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Kleine RNAs sind spektakuldare Neuankdmmlinge im Feld der Gen-
regulation. Salmonella besitzt an die 100 kleine regulatorische RNAs,
und kann damit unter Stressbedingungen uber ,.ein bisschen antisense*

globale RNA-Regulons kontrollieren.

Small RNAs have been spectacular new arrivals in the field of gene
regulation in the last decade. Salmonella encodes close to 100 small
RNAs and uses them under specific stresses to control global RNA
regulons with stunningly short antisense pairing.

B Antisense-Regulation durch nicht-codie-
rende RNA ist schon seit den 1980er-Jahren
bekannt, doch galt diese Form der Genregu-
lation bis vor zehn Jahren eher als Ausnahme.
Es wurde vermutet, dass hauptsachlich Tran-
skriptionsfaktoren die Genexpression regu-
lieren. Doch seit 2001 wurden immer mehr
kleine RNAs entdeckt, die gezielt mRNAs bin-
den und urspriingliche Transkriptionsmus-
ter umprogrammieren konnen. Die bestun-
tersuchten Klassen sind die mikro-RNAs
(miRNAs) in Eukaryoten und die Hfq-abhdn-
gigen sRNAs (small RNAs) in Gram-negativen
Bakterien. Mikro-RNAs sind etwa 22 Nukleo-
tide lang und entstehen aus langeren Vor-
laufern. Reife miRNAs paaren mit der 3’-UTR
(nicht-translatierte Region) eukaryotischer
mRNAs, um deren Translation zu unterbinden
oder Abbau zu stimulieren. Hfq-abhdngige
sRNAs sind hingegen meist als 50 bis 250
Nukleotide lange Priméartranskripte aktiv. Im
Gegensatz zu miRNAs binden sie, vermittelt
durch das RNA-Chaperon Hfq, im 5-Bereich
von mRNAs und konnen diese sowohl inhi-
bieren als auch aktivieren.

Normalisiert auf die Zahl der Protein-codie-
renden Gene (20.000 in Eukaryoten; 4.500
in Bakterien) sind beide Klassen dhnlich
hédufig: Eukaryoten besitzen 100 bis 1.000
miRNAs, Escherichia coli oder Salmonella an
die 100 sRNAs. Gemeinsam ist auch die Kon-

trolle von mehreren mRNAs durch ein und
dieselbe miRNA oder sSRNA. Bei den miRNAs
erfolgt dies iiber seed pairing: Lediglich sechs
bis sieben hochkonservierte Nukleotide im
5’-Bereich der miRNA erkennen die mRNAs.
Entsprechende kurze Bindestellen finden
sich, oft in mehreren Kopien, in Hunderten
von zelluldren mRNAs.

Dagegen beginnen wir erst jetzt zu verste-
hen, wie die sehr viel ldangeren bakteriellen
sRNAs spezifisch mRNAs erkennen. Man ging
zunachst davon aus, dass eine SRNA nur eine
mRNA bindet, und zwar an der Ribosomen-
bindestelle (RBS). Dieses Prinzip entsprang
der Entdeckung der prototypischen MicF-
SRNA von E. coli im Jahr 1984. Damals wur-
de vorhergesagt, dass MicF mit dem GroBteil
seiner rund 100 Nukleotide durch imperfek-
te Basenpaarung die RBS der in trans codier-
ten ompF-mRNA regelrecht maskiert und so
die Translationsinitiation verhindert. Da Ribo-
somen-freie, sozusagen ,nackte® mRNAs
schnell von bakteriellen Nukleasen gespal-
ten werden, wird die Synthese des OmpF-
Porins irreversibel verhindert. Dieser elegante
Mechanismus fand sich spater auch bei ande-
ren sRNAs, doch es blieb die Frage nach der
Spezifitat [1]. Denn die RBS (Shine-Dalgarno-
Sequenz und Startcodon) ist wie kaum ein
anderer Bereich bakterieller mRNAs konser-
viert; wie also kann eine sRNA echte Ziel-

mRNA von Tausenden anderen unterschei-
den?

Unsere Untersuchungen in Salmonellen,
bedeutende Krankheitserreger des Menschen,
haben hier neue Erkenntnisse gebracht [1-7].
Viele der Salmonella-sRNAs wie GevB, MicC
oder RybB sind weit liber den eng verwand-
ten Laborstamm E. coli K12 hinaus in anderen
Erregern wie etwa Yersinia konserviert [8].
GcevB ist in schnell wachsenden Bakterien,
also bei gutem Nahrungsangebot, aktiv und
inhibiert dann die Synthese vieler ABC-Trans-
porter von Peptiden und Aminosduren
(Abb. 1). Bei der erfolgreichen Suche nach
Homologen der etwa 200 Nukleotide langen
Salmonella-GevB-sRNA in anderen Bakterien
fiel uns eine stark konservierte 30 Nukleo-
tide lange Kette aus Guanosinen und Uridinen
auf, die wir Region 1 (R1) nennen. Biochemi-
sche Strukturanalysen zeigten, dass R1 ein-
zelstrangig in der ansonsten stark gefalteten
GcvB-RNA vorliegt, sich somit fiir Kontakte
mit mRNAs anbot. Mittels Struktur- und bio-
informatischen Analysen entdeckten wir auch
die GcvB-Bindestellen in den mRNAs der
regulierten ABC-Transporter. Dies sind kurze,
an Cytosinen und Adenosinen reiche Ab-
schnitte in der 5’-UTR, die normalerweise die
Translation verstarken. GevB hat sich also
eine Archillesferse ausgesucht, um eine gan-
ze Gruppe funktional verwandter mRNAs zu
regulieren. Und anders als bei MicF-ompF bin-
det GevB meist auBerhalb der RBS und kann
weit davon entfernt mit der Ribosomenbin-
dung interferieren. Insgesamt zeigte sich mit
GevB erstmalig, dass SRNAs dhnlich Tran-
skriptionsfaktoren mittels einer konservierten
Domédne als globaler Regulator der Gen-
expression wirken kénnen [7].

Ahnlich konservierte Doménen haben wir
in MicC und RybB entdeckt, allerdings wie
bei den miRNAs direkt am 5-Ende [1, 5]. Von
E. coli wussten wir, dass MicC (100 Nukleoti-
de) die Translation eines zweiten Porins,
OmpC, inhibiert, und wie bei MicF-ompF
erkannte MicC die ompC-RBS. Das wichtigste
Salmonella-Porin aber ist das mit OmpC eng
verwandte OmpD. MicC reguliert auch OmpD,
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A Abb. 1: A, Die GevB-sRNA ist als globaler posttranskriptionaler Regulator von Aminosaure-Transportern und Biosyntheseproteinen schematisch in
einer bakteriellen Zelle dargestellt. B, RNA-Struktur von GevB. R1 und R2 sind zwei stark konservierte, einzelstrangige Abschnitte der RNA. SL1-5:

Stemloop(Stammschleifen)-Strukturen. C, Die starke Konservierung der RNA-Doménen R1 und R2 ist im Sequenzvergleich von Homologen der GevB-
RNA gut erkennbar. Invariable Nukleotide sind in Rot dargestellt; blaue Nukleotide deuten Konservierung in den meisten der verglichenen GevB-Mole-

kiile an.

doch fanden wir in dessen 5-UTR keine MicC-
Bindestelle. Mittels Reportergenfusionen
konnten wir die regulatorische Region auf
einen kurzen Abschnitt in der codierenden
Region (CDS) eingrenzen. Gerade einmal zehn
Nukleotide um Codon 25 reichen MicC zur
Erkennung der ompD-mRNA. So tief in der
CDS konnen sRNAs allerdings keine elon-
gierenden Ribosomen stoppen, deren starke
Helikase-Aktivitat miihelos Paarungen mit
einer Schmelztemperatur von 70 °C entwin-
det, also auch keine Probleme mit der kur-
zen MicC-ompD-Duplex haben diirfte. MicC
muss in der CDS also einen grundlegend
anderen Mechanismus nutzen. Tatsdchlich
konnten wir zeigen, dass MicC die wichtige
RNase E rekrutiert, um mit deren Hilfe die
ompD-mRNA zu spalten [5].

In RybB spiegelt sich die Vielfalt dieser neu-
en Mechanismen am besten wider (Abb. 2).
RybB wird vom alternativen Sigmafaktor o©
aktiviert, sobald eine Uberproduktion von
auBeren Membranproteinen die periplasma-

tische Faltungskapazitét zu erschopfen droht
oder die Zellhiille beschédigt wird. o* kann
iiber RybB umgehend die Synthese aller abun-
danten Porine herunterregulieren [3]. Die sys-
tematische Kartierung von RybB-Bindestel-
len in den mRNAs vieler Porine hat gezeigt,
dass dabei kaum die RBS erkannt wird; fast
immer bindet RybB in der codierenden Region
oder weit vor der RBS in der 5-UTR. Bei RybB
lasst sich gut erkennen, wie die Selektivitét
der Regulation gesichert wird: RybB erkennt
jeweils den Bereich der mRNA, der am besten
passt, also nicht zwangslaufig die RBS.
Obwohl RybB 80 Nukleotide lang ist, dienen
immer nur die ersten Nukleotide am 5-Ende
von RybB - also wieder eine hochkonservierte
Domine - der mRNA-Erkennung. Das Bin-
dungsmuster von RybB ist also dem seed pai-
ring der miRNAs verbliiffend dhnlich.
Physiologisch gesehen ist RybB eine der
faszinierendsten heute bekannten sRNAs.
Durch RybB wird der Aktivator o* auch zum
Repressor und kann damit ein schnelles

Abschalten der Membranproteinsynthese
sowie eine aktive Qualitdtskontrolle von Peri-
plasma und Zellhiille erreichen (Abb. 3).
RybB konnte es Salmonella und anderen
Pathogenen auch ermoglichen, die auBere
Membran rasch neu zu bestiicken, sobald ein
Umgebungswechsel im oder auBerhalb des
Wirtes dies erfordert [1, 3]. GcvB und RybB
sind exzellente Beispiele dafiir, wie SRNAs
ganze Regulons steuern, nachdem die mRNAs
bereits synthetisiert sind. Bisher kennen wir
gerade einmal fiir ein Fiinftel der sSRNAs in
Salmonella und E. coli die physiologische
Funktion, und selbst dann noch nicht alle
regulierten mRNAs [8]. Weitere Uberra-
schungen aus der Welt der sRNAs sind also
vorprogrammiert.

Neue Technologien wie etwa die Hoch-
durchsatz-Sequenzierung (deep sequencing,
RNA-seq) helfen uns enorm bei der Suche
nach neuen sRNAs und regulierten mRNAs.
Mit deep sequencing konnten wir zeigen, dass
iiber 20 Prozent aller Salmonella-mRNAs an
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A Abb. 2: A, Zentrale Stellung der RybB-sRNA in der posttranskriptionalen Kontrolle von duBeren Membranproteinen. B, Der Vergleich von RybB-
Homologen verschiedener Bakterien zeigt, dass auch die SRNA eine stark konservierte RNA-Domane, als RybB-seed bezeichnet, besitzt. Diese ist als
Abfolge invariabler Nukleotide (rot) am 5’-Ende der sRNA erkennbar. Ebenfalls hochkonservierte Nukleotide sind in Blau gesetzt. C, Der RybB-seed
erkennt mit sehr kurzen Basenpaarungen die mRNAs vieler Porine. Die Position dieser Paarungen relativ zum mRNA-Startcodon (AUG) ist durch graue
Késtchen angegeben. Interessanterweise werden die meisten mRNAs auBerhalb der RBS (gelbes Késtchen) erkannt. SD: Shine-Dalgarno-Sequenz.
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A Abb. 3: In der ot-kontrollierten Stressantwort ist RybB ein wichtiger Faktor, der die schnelle

Abschaltung der Synthese von Porinen vermittelt. Anreicherung von missgefalteten Proteinen im
Periplasma zwischen der duBeren (OM, outer membrane) und inneren Membran (IM) induziert den
Stressfaktor oF, der viele Gene fiir die Reparatur und verbesserte Faltung von duBeren Membran-
proteinen (OMP) aktiviert. Gleichzeitig aber schaltet 6t auch die Transkription des rybB-Gens an,
und die RybB-sRNA unterdriickt dann unmittelbar die Synthese neuer Porine und OMP, bis das
Gleichgewicht der Zellhiille wieder hergestellt ist. Dann wird 6F wieder abgeschaltet, und auch die

intrinsisch instabile RybB-sRNA verliert schnell wieder ihre Aktivitadt, sodass das System in den

Normalzustand zurilickkehren kann.

Hfq binden und damit prinzipiell von sSRNAs
reguliert werden konnten [10]. Dies entsprach
unserer fritheren Beobachtung, dass sich
ohne Hfq die Expression von mindestens
einem Fiinftel aller Salmonella-Gene dndert
[11]. Viele dieser Hfg-regulierten Gene codie-
ren fiir Virulenzfaktoren, und entsprechend
ist Salmonella ohne Hfq avirulent. Anders als
der harmlose Verwandte E. coli K12 bietet sich

Salmonella vorziiglich dafiir an, die Rolle von
sRNAs in der bakteriellen Virulenz und neue
Behandlungsstrategien von Infektionen zu
erforschen.

Wir haben inzwischen deep sequencing so
weiterentwickelt, dass wir sehr genau alle
Transkriptionsstartpunkte in einem beliebi-
gen Organismus kartieren konnen. Mit unse-
rer differential RNA sequencing(dRNA-seq)-

Methode haben wir tiberraschend viele sSRNAs
im Magenpathogen Helicobacter pylori ent-
deckt, einem Organismus ohne Hfq [12]. Die-
se Arbeit bietet einen exzellenten Ansatz-
punkt, um sRNA-Netzwerke ohne Hfq zu ver-
stehen und vielleicht sogar andere SRNA-Cha-
perone aufzuspiiren.

Bisher verstehen wir allerdings wenig dar-
iiber, wie Hfq eigentlich die Regulation ver-
mittelt und wo genau im Bakterium dies statt-
findet. Gibt es wie in Eukaryoten Komparti-
mente, in denen sSRNAs und mRNAs zuein-
anderfinden? Deshalb muss das sich gerade
entwickelnde Feld ,Bakterielle Zellbiologie®
auch die intrazelluldre Lokalisation von RNA-
Molekiilen einbeziehen; wir entwickeln dafiir
gerade neue Methoden [9]. Mit unserem
gewachsenen Verstindnis, wie SRNAs gezielt
mRNAs erkennen, konnen wir nun auch
damit beginnen, neue Funktionen in Bakte-
rien zu programmieren und damit der Syn-
thetischen Biologie neue Moglichkeiten eroff-
nen. Insgesamt ist aus ,ein bisschen antisen-
se“ ein neues und rasant wachsendes For-
schungsfeld zu globaler Genregulation ent-
standen, in dem die wichtigsten Aufgaben
noch vor uns stehen.
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