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Die Rolle kleiner nicht-codierender RNAs (sRNAs) als bedeutende
Regulatoren der Genexpression wird immer aufmerksamer betrachtet.
Unser besonderes Interesse gilt der Identifizierung und funktionellen
Charakterisierung solcher RNAs in pathogenen Bakterien.

Small non-coding RNAs (sRNAs) have received increasing attention as
potent regulators of gene expression in virtually all organisms. We are
particularly interested in the discovery and molecular characterization of
such sRNAs in bacterial pathogens.

ó In den letzten Jahren wurden immer mehr
kleine nicht-codierende RNAs (sRNAs) in Pro-
karyoten entdeckt. Waren vor zehn Jahren
erst eine Handvoll der kleinen funktionellen
RNA-Moleküle bekannt, ist ihre Zahl heute
auf mehrere Hundert angestiegen, und lau-
fend werden weitere sRNAs identifiziert. Frü-
her spielte oft der Zufall eine beträchtliche
Rolle bei der Entdeckung von sRNAs, heute
dagegen erlaubt der technische Fortschritt
die systematische Suche nach solchen RNA-
Molekülen.

Die ersten regulatorischen RNAs, die weder
rRNA, tRNA noch mRNA waren, fand man
schon vor 40 Jahren im Gram-negativen
Modellbakterium Escherichia coli [1]. Seit Kur-
zem kennt man solche sRNAs auch in den
unterschiedlichsten bakteriellen Pathogenen
wie Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphy-
lococcus aureus oder Vibrio cholerae, um nur
einige zu nennen [2]. Auch in Archaeen sind
zusätzlich zu den bereits bekannten snoRNAs
(small nucleolar-RNAs) weitere Klassen von
kleinen RNAs gefunden und untersucht wor-
den (z. B. [3]).

Bakterielle sRNAs sind typischerweise 50
bis 250 Nukleotide lang und zumeist als
eigenständige Gene in den intergenischen
Regionen der chromosomalen DNA lokalisiert
[4]. Ihre Expression ist stark reguliert und
wird oft durch spezifische Stresssignale indu-
ziert. Das Gros der bisher charakterisierten
sRNAs modifiziert die Genexpression durch
direkte Basenpaarung mit einer mRNA, wel-
che an einer anderen Stelle im Genom codiert

wird. Die Bindung der sRNA führt in weiterer
Folge meist zu einer Destabilisierung der
mRNA bzw. zur Inhibierung der Translation
und somit zu einer Reprimierung des Ziel-

gens – aber auch die Aktivierung von Genen
durch sRNAs ist bekannt.

In Abbildung 1 sind Beispiele für solche
trans-codierten sRNAs aus Salmonella typhi-
murium gezeigt. Salmonella hat sich in den
letzten Jahren zu einem neuen Modellorga-
nismus für die Erforschung RNA-basierter
Regulationsmechanismen entwickelt, einer-
seits wegen der nahen Verwandtschaft zu
E. coli und andererseits wegen der virulenz-
spezifischen Aspekte dieses wichtigen Patho-
gens [5].

Die systematische Suche nach sRNAs

Die ständig steigende Zahl an identifizierten
kleinen RNAs korreliert mit dem rasanten
Anstieg an sequenzierten Genomen von
Mikroorganismen. Die systematische Suche
nach sRNAs begann im Jahr 2001 mit vor-

sRNAs

Kleine RNAs, soweit das Auge reicht

˚ Abb. 1: Beispiele für trans-codierte sRNAs in Salmonella. Die dargestellten sRNAs regulieren
durch Ausbildung von Basenpaaren mit den entsprechenden Ziel-mRNAs die Expression von äuße-
ren Membranproteinen. Für grün unterlegte Nukleotide konnte eine Interaktion mit der mRNA
gezeigt werden.
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rangig bioinformatischen Methoden [6], das
heißt unmittelbar nachdem die Genome von
E. coli und einigen nah verwandten Bakterien
wie z. B. Salmonella entschlüsselt worden
waren. Für die in silico-Vorhersage von sRNAs
suchte man nach konservierten Bereichen in
den intergenischen Regionen, wobei zum Teil
auch Transkriptionssignale wie Promotoren
oder Terminatoren in die Suche einbezogen
wurden. Basierend auf unterschiedlichen bio-
informatischen Methoden wurden bis heute
zahlreiche sRNAs in verschiedenen Organis-
men korrekt vorhergesagt [6].

Heute spielen jedoch auch experimentelle
Methoden zur globalen Identifikation von
sRNAs eine bedeutende Rolle [2]. Die Detek-
tionsverfahren basieren dabei entweder auf
Mikroarrays oder auf Sequenzierung (Abb.

2). In einem ersten Schritt wird die RNA aus
der Zelle gewonnen. Hierbei kann man die
Gesamt-RNA isolieren und somit das gesam-
te Transkriptom analysieren. Will man den
Anteil an sRNAs erhöhen, wird die Gesamt-
RNA zuvor über Gelelektrophorese der Größe
nach aufgetrennt und nur die Fraktion mit
kleinen RNAs wird weiter untersucht; sRNAs
können auch gemeinsam mit ihren Ziel-
mRNAs angereichert werden, indem vor der
Detektion eine Ko-Immunopräzipitation mit
einem sRNA/mRNA-bindenden Protein durch-
geführt wird. Die Analyse der RNA bzw. der

¯ Abb. 3: Funktionelle Analyse von sRNAs. A,
Validierung der Regulation einer Ziel-mRNA
mithilfe eines GFP-Reportersystems. Die Bakte-
rien werden mit zwei Plasmiden transformiert.
Die Fluoreszenz des Reporterproteins GFP
kann nun direkt von auf Agarplatten gewachse-
nen Kolonien detektiert und mit Zellen, die eine
Kontroll-RNA (Plasmid mit grauem Insert)
exprimieren, verglichen werden. B, Aufreini-
gung von in vivo ausgebildeten RNA-Protein-
Komplexen mittels Affinitätschromatografie.
Die sRNA (rot) wird gemeinsam mit einer
Aptamersequenz (blau) von einem Plasmid
exprimiert. AmpR: Ampicillin-Resistenz; CmR:
Chloramphenicol-Resistenz; pLtetO: Anhydrote-
tracyclin-induzierbarer Promotor; pLlacO:
IPTG(Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid)-indu-
zierbarer Promotor. Weitere Erläuterungen im
Text.

¯ Abb. 2: Experimentelle Methoden zur globa-
len Suche von sRNAs. Die Gesamt-RNA der Zel-
le, ein nach Größe fraktionierter Teil des Trans-
kriptoms oder auch über RNA-bindende Protei-
ne angereicherte RNA wird isoliert. Anschlie-
ßend wird die RNA bzw. die in cDNA umge-
schriebene RNA mittels Hybridisierung an
Mikroarrays oder durch Sequenzierung analy-
siert. sRNAs und entsprechende Detektionssig-
nale sind in Rot gezeigt, andere RNA-Moleküle
in Schwarz.
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in cDNA umgeschriebenen RNA-Moleküle
erfolgt dann entweder über Hybridisierung
auf Mikroarrays oder durch Sequenzierung.

Unser Labor hat basierend auf der Hoch-
durchsatzsequenzierung eine spezielle Metho-
dik entwickelt, die zusätzlich zur Analyse des
gesamten Transkriptoms auch die Unter-
scheidung von primären Transkripten und
prozessierten Molekülen erlaubt. So wurde in
Zusammenarbeit mit Gruppen aus Leipzig und
Bordeaux eine unerwartet große Anzahl neu-
er kleiner sRNAs in dem pathogenen Bakte-
rium Helicobacter pylori entdeckt [7].

Auch Ko-Immunopräzipitationsexperi-
mente mit Hfq, einem Proteinbindungspart-
ner von sRNAs, wurden in unserem Labor
durchgeführt. Das RNA-Chaperon Hfq wird
in der Zelle sowohl für die Stabilität als auch
für die Funktionalität vieler sRNAs benötigt.
Orthologe dieses Proteins wurden in der Hälf-
te aller bis dato sequenzierten Bakterien
gefunden. Unsere Analyse der über Hfq ange-
reicherten sRNAs in Salmonella [8] in Kom-
bination mit vorausgehenden Studien in
E. coli lassen vermuten, dass etwa die Hälfte

der kleinen RNAs in diesen Gram-negativen
Bakterien an Hfq binden.

Funktionelle Analyse von sRNAs

Nicht nur für die Identifizierung, sondern
auch für die Charakterisierung von sRNAs
steht ein großes Repertoire an bioinformati-
schen und experimentellen Methoden zur
Verfügung [2, 6]. Da die meisten der charak-
terisierten sRNAs die Genexpression über
direkte Basenpaarung mit der Ziel-mRNA
regulieren, empfiehlt es sich, eine globale
Suche nach Zielmolekülen durchzuführen,
denn diese können Hinweise über die Funk-
tion der kleinen RNAs liefern. In Zusammen-
arbeit mit Jay Hinton und seiner Gruppe in
Norwich konnten wir zahlreiche Kandidaten
für regulierte Ziel-mRNAs in Salmonella über
kurzzeitig induzierte Überexpression der klei-
nen RNA und anschließender Transkriptom-
analyse mittels Mikroarrays identifizieren [9].

In einem weiteren Schritt sollte nun für die
einzelnen sRNA-mRNA-Paare die posttrans-
kriptionale Regulation nachgewiesen werden,
wobei auch hier unterschiedlichste in vivo-

und in vitro-Methoden zur Verfügung ste-
hen [2]. Eine in unserem Labor entwickelte
Methode [10] basiert auf der Ko-Expression
zweier Plasmide in einer Zelle und anschlie-
ßender Fluoreszenzmessung (Abb. 3A). Das
eine Plasmid dient zur Überexpression der
kleinen RNA, das andere enthält z. B. die
5’-UTR der Ziel-mRNA – jene Region, die häu-
fig von sRNAs gebunden wird – als trans-
lationale Fusion zu gfp (Gen für das grün
fluoreszierende Protein). Die Messung der
Fluoreszenz des Reporterproteins GFP ermög-
licht dann die Untersuchung des regulativen
Potenzials eines sRNA-mRNA-Paares in vivo:
Führt die Bindung der sRNA an die 5’-UTR
der Ziel-mRNA zu einer Reprimierung der
Expression, so zeigen diese Zellen eine gerin-
gere Fluoreszenz als Zellen, welche eine Kon-
troll-RNA anstatt den regulierenden sRNAs
exprimieren (Abb. 3A, unten).

Für die Regulation der Genexpression
mittels sRNAs spielen auch andere Faktoren,
wie Proteinbindungspartner, eine wichtige
Rolle. Viele sRNAs binden an Hfq, aber es ist
anzunehmen, dass auch noch andere Protei-
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ne wichtige Funktionen erfüllen. Um tiefer
gehende Erkenntnisse über die Regulations-
weise von sRNAs zu erlangen, haben wir eine
Strategie entwickelt [11], welche die Isolie-
rung und Charakterisierung in vivo ausge-
bildeter RNA-Protein-Komplexe erlaubt (Abb.

3B): Eine RNA-Aptamersequenz wird an die
sRNA fusioniert und mittels eines Plasmids
wird die modifizierte sRNA in den Bakte-
rienzellen exprimiert. Ein Lysat dieser Zellen
wird auf eine Säule aufgetragen, wobei die
RNA-Protein-Komplexe über das Aptamer an
die Säulenmatrix binden. Nach dem Waschen
der Säule werden die Komplexe eluiert, und
durch Phenolextraktion mit anschließender
Fällung werden die RNA-bindenden Proteine
gewonnen, welche dann z. B. über Massen-
spektrometrie analysiert werden können.

Umfassende Untersuchungen einzelner
sRNAs haben gezeigt, dass deren Regula-
tionsmechanismen sehr komplex sind [4]. In
der Klasse der trans-codierten sRNAs gibt es
Vertreter, welche die Expression von mehre-
ren unterschiedlichen mRNAs regulieren, und
auch die Interaktionsstelle zwischen mRNA
und sRNA kann sehr unterschiedlich sein.
Bis vor Kurzem wurde angenommen, dass
solche sRNAs hauptsächlich an die 5‘-UTR
der mRNA binden und so die Genexpression
ändern. In unserem Labor wurden kürzlich
zwei sRNAs beschrieben, die im Gegensatz
dazu durch Bindung an die codierende
Sequenz die mRNA posttranskriptional regu-
lieren [12, 13].

Fazit

Zusammenfassend kann man sagen, dass die
Forschung an kleinen nicht-codierenden
RNAs ein weites Feld eröffnet hat, in dem es
noch viele Meilensteine zu entdecken gibt.
Die Herausforderung in der Zukunft liegt
allerdings nicht nur in der Identifizierung
von solchen RNAs, sondern auch in der Cha-
rakterisierung ihrer Funktion, denn die Zahl
jener, deren Regulationsmechanismus man
kennt, ist im Vergleich immer noch sehr
gering.
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