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ВЛИЯНИЕ ДЕЛЕЦИИ В НЕКАТАЛИТИЧЕСКОМ ДОМЕНЕ GdpP 
НА ФЕНОТИП Staphylococcus aureus ПОСРЕДСТВОМ

НАПРАВЛЕННОГО ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ 
С ПОМОЩЬЮ СИСТЕМЫ CRISPR/Cas9
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Высокие внутриклеточные концентрации молекул циклического ди-аденозинмонофосфата (c-di-
AMP) влияют на формирование устойчивости к антибиотикам, действующих на клеточную стенку
у Staphylococcus aureus. Накопление молекул c-di-AMP происходит вследствие мутаций в домене
DHH/DHHA1 белка GdpP. Роль мутаций в других доменах GdpP до конца не изучена. В этой связи
целью настоящей работы стало получение направленной делеции в геноме без сдвига рамки считы-
вания в линкерном участке между доменами GGDEF и DHH/DHHA1 белка GdpP. Для редактиро-
вания генома использовали штамм S. aureus RN4220 с отсутствующей системой рестрикции-моди-
фикации. Использовали двух векторную систему с термочувствительными ориджинами реплика-
ции, плазмиды: pCN-EF2132tet с геном рекомбиназы EF2132 Enterococcus faecalis и pCAS9counter с
геном РНК-направляемой нуклеазы Cas9 Streptococcus pyogenes. Штамм S. aureus RN4220 трансфор-
мировали вектором pCN-EF2132tet для получения рекомбинирующих компетентных клеток, а затем
вводили донорный олигонуклеотид одновременно с вектором контрселекции. После двух трансформа-
ций был получен штамм с целевой делецией (90 пн), которая соответствовала 308–337 аминокислотно-
му участку в белке GdpP. У мутантного штамма не было выявлено фенотипических изменений: ЛАГ-фа-
за роста, общая скорость роста, время деления клеток, морфология колоний не отличались от исходного
штамма. Также сохранялась чувствительность к антибиотикам, действующим на клеточную стенку. Та-
ким образом, мутации в GdpP в линкерном участке между GGDEF и DHH/DHHA1 не влияют на чув-
ствительность к антибиотикам у S. aureus.
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Золотистый стафилококк (Staphylococcus
aureus) является важнейшим условно-патоген-
ным микроорганизмом, вызывающим различные
инфекции у человека и животных, часто проявля-
ет множественную устойчивость к антибиотикам,
и опосредует высокую летальность [1]. Для изуче-
ния механизмов вирулентности и устойчивости к
антибиотикам широко используются методы на-

правленного мутагенеза. У S. aureus обнаружива-
ется нескольких систем рестрикции-модифика-
ции, которые эффективно защищают геном от
внешнего привнесения генетической информа-
ции [2]. Это обусловливает сложность геномного
редактирования на модели S. aureus. В этой связи
для проведения генетических исследований часто
используется модельный штамм S. aureus RN4220
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c отсутствующей системой рестрикции-модифи-
кации [3]. Штамм S. aureus RN4220 может высту-
пать как генетический реципиент или как проме-
жуточный хозяина для специфического метили-
рования мобильных генетических элементов в
ходе генно-инженерных манипуляций. Суще-
ствуют несколько подходов геномного редакти-
рования S. aureus, в частности, внесение мутаций
с помощью транспозонов или с помощью фаго-
вой трансдукции [2]. Однако эти методы доста-
точно сложно воспроизводимы и не всегда эффек-
тивны. Недавно стал доступен новый подход – это
редактирование с помощью системы CRISPR/Cas9
[4–6].

В последнее десятилетие у S. aureus интенсив-
но изучается влияние метаболизма вторичного
сигнального мессенджера циклического ди-аде-
нозинмонофосфата (c-di-AMP) на формирование
устойчивости к антибиотикам [7]. Количество
c-di-AMP регулируется в основном балансом
между активностью c-di-AMP-синтетазы (DacA),
которая синтезирует c-di-AMP и фосфодиэстера-
зы GdpP, гидролизующей c-di-AMP. Установлено,
что мутации в белке GdpP у S. aureus приводят к по-
вышению внутриклеточных концентраций c-di-
AMP, что в свою очередь, влияет на формирова-
ние устойчивости и толерантности к действию

бета-лактамных антибиотиков. В структуре GdpP
выделяют несколько доменов (рис. 1,а): два
трансмембранных (TM1, TM2) и три внутрикле-
точных: PAS-домен, являющийся сенсором сиг-
налов, GGDEF-домен, участвующий в передаче
сигнала, и DHH/DHHA1, катализирующий гид-
ролиз c-di-AMP до фосфаденилил-аденозина
(pApA). Различные мутации, приводящие к устой-
чивости к антибиотикам, в основном локализованы
в DHH/DHHA1-домене (337–645 а.к.) [8].

Ранее в ходе экспериментов по селекции
устойчивости S. aureus разных генетических ли-
ний к бета-лактамам нами было показано, что му-
тации, расположенные в линкерном участке меж-
ду доменами GGDEF и DHH/DHHA1 в белке
GdpP, могут вносить свой вклад в формирование
устойчивости [9, 10]. В этой связи целью настоя-
щей работы стало использование системы
CRISPR/Cas9 для целенаправленного внесения
делеции, без сдвига рамки считывания, в участок
гена gdpP, кодирующий этот линкерный участок,
на модельном штамме S. aureus RN4220.

Для направленного редактирования генома
штамма S. aureus RN4220 нами была использова-
на система, включающая два вектора с термочув-
ствительными ориджинами репликации. Первый
вектор pCN-EF2132tet содержал ген рекомбиназы

Рис. 1. Схема получения делеции. а – схема доменной структуры GdpP, треугольником отмечена область делеции;
ЦПМ – цитоплазматическая мембрана. б – схема внесения делеции; ножницами отмечено место разреза нуклеазой
Cas9; светлым серым цветом отмечена делеция; пунктирными линиями отмечны области идентичных последователь-
ностей донорного олигонуклеотида. в – нуклеотидная последовательность гена gdpP с 870–1065 пн участка между ко-
дируемыми доменами GGDEF и DHH/DHHA1. В рамках отмечена последовательность донорного праймера (90 пн);
* звездочкой отмечено место разреза нуклеазой Cas9; овалом отмечена область PAM (последовательность CCT); жир-
ным шрифтом выделена последовательность (20 пн) направляющей РНК (sgRNA). Делетированная консенсусная по-
следовательность gdpP представлена фрагментом 870–975 пн. Cерым цветом отмечена область делеции нуклеотидной
(90 пн) и аминокислотной последовательности (30 аминокислот).
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EF2132 Enterococcus faecalis. Второй вектор –
pCAS9counter – нес ген РНК-направляемой нук-
леазы Cas9 Streptococcus pyogenes, вносящей двуни-
тевые разрывы в целевую ДНК, вместе с последова-
тельностью направляющей РНК. Направленность
Cas9 на интересующий локус достигается путем
клонирования олигонуклеотида длиной 20 пн в
основную цепь одногидовой РНК (sgRNA), кото-
рый соответствует указанному локусу и находит-
ся непосредственно перед сайтом распознавания
Cas9. Изначально был выбран участок, содержа-
щий последовательность PAM (protospacer adja-
cent motif, мотив последовательности: NGG), не-
обходимый для связывания sgRNA с целевой мат-

рицей. После участка PAM 20 нуклеотидов были
использованы для таргетирования sgRNA. Общая
схема получения делеции представлена на рис. 1,б.

На первом этапе мы трансформировали
штамм S. aureus RN4220 вектором pCN-EF2132tet
для получения рекомбинирующих компетентных
клеток, а затем вводили донорный олигонуклеотид
(90 пн) одновременно с вектором контрселекции.
Последовательность донорного олигонуклеотида,
используемого для геномного редактирования (че-
тыре нуклеотида с 5J-конца модифицированы фос-
фотиоатом), представлена ниже.

5'-СAAGTTGCAATTAAAAGTATTAATGGTAATGTGCGTTTCTATGGC 
GTCATTATCATGGGACATAAACGTCCTGACTTAGATGCAATTGGTGC-3'

Только клетки, подвергающиеся успешной ре-
комбинации, обладают иммунитетом к леталь-
ным двухцепочечным разрывам ДНК, индуциро-
ванным контрселективной плазмидой. Темпера-
тура роста клеток может быть впоследствии
повышена, что приводит к потере векторной си-
стемы [5].

Мы проанализировали нуклеотидную после-
довательность гена gdpP S. aureus и выбрали по-
следовательность направляющей РНК и участка
PAM так, чтобы двунитевой разрыв находился в
пределах участка, кодирующего 308–337 амино-
кислоты (рис. 1,в). Выбранную последователь-
ность длиной 20 пн мы встроили в плазмиду
pCAS9counter таким образом, чтобы она экспрес-
сировалась в составе направляющей РНК. Для
этого использовали частично комплементарные
фосфорилированные олигонуклеотиды, которые
образовывали дуплекс с выступающими однони-
тевыми концами, необходимыми для встраива-
ния в вектор pCAS9counter по сайту рестрикции
рестриктазы BsaI. Последовательности прайме-
ров приведены ниже:
5'P-AGCTCTGACTTTGTCACCCTCTGCAG-3'OH
HO3'-GACTGAAACAGTGGGAGACGTCAAAA-P5'.
Олигонуклеотидный дуплекс встраивали в вектор
pCAS9counter по сайту рестрикции BsaI. Наличие
вставки спейсера подтверждали с помощью се-
квенирования с использованием праймера:

5'-CGGTGCCACTTTTTCAAGTT-3'.
Плазмида со вставкой спейсера, обозначенная
как pCAS9counter-gdpP, была взята для дальней-
ших экспериментов.

Были получены электрокомпетентные клет-
ки S. aureus штамма RN4220, которые были на

первом этапе трансформированы плазмидой
pCN-EF2132tet, после чего были получены элек-
трокомпетентные клетки S. aureus, несущие дан-
ную плазмиду. Они были трансформированы
плазмидой pCAS9counter, несущей спейсер. Для
инициации рекомбинации и получения делеции
участка, кодирующего 308–337 аминокислоты,
был использован донорный олигонуклеотид, по-
следовательность которого была приведена ра-
нее. После двух последовательных трансформа-
ций плазмидами pCN-EF2132tet и pCAS9counter-
gdpP было отобрано 12 трансформантов. Клетки
трансформантов пассировали при 42°С в течение
18 ч для элиминации плазмид pCN-EF2132tet и
pCAS9counter-gdpP. Потерю плазмид оценивали
по отсутствию роста на селективных средах с ан-
тибиотиками эритромицином и хлорамфенико-
лом. Для подтверждения наличия целевой деле-
ции было проведено секвенирование по Сэнгеру
с праймерами, фланкирующими область деле-
ции. Один из 12 клонов содержал целевую деле-
цию в гене gdpP.

Проверка мутантного фенотипа включала следу-
ющие фенотипические характеристики: культу-
рально-морфологические параметры, определение
чувствительности к антибиотикам и оценка скоро-
сти роста. Определение чувствительности к анти-
биотикам проводили методом серийных разведений
в бульоне Мюллера–Хинтон с определением мини-
мальной подавляющей концентрации (МПК).
Оценку скорости роста осуществляли при измере-
нии оптической плотности (при длине волны
600 нм) с интервалом 10 мин в сердечно-мозго-
вом бульоне при культивировании в течение 15 ч
в планшетном шейкер-инкубаторе. Оценку ре-
зультатов кривых роста проводили в программе R
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c помощью пакета Growthcurver [11]. Мутантный
штамм не отличался по культуральным, морфо-
логическим характеристикам при оценке роста на
кровяном агаре. Через 24 ч он давал характерные
беловато-серые колонии диаметром 3–5 мм (при
культивировании боле 48 ч, колонии приобрета-
ли умеренно желтоватый цвет). Скорость роста не
изменялась, так время удвоения клеток составля-
ло 28.2 ± 3 мин, по сравнению с контрольным
штаммом без делеции в gdpP – 27.8 ± 2 мин (p =
= 0.123). ЛАГ-фаза роста также не изменялась и
была одинаковой как для контрольного штамма,
так и мутантного (160.5 ± 3 мин). Общая скорость
роста (r) составляла 0.03 мин–1 для обоих штам-
мов. Не было выявлено изменений в чувствитель-
ности к разным антибиотикам. Так, уровень
МПК к бета-лактамным антибиотикам: пеницил-
лину, цефокситину, оксациллину, амоксициллину,
меропенему, не превышал 0.25–1 мкг/мл для обоих
штаммов. МПК гликопептидных и липоглико-
пептидных антибиотиков также не изменялась.
Эти данные свидетельствуют о том, что привне-
сенная делеция в gdpP не влияет на чувствитель-
ность к антибиотикам, действующим на клеточ-
ную стенку. Также не было обнаружено измене-
ния чувствительности к антибиотикам других
групп: макролидам, линкозамидам, аминоглико-
зидам, оксазолидинонам и даптомицину.

Таким образом, использование системы
CRISPR/Cas9 для геномного редактирования
S. aureus является высокоэффективным методом
и может быть использовано в генно-инженерных
задачах для грамположительных бактерий. Деле-
ция в линкерном участке между доменами
GGDEF и DHH/DHHA1 белка GdpP не влияет
на фенотип и чувствительность к антибиотикам у
S. aureus.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского научного фонда 18-75-10114-П.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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The high cellular level of cyclic di-adenosine monophosphate (c-di-AMP), which in turn results in resistance
to cell-wall targeted antibiotics in Staphylococcus aureus. An increase in intracellular molecules of c-di-AMP
is due to mutations in the DHH/DHHA1 domain of the GdpP protein. The influence of mutations in the
other domains of GdpP has not been fully studied. The aim of this study was to obtain a targeted non-frame-
shifting deletion in the GdpP protein’s linker region between the GGDEF and DHH/DHHA1 domains. Re-
striction-modification deficient strain S. aureus RN4220 was used for genome editing. Two vectors with ther-
mosensitive origins of replication were used. The first pCN-EF2132tet vector contained the Enterococcus fae-
calis EF2132 recombinase gene; the second pCAS9counter vector contained the Streptococcus pyogenes RNA-
directed Cas9 nuclease gene. The S. aureus RN4220 strain was transformed with the pCN-EF2132tet vector
to obtain recombining competent cells, and then a donor oligonucleotide was introduced simultaneously with
the counterselection vector. A recombinant strain with a target deletion (90 bp) in GdpP (amino acids 308–
337) was obtained after two sequential transformations. The mutant strain showed no changes in the pheno-
type: lag phase, growth rate, doubling time, and colony morphology did not differ from the progenitor strain.
Susceptibility to cell-wall targeted antibiotics was the same as in the progenitor strain. Thus, mutations in the
linker region between the GGDEF and DHH/DHHA1 domains of the GdpP do not affect susceptibility to
antibiotics in S. aureus.

Keywords: GdpP, Staphylococcus aureus, CRISPR/Cas9, genome editing.


