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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СИЛы ВЗАИМОДЕЙСтВИЯ ПРОМОтОРА  
С РНК-ПОЛИМЕРАЗОЙ PSEuDOMONAS AERuGINOSA  

НА СтАДИИ ИНИЦИАЦИИ тРАНСКРИПЦИИ

Одной из важнейших проблем современности является широкое распро-
странение антибиотикоустойчивости у наиболее распространенных патогенн-
ных бактерий человека. В частности, одним из таких патогенов является грам-
отрицательная бактерия Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, синегнойная 
палочка), вызывающая широкий спектр нозокомиальных инфекций. Поиск 
новых эффективных способов борьбы с данным патогеном требует  тщатель-
ного изучения жизнедеятельности этого организма. Особый интерес как мише-
ни для воздействия представляют из себя ключевые ферменты клетки, одним 
из которых является Днк-зависимая Рнк-полимераза, отвечающая за первую 
стадию экспрессии генов – транскрипцию.

Применив метод оптической ловушки для изучения инициации транс-
крипции Рнк-полимеразы модельного патогенного организма P. Aeruginosa, 
мы впервые измерили силу взаимодействия Рнк-полимеразы этой бактерии с 
промоторным участком Днк в ходе образования промоторного комплекса; она 
составила 13,1 ± 2,8 пн. Полученные данные можно использовать для поиска 
новых ингибиторов Рнк-полимеразы P. aeruginosa.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA, ТРанскРиПция, Рнк-ПОлимеРаЗа, ОПТическая 
лОВуШка.

Введение

Грамотрицательная бактерия Pseudomo-
nas aeruginosa (P. aeruginosa, синегнойная 
палочка) является распространенным воз-
будителем различных инфекций у человека. 
Данная бактерия может вызывать инфек-
ции дыхательной системы, мочеиспуска-
тельного тракта, мягких тканей, а также 
желудочно-кишечные инфекции, дермати-
ты и различные систематические инфекции 
у пациентов с ослабленным иммунитетом. 
на сегодняшний день патогенные штаммы 
P. aeruginosa все чаще оказываются устойчи-
выми ко многим антибиотикам. изучение 
жизнедеятельности указанной бактерии как 
модельного патогена представляет большой 
интерес с точки зрения разработки более 
эффективных антибиотиков, действующих 
на данный тип бактерий.

Транскрипция – это первый шаг на пути 
преобразования информации, закодирован-
ной в последовательности Днк, в белки, 

необходимые для жизнедеятельности лю-
бых организмов. известно, что специфиче-
ское подавление процессов транскрипции –  
распространенный механизм биологиче-
ского действия антибиотиков на бактерии-
мишени.  Данный процесс осуществляется 
комплексным ферментом – Рнк-полиме-
разой (РнкП). Первой  и лимитирующей 
стадией для процесса транскрипции явля-
ется инициация, которая в свою очередь 
включает в себя множество промежуточных 
стадий. В природе существует множество 
белков – факторов инициации, и, соответ-
ственно, механизмов регуляции, которые 
можно использовать для синтеза антибио-
тиков нового поколения. 

Однако основная цель данной стадии –  
распознавание Рнк-полимеразой спе-
циализированных последовательностей  
Днк – промоторов, с которых в строго 
определенных местах начинается синтез 
молекулы Рнк. 

Все бактериальные промоторы генов, 
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работающих при росте и развитии бактери-
альной колонии в физиологических усло-
виях, характеризуются ярко выраженными 
консервативными нуклеотидными после-
довательностями (промоторными элемен-
тами) и по этим признакам делятся на два 
основных класса. Промоторы основного 
(–10/–35)-класса имеют два консерватив-
ных района, находящихся на расстояниях  
–10 и –35 нуклеотидов от старта транскрип-
ции +1 (районы TATAAT и TTGACA, соот-
ветственно). Так называемые промоторы с 
удлиненным (–10)-районом характеризу-
ются отсутствием (–35)-района и дополни-
тельным TG-мотивом, расположенным не-
посредственно перед (–10)-районом.

Разнообразие биомеханических преоб-
разований, возникающих в ходе транскрип-
ции, а также огромное количество факторов, 
оказывающих влияние на работу РнкП на 
каждом этапе транскрипции, делает данный 
процесс особо интересным для изучения и 
поиска способов его регулирования. био-
химические исследования in vitro ранее по-
зволили охарактеризовать важные аспекты 
активности РнкП, но многие детали оста-
ются неизвестными из-за усреднения по 
тысячам молекул при использовании стан-
дартных биохимических подходов. с этой 
точки зрения большой интерес представля-
ет применение одномолекулярных методов 
для изучения функциональной активности и 
регулирования РнкП. Одномолекулярные 
методы, такие как атомно-силовая микро-
скопия, одномолекулярная флуоресцентная 
микроскопия, а также методы магнитной и 
оптической ловушек, позволяют проводить 
измерения на одиночных биологических 
молекулах [1, 2]. 

В последнее время метод оптической ло-
вушки стал применяться для исследования 
транскрипции, в частности процесса элон-
гации, что открыло новые возможности:

 наблюдать в режиме реального време-
ни движение одной молекулы РнкП по 
Днк;

измерять кинетику реакции;
наблюдать поведение РнкП на матрице;
измерять изменение параметров дви-

жения РнкП в зависимости от последова-
тельности матрицы;

измерять силы, развиваемые данным 
ферментом, на уровне единиц пиконьюто-
нов. 

Основными объектами таких одномоле-
кулярных  исследований ранее выступали 
бактериальная РнкП из Escherichia coli [3], 
эукариотическая РнкП II [4, 5] из дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae и некоторые 
вирусные РнкП [6, 7].  

В данной работе мы впервые примени-
ли одномолекулярный метод оптической 
ловушки для изучения инициации транс-
крипции РнкП модельного патогенного 
организма  P. aeruginosa. 

Схема эксперимента

В работе была использована уникаль-
ная установка «лазерный пинцет» с двумя 
оптическими ловушками (ник «нанобио», 
сПбПу) и четырехканальная микрофлюид-
ная камера, описанные ранее [8, 9]. 

схема эксперимента представлена в 
нижней части рис. 1. микросфера диа-
метром 5 мкм, покрытая стрептавидином, 
закреплялась на поверхности покровного 
стекла микрофлюидной камеры. РнкП 
прикреплялась к поверхности микросфе-
ры благодаря наличию стрептага (strep-
tag) на C-конце α-субъединицы, способ-
ного связываться со стрептавидином. 
концы Днк были модифицированы био-
тином и прикреплены к полистироло-
вым микросферам диаметром 3 мкм, по-
крытым стрептавидином. манипуляция 
микросферами осуществлялась при по-
мощи двух оптических ловушек, в резуль-
тате чего молекула Днк распрямлялась и 
подносилась к поверхности микросферы 
с прикрепленной РнкП. При смещении 
пьезостолика микросфера, закреплен-
ная на поверхности покровного стекла, 
смещалась относительно оптических ло-
вушек. Таким образом осуществлялось 
перемещение молекулы РнкП вдоль вы-
прямленной молекулы Днк. 

При связывании РнкП с промотор-
ной последовательностью Днк дальнейшее 
смещение пьезостолика приводило к воз-
никновению силы, стремящейся сместить 
микросферу с закрепленной Днк из опти-
ческой ловушки. При достижении порого-
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вой силы связь между РнкП и Днк раз-
рывалась. 

сила взаимодействия Днк и РнкП 
определялась максимальным смещением 
микросферы из центра оптической ловуш-
ки по формуле 

F = kΔxm,

где k – жесткость оптической ловушки [9], 
Δxm – максимальное смещение микросфе-
ры.

непосредственно перед проведением 
эксперимента внутренняя поверхность че-
тырехканальной проточной камеры и тру-
бок подвергалась очистке путем последова-
тельного вмывания в каждый канал 100 мкл 
этанола, 300 мкл дистиллированной воды 
и 200 мкл буферного раствора (Tris-HCl  

50 мм, pH = 7,5; KCl 40 мм; MgCl2 10 мм; 
DTT 5 мм).

Затем в камеру (см. рис. 1) при одина-
ковой скорости (1 мкл/мин) подавали сле-
дующие жидкости (по 200 мкл в каждый 
канал):

в 1-й канал – раствор, содержащий 
0,01% микросфер диаметром 3 мкм, покры-
тых стрептавидином;

во 2-й канал – раствор биотинилиро-
ванных молекул Днк (15 нм);

в 3-й канал – буферный раствор;
в 4-й канал – раствор, содержащий 

микросферы диаметром 5 мкм с поверхно-
стью, модифицированной РнкП.

При указанных условиях эксперимента 
в микрофлюидной камере формировалось 
четыре ламинарных потока (см. рис. 1, 

Рис. 1. схема эксперимента: I – IV – формирование объекта исследования  
в четырехканальной (1-й – 4-й) микрофлюидной камере; внизу – измерение силы взаимодействия 

РнкП с промоторной последовательностью Днк;  
1 – полистироловая микросфера диаметром 5 мкм, закрепленная на покровном стекле;  

2 – полистироловые микросферы диаметром 3 мкм, удерживаемые в оптических ловушках; 3 – РнкП;  
4 – стрептавидин; 5 – биотин; 6 – strep-tag
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1-й – 4-й каналы). При помощи оптиче-
ской ловушки микросфера с поверхностью, 
модифицированной РнкП, захватывалась 
в 4-м канале, переносилась в 3-й и закре-
плялась на поверхности покровного стекла 
(см. рис. 1, I)). Затем в 1-м канале осущест-
влялся захват двух микросфер при помощи 
оптических ловушек (см. рис. 1, II) сдви-
гом микроскопного столика микросферы 
переносились через 2-й канал в 3-й. За вре-
мя переноса в среднем одна молекула Днк 
успевала закрепиться на одной из микро-
сфер (см. рис. 1, III). Вторая микросфера 
прикреплялась к свободному концу Днк, 
молекула Днк выпрямлялась и подноси-
лась к микросфере с поверхностью, моди-
фицированной РнкП (см. рис. 1, IV). 

Движением пьезостолика осуществля-
лось «сканирование» РнкП по Днк. При 
узнавании промоторной последователь-
ности Днк РнкП связывалась с Днк, и 
дальнейшее смещение пьезостолика приво-
дило к натяжению участка Днк, располо-
женного между промоторной последова-
тельностью и концом Днк, закрепленным 
на микросфере. По смещению микросферы 
диаметром 3 мкм из центра ловушки опре-

делялась сила натяжения участка Днк. При 
достижении пороговой силы натяжения 
связь между РнкП и Днк разрывалась. 

Материалы и методы

В работе использовалась РнкП, выделен-
ная из штамма P. aeruginosa PAO1RpoA::strep 
(получена из лаборатории генной техноло-
гии католического университета лувена, 
бельгия). В этом штамме синтезируется 
геномная рекомбинантная α-cубъединица 
РнкП, слитая с аффинным хвостом strep-
tag, представляющим собой синтетический 
полипептид из восьми аминокислот (Trp-
Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys), способный 
специфически связываться с различными 
аффинными сорбентами на основе стрепта-
видина. Хроматографическое выделение и 
очистку РнкП проводили по стандартной 
методике [10]. Финальная очистка РнкП 
производилась на гель-фильтрационной 
колонке Superdex 200D до чистоты прибли-
зительно 95 %, достаточной для проведения 
эксперимента (рис. 2).

Полученные РнкП прикреплялись к 
полистироловым микросферам согласно 
следующему протоколу:

Рис. 2. анализ эффективности очистки Рнк полимеразы P. aeruginosa на гель-фильтрационной 
колонке: а – хроматограмма, б – электрофореграмма фракций.  

левый столбец на электрофореграмме – это суммарный препарат Рнк-полимеразы до очистки  
при помощи гель-фильтрации, 1, 2 – очищенные препараты белков, соответствующие двум основным  

пикам на хроматограмме; α, β,β', σ – субъединицы Рнк-полимеразы

а) б)
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1. к 10 мкл раствора, содержащего 
0,5 % полистироловых микросфер диа-
метром 5 мкм, покрытых стрептавидином 
(Spherotech), добавляли 90 мкл Tris-HCl  
100 мм,  pH = 7,5.

2. Раствор тщательно перемешивали и 
откручивали в микроцентрифуге на скоро-
сти 13 000 об/мин в течение 5 мин. В ре-
зультате на дне пробирки образовался бе-
лый осадок микросфер.

3. из раствора отбирали 99 мкл су-
пернатанта и добавляли 99 мкл Tris-HCl  
100 мм, pH = 7,5. 

4. Повторяли откручивание и отбор су-
пернатанта.

5. к микросферам добавляли 20 мкл 
раствора РнкП (700 нг/мкл).

6. смесь инкубировали в течение 2 ч с 
периодическим мягким перемешиванием 
при помощи вортекса.

В качестве Днк, содержащей промо-
торную последовательность, использо-
валась Днк бактериофага λ (48 502 пары 
оснований). Для манипуляции при помощи 
оптических ловушек концы геномной Днк 
модифицировались биотином согласно сле-
дующему протоколу:

1. 13 мкл воды, очищенной при помощи 
системы Milli-Q, смешивали с 2 мкл MgCl2 

25 мм, 2,5 мкл 10X Taq Buffer (Fermentas), 

0,4 мкл dATP 2,5 мм, 0,4 мкл dсTP 2,5 мм,  
0,4 мкл dTTP 2,5 мм (Beagle), 1 мкл biotin-
11-dGTP 1 мм (Perkin Elmer). Раствор пе-
ремешивали на вортексе.

2. Добавляли 4 мкл Днк бактериофага λ 
(0,3 мг/мл) и перемешивали раствор легким 
встряхиванием.

3. Добавляли 0,6 мкл Taq Днк-
полимеразы (1 ед/мкл, Fermentas).

4. Пробирку с полученным раствором 
инкубировали в термоциклере при темпе-
ратуре 72 °с в течение 30 мин. Температура 
крышки термоциклера устанавливали  рав-
ной 80 °с.

5. Раствор охлаждали до 4 °с.
6. избыточные нуклеотиды выводили 

из раствора путем фильтрации через спин-
колонку MicroSpin S-400 HR, GE Healthcare 
(центрифугирование 850g, 5 мин).

Результаты 

сила взаимодействия РнкП с Днк 
определялась как максимальная сила, до-
стижимая в ходе натяжения Днк при уве-
личении расстояния между микросферой с 
поверхностью, модифицированной РнкП, 
связавшейся с промотором, и микросферой 
с закрепленным концом Днк. 

увеличение расстояния между микро-
сферами осуществлялось при помощи пье-
зостолика; он смещал микрофлюидную ка-
меру с закрепленной на покровном стекле 
микросферой относительно лазерного луча. 
с помощью последнего удерживались ми-
кросферы, используемые для манипуляции 
Днк. на рис. 3 представлена типичная за-
висимость силы натяжения участка Днк, 
расположенного между промотором и кон-
цом Днк, от  смещения пьезостолика. 

Геном λ-фага – модельного фага, за-
ражающего E. coli, – содержит несколько 
промоторов, узнаваемых бактериальной 
хозяйской РнкП и регулирующих разви-
тие фага в ходе инфекции.  известно, что 
промоторы в E. coli (и, соответственно, в 
λ-фаге) и в P. aeruginosa имеют очень по-
хожие консенсусы [11]. известно также, 
что наиболее сильных промоторов, к тому 
же образующих стабильные комплексы с 
РнкП, в геноме всего два: это ранние про-
моторы P

L и PR. измеренная сила взаимо-

Рис. 3. Зависимость силы натяжения  
участка Днк, расположенного между  
промоторной последовательностью  

и концом Днк, закрепленном на микросфере, 
от смещения пьезостолика.  

При достижении силы в 13,79 пн связь между  
Рнк-полимеразой P. aeruginosa и Днк разрывалась
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действия РнкП  P. aeruginosa с промотором 
составила 13,1 ± 2,8 пн. судя по неболь-
шому разбросу полученных значений силы 
взаимодействия, РнкП в ходе эксперимен-
та преимущественно связывалась с одним 
из этих промоторов. В ходе дальнейших 
экспериментов планируется провести более 
детальные исследования для определения 
силы взаимодействия с каждым из промо-
торов. 

Заключение

В рамках проведенных исследований 
впервые была измерена сила взаимодей-
ствия РнкП P. aeruginosa с промоторным 
участком Днк в ходе образования промо-
торного комплекса. 

Разработанный метод исследования 
Рнк полимеразы P. aeruginosa с применени-

ем оптических ловушек и полученные с его 
помощью данные полезны для дальнейшего 
анализа влияния различных регуляторов на 
процесс транскрипции в данной бактерии 
как в модельном патогенном организме. 

следующим шагом планируется изуче-
ние влияния белка – регулятора инициа-
ции транскрипции – на формирование 
Рнк-полимеразой промоторного комплек-
са. Для этого будет использоваться Днк, 
модифицированная подобным же обра-
зом, имеющая один сильный промотор и 
лишенная других сигналов транскрипции 
(элонгационных пауз, терминаторов, дру-
гих промоторов), а также белок – регулятор 
инициации транскрипции.

Работа выполнена при финансовой под-
держке минобрнауки России в рамках согла-
шения № 14.B37.21.0846. 
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Pobegalov G.E., Arsenyev A.N., Yakunina M.V., Minakhin L.S. THE DETERMINATION 
OF BINDING FORCE BETWEEN PROMOTER AND PSEUDOMONAS AERUGINOSA RNA 
POLYMERASE DURING TRANSCRIPTION INITIATION.

Gram-negative bacteria Pseudomonas aeruginosa is a wide-spread cause of different infections that is 
often found to be resistant to many different antibiotics. Detailed knowledge of these bacteria vital processes 
can facilitate the development of new effective antibiotics. RNA polymerase is one of the most common 
targets for antibiotics in bacteria. 

In this work optical trapping is used for the first time in order to study transcription initiation in model 
pathogenic organism P. aeruginosa. Three beads configuration have been chosen as an optimal scheme 
for trapping experiments in this study. The binding force between P. aeruginosa RNA polymerase and 
promoter region in DNA has been measured for the first time, during the assembly of promoter complex. 
The measured force was 13.1 ± 2.8 pN. These results could be used to search for new P. aeruginosa RNA 
polymerase inhibitors.
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