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Валин является незаменимой аминокислотой, имеющей важное значение для различ-
ных областей промышленности. Одним из перспективных направлений для промышлен-
ного получения этой аминокислоты является микробиологический синтез с помощью бак-
терий Corynebacterium glutamicum, полученных генноинженерным способом. В последние
годы наблюдается значительный интерес к разработке новых способов генетического ре-
дактирования, основанных на действии CRISPR/Cas систем. Использование таких систем
позволяет значительно упростить и ускорить процесс введения необходимых мутаций в
штамм-продуцент. Однако, использование CRISPR/Cas системы значительно ограничено
сравнительно низкой электрокомпетентностью клеток Corynebacterium glutamicum [1].

Для преодоления этого ограничения, в геном C. glutamicum ATCC13869 нами была вве-
дена делеция гена ponA. Он кодирует бифункциональную пептидогликан гликозилтранс-
феразу/ пептидогликан транспептидазу - фермент, участвующий в синтезе пептидоглика-
нового слоя клеточной стенки [2]. После введения этой делеции наблюдалось увеличение
элетрокомпетентности. что, совместно с использованием ослабляющих клеточную стен-
ку веществ, позволяет увеличить эффективность трансформации клеток C. glutamicum
ATCC13869 до значений, достаточных для использования системы CRISPR-Cpf1.

Также, нами была сконструирована плазмида pJYS3-∆ilvA, содержащая CRISPR-Cpf1-
систему и адаптированную для работы в бактериальной клетке. В штамм ATCC13869
∆ponA с помощью плазмиды pJYS3-∆ilvA была введена делеция гена ilvA, кодирующего
треониндегидратазу. Делеция гена ilvA приводит к снижению биосинтеза 2-кетобутирата
из треонина, вследствие чего снижается расход пирувата на биосинтез изолейцина и боль-
шее количество пирувата идет на синтез валина. Продуктивность по валину после 48 часов
культивирования на среде, содержащей гидролизат пшеничного глютена, для ATCC13869
и ATCC13869 ∆ponA была равной и составляла 3 г/л, в то время как для ATCC13869
∆ponA ∆ilvA она возросла до 18 г/л.

Таким образом, нами была показана возможность использования CRISPR-опосредо-
ванных систем для получения бактериальных штаммов-продуцентов валина на основе C.
glutamicum на примере делеции гена ilvA.
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