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Nicht-codierende RNA als Regulator
der Neurogenese
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Long, non-coding (Inc) RNAs emerge as crucial regulators of gene
expression. Their ability to interact with DNA and protein mediates the
recruitment of regulators to defined chromosomal loci. LncRNAs are
particularly abundant in brain tissues where they are involved in cell
specification. We described a novel IncRNA, RUS (RNA upstream to
Slitrk3), which interacts with epigenetic regulators and contributes to
shaping the gene expression program of neural precursor cells

towards neurogenesis.
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B Der GroBteil der Genome hoherer Euka-
ryoten wird zu bestimmten Zeiten und in
bestimmten Zellen transkribiert, aber nur ein
kleiner Teil der daraus resultierenden RNAs
codiert fiir Proteine. Die Genome von Sauge-
tieren enthalten auch Gene tausender stabi-
ler RNAs, die langer als 200 Nukleotide sind
und offensichtlich nicht codieren (lange,
nicht-codierende (Inc) RNAs, [1-3]).

Die Anzahl an potenziellen IncRNAs {iber-
trifft die von Proteinen um ein Mehrfaches.
Bis auf wenige, lange bekannte IncRNAs, wie
z. B. die XIST-RNA, die eine zentrale Rolle in
der Inaktivierung eines X-Chromosoms in
weiblichen Zellen von Sdugetieren spielt,
sind die Funktionen der meisten IncRNAs,
die in groB angelegten Sequenzierungspro-
jekten entdeckt werden, noch nicht verstan-
den. Bemerkenswert ist, dass der Anteil
der IncRNAs, die zellspezifisch exprimiert
werden, die Zahl entsprechender protein-
codierender Gene iibersteigt. Auch expri-
mieren Tumore viele IncRNAs, die im gesun-
den umliegenden Gewebe nicht zu finden
sind.

Da viele IncRNAs im Zellkern lokalisiert
sind, wird vor allem ihre Rolle in der Regu-
lation der Transkription untersucht. In
der Tat ist die Mehrzahl der annotierten
IncRNAs in menschlichen Zellen im Chroma-
tin angereichert und kann dort an bestimm-
ten genomischen Bereichen lokalisiert wer-
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den. Die Wirkweise von IncRNAs ergibt sich
aus ihren biochemischen Eigenschaften, die
sie zur Bindung an Nukleinsduren und Pro-
teine befdhigt. Sie konnen nicht nur mit
anderen RNAs hybridisieren, sondern auch
nach lokaler Denaturierung mit definierten
DNA-Sequenzen Basenpaarungen eingehen
(Stichwort: R-loop) oder dreistrangige Heli-
ces (triple helices) mit DNA mittels Hoog-
steen-Basenpaarung bilden. Eine Vielzahl
von Proteinen im Zellkern weisen Doménen
auf, die RNA-Epitope aus Sequenz und
Sekundarstruktur spezifisch binden konnen.
Die Kombination aus DNA- und Proteinbin-
dung erlaubt IncRNAs, Chromatin-modifizie-
rende Enzyme und andere regulatorische
Proteine an bestimmte genomische Loci zu
rekrutieren (Abb. 1A), deren Bindung zu
verhindern (Abb. 1B) oder als Geriist zur
Assemblierung von Proteinkomplexen zu
dienen (Abb. 1C). Weil Proteine auch an die
gerade durch Transkription entstehende
IncRNA binden konnen, finden sich einige
IncRNA-Gene in unmittelbarer Nachbar-
schaft zu den Orten, die reguliert werden
sollen. Die Wirkung gering exprimierter
RNAs bleibt meist auf die unmittelbare
Nachbarschaft des IncRNA-Gens begrenzt
(Cis-Regulation). Abundantere IncRNAs
bilden Komplexe mit Proteinen und kon-
nen Wirkorte im gesamten Zellkern
erreichen (Trans-Regulation). Die Fahigkeit
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A Abb. 1: Wirkmechanismen nukledrer
IncRNAs. A, LncRNAs kénnen durch R-loops
oder Triple Helices DNA binden und so die
Bindung regulatorischer Proteine an Chro-
matin vermitteln. B, LncRNAs kénnen die
Chromatinbindung regulatorischer Proteine
verhindern. C, LncRNAs kénnen als Geriist
zur Assemblierung von Multiproteinkom-
plexen dienen.

von IncRNAs, Positionsbestimmung im
Genom zu vermitteln, befdhigt sie auch zur
allelspezifischen epigenetischen Regulie-
rung, wie sie beim genomischen Imprinting,
der X-Chromosomen-Inaktivierung oder
rDNA-Regulierung bedeutsam ist [1-3].

Ein besonders reichhaltiges Kompendium
an IncRNAs wird im Gehirn von Sdaugetieren
exprimiert (schdatzungsweise 40 Prozent der
bekannten IncRNAs); dabei korreliert die
Anzahl der IncRNAs mit der GroBe des
Gehirns. Hirnspezifische IncRNAs sind in der
Regel evolutiondr konservierter als solche,
die in anderen Geweben vorkommen, und
ihre Gene befinden sich hdufig in der Nahe
von Genen, die an der neuronalen Entwick-
lung oder an Gehirnfunktionen beteiligt sind.
Tatsdchlich erweisen sich IncRNAs als
wesentlich bei wichtigen Prozessen der
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A Abb. 2: Charakterisierung der RUS-RNA (Details in [6]). A, Der Genort und das 5-Ende von RUS
ist in den Genomen von Mensch und Maus konserviert. B, Die beiden murinen Isofomen (RUS-1,
RUS-2) kommen liberwiegend im neuronalen Gewebe vor (RT-PCR normalisiert gegen mRNA des
TBP). A: adult; E: embryonal; Cer: Cerebellum; Cor: Cortex; Hip: Hippocampus. C, RNA-Interferenz
gegen RUS fiihrt zu verminderten Neurogenese in der in vitro-Differenzierung (Immunfarbung mit
dem neuronalen Marker B-Tubulin Ill). MaBstab = 50 pm.

Gehirnentwicklung - wie der Festlegung des
Neuroektoderms, der Spezifikation und Pro-
liferation neuraler Vorlduferzellen sowie
deren Differenzierung in Neuronen (Neuro-
genese) oder andere neurale Zelltypen (Glio-
genese) [4, 5].

Identifizierung einer neuen IncRNA
mit Wirkung in der Neurogenese

Unsere Gehirne produzieren ungefdahr
20.000 IncRNAs, von denen nur wenige
nédher untersucht sind. Auf der Suche nach
neuen IncRNAs, die eine Rolle in der Neuro-
genese spielen konnten, durchforsteten wir
verschiedene Datenbanken nach IncRNAs,
die iiberwiegend in neuronalen Geweben
exprimiert werden. Ein Kandidatengen erreg-
te unsere Aufmerksamkeit, weil es direkt
neben dem Gen fiir das Transmembranprote-
in Slitrk3 liegt, das eine wichtige Funktion in
der Synapsenbildung hat. Weil der genomi-
sche Lokus des IncRNA-Gens zwischen Maus
und Menschen konserviert ist, bezeichneten
wir das IncRNA-Gen RNA upstream to Slitrk3
(RUS) [6]. Neben der syntdnischen Konser-
vierung weisen die orthologen Gene in Maus
und Mensch ein konserviertes 5-Ende auf
(Abb. 2A).

Wir fanden, dass RUS nur im neuralen
Gewebe und vor allem im adulten Gewebe
exprimiert wird (Abb. 2B). Die Expression von
RUS wiahrend der Differenzierung steigt von
neuronalen Vorlauferzellen zu Neuronen an,
ein Hinweis auf eine Rolle wiahrend der Diffe-
renzierung. Um die RUS-Expression wahrend
der Neurogenese genauer zu untersuchen,
differenzierten wir embryonale kortikale
Stammzellen (NSCs) zu unreifen Neuronen in
einem Zellkultursystem. Hier konnten wir die
Auswirkung der Depletierung von RUS mit-
hilfe der RNA-Interferenztechnologie (shRNA)
bestimmen. Immunhistochemischen Farbun-
gen zeigten eine verminderte Expression des
neuronalen Markers B-Tubulin III nach der
Reduktion von RUS (Abb. 2C). Eine Charakte-
risierung des Phanotyps durch Transkriptom-
analysen (RNA-Seq) zeigte, dass die Redukti-
on von RUS sich schon negativ auf die Prolife-
ration neuraler Vorlduferzellen auswirkte. Die
gleichzeitige Hemmung der Proliferation (und
damit der Zellerneuerung) und der neuro-
genen Differenzierung fiihrt moglicherweise
dazu, dass neuronale Vorlauferzellen wider-
spriichliche Signale erhalten, die eine Apop-
tose auslosen, wie wir es nach der Reduktion
von RUS beobachteten [6].

Zellfraktionierungsexperimente ergaben,
dass RUS sich iiberwiegend im Zellkern
befindet. Mithilfe der ChIRP-Technologie,
bei der RUS im Chromatin fixiert und nach
Hybridisierung an biotinylierte antisense-
Oligonukleotide mitsamt der gebundenen
DNA aufgereinigt wird, konnten wir beobach-
ten, dass viele Gene in der Ndhe von RUS-
Bindestellen nach der Reduktion von RUS
dereguliert wurden.

Um einen Hinweis auf den Wirkmecha-
nismus von RUS zu erhalten, ermittelten
wir Proteine, die in Neuroblastomzellen
(Neuro2A) an das konservierte 5-Ende der
IncRNA binden. Dazu versahen wir RUS
(und eine Kontrolle, der das 5-Ende fehlte)
mit einem MS2-Tag, das aus fiinf stem loop-
Strukturen aus dem MS2-Bakteriophagen
besteht. Diese RNA-Sekundérstruktur wird
spezifisch von dem Capsid-Protein des MS2-
Phagen (MS2BP) gebunden. Die RNAs expri-
mierten wir in Neuro2A-Zellen und reinigten
die sich dort gebildeten RNA-Protein-Kom-
plexe mithilfe der MS2-Affinitatschromato-
grafie auf (Abb. 3A). Die gebundenen Pro-
teine wurde vermittels Massenspektrometrie
identifiziert. Die Proteomanalyse ergab, dass
an das konservierte 5-Ende besonders Kom-
ponenten der Kernhiille (Lamina und Kern-
poren, rot und orange markiert in Abb. 3B)
und auch des Nukleolus (griin in Abb. 3C)
binden. Die Kernhiille und die Oberflache
des Nukleolus bilden Kernkompartimente, in
denen stillgelegtes Chromatin angereichert
ist. RUS konnte also bei der Repression von
Genen durch Rekrutierung in ein repressives
Kompartiment im Zellkern wirken [6].

Die Evolution von IncRNAs als
Transkriptionsregulatoren

Der Beitrag der vielen IncRNAs zur Regula-
tion DNA-basierter Prozesse im Zellkern
(vornehmlich der Transkriptionskontrolle)
kann derzeit nicht iberschétzt werden. Die
Eigenschaft dieser Molekiile, als Mittler zwi-
schen Nukleinsdauren und Proteinen zu wir-
ken, spielt sicher eine groBe Rolle. LncRNAs
konnen wohl im Zuge der Evolution schnell
Funktionalitat erwerben. Die allgegenwar-
tige Transkription des Genoms stellt ein
unerschopfliches Reservoir an Molekiilen zur
Verfiigung, die zundchst nicht funktionell
sind. Die Moglichkeit, durch intramoleku-
lare Basenpaarung dynamische dreidimen-
sionale Strukturen auszubilden, die in ihrer
Komplexitdt Proteinstrukturen noch {iber-
treffen, pradestiniert sie fiir eine Funktion in
der Chromatinregulation und macht sie zu
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A Abb. 3: Affinitatsreinigung von RUS-interagierenden Proteinen. A, schematischer Uberblick der
Affinitatsreinigung von RUS-interagierenden Proteinen (farbige Kugeln). RUS-RNA (griin), markiert
mit einem MS2-Tag (orange), wird stabil in Neuro2A-Zellen exprimiert. Die RNA wird durch Bindung
an MS2BP-Maltosebindungsprotein an einer Matrix gereinigt und gebundene Proteine mittels RNA-
se-Verdau und Massenspektrometrie eluiert und analysiert. B, Vulcano plot zur Darstellung der
durch RUS-Bindung angereicherten Proteine (je Protein ein Punkt) im Vergleich zu der 5-Deletions-
mutante. Signifikante Proteine (p-Wert < 0,002 und fold change > 2) wurden mit ihnrem Namen
beschriftet (rot: Lamina, orange: Kernpore, griin: Nukleolus). Originaldaten publiziert in [6].

einem idealen Substrat fiir eine , konstruk-
tive neuronale Evolution [2, 7].
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