

Cat No. 69740-1; 

Cat No. 69865-1 

коллекция АГРИ  

pET-28b(+) Экспрессионный вектор (Cat. No. 

69865-3) на основе системы поли-

меразы фага T7. Содержит N-

концевую His•Tag® .. 

pET-28 mvk
mpd

 pET-28b с клонированной M. 

paludicola SANAE MCP_1639 

Гис6 сигналом; Km
R
 

(Kazieva et al., 2017) 

pET-28 mvk
mcl

 pET-28b с клонированной 

MCON_2559 M. concilii GP6 Гис6 

сигналом; Km
R
 

pET-28 mvk
nmr

 pET-28b с клонированной N. 

maritimus NMAR_0315 Гис6 сиг-

налом; Km
R
 

pET-28 mvk
mma

 pET-28b с клонированной M. 

mazei Go1 MM_RS09140 Гис6 

сигналом; Km
R
 

pET-28 mvk
sce

 pET-28b с клонированной Saccha-

romyces cerevisiae X55875.1 Гис6 

сигналом; Km
R
 

RSFRedTER - RSF1010 репликон; Cm
R
; λ gam, 

bet, exo под контролем промотора 

PlacUV5 с авторегулируемым эле-

ментом PlacUV5-lacI; sacB; Cm
R
 

(Katashkina  et al., 

2009) pMW-λattL-Km
R
-λattR  

pMW118 содержит кассету λattL-

Km
R
-λattR; Ap

R
; Km

R
 

pMW-λInt/Xis-cat 

pSC101-ts; λ xis-int гены транс-

крибируются с λ PR промотора 

под контролем CIts857; Cm
R 

pAH123-cat 
pSC101-ts; Cm

R
;  80 int ген 

транскрибируется с λ PR промото-

ра под контролем CIts857;  (Andreeva  et al., 

2011) 

pAH129-cat 
pSC101-ts; Cm

R
; 80 xis-int гены 

транскрибируются с λ PR промо-

тора под контролем CIts857;  

pMWattphi80 
Содержит кассету attL80-kan-

attR80; Km
R
 

(Minaeva et al., 2008) 
pAH162-λattL-Tc

R
-λattR R6K репликон; Tc

R
; λattL; λattR; 

attP фага 80 

pAH162-λattL-Km
R
-λattR R6K репликон; Km

R
; λattL; λattR; 

attP фага 80 
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Продолжение таблицы 1 

pAH162-Ptac-mvkX R6K репликон; Tc
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; содержит гены mvk 

под контролем Ptac промотора(X – 

mpd, mcl, mma, sce, nmr) 

(Mihara et al., 2016) 

 

pAH162-Ptac R6K репликон; Tc
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; Ptac промотор 

pAH162-KKDyI-ispS(K) R6K репликон; Km
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; содержит гены mvk, 

pmk, mdd, idi из S. cerevisiae и 

изопренсинтазы из Kudzu 

pAH162-Para-mvaES R6K репликон; Tc
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; содержит гены 

верхнего MVA пути из E. faecalis 

под контролем Para промотора 

pAH162-Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 R6K репликон; Tc
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; содержит ген изо-

пренсинтазы и mvk
mma

 под кон-

тролем Ptac промотора 

pAH162-Ptac-KDyI  R6K репликон; Km
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; содершит гены pmk, 

mdd, idi из S. cerevisiae под кон-

тролем Ptac промотора (Tajima et al., 2016) 

 pAH162-PphoC-mvaES R6K репликон; Tc
R
; λattL; λattR; 

attP фага 80; содержит гены 

верхнего MVA пути из E. faecalis 

под контролем PphoC промотора 

 

  3.2 Среды и условия культивирования штаммов 

В работе штаммы E. coli и P. ananatis культивировались в следующих 

средах при +37ºС и при +34ºС соответственно. LB-среда (10 г/л триптона, 5 

г/л дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl). В качестве минимальной среды ис-

пользовалась среда М9 (0,04 М Na2HPO4, 0,02 М KH2PO4, 0,019 М NH4Cl, 

0,008 М NaCl). Комбинированная среда представляла собой смесь 1 x LB и  

0,5 x M9 с добавлением глюкозы до конечной концентрации 5 г/л. Антибио-

тики добавлялись в среду до конечных концентраций: канамицин – 50 

мкг/мл, хлорамфеникол – 50 мкг/мл, тетрациклин – 10 мкг/мл. 

3.3. Генно-инженерные методики 

Конструирование, выделение и рестрикционный анализ рекомбинант-

ных плазмид, проведение Са
2+

-зависимой трансформации клеток E. coli осу-
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ществляли в соответствии с общепринятыми экспериментальными протоко-

лами (Sambrook et al., 2001). В работе использовали коммерчески доступные 

препараты рестриктаз, T4 ДНК-лигазы и фрагмента Кленова ДНК-

полимеразы I E. coli (Fermentas, Литва). Геномная ДНК выделялась набором 

«Genomic DNA Isolation Kit» (Sigma, США). 

3.3.1. Проведение полимеразной цепной реакции 

ПЦР проводили на амплификаторе «Perkin-Elmer 2400 GeneAmp PCR 

System». Реакционная смесь, общим объемом 50 мкл, состояла из: 5 мкл 10x 

PCR-buffer (Fermentas, Литва) с добавлением MgCl2 до конечной концентра-

ции 1,5 мМ в реакционной смеси, 200 мкМ каждого dNTP, 400 нМ каждого 

из олигонуклеотидных праймеров и 2ед. Taq-полимеразы (Силекс-М, Моск-

ва). Количество ДНК, используемой в качестве матрицы для амплификации, 

добавлялось в реакционную смесь из расчета 0,2 нг целевого гена. Темпера-

турный режим и время реакции подбирали с учётом длины амплифицируе-

мого фрагмента, длины и состава праймеров. Выделение и очистку амплифи-

цированных фрагментов ДНК производили с использованием набора «Ge-

nomic DNA isolation kit» (Sigma, США) 

3.3.2.  Трансформация клеток P. ananatis плазмидной ДНК с помо-

щью процедуры электропорации 

Штаммы P. ananatis выращенные в течение ночи на агаризованной LB 

среде при +34ºС засевали петлей в жидкую среду того же состава и подращи-

вали до ОД595=0,6-0,8 примерно полтора часа. Для приготовления одной про-

бы электрокомпетентных клеток использовали 10 мл культуры. Для этого 

культуру клеток разливали по 1,5 мл в шесть центрифужных пробирок, оса-

ждали центрифугированием 13.000 об/мин в течении 1 мин, промывали два-

жды 1 мл холодной (0
0
С) дистиллированной воды, объединяя при этом клет-

ки из двух пробирок. Далее промывали еще три раза 1 мл холодной дистил-

лированной водой, собирая клетки при последней промывке в одну пробир-
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ку. Затем промывали 1 мл 10% холодного (0
0
С) глицерина и суспендировали 

в 35 мкл такого же глицерина. Все манипуляции проводились на водяной ба-

не при температуре 0ºС. К суспензии клеток добавляли растворенную в дис-

тиллированной воде плазмидную ДНК (50-100 нг). Электропорацию осуще-

ствляли на приборе «GenePulser and GeneController» (BioRad, США) при сле-

дующих значениях электрического импульса: напряженность электрического 

поля – 20 кВ/см, постоянная времени 5 мс. Сразу после электропорации клет-

ки суспендировались в 1 мл комбинированной среды и инкубировались при 

+34
0
С в течении 1 часа. После этого клетки высевали на твердую селектив-

ную среду и инкубировались при +34ºС в течение ночи. 

3.3.3.  Проведение интеграции  хромосомы в штамм P.ananatis 

Штаммы P. ananatis выращенные в течение ночи на агаризованной LB 

среде при +34ºС засевали петлей в жидкую среду того же состава и подращи-

вали до ОД595=0,6-0,8. Приготовление электрокомпетентных клеток осущест-

влялось так же, как было описано в предыдущем пункте. Для электропорации 

использовали (1-2) мкг геномной ДНК. Процедура электропорации осущест-

влялась при напряженности электрического поля 12,5 кВ/см и длительность 

электрического импульса 10 мс. Сразу после электропорации клетки суспен-

дировались в 1 мл комбинированной среды и инкубировались при +34
0
С в 

течение 1 часа. После этого клетки высевали на необходимую твердую се-

лективную среду и инкубировались при +34ºС в течение ночи. 

3.3.4.  λ Red-зависимая интеграция двухцепочечных фрагментов 

ДНК в хромосому  

Штаммы P. ananatis, несущие плазмиду-помощник RSFRedTER, обес-

печивающую экспрессию генов гомологичной рекомбинации фага λ, засева-

ли в LB среду с добавлением хлорамфеникола и подращивали до ОД595=0,25-

0,30. Далее в среду добавляли ИПТГ до конечной концентрации 1 мМ для 

индукции экспрессии генов λ Red-системы. После индукции клетки подра-
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щивали до ОД595=0,6-0,8 и использовали для приготовления электрокомпе-

тентной культуры (см. выше). К суспензии электрокомпетентных клеток до-

бавляли 200-500 нг двухцепочечного фрагмента ДНК. Процедура электропо-

рации осуществлялась при напряженности электрического поля 20 кВ/см и 

длительности электрического импульса 5 мс. Сразу после электропорации 

клетки суспендировались в 1 мл комбинированной среды и инкубировались 

при +34
0
С в течение 1 часа. После этого клетки высевались на твердую се-

лективную среду и инкубировались при +34ºС в течение ночи. 

3.3.5.  Излечивание клеток от плазмиды-помощника RSFRedTER 

Для излечивания от плазмиды-помощника RSFRedTER клетки 

P. ananatis рассевались до отдельных клонов на комбинированной среде. 

Среды содержали 20 г/л сахарозы и 1 мМ ИПТГ. 

3.3.6.  Излечивание клеток P. ananatis от термочувствительных 

плазмид-помощников pMW-λInt/Xis-cat, pAH123-cat, pAH129-cat 

Для излечивания P. ananatis от термочувствительных плазмид-

помощников клетки инкубировали при +37ºC 3-4часа в 1 мл LB. Высевали на 

твердую среду и инкубировали при +37ºС в течение ночи. Среди полученных 

колоний отбирали чувствительные к хлорамфениколу колонии. 

3.3.7.  Интеграция в хромосому P. ananatis с помощью метода                

«Dual In/Out» 

Интеграция в желаемую точку в хромосоме P. ananatis с помощью ме-

тода «Dual In/Out» в общем виде состоит из четырёх этапов:  

1) клонирование целевой кассеты на CRIM плазмиду (pAH162-Tc
R
 или 

pAH162-Km
R
); 

2) конструирование attB80 в хромосоме P. ananatis с помощью λ Red-

зависимой интеграции и последующей эксцизии с помощью 80 Xis; 
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3) введение интегративного вектора, несущего целевую кассету в attB80 в 

хромосоме P. ananatis, с помощью 80 Int; 

4) выщепление из хромосомы части интегрированной плазмиды, несущей 

ориджин репликации с помощью λ Int/Xis.  

В результате получается бесплазмидный, безмаркерный штамм, несущий 

λattB и целевой локус, фланкированный 80attL/R. 

3.3.8.  Конструирование точек интеграции в хромосоме P. ananatis 

Для конструирования attB80 в геномной ДНК P. ananatis с помощью λ 

Red-зависимой интеграции фрагмент ДНК attL80 -kan- attR80  был амплифи-

цирован в ПЦР с праймерами указанными в Таблице 2 и плазмиды 

pMWattphi (Minaeva et al., 2008) в качестве матрицы для интеграции вместо 

генов ampC (ORF PAJ_1290), ampH (ORF PAJ_2072), crtE-Z (ORF PAJ_p0121- 

PAJ_p0126) и gcd (ORF PAJ_3473) электропорацией в штамм 

SC17(0)/RSFRedTER (Katashkina et al., 2009).  

Таблица 2 - Конструирование точек интеграции 

Локус 
Интегративные 

праймеры  

Тестовые 

праймеры 

Тестовые прайме-

ры на интеграцию 

CRIM плазмид  

Тестовые прай-

меры на выреза-

ние векторной 

части 

∆ ampC 
P1 / P2 

P7 / P8 P13/P7;  P14/P8 P7 / P30 

P51 / P8* 

∆ ampH 
P3 / P4 

P9 / P10 P13/P9;  P14/P10 P9 / P31 
P52 / P4* 

∆ crtE-Z 
P5 / P6 

P11 / P12 P13/P11;  P14/P12 P11 / P32 
P53 / P6* 

∆ gcd 
P54 / P58 

P63 / P64 P13/P63;  P14/P64 P63/ P31 
P57 / P58* 

*-  используются для конструирования модифицированной точки интеграции 

При проверке Km
R
 клонов в ПЦР с соответствующими тестовыми 

праймерами указанными в Таблице 2 были отобраны мутации ΔampC:: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katashkina%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19389224
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attL80-kan-attR80, ΔampH::attL80-kan-attR80, ΔcrtE-Z::attL80-kan-attR80 и 

Δgcd:: attL80-kan-attR80. 

Для конструирования модифицированных точек интеграции λattR- 

attL80-kan-attR80 в хромосоме P. ananatis с помощью λRed-зависимой инте-

грации, фрагмент DNA λattR был амплифицирован в ПЦР c праймерами P49 

– P50 (таблица  4) и плазмидой pAH162-λattL-Tc
R
-λattR (Minaeva et al., 2008) 

в качестве матрицы. Фрагмент DNA attL80-kan-attR80 был амплифицирован в 

ПЦР с праймерами P51 – P8 (Таблица 4) и хромосомой штамма SC17(0) 

ΔampC:: attL80-kan-attR80 (Mihara et al., 2015). Затем, оба фрагмента были 

обработаны PstI и лигированы. Фрагмент DNA, выделенный из агарозного 

геля соответствующего размера, был использован в качестве матрицы для 

наработки полноразмерного фрагмента в ПЦР с праймерами P8 и P51 

(Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix, NEB) для интеграции вместо гена 

ampC (ORF PAJ_1290) элетропорацией в штамм SC17(0)/RSFRedTER 

(Katashkina et al., 2009). При проверке Km
R
 клонов в ПЦР с соответствующи-

ми тестовыми праймерами, указанными в Таблице 2, была отобрана мутация 

ΔampC:: attR-attL80-kan-attR80. Хромосома, выделенная из данного штамма, 

использовалась в дальнейшем в качестве матрицы для наработки фрагментов 

для λRed-зависимой интеграции в локусы ampH, ΔcrtE-Z, bla, gcd и ampC2 с 

помощью выбора соответствующих концевых олигонуклеотидных прайме-

ров для амплификации фрагмента, фланкированного сайтами attR и attR80. 

Полученные модификации были проверены в ПЦР с соответствующими тес-

товыми праймерами. Использованные праймеры указаны в Таблицах 2 и 3. 

Штамм SC17(0) Δbla:: attR - attL80-kan-attR80был получен заменой 

гена kan, в хромосоме SC17(0)Δbla:: attR - attL80-kan-attR80 на ген tetAR , 

посредством λRed-зависимой интеграции фрагмента ДНК, полученного в 

ПЦР с праймерами   P44/ P45 (Таблица 4) и pAH162-λattL-Tc
R
-λattR в качест-

ве матрицы. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katashkina%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19389224
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Таблица 3 - Конструирование модифицированных точек интеграции 

Делеция 

Праймеры 

для инте-

грации  

Тестовые 

праймеры 

Тестовые праймеры для интеграции  

CRIM 

плазмид 

pAH162-

Ptac-KDyI  

 

pAH162-

PphoC-mvaES 

 

pAH162-

Ptacmvk
mpd

 

∆ bla P55 / P56 P61 / P62 P14/P62 P47/P62 P48/P62 P33/P62 

∆ gcd P57 / P58 P63 / P64 P14/P64 P47/P64 P48/P64 P33/P64 

∆ ampC2 P59 / P60 P65/ P46 P14/P46 P47/P46 P48/P46 P33/P46 

 

Далее было проведено вырезание маркера канамициновой устойчиво-

сти с помощью плазмиды pAH129-cat (обеспечивает экспрессию генов 80int 

и 80xis под контролем термочувствительного репрессора λСI857). После 

электропорации клетки инкубировали при +37ºC в течение двух часов, после 

чего высевали на твердую среду с хлорамфениколом и инкубировали при 

+37ºС в течение ночи. Среди полученных колоний Cm
R
 были отобраны чув-

ствительные к канамицину варианты и проверены с помощью ПЦР. После 

чего клетки были излечены от плазмиды-помощника pAH129-cat. В резуль-

тате были получены штаммы, содержащие немаркированные attB80 (attR -

attB80 для модифицированного метода «Dual In/Out») в соответствующих ло-

кусах. 
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Таблица 4 - Праймеры, использованные в работе. 

 последовательность (5’→3’) 

P1 ctgatgaactgtcacctgaatgagtgctgatgaaaatatagaaaggtcatttttcctgaatatgctca 

P2 attcgccagcataacgatgccgctgttgagctgaggaacacgtttgttgacagctggtccaatg 

P3 atgcgcactccttacgtactggctctactggtttctttgcgaaaggtcatttttcctgaatatgctcaca 

P4 ttaaggaatcgcctggaccatcatcggcgagccgttctgacgtttgttgacagctggtccaatg 

P5 atgttgtggatttggaatgccctgatcgttttcgttaccggaaaggtcatttttcctgaatatgctca 

P6 atgacggtctgcgcaaaaaaacacgttcatctcactcgcgcgtttgttgacagctggtccaatg 

P7 gattcccacttcaccgagccg 

P8 ggcaggtatggtgctctgacg 

P9 gcgaagccctctccgttg 

P10 agccagtcagcctcatcagcg 

P11 ccgtgtggttctgaaagccga 

P12 cgttgccgtaaatgtatccgt 

P13 gttcgcagagtgttatggtttacatcc 

P14 gattggtggttgaattgtccgtaac 

P15 gcaattccatatgacgatggcttccgctccgggcaa  

P16 cccaagcttacgcgacttccaggcgaacacctt  

P17 gcaattgcatatgacgatgtgctcagctccgggtaa 

P18 ggaattcactgaatgaaaataccttccgccgtcgg 

P19 gcaattccatatggtatcctgttctgcgccgg  

P20 cccaagcttaatctactttcagaccttgctcggtc  

P21 gcaattgcatatgtcattaccgttcttaacttctgc 

P22 cccaagcttatgaagtccatggtaaattcgtgtt 

P23 gcaattccatatgaagagcaaggcatctgcgcc 

P24 cccaagcttaaaacgtgtccaggcccttgaaatc  

P25 cccaagcttcgcgacttccaggcgaacacctt  

P26 cccaagcttttggatgaatattccctccgccgtt 

P27 cccaagcttatctactttcagaccttgctcggtc 

P28 cccaagcttatgaagtccatggtaaattcgtgtt 

P29 cccaagcttaaacgtgtccaggcccttgaaatc 

P30 tggaaggattcggatagttgag       

P31 ggcaatcagcacttccgc      

P32 ggttcgtatttatccagcagcca 

P33 gcttaaagcttccctgttgacaattaatcatcgg 

P34 ctgttgcatgctgtgtgaaattgttatccgctcac 

P35 tttcacacaaggagactcccatgtcattaccgttcttaac 

P36 cagcgggaactggcggctgggttatgaagtccatggtaaat 

P37 ccaaaaataataacctttcccggtgcagaagttaagaacggtaatgacatggcagtctccttgtgtgaaattgttatccg 

P38 tcattgtaatacgcgtaattccggtgcctgtagtacccaggcgcagcttttgaagcctgcttttttatactaagttggca 

P39 cgcaaaatgtgatctctcca 

P40 cgattgagacaagcagtcca 

P41 tcagagttgagagccttcagtgccccag 

P42 ggaattctctttatcaagataagtttccggatcttttt 

P43 ccacccagagcagccgtgcccgagaccacagcgtgttcgccaaacagaataatcttgcccggagcgga 

P44 ctacggccagccctgctaaggtacgctcgctattcaaatcctaagcacttgtctcctgtttactccc 

P45 ttgtgtacccaaaaacaaaaatgtgtacccattcaatgatttaagacccactttcacatttaagttgt 

P46 tccttcctgccagcctgtct 
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Продолжение таблицы 4 

P47 gaccgtcaaattcatcgtatgctc 

P48 caatacggtgcgtagttaccgc 

P49 atgccactgcagtctgttacaggtcactaataccatctaag 

P50 ctgatgaactgtcacctgaatgagtgctgatgaaaatata-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac 

P51 acagactgcaggaaaggtcatttttcctgaatatgctcaca 

P52 atgcgcactccttacgtactggctctactggtttctttgc-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac 

P53 atgttgtggatttggaatgccctgatcgttttcgttaccg-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac 

P54 gagcggaagccatcgtcatacgttcctcctgttatcatccaaataggcaatgagc 

P55 atgactcatctgttcagacgacgcgccagcacggccgtta-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac 

P56 ttatttgttgtaccctgaggcgacaattttcgctgcaccccgtttgttgacagctggtccaatg 

P57 aatgaggtcaacattatggggaaaaactcctcatccttta-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac 

P58 gttaattacttctggtcgggcagcgcataggcaatcacgtcgtttgttgacagctggtccaatg 

P59 gtgaccagaaaagagtattcaccccagaggttacaccgcccgctcaagttagtataaaaaagctgaac 

P60 ctaggcgatattctgcgtctgtgcgccctgctgatacacgcgtttgttgacagctggtccaatg 

P61 gcgggcattcatcagtgga 

P62 ccgacgagactcttgagcacac 

P63 tctgattgttttcctgagttttc 

P64 agggcagatagcaggcataa 

P65 cgatataggcacagcggaat 

 

3.3.9. Интеграция CRIM плазмид, pAH162- в сайт attB80 в хромосо-

ме P. ananatis 

В штамм SC17(0)- B80 с помощью электротрансформации была введена 

термочувствительная плазмида-помощник pAH123-cat (обеспечивает экс-

прессию гена 80int под контролем термочувствительного репрессора 

λСI857). После чего в полученные Cm
R
 колонии была трансформирована це-

левая плазмида pAH162-X. После электропорации клетки инкубировали при 

+37ºС в течение двух часов, затем высевали на твердую с тетрациклином (10 

мкг/мл) среду и инкубировали при +37ºС в течение ночи. Полученные Тс
R
 

были проверены с помощью ПЦР. После чего клетки были излечены от 

плазмиды-помощника, pAH123-cat. В результате был получен штамм 

SC17(0)-80attB-X-Tc
R
, содержащий оперон в месте заданного гена.  

3.3.10.  Выщепление плазмидной части 

Для выщепления плазмидной части в целевой штамм SC17(0)-80attB-

X -Tc
R
 с помощью электропорации была введена плазмида pMW-Int/Xis-cat 
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(содержит гены фага λ int и xis под контролем термочувствительного репрес-

сора λСI857). После электропорации клетки инкубировали при +37ºС 3-4 ча-

са, высевали на твердую среду с хлорамфениколом (25 мкг/мл) и инкубиро-

вали при +37ºС в течение ночи. Среди полученных колоний Cm
R
 были ото-

браны варианты Тс
S
 и проверены с помощью ПЦР. После чего клетки изле-

чены от плазмиды-помощника pMW-Int/Xis-cat. В результате был получен 

бесплазмидный, безмаркерный штамм SC17(0)-80attB-X  

3.4. Конструирование штаммов и плазмид 

3.4.1. Конструирование плазмид 

3.4.1.1. Клонирование генов mvk
mpd

, mvk
mcl

 и mvk
sce

, mvk
mma

  на pET 

векторы 

Фрагменты ДНК содержащие кодирующую часть генов mvk
mma

, mvk
mpd

, 

mvk
mcl

 и mvk
nmr

 были химически синтезированы и амплифицированны с по-

мощью праймеров, указаных в Таблице 5. Прямой и обратный праймеры со-

держат NdeI и HindIII (EcoRI для mvk
mpd

) сайты рестрикции, соответственно.  

Ген ERG12 mvk был амплифицирован в ПЦР с использованием Prime 

Star Polymerase (Takara Bio Inc., Japan) и хромосомы, выделенной из S. 

cerevisiae, в качестве матрицы, с праймерами, указанными в Таблице 5.   

Полученные фрагменты были обработаны рестриктазами NdeI и HindIII 

(EcoRI для mvk
mpd

)  и лигированы в соответствующие сайты pET-21a(+) и 

pET-28b(+) плазмид. Последовательности встроенных фрагментов ДНК были 

подтверждены секвенированием.  

Таблица 5 – Конструирование плазмид. 

             Ген               

Вектор 
mvk

mcl
 mvk

mpd
 mvk

mma
 mvk

sce
 mvk

nmr
 

pET-28b(+) P15/P16 P17/P18 P19/P20 P21/P22 P23/P24 

pET-21a(+) P15/P25 P17/P26 P19/P27 P21/P28 P23/P29 
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3.4.1.2. Конструирование плазмиды pAH162-Ptac 

Фрагмент промотора Ptac был амплифицирован в ПЦР с праймерами 

Р33/Р34 (Таблица 4). После чего, полученный фрагмент и вектор pAH162-

λattL-Tc
R
-λattR были обработаны рестриктазами HindIII-SphI и лигированы. 

Полученная конструкция была проверена секвенированием. 

 

3.4.1.3. Клонирование генов mvk
mpd

, mvk
mma

, mvk
mcl

, mvk
nmr

 и mvk
sce

 на 

интегративный вектор 

Гены мевалонаткиназ были химически синтезированы в составе векто-

ров pMW-Ptac-Mclmvk-Ttrp, pMW-Ptac-Nmrmvk-Ttrp и pMW-Ptac-Mmamvk-

Ttrp (Mihara et al., 2016). Плазмиды обрабатывали рестриктазой BamHI, 

фрагментом Кленова, после этого очищали и обрабатывали рестриктазой 

KpnI. Интегративный вектор pAH162-λattL-Tc
R
-λattR был обработан рестрик-

тазами  KpnI-Ecl136II. B результате лигазной реакции каждого из фрагментов 

с вектором, были получены плазмиды pAH162-mvk
mma

, pAH162-mvk
nmr 

и 

pAH162-mvk
mcl

.  

Химически синтезированный фрагмент гена мевалонаткиназы из 

Methanocella paludicola strain SANAE  был переклонирован с плазмиды pUC 

на интегративный вектор pAH162-Ptac по сайтам PstI-KpnI. Все конструкции 

подтверждались рестрикционным анализом.  

Фрагмент mvk
sce 

был амплифицированн в ПЦР с праймерами Р35/Р36 

(Таблица 4) с хромосомы, выделенной из S. cerevisiae, в качестве матрицы. 

Затем фрагмент и вектор pAH162-Ptac были обработаны рестриктазами  

SphI/SacI и лигированны. Амплифицированный фрагмент был проверен сек-

венированием. На Рисунке 11 показаны схемы полученных конструкций. 
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Рисунок 11 - Интегративные кассеты, несущие гены мевалонаткиназ 
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mvk (S.ce rv isiae )

oriR

Ptac

TrgnB tL3 att P phi80
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attRattL tetR tetA
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attRattL tetR tetA
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tL3TrgnB attP phi80

Kpn I (1472)
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3.4.2 Конструирование штаммов 

3.4.2.1. Конструирование штаммов ISP3.2-mvk(X) 

Интеграцией плазмиды pAH162-KKDyI-ispS(K) в SC17(0)-

ΔampC::attB80, следуя стандартному протоколу, был получен штамм 

SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K). 

 Хромосома, выделенная из штамма SC17(0)ΔampH::attL80-kan-attR80, 

была электропорирована в штамм SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K). Факт инте-

грации был подтвержден ПЦР (Таблица 2). 

 После 80-Int/Xis- зависимого вырезания маркера устойчивости к ка-

намицину по стандартному протоколу Km
S
 клоны были проверены в ПЦР 

(Таблица 2), и отобран штамм SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) ΔampH:: 

attB80.  

В полученный штамм была интегрирована плазмида pAH162-Para-

mvaES. После проверки ПЦР (Таблица 2) на каждом шаге согласно протоколу 

интеграции был получен штамм SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) ΔampH::Para-

mvaES. В этот штамм была электропорирована хромосома, выделенная из 

штамма SC17(0)Δcrt::pAH162-Ptac-ispS(M)-mvk
mma

, полученного интеграцией 

плазмиды pAH162-Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 в штамм SC17(0)Δcrt::attB80 в соот-

ветствии с протоколом. 

Структура финальной конструкции Δcrt::Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 после вы-

резания векторной части подтверждалась ПЦР (Таблица 2). В результате, по-

лученный штамм P. ananatis SC17(0)ΔampC::KKDyI-ispS(K) ΔampH::Para-

mvaES Δcrt::Ptac-ispS(M)-mvk
mma

 был назван ISP3-S. 

Для получения штамма ISP3-mvk
mpd

 сначала плазмида pAH162-Ptac-

mvk
mpd

 была интегрирована в штамм SC17(0)Δcrt::attB80 (подробное описа-

ние конструирования см. в разделе «Материалы и Методы») согласно стан-

дартному протоколу. Из полученного штамма SC17(0)Δcrt::pAH162-Ptac-
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mvk
mpd

 была выделена геномная ДНК для переноса модификации 

Δcrt::pAH162-Ptac- mvk
mpd

 с помощью электропорации в штамм ISP3-S. После 

излечивания от маркера был получен штамм ISP3-mvk
mpd

. 

Полученный штамм не имел промотора перед генами нижнего MVA 

пути. Чтобы обеспечить эффективную конститутивную экспрессию перед 

этим опероном (KKDyI) был введён Ptac промотор. Кассета λattL-kan-λattR-Ptac 

была амплифицированна с помощью ПЦР с праймерами Р37/Р38 (Таблица 4) 

и хромосомы, выделенной из штамма P. ananatis SC17(0) λattL-kan-λattR-Ptac-

lacZ (Mihara et al., 2015), в качестве матрицы. После чего проводилась λ Red-

зависимая интеграция этого фрагмента в штамм P. ananatis SC17(0) 

ΔampC::KKDyI-ispS(K), полученный по стандартному протоколу. После уда-

ления плазмиды RSFRedTER стандартным способом, был получен штамм P. 

ananatis SC17(0) ΔampC:: Ptac-KKDyI-ispS(K)Km
R
. 

Затем хромосома, выделенная из штамма P. ananatis SC17(0) ΔampC:: 

Ptac-KKDyI-ispS(K)Km
R
 была электропорирована в штамм ISP3-mvk

mpd
.  По-

сле ПЦР проверки факта интеграции был получен штамм P. ananatis SC17(0) 

ΔampC::λattL-kan-λattR-Ptac-KKDyI-ispS(K) ΔampH::Para-mvaES Δcrt::Ptac-

mvk
mpd 

Km
R
. В результате удаления маркера устойчивости был получен 

штамм, названный  ISP3.2-mvk
mpd

. 

Для конструирования изогенных штаммов с разными мевалонаткина-

зами, после 80 Int/Xis-зависимого удаления кассеты Ptac-mvk
mpd

, и подтвер-

ждения наличия модификации ΔampC::λattL-kan-λattR-Ptac KKDyI-ispS(K) и 

ΔampH::Para-mvaES, был получен штамм P. ananatis SC17(0) ΔampC::λattL-

kan-λattR-Ptac-KKDyI-ispS(K) ΔampH::Para-mvaES Δcrt::attB80, названный  

ISP2.2. 

 Штаммы ISP3.2-mvk
mma

 и ISP3.2-mvk
mcl

 были получены интеграцией 

плазмид pAH162-Ptac-mvk
mma

 и pAH162-Ptac-mvk
mcl

, соответственно, в штамм 

ISP2.2 в соответствии со стандартным протоколом.  На рисунке 12 представ-
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лена структура модификации Δcrt::pAH162-Ptac-mvk(X), где mvk(X) один из 

генов mvk представленных выше. 

 

  

Рисунок 12 - Структура модификации Δcrt::pAH162-Ptac-mvk(X), содержащей гены 

мевалонаткиназ. 

 

3.4.2.2.Консруирование штамма IR5-3Δ  

С использованием модифицированной системы Dual In/Out был скон-

струирован штамм продуцент изопрена с интегрированными в хромосому 

всеми генами гетерологичного мевалонатного пути. 

В первую очередь, in vitro был  сконструирован фрагмент λattR-attL80-

kan-attR80, после λRed-зависимой интеграции которого вместо гена ampC  

(ORF PAJ_1290) был получен штамм SC17(0) ΔampC::λattR-attL80-kan-attR80.  

При вырезании гена kan и удалении хелперной плазмиды был получен 

штамм SC17(0) ΔampC:: λattR-attB80. 

После введения интегративной плазмиды pAH162-Km-Ptac-KDyI в 

SC17(0) ΔampC::λattR-attB80 был получен штамм SC17(0) ΔampC:: λattR-

pAH162-Km-Ptac-KDyI.  

Одновременным удалением attL80 сайта с векторной частью из по-

следнего штамма был получен новый вариант, названный SC17(0) 

ΔampC::λattB- Ptac -KDyI. В этот штамм была проведена λRed-зависимая ин-

теграция модификации ΔampH::λattR-attL80-kan-attR80. После вырезания ге-

на kan и интеграции pAH162-PphoC-mvaES с последующим удалением вектор-

ной части, был получен штамм IR3. 

delta crt::pAH162-Ptac-mvkX

7 929 bp

yjgB ytfJ
attL phi80

attR

te tR

tL 3

attR phi80
te tA

attL
TrgnB

mvkX

Ptac
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В штамм IR3 была проведена λRed-зависимая интеграция хромосомной 

модификации ΔcrtEZ::λattR-attL80-kan-attR80. После стандартных шагов для 

интеграции кассеты pAH162-Ptac-mvk
mpd

 был получен штамм IR5. 

На первом этапе, модификация Δgcd::λattR-attL80-kan-attR80 была пе-

ренесена в продуцент изопрена с помощью Red-зависимой интеграции. По-

сле 80-Int/Xis-зависимого удаления маркера устойчивости к канамицину, 

осуществлялся последовательный перенос ΔampC2::λattR-attL80-kan-attR80 и 

Δbla::λattR-attL80-tetAR-attR80 модификаций в штамм с последующим одно-

временным 80-Int/Xis-уделением обоих селективных маркеров. В итоге по-

лученный безмаркерный штамм, содержащий все гены мевалонатного пути, 

интегрированные в хромосому, и три дополнительных attB80 сайта, был на-

зван IR5-3Δ. На каждом этапе конструирования были использованы прайме-

ры, указанные в Таблице 2 и 3. 

 

3.4.2.3. Конструирование набора штаммов интеграцией смеси 

плазмид pAH162-PphoC-mvaES, pAH162-Ptac-mvk и pAH162-Ptac-KDyI в IR5-

3Δ-S 

Смесь плазмид, состоящая из pAH162-PphoC-mvaES, pAH162-Ptac-mvk и 

pAH162-Ptac-KDyI (0.5 мкг каждой) была электропорирована в штамм IR5-3Δ, 

содержащий плазмиду-помощник pAH123-cat. pAH162-PphoC-mvaES и 

pAH162-Ptac-mvk содержали ген устойчивости к тетрациклину, в то время как 

pAH162-Ptac-KDyI содержит ген устойчивости к канамицину. После электро-

порации, клетки культивировали аэробно при +37⁰C в течение 2 часов, после 

чего рассевались на L-агар с добавлением тетрациклина либо с добавлением 

обоих антибиотиков и инкубировались 16 ч при +37⁰C.  
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3.5. Ферментация штаммов 

3.5.1. Ферментация штаммов ISP3-mvk(X) содержащих многоко-

пийную плазмиду с изопренсинтазой 

  

Культивирование штаммов P. ananatis, продуцирующих изопрен, про-

водили в ферментерах ABLE объемом 1 л. Состав среды культивирования 

указан в Таблице 6. Интересующие штаммы высевали на чашку LB, содер-

жащую 60 мг/л хлорамфеникола, и культивировали при 34 ° C в течение 16 

часов. Клетки, полученные с одной чашки, инокулировали и культивировали 

в 0,3 л среды с глюкозой в ферментер объемом 1 л. Культивирование прово-

дили при pH 7.0 (контролируемом газообразным аммиаком) при температуре 

30ºС при перемешивании со скоростью 150 - 300 мл/мин. Контроль переме-

шивания проводили так, чтобы концентрация кислорода в среде составляла 

5% или более. Во время культивирования непрерывно добавляли раствор 

глюкозы 500 г/л, так что концентрация глюкозы составляла 10 г/л.  

Таблица 6 - Состав ферментационной среды. 

Среда A  

Glucose 80 г/л 

MgSO4.7H2O 2,0 г/л 

Среда B  

(NH4)2SO4 2,0 г/л 

KH2PO4 2,0 г/л 

FeSO4.7H2O 20 мг/л 

MnSO4.5H2O 20 м г/л 

Yeast Extract 4,0 г/л 

 

Для индукции генов верхнего мевалонатного пути, регулируемых ара-

бинозным промотором, добавляли L-арабинозу (Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.)  до концентрации 20 mM при OD595=16. После добавления L-

арабинозы ферментационный газ собирали, а концентрацию газообразного 
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изопрена определяли с помощью газовой хроматографии (GC-2010 Plus AF, 

Shimadzu Corporation) проточного мультигазового анализатора (F10, 

GASERA Ltd.). 

3.5.2. Ферментация штаммов производных IR5-3Δ в виалах для га-

зовой хроматографии, содержащих многокопийную плазмиду с изопре-

нсинтазой 

Штаммы были трансформированы мультикопийной плазмидой, содер-

жащей ген изопренсинтазы из Mucuna bracteata, и культивировались при 

34°C на чашках с агаризованной LB средой с добавлением хлорамфеникола 

(100 мг/л) в течение ночи. Выросшие отдельные клоны штаммов P. ananatis, 

содержащие плазмиду пересевали и культивировали в течение ночи при 

34°C. Полученную биомассу инокулировали в 1 мл среды, содержащей хло-

рамфеникол (добавляли в виде спиртового раствора с концентрацией 100 г/л 

до конечной концентрации 100 мг/л). Культивирование проводили в течение 

65 часов при 32°C при перемешивании 120 об/мин в виалах для газовой хро-

матографии объемом 20 мл.  

Состав сред, использованных для оценки продуцирующей способности 

штаммов: 

1) 100 мМ MOPS pH7.0, 5 г/л глюкозы, 18.7 мM NH4Cl, 50.6 мM NaCl, 0.5 мM 

MgSO4, 0.1 мM CaCl2, 1мкM Na2MoO4, 5 мкM NiSO4, 10 мг/л KH2PO4; 

2)  20 мМ MES (pH7.0), 4 г/л глюкозы, 1 г/л MgSO4∙7H2O, 10 г/л (NH4)2SO4, 5 

мг/л FeSO4∙7H2O, 5 мг г/л MnSO4∙5H2O, 50 мг/л Yeast Extract (Difco, Нидер-

ланды). 

3.5.3. Измерение концентрации изопрена 

Приготовление стандартов: 

Для приготовления стандартных растворов изопрена в воде с концен-

трацией 1, 2.5, 5, 10, 20, 50 и 100 мг/л использовался 2,03 г/л раствор изопре-

на в метаноле (конечная концентрация метанола в растворе стандарта 2,5%).  
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Для измерения использовали газовый хроматограф GC-2014 (Shimadzu, 

Япония) с пламенно-ионизационным детектором и парофазным автосемпле-

ром HT200H (hta company, Италия) и колонку RXI-1ms 30м 0,53мм 1,5 мкм 

(Restek, США). Время измерения 15 мин, температура колонки 37
o
C, темпе-

ратура детектора 250
o
C, давление газа в колонке 64,7 кПa, поток поддувочно-

го газа (гелий) 105,1 мл/мин, объемная скорость газа-носителя через колонку 

17,02 мл/мин, объем вводимой пробы 0,4 мл. 

3.6 Экспрессия и очистка рекомбинантных белков 

3.6.1. Экспрессия и предварительный анализ активности мевало-

наткиназ 

Трансформанты культивировали в LB, содержащей 0,1 мг/мл ампицил-

лина (для pET-21a(+) в качестве экспрессионного вектора) либо 0,05 мг/мл 

канамицина (для pET-28b(+) в качестве экспрессионного вектора), при 20°C 

при постоянном перемешивании 140 rpm. При достижении OD600 приблизи-

тельно 0.5, добавляли ИПТГ до конечной концентрации 1 мM, и далее куль-

тивировали в течение ночи при 20°C. Клетки осаждали центрифугированием 

и ресуспендировали в буферном растворе, содержащем 50 mM NaH2PO4, 0.3 

M NaCl и 20 мM имидазола. Затем клетки были разрушены ультразвуком 

(TOMY UD-201) при 3.5. После центрифугирования (20 000 x g, 20 мин) раз-

рушенные клетки адсорбировали на колонке His-SpinTrap (GE Healthcare). 

После промывания тем же буферным раствором белки элюировали буфер-

ным раствором, содержащим 50 мМ фосфата натрия, 0,3 М NaCl и 0,5 М 

имидазола (рН 7,5). Элюат диализовали в течение ночи при 4°С, с внешним 

раствором, содержащим 20 мМ Трис-HCl (рН 7,5) и 50 мМ NaCl, с после-

дующим измерением ферментативной активности. 
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3.6.2. Экспрессия и очистка рекомбинантных мевалонаткиназ из 

M. concilii, M. paludicola, M. mazei, N. maritimus и S. cerevisiae  

Для анализа экспрессии мевалонаткиназ из M. mazei и S. cerevisiae, ка-

ждый трансформант культивировали в пробирке при 20°C, содержащей 20 мл 

LB при 140 об/мин. Для анализа экспрессии мевалоаткиназ из М. concilii и М. 

paludicola, каждый трансформант культивировали в 3-литровой колбе в 2 л 

LB при 20°С, при 140 об/мин. При достижении OD600 порядка 0,5, добавляли 

ИПТГ до конечной концентрации 0,1 мМ (для продуктов генов mvk
mma

, 

mvk
nmr

 и mvk
sce

) или 1 мМ ИПТГ (для продуктов генов mvk
mpd

 и mvk
mcl

), и ин-

кубировали в течение ночи при 20°C для индукции синтеза целевого белка. 

Собранные клетки суспендировали в буферном растворе А (50 мМ фосфата 

натрия, 0,3 М NaCl и 20 мМ имидазола), и клетки были разрушены с помо-

щью ультразвука. Разрушение ультразвуком трансформантов, экспресси-

рующих MVK
mma

, MVK
nmr

 и MVK
sce

 проводилось при амплитуде 3.5, в то 

врема как для трансформантов, экспрессирующих MVK
mcl

 и MVK
mpd

 исполь-

зовалась амплитуда 8. После центрифугирования (28000 x g, 30 мин) супер-

натант адсорбировали на колонке His-Trap HP (GE Healthcare) для элюирова-

ния целевого белка линейным градиентом концентрации имидазола (конеч-

ная концентрация 0,5 М). Полученные белки подвергали диализу (внешний 

раствор, содержит 20 мM Tris-HCl (pH 8.0), 1 мM DTT и 50 мM NaCl). Такой 

белок считался очищенным ферментом. Количество белка измеряли с помо-

щью Bio-Rad Protein Assay Kit и стандартов BSA. 

 

3.6.3. Приготовление PMK 

Ген ERG8 (NM_001182727.1) кодирующий фосфомевалонаткиназу в  

Saccharomyces cerevisiae амплифицировали с помощью ПЦР PrimeSTAR 

MAX DNA Polymerase Premix (Takara Bio Inc.), используя пряймеры  Р41/Р42 

(Таблица 4) и хромосому, выделенную из S. cerevisiae в качестве матрицы.  
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pET21-d(+) обрабатывали рестриктазой NcoI, затем фрагментом Klenow 

DNA polymerase I, после чего рестриктазой EcoRI. Фрагмент DNA, получен-

ный ПЦР был обработан рестриктазой EcoRI и лигирован с описаным выше 

фрагментом вектора. Ожидаемая последовательность ДНК вставленного 

фрагмента была подтверждена секвенированием. 

E. coli BL21(DE3) трансформировали полученной плазмидой и культи-

вировали в 20 мл бульона LB при 30 ° С при 140 rpm. Когда OD600 достиг 

приблизительно 0,7, добавляли 0,1 мМ ИПТГ и культивирование продолжали 

в течение ночи в тех же условиях. Клетки осаждали центрифугированием, 

после чего снова суспендировали в буферном растворе А (50 мМ фосфат на-

трия, 0,3 М NaCl и 20 мМ имидазол) и разрушали ультразвуком. После цен-

трифугирования полученный супернатант осаждали на колонке His-SpinTrap 

(GE Healthcare), а адсорбированные белки элюировали элюирующим раство-

ром (буферный раствор А, содержащий 0,5 М имидазол). Полученный элюат 

диализовали 20 мМ Трис-HCl (pH 8,0), содержащим 50 мМ NaCl в качестве 

внешнего раствора.  

3.6.4. Определение кинетических параметров ферментов и ингиби-

рование DMAPP, GPP, FPP и DPM. 

Каталитическую активность мевалонаткиназы измеряли с использова-

нием модифицированного спектрофотометрического анализа, по сопряжен-

ной реакции образования ADP в обратной реакции пируваткиназы (PK) и 

лактатдегидрогеназы (LDH). Мерой фосфорилирования мевалоната мевало-

наткиназой служила начальная скорость убыли NADH. Миллимолярный ко-

эффециент экстинкции NADH в данном исследовании принимался за 6.22 

мM
-1

 cм
-1

.  

Каждая 100-мкл реакционная смесь содержала 50 мM Tris (pH 7.6), 50 

мM NaCl, 0.4 мM фосфоенолпирувата, 0.05 мM DTT, 0.33 мM NADH, 10 мM 

MgCl2, 2 u LDH и 2 u PK.  
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Константа Михаэлиса по мевалонату Km-Mev для мевалонаткиназ из M. 

concilii, M. paludicola, M. mazei, N. maritimus и S. cerevisiae определялись при 

насыщающей концентрации ATP (5 мM) и переменных концентрациях мева-

лоната. Константа Михаэлиса по ATP Km-ATP для мевалонаткиназ из M. 

concilii, M. paludicola, M. mazei, N. maritimus и S. cerevisiae определялись при 

насыщающей концентрации мевалоната (5 мM) и переменных концентрациях 

ATP. Значения Km и погрешности вычислялись с использованием графиков 

Lineweaver-Burk, полученных путем аппроксимации экспериментальных 

данных в программе SigmaPlot (http://www.systat.com). Для определения ско-

рости сопряженной с реакцией мевалонаткиназы строили график зависимо-

сти от времени изменения адсорбции, связанное с количеством NADH, окис-

ленного до NAD
+
, непрерывно измеренного при 340 нм.  

Исследования ингибирования белка проводили путем добавления тер-

пенилдифосфатов (DMAPP, GPP, FPP или DPM) в различных концентрациях 

к реакционной смеси. 
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1. Новые мевалонаткиназы и их характеристика 

 Снятие ингибирования ферментов конечным продуктом является одной 

из важнейших задач при конструировании штаммов-продуцентов. На сего-

дняшний день из всех ферментов MVA пути ретроингибирование изучено 

только для мевалонаткиназ, из-за сложности получения субстратов соответ-

ствующих реакций и потенциальных ингибиторов. Как было сказано ранее, 

поиск мевалонаткиназ с лучшими кинетическими параметрами лежит в осно-

ве успешного конструирования штаммов-продуцентов.   

4.1.1. Выбор генов, предположительно кодирующих устойчивые к 

ретро-ингибированию мевалонаткиназы 

Впервые устойчивая к ретро-ингибированию MVK была найдена в ме-

таногенной архее Methanosarcina mazei и продемонстрировано эволюционное 

разделение MVK из Archaea, Bacteria и Eukarya (Primak et al., 2011). Эти же 

авторы предположили, что альтернативные механизмы регуляции присущи 

различным филогенетическим ветвям MVK. 

 
Рисунок 13 -  Филогенетический анализ последовательностей 16S рРНК представителей 

архей из класса Methanomicrobia, рассмотренных в работе. M. jannaschii и N. maritimus ис-

пользованы как представители внешней группы. Цифры указывают значения бутстрэпа 

для 1000 итераций. Последовательности 16S rRNA получены из базы данных 

DDBJ/EMBL/GenBank и RefSeq (ID): AUMX01000033, 12…1465: M. bavaricum DSM 4179; 

CP002565, 291377…292844: M. concilii GP6; AE008384, 235306…236779: NC_000909, 

157985…159459: M. jannaschii DSM 2661; M. mazei Go1; AP011532, 106585…108054: M. 

paludicola SANAE; CP000866, 896241… 897709: N. maritimus SCM1. 

 

Большинство метаногенных архей использует CO2 + H2 в качестве суб-

страта, но не могут использовать ацетат (Welte et al., 2014). Только два рода, 

Methanocellales 

Thaumarchaeota 

 

Euryarchaeota/ 

Methanomicrobia 

Methanosarcinales 
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принадлежащие к Methanosarcinales, Methanosarcina и Methanosaeta, способ-

ны использовать ацетат для роста и генерации метана (Ferry et al., 2010); они 

вносят наибольший вклад в  продукцию метана в биосфере. M. mazei принад-

лежит к одному из них – Methanosarcina (Рисунок 13). 

Были проанализированы MVK из представителей класса 

Methanomicrobia. Гомологи MVK из M. mazei были выбраны из базы данных 

для Methanomicrobia (taxid: 224756) с использованием программы PSI-

BLAST (Altschul et al., 1997). Множественное выравнивание было сделано с 

помощью ClustalW (Thompson et al., 1997), филогенетическое дерево выбран-

ных белков было построено с использованием метода ближайших соседей 

(Neighbor-Joining) (Saitou, Nei, 1987). Оказалось, что MVK из семейства 

Methanosaetaceae формируют отдельную, более удаленную эволюционно 

ветвь от ветви семейства Methanosarcinaceae, хотя и относятся к одному по-

рядку Methanosarcinales. При этом MVK из семейства Methanocellaceae, ко-

торое относится к другому порядку Methanocellales, оказываются более близ-

кими с MVK семейства Methanosarcinaceae (Рисунок 14). Таким образом, для 

дальнейшего анализа были выбраны MVK из M. paludicola SANAE, которая, 

не являясь близкородственной M. mazei, обладает похожей первичной струк-

турой, и M. concilii GP6, которая, хоть и относится к тому же порядку 

Methanosarcinales, что и M. mazei, но эволюционно является более далекой. 

Как M. paludicola SANAE, так и M. concilii GP6 являются мезофильными 

микроорганизмами I уровня биобезопасности. Полные аннотированные по-

следовательности геномов доступны для обоих штаммов. M. concilii - хорошо 

изученная метаногенная бактерия, которую можно обнаружить в болотном 

иле (Zehnder et al., 1980; Fathepure, 1983; Patel, Sprott, 1990). M. paludicola 

был первым культивируемым представителем Methanocellales, выделенным 

из почвы рисового поля (Sakai et al., 2008; Sakai et al., 2011). MVK из N. 

maritimus, по классификации относится к Thaumarchaeota, была выбрана в 

качестве внешней к группе Methanomicrobia (Walker et al., 2010). 
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Рисунок 14 - Филогенетический анализ последовательностей MVK из класса Methanomicrobia, рассмотренных в работе. N. maritimus исполь-

зован как представитель внешней группы. Цифры указывают значения бутстрэпа для 1000 итераций. Последовательности мевалонаткиназ получены 

из базы данных DAD/TrEMBL/GenPept (ID): WP_012037131.1: Methanocella arvoryzae; WP_014406849.1: Methanocella conradii; BAI61711.1: 

Methanocella paludicola SANAE; WP_011500381.1: Methanococcoides burtonii; WP_048193216.1: Methanococcoides methylutens; WP_042697404.1: 

Methanocorpusculum bavaricum; WP_011833054.1: Methanocorpusculum labreanum; WP_013037987.1: Methanohalophilus mahii; WP_048150253.1: 

Methanolacinia paynteri; WP_013328711.1: Methanolacinia petrolearia; WP_015052815.1: Methanolobus psychrophilus; WP_023846035.1: Methanolobus 

tindarius; WP_042705532.1: Methanomicrobium mobile; WP_004076515.1: Methanoplanus limicola; WP_013720012.1: Methanosaeta concilii; 

WP_014586538.1: Methanosaeta harundinacea; ABK14267.1: Methanosaeta thermophila PT; AAM04046.1: Methanosarcina acetivorans C2A; 

WP_048154424.1: Methanosarcina barkeri; WP_054297850.1: Methanosarcina flavescens; WP_048124443.1: Methanosarcina lacustris;WP_048036269.1: 

Methanosarcina mazei; WP_048179583.1: Methanosarcina siciliae; WP_048051657.1: Methanosarcina soligelidi; WP_048153542.1: Methanosarcina sp. 

Kolksee; WP_048167857.1: Methanosarcina thermophile; WP_048117800.1: Methanosarcina vacuolata; WP_042685946.1: Methermicoccus shengliensis; 

ABX12211.1: Nitrosopumilus maritimus 
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4.1.2. Клонирование генов мевалонаткиназ из M. concilii, M. 

paludicola, M. mazei, N. maritimus и S. cerevisiae их экспрессия в E. coli и 

очистка соответствующих рекомбинантных белков. 

Нуклеотидные последовальности для генов мевалонаткиназ из M. 

concilii GP6 (GenBank: NC_015416.1, locus_tag="MCON_2559"), M. paludicola 

SANAE (GenBank: AP011532.1, locus_tag="MCP_1639”), M. mazei Go1 

(GenBank: NC_003901.1, locus_tag="MM_RS09140") и N. maritimus (GenBank: 

CP_000866.1, locus_tag="NMAR_0315") и ERG12 гена из Saccharomyces 

cerevisiae (GenBank: X55875.1) были модифицированы для эффективного 

клонирования и экспрессии в E. coli. Для генов mvk
mcl

, mvk
mpd 

и mvk
mma

 были 

оптимизированы кодоны с учетом сохранения темпа трансляции в новом ор-

ганизме для правильного фолдинга белковой структуры во время синтеза 

(OptimumGene™, GenScript), соответствующие последовательности пред-

ставлены ранее (Kazieva et al., 2017). Фрагменты ДНК клонировали на pET-

21a(+) (C-концевой His-Tag) и pET-28b(+) (N-концевой His-Tag) экспресси-

онных векторах.  

Полученные рекомбинантные плазмиды трансформировали в штамм Е. 

coli BL21 (DE3), лизогенный по фагу DE3 с геном 1.0 РНК полимеразы фага 

Т7 (РНКПТ7) под транскрипционным контролем PlacUV5 промотора (Studier & 

Moffatt, 1986). Полученные клоны культивировали в среде LB при +34°С до 

OD600 = 0,8. Для индукции синтеза РНКПТ7 добавляли 1 мМ IPTG и культи-

вирование продолжали в течение 1 часа. SDS-PAAG электрофорез раствори-

мых и нерастворимых фракций клеточных полипептидов выявил в условиях 

индукции высокое накопление целевого белка в нерастворимой фракции и 

только следовые количества в растворимой фракции - типичная картина SDS-

электрофореза проб белков для одного из полученных рекомбинантных 

штаммов представлена на (Рисунок 15). Практически все полученные реком-

бинантные шаммы обеспечивали достаточно высокий уровень накопления 

целевых белков с несколько более высоким накоплением в случае векторов 

на основе pET-28b(+). Тем самым целевые полипептиды синтезировались в 
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виде гибридных белков с 20 дополнительными N-концевыми аминокислот-

ными остатками, включая кластер из 6 гистидинов, слитых с N-концом раз-

личных мевалонаткиназ. 

 

 
 

 

Рисунок 15 - Электрофорез в ПААГ лизата BL21(DE3)/pET28b(+)-mvk(Mpd) 

 

Оказалось, что растворимость рекомбинантных полипептидов могла 

быть существенно повышена при культивировании клеток при пониженной 

температуре (20°C) после индукции. Пять рекомбинантных мевалонаткиназ 

из M. concilii, M. paludicola, M. mazei, N. maritimus и S. cerevisiae были очи-

щены с помощью металл-аффинной хроматографии до 95% гомогенности 

(см. «Материалы и  Методы»), оцениваемой визуально SDS-PAGE с окраши-

ванием Coomassie (Рисунок 16).   

 

Рисунок 16 - Электрофорез мевалонаткиназ очищенных с помощью металл-

аффинной хроматографии в ПААГ 
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Мевалонаткиназы принадлежат к семейству GHMP киназ (Bork et al., 

1993). Для описанных ранее членов этого семейства обычно наблюдается 

мономерный или гомодимерный состав. Массы, определенные с помощью 

гель-фильтрации (см. «Материалы и  Методы»),  составляют 158 кДа для M. 

concilii и 72 кДа для M. paludicola. Рассчитанные из аминокислотных после-

довательностей молекулярные массы, составляют 35,6 кДа и 33,9 кДа соот-

ветственно. Следовательно, MVK
mpd

 образует димер в растворе, аналогично 

другим гомодимерным GHMP киназам, тогда как MVK
mcl  

имеет необычную 

тетрамерную структуру. Недавно был охарактеризована еще одна мевалонат-

киназа имеющая тетрамерную структуру из Trypanosoma evensi (Duarte et al., 

2018). Интересно, что этот фермент имеет большую гомологию с мевалонат-

киназами из архей, а не из эукариот. 

4.1.3. Определение кинетических параметров MVK
Mma

, MVK
Mpd

, 

MVK
Mma

 , MVK
Nmr

 и MVK
Sce

 

Для каждого фермента скорость фосфорилирования мевалоната кон-

тролировалась в сопряженной реакции с пируваткиназой и лактатдегидроге-

назой в соответствии с (Andreassi et al., 2004). Полученные [S] -v графики по-

казаны на Рисунке 17. 

Были рассчитаны кажущиеся значения Km по отношению к ATP (Km-

ATP) и мевалонату (Km-Mev) для каждого His-tag рекомбинантного фермен-

та с использованием уравнения Михаэлиса-Ментен. 
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Рисунок 17 - Графики Michaelis-Menten для расчета Km 
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В условиях эксперимента наблюдалось значительно более высокое 

сродство к мевалонату и ATP для MVK из M. concilii (Km-Mev = 17.0 ± 0.5 

мкM, Km-ATP = 74 ± 1 мкM) и M. paludicola (Km-Mev = 15.0 ± 0.5 мкM, Km-ATP = 

119 ± 2 мкM) по сравнению с MVK
mma

 (Km-Mev = 83 ± 2 мкM, Km-ATP = 687 ± 9 

мкM) или MVK
sce 

(Km-Mev = 73 ± 2 мкM, Km-ATP = 464 ± 8 мкM). MVK
mpd

 пока-

зала самую низкую  kcat (7.30 ± 0.04 с
-1

) среди всех изученных ферментов, то-

гда как для MVK
mcl

 kcat была сравнимой с MVK
mma

  и MVK
sce

 (14.0 ± 0.1 с
-1

, 

19.0 ± 0.2 с
-1

, и 16.0 ± 0.1 с
-1

, соответственно). Самая высокая каталитическая 

эффективность (kcat / Km-Mev = 0.824 мкM с
-1

) наблюдалась для MVK
mcl

 (Таб-

лица 7). Каталитическая эффективность MVK
mpd

 оказалась примерно в 2 раза 

ниже, чем для  MVK
mcl

, но в 2 раза выше, чем для MVK
mma

. 

 

Таблица 7 - Кинетические характеристики мевалонаткиназ 

MVK 
Km-Mev 

(мкM) 

Km-ATP 

(мкM) 

Удельная актив-

ность 

мкмоль/мин*мг 

kcat (с
-1

) 
kcat /Km-Mev 

(мкM/с) 

mcl 17.0±0.5 74±1 233±2 14.0±0.1 0.824 

mpd 15.0±0.5 119±2 129±1 7.30±0.04 0.487 

mma 83±2 687±9 348±3 19.0±0.2 0.229 

nmr 461±7.5 1006±20 204±2 12±0.11 0.026 

sce 73±2 464±8 188±3 16.0±0.1 0.219 

 

Таким образом, константы Михаэлиса по (R, S)-мевалонату, опреде-

ленные для этих ферментов, в 4-5 раз ниже, чем у MVK
mma

 (см. (Primak et al., 

2011) и эту работу), MVK
nmr

 (эта работа) или  MVK из M. jannaschii, который 

относится к гипертермофильным, автотрофным и строго гидрогенотропным 

археям (Huang et al., 1999). Сравнимый Km по (R, S)-мевалонату  Km-Mev = 

19,0 µМ ранее наблюдался для MVK свиньи; однако этот фермент чувствите-

лен к ретро-ингибированию (Houten et al., 2000).  
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4.1.4. Превращение мевалоната в фосфо- и дифосфомевалонат in 

vitro в присутствии очищенной мевалонаткиназы и фосфомевалонатки-

назы из S. cerevisiae. 

Мевалоновая кислота содержит две гидроксильные группы (С3 и С5) и 

С1-карбоксильную группу, которые могут быть фосфорилированы. Мевало-

нат-5-фосфат является промежуточным звеном в классическом мевалонатном 

пути. Продукты реакций, катализируемых двумя другими мевалонаткиназа-

ми из архей Methanosarcina mazei и Methanocaldococcus jannaschii, могут 

быть затем превращены в дифосфомевалонат 5-фосфомевалонаткиназой из S. 

cerevisiae (PMK) (Primak et al., 2011). С другой стороны, две ATP (R)-

мевалонат 3-фосфотрансферазы недавно были идентифицированы в археях 

Thermoplasma acidophilum (Azami et al., 2014) и Picrophilus torridus (Rossoni 

et al., 2015).   

Для определения того, какая группа подвергается фосфорилированию 

MVK
mcl

 и MVK
mpd

, применялся метод in vitro, разработанный ранее 

(Andreassi et al., 2001) и использованный в дальнейшем для анализа ингиби-

рования MVK с помощью DPM (Primak et al., 2011). В этом подходе сначала 

в присутствии MVK фосфорилируется мевалонат с последующей конверсией 

фосфомевалоната в DPM после добавления PMK. В обоих случаях скорость 

образования ADP контролировалась как уменьшение оптической плотности 

при 386 нм в сопряженной реакции пируваткиназы и лактатдегидрогеназы 

при спектрофотометрическом анализе (миллимолярный коэффициент по-

глощения NADH при 386 нм принимался за 0,61 мМ
-1

 см
-1

). 

Полученные кривые подтвердили полное превращение мевалоната в 

DPM через фосфомевалонат (Рисунок 18). Полученные результаты свиде-

тельствуют о том, что MVK
mcl

 и MVK
mpd

 следует рассматривать как мевало-

нат-5-киназы. Тем не менее, чтобы убедиться, что эти ферменты не могут 

продуцировать также мевалонат-3-фосфат, необходима прямая идентифика-

ция продуктов, образующихся в реакциях. 
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Рисунок 18 - Превращение фосфомевалоната, продуцируемого MVK
mma

, MVK
sce

, 

MVK
mcl

, MVK
mpd

 и MVK
nmr

 в дифосфомевалонат PMK из S. cerevisiae. 

Превращение мевалоната в фосфо- и, впоследствии, дифосфомевалонат контролировали 

косвенно, путем окисления NADH в сопряженной реакции пируваткиназы и лактатдегид-

рогеназы. На графике изображена кинетика поглощения при 386 нм. Очищенную PMK 

добавляли в точках, обозначенных стрелками 

 

В реакциях с MVK
mma

, MVK
sce

, MVK
mcl

 и MVK
mpd

 наблюдалось почти 

линейное уменьшение поглощения до добавления PMK. Напротив, для 

MVK
nmr

 наблюдалось ступенчатое снижение скорости реакции, связанное с 

накоплением продукта. Этот результат указывает на ингибирование MVK
nmr

 

продуктом фосфомевалонатом. 
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4.1.5. Проверка ингибирования различных мевалонаткиназ интер-

медиатами мевалонатного пути, GPP и FPP 

Производилась оценка ингибирования MVK из M. concilii, M. 

paludicola, M. mazei, S. cerevisiae и N. maritimus нижестоящими промежуточ-

ными продуктами биосинтеза изопреноидов (DPM, DMAPP, GPP и FPP). Для 

этого проводилось параллельное измерение активности в присутствии высо-

кой концентрации потенциального ингибитора и без него (таблица 8). 

 

Таблица 8 - Влияние потенциальных ингибиторов на активность мевалонаткиназы 
Представлены результаты индивидуальных экспериментов. Показаны относительные ка-

талитические активности ферментов (%). Активность без потенциальных ингибиторов 

принималась за 100%. 

 

MVK 
DPM DMAPP GPP FPP 

1mM 5 mM 100 мкM 100 мкM 

sce 96 8 9 10 

mma 85 91 96 98 

mcl 99 122 104 105 

mpd 105 97 101 101 

nmr 97 95 100 92 

 

В таблице указаны относительные каталитические активности (%) каж-

дого фермента. Активность в реакционной смеси без ингибиторов принима-

лась равной 100%. Согласно ранее опубликованным данным, MVK из S. 

cerevisiae сильно ингибируется 5 мМ DMAPP, 0,1 мМ GPP и 0,1 мМ FPP, но 

не ингибируется 1 мМ DPM. Для MVK из M. janashii уже при концентрации 5 

мкM GPP и FPP активность снижается примерно в два раза (Huang et al., 

1999). Мевалонаткиназа из M. mazei не ингибируется 0,1 мМ GPP и 0,1 мМ 

FPP. Небольшое снижение активности наблюдалось для этого фермента при 
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добавлении 1 мМ DPM или 5 мМ DMAPP. Ни MVK
mcl

, ни MVK
mpd

 не инги-

бировались 1 мМ DPM, 5 мМ DMAPP, 0,1 мМ GPP или 0,1 мМ FPP (Таблица 

8). Напротив, фермент из M. concilii даже слегка активировался 5 мМ DMAPP 

(его активность увеличилась на 20% по сравнению с контролем). Более низ-

кие концентрации (33,6 мкМ или 168 мкМ) DMAPP или IPP не влияли на ак-

тивность этого фермента.  

 

4.1.6. Анализ генетического окружения генов mvk 

Суммируя приведённые выше данные можно заключить, что все про-

веренные нами MVK из архей, оказались устойчивыми к ретро-

ингибированию. Исходя из этого, можно предположить, что данные археи 

могут использовать другой механизм регуляции MVA пути. Вполне вероят-

но, что экспрессия генов, участвующих в нижнем MVA пути, координирует-

ся в этих организмах на уровне транскрипции.  

Для бактерий известно, что часто скоординированная транскрипция ге-

нов, относящихся к одному метаболическому пути, реализуется благодаря 

образованию оперона. Было проанализировано окружение ортологов MVK, 

обнаруженных в сиквенированных геномах, с помощью программного обес-

печения STRING v.10 (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes / Proteins) 

(Szklarczyk et al., 2015). У всех представителей Methanomicrobia ген mvk вхо-

дит в состав протяженных оперонов, включающих и другие гены нижнего 

мевалонатного пути (Рисунок 19). Во многих других Euryarchaeota ген mvk 

связан с геном IP-киназы, как показано на Рисунке 19. И наоборот, ORF, ко-

дирующая чувствительную к ретро-ингибированию MVK из M. jannaschii 

(Huang et al., 1999), расположен в геноме как отдельный ген. Такое же от-

дельное расположение гена mvk является характерным и для других организ-

мов, содержащих мевалонаткиназы, подверженные ретроингибированию. 

Хотя для подтверждения нашей гипотезы о скоординированной регуляции 
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транскрипции генов мевалонатного пути в археях необходимы дальнейшие 

исследования, мы полагаем, что анализ генетического окружения может быть 

полезен для поиска новых генов мевалонаткиназ, не подверженных ретро-

ингибированию. 

 

 

Рисунок 19 - Консервативные последовательности, включающие гены, коди-

рующие устойчивые к ретро-ингибированию мевалонаткиназы из архей. 

(а) RpoK, (b) 30S рибосомальный белок S2, (c) гипотетический белок, (d) мевало-

наткиназу, (e) изопентенилкиназу, (f) изопентенилпирофосфат изомеразу, (g) изопренил-

дифосфатсинтазу, (h) белок, содержащий бета-лактамазу, (i) енолазу, (j) шикимат-5-

дегидрогеназу, (k) гипотетический белок, (1) гипотетический белок. 
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4.1.7. Анализ структурных особенностей устойчивых к ретроинги-

бированию мевалонаткиназ 

В настоящее время получена кристаллическая структура мевалонатки-

назы крысы в комплексе с ATP (ингибируется по конкурентному механизму), 

на основании которой можно было бы попытаться  выявить структурные 

особенности устойчивых к конкурентному ингибированию ферментов. Для 

полученной ранее структуры MVK крысы в комплексе с ATP были опреде-

лены аминокислотные остатки, которые взаимодействуют с фосфатными ос-

татками ATP (Fu et al., 2002). Чтобы попытаться понять, за счет чего все-таки  

описанные в данной работе мевалонаткиназы не подвержены конкурентному 

ингибированию, нами было проведено выравнивание известных аминокис-

лотных последовательностей мевалонаткиназ. Выравнивание аминокислот-

ной последовательности рассчитывали с помощью программы CLUSTALX и 

веб-инструмента ESPRIPT 3.0. Вторичная структура MVK Rattus norvegicus, 

размещенная над выравниванием, была загружена из базы данных PDB.  

При структурном выравнивании MVK было показано, что Мотивы 1, 2 

и 3 - консервативные мотивы GHMP-киназ являются консервативными для 

организмов, принадлежащих к различным царствам (Рисунок 20). Как видно 

из рисунка, в прокариотических MVK спейсер между консервативными об-

ластями 1 и 2 значительно короче, чем у эукариотических ферментов. Из-

вестно, что среди аминокислотных остатков MVK крысы, участвующих в 

связывании изопреноидной группы фарнезилтиофосфата, пять расположены 

в данном спейсере, а четыре аминокислоты расположены в консервативной 

области и только P139 является высококонсервативным. Возможно, структу-

ра этой области определяет спектр ингибиторов, которые могут взаимодейст-

вовать с конкретным ферментом. 
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Рисунок 20 - Структурное выравнивание последовательности белков MVK. 

Консервативные остатки во всех четырех белках, выделены черным цветом. Остатки, во-

влеченные в связывание фосфатных групп ATP, обозначены кружками, а изопреноидных 

фрагментов обозначены звездочками. Положительно заряженные лизин и аргинины в Мо-

тиве 4 MVK
mcl

 обозначены треугольниками. Hsa – Homo sapiens, Rno – Rattus norvegicus, 

Hbr – Hevea brasiliensis, Efq – Enterococcus faecalis, Spn – Streptococcus pneumonia, C190 – 

Streptomyces sp. CL190. 

Motif 1 

 Motif 2  

 Motif 3  

 

 Motif 4  
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Мотив 4 - менее консервативный мотив, который можно определить на 

основе этого выравнивания. Данная область в MVK
mcl

 содержит две положи-

тельно заряженные аминокислоты - лизин и аргинин, которые расположены 

между остатками, отвечающими за связывание фосфатной части ATP (Рису-

нок 20, треугольники). Возможно, именно эта структурная особенность вы-

зывает специфические биохимические свойства MVK
mcl

. Дальнейшее изуче-

ние MVK из архей, бактерий и эукариот и сравнение их структур могут обес-

печить понимание механизма взаимодействия между потенциальными инги-

биторами  прокариотических и эукариотических MVK.  

Понимание структурных особенностей связанных с ингибированием 

мевалонаткиназ очень важно, поскольку у человека как избыточная, так и не-

достаточная активность фермента вызывает соответствующие заболевания 

(Qiu et al., 2006; Schneiders et al., 2006). Кроме того, они могут составлять от-

дельный класс новых антимикробных агентов (Gharehbeglou et al., 2015). 

 

4.1.8. Сопоставление продукции изопрена изогенными штаммами с 

разными мевалонаткиназами  

 Целью данной работы являлся поиск не подверженных ретро-

ингибированию MVK, которые могли бы обеспечить увеличение продукции 

изопрена клетками P. ananatis. В первой части работы были найдены и оха-

рактеризованы две новые устойчивые к ретроингибированию мевалонатки-

назы, обладающие существенно лучшими кинетическими параметрами, чем 

ранее описанная MVK
Mma

. Однако измерение кинетических параметров за-

частую проводится в условиях далеких от физиологических. Кроме того, 

продуцирующая способность штамма зависит не только от кинетических па-

раметров соответствующих биосинтетических ферментов, но и от их содер-

жания в клетках, т.е. от уровня экспрессии кодирующих их генов. Как из-

вестно, уровень экспрессии гена определяется совокупностью целого ряда 

факторов (эффективность инициации транскрипции, стабильность мРНК, 
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эффективность её трансляции, стабильность и растворимость образующегося 

белка). Поэтому невозможно гарантировать, что введение в штамм-

продуцент генов высокоэффективных мевалонаткиназ mvk
mcl

 или mvk
mpd

 не-

медленно улучшит его продуцирующую способность.  

Чтобы выяснить, какой из генов действительно обеспечивает макси-

мальную продукцию, было необходимо сконструировать набор изогенных 

штаммов, содержащих все гены мевалонатного пути, различающиеся только 

геном мевалонаткиназы.  

На момент начала работы в нашей лаборатории был получен модель-

ный штамм-продуцент изопрена P. ananatis ISP3-S (SC17(0)ΔampC::KKDyI-

ispS(K) ΔampH::Para-mvaES Δcrt::Ptac-ispS(M)-mvk
mma

), в геном которого были 

интегрированы все гены мевалонатного пути и ген изопренсинтазы (Mihara et 

al., 2016). На его базе была получена линия изогенных штаммов ISP3-mvk
mpd

   

ISP3.2-mvk
mcl

 и ISP3.2-mvk
mma

 с генотипом SC17(0)ΔampC:: Ptac-KKDyI-

ispS(K) ΔampH::Para-mvaES Δcrt::Ptac-mvk(X), различающихся только геном 

мевалонаткиназы. 

  Для проверки продуцирующей способности, изогенные штаммы ISP3-

mvk
mpd

, ISP3.2-mvk
mma

 и ISP3.2-mvk
mcl

 были трансформированы многокопий-

ной плазмидой pSTV28-Ptac-ispS(K) (Mihara et al., 2015), несущей ген изопре-

нсинтазы из Kudzu (Pueraria montana). Полученные плазмидные штаммы 

культивировировали в соответствии с протоколом, подробно описанным в 

разделе «Материалы и Методы». Особенностью изопреновой ферментации 

является то, что её конечный продукт находится в газообразном состоянии 

(температура кипения изопрена +34°С). В ходе ферментации измерялась 

концентрация изопрена в выходящем газе в режиме реального времени с по-

мощью проточного мультигазового анализатора (F10, GASERA Ltd). Количе-

ства накопленного изопрена за время ферментации приведены в Таблице 9.  

Из полученных данных видно, что даже в штамме, несущем дополни-

тельный ген мевалонаткиназы из S. cerevisiae, введение генов mvk из M. 
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paludicola или M. concilii, обеспечило большую продукцию изопрена, чем ин-

теграция ранее известного гена из M. mazei.  

 

Таблица 9 - Продукция изопрена штаммами, содержащими различные гены мевало-

наткиназ. 

Штамм Изопрен, мг Глюкоза, г Выход, г/г % 

ISP3.2-mvk(Mma) 276 64.3 0,42 

ISP3.2-mvk(Mcl) 301 67.2 0,48 

ISP3.2-mvk(Mpd) 307 60.1 0,51 

 

В дальнейшем, была продолжена линия штаммов с мевалонаткиназой 

из M. paludicola.  Для улучшения экспрессии генов фосфомевалонаткиназы, 

дифосфомевалонат декарбоксилазы и IPP изомеразы в этом штамме, был 

удален ген мевалонаткиназы из S. cerevisiae (проксимальный ген KKDyI опе-

рона), а в оставшихся генах нижнего мевалонатного пути были заменены ар-

гининовые кодоны, редко встречающиеся в P. ananatis (Рисунок 21). Для это-

го был осуществлён химический синтез фрагмента, включающего гены PMK, 

MVD и yldI с оптимизированной последовательностью ДНК и осуществлено 

его клонирование и интеграция в хромосому штамма SC17(0) с последую-

щим переносом в штамм-продуцент (Tajima et al., 2017).  

 

Рисунок 21 -  Схема расположения редковстречающихся кодонов в P. ananatis в опе-

роне нижнего MVA пути из S. cerevisiae (красным цветом выделены кодоны в начале 

генов либо сдвоенные, наиболее сильно влияющую на трансляцию). 
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Благодаря этой модификации, продукция изопрена значительно увели-

чилась и составила 563 мг. Последующая замена арабинозного промотора 

перед генами верхнего MVA пути на авторегулируемый промотор PphoC, ак-

тивирующийся лимитом по фосфату при входе клеток в стационарную фазу, 

привело к дальнейшему увеличению продукции до 869 мг (Tajima et al., 

2017). Полученный таким образом штамм был назван SWITCH-phoC. 

4.2. Обеспечение баланса биосинтетических активностей в штамме, про-

дуцирующем DMAPP, при введении дополнительных копий генов мева-

лонатного пути. 

 

При несбалансированной экспрессии генов любого биосинтетического 

пути происходит накопление интермедиатов, которые будут оказывать влия-

ние на продукцию. Для мевалонатного пути известно, что, по крайней мере, 

часть его интермедиатов может накапливаться в клетке и оказывать токсиче-

ское воздействие (Martin et al., 2003; Pitera et al., 2008). Так, при несбаланси-

рованной суперэкспрессии генов верхнего мевалонатного пути может накап-

ливаться  гидроксиметилглутарил-CoA, что приводит к нарушению биосин-

теза жирных кислот и изменению состава клеточной мембраны, вызывая зна-

чительное замедление роста (Kizer et al., 2008). При согласованной же работе 

генов верхнего мевалонатного пути образуется мевалонат, который легко 

секретируется клетками и может накапливаться в культуральной жидкости 

до высокой концентрации, не вызывая заметного ухудшения роста культуры. 

Продуктами реакции мевалонаткиназы и последующих ферментов мевало-

натного пути являются фосфорилированные интермедиаты, которые накап-

ливаются в клетке, и являются ингибиторами большинства мевалонаткиназ. 

Для достижения высоких уровней продукции изопреноидов необходимо ис-

пользовать мевалонаткиназы, устойчивые к данным ретроингибиторам 

(Primak et al., 2011; Kazieva et al., 2017). Кроме того, накопление  дифосфоме-

валоната может приводить к резкому снижению уровня ATP и dNTP в клет-

ке, накоплению повреждений ДНК, и остановке роста (Sánchez et al., 2015). 
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Накопление IPP обратно коррелирует с уровнем ATP в клетке и дестабилизи-

рует фосфомевалонаткиназу из S. cerevisiae, что может авторегулировать его 

биосинтез (George et al., 2018). С другой стороны, IPP, DMAPP и пирофосфа-

ты с более длинной цепью (GPP, FPP и т.д.) являются необходимыми для 

клетки, и истощение их пула также приводит к остановке роста. Кроме того, 

для синтеза необходимых клетке изопреноидов необходимо строго опреде-

ленное соотношение концентраций IPP и DMAPP, которое определяется 

свойствами IPP изомеразы (Berthelot et al., 2012). Высокий уровень продук-

ции изопрена нарушает необходимый баланс, вызывая дефицит DMAPP 

(Martin et al., 2003).  

При конструировании штамма-продуцента изопрена гетерологичные 

гены мевалонатного пути в составе трех интегративных кассет были после-

довательно интегрированны в хромосому штамма SC17(0), λRed-устойчивого 

производного AJ13355, с помощью метода Dual In/Out. При этом гены верх-

него мевалонатного пути из E. faecalis (Yoon et al., 2009; Zurbriggen et al., 

2012) под транскрипционным контролем PphoC промотора входили в состав 

первого из оперонов (Tajima et al., 2016). Гены нижнего мевалонатного пути 

из S. cerevisiae с оптимизированными для экспрессии в P. ananatis  кодонами 

под контролем конститутивного Ptac промотора входили в состав второго 

оперона (Tajima et al., 2016). Ген мевалонаткиназы из M. paludicola экспрес-

сировался отдельно под контролем конститутивного Ptac промотора в составе 

третьей кассеты (Mihara et al., 2017). Таким образом, полученный штамм  

SWITCH-phoC содержал все гены мевалонатного пути, интегрированные в 

хромосому в одной копии. При этом была достигнута сравнительно высокая 

продукция изопрена (Tajima et al., 2016). Можно было ожидать, что сбалан-

сированное увеличение числа копий отдельных или, возможно, всех выбран-

ных генов позволит обеспечить повышенное накопление изопрена.  
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4.2.1. Конструирование базового штамма для одновременной инте-

грации нескольких экспрессионных кассет 
 

 Чтобы обеспечить сбалансированное увеличение уровней экспрессии 

генов мевалонатного пути, было решено первоначально осуществить конст-

руирование рекомбинантного штамма, содержащего в своем геноме (1) все 

гены мевалонатного пути, (2) несколько точек потенциальной интеграции 

«дополнительных» копий уже интегрированных генов этого биосинтетиче-

ского пути или их гомологов из других организмов (в данной работе исполь-

зовалась стратегия с 3 точками потенциальной вторичной интеграции, а «до-

полнительные» гены входили в состав тех же интегративных кассет, которые 

использовались на первом этапе – в идеале число потенциальных точек инте-

грации должно было бы быть значительно бóльшим, а интегрировать «до-

полнительные» гены надо было бы по одному. Тем не менее, даже использо-

ванная, существенно методически сокращенная стратегия с минимальными 

затратами на селекцию на заключительном этапе, как будет видно из пред-

ставленных результатов, позволила отобрать желаемый продуцент изопрена, 

превосходящий на 30% свой исходный аналог). В полученную таким образом 

хромосому реципиентного штамма, IR5-3Δ (Табл. 1), в одном эксперименте 

должна была вводиться смесь CRIM плазмид (в нашем случае – из 3 различ-

ных плазмид с 1 из двух селективных маркеров устойчивости к антибиоти-

кам – Tc
R
, Km

R
) со всеми генами мевалонатного пути и интегрироваться по 

80-Int-зависимому механизму с последующим отбором целевых множест-

венных интегрантов на среде с обоими антибиотическими маркерами. Инди-

видуальные клоны планировалось использовать в качестве реципиентов для 

электропорации плазмиды с геном изопренсинтазы, а полученные трансфор-

манты – тестировать на продукцию изопрена. 
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4.2.1.1. Необходимость модификации метода Dual In/Out 

 

Предлагаемая стратегия была реализована с получением штамма IR5-

3Δ клонированием всех генов мевалонатного пути и созданием трех точек 

интеграции дополнительных копий генов следующим образом. Первоначаль-

но в качестве основного метода для интеграции целевых генов планирова-

лось использовать Dual In/Out стратегию (Minaeva et al., 2008). Однако, в 

данном случае прямое использование всех ранее созданных элементов мето-

да Dual In/Out было осложнено тем, что при λRed-зависимой интеграции 

маркированных линейных кассет attL80-kan-attR80 с флангами 40 пн, гомо-

логичных целевому локусу хромосомы, происходила их рекомбинация с вве-

денными ранее кассетами из-за присутствия на их флангах attL80  и attR80 в 

составе более протяженных участков исходной кассеты (463 пн и 388 пн).  

Чтобы последовательно вводить несколько B80 сайтов с помощью 

λRed-интеграции непосредственно в продуцент, было решено провести неко-

торую модификацию ранее разработанной стратегии Dual In/Out. Каждый раз 

при внесении будущей точки 80-Int-зависимой интеграции CRIM плазмиды, 

первоначально в выбранную область бактериальной хромосомы осуществля-

лась Red-зависимая интеграция  линейного фрагмента ДНК следующей 

структуры – attR-attL80-kan-attR80, т.е. содержащего дополнительный сайт 

R перед сайтом L80. После 80-Xis/Int-зависимого удаления введенного 

Km
R
-маркера это позволяет получить в составе хромосомы точку последую-

щей 80-Int-зависимой интеграции CRIM плазмиды в виде attR-attB80 вме-

сто стандартного attB80. Тогда, при интеграции CRIM плазмид в модифици-

рованный сайт интеграции вновь образующийся рекомбинантный сайт attL80  

оказывается окруженным прямым повтором двух сайтов attR, т.е., – attR1-

attL80-attR2, одним (attR1) – ранее введенным в хромосому при образова-

нии точки интеграции, и вторым (attR2) – из структуры вновь введенной 

CRIM плазмиды.  
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Рисунок 22 - Модифицированный метод Dual In/Out  

В этом случае при экспрессии в клетках генов xis-int фага λ и удаления 

векторной части CRIM плазмиды, равновероятна рекомбинация между един-

ственным рекомбиногенным сайтом attL и одним из двух имеющихся в 

хромосоме сайтов attR1 или attR2. В результате этих событий образуются 

интересующие нас рекомбинанты, утратившие векторную часть плазмиды и 

сайт attL80 (при рекомбинации по сайту attR1) или из хромосомы удаляется 

только векторная часть плазмиды (при рекомбинации по сайту attR2) (Рису-

нок 22.), соответственно. Отметим, что хотя предварительное удаление R2 из 

состава интегративного вектора делает безальтернативным результат фи-

нальной рекомбинации, на практике при использовании интегративных 

плазмид, содержащих attR 2, желаемые варианты образуются с частотой 50% 
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и легко могут быть отобраны с помощью PCR. Поэтому в данном экспери-

менте мы использовали ранее сконструированные CRIM плазмиды. Для бу-

дущих экспериментов сайт attR 2 был удален из вектора pAH162-λattL-Tc
R
-

λattR.  

 

4.2.1.2. Использование модифицированного метода Dual In/Out для 

конструирования штамма IR5-3Δ 

С помощью модифицированного метода Dual In/Out CRIM плазмиды 

pAH162-Km-Ptac-KDyI, pAH162-PphoC-mvaES и pAH162-Ptac-mvk
mpd

 были по-

следовательно интегрированы в локусы ampC, ampH и crt, соответственно, 

каждый раз за счет функционирования интегразы 80-Int с последующим 

удалением векторной части CRIM плазмиды с помощью -Xis/Int и отбором 

вариантов, утративших attL80. Затем в ген gcd с помощью Red-зависимой ин-

теграции линейного фрагмента attR-attL80-kan-attR80 с последующим 80-

Xis/Int-зависимым удалением маркера была введена “точка интеграции” 

(attR-attB80). Полученный штамм был назван IR5-∆gcd. Аналогично была 

получена еще одна интеграции линейного фрагмента с одновременной деле-

цией генов ampC2. Как и ожидалось, присутствие в геноме ранее интегриро-

ванных R80, но в отсутствие соответствующих attL80, не снижало частоту 

λRed-интеграции в целевые локусы хромосомы за счет «ошибочной интегра-

ции» в ранее введенные кассеты. Полученный устойчивый к канамицину 

штамм, несущий attR-attL80-kan-attR80 в локусе ampC2, был назван IR5-2∆. 

На последнем этапе мы решили проверить возможность одновременно-

го удаления сразу двух маркеров антибиотической устойчивости из генома P. 

ananatis с использованием плазмиды-помощника pAH129-cat. Т.к. специфи-

чески направленная  λRed-интеграция кассеты, фланкированной R-L80 и 

R80, в целевой локус хромосомы штамма, уже несущего attR-attL80-kan-

attR80, была невозможна, хромосомная модификация ∆bla::attR-attL80- 

tetAR-attR80 была сконструирована в штамме SC17(0) дикого типа, как опи-
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сано в разделе “Материалы и методы”, и перенесена в штамм IR5-2∆ методом 

электропорации геномной ДНК. Описанная выше стандартная процедура 

80-Xis/Int-зависимого удаления маркера была применена для одновремен-

ного удаления генов канамициновой и тетрациклиновой устойчивости из по-

лученного штамма, в результате чего был получен штамм IR5-3Δ. Частота 

отбора клонов, чувствительных к обоим антибиотикам, составила в этом экс-

перименте около 1%. Учитывая, что общее число клонов в таких экспери-

ментах превосходит 10
4
, представляется возможным излечивание штаммов 

даже от трех маркеров антибиотической устойчивости одновременно, что 

может существенно ускорить их конструирование. 

С другой стороны, полученный результат показывает, при 80-Xis/Int-

зависимом удалении маркера антибиотической устойчивости из “точки инте-

грации” c достаточно высокой вероятностью могут утрачиваться ранее вве-

денные экспрессионные кассеты, если они фланкированы сайтами attL80 и 

attR80. Проведенная нами модификация метода Dual In/Out, обеспечивающая 

удаление attL80 из состава интегрированной генетической кассеты, позволяет 

предотвратить такие нежелательные события.   

 

4.2.1.3. Подтверждение зависимости уровня экспрессии гена от его 

локализации в геноме P. anantis 

 

Введенные в хромосому штамма IR5-3∆ сайты attR-attB80 были рас-

положены на разном расстоянии от точки начала репликации хромосомы 

(Рисунок 23). Мы не могли исключать, что продуцирующая способность 

штамма зависит не только от числа копий того или иного гена, но и от их 

расположения в хромосоме. Для E. coli хорошо известно, что в логарифмиче-

ской фазе роста локусы хромосомы, расположенные вблизи начала реплика-

ции, присутствуют в клетках в большем числе копий, чем локусы, располо-

женные на противоположной стороне хромосомы за счет присутствия раз-

ветвленной Ɵ структуры частично реплицированной кольцевой бактериаль-



100 

 

 

ной хромосомы  (Minaeva et al., 2008). Интегративная кассета может подвер-

гаться сквозной транскрипции с хромосомы, хотя для снижения влияния это-

го эффекта в используемой для интеграции конструкции был предусмотрен 

терминатор, предотвращающий эту сквозную транскрипцию (Minaeva et al., 

2008). Зная соотношение времени репликации С ко времени удвоения τ, для 

E. coli может быть рассчитан уровень экспрессии гена E в зависимости от его 

положения на хромосоме относительно начала репликации p по формуле  

E=E0 2
-p*C/τ

, где E0 – уровень экспрессии при p0, т.е. в oriC (Bloch et al., 2012). 

Рисунок 23 иллюстрирует расположение локусов, использованных в данной 

работе, относительно начала репликации хромосомы. Локус crt  не указан на 

рисунке, т.к. расположен на мегаплазмиде pEA320, являющейся частью ге-

нома P. ananatis AJ13355. 

 

Рисунок 23 - Схема расположения локусов в хромосоме P. ananatis. 

 

Для подтверждения зависимости уровня экспрессии гена от его локали-

зации в геноме P. anantis была проведена интеграция плазмиды pAH162-Ptac-

FDH, несущей ген NAD-зависимой форматдегидрогеназы из Candida boidinii 

под контролем Ptac промотора, в указанные локусы и измерена форматдегид-

рогеназная активность по описанному ранее протоколу (Schüte et al., 1976). 

Уровни экспрессии гена форматдегидрогеназы, интегрированного в локусы 
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bla и ampC, расположенные рядом с терминатором репликации, совпадали в 

пределах погрешности 36 ± 4 нмоль∙мин
-1

∙мг
-1 

и 33 ± 5 нмоль∙мин
-1

∙мг
-1

, соот-

ветственно, а в случае локуса ampH экспрессия возрастала в 1.3 раза до 48 ± 3 

нмоль∙мин
-1

∙мг
-1

. Используя данные значения, было рассчитано соотношение 

C/τ = 1.5, что совпадает с ранее опубликованным значением для E. coli (Bloch 

et al., 2012). Такой же, как в ampH, уровень экспрессии наблюдался при инте-

грации в плазмиду pEA320 и составил 46 ± 2 нмоль∙мин
-1

∙мг
-1

. Вероятно, эта 

плазмида присутствует в клетках в одной-двух копиях.  Для локуса gcd, рас-

положенного вблизи старта репликации, можно было ожидать еще большее 

увеличение активности кассет в него интегрированных. 

Таким образом, соотношение экспрессии генов в P. anantis могло ме-

няться в зависимости от их взаимного расположения в хромосоме. Соответ-

ственно, продуцирующая способность штаммов, несущих одно и то же число 

копий интегративных кассет, но по-разному расположенных в геноме, могла 

быть разной. Поэтому в нашем эксперименте мы сравнили продуцирующую 

способность штаммов, различавшихся не только числом копий интегратив-

ных кассет, но и их локализацией в хромосоме. 

 

4.2.1.4. Предварительное определение лимитирующей активности 

MVA пути в модельном штамме 
 

Наличие дополнительной “точки интеграции” позволяет легко полу-

чить набор изогенных штаммов несущих дополнительную копию той или 

иной экспрессионной кассеты в заданной точке хромосомы. Сравнив проду-

цирующую способность таких штаммов, можно определить “узкое место” 

метаболического пути. 

В одной из недавних работ проводился расчет лимитирующей активно-

сти для гетерологичного MVA пути на основании известных кинетических 

параметров ферментов (Dalwadi et al., 2018). Проведенные в данной работе 

расчеты показали, что для увеличения выхода конечного продукта необхо-
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димо одновременное увеличение активностей гидроксиметилглутарил-КоА 

синтазы и гидроксиметилглутарил-КоА редуктазы, что, в нашем случае, со-

ответствует амплификации генов mvaES.  

Эти расчеты хорошо согласуются с нашими данными по продукции 

изопрена штаммами, полученными при интеграции вторых копий генов 

mvaES, mvaS и mvk
mpd

 в штамм IR5-Δgcd (Рисунок 24). Введение дополни-

тельных копий mvk
mpd

 и mvaS не только не увеличило, но даже несколько 

снизило продукцию, что может быть связано с ингибированием ферментов 

мевалонатного пути каким-либо из его фосфорилированных интермедиатов 

или гидроксиметилглутарил-КоА. Увеличение продукции наблюдалось лишь 

при интеграции mvaES оперона. 

 

Рисунок 24 - Накопление изопрена штаммами с дополнительной копией одной из 

кассет Ptac-mvk
mpd

, PphoC-mvaS или PphoC-mvaES  
Штаммы были трансформированы мультикопийной плазмидой pSTV-Ptac-ϕ10-ispS(M) (Hayashi et al., 2013). 

Культивирование проводили в среде 1. Приведены усредненные данные для четырех плазмидных клонов 

каждого штамма. 

1 – IR5-Δgcd 

2 – IR5-Δgcd::Ptac-mvk
mpd

 

3 – IR5-Δgcd::PphoC-mvaS 

4 – IR5-Δgcd::PphoC-mvaES 

4.2.1.5. Получение набора штаммов, содержащих дополнительные 

копии генов MVA пути, за один раунд интеграции 

Штамм IR5-3Δ был трансформирован смесью трех плазмид (0,5 мкг 

каждой плазмиды): pAH162-PphoC-mvaES и pAH162-Ptac-mvk
mpd

, несущей мар-

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

400 

450 

1 2 3 4 

и
зо

п
р

е
н

, м
г/

л
 



103 

 

 

кер тетрациклиновой устойчивости, и  pAH162-Ptac-KDyI, маркированной ге-

ном kan. Использование индивидуальных маркеров для всех кассет позволи-

ло бы осуществлять прямую селекцию интересующих нас сочетаний кассет 

по антибиотической устойчивости интегрантов. С другой стороны, если це-

лью работы является проверка всех возможных вариантов, логично исполь-

зовать один маркер устойчивости. Исходя из результатов выше описанного 

опыта, можно было ожидать, что в нашем случае увеличенную продукцию 

будут давать клоны, несущие хотя бы одну дополнительную копию mvaES. 

В нашем опыте среди 10
9 

выживших после электропорации клеток  

4,5×10
5
 клонов выросли на чашках с добавлением канамицина, 10

6 
клонов 

выросли на чашках с добавлением тетрациклина и 1,5×10
4
 клонов на чашках 

с обоими антибиотиками (частота интеграции 3×10
-4

, 10
-3 

и 10
-5

, соответст-

венно). Среди устойчивых к канамицину клонов 10% клонов оказались ус-

тойчивыми к тетрациклину. В наших условиях эксперимента частота элек-

тропорации, определенная на основании частоты электропорации автономно-

реплицирующейся плазмиды, составляет 10
-2

. Следовательно, интеграция 

каждой дополнительной кассеты происходит с частотой не меньшей чем 10
-1

. 

Можно ожидать, что в данных условиях эксперимента возможна интеграция 

5-6 плазмид одновременно. Такой подход возможно использовать с немарки-

рованными кассетами для введения  одновременно всех генов биосинтетиче-

ского пути природного метаболита в штамм ауксотроф по нему, с восстанов-

лением прототрофности. В нашем случае было бы целесообразно введение de 

novo всех генов мевалонатного пути на отдельных векторах в штамм с инак-

тивированным природным немевалонатным путем (Charon et al., 2000). Мож-

но добиться оптимизации соотношения уровня экспрессии генов, вводимого 

биосинтетического пути, созданием комбинаторной библиотеки, используя 

смесь плазмид с различными промоторами.  

Для клонов, выросших на обоих антибиотиках, был проведен ПЦР ана-

лиз (см. “Материалы и методы”). Среди 95 проверенных клонов были ото-
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браны 18 интегрантов, несущих вставки во всех трех локусах gcd, ampC2 и 

bla. Детальный анализ тройных интегрантов показал, какая именно плазмида 

интегрирована в каждый локус. Среди тройных интегрантов, были отобраны 

6 групп клонов имевших разный генотип (Таблица 10).   

 

4.2.2. Отбор клонов с оптимальным сочетанием числа копий генов 

MVA пути с увеличенной продукцией изопрена 

 

Для оценки продуцирующей способности штаммы были трансформи-

рованы плазмидой pHSG398-Ptac-10-ispS(M), содержащей ген изопренсинта-

зы из Mucuna bracteata. Поскольку как было установлено ранее (Hayashi et 

al., 2013), изопренсинтаза малоактивный фермент, то для получения видимой 

продукции изопрена требуется введение соответствующего структурного ге-

на многокопийной плазмиде, под контролем высокоактивного промотора Ptac 

и при образовании эффективного участка связывания рибосом (RBS) на ос-

нове этой области из гена 10 бактериофага Т7 (Olins & Rangwala, 1989; Stud-

ier et al., 1990). Культивирование проводилось в виалах для газовой хромато-

графии в соответствии с протоколом, описанном в разделе «Материалы и ме-

тоды». Полученные результаты приведены в таблице 10. Как и ожидалось, в 

этом эксперименте более высокой (по сравнению с родительским штаммом) 

продуцирующей способностью, обладали интегранты, содержащие дополни-

тельную копию mvaES. Напротив, в штаммах с двумя дополнительными ко-

пиями mvk
mpd

 наблюдалось снижение продукции. Наилучший результат был 

получен для штамма с двумя дополнительными копиями KDyI и одной до-

полнительной копией mvaES. Хотя в этом опыте нам удалось отобрать и про-

верить только 6 из 27 возможных вариантов штаммов, было достигнуто уве-

личение продукции изопрена на 30%, что подтверждает потенциальные воз-

можности выбранного подхода. 
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Таблица 10 - Накопление изопрена производными штамма IR5-3Δ, содержащими до-

полнительные копии экспрессионных кассет  
Производные штаммы IR5-3Δ-S были трансформированы мультикопийной плазмидой pHSG398-Ptac-ϕ10-

ispS(M). Культивирование проводили в среде 2. Приведены усредненные данные для пяти плазмидных кло-

нов каждого штамма. 

 

Номер штамма 
Локус 

Изопрен, мг/л 
bla ampC2 gcd 

IR5-3Δ-S - - - 215 ± 15 

1 KDyI mvk mvk 170 ± 15 

2 mvk KDyI mvk 180 ± 30 

3 mvk mvk KDyI 190 ± 30 

4 - - mvaES 240 ± 30 

5 mvk KDyI mvaES 220 ± 40 

6 mvk mvaES KDyI 260 ± 30 

7 KDyI mvaES KDyI 280 ± 30 

Таким образом, эффективность электропорации клеток P. ananatis и 

частота интеграции, обеспечиваемая плазмидой-помощником pAH123-cat, 

оказались достаточными для одновременной интеграции трех плазмид, не-

сущих только два разных маркера антибиотической устойчивости. Очевидно, 

использование индивидуального маркера для каждой интегративной плазми-

ды, могло бы обеспечить более простой и эффективный отбор таких инте-

грантов. Нельзя исключать, что при использовании штамма-реципиента с 

большим числом сайтов attB80, возможна одновременная интеграция и 

большего числа плазмид. В нашем модельном эксперименте конечный про-

дукт находился в газообразном состоянии, что делало невозможным исполь-

зование современных высокопроизводительных систем культивирования. 

Накопление изопрена измерялось методом газовой хроматографии. Все это 

накладывало жесткие ограничения на число анализируемых клонов. В общем 

случае, роботизация процесса с использованием биосенсоров на конечный 

продукт в сочетании с предложенным генно-инженерным подходом может 

стать высокоэффективным средством оптимизации экспрессии генов целево-

го  биосинтетического пути. 
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ВЫВОДЫ 

1. Клонированы и охарактеризованы новые рекомбинантные мевало-

наткиназы из архей, не подверженные ретроингибированию. Пока-

зано, что кинетические параметры (Km) мевалонаткиназ из M. 

concilii и M. paludicola характеризуют новые ферменты как значи-

тельно более эффективные по сравнению с ранее известной, устой-

чивой к ретроингибированию мевалонаткиназой из M. mazei. 

2. Продемонстрировано преимущество мевалонаткиназ из M. concilii и 

M. paludicola для обеспечения повышенной продукции изопрена. 

3. Разработан новый метод сбалансированного усиления экспрессии 

генов целевого биосинтетического пути за счёт их случайной, но 

сайт-специфической интеграции в составе смеси СRIM-плазмид в 

подготовленные локусы бактериальной хромосомы с последующей 

селекцией лучших вариантов по продукции целевого соединения. С 

помощью этого подхода накопление изопрена штаммом-

продуцентом увеличено на 30%. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид; 

ПЦР - полимеразная цепная реакция; 

трис – трис(гидроксиметил)аминометан; 

Ар – ампициллин; 

Cm – хлорамфеникол; 

Km – канамицин; 

Tc – тетрациклин; 

ATP - aденозин-5'-трифосфат; 

CoA - коэнзим А; 

DMAPP – диметилаллилпирофосфат;  

IPP – изопентенилпирофосфат; 

FPP – фарнезилпирофосфат;  

GPP - геранилпирофосфат;  

DPM – дифосфомевалонат; 

DXP - 1-дезокси-D-ксилулозо-5-фосфат;  

DXR - DXP-редуктоизомераза;  

DXS - 1-дезокси-D-ксилулозо-5-фосфатсинтаза;  

HMB-PP - (E)-4-гидрокси-3-метилбутен-2-илпирофосфат;  

IspE - 4-цитидил-5’-дифосфо-2-C-метил-D-эритритолкиназа;  

IspF - MEcPP-синтаза;  

IspG - HMB-PP-синтазы;  

IspD - 2-C-метил-D-эритритол-4-фосфат цитидилтрансферазы;  

MEcPP - 2-С-метил-D-эритритол-2,4-циклодифосфат; 

MEP - метил-D-эритритол-4-фосфат; 

IDI - изопентенилпирофосфат-изомераза; 

MEP-путь - метил-D-эритритол-4-фосфат-зависимый путь синтеза IPP;  

MVA путь - мевалонат-зависимый (классический) путь синтеза IPP; 

MVK - мевалонаткиназа;  
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MDD – мевалонатдифосфатдекарбоксилаза; 

PMK – фосфомевалонаткиназа; 

RBS – последовательность Шайна-Дальгарно; 

HEPES – 4-(2-гидроксиэтил)1-пиперазинэтансульфоновая кислота;  

PEP – фосфоенолпируват; 

dNTP – дезоксинуклеотид; 

NADР/ NADРН  - никотинамидадениндинуклеотидфосфат, окисленный/ вос-

становленный; 

NAD/ NADН  - никотинамидадениндинуклеотид, окисленный/ восстановлен-

ный.  
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Haloferax volcanii  0.06 - (Bischoff et al., 1996, 1997) 

Sulfolobus solfataricus  0.017 pH 5.5, 50°C (Bochar et al., 1997) 

 0.045 (Kim et al., 2000) 

E. faecalis  0.02 pH 6.5, 37°C (Held et al, 2002) 

Streptomyces sp.  0.008 - (Takahashi et al., 1999) 

Burkholderia 

cenocepacia 
 

0.078 - 
(Schwarz et al., 2014) 

Fusarium oxysporum  0.021 - (Madhosingh et al., 1978) 

М
ев

ал
о

н
а
тк

и
н

а-

за
 

H. sapiens 
 

0.15 pH 7.0, 30°C (Hinson et al.,  1997) 
0.041 pH 7.5, 30°C (Fu et al., 2008) 

Sus scrofa 
 

0.019 pig liver 

(Houten et al., 2000) 0.069 recombinant 

R. norvegicus  0.27 liver 

21,9 0.035 pH 7.5, 25°C,  (Chu et al., 2003, 2007) 

 
0.288 pH 7, 30°C (Potter et al., 1997) 
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O. cuniculus  5.1 pH 7.0, 35°C (Markley et al., 1961) 

Agave americana  0.05 pH 7.9, 37°C (Suarez et al., 1977) 
N. bullata  0.62 - (Goodfellow et al., 1971) 

Aedes aegypti  0.09 pH 7.5 (Nyati et al., 2015) 

Bacopa monnieri 143,8 0.332 pH 7.0, 30°C (Kumari et al., 2015) 

C. roseus  0.076 pH 7.5, 30°C (Schulte et al., 2000) 

R. communis  1.92 - (Shewry et al., 1973) 

Pinus pinaster  0.08 pH 7.9, 37°C (Suarez et al., 1974) 

H. brasiliensis  0.13 pH 7.5, 30°C (Williamson et al., 1965) 

P.vulgaris  0.046 pH 7.0, 30°C (Gray et al.,1973) 

M. janaschii 28,5 0.11 pH 7.5, 34°C (Chu et al, 2007, 2003) 

 
0.069  (Houten et al, 2000) 

M. mazei 4,3 0.068 pH 7.6, 30°C, 

(R)-mevalonate (Primak et al., 2011) S. cerevisiae  0.131 

S. pneumoniae  0.236 

E. faecalis  0.33 pH 10, 37˚C (Hedl et al., 2004) 
S. aureus  0.041 pH 7.5, 30°C (Voynova et al., 2004) 

Ф
о

сф
о

м
ев

ал
о

н
ат

к
и

н
аз

а
 

 

H. sapiens 
 

0.034 pH 7.0, 30°C (Herdendorf et al., 2006; 

2007) 
Sus scrofa  0.012 pH 7.5, 30°C (Eyzaguirre et al., 2006) 

10,2 0.0082 (Bazaes et al., 1980(1)) 

 0.075 (Bazaes et al., 1980(2)) 
C. roseus  0.35 pH 7.5, 30°C (Schulte et al., 1999) 
H. brasiliensis  0.042 pH 7.2, 30°C (Skilleter et al., 1971) 
S. cerevisiae 

 
0.88 pH 7.2, 37°C 

(Garcia et al., 2014) 
0.885 pH 7.2, 30°C 

E. faecalis  0.19  (Doun et al., 2005) 
S. pneumoniae  0.0042 pH 7, 25°C (Pilloff et al., 2003) 

М
ев

ал
о

н
а
т5

-д
и

ф
о

сф
ат

-

д
ек

ар
р

б
о

к
си

л
аз

а 
 

H. sapiens 4,5 0.0289 30°C (Voynova et al., 2008) 
Sus scrofa  12.5 - (Chiew et al., 1987) 
R. norvegicus 

 
0.036 - (Qiu et al., 2006; 2007) 
0.02 - (Toth 1996) 

 
0.027 - 

(Michihara et al., 1997) 
0.02 - 

Gallus gallus 
 

0.0141 - (Alvear et al., 1982; Cardemil 

et al., 1985) 

Mus musculus  0.01 pH 7.2, 30°C (Michihara et al., 2002) 

S. cerevisiae 4,9 0.123 pH 7.0, 30°C (Krepkiy et al., 2004; 2005) 

Staphylococcus 

epidermidis 
5,9 

0.0091 pH 7.0, 30°C 
(Barta et al., 2011) 

S. pneumoniae 5,6 0.0012 - (Lefurgy et al., 2010) 

И
зо

п
ен

ти
н

и
л
ф

о
сф

ат
-и

зо
м

ер
аз

а 

Cinchona robusta 
 

0.001 isomerase II 
(Ramos-Valdivia et al., 1997) 

0.0051 isomerase I 

Gallus gallus  0.0013-0.0025 - (Sagami et al., 1983) 

Choristoneura 

fumiferana  
0.0033 pH 7.0, at 37°C 

(Sen et al., 2012) 

Escherichia coli  0.0035 - (Durbecq et al., 2001) 
Sus scrofa  0.004 pig liver (Holloway et al., 1972) 

S. aureus 
0.065 

0.0048 NADPH, FMN, 

pH 7.0, 37°C, 

aerobic 
(Kittleman et al., 2007) 

0.69 0.0168 anaerobic 

Sulfolobus shibatae 29900 
0,0074 NADPH, FMN, 

pH 6.0, 60°C  
(Nagai et al., 2011) 

Thermus thermophilus 17.9 
0.0056 NADPH, FMN 

pH 7.0, 37°C 
(Rothman et al., 2007) 

M. janaschii 191 
15.3 NADPH, FMN 

pH 7.0, 85°C 
(Hoshino et al., 2006) 
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Methanothermobacter 

thermautotrophicus 
1.6 

0.064 NADPH, FMN  
(Barkley et al., 2004) 

 

 


