Исследование функциональной роли 6S РНК бактерии Rhodobacter sphaeroides
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6S РНК бактерий является малой некодирующей РНК, которая связывается с холоферментом РНК-полимеразы домашнего хозяйства и, тем самым, напрямую ингибирует транскрипцию генов. Впервые эта РНК была обнаружена в γ-протеобактерии Escherichia coli; показано её существенное влияние на экспрессию генов. Относительно недавно 6S РНК была обнаружена в Rhodobacter sphaeroides [1] – пурпурной α-протеобактерии, способной приспосабливаться к различным условиям окружающей среды. Для этого, несомненно, нужен гибкий профиль экспрессии генов, и 6S РНК может играть в этом ключевую роль.
Цель данной работы – выяснение функциональной роли 6S РНК бактерии R. sphaeroides.
В ходе работы использовали штамм дикого типа R. sphaeroides и созданный на его основе нокаутный штамм с делецией гена 6S РНК (∆ssrS). В обычных условиях культивирования различий в ростовых фенотипах нокаутного и исходного штаммов не обнаружили [2]. На первом этапе исследования был выполнен транскриптомный анализ указанных штаммов методом РНК-секвенирования на платформе Illumina. Установлено, что в экспоненциальной фазе роста в клетках ∆ssrS по сравнению с диким типом примерно в 1,5 раза изменяется количество мРНК 13 генов с p.adj<0.1. Для восьми генов этот результат подтвердился методом количественной ПЦР с обратной транскрипцией. Это гены, кодирующие белки, ответственные за синтез аспарагина, цистеина, гомоцитриновой кислоты, окисление сложных жирных кислот, метилирование и т.д.
Ввиду относительно небольших изменений в уровнях транскрипции найденных генов в обычных условиях роста, мы выдвинули предположение, что, вероятно, 6S РНК играет более важную роль в выживаемости бактерии в стрессовых условиях. Для проверки этой гипотезы, построили кривые роста R. sphaeroides в различных стрессовых условиях. Обнаружено, что при содержании в среде 250 мМ NaCl штамм ∆ssrS растёт в 1,2 раз медленнее, чем исходный штамм R. sphaeroides, а при содержании KCl той же концентрации – в 1,4 раз медленнее. Эти результаты предположительно можно объяснить близким расположением гена ssrS к гену sspA, который кодирует белок, отвечающий за выживаемость R. sphaeroides при солевом стрессе. Добавление в культуральную среду сорбитола в различных концентрациях и повышение температуры инкубации с 32⁰С до 42⁰С не привели к значимой разнице в росте между клетками мутантного и исходного штаммов.
Таким образом, мы впервые выявили ряд генов R. sphaeroides, в регуляции транскрипции которых участвует 6S РНК, а также показали её влияние на рост клеток в условиях солевого стресса.
Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ №19-04-00791.
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