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Trans-agierende Attenuator-RNA und

Leaderpeptid in Bakterien

HENDRIK MELIOR UND ELENA EVGUENIEVA-HACKENBERG
INSTITUT FUR MIKROBIOLOGIE UND MOLEKULARBIOLOGIE, UNIVERSITAT GIESSEN

Bacterial transcription attenuators are a source of small RNAs (sRNAs)

and leader peptides, for which no own functions were known. How-

ever, the attenuator sRNA of the tryptophan (Trp) biosynthesis operon

regulates gene expression in trans according to the Trp-availability.
Moreover, the cognate leader peptide adopted Trp-independent

functions. It builds antibiotic-dependent ribonucleoprotein complexes

(ARNPs) for sRNA reprogramming and regulation of ribosomal and
multiresistance genes.
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A Abb. 1: Transkriptionsattenuation am trp-Operon. Der Transkriptionsstart ist mit einem gebo-
genen, mit P (Promotor) markierten Pfeil dargestellt. Die farbig markierten Regionen 1 bis 4 in der
entstehenden RNA kdénnen alternative Sekundéarstrukturen bilden. Bei ausreichender Trp-Versor-
gung wird trpL schnell translatiert. Das erméglicht die Basenpaarung der Regionen 3 und 4 und
hiermit die Transkriptionstermination. Dabei entstehen eine Attenuator-sRNA und das Leader-
peptid (unten links). Bei Trp-Limitierung verweilen die Ribosomen an den Trp-Codonen in trpL.
Das flihrt zur Bildung des Antiterminators (die Basenpaarung der Regionen 2 und 3), und die
nachfolgenden Trp-Biosynthesegene werden exprimiert. Unter diesen Bedingungen entsteht nur
das Leaderpeptid (unten rechts).
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B Regulatorische RNAs in Bakterien sind
wichtig fiir die Anpassung an veranderte
Umweltbedingungen. Weit verbreitet sind
cis-aktive RNA-Elemente wie Riboswitches,
RNA-Thermosensoren und Ribosom-abhin-
gige Attenuatoren, welche die Expression der
stromabwirts liegenden Gene durch sich
gegenseitig ausschlieBende Strukturen im
mRNA-Leader beeinflussen. Des Weiteren
konnen vom komplementdren DNA-Strang
transkribierte ,echte” Antisense-RNAs in cis
auf die Genexpression wirken. Andere Ribo-
regulatoren wie kleine RNAs (sRNAs) regu-
lieren dagegen in trans, indem sie entweder
Proteine binden oder eine imperfekte Basen-
paarung tiber relativ kurze Abschnitte mit
der Ziel-mRNA eingehen und dadurch ihre
Translation und/oder Stabilitdt beeinflussen
konnen [1]. Manche dieser regulatorischen
RNAs codieren zusatzlich funktionelle kleine
Proteine [2].

Transkriptionsattenuatoren als
Quellen fiir kleine RNAs und Proteine

Einer der am besten verstandenen RNA-
Mechanismen in cis ist die Transkriptions-
attenuation des Tryptophan-Biosynthese-
operons trpEGDCFBA in Escherichia coli [3].
Wenn die Konzentration von Tryptophan
(Trp) in der Zelle niedrig genug ist, um die
Repression des trp-Operons aufzuheben,
bestimmt die Geschwindigkeit der Transla-
tion des kleinen trpL-ORFs im RNA-Leader,
ob die Transkription der trp-Strukturgene
stattfindet (Abb. 1). Das trpL-ORF beinhaltet
zwei aufeinanderfolgende Trp-Codone. Ist
ausreichend geladene tRNAT™ vorhanden,
wird trpL schnell translatiert. Das bewirkt die
Ausbildung eines Rho-unabhdngigen Termi-
nators in der entstehenden RNA, und die
Transkription wird vorzeitig abgebrochen.
Unter zellularem Trp-Mangel und entspre-
chend niedrigen tRNAT™-Mengen verweilt
das Ribosom ldanger an den Trp-Codonen in
trpL. Auf RNA-Ebene fiihrt das zur Ausbil-
dung eines Antiterminators, und die trp-Gene
werden transkribiert. Der Transkriptionsre-
pressor beeinflusst die Expression des trp-
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A Abb. 2: Funktionen der Attenuator-sRNA rnTrpL. A, In Sinorhizobium meliloti werden bei Trp-
Uberschuss die Operons trpE(G) und ppiD-trpDC-moaC-moeA nicht reprimiert, sondern auf RNA-
Ebene reguliert. Die durch Attenuation des trpE(G)-Operons entstandene rnTrpL-sRNA bindet an
trpD in der polycistronischen ppiD-trpDC-moaC-moeA-mRNA und destabilisiert diese. Dieselbe
RNA wirkt also regulatorisch in cis und in trans. B, In Escherichia coli wird das trp-Operon bei Trp-
Uberschuss reprimiert. Eine Transkription findet erst bei Nahrungsmangel statt, wobei die Expres-
sion der trp-Gene fiir Trp-Biosynthese sorgt und hiermit auch fiir die rnTrpL-Entstehung. Die
rnTrpL-sRNA destabilisiert die dnaA-mRNA, die das Initiatorprotein der Replikation codiert.
Dadurch trégt rnTrpL zur Anpassung der Haufigkeit der Replikationsinitiation bei, wenn sich die
Wachstumsgeschwindigkeit nahrungsbedingt unterscheidet. OriC und terC bezeichen den Start-

punkt (origin) und den Terminus der Replikation.

Operons etwa 100fach und der Transkripti-
onsattenuator etwa achtfach. Dennoch ist die
Transkriptionsattenuation wichtig fiir Ener-
gieeinsparung, da es sich bei Trp um die Ami-
nosdure mit den hochsten metabolischen
Kosten handelt [3].

Ahnliche Attenuatoren sind in Bakterien
weit verbreitet [3, 4]. Die bei der Transkrip-
tionsattenuation entstehenden Attenuator-
RNAs und Leaderpeptide wurden bisher als
LAbfallprodukte“ angesehen. Sie konnten
jedoch eigene Funktionen haben.

sRNA rnTrpL destabilisiert mRNAs

In Sinorhizobium meliloti, einem im Boden
lebenden stickstofffixierenden Pflanzensym-
bionten, liegen die Trp-Biosynthesegene in
drei Operons vor, wobei nur trpE(G) durch
Attenuation reguliert wird. Die trpE(G)- und
trpDC-Operons werden bei Trp-Uberschuss
nicht reprimiert. Ist ausreichend Trp vorhan-
den, wird die trpE(G)-Transkription durch die
Attenuation vorzeitig abgebrochen. Die dabei
entstehende sRNA rnTrpL bindet durch
imperfekte Basenpaarung an trpD in der

polycistronischen trpDC-mRNA und destabi-
lisiert sie. Bei Trp-Mangel dagegen wird der
trpL-Leader mit trpE(G) ko-transkribiert; die
sRNA entsteht nicht, und die trpDC-Gene
werden effizient exprimiert. Bakterien nut-
zen also dieselbe RNA-Sequenz in zwei prin-
zipiell unterschiedlichen, posttranskriptiona-
len Mechanismen (Transkriptionsattenuati-
on in cis und mRNA-Destabilisierung durch
die sRNA in trans), um die Expression des
trpE(G)- und trpDC-Operons zu koordinieren
[5]. Dabei werden, in Abhdngigkeit von der
Trp-Verfligbarkeit, Gene fiir den Aufbau der
auBeren Membran (ppiD) und Molybdéan-Ko-
Faktor-Biosynthesegene (moaC und moeA)
gemeinsam reguliert (Abb. 2A).

In E. coli ist die SRNA rnTrpL an der Desta-
bilisierung der dnaA-mRNA beteiligt [6]. Das
Gen dnaA codiert den Masterregulator der
Initiation der Chromosomreplikation. Die
enterobakterielle rnTrpL wird im Minimal-
medium oder in spateren Wachstumsphasen
im reichen Medium (bei niedriger Wachs-
tumsgeschwindigkeit) gebildet und reguliert
die Initiation der Replikation herunter
(Abb. 2B). Tryptophan hat sich also mittels
des trp-Attenuators als Nahrungsverfiigbar-
keitsignal fiir die posttranskriptionelle Regu-
lation etabliert.

Peptid peTrpL reguliert ein
Multiresistenzoperon

Das Leaderpeptid peTrpL wiederum hat eine
eigene Funktion in der Multiresistenz von
S. meliloti, was fiir die Symbiose mit Pflanzen
und fiir die Konkurrenzfahigkeit im Boden
von Vorteil ist. In S. meliloti vermittelt die
Effluxpumpe SmeAB die Multiresistenz. Sie
entfernt antibakterielle Stoffe wie Antibio-
tika und Flavonoide aus der Zelle. Die
Repression der smeAB-Gene durch das
Repressorprotein SmeR wird aufgehoben,
wenn die Bakterien SmeAB-Substraten wie
Tetracyclin (Tc) ausgesetzt sind, wodurch es
zu einer Ko-Transkription der smeABR-Gene
kommt. Fiir einen erfolgreichen Efflux miis-
sen jedoch smeAB hoch- und smeR herunter-
reguliert werden. Um das zu erreichen, wird
deren Expression auf RNA-Ebene mithilfe
des peTrpL-Peptids differenziell reguliert
(Abb. 3A). Bei Tc-Exposition werden der Pro-
motor des smeABR-Operons und ein Antisen-
se-Promotor aktiviert. Die as-smeR-RNA bil-
det mit dem peTrpL-Peptid und Tc einen
Antibiotikum-abhdngigen Ribonukleoprote-
inkomplex (ARNP), der eine Destabilisierung
des smeR- und Stabilisierung des smeAB-
Segments der mRNA bewirkt [7]. Ahnliche
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Regulation greift auch bei Exposition gegen-
liber anderen SmeAB-Substraten, nicht aber
gegeniiber Kanamycin (Km), das durch
SmeAB nicht gepumpt wird (Abb. 3B).

Peptid reprogrammiert die sRNA
bei Translationsinhibition

Das peTrpL-Peptid ist Teil weiterer ARNPs,
in denen die SRNA rnTrpL mit rplU in der
rplUrpmA-mRNA (codiert die ribosomalen
Proteine L21 und L27) basenpaart und diese
destabilisiert [8]. Diese ARNPs werden durch
Inhibitoren der Translationsinitiation wie
Tc und Km unterstiitzt, nicht aber durch
den Transkriptionsinhibitor Rifampicin
(Abb. 3B). Der Zweck des rplUrpmA-ARNPs
konnte in der voriibergehenden Herunterre-
gulierung der Ribosombiosynthese liegen,
um die zellulare Energie vorrangig fiir den
Antibiotikumefflux zu nutzen. Alternativ
konnten Ribosomen ohne L21 und L27 ent-
stehen, die bei der Adaptation auf Antibio-
tikaexposition von Bedeutung sein konnten.
Wihrend die Interaktion der SRNA rnTrpL
mit der trpDC-mRNA unabhdngig von peTrpL
und Antibiotika ist, findet die Bindung an
rplUrpmA-mRNA nur in deren Gegenwart
statt. Translationsinhibitoren und peTrpL
andern also die Substratspezifitat der SRNA
[8]. Dieser grundsatzlich neue Mechanismus,
auf kleine Molekiile wie Antibiotika zu rea-
gieren, sollte bei der Identifizierung von
sRNA-Targets berticksichtigt werden.

ARNP als neuer Resistenz- und
Adaptationsmechanismus

Es ist iiberraschend, dass Produkte des trp-
Attenuators an Resistenzmechanismen in
Bodenbakterien beteiligt sind. Dies kann
erklart werden durch die oben erwahnte Trp-
unabhéngige Transkription vom trpE(G)-Pro-
motor und die Fahigkeit des trp-Attenuators,
auf Inhibition der Translationsinitiation
durch Superattenuation zu reagieren. Hiermit
ist die Translationsinhibition ein weiteres,
Trp-unabhingiges Attenuationssignal zur
Entstehung der sSRNA rnTrpL. Die sRNA ent-
steht auch bei subinhibitorischen Antibiotika-
konzentrationen, bei denen das peTrpL-Pep-
tid weiterhin produziert wird. Dabei nimmt
die Menge des Peptids mehr als 100fach zu,
hochstwahrscheinlich durch eine Stabilisie-
rung im ARNP. Bei Antibiotikaexposition sind
also beide Regulatoren, rnTrpL und peTrpL,
fiir die Destabilisierung der rplUrpmA-mRNA
und fiir die differenzielle Regulation der
smeABR-Gene verfiligbar. Die Struktur der
neuartigen ARNP-Komplexe unter Beteili-
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gung strukturell unterschiedlicher Antibio-
tika muss noch aufgeklart werden.

Der ARNP-Mechanismus erlaubt den Bak-
terien, die Anwesenheit von Antibiotika auf
RNA-Ebene zu ,spiiren“ und schnell zu rea-
gieren. Unter anfanglicher Exposition ist die
Antibiotikumkonzentration in der Zelle hoch,
sodass ARNPs gebildet und Ziel-mRNAs
destabilisiert werden. Nach Entfernung des
Antibiotikums aus der Zelle durch Efflux dis-
soziieren die ARNP-Komplexe, und die
Genexpression wird normalisiert. Ahnliche
Mechanismen wirken auch in anderen
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o-Proteobakterien, wie dem Sojasymbionten
Bradyrhizobium japonicum und dem Pflan-
zenpathogen Agrobacterium tumefaciens. Die
Entdeckung der ARNPs in S. meliloti verdeut-
licht die Bedeutung von Bodenbakterien als
Reservoir fiir neue Resistenzmechanismen.
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