Highlights

Genexpression

DOI: 10.1002/ange.200601537

MicroRNAs - zukiinftige Wirkstoff-Targets ?**

Christoph Arenz*

Stichwérter:
Antisense-Wirkstoffe - Biokonjugate - Genexpression -
microRNA - RNA

Ein groBer Teil der Genregulation in
Eukaryoten findet ganz offensichtlich
auf der Ebene der RNA-Molekiile
statt."! Eine Gruppe von endogenen
regulatorischen RNA-Molekiilen, die
microRNAs (miRNAs), wird zurzeit
besonders intensiv untersucht. Diese
kleinen RNA-Molekiile sollen an der
Regulation von etwa 30% aller
menschlichen Gene beteiligt sein;?
dariiber hinaus gibt es immer mehr
Hinweise, dass spezifische Verédnderun-
gen der miRNA-Expressionsmuster im
Zusammenhang mit Krankheiten ste-
hen.

MicroRNAs werden im Zellkern
ausgehend von primédren microRNAs
(pri-miRNAs) gebildet (Abbildung 1).
Diese Transkripte konnen autonom un-
ter Kontrolle eines spezifischen Promo-
tors oder auch als Intron eines protein-
kodierenden Primértranskripts durch
die RNA-Polymerase II gebildet wer-
den. Aus den pri-miRNAs werden durch
die Ribonuclease Drosha eine oder
mehrere Vorldaufer-miRNAs (pra-miR-
NAs) gebildet. Diese pri-miRNAs be-
stehen aus 70-80 Nucleotiden und wei-
sen eine typische haarnadelférmige
Konformation auf. Mithilfe des Kern-
transporters Exportin 5 werden die
Vorldaufer-miRNAs aus dem Kern aus-
geschleust und gelangen so in das Cy-
tosol. Dort werden sie von der Ribo-
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nuclease Dicer an beiden Striangen des
helicalen Stamms nucleolytisch gespal-
ten. Die daraus resultierende doppel-
strangige miRNA ist eine etwa 21 Ba-
senpaare umfassende doppelstringige
RNA, die typischerweise 5'-Phosphat-
reste tragt und an den beiden 3'-Termini
jeweils einen Uberhang von zwei zu-
sdtzlichen Nucleotiden aufweist. Die
miRNAs haben viele Gemeinsamkeiten
mit den im Zusammenhang mit der
RNA-Interferenz bekannt gewordenen
siRNAs (=short interfering RNAs).
Wihrend die siRNAs in der Regel aus
perfekt komplementidren Doppelstran-
gen bestehen, haben die haarnadelfor-
migen miRNAs allerdings typischer-
weise eine oder mehrere Ausbuchtun-
gen und Schleifen als Folge einer nur
partiellen Selbstkomplementaritéit. Die
reifen miRNAs binden anschlieBend an
verschiedene Proteine unter Bildung
eines miRNA-Protein-Komplexes
(miRNP); dieser bewirkt eine Entwin-
dung des miRNA-Doppelstranges und
wird dadurch zum so genannten RISC
(, RNA-Induced Silencing Complex*,
svw.: ,,RNA-induzierter Stilllegungs-
komplex“). Anders als die siRNAs, die
perfekt komplementdr zu den Ziel-
mRNAs sind und so deren Degradation
bewirken, sind miRNAs nicht vollig
komplementéir zu den entsprechenden
mRNAs. Der miRNA-RISC bindet
mRNA-Molekiile vorzugsweise inner-
halb der 3'-gelegenen untranslatierten
Regionen (3'-UTR). Diese teilweise
komplementdre Bindung fiihrt in der
Regel zu einer Repression der Transla-
tion vieler unterschiedlicher mRNAs.
Zahlreiche Fragen zur Genregulati-
on durch miRNAs sind derzeit noch
unbeantwortet. So ist z.B. die Zahl der
in verschiedenen Organismen vorkom-
menden miRNAs noch nicht abschlie-
Bend gekliart. Bis zum heutigen Zeit-
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punkt kennt man mehr als 320 validierte
humane miRNAs, Schéitzungen gehen
allerdings von mindestens 400 und bis zu
1000 verschiedenen miRNAs im Men-
schen aus?! Zudem ist, von wenigen
Ausnahmen abgesehen, weder die Art
noch die Zahl der durch die jeweiligen
miRNAs regulierten Gene bekannt. Die
Tatsache, dass die ersten entdeckten
miRNAs die frithe Zellentwicklung
iiber die Regulation von Proliferation,
Differenzierung und programmiertem
Zelltod (Apoptose) beeinflussen, niahrte
bei Biologen allerdings schon seit eini-
gen Jahren den Verdacht, dass diese
Substanzen auch eine Rolle bei der
Entstehung von Krebs spielen konnten.
Mittlerweile befassen sich zahlreiche
Publikationen mit verdnderten Expres-
sionsmustern von miRNAs, die mit
Krebserkrankungen wie dem Leber-
zellkarzinom und Schilddriisen- oder
Lungenkrebs korrelieren.! Die krank-
heitsassoziierten Anderungen der mi-
RNA-Expressionsmuster sind dabei oft
so spezifisch, dass sich dadurch voll-
kommen neue diagnostische Moglich-
keiten eroffnen.

So berichteten Croce und Mitarbei-
ter kiirzlich iiber eine Assoziation von
miRNA-Expressionsmustern mit meh-
reren diagnostischen und prognosti-
schen Faktoren der chronischen lym-
phatischen Leukimie (CLL).” Die CLL
ist die h&ufigste Art von Blutkrebs in
den westlichen Industrienationen.!”! Der
Verlauf dieser Erkrankung variiert je-
doch sehr stark von Patient zu Patient.
Wihrend einige Patienten einer frithen
Behandlung bediirfen, vergehen ande-
rerseits oftmals mehr als zehn Jahre
zwischen der erstmaligen Diagnose und
einem plotzlich eintretenden, schnellen
Fortschreiten der Krankheit, das eine
therapeutische Behandlung erfordert.
Verschiedene klinische Marker wie
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Abbildung 1. Bildung, Reifung und Wirkung von microRNAs (vereinfacht). Die Antagomir-Wirkstoffe hybridisieren mit den reifen miRNAs und
verhindern so die Stilllegung der zugehsrigen mRNAs.

ZAP-70 (Zeta-assoziiertes Protein,
70 kDa), eine Proteintyrosinkinase,
konnen fiir eine Einteilung der Patien-
ten in solche mit guter und solche mit
schlechter Prognose herangezogen wer-
den, um so die Notwendigkeit einer
Behandlung beurteilen zu konnen.
Anhand von speziell fiir menschliche
miRNAs angefertigten Mikrochips!”!
konnte eine CLL-spezifische Veridnde-
rung in der Expression von 13 (aus 190
getesteten) miRNAs ausgemacht wer-
den. In dieser Gruppe von miRNAs
wiederum waren neun miRNAs jeweils
bei den Patienten mit der aggressiveren
Variante der CLL iiberexprimiert, bei
denen nur eine kurze Zeitspanne zwi-
schen Diagnose und initialer Behand-
lung lag. Patienten, bei denen dieser
Zeitraum grofer war, zeigten hinge-
gen keine Uberexpression der neun
miRNAs. Im Rahmen dieser Studie
konnte allerdings nicht beantwortet
werden, ob die in ihrer Expression ver-
anderten miRNAs ursdchlich fiir das
Auftreten der CLL sind.

Es gibt allerdings immer mehr Hin-
weise, dass zumindest einige miRNAs
eine wichtige Rolle bei Entstehung und
Progression von Krebserkrankungen
einnehmen. So beschéftigen sich zwei
aktuelle Publikationen mit dem Gen
miR-17-92, das auf einem in B-Zell-
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Lymphomen amplifizierten Chromoso-
menabschnitt liegt. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass bei dieser Krebsart
die entsprechenden miRNAs im Ver-
gleich zu denen gesunder Zellen tat-
sdchlich hochreguliert sind. AuBBerdem
bewirkt eine virale Expression von miR-
17-92 im Mausmodell, zusammen mit
iiberexprimiertem c-Myc-Protein, dass
die Entstehung von B-Zell-Lymphomen
deutlich beschleunigt wird."! Besonders
interessant in diesem Zusammenhang
ist die Entdeckung, dass der in hohen
Konzentrationen onkogen wirkende c-
Myc-Transkriptionsfaktor offenbar auch
die Transkription des miR-17-92-Clus-
ters bewirkt."”)

Die vermehrten Berichte iiber eine
Rolle von miRNAs im Zusammenhang
mit Krankheiten wie Diabetes, neuro-
logischen Erkrankungen und Krebs
werfen automatisch die Frage auf, ob
diese Erkenntnisse auch fiir die Ent-
wicklung neuartiger therapeutischer
Strategien genutzt werden konnten. Da
viele Krebserkrankungen mit herabge-
setzten miRNA-Spiegeln einhergehen,
wird z.B. die Gabe von metabolisch
stabilisierten miRNA-Analoga fiir eine
Krebstherapie anvisiert.'”’ In den ent-
gegengesetzten Féllen, in denen Er-
krankungen durch eine erhohte Ex-
pression einzelner miRNAs gekenn-
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zeichnet sind, ist hingegen die Blockie-
rung von miRNA-Funktionen ange-
zeigt. So konnte z. B. mit gegen miRNAs
gerichteten LNA-Antisense-Oligonu-
cleotiden spezifisch die Funktion von
miRNAs in Drosophila-Zellen inhibiert
werden.['!

In einer kiirzlich veroffentlichten
Studie gelang es Kriitzfeldt et al., die
Funktion definierter miRNAs in leben-
den Maiusen durch die Gabe speziell
entwickelter Antisense-Wirkstoffe still-
zulegen.” Eine Injektion dieser als
Antagomire bezeichneten Molekiile in
die Schwanzvenen von Mdiusen fiihrte
jeweils zu einer spezifischen Reduktion
von vier verschiedenen miRNAs in allen
untersuchten Organen, mit Ausnahme
des Gehirns. Eine genauere biochemi-
sche Untersuchung der mit Antagomir-
122 behandelten Méduse belegte, dass
vor allem solche mRNA-Spiegel min-
destens 1.4fach erhoht wurden (ca. 360
mRNAs), die iiber Erkennungssequen-
zen fiir die entsprechende miRNA-122
in ihren 3’-untranslatierten Regionen
verfiigten. Auf der Basis einer zuvor
durchgefiihrten Bioinformatikanalyse
wurde erwartet, dass mehrere Gene des
Cholesterolstoffwechsels durch miR-
NA-122 beeinflusst wiirden. In der Tat
fiihrte die Injektion von 240 mgkg ™' der
Antagomir-Wirkstoffe zu einer 40-proz.
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Reduktion der HMG-CoA-Reduktase,
dem Schrittmacherenzym der Choleste-
rolbiosynthese, sowie zu einer Redukti-
on der Plasma-Cholesterolspiegel in
derselben Grofenordnung.

Die als Antagomir bezeichneten
Molekiile sind am 3’-Ende mit einem
Cholesterolrest verkniipfte 2'-O-Me-
thyloligoribonucleotide  mit einem
Phosphorthioatriickgrat.'¥  Derartige
Modifikationen erleichtern nicht nur
einen Eintritt der Nucleinsduremimeti-
ka in die verschiedenen Gewebe und
Zellen, sondern fithren auch zu einer
drastischen Erhohung der biologischen
Halbwertszeit der Substanzen. Durch
die modifizierten Antisense-Molekiile,
nicht aber durch Antisense-RNA, wur-
de sogar eine Degradation der entspre-
chenden miRNA-122 noch nach mehr
als zwanzig Tagen beobachtet. Interes-
santerweise kam es neben der besagten
Uberexpression von mRNAs auch zu
einer Herabregulation fast ebenso vieler
mRNAs. Die Autoren spekulieren, dass
es durch eine Degradation von miRNA-
122 moglicherweise zu einer Heraufre-
gulierung von  Repressorproteinen
kommt, wodurch die Expression von
Effektorgenen inhibiert wird.

Die erste In-vivo-Studie mit gegen
miRNAs gerichteten Wirkstoffen zeigt
die prinzipielle Tragfahigkeit des Kon-
zepts. Welche Auswirkungen die Anta-
gomir-Wirkstoffe auf Proteinebene ha-
ben, wurde jedoch nur fiir wenige En-
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zyme untersucht, die fiir den Choleste-
rolspiegel verantwortlich sind. Die phy-
siologische Auswirkung einer
kompletten, lang anhaltenden Degra-
dation von miRNA-122 ist letztlich re-
lativ gering. Moglicherweise bewirken
miRNAs eher eine Feineinstellung als
eine Aus- oder Anschaltung von assozi-
ierten Genen. Daher bleibt die Frage, ob
miRNAs tatsdchlich geeignete Ziel-
strukturen fiir therapeutische Interven-
tionen am Menschen sind, zum jetzigen
Zeitpunkt offen.
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