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Внеклеточная металлопротеиназа B. pumilus 3-19, обнаруженная учеными Казанского
федерального университета, представляет собой первый бактериальный фермент-гомолог
эукариотических металлопротеиназ семейства астацинов и адамализинов среди внеклеточ-
ных протеиназ бацилл, не имеющий гомологов среди других протеолитических фермен-
тов прокариот [1,2]. Для изучения роли металлопротеиназы B. pumilus в бактериальной
клетке необходимо исследовать, как инактивация её гена скажется на физиологических
характеристиках штамма. Анализ полученных данных в сравнении с нативным штаммом
с активным геном металлопротеиназы позволит установить функции фермента в клетках
бацилл.

Целью данного исследования явилось создание плазмидного вектора для целевой инак-
тивации гена металлопротеиназы B. pumilus 3-19 (mprBp) с помощью технологии CRISPR/Cas9.

В работе был использован вектор pJOE9282.1, содержащий систему CRISPR/Cas9 [3].
Для вставки последовательности направляющей последовательности (sgRNA), направля-
ющей эднонуклеазу cas9 к гену-мишени, вектор pJOE9282.1 предварительно расщепляли
по сайту рестрикции BsaI. Последовательность sgRNA получили путем отжига двух прай-
меров и затем лигировали с рестрицированным вектором. Фланкирующие последователь-
ности гена mprBp были получены с геномной ДНК B. pumilus 3-19 методом ПЦР, после
чего встроены по сайту SfiI в вектор pJOE9282.1. Наличие вставок sgRNA и фланкиру-
ющих последовательностей гена-мишени подтверждали методом ПЦР-анализа и секвени-
рованием.

В результате проделанной работы был получен вектор pKDm06.23, который в даль-
нейшем будет трансформирован в клетки B. pumilus 3-19 для получения делеционного
мутанта с инактивированным геном внеклеточной металлопротеиназы.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ и Кабинета Министров Респуб-
лики Татарстан в рамках научного проекта № 23-24-10059.
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