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Проблема экспрессии генов, кодирующих токсичные белки в бактериальных системах, давно 
волнует научное сообщество – даже минимальная базальная экспрессия таких генов может 
приводить к ингибированию роста клеток или их гибели. Традиционные подходы, включающие 
использование усиленных промоторов, дополнительных репрессорных систем или плазмид 
с регулируемой копийностью, не обеспечивают необходимого уровня репрессии базальной 
транскрипции. В рамках данного проекта была разработана альтернативная стратегия, основанная 
на регуляции длины транскрипта. В 5’-нетранслируемую область целевого гена встроены 
терминаторы транскрипции, приводящие к преждевременной терминации и образованию 
нефункциональных РНК. Ключевой особенностью метода является использование CRISPR-
Cas9 для точного вырезания терминаторной последовательности, что позволяет восстановить 
экспрессию целевого гена. Наиболее эффективным оказалось применение двойного 
терминатора, сочетающего элементы терминатора гена rrnB E. coli и модифицированного 
терминатора T7. В ходе многоэтапного экспериментального исследования система была сначала 
апробирована на модели eGFP. Мы показали отсутствие накопления флуоресцентного белка 
при наличии в среде индуктора экспрессии. Были оптимизированы параметры редактирования 
плазмид, и в заключение успешно протестирована на четырех различных антимикробных 
пептидах с выраженной бактерицидной активностью. Разработанная платформа открывает 
новые возможности для контролируемой экспрессии высокотоксичных белков в бактериальных 
системах с потенциальным применением в биотехнологии и фармацевтике.
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