RNA-Struktur und Genexpression

mRNA-Strukturen steuern die
posttranskriptionelle Genregulation
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Posttranscriptional regulation at mRNA level is defined not only by
sequence, but also by the structure of the mRNA. Structures in the
untranslated regions control stability, translation and localization of an
mRNA. Evolutionary conservation can be used to identify such regula-
tory active structures in mRNAs. For example, constitutive decay
element (CDE) stem-loops are recognized by Roquin proteins in an
exclusively shape-specific manner. Strikingly, some CDEs can serve a
dual function in gene repression depending on their folding status.
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B RNA erfiillt viele verschiedene und essen-
zielle zelluldre Funktionen, die weit tiber ihre
Rolle als passiver Trager der genetischen
Information hinausgehen. Ahnlich wie Pro-
teine konnen RNAs komplexe 3D-Strukturen
annehmen. Zusatzlich kann eine RNA ver-
schiedene Strukturen in Abhangigkeit der
Bindung von Liganden einnehmen. Beispiele
hierfiir sind Ribozyme, Riboswitche und
tRNAs.
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Dartiber hinaus ist die 3D-Struktur einer
mRNA, unabhéngig von der reinen linearen
Sequenzinformation, an vielen regulatorischen
Prozessen in der Zelle beteiligt. Ein aktuelles
Beispiel ist das Genom von SARS-CoV-2, wel-
ches aus einer einzelstrangigen RNA besteht.
Dieses besitzt distinkte, komplex gefaltete
RNA-Strukturen, wie z. B. einen Pseudoknoten,
der das Ribosom dazu veranlasst, von einem
Leserahmen in den anderen zu wechseln [1].
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Gerade in den untranslatierten Regionen
(UTRs) finden sich viele solcher Strukturele-
mente, deren Wirkung oft durch die Inter-
aktion zwischen RNA und RNA-bindenden
Proteine (RBPs) bedingt ist. Strukturen in
mRNAs beeinflussen das pra-mRNA-Splei-
Ben, die zellulare Lokalisierung, die Transla-
tionsrate sowie die mRNA-Stabilitat. mRNA-
Strukturen sind somit essenziell fiir die post-
transkriptionelle Genregulation und erlau-
ben so, das Proteom prazise an interne und
externe Signale anzupassen. Beispiele fiir
bekannte Strukturelemente, welche die
mRNA-Funktion kontrollieren, umfassen
z. B. iron responsive elements, welche die
Eisenhomoostase regulieren, oder Zipcodes,
welche die Lokalisation von mRNA-Mo-
lekiilen in der Zelle steuern. Zudem ist die
Halbwertszeit einer mRNA genauestens
reguliert. Neben linearen Motiven, wie MREs
(microRNA response elements) und AREs
(AU-reiche Elemente), sind auch hier RNA-
Strukturen von groBer Bedeutung. Die cons-
titutive und alternative decay elements (CDEs
und ADEs), die aus einer einzelnen Haar-
nadelstruktur bestehen, werden von Roquin-
Proteinen erkannt und regulieren den
mRNA-Abbau (Abb. 1, [2]).
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A Abb. 1: Regulatorische (Struktur-)Elemente und ihre Funktion. IRE: iron responsive element; IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle; ORF: open
reading frame; ARE: AU-reiches Element; MRE: microRNA response element, CDE: constitutive decay element (aus PDB ID 2n2o0 [8]); ADE: alternative
decay element (aus PDB ID 5f5h [9]); UTR: untranslatierte Region.
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A Abb. 2: Die 3"-UTR von UCP3 enthilt zwei Roquin-Bindestellen [2]. A, Bioinformatische Vorhersage evolutionar konservierter RNA-Strukturen (N = A,
U, G oder C; R = A oder G; Y = C oder U). B, UCP3-Tandem-CDE Motiv. C, Lebensdauer einer mRNA mit Wildtyp und mutiertem Tandem-CDE-Motiv.
Durch die Behandlung der Zellen mit Actinomycin D (ActD) kommt es zu einem Transkriptionsstop, wodurch die Lebensdauer einer mRNA bestimmt
werden kann. D, Die Bindung von Roquin an Stammschleifen in der 3"-UTR fiihrt zur Rekrutierung von Deadenylierungsfaktoren. Abbildung modifiziert

nach [2], CC BY 4.0.

Oft sind solche mRNA-Strukturen evolu-
tionar konserviert. Sie sind nicht von der
exakten Sequenz abhédngig, da verschiedene
Abfolgen von Nukleotiden gleiche Struktur-
elemente ausbilden konnen. Konservierte
mRNA-Strukturen sind daher nicht so leicht
zu entdecken. Findet man konservierte
Strukturen, so ist dies ein starker Hinweis
auf deren Funktionalitét.

Von evolutionérer Struktur-
konservierung hin zur Entdeckung
neuartiger Regulationselemente
Durch den Vergleich aller UTRs von Mensch
und Maus wurden evolutiondr konservierte
RNA-Strukturen genomweit vorhergesagt.
Bei der Analyse wurde der Schwerpunkt auf
sequenzunabhéngige Strukturkonservierung
gelegt (Abb. 2A). So identifizierten wir eine

neuartige Roquin-Tandem-Bindestelle inner-
halb der 3"-UTR der UCP3-mRNA (Abb. 2B).
UCP3 ist ein mitochondriales Membran-
protein, das mit der Entwicklung von Diabe-
tes mellitus Typ II und Adipositas in Ver-
bindung gebracht wird [3]. Mutations-
analysen in humanen Zelllinien bestatigten,
dass zwei Stammschleifen, die beide einen
identischen Triloop aufweisen, notwendig
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und ausreichend sind, um die
Proteinproduktion zu inhibieren. Diese
negative Regulation wird durch einen
beschleunigten mRNA-Abbau hervorge-
rufen (Abb. 2C). Die identifizierten
Stammschleifen aus der UCP3-mRNA
dhneln CDEs, bekannten Roquin-Bin-
destellen. Die Bindung von Roquin an
CDEs fiihrt zur Rekrutierung von Deade-
nylierungsfaktoren, wodurch die mRNA
destabilisiert und in Konsequenz abge-
baut wird (Abb. 2D).

Das erste CDE wurde in der 3"-UTR
der TNF(Tumornekrosefaktor)-mRNA
TNF (Tumornekrosefaktor) beschrieben.
Hier wurde durch Mutationsanalysen
ein Konsensus bestimmt [4], welcher
jedoch nicht mit anderen Roquin-Bin-
destellen wie dem UCP3-Tandem-CDE
ibereinstimmt. Zuséatzlich zeigten
Strukturbestimmungen von Roquin-
CDE-Komplexen eine formspezifische
Erkennung unabhidngig von exakten
Sequenzanforderungen [5]. Dies deutet
auf eine vielseitigere Bindung von
Roquin an Stammschleifen hin, welche
wir durch Mutationsanalyse zeigen
konnten.

Die Art der Proteininteraktion ist
abhangig vom Faltungsstatus der
RNA

Obwohl sich ihre Sequenzen deutlich
von den zuvor analysierten CDEs unter-
scheiden, zeigten die UCP3-CDEs,
sowohl ungebunden als auch im Kom-
plex mit Roquin, die bekannte CDE-Fal-
tung (Abb. 3A). Somit bestitigen die
Strukturdaten der UCP3-CDEs vollstin-
dig die Existenz eines sequenzunabhan-
gigen Konsensus fiir CDEs.

Auffallend ist, dass beide CDEs AU-
reich sind. Fiir AREs ist bekannt, dass
sie mRNA-Abbau vermitteln. Somit
konnten AU-reiche CDEs in linearer
Form auch als AREs dienen (Abb. 3B).
AREs sind die derzeit am besten unter-
suchten cis-regulatorischen Elemente,
die die mRNA-Lebensdauer modulieren.
Urspriinglich wurden sie in mRNAs ent-
deckt, die fiir early response-Gene codie-
ren. Inzwischen sind sie als weit verbrei-
tete cis-regulatorische Elemente aner-
kannt, die die Abundanz von mRNAs
codierend fiir Wachstumsfaktoren, pro-
inflammatorische Cytokine und Protoon-
kogene kontrollieren. Bislang wurden
iber 20 ARE-bindende Proteine identifi-
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ziert. Ein prominentes Beispiel, das den
ARE-abhdngigen mRNA-Abbau fordert,
ist AUF1 [6].

Kommt es zur Faltung der CDEs in
der 3-UTR von UCP3, konnen diese
Strukturen von Roquin gebunden wer-
den. Die Bindung des Proteins fiihrt zu
einer Stabilisierung der mRNA-Struk-
tur und verhindert so das Auffalten der
doppelstrangigen RNA-Region. Liegt
der Bereich der 3"-UTR linear vor, kann
er von ARE-BPs (Bindeproteine) wie
AUF1 gebunden werden (Abb. 3B). In
der Tat konkurrieren Roquin und AUF1
um die Bindung an die AU-reichen
CDEs, wie wir in vitro zeigen konnten
(Abb. 3C, D). In diesen Fillen ist der
Roquin-vermittelte vs. ARE-vermittelte
mRNA-Abbau abhédngig vom RNA-Fal-
tungsstatus.

Zusammenfassend bestatigen die
Strukturanalysen der AU-reichen UCP3-
CDEs die sequenzunabhdngige Bindung
an CDEs. Weiterhin konnten wir zeigen,
dass AU-reiche CDEs auch von ARE-BPs
in vitro erkannt werden konnen und
somit moglicherweise eine Doppelfunk-
tion im mRNA-Abbau erfiillen.

Fazit

Betrachtet man die Tatsache, dass (a)
RNA Strukturen wandelbar sind und
sich durch eine Umfaltung andere
Interaktionsmoglichkeiten ergeben, (b)
mehrere Bindestellen auf einer RNA
iiberlappen konnen und (c) ein RBP oft
mehrere RNA-Bindedomédnen sowie
Préferenz fiir verschiedene RNA-Motive
besitzen kann, so wird die schiere Viel-
zahl an kooperativen sowie konkurrie-
renden Regulationsmoglichkeiten deut-
lich. Um das Verstandnis posttran-
skriptioneller Genregulation weiter zu
verbessern, muss daher in zukiinftiger
Forschung die Konkurrenz zwischen
RBPs in vivo untersucht werden. Wei-
terhin ist es wichtig das Zusammen-
spiel einzelner RNA-Bindedoménen in
einem RBP zu entschliisseln. Dazu soll-
ten Hochdurchsatzverfahren gekoppelt
an next generation sequencing zum Ein-
satz kommen, mit denen schnell groBe
Bibliotheken an RNA-Strukturen
gleichzeitig untersucht werden konnen
- zum einen in Hinsicht auf ihre Funk-
tion in vivo, z. B. durch FACS-basierte
massive parallel reporter assays, und
zum anderen hinsichtlich der Erken-

Hier steht
eine Anzeige.
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<« Abb. 3: Strukturabhéngige
Kompetition um AU-reiche
CDEs [10]. A, Struktur eines
freien CDE im Vergleich zum
Komplex mit der ROQ-Domane
von Roquin-1 (PDB IDs 6xwj,
6tqga). B, Roquin und AUF1
kompetitieren um die Bindung
an CDE1. C, Immunoblot gegen
AUF1 nach RNA-Affinitatsauf-
reinigung mit verschiedenen
UCP3-RNAs. Durch Mutation
von CDE1 geht die Bindung von
AUF1 verloren. D, NMR-Analy-
sen des CDE 1-Roquin-Komple-
xes alleine und mit zunehmen-
der AUF1 Konzentration zei-
gen, dass AUF1 mit Roquin um
die RNA-Bindung kompetitiert.
Die Signale, welche durch die
Bindung von Roquin an CDE1
entstehen (Pfeile), werden
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durch AUF 1 aufgeldst. Abbil-
dung modifiziert nach [10], CC
BY-NC 4.0.
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nung durch RNA-bindende Doménen, z. B.
durch RNA Bind-n-Seq [7]. |
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