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Генетические инструменты, позволяющие целенаправленно изменять геном микобактерий, спо-
собствуют развитию наших представлений о физиологии и механизмах вирулентности микроорга-
низмов этой группы. Особенно важным представляется изучение таких патогенов человека и жи-
вотных, как возбудители туберкулеза – Mycobacterium tuberculosis complex, и лепры – Mycobacterium
leprae. Проведение генетических исследований открывает новые возможности для идентификации
и валидации новых мишеней антибактериальных препаратов и разработки более совершенных вак-
цин. Несмотря на сложности работы с микобактериями, обусловленные их медленным ростом и
ограниченной возможностью переноса генетической информации, достигнуты значительные успе-
хи в разработке методов генной инженерии этих микроорганизмов. В нашем обзоре рассмотрены
основные подходы к целенаправленным изменениям генома микобактерий, такие как гомологич-
ная и сайт-специфическая рекомбинация и применение системы CRISPR/Cas.
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ВВЕДЕНИЕ

Род Mycobacterium включает патогенные и сво-
бодноживущие виды. К наиболее важным пато-
генным микобактериям относятся M. tuberculosis
complex и M. leprae, вызывающие туберкулез и
лепру (проказу) соответственно, тогда как M. avium
complex, M. abcessus, M. ulfans и M. fortuitum отно-
сятся к условно-патогенным микроорганизмам
человека. Многие виды микобактерий являются
свободноживущими. Вид M. neoaurum рассматри-
вают как продуцент стероидных соединений для
фармацевтики [1].

M. tuberculosis вызывает туберкулез – широко
распространенное и опасное инфекционное за-

болевание, являющееся одной из 10 основных
причин смертности в мире. M. tuberculosis может
выживать и размножаться в макрофагах и других
иммунокомпетентных клетках, вызывая пораже-
ние лимфоидных тканей, легких и других органов
[2, 3]. Туберкулез требует длительного лечения, а
распространение штаммов с широкой и множе-
ственной лекарственной устойчивостью пред-
ставляет глобальную медицинскую проблему.
Внесение целенаправленных изменений в геном
микроорганизмов позволяет изучать связь между
их генотипом и физиологическими особенностя-
ми, а также молекулярные взаимодействия с окру-
жающей средой или с организмом хозяина. Это
особенно важно, так как функция значительной
части генов M. tuberculosis не установлена, не-
смотря на определение их нуклеотидных после-
довательностей [4, 5].

Микобактерии являются сложным для генети-
ческих манипуляций объектом. Представители
группы M. tuberculosis complex относятся к мед-
леннорастущим бактериям, которым требуется от
7 дней до 3 недель и более для образования коло-
ний на плотных питательных средах. Микобакте-

Сокращения: БЦЖ – бацилла Кальметта–Герена (аттену-
ированная профилактическая противотуберкулезная жи-
вая вакцина); ПЦР – полимеразная цепная реакция;
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats) – короткие палиндромные повторы, регулярно рас-
положенные группами; Cas (CRISPR associated protein) –
белок, ассоциированный с CRISPR; crRNA (CRISPR
RNA) – CRISPR РНК; tracrRNA (trans-activating CRISPR
RNA) – трансактивирующая CRISPR РНК; PAM (protospacer
adjacent motif) – мотив, примыкающий к протоспейсеру.
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рии обладают гидрофобной клеточной стенкой,
состоящей из липидов, миколовых кислот, полиса-
харидов и пептидогликана. Эти компоненты обес-
печивают рост микобактерий в виде плотной
пленки и предотвращают эффективное погло-
щение ДНК. Несмотря на это, разработаны мо-
лекулярно-генетические методы, позволяющие
трансформировать микобактерии экзогенной
ДНК и значительно расширяющие возможности
исследователей, в отношении модификации их
генома [6, 7].

Методы геномного редактирования позволя-
ют вносить направленные изменения в геном ми-
кобактерий. Создание мутантных штаммов с но-
каутом выбранных генов, штаммов с условными
нокдаунами и штаммов со сверхэкспрессией вы-
бранных генов необходимо для проведения
функциональных исследований и поиска мише-
ней для новых лекарственных препаратов [8–10].
Введение точечных замен позволяет изучать ле-
карственную устойчивость, которая может разви-
ваться вследствие таких мутаций в генах, кодиру-
ющих мишени лекарственных средств или фер-
менты, участвующие в их модификациях внутри
клетки, а также в регуляторных областях этих ге-
нов [11].

В результате успешного редактирования гено-
ма M. bovis штамм BCG (БЦЖ) были улучшены
его протективные свойства. Однако БЦЖ часто
не может обеспечить надежную защиту, особенно
взрослого населения [12, 13]. На основе штамма
БЦЖ разработана вакцина VPM1002, успешно
проходящая клинические испытания [14]. Реком-
бинантный штамм VPM1002 получен путем деле-
ции гена ureC, кодирующего уреазу, и интеграции
гена hly из Listeria monocytogenes, кодирующего
листериолизин О. Повышенная протективность
вакцинного штамма обусловлена способностью
клеток выходить из фагосомы при понижении pH
за счет действия листериолизина О, в то время
как удаление гена уреазы из генома препятствует
защелачиванию среды микобактериями [15]. Раз-
работана также рекомбинантная живая вакцина
MTBVAC на основе M. tuberculosis, преимуще-
ством которой перед БЦЖ является расширен-
ный набор протективных антигенов. Вакцинный
штамм MTBVAC получен путем последовательного
введения безмаркерных делеций двух генов –
fadD26 и phoP – значимых для вирулентности
бактерий [16]. В настоящее время новая вакцина
проходит вторую фазу клинических испытаний.

В представленном обзоре описаны основные
подходы к редактированию геномов микобакте-
рий с использованием гомологичной рекомбина-
ции, интеграз микобактериофагов и систем
CRISPR/Cas.

ГЕНОМНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
МИКОБАКТЕРИЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ
Возможность вносить целенаправленные из-

менения в геном микроорганизмов чрезвычайно
важна для изучения функций генов и получения
штаммов с заданными свойствами. Основным
подходом к выявлению функций гена является
получение его нокаута или нокдауна и последую-
щая комплементация геном дикого типа. Заме-
нить выбранный аллель мутантным можно с по-
мощью механизма гомологичной рекомбинации.

Нокаут гена получают путем аллельного обме-
на, требующего прохождения двух кроссингове-
ров с обеих сторон от вводимой мутации (рис. 1).
С этой целью в клетки вносят вектор, несущий
модифицированный (например, разрушенный
вставкой гена резистентности) аллель целевого
гена, фланкированный с обеих сторон участками
гомологии (рис. 1а). Первые эксперименты по
аллельному обмену на микобактериях проводили
с использованием систем такого типа. Они имели
ограниченный успех, что было связано с низкой
эффективностью трансформации и малой часто-
той гомологичной рекомбинации в этих микро-
организмах, а также с высокой частотой нелеги-
тимной рекомбинации. Предполагалось, что ис-
пользование линейного фрагмента должно
увеличить частоту гомологичной рекомбинации,
однако включение внесенной линейной ДНК ча-
ще происходило без замены целевого участка в
геноме [4]. Установлено, что эффективность ал-
лельного обмена как у быстро-, так и у медленно-
растущих видов можно повысить при использо-
вании векторов в виде оцДНК (продукт щелоч-
ной денатурации или фагемидная оцДНК) или
УФ-облученной дцДНК [17].

Сохранение в геноме маркерного гена, обеспе-
чивающего устойчивость к какому-либо антибио-
тику, затрудняет дальнейшее применение рекомби-
нантного штамма в биомедицинских приложениях.
Вставка гена устойчивости к антибиотикам может
оказывать полярный эффект на экспрессию ниже-
стоящих генов в опероне, что влияет на получаемый
фенотип и усложняет его характеристику. Кроме
того, интеграция кассеты устойчивости к анти-
биотикам в хромосому исключает этот маркер из
дальнейших генетических манипуляций [18]. Ре-
шить проблемы нежелательности присутствия ге-
нов антибиотикорезистентности при получении
серии нокаутов позволяют системы, основанные
на использовании сайт-специфичных систем ре-
комбинации, полученных из бактериофагов или
транспозонов (рис. 1б).

Удаление генов антибиотикорезистентности,
интегрированных в геном бактерий в ходе гомо-
логичной рекомбинации, можно осуществить с
помощью рекомбиназы FLP Saccharomyces cerevi-
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siae. Эта рекомбиназа, как показано, функцио-
нальна в клетках M. smegmatis и опосредует сайт-
специфичную рекомбинацию между двумя сайта-
ми FRT в хромосоме [19]. Если ген устойчивости к
гигромицину окружить двумя мишенями распо-
знавания FLP (FRT) в прямой ориентации, то ген
hyg специфично удаляется из хромосомы мутан-
тов M. smegmatis при экспрессии гена FLP [19].
Дополнительная оптимизация кодонов гена
FLPm привела к более эффективной работе систе-
мы в M. smegmatis, а также обеспечила возмож-
ность ее использования в медленнорастущих ми-
кобактериях. Так, в эксперименте на M. bovis
BCG около 40% резистентных клонов потеряли
кассету устойчивости hyg после кратковременной
экспрессии гена FLPm. Секвенирование хромо-
сомной ДНК показало специфичность выреза-
ния кассеты FRT-hyg-FRT с помощью FLP [20].

По тому же принципу работает система из бак-
териофага P1: кассету с маркером устойчивости
окружают сайтами узнавания loxP, а кратковре-
менная экспрессия рекомбиназы Cre приводит к
ее вырезанию [21]. Еще один вариант – использо-
вание системы из γδ транспозона. Плазмиду, со-
держащую кассету устойчивости к канамицину,
фланкированную двумя сайтами res, использова-
ли для получения немаркированных делеций в
M. smegmatis и БЦЖ. Экспрессия в мутантных
штаммах гена резольвазы γδ транспозона (tnpR)
приводила к эффективному вырезанию гена устой-
чивости, фланкированного res-сайтами [18].

Для удаления генов резистентности можно ис-
пользовать также систему, основанную на эндо-
генной рекомбиназе Xer. В этой системе кассету
устойчивости к антибиотику окружают dif-сайта-
ми, которые могут распознаваться и разрешаться

Рис. 1. Схемы получения нокаутов и других модификаций целевых генов методом гомологичной рекомбинации. а –
Получение маркированного мутанта методом гомологичной рекомбинации. Клетки трансформируют вектором, не-
сущим модифицированный аллель гена, содержащий ген резистентности. Отбирают мутантов, в которых кроссинго-
вер произошел по обеим сторонам от вводимой мутации. б – Схема получения немаркированного нокаута с исполь-
зованием сайт-специфичной рекомбинации. Используется конструкция, содержащая модифицированный аллель,
несущий ген резистентности, окруженный сайтами распознавания рекомбиназы. Аллельный обмен осуществляется в
один этап, после отбора мутантов ген резистентности удаляется рекомбиназой. в – Схема двухэтапного получения не-
маркированных мутантов с использованием суицидного вектора. Конструируется суицидный вектор, несущий моди-
фицированный аллель целевого гена и кассету, содержащую маркерный ген, соединенный с контрселективным мар-
кером. После трансформации клетки высевают на среду, содержащую антибиотик, для отбора мутантов, в которых
произошел первый кроссинговер, в результате чего тело вектора интегрируется в хромосому. Далее полученные му-
танты проходят второе событие кроссинговера и подвергаются негативному отбору, в результате чего выживают толь-
ко те мутанты, которые потеряли контрселективный маркер, а вместе с ним и селективный маркер.

а
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рекомбиназами XerC и XerD. Такая система не
требует введения и последующей элиминации до-
полнительных эписомных элементов, что делает
ее чрезвычайно простой и практичной [22]. Си-
стема была оптимизирована и использована для
нарушения нескольких генов в разных локусах
микобактериального генома, что очень важно
при конструировании аттенуированных мико-
бактерий и при изучении синергического дей-
ствия генов и функций дублирующих генов [23].

Метод двухэтапного аллельного обмена для
получения немаркированных мутантов стал клас-
сическим инструментом генной инженерии ми-
кобактерий (рис. 1в). В рамках этого подхода Parish
и соавт. разработали систему p2Nil/pGoal, облегча-
ющую сборку конструкций для гомологичной ре-
комбинации [28, 29]. Векторы серии p2NIL служат
для клонирования плеч гомологии или модифи-
кации гена-мишени, векторы серии pGOAL со-
держат маркерные кассеты, например, lacZ в со-
четании с sacB и геном устойчивости к антибио-
тику. Вставка маркерной кассеты из pGOAL в
p2NIL с модифицированным целевым геном поз-
воляет получить не реплицирующийся в микобак-
териях суицидный вектор. Получение нокаута/мо-
дификации происходит в два этапа: на первом этапе
клетки высеваются на среду, содержащую антибио-
тик и X-gal, чтобы выделить синие колонии, в ко-
торых плазмида включена в геном посредством
одного события кроссинговера. Чтобы выделить
клоны, в которых произошел второй кроссинго-
вер, клетки высевают на среды без антибиотика,
содержащие сахарозу. Так как второй кроссинго-
вер приводит к потере lacZ и sacB, такие колонии
имеют белый цвет и чувствительны к сахарозе.
Таким образом получен двойной немаркирован-
ный мутант tlyA∆ plcABC∆ [24]. Этот метод доста-
точно широко применяется для решения различ-
ных задач, связанных с оценкой роли белков и
малых РНК в физиологии микобактерий [25–27].

Суицидный ген sacB (Bacillus subtilis) широко
используется для конструирования как немарки-
рованных, так и меченых мутаций в M. tuberculo-
sis. Однако частота спонтанной инактивации sacB
может находиться практически на том же уровне,
что и частота рекомбинации некоторых генов,
что усложняет отбор мутантов. Использование
двойной контрселекции (sacB с геном Escherichia
coli galK) позволило добиться практически 100%-
ной эффективности селекции на микобактериях
[28]. Этот принцип использован в оптимизиро-
ванных суицидных векторах (серия pKO), кото-
рые являются частью единой платформы клони-
рования для генетических манипуляций с мико-
бактериями [10].

Увеличить вероятность прохождения гомоло-
гичной рекомбинации можно с использованием
реплицирующихся векторов, однако их труднее

удалить. Плазмиды, несущие термочувствитель-
ный ориджин репликации, способны реплициро-
ваться при пермиссивной температуре (30–32°С),
но быстро утрачиваются при повышении темпе-
ратуры (39–42°С). Плазмида для проведения го-
мологичной рекомбинации также должна содер-
жать контрселективный маркер, например sacB.
Недостатком этого метода является низкая ско-
рость роста при пермиссивной температуре [8].

Предложено также использовать систему из
двух реплицирующийся плазмид на основе
pAL5000, одна из которых содержит repA (прайма-
за), а вторая – repB (ДНК-связывающий белок).
Эти гены комплементируют друг друга в trans-по-
ложении и обеспечивают репликацию плазмид
[29]. При снятии давления антибиотиком одна
или обе плазмиды теряются, а поддержание ре-
пликации становится невозможным. Такой под-
ход позволяет продлить время, за которое может
произойти обмен аллелями.

Метод специализированной трансдукции поз-
воляет добиться практически 100%-ной эффек-
тивности доставки ДНК в клетки. Сборка вектора
осуществляется из двух компонентов: космидно-
го вектора, содержащего последовательность для
обмена аллелей, и условно реплицирующегося
челночного фазмидного вектора – производного
фага TM4 с широким кругом хозяев [30] Мико-
бактериофаги наращивают в M. smegmatis при
пермиссивной температуре (30°C), обеспечиваю-
щей репликацию фага. Далее следует трансдукция
представляющего интерес штамма микобактерий и
культивирование при рестриктивной температуре
(37°C), ингибирующей репликацию фага. Мутант-
ный аллель содержит ген резистентности, фланки-
рованный сайтами узнавания резольвазы (tnpR),
временная экспрессия которой приводит к удале-
нию маркера. Метод успешно применен на БЦЖ
[31] и M. tuberculosis [32]. В дальнейшем эта мето-
дика была улучшена и проверена путем создания
большого числа целевых единичных или множе-
ственных делеционных замен [33, 34].

Использование белков рекомбинации фагов,
таких как Exo, Beta и Gam или RecE и RecT, спо-
собствует увеличению частоты гомологичной ре-
комбинации и позволяет использовать более ко-
роткие плечи гомологии. Установлено, что про-
дукты генов gp60 и gp61 микобактериофага Che9c
являются гомологами RecE и RecT и обладают эк-
зонуклеазной и ДНК-связывающей активно-
стью. На их основе создана плазмида pJV53 для
проведения гомологичной рекомбинации в клет-
ках микобактерий. Рекомбинация может проис-
ходить при длине плеч гомологии от 50 п.н., но
более эффективна, если их длина превышает 500 п.н.
Эта система не только упрощает конструирова-
ние мутантов в M. smegmatis, но и позволяет пре-
одолеть влияние нелегитимной рекомбинации в
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M. tuberculosis [35]. Введение в плазмиду pJV53 ге-
на зеленого флуоресцентного белка (gfp) облегча-
ет верификацию потери плазмиды. Применение
кассеты резистентности к гигромицину с сайтами
dif позволяет использовать эту систему для после-
довательной делеции нескольких генов M. smeg-
matis [36]. Для конструирования немаркирован-
ных нокаутов предложено использовать также
трехплазмидную систему. В этой системе хел-
перная плазмида содержит термочувствитель-
ный ориджин и суицидный ген sacB [37]. Плаз-
миду pYS2 используют для конструирования му-
тантного аллеля, в который вводят кассету,
кодирующую гены устойчивости к гигромицину
и зеленого флуоресцентного белка, окруженные
сайтами loxP. Из плазмиды получают линейный
субстрат, которым трансформируют клетки.
Плазмида pYS1, производная pJV53, используется
для доставки генов gp60 и gp61 под индуцибель-
ным промотором. Она также содержит контрсе-
лективный маркер sacB, термочувствительный
ориджин репликации и ген устойчивости к кана-
мицину. После проведения рекомбинации клет-
ки трансформируют третьей плазмидой pML2714
для экспрессии рекомбиназы Cre и вырезания
кассеты, в результате чего мутантные клоны теря-
ют способность к флуоресценции и устойчивость
к гигромицину.

На основе рекомбиназ фага Che9c разработана
система для введения точечных мутаций в геномы
микобактерий с использованием оцДНК. Опо-
средованная gp61 рекомбинация была достаточно
эффективной, чтобы можно было вносить заме-
ны одного основания без необходимости прямого
отбора; при этом мутантные штаммы идентифи-
цировали с помощью ПЦР. Однако трудоемкий
скрининг целевых клонов ограничивает исполь-
зование этой системы [38].

Таким образом, методы гомологичной реком-
бинации успешно применяются для генетического
редактирования в микобактериях. Разработаны
подходы, совмещающие гомологичную рекомби-
нацию для обмена аллелей и сайт-специфическую
рекомбинацию для последующего удаления генов
резистентности, что дает возможность получать
простые и эффективные системы редактирования,
в том числе с использованием специализированной
трансдукции. Применение рекомбинационной ин-
женерии с белками RecE и RecT фага Che9c много-
кратно увеличивает эффективность системы.

ГЕНОМНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
МИКОБАКТЕРИЙ С ПОМОЩЬЮ 

РЕКОМБИНАЗ МИКОБАКТЕРИОФАГОВ
Сайт-специфичная рекомбинация –тип гене-

тической рекомбинации, при которой обмен це-
пей ДНК происходит между определенными по-
следовательностями. В отличие от системы гомо-

логичной рекомбинации такие специфичные
сегменты ДНК не имеют протяженных гомоло-
гичных участков. Рекомбинацию осуществляет
фермент рекомбиназа, которая распознает спе-
цифичную последовательность и, связываясь с
ней, образует синаптический комплекс, который,
в свою очередь, катализирует расщепление хро-
мосомной ДНК с последующими перестройкой и
лигированием расщепленных концов [39].

В результате сайт-специфичной рекомбина-
ции во многих случаях происходит интеграция
одной молекулы ДНК в другую, а не обмен гене-
тической информации между двумя молекулами.

У бактериофагов рекомбиназа может катали-
зировать обратную реакцию удаления интегриро-
ванной последовательности. Многие умеренные
бактериофаги, образующие стабильные лизоге-
ны, делают это с помощью сайт-специфичной ре-
комбинации. Одним системам рекомбинации до-
статочно только рекомбиназы, другим же требу-
ются дополнительные хозяйские факторы.

Способность микобактериофагов стабильно
интегрироваться в геном хозяина посредством
сайт-специфичной рекомбинации изучали мно-
гие научные группы [40–45]. Наиболее хорошо
изучены фаги L5, Ms6, Bxb1 и ɸRv1 микобакте-
рий, о механизме интеграции которых речь будет
идти дальше. Изучен также интегративный эле-
мент pSAM2 микобактерий, первоначально иден-
тифицированный у Streptomyces.

Наиболее характерным микобактериофагом
является умеренный фаг L5, который инфициру-
ет как быстрорастущие, так и медленнорастущие
виды микобактерий с образованием стабильных
лизогенов [45]. Лизогены несут встроенный в
определенное место хромосомы профаг L5, кото-
рый вырезается во время литической фазы. Со-
бытия как интеграции, так и эксцизии катализиру-
ются кодируемой фагом интегразой Int и нуждают-
ся в кодируемом хозяином белке mIHF (Integration
Host Factor). Направленность этих событий реком-
бинации определяется вторым кодируемым фагом
белком Xis, продуктом гена 36. Интеграция эффек-
тивно протекает в отсутствие Xis в отличие от экс-
цизии, которая зависит от этого белка [46].

Сайт-специфичная рекомбинация происходит
посредством взаимодействия фагового сайта
(attP) с сайтом прикрепления на бактериальной
хромосоме (attB). Реакция интеграции воспроиз-
ведена in vitro; показано, что для нее требуются
белки mIHF и Int [41, 47]. Сверхспирализация по-
следовательностей attP или attB может стимули-
ровать интегративную рекомбинацию, но не от-
носится к абсолютно необходимым [48].

Минимальные размеры функциональных сай-
тов attP и attB составляют примерно 240 и 29 п.н.
соответственно. Последовательность attP содер-
жит 43 п.н., общих для двух сайтов, в которых
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происходит обмен цепями, и рекомбинация при-
водит к образованию интегрированного профага,
ограниченного левым (attL) и правым (attR) сай-
тами (рис. 2) [49]. Различие в одном нуклеотиде
сайта attB у быстрорастущих и медленнорастущих
микобактерии не влияет существенно на способ-
ность микобактериофага L5 эффективно инфи-
цировать обе группы микобактерий [45].

Бактериофаг L5 встраивается вблизи 3′-конца
гена тРНКGly, не изменяя его последовательно-
сти. С помощью футпринтинга ДНКазы I выяв-
лена необычно длинная область длиной 413 п.н.,
служащая attP-сайтом интегразы L5. В ходе даль-
нейшего делеционного анализа внутри attP-сайта
картирован фрагмент длиной 252 п.н., достаточ-
ный для эффективной интеграции фага [49].

Систему фага L5 впервые использовали при
получении новых рекомбинантных штаммов
БЦЖ [43]. Путем замены микобактериального
ориджина репликации (oriM) в челночном векто-
ре pMV261 на сегмент ДНК, несущий последова-
тельность сайта attP и ген интегразы (Int) из ми-
кобактериофага L5, сконструирован способный к
интеграции вектор pMV361. Поскольку отсут-
ствует фаговый белок Xis, интегрированный век-
тор стабильно поддерживается даже без дальней-
шего давления антибиотиков.

Геномы микобактериофагов Bxb1 и L5 имеют
сходную организацию [42]. С помощью серино-
вой интегразы фаг Bxb1 встраивается в функцио-
нальный ген groEL1 [45]. Микобактерии имеют
два гена groEL, обладающие высоким уровнем
сходства на уровне нуклеотидов (70%), но так как
интеграция требует специфичности последова-
тельности, Bxb1 встраивается только в groEL1.
При этом сериновые интегразы, в отличие от
многих других сайт-специфичных рекомбиназ,
не обладают сильной специфичностью к структу-
ре молекул ДНК-субстрата; они рекомбинируют
участки в одной и той же молекуле ДНК (в ориен-
тации либо голова к голове, либо голова к хвосту)

или в разных молекулах, а сами молекулы могут
быть сверхскрученными, линейными или даже
двухцепочечными [50].

В отличие от сайтов тирозиновых интеграз,
сайты attP и attB сериновых интеграз короткие,
примерно 50 и 40 п.н. соответственно. Различает-
ся также механизм обмена цепями ДНК – тиро-
зиновые интегразы делают одноцепочечные раз-
рывы в ДНК и заменяют одну цепь каждого сайта
с образованием промежуточной структуры, по-
добной соединению Холлидея [51], тогда как се-
риновые интегразы вносят двухцепочечные раз-
рывы в ДНК и обмениваются цепями по ротаци-
онному механизму [52].

Путем объединения двух молекулярных ин-
струментов – гомологичной рекомбинации и
сайт-специфичной интеграции – разработана
технология ORBIT (oligonucleotide-mediated re-
combineering followed by Bxb1 integrase targeting)
[53, 54]. Система ORBIT реализует встраивание
целевых фрагментов ДНК в два этапа. Штамм
M. smegmatis или M. tuberculosis, содержащий
плазмиду, которая экспрессирует рекомбиназу
RecT фага Che9c и интегразу фага Bxb1, котранс-
формируют короткой синтетической ДНК и не-
реплицирующейся плазмидой, содержащей сайт
attB Bxb1, ген устойчивости к антибиотику для от-
бора трансформантов и целевую последователь-
ность. Дизайн олигонуклеотида осуществляют та-
ким образом, чтобы attP фага Bxb1 (48 н.) был
фланкирован 45–70 н., гомологичными целевому
участку на хромосоме.

На первом этапе в заданный участок генома
микобактерии по механизму гомологичной ре-
комбинации при участии Che9c RecT встраивает-
ся олигонуклеотид, несущий акцепторный сайт
attP интегразы Bxb1. На втором этапе интеграза
Bxb1 способствует сайт-специфичной рекомби-
нации между плазмидой, содержащей attB, и сай-
том attP, полученным из олигонуклеотида на пер-
вом этапе. В этой системе последовательность
синтетического олигонуклеотида определяет по-
ложение сайта вставки, а плазмида служит доно-
ром целевой последовательности.

Так как используемая в данной системе инте-
граза фага Bxb1 не зависит от факторов хозяина,
возможность применения ORBIT будет зависеть
от эффективности первого этапа рекомбинации.

Микобактериофаг Ms6 образует стабильные
лизогены в M. smegmatis. Сайт прикрепления attP
Ms6 имеет высокое содержание A+T и содержит
многочисленные прямые и инвертированные по-
вторы. Интеграция Ms6 в геном хозяина опосре-
дуется интегразой Ms6, которая направляет инте-
грацию в 3'-конец генов тРНКAla как быстро-, так и
медленнорастущих микобактерий. Центральная об-
ласть attP длиной 26 п.н. перекрывает 3′-конец гена

Рис. 2. Общая схема сайт-специфической рекомби-
нации.

attL attR

attB

attP

Интеграция Эксцизия
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тРНКAla, консервативного признака обеих групп
микобактерий [40].

Геномы M. tuberculosis H37Rv и CDC1551 со-
держат два профагоподобных элемента – ϕRv1 и
ϕRv2. Элемент ϕRv2 кодирует тирозиновую, а
ϕRv1 – большую сериновую рекомбиназу [55].
Рекомбинация происходит между предполагае-
мым сайтом attP и хромосомой хозяина, но сайт
attB находится при этом внутри избыточного по-
вторяющегося элемента (REP13E12), представ-
ленного в геноме M. tuberculosis семью копиями.
Интересно, что авирулентные штаммы M. bovis
BCG не имеют ни ϕRv1, ни ϕRv2. Хотя не все кли-
нические изоляты M. tuberculosis содержат ϕRv2,
все они, по-видимому, имеют по крайней мере
одну копию ϕRv1 или ϕRv2. Предполагается, что
эти родственные элементы могут играть роль в
физиологии M. tuberculosis [44]. Функциональ-
ность ϕRv1 подтверждена эффективной транс-
формацией M. bovis BCG нереплицирующейся
плазмидой, содержащей ген интегразы и сайт attP
(реконструированный из сайтов attL и attR про-
фага). Такие векторы могут использовать четыре
из семи сайтов REP13E12, присутствующих в
БЦЖ, в качестве сайтов присоединения и могут
занимать более одного сайта одновременно [55].

pSAM2 представляет собой интегративный
элемент длиной 11 т.п.н., первоначально охарак-
теризованный у Streptomyces ambofaciens. Система
рекомбинации pSAM2, включающая интегразу
семейства λ [56] и сайты attB/P, похожа на систе-
мы, описанные выше. Сайт attB покрывает об-
ласть от антикодоновой петли до 3'-конца гена
тРНКPro длиной 58 п.н. Сайт attB консервативен у
актиномицетов, включая микобактерии [57]. Та-
ким образом, pSAM2 может интегрироваться в
различные виды актиномицетов.

Использование сайт-специфичной рекомби-
нации имеет несколько преимуществ. Во-пер-
вых, гены воспроизводимо интегрируются в из-
вестное место в геноме микобактерий (или, по
крайней мере, в ограниченное число мест). Лю-
бые эффекты сайтов интеграции (их влияние на
экспрессию генов и биологию бактерий) будут в
равной степени применимы к любой вставке.
Во-вторых, интегрируется одна копия гена, что
снижает количество артефактов, которые могут
возникать при использовании многокопийных
плазмид. В-третьих, штаммы, содержащие инте-
гративные плазмиды, обычно гораздо более ста-
бильны, чем штаммы с эписомными векторами.
Наконец, интегразы микобактериофагов могут
обеспечить эффективное встраивание более про-
тяженных фрагментов ДНК, чем при гомологич-
ной рекомбинации.

ГЕНОМНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
МИКОБАКТЕРИЙ С ПОМОЩЬЮ 

СИСТЕМ CRISPR/Cas

CRISPR/Cas – это прокариотические систе-
мы, состоящие из коротких палиндромных по-
второв, регулярно расположенных группами, и
ассоциированных с ними белков. Они обеспечи-
вают адаптивный иммунный ответ против чуже-
родного наследственного материала [58]. Систе-
мы второго класса, содержащие один эффектор-
ный белок CRISPR, способный с помощью
crRNA распознавать и гидролизовать ДНК-ми-
шень, используются в технологии редактирова-
ния in vivo генома различных живых организмов.
Наиболее часто применяют системы типа II-A из
Streptococcus pyogenes и типа V-A из Francisella novi-
cida [59, 60]. Система редактирования генома из
S. pyogenes представлена мультидоменной РНК-
зависимой ДНК-эндонуклеазой SpyCas9, специ-
фичность которой определяется направляющей
РНК. Направляющая РНК, в свою очередь, со-
держит участок длиной 20 н., называемый спей-
сером, который комплементарен ДНК-мишени
(протоспейсеру), и структурную часть, распозна-
ваемую эндонуклеазой SpyCas9. Направляющая
РНК может состоять из двух РНК: crRNA (CRISPR
РНК, кодируется CRISPR-повторами) и tracrRNA
(спейсерная РНК, кодируется отдельным геном и
необходима для процессинга crRNA и связыва-
ния SpyCas9) или одной РНК, полученной путем
слияния этих двух РНК (химерная направляющая
РНК, sgRNA) [61]. Для правильного распознава-
ния ДНК-мишени – протоспейсера, справа от
него должен находиться короткий участок PAM
(Protospacer Adjacent Motif) с последовательно-
стью 5′-NGG-3′. Присутствие PAM и почти пол-
ное соответствие между спейсером направляю-
щей РНК и протоспейсером геномной ДНК акти-
вируют ДНКазную активность SpyCas9. SpyCas9
вносит двухцепочечный разрыв в ДНК с тупыми
концами, активирующий клеточные механизмы
репарации ДНК, в ходе которой и происходит на-
следуемое изменение последовательности генома
[60]. Система типа V-A из F. novicida состоит толь-
ко из двух частей: мультидоменной РНК-зависи-
мой ДНК-эндонуклеазы FnoCas12a (Cpf1) и на-
правляющей РНК, содержащей короткую шпиль-
ку, распознаваемую эндонуклеазой, и спейсер
длиной 23 н. [62]. Последовательность PAM,
узнаваемая эндонуклеазой FnoCas12a, представ-
ляет собой консенсус 5′-BTTV-3′ [63] и, в отли-
чие от системы II-A S. pyogens, он должен нахо-
диться слева от протоспейсера ДНК [64]. Кроме
того, FnoCas12a, в отличие от SpyCas9, вносит
двухцепочечный разрыв ДНК с выступающими
концами [64].

Систему CRISPR/Cas S. pyogenes первой пла-
нировали использовать в качестве гетерологич-
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ной системы редактирования генома микобакте-
рий. Однако эндонуклеаза SpyCas9 оказалась
токсичной для микобактерий, особенно при экс-
прессии ее гена под контролем сильного консти-
тутивного промотора гена hsp60 [65, 66]. В первых
экспериментах удалось адаптировать ее форму
без нуклеазной активности (dSpyCas9) в целях
подавления экспрессии генов [67]. Следует отме-
тить, что ген dSpyCas9 экспрессировали под кон-
тролем тетрациклин-регулируемого промотора,
что позволяло избежать токсичного эффекта
сверхпродукции dSpyCas9. Сообщалось, что нук-
леаза SpyCas9 и ее производные с никазной и без
нуклеазных активностей очень токсичны и для
грамположительной бактерии Corynebacterium
glutamicum с GC-богатым геномом [68]. Логично
предположить, что токсичность SpyCas9 в бакте-
риях с GC-богатыми геномами может быть связа-
на с ее неспецифичной ДНК-связывающей ак-
тивностью из-за GC-богатого PAM. Это предпо-
ложение ставится под сомнение данными о том,
что SpyCas9 токсична и после мутирования PAM-
связывающих остатков аргинина [66]. Возможно,
токсичность SpyCas9 в значительной мере опо-
средована белок-белковыми взаимодействиями.
Недавно на клетках млекопитающих показали,
что за счет взаимодействия с субъединицей Ku78
ДНК-зависимого киназного комплекса SpyCas9
дикого типа (dSpyCas9) негативно влияет на ак-
тивность пути репарации ДНК по механизму со-
единения негомологичных концов (NHEJ) [69],
тем самым стимулируя спонтанный мутагенез.
Показано, что природные системы CRISPR/Cas9
типа II-A способны подавлять активность NHEJ в
клетках бактерий [70]. Эти данные указывают на
то, что SpyCas9 способен взаимодействовать с
клеточными белками, тем самым нарушая нор-
мальное протекание клеточных процессов. Тем
не менее, не исключен вклад и других факторов в
токсичность SpyCas9. Так, недавно удалось сни-
зить токсичность системы CRISPR/SpyCas9 в
клетках C. glutamicum за счет использования силь-
ного терминатора rrnB E. coli для sgRNA, а также
рекомбиназы RecT из профага Rac в сочетании с
донорным фрагментом ДНК в виде олигонуклео-
тида [71]. По аналогии можно предположить, что
терминатор sgRNA S. pyogenes не функционирует
и в микобактериях и, несмотря на существование
трех путей репарации двухцепочечных разрывов
ДНК [72], клетки микобактерий не способны эф-
фективно репарировать разрывы ДНК, вызывае-
мые SpyCas9.

Токсичность CRISPR/SpyCas9 способствова-
ла поиску альтернативных систем редактирова-
ния микобактерий. В модельной системе с ис-
пользованием репортерного гена люциферазы
Renilla исследовали репрессорную активность
11 различных ортологов SpyCas9 без нуклеазной
активности, принадлежащих типам II-A и II-C си-

стем CRISPR/Cas [66]. Экспрессию генов эндо-
нуклеаз Cas контролировали с помощью тетрацик-
лин-регулируемого промотора. В этой системе наи-
более эффективным и нетоксичным репрессором
оказался dSt1Cas9 из S. thermophilus. Результаты,
полученные в модельной системе, подтверждены
и в экспериментах по подавлению экспрессии ге-
нов микобактерий [66]. Следовательно, St1Cas9
может служить хорошим кандидатом и в экспери-
ментах по редактированию генома. Однако в не-
давних исследованиях показано, что конститу-
тивная экспрессия гена St1Cas9 под контролем
промотора гена hsp60 токсична для M. smegmatis
[65]. Это означает, что при создании системы ре-
дактирования генома микобактерий с участием
St1Cas9 необходимо обеспечить контроль над
экспрессией его гена, например, с помощью тет-
рациклин-регулируемого промотора. Впослед-
ствии это было сделано Meijers и соавт. [73]. Ток-
сичность St1Cas9 удалось снизить не только бла-
годаря тетрациклин-регулируемому промотору, а
также экспрессии единичной копии гена St1Cas9,
встроенной в геном микобактерий с помощью
интегразы фага L5. Оптимальная последователь-
ность PAM этого редактора 5′-NNAGAAW-3′ (где
вырожденная позиция W соответствует А или Т) в
GC-богатом геноме микобактерий встречается
очень редко. Однако известно, что in vitro St1Cas9 в
повышенной концентрации способен распознавать
PAM с небольшими отличиями от консенсуса [74].
В соответствии с этими данными показано, что St1-
Cas9 способен распознавать субоптимальные PAM
с последовательностью 5′-NNGGAA-3′ и 5′-NNAG-
CAT-3′, благодаря чему можно значительно уве-
личить число потенциальных мишеней в геноме
микобактерий M. marium и M. tuberculosis [73]. С
помощью St1Cas9 успешно выполнен нокдаун
целевых генов (эффективность около 50%) и де-
леции генов (эффективность 22%). В то же время
с использованием полногеномного секвенирова-
ния показано, что кратковременная индукция
экспрессии St1Cas9 в течение 1 ч практически не
приводит к появлению нецелевых мутаций. Од-
нако нежелательные мутации детектируются при
более длительной (в течение 10 дней) его экспрес-
сии. Вместе с тем, обнаружено “подтекание” ис-
пользуемого в работе контролируемого промото-
ра, что выражается в появлении редактированных
колоний даже в отсутствие индуктора. В связи с
фоновой экспрессией St1Cas9 и его способно-
стью вызывать при длительной экспрессии неце-
левые мутации, предложен способ удаления гена
St1Cas9 из генома микобактерий путем его заме-
ны на репортеный ген красного флуоресцентого
белка tdTomato с помощью гомологичной реком-
бинации [73].

Первой системой, использованной собствен-
но в редактировании генома микобактерий, а
также C. glutamicum [68], стала система типа V-A
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из F. novicida [75]. Показано, что вносимые Fno-
Cas12a двухцепочечные разрывы ДНК летальны
для микобактерий. Эти данные подтверждают
предположение о том, что пути репарации ДНК
микобактерий не могут эффективно справляться
с разрывами ДНК, вносимыми гетерологичными
системами CRISPR/Cas. Токсичность двухцепо-
чечных разрывов ДНК, вносимых FnoCas12a, в
микобактериях преодолена с помощью рекомби-
назы микобактериофага Che9c и фрагмента ДНК
донора рекомбинации [75]. Чтобы оценить эф-
фективность редактирования генома M. smegma-
tis, в качестве репортера использовали ген зелено-
го флуоресцентного белка. Эффективность сайт-
направленного мутагенеза в M. smegmatis состави-
ла 80%, а вставка и делеция фрагментов путем ре-
комбинации с двухцепочечными фрагментами
ДНК длиной около 1000 п.н. – 37–75%. При ис-
пользовании одноцепочечных олигонуклеотидов
длиной 59 и 79 н. удалось встроить не более 7 н. и
внести делеции длиной до 20 н. с эффективно-
стью 70–80%, а длиной 418 и 1000 п.н. – 17.4 и
8.2% соответственно.

Исследовали также возможность использова-
ния 14 белков Cas для редактирования генома ми-
кобактерий [65]. Установлено, что экспрессия ге-
нов белков Cas Treponema denticola (TdCas9), Neis-
seria meningitidis (NmCas9), и F. tularensis (novicida)
(FnCpf1) под контролем сильного конститутив-
ного промотора hsp60 не влияет на скорость роста
M. smegmatis. Обнаружено, что FnCpf1, кодируе-
мый геном, оптимизированным в соответствии с
частотой встречаемости кодонов у M. smegmatis,
токсичен для микобактерий. Предположили, что
высокая экспрессия оптимизированных генов
приводит к накоплению белков Cas, что повыша-
ет частоту вызываемых ими неспецифичных одно-
цепочечных разрывов ДНК до критического уровня
[75]. По-видимому, мРНК гена FnCpf1_cg, оптими-
зированного для экспрессии в C. glutamicum, транс-
лируется с относительно невысокой скоростью, не
позволяя тем самым белку FnCpf1_cg накапливать-
ся в опасных количествах. Из трех нетоксичных в
микобактериях белков Cas только FnCpf1_сg про-
являл высокую активность с различными направ-
ляющими РНК и обеспечивал эффективность ре-
дактирования генома микобактерий вплоть до
70%. Следует отметить, что в этой работе [65] ре-
дактирование генома микобактерий осуществля-
лось за счет NHEJ-пути, а не за счет гомологич-
ной рекомбинации, как в рассмотренной выше
работе [75]. Поскольку мишенями служили гены
известного NHEJ-пути (ku, ligD), то можно пред-
положить, что репарация двухцепочечных разры-
вов проходила с участием других известных аль-
тернативных путей [72].

Инструментарий геномной инженерии мико-
бактерий с помощью систем CRISPR/Cas недав-
но пополнился редакторами оснований. Так,

Ding и соавт. создали двухплазмидную систему
MtbCBE, позволяющую эффективно вносить из-
менения в геном M. tuberculosis с помощью цити-
динового редактора [76]. Одна из плазмид этой
системы кодирует белковые ингибиторы RecA- и
NucS-зависимых путей репарации ДНК, а вторая
плазмида кодирует никазу nCas9Sth1 из S. thermo-
philus, соединенную с цитидиновой дезаминазой
APOBEC1 и UGI – ингибитором урацил-ДНК-
гликозилазы. В ходе работы установили, что по-
мимо урацил-ДНК-гликозилаз, в репарации дез-
аминированных оснований участвуют пути гомо-
логичной рекомбинации (ключевой белок RecA)
и репарации неправильно спаренных оснований
ДНК (один из ключевых белков нуклеаза NucS),
которые значительно снижают степень редакти-
рования генома дезаминазой. Поэтому для повы-
шения эффективности редактирования основа-
ний и создана плазмида, несущая гены ингибито-
ров этих путей.

Количество потенциальных мишеней полу-
ченного редактора ограничено довольно длин-
ным PAM Cas9Sth1 и возможностью вносить толь-
ко замены цитидинов на тимины. Недавно полу-
чили новые редакторы оснований, позволяющие
вносить замены цитидинов на гуанины [77] и на
аденины [78]. В состав этих редакторов введена
урацил-ДНК-гликозилаза, выщепляющая дез-
аминированное основание и создающее апири-
мидиновый сайт. Дальнейшая репарация апири-
мидинового сайта ведет преимущественно к
трансверсиям С → A или C → G. В настоящее
время ведутся работы по адаптации подобных ре-
дакторов оснований и к микобактериям, что
должно значительно расширить спектр вносимых
мутаций.

В ходе биоинформатического анализа в геномах
патогенных микобактерий, например M. tuberculosis
и M. bovis, выявлена система CRISPR/Cas10, от-
носящаяся к типу III-А класса I [79, 80]. У штамма
M. tuberculosis H37Rv система состоит из 9 генов
Csm2-6, Cas10, Cas6, Cas1 и Cas2 и двух локусов
CRISPR. Нуклеаза Cas6 инициирует созревание
crRNA, расщепляя ее предшественник внутри по-
второв. Образующиеся промежуточные продукты
содержат с 5′-конца 8 н. повтора, далее спейсер и
полный повтор с 3′-конца [81]. На промежуточных
продуктах происходит сборка рибонуклеопротеид-
ного комплекса, включающего белки Csm и нукле-
азу Cas10, с вытеснением нуклеазы Cas6. После
этого происходит отщепление части повтора с
3′-конца с формированием зрелой crRNA [81].
Следует отметить, что в отличие от систем типа
II-A и V-A, рассмотренных ранее, мишенями си-
стемы типа III-A может быть как ДНК (в этом
случае нуклеазную активность проявляет Cas10),
так и РНК (в этом случае нуклеазную активность
проявляет Csm3) [82].
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Ранние исследования структуры системы, в
основном повторов и спейсеров локусов CRISPR,
предполагали возможность их использования в
качестве средств генотипирования штаммов ми-
кобактерий в эпидемиологических исследовани-
ях [83, 84]. Сравнительно недавно началось изу-
чение механизмов функционирования системы
CRISPR/Cas10 и регуляции экспрессии ее компо-
нентов у микобактерий [85, 86]. Показано, что си-
стема активна против чужеродных элементов ДНК,
определены детали биогенеза crRNA [85, 87]. Си-
стема CRISPR M. tuberculosis активна против ДНК-,
а также РНК-мишеней в гетерологичной экс-
прессионной системе в E. coli как в виде очищен-
ных белков, так и in vivo [88]. Изучение структуры
и механизмов функционирования позволило на-
править эндогенную систему CRISPR/Cas на ре-
дактирование собственного генома M. tuberculosis
[89], как это сделано ранее в случае, например,
эндогенных систем CRISPR/Cas клостридий [90,
91]. С этой целью M. tuberculosis трансформирова-
ли плазмидой, кодирующей направляющие РНК
против целевых участков генома. Используя до-
норы для рекомбинации с различной структурой,
показали возможность инактивации генов и
вставки репортерных генов в геном M. tuberculosis
[89]. Более того, разработан способ подавления
экспрессии генов путем нацеливания эндогенной
системы CRISPR/Cas10 на мРНК. Ранее устано-
вили, что если в 5′-конец спейсера crRNA ввести
последовательность 5′-GAAAC-3′, которая будет
комплементарна мРНК, то в этом случае эффек-
тор Cas10 будет гидролизовать не ДНК, а мРНК
[92]. С помощью этого подхода удалось эффек-
тивно подавить экспрессию как отдельных генов
(katG, dcD или esxT), так и нескольких генов одно-
временно (lpqE, katG и inhA). Кроме того, выпол-
нены скрининговые исследования, в ходе кото-
рых выявлены гены, влияющие на скорость раз-
множения M. tuberculosis как в культуре, так и в
макрофагах [89]. Таким образом, показана прин-
ципиальная возможность использования эндо-
генных систем CRISPR/Cas микобактерий для
редактирования их генома, регуляции экспрес-
сии как отдельных генов, так и групп генов и про-
ведения скрининговых исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние годы достигнут значительный

прогресс в изучении генетики микобактерий,
разработаны молекулярные инструменты для эф-
фективных и направленных генетических мани-
пуляций с ними. Рассмотренные в обзоре методы
позволяют вносить направленные изменения в
геном микобактерий, что востребовано в различ-
ных биомедицинских приложениях.
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D. K. Armianinova1, *, D. S. Karpov2, M. S. Kotliarova1, and A. V. Goncharenko1
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Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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Genetic tools for targeted modification of the genome of mycobacteria contribute to the development of our
understanding of the physiology and virulence mechanisms of this group of microorganisms. Human and an-
imal pathogens, such as the causative agents of tuberculosis – Mycobacterium tuberculosis complex and lep-
rosy – Mycobacterium leprae are of particular importance. Genetic research opens up novel opportunities for
the identification and validation of new targets for antibacterial drugs and the development of new better vac-
cines. Despite the difficulties of working with mycobacteria, which were associated with limited opportunities
for the transfer of genetic information and the slow growth rate of the most important microorganisms, sig-
nificant progress has been succeeded in the development of genetic engineering methods. The review consid-
ers the main approaches for targeted changes in the mycobacterial genome, such as methods of homologous
as well as, and the CRISPR/Cas system.

Keywords: Mycobacterium spp., gene editing, homologous recombination, site-specific recombination,
CRISPR/Cas
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