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Abstract 

MTS1338 (ncRv11733), a distinctive small non-coding RNA (sRNA) in pathogenic mycobacteria, 

is crucial in host-pathogen interactions during infection. Mycobacterial cells encounter 

heterogeneous stresses in macrophages upon infection. MTS1338 has been shown to be highly 

abundant in response to various stress conditions, including exposure to low pH, H2O2, hypoxia, and 

NO. The dormancy regulatory factor DosR is a part of two-component system that regulates ~50 

genes in Mycobacteria and has only recently been identified as involved in MTS1338 abundance. 

Little is known about sRNA-mediated regulation in Mycobacterium tuberculosis. We have taken a 

biophysicochemical approach in the current study to investigate how DosR interacts with the 

upstream promoter region of the MTS1338 gene, also known as the DosR-regulated sRNA (DrrS). 

We also examined whether PhoP, a response regulator that controls the expression of a wide range 

of low-pH-inducible genes, interacts with the promoter of the MTS1338 gene. We identified that 

DosR can strongly bind to the two regions upstream of the MTS1338 gene. The proximal region, 

though individually, possesses a 3-fold higher affinity than the distal site; however, the presence of 

both regions increased the affinity of the MTS1338 gene for DosR by >10-fold. Although PhoP did 

not directly bind to the MTS1338 gene, it binds to the DosR-bound MTS1338 gene, which is 

evocative of a concerted regulation of MTS1338 expression under stresses. whiB6 (Rv3862c) product 

is also a part of this virulence network. It controls metabolism, cell division, and virulence, and its 

gene is under the control of PhoP. The ESX-1 (Type VII) secretion system in M. tuberculosis delivers 

virulence factors like ESAT-6 (EsxA) to harm host cells, causing tuberculosis. Once WhiB6 is 

translated as a stress signal, it can modulate the expression of DosR and ESX-1 differentially, thus 

making the understanding more complex. We found that whiB6 expression was upregulated >3-fold 

under pH 4.5 stress and ~10-fold under the MTS1338 overexpression conditions compared to the 

wild-type. Furthermore, we utilized in vitro transcribed RNAs to validate our theory using gel-shift 

assays. MTS1338 binds whiB6 mRNA at 3ʹ end. Our findings indicate that PhoP phosphorylation 

enhanced its binding to the whiB6 upstream promoter, where the PhoP box is crucial for the binding. 

On the other hand, DosR binds only PhoP:DNA binary complex, and thus, a super-shifted band was 

observed. This research highlights the PhoP network as a part of sRNA regulation at low pH and may 

significantly aid in targeting such seed interactions. This study substantially adds to our knowledge 

of regulating MTS1338 expression in M. tuberculosis. Further research can lead to novel strategies 

and antibiotics against devastating human diseases.  

Keywords: Small RNA; Mycobacteria; Dormancy regulatory factor; Cooperative binding; DNA-

protein interaction; Two-component system 
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सार 

MTS1338, रोगजनक माइकोबैक्टीररया में एक विविष्ट छोटा गैर-कोव िंग RNA (sRNA) है, जो सिंक्रमण के दौरान मेजबान-रोगज़नक़ 

अिंतः वक्रयाओिं में महत्वपूणण है। माइकोबैक्टीररयल कोविकाएँ सिंक्रमण के बाद मैक्रोफेज में विषम तनािोिं का सामना करती हैं। विविन्न 

तनाि स्थिवतय ों, जैसे वि िम pH, H2O2, हाइप स्थिया और NO िे सोंपिक  में आने पर MTS1338 िी मात्रा अत्यविि पाई गई है। 

डॉमेंसी रेगुलेटरी फैक्टर DosR एि द -घटि प्रणाली िा वहस्सा है ज  माइि बैक्टीररया में लगिग 50 जीन ों ि  वनयोंवत्रत िरता है 

और हाल ही में MTS1338 िी प्रचुरता में इसिी िूवमिा िी पहचान िी गई है। माइि बैक्टीररयम टू्यबरिुल वसस में sRNA-मध्यि 

विवनयमन िे बारे में बहुत िम जानिारी है। हमने ितणमान अध्ययन में यह जािंचने के वलए एक जैि रासायवनक दृवष्टकोण अपनाया है 

वक DosR MTS1338 जीन के अपस्ट्र ीम प्रमोटर के्षत्र के साथ कैसे अिंतः वक्रया करता है, इसे DosR-विवनयवमत sRNA (DrrS) िी िहा 

जाता है। हमने यह भी जािंच की वक क्या PhoP, एक प्रवतवक्रया विवनयामक जो कम pH-पे्रररत जीनोिं की अविकता की अवभव्यक्ति को 

वनयिंवत्रत करता है, MTS1338 जीन के प्रमोटर के साथ अिंतः वक्रया करता है। हमने पहचाना वक DosR MTS1338 जीन के अपस्ट्र ीम 

के दो के्षत्रोिं से मजबूती से जुड़ सकता है। समीपस्थ के्षत्र, हालािंवक व्यक्तिगत रूप से, दूरस्थ साइट की तुलना में 3 गुना अविक आत्मीयता 

रखता है; हालािंवक, दोनोिं के्षत्रोिं की उपक्तस्थवत ने DosR के वलए MTS1338 जीन की आत्मीयता को >10 गुना बढा वदया। हालाँवक PhoP 

सीिे MTS1338 जीन से नही िं जुड़ा, लेवकन यह DosR-बद्ध MTS1338 जीन से जुड़ता है, जो तनाि के तहत MTS1338 अवभव्यक्ति 

के एक समक्तित विवनयमन का सिंकेत देता है। whiB6 (Rv3862c) उत्पाद िी इस विषाणु नेटििक  िा एि वहस्सा है। यह चयापचय, 

ि वििा वििाजन और विषाणुता ि  वनयोंवत्रत िरता है, और इसिा जीन PhoP िे वनयोंत्रण में है। M. टू्यबरकुलोवसस  में ESX-1 

(टाइप VII) स्राि प्रणाली ESAT-6 (EsxA) जैसे विषाणु िारि ों ि  मेजबान ि वििाओों ति पहुोंचाती है, वजससे तपेवदि ह ता है। 

एक बार जब WhiB6 को तनाि सिंकेत के रूप में अनुिावदत वकया जाता है, तो यह DosR और ESX-1 की अवभव्यक्ति को अलग-

अलग तरीके से सिंिोवित कर सकता है, वजससे समझ और अविक जवटल हो जाती है। WhiB6 (Rv3862c) चयापचय, ि वििा 

वििाजन और विषाणु ि  वनयोंवत्रत िरता है। हमने पाया वि whiB6 िी अविव्यस्थि pH 4.5 तनाि िे तहत > 3 गुना और MTS1338 

ओिरएिपे्रिन स्थिवतय ों िे तहत िाइल्ड-टाइप िी तुलना में ~ 10 गुना अविि थी। इसिे अलािा, हमने जेल-विफ्ट परख िा उपय ग 

िरिे अपने वसद्ाोंत ि  मान्य िरने िे वलए इन विटर   टर ाोंसक्राइब विए गए RNA िा उपय ग विया। MTS1338 3ʹ छ र पर whiB6 

mRNA ि  बाोंिता है। हमारे वनष्कषों से पता चलता है वि PhoP फॉस्फ ररलेिन ने whiB6 अपस्ट्र ीम प्रम टर से इसिे बोंिन ि  

बढाया, जहाों PhoP बॉि बोंिन िे वलए महत्वपूणक है। दूसरी ओर, DosR िेिल PhoP:DNA बाइनरी िॉम्प्लेि ि  बाोंिता है, और 

इस प्रिार, एि सुपर-विफे्टड बैंड देखा गया। यह ि ि िम pH पर sRNA विवनयमन िे एि िाग िे रूप में PhoP नेटििक  पर 

प्रिाि डालता है और इस तरह िे बीज इोंटरैक्शन ि  लवित िरने में महत्वपूणक रूप से सहायता िर सिता है। यह अध्ययन M. 

टू्यबरकुलोवसस में MTS1338 अवभव्यक्ति को विवनयवमत करने के हमारे ज्ञान में काफी िृक्तद्ध करता है। आगे के अनुसिंिान से 

विनािकारी मानि रोगोिं के विरुद्ध निीन रणनीवतयािं और एिं टीबायोवटक्स विकवसत हो सकते हैं।  

कीवर्ड: लघु आरएनए; माइि बैक्टीररया; सुप्तता वनयामि िारि; सहय गात्मि बोंिन; डीएनए-प्र टीन अोंतः वक्रया; विघटि प्रणाली 
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ABBREVIATIONS 

AcP : Lithium potassium acetyl phosphate 

AG-PG : Arabinogalactan-peptidoglycan   

CD : Circular dichroism  

CO : Carbon monoxide 

CO2 :  Carbon dioxide  

COVID-19 : Coronavirus disease 2019 

CTD : C-terminal domain (His6-tag) 

DBS : DosR binding site 

DBS1 : Proximal (strong) DosR binding site 

DBS2 : Distal (weak) DosR binding site 

DNA : Deoxyribonucleic acid 

DosR : Dormancy survival regulator 

DOT : Directly observed therapy  

DOTS : Directly observed therapy, short course  

DrrS : DosR-regulated sRNA  

ds : Double-stranded  

E. coli : Escherichia coli  

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid 

EMSA : Electrophoretic mobility gel-shift assay  

ESX-1 : ESAT-6 (EsxA) secretion system-1 

FAM : Fluorescein amidite dye (bright green) 

gDNA : Genomic DNA  

HICs : High-income countries  

HIV : Human immunodeficiency virus  

IPTG : Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside  

Kd : Dissociation equilibrium constant 

LB : Luria-Bertani growth media  

LMICs : Low and middle-income countries  

MA : Mycolic acids  

MDGs : Millennium development goals 

MDR-TB : Multi-drug resistance 

MHC : Major histocompatibility complex (1 and 2) 

miRNAs : microRNAs 

MOM : Mycobacterial outer membrane  

MOPS : 3-(N-morpholino) propane sulfonic acid 
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MST : Microscale thermophoresis 

MTB : Mycobacterium tuberculosis  

MTS1338 : Mycobacterium tuberculosis small RNA 1338 

Mϕ : Pulmonary (Lung) macrophages  

NFW : Nuclease-free water  

NO : Nitric oxide  

NRP : Non-replicating persistence 

nt : Nucleotide 

NTA : Nitrilotriacetic acid 

OADC : Oleic acid, Bovine albumin, Sodium chloride, Dextrose, and Catalase supplement 

OD : Optical density  

PAMPs : Pathogen-associated molecular patterns 

PBS : PhoP binding (TCACAGC) sites  

PCR : Polymerase chain reaction 

pH : Potential of hydrogen 

PhoP : Phosphate regulon response regulator protein 

RBS : Ribosome-binding site 

RDD : Restriction double digestion 

RE : Restriction endonuclease  

RNA : Ribonucleic acid 

ROS : Reactive oxygen species 

rpm : Revolution per minute 

RR : Response regulator  

SD : Standard deviation  

SDGs : Sustainable development goals  

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis  

SGLs : Sulfoglycolipids  

siRNAs : Short interfering RNAs  

sRNA : Regulatory small non-coding RNA  

ss : Single-stranded 

SUF : Sulfur utilization factor  

T7SS : Type VII secretion system 

TB : Tuberculosis  

tBHP : Tert-butyl Hydroperoxide  

TCA : Tricarboxylic acid  

TCR : T cell receptors  

TCS : Two-component system i.e., sensor histidine kinase (HK), an effector response regulator (RR). 
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TEMED : N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine 

TF : Transcription factor  

TLR2 : Toll-like receptor 2  

TSS : Transcription start site  

UN : United Nations  

UV : Ultraviolet 

WHO : World health organization  

WT : Wild-type  

XDR-TB  : Extreme-drug resistance  

 

 

 

 

 


