
L-Триптофан (да лее трип то фан) — гид ро -
фоб ная аро ма ти чес кая ами но кис ло та с ин доль ной 
бо ко вой цепью. Из 20 ос нов ных про те и но ген ных
ами но кис лот трип то фан на ря ду с цис те и ном встре -
ча ет ся в бел ках всех жи вых ор га низ мов в на и мень -

шем ко ли чес т ве, при чем в бел ках эука ри от реже,
чем все ос таль ные ами но кис ло ты [1]. В бел ках че -
ло ве ка сред нее его со дер жа ние сос тав ля ет око ло
1,3%; приб ли зи тель но столь ко же или нес коль ко
мень ше — в бел ках сель с ко хо зяй с т вен ных жи вот -
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Об зор сум ми ру ет ос нов ные под хо ды, ко то рые при ме ня лись при соз да нии штам мов-
про ду цен тов L-триптофана на ос но ве Escherichia coli с целью про мыш лен но го про -
из вод с т ва этой ами но кис ло ты. Кро ме того, в об зо ре на ме че ны не ко то рые пер с пек ти -
вы даль ней ше го со вер шен с т во ва ния про ду цен тов трип то фа на с целью по вы ше ния
их про дук тив нос ти и улуч ше ния тех но ло ги чес ких ха рак те рис тик на ос но ве под хо -
дов сис тем ной ме та бо ли чес кой ин же не рии. Эти под хо ды мо гут быть ис поль зо ва ны
при по лу че нии про ду цен тов дру гих аро ма ти чес ких ами но кис лот, а так же пред шес т -
вен ни ков или про из вод ных трип то фа на.

Клю че вые сло ва: ме та бо ли чес кая ин же не рия, про ду цент, L-триптофан, ус той чи вость к стрес сам, Escherichia coli.

                                 
Па ни чкин Вла ди мир Бо ри со вич, Лив шиц Ви та лий Ар кадь е вич, Би рю ко ва Ири на Вла ди ми ров на, Маш ко Сер гей Вла ди ми ро вич.

Спи сок со кра ще ний: АФК — ак тив ные фор мы кис ло ро да; ПФП — пен то зо фос фат ный путь; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак -
ция; ЦНС — цен т ра ль ная нер вная си с те ма; ЦТК — цикл три кар бо но вых кис лот; путь ЭМП — путь гли ко ли за Эм б де на—Мей ер -
го фа—Пар на са; Ac CoA — аце тил-ко эн зим А; ADP — аде но зин ди фос фат; ANTA — ан т ра ни лат; ASA — L-ас пар тат-4-се ми аль -
де гид; Asn — L-ас па ра гин; Asp — L-ас пар тат; Asp-P — -ас пар тил-фос фат; ATP — аде но зин т ри фос фат; cAMP — цик ли че ский 
аде но зин мо но фос фат; CHA — хо риз мат; Co ASH — ко эн зим А вос ста нов лен ный; DAHP — 3-дез ок си-D-ара би но-геп ту ло зо нат
7-фос фат; DHA — ди гид рок си а це тон; DHAP — ди гид рок си а це тон фос фат; DHQ — 3-де гид ро хи нат; DHS — 3-де гид ро ши ки -
мат; DKFP — 6-дез ок си-5-ке тоф рук то зо-1-фос фат; DTHDA — 3,7-ди де зок си-D-трео-геп тo-2,6-ди у ло зо нат; E4P — эрит ро -
зо-4-фос фат; EPSP — 5-енол пи ру вил-ши ки мат-3-фос фат; F1P — D-фрук то зо 1-фос фат; F1,6P — D-фрук то зо 1,6-бис фос фат;
F6P — -D-фрук то фу ра но зо-6-фос фат; FADH2 — фла ви на де нин ди нук ле о тид вос ста нов лен ный; FMNH2 — фла вин мо но нук ле о -
тид вос ста нов лен ный; G6P — -D-глю ко зо 6-фос фат; GA — га лат; GA3P — D-гли це ра ль де гид 3-фос фат; Gln — L-глу та мин;
Glu — L-глу та мат; HS — го мо се рин; Ind — ин дол; KDPGal — 2-ке то-3-де ок си-6-фос фо га лак то нат; Lys — L-ли зин; Met —
L-ме ти о нин; MG — ме тил г ли ок саль; NAD+ — ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид окис лен ный; NADH — ни ко ти на ми да де нин -
ди нук ле о тид вос ста нов лен ный; NADP+ — ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид фос фат окис лен ный; NADPH — ни ко ти на ми да де -
нин ди нук ле о тид фос фат вос ста нов лен ный; OAA — ок са ло а це тат; PEP — фос фо е нол пи ру ват; 3PG — 3-фос фог ли це рат; Phe —
L-фе ни ла ла нин; Pi — не ор га ни че ский фос фат; PPA — пре фе нат; PPi — пи ро фос фат; PRPP — 5-фос фо--D-ри бо зо-1-ди фос -
фат; PTS — фос фот ран с фе раз ная си с те ма; Pyr — пи ру ват; QA — хин нат; Rib5P — ри бо зо-5-фос фат; Rul5P — ри бу ло зо-5-фос -
фат; S3P — ши ки мат-3-фос фат; SA — ши ки мат; Sed7P — се до геп ту ло зо-7-фос фат; Ser — L-се рин; Tre — L-тре о нин; Trp —
L-трип то фан; Tyr — L-ти ро зин; Xyl5P — кси лу ло зо-5-фос фат.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ных и пти цы. В бел ках се мян рас те ний со дер жа -
ние трип то фа на варь и ру ет: в за пас ных бел ках не -
ко то рых зла ко вых его су щес т вен но мень ше, чем
в бел ках жи вот ных (нап ри мер, в зе и не ку ку ру зы
— око ло 0,7%), од на ко в бел ках не ко то рых бо бо -
вых и оре хов трип то фан на хо дит ся в ко ли чес т ве
до 2% [2]. 

Трип то фан от но сит ся к чис лу не за ме ни мых 
ами но кис лот, т.е. он не син те зи ру ют ся в ор га низ -
ме че ло ве ка и жи вот ных и обя за тель но дол жен
дос тав лять ся с пи щей или кор мом [3]. Су точ ная
пот реб ность че ло ве ка в этой ами но кис ло те оп ре -
де ле на в 4—5 мг/кг мас сы тела [4].

Трип то фан вы пол ня ет в ор га низ ме че ло ве ка 
и жи вот ных мно жес т во важ ных фун к ций. Пос ту -
пив ший в ор га низм трип то фан ис поль зу ет ся как
для син те за бел ка, так и для дру гих це лей: на ос но -
ве трип то фа на об ра зу ет ся це лый ряд со е ди не ний,
та ких как се ро то нин, ме ла то нин, ни а цин, ки ну ре -
нин и др., ко то рые иг ра ют раз но об раз ную и важ -
ную роль в жиз не де я тель нос ти че ло ве ка и жи вот -
ных [5, 6]. В час т нос ти, ней ро ме ди а тор се ро то -
нин, ко то рый в по пу ляр ной ли те ра ту ре иног да на -
зы ва ют «гор мо ном счас тья», учас т ву ет в осу щес т -
в ле нии фун к ций цен т раль ной нер в ной сис те мы
(ЦНС), оп ре де ля ю щих нас т ро е ние, воз буж де ние,
аг рес сив ность, боль, сон, па мять, пи ще вую и дви -
га тель ную ак тив ность, кон т роль тем пе ра ту ры те ла
и эн док рин ную ре гу ля цию. В свя зи с этим ди е ти -
чес кие до бав ки трип то фа на рас с мат ри ва ют ся как
пер с пек тив ное сред с т во в ком п лек с ной те ра пии
мно гих нер в ных и пси хи чес ких за бо ле ва ний. Ус -
ло вия и фак то ры, вли я ю щие на эф фек тив ность
трип то фа на при его при ме не нии в ука зан ных слу -
ча ях, про дол жа ют ис с ле до вать ся [4, 7, 8].

На ря ду с дру ги ми ами но кис ло та ми трип то -
фан вхо дит с сос тав рас т во ров для па рэн те раль но -
го пи та ния [9]. Кро ме того, трип то фан все шире
при ме ня ют в ка чес т ве кор мо вой до бав ки, вос с та -
нав ли ва ю щей ба ланс ами но кис лот и по вы ша ю -
щей ус той чи вость жи вот ных к стрес сам [3]. Се год -
ня с этой целью ис поль зу ет ся ос нов ная часть по лу -
ча е мо го про мыш лен нос тью трип то фа на.

Трип то фан вхо дит в ка чес т ве стро и тель но -
го бло ка в мо ле ку лы ан ти деп рес сан тов [10] и про -
ти во ра ко вых преп ра тов — ви о ла це и на, де ок си ви -
о ла це и на [11].

Ак ту аль ность ра бот, свя зан ных с ус та нов ле -
ни ем фун к ций трип то фа на, его пред шес т вен ни -
ков и про из вод ных для че ло ве ка и жи вот ных, а
так же с их по лу че ни ем и при ме не ни ем, от ра жа ет
тот факт, что им пос вя щен спе ци аль ный меж ду на -
род ный на уч ный жур нал — “International Journal
of Tryptophan Research” [12]. В 2015 г. вы шел сбор -

ник об зо ров, рас с мат ри ва ю щих раз лич ные ас пек -
ты ме та бо лиз ма трип то фа на в нор ме и при раз лич -
ных за бо ле ва ни ях у че ло ве ка [13].

Пос коль ку трип то фан, его про из вод ные и
пред шес т вен ни ки на хо дят ши ро кое прак ти чес кое
при ме не ние, они пред с тав ля ют зна чи тель ный ком -
мер чес кий ин те рес. Про из вод с т во этой ами но кис -
ло ты осу щес т в ля ют в ос нов ном с по мощью мик -
роб но го син те за.

В нас то я щем об зо ре мы пос та ра лись обоб -
щить ра нее из вес т ную ин фор ма цию об ос нов ных
под хо дах к соз да нию про ду цен тов трип то фа на на
ос но ве Escherichia coli, а так же об ри со вать проб -
ле мы, ко то рые до сих пор ос та ют ся не ре шен ны -
ми, и на ос но ве под хо дов сис тем ной ме та бо ли чес -
кой ин же не рии на ме тить не ко то рые пер с пек ти вы
даль ней ше го улуч ше ния свойств про ду цен тов, в
час т нос ти, за счет оп ти ми за ции их тех но ло ги чес -
ких ха рак те рис тик.

ОБЩИЕ ПОДХОДЫ К СОЗДАНИЮ ШТАММОВ-
ПРОДУЦЕНТОВ АМИНОКИСЛОТ

Ме то ды и под хо ды, ко то рые ис поль зу ют в
нас то я щее вре мя при соз да нии штам мов - п ро ду -
цен тов ами но кис лот, и в час т нос ти, трип то фа на,
объ е ди ня ют по ня ти ем «ме та бо ли чес кая ин же не -
рия». Эта ме то до ло гия вклю ча ет ра ци о наль ное
нап рав лен ное из ме не ние ме та бо лиз ма клет ки, ко -
то рое осу щес т в ля ет ся пу тем ген но -ин же нер ных
ма ни пу ля ций с ее ре гу ля тор ны ми, фер мен та тив -
ны ми, тран с пор т ны ми фун к ци я ми и энер ге ти кой,
для по вы ше ния би о син те за це ле во го про дук та. В
пос лед ние годы с этой целью все чаще при ме ня ют 
гло баль ный под ход — сис тем ную ме та бо ли чес -
кую ин же не рию, ко то рая опе ри ру ет с клет кой на
сис тем ном уров не, объ е ди няя «X-о мик»-тех но ло -
гии (ге но ми ку, тран с к рип то ми ку, про те о ми ку, ме -
та бо ло ми ку и флук со ми ку) с ком пь ю тер ны ми ме -
то да ми, пре ци зи он ные воз мож нос ти син те ти чес -
кой би о ло гии — с ме то да ми ра ци о наль но го и слу -
чай но го му та ге не за, эво лю ци он ной ин же не рии и
об рат ной ме та бо ли чес кой ин же не рии, тон кие из -
ме не ния ло каль ной ре гу ля ции — с ма ни пу ля ци я -
ми гло баль ны ми ре гу ля то ра ми кле точ но го ме та бо -
лиз ма [14—17]. К этим ис с ле до ва ни ям прив ле ка -
ет ся весь ар се нал сов ре мен ных ме то дов, ис поль зу -
е мых при кон с т ру и ро ва нии про мыш лен ных штам -
мов мик ро ор га низ мов [18].

Сис тем ная ме та бо ли чес кая ин же не рия при -
об ре та ет осо бое зна че ние при соз да нии эф фек тив -
но го про ду цен та трип то фа на, пос коль ку дос ти же -
ние этой цели тре бу ет пе ре рас п ре де ле ния ме та бо -
ли чес ких по то ков, ре гу ли ру е мых на раз лич ных
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уров нях с учас ти ем гло баль ных ре гу ля то ров.
Имен но из - за су щес т во ва ния слож ной и стро гой
ре гу ля ции про цес са би о син те за этой ами но кис ло -
ты в клет ках бак те рий на про тя же нии поч ти че ты -
рех де ся ти ле тий не уда ва лось ме то да ми клас си -
чес ко го му та ге не за и се лек ции по лу чить при год -
ные для ис поль зо ва ния в про мыш лен нос ти про ду -
цен ты. Ус пех был дос тиг нут толь ко с при ме не ни -
ем тех но ло гии ре ком би нан т ных ДНК и под хо дов
ме та бо ли чес кой ин же не рии [19].

Се бес то и мость трип то фа на, как и дру гих
ами но кис лот, по лу ча е мых с по мощью мик роб но -
го син те за, в боль шой сте пе ни оп ре де ля ет ся сто и -
мос тью ос нов но го суб с т ра та — ис точ ни ка уг ле ро -
да (глю ко зы, са ха ро зы, а в пер с пек ти ве — гли це ри -
на, аце та та и др.). По э то му важ ней шей за да чей
при кон с т ру и ро ва нии штам мов - п ро ду цен тов яв ля -
ет ся обес пе че ние вы со кой кон вер сии суб с т ра та в
же ла е мый про дукт. 

В нор ме ре гу ля ция ме та бо лиз ма бак те рий
нап рав ле на на мак си ми за цию кле точ но го рос та.
Про мыш лен ное же про из вод с т во тре бу ет, что бы
ме та бо лизм клет ки был ори ен ти ро ван на об ра зо ва -
ние оп ре де лен но го со е ди не ния. Та ким об ра зом,
кон с т ру и ро ва ние штам ма- п ро ду цен та в зна чи -
тель ной сте пе ни сво дит ся к пе ре нап рав ле нию ме -
та бо ли чес ких по то ков от оп ти маль но го рос та к оп -
ти маль но му син те зу це ле во го про дук та.

Гра ни цы мак си маль но воз мож ной кон вер -
сии суб с т ра та в про дукт де тер ми ни ро ва ны сте хи о -
мет ри ей ре ак ций в ме та бо ли чес кой сети, ко торые
вклю ча ют об ра зо ва ние и пот реб ле ние ко фак то -
ров. Те о ре ти чес кие пре де лы мик роб но го син те за
у E. coli оп ре де ля ли с ис поль зо ва ни ем ана ли за ба -
лан са по то ка уг ле ро да в ме та бо ли чес кой сети ре -
ак ций. Без уче та на коп ле ния би о мас сы мак си маль -
ный те о ре ти чес кий мо ляр ный (т.е. моль/моль) вы -
ход трип то фа на из глю ко зы, гли це ри на или ук сус -
ной кис ло ты сос тав ля ет 0,414, 0,237 или 0,076, со -
от вет с т вен но [20]. Рас с чи тан ная мак си маль ная
кон вер сия ука зан ных ис точ ни ков уг ле ро да в про -
дукт по мас се (т.е. г/г) рав на 46,9%, 64,5 и 25,8%,
со от вет с т вен но.

Уве ли че ние мик роб ной про дук ции ами но -
кис лот дос ти га ет ся с по мощью из ме не ния уров ня
эк с прес сии и мо ди фи ка ции клю че вых струк тур -
ных и ре гу ля тор ных ге нов с пос ле ду ю щим из ме ре -
ни ем на коп ле ния це ле во го и по боч ных про дук тов. 
По лу чен ная ин фор ма ция ука зы ва ет на уз кое мес -
то в пути би о син те за. На этом ос но ва нии до пол ни -
тель но осу щес т в ля ет ся свер хэк с п рес сия нуж ных
ге нов, вве де ние де ле ций или дру гие ге не ти чес кие
мо ди фи ка ции. Этот цикл (с уче том дан ных тран с к -
рип том но го, про те ом но го, ме та бо лом но го и флук -

сом но го ана ли за по лу чен но го про ду цен та) пов то -
ря ет ся до тех пор, пока не бу дут дос тиг ну ты дос та -
точ ный для про мыш лен но го про из вод с т ва вы ход
це ле вой ами но кис ло ты и при ем ле мое со от но ше -
ние меж ду ко ли чес т вом ос нов но го и по боч ных
про дук тов [21].

Для того, что бы опи сан ный под ход ока зал -
ся ус пеш ным, не об хо ди мо выб рать оп ти маль ный 
ис ход ный штамм и в той или иной пос ле до ва тель -
нос ти ре шить сле ду ю щие за да чи: обес пе чить эф -
фек тив ный путь пос туп ле ния суб с т ра та в клет ку; 
оп ти ми зи ро вать би о син тез це ле во го про дук та;
уве ли чить ин тен сив ность по то ков его пред шес т -
вен ни ков; ог ра ни чить син тез по боч ных про дук -
тов; пре дот в ра тить дег ра да цию це ле во го про дук -
та; обес пе чить вы вод це ле во го про дук та из клет -
ки и пре дот в ра тить его об рат ный тран с порт в
клет ку.

Из сум мар ной ре ак ции би о син те за трип то -
фа на [22]

2PEP + E4P + NADPН + H+ + ATP + Gln + 
+ PRPP + Ser  Trp + Pyr + NADP+ ADP + 
+ Glu+ GA3P+ CO2 + H2O + 4Pi + PPi (1)

сле ду ет, что об ра зо ва ние этой ами но кис ло ты —
энер го ем кий про цесс, тре бу ю щий в ка чес т ве пред -
шес т вен ни ков ин тер ме ди а ты цен т раль но го ме та -
бо лиз ма — фос фо е нол пи ру ват (PEP), эрит розо-
 4-фосфат (E4P) и фос фо ри бо зил пи ро фос фат (PRPP),
об ра зу ю щи е ся в раз лич ных пу тях гли ко ли за: пер -
вый — в ре ак ци ях цепи Эм б де на—Мей ер го фа—
Пар на са (ЭМП), а вто рой и тре тий — в пен то зо-
 фос фат ном пути (ПФП), со от вет с т вен но; а так же
ами но кис ло ты — глу та мин и се рин. При соз да нии 
эф фек тив но го про ду цен та трип то фа на сле ду ет
обес пе чить этот про цесс все ми не об хо ди мы ми
пред шес т вен ни ка ми. 

Рас с мот рим ос нов ные эта пы и под хо ды, ко -
то рые при ме ня лись при по лу че нии про ду цен тов
трип то фа на на ос но ве штам мов E. coli, ис поль зу ю -
щих в ка чес т ве суб с т ра та D-глюкозу.

ВЫБОР И ОПТИМИЗАЦИЯ 
ИСХОДНОГО ШТАММА

В ка чес т ве ис ход но го штам ма E. coli це ле со -
об раз но ис поль зо вать или по лу чить быс т ро рас ту -
щий штамм, по воз мож нос ти, не со дер жа щий в ге -
но ме «лиш ней» ин фор ма ции в виде про фа гов
[23], пар ток син—ан ти ток син и IS-элементов [24], 
на ли чие ко то рой мо жет явить ся  при чи ной по тен -
ци аль ной нес та биль нос ти бу ду ще го про ду цен та.
Ус т ра не ние не су щес т вен ных об лас тей ге но ма, при -
об ре тен ных клет кой в ре зуль та те го ри зон таль но -
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го пе ре но са ге нов, поз во ля ет нес коль ко ус ко рить
рост клет ки вслед с т вие умень ше ния раз ме ра реп -
ли ци ру е мой хро мо со мы, а так же умень шить эф -
фект бел ко вой ску чен нос ти (crowding) в ци топ лаз -
ме и в мем б ра не. С дру гой сто ро ны, нуж но пом -
нить, что эта «лиш няя» ин фор ма ция, воз мож но,
со дер жит учас т ки, от вет с т вен ные за им му ни тет
кле ток к фа го вой ин фек ции. Умень ше ние ге но ма
ока за ло за мет ный по ло жи тель ный эф фект при
кон с т ру и ро ва нии, нап ри мер, про ду цен та тре о ни -
на [24].

Сле ду ет от ме тить, что ши ро ко рас п рос т ра -
нен ный ла бо ра тор ный штамм E. coli MG1655 ди -
ко го типа (про из вод ный E. coli K12) не сет ряд му -
та ций (ilvG, rfb-50, rph-1, fnr-267, eut), не ко то рые
из ко то рых ухуд ша ют его рост на ми ни маль ной
сре де с глю ко зой [25]. За ме на ал ле лей с дву мя му -
та ци я ми, ilvG и rph-1, в ге но ме это го штам ма на ал -
ле ли ди ко го типа улуч ши ла рос то вые ха рак те рис -
ти ки кле ток [26]. В ком би на ции с про тя жен ны ми
де ле ци я ми не су щес т вен ных об лас тей ге но ма, пе -
ре чис лен ны ми в ра бо тах [23, 24, 27], та кой под ход 
мо жет обес пе чить фор ми ро ва ние при ем ле мо го ис -
ход но го штам ма для пос ле ду ю ще го вве де ния мо -
ди фи ка ций, при во дя щих к эф фек тив ной про дук -
ции трип то фа на.

Хотя штамм E. coli K12 и его про из вод ные
до сих пор на и бо лее час то ис поль зу ют в ка чес т ве
ис ход ных при соз да нии про ду цен тов ами но кис лот, 
сле ду ет иметь в виду, что дру гие штам мы E. co li
— B (BL21), W и Crooks — име ют пе ред ним ряд
пре и му ществ. Так, штамм E. coli B (BL21) из на -
чаль но быс т рее рас тет, про ду ци ру ет мень ше аце -
та та и бо лее ус той чив к нему и луч ше пе ре но сит
по вы шен ную кон цен т ра цию глю ко зы в сре де, ви -
ди мо, по при чи не боль шей ак тив нос ти ге нов пути 
глю ко не о ге не за (fbp, pckA, ppsA), а так же ЦТК и
гли ок си лат но го шун та [28]. Вы со кая ак тив ность
гли ок си лат но го шун та свя за на с тем, что у это го
штам ма сла бо эк с прес си ру ют ся ре гу ля тор ные
гены arcA и iclR [29]. Что ка са ет ся штам ма E. coli
W, то он из на чаль но спо со бен ус ва и вать са ха ро зу
[30], что мо жет быть ин те рес но для ис поль зо ва -
ния это го уг ле во да как ис точ ни ка уг ле ро да при
про мыш лен ном про из вод с т ве трип то фа на. Все
три ука зан ных штам ма бо лее ус той чи вы к ряду
стрес со ров [31]. (Здесь сле ду ет за ме тить, что хотя
стресс— это, как из вес т но, адап тив ная ре ак ция ор -
га низ ма, в ли те ра ту ре обыч но ис поль зу ют тер ми -
ны «ус той чи вый/чув с т ви тель ный к стрес су» и им
по доб ные для обоз на че ния спо соб нос ти или не -
с по соб нос ти ор га низ ма вы жи вать и раз м но жать ся 
при воз дей с т вии неб ла гоп ри ят ных и пов реж да ю -
щих фак то ров — стрес со ров.). 

Для по лу че ния ис ход но го штам ма, об ла да -
ю ще го боль шей ско рос тью рос та и/или ус той чи -
во го к стрес со рам, ко то рые соп ро вож да ют про -
цесс про мыш лен ной фер мен та ции, мож но мо ди -
фи ци ро вать гло баль ные ре гу ля то ры, а так же осу -
щес т в лять адап тив ную ла бо ра тор ную эво лю цию 
и ком би ни ро вать вы яв лен ные по лез ные му та ции
[31, 32].

Кро ме раз лич ных ла бо ра тор ных штам мов
E. coli ди ко го типа в ка чес т ве ис ход но го для по лу -
че ния про ду цен та трип то фа на мож но ис поль зо -
вать эф фек тив ный про ду цент дру гой аро ма ти чес -
кой ами но кис ло ты, нап ри мер, фе ни ла ла ни на [33].

ПРЕДОТВРАЩЕНИЕ ДЕГРАДАЦИИ 
ТРИПТОФАНА 

Из вес т но, что E. coli мо жет раз ру шать трип -
то фан и ути ли зи ро вать его в ка чес т ве ис точ ни ка
уг ле ро да и азо та. Ре ак цию гид ро ли ти чес ко го рас -
щеп ле ния трип то фа на до ин до ла, пи ру ва та и ам мо -
ния ка та ли зи ру ет фер мент трип то фа на за (трип то -
фан -ин дол ли а за) [34].

Спо соб ность вы де лять ин дол дол гое вре мя
ис поль зо ва лась для так со но ми чес кой иден ти фи ка -
ции бак те рий. В нас то я щее вре мя ус та нов ле но,
что этим приз на ком об ла да ют бо лее 85 ви дов бак -
те рий, вклю чая не ко то рые па то ген ные, а так же
сим би он ты же лу доч но- ки шеч но го трак та че ло ве -
ка и жи вот ных [35]. Сле ду ет от ме тить, что эти сим -
би он ты мо гут за мет но вли ять на судь бу пос ту пив -
ше го в ор га низм трип то фа на, оп ре де ляя его пос ле -
ду ю щую дос туп ность для син те за бел ка и би о ло -
ги чес ки ак тив ных про из вод ных (см. выше), а так -
же уже в ки шеч ни ке прев ра щать трип то фан в се ро -
то нин или ка та бо ли зи ро вать его с об ра зо ва ни ем
ки ну ре ни на и дру гих би о ло ги чес ки ак тив ных со е -
ди не ний, вли я ю щих на фун к ции ЦНС и дру гих ор -
га нов и сис тем ор га низ ма [36]. 

Срав ни тель но не дав но было ус та нов ле но,
что и сам ин дол, яв ля ясь сиг наль ной мо ле ку лой,
ре гу ли ру ет раз лич ные фи зи о ло ги чес кие про цес -
сы у бак те рий и че ло ве ка [35]. В то же вре мя, вы со -
кие кон цен т ра ции ин до ла и его про из вод ных, в
том чис ле об ра зу ю щих ся в ки шеч ни ке, по дав ля ют 
рост бак те рий, ток сич ны и кан це ро ген ны для жи -
вот ных и че ло ве ка [37, 38].

Ге ном E. coli со дер жит tna-оперон (tna(C)AB),
ко ди ру ю щий трип то фа на зу (TnaA), тран с пор тер
трип то фа на (TnaB), а так же ли дер ный учас ток
(tnaC), сос то я щий из 319 нук ле о ти дов, пред шес т -
ву ю щих tnaA. Бе лок TnaB, H+-сим пор тер, обес пе -
чи ва ет эф фек тив ный  тран с порт трип то фа на в
клет ку. Об ра зо ва ние ин до ла оп ре де ля ет ся ко ли -
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чес т вом эк зо ген но го трип то фа на, но трип то фа на -
за не вли я ет за мет ным об ра зом на ста биль ность
этой ами но кис ло ты, син те зи ру е мой в клет ке de no -
vo [39]. Син тез трип то фа на зы по дав ля ет ся в ре -
зуль та те ка та бо лит ной реп рес сии tna-оперона в
при сут с т вии глю ко зы и дру гих ис точ ни ков уг ле ро -
да. При этом ба заль ный (не по дав ля е мый) син тез
фер мен та в штам мах E. coli мо жет быть до воль но
вы со ким, дос ти гая 1—3% от мак си маль но го ин ду -
ци ро ван но го уров ня [40]. Пос ле ис чер па ния глю -
ко зы в при сут с т вии трип то фа на про ис хо дит ин -
дук ция син те за, ко то рая обус лов ле на прек ра ще ни -
ем ат те ну а ции, — прек ра ще ни ем тер ми на ции соп -
ря жен ной с тран с ля ци ей тран с к рип ции ли дер но -
го учас т ка tna-оперона на Rho-зависимых сай тах
тер ми на ции [41].

Не об хо ди мость ус т ра не ния ак тив нос ти
трип то фа на зы в про цес се соз да ния штам ма- п ро -
ду цен та трип то фа на ста ла по нят на уже по ре зуль -
та там пер вых эк с пе ри мен тов. Му тан ты E. coli, ус -
той чи вые к 5-метилтриптофану, на кап ли ва ли зна -
чи тель но боль ше ин до ла, чем трип то фа на [42].
Оче вид но, что ин дол по яв лял ся в ре зуль та те раз ру -
ше ния на кап ли ва ю ще го ся в сре де трип то фа на,
пос коль ку в ка чес т ве ис точ ни ка уг ле ро да в этих
опы тах ис поль зо ва ли гли це рин, не по дав ля ю щий
син тез трип то фа на зы. Если же куль ти ви ро ва ние
осу щес т в ля ет ся на сре де с глю ко зой, об ра зо ва ние
ин до ла осо бен но ак тив но про ис хо дит пос ле ее ис -
чер па ния. Та ким об ра зом, инак ти ва ция гена tnaA,
а луч ше — де ле ция все го tna(C)AB -о пе ро на с тем, 
что бы на ру шить так же тран с порт трип то фа на в
клет ки (см. ниже), яв ля ет ся обя за тель ным на чаль -
ным эта пом кон с т ру и ро ва ния про ду цен та этой
ами но кис ло ты [43—46].

ОПТИМИЗАЦИЯ ТРИПТОФАНОВОГО ПУТИ 

Трип то фан об ра зу ет ся из об ще го пред шес т -
вен ни ка аро ма ти чес ких ами но кис лот — хо риз ма -
та, ко то рый син те зи ру ет ся в ходе ши ки мат но го
пути (рис. 1). 

Путь би о син те за трип то фа на сос то ит из
пяти пос ле до ва тель ных эн зи ма ти чес ких ре ак ций.
Пер вая ре ак ция зак лю ча ет ся в прев ра ще нии хо -
риз ма та и глу та ми на в ан т ра ни лат, глу та мат и пи -
ру ват. Ре ак ция ка та ли зи ру ет ся ан т ра ни лат - син та -
зой; гены trpE и trpD ко ди ру ют ком по нен ты I и II
ан т ра ни лат - син та зы, со от вет с т вен но. Пос ле это го 
из ан т ра ни ла та и PRPP фор ми ру ет ся фос фо ри бо -
зи лан т ра ни лат. Ре ак цию ка та ли зи ру ет ком по нент
II ан т ра ни лат-син та зы, или ан т ра ни лат - фос фо ри -
бозил т ран с фе ра за (про дукт гена trpD). Пер вый
фер мент би о син те ти чес ко го пути под вер жен рет -

ро ин ги би ро ва нию трип то фа ном. При этом трип то -
фан по дав ля ет и ан тар ни лат - син те таз ную и фос -
фо ри бо зил - т ран с фе раз ную ак тив ность. Ин ги би -
ро ва ние ком по нен та I дос ти га ет 100%, в то вре мя
как ком по нен та II — 70% [47]. При этом ком по -
нент II вне ком п лек са не по дав ля ет ся. Две сле ду ю -
щие ре ак ции — изо ме ри за ция фос фо ри бо зи лан т -
ра ни ла та в 1-(о- кар бок си фе ни ла ми но)-1-деокси -
ри булозо-5-фосфат и пос ле ду ю щее фор ми ро ва -
ние ин дол г ли це рол фос фа та ка та ли зи ру ют ся од -
ним фер мен том, ко ди ру е мым ге ном trpC. Ин дол-
гли це рол фос фат - син те таз ная ак тив ность ин ги би -
ру ет ся ан т ра ни ла том [48].

Пос лед нюю ста дию би о син те за трип то фа -
на осу щес т в ля ет фер мент трип то фан син та за, со -
дер жа щий два бел ко вых ком по нен та, А (2) и В
(2), каж дый из ко то рых пред с тав ля ет со бой ди -
мер про дук тов ге нов trpA и trpB, со от вет с т вен но.
Ком по нент В сос то ит из двух -субъединиц, 2 ,
име ет два цен т ра свя зы ва ния ко фак то ра — пи ри -
док саль фос фа та и два не за ви си мых сай та, к ко то -
рым при со е ди ня ет ся по од ной - субъ е ди ни це.
Субъ е ди ни ца  ка та ли зи ру ет об ра зо ва ние ин до ла
и D-гли це р альдегид-3-фосфата из ин дол г ли це рол -
фос фа та, а субъ е ди ни цы 2 учас т ву ют в прев ра ще -
нии ин до ла и се ри на в при сут с т вии пи ри док саль -
фос фа та в трип то фан.

Би о син тез трип то фа на у E. coli под вер жен
не га тив ной ге не ти чес кой и ме та бо ли чес кой ре гу -
ля ции. Для его свер х п ро дук ции не об хо ди мо в пер -
вую оче редь на ру шить все эле мен ты этой ре гу ля -
ции. Гены, кон т ро ли ру ю щие пос ле до ва тель ные
эта пы син те за трип то фа на, ор га ни зо ван ы в trp-
 оперон (trpP/O-L-EDCBA) [49]. Тран с к рип ция trp-
 оперона ре гу ли ру ет ся с по мощью ме ха низ ма реп -
рес сии про дук том гена trpR, ко то рый пос ле при со -
е ди не ния трип то фа на вза и мо дей с т ву ет с про мо -
тор/опе ра тор ным учас т ком (trpP/O) ре гу ля тор ной 
об лас ти опе ро на. Для обес пе че ния по вы шен но го
син те за фер мен тов трип то фа но во го пути уже в
ран них ра бо тах, свя зан ных с по лу че ни ем про ду -
цен та, от би ра ли му та ции, инак ти ви ру ю щие ген
trpR [43—45].

Эк с прес сия trp-оперона до пол ни тель но ре -
гу ли ру ет ся с по мощью ме ха низ ма ат те ну а ции —
тер ми на ции тран с к рип ции на сай те вслед за ло ку -
сом trpL. Ат те ну а ция свя за на с тран с ля ци ей ко ди -
ру е мо го trpL ли дер но го пеп ти да и оп ре де ля ет ся
со дер жа ни ем в клет ке трип то фа нил - т Р НКТгр, ко то -
рое, в свою оче редь, за ви сит от внут рик ле точ ной
кон цен т ра ции трип то фа на [49].

Для пре дот в ра ще ния тер ми на ции мож но
уда лить ат те ну а тор или ис поль зо вать му тан т ный
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ал лель гена trpS (trpS378), ко ди ру ю щий трип то фа -
нил - т Р Н К - син те та зу с по ни жен ным срод с т вом к
трип то фа ну[43, 50]. Од на ко на и бо лее ра ди каль -
ное сред с т во уси ле ния эк с прес сии trp-оперона —
это за ме на всей его ре гу ля тор ной об лас ти на силь -
ный ин ду ци бель ный или кон с ти ту тив ный про мо -
тор [51, 52]. При этом инак ти ви ро вать TrpR, ви ди -
мо, все рав но пред с тав ля ет ся це ле со об раз ным,
пос коль ку он реп рес си ру ет гены aroL и aroH ши -
ки мат но го пути [50].

Дру гое ог ра ни че ние свер х п ро дук ции трип -
то фа на обус лов ле но тем, что фер мент  ан т ра ни -
лат син та за, ка та ли зи ру ю щий пер вую ре ак цию в
пути его би о син те за, как уже было от ме че но, под -
вер жен рет ро ин ги би ро ва нию [47]. По э то му не об -
хо ди мым эта пом оп ти ми за ции би о син те за трип -
то фа на яв ля ет ся по лу че ние му та ций в гене trpE,
ко то рые на ру ша ют по дав ле ние ак тив нос ти ан т ра -
ни лат син та зы ко неч ным про дук том. Со от вет с т ву -
ю щие му та ции (trpEfbr) по лу ча ли у E. coli с по -
мощью се лек ции на ус той чи вость к ана ло гам
трип то фа на и ис поль зо ва ли уже при соз да нии
пер вых штам мов E. coli, спо соб ных вы де лять
трип то фан в сре ду [42].

В ис с ле до ва нии с Salmonella typhimurium та -
ко го рода му та ции были по лу че ны и ло ка ли зо ва -
ны в двух клас те рах бел ка TrpE, зат ра ги ва ю щих
ами но кис лот ные ос тат ки 39—41 и 288—305 [53].
Сре ди про а на ли зи ро ван ных 14 му та ций три —
E39K, S40F, M293T — пред с тав ля ют на и боль ший
ин те рес, пос коль ку де тер ми ни ру ют син тез ан т ра -
ни лат син таз, ко то рые не ин ги би ру ют ся трип то фа -
ном и в то же вре мя име ют прак ти чес ки не из ме -
нен ную ка та ли ти чес кую ак тив ность [53]. Пос -
коль ку бел ки TrpE из S. typhimurium и E. coli име -
ют зна чи тель ное сход с т во, со от вет с т ву ю щие му та -
ции в дан ной субъ е ди ни це ан т ра ни лат син та зы ис -
поль зу ют при кон с т ру и ро ва нии про ду цен та трип -
то фа на на ос но ве E. coli; нап ри мер, в опуб ли ко ван -
ной не дав но ра бо те с этой целью по лу ча ли му та -
цию M293T [54].

В ре зуль та те ком би ни ро ва ния му та ций, на -
ру ша ю щих реп рес сию и ат те ну а цию trp-оперона,
с му та ци я ми, сни ма ю щи ми рет ро ин ги би ро ва ние
ан т ра ни лат син те та зы и DAHP-синтазы (фер мен -
та, ка та ли зи ру ю ще го клю че вую ре ак цию об ще го
аро ма ти чес ко го пути, см. ниже), а так же с му та ци -
я ми в ге нах pheA и tyrA, бло ки ру ю щи ми от ток хо -
риз ма та на путь син те за фе ни ла ла ни на и ти ро зи -
на, в ра бо те [43] по лу чи ли про ду цент, ко то рый на -
кап ли вал нем но гим бо лее 1 г/л трип то фа на. При
этом было ус та нов ле но, что уз ким мес том ос та вал -
ся не дос та точ но вы со кий уро вень ак тив нос ти фер -
мен тов trp-оперона, пос коль ку вве де ние до пол ни -

тель ной ко пии гена trpEfbr на F-плазмиде по вы ша -
ло про дук цию трип то фа на.

Как уже от ме ча лось, ре ша ю щую роль в соз -
да нии про ду цен тов трип то фа на (и дру гих аро ма -
ти чес ких ами но кис лот), под хо дя щих для ис поль -
зо ва ния в про мыш лен нос ти, сыг ра ло при ме не ние
ме то дов ре ком би нан т ных ДНК. Ам п ли фи ка ция
trp-оперона пу тем кло ни ро ва ния на плаз ми дах по -
вы си ла уро вень его эк с прес сии [55]. Пос ле по лу -
че ния на гиб рид ной плаз ми де му та ции trpEfbr и
вве де ния этой плаз ми ды в штамм E. coli, име ю -
щий де ле цию все го trp-оперона (trpA-E), а так же
му та ции в ге нах trpR и tnaA [44, 45] про дук ция
трип то фа на на сре де с глю ко зой воз рос ла до 5,5
г/л [44], а с до бав ле ни ем ан т ра ни ло вой кис ло ты
уве ли чи лась до 6,2 г/л [45]. На ос но ве это го штам -
ма с по мощью се лек ции на ус той чи вость к
6-фтортриптофану, 8-азагуанину и суль фа гу а ни -
ди ну был по лу чен его про из вод ный, ко то рый в
фер мен та ци он ной сре де с ан т ра ни ла том на кап ли -
вал 54,6 г/л трип то фа на. При этом 31,2 г/л ами но -
кис ло ты об ра зо вы ва лось из эк зо ген но го ан т ра ни -
ла та и 23,4 г/л — из глю ко зы [56]. Ин те рес но, что
если для фер мен та ции ис поль зо вать ан т ра ни лат,
за ме щен ный в по ло же ни ях 3, 4, 5 и 6, то и на вы хо -
де по лу ча ет ся трип то фан с за мес ти те ля ми в этих
по ло же ни ях [57].

В ра бо те [58] ре ком би нан т ный штамм E. co -
li был по лу чен за счет ин тег ра ции в хро мо со му и
пос ле ду ю щей ап ли фи ка ции (до трех ко пий) трип -
то фа но во го опе ро на, пер во на чаль но кло ни ро ван -
но го на плаз ми де. Это при ве ло к по вы ше нию
уров ня ак тив нос ти ан т ра ни лат син та зы и обес пе -
чи ло на коп ле ние 9,2 г/л трип то фа на (13%-ная
кон вер сия глю ко зы в трип то фан). При этом было
ус та нов ле но, что по лу чен ный штамм в от ли чие
от плаз мид но го ос та вал ся ста биль ным без спе ци -
аль но го се лек тив но го дав ле ния (вве де ния ан ти -
би о ти ка) во вре мя фер мен та ции. В этом ис с ле до -
ва нии впер вые по ка за на эф фек тив ность стра те -
гии ам п ли фи ка ции со от вет с т ву ю щих ге нов в хро -
мо со ме для обес пе че ния свер х син те за ами но кис -
ло ты.

Та ким об ра зом, ос нов ным под хо дом к оп ти -
ми за ции трип то фа но во го пути яв ля ет ся адек ват -
ное по вы ше ние уров ня син те за со от вет с т ву ю щих
фер мен тов с од нов ре мен ным на ру ше ни ем рет ро -
ин ги би ро ва ния ан т ра ни лат син та зы и ан т ра ни -
латфос фо ри бо зил т ран с фе ра зы. Это мо жет быть
дос тиг ну то за счет уси ле ния эк с прес сии trp- о пе ро -
на, не су ще го му та цию trpEfbr, пу тем кло ни ро ва -
ния его на муль ти ко пий ной плаз ми де, или вве де -
ния его под кон т роль силь но го про мо то ра. В пос -
лед нем слу чае одна или нес коль ко ко пий опе ро на
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мо гут быть ин тег ри ро ва ны в хро мо со му для по лу -
че ния ста биль но го бес п лаз мид но го про ду цен та. 

ОПТИМИЗАЦИЯ СИНТЕЗА СЕРИНА, 
ГЛУТАМИНА И PRPP

Ука зан ные в сум мар ной ре ак ции (1) та кие
пред шес т вен ни ки би о син те за трип то фа на, как се -
рин, глу та мин и PRPP, нуж ны имен но для осу щес -
т в ле ния эта пов би о син те за по трип то фа но во му
пути. Было об на ру же но, что у Corynebacterium
glutamicum ге не ти чес кие мо ди фи ка ции, уве ли чи -
ва ю щие по ток уг ле ро да по это му пути, мо гут при -
во дить к на коп ле нию ин до ла. Пос коль ку ука зан -
ный ор га низм не име ет трип то фа на зы, ин дол, оче -
вид но, по яв ля ет ся  из - за не дос тат ка се ри на, не об -
хо ди мо го для его прев ра ще ния в трип то фан. Сле -
до ва тель но, уве ли че ние дос туп нос ти се ри на яв ля -
ет ся важ ным ус ло ви ем эф фек тив ной про дук ции
трип то фа на [59].

Би о син тез се ри на на чи на ет ся с ин тер ме ди а -
та пути гли ко ли за ЭМП — 3-фосфоглицерата
(3PG), ко то рый пос ред с т вом трех пос ле до ва тель -
ных ре ак ций, ка та ли зи ру е мых 3-фосфо глице рат -
дегидрогеназой, 3-фосфосеринамино трансфе ра зой
и 3-фосфосеринфосфатазой, про дук та ми ге нов
serA, serC и serB, со от вет с т вен но, прев ра ща ет ся в
се рин.

Пер вый из ука зан ных фер мен тов под вер -
жен ин ги би ро ва нию се ри ном, по э то му на и бо лее
зна чи мым при е мом оп ти ми за ции его би о син те за
яв ля ет ся по лу че ние му тан т но го гена serA (serAfbr),
про дукт ко то ро го не чув с т ви те лен к рет ро ин ги би -
ро ва нию. С этой целью мож но ис поль зо вать про -
из вод ные SerA, не су щие, в час т нос ти, за ме ны
H344A и N346A [60].

Ре ак ция прев ра ще ния 3-фосфогидро ксипи -
рувата в 3-фосфосерин, осу щес т в ля е мая SerC, тре -
бу ет на ли чия глу та ма та, выс ту па ю ще го в ка чес т ве 
до но ра ами ног руп пы. Об ра зу ю щий ся при этом
2-оксоглутарат сно ва спо со бен прев ра щать ся в
глу та мат в ре зуль та те ре ак ции, ка та ли зи ру е мой
глу та мат син та зой, ко то рую ко ди ру ют ге ны gltB и
gltD, с ис поль зо ва ни ем глу та ми на и NADPН или в 
ре зуль та те пря мо го ами ни ро ва ния, ка та ли зи ру е -
мо го глу та мат де гид ро ге на зой (ко ди ру ет ся ге ном
gdhA), с ис поль зо ва ни ем ам мо ния. В свою оче -
редь, об ра зо ва ние глу та ми на осу щес т в ля ет ся в ре -
ак ции ами ни ро ва ния глу та ма та глу та мин син те та -
зой (ко ди ру ет ся ге ном glnA) при учас тии ATP. 

Та ким об ра зом, на ря ду с по вы ше ни ем уров -
ня эк с прес сии гена serAfbr, оп ти ми за ция эк с прес -
сии ге нов gltB, gltD, glnA и gdhA мо жет рас с мат ри -
вать ся как путь к уве ли че нию дос туп нос ти се ри на 

для эф фек тив ной про дук ции трип то фа на. Сле ду -
ет от ме тить, что од нов ре мен но с этим мо жет ре -
шать ся и дру гая за да ча — обес пе че ние дос туп нос -
ти са мо го глу та ми на, так же не об хо ди мо го для би о -
син те за трип то фа на. С этой целью мож но ис поль -
зо вать при е мы, ко то рые при ме ня ют для по вы ше -
ния про дук ции этой ами но кис ло ты. Од ним из под -
хо дов мо жет быть вне се ние за ме ны Y397F в бе лок 
GlnA, ко то рая, ви ди мо, на ру ша ет аде ни ли ро ва ние 
глу та мин син те та зы, и в ко неч ном сче те по дав ле -
ние ее глу та ми ном, что при во дит к зна чи тель но му 
уве ли че нию ак тив нос ти фер мен та в клет ке [61].
Дру гой под ход зак лю ча ет ся в пря мом на ру ше нии
ак тив нос ти бел ков, при ни ма ю щих учас тие в слож -
ном двус та дий ном про цес се аде ни ли ро ва ния глу -
та мин син те та зы. Не рас с мат ри вая де та ли это го
про цес са, от ме тим толь ко, что инак ти ва ция GlnE
и/или GlnB так же при во дит к свер х син те зу глу та -
ми на и мо жет при ме нять ся при кон с т ру и ро ва нии
раз лич ных про ду цен тов, ис поль зу ю щих глу та мин 
в про цес се би о син те за це ле во го про дук та [62].

Прин ци пи аль но иным под хо дом к уве ли че -
нию пула се ри на в клет ках яв ля ет ся по дав ле ние
его рас щеп ле ния до пи ру ва та (Pyr) и NH4

+. В дег -
ра да цию се ри на вов ле че ны де за ми на зы I, II и III,
ко ди ру е мые ге на ми sdaA, sdaB, и tdcG, со от вет с т -
вен но. Уда ле ние ак тив нос ти этих фер мен тов ус -
пеш но при ме ня лось при кон с т ру и ро ва нии про ду -
цен та трип то фа на [63]. Ген sdaA был де ле ти ро ван
так же при кон с т ру и ро ва нии про ду цен та про из вод -
ных трип то фа на — ви о ла це и на и де зок си ви о ла це -
и на [11, 64]. При кон с т ру и ро ва нии про ду цен та се -
ри на, у ко то ро го по вы ше на эк с прес сия гена serAfbr,
вве де ние му та ции sdaA, двой ной де ле ции sdaAB,
а так же трой ной де ле ции sdaAB tdcG соп ро вож -
да лось пос ле до ва тель ным уве ли че ни ем про дук -
ции се ри на [60].

Од на ко на и боль шее ко ли чес т во син те зи ру е -
мо го се ри на ме та бо ли зи ру ет ся да лее про дук том
гена glyA — се рин гид рок си ме тил т ран с фе ра зой,
ко то рая ка та ли зи ру ет прев ра ще ние его в гли цин.
Пол нос тью инак ти ви ро вать этот ген нель зя по то -
му, что тем са мым на ру шит ся ос нов ной про цесс
об ра зо ва ния не толь ко гли ци на, но и 5,10-метилен -
тетрагидрофолата, ис точ ни ка C1-компонентов, важ -
ных для би о син те за пу ри нов, ти ми ди на, ме ти о ни -
на, хо ли на и ли пи дов. В то же вре мя, мож но ис -
поль зо вать бо лее тон кие при е мы, нап ри мер, из ме -
не не ние уров ня эк с прес сии ге на glyA пу тем мо ди -
фи ка ции его ре гу ля тор ной об лас ти [65].

Для обес пе че ния по вы шен ной пот реб нос ти 
в PRPP в ус ло ви ях свер х син те за трип то фа на це ле -
со об раз но уси лить эк с прес сию гена prs, ко ди ру ю -
ще го фос фо ри бо зил пи ро фос фат син те та зу. Та кой
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под ход осу щес т в лял ся фир мой Showa Denko при
соз да нии про ду цен та трип то фа на на ос но ве Ba cil -
lus amyloliquefaciens [цит. по 66]. Так был по лу чен 
штамм с по вы шен ной про дук тив нос тью. Од на ко,
стре мясь еще боль ше сни зить се бес то и мость про -
дук та, при этом од нов ре мен но из ме ни ли про це ду -
ру очис т ки трип то фа на, что, ве ро ят но, и при ве ло
к тра ги чес ким пос лед с т ви ям (см. ниже). Не об хо -
ди мость ак ти ва ции син те за PRPP при кон с т ру и ро -
ва нии про ду цен та трип то фа на на ос но ве E. coli об -
суж да ет ся в ци ти ро ван ной выше ра бо те [52].

ШИКИМАТНЫЙ ПУТЬ И ЕГО ОПТИМИЗАЦИЯ

Сло во «ши ки мат» про и зош ло от япон с ко го
наз ва ния («ши ки ми но ки») рас те ния бадь я на ани -
со во го (Illicium anisatum), из пло дов ко то ро го
впер вые была вы де ле на ши ки мо вая кис ло та [67].
Ши ки мат ный, или об щий аро ма ти чес кий путь
пос ред с т вом семи ре ак ций обес пе чи ва ет би о син -
тез хо риз ма та (см. рис. 1) — пред шес т вен ни ка
всех аро ма ти чес ких ами но кис лот, а так же об ра зо -
ва ние ин тер ме ди а тов са мых раз ных аро ма ти чес -
ких со е ди не ний у мик ро ор га низ мов и рас те ний
[68]. Фер мен ты, ка та ли зи ру ю щие эти ре ак ции у
E. coli, дос та точ но хо ро шо изу че ны и опи са ны
(см., нап ри мер, [19, 69, 70]). Рас с мот рим эти фер -
мен ты, со от вет с т ву ю щие гены и их мо ди фи ка ции, 
не об хо ди мые для по лу че ния эф фек тив но го про ду -
цен та трип то фа на. 

DAHP-синтазы (гены aroG, aroF, aroH).
Пер вую, клю че вую ре ак цию об ще го аро ма ти чес -
ко го пути — аль доль ную кон ден са цию E4P и PEP
в се ми уг ле род ную ке то кис ло ту DAHP с вы де ле ни -
ем не ор га ни чес ко го фос фа та — ка та ли зи ру ют у
E. coli DAHP-синтазы AroG, AroF, и AroH. Ак тив -
ность каж до го из этих изо фер мен тов сос тав ля ет
око ло 80%, 20 и 1%, со от вет с т вен но, от всей ак тив -
нос ти [19]. Эти бел ки ал лос те ри чес ки ин ги би ру -
ют ся аро ма ти чес ки ми ами но кис ло та ми: ак тив -
ность AroG поч ти пол нос тью по дав ля ет ся фе ни ла -
ла ни ном и час тич но ти ро зи ном; AroF пол нос тью
ин ги би ру ет ся ти ро зи ном, в то вре мя как на AroH
эти ами но кис ло ты не ока зы ва ют по дав ля ю ще го
дей с т вия. Ак тив ность AroH лишь на 55% ин ги би -
ру ет ся трип то фа ном [71]. По э то му прос тое уве ли -
че ние эк с прес сии ге нов этих фер мен тов ма ло эф -
фек тив но. По лу че ние му тан т ных ва ри ан тов на и -
бо лее ак тив ных изо фер мен тов, не чув с т ви тель ных 
к ин ги би ро ва нию ко неч ным про дук том (AroGfbr и
AroFfbr), яв ля ет ся не об хо ди мым эта пом в соз да -
нии про ду цен тов трип то фа на [72].

Бел ки AroG, AroF, и AroH сос то ят из приб -
ли зи тель но оди на ко во го чис ла ами но кис лот ных

ос тат ков — 350, 356 и 348, со от вет с т вен но. Око ло
39,9% ос тат ков иден тич ны; пос лед ние ло ка ли зо -
ва ны глав ным об ра зом в цен т раль ной об лас ти ами -
но кис лот ной пос ле до ва тель нос ти (ос тат ки 49—75, 
90—111 и 122—191), в то вре мя как ме нее схо жие
учас т ки на хо дят ся на C- и N-концах [73]. Это поз -
во ля ет срав ни вать и вы яв лять ами но кис ло ты, за -
ме на ко то рых при во дит к сня тию рет ро ин ги би ро -
ва ния. Нап ри мер, за ме на P148L при во дит к ус т ра -
не нию чув с т ви тель нос ти к ти ро зи ну у AroF [74].
За ме ны V147M, G149D и A177T пол нос тью сни -
ма ют по дав ле ние про дук та гена AroH трип то фа -
ном [73]. У AroG по край ней мере три за ме ны име -
ют на и луч шее со че та ние вы со кой ак тив нос ти и ус -
той чи вос ти к ин ги би ро ва нию фе ни ла ла ни ном:
P150L, L175D и F209A [75]. Сле ду ет от ме тить,
что имен но му та цию P150L в AroG ис поль зо ва ли
ав то ры не дав но опуб ли ко ван ной ра бо ты, пос вя -
щен ной ра ци о наль но му кон с т ру и ро ва нию про ду -
цен та трип то фа на [52]. При этом надо иметь в
виду, что не ко то рые му та ции DAHP-синтаз, на ру -
ша ю щие их рет ро ин ги би ро ва ние, мо гут при да -
вать фер мен ту тем пе ра ту ро чув с т ви тель ность [76].

По ток уг ле ро да че рез ши ки мат ный путь у
E. coli в нор ме не пре вы ша ет 2% [77]. В то же вре -
мя, че рез ши ки мат ный путь рас те ния син те зи ру -
ют не толь ко аро ма ти чес кие ами но кис ло ты, но и
мно жес т во вто рич ных ме та бо ли тов — пиг мен ты,
ал ка ло и ды, ку ма ри ны, лиг нин и др., нап рав ляя
туда до 30% все го фик си ро ван но го уг ле ро да [78].
По э то му не ис к лю че но, что рас те ния име ют на -
бор фер мен тов, бо лее прис по соб лен ный для вы со -
кой про дук ции аро ма ти чес ких со е ди не ний. Дей с т -
ви тель но, нап ри мер, DAHP-синтаза, вы де лен ная
из цвет ной ка пус ты (Brassica oleracea L. var.
botrytis Mill.), не ин ги би ру ет ся ни хо риз ма том, ни
трип то фа ном, ни ти ро зи ном, ни фе ни ла ла ни ном
[79]. Дру гим при ме ром та ко го ус той чи во го к ин ги -
би ро ва нию фер мен та яв ля ет ся DAHP-синтаза чая
(Camellia sinensis L.). Было по ка за но, что ее ак тив -
ность не из ме ня лась при до бав ле нии как лю бой из 
аро ма ти чес ких ами но кис лот, так и не ко то рых дру -
гих син те зи ру е мых в рас те нии аро ма ти чес ких со е -
ди не ний [80].

Еще бо лее эф фек тив ны ми для свер х син те за 
ин тер ме ди а тов ши ки мат но го пути мо гут быть
DAHP-синтазы, ак ти ви ру е мые про дук та ми это го
пути; это яв ле ние было не о жи дан но об на ру же но,
нап ри мер, для Mn2+-за ви си мой DAHP-синтазы III 
из мор ко ви, ко то рая ак ти ви ру ет ся трип то фа ном и
в мень шей сте пе ни ти ро зи ном. D-Аминокислоты
и дру гие 18 про те и но ген ных ами но кис лот не вли я -
ют на ак тив ность это го фер мен та [81]. По хо жи ми
свой с т ва ми об ла да ет един с т вен ная DAHP-син -
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таза из клуб ней кар то фе ля, ко то рая ак ти ви ру ет ся
не толь ко трип то фа ном, ти ро зи ном и фе ни ла ла ни -
ном, но и не ко то ры ми со е ди не ни я ми, об ра зу ю щи -
ми ся в ре зуль та те ре ак ций об ще го аро ма ти чес ко -
го пути — хо риз ма том и пре фе на том [82].

Та ким об ра зом, еще од ним под хо дом, поз во -
ля ю щим уси лить клю че вую ре ак цию об ще го аро -
ма ти чес ко го пути, мо жет быть ис поль зо ва ние
DAHP-синтазы из рас те ний.

DHQ-синтаза (ген aroB). Пос ле того, как
пул DAHP уве ли чен, уз ким мес том в об ра зо ва нии
ко неч но го про дук та ста но вит ся вто рая ста дия ши -
ки мат но го пути — ре ак ция син те за DHQ из
DAHP, осу щес т в ля е мая DHQ-синтазой (AroB)
(см. рис. 1) [83, 84]. Сре ди под хо дов, уве ли чи ва ю -
щих по ток уг ле ро да че рез эту ста дию, мож но вы -
де лить два: клас си чес кое уве ли че ние эк с прес сии
гена aroB (ам п ли фи ка ция, из ме не ние силы про мо -
то ра, сай та ини ци а ции тран с ля ции, ста би ли за ция
мРНК), а так же оп ти ми за ция его ко до нов (что
обыч но бы ва ет эф фек тив но при оп ти ми за ции эк с -
прес сии ге те ро ло гич ных ге нов). В час т нос ти, тре -
тий ко дон гена aroB E. coli (AGG) яв ля ет ся од ним
из на и бо лее ред ко встре ча ю щих ся ар ги ни но вых
ко до нов, что мо жет зат руд нять тран с ля цию. Для
по вы ше ния уров ня эк с прес сии гена в не ко то рых
его пер вых 15 ко до нах за ме ня ли ред ко встре ча ю -
щи е ся ко до ны на си но ни мич ные с боль шей час то -
той встре ча е мос ти. Так был по лу чен оп ти ми зи ро -
ван ный ген aroBop, обес пе чив ший зна чи тель ный
по ло жи тель ный эф фект на про дук цию ти ро зи на
[21]. Этот ус пех ука зы ва ет на воз мож ность при ме -
не ния ана ло гич но го под хо да для оп ти ми за ции эк с -
прес сии и дру гих ге нов ши ки мат но го пути, со дер -
жа щих ред кие ар ги ни но вые ко до ны (см. ниже).
При этом, од на ко, сле ду ет пом нить о том, что оп ти -
ми за ция ко до нов не всег да ин тен си фи ци ру ет эк с -
прес сию [15].

DHQ-дегидратаза (ген aroD). Бе лок AroD
ка та ли зи ру ет третью ре ак цию ши ки мат но го пути, 
осу щес т в ляя кон вер сию DHQ в 3-дегидро ши ки -
мат пу тем вве де ния пер вой двой ной свя зи в аро ма -
ти чес кое коль цо [85]. Свер хэк с п рес сия гена aroD,
сама по себе или в ком би на ции с дру ги ми ге на ми
ши ки мат но го пути, в не ко то рых слу ча ях по вы ша -
ла про дук цию ти ро зи на [86]. Этот ген так же вклю -
ча ли в ши ки мат ный мо дуль и оп ти ми зи ро ва ли его 
эк с прес сию при мо дуль ном кон с т ру и ро ва нии про -
ду цен та ти ро зи на [21].

Ши ки мат - де гид ро ге на за (гены aroE и ydiB).
Чет вер тую ста дию ши ки мат но го пути — вос с та -
нов ле ние 3-дегидрошикимата в ши ки мат, ка та ли -
зи ру ют два фер мен та: NADPН-зависимая ши ки -
мат де гид ро ге на за AroE и фер мент с двой ной спе -

ци фич нос тью — хин нат - ши ки мат де гид ро ге на за
YdiB (ко фак тор — NADP+ или NAD+) [86—88].
Ка та ли ти чес кая ак тив ность YdiB in vitro ниже,
чем AroE, од на ко это свой с т во мо жет ком пен си ро -
вать ся in vivo бо лее ши ро кой ко фак тор ной спе ци -
фич нос тью пер во го фер мен та [88]. При ком би ни -
ро ва нии на плаз ми де раз ных ге нов ши ки мат но го
пути было по ка за но, что свер хэк с п рес сия гена
ydiB (в со че та нии с aroK, а не aroE ) в на и боль шей
сте пе ни по вы ша ла про дук цию ти ро зи на мо дель -
ны ми про ду цен та ми этой ами но кис ло ты [21]. Ав -
то ры свя зы ва ют дан ный факт с тем, что фер мент
AroE под вер жен ин ги би ро ва нию ши ки ма том [83]. 
Ос но вы ва ясь на этих дан ных, для обес пе че ния би -
о син те за ши ки ма та при мо дуль ном кон с т ру и ро ва -
нии про ду цен та ти ро зи на пер во на чаль но ис поль -
зо ва ли ген ydiB [21]. Од на ко по лу чен ный штамм
на кап ли вал зна чи тель ное ко ли чес т во пред шес т -
вен ни ков, в пер вую оче редь DHS (что ука зы ва ло
на уз кое мес то в пути би син те за), а так же хин нат,
что, оче вид но, было свя за но с хин нат де гид ро ге -
наз ной ак тив нос тью YdiB. За ме на ydiB на aroE
при ве ла к пя тик рат но му уве ли че нию про дук ции
ши ки ма та и прек ра ще нию на коп ле ния хин на та.
Од на ко об щий по ток уг ле ро да в направлении би о -
син теза ши ки ма та при этом умень шил ся, ви ди мо,
из - за того, что об ра зу ю щий ся ши ки мат по дав лял
ак тив ность AroE [21].

Це ле со об раз ность ос лаб ле ния или даже
пол но го ус т ра не ния ак тив нос ти YdiB сле ду ет из
дан ных па тен та, в ко то ром по ка за но, что де ле ция
ydiB и/или ydiN (пред по ло жи тель но ген ши ки мат -
но го тран с пор те ра [89]) по вы ша ет про дук цию аро -
ма ти чес ких ами но кис лот [90]. Та ким об ра зом,
при соз да нии про ду цен та трип то фа на сле ду ет по -
вы сить эк с прес сию гена aroE, а по дав ле ние ак тив -
нос ти AroE ши ки ма том [83] и об ра зо ва ние гал ло -
вой кис ло ты [91], ко то рое мо жет ка та ли зи ро вать
AroE, пре дот в ра тить пу тем эк ви ва лен т ной ин тен -
си фи ка ции сле ду ю щей ста дии об ще го аро ма ти -
чес ко го пути [21].

Ши ки мат ки на зы (гены aroL и aroK). Ши -
ки мат ки на зы осу щес т в ля ют пя тую ста дию ши ки -
мат но го пути, и обес пе чи ва ют син тез ши ки мат - 3-
 фосфата из ши ки ма та и ATP. Ре ак ция, ка та ли зи ру -
е мая эти ми фер мен та ми, рас с мат ри ва ет ся как еще 
один ли ми ти ру ю щий этап об ще го аро ма ти чес ко -
го пути [83, 84]. Обес пе чи вая от ток ши ки ма та, она 
вли я ет на осу щес т в ле ние пред шес т ву ю щей ста -
дии. Боль шин с т во ра бот пос вя ще но уси ле нию эк с -
прес сии ши ки мат ки на зы II (AroL), пос коль ку кон -
с тан та Ми ха э ли са (Km) у нее ниже, чем у ши ки -
мат ки на зы I AroK (200 мкМ про тив бо лее 20 мМ)
[92—94]. Од на ко AroL под вер же на ин ги би ро ва -
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нию вы со ки ми кон цен т ра ци я ми суб с т ра та ре ак -
ции (ак тив ность умень ша ет ся в семь раз при уве -
ли че нии кон цен т ра ции ши ки ма та от 1 до 10 мМ);
к тому же ген aroL име ет два ред ких ар ги ни но вых
ко до на — AGG-150 и AGA-177 [86, 95]. По э то му
при по лу че нии про ду цен тов ре ко мен ду ют уве ли -
чи вать эф фек тив ность эк с прес сии не толь ко гена
aroL, но и aroK, про дукт ко то ро го ме нее чув с т ви те -
лен к ин ги би ро ва нию. Сле ду ет от ме тить, что при
не ко то рых ус ло ви ях, нап ри мер, в со че та нии с уве -
ли чен ной эк с прес си ей ydiB, свер хэк с п рес сия aroK
при во дит к бо лее вы со кой про дук ции ами но кис -
лот по срав не нию с уси ле ни ем эк с прес сии aroL
[86, 96].

EPSP-синтаза (ген aroA). Бе лок AroA ка та -
ли зи ру ет шес тую ре ак цию ши ки мат но го пути,
осу щес т в ляя пе ре нос енол пи ру во иль ной час ти от
PEP к гид рок силь ной груп пе уг ле ро да в по ло же -
нии 5 шикимат-3-фосфата с об ра зо ва ни ем 5-енол -
пирувилшикимат-3-фосфата (EPSP) [97]. До бав ля -
е мый тре хуг ле род ный фраг мент учас т ву ет в фор -
ми ро ва нии бо ко вой цепи фе ни ла ла ни на и ти ро зи -
на, но уда ля ет ся в про цес се би о син те за трип то фа -
на на ста дии прев ра ще ния хо риз ма та в ан т ра ни -
лат (см. рис. 1). Не дос та точ ная ак тив ность этой ре -
ак ции мо жет ог ра ни чи вать ско рость би о син те за
аро ма ти чес ких ами но кис лот и нуж да ет ся в уси ле -
нии [21, 83, 86].

Хо риз мат син та за (ген aroC). Фер мент ка та -
ли зи ру ет седь мую, пос лед нюю ста дию ши ки мат -
но го пути, прев ра щая EPSP в хо риз мат за счет вве -
де ния вто рой двой ной свя зи в сис те му аро ма ти чес -
ко го коль ца. Эн зи ма ти чес кий ме ха низм ре ак ции
под роб но изу чен (см., нап ри мер, [98, 99]). Фер -
мент тре бу ет на ли чия FMNH2 или FADH2 с пред -
поч те ни ем FMNH2 в ка чес т ве ко фак то ра [100]. Ре -
ак ция чув с т ви тель на к кис ло ро ду [101].

При од нов ре мен ном по вы ше нии ак тив нос -
ти хо риз мат син та зы и EPSP-синтазы пу тем кло ни -
ро ва ния на плаз ми де ге нов aroC и aroA наб лю да ли 
уве ли че ние про дук ции фе ни ла ла ни на [83] и ти ро -
зи на [86] со от вет с т ву ю щи ми про ду цен та ми.

Эк с прес сия ге нов aroG, aroF и aroL об ще го
аро ма ти чес ко го пути реп рес си ру ют ся бел ком TyrR,
про дук том гена tyrR; кро ме того, как уже от ме ча -
лось, ге ны aroH и aroL реп рес си ру ют ся при учас -
тии TrpR, про дук та гена trpR. При кон с т ру и ро ва -
нии про ду цен та ре гу ля тор ные гены tyrR и trpR сле -
ду ет инак ти ви ро вать.

Та ким об ра зом, для уве ли че ния по то ка уг ле -
ро да че рез ши ки мат ный путь сле ду ет ис поль зо -
вать в ка чес т ве DAHP-синтазы фер мен ты с вы со -
кой ак тив нос тью и на ру шен ным рет ро ин ги би ро ва -
ни ем — AroGfbr или AroFfbr, а так же ус т ра нить ме -

та бо ли чес кую ре гу ля цию и по вы сить ак тив ность
ряда дру гих фер мен тов об ще го аро ма ти чес ко го
пути, в пер вую оче редь AroB, AroE, AroL и AroA.
С этой целью, в час т нос ти, мож но рас по ло жить со -
от вет с т ву ю щие гены в виде ис кус с т вен ных опе ро -
нов и обес пе чить оп ти маль ный уро вень их эк с -
прес сии [21], нап ри мер, кон с т ру и руя опе ро ны, со -
дер жа щие тран с ля ци он но- соп ря жен ные гены [102]. 
При этом в гене aroB, а так же в aroE и aroL сто ит
за ме нить ред кие ар ги ни но вые ко до ны. В про цес -
се этих ма ни пу ля ций це ле со об раз но ис поль зо вать 
це ле вую про те о ми ку и ме та бо ло ми ку для оп ре де -
ле ния оп ти маль но го уров ня эк с прес сии всех соз -
да ва е мых кон с т рук ций [21].

Дру гой под ход мо жет быть свя зан с ис поль -
зо ва ни ем гена ARO1 из дрож жей Saccharomyces
cerevisiae [103]. Этот ген ко ди ру ет пен та фун к ци о -
наль ный пеп тид AROM, осу щес т в ля ю щий пять
из семи ре ак ций об ще го аро ма ти чес ко го пути, до -
ме ны ко то ро го го мо ло гич ны мо но фун к ци о наль -
ным фер мен там (AroB, AroA, AroL, AroD и AroE)
из E. coli [104]. Од на ко эк с прес сию ARO1 не об хо -
ди мо су щес т вен но оп ти ми зи ро вать из - за на ли чия
в нем 37 ред ких ар ги ни но вых ко до нов, ко то рое мо -
жет зат руд нять его эф фек тив ную эк с прес сию в
клет ках E. coli.

Еще од ним под хо дом, пер с пек тив ным при
соз да нии про ду цен тов трип то фа на и дру гих аро -
ма ти чес ких со е ди не ний, мо жет быть ис поль зо ва -
ние чу же род ных ге нов из рас те ний.

ОБЕСПЕЧЕНИЕ ДОСТУПНОСТИ PEP И E4P 
ДЛЯ СИНТЕЗА ТРИПТОФАНА

Пос ле того, как ак ти ви ро ван трип то фа но вый 
путь, оп ти ми зи ро ва но пос туп ле ние в него се ри на, 
глу та ми на и PRPP, а так же рас ши ре ны уз кие мес -
та ши ки мат но го пути, сле ду ю щей за да чей ста но вит -
ся уве ли че ние дос туп нос ти ос нов ных пред шес т -
вен ни ков всех аро ма ти чес ких со е ди не ний — PEP
и E4P, ин тер ме ди а тов цен т раль но го ме та бо лиз ма.

Как вид но из сум мар ной ре ак ции би о син те -
за трип то фа на (1), на каж дый моль ами но кис ло ты
тре бу ет ся 2 моля PEP. Сле до ва тель но, не дос та ток
PEP мо жет ог ра ни чи вать про дук цию этой ами но -
кис ло ты. В клет ках E. coli, рас ту щих на ми ни маль -
ной сре де с глю ко зой в ка чес т ве един с т вен но го ис -
точ ни ка уг ле ро да, 50% PEP, об ра зу ю ще го ся при
ре а ли за ции пути гли ко ли за ЭМП, ис поль зу ет ся
для ее тран с пор та в клет ки и фос фо ри ли ро ва ния с 
по мощью PTS. Ос тав ший ся PEP в про пор ции
приб ли зи тель но 16%, 15, 16 и 3% рас хо ду ет ся в ре -
ак ци ях, ка та ли зи ру е мых со от вет с т вен но PEP - кар -
бок си ла зой (Ppc), пи ру ват ки на за ми (PykA и
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PykF), уридиндифосфат-N- ацетилглюко замин-енол -
пи ру вил т ран с фе ра зой (MurA) и DAHP-синтазами
(AroG, AroH и AroF) [105]. Важ ность сох ра не ния
PEP для син те за аро ма ти чес ких со е ди не ний ярко
де мон с т ри руют сле ду ю щие фак ты. При ис поль зо -
ва нии не за ви си мо го от PTS пути пос туп ле ния глю -
ко зы в клет ки вы ход DAHP и фе ни ла ла ни на уве ли -
чи вал ся со от вет с т вен но на 65 и 57% по срав не -
нию с изо ген ны ми PTS+-штам ма ми [106].

Пе ре чис лим воз мож ные под хо ды к уве ли че -
нию дос туп нос ти PEP для син те за трип то фа на (и
дру гих аро ма ти чес ких ами но кис лот):

— за ме на PTS-зависимого тран с пор та глю -
ко зы на ее PTS-независимый тран с порт. С этой
целью, с од ной сто ро ны, инак ти ви ру ют гены, ко -
ди ру ю щие со от вет с т ву ю щие ком по нен ты PTS
(му та ции ptsG, ptsHIcrr), а с дру гой — ак ти ви -
ру ют тран с порт глю ко зы с по мощью H+-сим пор те -
ров мо но са ха ри дов, спо соб ных так же пе ре ме -
щать в клет ки глю ко зу. Чаще все го с этой целью
ис поль зу ют пер ме а зу га лак то зы GalP [107, 108];
мож но ис поль зо вать так же пер ме а зу кси ло зы
XylE и пер ме а зу фу ко зы FucP из E. coli [108] или
Pantoea ananatis [109]. Для пос ле ду ю ще го внут -
рик ле точ но го фос фо ри ли ро ва ния глю ко зы с ис -
поль зо ва ни ем ATP (вмес то PEP) не об хо ди мо уве -
ли чить до оп ти маль но го уров ня ак тив ность глю ко -
ки на зы (Glk), ко ди ру е мой ге ном glk [107, 108].
Кро ме того, для обес пе че ния PEP - не за ви си мо го
тран с пор та мож но ввес ти в ге ном PTS–-кле ток E.
coli гены glf и glk из Zymomonas mobilis, про дукт
пер во го из ко то рых об лег ча ет диф фу зию глю ко зы
в клет ки, а вто ро го — обес пе чи ва ет ее фос фо ри ли -
ро ва ние [110];

— инак ти ва ция (или су щес т вен ное ос лаб ле -
ние уров ня эк с прес сии) ге нов, про дук ты ко то рых
ка та ли зи ру ют ре ак ции с рас хо до ва ни ем PEP, та -
ких как PEP - кар бок си ла за (про дукт гена ppc) [111] 
или пи ру ват ки на зы (про дук ты ге нов pykA и pykF)
[112];

— ре ге не ра ция PEP из пи ру ва та, об ра зу ю -
ще го ся при PEP - за ви си мом тран с пор те са ха ра, в
ре ак ци ях, ка та ли зи ру е мых пи ру ват ки на за ми и
др., пу тем по вы ше ния уров ня эк с прес сии гена
ppsA, ко ди ру ю ще го PEP - син та зу [113];

— ак ти ва ция де кар бок си ли ро ва ния ок са ло а -
це та та (ОАА) с об ра зо ва ни ем PEP в AT P -за ви си -
мой ре ак ции, ка та ли зи ру е мой PEP - кар бок си ки на -
зой, пу тем по вы ше ния уров ня эк с прес сии гена
pckA, ко ди ру ю ще го этот фер мент [114, 115]. Дан -
ную ре ак цию мож но рас с мат ри вать так же как за -
вер ше ние цик ла прев ра ще ний пи ру ва та (Pyr) в
РЕР пос ред с т вом вхож де ния Pyr в гли ок си лат ный
шунт че рез пос ле до ва тель ные ре ак ции син те за Ac -

CoA, цит ра та, изо цит ра та и пе ре хо да уг ле ро да Ac -
CoA в ОАА и да лее в РЕР [114];

— ма ни пу ля ции с гло баль ной ре гу ля тор ной 
сис те мой Csr, кон т ро ли ру ю щей, в час т нос ти, эк с -
прес сию ге нов фер мен тов глю ко не о ге не за, гли ко -
ли за, а так же син те за и ка та бо лиз ма гли ко ге на
[116]. Этот под ход об суж дал ся нами в дру гой
статье [117]. Не дав но по я ви лась но вая ра бо та, сви -
де тель с т ву ю щая о пер с пек тив нос ти по вы ше ния
уров ня эк с прес сии гена csrB для свер х син те за
трип то фа на [118];

— на ко нец, мож но ис поль зо вать ис точ ни ки
уг ле ро да, пос ту па ю щие в клет ку не че рез PTS,
нап ри мер, гли це рин [64].

Осу щес т в ляя ма ни пу ля ции, спо соб ные при -
во дить к по вы ше нию внут рик ле точ ной кон цен т ра -
ции PEP, сле ду ет иметь в виду ре гу ля тор ную фун к -
цию это го со е ди не ния. Из бы ток PEP мо жет сни -
жать по ток уг ле ро да че рез путь гли ко ли за ЭМП за
счет ин ги би ро ва ния не ко то рых фер мен тов, в час т -
нос ти фос фоф рук то ки на зы, про дук та гена pfkA
[119], а так же фос фог лю ко и зо ме ра зы (про дук та
гена pgi) и фрук то зо-1,6-бисфосфат-альдолазы
(про дук та гена fbaB) [120].

PEP мо жет эф фек тив но кон ку ри ро вать за
сайт свя зы ва ния с ATP на глю ко ки на зе [120], по -
дав ляя фос фо ри ли ро ва ние глю ко зы, пос ту па ю -
щей в клет ки с по мощью PTS-независимого тран с -
пор та и тем са мым на ру шая ее ус во е ние. Опи са но
так же ин ги би ро ва ние со сто ро ны PEP ряда фер -
мен тов ЦТК и гли ок си лат но го шун та [121], а так -
же фер мен тов, ка та ли зи ру ю щих его соб с т вен ное
об ра зо ва ние из Pyr и OAA (см. выше) [122, 123].

Что бы не до пус тить не га тив ных пос лед с т -
вий по вы шен ной внут рик ле точ ной кон цен т ра ции
PEP, не об хо ди мо обес пе чить ба ланс ис ход ных
пред шес т вен ни ков Trp — PEP и E4P — в клет ках с 
су пер п ро дук ци ей этой ами но кис ло ты. Ос нов ной
под ход, ко то рый поз во ля ет пре о до леть не дос та -
ток E4P для эф фек тив ной про дук ции аро ма ти чес -
ких со е ди не ний, свя зан со свер хэк с п рес си ей ге -
нов, ко ди ру ю щих тран с ке то ла зы [124, 125] или
тран саль до ла зы [126, 127] — фер мен ты не о кис ли -
тель но го эта па ПФП. С этой целью обыч но уве ли -
чи ва ют эк с прес сию ге нов tktA и talB, ко ди ру ю щих 
ука зан ные фер мен ты.

Кро ме того, опи са н ряд при е мов, поз во ля ю -
щих пе ре нап ра вить по ток уг ле ро да в ПФП и тем
са мым соз дать ус ло вия для по вы шен но го об ра зо -
ва ния E4P:

— инак ти ва ция фос фог лю ко и зо ме ра зы
[128], ко ди ру е мой ге ном pgi, либо по дав ле ние эк с -
прес сии это го гена с по мощью ма лых ре гу ля тор -
ных РНК [129];
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— уси ле ние эк с прес сии гена fbp, ко ди ру ю -
ще го фрук то зо-1,6-бисфосфатазу [130];

— уси ле ние эк с прес сии гена zwf, ко ди ру ю -
ще го глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу [131] и/или 
гена pgl, ко ди ру ю ще го 6-фосфоглюконолактоназу 
(фер мен тов окис ли тель но го эта па ПФП) [132].

Ин те рес но от ме тить, что у му тан тов talAB,
де фек т ных по тран саль до ла зам, при рос те на сре -
де с кси ло зой или глю ко на том было об на ру же но
прев ра ще ние седогептулозо-7-фосфата в се до геп ту -
ло зо-1,7-бифосфат с пос ле ду ю щим об ра зо ва ни ем
E4P и DHAP [133]. Эти ре ак ции ка та ли зи ру ют гли -
ко ли ти чес кие фер мен ты, со от вет с т вен но 6-фосфо -
фрук токиназа I (про дукт гена pfkA) и фрук то зо бис -
фос фа таль до ла за (про дукт гена fbaA) [133]. Воз -
мож но, ис поль зо ва ние этих фер мен тов от к ро ет но -
вые под хо ды к уве ли че нию пула E4P.

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ РЕАКЦИИ 
СИНТЕЗА ИНТЕРМЕДИАТОВ ОБЩЕГО
АРОМАТИЧЕСКОГО ПУТИ

Об ра зо ва ние DAHP из пи ру ва та 
и эрит ро зо-4-фос фа та

Как уже упо ми на лось, в ка чес т ве ис ход ных
со е ди не ний для син те за трип то фа на и дру гих аро -
ма ти чес ких ами но кис лот слу жат PEP и E4P, в ре -
зуль та те кон ден са ции ко то рых об ра зу ет ся DAHP.
Од на ко PEP в нор ме ак тив но рас хо ду ет ся при соп -
ря жен ном тран с пор те в клет ки и фос фо ри ли ро ва -
нии D-глюкозы с по мощью PTS. В ре зуль та те кон -
ку рен ции меж ду эти ми про цес са ми сни жа ет ся вы -
ход ве ществ, об ра зу ю щих ся по об ще му аро ма ти -
чес ко му пути. Од ним из спо со бов ус т ра не ния
этой кон ку рен ции мо жет быть при ме не ние фер -
мен та, ко то рый в ка чес т ве суб с т ра та в ре ак ции с
E4P при син те зе DAHP ис поль зу ет не PEP, а Pyr
[134, 135]. Та кой фер мент, аль до ла за 2-кето-
 3-деокси-6-фосфогалактоната (KDPGal- альдо ла за),
в нор ме осу щес т в ля ет ре ак цию об ра ти мо го рас -
щеп ле ния KDPGal на Pyr и GA3P. Пос коль ку
GA3P име ет оп ре де лен ное струк тур ное сход с т во
с E4P, пред по ло жи ли, что этот фер мент мо жет ка -
та ли зи ро вать и ре ак цию об ра зо ва ния DAHP из
E4P и Pyr. Дей с т ви тель но, было по ка за но, что
KDPGal-альдолаза E. coli в не ко то рой сте пе ни об -
ла да ет ука зан ной спо соб нос тью [134]. Что бы по -
вы сить спе ци фич ность это го фер мен та к E4P, ко -
ди ру ю щий его ген dgoA из E. coli, а так же ген dgoA
из Klebsiella pneumoniae были кло ни ро ва ны на
плаз ми дах и под вер г ну ты нап рав лен ной ла бо ра -
тор ной эво лю ции за счет двух ра ун дов ам п ли фи ка -

ции с по мощью до пус ка ю щей ошиб ки (error-
 prone) ПЦР [136] и пос ле ду ю щей «пе ре та сов ки ге -
нов» (gene-shuffling) из раз ных ор га низ мов [137].
У штам ма E. coli, у ко то ро го были инак ти ви ро ва -
ны все гены, ко ди ру ю щие DAHP-синтазы, от би ра -
ли ва ри ан ты, спо соб ные к рос ту на ми ни маль ной
сре де M9. Ока за лось, что два на и бо лее ак тив ных
му тан т ных фер мен та из K. pneumoniae и E. coli об -
ла да ли со от вет с т вен но че ты рех- и вось мик рат но
по вы шен ной спо соб нос тью син те зи ро вать DAHP
и трид ца ти- и се мик рат но сни жен ной спо соб нос -
тью рас щеп лять KDPGal по срав не нию с ис ход ны -
ми фер мен та ми [134]. Две ами но кис лот ные за ме -
ны (V85A, V154F) на ря ду с нес коль ки ми дру ги ми
при сут с т во ва ли у этих ак тив ных му тан т ных бел -
ков DgoA из обо их ор га низ мов.

Ра бо та по нап рав лен ной эво лю ции KDPGal-
 альдолазы была про дол же на с прив ле че ни ем гена
dgoA из S. typhimurium [135]. Пов тор ные ма ни пу -
ля ции с при ме не ни ем  до пус ка ю щей ошиб ки ПЦР 
и пе ре та сов ки ге нов не дали за мет но го ре зуль та -
та. Тог да осу щес т ви ли мно жес т вен ный сай т - нап -
рав лен ный му та ге нез об лас ти пред по ла га е мо го ак -
тив но го цен т ра ра нее улуч шен но го фер мен та из
E. coli. Это при ве ло к соз да нию ва ри ан та
(NR8.276-2), ко то рый по срав не нию с ро ди тель с -
ким со дер жал до пол ни тель но одну за ме ну (Y180F)
и че ты ре мол ча щие му та ции. Но вый му тан т ный
фер мент DgoA ха рак те ри зо вал ся шес ти де ся тик -
рат ным уве ли че ни ем па ра мет ра kcat/Km по срав -
не нию с ди ким ти пом. Даль ней ший му та ге нез со -
от вет с т ву ю ще го гена не при во дил к уве ли че нию
ак тив нос ти.

По лу чен ный му тан т ный фер мент DgoA в
клет ках тес то во го про ду цен та с сох ра нен ным
PTS-зависимым тран с пор том глю ко зы обес пе чи -
вал син тез 19 г/л DHS, что, од на ко, при мер но в 2 ра -
за мень ше, чем фер мент штамма, не сущего му та -
цию aroFfbr (40 г/л DHS). При фун к ци о ни ру ю щей
PTS у про ду цен та с aroFfbr для син те за DHS дос -
туп но в два раза мень ше мо ле кул PEP, чем для той
же цели мо ле кул Pyr у ва ри ан та с му тан т ным ге -
ном dgoA. Од на ко по пыт ки сба лан си ро вать со от -
но ше ние Pyr и E4P за счет по вы ше ния эк с прес сии
гена tktA, уве ли чи ва ю ще го по ток к E4P, не улуч ши -
ли си ту а цию.

DAHP-синтаза AroFfbr ка та ли зи ру ет не об ра -
ти мую ре ак цию кон ден са ции PEP и E4P с об ра зо -
ва ни ем DAHP и не ор га ни чес ко го фос фа та. Му тан -
т ная аль до ла за KDPGal, нап ро тив, ка та ли зи ру ет
об ра ти мую ре ак цию кон ден са ции Pyr и E4P с об -
ра зо ва ни ем  DAHP. Вто рой фер мент об ще го аро ма -
ти чес ко го пути — DHQ-синтаза, ко ди ру е мая ге -
ном aroB, ка та ли зи ру ет не об ра ти мую кон вер сию
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DAHP в DHQ. Сле до ва тель но, уве ли че ние ак тив -
нос ти AroB дол ж но нап ра вить об ра ти мую ре ак -
цию аль доль ной кон ден са ции, ка та ли зи ру е мую
KDPGal-альдолазой, в сто ро ну об ра зо ва ния DAHP. 
Тем не ме нее, уси ле ние эк с прес сии гена aroB так -
же не при ве ло к даль ней ше му уве ли че нию син те -
за про дук та [135]. Нес мот ря на это ис поль зо ва ние 
оп ти ми зи ро ван ной KDPGal-альдо ла зы яв ля ет ся
аль тер на тив ным под хо дом к син те зу DAHP, при
ко то ром в ре ак ции кон ден са ции с E4P вмес то PEP
учас т ву ет Pyr. Этот под ход в ус ло ви ях из быт ка
Pyr и де фи ци та PEP мо жет най ти прак ти чес кое
при ме не ние.

Аль тер на тив ный путь био син те за DHQ

Ин те рес ные пер с пек ти вы для кон с т ру и ро ва -
ния ши ки мат но го пути от к ры ва ет ис поль зо ва ние
ге нов из дру гих ор га низ мов, в час т нос ти, из ар хе -
бак те рий. Ана лиз ге но мов этих мик ро ор га низ мов

сви де тель с т ву ет о том, что у боль шин с т ва из них
от сут с т ву ет пол но цен ный ПФП и мно гие не мо -
гут син те зи ро вать E4P [138]. Кро ме того, у та ких
ар хе бак те рий не ока за лось и го мо ло гов фер мен -
тов, ка та ли зи ру ю щих пер вые две ре ак ции ши ки -
мат но го пути (DAHP-синтазы и DHQ-дегидро ге -
назы) [139, 140].

Как по ка зал White [139], DHQ у Metha -
nocaldococcus jannaschii об ра зу ет ся из 6-де зокси-
 5-кетофруктозо-1-фосфата (DKFP) и L-аспар тат-
 4- полуальдегида (ASA). При этом про ме жу точ -
ным со е ди не ни ем син те за DKFP яв ля ет ся ме тил г -
ли ок саль [141], об ра зу ю щий ся в ре зуль та те от щеп -
ле ния фос фа та от GA3P (рис. 2). Да лее, в ре ак ции
кон ден са ции ме тил г ли ок са ля с ди гид рок си а це тон -
фос фа том об ра зу ет ся DKFP. Вза и мо дей с т вие пос -
лед не го с ASA при во дит к об ра зо ва нию 3,7-диде -
зокси- D-трео-гептo-2,6-диулозоната (DTHDA). Ста -
дия окис ли тель но го де за ми ни ро ва ния и цик ли за -
ции при во дит к син те зу DHQ, ко то рый за тем под -
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Рис. 2. Фор ми ро ва ние DHQ из L-аспартатполуальдегида и ди гид ро а це тон фос фа та у ар хе бак те рий

Fig. 2. Formation of DHQ from L-aspartate semialdehyde and dihydroacetone phosphate in archaea. D-глюкоза means
D-glucose; Ши ки мат ный путь  means shikimate pathway; ЦТК means tricarboxylic acid cycle



вер га ет ся ка но ни чес ким из ме не ни ям в об щем аро -
ма ти чес ком пути с об ра зо ва ни ем хо риз ма та и всех 
его про из вод ных, вклю чая трип то фан. У M. jan -
naschii, а так же у дру гой ар хе бак те рии — Ha lo -
bacterium salinarum иден ти фи ци ро ва ны гены фер -
мен тов, ка та ли зи ру ю щих аль тер на тив ные ре ак -
ции би о син те за DHQ [140, 141]. Эк с прес сия этих
ге нов в клет ках E. coli, воз мож но, поз во лит соз -
дать путь би о син те за аро ма ти чес ких со е ди не ний,
в том чис ле трип то фа на, не тре бу ю щий PEP и E4P.

Фор ми ро ва ние ши ки ма та из хин на та

В ряде ор га низ мов ши ки мат об ра зу ет ся не
че рез DHS, а че рез хин нат. В час т нос ти, у не ко то -
рых рас те ний из вес тен фер мент хин нат - гид ро ли а -
за, ка та ли зи ру ю щий прев ра ще ние хин на та в ши ки -
мат, ми нуя ста дию об ра зо ва ния DHS [142] (рис. 3).
Эта ре ак ция у го ро ха Pisum sativum L. не тре бу ет
на ли чия ко фак то ров и ка ти о нов двух ва лен т ных
ме тал лов. Ис поль зо ва ние чу же род но го фер мен та, 
спо соб но го вов ле кать хин нат в об щий аро ма ти чес -
кий путь, поз во лит сэ ко но мить NADPН, рас хо ду е -
мый фер мен том AroE [142].

ПРЕДОТВРАЩЕНИЕ ТРАНСПОРТА ТРИПТОФАНА
В КЛЕТКИ И АКТИВАЦИЯ ЕГО ВЫБРОСА 
ИЗ КЛЕТОК

Це ле со об раз ность на ру ше ния тран с пор та
трип то фа на в клет ки при соз да нии про ду цен та
впер вые была про де мон с т ри ро ва на на при ме ре
штам ма C. glutamicum [143]. Му тан ты, у ко то рых
ско рость вклю че ния ме че но го трип то фа на была
сни же на, бо лее эф фек тив но про ду ци ро ва ли его во 
вто рой по ло ви не фер мен та ции и на кап ли ва ли в
сре де на 10—20% боль ше ами но кис ло ты, чем ис -
ход ный штамм. Как по ла га ли ав то ры этой ра бо ты, 
на ру ше ние тран с пор та трип то фа на сни жа ет его
об рат ное пос туп ле ние в клет ки и тем са мым его

внут рик ле точ ную кон цен т ра цию, что умень ша ет
(по фак ту не пол нос тью ус т ра нен ное) рет ро ин ги -
би ро ва ние фер мен тов, обес пе чи ва ю щих его би о -
син тез.

Инак ти ва цию всех ге нов E. coli, кон т ро ли ру -
ю щих тран с порт трип то фа на, без де таль но го ана -
ли за эф фек та на про дук цию ами но кис ло ты впер -
вые осу щес т ви ли ав то ры уже упо ми нав ше го ся па -
тен та [50]. Та ких ге нов у E. coli три: mtr, tnaB, и
aroP. Они ко ди ру ют спе ци фич ные для этой ами но -
кис ло ты сис те мы тран с пор та Mtr (вы со ко а фин -
ную,  Km ~ 3 мкМ) и TnaB (низ ко а фин ную, Km ~
70 мкМ), сос то я щие из фер мен тов се мей с т ва HA A AP
(hydroxy/aromatic amino acid permease), а так же об -
щую для аро ма ти чес ких ами но кис лот сис те му
тран с пор та AroP из близ ко го се мей с т ва APC (ami -
no acid-polyamine-organocation), со от вет с т вен но.

В пос лед ние годы выш ла се рия ра бот ки тай -
с ких ав то ров, пос вя щен ных изу че нию вли я ния
инак ти ва ции ге нов тран с пор те ров трип то фа на на
фи зи о ло гию ре ком би нан т ных штам мов на ос но ве 
E. coli и эф фек тив ность про дук ции этой ами но кис -
ло ты [144—146]. В на и бо лее ин те рес ном ис с ле до -
ва нии [144], где роль этих тран с пор те ров изу ча -
лась с ис поль зо ва ни ем ра ци о наль но скон с т ру и ро -
ван но го штам ма- п ро ду цен та, со дер жа ще го боль -
шое чис ло по лез ных для свер х син те за мо ди фи ка -
ций (му та ции trpR, tnaA в хро мо со ме; гены
aroGfbr, trpEfbr, tktA на плаз ми де) [52], было по ка за -
но, что ос нов ным пе ре нос чи ком трип то фа на яв ля -
ет ся TnaB, уда ле ние ко то ро го (в ре зуль та те де ле -
ции tnaB) на 11% по вы ша ло на коп ле ние ами но кис -
ло ты в сре де. Му та ция mtr по дав ля ла рост, но не
вли я ла на на коп ле ние трип то фа на. Рост ин ги би ро -
вал ся у всех штам мов, не су щих ком би на цию лю -
бых двух му та ций в ге нах тран с пор те ров, и при
этом в сре де на кап ли вал ся аце тат. Зна чи тель ное
на коп ле ние этой кис ло ты (бо лее 8 г/л) при со че та -
нии mtr с aroP или tnaB соп ро вож да лось рез ким
по дав ле ни ем рос та и сни же ни ем про дук ции. Со че -
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Рис. 3. Ре ак ции вов ле че ния хин на та в об щий аро ма ти -
чес кий путь у рас те ний. Жир ны ми стрел ка ми по ка за на часть
об ще го аро ма ти чес ко го пути у E. coli. Тон кие стрел ки — аль -
тер на тив ные пути син те за ши ки ма та из хин на та

Fig. 3. Reaction of shikimate involvement in the com mon 
aromatic pathway in plants. Bold arrows indicate the portion of
the com mon aromatic pathway occurring in E. coli. Thin arrows
mean alternative pathways of the shikimate synthesis from
quinnat. Хиннат-NAD(P)+-ок си до ре дук та за means quinnate-
 NAD(P)+-oxidoreductase; ДГХ-де гид ра та за means DHQ-de -
hyd ratase; Хин нат гид ро ли а за means quinnate hydrolyase; 3-де -
гидрохинназа means 3-dehydroquinnase; ком л п лекс II means
complex II



та ние tnaB с aroP обес пе чи ва ло на и боль шие (на
32%) уве ли че ние на коп ле ния трип то фа на и про -
дук тив ность кле ток, пос коль ку соп ро вож да лось
поч ти двук рат ным умень ше ни ем оп ти чес кой плот -
нос ти. При ме ча тель но, что со че та ние всех трех
му та ций не толь ко вос с та нав ли ва ло, но и улуч ша -
ло рост кле ток и на 51% уве ли чи ва ло на коп ле ние
ами но кис ло ты по срав не нию с ис ход ным штам -
мом [144]. В ци ти ру е мой ра бо те с по мощью ПЦР
в ре аль ном вре ме ни так же ис с ле до ва ли, как вли я -
ет инак ти ва ция тран с пор те ров трип то фа на на эк с -
прес сию ге нов gltA, zwf и pgi, ко ди ру ю щих со от -
вет с т вен но цит рат син та зу (фер мент ЦТК), глю -
козо-6-фосфатдегидрогеназу (фер мент ПФП) и
глю ко зо фос фа ти зо ме ра зу (фер мент пути ЭМП).
Ока за лось, что эк с прес сия этих ге нов у всех тран с -
пор т ных му тан тов сни же на, при чем у двой ных му -
тан тов mtr aroP и mtr tnaB она сос тав ля ет
0,01—0,08 от уров ня ис ход но го штам ма, при ня то -
го за 1. Пы та ясь объ яс нить этот факт, ав то ры свя -
зы ва ют его с тем, что Mtr (а так же, ви ди мо, в мень -
шей сте пе ни два дру гих тран с пор те ра) на ря ду с
трип то фа ном пе ре ме ща ет в клет ки ин дол, ко то -
рый яв ля ет ся для бак те рий сиг наль ной мо ле ку -
лой. Но пос коль ку штамм не сет де ле цию в гене
tnaA, это ве щес т во мо жет по я вить ся толь ко в том
слу чае, если в клет ке не хва та ет се ри на для би о -
син те за трип то фа на (см. выше). Од на ко на ли чие
ин до ла в сре де в ра бо те не по ка за но. Ка ким об ра -
зом на ру ше ние тран с пор та трип то фа на и/или ин -
до ла в клет ки вли я ет на фи зи о ло ги чес кие про цес -
сы у E. coli еще пред с то ит вы яс нить так же, как и
от ве тить на воп рос, по че му у трой но го му тан та эк -
с прес сия ука зан ных ге нов, осо бен но gltA, в зна чи -
тель ной сте пе ни вос с та нав ли ва ет ся. 

В ра бо те, где в ме нее про дук тив ном штам ме 
инак ти ви ро ва ли по от дель нос ти гены mtr, aroP
или tnaB, по ка зан по ло жи тель ный эф фект на про -
дук цию каж дой из мо ди фи ка ций и од нов ре мен но
об на ру же но их не га тив ное вли я ние на рост [144],
что в це лом сог ла су ет ся с дан ны ми дру гих ав то -
ров [145].

Как уже от ме ча лось, трип то фан яв ля ет ся
гид ро фоб ной ами но кис ло той, а по то му он спо со -
бен эф фек тив но диф фун ди ро вать че рез бо га тые
ли пи да ми мем б ра ны, в том чис ле че рез ци топ лаз -
ма ти чес кую мем б ра ну клет ки [147]. В свя зи с
этим, а так же учи ты вая стро гую ре гу ля цию его би о -
син те за, пред по ла га лось, что в клет ках не су щес т -
ву ет спе ци аль ной сис те мы для его эк с пор та [148].
Од на ко це ле нап рав лен ная про вер ка вли я ния ам п -
ли фи ка ции ге нов, ко ди ру ю щих го мо ло ги из вес т -
ных тран с пор те ров ами но кис лот, на ус той чи вость 
к ин ги би ру ю щим рост кле ток кон цен т ра ци ям аро -

ма ти чес ких ами но кис лот и их ана ло гов при ве ла к
об на ру же нию кан ди да тов на эту фун к цию. Ока за -
лось, что гены yddG и yedA, ко ди ру ю щие бел ки
над се мей с т ва DMT (drug/metabolite transporter), к
ко то рым при над ле жит эк с пор тер го мо се ри на и
тре о ни на RhtA [149], при кло ни ро ва нии их в мно -
го ко пий ных век то рах и дру гих спо со бах уси ле ния 
эк с прес сии по вы ша ли ус той чи вость к фе ни ла ла -
ни ну, его ана ло гам — DL-p-фтор фенилаланину,
DL-o-фторфенилаланину — а так же к DL-5- фтор -
триптофану [150—152]. В этих и ряде пос ле ду ю -
щих ра бот [153, 154] по ка за но уве ли че ние про -
дук ции трип то фа на, а так же фе ни ла ла ни на и ти -
ро зи на при ак ти ва ции ука зан ных ге нов эк с пор те -
ров [155].

Про дук ты ге нов yddG и yedA, бел ки YddG и
YedA, яв ля ют ся вто рич ны ми пе ре нос чи ка ми, осу -
щес т в ля ю щи ми ак тив ный тран с порт (эк с порт)
аро ма ти чес ких ами но кис лот из кле ток E. coli. В от -
ли чие от диф фу зии этот про цесс зна чи тель но ус ко -
ря ет вы вод трип то фа на и мо жет осу щес т в лять ся
про тив гра ди ен та кон цен т ра ции, что осо бен но
важ но, ког да ами но кис ло та уже на ко пи лась в сре -
де в боль шом ко ли чес т ве. С дру гой сто ро ны, сни -
же ние внут рик ле точ ной кон цен т ра ции трип то фа -
на [152, 153] соз да ет до пол ни тель ные пре и му щес -
т ва для син те за це ле во го ме та бо ли та: рав но ве сие
ре ак ций би о син те за сдви га ет ся в сто ро ну об ра зо -
ва ния ко неч но го про дук та и не про ис хо дит ин ги -
би ро ва ния им чув с т ви тель ных фер мен тов. В ус ло -
ви ях свер х син те за при от сут с т вии ак тив но го эк с -
пор та вы со кая внут рик ле точ ная кон цен т ра ция
этой гид ро фоб ной ами но кис ло ты мо жет на ру -
шать фи зи о ло гию клет ки, ин ду ци руя за щит ные
ре ак ции — стрес сы, ко то рые ухуд ша ют про дук -
тив ность, пос коль ку на них от в ле ка ют ся ре сур сы
клет ки [156]. Кро ме того, воз мож но, что имен но в
этих ус ло ви ях об ра зу ют ся ток сич ные мо ди фи ци -
ро ван ные про из вод ные трип то фа на ([66], см.
ниже). 

Ве ро ят но, фун к ция эк с пор та аро ма ти чес -
ких ами но кис лот из клет ки не яв ля ет ся для YddG
и YedA ос нов ной или един с т вен ной, пос коль ку из -
бы точ но го об ра зо ва ния и на коп ле ния этих ами но -
кис лот в клет ках E. coli ди ко го типа не про ис хо дит 
из - за на ли чия мно го чис лен ных ме ха низ мов ге не -
ти чес кой и ме та бо ли чес кой ре гу ля ции (см. вы -
ше). Эти бел ки, как и дру гие тран с пор те ры, вы во -
дя щие ами но кис ло ты из кле ток E. coli, мо гут об ла -
дать дос та точ но ши ро кой суб с т рат ной спе ци фич -
нос тью [149]. В час т нос ти, из вес т но, что ор то лог
YddG у S. enterica sv. typhimurium сов мес т но с по -
ри ном OmpD вы во дит из кле ток ме тил ви о ло ген
(па рак ват) [157].
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Сле ду ет от ме тить, что кро ме YddG и YedA
у E. coli су щес т ву ют и дру гие тран с пор те ры, спо -
соб ные обес пе чи вать эк с порт трип то фа на. На это
ука зы ва ет тот факт, что хотя уси ле ние эк с прес сии
ге нов yddG и yedA на 50% сни жа ло внут рик ле точ -
ную кон цен т ра цию трип то фа на, их инак ти ва ция
не вли я ла на его со дер жа ние в клет ках в ус ло ви ях
по вы шен но го об ра зо ва ния из до бав лен но го в сре -
ду ди пеп ти да Ala-Trp [153].

Из ге те ро ло гич ных бел ков, ко то рые мог ли
бы быть ис поль зо ва ны для ак ти ва ции эк с пор та
трип то фа на, ин те рес но упо мя нуть плас тид ный ка -
ти он ный тран с пор тер ами но кис лот PhpCAT из
рас те ния Petunia hybrida. Бу ду чи эк с прес си ро ван -
ным в клет ках E. coli, он, судя по ре зуль та там опы -
та с ме чен ны ми 14C-фенилаланином, 14C-ти ро зи -
ном и 14C-триптофаном, эк с пор ти ру ет из кле ток
все три аро ма ти чес кие ами но кис ло ты [158].

ПОДАВЛЕНИЕ НАКОПЛЕНИЯ 
ПОБОЧНЫХ ПРОДУКТОВ

В ра бо те по соз да нию вы со коп ро дук тив ных 
штам мов - п ро ду цен тов не об хо ди мо ог ра ни чить об -
ра зо ва ние по боч ных ве ществ, час то умень ша ю -
щих син тез це ле во го про дук та, ус лож ня ю щих про -
цесс его вы де ле ния и даль ней шей очис т ки, к тому
же от в ле ка ю щих по ток уг ле ро да на об ра зо ва ние
не нуж ных для прак ти ки со е ди не ний, не ко то рые
из ко то рых при на коп ле нии мо гут ин ги би ро вать
рост кле ток. 

Как уже от ме ча лось, об ра зу ю щий ся в ши ки -
мат ном пути хо риз мат рас хо ду ет ся на би о син тез
всех аро ма ти чес ких ами но кис лот. По э то му для ус -
т ра не ния от то ка хо риз ма та на об ра зо ва ние фе ни -
ла ла ни на и ти ро зи на при соз да нии про ду цен та
трип то фа на инак ти ви ро ва ли гены pheA и tyrA [43,
46, 146].

Серь ез ной проб ле мой при про мыш лен ном
куль ти ви ро ва нии штам мов E. coli, в том чис ле про -
ду цен тов трип то фа на, яв ля ет ся об ра зо ва ние ими
на сре дах с глю ко зой зна чи тель но го ко ли чес т ва
аце та та, ко то рый сни жа ет кон вер сию мо но са ха ри -
да в це ле вой про дукт и уг не та ет рост кле ток [159]. 
Аце тат, как и дру гие сла бые ор га ни чес кие кис ло -
ты, в про то ни ро ван ной фор ме лег ко про ни ка ет че -
рез ци топ лаз ма ти чес кую мем б ра ну клет ки. Там
про ис хо дит его дис со ци а ция на CH3COO— и H+,
ве ду щая к сни же нию внут рик ле точ но го pH [160]
и по дав ле нию ме та бо лиз ма из - за дес та би ли за ции
чув с т ви тель ных бел ков (см. ниже). Это по дав ле -
ние свя за но так же с тем, что про ис хо дит за ме ще -
ние глу та ма та и дру гих фи зи о ло ги чес ки ак тив ных 
ани о нов клет ки на ани он аце та та [161].

Вы де ле ние клет ка ми аце та та, в ко то рый мо -
жет прев ра щать ся до 15% глю ко зы, свя зы ва ют с
пот реб нос тя ми в ре ге не ра ции NAD+, ко то рый рас -
хо ду ет ся в про цес се гли ко ли за и в ре цик ли за ции
ко эн зи ма А (CoASH), не об хо ди мо го для прев ра ще -
ния Pyr в Ac CoA. Пос коль ку окис ле ние Ac CoA до
CO2 и выс во бож де ние CoASH осу щес т в ля ет ся в
ЦТК, об ра зо ва ние аце та та про ис хо дит в слу ча ях,
ког да по ток уг ле ро да че рез гли ко лиз пре вос хо дит
воз мож ность его ути ли за ции в ЦТК [162]. Пос лед -
нее об с то я тель с т во соз да ет в клет ках сос то я ние
так на зы ва е мо го из бы точ но го ме та бо лиз ма (over -
flow metabolism).

В опы тах, где ис поль зо вал ся хе мос тат с ре -
гу ли ру е мой ско рос тью про то ка (за да ю ще го ско -
рость рос та кле ток) и при ме ня лись под хо ды сис -
тем ной би о ло гии, было об на ру же но, что на коп ле -
ние аце та та яв ля ет ся ре зуль та том ка та бо лит ной
реп рес сии аце тил - Co А- син те та зы (Acs), ко то рая
про ис хо дит в ус ло ви ях быс т ро го рос та и, со от вет с -
т вен но, быс т ро го пот реб ле ния глю ко зы [163]. Как 
по ла га ют ав то ры ра бо ты, в клет ках E. coli пос то ян -
но фун к ци о ни ру ет цикл об ра зо ва ния и прев ра ще -
ния аце та та (PTA -ACS). В этом цик ле Ac CoA, про -
дукт прев ра ще ния пи ру ва та, ка та ли зи ру е мо го пи -
ру ват - де гид ро ге наз ным ком п лек сом (ко ди ру ют
гены ace EF, lpd), под воз дей с т ви ем фос фот ран са -
це ти ла зы (ко ди ру ет ген pta) прев ра ща ет ся в аце -
тил фос фат, из ко то ро го при пос ред с т ве аце тат ки -
на зы (ко ди ру ет ген ackA) и об ра зу ет ся аце тат, ко то -
рый, в свою оче редь, мо жет сно ва прев ра щать ся в
Ac CoA в ре ак ци ях, ка та ли зи ру е мых аце тил- Co A-
 син те та зой (ген acs):

ace EF,lpd                pta                             ackA 
Pyr    Ac CoA  аце тил фос фат  
ackA            acs                              acs
 аце тат   аце тил -AMP Ac CoA. (2)

Цикл PTA -ACS обес пе чи ва ет клет ки аце тил -
фос фа том, ко то рый не об хо дим для осу щес т в ле -
ния це ло го ряда важ ных фи зи о ло ги чес ких про цес -
сов — фун к ци о ни ро ва ния ша пе ро нов, про те о ли -
за, хе мо так си са и др. [162], а так же пос т т ран с ля ци -
он но го аце ти ли ро ва ния раз лич ных бел ков [164].
Аце тат же на кап ли ва ет ся в сре де тог да, ког да его
об рат ное прев ра ще нии в Ac CoA по дав ле но.

Ус та нов ле но, что уг не те ние рос та, выз ван -
ное аце та том, сни ма ет ся при до бав ле нии в сре ду
ме ти о ни на. Это свя за но с тем, что сла бые ор га ни -
чес кие кис ло ты по дав ля ют ак тив ность фер мен -
тов, обес пе чи ва ю щих прев ра ще ние го мо цис те и -
на в ме ти о нин [165]. Даль ней шие ис с ле до ва ния
по ка за ли, что аце тат сни жа ет ак тив ность ко ба ла -
мин - не за ви си мой го мо цис те ин т ран с ме ти ла зы
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(ме ти о нин син та зы) MetE [166], а так же пер во го
фер мен та пути би о син те за ме ти о ни на — го мо се -
рин т ран с сук ци ни ла зы (MetA) [167]. Оба эти фер -
мен та об на ру жи ва ют осо бую чув с т ви тель ность к
ряду стрес со ров и вы пол ня ют роль «ме та бо ли чес -
ко го пре дох ра ни те ля», бло ки ру ю ще го син тез бел -
ка в ус ло ви ях, ве ду щих к его дес та би ли за ции и об -
ра зо ва нию ток сич ных для клет ки бел ко вых аг ре га -
тов [167].

Что бы пре дот в ра тить об ра зо ва ние аце та та
при куль ти ви ро ва нии про ду цен тов трип то фа на,
уда ля ли ген pta [154, 168], ген ackA или ген tdcD
(ко ди ру ет про пи о нат -а це тат ки на зу), а так же оба
гена ackA и tdcD [169]. Инак ти ва ция од нов ре мен -
но двух этих ге нов была бо лее эф фек тив ной, чем
де ле ции от дель но каж до го из них. Этот эф фект 
пред с тав ля ет ся не о быч ным, пос коль ку эк с прес -
сия tdcD, вхо дя ще го в tdc-оперон дег ра да ции тре о -
ни на, осу щес т в ля ет ся толь ко в ана э роб ных ус ло -
ви ях и под вер же на ка та бо лит ной реп рес сии [170]. 
Ана лиз ме та бо ли чес ких по то ков по ка зал, что у
двой но го му тан та по ток уг ле ро да че рез путь ЭМП 
на 8,37% ниже, а че рез ПФП — на 57% выше, чем
у ис ход но го штам ма. В ито ге по срав не нию с ис -
ход ным штам мом у про ду цен та с де ле ци я ми ге -
нов ackA и tdcD на 22% умень ши лось на коп ле ние
аце та та, а про дук ция трип то фа на и кон вер сия глю -
ко зы в це ле вой про дукт воз рос ли на 10,9% (до
47,9 г/л) и 8,16% (до 21,2%), со от вет с т вен но. Сле -
ду ет от ме тить, что все штам мы, му тан т ные по ге -
нам pta, ackA и tdcD, в на чаль ной фазе куль ти ви ро -
ва ния рос ли мед лен нее, чем ис ход ный штамм,
хотя в даль ней шем их рост пре вос хо дил рост пос -
лед не го, пос коль ку они на кап ли ва ли мень ше аце -
та та. В про цес се куль ти ви ро ва ния эти штам мы вы -
де ля ли в сре ду пи ру ват и лак тат, ко то рые к кон цу
фер мен та ции прак ти чес ки пол нос тью ус ва и ва -
лись [154, 169]. 

Дру гой под ход, ко то рый при ме нял ся при
кон с т ру и ро ва нии про ду цен та тре о ни на — это воз -
в рат аце та та в сос тав Ac CoA пу тем по вы ше ния
уров ня Acs за счет эк с прес сии гена acs с кон с ти ту -
тив но го про мо то ра [171].

Уро вень син те за аце та та мо жет быть сни жен
пу тем умень ше ния ско рос ти пос туп ле ния глю ко -
зы в клет ки за счет му та ции в гене ptsG [172]. Уве -
ли че ние ак тив нос ти ЦТК, либо гли ок си лат но го
шун та так же умень ша ет про дук цию аце та та [173].

На ко нец, с на коп ле ни ем аце та та мож но бо -
роть ся тех но ло ги чес ки ми при е ма ми. Так, под дер -
жа ние в про цес се куль ти ви ро ва ния кон цен т ра ции
глю ко зы и кис ло ро да ниже по ро га воз ник но ве ния
сос то я ния «из бы точ но го ме та бо лиз ма» поз во ли -
ло умень шить об ра зо ва ние аце та та, уве ли чить

кон цен т ра цию кле ток и на коп ле ние трип то фа на
ре ком би нан т ным про ду цен том E. coli [159].

МИНОРНЫЕ ТОКСИЧНЫЕ ПРИМЕСИ 
В ПРЕПАРАТАХ ТРИПТОФАНА

Про из вод с т во трип то фа на иног да соп ро вож -
да лось об ра зо ва ни ем не боль шо го ко ли чес т ва ядо -
ви тых со е ди не ний, ко то рые мог ли по пасть в ко -
неч ный про дукт. В США в пе ри од с 1980 г. трип то -
фан ши ро ко при ме нял ся на се ле ни ем в ка чес т ве ле -
кар с т вен но го пре па ра та при деп рес сии, а так же
как ус по ка и ва ю щее и снот вор ное сред с т во. Но в
1989 г. япон с кая хи ми чес кая ком па ния Showa
Denko вы пус ти ла пре па рат трип то фа на, со дер жав -
ший смер тель но опас ные при ме си. Его при ме не -
ние вы зы ва ло син д ром эози но фи ли и- ми ал гии
(Eosinophilia-Myalgia Syndrome, или EMS) с ле -
таль ным ис хо дом для не ко то рых па ци ен тов [66].
По яв ле ние ток сич ных при ме сей, как по ка за ло рас -
с ле до ва ние, было свя за но с осу щес т в лен ны ми в
про из вод с т ве дву мя из ме не ни я ми: ис поль зо ва ни -
ем но во го бо лее про дук тив но го штам ма (B. amy -
loliquefaciens strain V) и умень ше ни ем ко ли чес т ва
ак ти ви ро ван но го угля на по ло ви ну по срав не нию
со стан дар т ной схе мой очис т ки ко неч но го про дук -
та [174]. Ток сич ность трип то фа на свя за ли с при -
сут с т ви ем в нем та ких со е ди не ний, как ди мер
трип то фа на 1,1-э ти ли ден - бис[L-триптофан] (EBT)
и 3-(фе на ла ми но)-L-аланин (PAA) [66]. При чи ны
по яв ле ния этих при ме сей ос та ют ся не по нят ны -
ми. Сле ду ет от ме тить, что опас ный пре па рат со -
дер жал 99,65% трип то фа на при до пус ти мой чис -
то те 98,5%. В свя зи с воз ник шей вспыш кой EMS
— все го за бо ле ло 1511 че ло век, из ко то рых 37
умер ли — Уп рав ле ние по са ни тар но му над зо ру за
ка чес т вом пи ще вых про дук тов и ме ди ка мен тов
США (Food and Drug Administration) зап ре ти ло ис -
поль зо вать трип то фан, по лу ча е мый мик ро би о ло -
ги чес ким син те зом, в пи ще вых до бав ках для че ло -
ве ка. Этот зап рет про су щес т во вал 10 лет и был от -
ме нен с ого вор кой в 2001 г. [175]. Ин ци дент пос лу -
жил для кон ку рен тов по во дом к дис к ре ди та ции че -
рез СМИ ге не ти чес кой ин же не рии и про дук тов,
по лу ча е мых с ее при ме не ни ем.

Дру гой ге те ро цик ли чес кий амин, 5-ами но-
 6-гидрокси-8H-бензо[6,7]азе пи но[5,4,3-де]хино лин-
 7-он (ABAQ), об ра зу ет ся в ре зуль та те ре ак ции
Мэй лар да при фи зи о ло ги чес ких тем пе ра ту рах и
pH из трип то фа на и D-глюкозы [176]. ABAQ яв ля -
ет ся силь ным му та ге ном для штам мов Salmonella
и об ла да ет ге но ток сич ным дей с т ви ем [176].

Та ким об ра зом, при про из вод с т ве трип то фа -
на лю бое су щес т вен ное из ме не ние в тех но ло гии
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дол ж но соп ро вож дать ся но вым ис с ле до ва ни ем бе -
зо пас нос ти про дук та, при чем не об хо ди мов про ве -
рять не толь ко сте пень его чис то ты, но и на ли чие
в нем EBT, PAA и ABAQ,  ис поль зуя адек ват ные
ме то ды оп ре де ле ния ток сич нос ти и му та ген нос ти.

Сле ду ет иметь в виду, что раз лич ные вред -
ные про из вод ные мо гут по яв лять ся в ор га низ ме
при из бы точ ном пот реб ле нии трип то фа на [177].
Кро ме того, они мо гут на кап ли вать ся в пи ще вых
про дук тах при ис поль зо ва нии оп ре де лен ных тех -
но ло гий их из го тов ле ния, в час т нос ти, при до бав -
ле нии нит ри тов [178].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОМПЬТЕРНЫХ МЕТОДОВ
ПЛАНИРОВАНИЯ МОДИФИКАЦИЙ ГЕНОМА 
ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ПРОДУЦЕНТА ТРИПТОФАНА

С раз ви ти ем под хо дов ме та бо ли чес кой ин -
же не рии ста ли дос туп ны ми и про дол жа ют раз ви -
вать ся вы чис ли тель ные ме то ды пла ни ро ва ния мо -
ди фи ка ций ге но ма.

К нас то я ще му вре ме ни для оцен ки ме та бо -
ли чес ко го по тен ци а ла клет ки раз ра бо тан ме тод
мо де ли ро ва ния и ана ли за ме та бо ли чес ких по то -
ков (Flux Balance Analysis, FBA), име ю щий ряд ал -
го рит мов, поз во ля ю щих те о ре ти чес ки оце ни вать
по тен ци аль ные ме та бо ли чес кие по то ки как в ис -
ход ных штам мах (ди ко го типа), так и во вновь по -
лу чен ных ге не ти чес ки мо ди фи ци ро ван ных штам -
мах - п ро ду цен тах [179, 180].

Соз да ны ком пь ю тер ные прог рам мы, с по -
мощью ко то рых мож но об на ру жить в том чис ле и
нет ри ви аль ные ре ше ния для оп ти ми за ции по то -
ков к це ле во му про дук ту. На и боль шее рас п рос т ра -
не ние по лу чи ли ра бо ты на ос но ве дву ху ров не вой
сис те мы пла ни ро ва ния де ле ций OptKnock [181].
Поз д нее она была рас ши ре на до OptReg [182] с
воз мож нос тью оп ти ми за ции эк с прес сии ге нов.
Сис те ма OptStrain [183] поз во ля ла ис поль зо вать
ис кус с т вен ные пути для осу щес т в ле ния син те за
це ле во го про дук та. В даль ней шем эта прог рам ма
была усо вер шен с т во ва на до OptForce [184] и да -
лее до K-OptForce [185]. Ал го ритм сис тем но го мо -
де ли ро ва ния (ensemble modeling) ме та бо ли чес ких 
се тей опи ра ет ся на на бор мо де лей, учи ты ва ю щих
фе но тип, фор ми ру ю щий ся пос ле пе ре нап рав ле -
ния ме та бо ли чес ких по то ков, нап ри мер в ре зуль та -
те из ме не ния уров ня эк с прес сии фер мен тов. По э -
то му этот ал го ритм не нуж да ет ся в де таль ных ки -
не ти чес ких ха рак те рис ти ках [186]. Ал го ритм
GDLS (Genetic Design through Local Search), поз во -
ля ю щий осу щес т в лять ло каль ный по иск мно жес т -
ва пу тей, был ис поль зо ван для ди зай на про ду цен -
тов аце та та и сук ци на та на ос но ве E. coli [187]. На -

ко нец, прог рам ма RobOKoD (Robust, Overex pres -
sion, Knockout and Dampening) поз во ля ет при соз -
да нии про ду цен тов иден ти фи ци ро вать ре ак ции,
ко то рые надо ус т ра нить, уси лить или ос ла бить
при ме ни тель но к кон к рет ным ус ло ви ям и штам -
му [188].

Сис те му OptKnock ис поль зо ва ли для мо де -
ли ро ва ния про ду цен та хо риз ма та как пред шес т -
вен ни ка аро ма ти чес ких ами но кис лот [189, 190].
Прог рам ма иден ти фи ци ро ва ла шесть де ле ций,
не об хо ди мых для пе ре нап рав ле ния по то ка уг ле -
ро да к хо риз ма ту. Ре ак ции, ка та ли зи ру е мые тран с -
аль до ла зой B (ген talB) и PEP - кар бок си ла зой (ген
ppc), учас т ву ю щие в рас хо до ва нии E4P и PEP, со -
от вет с т вен но, были выб ра ны прог рам мой Opt -
Knock в ка чес т ве ми ше ней для ус т ра не ния. Инак -
ти ва ция гена ppc яв ля ет ся из вес т ным при е мом
уве ли че ния пула PEP [111]. Од на ко в том, что ка -
са ет ся talB, ре ше ние ка жет ся не о быч ным, пос -
коль ку опи са ны под хо ды, ко то рые, нап ро тив, уве -
ли чи ва ют эк с прес сию это го гена с целью по вы -
ше ния син те за E4P и уси ле ния по то ка че рез об -
щий аро ма ти чес кий путь [126, 127, 191]. Дру гой
ин те рес ной мо ди фи ка ци ей ге но ма, об на ру жен но -
го с по мощью Opt Knock, яв ля ет ся де ле ция гена
pgl, ко ди ру ю ще го 6-фосфоглюконолактоназу. По 
мне нию ав то ров, эта му та ция об ла да ет вмес те с
де ле ци ей гена talB си нер ги чес ким дей с т ви ем
при нап рав ле нии по то ка на об ра зо ва ние E4P
[189, 190]. В этой стра те гии по ток че рез ок си да -
тив ную ветвь ПФП пол нос тью бло ки ро ван. Дру -
гие три де ле ции — гена пи ру ва ток си да зы (pox),
гена пи ру ват де гид ро ге на зы (lpdA) и гена пи ру ват -
 фор мат ли а зы (pfl) были на це ле ны на сох ра не ние
пула Pyr. Од на ко уси ле ние эк с прес сии гена фос фо -
е нол пи ру ват син та зы (pps), вов ле чен но го в обес пе -
че ние ре ак ции об ра зо ва ния PEP из Pyr, ко то рое яв -
ля ет ся тра ди ци он ной стра те ги ей уве ли че ния пула 
PEP, дан ной си си те мой не опи са но из - за ог ра ни че -
ний ал го рит ма OptKnock, вы чис ля ю ще го толь ко
де ле ции. По этой же при чи не инак ти ва ция
PTS-системы, пот реб ля ю щей око ло 50% все го
PEP [106], ко то рую це ле со об раз но осу щес т в лять
толь ко с од нов ре мен ной ак ти ва ци ей PEP - не за ви -
си мо го тран с пор та глю ко зы в со че та нии с уве ли -
чен ной эк с прес си ей Glk (см. выше), так же не ука -
за на в ряду ре ко мен до ван ных стра те гий.

Та ким об ра зом, нес мот ря на име ю щи е ся ог -
ра ни че ния, соз да ва е мые и со вер шен с т ву е мые би о -
ин фор ма ци он ные вы чис ли тель ные ал го рит мы и
прог рам мы оп ти ми за ции пу тей би о син те за мо гут
быть су щес т вен ным под с порь ем при ме та бо ли -
чес кой ин же не рии про ду цен тов аро ма ти чес ких со -
е ди не ний и, в час т нос ти, трип то фа на.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ПОВЫШЕНИЯ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ ПРОДУЦЕНТОВ 
ТРИПТОФАНА ЗА СЧЕТ УЛУЧШЕНИЯ 
ИХ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК

Хотя про мыш лен ную фер мен та цию стре -
мят ся осу щес т в лять в оп ти маль ных для рос та бак -
те рий ус ло ви ях, само по себе вы ра щи ва ние их в
фер мен те ре не из беж но свя за но с дей с т ви ем не га -
тив ных фак то ров. Это вы со кая кон цен т ра ция суб с -
т ра та и про дук та, а так же по боч ных про дук тов, в
том чис ле, аце та та (см. выше), вы со кое со дер жа -
ние рас т во рен ных час тиц (ос мо ляр ность), по вы -
шен ная тем пе ра ту ра, об ра зо ва ние ак тив ных форм 
кис ло ро да (АФК), осо бен но при до пол ни тель ном
вне се нии кис ло ро да в про цес се аэра ции, а так же
гра ди ент гид рос та ти чес ко го дав ле ния вдоль оси
фер мен те ра, соз да ю щий пос то ян ные ко ле ба ния в
кон цен т ра ции кис ло ро да. Все эти фак то ры вы зы -
ва ют стрес сы, ко то рые от в ле ка ют кле точ ные ре -
сур сы на адап та цию, сни жа ют ско рость син те за
це ле во го про дук та и ко неч ный его вы ход. Та ким
об ра зом, улуч ше ние тех но ло ги чес ких ха рак те рис -
тик про ду цен тов — это, глав ным об ра зом, вне се -
ние ге не ти чес ких мо ди фи ка ций, ко то рые пре дуп -
реж да ют стрес сы или при да ют штам мам «ус той -
чи вость к стрес сам» [31].

По вы ше ние устой чи во сти штам мов 
к вы со кой осмо ляр но сти и кис лот но сти 
сре ды

Вы со кая ос мо ляр ность сре ды, обус лов лен -
ная вы со кой кон цен т ра ци ей мо ле кул и ионов рас т -
во рен ных в ней ве ществ, сни жа ет про дук тив -
ность и мо жет при во дить к ги бе ли кле ток. Бак те -
рии спо соб ны адап ти ро вать ся к это му стрес со во -
му фак то ру бла го да ря тран с пор ту в клет ки или
син те зу так на зы ва е мых ос мо ли тов — ор га ни чес -
ких со е ди не ний, урав но ве ши ва ю щих ос мо ти чес -
кое дав ле ние, при сут с т вие ко то рых в клет ке сов -
мес ти мо с нор маль ным фун к ци о ни ро ва ни ем бел -
ков, нук ле и но вых кис лот и мем б ран. Та ки ми ве -
щес т ва ми яв ля ют ся тре га ло за, гли цин бе та ин, про -
лин, эк то ин и др. [192, 193]. Ука зан ные со е ди не ни -
я -ос моп ро тек то ры обыч но дей с т ву ют и как «хи ми -
чес кие  ша пе ро ны»; они (час то сов мес т но с мо ле -
ку ляр ны ми ша пе ро на ми) спо соб с т ву ют пра виль -
но му фол дин гу бел ков и пре пят с т ву ют их раз вер -
ты ва нию и аг ре га ции при воз дей с т вии дес та би ли -
зи ру ю щих фак то ров [194, 195].

Один из пу тей по вы ше ния ус той чи вос ти
про ду цен тов к ос мо ти чес ко му стрес су — это уве -
ли че ние син те за соб с т вен ных ос моп ро тек то ров.

Так, ус той чи вые к 3,4-дегидро-DL-пролину му тан -
ты про ду цен та ино зи на, спо соб ные к свер х син те -
зу про ли на, про ду ци ро ва ли боль ше ино зи на, чем
ис ход ные штам мы [196]. Оче вид но, это свя за но с
их боль шей ре зис тен т нос тью к вы со кой ос мо ляр -
нос ти фер мен та ци он ной сре ды. Воз мож но так же,
что воз ни ка ю щий при этом из бы ток в клет ках про -
ли на, ко то рый мо жет за тем окис лять ся до глу та ма -
та, обус лов ли ва ет по вы ше ние их ус той чи вос ти и
к окис ли тель но му стрес су (см. ниже). Это яв ле -
ние мо жет объ яс нять ся тем, что при ка та бо лиз ме
про ли на ак ти ви ру ет ся ка та ла за- пе рок си да за I, ко -
то рая прев ра ща ет пе ре кись во до ро да в воду и кис -
ло род [197].

По вы шен ная ус той чи вость к вы со кой ос мо -
ляр нос ти  наб лю да лась и у штам ма E. coli, про ду -
ци ру ю ще го боль ше тре га ло зы за счет вве де ния в
ге ном до пол ни тель ной ко пии ге нов otsBA, кон т ро -
ли ру ю щих би о син тез это го ди са ха ри да [198]. С
той же целью мож но вво дить в ге ном E. coli чу же -
род ные гены, обес пе чи ва ю щие син тез та ких ос -
моп ро тек то ров, как гли цин бе та ин [199], эк то ин
[200, 201], по ли бе та гид рок си бу ти рат (PHB) [202]
и др. PHB — это за пас ное со е ди не ние, ко то рое об -
ра зу ет ся в клет ках ряда бак те рий в ус ло ви ях из -
быт ка ис точ ни ка уг ле ро да и ка та бо ли зи ру ет ся в
ус ло ви ях го ло да ния. Эк с прес сия у E. coli ге нов,
кон т ро ли ру ю щих син тез это го со е ди не ния, по вы -
ша ет ус той чи вость бак те рий к ряду стрес со ров, в
том чис ле, к вы со кой ос мо ляр нос ти, т.е. PHB ве -
дет себя как ос мо лит [202]. Би о син тез PHB в клет -
ках про ду цен та трип то фа на уве ли чи ва ет на коп ле -
ние этой ами но кис ло ты [203].

Для умень ше ния до пол ни тель ной наг руз ки
на кле точ ный ме та бо лизм как соб с т вен ные, так и
чу же род ные гены, кон т ро ли ру ю щие син тез ос мо -
ли тов, це ле со об раз но эк с прес си ро вать под кон т ро -
лем про мо то ров, ин ду ци ру е мых стрес со ра ми. Од на -
ко даже та кая эк с прес сия не ус т ра ня ет пол нос тью
рас хо до ва ние ре сур сов клет ки на адап та цию к не -
б ла гоп ри ят но му воз дей с т вию. По э то му пред с тав -
ля ют ин те рес под хо ды, свя зан ные с инак ти ва ци ей 
ге нов, поз во ля ю щие в не ко то рых слу ча ях из бе -
гать этих зат рат. Нап ри мер, были по лу че ны му тан -
ты штам мов E. coli W и E. coli B, ко то рые при ин -
сер ции в хро мо со му тран с по зо на Tn5 или де ле -
ции оп ре де лен ных ге нов при об ре та ли спо соб -
ность к эф фек тив но му рос ту в при сут с т вии не га -
тив ных фак то ров, воз ни ка ю щих в про цес се про -
мыш лен ной фер мен та ции: вы со кой ос мо ляр нос -
ти (0,4—0,6 M NaCl), сни же нии рН сре ды (до 5,5), 
до бав ле нии в сре ду аце та та Na (15 г/л), а так же
при ком би на ции этих фак то ров (pH 5,5 + 0,4 M
NaCl; 5 г/л аце та та Na + 0,4 M NaCl) . Сре ди про -

30 Биотехнология, 2016, № 2

 ПА НИЧ КИН и др.



чих у этих ва ри ан тов иден ти фи ци ро ва ны сле ду ю -
щие му та ции: proV, ко то рая зат ра ги ва ет ген, ко -
ди ру ю щий ком по нент сис те мы тран с пор та про ли -
на и гли цин бе та и на; ackA, ко то рая, как уже упо -
ми на лось, ко ди ру ет аце тат ки на зу; yobF, ygaH и 
yciW, ко ди ру ю щие бел ки с не из вес т ной фун к ци -
ей. Ин те рес но, что зна чи тель ная часть иден ти фи -
ци ро ван ных му та ций зат ра ги ва ет ре гу ля тор ные
гены или гены, так или ина че учас т ву ю щие в пе ре -
да че ре гу ля тор ных сиг на лов: nagC, evgA, evgS,
rcsB, typA, и ptsP. Та ким об ра зом, инак ти ва ция не -
ко то рых ре гу ля тор ных ге нов мо жет явить ся пер с -
пек тив ным под хо дом к при да нию штам мам по вы -
шен ной ус той чи вос ти к стрес со рам. Воз мож но,
что про ис хо дя щее при этом из ме не ние тран с к рип -
то ма и про те о ма клет ки не столь дра ма тич ны, как
при са мом стрес се [156]. Сле ду ет от ме тить, что
ком би на ции не ко то рых из упо мя ну тых выше му та -
ций да ва ли си нер ги чес кий эф фект: нап ри мер,
evgA + yobF::kan обес пе чи ва ли бо лее вы со кий
уро вень ус той чи вос ти к pH 5,5 + 0,4 M NaCl, чем
каж дая му та ция в от дель нос ти [31].

Пре ду преж де ние окис ли те ль но го стрес са

Как из вес т но, окис ли тель ный стресс — это
сос то я ние клет ки, при ко то ром на ру ша ет ся ба -
ланс меж ду об ра зо ва ни ем АФК и ее ан ти ок си дан т -
ной сис те мой, фун к ци о ни ру ю щей на ба заль ном
уров не. К АФК от но сят ся об ра зу ю щи е ся в клет -
ках в ре зуль та те ды ха тель ной ак тив нос ти и аэроб -
но го ме та бо лиз ма су пе рок си ды и пе ре ки си, ко то рые 
мо гут пов реж дать бел ки, ДНК и ли пи ды кле точ -
ных мем б ран, по дав ляя ме та бо лизм и рост бак те -
рий [204]. Пре дуп реж дать окис ли тель ный стресс
у про ду цен тов трип то фа на осо бен но це ле со об раз -
но, пос коль ку к фер мен там, в пер вую оче редь под -
вер жен ным инак ти ва ции су пе рок си да ми, от но сит -
ся тран с ке то ла за [205], ко то рая обес пе чи ва ет об ра -
зо ва ние од но го из пред шес т вен ни ков аро ма ти чес -
ких ами но кис лот — E4P (см. выше) [152].

При окис ли тель ном стрес се ак ти ви ру ют ся
гло баль ные ре гу ля то ры — OxyR, SoxRS, а так же 
RpoS [206]. OxyR и SoxR, бу ду чи окис лен ны ми
под воз дей с т ви ем со от вет с т вен но пе ре ки си во до -
ро да и су пе рок сид ных ра ди ка лов, пре тер пе ва ют
кон фор ма ци он ную мо ди фи ка цию и из ме ня ют эк с -
прес сию мно жес т ва ге нов сво их ре гу ло нов. При
этом OxyR реп рес си ру ет 10 ге нов и ак ти ви ру ет эк -
с прес сию 28 ге нов. Сре ди пос лед них — гены, про -
дук ты ко то рых обес пе чи ва ют за щи ту клет ки от
ток сич но го дей с т вия пе ре ки си во до ро да, ато мар -
но го кис ло ро да, не ко то рых дру гих вред ных фак то -

ров, и гены, ис п рав ля ю щие выз ван ные ими пов -
реж де ния. При ме ром мо гут слу жить ген katG,  ко -
ди ру ю щий ка та ла зу- пе рок си да зу I, ген gorA —
глу та ти он - ре дук та зу, ген grxA — глю та ре док син,
ген ahpCF — алкилпе роксид- NADPH-оксидо- ре -
дуктазу, ген fur — ре гу ля тор вклю че ния же ле за в
клет ки. 

SoxRS фор ми ру ют двух с ту пен ча тую сис те -
му кон т ро ля эк с прес сии бо лее 100 ге нов, не ко то -
рые из ко то рых не пос ред с т вен но обес пе чи ва ют за -
щи ту от пов реж да ю ще го дей с т вия су пе рок си дов.
Преж де все го, это ген sodA, ко ди ру ю щий мар га -
нец - со дер жа щую  су пе рок сид дис му та зу, ка та ли зи -
ру ю щую рас пад су пе рок си да на кис ло род и пе ре -
кись во до ро да, ко то рая за тем раз ла га ет ся ка та ла -
зой - пе рок си да зой I [206].

У E. coli име ет ся еще один ген, sodB, ко ди ру ю -
щий же ле зо- со дер жа щую су пе рок сид дис му та зу, в 
ре гу ля ции эк с прес сии ко то ро го учас т ву ет бе лок,
ко ди ру е мый ге ном fur [207].

Для при да ния штам мам - п ро ду цен там ус той -
чи вос ти к окис ли тель но му стрес су, ко то рый осо -
бен но ве ро я тен при аэра ции, обо га щен ной кис ло -
ро дом, мож но вво дить му та ции в OxyR и SoxR,
обес пе чи ва ю щие кон с ти ту тив ную эк с прес сию со -
от вет с т ву ю щих ре гу ло нов [206]. Од на ко воз мож -
но, что для это го дос та точ но по вы сить уро вень эк -
с прес сии от дель ных ге нов, про дук ты ко то рых
обес пе чи ва ют за щи ту от пе ре ки си и су пе рок си -
дов, нап ри мер katG и sodA, или sodB.

Еще один под ход, обес пе чи ва ю щий по вы -
ше ние ус той чи вос ти к окис ли тель но му стрес су,
— это свер хэк с п рес сия ге нов, ко ди ру ю щих ша пе -
ро ны или ша пе ро но по доб ные бел ки, ко то рые за -
щи ща ют чув с т ви тель ные фер мен ты от пов реж да -
ю ще го дей с т вия су пе рок си дов и/или вос с та нав ли -
ва ют их ак тив ность. Нап ри мер, свер хэк с п рес сия
гена yajL, про дукт ко то ро го за щи ща ет клет ки от
ин ду ци ру е мой окис ли тель ным стрес сом аг ре га -
ции бел ков [208], по вы ша ет про дук цию ряда ами -
но кис лот, в том чис ле фе ни ла ла ни на и трип то фа -
на [209]. Сле ду ет от ме тить, что свер хэк с п рес сия
ге нов, ко ди ру ю щих ша пе ро ны, мо жет быть по лез -
ной и при воз дей с т вии дру гих стрес со ров, дес та -
би ли зи ру ю щих нор маль ную струк ту ру бел ков.

Обес пе че ние ста би ль ной про дук ции 
в усло ви ях не од но род но сти кон цен т ра ций
рас тво рен но го кис ло ро да и уг ле кис ло го газа
в био ре ак то ре

В про мыш лен ных ус ло ви ях куль ти ви ро ва -
ния кле ток рас т во ри мость кис ло ро да и уг ле кис ло -
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го газа из ме ня ет ся из - за гра ди ен та гид рос та ти чес -
ко го дав ле ния вдоль оси фер мен те ра. Нап ри мер, в
фер мен те ре с вы со той жид кос ти 10 м рас т во ри -
мость газа (O2 или CO2) на дне ап па ра та на 70%
выше, чем в вер х ней час ти [210]. Это при во дит к
воз ник но ве нию флук ту и ру ю ще го ло каль но го де -
фи ци та рас т во рен но го кис ло ро да [211]. При этом
ре гу ля тор ные ме ха низ мы каж дый раз ак ти ви ру ют 
или реп рес си ру ют клю че вые фер мен ты, под го тав -
ли вая клет ки к аэроб ным или ана э роб ным ус ло ви -
ям [212], что соп ро вож да ет ся уси ле ни ем син те за
по боч ных про дук тов (аце та та, пи ру ва та, лак та та и 
др.), за мед ле ни ем рос та и сни же ни ем про дук тив -
нос ти кле ток. Кро ме того, уве ли че ние кон цен т ра -
ции рас т во рен но го кис ло ро да, пусть даже тран зи -
тор ное, мо жет ин ду ци ро вать окис ли тель ный
стресс [213].

Од ним из под хо дов, поз во ля ю щих улуч -
шить си ту а цию, мо жет быть вве де ние в клет ки
штам ма- п ро ду цен та гена vhb, ко ди ру ю ще го бак те -
ри аль ный ге мог ло бин из Vitreoscilla (VHb). Этот
ген, эк с прес си ру е мый в клет ках E. coli с соб с т вен -
но го про мо то ра, ин ду ци ру ет ся в ус ло ви ях ги пок -
сии, и со дер жа ние VHb при этом уве ли чи ва ет ся в
50 раз [214]. Как и дру гие ге мог ло би ны VHb мо -
жет свя зы вать и выс во бож дать кис ло род в за ви си -
мос ти от его концентрации в ок ру жа ю щей сре де.
При этом он мо жет не пос ред с т вен но вза и мо дей с т -
во вать с тер ми наль ны ми ок си да за ми [215]. В ус ло -
ви ях флук ту а ции со дер жа ния О2 это обес пе чи ва ет 
бу фер ный эф фект, умень ша ет от ри ца тель ные пос -
лед с т вия ги пок сии на син тез бел ка, рост и об ра зо -
ва ние по боч ных со е ди не ний и уве ли чи ва ет про -
дук тив ность [216, 217]. Эк с прес сия vhb пред с тав -
ля ет ся це ле со об раз ной при кон с т ру и ро ва нии про -
ду цен тов трип то фа на и дру гих аро ма ти чес ких со е -
ди не ний, пос коль ку спо соб с т ву ет пе ре рас п ре де ле -
нию по то ка уг ле ро да в ПФП, ко то рый обес пе чи ва -
ет син тез их об ще го пред шес т вен ни ка — E4P
[218].

Еще один важ ный эф фект, соп ро вож да ю -
щий эк с прес сию vhb в клет ках E. coli, — это по вы -
ше ние их ус той чи вос ти к окис ли тель но му стрес -
су [214]. Дан ное яв ле ние свя за но с тем, что в ус ло -
ви ях стрес са VHb вза и мо дей с т ву ет с OxyR и пе ре -
во дит его в окис лен ную фор му, ак ти ви ру ю щую
тран с к рип цию OxyR-регулона. При этом окис лен -
ный OxyR дей с т ву ет как не га тив ный ре гу ля тор
тран с к рип ции гена vhb. Он свя зы ва ет ся с его ре гу -
ля тор ной об лас тью, пе рек ры вая сай ты при со е ди -
не ния гло баль ных ре гу ля то ров Fnr и Crp, о ко то -
рых из вес т но, что они ак ти ви ру ют тран с к рип цию
vhb при ги пок сии [214], и ог ра ни чи ва ет даль ней -
ший син тез VHb в ус ло ви ях об ра зо ва ния АФК.

Эк с прес сия гена vhb с оп ти ми зи ро ван ны ми
для E. coli ко до на ми в клет ках про ду цен та трип то -
фа на под кон т ро лем соб с т вен но го про мо то ра улуч -
ши ла рост куль ту ры при по ни жен ной аэра ции на
16%. На коп ле ние ами но кис ло ты в этих ус ло ви ях
вы рос ло по срав не нию с кон т роль ным штам мом
на 21% [219].

Та ким об ра зом, в нас то я щее вре мя име ет ся
боль шой объ ем дан ных о ре ак ции кле ток E. coli — 
про ду цен тов трип то фа на на воз дей с т вие раз лич -
ных стрес со ров, с ко то ры ми они встре ча ют ся в
про цес се про мыш лен ного куль ти ви ро ва ния, а так -
же о воз мож ных под хо дах, поз во ля ю щих по вы -
сить ус той чи вость бак те рий к этим воз дей с т ви ям.

Итак, не за ме ни мая ами но кис ло та трип то -
фан вы пол ня ет в ор га низ ме че ло ве ка и жи вот ных
мно жес т во важ ных фун к ций, а по то му пред с тав ля -
ет пос то ян но рас ту щий ин те рес для ме ди ци ны и
сель с ко го хо зяй с т ва. Ос нов ные эта пы кон с т ру и ро -
ва ния штам мов - п ро ду цен тов трип то фа на на ос но -
ве E. coli в нас то я щее вре мя вклю ча ют вы бор
и/или соз да ние оп ти маль но го ис ход но го штам ма,
бло ки ро ва ние ка та бо лиз ма трип то фа на и пос ле до -
ва тель ное вне се ние в ге ном мо ди фи ка ций, ус т ра -
ня ю щих уз кие мес та в ши ки мат ном и трип то фа но -
вом пу тях би о син те за. Тре бу ют ся так же мо ди фи -
ка ции, обес пе чи ва ю щие эти пути не об хо ди мы ми
пред шес т вен ни ка ми: PEP и E4P, се ри ном, глу та -
ми ном и PRPP. Це ле со об раз но бло ки ро ва ние сис -
те мы тран с пор та трип то фа на в клет ки и уси ле ние
эк с прес сии ге нов, обес пе чи ва ю щих его ак тив ное
вы ве де ние из кле ток, что сни жа ет внут рик ле точ -
ную кон цен т ра цию ами но кис ло ты. По лез но так -
же ог ра ни че ние об ра зо ва ния по боч ных про дук тов 
— дру гих аро ма ти чес ких ами но кис лот и аце та та.

Пер с пек ти вы даль ней ше го со вер шен с т во ва -
ния про ду цен тов трип то фа на для по вы ше ния их
про дук тив нос ти и улуч ше ния тех но ло ги чес ких
свойств свя за ны с при ме не ни ем все го ар се на ла
под хо дов сис тем ной ме та бо ли чес кой ин же не рии.
Это и ис поль зо ва ние ге нов из рас те ний, у ко то рых 
до 30% фик си ру е мо го уг ле ро да нап рав ля ет ся на
син тез аро ма ти чес ких со е ди не ний, и вклю че ние
аль тер на тив ных пу тей об ра зо ва ния пред шес т вен -
ни ков. Для оп ти ми за ции тех но ло ги чес ких ха рак -
те рис тик про ду цен тов це ле со об раз но осу щес т в ле -
ние ге не ти чес ких мо ди фи ка ций, ко то рые пре дуп -
реж да ют ре ак ции кле ток на воз ни ка ю щие в про -
цес се фер мен та ции стрес со ры (вы со кая ос мо ляр -
ность, из ме не ния pH, ко ле ба ния кон цен т ра ции
рас т во рен но го кис ло ро да и по яв ле ние ак тив ных
форм кис ло ро да) или при да ют ус той чи вость к
ним. При этом сле ду ет ог ра ни чить ре ак ции, свя -
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зан ные с от в ле че ни ем ре сур сов клет ки на ре а ли за -
цию гло баль ных пре об ра зо ва ний тран с к рип то ма
и про те о ма клет ки в от вет на стрес сы, и тем са -
мым умень шить не га тив ное вли я ние стрес с - фак -
то ров на про дук цию трип то фа на. 

Даль ней шее со вер шен с т во ва ние штам мов -
 п ро ду цен тов поз во лит сни зить се бес то и мость про -
из во ди мо го трип то фа на и сде ла ет его бо лее дос -
туп ным для пот ре би те лей, что рас ши рит сфе ру
его при ме не ния. 

По лу че но 17.03.16
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The re vi ew sum ma ri zes the ma in ap pro ac hes that were
used for de sig ning of L-tryp top han pro du cer stra ins on the ba sis
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im p ro ve ment of ef fi ca cy and tec h ni cal cha rac te ris tics of the stra -
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