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Генная инженерия 



Использование микробных технологий 

  Продукция ферментов, белков 

  Синтез аминокислот 

  Синтез антибиотиков 

  Получение вакцин, БАДов, противоопухолевых  

препаратов, витаминов, антител 

  Создание диагностических панелей 

  Мониторинг загрязнения окружающей среды 

  Детекция токсических соединений 

  Детоксикация/обезвреживание токсических 

соединений 



Рекомбинантные белки, которые применяются для 
лечения заболеваний человека 

Белок Заболевание 

  Гормон роста Дефицит гормона роста у детей 

  ДНКаза 1 Муковисцидоз 

  Инсулин  Сахарный диабет 

  Интерлейкин Онкология почки 

  Интерфероны Гепатит, спид, склероз, онкология 

   Активатор        
плазминогена 

Инфаркт миокарда 



Преимущества использования микроорганизмов 

Бактерии быстро растут, достигая высокой плотности 

популяции 

Культивирование их значительно дешевле - на простых 

питательных средах, по сравнению с культивированием 

клеток эукариот 

Генетический аппарат бактерий устроен значительно проще, 

изучены метаболизм и многие регуляторные процессы 

  Устойчивы к неблагоприятным внешним воздействиям и 

стрессовым факторам 

Сконструировано большое количество векторов, систем 

экспрессии, штаммов-реципиентов 

 Escherichia coli 

 Bacillus subtilis 

 Saccharomyces cerevisiae 

Основные модельные микроорганизмы 



 Патогенность 

 

 Накопление липополисахаридов (эндотоксинов), 
может приводить к повышению температуры тела 
→ требуется дополнительная стадия очистки  для 
получения чистых белков 

 

 Степень выраженности кодонного предпочтения 
(AGG, AGA, CUA, AUA, CCC, CGA кодоны редко 
используются) 
 

Основные недостатки применения Escherichia coli 



Bacillus subtilis и другие виды бацилл 

 Непатогенные; 

  Не синтезируют эндотоксины и другие токсические 

соединения; 

Многие из них имеют статус безопасных 

организмов (GRAS, generally regarded as safe), 

присвоенный им Управлением контроля качества 

продовольственных продуктов и лекарственных 

средств США (FDA); 

Многие бациллы секретируют белки в среду и 

могут продуцировать важные  метаболиты 





Уровень экспрессии гена интерлейкина в разных системах 
(использовался сильный промотор для каждой системы) 

Клетка-
хозяин 

Промотор Уровень 
экспрессии, ед. 

Молекулярная 
масса, кДа 

Клетки 
человека 

Металлотио-
неиновый 

2 20-40 

B. licheniformis Амилазный  300 15 

E. coli lacZ 20 15 

E. coli 
 

lacZ 
 

500 20 (химера) 

K. lactis Лактазный 20 20 

S. cerevisiae Фактора 
коньюгации 

20 100 



CRISPR-Cas система бактерий 

• CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats — короткие палиндромные повторы, регулярно 
расположенные группами   
 

• Это специфические  локусы в геномах бактерий, 
состоящие из прямых повторов, которые разделены 
уникальными последовательностями - спейсерами  

• Спейсеры заимствованы от  чужеродных генетических 
элементов, с которыми сталкивается клетка  – 
бактериофаги и плазмиды 

• РНК, которая транскрибируется с локусов CRISPR, 
способна связываться с комплементарными РНК и ДНК 
чужеродных элементов для последующего  их 
разрушения белками Cas 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%9D%D0%9A


Схема строения локуса CRISPR 

 
  Локусы CRISPR представлены прямыми повторами, которые 

разделены спейсерами, произошедшими из чужеродной ДНК 
  Впереди повторов и спейсеров располагается лидерная 

последовательность с промотором, с которого начинается 
транскрипция   

  Новые спейсеры добавляются к 5'-концу локуса между лидерной 
последовательностью и первым повтором, при вставке происходит 
дупликация повтора для сохранения правильной структуры локуса 

  Системы CRISPR функционируют вместе с генами cas, которые 
располагаются близко в геноме 

 

Новые спейсеры 



    Системы CRISPR-Cas объединяют три этапа: 

• 1-приобретение (acquisition) - встраивание нового 
спейсера, образованного из инородного 
генетического элемента, проникшего в клетку  

• 2-экспрессия ( expression) - транскрипция и 
процессинг коротких CRISPR-РНК (crРНК), 
нацеленных на определённую мишень 

• 3-интерференция (interference) - комплекс crРНК-
Cas распознаёт нуклеиновую кислоту-мишень за 
счёт комплементарного спаривания мишени с 
crРНК, после чего разрезает мишень 
благодаря нуклеазной активности белков Cas 



Транскрипция CRISPR 

• CRISPR-локус транскрибируется в единый длинный 
РНК транскрипт (пре-crРНК), который разрезается на 
короткие crРНК  

• Повторы в CRISPR являются палиндромами, 
поэтому соответствующие им участки пре-crРНК 
формируют шпильки. Шпильки распознают белки 
Cas в процессинге пре-crРНК в crРНК 

• Транскрипция CRISPR происходит постоянно с 
низкой скоростью, скорость значительно возрастает 
в стрессовых условиях или при столкновении клетки 
с фагами, обеспечивая быструю и эффективную 
защиту  



Приобре-
тение 

Экспрес-
сия 

Интерференция 



Система CRISPR/Cas 

 С CRISPR-локуса транскрибируется протяженная 

молекула РНК, которая фрагментируется на  короткие 

фрагменты (crRNA) 
 

 При участии Cas-белков crRNA связываются и раз-

резают комплементарные участки чужеродной 

геномной ДНК (протоспейсеры) 
 

 Связывание и деградация ДНК протоспейсера 

происходят в присутствии специфического 

нуклеотидного сегмента PAM (protospacer adjacent 

motif), который служит опознавательным сигналом 

чужеродной ДНК и позволяет избегать разрезания 

собственной ДНК 
 



Разнообразие систем CRISPR-Cas 

• Системы первого класса 
характеризуются мультибелковыми 
комплексами Cas-белков и могут распознавать 
ДНК и РНК в качестве мишеней 

• Системы второго класса имеют единственный 
эффекторный белок - эндонуклеаза Cas9:  

- Для активности Cas-фермента нужны 2 молекулы 
РНК:   crRNA и tracrRNA  (транс-активирующая РНК) 

- Дуплекс crРНК:tracrРНК направляет нуклеазу 
Cas9 для внесения разрывов в ДНК-мишени 
- ДНК-мишень должна иметь короткий мотив PAM 
около 3'-конца, чтобы отличать чужую ДНК от своей 

 

 



Использование CRISPR-Cas в генной инженерии 

• Метод пригоден для геномов прокариот и 
эукариот: белок Cas9 используют для всех 
локусов-мишеней, а специфичность действия 
определяется crРНК. 

• Редактирование генома с участием Cas9 
можно эффективно осуществлять с помощью 
crРНК и tracrРНК, транскрибируемых отдельно  

• Для простоты разработана технология единой 
направляющей РНК (sgРНК), когда система 
crРНК:tracrРНК:Cas9 заменяется на sgРНК:Cas9 

 



Принцип 
использования 

CRISPR-Cas в 
генной 

инженерии 

Метод 
пригоден для 
геномов 
прокариот и 
эукариот: 
используют 
белок Cas9 для 
всех локусов-
мишеней, а 
специфичность 
действия 
определяется 
crРНК. 



 

Для целей генной инженерии две РНК объединяют в 
одну химерную молекулу: 

 
sgРНК (single guide RNA)= crРНК + tracrРНК (транс-активирующая РНК) 

 Гены, кодирующие sgРНК, можно поместить на одну плазмиду и 
трансфецировать ей клетки 

sgРНК образуется при соединении crРНК                   
(можно нескольких) с tracrРНК 



Доставка sgРНК и Cas9  
 
 

1)  Можно использовать 
плазмиды, 
кодирующие sgРНК и 
нуклеазу Cas9, и 
трансфецировать 
клетки путем 
электропорации.  
 

2)  Иногда удобно 
использовать 
плазмиды, 
кодирующие нуклеазу 
Cas9, а РНК доставлять в 
виде ПЦР-ампликонов 



Для распознавания последовательности-мишени, которая располагается рядом 
с PAM-мотивом, используется sgРНК, направляемая ею нуклеаза Cas9 

производит двуцепочечный разрыв в сайте-мишени 

Негомологичное соединение концов Гомологичная рекомбинация 



 

Результатом является репарация дц-разрыва, 
произведённого Cas9, она проходит:  
 

• По пути негомологичного соединения концов -
возникают вставки или делеции, способные 
разрушить рамку считывания генов, что ведет к 
утрате функции гена-мишени 

  

• Гомологичная рекомбинация приводит к замене 
удалённой последовательности новой 
комплементарной сконструированной матрицей, 
(так ГР может использоваться для удаления 
нежелательных мутаций) 

 



Биотехнологическое и медицинское 
значение CRISPR-Cas 

Методы CRISPR-Cas успешно применяют в генной 
инженерии самых разных организмов: прокариот и 
многоклеточных и одноклеточных  эукариот  
 

Применение CRISPR-Cas у бактерий позволяет 
модифицировать их метаболические пути и открывает 
возможности для развития новых стратегий 
 

 Важное значение для биотехнологии имеет создание 
штаммов технологически важных бактерий, 
устойчивых к различным фагам за счёт CRISPR-Cas 

 



Получение рекомбинантных штаммов с использованием 
гетерологичных рекомбинационных систем (RecA-НЕзависимая 

система) 

Lambda Red система рекомбинации: 

  клонирование не зависит от сайтов 
рестрикции  

  клонирование происходит in vivo по сравнению  
с клонированием с помощью рестриктаз, когда 
генетические изменения 

    происходят в пробирке 
Суть:  

1. ДНК-субстрат вводят в клетки  E. coli, которые 
экспрессируют ферменты системы фага лямбда Red 

2. Ферменты катализируют гомологичную рекомбинацию 
субстрата с последовательностью ДНК-мишени  



Lambda Red-система 
рекомбинирования не зависит от 

сайтов рестрикции 

Lambda red система 

рекомбинации 

состоит из 3-х белков:  

1. Exo – разрушает 

дцДНК в направлении  

5’→3, остается только 

оцДНК  

2. Beta – главный белок 

системы, который 

связывается с  оцДНК и 

направляет ее к 

гомологичной 

последовательности 

ДНК 

3. Gam – ингибирует 

экзонуклеазы клетки-

хозяина, которые 

расщепляют линейные 

дцДНК. 

Получение рекомбинантных штаммов с использованием 

гетерологичных рекомбинационных систем (RecA-НЕзависимая 

система). 

1 
3 

2 



Конструирование 
субстрата 

1 - амплифицируют ДНК-субстрат, 
и фланкируют его  50 п.о. 
гомологичными к целевому 
сайту – мишени 
  

2 – используют праймеры 
длиной ~ 70 нуклеотидов (20 
нуклеотидов, которые 
отжигаются с ДНК-субстратом, и 
50 нуклеотидов гомологии с 
областями сайта-мишени) 
  

3 - для вставки используют: гены 
устойчивости к антибиотикам, а 
также гены для замены и метки. 
 

4 - частота рекомбинантов 
составляет 1 положительный клон 
на 104–105 колоний 



Редактирова
ние генома 

Шаг 1. 
Амплификация 
ДНК 
Шаг 2. Введение 
линейной 
конструкции в 
клетки, 
экспрессирующие 
лямбда Red 
Шаг 3. Отбор 
антибиотикоустой
чивых 
трансформантов 
Шаг 4. Делеция 
касеты 
устойчивости за 
счет экспрессии 
FLP-рекомбиназы  



Сайт-специфические системы рекомбинации 

Система 
рекомбинаци

и  

Рекомбиназа Сайт 
узнавания 

Число 
аминокислот 

Источник 

Cre/loxp 
система 

Cre LoxР 343 Фаг P1 

Dre/rox 
система 

Dre Rox 343 Фаг D6 

Flp/FRT 
система 

Flp FRT 423 дрожжи 

Xis/attP 
система 

Xis attP  63 бактериофаг λ  

 Альтернативно используют рекомбиназу Cre из бактериофага P1     
 для сайтов LoxP и систему Xis/attP из бактериофага λ 



Системы ДНК-диагностики 
выявление патогенных бактерий с помощью специфических 

зондов 

  1.  ДНК-зонды для выявления инфекционных заболеваний: 
 

 Получение: используют ДНК патогенов – ДНК расщепляют 

рестриктазами, рестрикты клонируют в плазмидах, проводят скрининг 

клонов и отбирают те, которые гибридизуются с ДНК патогена и не 

гибридизуются с ДНК непатогенных штаммов 
 

 Для анализа ДНК-мишень фиксируют на мембране (образцы 

крови, мочи, кала, смыва с зева) 
 

 На мембрану наносят высокоспецифичный меченый ДНК-зонд 
 

 Проводят скрининг-гибридизацию и выявляют меченые 

гибриды 
 

2. ДНК-диагностика на основе ПЦР (мультипраймерная ПЦР, ПЦР в 

режиме реального времени, ОТ-ПЦР и др.).   



Схема реакции молекулярной гибридизации для 
обнаружения в образцах ДНК или РНК возбудителя 

специфическим меченным зондом 

Этапы: 
1. Днк (или рнк) в исследуемом образце 

2. Добавляют зонд с меткой 
3. Отмывка негибридизовавшихся ДНК 

4. Проявление метки 

гибридизация проявление 



Аттенуированные рекомбинантные вакцины 

• Аттенуированные вакцины создают на основе 
инактивированных патогенных микроорга- 
низмов, либо живых, но невирулентных 
(аттенуированных - ослабленных) штаммов 
 

• Пример – противохолерная живая вакцина, 
созданная на основе штаммов Vibrio cholerae, из 
хромосомной ДНК которых делетирован ген 
энтеротоксина. 
 

• Пример - вакцина против сальмонеллеза на основе 
бактерий рода Salmonella, из хромосомной ДНК 
патогена удаляют гены, кодирующие ферменты 
биосинтеза пуринов - pur. 

 



Пептидные вакцины 
 Пептидные (субъединичные) вакцины содержат фрагмент 

патогенного организма, полученный на основе технологии 

рекомбинантных ДНК. Присутствие фрагмента (очищенных 

поверхностных белков) достаточно для выработки в организме-

хозяине антител. 
 

Пример - субъединичные вакцины на основе вирусов гриппа А и В, 

вирусов гепатита А и В, вируса бешенства, вируса герпеса, вируса 

геморрагической лихорадки, микобактерий, сальмонелл, нессерий, 

шигелл, холерного вибриона и др. 
 

Пример - микобактерии секретируют в среду около 100 белков. 6 из них 

являются доминирующими, а их комбинация даёт устойчивый иммунитет. 

На этой основе разработали безопасную и эффективную вакцину для 

профилактики туберкулеза у человека. Гены соответствующих белков 

клонированы в вектора экспрессии, которые трансформировали в 

бактерии E. coli, а продукты экспрессии используются в качестве вакцины. 



Встраивание генов антигена 



1. Оболочечные белки обладают 
иммуногенными свойствами 
 

2. Короткие петиды, имитирующие 
антигенные детерминанты 
используют для создания вакцин 
 
3. Короткие пептиды сшивают с 
белком-переносчиком для 
стабилизации  
 

4. Вводят в организм и вызывают 
иммунитет 
 

5. Доза пептидных вакцин гораздо 
выше, чем убитых 



Векторные вакцины 
 

Ген(ы), кодирующие антигенные детерминанты патогена 
 
 

Вводят в геном безопасного авирулентного вируса (вирус оспы, адено-, бакуло- и 

герпесвирусы) (живая вирусная вакцина) 

 
 

В клетках векторный вирус реплицируется in vivo,  

экспрессирует чужеродный белок,  

формируется  иммунный ответ на данный белок. 
 

Пример - вирус осповакцины, использованный в качестве вектора вакцины против бешенства. 

ДНК вируса (с удаленной значительной 
частью генома) содержит гены 

патогена 

Экспрессия чужеродного белка 



Генная иммунизация 
ДНК-вакцины 
 

 ГЕННАЯ ИММУНИЗАЦИЯ - Плазмиду, несущую ген белка-антигена, вводят 

внутримышечно животным. В 75% случаев плазмида включается в клетки животных и 

синтезируются антитела к белку антигену.  
 

 На животных изучено более 40 ДНК-вакцин (против вируса СПИД, гриппа, бешенства, 

гепатитов В и С, простого герпеса, папилломы, а также возбудителей малярии, 

туберкулёза). 
 

 Модификация- Гены микроорганизма, ответственные за синтез микробного белка, 

встраивают в геном хозяина. Клетки организма-хозяина начинают продукцию 

чужеродного белка, а иммунная система вырабатывает антитела к нему.  
 

Растительные вакцины. 
• Трансгенные растения, в геном которых встроен соответствующий фрагмент 

генома патогенного микроорганизма. 

• Пример - В 1998 году с помощью картофеля, продуцирующего В-субъединицу 

холерного токсина, была получена выраженная защита у поедавших его мышей 

при заражении их холерой.  



Генная иммунизация 

НЕТ 



Получение инсулина методами генной 
инженерии 

• Рекомбинантные E. coli продуцирует такие важные гормоны, 
как инсулин и соматотропин. 

•   

• Инсулин ранее получали из клеток поджелудочной железы 
животных и его стоимость была высока: для получения 100 г 
инсулина требовалось до 1000 кг поджелудочной железы, а 
одна железа коровы весит 200-250 г. Это делало инсулин 
труднодоступным и дорогим для диабетиков. 

• Инсулин состоит из двух полипептидных цепей длиной 20 и 
30 аминокислот, соединенных дисульфидными связями. 
 

• В клетках E.coli осуществлен синтез проинсулина, для чего на 
матрице РНК с помощью обратной транскрипции 
синтезировали кДНК и клонировали в бактерии.  

• После очистки получили инсулин. Он не дает побочных 
эффектов как инсулин животных.  

• Из 1000 л кж можно получить до 200 г гормона, что 
эквивалентно 2000 кг поджелудочной железы коровы 
 



Получение инсулина методами генной 
инженерии 



Получение гормона роста человека 
методами генной инженерии 

• Соматотропин – гормон роста человека, 
секретируемый гипофизом. Молекула состоит из 
191 аминокислотного остатка.  

• Гормон роста человека синтезируют методами 
генетической инженерии  

• кДНК гормона роста человека (584 п.н.) клонируют в 
плазмиду  Е. coli под контролем промотора 
триптофанового оперона. 

• Трансформированные клетки Е. coli продуцируют 
около 3 млн. молекул гормона роста человека в 
расчете на клетку. 

•  Этот полипептид  по функциям полностью 
идентичен гормону роста человека. 
 



Получение модифицированного гормона роста 

Нативный гормон роста человека связывается с рецептором ГРЧ и 
пролактиновым рецептором. Чтобы избежать побочное связывание 

с помощью сайт-специфичного мутагенеза вносят изменения в 
лиганд для  связывания с пролактиновым рецептором 



Получение интерферонов методами генной инженерии 

1. Из лейкоцитов человека выделяли мРНК 

2. Проводили обратную транскрипцию и получили кДНК 

3. кДНК встраивали в плазмиды и трансформировали бактерии 

4. Клоны тестировали по противовирусной активности 

5. Проводили гибридизацию позитивных клонов с неочищенной 
мРНК интерферонов 

6. Из клонов, которым соответствовали гибриды, выделяли мРНК 
и транслировали в бесклеточной системе синтеза белка 

7. Определяли интерфероновую противовирусную активность 
каждой смеси 

8. кДНК позитивной группы субклонировали  в экспрессионном 
векторе 



Получение антибиотиков методами генной 
инженерии 

Биосинтез антибиотиков может включать более 30 реакций.  

Основная задача – идентификация всех генов биосинтеза 

антибиотика  
 

Существуют 3 стратегии: 
 

1. Изменить экспрессию отдельных генов → добиться 

увеличения выхода конечного продукта 
 

2. Объединить в одном микроорганизме различные пути 

биосинтеза антибиотиков → получить новые антибиотики с 

уникальными свойствами 
 

3. Стратегия со-культивирования бактерий, когда продукция 

вторичных метаболитов одного микроорганизма происходит 

только после продукции вторичных метаболитов другого 

микроорганизма. 



Получение антибиотиков методами генной инженерии 

Продукт/предшественник 
продукта 

Микроорганизм-
продуцент 

Инженерный подход 

Поликетиды 
(антибиотики, токсины) 

Streptomyces coelicolor Гетерологичная 
экспрессия ферментов 
промежуточного синтеза 

Клавулановая кислота 
(ингибитор бета-
лактамаз, обладает 
антибактериальной 
активностью) 

Streptomyces clavuligerus «Нокаут» по генам gap1, 
gap2 и добавление в 
среду аргинина повышает 
продукцию 
предшественника 

Даптомицин  
(новый антибиотик из 
группы циклических 
липопептидов) 

Streptomyces lividans Инактивация продукции 
другого антибиотика 
актинородина 

Эритромицин А Saccharopolyspora 
erythraea 

(актинобактерии) 

Гиперэкспрессия генов 
eryK и eryG 



Строение молекулы антитела 

1.  H- и L-цепи антител 
состоят из 
вариабельных (VL и 
VH) и константных (СН 
и LH) доменов. 
 

2.  Вариабельные 
домены собираются 
из отдельных 
сегментов, 
обеспечивая весь 
спектр 
биоразнообразия 
иммунного ответа  

Fab или Fv 

Гибридомы растут медленно, требуют дорогих и сложных сред. Поэтому применяют 
генно-инженерную технологию получения антител. Для этого достаточно одной 

антигенсвязывающей области антитела  - Fv 



Получение антител методами генной инженерии 

1. Из лимфоцитов человека выделяли мРНК и получали кДНК 

2. Проводили ПЦР-амплификацию кДНК 

3. Рестрикция кДНК специфическими рестриктазами 

4. Фрагменты ДНК встраивали в фаг лямбда и клонировали 
отдельные H- и L-сегменты  

5. Объединение ДНК  H- и L-сегментов в одном векторе  
 

6. После экспрессии проводили скрининг антигенсвязывающей 
активности 

7. Положительные клоны субклонировали  в экспрессионном 
векторе 

8. Получение антител – Fv-фрагментов из E. coli 



Система целевой доставки лекарственного 
вещества, основанной на использовании 

моноклональных антител  

1. Молекула лекарственного вещества присоединена к моноклональному 
антителу 

2. Моноклональное антитело связывается с одним специфическим 
поверхностным белком на поверхности клетки-мишени 



Получение витамина С: 
 

• 1. Химический путь получения витамина С: 
 

    D-глюкоза                2-KLG-кислая среда-L-аскорбиновая         
                                                                      кислота 
• 2. Микробиологический путь получения витамина С: 

• D-глюкоза---2,5-DKG дикето-глюконовая к-та  
(синтезируют микроорганизмы Erwinia, Acetobacter, 
Gluconobacter) 

• 2,5-DKG---2-KLG кето-L-гулоновая к-та  
(синтезируют микроорганизмы Corynebacterium, 
Brevibacterium, Arthrobacter за счет фермента                    
DKG-редуктазы ) 

• 3. Генно-инженерная технология для получения      
витамина С: 

• D-глюкоза---2,5-DKG---2-KLG   
рекомбинантный штамм Erwinia herbicola с геном 2,5-
DKG-редуктазы Corynebacterium  

 



Направления использования генно-
инженерных бактерий 

• Биодеградация токсических соединений 

• Микробные инсектициды 

• Штаммы с высокой способностью 
стимуляции роста растений 

• Микробиологический синтез сидерофоров 

• Штаммы, подавляющие рост 
фитопатогенов 

• Штаммы, синтезирующие фитогормоны 
для ускорения роста растений 


