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Для продуцента ногаламіцину штаму S. nogalater IMET43360 опра-
цьовано умови отримання та регенерації протопластів. Показано, що най-
вища частота отримання і регенерації протопластів цього штаму спостері-
гається при культивуванні культури протягом 72 год у середовищі YEME з 
1% гліцину. Досліджено, що зростання часу інкубації міцелію до 60 хв у 
буфері для лізису, що містить лізоцим у кінцевій концентрації 2 мг/мл, є 
найефективнішими умовами для отримання протопластів S. nogalater 
IMET43360. Проведено ПЕГ-залежну трансформацію отриманих у роботі 
протопластів та досліджено частоту отримання трансформантів. 
Ключові слова: Streptomyces nogalater, ногаламіцин, трансформація, реге-

нерація протопластів. 

Штам S. nogalater IMET43360 є продуцентом промислового протипухлинного 
антибіотика ногаламіцину (рис. 1). Ногаламіцин – антрацикліновий антибіотик, актив-
ний щодо багатьох грам-позитивних бактерій, а також деяких видів пухлин [10]. Завдя-
ки високій активності щодо низки пухлинних ліній, а також низькій токсичності, його 
похідні знайшли застосування у хіміотерапії раку [10, 13, 14]. 

Для успішного використання сучасних методів генетичної інженерії у вивченні 
генетичного контролю біосинтезу антибіотиків, у тому числі і ногаламіцину, необхідно 
володіти ефективними методиками введення рекомбінантних молекул ДНК у клітини 
цих штамів. На сьогоднішній день для багатьох штамів такі методики не є достатньо 
успішними, що створює серйозні перешкоди як для вивчення генетичного контролю 
біосинтезу антибіотиків, так і для їхнього генно-інженерного застосування [2, 4, 11]. 
Розробка ефективних методів введення екзогенних молекул ДНК дала б змогу подолати 
ці проблеми, а також повною мірою використати сучасні генетичні підходи з метою 
конструювання штамів актиноміцетів, зокрема і штаму S. nogalater. 

Трансформація протопластів є найпоширенішою процедурою введення рекомбі-
нантних молекул ДНК у клітини бактерій роду Streptomyces [3, 5, 6, 8]. Методики отри-
мання і трансформації протопластів розроблені для таких модельних штамів актиномі-
цетів, як S. сoelicolor та S. lividans. Проте для більшості інших штамів вони потребують 
значних модифікацій.  

Метою цієї роботи є підбір оптимальних умов для отримання протопластів шта-
му S. nogalater IMET43360, а також генетична трансформація цих протопластів вектора-
ми, що є поширеними у генній інженерії актиноміцетів.  

У роботі використовували штам дикого типу S. nogalater IMET43360 (продуцент 
ногаламіцину), а також E. coli DH5α F-80d (lacZM15)recA1endA1gyrA96thi1(lacZYA-
argF)u169). Штами S. nogalater IMET43360 та E. coli DH5α зберігаються в колекції ку-
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льтур мікроорганізмів – продуцентів 
антибіотиків Львівського національно-
го університету імені Івана Франка. 
Штами актиноміцетів вирощували на 
вівсяному середовищі [5] при 
температурі 28°С, а E. сoli – на LA та 
LB при температурі 37°С [5].  
        Міцелій для отримання протоплас-
тів вирощували в рідких середовищах 
YEME, TSB, SG, SGGP, SGYEME [5, 
9]. Регенерацію протопластів проводи-
ли на середовищі R2YE [9]. 
        Для трансформації протопластів 
S. nogalater використано вектори 

pKC1218E [9], pSET152 [2, 9], pVWB [2], pSOK101 [7], pKC1139 [9]. 
Отримання і трансформацію протопластів проводили за методиками [5, 9], 

модифікованими нами в ході роботи. Утворення протопластів спостерігали під елек-
тронним мікроскопом при збільшенні 5500–6000.  

Виділення препаратів сумарної та плазмідної ДНК, обробку ДНК ендонуклеаза-
ми рестрикції, електрофоретичний аналіз ДНК, проводили за [5, 9]. Трансформацію 
E. coli проводили згідно зі стандартною “кальцієвою” методикою [5]. 

Існує багато факторів, які мають важливе значення для отримання та регенерації 
протопластів, а також їхньої трансформації [3, 5, 6, 9, 12]. До них належать: стадія росту 
культури, що використовується для протопластування, температура, при якій інкубують 
міцелій і протопласти, склад регенераційного середовища тощо.  

З метою підбору оптимального середовища для культивування міцелію S. nogalater 
IMET43360 нами було використано такі рідкі поживні середовища: YEME, TSB, SG, SGGP, 
SGYEME. У середовищах SG, SGGP і TSB культура росла недостатньо однорідно, що 
ускладнювало подальші маніпуляції з біомасою, а в середовищі SGYEME ріст культури був 
майже відсутній. Отже, в нашій роботі ми використали середовище YEME, культура в яко-
му характеризувалася оптимальним ростом для подальшого отримання протопластів. 

Одним із чинників, що може суттєво впливати на частоту отримання протопластів, 
а також частоту їхньої трансформації, може бути вік і фізіологічний стан міцелію. Так, 
найвищою є частота трансформації та трансдукції протопластів S. lividans, отриманих із 
міцелію, що перебуває у пізній експоненціальній фазі росту культури (36–40 год) [9].  

Оскільки час культивування культури та умови лізису є ключовими процесами у 
процедурі отримання протопластів, і саме від цих етапів залежить частота утворення 
протопластів, нами були підібрані концентрація лізоциму у буфері для лізису та час 
вирощування культури. 

З метою визначення оптимального часу вирощування культури ми інкубували 
міцелій 48 та 72 год при температурі 30ºС. Лізоцим використовували у концентрації 
2 мг/мл, лізис проводили протягом 20–60 хв. Зростання часу інкубації міцелію до 72 год 
у буфері для лізису, що містить лізоцим у кінцевій концентрації 2 мг/мл, приводить до 
зростання частоти отримання протопластів. З табл. 1 видно, що внаслідок підвищення 
концентрації гліцину в середовищі YEME від 0,1 до 1% зростає титр регенерованих 
протопластів і ефективність регенерації.  

Рис. 1. Структурна формула ногаламіцину. 
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Отже, для отримання протопластів культуру S. nogalater IMET43360 ми вирощу-
вали протягом 72 год з 1% гліцину у середовищі YEME. Титр регенерованих протоплас-
тів у цих умовах становив 0,2–0,5x106, а ефективність регенерації – 0,6%, що є достат-
нім для подальших маніпуляцій із використанням протопластів і не суперечить літера-
турним даним із розробки методик отримання та регенерації протопластів модельних 
штамів S. coelicolor A3(2) і S. lividans 66 [9, 12]. Відомо, що високий титр протопластів, 
здатних до регенерації, є важливою умовою успішного введення рекомбінантних плаз-
мід у ці штами шляхом їхньої трансформації [7–9]. 

Існує декілька методів перенесення рекомбінантних молекул ДНК у клітини стрепто-
міцетів: ПЕГ – залежна трансформація протопластів плазмідами, космідами та хромосом-
ною ДНК, кон’югаційне перенесення плазмід із E. coli, фагова трансдукція [5, 9]. Останній 
метод не знайшов широкого застосування у генетиці актиноміцетів, що пов’язане з малою 
кількістю фагів, здатних інфікувати широке коло господарів [9]. На сьогоднішній день мето-
дика перенесення екзогенних молекул ДНК шляхом кон’югації з E. coli у клітини різних 
штамів стрептоміцетів є оптимізованою для цілої низки штамів [2, 11]. Найбільш розповсю-
дженим шляхом перенесення ДНК у клітини стрептоміцетів залишається ПЕГ-залежна тра-
нсформація протопластів [8, 9]. Висока частота отримання рекомбінантних штамів із вико-
ристанням цієї методики залежить від багатьох факторів: температури та часу інкубування 
міцелію, складу середовищ для вирощування міцелію та регенерації протопластів [5, 9]. 

У нашій роботі з метою трансформації протопластів S. nogalater було використа-
но вектори, що здатні до автономної реплікації в клітинах актиноміцетів, а також векто-
ри, яким властива сайт-специфічна інтеграція в хромосому досліджуваних штамів. Ви-
користання широкого кола реплікативних плазмід пояснюється тим, що дані плазміди 
містять різні реплікони та мають різну копійність у клітинах [2]. Такі особливості авто-
номних плазмід можна успішно використовувати у різних цілях: для введення додатко-
вих копій генів, спрямованої інактивації генів тощо. Вибір інтегративних векторів по-
в’язаний з тим, що плазміди, створені на основі реплікативних автономних векторів, 
нестабільно успадковуються за відсутності селективного тиску [2, 7]. Крім цього, вико-
ристання плазмід, здатних до автономної реплікації, ускладнюється структурними пере-
будовами векторів у реципієнтних клітинах, тоді як для більшості плазмід, яким власти-
ва сайт-специфічна інтеграція, вектори можуть стабільно підтримуватися навіть за 
відсутності селективного тиску. Широке коло актиноміцетних штамів, у хромосомах 
яких відбувається сайт-специфічна інтеграція, відкриває перспективи для використання 
інтегративних плазмідних векторів у генно-інженерних маніпуляціях з метою конст-
руювання штамів продуцентів нових антибіотиків.  

Час інкубування 
культури, год 

Концентрація 
гліцину, % 

Титр регенерованих  
протопластів 

Ефективність  
регенерації, % 

48 
0,1 0,3×104 – 0,2×105 0,005 
0,5 0,1×105 0,005 
1,0 0,1×106 0,006 

72 
0,1 0,6×104–0,2×105 0,004 
0,5 0,1×104–0,2×106 0,01 
1,0 0,5×106 0,6 

Таблиця 1 
Умови регенерації протопластів S. nogalater IMET43360 
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Трансформацію протопластів S. nogalater проводили за описаною методикою [5, 
9]. Протопласти трансформували одразу ж після їхнього отримання. До суспензії 
протопластів спочатку додавали 1 мкг ДНК, а потім ПЕГ1000, розчинений у P-буфері. 
У процедурі трансформації протопластів S. nogalater нами було використано ПЕГ1000 у 
концентрації 25%. Для штамів S. lividans та S. coelicolor показано, що за таких умов 
злиття протопластів відбувається рідко [5, 9]. Це свідчить про те, що воно не є переду-
мовою поглинання протопластами екзогенної ДНК.  

Суміш трансформованих протопластів висівали на регенераційне середовище. На 
це ж середовище висівали нетрансформовані протопласти для визначення загального 
титру протопластів і нелізованих клітин у суспензії. Селекцію плазмід здійснювали за 
стійкістю до апраміцину.  

Частота утворення трансформантів у розрахунку на 1 мкг ДНК автономних реп-
лікативних плазмід становила: 2,0×10-7 для pSOK101, 2,4×10-7 для pKC1139 та 3,1×10-7 
для pKC1218E (табл. 2). У декількох незалежних експериментах нам не вдалося отрима-
ти трансформантів, що містять плазміди pSET152 та pVWB.  

Для підтвердження факту присутності плазмід, здатних до автономної реплікації, 
у клітинах реципієнтного штаму S. nogalater, було здійснено трансформацію клітин 
E. coli DH5α сумарною ДНК із клітин отриманих трансформантів з їхнім подальшим 
картуванням за допомогою рестриктаз. Результати рестрикційного аналізу підтвердили 
наявність цих плазмід у клітинах трансформантів. 

Така низька частота трансформації протопластів S. nogalater є недостатньою для 
повноцінного вивчення цього штаму. Для порівняння частота отримання трансформан-
тів модельного штаму S.lividans TK64 становить близько 105 трансформантів на 1 мкг 
ДНК плазміди pIJ702.  Подібні проблеми з використанням трансформації протопластів 
описані для багатьох штамів актиноміцетів [8, 9]. 

Одержані дані вказують на те, що процедура перенесення екзогенних молекул 
ДНК у клітини S. nogalater шляхом трансформації протопластів є малоефективною для 
генно-інженерного вивчення генетичного контролю біосинтезу ногаламіцину. Можна 
припустити, що низька частота утворення трансформантів пов’язана із потужними сис-
темами рестрикції, що характерні для багатьох штамів стрептоміцетів. Необхідно зазна-
чити, що крім низької ефективності трансформації протопластів багатьох штамів 
актиноміцетів, сам процес протопластування може виступати фактором, який 
спричиняє нестабільність геному актиноміцетів, що позначається на результатах 
досліджень. Такі ускладнення можна подолати, використовуючи альтернативні методи-
ки введення екзогенних молекул ДНК у клітини S. nogalater. Нами раніше показано [1], 
що методика кон’югаційного перенесення в системі E. сoli – Streptomyces є ефективною 

Назва штаму Антибіотик, який 
продукує штам 

Частота утворення трансформантів/мкг ДНК 

    pKC1139 pSOK101 pKC1218E pVWB, 
pSET152 

S. nogalater IMET 
43360 Ногаламіцин 2,4×10-7 2,0×10-7 3,1×10-7 Не отримано 

Таблиця 2 
Частота отримання трансформантів S. nogalater IMET 43360 
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для введення широкого спектру реплікативних та інтегративних плазмід у клітини 
S. nogalater. У наших дослідженнях частота отримання екскон’югантів коливалась у 
межах від (5,4±0,3)×10-5 до (3,2±0,4)×10-6. Таким чином, порівняно з кон’югацією з 
E. сoli, ПЕГ-залежна трансформація протопластів S. nogalater відбувається зі значно 
нижчою частотою, що не дає змоги у повному обсязі застосовувати цей метод для 
генноінженерного конструювання продуцента ногаламіцину. 
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OBTAINING AND TRANSFORMATION OF STREPTOMYCES  
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For the nogalamycin producer strain, S. nogalater IMET43360, the con-
ditions of obtaining and regenerationing of protoplasts were alaborated. Indi-
cated that the highest frequency of obtaining and regenerationing of protoplasts 
are observed during the cultivating for 72 hours in YEME media containing 1% 
of glycine. The most effective conditions for protoplasts obtaining is the in-
creasing of incubation time till 60 minutes with 2mg/ml lysozyme. PEG-
depended protoplasts transformation has been done and frequency of obtaining 
transformants is determined.  
Key words: Streptomyces nogalater, nogalamycin, transformation, protoplasts' 

regeneration. 
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