Сравнение функциональной роли 6S-1 и 6S-2 РНК Bacillus subtilis
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РНК-полимераза (РНКП) является одним из важнейших ферментов, который осуществляет синтез РНК с ДНК-матрицы. Для правильного функционирования клетки данный процесс требует существования разнообразных способов регуляции транскрипции практически на любой из стадий. Как правило, функции активаторов или ингибиторов транскрипции выполняют специальные белки. Совершенно неожиданным стало открытие нетранслируемой 6S РНК Escherichia coli, способной связываться с РНКП и препятствовать тем самым взаимодействию фермента с промоторами ДНК, что приводит в свою очередь к глобальному ингибированию транскрипции в стационарной фазе роста клеток [1].

В клетках E. coli содержится одна 6S РНК, в то время как в грамм-положительной бактерии Bacillus subtilis были обнаружены две различные 6S РНК, названные 6S-1 (bsrA) и 6S-2 (bsrB). Было показано, что 6S-1 РНК B. subtilis экспрессируется главным образом в ранней стационарной фазе роста и является гомологом 6S РНК E. coli, тогда как максимум экспрессии 6S-2 РНК приходится на раннюю экспоненциальную фазу, оставляя открытым вопрос о её функциональной роли в клетке [2].

В данной работе было изучено влияние 6S-1 и 6S-2 РНК на ингибирование транскрипции in vitro. Для этой цели были использованы ПЦР-фрагменты ДНК, содержащие последовательности промоторов tuf, argC, appD, cspB, spo0F и С2 фага φ29. Было показано, что обе 6S РНК одинаково эффективно ингибируют транскрипцию вне зависимости от силы промоторов и нуклеотидных последовательностей -10 и -35 промоторных элементов. 

Для выявления возможной биологической роли 6S-1 и 6S-2 РНК было исследовано влияние одиночных и двойного нокаутов генов bsrA и bsrB на жизнеспособность клеток B. subtilis. В течение экспоненциальной фазы все клеточные штаммы характеризовались одинаковой скоростью роста, однако для клеточной линии, нокаутной по гену 6S-1 РНК, наблюдалось явное снижение скорости роста клеток при достижении стационарной фазы. Аналогичный эффект наблюдался в случае двойного нокаута генов bsrA и bsrB.  Также было проведено сравнение протеомов мутантных клеточных линий B. subtilis и клеток дикого типа. Впервые показано, что нокаут каждого из генов bsrA и bsrB существенно влияет на экспрессию огромного количества белков. С помощью MALDI-спектроскопии удалось идентифицировать ряд белков, экспрессия которых активируется или подавляется посредством 6S-1 и/или 6S-2 РНК. В том числе обнаружено, что помимо генов, находящихся под контролем основного фактора транскрипции 
B. subtilis - σА, 6S-2 РНК также ингибирует транскрипцию σH-зависимых промоторов, активных в стационарной фазе и при споруляции B.subtilis.
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