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L-аспарагиназa  (КФ 3.5.1.1.) —  фермент с самым высоким уровнем мирового производства, используемый при лечении 
онкологических заболеваний, а также в пищевой промышленности.  Для производства многих целевых белков используются различные 
системы экспрессии – от бесклеточных до гиперпродуктивных клеток растений, насекомых, бактерий и млекопитающих.  В данном обзоре 
предпринята попытка обобщить общирные данные по экспрессии гетерологичных генов и технологии производства рекомбинантных 
L-аспарагиназ.
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ВВЕДЕНИЕ

L-аспарагиназы (КФ 3.5.1.1), найденные практически 
во всех биологических царствах [1-4] – бактериях [5-7], 
грибах [8-10], растениях [11], археях [12], насекомых и 
млекопитающих, включая человека [13, 14],  участвуют 
в различных жизненно необходимых для клетки 
процессах [1, 13-20]. Но наиболее изучено свойство 
некоторых L-аспарагиназ подавлять рост опухолевых 
клеток, дезамидируя L-аспарагин или его β-пептиды с 
высвобождением L-аспартата и аммиака [14, 20-23] (рис.1). 

ПЭГилированная (модифицированная 
полиэтиленгликолем) и рекомбинантная L-аспарагиназа 

из Escherichia coli и нативная из Erwinia chrysanthemi 
одобренны FDA и включены Всемирной организацией 
здравоохранения в список основных лекарственных средств 
[24].

Практическое применение нашли также L-аспарагиназы 
Aspergillus niger и Aspergillus oryza, уменьшающие 
образование канцерогенного акриламида при термической 
обработке пищевых продуктов [25, 26].

Природные организмы, естественные хозяева целевых 
генов, синтезируют вещества, представляющие интерес 
для человека, в достаточных для внутренних нужд клетки, 
но небольших количествах. Поэтому белки медицинского 
и промышленного назначения, в основном, получают не из 

____________________________________________________________
#Посвящается памяти профессора Н.Н. Соколова, внесшего суущественный вклад в исследования  L-аспарагиназ

Рисунок 1. Схематическое представление механизма действия L-аспарагиназ. Описание в тексте.
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природных источников, а путем синтеза их рекомбинантных 
аналогов в подходящих для этого искусственных 
генетических системах любого уровня организации 
(бактериях, дрожжах, растениях, клетках животных и даже 
микроводорослях). Например, соматостатин и гормон 
роста человека и некоторых животных, фактор роста 
эпидермиса человека, фактор некроза опухолей человека 
и мыши, интерфероны, гормон кальцитонин, миоглобин, 
гормоноподобные сигнальные белки, интерлейкины, 
инсулин, трипсин, некоторые онкобелки и т.д. [25, 27-29].   

На сегодняшний день проблемы получения 
рекомбинантных белков, в том числе и L-аспарагиназ, в 
гетерологичных системах решаются за счет оптимизации 
генетических конструкций, включающих целевой ген, 
модификации хозяйского генома и подбора условий 
культивирования клеток продуцента [25, 30-42] (рис.2). 

1. ЦЕЛЕВОЙ БЕЛОК L-АСПАРАГИНАЗА

Традиционно все L-аспарагиназы разделяют 
по происхождению (бактериальные, растительные, 
ризобиальные [43-45]), локализации (периплазматические 
или внутриклеточные), сродству к субстрату и четвертичной 
структуре [1, 44].  При этом учитываются различия в 
первичной структуре [46, 47], эволюционные связи [48] и 
особенности аллостерической регуляции [49].

Бактериальные L-аспарагиназы типа I (например, 
фермент E. сoli) c относительно низким сродством 
к L-аспарагину (Km ~ 0,05 мМ) экспрессируются  
конститутивно, локализуются в цитоплазме и 
противоопухолевыми свойствами не обладают.

Периплазматический высокоаффинный фермент 
L-аспарагиназы E. сoli (Km ~ 0,0115 мМ), много лет 
используемый при лечении острого лимфобластного лейкоза, 

принадлежит ко II типу. Его экспрессия регулируется 
белком рецептором сAMP, FNR (регулятор фумарат-
нитратредуктазы) и зависит от анаэробиоза и содержания 
углерода и азота [50]. Из-за схожести структуры субстратов 
L-аспарагиназы II типа имеют также небольшую активность 
по отношению к глутамину и D-аспарагину – около 4% 
и 5% соответственно по сравнению с ее активностью по 
отношению к L-аспарагину. 

Интересно, что эукариотические дрожжи Saccharomyces 
cerevisiae также содержат цитоплазматическую и 
секретируемую аспарагиназы [51]. С учетом новых данных 
[1, 6, 31, 52] классификация L-аспарагиназ была расширена 
(рис.3).

Совместимость с регуляторными элементами клетки 
хозяина, эффективность получения чужеродных аспарагиназ, 
их ферментативные и терапевтические свойства зависят 
от их структуры [47, 53-59]. У большинства L-аспарагиназ 
мономер, состоящий примерно из 330 аминокислотных 
остатков (а.о.), включает 14 β-цепей и 8 α-спиралей, 
уложенных в N- и С-концевые домены, соединенные 
линкером из 20 а.о. [56, 60, 61].

Cуществуют и другие, менее изученные и, возможно, 
менее иммуногенные, варианты с короткой первичной 
последовательностью, например, аспарагиназы из 
Proteobacteria bacterium (GenBank: MBS1182750.1), 
Sedimenticola selenatireducens (NCBI Reference Sequence: 
WP_144358374.1). Полученная нами L-аспарагиназа из 
Rhodospirillum rubrum содержит всего 172 а.о. и имеет 
низкую гомологию с «терапевтическими» ферментами из  
E. coli и E. chrysanthemi [62].  

Активные центры архейных и бактериальных 
L-аспарагиназ имеют высокую степень сходства,  
предполагая универсальный механизм гидролиза аспарагина 
[14, 43, 61, 63-68].  

Рисунок 2. Стратегия гетерологичной экспрессии L-аспарагиназ. Описание в тексте.
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Фермент млекопитающих несколько отличается от 
бактериального длиной, конформацией линкера, структурой 
гибкой петли активного центра и наличием дополнительной 
петли с небольшой спиралью в N-концевом каталитическом 
домене. 

Несмотря на значительное разнообразие первичных 
последовательностей, L-аспарагиназы имеют высокую 
степень сходства в третичной и четвертичной структурах; 
большинство из них активны в виде гомотетрамера с  
четырьмя активными центрами между N- и C-концевыми 
доменами двух соседних мономеров [55, 56, 69, 70]. 
Предполагается, что некоторые ферменты I-го типа, 
например, из Pyrococcus horikoshii, Pyrococcus furiosus могут  
функционировать как димеры [71, 72], а L-аспарагиназы из 
Thermus thermophilus могут действовать как гексамеры [73], 
но доказательств в поддержку этой гипотезы пока нет.

Поскольку каталитические сайты аспарагиназ имеют 
заметное структурное сходство, то причины различий 
их субстратной специфичности логично искать за 
пределами активного центра [49, 66-68, 74-77]. Одним 
из возможных факторов ферментативной активности 
является наличие аллостерических сайтов, кооперативных и  
конформационных изменений [43, 47, 49, 65, 69, 70, 73-76, 
78-82].

В случае неправильного сворачивания или 
формирования нерастворимых белковых агрегатов при 
гетерологической экспрессии возможна потеря стабильности 
и активности. Белку необходимо снова вернуться в нативную 
форму, чтобы проявить свои ферментативные свойства 
[83]. Программа FoldX помогает определить свободную 
энергию макромолекулы для предсказания стабильности 
L-аспарагиназ на основе их трехмерной структуры [84, 85].

Терапевтическое использование L-аспарагиназ 
ограничено множеством побочных эффектов [86, 87], 
нежелательных физико-химических характеристик 

(низких термостабильности, активности и субстратной 
специфичности и др.) [88-92].

Для преодоления этих проблем и оптимизации 
производства L-аспарагиназ предложены различные методы 
биоинформатики и моделирования in silico, белковой и 
генной инженерии, скрининга, протеомики, геномики, а 
также поиск альтернативных источников L-аспарагиназ [14, 
25, 31-42, 93-115].

В процессе рационального проектирования и 
дизайна, случайного и направленного мутагенеза были 
спрогнозированы и улучшены свойства ферментов 
различного происхождения: повышена стабильность 
и устойчивость к протеазам [30, 54, 89, 90, 94, 96, 110, 
116], субстратная специфичность и активность [117-126], 
снижена иммуногенность [127-130], и даже добавлено 
новое свойство – ингибирование теломеразы, вносящее 
дополнительный вклад в противоопухолевый эффект [131]. 
Однако, полностью устранить побочное действие изученных 
L-аспарагиназ (аллергические реакции, панкреатит, 
проблемы со свёртываемостью крови, повышенный уровень 
сахара в крови, проблемы с почками, дисфункция печени и 
др.) пока не удается [24, 66, 75, 78, 97, 117-126].

2. ПРОДУЦЕНТЫ ДЛЯ ЭКСПРЕССИИ 
L-АСПАРАГИНАЗ

Несмотря на кажущуюся «искусственность» генно-
модифицированных организмов, в основе их создания 
лежат естественные природные процессы, поэтому 
функциональную реорганизацию генома продуцента для 
получения желаемого фенотипа можно рассматривать как его 
направленную эволюцию в лабораторных условиях с целью 
оптимизации генной экспрессии и получения наибольшего 
количества целевого белка. Выбор продуцента зависит от 
совместимости его экспрессионной системы и целевого 

Рисунок 3. Классификация аспарагиназ (адаптировано из [31]).Описание в тексте. 
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белка, посттрансляционных модификаций, влияющих на 
растворимость, стабильность и функции продукта [3, 45, 
132-137].

Примерно три четверти эукариотических белков и 
более половины прокариотических белков гликозилированы 
[138], что добавляет дополнительный «информационный» 
слой к белкам-реципиентам, модулируя их сворачивание, 
стабильность, связывание с рецептором, иммуногенность, 
ферментативную активность и/или локализацию [139, 
140].   N-гликозилирование (N-ацетилглюкозамин связан с 
аспарагином) распространено у эукариот, а также активно 
происходит у архей, но у бактерий встречается редко. 
Cвязь N-ацетилгалактозамина или N-ацетилглюкозамина, 
фукозы или маннозы с серином или треонином 
(О-гликозилирование) также встречается в эукариотических 
клетках и редко у бактерий.   При биотехнологическом 
производстве белков гликозилирование используется для 
улучшения их терапевтических свойств, продления периода 
полувыведения [141, 142], повышения стабильности и 
cнижения  иммуногенности [143-146].

Сложная третичная структура белков млекопитающих 
частично зависит от образования дисульфидных связей и 
может не сформироваться у бактерий [147, 148].

Дрожжи S. cerevisiae, а также дрожжи рода Pichia, 
в отличие от бактерий, не продуцируют эндотоксины и  
способны осуществлять некоторые несложные 
посттрансляционные модификации: протеолитический 
процессинг, образование дисульфидных связей и 
гликозилирование [149, 150], однако гликозилирование, 
производимое дрожжами, отличается от такового в клетках 
высших эукариот и может влиять на иммунные реакции у 
пациентов [151-165].

Модифицированные Glycoswitch® SuperMan5 (och1‑1, 
GAP-mannosidaseHDEL), WT (ATCC® 28485TM), Super 
Man5HIS−, SuperMan5pep4– и SuperMan5 (aox1–, Muts) и др. 
штаммы были использованы для синтеза гликозилированных 
белков, в том числе L-аспарагиназ из E. coli, E. chrysanthemi 
и S. cerevisiae и др.[149, 155-157].

Мутанты L-аспарагиназы E. сoli с частично 
удаленными сайтами гликозилирования и L-аспарагиназы 
дикого типа, синтезированные в P. pastoris, были более 
стабильны в сыворотке крови человека по сравнению 
с негликозилированной L-аспарагиназой. Гликаны 
Man5GlcNAc2, присутствующие в гликозилированных 
формах L-аспарагиназ, снижали иммуногенность фермента 
in vitro [158].

Ген L-аспарагиназы из E. chrysanthemi был успешно 
экспрессирован в P. pastoris [159]. 

В работе Effer. и соавт. [160] рекомбинантный 
фермент из E. chrysanthemi, экспрессируемый в штамме 
Glycoswitch® P. pastoris, представлен тремя внеклеточными 
и гликозилированными активными вариантами, включая  
две тетрамерные формы (Erw240 (240 кДа) и Erw160 
(160 кДа) с удельной активностью 15.71 МЕ/мг и  
302.02 МЕ/мг соответственно) и одну  мономерную версию 
(Erw40 (40 кДа) с удельной активностью 48.45 МЕ/мг). Масс-
спектрометрический анализ показал, что тетрамеры Erw40 и 
Erw160 были N-гликозилированы при Asn170, в основном, 
N-гликанами GlcNAc2Man7. Эти сайты гликозилирования 
являются частью прогнозируемого иммуногенного 
Т-клеточного эпитопа, связанного с аллергией на 
коммерческую L-аспарагиназу из E. chrysanthemi у всех 

пациентов. По результатам ELISA с гликозилированной 
L-аспарагиназой из E. chrysanthemi можно предположить, 
что гликаны маскируют белковые эпитопы, снижая 
иммуногенность, что в перспективе может продлить время 
лечения [166].

Ferrara и соавт. [149] сообщили о восьмикратном 
увеличении активности L-аспарагиназы из S. cerevisiae 
при ферментации в P. pastoris по сравнению с исходным 
вариантом. 

Экспрессия L-аспарагиназы из E. coli  с активностью 
2,5 МЕ/мл в экспрессионной системе дрожжей PichiaPink™, 
сопровождалась образованием паттернов гликозилирования, 
сходных с паттернами млекопитающих [161]. 

Рекомбинантная L-аспарагиназа E. coli, 
экспрессированная в клетках человека HEK-293, 
имела молекулярную массу 60 кДа, что больше, чем у 
L-аспарагиназы, экспрессируемой в E. coli (35 кДа) [162]. 
Анализ N-гликозилирования с помощью программного 
обеспечения NetNGlyc 1.0 и обработки PGNазой-F показал, 
что увеличение молекулярной массы является результатом 
добавления гликанов к белку клетками млекопитающих 
[163]. Активность гликозилированной L-аспарагиназы 
при физиологических значениях pH и температуры 
была сопоставима с активностью негликозилированного 
фермента. 

Природная система экспрессии E. coli обычно 
не осуществляет посттрансляционные изменения, но 
экономичность, простота генно-инженерных манипуляций 
и производственных процессов, обуславливают 
преимущественное использование E. coli в качестве хозяина 
для экспрессии и производства «фармакологических» и 
«пищевых» аспарагиназ в лабораторных и промышленных 
масштабах [14, 132, 167-173]. 

Информация о разработанных доступных штаммах 
E. coli, представлена на веб-сайте Центра прикладной 
структурной биологии Вольфсона (http:// wolfson.huji.ac.il/
expression/bac-strains-prot-exp.html).

L-аспарагиназa I из S. cerevisiae, экспрессируемая 
в E. coli BL21 (DE3), показала хорошую специфичность 
в отношении аспарагина и цитотоксичность на клетках 
лейкемии MOLT-4 в физиологических условиях.  
Удельная активность составила 196.2 МЕ/мг, что 
соответствует активности коммерческой L-аспарагинзы  
E. coli [79].

Chi и соавт. [174] при использовании E. coli BL21 
(DE3) для клонирования и экспрессии L-аспарагиназы из 
Mycobacterium gordonae достигли максимальной удельной 
активности 486.65 МЕ/мг при рН 9.0 и 50°C.  В E. coli 
BL21 (DE3) получены и затем очищены L-аспарагиназа 
из E. carotovora (430 МЕ/мг) [175] и Y. pseudotuberculosis  
(62 МЕ/мг) [93].

Dumina и соавт. [176] также использовали E. coli 
BL21 (DE3) для изучения активности экстремофильных 
L-аспарагиназ из психрофильных грибов Sclerotinia borealis, 
термоацидофильной кренархеи Acidilobus saccharovorans и 
термофильной бактерии Melioribacter roseus. Фермент из M. 
roseus был максимально активен (1530 МЕ/мг) при 70°C и 
pH 9.3. Полученный фермент проявлял дифференциальную 
цитотоксичность в отношении раковых клеток K562, Jurkat, 
LNCaP и SCOV-3 [6].

Ген высокоспецифичной в отношении L-аспарагина 
L-аспарагиназы II из Salmonella paratyphi со значительным 

https://www-frontiersin-org.translate.goog/articles/10.3389/fphar.2023.1208277/full?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=ru&_x_tr_hl=ru&_x_tr_pto=sc
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антипролиферативным действием на раковые клетки линии 
MCF7, A549 и Hep-2 человека был экспрессирован в E. coli; 
его  удельная активность составила 197 МЕ/мг [177].

Полученная в E. coli BL21 (DE3) устойчивая при 
высоких температурах L-аспарагиназа из Thermococcus 
sibiricus позволяет использовать ее для снижения содержания 
акриламида в пищевых продуктах. При этом белок проявляет 
цитотоксическую активность в отношении раковых клеток 
K562, A549 и Sk-Br-3 [178].

L-аспарагиназы из термостабильного галотолерантного 
Cobetia amphilecti AMI6 (778 МЕ/мг), морской Pseudomonas 
aeruginosa HR03, почвенной   Pseudomonas aeruginosa  
CSPS4, L-аспарагиназа II из Erwinia carotovora  и др. были 
успешно экспрессированы в E. coli BL21 (DE3) [175, 179, 
180, 181].

При экспрессии L-аспарагиназы E. chrysanthemi 
наибольшая ферментативная активность во внеклеточной 
(при наличии N-концевого лидерного пептида) и во 
внутриклеточной средах была получена в штамме E. coli 
Rosetta (DE3) [182].

Meena и соавт. [183] экспрессировали ген  
L-аспарагиназы из Streptomyces griseus в E. сoli М15 в 
оптимизированных условиях культивирования, используя 
Box-Behnken design. В результате ферментативная 
активность увеличилась в три раза по сравнению 
с активностью исходного штамма. Этот же штамм 
E.сoli был использован для синтеза L-аспарагиназы 
из Nocardiopsis alba NIOT-VKMA08 с активностью  
158.1 МЕ/мл [184, 185].

Для улучшения активности человеческой 
L-аспарагиназы hASNase-3 Karamitros и Konrad [103] 
создали библиотеку мутантов, использующих E. coli 
C41 (DE3) в качестве продуцента.  E. coli с делецией 5 
генов, участвующих в производстве L-аспарагина, были 
использованы для скрининга на основе активируемой 
флуоресценцией сортировки клеток (FACS) и 
характеристики рационально разработанных мутантных 
библиотек. При этом учитывалось, что свободный глицин 
способствует аутопротеолитическому расщеплению и 
активирует мутантные белки, экспрессируемые в штамме  
E. coli, лишенном биосинтеза аспартата мутантов  
hASNase-3. 

Штамм E. coli JM 107 был использован для экспрессии 
гена L-аспарагиназы из Bacillus subtilis [186]. Уровень 
целевого белка достигал 22 МЕ/мл, что в 2.5 раза выше, чем 
у E. coli JM 107 дикого типа. 

Хорошие результаты при пониженной температуре 
культивировании (16°C) показал модифицированный 
штамм E. coli BL21 ArcticExpress (DE3), экспрессирующий 
шаперонины. Синтезированная в нем L-аспарагиназа II из  
E. coli обладала правильной укладкой, повышенной удельной 
активностью и низким содержанием белковых агрегатов 
[187]. 

В штамме E. coli BL21(DE3) pLysS получены 
стабильная L-аспарагиназа из Erwinia Chrysanthemi 3937 с 
низкой глутаминазной активностью [188] и L-аспарагиназа 
из P. furiosus. 

Удельная активность очищенного фермента достигала 
11203.5  МЕ/мг.[189].

Chohan с соавт. [190] клонировали и экспрессировали 
гомолог Pcal_0970 L-аспарагиназы из Pyrobaculum 
calidifontis в E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Полученный 

в нерастворимой и неактивной форме рекомбинантный 
фермент Pcal 0970 был преобразован в активный 
термостабильный белок.

Максимальная экспрессия L-аспарагиназы из E. coli 
AS1.357 (228 МЕ/мл) наблюдалась в “родном” штамме  
E. coli AS1.357 в отличие от штаммов JM1105, JM109, TG1, 
DH5α [171].

В работе Zhang X. и соавт. [30] термостабильность и 
ферментативная активность экспрессированной в E. coli 
BL21(DE3) и B. subtilis168 L-аспарагиназы из Rhizomucor 
miehei были значительно улучшены с учетом алгоритма 
проектирования белков FoldX, программного анализа 
PyMOL и молекулярной модификации. 

В отличие от белков эукариотических клеток, многие 
белки, полученные в E. coli, сохраняют инициирующий 
а.о. – формилметионин (fMet). Присутствие fMet в белке, 
который обычно его не содержит, может привести к 
снижению биологической активности или придать белку 
дополнительную иммуногенность. Встраивание сигнальной 
последовательности в кодирующий фермент ген, может 
способствовать удалению fMet во время протеолитического 
процессинга, который сопровождает транслокацию 
новосинтезированного белка через мембрану.  В случае 
коэкспрессии двух субъединиц hASNase3 (человеческого 
фермента, гидролизующего L-аспарагин),  удаление 
N-концевого метионина β-субъединицы эндогенной 
метионинаминопептидазой (MAP) имеет решающее 
значение, поскольку активность L-аспарагиназы зависит от 
свободного остатка треонина β-субъединицы [80].

Грамположительная бактерия B. subtilis рассматривается 
как условно безопасный продуцент L-аспарагиназ, 
обеспечивающий секрецию белков во внеклеточную 
среду, что способствует стабильности белка и облегчает 
последующие этапы очистки [191-195] 

B. subtilis была успешно использована для экспрессии 
активной и стабильной L-аспарагиназы II Aliivibrio 
fischeri  [196], а также перспективной для промышленного 
применения L-аспарагиназы Pyrococcus yayanosii CH1 
[197]. Мутантная  L-аспарагиназа Pyrococcus yayanosii 
CH1 показала относительно высокую удельную активность 
(3108МЕ/мг), которая была в 2.1 раза выше, чем у фермента 
дикого типа. 

Более 90% активной рекомбинантной 
периплазматической L-аспарагиназы II Pectobacterium 
carotovorum MTCC 1428 экспрессировалось в B. subtilis 
WB800N (105 МЕ/мл с удельной активностью 101 МЕ/мг) 
[198].

Feng и соавт. [199] использовали B. subtilis WB600 для 
усиленной экспрессии L-аспарагиназы II типа из B. subtilis 
168 за счет оптимизации генетических конструкций (до 
407.6 МЕ/мл (2.5 г/л белка).

Гены грамположительных бактерий, как правило, 
экспрессируются в клетках В. subtilis. Однако из-за 
различия регуляторных последовательностей нуклеиновых 
кислот и ферментных систем транскрипции и трансляции 
у грамположительных и грамотрицательных бактерий 
большинство генов грамотрицательных бактерий, в том 
числе Е. coli, не функционируют в В. subtilis, хотя гены 
бацилл в Е. coli экспрессируются. Например, в рибосомах 
грамположительных бактерий отсутствует белок S1, 
обусловливающий связывание молекул РНК с рибосомой 
и перенос мРНК в сайт декодирования рибосомы. Для 
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правильной и эффективной экспрессии чужеродного гена 
в клетках В. subtilis, он должен иметь бациллоподобную 
последовательность промотора, а на синтезируемой  
мРНК в участке связывания рибосом должна находиться 
достаточно протяженная последовательность, 
комплементарная 3’-концу 16S рибосомной РНК 
бацилл. Схожим образом организованы гены многих 
грамположительных бактерий, что и обусловливает их 
экспрессию в клетках бацилл [200].

Использование растительных систем экспрессии при 
получении гетерогенных белков затруднено из-за большого 
количества клеточных протеаз и низкой эффективности 
производства. Однако, полученный растительный ген 
L-аспарагиназы Withania somnifera в E. coli BL21 (DE3) с 
активностью 17.3 МЕ/мг можно рассматривать в качестве 
источника и жизнеспособной альтернативы бактериальным 
ферментам [201]. 

Производство L-аспарагиназ и других гетерогенных 
белков зависит не только от выбора хозяина, но и от 
эффективности системы экспрессии, процесса ферментации, 
правильности посттрансляционных модификаций и 
стабильности продукта.

3. ЭКСПРЕССИОННАЯ СИСТЕМА ПРОКАРИОТ- 
ОСНОВНЫХ ПРОДУЦЕНТОВ L-АСПАРАГИНАЗ

Консервативный базовый набор генетического аппарата 
прокариот на примере наиболее изученного эталонного 
представителя E. сoli включает гены так называемого 
«домашнего хозяйства», кодирующие белки и РНК, 
содержащиеся в кольцевой двухцепочечной хромосоме 
(4 млн пар нуклеотидов), дополнительные элементы, 
регулирующие репликацию, транскрипцию, трансляцию, 
пути метаболизма и формирование клеточных структур, а 
также мобильные элементы, представляющие интерес как 
возможные носители чужеродных генов (в нашем случае 
аспарагиназ).

Плазмиды – автономно реплицирующиеся 
внехромосомные кольцевые или линейные молекулы 
ДНК аналогичные по структуре линейным хромосомам. В 
отличие от хромосом, плазмиды являются «необязательным» 
генетическим материалом. Однако многие крупные плазмиды 
содержат гены, несущие важную для клетки информацию, 
например, резистентность к антибиотикам. Некоторые 
плазмиды и умеренные фаги могут интегрироваться в 
хромосому клетки хозяина и реплицироваться в ее составе 
в виде эписомы.

Контроль экспрессии белков E. coli осуществляется, 
главным образом, на уровне транскрипции ДНК. У E. сoli 
(в отличие от эукариот) гены, вовлеченные в реализацию 
одной функции, часто располагаются один за другим 
и транскрибируются в одной мРНК в виде одного 
полицистронного транскрипта, с которого в дальнейшем 
синтезируются отдельные пептиды. Такая организация 
генов называется опероном и предполагает наличие единой 
системы регуляции, поддерживаемой системой белков-
репрессоров и активаторов, а также низкомолекулярных 
эффекторов, влияющих на взаимодействие РНК-полимеразы 
с транскрибируемыми генами. Lac-оперон кишечной 
палочки служит парадигмой для понимания совместимости 
и сложной стратегии и регуляции экспрессии «хозяйских» 
и «чужеродных» генов у прокариот (концепция Жакоба и 
Моно) [202].

Lac-оперон E. coli (рис.4) помимо трех структурных 
генов, кодирующих ферменты β-галактозидазу, 
β-галактозидпермеазу и β-галактозидтрансацетилазу, 
принимающих участие в утилизации и метаболизме лактозы, 
содержит регуляторные элементы – промотор, терминатор 
транскрипции, сайты связывания регуляторных белков  
[203-211] (рис.4).

Lac операторы E. coli используются для регуляции 
экспрессии генов L-аспарагиназ из B. pseudomallei 
в плазмиде pGEX-2T [212], Wolinella succinogenes,  
P. aeruginosa, S. cerevisiae, S. borealis,   
A. saccharovorans,  M. roseus в плазмиде pET28 [6, 105, 126, 
176, 213], R. rubrum в плазмиде pET23 [62] и др. 

Специфичность РНК-полимеразы E. coli определяется 
7 различными факторами транскрипции (сигма-
факторами) и 7 соответствующими типами промоторов.  
Наиболее часто используемая клеткой E. coli  промоторная 
область распознается фактором сигма-70 (молекулярная 
масса 70 кДа). Yang Wang и соавт. разработали и 
сконструировали набор промоторов путем комбинирования 
консенсусных последовательностей -35 и -10, позволяющих 
попеременно связывать различные сигма-факторы  
70, 38, 32 и 24 в зависимости от условий роста клеток-
хозяев [214]. При экспрессии в E. coli BL21(DE3) 
синтетический промотор P21285 обеспечивал 
более высокий выход L-аспарагиназы E. coli 
(asnB) по сравнению с промотором T7. Активность 
рекомбинантной L-аспарагиназы достигала 3.68 МЕ/мл,  
2.61 МЕ/мл и 1.16 МЕ/мл при 20°C, 30°C и 37°C 
соответственно [214].

Клетки Е. coli обычно используют в качестве 

Рисунок 4. Lac-оперон E. coli. Описание в тексте.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF382347.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF382347.1/
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источника углерода глюкозу. При отсутствии индуктора 
(лактозы) белок-репрессор связан с оператором, 
препятствуя соединению РНК-полимеразы с промотором и 
транскрипции структурных генов Lac-оперона. Появление в 
среде лактозы инактивирует репрессор, он не соединяется 
с оператором, РНК-полимераза взаимодействует с 
промотором и осуществляет транскрипцию полицистронной 
мРНК. Уменьшение содержания лактозы в результате ее 
ферментативного расщепления приводит к восстановлению 
способности репрессора соединяться с оператором и 
прекращению транскрипции генов. 

Промотор lac и его производные (UV5, trc, tac  
и др.) - ключевой элемент лактозного оперона-индуцируются 
лактозой или изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозидом 
(IPTG) и ингибируются глюкозой [215]. Клетки не способны 
гидролизовать синтетический аналог аллолактозы IPTG, 
поэтому для эффективной индукции его требуется меньше, 
что часто используется при производстве L-аспарагиназ 
[126, 172, 174, 178, 189, 198, 201] (и др.).

При взаимодействии с cAMP особый катаболитный 
генактивирующий белок (catabolite gene activation protein, 
CAP) образует комплекс, способствующий прикреплению 
РНК полимеразы к промоторному участку генома и 
началу транскрипции. Уровень сАМР повышается при 
снижении концентрации глюкозы в среде. Если репрессор 
не связан с оператором, то в присутствии индуктора при 
повышении внутриклеточной концентрации сАМР может 
произойти усиление транскрипции генов, регулируемых  
lас-промотором.

Промоторные элементы бактериальных (Е. coli) 
арабинозного и триптофанового оперонов также нашли 
применение в качестве альтернативы лактозному в 
плазмидных векторах pBad для получения L-аспарагиназы 
Y. pseudotuberculosis и Erwinia cartovora [93, 216] и  
pGEX-2T для получения L-аспарагиназы Burkholderia 
pseudomallei [212] и др. 

Эффективные гибридные промоторы tac из 
последовательностей промоторов trp и lac UV5 E. coli 
позволяют контролируемо экспрессировать чужеродные 
гены на высоких уровнях.

Небольшие по размеру природные и искусственные 
плазмиды удобны для модификации, выделения и очистки. 
Они способны к автономной реплицикации в клетке-хозяине 
и при определенных условиях могут быть стабильны в 
течение длительного времени.

4. СТАБИЛЬНОСТЬ И ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ 
ПЛАЗМИД, НЕСУЩИХ ЦЕЛЕВОЙ ГЕН

Поддержание постоянства организации наследственного 
материала имеет первостепенное значение для обеспечения 
нормального развития клетки. В то же время допустимость 
изменений генома обусловливает генетическое разнообразие 
вида и имеет важное эволюционное значение. Прокариоты 
выработали несколько способов исправления ошибок, 
возникающих в геноме при репликации ДНК, а также 
для борьбы с попадающими в клетку извне вирусами и 
мобильными элементами, часто несущими чужеродные 
гены (в частности, гены L-аспарагиназ).

Системы рестрикции-модификации расщепляют 
чужеродную ДНК специфическими рестрикционными 
ферментами, от действия которых защищена метилированная 
ДНК клетки-хозяина. Для сохранения гетерогенных белков 

применимы продуценты с измененной системой рестрикции-
модификации, например, Str. lividans [217] и др. Штаммы E. 
coli DH5α (dam+/dcm+) использовались для клонирования 
генов L-аспарагиназ из E. coli AS1.357,  Erwinia carotovora 
subsp.  atroseptica SCRI 1043 [168, 171, 172], BL21(DE3), 
BLR(DE3) (dam+/dcm−) для экспрессии L-аспарагиназ 
из S. borealis, A. saccharovorans, M. roseus, E. carotovora,  
T. sibiricus и E. coli [57, 168, 176, 178, 218 и др.]

Появление чужеродной генетической информации 
может приводить к рекомбинациям, опосредованным 
тирозиновыми и сериновыми рекомбиназами, 
распространенными у бактерий и дрожжей. Генетические 
перестройки клеток-хозяина могут нарушать экспрессию 
целевых генов вплоть до их инактивации и удаления, а также 
могут приводить к структурной нестабильности плазмид 
[219-222].

RecA-белок играет основную роль в гомологичной 
рекомбинации и необходим для репарации хозяйской ДНК 
и избавления от чужеродной.  Дефицитные  по  RecA-
белку штаммы  E. coli  XL1-Blue, TOP10, DH5α, JM109, 
уменьшающие вероятность нежелательной рекомбинации 
в векторе, несущем целевую ДНК,  использовались 
для молекулярно-биологических работ и экспрессии 
L-аспарагиназ из E. coli AS1.357 [171], E. chrysanthemi 
[182], морских свинок [223 ], Pyrobaculum calidifontis [224], 
Bacillus subtilis B11-06 [225], Burkholderia pseudomallei 
[212], Withania somnifera [201], Pseudomonas fluorescens [91], 
Rhizomucor miehei [30]

Модифицированные варианты recA13, recBCD, recJ 
также используются, но реже.

Возможность направленного сайт-специфического 
встраивания трансгенов появилась в 2000 г. с использованием 
химерных Zinc-finger нуклеаз [226, 227] и позже химерных 
нуклеаз FokI, (Transcription Activator-like Effector Nucleases), 
обнаруженных у бактерии Xanthomonas [228-230]. На 
основе ассоциированной с нуклеазой Cas адаптивной 
иммунной системы микроорганизмов CRISPR (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) был 
разработан принципиально новый метод адресной доставки 
и модификации генов и изменения системы их экспрессии 
[231– 240]. 

Используя устойчивую к лечению аспарагиназой 
клеточную линию REH подтипа ALL Costa, I. M., c соавт. 
использовали клоны CRISPR/Cas9 с нокаутом катепсина 
B для изучения их чувствительности к аспарагиназам из  
E. coli и E. chrysanthemi. Авторами показано, что внутренняя 
экспрессия  протеазы CTSB  не является механизмом, 
определяющим устойчивость клеток этой линии к ферментам 
[241].

Сообщалось о применении CRISPR-Cas9 для геномной 
инженерии дрожжей (включая P. pastoris [242]), B. subtilis 
[243].

4.1. Селекционный маркер для отбора продуцентов 
L-аспарагиназ

Селекционный маркер вектора имеет адаптивное 
значение и обеспечивает избирательное преимущество для 
трансформантов, например, ауксотрофия или устойчивость 
к антибиотикам (рис. 5).

Репортерным элементом клонирования белка может 
служить радиоактивный изотоп или локализация сайта 
клонирования, например, нарушающая синтез галактозидазы 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Homologous_recombination
https://en.wikipedia.org/wiki/Homologous_recombination
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
http://ecoliwiki.net/colipedia/index.php/recBCD
http://ecoliwiki.net/colipedia/index.php/recJ
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или  токсичного белка ccdB. В качестве селективного маркера 
при трансформации клеток P. pastoris часто используют гены 
биосинтеза аминокислот HIS4, URA3 и URA5, ADE1, ADE2, 
ARG4 и MET2, выбор которых зависит от конкретного 
применения и доступности соответствующих ауксотрофных 
штаммов [244-246].

В качестве селективного маркера для отбора 
продуцентов L-аспарагиназ наиболее часто используются 
гены антибиотикоустойчивости заранее встроенные в 
экспрессионные плазмиды, например, к ампициллину 
в векторах pET14b-6×His-EGFP, pET-23, pBAD24, 
pMA5; к канамицину в векторах pET-30, pET-28 и  
pET-26; к ампициллину и тетрациклину в векторах pBR322,  
pET101/D-TOPO, pET-22 [6, 91, 172, 174, 176, 178, 247]  
(и др.).

4.2. Коммерческие векторы для гетерологичной экспрессии 
L-аспарагиназ

Важнейшая часть искусственного рекомбинантного 
вектора - экспрессионная кассета - имеет общие черты 
с опероном и включает целевой ген и ряд регуляторных 
модулей, обеспечивающих его надежную экспрессию, 
выявление и селекционные преимущества полученных 
трансформантов [247-251] (рис.5).

За последние несколько десятилетий были   
синтезированы тысячи разнообразных плазмидных 
и фаговых векторов с разными типами точек начала 
репликации, разными полилинкерами, селективными 
маркерами, промоторами, терминаторами, белковыми 
метками, сигналами секреции и т.д. [252]. Методы 
конструирования плазмид описаны во многих протоколах, 
например, Sambrook и Russell [253], Walker и Rapley [254].

К числу векторов, соответствующих системе 
экспрессии бактерий, относятся pQE70, pQE60 и pQE-9  
(«Qiagen», Германия); векторы pBS, векторы Phagescript, 
векторы Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A 
(«Stratagene», Германия); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, 
pDR540, pRIT5 («Pharmacia», США) и др. Для экспрессии 
секретируемых белков рекомендуется серия pRIT20 и 
pRIT30.

Плазмиды типа pRIT30 используются исключительно 
в E. coli, в то время как векторы pRIT20 могут быть 
использованы как в E. coli, так и в S. aureus. Общая схема 
строения плазмидного вектора представлена на рисунке 5.

Плазмиды cерии pET («Novagen», Германия) 
использовали для экспрессии активных L-аспарагиназ из 
Thermococcus sibiricus, психрофильных грибов S. borealis, 
термоацидофильной археи A. saccharovorans, термофильных 
бактерий M. roseus, внеклеточной L-аспарагиназы II  
E. carotovora , L-аспарагиназы E. coli, R. miehei, Pseudomonas 
aeruginosa и др. в штаммах E. coli [6, 168, 176, 178, 180, 218, 
255 и др.].

Upadhyay и соавт. [57] экспрессировали ген 
L-аспарагиназы II E. coli в pET14b в E. coli BL21(DE3) в виде 
телец включения. Полученный эффект, видимо, зависит от 
структуры целевого белка, т.к. клонированый в аналогичном 
векторе pET15b ген L-аспарагиназы из S. cerevisiae был 
экспрессирован в цитозоле E. coli BL21 (DE3) в растворимой 
фракции белков [79].

В исследовании Darwesh и соавт. [212] ген 
L-аспарагиназы Burkholderia pseudomallei был клонирован в 

ДНК-плазмиду pGEX-2T и успешно экспрессирован в E. coli 
BL21 (DE3) pLysS.

Многие пытались создать «универсальный» 
экспрессирующий вектор для грамотрицательных бактерий. 
Наиболее удачной была серия векторов с широким  
диапазоном экспрессии и lac-слияния для грамотрицательных 
бактерий на основе производных RSF1010 [256]. 
Экспрессирующие векторы содержали различные промоторы 
(pNm, plac, ptac и pS1) для экспрессии чужеродных генов.

При экспрессии в B. subtilis часто используют 
векторы pUB110, pLS1, pE194, pAM1, pSB6, pTB19 и 
pC194 [194]. Плазмиду pBS0E, содержащую промотор 
PxylA, индуцируемый ксилозой, применяли для синтеза 
L-аспарагиназы II A. fischeri в B. subtilis [196].        

Сверхэкспрессия стабильной L-аспарагиназы из 
непатогенного штамма B. subtilis B11-06 в B. subtilis 168 
была получена с использованием челночного вектора pMA5 
[225].

Ген, кодирующий L-аспарагиназу II из P. carotovorum 
MTCC 1428, был клонирован в вектор pHT43 и 
трансформирован в B. subtilis WB800N. Использование 
полученного трансформанта повышало продукцию 
фермента в три раза по сравнению с нативным штаммом 
[198].

Li и соавт. [33] сконструировали эффективную 
синтетическую систему экспрессии L-аспарагиназы  
P. yayanosii CH1 для повышения уровня транскрипции и 
скорости трансляции гена L-аспарагиназы в B. subtilis с 
помощью плазмиды pMA5, под промотором P43 и дизайна 
сайта связывания рибосом с помощью RBS Calculator   
(https://www.denovodna.com/software/). Активность 
L-аспарагиназы после оптимизации ферментации составила 
5278 МЕ/мл и являлась одной из самых высоких, описанных 
в литературе.

Основу большинства дрожжевых векторов составляет 
высококопийная плазмида E. сoli pBR322 [257]. Для  
экспрессии внутриклеточных и секреторных белков в P. pastoris 
«Life Technologies» (США) предлагает ряд стандартных 
векторов с конститутивным (PGAP) и индуцируемыми 
промоторами (PAOX1, PFLD). «BioGrammatics» (США) 
предлагает векторы GlycoSwitch®, разработанные для 
гликозилирования целевых белков, и владеет лицензиями 

Рисунок 5. Схема строения плазмидного вектора. Описание в 
тексте
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на продажу стандартных экспрессирующих векторов и 
штаммов P. pastoris [154]. «Invitrogen» (США) предлагает 
плазмиды pAO815, pPIC9K и pPIC3.5K для P. pastoris [258].

Популярными векторами P. pastoris для экспрессии 
гетерологичных белков являются pGAPZ, pHIL-S1, pPIC9K, 
pJL-SX, pBLHIS-SX, pPICZ, pHIL-D2, pJL-IX и pBLHIS-IX.     

Типичные векторы, совместимые с экспрессией в 
клетках млекопитающих, включают в себя систему Е-027 
pCAG Козак – Шерри (L45a, pREP, pCEP4 («Invitrogen»); 
pMC1neo, pXT1, pSG5 («Stratagene»); EBO-pSV2neo,  
pBPV-1, pdBPVMMTneo, pRSVgpt, pRSVneo, pSV2-dhfr, 
pIZD35, вектор экспрессии кДНК Окаяма - Берг pcDV1 
(«Pharmacia»); pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 («Invitrogen»); 
pcDNA3.1, pSPORT1 (GIBCO BRL), pGEMHE («Promega», 
США); pLXIN, pSIR, pIRES-EGFP («Clontech», США);  
pEAK-10 («Edge Biosystems», США);  
pTriEx-Hygro («Novagen») и pCINeo («Promega»)). К числу 
предпочтительных эукариотических векторов относятся 
PWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pZT1, Psg («Stratagene») и 
pSVK3, pBPV, pMSG и Psvl(«Pharmacia»).

При использовании вектора pAdTrack-CMV («Addgene», 
США) успешно получили N-гликозилированную 
рекомбинантную аспарагиназу бактериального 
происхождения в клетках человека HEK-293 [162].

4.3 Промоторы, применяемые в экспрессионных векторах 
для наработки L-аспарагиназ 

В геноме E. coli присутствует около 2500 природных 
и гибридных промоторных последовательностей – 
ключевых регуляторных элементов, контролирующих 
уровень экспрессии генов (рис. 5). Часть из них, а также 
синтетические и гибридные промоторы, включая 
полученные из бактерий и бактериофагов, применяются в 
плазмидных векторах для получения целевых белков, в том 
числе L-аспарагиназ [39, 203, 259, 215, 260].

Легко регулируются арабинозный araPBAD и 
рамнозный rhaPBAD промоторы. Под контролем промотора 
araBAD создана стабильная система экспрессии генов 
L-аспарагиназ из Y. pseudotuberculosis и Erwinia cartovora в 
клетках Escherichia coli BL21 (DE3) [93, 216].

Ген L-aспарагиназы из B. subtilis был клонирован 
в вектор blunt pJET1.2 и экспрессирован под контролем 
промоторов T7 или lacUV5 в E. coli JM 107 (полученная 
активность- 22 МЕ/мл) [186].

Существуют промоторы, реагирующие на изменение 
рН и ионной силы [261-263]. Wang и соавт. [214] разработали 
эффективные промоторы для повышения производства 
L-аспарагиназы в E. coli BL21 (DE3), проявляющие высокую 
стабильность в различных условиях (температура, рН, 
осмотическое давление). 

Менее изучены промоторы, реагирующие на холод 
и способствующие эффективной экспрессии генов при 
пониженных температурах [264-266].

Теоретически, промотор для эффективного синтеза 
целевого белка должен быть сильным и обеспечивать 
накопление белка от 10% до 30% или более от общего 
количества клеточного белка, иметь низкий базальный 
уровень экспрессии (жесткая регуляция), легко переноситься 
в другие штаммы, а его индукция должна быть проста и 
экономична [251, 267]. Но практически транскрипция с 
сильных промоторов или неполное подавление системы 

экспрессии могут дестабилизировать плазмиды, снижать 
скорость роста клеток и продукцию рекомбинантного белка 
[268-271].

В природе известно свойство чужеродного 
рекомбинантного гена, управляемого сильным 
конститутивным промотором или встроенного в геном 
в большом числе копий, «замолкать» по механизму 
косупрессионного сайленсинга («gene silencing») [272].

Сверхпродукция белков под эффективным, но 
нерегулируемым промотором гена β-лактамазы (ген 
устойчивости к ампициллину в составе плазмиды pBR322) 
может привести к истощению метаболических ресурсов 
хозяйского организма и даже оказаться губительным 
(колицины, эндо- и экзонуклеазы, протеиназы, токсичный 
белок ротавируса VP7 и т.п.) [273-278].

Избыточный синтез рекомбинантных белков иногда 
индуцирует клеточную стресс- реакцию (cell stress reaction, 
CSR), которая подавляет ключевые гены метаболических 
путей, приводит к замедлению клеточного роста и снижению 
экспрессии целевых генов. Выключение некоторых генов, 
экспрессия которых повышается после индукции, в E. coli 
обеспечило более высокую экспрессию гетерологичных 
белков, в том числе L-аспарагиназ [279, 280].

С помощью биологического и биоинформатического 
анализа было установлено, что гены, регулируемые fis, 
такие как carB, fadB, nrfA, narH и queA, активируются 
во время стационарной фазы и их можно рассматривать 
как возможные мишени для модуляции метаболической 
активности и способности к экспрессии белка. Коэкспрессия 
с fis значительно повышала содержание  L-аспарагиназы в 
культуральной среде [281].

Транскриптомный анализ постиндукционных культур 
E. coli, экспрессирующих рекомбинантную L-аспарагиназу, 
выявил подавление критических генов, многие из которых 
находятся под контролем глобального регулятора Lrp, 
оказывающего значительное влияние как на метаболизм 
аминокислот, так и на трансляцию белка. Тест-культура 
с дополнительной плазмидой, экспрессирующей Lrp под 
действием арабинозного промотора, и противодействующая 
негативным эффектам клеточной стресс-реакции, дала 
на 50% больше рекомбинантной L-аспарагиназы, чем 
контрольная культура с одной плазмидой, экспрессирующей 
рекомбинантный белок [282].

Для смягчения негативных последствий стресс-
реакции при экспрессии L-аспарагиназы II E. coli в  
штаммах E. coli BW25113 и W3110, несущих  
экспрессионные плазмиды pBAD33-GFPp и MAL-p2X 
под промотором tac, Sharma и соавт. [283] сделали четыре 
основных двойных нокаута (∆elaA + ∆cysW, ∆elaA + ∆cueR, 
∆cysW + ∆purL и ∆yabI + ∆cysW) и шесть основных одиночных 
нокаутов (контрольный штамм, ∆purL, ∆elaA, ∆cysW,  
∆cueR, ∆cysJ и ∆yfbN), включенных в CSR генов. Активность 
двойного мутанта ∆elaA + ∆cysW была выше более чем  
в 2 раза по сравнению с контрольным штаммом.  
Более высокие уровни экспрессии L-аспарагиназы 
были отмечены у вариантов BW25113ΔelaAΔyhbC и 
BW25113ΔcysJΔyhbC.

Обойти нежелательные явления метаболической 
перегрузки можно с помощью частичной индукции, 
жесткой регуляции промоторов, низкой температуры 
культивирования клеток, а также создания сложных систем 
«перекрестной регуляции» [284-288].
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Промоторы разных бактерий довольно близки по 
строению и способны инициировать транскрипцию при 
переносе в другой вид бактерий, правда, как правило, с 
пониженной эффективностью. В результате возрастает не 
только стабильность и количество рекомбинантного белка, 
но и клетка хозяина не испытывает возможных токсических 
эффектов от накопления чужеродного белка [167, 215].

Весьма эффективны и специфичны фаговые 
промоторные последовательности (T7, T5, T3, SP6, рR, 
рL, jХ174). Оптимизированная промоторная система 
бактериофага Т7lac обеспечивала более высокий уровень 
транскрипции целевых генов, в том числе кодирующих 
L-аспарагиназу по сравнению с промоторными системами 
trc, tac [168, 289, 290].

При выборе промотора T7  (коммерческие 
экспрессионные системы pET, pRSET, pCal и др.) важно 
учитывать его совместимость с экспрессионной системой 
продуцента. В отличие от вирусных промоторов λL, λR и 
T5, промотор T7 находится под контролем собственной 
профаговой РНК-полимеразы T7 (RNAP) [ 291- 293]. Ген 
РНК-T7 полимеразы может быть интегрирован в вектор или 
хромосому хозяина в виде профага (λDE3) и находиться 
под управлением индуцируемого промотора, например, 
lac. Синтезированная RNAP в штамме-продуценте E. coli, 
например, BL21 (DE3) может распознавать промотор T7 
на плазмиде pET и др. и индуцировать транскрипцию в 
несколько раз эффективнее, чем нативная РНК-полимераза 
E. coli [167].

Под контролем промотора T7 был экспрессирован ген 
L-аспарагиназы P. furiosus в векторе pET26b(+) в E. coli 
BL21(DE3) pLysS [189]. Синтез гомолога L-аспарагиназы 
TK1656 из Thermococcus kodakaraensis также регулировался 
промотором Т7 (плазмида рЕТ) [294].

Khushoo и соавт. [290] экспрессировали ген секреторной 
L-аспарагиназы II из E. coli под промотором T7 lac в штамме 
E. coli BLR (DE3).

Работа промотора pL или рR регулируется 
репрессорным белком сl бактериофага λ, содержащим 
температурочувствительную мутацию и сохраняющим свою 
нативную конформацию, и, следовательно, способность 
подавлять синтез РНК только при пермиссивной температуре 
(~ 28-30оС). Повышение температуры до 42оС вызывает 
инактивацию белка-репрессора и транскрипцию гена, 
кодирующего целевой белок.

L-аспарагиназу из E. coli AS1.357  успешно 
экспрессировали в различных штаммах E. coli с 
использованием вектора pBV220, содержащего 
термочувствительные промоторы бактериофага λ рR рL [171]. 
Для преодоления проблем, связанных с использованием  
pL-промотора при крупномасштабном производстве  
белковых продуктов, была разработана двухплазмидная 
система. Ген репрессора сI поместили под контроль 
trp-промотора и включили в малокопийную 
плазмиду, что обеспечило невысокий уровень 
синтеза репрессора. Вторая плазмида содержала 
клонированный ген, находящийся под контролем  
pL-промотора. В отсутствие триптофана включается  
trp-промотор и синтезируется репрессор cl, выключающий 
pL-промотор. И, наоборот, при наличии триптофана  
tpr-промотор выключается, репрессор не синтезируется, а  
pL -промотор активируется. Таким образом, двухплазмидные 
системы позволяют получать белковые продукты с помощью 

рекомбинантных микроорганизмов в промышленных 
масштабах и относительно недорого  [295]

Yang и соавт. [296] разработали набор инструментов 
PLICable, позволяющий за один этап клонирования и 
экспериментального скрининга идентифицировать из десяти 
IPTG-индуцируемых промоторов (T7, A3, lpp, tac, pac, Sp6, 
lac, npr, trc и syn) наиболее подходящий для производства 
белка.

Векторы pQE («Qiagen»), несущие T5 промотор, 
контролируемый lac оператором, успешно использовались 
при синтезе в E. coli термостабильной L-аспарагиназы 
из C. amphilecti AMI6 [179] и L-аспарагиназы из S. griseus  
NIOT-VKMA29 [183].

Для производства чужеродных белков в дрожжах 
используются индуцируемые галактозой промоторы 
GALl, GAL7 и GALIO, индуцируемый добавлением  
ионов меди в среду промотор металлотионеина (МТ), 
а также терморегулируемые варианты двух сильных 
дрожжевых промоторов (TPI1 и ADH2). Для экспрессии 
в P. pastoris существуют промоторы AOX1, GAP, FLD1,  
ICL1, YPT1, NPS, PEX8, YPT7, PDAS2, PGCW14 rpsD, PGK, 
lepA, vegI [152, 297, 298] но, в основном, применяются 
индуцибельный строго регулируемый промотор  
AOX1[258, 299] и конститутивный промотор GAP [300]. 
Промотор алкогольоксидазы І (АОХ1) вовлечен в выработку 
фермента, участвующего в метаболизме метанола и 
превращении его в формальдегид. Когда метанол является 
единственным источником углерода, АОХ1 используют  
для стимулирования гетерологичной экспрессии, в том 
числе для продукции L-аспарагиназ [149, 155, 157, 158, 160, 
301, 302].

Промотор гена глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(GAP) P. pastoris может регулировать экспрессию в клетках, 
растущих не только на токсичном метаноле, но и на глюкозе 
или глицерине. Однако применение конститутивного 
промотора GAP ограничено при экспрессии токсичных 
белков [258].

Поскольку природные промоторы не имеют гибкой 
настройки уровня экспрессии, были предприняты попытки 
создания улучшенных вариантов конститутивных (PGCW14), 
регулируемых (PGTH1, PCAT1) и двунаправленных 
промоторов, обеспечивающих оптимизацию совместной 
экспрессии нескольких генов [298, 303].

Синтез активной и стабильной A. fischeri L-аспарагиназы 
II был осуществлен в B. subtilis с использованием плазмиды 
pBS0E, несущей ксилозоиндуцируемый промотор PxylA и 
репрессорную последовательность XylR [196]. Активность 
фермента в биореакторе достигала 1.539 МЕ/мл.

Yang и соавт. [304] идентифицировали и 
охарактеризовали фазозависимые промоторы  B. subtilis, 
индуцируемые температурой и рН. Из 114 эндогенных 
фазозависимых промоторов на основе модулирования 
их транскрипционной способности и модификации ДНК 
сконструирована библиотека промоторов, имеющая большой 
потенциал для применения в производстве гетерогенных 
ферментов.

Усиление экспрессии гена B. subtilis 168 L-аспарагиназы 
II в B. subtilis WB600 было получено после замены промотора 
Hpa II более сильным конститутивным промотором р43 в 
комбинации с собственным RBS [199].

Уровень транскрипции гена L-аспарагиназы P. yayanosii 
СН1с промотором р43 был в восемь раз выше, чем у рHpaII 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30374035/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30374035/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30374035/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30374035/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30374035/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30374035/
https://www-frontiersin-org.translate.goog/articles/10.3389/fphar.2023.1208277/full?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=ru&_x_tr_hl=ru&_x_tr_pto=sc
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в B. subtilis [33]. 
Niu и соавт. [305], используя RBS calculator v2.0 

(«SalisLab», США) и опыт Li и соавт. [33] внедрили 
эффективную систему двойных промоторов на основе 
промоторов PyvyD, P43, PaprE и PspoVG и оптимизировали 
основные области (-35 и -10 боксов) при синтезе L- 
аспарагиназы I из Bacillus licheniformis Z-1 в B. subtilis. 
Двойной модифицированный промотор PaprE-PyvyD 
повышал активность фермента до 568.59 Ед /мл. При замене 
RBS промотора PyvyD активность L- аспарагиназы достигла 
790.1 МЕ/мл, что в 2.27 раза выше, чем у исходного штамма 
с промотором P43. 

Двойной промотор Pdual3 (соединение промоторов 
PykzA с P43) значительно усиливал метаболические пути и 
экспрессию генов у B. licheniformis [306].

4.4. Ориджин репликации (ori)

Ориджин репликации (ori) – необходимый элемент 
инициации репликации плазмидного вектора (рис. 5). Это 
АТ-богатая последовательность ДНК, обуславливающая 
также совместимость с другими векторами и определяющая 
количество копий данной плазмиды в клетке (1-200 и более) 
[307].

Векторы, применяемые для экспрессии белков в 
клетках E. сoli и B. subtilis, чаще всего имеют ослабленный 
контроль репликации [308], что может приводить к 
чрезмерной экспрессии чужеродных генов и снижению 
жизнеспособности клеток [269]. Контролируемая 
копийность плазмид позволяет уменьшить базальный 
уровень транскрипции и более тонко регулировать 
экспрессию гена.

Плазмиды могут содержать несколько ori-сайтов, 
функционирующих в разных организмах-хозяевах или в 
одном штамме, но в разных условиях.

Для усиления экспрессии генов можно увеличить их 
количество в клетке не только путем увеличения копийности 
рекомбинантных плазмид, но и путем увеличения числа 
копий гена в составе плазмиды или в хромосоме хозяйской 

клетки. Так, шесть клонов, несущих разное количество 
копий генов L-аспарагиназы из Rhizomucor mihei в векторе 
pCC1, были исследованы в P. pastoris. Вариант с тремя 
интегрированными копиями экспрессионной кассеты имел 
максимальный уровень продукции [309].

4.5. Старт-кодон и сайт связывания рибосом (RBS)

В прокариотических клетках инициация трансляции 
является сложной скорость-лимитирующей стадией в 
биосинтезе белка [310-312].

Для начала трансляции требуется наличие в мРНК старт-
кодона и расположенной перед ним 5’-нетранслируемой 
области, содержащей участки связывания рибосом 
(RBS – ribosome binding site, SD) – последовательность  
Шайно-Дальгарно ( у эукариот - последовательность 
Козак) [312-315] (рис. 6). Консенсусная последовательность 
AGGAGG Шайна-Дальгарно комплементарна 3’-концу 16S 
РНК малой субъединицы рибосомы и располагается на 
расстоянии от 5 до 13 оснований до инициирующего старт-
кодона [311]. 

В экспрессионных векторах обычно используют RBS 
активно экспрессируемых генов E. coli или бактериофагов. 
Например, в семействе экспрессионных векторов  
pET-системы применяют сайт связывания рибосом гена 
10 бактериофага T7. Обычно последовательность RBS 
включают в состав самого вектора вместе с инициирующим 
кодоном [316].

Изменение даже нескольких оснований 
последовательности Шайно-Дальгарно, а также ее 
расположения относительно стартового кодона существенно 
сказываются на эффективности связывания мРНК с 
рибосомой а значит, и на частоте событий инициации 
трансляции [317-322].

Доступный онлайн-калькулятор RBS [323], 
позволил выбрать оптимальный мутантный RBS из 
300 последовательностей для синтеза P. yayanosii СН1 
L-аспарагиназы в B. subtilis [33]. Повышение транскрипции 
в 2 раза (общая активность 5278 МЕ/мл) по сравнению с 

Рисунок 6. Инициация трансляции у бактерий. Описание в тексте.

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D1%81%D0%BB%D0%B5%D0%B4%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C_%D0%A8%D0%B0%D0%B9%D0%BD%D0%B0_%E2%80%94_%D0%94%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%B3%D0%B0%D1%80%D0%BD%D0%BE
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исходным штаммом было достигнуто с использованием 
промотора P43 и оптимизации синтеза в ферментере.

Модификация 5’-нетранслируемой области при 
экспрессии мутантной L-аспарагиназы A344E из R. miehei 
также привела к увеличению ферментной активности в  
1.5 раза, по сравнению с диким типом.[324].

Для E. coli кодон ATG обеспечивает инициацию 
транскрипции и эффективную трансляцию в 83 % случаев. 
Частота использования GTG – 14 % и TTG – 3 % [311, 325]. 
На инициацию трансляции влияют и последовательности, 
расположенные непосредственно за стартовым кодоном 
[326].

Образование вторичных структур в транскрипте мРНК 
влияет на эффективность инициации трансляции [313, 327-
331].

4.6. Сайт множественного клонирования (MCS)

Чужеродный ген, кодирующий небольшие 
пептиды (например, соматостатин), может быть 
встроен внутрь структурного гена или за геном хозяина 
благодаря природному феномену перекрывания сайтов  
терминации и инициации трансляции оперона. В этом 
случае экспрессия гетерологичного гена будет находиться 
под контролем регуляторных элементов клетки хозяина.  
Но в известных экспрессионных векторах для клонирования 
L-аспарагиназ используются различные полилинкеры –  
сайты множественного клонирования (MCS),  
распознаваемые различными ферментами рестрикции 
[332] (рис.5). В современных плазмидах MCS 
сайт часто располагается вблизи универсальных 
последовательностей. Например, в векторах семейства 
pUC множественный клонирующий сайт фланкирован 
участками, комплементарными праймерам М13 (прямому и  
обратному). Это дает возможность использовать 
универсальную пару праймеров для секвенирования  
любого гена, расположенного между этими участками. 
В некоторых плазмидных векторах встраивание  
клонируемого гена осуществляется путем гомологичной 
рекомбинации (gateway cloning), позволяющей проводить 
переклонирование целевого фрагмента в серию разных 
экспрессионных плазмид без применения эндонуклеаз 
рестрикции.

4.7 Стоп-кодон и участок терминации транскрипции

Универсальными для всех живых организмов сигналами 
прекращения транскрипции являются расположенные ниже 
кодирующей последовательности стоп-кодоны TAA, TAG и 
TGA (в мРНК UAA, UAG и UGA соответственно) (рис.5). В 
E. coli предпочтение отдается стоп-кодону ТAA (63%), для 
TAG– 29 % и около 8%  для TGA [333, 334].

Эффективность терминации трансляции в E. coli 
зависит также от четвертого нуклеотида, следующего 
непосредственно за стоп-кодоном от 80% (UAAU) до 7% 
(UGAC) [335, 336].

Терминирующие последовательности не обладают 100 
% эффективностью, поэтому в некоторых коммерческих 
векторах включают вставку всех трех стоп-кодонов для 
надежности завершения транскрипции.

В плазмидных векторах наиболее часто применяются 
терминирующие последовательности T7 бактериофага 

(все pET векторы, используемые при производстве 
L-аспарагиназ), T1 и T2 терминаторы (производные гена 
rrnB, кодирующего рРНК E. coli) [337, 338].

У прокариот терминация транскрипции осуществляется 
двумя способами: Rho-зависимая терминация транскрипции 
зависит от гексамерного белка rho, высвобождающего РНК-
транскрипт. В плазмидах, применяемых для экспрессии 
белков в клетках E. coli, обычно используют только rho-
независимые терминирующие последовательности. 
Шпилечные структуры, возникающие в синтезирующейся 
мРНК, заставляют РНК полимеразу отделяться от ДНК и 
высвобождать мРНК [339, 340].

Есть данные о дополнительных элементах внутреннего 
преждевременного прекращения или задержке синтеза 
цепи мРНК в определенных сайтах ДНК-аттенуации 
(например, в триптофановом и lac опероне E. coli  
[341, 342]). Существование сильных сайтов задержки 
транскрипции внутри клонированного гена может иметь 
серьезные последствия для экспрессиии, поэтому их 
стараются избегать и включать антитерминационные 
элементы, обеспечивающие полную элонгацию мРНК. 
Антитерминация транскрипции – сложный процесс, 
включающий в себя множество известных и пока не 
идентифицированных факторов [340, 343, 344].

4.8 Оптимизация кодонов для улучшения экспрессии 
L-аспарагиназ
     

В связи с вырожденностью генетического кода одну 
и ту же аминокислоту (за исключением Met и Trp) могут 
определять несколько кодонов. Частота встречаемости 
синонимических кодонов различается у разных организмов 
и декодируется рибосомами с разной скоростью, так как 
соответствующие им тРНК также присутствуют у разных 
организмов в разных количествах [345-355]. Коэкспрессия 
“редкого” гена тРНК может скорректировать синтез белка. 
Штамм E. coli Rosetta (DE3) подходит для «универсальной» 
трансляции т.к. содержит 7 дополнительных тРНК для 
редких кодонов, которые обычно не используются в E. coli. 
Этот штамм  продемонстрировал самый высокий уровень 
экспрессии cекретируемой  L-аспарагиназы из  Erwinia 
chrysanthemi по сравнению со штаммами XL1-Blue, TOP10, 
BL21(DE3), BL21(DE3)Star, WT 5600, BL21(DE3)pLysS 
[182].  

Кодоновое смещение может регулировать экспрессию 
генов, влияя на эффективность транскрипции, трансляции, 
сворачивание и активность белка. Оптимизация кодонов с 
учетом “смещения” обычно приводит к усилению экспрессии 
рекомбинантных генов (до 1000 раз), но иногда наблюдается 
и снижение [347, 356 -360].

Оптимизация кодонов была использована для создания 
синтетического гена L-аспарагиназы из гипертермофильного 
архея T. sibiricus. В оптимизированной последовательности 
процентное содержание GC измененилось с 38.5% до 
50.18%, что, в принципе, может привести к изменению 
стабильности вторичной структуры мРНК, но, оказалось, 
что только синтетический ген в составе вектора pET-28a(+) 
был способен к гетерологичной экспрессии в клетках  
E. coli BL21 (DE3) и обеспечивал высокий выход активного 
фермента в штаммах-хозяевах [178].

Экспрессия оптимизированного гена L-аспарагиназы 
из Zymomonas mobilis приводила к накоплению целевого 

https://www.chem21.info/info/1891387
https://www.chem21.info/info/1891387
https://www.chem21.info/info/200539
https://www.chem21.info/info/1409511
https://www.chem21.info/info/1409511
https://www.chem21.info/info/166662
https://www.chem21.info/info/1320490
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белка (внутриклеточно (3.6 МЕ/мл) и внеклеточно  
(0.13 МЕ/мл)) в гораздо больших количествах, чем нативного 
в E. coli BL21(DE3)/pET26b [361]. 

Удельная активность синтезированной L-аспарагиназы 
из E. chrysanthemi с оптимизированными кодонами в E. coli 
BL21 после индукции и очистки достигла 312.8 МЕ/мг и 
значительно превышала контрольную [113].

Оптимизированные по кодонам мутанты L-аспарагиназы 
E. chrysanthemi с низкой L-глутаминазной активностью 
и меньшим количеством побочных эффектов (E63Q, 
Ser254N(Q) были созданы в векторе His6-SUMO-pET14b в  
E. coli [66].  Фермент сохранял способность убивать 
лейкозные клетки.  

Пока неясно, каким образом синонимичные замены 
кодонов влияют на фолдинг и свойства белков, но показано, 
что не только множественные, но даже и единичные замены 
могут изменять функциональность белков, взаимодействие 
с лекарствами и ингибиторами, фосфорилирование, 
чувствительность к протеолизу [351, 362] и агрегационную 
способность [358, 363, 364]. В отдельных случаях 
синонимичные замены приводят к образованию совершенно 
иной третичной структуры белка [359, 365].

Подобные эффекты характерны не только для 
бактериальных, но и для эукариотических систем экспрессии. 
Предполагается, что структурные и функциональные 
изменения связаны с фолдингом полипептидной 
цепи, происходящим одновременно с трансляцией. 
Оптимизация кодонов приводит к тому, что участки, ранее 
соответствующие редким кодонам и синтезировавшиеся 
значительно медленнее, начинают быстро покидать 
рибосому. В результате ключевые районы полипептидной 
цепи, отвечающие за правильную третичную структуру, не 
успевают пространственно сблизиться для взаимодействия 
друг с другом, что приводит к неправильному фолдингу. 
Если это предположение верно, синонимические замены 
являются «вторичным кодом», определяющим сворачивание 
белка [359, 363].

Генетическая экспрессия может быть искажена 
позиционными эффектами, кластеризацией или вкраплением 
редко используемых кодонов, вторичной структурой мРНК 
[366, 345].   

Эволюционное значение паттернов использования 
кодонов, а также механистические эффекты их использования 
были рассмотрены многими исследователями [345, 367-373].

Частоту использования синонимических кодонов и 
процент встречаемости GC в генетическом коде более чем у 
35000 организмов можно узнать на сайте базы Codon http://
www.kazusa.or.jp/codon/.

С использованием программ Sherlock и General Codon 
Usage Analysis (GCUA) (ftp://ftp.nhm.ac.uk/pub/gcua) в 
структуре L-аспарагиназы были обнаружены и исследованы 
пять необычных редких кодонов Lys195, Leu30, Lys184, 
Lys160 и Lys174, которые могут влиять на структурные и 
функциональные свойства белка. Установлена связь Asp6, 
Asp77 и Thr78 с активным центром фермента. Методом 
молекулярного докинга AutoDock выявлены аминокислоты, 
схожие с сайтом связывания субстрата L-аспарагиназы  
E. carotovora [374]. Кодонный состав трёх экстремофильных 
L-аспарагиназ, продуцируемых психрофильным 
грибом  S. borealis, термоацидофильной кренархеей 
 A. saccharovorans и термофильной бактерией Melioribacter 
roseu был оптимизирован с использованием подхода 

Twist Codon Optimization («TwistBioscience», США). При 
экспрессии в E. coli BL21 (DE3) активность L- аспарагиназы 
S. borealis достигала 0.6 МЕ/мл при 24°C и pH 9.6,  
L-аспарагиназы A. saccharovorans – 2.6 МЕ/мл при 94°C и 
pH 5.2 и L- аспарагиназы M. roseu – 9.6 МЕ/мл при 37°C и 
pH 9.6 [176].

Кодоны гена L-аспарагиназы II E. coli были 
оптимизированы для экспрессии в клетках млекопитающих 
HEK-293 через коммерческую службу («Genscript», 
США). После субклонирования этой последовательности 
в векторе pAdTrack-CMV («Addgene») и экспрессии была 
получена гликозилированная форма L-аспарагиназы E. coli, 
проявляющая активность in vitro при физиологических 
значениях pH и температуры [162].

5. СТАБИЛИЗАЦИЯ мРНК ЧУЖЕРОДНОГО ГЕНА

Хотя экспрессию целевых генов можно контролировать и 
количественно определять на нескольких уровнях с помощью 
гель-электрофореза, высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, физико-химического, иммунологического, 
функционального анализа и др., результаты не всегда верно 
отражают количественную оценку процесса, т.к. могут 
варьировать от лаборатории к лаборатории и от одной 
методики к другой. Наиболее воспроизводимый подход 
– анализ транскриптома, измерение транскрипционной 
активности гена с помощью определения количества его 
мРНК, хотя этот метод не учитывает особенности трансляции 
и посттрансяционных модификаций, необходимых для 
завершения синтеза функционального белка [375-380]. 
Стабилизация мРНК обеспечивает основную точку контроля 
экспрессии генов практически во всех организмах [381-386].

Информация о ферментах и других факторах, 
участвующих в процессе деградации мРНК, еще 
очень ограничена, но 3’,5’-экзонуклеазы, РНКаза II и 
полинуклеотидфосфорилаза, по-видимому, несут основную 
ответственность за разрушение мРНК [387, 388].

Вторичные структуры на 5’- и 3’ концах мРНК [389-
392], специфические последовательности на 5’- или 
3’-концах ДНК, реагирующие на трансдействующие 
эффекторы, детерминанты стабильности конкретных генов, 
скорость роста клеток [393, 394], посттранскрипционные 
модификации предшественников мРНК и другие факторы 
влияют на стабильность мРНК и, следовательно, синтез 
целевого белка [395-405].

Модификация 5’UTR гена L-аспарагиназы из R. miehei 
в pET-28a увеличивала уровень его экспрессии в B. subtilis 
168 [30]. 

Изменение первичной структуры мРНК без возможного 
нарушения ее вторичной структуры и функциональных 
свойств представляется сложной задачей. Поэтому 
проблема внутриклеточной стабильности рекомбинантных 
РНК иногда решается при использовании штаммов-хозяев 
дефицитных по специфическим РНКазам. В таких клетках 
повышается стабильность транскриптов рекомбинантных 
генов, а пониженный внутриклеточный уровень 
определенных РНКаз способствует более эффективной 
очистке рекомбинантных белков, так как для них даже 
незначительные примеси нуклеазной активности бывают 
нежелательны.

Известны мутанты E. coli по генам 
полинуклеотидфосфорилазы, в которых время полужизни 

http://www.kazusa.or.jp/codon/
http://www.kazusa.or.jp/codon/
https://www-frontiersin-org.translate.goog/articles/10.3389/fphar.2023.1208277/full?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=ru&_x_tr_hl=ru&_x_tr_pto=sc
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D0%BA%D1%81%D0%BF%D1%80%D0%B5%D1%81%D1%81%D0%B8%D1%8F_%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%B2
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BA%D1%80%D0%B8%D0%BF%D1%82%D0%BE%D0%BC
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BA%D1%80%D0%B8%D0%BF%D1%86%D0%B8%D1%8F_(%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%8F)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BD
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%A0%D0%9D%D0%9A
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BD
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мРНК чужеродных белков увеличивается в 1.5 раза. Но 
общеприменимой стратегии предотвращения деградации 
широкого спектра мРНК в E. coli с различным содержанием 
РНКаз II и PNPаз не существует [387, 406].

6. ПРЕДОТВРАЩЕНИЕ ДЕГРАДАЦИИ 
ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ L-АСПАРАГИНАЗ 

Многие гетерологичные белки ( в нашем случае - 
L-аспарагиназы) воспринимаются протеолитической 
системой клетки как аномальные и поэтому подвергаются 
быстрому расщеплению, что создает множество проблем 
при их синтезе [58, 407-410].

Эта избирательная деградация подразумевает, что 
«хозяйские» белки имеют определенные структурные и 
конформационные особенности, предотвращающие их 
быстрый оборот.  Протеолиз рекомбинантных белков в  
E. coli и его минимизация подробно рассмотрены в работах 
[411-415].

6.1. Структурные особенности, влияющие на протеолиз 
гетерологичных белков

Замечено влияние аминоконцевых аргинина, лизина, 
гистидина, лейцина, фенилаланина, тирозина, триптофана, 
глутаминовой и аспарагиновой кислот на стабильность 
белков [416-420]. Приводятся доказательства того, что  
PEST-области (полипептидные последовательности, 
обогащённые пролином (P), глутаминовой кислотой (E), 
серином (S) и треонином (T)) служат протеолитическими 
сигналами для быстрого разрушения белков  [421].  
Изменение гидрофобных остатков белка может быть 
использовано в качестве инструмента для повышения 
протеолитической стабильности [422].

Белки могут сворачиваться в биологически активные 
структуры и проявлять повышенную устойчивость 
к протеолитической деградации, если они снабжены 
большими фланкирующими гетерологичными белковыми 
доменами, которые впоследствии могут быть удалены 
сайт-специфическим расщеплением, например, пептидазой 
клостридий (клострипаином), специфической сериновой 
протеиназой (протеаза фактора Xa) и др.[423-432].

His-SUMO метка стабилизировала экспрессию 
L-аспарагиназы из E. chrysanthemi в векторе His6-
SUMO-pET14b в E. coli. N-концевую метку His6 удаляли 
во время очистки, а метка SUMO мало влияла на 
ферментативную активность мутантов, но способствовала 
более длительной циркуляции in vivo [66, 67]. Терапия 
ферментом SUMO-ErA-WT (50 МЕ/сут в течение 12 дней) 
привела к значительному снижению опухолевой нагрузки у 
ксенотрансплантированных мышей LOUCY [114].

Однако наличие His-метки может отрицательно влиять 
на тетрамерную конформацию L-аспарагиназы и приводить 
к снижению ее экспрессии [161, 301].  Слияние генов можно 
использовать не только для защиты от протеаз, направленной 
локализации генных продуктов и их эффективной очистки, 
но и для создания бифункциональных белков, обладающих 
активностью каждого из двух генных продуктов [433].

Нестабильность in vivo L-аспарагиназ из E. coli и  
E. chrysanthemi, используемых в настоящее время в 
клиниках, их короткий период полураспада связывают 
с чувствительностью к протеазам (катепсину B и 

аспарагинэндопептидазе), которые сверхэкспрессируются 
резистентными лейкозными лимфобластами. Мутация в сайте 
N24 L-аспарагиназы II из E. coli сохраняла аспарагиназную 
и глутаминазную активности этого фермента, стабильность 
при длительном хранении, улучшала термические параметры 
и придавала устойчивость к протеазам лейкозных клеток 
[94, 434]. 

6.2. Продуценты с дефицитом протеаз

Штаммы E. coli с дефицитом периплазматической 
протеазы III были сконструированы путем инсерционной 
инактивации соответствующего гена ptr [413]. Мутации 
в генах протеаз DegP ompT, rpoH, сигма-факторе  
РНК-полимеразы, ответственном за синтез белков теплового 
шока, приводили к увеличению экспрессии и стабильности 
слитых генов. Однако, эти модификации сопровождаются 
снижением скорости роста продуцентов [435-437].  В  
E. coli DegP и его гомологи проявляют также молекулярную 
шаперонную активность в дополнение к своей протеазной 
функции[438, 439].

Штаммы P. pastoris с дефицитом протеаз SMD1163 
(his4 pep4 prb1), SMD1165 (his4 pep4), SMD1168 (his4 pep4), 
BG21 предотвращают деградацию рекомбинантного белка, 
но также демонстрируют медленные темпы роста клеток и 
низкую эффективность трансформации [440]. 

Возможно использование штаммов Str. lividans и др. с 
ограниченной активностью протеаз [252, 441].

Для производства L-аспарагиназ популярны 
модифицированные продуценты, в которых отсутствуют 
цитоплазматическая протеаза Lon и протеаза внешней 
мембраны ompT, способная повреждать эндогенные 
рекомбинантные белки после лизиса клеток, например, E. 
coli BL21(DE3) и др. [361, 442].

L-аспарагиназа E. coli (активность 2.5 МЕ/мл) была 
экспрессирована  в системе PichiaPinkTM, дефицитной 
по протеазам pep4 и prb1 [161]. Coleman и Bruck [443]  
предложили способы получения рекомбинантной 
L-аспарагиназы II из E. chrysanthemi в вариантах 
Pseudomonas fluorescens, дефицитных по протеазам HslUV, 
PrtB, Prc, DegP, AprA, Lon, La, Deg P1и др.

Поскольку создать организм, лишенный протеаз, вряд 
ли удастся, то для сохранения уже синтезированного белка 
можно использовать коэкспрессию с генами ингибиторов 
протеаз, например, геном pin бактериофага Т4 [40, 444, 445] 
и оптимизацию условий ферментации [410, 414, 446].

6.3. Локализация синтезируемых белков влияет на их 
стабильность и функциональную активность

Цитозоль ‒ не лучшее место накопления рекомбинантных 
белков не только из-за большого числа протеаз [447, 448]. 
Восстановительные свойства цитозоля не позволяют белкам, 
богатым цистеинами, образовывать дисульфидные связи, 
необходимые для правильной конформации [148, 449-451].

Однако эффективная цитоплазматическая экспрессия 
все еще возможна благодаря модифицированным штаммам 
Е. coli с окислительной цитоплазматической средой, 
способствующей образованию правильных дисульфидных 
связей [170].

Соответствующий окислительно-восстановительный 
потенциал поддерживается в периплазме E. coli. Считается, 
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что DsbA (бактериальная тиолдисульфидоксидоредуктаза), 
растворимый периплазматический белок непосредственно 
катализирует окисление цистеина и образование 
дисульфидных связей в белках, а DsbB (белок 
внутренней мембраны) участвует в повторном окислении  
DsbA [451 - 453].

Окислительная среда периплазмы предотвращает 
агрегацию полипептидных цепей, способствует 
правильному сворачиванию белков, отщепляет сигнальный 
пептид при транслокации в периплазму и ведет к получению 
аутентичного N-конца целевого белка. В отличие от цитозоля, 
концентрация клеточного белка в периплазме значительно 
ниже, целевой белок эффективнее концентрируется, и его 
очистка значительно менее трудоемка.    

Протеолитическая активность периплазмы хотя и 
существенна, но значительно ниже цитоплазматической, и 
деградация белка в периплазме также менее интенсивна [58, 
448, 454-456].

К сожалению, из-за наличия наружной мембраны 
грамотрицательные бактерии, такие как E. coli, обычно 
выделяют мало белков, и их секреция остается сложным 
процессом [457-463]. 

Методологические подходы к секреции белка у  
E. coli удобно разделить на использование существующих 
путей для “истинно” секретируемых белков, естественных 
бактериальных экзопротеинов (многие бактериальные 
токсины, α-амилаза, щелочная, нейтральная и внеклеточные 
протеазы, левансукраза, киназы, лиазы и нуклеазы) и слияние 
с N-концевыми аминокислотными последовательностями, 
называемыми сигнальными, лидерными пептидами  
[464-472].

Для экспрессии секреторной L-аспарагиназы из  
E. chrysanthemi в E. coli были использованы два сигнальных 
пептида OmpA и DsbA подобранные методами in silico. 
В эксперименте DsbA более эффективно направлял 
аспарагиназу к клеточной мембране по сравнению с 
сигнальным пептидом OmpA [473].

Для продукции внеклеточного белка в E. сoli (DE3) 
Khushoo и соавт. объединили ген L-аспарагиназыII E. coli с 
лидерной последовательностью pelB и гистидиновой меткой. 
После экспрессии и очистки концентрация белка достигала 
95 мг/л, что в восемь раз выше ранее опубликованных 
результатов [290]. Полученный белок был должным образом 
свернут в активный тетрамер.

Аналогичную систему экспрессии внеклеточной 
L-аспарагиназы II E. coli в E. coli BLR (DE3) с лидерной 
последовательностью pelB использовали Chan и соавт. [474] 
для рационального конструирования и получения активных 
мутантов Q59L L-аспарагиназы.

Перегрузка экспортного механизма может быть 
результатом неэффективной секреции гетерогенного 
белка или потому, что уровень его экспрессии превышает 
возможности клеток. 

При этом в цитоплазме E. coli накапливаются  
формы-предшественники чужеродного белка, приводящие 
к стрессовой реакции, которая, в свою очередь,  
может повышать активность протеаз и даже привести 
к гибели клеток. Cнижение синтеза чужеродных генов 
предотвращает перегрузку секреторного аппарата и его 
блокирование.

Секреции белка также способствует индукция 
ограниченной проницаемости внешней мембраны [475- 

478]. Синергический эффект бактериоцина и глицина на рост 
клеток, экспрессию и секрецию белка в рекомбинантном 
штамме RR1 E. coli обнаружили Yu. и соавт. [479]. 

Гибридные белки эффективно секретируются из 
стрептомицетов (Streptomyces lividans) во внешнюю среду 
при слиянии гетерологичных генов с нуклеотидными 
последовательностями сигнальных пептидов Sec 
грамположительных бактерий Streptomyces spp. [480, 252]. 
Грибы Aspergillus, используемые в промышленности, также 
cекретируют в среду большое количество белков, связанных 
с N–концевыми сигнальными последовательностями 
грибковой секреции [481].  Экспрессия гена 
L-аспарагиназы из нитчатого гриба Penicillium sizovae без  
периплазматической сигнальной последовательности 
(первые 20 а.о.) в векторе pPICZαA с α-фактором секреции 
S. cerevisiae в дрожжах Komagataella phaffii приводила к 
накоплению фермента внутри клеток [482]. 

Использование системы P. pastoris и S. cerevisiae 
обеспечивает высокую эффективность экспрессии, 
фолдинга, ферментацию с высокой плотностью клеток, 
генетическую стабильность и зрелую систему секреции 
белков во внешнюю среду с помощью сигнальных 
последовательностей [156, 483-485].

Ген L-аспарагиназы II S. cerevisiae (ScASNaseII),  
(а.о. 26-362) был слит с сигнальной последовательностью 
секреции кислой фосфатазы P. pastoris и интегрирован в  
геном штамма P. pastoris Glycoswitch®, обладающего 
клеточным механизмом для экспрессии и секреции 
большого количества ферментов с гуманизированным 
гликозилированием. Синтезированная внеклеточная 
L-аспарагиназа ScASNaseII с удельной активностью  
218.2 МЕ /мг была стабильнее на 40% при инкубировании 
с сывороткой крови человека, чем коммерческая 
L-аспарагиназа E. сoli и обладала меньшей перекрестной 
реактивностью с антителами, выработанными против 
L-аспарагиназ из E. сoli и из E. chrysanthemi [486].

Сигнальная последовательность (α-MF-фактора 
S. cerevisiae, наряду с его усеченными версиями, была 
эффективно использована для секреции L-аспарагиназы 
E. chrysanthemi в P. pastoris Glycoswitch® SuperMan5 (his-) 
[301]. Общая активность, в основном, переплазматической 
L-аспарагиназы при слиянии с His-меткой составила  
296.17 МЕ/л. 

Наличие сигнальной последовательности 
необходимо рекомбинантному белку для проникновения 
в эндоплазматический ретикулум дрожжей, что является 
начальным этапом секреторной экспрессии.

Ген L-аспарагиназы II из P. carotovorum MTCC 
1428 с низкой глутаминазной активностью был 
успешно экспрессирован в B. subtilis WB800N [198].  
Используемый для трансформации вектор pHT43 включал 
сигнальный пептид Bacillus (amy Q), связанный с 
последовательностью Шайно-Дальгарно. Это позволило 
получить периплазмитический целевой белок (более 90%) 
без нативного сигнального пептида. Небольшая часть 
фермента была прикреплена к мембране (более 6%) и 
локализована внутри клетки (3%). 

Общая стратегия экспрессии гетерологичных 
белков в грамположительных организмах, таких как 
B. subtilis, предусматривает совместимость целевого 
белка с секреторным аппаратом хозяина. В зрелом белке 
присутствующие на N-конце рекомбинантного белка 

https://www-frontiersin-org.translate.goog/articles/10.3389/fphar.2023.1208277/full?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=ru&_x_tr_hl=ru&_x_tr_pto=sc
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специфические сигнальные пептиды в B. subtilis должны 
быть удалены пептидазой [191].

В обход классических путей секреции ген 
L-аспарагиназы I из B. licheniformis Z-1 (BlAase) был 
клонирован, экспрессирован, а его продукт эффективно 
секретирован B. subtilis RIK 1285 без каких-либо 
N-концевых сигнальных пептидов, хотя обе N- и С-концевые 
области белка важны для его экспрессии и секреции. При 
использовании BlAase в качестве сигнального пептида два 
из пяти белков (grpE и prsA из B. subtilis 168) были успешно 
получены внеклеточно, тогда как слияние с GroES, BlZ 
и BmА приводило к образованию телец включения или 
отсутствию экспрессии [193].

Feng и соавт. [199] показали, что из восьми сигнальных 
пептидов (ASN, ywbN, yvgO, amyE, oppA, vpr, lipA и 
wapA) наибольшую экспрессию секретируемого гена 
L-аспарагиназы II из B. subtilis 168 в B. subtilis WB600 
с использованием промотора HpaII обеспечивал wapA  
(28.91 МЕ/мл). В аналогичной работе [487] с тремя 
сигнальными пептидами amyE, lipA и wapA самую высокую 
экспрессию в B. subtilis WB600 L-аспарагиназы из Bacillus 
cereus в векторе pP43NMK получили с использованием 
сигнального пептида amyE. 

Система меток, состоящая из сигнального пептида 
pelB и повторяющихся остатков аспартата, применялась для 
внеклеточной продукции в E. coli изофермента аспарагиназы 
II из E. coli [488]. Снижение продукции внеклеточного 
изофермента при делеции гена gspDE указывает на общий 
механизм секреции и применимость общей системы меток 
для накопления внеклеточных рекомбинантных белков.

Векторы секреции прокариотических и 
эукариотических белков основаны на последовательностях 
генов секретируемых белков (α-амилазы, щелочной 
протеазы, нейтральной протеазы, левансукразы и др.). 
Векторы серии pRIT20 (pRIT21, 22 и 23) включают 
сигнальную последовательность Staphylococcal protein A 
(SPA) и могут реплицироваться в E. сoli и S. aureus. При этом 
слитые белки секретируются через цитоплазматическую 
мембрану любого хозяина. У грамположительного S. aureus 
белок будет локализован внеклеточно. В E. сoli экспрессия  
SPA-слитых белков этими векторами приведет к 
перемещению белка в периплазматическое пространство.

Экспорт рекомбинантного белка в периплазму или 
внеклеточное пространство с использованием векторов 
секреции pNIC-BASY (слияние OsmY), pNIC28-DsbA1 
(слияние DsbA) и pNIC28-pelB1 (секреция pelB с 
использованием вектора pNIC28-DsbA1) помогает избежать 
проблемы неправильного образования дисульфидных связей 
и снижения растворимости.

    
6.4. Корректный фолдинг, защита от протеолиза, 
повышение растворимости рекомбинантных L-аспарагиназ
      

Корректный фолдинг, защита от протеолиза, повышение 
растворимости и стабилизация – сопутствующие свойства 
гетерогенного белка при использовании слитых пептидов в 
системе экспрессии [285, 429, 489-496].

Слияние мутантного варианта L-аспарагиназы E. 
chrysanthemi со сниженной L-глутаминазной активностью 
при сохранении L-аспарагиназной активности (ErA-TM) 
с альбуминсвязывающим доменом (ABD) значительно 
увеличивало его персистенцию in vivo и уменьшало 

количество острых побочных эффектов, связанных с  
ко-глутаминазной активностью [497].

Рекомбинантная L-аспарагиназа, связанная с белком 
30Kc19 через линкерную последовательность PLGLAG 
(LK), обладала повышенной стабильностью и способностью 
проникать в клетки благодаря присутствию в белке домена, 
проникающего в клетки пептида (CPP). Повышенную 
противоопухолевую эффективность можно обьяснить 
внутриклеточной доставкой как нерасщепленной, так и 
расщепленной форм белка, допуская, что L-аспарагиназа 
эффективно истощала Asn не только снаружи, но и внутри 
клетки [498].

Guo и соавт. [499] клонировали в плазмиде  
pET-SLA генетическую конструкцию, кодирующую 
слитый белок, состоящий из L-аспарагиназы E. coli и 
защитного одноцепочечного белка Fv (scFv), выбранного 
из библиотеки scFv для фагового дисплея. Линкерный 
пептид (Gly(4)Ser)(6) использовали для присоединения 
фрагмента антитела к слитому белку (к N-концу фрагмента 
фермента). Экспрессируемый продукт в E. coli образовывал 
тельца включения. После повторного сворачивания и 
очистки полученный растворимый слитый белок обладал 
приблизительно 82% ферментативной активности нативной 
L-аспарагиназы при той же молярной концентрации. Слитый 
белок был более устойчив к протеолизу трипсином, альфа-
химотрипсином и сычужным ферментом, чем нативная 
L-аспарагиназа. Слитый фермент scFv-ASNase имел гораздо 
более длительный период полураспада in vitro (9 ч) в 
сыворотке крови, чем нативный фермент (2 ч).

Разработанные Koken и соавт. [432] векторы 
экспрессии pETUBI-ES для производства белков в E. coli 
позволяют клонировать любую последовательность в рамке 
считывания с геном убиквитина, управляемым сильным 
промотором T7f10.  Большое количество стабильной РНК 
продуцируется РНК-полимеразой Т7, а слияние убиквитина 
с N-концом белков-мишеней, по-видимому, обеспечивает 
более эффективную трансляцию, лучший фолдинг и защиту 
от протеолитической деградации. Часть убиквитина может 
быть использована для очистки целевого белка, после 
чего он может быть легко удален из продукта слияния 
убиквитинспецифическими протеазами. 

Использование системы pET14b-SUMO и системы 
скрининга на основе флуоресцентно-активированной 
сортировки клеток значительно повысило каталитическую 
эффективность человеческой L-аспарагиназы hASNase-3  
[80, 81, 103]. Caetano [489] также успешно использовал  
систему pET-SUMO для экспрессии мутантной 
L-аспарагиназы из E. coli в  E. coli. Слияние генов с 
последовательностью убиквитина увеличило выход 
гетерологичных белков с неопределяемого до 20% от общего 
количества клеточного белка в E. coli [490, 500]. 

Для ко-трансляционного расщепления 
сконструированных белков-гибридов с убиквитином, 
экспрессируемых в E. coli, было предложено [491] 
использовать совместно экспрессированную в E. coli 
убиквитинспецифическую протеазу Ubp2 S. cerevisiae.

SUMO в составе с белком L6 KD-SUMO повышал 
синтез биологически активной L-аспарагиназы из 
Wolinella succinogenes в E. coli, при этом вся активность 
ассоциировалась с осадочной фракцией [501].  Другие 
слитые белки ( сигнальные пептиды, аффинные метки и 
др.) часто используются для повышения эффективности 
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экспрессии и растворимости целевых генов (L-аспарагиназ) 
[182, 199, 212, 301,502-504].

В некоторых случаях образование нерастворимых 
агломератов L-аспарагиназы в E. coli увеличивается при 
повышении гидрофобности сигнальных пептидов [505].

Шапероны, а так же фолдазы и изомеразы (известные 
как «модуляторы сворачивания») способствуют правильному 
формированию окончательной структуры белков, их 
стабилизации и растворимости [59, 494, 506-511].

Две основные группы модуляторов свертывания белков 
(молекулярных шаперонов) в цитоплазме E. coli Hsp70 и 
Hsp60 были дополнены GroEL и GroES [512-515]. но белки 
семейства Hsp70 связаны с тепловым шоком у E. coli и их 
производство должно быть сбалансировано.

Присутствие GroELS и TF шаперонов, экспрессируемых 
плазмидой PG-Tf2, увеличивало количество растворимого 
модифицированного белка Q59L L-аспарагиназы из E. 
coli как в SHuffle T7, так и в E. coli BL21 (DE3) [516]. Но 
эффективность синтеза растворимого фермента в штамме 
SHuffle T7 была значительно выше, чем в E. coli BL21 
(DE3), что можно обьяснить продукцией штаммом SHuffle 
T7 хромосомной копии изомеразы дисульфидных связей 
DsbC и trxB gor генотипом, определяющим окислительные 
свойства среды, правильное сворачивание L-аспарагиназ 
и предотвращение образование нерастворимых агрегатов 
[517].

Совместная экспрессия отдельных шаперонов – 
распространенная стратегия повышения качества и 
растворимости рекомбинантов [285, 518-522]. Шаперонины 
Cpn10 и Cpn60 O штамма E. coli ArcticExpress (DE3) 
повышали удельную активность и растворимость 
цитозольной L-аспарагинзы II E. coli [187].

Три набора плазмид, включающих шапероны GroEL-
GroES (GroELS), Dnak-Dnaj-GrpE (DnaKJE) и триггерный 
фактор (TF), были коэкспрессированы в E. coli BL21 
(DE3) попарно с двумя векторами pET22, несущими  
рекомбинантные гены гирудина-PA (Hir) и различные 
сигнальные последовательности щелочной фосфатазы 
и L-аспарагиназы II [523]. Сверхэкспрессия 
цитоплазматических комбинаций молекулярных шаперонов, 
содержащих GroELS и DnaKJE, с PhoAHir увеличивала 
секреторную продукцию PhoAHir в 2.6 и в 3.5 раза по 
сравнению с контролем соответственно. Экспрессия 
периплазматической L-аспарагиназы была значительно 
увеличена только в присутствии DnaKJE. 

Различные типы белков слияния могут действовать 
согласованно [59, 522, 524]. SecD и SecF – трансмембранные 
белки с расширенными периплазматическими доменами – 
могут предотвращать агрегацию вновь перемещенных 
белков на начальных стадиях сворачивания. 

Протеиндисульфидизомеразу (PDI) человека с фьюжн-
белком (OmpA-PDI) экспрессировали в периплазме E. coli  
[524]. PDI увеличивала выход активной пектатлиазы C и 
способна функционально заменять DsbA при сворачивании 
белков с дисульфидными связями в бактериальной 
периплазме [525]. 

Результаты влияния молекулярных шаперонов на 
экспрессию генов иногда противоречивы, и, по-видимому, 
зависят от конкретных компонентов системы; поэтому не 
следует ожидать общего эффекта от избыточной продукции 
любого из шаперонов на сворачивание всех гетерологичных 
белков [495, 526, 527]. Кроме того, сверхэкспрессия 

шаперонов может привести к формированию клеточных 
филаментов и отрицательно сказаться на жизнеспособности 
продуцента [520].

Совместная экспрессия гена, кодирующего Pcal_0970 
(L-аспарагиназа растительного типа из гипертермофильного 
архея P. calidifontis) с молекулярным шапероном GroEL из 
Geobacillus thermopakistaniensis, привела к образованию 
растворимой, но термолабильной рекомбинантной  
Pcal_0970. Нерастворимый и неактивный белок, 
повторно свернутый  in vitro с помощью фракционного 
диализа Pcal_0970, проявлял активность в течение 48 ч 
автоклавирования при 80оС [224].

Последовательность L-аспарагиназы P. furiosus (PfA) не 
похожа на α-кристаллин или какой-либо другой известный 
молекулярный шаперон, но поведение N-концевого домена 
(22 кДа) L-аспарагиназы P. furiosus ( NPfA) позволяет 
рассматривать его как новый молекулярный неканонический 
шаперон [72]. Независимо экспрессирующийся NPfA 
самопроизвольно сворачивается, тогда как CPfA домен 
образует нерастворимые агрегаты. Однако при смешивании и 
повторном сворачивании NPfA восстановливал сворачивание 
CPfA. NPfA функционально похож на малые белки теплового 
шока (SHSP) и защищает различные белки-субстраты от 
опосредованной рефолдингом термической агрегации. Jena 
и соавт. [528] подтвердили, что гетерологичная экспрессия 
N-концевого домена гипертермофильной L-аспарагиназы 
(NPfA) позволила клеткам E. coli расти при 52°C и пережить 
тепловой шок при температуре до 62°C. Предполагается 
прямое белок-белковое взаимодействие, имеющее, видимо, 
гидрофобную природу. 

6.5. Тельца включения

Склонность к агрегации при избыточной экспрессии 
гетерологичных белков или неправильном образовании 
дисульфидных связей ограничивает их производство в E. coli. 
Но точные физико-химические параметры, способствующие 
образованию телец включения, остаются неясными  
[529-535].

Образование телец включения  нередко наблюдается 
и при  экспрессия генов рекомбинантных L-аспарагиназ.  
Например, L-аспарагиназа II S. cerevisiae, продуцируется 
в E. coli в основном в нерастворимой и неактивной форме 
[27]. Экспрессируемый  в плазмиде pET-SLA продукт гена 
L-аспарагиназы из E. coli и защитного белка Fv (scFv) в E. 
coli также образовывал тельца включения [499]. 

Для улучшения растворимости и сворачивания 
гетерогенных белков используют: (1) специализированные 
продуценты (например, с дефицитом тиоредоксинредуктазы) 
[170, 534, 535]; (2)  изменение первичной последовательности 
гена [536, 537]; (3) коэкспрессию с шаперонами [ 515, 
520, 522, 538] и другими вспомогательными протеинами 
(например, тиоредоксином E. coli) либо в качестве партнера 
по слиянию совместно с представляющим интерес белком 
[493, 496, 527]; (4) выращивание бактериальных культур 
при пониженных температурах [531, 532, 539, 540]; (5) 
рост и индукцию клеток в условиях осмотического стресса 
в присутствии сорбитола и глицилбетаина [541]; (6) 
добавление неметаболизируемых сахаров в питательную 
среду [542]; (7) изменение рН питательной среды [543] и др.

Иногда агрегированные белки, обладающие структурой 
и функциональной активностью, удается выделить из 

http://humbio.ru/humbio/genexp/0014ab35.htm
http://humbio.ru/humbio/proteins/0005d1af.htm
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бактериальных клеток гомогенизацией, ферментативным 
лизисом или обработкой ультразвуком [544-547]. Но обычно 
восстановление активного белка в нативной конформации 
из нерастворимых белковых агрегатов остается сложной 
задачей [57, 83, 530, 548-555]. Однако, агрегирование 
белков может быть и преимуществом, так как такие 
белки резистентны к протеолизу, легко концентрируются 
центрифугированием, минимально загрязнены другими 
белками и при определенных условиях способны к 
рефолдингу в активные, растворимые формы [535, 556, 557].

Слитый ген L-аспарагиназы из E. coli и защитного 
белка Fv (scFv) при экспрессии в E. coli образовывал 
тельца включения, но был более стабильным, чем нативная 
L-аспарагиназа [499]. 82% ферментативной активности 
нативной L-аспарагиназы при той же молярной концентрации 
проявлялось после повторного сворачивания и очистки. 

Рекомбинантная L-аспарагиназа Pyrobaculum calidifontis 
0970 была получена в клетках E. coli в нерастворимой и 
неактивной форме, которую растворили и преобразовали в 
ферментативно активную форму (Km 4.5 ± 0.4 ммоль/л  для 
L-аспарагина) [190].

Изучение активности в тельцах включения на модели 
L-аспарагиназы II E. coli свидетельствовало о существовании 
правильно свернутых тетрамерах фермента. Интересно, 
что даже при низких температурах индукции (20°C и 
30°C) аспарагиназа агрегировала в тельца включения, 
демонстрируя более высокое содержание амилоида 
и склонность белка к агрегации. Тельца включения, 
образовавшиеся при повышенной температуре (42°C), были 
наиболее активными [554].

В работе Upadhyay и соавт. [57] L-аспарагиназа II E. coli 
была экспрессирована в клетках E. coli в виде нерастворимых 
агрегатов и использована в качестве модельной системы для 
рефолдинга в биоактивную тетрамерную форму.

6.6. Аффинные метки

Аффинные метки (affinity tags) олиго- или 
полипептидные последовательности, обладающие высоким 
сродством к определенному лиганду, используют для 
упрощения процедуры очистки, а также повышения 
растворимости и стабилизации рекомбинантного белка 
[352, 428, 558]. По природе лиганды аффинных меток могут 
быть ионами металлов, углеводами, низкомолекулярными 
органическими веществами, субстратами ферментов, 
другими белками или пептидами. Специфический лиганд 
обычно иммобилизируется на хроматографическом сорбенте, 
позволяя проводить высокоспецифическую очистку 
при помощи аффинной хроматографии. Бактериальные 
рецепторы-сывороточные белки (стафилококковый белок 
A-Fc и стрептококковый белок G- сывороточный альбумин); 
стрептавидин-биотин с различными условиями связывания, 
элюирования облегчают получение, обнаружение и очистку 
рекомбинантных белков. Для быстрой и эффективной очистки 
белка, в том числе L-аспарагиназ, также используются 
аффинные метки: Strep-метка II или Poly-His, FLAG, poly-
Arg, c-Myc и S-taq и др. [66, 67, 114, 301, 305 и др.]. 

В исследовании Darwesh и соавт. [212] ген  
B. pseudomallei L-аспарагиназы в рамке с геном глутатион-
S-трансферазы был клонирован в плазмиде pGEX-2T, 
экспрессирован в E. coli BL21 (DE3) pLysS; целевой белок 
был очищен до гомогенности с помощью хроматографии 

на глутатион-сефарозе, кратность очистки составила 7.26, 
а извлечение 16.01%, первоначальная активность фермента 
при 30°C была сохранена на 95.1%. 

Вектор pET22 c 6-His-tag облегчал очистку 
L-аспарагиназы из E. carotovora, клонированной и 
экспрессированной в E. coli BL21 (DE3) [175]. Активная 
L-аспарагиназа Z. mobilis с гистидиновой меткой и 
сигнальными пептидом была экспрессирована в E. coli 
BL21(DE3)/pET26b/ans в гораздо больших количествах, 
чем L-аспарагиназа исходного микроорганизма [361]. 
Успешная сверхэкспрессия полноразмерной кодирующей 
последовательности L-аспарагиназы из P. aeruginosa с 
6-His- меткой в векторе pET28a(+) была достигнута в  
E. coli DE3(BL21) pLysS. Активный фермент был  
10.28-кратно очищен с использованием металл-хелатной 
хроматографии на Ni2+сефарозе (удельная активность 
19758.8 МЕ/мг) [213]. Ген S. cerevisiae, кодирующий 
L-аспарагиназу II с гистидиновой меткой в векторе pET28, 
был экспрессирован в E. coli BL21 (DE3). Целевой белок 
был получен в виде внутриклеточной растворимой формы 
(225.6 МЕ/г) и очищен с помощью металл-хелатной 
аффинной хроматографии. Фермент обладал относительно 
низкой L-глутаминазной активностью и проявлял 
противоопухолевое действие в отношении клеточных линий 
K562 и Jurkat, сопоставимое с действием коммерческой 
L-аспарагиназы из E. сoli [105].

Одноэтапная очистка внеклеточной рекомбинантной 
L-аспарагиназы из E. coli с N-концевой гистидиновой меткой 
с помощью Ni-NTA аффинной хроматографии привела к 
общему выходу очищенного белка 95 мг/л, что примерно в 
восемь раз выше ранее опубликованных результатов [290].

Гены, кодирующие L-аспарагиназы I и II типа  
S. cerevisiae, были клонированы в E. coli [27]. Белок II типа 
всегда продуцировался в нерастворимой и неактивной 
форме, а растворимая часть белкового экстракта I типа с 
гистидиновой меткой после аффинной хроматографии на 
системе быстрой жидкостной хроматографии белков (FPLC) 
с использованием Ni2+-заряженной аффинной хроматографии 
на иммобилизованных ионах металлов (IMAC) HiTrap FF 
показала высокую удельную активность (110.1 ± 03 МЕ /мг).

Концепция двойного аффинного слияния, разработанная 
Hammarberg и соавт. [423], при которой целевой ген встроен 
между двумя гетерологичными доменами со специфическим 
сродством к двум разным лигандам, позволяет выделять 
полноразмерный белок на двух аффинных колонках.

Sannikova и соавт. [126] использовали N-концевой 
гепаринсвязывающий пептид (KRKKKKKGKGLGKKKKR), 
ответственный за связывание с гепарином и опухолевыми 
клетками K562 in vitro для экспрессии в E. coli BL21(DE3) 
L-аспарагиназы из Wolinella succinogenes c двумя 
аминокислотными заменами (V23Q и K24Т), обеспечивающими 
устойчивость к трипсину. Присутствие пептида привело 
к улучшению активности фермента и повышению его 
терапевтической эффективности при тестировании на 
мышиной модели лимфаденоза Фишера L5178Y.

7. ФЕРМЕНТАЦИЯ

Непрерывная экспрессия чужеродного гена может 
оказаться неэффективной и губительной для клетки-
хозяина из-за метаболической перегрузки. Для оптимизации 
экспрессии удобно использовать регулируемые сильные 
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промоторы, тогда в первой фазе ферментации (обычно до 
середины логарифмической фазы роста) при минимальной 
активности промотора идет накопление биомассы, а синтеза 
чужеродных генов нет. На втором этапе при замедлении 
роста, под влиянием соответствующего индуктора и 
дерепрессии промотора, большая часть ресурсов клетки 
используется для синтеза целевого белка. При максимальном 
увеличении плотности культуры на долю продукта может 
приходиться более 5% суммарного клеточного белка, что 
отражено в подробных обзорах крупномасштабных систем 
ферментации E. coli E. coli [446, 559– 561].

Твердофазное производство ферментов весьма 
эффективно, но масштабирование этой технологии 
ограничено. Большинство коммерческих ферментов, в том 
числе L-аспарагиназ, получают в жидкой питательной среде 
(SmF) [194, 562] в условиях культивирования, учитывающих 
высокую плотность клеток, снижение эффективности 
перемешивания в ферментере, выделение тепла, ограничение 
доступности растворенного кислорода, повышение 
уровня углекислого газа и возможное образование ацетата  
[446, 563].

На производство L-аспарагиназ оказывают влияние не 
только структурные особенности и свойства экспрессионной 
системы продуцента и целевого белка [33, 132, 168, 564, 
565], но и такие параметры культивирования, как состав 
питательной среды, температура, рН, обьем инокулята, 
скорость перемешивания, аэрация, время инкубации и др. 
[3, 566-568].

Состав среды может оказывать значительное 
метаболическое воздействие на клетки и должен быть 
тщательно подобран и контролироваться [414, 569].

Оптимизация синтеза рекомбинантной L-аспарагиназы 
II из E. coli в штамме E. coli BL 21 (DE3) в шейкере и 
биореакторе в различных питательных средах привела к 
23-кратному увеличению концентрации клеток и выхода 
фермента [570]. 

Максимальная активность внеклеточной  
L-аспарагиназы II E. coli с собственной сигнальной 
последовательностью, наработанной в E. coli BL21 (DE3) в 
оптимизированной среде LB, в колбе составила 17386 Ед/л , 
что всего на 1.7% отличалось от прогнозируемого значения 
модели RSM [571].

Среда EnPresso B может обеспечить более высокие 
выходы рекомбинантных белков на объем культуры по 
сравнению с LB и другими традиционными питательными 
средами. Регулировка доставки глюкозы методом 
EnBase при культивировании в биореакторе и в шейкере 
обеспечивает высокие выходы биомассы и рекомбинантного 
белка. Ферментативная доставка глюкозы имитирует 
принцип дозирования, используемый при культивировании 
в биореакторах [572].

При синтезе L-аспарагиназы из Bacillus sp. с 
использованием метода SmF во вращающемся шейкере 
выяснилось, что использование глюкозы в качестве 
источника углерода было эффективнее, чем мальтозы [573]. 
Однако, высокая концентрация глюкозы в среде в качестве 
источника углерода подавляла выработку фермента грибами 
Fusarium sp. [574].

Активация спящего гена kil и в плазмиде pMB9 и 
присутствие глицина усиливает проницаемость мембраны 
и выход периплазматических белков в среду, не вызывая 
значительного лизиса клеток [478, 575], а рост клеток в 

условиях осмотического стресса в присутствии сорбита и 
глицилбетаина вызывает более чем 400-кратное увеличение 
выработки растворимого активного белка [541].

Большинство исследователей сообщили об оптимальных 
температурах синтеза 25-37°C и pH 7.0-7.5 различных 
L-аспарагиназ в бактериях [45, 213, 576-578] (и др.). 

de Moura и соавт. [187] синтезировали L-аспарагиназу 
из E. coli в одиннадцати различных штаммах E. coli при 16оС. 
Правильно свернутый тетрамерный фермент был получен 
с использованием штамма ArcticExpress (DE3), совместно 
экспрессирующего шаперонины, в то время как все другие 
штаммы продуцировали плохо свернутые белки.

Сверхэкспрессия рекомбинантных белков под контролем 
Lac– промотора и его аналогов достигалась с помощью 
индукции изопропил-b-D-1-тиогалактопиранозидом (IPTG) 
в концентрации от 0.1 мМ [577, 579] до 10 мМ [580]. 

Barros и соавт. [570] в экспериментах, проводимых в 
биореакторе, в качестве индуктора использовали не IPTG, 
а лактозу   из-за ее  более низкой стоимости и меньшей 
токсичности, что обеспечило получение сопоставимой 
активности белка 43954.79 МЕ/л.

Использование методов статистического 
моделирования Plackett-Burman, OVAT(OFAT), RSM и др. 
и определение влияния параметров культивирования на 
продукцию гетерологичных L-аспарагиназ различными 
микроорганизмами позволяет значительно повысить выход 
целевого белка [185, 198, 568, 579, 580-583] (и др.). 

Методы машинного обучения, такие как искусственные 
нейронные сети (ANN), генетические алгоритмы (GA), 
методы статистического моделирования Plackett-Burman, 
OVAT(OFAT), RSM и др. могут оказаться полезными 
при оптимизации условий культивирования различных 
продуцентов гетерологичных L-аспарагиназ и позволят 
значительно повысить выход целевого белка [185, 198, 568, 
579, 580-583]. 

Для производства L-аспарагиназы Enterobacter  
aerogenes методом SmF содержание компонентов 
ферментационной среды было подобрано с использованием 
генетического алгоритма на основе ANN и достигнута 
экспериментальная активность 18.72 МЕ/мл [581].

Эффективность синтеза гликозилированной 
L-аспарагиназы Dickeya chrysanthemi сравнивали в 
прототрофных и ауксотрофном по отношению к гистидину 
штаммах P. pastoris WT и Glycoswitch® SuperMan5 при 
использовании сложной среды в колбах и синтетической 
среды в биореакторе. Прототрофный штамм показал более 
высокую продуктивность, чем ауксотрофный. Из двух 
стратегий индукции прототрофного штамма (импульсы 
метанола и DO-стат) последняя привела к увеличению 
максимальной объёмной активности в 2 раза [157]. 

Для получения L-аспарагиназы II из S. cerevisiae в  
P. pastoris (16,2 МЕ/г)  оптимальной была периодическая 
подача глицерина, температура 20оC, концентрация 
метанола 3% (v/v), доступность кислорода и время индукции  
48 ч [155].

Оптимальные условия экспрессии и добавления 
углеродных и энергетических субстратов зависят от того, 
продуцируются ли рекомбинантные белки под контролем 
индуцируемого промотора AOX1 или конститутивного 
промотора GAP в штаммах Mut+ или MutS P. pastoris. 
Стандартные протоколы культивирования и экспрессии 
описаны в коммерческих наборах Invitrogen [3, 14, 584, 585].

https://www.chem21.info/info/200176
https://www.chem21.info/info/572365
https://www.chem21.info/info/765667
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8. ХИМИЧЕСКАЯ СТАБИЛИЗАЦИЯ 
СИНТЕЗИРОВАННЫХ L-АСПАРАГИНАЗ

Химическая модификация конечного очищенного 
продукта экспрессированного гена в некоторых случаях 
может способствовать его сохранению и усилению полезных 
свойств (слияние с scFv, доменами TRAIL, альбумином, 
пегилирование, PASилирование, биоконъюгация и др.) [2, 
499, 586-588].

Химическая модификация коммерческой 
биоаналоговой E. coli L-аспарагиназы (Leunase® («Kyowa 
Hakko Kirin», Япония) карбоксиметилдекстраном приводит 
к конформационным изменениям в белке, повышению его 
удельной активности и стабильности [589].

Модифицированная N,O-карбоксиметилхитозаном 
L-аспарагиназа E. coli сохраняла высокую каталитическую 
активность, демонстрировала большую устойчивость в 
отношении трипсина и альфа-химотрипсина, чем нативный 
фермент. Период полураспада модифицированного 
фермента в плазме крови (t1/2 = 40 ч) был выше в 33 раза, чем 
у нативного фермента (t1/2 = 1.6 ч) [590]. 

ПЭГилирование обеспечивает стабильную 
конформацию как нативного белка, так и аспарагин-
белкового комплекса, повышает термическую и рН 
стабильность, увеличивает период полураспада в сыворотке 
крови, устойчивость к протеазам по сравнению с нативным 
ферментом [591].

     Сохранение тетрамерной структуры ПЭГилированной 
L-аспарагиназы E. coli подтвердили Cerofolini и соавт. [592]. 
Однако такая модификация может приводить к снижению 
биологической активности коньюгатов по сравнению с 
нативным ферментом [593].

Онкаспар® представляет собой версию Элспара®, 
полученную путем ковалентной конъюгации L-аспарагиназы 
E. coli с монометоксиполиэтиленгликолем (ПЭГ), что 
увеличило стабильность, период полувыведения из плазмы 
и снижение иммуногенности и антигенности фермента. 
Однако наблюдались побочные эффекты [594].

Стабилизирующий эффект сопровождал образование 
полиэлектролитных комплексов L-аспарагиназ  
E. chrysanthemi и R. rubrum с хитозаном и его сополимерами. 
Влияние хитозана на стабилизацию L-аспарагиназы 
E. chrysanthemi при нагревании было сильнее, чем 
у L-аспарагиназы R. rubrum. Комплексообразование 
L-аспарагиназы R. rubrum с полиэтилененимином снизило 
константу термической инактивации в 2.2 раза, а константу 
инактивации при трипсинолизе в два раза по сравнению с 
нативным ферментом. Комплексообразование хитозан-ПЭГ 
позволило сохранить или даже повысить высокий уровень 
каталитической активности ферментов с одновременным 
повышением их термостабильности [595].

AlphaFold2 предсказал структуру L-аспарагиназы, 
связанной с эластиноподобным полипептидом (ELP). 
Исследования in vitro и in vivo показали, что по сравнению 
с нативной L-аспарагиназой и ПЭГ-аспарагиназой, 
L-АSNаse-ELP обладала более высокой стабильностью, 
более длительным периодом полураспада, меньшей 
иммуногенностью, меньшей токсичностью и более высокой 
активностью in vivo и in vitro [89].

Для клинического применения модифицированная 
L-аспарагиназа может оказаться более полезной, чем 
нативный фермент.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Универсальной стратегии оптимизации экспрессии 
клонированных генов, в том числе и L-аспарагиназ, 
не существует из-за уникального строения 
генов, целевых белков и множества параметров,  
влияющих на производственный процесс. Оптимальные 
условия синтеза с учетом большого количества 
взаимосвязанных факторов (выбор и модификация 
продуцента, вектора, стабильность гена и его продукта, 
оптимизация кодонов, введение искусственных сайтов 
гликозилирования или сигнальных пептидов, условия 
ферментации и др.) в каждом случае приходится подбирать 
заново.

     Внедрение методов биоинформатики, компьютерного 
дизайна и рационального проектирования позволяет 
обрабатывать большие объемы статистических данных 
и выявлять сложные закономерности в различных 
гетерологичных системах экспрессии L-аспарагиназ 
и получать наилучший результат, что подробно  
изложено в обзоре Shishparenok и др. [41]. Так, SignalP 
и Phobius предсказывают наиболее эффективные 
сигнальные пептиды для заданной аминокислотной 
последовательности; алгоритм ndsDSAFBA оптимизирует 
метаболические пути in silico; глубокие нейронные  
сети, например MPEPE, предсказывают мутации 
аминокислотной последовательности для улучшения 
экспрессии белка. Машинное обучение (МО) используют 
в качестве стратегии рационального проектирования, 
например, MALLPHAS – инструмента инженерии  
штаммов, оптимизирующего секрецию белка и др. 
Компьютерное моделирование белков дополняет и делает 
более точными и эффективными методы практической 
биотехнологии.

    Направленная генетическая модификация организмов 
снимает естественные барьеры между отдаленными 
видами, перестраивает геном и расширяет возможности 
решения прикладных задач, способствуя изучению  
функционирования генов и многих фундаментальных 
эволюционных процессов.
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L-asparaginase (EC 3.5.1.1.) is the enzyme with the highest level of global production and is used in the treatment of cancer and in the food 
industry. Different expression systems are used for the production of many target proteins, ranging from cell-free to hyperproductive plant, insect, 
bacterial and mammalian cells. This review attempts to bring together the available literature data on heterologous gene expression and technology 
for the production of recombinant L-asparaginases.
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