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Обзор посвящен основным подходам системной метаболической инженерии, применяемым при
создании на основе Corynebacterium glutamicum продуцентов L-валина – незаменимой протеиноген-
ной аминокислоты, которая широко используется в качестве кормовой добавки. Данное направле-
ние инженерии базируется на представлениях системной биологии, рассматривающих живой организм
как целостную систему с комплексным взаимодействием между элементами. В обзоре рассмотрены: ла-
бораторная эволюция как способ получения новых мутаций, повышающих продукцию L-валина; ис-
пользование биосенсоров для отбора клонов с такими мутациями; “омические” данные, получен-
ные для штаммов C. glutamicum, способных продуцировать L-валин и родственные аминокислоты;
модификация генов, кодирующих глобальные регуляторные факторы; моделирование метаболиче-
ских путей, имеющих отношение к продукции аминокислот у C. glutamicum, с использованием пол-
ногеномных данных. Каждому из подходов дана оценка с точки зрения эффективности его исполь-
зования для повышения продуктивности штаммов и улучшения их технологических характеристик.
Кроме того, представлена информация о современных методах редактирования генома C. glutamic-
um, без которых невозможно осуществление большого числа направленных модификаций, необхо-
димых для реализации подходов системной метаболической инженерии.
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Биотехнологические способы производства в
последние десятилетия все шире используются в
мировом хозяйстве для получения различных цен-
ных соединений. Ключевой элемент промышлен-
ной биотехнологии – штаммы-продуценты, пред-
ставляющие собой микроорганизмы, метаболизм
которых изменен и перенаправлен, в первую оче-
редь, на синтез целевого вещества. Один из наи-

более популярных базовых микроорганизмов для
создания штаммов-продуцентов – неприхотли-
вая бактерия Corynebacterium glutamicum, облада-
ющая гибким хорошо изученным метаболизмом,
стрессоустойчивостью и генетической стабиль-
ностью [1]. Неспособность к образованию спор и
эндотоксинов [2] и отсутствие патогенности поз-
волили отнести C. glutamicum к организмам со стату-
сом GRAS (англ. Generally Recognized as Safe) [3], то
есть данный микроорганизм был признан безопас-
ным для человека и животных и разрешен для ис-
пользования при получении веществ пищевого,
кормового и медицинского назначения. Все это
позволяет рассматривать C. glutamicum как идеаль-
ную “фабрику” для микробиологического синтеза.

С помощью C. glutamicum производят широ-
кий спектр различных веществ, среди которых
органические кислоты [4], полиамины и диами-

Список сокращений: AHAIR – ацетолактатредуктоизомера-
за; AHAS – ацетолактатсинтаза; BCAA – аминокислоты с
разветвленной боковой цепью; BCAT – трансаминаза
BCAA; DHAD – дегидратаза дигидроксикислот; PTS-систе-
ма – фосфотрансферазная система транспорта глюкозы;
МИ – метаболическая инженерия; НАДФ+/НАДФН – ни-
котинамиддинуклеотидфосфат окисленный/восстановлен-
ный; ПФП – пентозофосфатный восстановительный путь;
ТФ – транскрипционный фактор; ФЕП – фосфоенолпи-
руват; Ф-, Ф – фосфат; ЦТК – цикл трикарбоновых кис-
лот; цАМФ – циклический аденозинмонофосфат.
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ны [5, 6], спирты [1], полифенолы [7], каротино-
иды [8] и рекомбинантные белки [9]. Список со-
единений, продукцию которых могут осуществлять
коринебактерии, увеличивается с каждым годом.
Однако основной сферой применения C. glutamic-
um, начиная с открытия вида в 1956 году [10] и до
сих пор, остается производство аминокислот и их
производных [11].

Как и в случае других базовых микроорганиз-
мов, первые штаммы C. glutamicum, способные
продуцировать целевое вещество, были получены
при помощи ненаправленного мутагенеза, с по-
следующим фенотипическим отбором мутантов с
нужными свойствами. Создание и совершенство-
вание продуцентов ускорилось с появлением ген-
но-инженерного инструментария для C. glutamicum,
а также с расшифровкой полных последовательно-
стей геномов штаммов этого микроорганизма и с
утверждением в исследовательской практике ме-
тодов рациональной метаболической инженерии
(МИ) [12]. Рациональная МИ предполагает, что
модификации подвергаются гены с хорошо из-
вестными метаболическими функциями, что ведет
к направленному изменению реакций, происходя-
щих в клетках, а именно, к усилению образования
целевого продукта и минимизации образования
продуктов побочных.

В целом, этот подход себя оправдал, однако в
последние годы, видимо, достиг пределов приме-
нимости. Недостаток фундаментальных знаний о
внутриклеточных процессах, особенно об их регу-
ляции, привел к вырождению рациональной МИ в
“метод проб и ошибок”, когда ожидаемый ре-
зультат генетических модификаций зачастую не
совпадает с реальным и/или не воспроизводится
в других экспериментах и на других штаммах. На-
дежду на преодоление кризиса дает все более ши-
рокое внедрение в практику системной МИ, то
есть МИ, основанной на использовании методов
системной и синтетической биологии, а также эво-
люционно-инженерных подходов [13]. Системная
биология рассматривает организм как единое це-
лое, а не набор отдельных элементов, соединяя био-
логические методы исследования с теорией систем.
В свою очередь, синтетическая биология сосре-
доточена на создании новых систем с заданными
свойствами. Предполагается, что такой междис-
циплинарный подход позволит повысить вероят-
ность получения запланированных результатов и
их воспроизводимость [14, 15].

Данный обзор представляет собой продолже-
ние опубликованного нами ранее обзора “Рацио-
нальная метаболическая инженерия C. glutamicum
для продукции L-валина” [16].

Как известно, к группе аминокислот с разветв-
ленной боковой цепью (BCAA, англ. branched-

chain amino acid) относятся валин, а также L-лей-
цин и L-изолейцин (далее – лейцин, изолейцин).

Биосинтез валина у C. glutamicum состоит из
4 последовательных реакций (рис. 1):

1) конденсация двух молекул пирувата, ката-
лизируемая ацетолактатсинтазой AHAS (продукт
генов ilvBN), с образованием 2-ацетолактата;

2) НАДФН-зависимое превращение 2-ацето-
лактата в 2,3-диоксиизовалерат, катализируемое
ацетолактатредуктоизомеразой AHAIR (продукт
гена ilvC);

3) превращение 2,3-диоксиизовалерата в 2-ок-
соизовалерат, катализируемое дегидратазой ди-
гидроксикислот DHAD (продукт гена ilvD);

4) образование валина из 2-оксоизовалерата
в реакции трансаминирования, катализируемой
трансаминазой BCAT (продукт гена ilvE); при
этом используется аминогруппа, отщепленная от
глутамата, который, в свою очередь, получает ее в
НАДФН-зависимой реакции, катализируемой глу-
таматдегидрогеназой (продукт гена gdh).

Таким образом, для синтеза 1 моля валина не-
обходимо 2 моля пирувата и 2 моля НАДФН. Пи-
руват образуется из фосфоенолпирувата (ФЕП) в
гликолизе. Основной источник НАДФН у C. glu-
tamicum – пентозофосфатный восстановительный
путь (ПФП). Необходимо отметить, что те же самые
ферменты, предшественник и кофактор участвуют
в биосинтезе двух других BCAA и D-пантотената.

Выброс валина из клеток осуществляется при
помощи транспортера BrnFE, который также осу-
ществляет транспорт других BCAA и L-метионина.
Гены brnFE, кодирующие транспортер, объедине-
ны в один оперон. Он регулируется транскрипци-
онным фактором Lrp по принципу позитивной
обратной связи: белок Lrp активируется при свя-
зывании с BCAA, присутствующими в клетках, и,
в свою очередь, активирует транскрипцию brnFE.

В предыдущем обзоре [16] нами были рассмот-
рены стратегии повышения продукции валина у
C. glutamicum за счет модификации генов биосин-
теза и транспорта валина, а также генов, ответ-
ственных за образование пирувата, НАДФН и по-
бочных продуктов.

В настоящем обзоре речь пойдет о новых под-
ходах к совершенствованию валин-продуцирую-
щих штаммов C. glutamicum с использованием си-
стемной МИ, среди которых:

1) лабораторная эволюция, приводящая к от-
бору новых мутаций, повышающих продукцию
целевого вещества;

2) применение биосенсоров для отбора мута-
ций, повышающих продукцию целевого вещества;

3) анализ “омических” данных, полученных
для продуцентов целевого вещества и родствен-
ных соединений;
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Рис. 1. Биосинтез валина у C. glutamicum и место данного процесса в метаболизме клеток. Зеленым цветом указан путь
биосинтеза валина, фиолетовым – гликолиз (источник пирувата), голубым – ПФП (источник НАДФН), коричневым –
ЦТК, оранжевым – глиоксилатный шунт, красным – реакции “нецелевого” расходования пирувата. Вместо фермен-
тов указаны кодирующие их гены: aceA – изоцитратлиаза; aceB – малатсинтаза; aceE, aceF, lpd – субъединицы пиру-
ватдегидрогеназного комплекса; ackA – ацетаткиназа; acn – аконитаза; ctfA – бутират-ацетоацетат-КоА-трансфераза;
eno – енолаза; fda – фруктозо-бисфосфатальдолаза; fum – фумараза; gapA, gapB – формы глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы; gdh – глутаматдегидрогеназа; glpX – фруктозо-1,6-бисфосфатаза; gltA – цитратсинтаза; gnd – 6-фосфо-
глюконатдегидрогеназа; icd – изоцитратдегидрогеназа; ilvB, ilvN – субъединицы AHAS; ilvC – AHAIR; ilvD –DHAD;
ilvE – BCAT; ldhA, lldD – формы лактатдегидрогеназы; mdh – малатдегидрогеназа; mqo – малат:хиноноксидоредуктаза;
odhA, sucB, lpd – субъединицы α-кетоглутаратдегидрогеназного комплекса; odx – оксалоацетатдекарбоксилаза; pck – ФЕП-
карбоксикиназа; pfk – фосфофруктокиназа; pgi – глюкозо-6-фосфатизомераза; pgk – фосфоглицераткиназа; pgl – 6-фос-
фоглюконолактоназа; pgm – фосфоглицератмутаза; ppc – ФЕП-карбоксилаза; pps – ФЕП-синтаза; pqo – пируват:хи-
ноноксидоредуктаза; pta – фосфотрансацетилаза; ptsG – глюкозоспецифическая мембранная пермеаза; pyc – пируват-
карбоксилаза; rpe – рибулозо-5-фосфатэпимераза; rpi – рибозо-5-фосфатизомераза; sdhA, sdhB, sdhC – субъединицы
cукцинатдегидрогеназы; sucC, sucD – субъединицы сукцинил-КоА-синтетазы; tal – трансальдолаза; tkt – транскето-
лаза; tpi – триозофосфатизомераза; zwf, opcA – субъединицы глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы. 
Fig. 1. Valine biosynthesis in C. glutamicum and the place of this process in cell metabolism. Green color indicates the pathway
of valine biosynthesis, purple – glycolysis (source of pyruvate), blue – PPP (source of NADPH), brown – TCA cycle, orange –
glyoxylate shunt, red – reactions of “off-target” consumption of pyruvate. The genes encoding them are indicated instead of the
enzymes: aceA – isocitrate lyase; aceB – malate synthase; aceE, aceF, lpd – subunits of the pyruvate dehydrogenase complex;
ackA – acetate kinase; acn – aconitase; ctfA – butyrate acetoacetate CoA-transferase; eno – enolase; fda – fructose bisphosphate
aldolase; fum – fumarase; gapA, gapB – forms of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; gdh – glutamate dehydrogenase;
glpX – fructose-1,6-bisphosphatase; gltA – citrate synthase; gnd – 6-phosphogluconate dehydrogenase; icd – isocitrate dehydro-
genase; ilvB, ilvN – AHAS subunits; ilvC – AHAIR; ilvD –DHAD; ilvE – BCAT; ldhA, lldD – forms of lactate dehydrogenase;
mdh – malate dehydrogenase; mqo – malate:quinone oxidoreductase; odhA, sucB, lpd – subunits of α-ketoglutarate dehydroge-
nase complex; odx – oxaloacetate decarboxylase; pck – PEP carboxykinase; pfk – phosphofructokinase; pgi – glucose-6-phos-
phatidase; pgk – phosphoglycerate kinase; pgl – 6-phosphogluconolactonase; pgm – phosphoglycerate mutase; ppc – PEP car-
boxylase; pps – PEP synthase; pqo – pyruvate:quinone oxidoreductase; pta – phosphotransacetylase; ptsG – glucose-specific
membrane permease; pyc – pyruvate carboxylase; rpe – ribulose-5-phosphate epimerase; rpi – ribose-5-phosphatizomerase; sdhA,
sdhB, sdhC – succinate dehydrogenase subunits; sucC, sucD – succinyl-CoA synthetase subunits; tal – transaldolase; tkt – transketo-
lase; tpi – triosephosphate isomerase; zwf, opcA – glucose-6-phosphate dehydrogenase subunits.
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4) модификация генов, кодирующих глобаль-
ные регуляторные факторы;

5) моделирование метаболических путей с це-
лью выявления новых мишеней для направлен-
ной модификации.

Кроме того, будут подробно описаны совре-
менные методы редактирования генома C. glutam-
icum, высокая эффективность которых – обяза-
тельное условие для реализации подходов си-
стемной МИ, требующих быстрой модификации
большого числа генов.

C. glutamicum как платформа для создания 
штаммов-продуцентов

C. glutamicum – это хорошо изученные непо-
движные палочковидные грамположительные бак-
терии. Характерная особенность морфологии всех
представителей Corynebacterineae – многослойная
и многофункциональная клеточная стенка (рис. 2).
Она включает: 1) цитоплазматическую мембрану
(диффузный барьер клетки); 2) оболочку из трех ко-
валентно связанных слоев – пептидогликанового,
арабиногалактанового и внутреннего слоя мико-
латной мембраны (“экзоскелет”, поддерживающий
форму клетки и обеспечивающий постоянство ос-
мотического давления); 3) внешний слой миколат-
ной мембраны (вместе с внутренним слоем образу-
ющий еще один диффузный барьер); 4) защитный
наружный слой, состоящий из глюкана – полисаха-
рида на основе мономеров глюкозы [17, 18].

По типу получения энергии бактерии C. glu-
tamicum относятся к факультативным анаэробам:
при недостатке кислорода клетки переключаются
с дыхания на брожение. В таких условиях рост
культур замедляется или останавливается, однако
автолиза не происходит, а продукция целевых ве-
ществ продолжается [19].

Бактерии C. glutamicum способны к быстрому
росту до высокой плотности [20] и не слишком
требовательны к составу сред и другим условиям
культивирования [21]. Среди природных источ-
ников углерода, которые может утилизировать
этот микрорганизм – органические кислоты, в
том числе ароматические, сахара и спирты [22,
23]. Генетическая модификация, включая введение
гетерологичных генов, позволила создать штаммы,
способные расти на крахмале, целлюлозе, ксила-
не, хитозане и других субстратах [24]. Важное свой-
ство С. glutamicum, повышающее эффективность
выращивания штаммов на сложных средах – от-
сутствие катаболитной репрессии, т.е. способ-
ность к одновременной утилизации различных ве-
ществ, например, глицерина или арабинозы вместе
с глюкозой [25].

C. glutamicum обладает устойчивостью к высо-
ким концентрациям в среде источников углерода,
продуктов биосинтеза, например, органических

кислот [26] и аминокислот [27], и ингибиторов
ферментов (фуранов и фенолов) [28].

Геном C. glutamicum представлен одной коль-
цевой хромосомой размером около 3 млн. пар
нуклеотидов, с умеренно высоким GC-соста-
вом. Полногеномное секвенирование впервые
было осуществлено для штамма ATCC 13032
[29, 30]. В настоящее время в базе данных NCBI
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene] представле-
ны полные проаннотированные нуклеотидные по-
следовательности геномов 29 штаммов этой бакте-
рии. Ее геном более стабилен, чем у ряда других
биотехнологически значимых микроорганизмов.
По-видимому, это объясняется отсутствием у
C. glutamicum системы, подобной системе реком-
бинации recBC, отвечающей за геномные пере-
стройки, например, у E. coli [31].

Безопасность C. glutamicum в сочетании с гене-
тической стабильностью, пластичным метаболиз-
мом и устойчивостью к высоким концентрациям
потенциально токсичных веществ делают этот мик-
роорганизм идеальной платформой для разработки
на его основе штаммов-продуцентов [32]. Одна-
ко получение современных высокопродуктив-
ных штаммов невозможно без комплексной на-
правленной модификации генома родительских
штаммов. При решении данной задачи достоин-
ства C. glutamicum превращаются в недостатки:
плотная стенка затрудняет проникновение в клетки
чужеродного генетического материала, необходи-
мого для внесения изменений в материале соб-
ственном, а низкая частота гомологичной реком-
бинации затрудняет встраивание этого материала
в геном [33]. Тем не менее в последние годы в деле
создания эффективных методов модификации (ре-
дактирования) генома C. glutamicum достигнут зна-
чительный прогресс.

Методы редактирования генома C. glutamicum

Традиционные методы получения штаммов-
продуцентов C. glutamicum предполагают неспе-
цифичный мутагенез с последующей селекцией
интересующих мутантов. Для неспецифического
мутагенеза обычно используют обработку N-ме-
тил-N'-нитро-N-нитрозогуанидином или гидрок-
силамином, ультрафиолетовое излучение [34]. Не-
давно было обнаружено, что холодная плазма
является эффективным генератором случайных
мутаций в геноме C. glutamicum [35].

Подходы рациональной МИ предполагают
направленное введение нужных модификаций.
Обычно используется метод обмена локусами с
участием интегративного плазмидного вектора.
Его отличительная особенность – отсутствие ре-
пликона, обеспечивающего автономное существо-
вание вектора в клетках C. glutamicum [36, 37]. На-
следование такого вектора у C. glutamicum наблю-
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дается только в случае его интеграции в хромосому
хозяина благодаря рекомбинации между участком
ДНК (“плечом рекомбинации”), клонированным
на векторе, и гомологичным участком геномной
ДНК (рис. 3).

По маркерам прямого отбора, обычно по устой-
чивости к антибиотику, проводят селекцию кло-
нов, несущих интегрированный вектор, в который
должен входить и маркер обратного отбора. Маркер
обратного отбора позволяет отследить удаление
плазмидной части вектора из хромосомы и замену
гена дикого типа на мутантный аллель [38].

Эффективность рекомбинации в коринебак-
териях невелика и может быть повышена за счет
введения фаговых систем сайт-специфической
рекомбинации, таких как recET [39–41], Cre/lox
[42, 43] и Int/Xis [44]. Подобные методы получили

название “рекомбиниринг” и потенциально мо-
гут быть использованы для масштабных реорга-
низаций генома коринебактерий. ДНК для ре-
комбинации может поступать в клетки в виде од-
но- или двуцепочечных линейных молекул или в
составе интегративных плазмид. Функция фаго-
вых систем рекомбинации состоит в увеличении
частоты рекомбинации между гомологичными
участками, расположенными на поступающей
извне ДНК и на хромосоме бактерии.

В последние годы для C. glutamicum активно
применяют новую, революционную техноло-
гию редактирования генома, основанную на
системе CRISPR/Cas (англ. Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-Asso-
ciated Proteins). CRISPR/Cas-систему впервые от-
крыли у прокариот [45]. Было показано, что она

Рис. 2. Строение клеточной стенки C. glutamicum. Клеточная стенка состоит из нескольких слоев: внутренней мембра-
ны (фосфолипиды, кардиолипины и белки), слоя пептидогликана (N-ацетилглюкозамин и N-ацетилмурамовая кис-
лота), сшитого со слоем арабиногалактана (арабиноза, галактоза, рамноза), миколатной мембраны (миколовые кис-
лоты) и внешнего глюканового слоя. 
Fig. 2. Structure of the cell wall of C. glutamicum. The cell wall consists of several layers: the inner membrane (phospholipids,
cardiolipins and proteins), a peptidoglycan layer (N-acetylglucosamine and N-acetylmuramic acid) cross-linked with a layer of
arabinogalactan (arabinose, galactose, rhamnose), a mycolate membrane (mycolic acids) and the outer glucan layer.
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выполняет функцию адаптивного иммунитета, за-
щищая клетки от бактериофагов, ранее заражавших
предшественник соответствующего штамма [46].
В общем виде методика редактирования генома
C. glutamicum состоит в трансформации клеток
плазмидным вектором, несущим компоненты си-
стемы CRISPR/Cas, а также участок ДНК с желае-
мой мутацией и областью гомологии с изменяе-
мым локусом (рис. 4). Гид-РНК связывается с
белком Cas и направляет его к редактируемому ло-
кусу. При редактировании генома коринебактерий
системы CRISPR/Cas в первую очередь, выполня-

ют роль контрселективного агента, снижая число
колоний, в которых рекомбинация не произо-
шла.

Описано большое число различных систем
CRISPR/Cas, применяемых для редактирования
генома различных организмов. В случае C. glutam-
icum используют системы CRISPR/Cas9 [47] и
CRISPR/Cas12a [48].

Система CRISPR/Cas9 основана на белке Cas9,
выделенном из Streptococcus pyogenes (SpCas9).
Особенностью этого фермента является узнава-

Рис. 3. Редактирование генома C. glutamicum с помощью интегративных суицидных векторов. На 1-м этапе в резуль-
тате рекомбинации плазмидный вектор встраивается в хромосому клетки. На 2-м этапе плазмидный вектор выщеп-
ляется из хромосомы. Обозначения: Ori E. coli – точка начала репликации в E. coli; KmR – ген устойчивости к канами-
цину; HA1, HA2 – области ДНК, по которым идет рекомбинация; D – изменяемая область ДНК дикого типа; M – из-
меняемая область ДНК мутантного типа; sacB – ген левансахаразы, приводящий к неспособности C. glutamicum расти
в присутствии сахарозы. 
Fig. 3. Genome editing of C. glutamicum using integrative suicide vectors. In step 1, the plasmid vector is inserted into the cell
chromosome as a result of recombination. In the 2nd step, the plasmid vector is cleaved from the chromosome. Notations: Ori
E. coli – replication origin in E. coli; KmR – a kanamycin resistance gene; HA1, HA2 – recombination sites; D – a wild-type
DNA variable region; M – a mutant DNA variable region; sacB – a levansaccharase gene resulting in the inability of C. glutam-
icum to grow in the presence of sucrose.
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ние PAM-сайта (англ. Protospacer Adjacent Motif)
5'-NGG-3' и создание двуцепочечных разрезов с
тупыми концами [49]. Первые попытки редакти-
рования с помощью этого белка не были успешны-
ми [50]. Исследователи отмечали его токсичность в
клетках коринебактерий даже в отсутствие направ-
ляющей гид-РНК. Однако в дальнейшем другой
группе удалось применить систему CRISPR/Cas9
для редактирования генома C. glutamicum с помо-
щью оптимизированного Cas9 [47]. Снизить ток-
сичность Cas9 помогло и использование индуци-
бельного промотора [51].

Другая широко используемая в коринебакте-
риях система, CRISPR/Cas12a (иначе называемая
CRISPR/Cpf1), основана на управляемой экзо-
нуклеазе, выделенной из Francisella novicida (Fn-
Cas12a) [51]. В отличие от SpCas9, FnCas12a делает
двуцепочечный разрез по сайту PAM 5'-TTTV-3' с
образованием выступающих концов. Редактиро-
вание данной системой было представлено в ра-
боте [48], где с помощью добавления белка recT
удалось показать возможность внесения делеций,
инсерций и точечных замен в хромосому C. glu-
tamicum. Работы по улучшению подобных систем
продолжаются.

Отдельное направление развития технологии
CRISPR/Cas – CRISPR-интерференция (англ.
CRISPR interference, CRISPRi) как способ управ-
ления экспрессией генов-мишеней. Метод осно-

ван на использовании dCas (deadCas), в который
внесены мутации, приводящие к выключению
нуклеазной активности. В то же время способ-
ность направляться к определенному месту в ге-
номе C. glutamicum этот фермент сохраняет. При
нацеливании на промоторную область или нача-
ло гена за счет стерического связывания с ДНК
белок Cas получает возможность ингибировать
транскрипцию исследуемых генов. Так можно
изучать регуляцию тех генов, которые не могут
быть инактивированы другими методами. Для Cas9
обычно применяются мутации D10A и H840A, для
Cas12a – D917A и E1006 [52]. Эти мутации затра-
гивают нуклеазный домен белка Cas, поэтому при
их внесении в соответствующий ген исчезает спо-
собность белка делать разрез ДНК.

Первоначально CRISPRi применяли для по-
давления отдельных генов. Так, в работе [53] с по-
мощью методики CRISPRi удалось снизить уро-
вень транскрипции генов pgi и ppc на 98 и 97% со-
ответственно, что, в свою очередь, повысило выход
лизина и глутамата. Позднее была продемонстри-
рована одновременная репрессия нескольких ге-
нов в сочетании с другими описанными методи-
ками. Например, в работе [54] одни гены делетиро-
вали с помощью интегративных векторов, другие –
активировали путем экспрессии их на плазмидах,
третьи – репрессировали посредством CRISPRi.

Рис. 4. Редактирование генома бактерий с помощью системы CRISPR/Cas на примере введения делеции с помощью
Cas12a. Обозначения: Ori C.g. – точка начала репликации в C. glutamicum; KmR – ген устойчивости к канамицину;
HA1, HA2 – области ДНК, по которым идет рекомбинация; Cas12a – ген белка Cas12a; sgRNA – гид-РНК; ген A – ген,
который необходимо удалить из хромосомы. Плазмидный вектор несет ген Cas12a и гид-РНК, а также участки ДНК,
по которым пройдет рекомбинация. В результате рекомбинации появляются клетки, утратившие часть ДНК. Ком-
плекс Cas12a и гид-РНК находит клетки с неотредактированной ДНК и вносит в нее разрез, приводящий к гибели
клеток. Отредактированные ДНК не разрезаются, поскольку в них нет области узнавания для гид-РНК, и клетки не
погибают. 
Fig. 4. Bacterial genome editing by CRISPR/Cas system using Cas12a as an example of deletion introduction. Notations: Ori C.g. –
replication origin in C. glutamicum; KmR – a kanamycin resistance gene; HA1, HA2 – recombination sites; Cas12a – the Cas12a
protein gene; sgRNA – guide-RNA; gene A – the gene to be deleted from the chromosome. The plasmid vector carries the
Cas12a gene and guide-RNA, as well as the DNA regions over which recombination will take place. The recombination results in
cells that have lost some of their DNA. The Cas12a and guide-RNA complex finds cells with unedited DNA and makes the cut,
leading to cell death. The edited DNA is not cut because there is no recognition region for hyd-RNA in it, and the cells do not die.
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Благодаря этому удалось повысить продукцию
цистеина в 3.7 раз, а продукцию серина в 2.5 раза.

“Валиновые” биосенсоры и лабораторная эволюция
Один из подходов системной МИ, интерес к

которому растет в последние годы – лаборатор-
ная эволюция [55]. Этот подход заключается в от-
боре из растущих микробиологических культур
клонов с нужным фенотипом, что позволяет улуч-
шать функции как отдельных ферментов [56], так
и целых метаболических путей [57, 58]. Лабора-
торная эволюция позволяет тонко настраивать
метаболическую сеть микроорганизмов на произ-
водство необходимых веществ, однако при осу-
ществлении данного подхода возникает проблема
выявления интересующих мутантов. Необходимы-
ми характеристиками обладает лишь малое число
клонов, и нужно каким-то образом найти их в по-
пуляции микроорганизмов и выделить оттуда. В
этом могут помочь биосенсоры и методы высоко-
производительного скрининга.

Биосенсоры – это биоселективные датчики
для сбора информации о биологическом образце.
Они представляют собой прекрасный инструмент
для изучения влияния различных мутаций на
биосинтез целевых продуктов и могут использо-
ваться при высокоразрешающем скрининге му-
тантов с повышенным уровнем синтеза различ-
ных соединений [59] или для лабораторной эво-
люции будущего штамма-продуцента той или
иной аминокислоты [60].

Перспективный способ отбора новых мута-
ций, повышающих выход валина в клетках C. glu-
tamicum – использование биосенсора, реагирую-
щего на повышенные внутриклеточные концен-
трации BCAA и метионина [61]. Такой биосенсор
основан на транскрипционном регуляторе Lrp, ак-
тивирующем экспрессию оперона brnFE. Как было
сказано выше, в бактериях C. glutamicum оперон br-
nFE кодирует систему экспорта BCAA и метиони-
на. При накоплении BCAA и метионина регуля-
тор Lrp активируется, “включая” промотор оперона
brnFE, и экспорт этих аминокислот усиливается.

Сенсор состоит из транскрипционного регу-
лятора lrp, а также промотора оперона brnFE, под
контролем которого клонирован ген желтого
флуоресцентного белка eyfp (рис. 5). В отсутствие
валина внутри клетки транскрипционный регу-
лятор Lrp не активирует промотор PbrnFE и флуо-
ресценции не наблюдается. При накоплении вали-
на Lrp получает возможность активировать промо-
тор PbrnFE, при этом флуоресценция тем выше, чем
больше концентрация валина в клетке [61].

С помощью такого биосенсора отслеживали в
режиме реального времени, как варьируют по про-
дукции валина штаммы C. glutamicum с делецией
гена aceE, кодирующего пируватдегидрогеназу [61].

Другим применением сенсора стал высокопроиз-
водительный скрининг валин-продуцирующих
мутантов после ненаправленного мутагенеза ме-
тилнитронитрозогуанидином. Удалось получить
мутанты, способные синтезировать до 8 мМ вали-
на, 2 мМ лейцина и 1 мМ изолейцина.

В другой статье [62] тот же сенсор использова-
ли для наблюдения за продукцией аминокислот в
отдельных клетках C. glutamicum с помощью мик-
рофлюидных чипов. Оказалось, что во внешне од-
нородной популяции продуктивность может зна-
чительно варьировать от клетки к клетке. Рост на
сложных и богатых средах приводит к существен-
ному изменению клеток, возникает фенотипиче-
ское расщепление популяции, результатом которо-
го становится расщепление клеток по продуктив-
ности даже в хорошо контролируемых условиях
культивирования. Это исследование показывает,
что “валиновый” биосенсор хорошо подходит для
анализа продуктивности C. glutamicum по валину.

Существуют примеры применения биосенсо-
ра для отбора клонов, в которых повышенный
уровень продукции сочетается с улучшенными
ростовыми характеристиками [63, 64]. Используя
последовательные сортировки клеток на клеточ-
ном сортере, авторы исследования [63] сумели в
течение пяти шагов повысить продуктивность
штамма по валину с 4 до 16 мМ, снизив при этом
содержание побочного аланина в 3–4 раза и по-
высив скорость роста. В исследовании [64] лабо-
раторную эволюцию комбинировали с рацио-
нальной МИ. Для C. glutamicum, несущего Δppc и
Δpyc, были найдены мутанты, способные к быст-
рому росту на глюкозе. Оказалось, что все они со-
держат мутации в гене icd, кодирующем изоцит-
ратдегидрогеназу. Штамм с инактивированными
генами ppc и pyc, усиленной экспрессией генов
биосинтеза валина и мутацией ICDG407S оказался
способен продуцировать до 8.9 г/л валина.

Следующий этап в разработке методов лабора-
торной эволюции – использование микрофлю-
идных технологий. Совсем недавно была создана
система автоматизированного высокопроизводи-
тельного анализа одиночных клеток [65]. Ее приме-
нили для поиска мутантов C. glutamicum, продуци-
рующих глутамат. Клетки обрабатывали холодной
плазмой, затем помещали в капли и культивирова-
ли в них. В общей сложности было отобрано 11 му-
тантов, увеличение продуктивности у которых
составило от 8 до 25%.

Методы лабораторной эволюции позволяют ре-
шать многие проблемы метаболической инженерии
более эффективно, чем традиционный направлен-
ный мутагенез. С развитием техники примени-
мость этих методов будет только возрастать.
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Анализ “омических” данных 
для повышения продукции валина

Один из основных инструментов в арсенале
системной метаболической инженерии – исполь-
зование результатов анализа массивов данных,
полученных в “омических” исследованиях, то
есть в исследованиях геномики, транскриптоми-
ки, протеомики, метаболомики и флуксомики
базовых микроорганизмов и штаммов-продуцен-
тов. Цель такого анализа – выявить взаимосвязь
между генотипом и фенотипом посредством срав-
нения штаммов с различными свойствами. Это
позволяет найти новые стратегии модификации
генома, направленные на оптимизацию метабо-
лических путей для повышения выхода целевого
продукта и улучшения культивационных характе-
ристик штаммов-продуцентов.

К настоящему времени опубликовано не так
много работ по анализу генома, транскриптома и
протеома линий C. glutamicum, полученных слу-
чайным мутагенезом с последующим отбором на
продукцию валина и других BCAA [66–68]. Одна-
ко эти работы представляют особый интерес с точ-
ки зрения изучения процесса формирования ново-
го генотипа, обеспечивающего продукцию целевой
аминокислоты, в данном случае – валина.

Одна из таких линий – валин-продуцирую-
щий штамм VWB-1, полученный из C. glutamicum
ATCC 13869. Согласно анализу транскриптома и

протеома, высокая продукция валина в этой ли-
нии в первую очередь обеспечивается мутациями,
которые существенно увеличили экспрессию ге-
нов, кодирующих ферменты синтеза валина. Осо-
бенно это коснулось экспрессии гена ilvN, коди-
рующего регуляторную субъединицу фермента
AHAS – экспрессия увеличилась более чем в 100 раз
по сравнению со штаммом дикого типа [68]. По-
хожие результаты дал анализ генома другого ва-
лин-продуцирующего штамма, также полученно-
го из C. glutamicum ATCC 13869: в регуляторной
области оперона ilvBN была выявлена точечная му-
тация, перенос которой в другие штаммы привел к
многократному увеличению экспрессии данных ге-
нов, активности AHAS и продукции валина [69].

Более высокое содержание НАДФН в клетках
линии VWB-1, важное для реализации второго и
последнего этапов биосинтеза валина, обусловле-
но активацией ПФП и связано с более высокой
экспрессией генов zwf, devB и gnd. Перенаправле-
нию потока углерода из гликолиза в ПФП также
способствует сниженная примерно в 4 раза экс-
прессия гена pgi глюкозо-6-фосфатизмеразы. В то
же время в линии VWB-1 снижена экспрессия ге-
нов ldh и pqo, кодирующих ферменты лактатдегид-
рогеназу и пируват:хиноноксидоредуктазу, которые
используют пируват в качестве субстрата, и повы-
шена экспрессия генов экпортера BCAA brnEF, что
способствует “сбережению” пирувата для синтеза

Рис. 5. Принцип работы “валинового” биосенсора на основе Lrp. TurboYFP – ген желтого флуоресцентного белка
YFP; Lrp – ген транскрипционного регулятора Lrp; PbrnFE, Plrp – промоторы генов brnFE и lrp. 
Fig. 5. The principle of operation of the Lrp-based “valine” biosensor. TurboYFP – the gene of yellow fluorescent protein YFP;
Lrp – the gene of transcriptional regulator Lrp; PbrnFE, Plrp – promoters of the brnFE and lrp genes.
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валина и увеличению экспорта валина, соответ-
ственно [68].

Следует отметить, что у линии VWB-1 повы-
шена экспрессия глобального регулятора метабо-
лизма сахаров SugR (также примерно в 4 раза),
негативно влияющего на экспрессию генов фос-
фотрансферазной системы (PTS-системы), кото-
рая обеспечивает утилизацию глюкозы [70]. Воз-
можно, в связи с этим клетки VWB-1 отставали от
родительского штамма в росте. С другой стороны,
негативное действие SugR на гены гликолиза спо-
собствует активации ПФП и увеличению доступ-
ности НАДФН для синтеза валина [71].

В целом, изменения в экспрессии генов, выяв-
ленные в штамме VWB-1 в сравнении с исход-
ным, соответствуют модификациям, используе-
мым для конструирования продуцентов валина
на основе C. glutamicum [16] и затрагивают прак-
тически все регуляторные системы, важные для
перенаправления углеродного потока на синтез
НАДФН и самого валина, увеличения секреции
валина из клетки, а также снижения синтеза из
пирувата побочных продуктов (ацетата, лактата).

Сравнительный геномный анализ штаммов
C. glutamicum, продуцирующих валин и лейцин и
полученных из одного и того же родительского
штамма (C. glutamicum ATCC 13032), показал, что
в этих случаях также произошли изменения в
структуре генома, которые способствовали про-
дукции упомянутых аминокислот [66]. Были об-
наружены мутации в генах ключевых ферментов
синтеза валина и лейцина, ilvBN и leuA, привед-
шие к повышению активности соответствующих
ферментов. В геноме штамма, продуцирующего
лейцин, были обнаружены дополнительные ко-
пии генов leuA, lrp и brnFE, что должно способ-
ствовать повышению активности ключевого фер-
мента синтеза лейцина и секреции лейцина из
клетки. В геноме валин-продуцирующего штам-
ма была выявлена вставка, которая сдвинула рам-
ку считывания в гене kgd α-кетоглутаратдегидро-
геназы, инактивировала фермент и блокировала
активность цикла трикарбоновых кислот (ЦТК).
Обе линии имеют мутации в генах pgi и pfkA фер-
ментов гликолиза и мутации в генах ферментов,
участвующих в синтезе органических кислот из
пирувата (ldh, Cgl0901, Cgl2752, aceE и aceF). Эти
мутации способствуют перераспределению пото-
ков углерода из гликолиза в ПФП, увеличению
доступности НАДФН и “сбережению” пирувата
для синтеза BCAA [66].

Анализ метаболома тех же самых штаммов так-
же свидетельствует в пользу того, что эволюция
линий C. glutamicum в направлении увеличения
продуктивности шла по пути увеличения актив-
ности ключевых ферментов синтеза валина, до-
ступности НАДФН и «сбережения» пирувата, а не
увеличения синтеза последнего [67].

Таким образом, анализ “омик” позволяет
определить геномный статус исследуемых штам-
мов и выявить их потенциал как по увеличению
выхода целевого продукта, так и по способности к
усвоению тех или иных субстратов. Этот подход,
называемый “геномной селекцией”, открывает
дополнительные возможности для оптимизации
метаболических путей продукции валина и дру-
гих аминокислот в штаммах C. glutamicum дикого
типа, не отягощенных сторонними мутациями c
неизвестным эффектом, которые неизбежно от-
бираются при скрининге мутантов, полученных
случайным мутагенезом.

Кроме того, анализ “омик” помогает обнару-
живать новые гены, изменение экспрессии кото-
рых может благоприятно сказаться на свойствах
штаммов-продуцентов. Таким способом, напри-
мер, выявлен ген Cgl2680 транскрипционного фак-
тора AraC-типа, играющего ключевую роль в регу-
ляции доступности НАДФН для синтеза лейцина
и лизина [72], и ген Cgl2844 трансаминазы С, по-
вышенная экспрессия которой способствовала
продукции валина, а также снижению внутрикле-
точного уровня аланина и глутамата [73].

Управление регуляторными механизмами 
для повышения продукции валина

Выше упоминалось влияние факторов регуля-
ции транскрипции (транскрипционных факторов,
ТФ), в частности, SugR и Lrp, на продукцию ва-
лина, и их возможное участие в процессе созда-
ния продуцентов валина. У C. glutamicum ТФ Lrp
является активатором и участвует в регуляции
только оперона brnFE, кодирующего систему, от-
ветственную за вывод BCAA и метионина из кле-
ток, и собственного гена lrp [74]. Учитывая это,
при создании продуцентов валина наиболее ра-
циональным подходом представляется обеспече-
ние условий сверхэкспрессии гена lrp, влияние
которой на выход валина рассмотрено в обзоре
[16]. Здесь отметим только, что использование
этого метода, действительно, способствовало со-
зданию штаммов-продуцентов валина и изолей-
цина [75–77].

Данные, представленные в базе CoryneRegNet
[78, 79], свидетельствуют о том, что напрямую в
регуляции транскрипции генов ферментов био-
синтеза валина участвуют ТФ GlxR, GntR и RamA.
ТФ GlxR и GntR ингибируют экспрессию оперо-
на ilvBNC и гена gdh, кодирующих ферменты, ко-
торые обеспечивают первый (ilvBN), второй (ilvC)
и последний (gdh) этапы образования валина из
пирувата. RamA активирует экспрессию гена
последнего этапа gdh (рис. 6). Промотор оперо-
на ilvBNC подвержен также негативной регуляции
со стороны BCAA через механизм аттенуации тран-
скрипции, поэтому при создании большинства
штаммов-продуцентов валина применяют сверх-
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экспрессию генов ilvBNC с использованием силь-
ного конститутивного промотора [16], чем нивели-
руется негативное действие ТФ GlxR.

Другие эффекты, описанные для различных
ТФ и имеющие отношение к продукции валина,
касаются влияния ТФ на экспрессию генов, не-
обходимых для поглощения глюкозы, роста кле-
ток, увеличения доступности пирувата и НАДФН
для биосинтеза валина (рис. 6).

GntR. В геноме C. glutamicum присутствуют ге-
ны gntR1 (cg2783) и gntR2 (cg1935), которые коди-
руют функционально взаимозаменяемые формы
ТФ – GntR1 и GntR2, негативно влияющие на
экспрессию генов ПФП zwf, gnd и tkt [80–82] и та-
ким образом снижающие доступность НАДФН
для синтеза валина. Аналогичное действие этот
ТФ оказывает и на доступность пирувата, блоки-
руя экспрессию генов ферментов гликолиза gapA
и pyk и активируя экспрессию генов ферментов
глюконеогенеза и ЦТК – pckA, maeB, gapB и icd
[82, 83]. Однако инактивация обоих gntR-генов,
хотя и увеличивала экспрессию генов ферментов
ПФП, но существенно снижала скорость погло-
щения глюкозы и скорость роста культуры (на
60%), что связано с позитивным влиянием GntR1/2
на экспрессию генов PST-системы [80].

Предполагается, что одним из способов устра-
нения этого противоречия может быть частичное

снижение эффективности связывания GntR1/2 с
промоторами генов-мишеней, возможное в при-
сутствии глюконата [80]. Для C. glutamicum это
вполне реализуемо благодаря способности расти
на глюкозе с добавлением глюконата в качестве
второго источника углерода [84]. Именно такой
подход был использован при создании синтети-
ческого промотора с низкой фоновой экспресси-
ей на основе промотора гена gntK (ген фермента
глюконаткиназы), содержащего сайты связыва-
ния ТФ GntR. Этот промотор, работающий как
генетический тумблер, применили для контроля
активности гена aceE пируватдегидрогеназы. До-
бавление глюконата в ростовую среду вело к ди-
намическому переключению потока углерода с
ЦТК на продукцию валина [85].

SugR. ТФ SugR – глобальный репрессор тран-
скрипции у C. glutamicum, неоднозначно влияю-
щий на доступность пирувата для синтеза валина.
С одной стороны, SugR ингибирует экспрессию
генов PTS-системы ptsGHI, ptsF и ptsS и генов гли-
колиза pfkA, fba, gapA, eno и pyk, снижая синтез
пирувата. С другой – блокирует активность генов
pyc, ldhA и alr [70, 71, 86, 87], что ведет к подавле-
нию синтеза оксалоацетата, лактата и аланина из
пирувата, благодаря чему последний “сберегает-
ся” для синтеза валина. Что касается доступности

Рис. 6. ТФ GntR1/2, GlxR, SugR, RamA и RamB в регуляции транскрипции генов ферментов, связанных с продукцией
валина. Обозначения: цАМФ – циклический аденозинмонофосфат; прямое воздействие показано сплошными стрел-
ками, непрямое – прерывистыми; красные сплошные стрелки – активация экспрессии гена, синие тупые – блокиро-
вание; цвета генов ферментов отображают участие генов в процессах в соответствии с цветами на рис. 2. 
Fig. 6. TFs GntR1/2, GlxR, SugR, RamA and RamB participating in the regulation of transcription of genes of the enzymes re-
lated to valine production. Notations: cAMP – cyclic adenosine monophosphate; direct effect is shown by solid arrows,
indirect – by dashed arrows; red solid arrows – activation of gene expression, blue blunt arrows – blocking; colors of enzyme
genes represent the participation of genes in the processes according to the colors in Fig. 2.
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НАДФН, то ее SugR снижает, блокируя экспрес-
сию tkt-оперона, кодирующего ферменты ПФП.

GlxR. В отличие от SugR, ТФ GlxR не влияет
на доступность НАДФН, но его действие на до-
ступность пирувата также неоднозначно. С одной
стороны, GlxR ингибирует экспрессию генов
синтеза оксалоацетата из пирувата и ФЕП (ppc,
pyc) и генов синтеза ацетил-КоА из ацетата (ack,
pta), а также активирует экспрессию генов глико-
лиза (pfkA, gapA) [78, 88, 89] – это ведет к повыше-
нию доступности пирувата для синтеза валина. С
другой стороны, GlxR активирует экспрессию ге-
нов ферментов, использующих пируват в каче-
стве субстрата (ldhA, aceE) [90] и блокирует экс-
прессию генов PTS-системы (ptsGI) и гена хинон-
зависимой лактатдегидрогеназы, синтезирующей
пируват из лактата (lldD) – при этом обеспечен-
ность пируватом, наоборот, снижается.

На активность GlxR влияет цАМФ, концен-
трация которого в клетках при выращивании
C. glutamicum на глюкозе выше, чем на ацетате
[89, 91], и зависит от соотношения активностей
аденилатциклазы CyaB, синтезирующей цАМФ
из АТФ [92], и цАМФ-фосфодиэстеразы CpdA,
катализирющей превращение цАМФ в АМФ [93].
Ген цАМФ-фосфодиэстеразы позитивно контро-
лируется ТФ GlxR, что создает негативную петлю
в регуляции внутриклеточной концентрации
цАМФ [93, 94] и свидетельствует о наличии у си-
стемы метаболизма цАМФ в клетках C. glutamicum
потенциала к формированию сложной осцилли-
рующей динамики [95, 96].

Несмотря на то, что GlxR контролирует до-
ступность пирувата и ключевые ферменты био-
синтеза валина и других BCAA, прямых данных
об использовании его модификаций при созда-
нии продуцентов BCAA нет. Любые мутанты
GlxR имели серьезные дефекты роста [91, 97, 98].
Однако в ходе адаптивной эволюции ΔaceE-штам-
ма C. glutamicum, направленной на увеличение
продукции валина, было обнаружено закрепление
мутации glxRT93S, которое сопровождалось сниже-
нием продукции аланина [60]. Поскольку алани-
наминотрансферазы AlaT и AvtA не входят в регу-
лон GlxR [78], предполагается, что этот эффект
связан с глобальной реорганизацией регулятор-
ных и метаболических сетей.

RamA и RamB. RamA функционирует как ре-
прессор генов ptsGH PTS-системы, tkt-оперона
ПФП, генов pfk, pyk, lldD ферментов синтеза пи-
рувата [99] и как активатор экспрессии генов ме-
таболизма ацетата (pta-ack) [100] и ЦТК (aceA,
aceB, gltA, acn, sucCD, sdhCAB, mqo и fumA) [Cory-
neRegNet 6.0]. То есть, RamA негативно влияет на
доступность НАДФН и пирувата для синтеза ва-
лина. В противоположность RamA, ТФ RamB
действует как репрессор транскрипции генов pta-
ack, aceA-aceB, acn и gltA [99, 101, 102]. Однако при

росте на средах, содержащих глюкозу, RamB ак-
тивирует экспрессию гена aceE пируватдегидро-
геназы [103], фермента синтеза ацетил-КоА из
пирувата, что ведет к уменьшению количества
последнего.

Прямых данных об использовании модифи-
каций ТФ RamA и RamB при создании проду-
центов BCAA также не найдено. Однако делеции
гена ramA использовали при разработке штам-
мов-продуцентов пирувата. Такие делеции сни-
жали активность ЦТК, но увеличивали уровень
лактата и ацетата. Штамм, содержащий дополни-
тельно делеции генов ферментов синтеза лактата и
метаболизма ацетата (ΔldhA Δpqo Δcat Δpta-ackA),
продуцировал вдвое больше пирувата, чем роди-
тельский штамм [104], что предполагает возмож-
ность увеличения продукции BCCA из пирувата
за счет снижения экспрессии ramA.

В ходе адаптивной эволюции дикого штамма
C. glutamicum, направленной на увеличение ско-
рости роста, произошла потеря гена gntR2 и закреп-
ление мутации gntR1E70K в ТФ GntR1 и ramAA52V в
RamA [105]. Эти мутации привели к активации
гликолиза и ПФП и увеличению на 40% скорости
роста клеток на глюкозе. Введение этих мутаций
в лизин-продуцирующий штамм привело к уве-
личению титра лизина на 30% [105]. Нельзя ис-
ключить возможность позитивного эффекта этих
мутаций и на продукцию других аминокислот.

В условиях, когда источником углерода слу-
жит глюкоза, гены glxR, sugR, ramA и ramB у C. glu-
tamicum подвержены негативной регуляции со
стороны собственных ТФ, а также сложной пере-
крестной регуляции [71, 99, 106–108]. Так, ТФ
RamA активирует экспрессию гена gntR1 и ramB,
GlxR активирует ramA и ингибирует ramB, SugR
ингибирует ramА [81, 100, 109, 110].

Информация о взаимной регуляции ТФ GntR,
GlxR, SugR, RamA и RamB и их действии на гены
ферментов, обеспечивающих доступность пиру-
вата и НАДФН для биосинтеза валина и участвую-
щих в самом биосинтезе, суммирована на рис. 6. Ха-
рактерная черта взаимодействия между ТФ GlxR,
SugR, RamA и RamB у C. glutamicum – сочетание
позитивно-негативных связей. В молекулярно-ге-
нетических и метаболических системах, подвер-
женных контролю по механизму обратной связи,
часто проявляются сложные динамические режи-
мы [95]. Так, если клеточные процессы зависят от
негативной обратной связи, создаются условия для
формирования периодической динамики [111–113].
Сочетание позитивно-негативных и двойных не-
гативных связей способствует реализации слож-
ных хаотических режимов [96, 114].

Система регуляции транскрипции генов с уча-
стием перечисленных ТФ, несомненно, имеет
важное значение для контроля динамики метабо-
лических процессов, направленных на продук-
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цию аминокислот, включая валин, а модифика-
ции активности ТФ могут быть одним из путей
дальнейшего совершенствования штаммов-про-
дуцентов. Однако сложность этой системы, в со-
четании с контролем экспрессии генов по меха-
низму обратной связи, ведет к тому, что влияние
отдельных модификаций ТФ на всю систему не
всегда предсказуемо. Одна из возможностей по-
высить предсказуемость заключается в создании
полногеномных моделей, позволяющих более точ-
но оценить влияние изменений генома на динами-
ку системы и выход конечного продукта. Подоб-
ные модели для C. glutamicum уже созданы [115–
119]. Обогащение инструментария системной мета-
болической инженерии имитационным компью-
терным моделированием может повысить эффек-
тивность разработки штаммов-продуцентов.

Моделирование метаболических путей C. glutamicum 
с использованием полногеномных данных

Развитие “омических” подходов привело к на-
коплению большого массива разноуровневых ге-
терогенных данных, анализ которых невозможен
без разработки компьютерных платформ. Одна из
возможностей использования таких данных для
решения проблем биотехнологии заключается в ре-
ализации в рамках компьютерных платформ мето-
дов потокового математического моделирования
молекулярно-генетических и метаболических си-
стем [120, 121]. Подход, включающий интеграцию
“омических” данных и построение соответствую-
щей математической модели, позволяет in silico
предсказывать генетические модификации, необ-
ходимые для увеличения скорости роста культу-
ры, выхода целевого продукта при росте культуры
в оптимальных условиях и в зависимости от раз-
личных субстратов [122, 123].

К настоящему времени создано и опубликова-
но более 1000 математических моделей метабо-
лизма (см. обзор: [124]), которые реконструиро-
ваны на основе полногеномных данных, в том чис-
ле для таких микроорганизмов как E. coli [125],
Clostridium acetobutylicum [126] и C. tyrobutyricum
[127], Anaerotignum neopropionicum [128], Bacillus subti-
lis [129], Saccharomyces cerevisiae [130] и Chlamydo-
monas reinhardtii [131]. Существуют разработки и
для C. glutamicum [115–119], они успешно верифи-
цированы на экспериментальных данных и ис-
пользованы для анализа продукции глутамата
[116, 118], изолейцина [116] и лизина [115, 117, 119].

С помощью полногеномной модели iCW773,
разработанной для C. glutamicum ATCC 13032 [117],
удалось выявить гены-мишени, модификации
которых привели к созданию de novo продуцен-
та L-пролина, который в периодической культу-
ре на минимальной среде с подпиткой продуци-
ровал 66.43 г/л целевого вещества за 60 ч (выход
0.26 г пролина на 1 г глюкозы), что превысило по-

казатели для известных ранее продуцентов этой
аминокислоты Данная модель, содержащая 773 ге-
на, 950 метаболитов и 1207 реакций, обладает высо-
кой предсказательной способностью и была успеш-
но использована также для создания продуцентов
гиалуроновой кислоты [132] и транс-4-гидрокси-L-
пролина (компонент коллагена) [133], который при-
меняют для синтеза противовоспалительных пре-
паратов в фармацевтической промышленности.

Дальнейшее развитие полногеномного моде-
лирования для C. glutamicum ATCC 13032 привело
к созданию модели iCGB21FR [118], содержащей
805 генов, 1042 метаболита и 1539 реакций. Ее про-
гнозы о продукции всех биотехнологически значи-
мых аминокислот, включая валин, в аэробных и
анаэробных условиях выращивания культур со-
гласуются с экспериментальными данными. Мо-
дель находится в свободном доступе в базе данных
BioModels (https://www.ebi.ac.uk/biomodels/MOD-
EL2102050001) и может найти применение для со-
здания контекст-специфических полногеномных
моделей C. glutamicum. В таких случаях использу-
ются транскриптомные и протеомные данные,
что ведет к более высокой предсказательной спо-
собности по сравнению с более простыми пото-
ковыми моделями. Возможность исследования
потенциала C. glutamicum для продукции валина с
помощью контекст-специфических полногеном-
ных моделей пока не реализована.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Одним из наиболее популярных базовых мик-

роорганизмов для создания на его основе проду-
центов аминокислот является C. glutamicum. Ра-
нее [16] нами были рассмотрены разные страте-
гии рациональной МИ для создания продуцентов
валина на основе C. glutamicum, в том числе, за
счет модификации генов биосинтеза и транспор-
та валина, а также генов, контролирующих синтез
предшественника (пирувата), НАДФН и побоч-
ных продуктов. Методы рациональной МИ обес-
печили быстрое создание штаммов – продуцентов
валина, на основе которых было организовано про-
мышленное производство этой аминокислоты для
кормовых целей. Вместе с тем, учитывая высокую
востребованность валина как кормовой добавки
для животноводства, работы по дальнейшему по-
вышению продуктивности штаммов сохраняют
свою актуальность.

Анализ научной и патентной литературы сви-
детельствует о том, что дальнейший прогресс в
этой области связан с использованием подходов
системной МИ, в том числе, методов лаборатор-
ной эволюции, применения биосенсоров, моди-
фикации глобальных регуляторов, а также ком-
пьютерного моделирования с опорой на анализ
“омических” данных. Перечисленные подходы
уже привели к росту продуктивности штаммов, а
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в будущем позволят значительно увеличить эф-
фективность работы молекулярных машин мик-
робного синтеза клеточных метаболитов.
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Systems Metabolic Engineering of Corynebacterium glutamicum 
to Create a Producer of L-Valine

M. E. Sheremetievaa, #, T. M. Khlebodarovab, c, D. D. Derbikova, 
V. V. Rozantsevaa, N. A. Kolchanovb, c, and A. S. Yanenkoa

aNational Research Center “Kurchatov Institute”, Kurchatov Genome Center, Moscow, 123098 Russia
bDepartment of Systems Biology, Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, 630090 Russia
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Abstract—This review is devoted to the main approaches of systems metabolic engineering used in the devel-
opment of Corynebacterium glutamicum-based producers of L-valine, an essential proteinogenic amino acid
that is widely used as a feed additive. This direction of engineering is based on the concepts of systems biology,
considering the living organism as a holistic system with complex interaction between elements. The review
considers the following approaches: laboratory evolution as a way to obtain new mutations that increase L-valine
production; the use of biosensors to select clones with such mutations; “omic” data obtained for C. glutamicum
strains capable of producing L-valine and related amino acids; modification of genes encoding global regu-
latory factors; modeling of metabolic pathways relevant to amino acid production in C. glutamicum using full
genomic data. Each of the approaches is evaluated in terms of its effectiveness in increasing the productivity
of strains and improving their technological characteristics. In addition, information is presented on modern
methods of C. glutamicum genome editing, without which it is impossible to carry out a large number of tar-
geted modifications necessary for the realization of systems metabolic engineering approaches.

Keywords: Corynebacterium glutamicum, L-valine, metabolic engineering, genome editing, producer strain
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