MikroRNA und Prostatakrebs

Neue Hoffnungstrager fur
Diagnose, Prognose und Therapie

Jede Menge ,Schrott” glaubte man im menschlichen Erbgut gefunden zu haben,
nachdem die Sequenzierung der genomischen DNA im Rahmen des Humangenom-
projekts zur Jahrtausendwende fiir abgeschlossen erklart wurde. Denn den mindes-
tens 98 Prozent der DNA, die sich zwischen den Protein-kodierenden Genen befindet,
kam keine erkennbare Funktion zu. Das hat sich in jiingerer Zeit so grundlegend
gedndert, dass der ,Schrott” im Jahr 2006 sogar mit dem Nobelpreis ,vergoldet”
wurde. Die Laureaten Craig Mello und Andrew Fire, wie auch eine Reihe weiterer
beteiligter Forscher, hatten erkannt, dass eine Vielzahl kleiner RNA-Molekiile
(mikroRNA) in zahlreiche biologische Prozesse regulatorisch eingreift. Sie wechsel-
wirken auf sequenzspezifische Weise mit Messenger (m)RNA und regulieren die Gen-
Expression post-transkriptionell. Dieser Mechanismus, der auch als RNA-Interferenz
bezeichnet wird, lasst sich experimentell heute schon dazu nutzen, Gene gezielt
»stumm* zu schalten. Die Schliisselrolle der mikroRNA im Rahmen tumorassoziierter
zelluldrer Prozesse macht sie zu viel versprechenden Kandidaten fiir die Entwicklung
diagnostischer und prognostischer Biomarker wie auch als Therapie-Targets.

Gene, die nur als RNA ausgepragt werden

Ist von Genen die Rede, werden damit zumeist DNA-
Abschnitte gemeint, die in RNA umgeschrieben und
schlieBlich als Proteine ausgeprigt (exprimiert) wer-
den. Doch beim Menschen machen die schitzungswei-
se etwa 30 000 derartiger Gene nur einen verschwin-
dend kleinen Teil der gesamten Erbsubstanz von ca.
drei Milliarden Basenpaaren aus. Den iiberwiegenden
Teil der DNA qualifizierte man etwas voreilig als evo-
lutiondren Schrott ab und warf ihn — wie sich Mole-
kularbiologen und Genetiker auszudriicken pflegen —
kurzerhand in den Miilleimer. Im Hinterkopf rumorte
aber immer die Frage, warum diese so genannte Junk-
DNA dennoch groBenteils in RNA umgeschrieben, d.h.
in hohem MafRe transkribiert wird.

Erst in kiirzerer Zeit wurde erkannt, dass es zahlrei-
che Gene gibt, die zwar in RNA umgeschrieben (trans-
kribiert), nicht aber in Peptide bzw. Proteine iibersetzt
(translatiert) werden. Fortschritte auf diesem Gebiet
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verzogerten sich zunéchst insofern, als man glaubte,
nach eher grofleren RNA-Molekiilen suchen zu miis-
sen. Erst als man sich RNA-Molekiilen mit nur 22 bis
25 Nukleotiden zuwandte, nahm die Erforschung der
»Nur-RNA-Gene“ richtig Fahrt auf. Man erkannte,
welche wichtige Rolle solche kleinen RNA-Molekiile
bei der Auspriagung des Phénotyps spielen. Zwischen-
zeitlich wurden bereits Hunderte solcher regulierenden
kleinen RNA-Molekiile entdeckt, eine Vielzahl davon
auch beim Menschen.

Zwei Klassen kleiner RNA-Molekiile

Von den Sequenz-spezifischen post-transkriptionellen
Regulatoren der Gen-Expression wurden zwei Klas-
sen kleiner RNA-Molekiile entdeckt: die small inter-
fering RNA (siRNA) und die mikroRNA (miRNA).
Die Biosynthese beider RNA-Formen, ihr Einbau in
einen RNA-Proteinkomplex, und dessen Fihigkeit die
Bildung bestimmter Proteinprodukte auf mRNA-Ebe-



thema Prostatakrebs
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Zahlreiche DNA-Abschnitte des Genoms werden zwar in RNA
umgeschrieben, nicht aber in Peptide oder Proteine libersetzt

ne herunterzuregulieren sind in Abbildung 1 darge-
stellt. Obwohl miRNA und siRNA unterschiedlichen
Vorlaufermolekiilen entstammen, weisen sie identische
biochemische Merkmale auf.

Die durch miRNA und siRNA programmierten RISC
steuern unterschiedliche Ziele in der Zelle an. Die aus
doppelstringiger RNA gebildete siRNA wird bei Séu-
getieren einschlieBlich des Menschen offenbar nicht
endogen gebildet. Eine ihrer grundlegenden Funktio-
nen betrifft die Abwehr von Viren. Denn wenn virale
doppelstrangige RNA zu siRNA ,,zerhackt™ wird, ldsst
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Abb. 1: Wege zur RNA-Interferenz:
A) siRNA-Interferenz

dsRNA

Duplex-siRNA-RISC

sich damit die Expression viraler Proteine unterdrii-
cken. Allerdings antworten Viren auch mit Gegenstra-
tegien. Durch sog. genetisches Engineering lédsst sich
doppelstrangige RNA in Zellen einschleusen und mit
Hilfe der dann gebildeten siRNA die Uberexpression
bestimmter Gene unterdriicken. Hierdurch erdffnen
sich unter Umsténden zukiinftige Therapieoptionen
bei verschiedenen Krebserkrankungen. Andererseits
haben etliche grof3e Pharmafirmen nach Fehlschldgen
bei siRNA-basierten Therapieansétzen diesbeziigliche
Projekte zumindest auf Eis gelegt.
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Lange doppelstréangige (ds)RNA wird durch einen ,Wirfelschneider*
(Dicer) zur Duplex siRNA gespalten und in einen RNA inducing silencing
complex (RISC) inkorporiert. Es schlieRt sich das Entwinden der Dup-
lex-siRNA an. Durch den einstrangigen Antisense-siRNA-Strang wird der
RISC mit der komplementaren messenger (m)RNA hybridisiert. Es resul-
tiert die endonukleolytische Spaltung der mRNA.

mikroRNA mit ca. 22 Nukleotiden gespalten. Diese werden in ei-
nen mikroRNA-Proteinkomplex (mikroRISC) eingebaut. Dieser
erkennt durch einen Sequenzabgleich die Ziel-mRNA. Die Hyb-
ridisierung der miRNA mit komplementarer mRNA fiihrt zu einer
Unterdriickung der Translation (mod. nach Dykxhoorn DM, et al.
2003, Nature Reviews 4:457-467.).
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Die miRNA-Profile verschie-
dener Gewebe sind haufig
aussagekréftiger als die entspre-
chenden mRNA-Signaturen

Forschung und Industrie konzent-
rieren sich heute im Wesentlichen auf
die miRNA. Diese hat eine erhebliche
Bedeutung bei Tumorerkrankungen.
Uber miRNA wird die Gen-Expres-
sion reguliert, so dass sie bei Wachs-
tums- und Differenzierungsprozessen
eines Organismus Schliisselfunktio-
nen innehat. Etwa die Hélfte der miR-
NA-Gene ist in tumorassoziierten Re-
gionen des Genoms oder in ,,Fragile
Sites* lokalisiert. miRNA-Signaturen
von Krebsgeweben lassen sich ana-
log zu mRNA-Signaturen mithilfe
von miRNA-Mikroassays erhalten.
Thre Aussagekraft ist fiir verschiede-
ne Gewebe der von mRNA-Profilen
iiberlegen. Als Diagnoseinstrument
haben sie ihre Fahigkeit bei schlecht
differenzierten Tumoren ungewisser
Herkunft unter Beweis gestellt. In ei-
nigen Féllen war es moglich, den Pri-
mértumor anhand des miRNA-Pro-
fils zu identifizieren.

miRNA in Diagnose und
Prognose bei Prostatakrebs

Das Spektrum der Behandlungsmég-
lichkeiten bei Prostatakrebs umfasst im
Wesentlichen die engmaschige Uber-
wachung (active surveillance) die
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Abb. 2: Relative Ex-
pression von miR-143
in Prostatakrebsgewe-
be mit einem Gleason
Score <7 bzw. >7 ge-
genuber normalem
Prostatagewebe.

Normale
Prostata

G <7 G>7

** p<0,01;
*** p<0,001,

Clapé C, et al. 2011.
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Strahlentherapie, die radikale Pros-
tatektomie und die Androgendepriva-
tionstherapie (ADT). Chemotherapi-
en sind erst bei kastrationsresistentem
Prostatakrebs indiziert. Bei lokalisier-
ter Krankheit in einem frithen Stadi-
um erfolgt die radikale Prostatektomie
in kurativer Absicht. Andererseits ist
Prostatakrebs oft relativ indolent, so
dass die Uberlegungen insbesondere
bei Mannern im fortgeschrittenen Al-
ter dahin gehen, dass eine Progression
der Krankheit innerhalb der Lebens-
erwartung des Patienten eher unwahr-
scheinlich ist. Um in solchen Féllen
eine Uberbehandlung zu vermeiden,
bei der Nebenwirkungen die Lebens-
qualitdt in nicht unerheblichem Mafe
einschranken konnen, ldsst sich die
Therapie unter Umstdnden unter eng-
maschiger Uberwachung aufschieben
oder gar tiberfliissig machen.

Die prinzipielle Frage ist aber nach
wie vor ungeklart: Wie ist ein frii-
her Prostatakrebs der der Extirpati-
on bedarf, von einem Prostatakrebs
sicher zu unterscheiden, der sich fiir
die engmaschige Uberwachung eig-
net? Der PSA-Spiegel und/oder der
Gleason Score sind keine zuverléssi-
gen Indikatoren fiir die Aggressivi-
tét eines Tumors. Bessere Ergebnis-
se werden von miRNA-Signaturen
erhofft.

Eine Reihe von Untersuchern hat
bereits miRNA-Vergleiche in gesun-
dem und malignem Prostatagewebe
anhand von Mikroarray-Analysen vor-
genommen. Allerdings sind die Er-
gebnisse bislang eher erniichternd.
Verschiedene Autoren sind sich bei
zahlreichen miRNA uneinig, ob sie
im Prostatakrebsgewebe herauf oder
herunterreguliert sind (Ubersicht in
[1]). Hierfiir kommen in erster Linie
technische Ursachen in Frage. Das
reicht von der Selektion der Patien-
tenpopulation mit unterschiedlichen
Tumorstadien und Differenzierungs-
graden wie auch Behandlungseinfliis-
sen liber die Praparation und Behand-
lung des Ausgangsmaterials bis hin
zur Verwendung von Gesamt-RNA
oder angereicherter kleiner RNA. Al-
les in allem sind es noch etliche wei-
tere Details, die beachtet und stan-

dardisiert werden miissen, um die
Vergleichbarkeit von Mikroarray-
Analysen sicherzustellen.

In einer jiingeren Analyse von Viro-
logen an der Universitét des Saarlands
in Homburg/Saar wurden miRNA-
Profile von Prostatakarzinomen mit-
tels ,,deep sequencing™ erhalten. Das
Team identifizierte 33 miRNA, die
entweder um das 1,5-fache herauf-
oder herunterreguliert waren. Die De-
regulierung selektionierter miRNA
wurde durch Northern-Blotting und
quantitative Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion in etab-
lierten Prostatakrebs-Zelllinien und
klinischen Gewebeproben bestétigt.
Weitere Recherchen ergaben, dass
miR-143 und miR-145, deren Spie-
gel in Tumorproben verringert sind,
offenbar die Expression von Myosin-
VI-mRNA (MYO6) regulieren und
hieriiber moglicherweise bei der Ent-
stehung von Prostatakrebs eine Rol-
le spielen. Die vermehrte Expression
von Myosin VI bei Prostatakrebs war
bereits immunhistochemisch nach-
gewiesen worden und bestétigte sich
in der aktuellen Studie durch erhoh-
te Spiegel an MYO6-mRNA in den
Gewebeproben von primédren Pros-
tatakarzinomen [2].

Fiir die Klinik konnte es sich als be-
deutsam erweisen, dass sich miRNA
auch im Blut in bemerkenswert stabi-
ler Form finden. In zwei aktuell pu-
blizierten Arbeiten der Universitét
Bonn und des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums in Heidelberg wur-
de der diagnostische und pradiktive
Wert zirkulierender miRNA bei Pro-
statakrebs bewertet:

In Prostatakrebsproben waren
miR-375 und miR-141 vermehrt ex-
primiert und ihre Freisetzung ins Blut
stieg mit fortgeschrittenem Krank-
heitsstadium an [3].

In einer kleinen Fallzahl wurden
Korrelationen zwischen miRNA und
kliniko-pathologischen Merkmalen
bei Prostatakrebs ermittelt: miR-16
und miR-195 wie auch miR-26a wa-
ren signifikant mit positiven Schnit-
trindern assoziiert und miR-195 so-
wie miR-let7i korrelierten mit dem
Gleason Score [4].



miRNA-Kandidaten fiir Prostata-
krebstherapien

Es gibt Indizien, dass miR-15a und
miR-16 im Prostatakrebszellen als Tu-
morsuppressorgene wirksam sind [5].
Sie supprimieren die die Expression
des antiapoptotischen Proteins BCL2,
von CCNDI (kodiert fiir Zyklin DI)
und von WNT3A, die Uberleben, Pro-
liferation und Invasion von Prosta-
takrebs fordern. In den Zellen von
fortgeschrittenen Prostatakarzino-
men waren die Spiegel an miR-15a
und miR-16 signifikant erniedrigt und
die Expression von BCL2, CCNDI
und WNT3A deutlich erhoht. In Xe-
notransplantaten bei Mausen wurden
nach Rekonstitution der Expression
von miR-15a und miR-16 ein Wachs-
tumsstop, Apoptose und eine deut-
liche Regression des Tumors beob-
achtet.

Durch miR-34a werden Prostata-
krebs-Stammzellen und die Metasta-
sierung durch direkte Repression von
CD44 inhibiert [6]. Das Oberflachen-
Adhésionsmolekiil CD44 wird von
zahlreichen Krebsstammzellen iiber-
exprimiert. Es spielt eine Rolle bei der
Forderung des Tumorwachstums und
insbesondere auch bei der Metasta-
sierung. Die Regulierung von Krebs-
stammzellen — wie auch die von nor-
malen Stammzellen — erfolgt durch
miRNA. Prostatakrebs-Stammzellen
mit erhohter Fahigkeit zur klonalen
Expansion, Tumorinitiation und Me-
tastasierung finden sich vermehrt in
der CD44+-Zellpopulation. Aktuell
wurde anhand von Expressionsana-
lysen nachgewiesen, dass miR-34a
in CD44*-Prostatakrebszellen ver-
mindert exprimiert war. Durch er-
zwungene Expression von miR-34a
in CD44*-Prostatakrebszellen wur-
den die klonale Expansion, die Tu-
morregeneration und die Metastasie-
rung unterdriickt.

Als potenzielles Ziel fiir die Pros-
tatakrebstherapie gilt auch miR-143.
Seine Konzentration in Prostatakrebs-
zellen ist umso geringer, je fortge-
schrittener das Krankheitsstadium
ist (Abb. 2). Nach Einbringen von
miR-143 in Prostatakrebszellen durch

Elektroporation in vivo bei Mdusen
kam es zum Stillstand der Zellpro-
liferation und des Tumorwachstums.
Mithilfe von Bioinformatics-Analy-
sen wurde ERKS als ein potenziel-
les Ziel von miR-143 identifiziert.
ERKS5 férdert das Zellwachstum
und die Zellproliferation als Reak-
tion auf Zellwachstumssignale und
die Aktivierung von Tyrosinkinase.
Es zeigte sich, dass ERKS in Prosta-
takrebsgewebe verglichen mit norma-
lem Prostatagewebe deutlich vermehrt
exprimiert wurde (Abb. 3) [7].

Durch miRNA, die tiber die lange
3‘-untranslatierte Region (3*'UTR) des
Androgenrezeptor (AR)-Gens des-
sen Expression regulieren, lassen
sich unter Umstidnden therapeuti-
sche Strategien entwickeln, die AR-
Funktion und damit Androgen-ab-
hingiges Wachstum zu inhibieren.
Bei der Analyse klinischer Prostata-
karzinome ergab sich eine negative
Korrelation insbesondere zwischen
miR-34a wie auch miR-34c und den
AR-Spiegeln [8].

Fazit

Die Schliisselrolle der miRNA im Rah-
men tumorassoziierter zelluldrer Pro-
zesse macht sie zu viel versprechenden
Kandidaten fiir die Entwicklung dia-
gnostischer und prognostischer Bio-
marker wie auch als Therapie-Tar-
gets. Auch wenn die Suche nach
miRNA-Signaturen, anhand derer
die Aggressivitét von Prostatakrebs
abzulesen wire, noch in den Kinder-
schuhen steckt, ist die ,,miRNA-Ge-
meinde* doch guter Zuversicht, die-
ses Ziel in nicht allzu ferner Zukunft
erreichen zu koénnen.

Eine Reihe von miRNA mit Pro-
statakrebs-spezifischer Expression
und unterschiedlichen Targets wur-
de identifiziert. In In-vitro- und in
Tierexperimenten wurde die Beein-
flussung von Prostatakrebswachstum
durch Wiederherstellung der Funk-
tion von miRNA bereits erfolgreich
getestet. Andererseits diirfte das Ein-
bringen von miRNA, miRNA-Ago-
nisten oder miRNA-Antagonisten in
Prostatakrebszellen am Patienten noch
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Abb. 3: Reprasentative immunhistochemische Farbung von
ERKS5 und In-situ-Hybridisierung von miR-143 in Gewebeschnit-
ten des high-density Gewebe-Array (Clapé C, et al. 2011).

eine erhebliche Hiirde auf dem Weg
zu erfolgreichen miRNA-basierten
Therapiestrategien darstellen.
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