Анализ сайтов связывания генов-мишеней регуляторных белков ORF3297 и ORF3321 в Pseudomonas aeruginosa G4
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Циклические липопептиды являются вторичными метаболитами микробного происхождения с широким спектром биологической активности. Различные циклические липопептиды, синтезируемые Pseudomonas spp., проявляют антибактериальную активность [1,3]. Они взаимодействуют с фосфолипидными бислоями в биологических мембранах и образуют трансмембранные поры [2], нарушая целостность липидной мембраны, что приводит к дисбалансу трансмембранного потока ионов и гибели клеток. По сравнению с другими антибактериальными препаратами циклические липопептиды обладают рядом преимуществ: они высокоэффективны, низкотоксичны и не загрязняют окружающую среду. Это открывает широкие перспективы для их применения в качестве антибиотиков [4].

Во время моей учебы в университете Китая наша лаборатория выделила из почвы штамм Pseudomonas sp. G4 с хорошей биоактивностью, способный продуцировать циклические липопептиды, обладающие бактериальным ингибирующим действием. Мы обнаружили в штамме двухкомпонентную регуляторную систему Gac/Rsm и два регулятора семейства LuxR, ORF3297 и ORF3321. Транскрипционные регуляторы LuxR могут активировать или репрессировать экспрессию кластеров генов и играют важную роль в регуляции синтетических циклических липопептидов.

Чтобы изучить возможные области связывания двух регуляторов на промоторе кластера генов синтеза циклических липопептидов, были проведены следующие эксперименты, в которых EGFP использовался в качестве репортерного гена для транскрипционной активности. Ген зеленого флуоресцентного белка EGFP был помещен под сконструированные промоторы генов синтеза циклических липопептидов разной длины для построения промоторных слитых экспрессионных векторов разной длины промотор-EGFP гена синтеза циклических липопептидов. Различия в значениях флуоресценции были исследованы и проанализированы.

Анализ флуоресцентных значений промоторной активности, полученных в двух экспериментах по усечению, показал, что два регулятора типа LuxR ORF3297 и ORF3321, связываются с областью 396 bp - 560 bp перед ATG, чтобы регулировать синтез циклических липопептидов в кластере генов arfABC, расположенном далее.
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