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Для определения генов, продукты которых позволяют Yersinia pestis уклониться от действия антибиотиков
катионно�пептидной природы, использовали стратегию ненаправленного инсерционного мутагенеза при
помощи мини�транспозона Tn5 с последующим скринингом библиотеки, позволяющим обнаружить чувстви�
тельные к полимиксину Б мутанты. Для одного из них охарактеризована мутация, ответственная за поли�
миксин�чувствительный фенотип, и определена структура липополисахарида (ЛПС). В штамме Y. pestis
KM218�А3 мини�Tn5 находился в начале открытой рамки считывания, продукт которой на 82% идентичен
белку GmhB E. coli, выполняющему функцию D�глицеро�D�манно�гептозо�1,7�дифосфатфосфатазы. Масс�
спектр ESI ICR FT с регистрацией анионов немодифицированного ЛПС штамма Y. pestis KM218�А3 позво�
лил выявить молекулы с полным кором или неполным кором двух типов: один состоял только из дисахари�
дов Kdo�Kdo и Ko�Kdo, а другой – из трисахаридов Hep�(Kdo)�Kdo или Hep�(Ko)�Kdo. Проведенная ком�
плементация подтвердила, что полученный дефект в биологических свойствах мутантного штамма являлся
следствием инактивации гена gmhB. Продемонстрировано, что продукт гена gmhB необходим Y. pestis для
образования «дикого» типа ЛПС, устойчивого к антимикробным пептидам и сыворотке крови.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Yersinia pestis, липополисахарид, биосинтез гептозы, устойчивость к сыворотке,
устойчивость к антимикробным пептидам.
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Реализация патогенных свойств Y. pestis в ор�
ганизме восприимчивого хозяина требует при�
сутствия у возбудителя чумы факторов патоген�
ности различной функциональной направлен�
ности, обеспечивающих защиту от врожденного
и приобретенного иммунитета макроорганизма.
Система врожденного иммунитета, являясь эво�
люционно наиболее древней, действует немед�
ленно после внедрения патогена, активируя фа�

гоцитоз и воспалительные реакции, огромная
роль в реализации которых отводится системе
комплемента, цитокинам, лизоциму, проперди�
ну, лейкину и β�лизину, а также другим анти�
микробным агентам, в том числе, катионным
пептидам. В процессе эволюции взаимоотноше�
ний микро� и макроорганизма у бактериальных
патогенов, в частности, у патогенных иерсиний
сформировались механизмы устойчивости к
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факторам врожденного иммунитета, что позво�
ляет им выживать и размножаться в организме
чувствительного хозяина [1–3]. Устойчивость к
катионным антимикробным пептидам (КАМП),
обнаруженным во многих тканях млекопитаю�
щих и насекомых [4–6], является важным фак�
тором патогенности Y. pestis. [7, 8]. Настоящая
публикация посвящена определению новых ге�
нов, продукты которых позволяют возбудителю
чумы уклониться от бактерицидного действия
антибиотиков катионно�пептидной природы.
Для получения штаммов Y. pestis, чувствитель�
ных к одному из представителей таких антибио�
тиков – полимиксину Б (ПМБ), нами была выб�
рана стратегия ненаправленного инсерционного
мутагенеза при помощи мини�транспозона Tn5.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Бактериальные штаммы и плазмиды. Исполь�
зованные в работе бактериальные штаммы и
плазмиды из Государственной коллекции пато�
генных микроорганизмов и клеточных культур
(ГКПМ�Оболенск) и их характеристика представ�
лены в табл. 1.

Выращивание бактерий. Для мутагенеза штамм
Y. pestis выращивали при температуре 25 °C в те�
чение 48 ч на плотной питательной среде Brain
heart infusion («HiMedia», Индия) [14] с добавле�
нием гемолизированной крови до 2% (v/v) при
pH 7,2. Штамм Escherichia coli S17�1 λpir и его
производные выращивали при температуре 37 °C
в течение 24 ч в среде Лурия–Бертани [15] при
pH 7,2. Для выделения липополисахаридов
(ЛПС) штаммы Y. pestis выращивали при темпе�
ратуре 25 °C, как описано ранее [16].

Инсерционный мутагенез. Получение инсер�
ционных мутантов проводили конъюгативным
методом [17]. В качестве реципиента использо�
вали штамм Y. pestis KM218, устойчивый к поли�
миксину Б, в качестве донора использовали штамм
E. coli S17 λpir, содержащий плазмиду pUTKm [11].
Контрселекцию конъюгантов Y. pestis вели на
средах, содержащих генцианвиолет (1 : 100 000)
(w/v) («ДИАЭМ», Россия) с добавлением канами�
цина (40 мкг/мл) или ампициллина (100 мкг/мл).

Генно�инженерные манипуляции. Выделение
хромосомной ДНК бактерий и плазмидной ДНК
проводили по рекомендациям производителя с
использованием Genomic DNA Purification Kit и
DNA Extraction Kit («Fermentas», Литва). Рестрик�
цию и лигирование выполняли по стандартным
методикам [15]. Трансформацию клеток E. coli
проводили методом электропорации по методике,
изложенной в руководстве Operating manual к при�
бору Electroporator 2510 («Eppendorf», Германия).

Секвенирование ДНК выполняли в ЗАО «Син�
тол», Россия. Полученные в результате секвени�
рования нуклеотидные последовательности ана�
лизировали с помощью программы BLAST2 на
сервере NCBI.

Комплементация. Для комплементации был
сконструирован низкокопийный экспрессиру�
ющий вектор pAE�gfp. Для этого ген gfp/asv,
включая SD�последовательность, из плазмиды
pKK214GFP/ASV [18], клонировали в векторе
pBluescript II SK (–) по сайтам рестрикции PstI и
EcoRI. SmaI�SalI фрагмент полученной плазми�
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Штаммы 
и плазмиды

Y. pestis 
KM218

Y. pestis 
KM218�А3

Y. pestis 
KM218�А3/ 
pAE�gmhB

Y. pseudotu*
berculosis
EV11М

E. coli S17�l
λpir

E. coli S17�1 
λpir/pUT Km

E. coli DH5α

pUT Km

pUC19

pACYC184

pAE�gfp

pAE�gmhB

Характеристика

pFra–pCad–pPst–Δpgm, 
производный вакцинного
штамма EV линии НИИЭГ,
авирулентный

gmhB::Tn5; получен из
штамма KM218; KmR

KM218�А3, комплементи�
рованный pAE�gmhB

серотип O:3; pCad–

thi pro hsdR*hsdM+recA RP4
2�Tc::Mu�Km::Tn7(TpRSmR)

трансформант штамма 
S17�1 λpir плазмидой 
pUT Km

F–φ80lacZ ΔM15 endA1
recA1 hsdR17 supE44 thi*1
gyrA96 relA1 (lacZYA*
argF)U169

oriR6K bla tnp nptII

oripMB1 bla LacZ
полилинкер

oripA15 cat tet

oripA15 cat SD�gfp/asv,
производное pACYC184

производное pAE�gfp с
gmhB

Источник 
или ссылка

РКПБ
«Микроб»

НИ*

НИ

ГКПМ�
Оболенск

[9]

НИ

[10]

[11] GenBank
X06404

[12] GenBank
L09137

GenBank
X06403

[13]

НИ

Таблица 1. Бактериальные штаммы и плазмиды, использо�
ванные в работе

* НИ – настоящее исследование.
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ды pBlu�gfp клонировали в плазмиду pACYC184
по сайтам EcoRV�SalI. При конструировании
плазмиды для комплементации ген gfp/asv из
pAE�gfp [13] вырезали по сайтам рестрикции
NdeI�SalI и заменяли на амплифицированную с
помощью праймеров GmhBNdeI (5'�TTGATG�
CATATGGTGACTCAGTCCGTT�3') и GmhBSalI
(5'�CTTGTCGACCTATTTATAACGCGC�3')
(«Синтол», Россия) кодирующую последователь�
ность гена gmhB.

Выделение ЛПС и ДСН�ПААГ�электрофорез.
ЛПС выделяли из сухих бактериальных клеток
смесью фенола, хлороформа и петролейного
эфира [19] и очищали последовательным фер�
ментативным расщеплением нуклеиновых кис�
лот и белков с повторным ультрацентрифугиро�
ванием (105 000 g, 4 ч) [16].

Для проведения скрининга полимиксин�
чувствительных клонов ЛПС выделяли по мето�
ду Hitchcock и Brown [20]. ДСН�ПААГ�электро�
форез проводили как описано ранее [21]. Для
визуализации ЛПС гель окрашивали аммиач�
ным раствором оксида серебра после окисления
йодной кислотой в соответствии с рекоменда�
циями Tsai и Frash [22].

Масс�спектрометрия. Установление строения
компонентов ЛПС проводили методом масс�
спектрометрии ионного циклотронного резо�
нанса высокого разрешения с Фурье�преобразо�
ванием и ионизацией электрораспылением (ESI
ICR FT). Съемку масс�спектров с регистрацией
анионов проводили на приборе ApexII («Bruker
Daltonics», США) как описано ранее [16].

Определение минимальной ингибирующей кон�
центрации (МИК) полимиксина Б проводили по
стандартной методике разведения в жидкой пи�
тательной среде [23].

Изучение взаимодействий Y. pestis с сывороткой.
Бактерицидные свойства сыворотки определяли
по методу Barnes et al. [24] с небольшими моди�
фикациями. Жизнеспособность исследуемых
штаммов после культивирования в нормальной
человеческой сыворотке с интактным (НЧС) или
инактивированным путем нагревания компле�
ментом (тНЧС) определяли после высевов на
плотную питательную среду.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение мини�Tn5 мутантов, чувствитель�
ных к полимиксину Б. Для определения генов,
ответственных за устойчивость чумного микро�
ба к ПМБ, применяли метод ненаправленного
инсерционного мутагенеза, позволяющий полу�
чать большое количество мутантных клонов за
счет встраивания в геном реципиентного штам�

ма мини�транспозона Tn5, содержащего мар�
керный ген kan. В качестве реципиента исполь�
зовали бесплазмидный производный вакцинно�
го штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ – KM218,
устойчивый к бактерицидному действию ПМБ
и сыворотки крови. Структура ЛПС этого штам�
ма определена нами ранее [16].

В целом, в пяти отдельных экспериментах по
мутагенезу получили более 3000 клонов Y. pestis
KM218 с внедренным в хромосому мини�транс�
позоном Tn5, среди которых выявлено 8 изоля�
тов с фенотипом PolS. Полученные мутанты
обозначили KM218�А3, KM218�7, KM218�7К,
KM218�45К, KM218�457К, KM218�804К, KM218�
2048K и KM218�3209K. МИК ПМБ для чувстви�
тельных мутантов оказались в 20–250 раз ниже,
чем МИК для исходного штамма Y. pestis KM218
(табл. 2). Два из восьми выявленных клонов
(KM218�457К и KM218�А3) проявляли чувстви�
тельность и к бактерицидной активности комп�
лемента нормальной человеческой сыворотки.
После 1 ч инкубации в НЧС количество колоние�
образующих единиц (КОЕ) достоверно снижа�
лось по сравнению с инкубацией в сыворотке с
инактивированным путем нагревания компле�
ментом. Штамм Y. pseudotuberculosis EV11М, ко�
ровая часть ЛПС которого по нашим данным
практически полностью лишена остатков геп�
тоз [16], обладал высокой чувствительностью к
ПМБ и НЧС.

При анализе в ДСН�ПААГ обнаружили, что
скорость миграции ЛПС шести чувствительных
к ПМБ изолятов не отличалась от таковой для
родительского штамма Y. pestis KM218. ЛПС му�
тантного штамма KM218�457К мигрировал с
большей скоростью (данные не приводятся).
ЛПС из мутантного штамма КМ218�A3 форми�
ровал в полиакриламидном геле две полосы, од�
на из которых совпадала по скорости миграции
с ЛПС исходного штамма KM218 (рис. 1), а вто�
рая располагалась на уровне ЛПС, изолирован�
ного из штамма Y. pseudotuberculosis EV11М, кор
которого, по нашим данным, полностью лишен
остатков гептоз [16]. Структура ЛПС Y. pestis
КМ218�A3 и мутация, ответственная за данный
фенотип, были в дальнейшем охарактеризованы.

Определение локализации мини�транспозона
Tn5Km в штамме KM218�А3. Геномную ДНК,
выделенную из мутанта KM218�A3, гидролизо�
вали рестриктазами BamHI и BglII и лигировали
с гидролизованной по сайту BamHI плазмидой
pUC19. Полученной лигазной смесью трансфор�
мировали компетентные клетки E. coli DH5α и
отбирали клоны, устойчивые к ампициллину
(маркер плазмиды) и канамицину (маркер ми�
ни�Tn5). Плазмиды, выделенные из полученных
клонов, содержали вставки размером около 1800
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и 5000 п.н., представляющие собой последова�
тельность ДНК Y. pestis, фланкирующую вставку
мини�Tn5, и 900 п.н. ДНК мини�Tn5. Для опре�
деления нуклеотидной последовательности чум�
ного микроба, расположенной в области внед�
рившегося транспозона, проводили сиквенс
обеих цепей вставки ДНК. Полученные в ре�
зультате секвенирования нуклеотидные после�
довательности сравнили с банком данных NCBI
(https://www.ncbi) с помощью программы BLAST2.
Установили, что в штамме Y. pestis KM218�А3 ми�
ни�Tn5 находится в начале открытой рамки счи�
тывания YPO1074 (NC_003143.1, 1216470..1217036).
Продукт данного гена на 82% идентичен белку
GmhB E. coli (WP_001608862.1), который выпол�
няет функцию D�глицеро�D�манно�гептозо�1,7�ди�
фосфатфосфатазы [25].

Комплементация Tn5�мутации в штамме Y. pestis
KM218�А3. Для подтверждения того, что полу�
ченный дефект в биологических свойствах мутант�
ного штамма является следствием инактивации
соответствующего гена, интактный ген gmhB
был клонирован в сконструированном экспрес�
сирующем векторе pACYC�gfp. Полученную
плазмиду pAE�gmhB вводили в штамм Y. pestis
KM218�А3 методом электропорации. Выделен�
ный из комплементированного штамма Y. pestis
KM218�А3/pAE�gmhB препарат ЛПС обладал
электрофоретическим профилем, подобным ис�
ходному штамму Y. pestis KM218, подтверждая,
что клонированный ген gmhB успешно компле�
ментировал созданную мутацию (рис. 1).

Структурная характеристика ЛПС штамма
Y. pestis KM218�А3. Масс�спектр ESI ICR FT не�
модифицированного ЛПС, полученного из штам�
ма KM218�A3, выращенного при 25 °C (рис. 2),
содержал основной пик при m/z 3227,4670, соот�
ветствующий тетраацильной форме липида A с

двумя остатками 4�амино�4�дезокси�L�араби�
нозы (Ara4N) и кору типа 1d со стехиометричес�
ким содержанием N�ацетилглюкозамина (GlcNAc)
(рис. 2), который ранее был обнаружен нами в
ЛПС «дикого» штамма KM218 [16]. Минорные
компоненты соответствовали соединениям с
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Штаммы Y. pestis

Y. pestis KM218

Y. pestis KM218�А3

Y. pestis KM218�7

Y. pestis KM218�7К

Y. pestis KM218�45К

Y. pestis KM218�457K

Y. pestis KM218�804К

Y. pestis KM218�2048K

Y. pestis KM218�3209K

Y. pseudotuberculosis EV11М 

тНЧС

6,44 ± 0,61

6,42 ± 0,59

6,85 ± 0,58

6,08 ± 0,64

6,35 ± 0,62

5,92 ± 0

6,55 ± 0,62

6,44 ± 0,61

6,47 ± 0,64

5,85 ± 0,54

Таблица 2. Чувствительность штаммов иерсиний к ПМБ и НЧС

НЧС

6,31 ± 0,62

2,35 ± 0,22

5,63 ± 0,49

5,82 ± 0,52

6,22 ± 0,59

0,54 ± 0,04

5,93 ± 0,57

6,32 ± 0,61

6,24 ± 0,60

0,74 ± 0,06

МИК ПМБ
(мкг/мл)

500

31,25

15,625

31,25

31,25

62,5

15,625

7,8

31,25

7,8

Число живых бактерий (lg КОЕ /мл) после 1 ч инкубации в

Рис. 1. ДСН�ПААГ препаратов ЛПС из штаммов Y. pestis
KM218�А3, KM218�А3/pAE�gmhB и Y. pseudotuberculosis
EV11M, выделенных микрометодом Hitchcock и Brown [17].
Дорожки: 1 – Y. pestis KM218�А3; 2 – Y. pseudotuberculosis
EV11M; 3 – Y. pestis KM218�А3/pAE�gmhB; М – набор стан�
дартных белков («Protein Molecular Weight Marker», Fer�
mentas)
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Рис. 2. Масс�спектр ESI ICR FT с регистрацией анионов немодифицированного ЛПС штамма Y. pestis KM218�А3, выра�
щенного при температуре 25 °C. Над спектром приведены структуры гексаацильной (LPShexa), пентаацильной (LPSpenta) и
тетраацильной (LPStetra) форм ЛПС. Ara4N – 4�амино�4�дезокси�L�арабиноза, Hep – L�глицеро�D�манно�гептоза, Kdo –
3�дезокси�D�манно�окт�2�улозоновая кислота, 14:0(3�OH) – (R)�3�гидроксимиристиновая кислота, 14:0(3�O12:0) –
(R)�3�лауроилоксимиристиновая кислота, 14:0(3�O16:1) – (R)�3�пальмитолеоилоксимиристиновая кислота, P – фосфат�
ная группа
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корами типов 1a–1c, отличающимся от 1d заме�
ной D�глицеро�D�тало�окт�2�улозоновой кисло�
ты (Ko) на 3�дезокси�D�манно�окт�2�улозоно�
вую кислоту (Kdo) и/или Gal на D*глицеро�D�
манно�гептозу (DD�Hep) (табл. 3). Кроме того,
они содержали один или оба дополнительных
остатка жирных кислот C12 : 0 и C16 : 1 соотве�
тственно (рис. 2). Небольшое число молекул
включало один остаток Ara4N в липиде A.

Масс�спектр ESI ICR FT выявил молекулы с
неполным кором двух типов. Один из них был
представлен дисахаридами Kdo�Kdo (2a, основ�
ная форма) и Ko�Kdo (2c, минорный компо�
нент), а другой – трисахаридами Hep�(Kdo)�
Kdo (3a, минорный компонент) и Hep�(Ko)�Kdo
(3c, основная форма) (рис. 2).

Чувствительность штамма Y. pestis KM218�А3 к
полимиксину Б. При ежедневных последовательных

пересевах исследуемого штамма KM218�А3 МИК
полимиксина Б увеличивалась (31,25–125 мкг/мл),
не достигая значения МИК для родительского
штамма (рис. 3). При этом, несмотря на пересе�
вы, штамм оставался чувствительным к бакте�
рицидному действую комплемента НЧС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Способность Y. pestis к внутриклеточному
размножению и устойчивость к бактерицидно�
му действию катионных антимикробных пепти�
дов и комплементу сыворотки крови играют
важную роль в патогенезе чумной инфекции
[7, 26–30]. Установлено, что Y. pestis превосхо�
дит Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica по устой�
чивости к действию бактерицидных катионных
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Таблица 3. Типы олигосахаридов кора в мутантном штамме Y. pestis KM218�А3
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пептидов. Возрастание устойчивости коррели�
ровало с увеличением степени редуцированнос�
ти ЛПС. Полное отсутствие в структуре ЛПС
Y. pestis отрицательно заряженных O�боковых
полисахаридных цепей приводило к минималь�
ной способности бактерий сорбировать катион�
ные пептиды [31]. Наши данные подтверждают,
что штамм Y. pestis subsp. pestis КМ218 высокоус�
тойчив к ПМБ при температуре 25 °C [7]. В дан�
ном исследовании мы получили мутанты штам�
ма Y. pestis КМ218, чувствительные к ПМБ, и
выявили один из генетических локусов, участву�
ющих в обеспечении устойчивости к данному
антимикробному агенту.

Ранее нами и другими исследователями бы�
ло показано, что мутации, повреждающие струк�
туру олигосахарида кора или липида А у предс�
тавителей рода Yersinia, ведут к снижению ус�
тойчивости штаммов к ПМБ, β�дефензинам,
кателицидинам и цекропинам [32–39]. Кроме
того, было выявлено, что регион внутреннего
кора ЛПС у возбудителя чумы, псевдотуберку�
леза и некоторых других бактерий является ре�
цептором бактериофагов, необходим для проти�
востояния повреждающему действию компле�
мента сыворотки крови и устойчивости к опсо�
низации и захвату нейтрофилами [39–42]. В хо�
де выполнения настоящего исследования мы ус�
тановили, что в чувствительном к ПМБ штамме
Y. pestis KM218�А3 мини�Tn5 находится в начале
открытой рамки считывания гена YPO1074

(NC_003143.1, 1216470..1217036), продукт кото�
рого оказался необходим и для устойчивости
возбудителя чумы к комплементу сыворотки
крови.

Функцию продукта гена YPO1074 Y. pestis
предположительно установили на основании
гомологии, которая была определена с по�
мощью поиска BLAST. Продукт открытой рамки
считывания YPO1074 Y. pestis оказался на 82%
идентичен D�глицеро�D�манно�гептозо�1,7�ди�
фосфатфосфатазе GmhB E. coli (ранее YaeD), ко�
торая участвует в превращении D�глицеро�D�
манно�гептозо�1,7�дифосфата в D�глицеро�D�
манно�гептозо�1�фосфат. Данная реакция явля�
ется одним из этапов биосинтеза АDР� L�глице*
ро�D�манно�гептозы – субстрата для гептозил�
трансфераз внутреннего отдела кора WaaC и
WaaF у E. coli и других грамотрицательных мик�
роорганизмов [25]. Путь биосинтеза ADP�L�гли*
церо�D�манно�гептозы и гены кишечной палоч�
ки, участвующие в этом биосинтезе, подробно
описаны ранее [25, 43]. Таким образом, ген
YPO1074 идентифицировали как gmhB и назвали
соответственно.

Согласно полученным данным, ЛПС штамма
Y. pestis KM218 с мутацией в гене gmhB содержал
несколько типов молекул олигосахарида кора:
полноразмерные молекулы, характерные для
исходного штамма KM218, и молекулы с кором,
редуцированным до дисахарида (Kdo�Kdo или
Ko�Kdo) и трисахарида (Hep�(Kdo)�Kdo или
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Рис. 3. Зависимость МИК ПМБ иерсиний от количества пересевов на плотной питательной среде. 1 – Y. pseudotuberculo*
sis EV11M, 2 – Y. pestis KM218, 3 – Y. pestis KM218�А3
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Hep�(Ko)�Kdo). Кор, представленный дисаха�
ридами из Kdo и Ko, был обнаружен нами ранее
при определении структуры ЛПС лабораторного
высокочувствительного к ПМБ штамма Y. pseudo*
tuberculosis EV11M [16].

Kneidinger et al. [25] показали, что делеция в
гене gmhB у штамма E. coli К�12 приводит к де�
фекту в биосинтезе кора ЛПС, при котором по�
являются как молекулы, лишенные остатков
гептоз, так и содержащие их, что по мнению ав�
торов отражает наличие частичной компенсации
нарушенного синтеза АDР�L�глицеро�D�манно�
гептозы. Они установили, что данная компенса�
ция осуществляется за счет бифункционального
белка HisB E. coli, который также проявляет гис�
тидинол�фосфатфосфатазную активность. В слу�
чае с мутантом Y. pestis КМ218�A3 различная
степень редуцированности молекул кора ЛПС и
обнаруженный незначительный рост устойчи�
вости к ПМБ в процессе пересевов, вероятнее
всего, также связаны с компенсаторными меха�
низмами. Однако, несмотря на это, штамм про�
должал оставаться чувствительным к ПМБ, не
достигая значения МИК родительского высоко�
устойчивого штамма. Кроме того, вне зависи�
мости от пересевов, штамм оставался чувстви�
тельным к НЧС.

Таким образом, исследование штамма Y. pestis
КМ218�A3, полученного методом ненаправлен�
ного инсерционного мутагенеза при помощи
мини�транспозона Tn5, показало, что измене�
ние гена YPO1074, продукт которого участвует в
одном из этапов синтеза ADP�L�глицеро�D�манно�
гептозы, нарушает синтез пентасахаридного фраг�
мента ЛПС, вызывая появление молекул ЛПС с
укороченной коровой частью и приводя к уязви�
мости чумного микроба к бактерицидной актив�
ности нормальной сыворотки и полимиксина Б.

Ранее нами установлено, что нокаутные мутан�
ты Y. pestis с двумя или менее моносахаридами в
коре ЛПС не только чувствительны к КАМП и
НЧС, но и являются авирулентными при под�
кожном заражении мышей и морских свинок.
Этот факт подтверждает, что структура ЛПС иг�
рает ключевую роль в летальности при заболева�
нии чумой, а ген gmhB, наряду с выявленными
нами ранее генами waaC, hldE и waaA [39], или
кодируемый им белок, может считаться потен�
циальным кандидатом на роль молекулярной
мишени для специфических ингибиторов виру�
лентности Y. pestis.
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To identify Yersinia pestis genes involved in cationic antimicrobial peptides (CAMP)�resistance, libraries of KМ218
minitransposon Tn5 mutants were screened for polymyxin B susceptible ones. The mutation responsible for polymyx�
in�sensitive phenotype and the lipopolysaccharide (LPS) structure of Y. pestis strain KM218�A3 were characterized.
The mini�Tn5 was identified in the open reading frame, which product is homologous to the product of the E. coli
gmhB gene (82% identity) performing the function of a D�D�heptose 1,7�diphosphate phosphatase. ESI FT�ICR mass
spectrometry was used to study the structure of the unmodified LPS of Y. pestis KM218�A3. The molecules with the
full�size�LPS core or with one of two types of partially truncated core ((i) including the disaccharide Kdo�Kdo or Ko�
Kdo only, (ii) the trisaccharides Hep�(Kdo)�Hep or Kdo�(Ko)�Kdo) were identified with the ESI FT�ICR mass spec�
trometry. The performed complementation confirmed that the obtained defect in the biological properties of the
mutant strain was the result of gmhB gene inactivation. These results indicate that the gmhB gene product of Y. pestis
is essential for production of wild�type LPS, CAMP� and serum�resistant.
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