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Enteropathogenic Yersiniae evolved a plethora of virulence traits
which allow them to colonize the intestine and gut-associated lym-
phatic tissues of mammals. In these host niches they have to tightly
adjust the expression of required pathogenicity factors to resist
attacks by the host immune system. Here, we present how enteric
Yersiniae use intricate control networks which include numerous
regulatory and sensory RNAs, RNA-binding proteins and RNases to
control their virulence attributes.
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B Darmpathogene Yersinien haben die
Fahigkeit, sich im Darmtrakt des Menschen
und von Saugetieren anzusiedeln, die Darm-
epithelschicht zu tiberqueren und in darun-
terliegende lymphatische Gewebe einzudrin-
gen. Dieser Prozess lost eine Reihe von
darmassoziierten Entziindungserkrankun-
gen aus, die als Yersiniosen bezeichnet wer-
den. Auch immunpathologische Folgeerkran-
kungen, wie z.B. Gelenkentziindungen, wer-

den in manchen Fiallen beobachtet. Der
Krankheitsverlauf kann in die initiale Kolo-
nisationsphase und die Immunabwehrphase
mit akuten Krankheitssymptome unterteilt
werden (Abb. 1).

Entdeckung RNA-basierter
Kontrollsysteme

Da fiir alle Infektionsphasen ein bestimmtes
Set an Virulenz- und Fitness-relevanten

Mechanismen benotigt wird, haben die Yer-
sinien ein komplexes Kontrollnetzwerk ent-
wickelt, das eine Infektionsphasen-ange-
passte Expression der notwendigen Viru-
lenzstrategien ermoglicht. RNA-Sequenzie-
rungsverfahren, die uns erlauben, das Tran-
skriptom einer bakteriellen Population in
Kultur, in Zellen bzw. im Gewebe wahrend
der Infektion (tissue dual-RNA-Seq) zu
bestimmen, ermoglichten uns diverse RNA-
basierte Kontrollmechanismen zu identifi-
zieren, die fiir die Virulenz der Bakterien
essenziell sind [1, 2, 3]. Weitere RNA-Seq-
basierte Verfahren, die in Kooperation mit
Franz Narberhaus (Universitdt Bochum) ent-
wickelt wurden, erlaubten uns zudem, ther-
mosensitive RNA-Strukturen der Bakterien
zu identifizieren (RNA structurome) [4, 5].
Solche RNA-Thermometer reagieren sehr
sensibel auf Temperaturverdnderungen -
wie beim Eintritt des Bakteriums von der
Umwelt in den Wirt — und modulieren ent-
sprechend die Expression der kontrollierten
Virulenzgene.

Hieraus wurde deutlich, dass die Kontrolle
der bakteriellen Virulenz viel komplexer ist
als urspriinglich angenommen. Sie unterliegt
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A Abb. 1: Infektionsphasen enteropathogener Yersinien. In der Kolonisationsphase sind die Bakterien motil und produzieren Adhasions-/Invasions-
faktoren, um das Darmepithel zu durchdringen. In der néchsten Phase verlieren sie ihre Motilitdt und produzieren Immunabwehrfaktoren, wie das Yop-
injizierende T3SS. EM-Aufnahmen von M. Rohde, HZI; Balken = 1 um; entworfen mit www.biorender.com.
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A Abb. 2: RNA-basierte Kontrollmechanismen zur Steuerung der Virulenzgenexpression. Bei der Kolonisation (links) ist die Expression des Virulenz-
regulators LcrF durch das RNA-Thermometer reprimiert und es erfolgt die Expression des Adhésins InvA und des T6SS mittels des Csr-Systems. In der
Immunabwehrphase (rechts) ist das RNA-Thermometer entfaltet und die Csr-RNAs und RNasen sind reduziert, es kommt zur Synthese von LcrF und
des T3SS/Yop-Systems das fiir die Eliminierung von Immunzellen essenziell ist. Teilweise entworfen mit www.biorender.com.

nur selten einer rein transkriptionellen Kon-
trolle, sondern wird haufig zudem auf meh-
reren Ebenen durch posttranskriptionelle
Mechanismen reguliert. Dieser Prozess invol-
viert diverse RNA-Elemente, wie RNA-Ther-
mometer sowie cis- und trans-agierende
nicht-codierende RNAs, die spezifische Viru-
lenzsysteme kontrollieren. Diese wiederum
werden durch tibergeordnete Riboregulato-
ren (globale RNA-Bindeproteine, RNasen)
reguliert und zu komplexen regulatorischen
Netzwerken zusammengefligt [6]. Dies
ermoglicht, dass in den Bakterien bei plotz-
lichen Verdnderungen im Infektionsverlauf,
z.B. beim Ubergang vom Darmtrakt in das
lymphatische Gewebe (Abb. 1), eine Umpro-
grammierung erfolgen kann, die nicht nur
die Expression der Pathogenitiatsfaktoren,
sondern auch den gesamten Metabolismus,
die bakterielle Physiologie und Stressantwort
an die neue Wirtsumgebung anpasst.

Globale Riboregulation in Yersinia

Ein globales Kontrollsystem, das fir die
Yersinia-Virulenz essenziell ist, ist das carbon
storage regulatory(Csr)-System. Es besteht
aus dem RNA-Bindeprotein CsrA und zwei
regulatorischen RNAs, CsrB und CsrC. CsrA
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erkennt kurze GGA-Motive in loops von hair-
pin-Strukturen der Zieltranskripte. Uberlappt
eine Bindestelle mit der Ribosomenbindestel-
le, wird die Translation der mRNA unter-
driickt. Diese Repression kann jedoch schnell
wieder aufgehoben werden, wenn eine oder
beide Csr-RNAs in groBeren Mengen expri-
miert werden. CsrB und CsrC bilden mehrere
GGA-haltige hairpin-Strukturen aus, mit wel-
chen sie CsrA-Dimere binden und von
Zieltranskripten wegfangen konnen.

In unseren Studien haben wir festgestellt,
dass das Csr-System — im engen Zusammen-
spiel mit RNasen - die Expression essenziel-
ler Yersinia-Pathogenitiatsfaktoren kontrol-
liert (Abb. 2, [6]). Dabei korreliert es die
Produktion der Virulenzfaktoren mit der
Synthese von metabolischen und physiologi-
schen Prozessen und adaptiert sie auf unter-
schiedliche Infektionsphasen. Zu Beginn der
Infektion steuert das Csr-System die Synthe-
se von Adhédsionsfaktoren, die fiir die Bin-
dung und den Durchtritt der Darmepithel-
schicht notwendig sind [6], und die Produk-
tion von Typ-VI-Sekretionssystemen, mit
deren Hilfe Effektorproteine in konkurrieren-
de Bakterien der Mikrobiota injiziert werden,
um diese zu eliminieren [7].

Nach der Einwanderung in die darm-
assoziierten lymphatischen Gewebe erfolgt
durch eine Reduktion beider Csr-RNAs ein
schnelles Ausschalten der Kolonisationsfak-
toren und parallel eine Induktion einer
Immunabwehr durch das Bakterium. Diese
wird vor allem durch ein Typ-III-Sekretions-
ystem (T3SS) vermittelt, das Yersinia outer
proteins (Yops) in angreifende phagozytieren-
de Immunzellen (Neutrophile/Makrophagen)
injiziert (Abb. 2). Dadurch wird die Phagozy-
tose gestoppt und der Zelltod der Phagozyten
auslost. Das Csr-System agiert dabei auf zwei
Ebenen: (1) Es stabilisiert das Transkript des
Hauptregulators LcrF des T3SS/Yop-Appa-
rats und (2) aktiviert dessen Translation. Da
die Menge beider Csr-RNAs auch durch die
Injektion der Yop-Proteine beeinflusst wird,
ist die T3SS/Yop-Synthese direkt an den
Wirtszellkontakt gekoppelt (Abb. 2, [8]).

Spezifische RNA-basierte

Virulenzkontrollsysteme

Neben den tibergeordneten RNA-vermittelten
Kontrollsystemen wurde eine Vielzahl von
RNA-Elementen gefunden, die die Synthese
von spezifischen Yersinia-Virulenzfaktoren
kontrolliert. Darunter sind temperatur-
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sensitive Abschnitte der mRNA wichtiger
Virulenzfaktoren, wie das Toxin CNF, und
der T3SS/Yop-Regulator LcrF (Abb. 2, [4, 5,
9]). Bei moderaten Temperaturen in der
Umwelt verhindert die Ausbildung von kom-
plexen RNA-Strukturen die Produktion die-
ser Faktoren, wohingegen diese bei etwa
37 °C aufschmelzen und die Transkripte
translatiert werden. Die RNA-Thermometer
sind dabei optimal an den Bedarf angepasst.
Dies wird deutlich durch Bakterien mit modi-
fizierten LcrF- und CNF-RNA-Thermome-
tern, die nicht mehr in der Lage sind, Mause
krank zu machen.

Zu den spezifischen Yersinia-RNA-Regula-
toren zahlt aber auch die antisense-RNA-
CopA. Diese kleine RNA basenpaart mit dem
repA-Transkript und blockiert dadurch die
Synthese der Replikase des Yersinia-Viru-
lenzplasmids auf dem die T3SS- und yop-
Gene codiert sind. Wie durch tissue dual-
RNA-Seq gezeigt wurde, ist die Expression
von copA in Bakterien im darmassoziierten
Gewebe gegeniiber Bakterien im Kulturme-
dium deutlich reduziert [3]. Dadurch wird die
Kopienzahl des Virulenzplasmids um das
Vierfache erhoht und die T3SS/yop-Gen-
expression deutlich gesteigert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten,
dass ein groBes Repertoire an RNA-basierten
Kontrollstrategien in Yersinia entdeckt wur-
de. Obwohl wir von einigen wissen, dass sie
ausgekliigelte Kontrollelemente fiir die Aus-
pragung von Virulenzfaktoren sind, steckt
unser Wissen von vielen der entdeckten Sys-
teme noch in den Kinderschuhen. Ihre wei-
tere Erforschung konnte nicht nur unsere
Kenntnisse iiber die Kontrolle von Wirts-
Pathogen-Interaktionen starken, sondern
auch alternative Moglichkeiten aufzeigen,
um Infektionen zu bekdmpfen. [ |
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