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Den regulatorischen RNAs in
Klebsiella pneumoniae aut der Spur
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Klebsiella pneumoniae is a leading cause of nosocomial infections.
The spread of multidrug-resistant isolates poses a serious challenge to
healthcare institutions worldwide. New systematic research into the
post-transcriptional regulation of gene expression in this organism
provides valuable insight into species-specific RNA-RNA networks.
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B Weltweit sterben jahrlich Millionen von
Menschen an bakteriellen Infektionen. Gera-
de multiresistente Bakterien stellen das glo-
bale Gesundheitssystem vor eine groBe
Herausforderung, da Infektionen mit diesen
Mikroorganismen nur eingeschrankt thera-
pierbar sind und damit mit einer langeren
Krankheitsdauer sowie einer schlechteren
Prognose fiir den Patienten verbunden sind
[1]. Fiir eine Gruppe von sechs bakteriellen
Pathogenen mit dem Akronym ESKAPE -
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa und Entero-
bacter spp. — besteht aufgrund ihrer aus-
gepragten Antibiotikaresistenzen und ihrer
globalen Verbreitung in Einrichtungen des
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Gesundheitswesens grofte Dringlichkeit bei
der Entwicklung neuer Therapiestrategien [6].

Teil der Mikrobiota und
Krankheitserreger

Das ESKAPE-Pathogen Klebsiella pneumoniae
ist ein Gram-negatives, stibchenformiges
und unbewegliches Bakterium aus der Fami-
lie der Enterobacteriaceae. K. pneumoniae ist
hédufig Teil der normalen Mikrobiota; das
Bakterium kann allerdings unter bestimmten
Bedingungen schwerwiegende Erkrankun-
gen verursachen - wie Lungen- und Harn-
wegsentziindungen, Abszesse oder Sepsis.
Klassische Isolate von K. pneumoniae werden
mit nosokomialen, aber auch ambulant
erworbenen Infektionen immungeschwéch-

A Abb. 1: Sowohl auf dem Klebsiella pneumoniae-Kerngenom als auch auf akzessorischen Ele-
menten sind Virulenzfaktoren codiert. Dazu zéhlen Siderophore, die die Versorgung des Bakteri-
ums mit Eisen sichern sowie unterschiedliche Bestandteile der Zellhiille. Fimbrien dienen der
Anheftung von K. pneumoniae an Oberflachen; Lipopolysaccarid (LPS) sowie die Polysaccharid-
kapsel unterdriicken Abwehrmechanismen der Wirtszelle. OMP: Outer Membrane Protein.
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ter Patient:innen in Verbindung gebracht [5].
Die Verbreitung hypervirulenter Stamme, die
auch in gesunden Personen lebensbedrohli-
che Krankheiten verursachen konnen, hat
das Spektrum der betroffenen Patientengrup-
pe jedoch erweitert.

Der Erfolg von K. pneumoniae als Krank-
heitserreger beruht eher auf wirksamen
Strategien, die Abwehrmechanismen des
Wirts zu umgehen als diese aktiv zu unter-
driicken [7]. Als wichtigster Virulenzfaktor
gilt eine dicke, in der &uBeren Membran ver-
ankerte Polysaccharidkapsel. Sie schiitzt das
Bakterium vor Phagozytose und den Komple-
mentfaktoren des Serums, verhindert eine
starke Immunantwort des Wirts und blo-
ckiert die Aktivitdt antimikrobieller Peptide.
Das Lipopolysaccharid (LPS) unterstiitzt letz-
tere Funktion der Kapsel. Weitere wichtige
Virulenzfaktoren sind Fimbrien, die die
Adhiésion an unterschiedliche Oberflichen
vermitteln, Siderophore, die die Versorgung
des Bakteriums mit dem im Wirt in limitier-
ter Menge vorhandenen Ko-Faktor Eisen
sicherstellen, sowie Membrantransporter,
die den selektiven Stoffaustausch ermogli-
chen (Abb. 1).

Wiahrend Hunderte von Genomen klini-
scher K. pneumoniae-Isolate sequenziert
wurden, um fiir die Pathogenese einzelner
Stamme relevante Marker zu bestimmen, ist
iiber die Regulation der Genexpression in
diesem Mikroorganismus deutlich weniger
bekannt. Vermutlich verlaufen viele grund-
legende Prozesse in dhnlicher Weise wie in
den anderen, eng verwandten, aber besser
untersuchten Enterobakterien Escherichia
coli oder Salmonella Typhimurium. Die regu-
latorischen Netzwerke aber, die K. pneumo-
niae nutzt, um im Verlauf einer Infektion in
spezifischen Stresssituationen zu tiberleben
oder die Expression von Virulenzfaktoren zu
optimieren, sind nur teilweise verstanden.
Insbesondere die Regulation auf posttran-
skriptioneller Ebene - also die Rolle regula-
torischer RNAs - die bei anderen Bakterien
als zentrale Komponente der Genexpres-
sionskontrolle identifiziert wurde, ist bei
K. pneumoniae noch kaum untersucht.
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A Abb. 2: Experimentelle Bestimmung von RNA-RNA-Interaktomen durch RIL-seq. Basenpaarende RNAs interagieren gleichzeitig mit einem RNA-bin-
denden Protein wie beispielsweise Hfq und werden nach UV-Quervernetzung durch RNA-RNA-Ligation kovalent miteinander verkniipft. Die so entstan-
denen RNA-Chiméren werden iiber eine Ko-Immunoprézipitation isoliert und die aufgereinigte RNA sequenziert. In der bioinformatischen Analyse nach

der Sequenzierung lassen sich RNA-RNA-Interaktionen bestimmen, da die chiméren Transkripte mit zwei unterschiedlichen Bereichen des Genoms

assoziiert werden.

Regulation der bakteriellen
Genexpression durch sRNAs

In Bakterien werden bis zu 15 % eines
Genoms in nicht proteincodierende RNAs
transkribiert [9]. Neben den ribosomalen
RNAs (rRNAs) und Transfer-RNAs (tRNAs)
nutzt die Zelle eine Vielzahl an regulatorisch
aktiven RNA-Molekiilen, die auf unterschied-
lichem Weg die Genexpression beeinflussen.
Die heterogene Klasse kleiner RNAs (small
RNAs; sRNAs) agiert vornehmlich iiber
Basenpaarungen mit proteincodierenden
mRNA-Molekiilen, was typischerweise mit
einer Verdanderung der Translation, der Sta-
bilitat oder auch beider GroSen im Zieltran-
skript einhergeht [2]. In der Mehrzahl der
untersuchten Fille bindet die sSRNA in einem
Bereich der mRNA, der fiir die Translations-
initiation relevant ist. Indem die sRNA die
Anlagerung der kleinen Untereinheit des
Ribosoms inhibiert, wird die Translation die-
ser mRNA negativ reguliert. Auch eine Akti-
vierung der Genexpression durch sRNAs
wurde in einigen Féllen nachgewiesen, bei-
spielsweise durch die Maskierung von
Erkennungssequenzen fiir Nukleasen oder
indem die Interaktion der sSRNA eine Struk-
turdnderung des Zieltranskripts bedingt, die
dessen Translation erst ermoglicht.

Die auf kurzen Basenpaarungen beruhen-
de Aktivitat der sRNAs ist in Gram-negativen
Bakterien meist abhdngig von RNA-binden-
den Proteinen [4]. Eine zentrale Rolle nimmt
das RNA-Chaperon Hfq ein, das iiber mehre-
re RNA-bindende Strukturelemente verfiigt
und das sowohl die Stabilitit der sRNA
erhoht als auch die Interaktion zwischen
zwei Transkripten vermittelt. Durch die Viel-
zahl an Prozessen, in deren posttranskripti-
onelle Kontrolle Hfq involviert ist, zeigen
Deletionsmutanten des Chaperons insbeson-
dere unter Stressbedingungen oft pleiotrope
Phénotypen.

Die groBe Welt der kleinen RNAs in
Klebsiella pneumoniae

Auch in K. pneumoniae ist der Verlust des
hfg-Gens mit einer eingeschrinkten Stress-
toleranz und einer Beeintrachtigung der
Virulenz in einem Mausinfektionsmodell
verbunden [1]. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der Hfg-vermittelten Gen-
expressionskontrolle eine Schliisselrolle
zukommt. Dennoch war bis vor Kurzem
wenig iiber die stammspezifischen Liganden
von Hfq in Klebsiella bekannt.

Drei aktuelle Studien [3, 8, 10] legen durch
die Identifikation Hfg-abhéngiger RNA-RNA-
Interaktome einen Fokus auf die Rolle der
sRNAs in Klebsiella. Fiir K. pneumoniae
MGH 78578, einen klassischen Stamm,
bestimmten wir zunéachst die konservierten
und stammspezifischen sRNAs [8]. Etwa
50 sRNAs lieBen sich auf Basis ihrer
Sequenzhomologie zu SRNAs aus E. coli oder
S. Typhimurium annotieren. Diese Aufstel-
lung ergdnzten weitere SRNA-Kandidaten,
die wir tiber die experimentelle Bestimmung
der Transkriptomstartstellen sowie eine
selektive Aufreinigung von Hfg-assoziierter
RNA identifizierten. Wir untersuchten die
RNA-RNA-Interaktionen mit der RIL-seq-
Methode (RNA interaction by ligation and
sequencing; Abb. 2), bei der die Rolle von Hfq
als Vermittler von RNA-Paarungen ausge-
nutzt wird. Werden die freien Enden zweier
interagierender RNAs mittels Ligation ver-
kniipft, entsteht ein chiméres Transkript, das
gemeinsam mit dem RNA-bindenden Protein
aufgereinigt wird. In der bioinformatischen
Analyse nach erfolgter Sequenzierung der
RNA konnen wir die hybriden Sequenzen
zwei unterschiedlichen Positionen im Genom
zuordnen. Diese Information ermdglicht eine
genaue Bestimmung eines mit einem
bestimmten RNA-bindenden Protein assozi-
ierten RNA-RNA-Interaktoms. Etwa 7.000

Hfq-abhéngige RNA-RNA-Paare fanden wir
durch das RIL-seq-Experiment in K. pneumo-
niae MGH 78578. Wir wiesen eine Beteili-
gung von 74 verschiedenen sRNAs an Inter-
aktionen nach, darunter 32 in diesem Stamm
neu annotierte Regulatoren. Zu diesen zahlt
auch DinR, eine sRNA, die durch RNase-E-
abhangige Prozessierung vom 3‘-Ende der
din-mRNA abgespalten wird. Die din-mRNA
wird im Rahmen der Zellantwort auf DNA-
Schéddigung synthetisiert, und so ist auch die
SRNA DinR wahrend dieser Stressbedingung
aktiv. Mithilfe des RIL-seq-Datensatzes iden-
tifizierten wir eine Interaktion zwischen
DinR und der ftsZ-mRNA.

Das prokaryotische Tubulin-Homolog FtsZ
bildet eine Ringstruktur (den Z-Ring) aus, die
fiir die Positionierung des Septums bei der
Zellteilung essenziell ist. Detektiert die Zelle
jedoch Schdaden am Genom, blockiert sie den
Zellzyklus, um Zeit fiir die Reparatur der
DNA zu gewinnen. Bisher war in diesem
Zusammenhang fiir Enterobakterien aus-
schlieBlich ein Protein-vermittelter Prozess
bekannt, bei dem das kleine zytosolische
Protein SulA direkt an FtsZ bindet und so
dessen Polymerisation unterbindet. In der
Folge kommt es durch die ausbleibende Zell-
teilung zu einer Filamentierung der Bakteri-
en, ein typischer Phanotyp, der bei anhalten-
der DNA-Schadigung zu beobachten ist.
K. pneumoniae nutzt durch DinR eine zweite
regulatorische Ebene fiir die Repression
von FtsZ: Eine Bindung der sRNA oberhalb
des Startcodons der ftsZ-mRNA hemmt die
Translation des Proteins. Weitere Unter-
suchungen ergaben, dass die komplementére
Aktivitat von SulA und DinR die effektivste
Strategie fiir eine Inhibierung der Zellteilung
darstellt.

Neben der im Detail untersuchten DinR-
sRNA beinhaltet der erstellte RIL-seq-Daten-
satz weitere vielversprechende Informatio-
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A Abb. 3: Indem die sSRNA DinR die Translation von ftsZ unterbindet, tragt die SRNA zu einer Blo-
ckade der Zellteilung bei. KvrA ist ein positiver Regulator der Kapselsynthese, dessen Expression

von OmrB inhibiert werden kann. Indem ArcZ die Translation des fiir den Transport von Phospholi-
piden benétigten Membranproteins MlaA reprimiert, wird indirekt die Anlagerung der Kapselpoly-

saccharide in der duBeren Membran gestort.

nen iiber bisher unbekannte regulatorische
Aktivitaten konservierter und Klebsiella-
spezifischer SRNAs. So scheinen verschiede-
ne fiir die Virulenz des Bakteriums relevante
Faktoren, wie Fimbrien oder Siderophore,
durch sRNAs ko-reguliert zu sein, und es
sind Interaktionen mehrerer SRNAs mit an
der Auspragung von Antibiotikaresistenzen
beteiligten Transkripten in MGH 78578
nachweisbar (Abb. 3).

Zwei nachfolgende Publikationen nutzten
ebenfalls das RIL-seq-Protokoll bzw. eine
modifizierte Variante der Methode, um die
RNA-Interaktome hypervirulenter K. pneu-
moniae-Isolate zu untersuchen. In beiden
Studien identifizierten die Autor:innen wei-
tere SRNA-Kandidaten und klarten Klebsiella-
spezifische Aktivititen konservierter entero-
bakterieller SRNAs auf: OmrB, eine SRNA, die
bisher in E. coli hauptsachlich als Regulator
von Membranproteinen und Biofilmbildung
bekannt war, agiert in Klebsiella als negati-
ver Regulator der Synthese der Polysaccha-
ridkapsel [3]. Auch ArcZ, eine weitere in
E. coli und S. Typhimurium umfassend cha-
rakterisierte SRNA, beeinflusst den Aufbau
der Kapsel [10].

Im Rahmen dieser drei Publikationen ist
es gelungen, eine groBe Zahl an sRNAs in
K. pneumoniae zu erfassen. Sie verdeutlichen
aber auch, dass zwischen den verschiedenen
K. pneumoniae-Isolaten nicht nur signifikan-
te Unterschiede in der Physiologie, sondern
auch im sRNA-Repertoire und den jeweiligen
Interaktionspartnern bestehen. Das Kernge-
nom von K. pneumoniae wurde als die gene-
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tische Information definiert, die in iiber 95 %
aller Isolate vorhanden ist, und umfasst
nur etwa 1.700 Gene [11]. Angesichts der
Tatsache, dass die Genome einzelner K. pneu-
moniae-Stamme typischerweise etwa 5.000—
6.000 Gene codieren, sind auch stammspezi-
fische sRNAs in akzessorischen Elementen
sowohl im Hauptchromosom als auch auf
Plasmiden zu finden.

Die in den ndchsten Jahrzehnten zu erwar-
tenden Herausforderungen durch Infektionen
mit multiresistenten Bakterien sind nur
durch die Entwicklung neuer Strategien in
der Erforschung antimikrobieller Arzneimit-
tel zu meistern. Ausgangspunkt hierfiir ist
jedoch, zunachst eine grundlegende Kenntnis
der Biologie der verantwortlichen Mikroorga-
nismen zu erreichen. Durch die Erforschung
der in Klebsiella aktiven RNA-RNA-Netzwer-
ke wollen wir auch zukiinftig dazu beitragen,
dieses wichtige Pathogen zu verstehen und
damit auch kontrollieren zu konnen.
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