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Die Gesamtheit der menschlichen Erbin-
formation enthilt etwa 20.000 proteinco-
dierende Gene. Diese Gene entsprechen
dem klassischen Dogma der Molekular-
biologie: Sie werden in Boten- (,,messen-
ger“-) RNA (mRNA) transkribiert, diese
wird in Proteine translatiert, welche dann
eine Funktion der Zelle ausfithren. Neus-
te Untersuchungsmethoden zeigen aber,
dass das Genom nicht nur die Protein-
baupldne enthilt, sondern dass viel gro-
Bere Teile des Genoms in nichtproteinco-
dierende RNA transkribiert werden. Diese
nichtcodierenden RNA-Molekiile (ncR-
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NA) stellen daher eine wichtige Quelle fiir
neue Biomarker dar. Eine bekannte Klasse
von ncRNAs sind die kurzen microRNAs,
die wichtige Regulatoren der Genexpres-
sion sind.

ncRNA und , transcriptomics”

Das menschliche Transkriptom, also die
Gesamtheit aller RNA-Molekiile, die vom
humanen Genom abgeschrieben werden,
konnte erst in den letzten Jahren durch
zwei neue Techniken beschrieben und
charakterisiert werden:

Genomische DNA

I\

Boten- Funktionelle
mRNA ncRNA
(nichtprotein-
codierende RNA,
l inkl. microRNA)
Protein

Abb. 1 A Informationsgehalt des humanen Genoms. Das menschliche Genom (blau) wird zu etwa
70% in RNA transkribiert (rot), wohingegen nur etwa 2% der Genomsequenz fiir die Synthese von Pro-
teinen kodieren (gelb). Ein Grofteil des Genoms wird daher in verschiedene Klassen nichtcodierender
RNA (ncRNA) umgeschrieben, von denen die microRNAs eine der bekanntesten sind. Um die Informa-
tion humaner Genomprojekte umfassend zu nutzen, bietet das Transkriptom daher eine deutlich gro-
Bere Ressource fiir die Entdeckung neuer Biomarker als das Proteom
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== ,deep sequencing’,
== ,tiling arrays®

Beide Methoden erlauben es erstmals,
grofle Mengen an Nukleotidsequenzen
parallel zu analysieren. Beim so genann-
ten ,,deep sequencing® (,tiefes Sequen-
zieren®, auch bekannt als ,next genera-
tion sequencing®, ,ultradeep sequenci-
ng* oder ,,massively parallel sequencing")
werden viele Hunderttausend Nukleo-
tidsequenzen aus einer einzigen Probe
gleichzeitig ausgelesen. Wird dafiir geno-
mische DNA verwendet, so kann das hu-
mane Genom eines Individuums in kur-
zer Zeit vollstandig analysiert werden. Die
Methode ist aber genauso mit cDNA, aus
RNA revers transkribierter komplemen-
tarer (c)DNA, verwendbar. So kénnen
auch alle Transkripte, das Transkriptom
der Zelle, gleichzeitig sequenziert werden
(14, 32, 34, 35].

»Tiling arrays“ sind Weiterentwicklun-
gen klassischer Mikroarrays, wie sie schon
lange zur Erstellung von Genexpressions-
profilen verwendet werden. Statt spezi-
fischer Sonden fiir bekannte Gene auf
klassischen Mikroarrays, sind auf , tiling
arrays” allerdings Sonden aller Bereiche
des Genoms in einem festen Abstand hin-
terlegt, so dass auch Transkripte aus Berei-
chen des Genoms detektiert werden kén-
nen, in denen vorher keine Transkripte
bekannt waren [1, 7 8, 29].

Beide Methoden zur Entschliisse-
lung des humanen Transkriptoms fiihr-
ten unabhéngig voneinander zum glei-
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chen Ergebnis: Ein weitaus grofierer Teil
des menschlichen Genoms wird in RNA
umgeschrieben als vorher angenom-
men, wobei ncRNAs den weitaus grofi-
ten Teil ausmachen. Schitzungen gehen
davon aus, dass bis zu 70% der Sequenz
des humanen Genoms transkribiert wer-
den, aber nur maximal 2% des mensch-
lichen Genoms dienen als Baupléne fiir
Proteine (B8 Abb. 1). Der weitaus grofite
Teil des Genoms wird also nicht zur Her-
stellung proteincodierender mRNA, son-
dern fiir ncRNA abgelesen [1, 7, 8, 14, 29,
32, 34, 35].

ncRNA: Transkriptionelles
Rauschen oder funktionell
wichtige Molekiile?

Die blof3e Existenz dieser vielen verschie-
denen ncRNAs beweist selbstverstiandlich
noch nicht deren funktionelle Bedeutung
oder ob sie einen bedeutsamen Informati-
onsgehalt besitzen. Es mehren sich aber die
Hinweise darauf, dass sich unter den ncR-
NAs viele Molekiile mit wichtigen physio-
logischen oder pathologischen Funkti-
onen befinden. Dariiber hinaus bleibt
festzuhalten, dass die molekulare Funkti-
on nicht notwendigerweise den Informa-
tionsgehalt eines Markers vorhersagt: Ein
diagnostischer oder prognostischer Mar-
ker wire auch dann von gréfitem Interes-
se und praktischer Relevanz, wenn er nur
mit einer bestimmten Erkrankung, Pro-
gnose oder Therapieansprechen signifi-
kant korreliert, auch wenn er dort keine
funktionelle Rolle spielen wiirde.
Anzeichen und Argumente fiir eine
funktionelle Bedeutung vieler ncRNAs
kénnen wie folgt beschrieben werden:
Als erstes sind hier die microRNAs
zu nennen, eine Klasse kleiner ncRNAs,
die unzweifelhaft eine wichtige Funktion
in der Regulation der Expression grofi-
er mRNAs spielen und in vielen Krank-
heiten dereguliert sind (s. unten). Aber
auch grofien ncRNAs wurden schon wich-
tige Funktionen zugeordnet: Die ncRNA
XIST ist essenziell fiir die Stilllegung des
zweiten X-Chromosoms in weiblichen
Zellen (3, 4]. Die ncRNA HOTAIR beein-
flusst andere Gene iiber die Regulation
der Chromatinstruktur [16, 22, 30].
Zusitzlich deutet der dreifache Auf-
wand, den die Zelle in die ncRNAs inves-
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Zusammenfassung

Das menschliche Genom enthalt nur zu et-
wa 2% proteincodierende Gene, auf die sich
die medizinische Forschung der letzten Jahr-
zehnte maBgeblich konzentriert hat. Da aber
bis zu 70% des humanen Genoms in RNA
transkribiert werden, enthalt das Genom
weit mehr nichtcodierende Information, die
als nichtcodierende RNA (ncRNA) in der Zel-
le vorliegen. Viele dieser ncRNAs sind stark
exprimiert, spezifisch reguliert und evolutio-
nar konserviert, was fiir ihre funktionelle Be-
deutung spricht. Die microRNAs sind die be-
kanntesten ncRNAs, daneben existieren je-
doch viele andere, lange ncRNAs. Differen-
zielle ncRNA- oder microRNA-Expressions-
muster korrelieren in vielen Tumorentitdten
mit der Diagnose oder Prognose und kon-

nen daher als umfangreiche Quelle fiir neue
Biomarker dienen. Die Expression der langen
ncRNA MALAT1 ist in Lungen-, Brust- und Le-
berkrebs assoziiert mit der Entstehung des
Tumors, der Tumorprogression oder dem
Uberleben. Funktionell aktive ncRNAs erlau-
ben neue Einblicke in die Entstehungsmecha-
nismen von Tumoren. Die Summe der ver-
schiedenen, oft noch unbekannten ncRNAs
lasst wichtige Entdeckungen und neue Im-
pulse in Diagnostik, Prognostik und Therapie
vieler Erkrankungen erwarten.

Schliisselworter
Transkriptom - Biomarker - Nichtcodierende
RNA - microRNA - MALAT1

Non-coding RNA in malignant tumors. A new world
of tumor biomarkers and target structures in cancer cells

Abstract

Only about 2% of the human genome con-
stitute protein-coding genes — nevertheless,
medical research has focused mainly on this
portion in recent decades. Since up to 70% of
the human genome is transcribed into RNA,
the genome contains much more non-cod-
ing information than coding, which is present
in the cell as non-coding RNA (ncRNA). Many
of these ncRNAs are highly expressed, specifi-
cally regulated and evolutionarily conserved,
arguing in favor of their functional signifi-
cance. MicroRNAs are the most well-known
ncRNAs, but many other long ncRNAs exist.
Differential ncRNA or microRNA expression
patterns correlate with diagnosis or progno-

sis in many tumor entities and can thus serve
as an extensive source of new biomarkers.
The expression of the long ncRNA MALAT1
correlates with tumor development, progres-
sion or survival in lung, liver and breast can-
cer. Functionally active ncRNAs can provide
novel insights into the mechanisms underly-
ing tumor development. The large number
of different, often as yet unidentified ncRNAs
promises new stimuli for the diagnosis, prog-
nosis and therapy of many diseases.

Keywords
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tiert, darauf hin, dass diese Molekiile von

grofler Bedeutung fiir die Zelle sind:

== Es kostet die Zelle viel Energie, die
ncRNAs herzustellen.

== In vielen Geweben findet man spe-
zifische Expressionsmuster von ncR-
NAs [28], die auf eine aktive Regulati-
on der ncRNAs und damit wiederum
einen Aufwand fiir die Zelle hindeu-
ten.

== Einige ncRNAs sind auch aufleror-
dentlich gut evolutionér konserviert
(z. B. MALATH4, s. unten), so dass eine
Mutation in diesen ncRNA-Genen fiir
die Zelle nachteilig erscheint.

Daher erscheint insgesamt die Hypothe-
se gerechtfertigt, dass viele ncRNAs in der
Zelle unter physiologischen oder patho-
logischen Bedingungen wichtige Funkti-
onen erfiillen konnen.

Das Komplexitdtsparadoxon

Ein weiteres interessantes Phanomen in
Verbindung mit dem Anteil nichtcodie-
render DNA am Genom ist das so ge-
nannte ,,Komplexititsparadoxon® Das Pa-
radoxon besteht darin, dass sich einerseits
verschiedene Spezies von der Hefe (Sac-
charomyces cerevisiae) iber den Faden-
wurm (Caenorhabditis elegans) bis zum
Menschen in ihrer Komplexitit, z. B. in
der Anzahl an Zellen oder verschiedenen
Gewebe pro Organismus, deutlich unter-
scheiden. Andererseits ist die Anzahl der
Gene zwischen einfacheren und kom-
plexeren Organismen nicht im gleichen
Maf3e unterschiedlich. Zusatzlich haben
viele proteincodierende Gene der kom-
plexen Organismen Orthologe in den we-
niger komplexen Spezies.

Woher kommt also die zusitzliche In-
formation, die die Komplexitit eines Sdu-
getierorganismus von der Hefe unter-
scheidet? Die Antwort darauf tiberrascht:
Es gibt iiber alle Spezies hinweg eine kla-
re Korrelation zwischen dem Gehalt des
Genoms an nichtcodierenden Sequen-
zen und der Komplexitit des Organismus
[26]. Auch dieses Phinomen deutet auf
die Signifikanz des nichtcodierenden An-
teils des Genoms hin.
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microRNA

Eine spezielle Klasse von ncRNAs sind
die microRNAs, die mit {iber 8ooo publi-
zierten Arbeiten bereits die Aufmerksam-
keit der breiten wissenschaftlichen Of-
fentlichkeit erlangt haben. Eine microR-
NA ist eine sehr kurze ncRNA von nur et-
wa 21 Nukleotiden, die die Stabilitat oder
Translation von vielfach gréleren prote-
incodierenden mRNAs hemmen kann
[37]. MicroRNAs stellen somit wichtige
Regulatoren der Genexpression dar. Viele
microRNAs wurden bereits mit der Ent-
stehung von Krebserkrankungen in Ver-
bindung gebracht, so z. B. die microRNA
let-7, die das bekannte Onkogen Ras re-
guliert [21].

Fehlregulation und spezifische Expres-
sionsmuster von microRNAs, die auch dia-
gnostische und prognostische Anwen-
dungen finden konnen, wurden in vie-
len verschiedenen Tumorentititen be-
schrieben [6, 24], funktionell bedeutsame
Mutationen von microRNAs sind hinge-
gen deutlich seltener in Tumoren [6, 10].
MicroRNA-Expressionsmuster konnen
auch als Biomarker verwendet werden [18,
38] und sind ebenso aus Plasma oder Se-
rum detektierbar [18].

Die reife microRNA ist das Produkt
eines komplexen Prozessierungsweges,
in dem aus einem langen Vorldufermo-
lekiil eine kleine, aktive microRNA ent-
steht [37]. Die microRNA-Maschinerie
der Zelle stellt aber auch die Grundlage
fiir das gezielte Abschalten spezifischer
Gene mit kleinen kiinstlichen RNAs dar,
so genannte siRNAs, mit der Methode
der RNA-Interferenz (RNAi; [13]). Da-
her ist ein genaues Verstdndnis der Rol-
le von microRNAs nicht nur diagnostisch
bedeutsam, sondern kann auch zur Ver-
besserung von Therapieansétzen mittels
RNAI dienen [9, 11].

Lange ncRNA als Tumormarker

Neben microRNAs zeigen auch verschie-
dene lange ncRNAs (abgekiirzt mit lincR-
NA, ,long intergenic non-coding RNA)
signifikante Expressionsunterschiede zwi-
schen gesundem und malignem Gewebe
des gleichen Organs.

Als ein Beispiel wird hier MALAT1 né-
her beschrieben. Die lincRNA MALAT1

wurde erstmals 2003 beschrieben und
in einer subtraktiven Hybridisierung als
Markergen beim Lungenkrebs entdeckt.
Die Expression von MALAT!1 in frithen
Stadien des Adenokarzinoms korrelier-
te signifikant mit dem Uberleben der Pa-
tienten und war pradiktiv fiir die spatere
Entwicklung von Fernmetastasen nach
Resektion des Primartumors [20].

Nach der erstmaligen Beschreibung
wurde MALAT1 in vielen Tumorenti-
taten differenziell exprimiert gefunden,
so in Brust- oder Lebertumoren [23, 25,
33]. Es ist daher ein interessanter Kandi-
dat fiir weitergehende Studien zu seiner
diagnostischen oder prognostischen Be-
deutung [15].

MALAT1 ist 8000 Nukleotide lang und
evolutiondr auflergewdhnlich gut konser-
viert [20]. Das 3’-Ende von MALAT1 wird
durch einen besonderen Mechanismus
generiert [36].

Die molekulare Funktion von MALAT1
ist aber noch nach wie vor ungeklart.

Frithe Beispiele fiir tumorassoziierte
ncRNAs waren auch die lincRNAs Hig |2,
17] und BIC [12, 31], die beide aber auch
zu kurzen microRNAs weiter prozessiert
werden konnen, Hi9 zu miR-675 [5] und
BIC zu miR-155 [12, 31]. Ob die Funktion
dieser lincRNAs primér in der Herstellung
der enthaltenen microRNAs liegt oder ob
die langen Vorlaufer selbst noch funktio-
nell aktiv sind, ist aber noch ungeklart.

Vor- und Nachteile
von RNA-Biomarkern

Zunichst erscheinen RNA-Molekiile auf-
grund ihrer Instabilitat nicht als ideale Bio-
marker, da sie unter grofier Sorgfalt und
am besten aus Frisch- oder Gefriergewe-
be isoliert werden sollten, um den RNA-
Abbau durch RNasen, RNA-abbauende
Enzyme, zu verhindern. Durch neue Ex-
traktionstechniken, Automatisierung und
die Verwendung von RNA-schiitzenden
Agenzien ist diese Problematik aber be-
herrschbar.

Die Klasse der microRNAs ist in die-
sem Punkt wiederum von besonderem
Interesse, da diese kleinen RNAs im Ver-
gleich zu groflen RNA-Molekiilen eine
deutlich hohere Stabilitit aufweisen. Die
RNA kann sowohl in morphologischen
Schnitten durch In-situ-Hybridisierung



(ISH) als auch durch quantitative ,re-
al-time“ Polymerase-Ketten-Reaktion
(qPCR) nach reverser Transkription (RT)
der RNA in cDNA nachgewiesen werden.
Die qPCR offenbart zwei grofie Vorteile:
== Die Methode ist quantitativ und er-
laubt anhand von Standardverdiin-
nungsreihen die objektive Quantifika-
tion der in einer Probe vorhandenen
Menge einer bestimmten RNA.
== RNA bzw. die revers transkribier-
te cDNA ist mittels PCR-Techniken
amplifizierbar, um auch sehr geringe
RNA-Mengen gut detektieren zu kon-
nen, so dass die Sensitivitdt von RNA
im Vergleich zu Protein-Biomarkern
hoher ist und das Spektrum beob-
achtbarer Gene erheblich erweitert
wird.

Funktionelle ncRNAs eignen sich wieder-
um besonders gut als RNA-Biomarker,
da die Messung ihrer Expression direkte
Aussagen tber die Abundanz des aktiven
Molekiils erlaubt. Bei der Analyse protein-
codierender mRNA wird hingegen ledig-

Hier steht eine Anzeige.
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lich eine Vorstufe des funktionell aktiven
Proteins detektiert, dessen Aktivitit dann
durch Translationseffizienz, posttranslati-
onale Modifikationen und Proteinabbau
beeinflusst wird.

ncRNA als funktionelle
Molekiile in Krebszellen

Neben ihrer moglichen Bedeutung als
Quelle fiir neue Biomarker konnen
ncRNAs aber auch wichtige Funktionen
in der Zelle iibernehmen.

Wihrend die Funktion von MALAT1
noch weitgehend unbekannt ist, wurden
kiirzlich wichtige zelluldre Funktionen
fiir andere lange ncRNA beschrieben
[27]. Hier soll nur ein Beispiel beschrie-
ben werden: ,HOTAIR-“ oder ,HOX-an-
tisense-intergenic-RNA“. HOTAIR ist ei-
ne lange intergenische ncRNA (lincRNA),
die die Chromatinstruktur des HOX-Gen-
clusters regulieren kann [30]. Die Expres-
sion von HOTAIR kann iiber die Regula-
tion der Genexpression auch die Metas-
tasierung maligner Tumoren beschleu-

nigen [16]. HOTAIR interagiert dazu mit
dem Protein PRC2, wie es auch viele an-
dere lincRNAs tun, die entsprechend auch
Chromatinstrukturen und die Genex-
pression regulieren konnten [22, 30]. Dies
zeigt, dass ncRNAs wichtige Funktionen
in der Zelle ausfithren kénnen und fiir die
Entstehung und den Verlauf maligner Er-
krankungen verantwortlich sein kénnen.

Fazit

Daten liber das menschliche Genom und
das menschliche Transkriptom werden

in den nachsten Jahren in ungeahntem
AusmaB zur Verfiigung stehen. Die Ge-
nome und Transkriptome vieler Tumo-
ren werden derzeit schon im ,Internatio-
nal Cancer Genome Consortium” sequen-
ziert [19]. Es ist nicht unrealistisch, dass
Genom- und Transkriptomdaten noch in
diesem Jahrzehnt fiir jeden Tumorpati-
enten zur Verfiigung stehen. Um diese
Informationsmenge vollstéandig ausnut-
zen zu konnen, ist es unerlasslich, nicht
nur den kleinen Teil der proteincodieren-
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den Gene zu beriicksichtigen, sondern
auch den weit groBeren Teil des Genoms,
der nichtcodierende Information ent-
hilt. Erste Beispiele fiir wichtige ncRNAs
mit diagnostischer, prognostischer und
funktioneller Bedeutung stehen mit den
microRNAs, MALAT1 und HOTAIR zur Ver-
fligung. Gemessen an der Vielzahl der
noch nicht untersuchten ncRNAs sind
noch viele groBBe Entdeckungen zu er-
warten. Nun gilt es, diese reiche Quelle
der Information auch fiir die Pathologie
Zu nutzen.
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