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Ein wissenschaftliches Interview

Dieser Essay zur Entdeckung und Wirkungs-
weise von extrazelluldren Nukleinsduren (vor
allem extrazelluldrer  Ribonukleinsdure =
exRNA) ist nicht nur eine Rickschau auf ca. 25
Jahre biomedizinische Grundlagenforschung
am Institut fur Biochemie, Fachbereich Medi-
zin der JLU GieBen, an dem der Autor 20 Jahre
lang als Direktor wirkte und mit seiner Arbeits-
gruppe neue mechanistische Zusammenhange
im biomedizinischen Themenfeld zwischen an-
geborener Immunitat, kardiovaskuldren Er-
krankungen und Infektionen erforschte. Es ist
auch ein personliches Selbstgesprach zu den
Hohen und Tiefen, zu erhellenden Erfahrun-
gen, aber auch Enttduschungen in der Be-
schaftigung mit dem molekularen Mikrokos-
mos unseres Korpers, die im besten Fall zur
Entwicklung von machbaren therapeutischen
Konzepten, wie der RNase1, fihren kann.
Damit ist der thematische Rahmen dieses Arti-
kels schon gesetzt; viele der dargestellten wis-
senschaftlichen Ergebnisse und persdnlichen
Erlebnisse waren teils vom Zufall diktiert oder
unerwartet in ihrer Auspragung. Aus den Ge-
setzmaBigkeiten der Biochemie und Zellbiolo-
gie lassen sich zwar molekulare Vorgange fur
die Pathogenese von Erkrankungen ableiten
und voraussagen, aber die Forschungserfah-
rung aus den letzten Jahren zeigte auch, dass
die Natur selbst noch viele Uberraschungen
bereithalt. Diese geben sich nur zu erkennen,
wenn man nicht zu dogmatisch und voreinge-
nommen an eine Fragestellung herangeht. Als
formeller Rahmen fur den Beitrag wurde ein
JInterview" gewahlt, um lange Uberleitungen
zwischen unterschiedlichen thematischen As-
pekten zu vermeiden und auch persénliche
Ansichten des Autors von wissenschaftlichen
Beschreibungen abzugrenzen.

* Prof. Dr. Dr. em. Wilhelm Stoffel (Kéln) gewidmet an-
lasslich seines 95. Geburtstages.

Wie hat sich das Forschungsthema im
Laufe der Berufskarriere des Autors
ergeben beziehungsweise entwickelt?

Nach dem Schulabschluss des Autors in Neu-
stadt/Ostholstein mit dem Berufswunsch ,,Bio-
chemiker”, dem Studium der Chemie/Bioche-
mie an der Universitat zu Kéln und der Promo-
tion bei Prof. Wilhelm Stoffel zu einem , bluti-
gen” Thema (Strukturaufklarung von Lipopro-
teinen) folgte eine dreijahrige Forschungstatig-
keit als Postdoktorand an der “Scripps Clinic &
Research Foundation” in La Jolla (Kalifornien,
USA), wo durch die Arbeiten zum “Membrane-
Attack-Complex” (MAC) des Komplement-Sys-
tems die ersten Berhrungspunkte zu moleku-
laren Abwehrreaktionen der angeborenen Im-
munitat unseres Korpers gekndpft wurden.
Nach der Berufung auf eine Gruppenleiterstelle
an der neu gegriindeten Klinischen Forschungs-
gruppe der Max-Planck-Gesellschaft ,Blutge-
rinnung & Thrombose” in GieBen (spater in
Verbindung mit dem Max-Planck-Institut in Bad
Nauheim) konnte der forschungsaktive Hori-
zont erweitert werden, vor allem durch Unter-
suchungen zu Regulations-Mechanismen der
Hamostase und BlutgefaBentwicklung (Angio-
genese) unter Bertcksichtigung von Zelladhasi-
ons-Rezeptoren, Proteasen und deren zellularer
Signaltransduktion. Auch diese Themen reihen
sich in die molekularen und zelluldren Prozesse
der angeborenen Immunabwehr und der
Wundheilung ein.

Die wissenschaftliche ,Blutspur” des Autors
zog sich weiter bis zur Berufung auf den Lehr-
stuhl fur ,Biochemie mit zellbiologischer Aus-
richtung” am Fachbereich Medizin der JLU Gie-
Ben, wo mannigfaltige Moglichkeiten bestan-
den, eine Vernetzung der Forschungsarbeiten
sowohl vor Ort als auch dartber hinaus im In-
und Ausland zu organisieren. An diesem Punkt
kommen die extrazelluldren Nukleinsauren
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Tabelle 1: Haupttypen von extrazelluldren RNAs im zellfreien Blutplasma

RNA-Typ Eigenschaften Klassische Funktion

Mikro-RNA Kleine, nicht-kodierende RNAs (21-25 Nukleotide) Gen-Regulation

Ribosomale RNA Nicht-kodierende RNAs, Ribosomen Strukturkomponente  Protein-Translation

IncRNA Lange, nicht-kodierende RNAs, >200 Nukleotide Regulation der Transkription und Translation

(exRNA und exDNA) ins Spiel, die (neben ande-
ren Faktoren) zunéachst als , Alarmmolekle”
jeden zellularen Stress oder Schaden dem Im-
munsystem unseres Korpers melden, um seine
adaquate Abwehr nach einem festgelegten Re-
aktionsschema in kurzer Zeit zu mobilisieren. Es
wurde aber schnell erkannt, dass diese Mole-
kilklassen, deren Prasenz und Aktivitaten ge-
maB der landlaufigen Lehrmeinung auf das
Zellinnere beschrankt sein sollten, auch extra-
zellular eine Anzahl von bislang unbekannten
Funktionen gerade im immunologischen wie
im kardiovaskularen Kontext aufweisen (Preiss-
ner et al., 2020). Die Wirkweise gerade der ri-
bosomalen exRNA (rexRNA) konnte in den letz-
ten Jahren auch mit Hilfe vieler wissenschaftli-
cher Kooperationen durch die Arbeitsgruppe
charakterisiert werden. SchlieBlich zeigte sich,
dass bestimmte ,Spaltenzyme” wie RNase1
oder DNase die schadigenden Funktionen der
exRNA und exDNA vermindern oder verhin-
dern kénnen, da sie diese in inaktive Fragmen-
te zerlegen und damit unwirksam machen.

Obwohl dieses Forschungsfeld zunéachst in Gie-
Ben ein Nischendasein fristete und der Fach-
welt nicht leicht zu vermitteln war, konnten die
zahlreichen entstandenen wissenschaftlichen
Arbeiten aus dem Biochemischen Institut die
meisten Zweifler mittlerweile Gberzeugen. Da-
zuU beigetragen hat auch die Tatsache, dass in
GieBen verschiedene Forschungsverbiinde zur
RNA-Biologie (LOEWE, DFG) angesiedelt waren
und sind, die einen sehr guten Austausch mit
wissenschaftlich Gleichgesinnten erlaubten.

Was sind ,,extrazellulare
Ribonukleinsauren” (exRNAs)

Obwohl klassischerweise DNA (als Chromatin
und Trager der Erbinformation) im Zellkern oder
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in Mitochondrien lokalisiert ist und verschiedene
Typen von RNA im Zellkern, Zytosol und anderen
Zellorganellen zu finden sind, gibt es schon ein-
zelne frihe wissenschaftliche Berichte tber den
Nachweis von extrazelluldren Nukleinsauren au-
Berhalb von Zellen, wie z.B. im menschlichen
Blutplasma (Mandel & Metais, 1948). Unter-
stltzt durch moderne Nachweisverfahren in der
Biochemie und Zellbiologie war es dann mdg-
lich, exRNAs als heterogene Gruppe von Ribonu-
kleinsauren zu definieren, die je nach Wirkungs-
ort im Kérper und der Beteiligung anderer Mole-
kile (wie z.B. RNA-Bindungsproteinen) unter-
schiedliche Einflusse auf Gewebs- oder Organ-
funktionen haben kénnen (Kim et al., 2017) (Ta-
belle 1).

Die in unserem Korper unter verschiedenem Zell-
stress (z.B. Verletzung, Trauma, Infektion, Hypo-
thermie) oder pathologischen Bedingungen aus
Gewebs- und Immunzellen auch gleichzeitig
freigesetzten heterogenen exRNAs gehdren
zwar derselben Molekulklasse der Ribonuklein-
sauren an, unterscheiden sich aber in Zusam-
mensetzung, GréBe und Struktur je nach Entste-
hungsort und zeigen daher auch unterschiedli-
che Reaktivitaten. So sind mittlerweile mehr als
1000 ,, mikro-RNAs” (bestehend aus nur 21-25
Nukleotid-Bausteinen) identifiziert worden, und
eine Vielzahl von gréBeren RNA-Molekulen wie
die “long-non-coding RNAs” wurde charakteri-
siert. Den von der Konzentration und der Mole-
kilgréBe her gesehenen Hauptanteil z.B. in ei-
ner zellfreien Blutplasmaprobe stellen allerdings
die von intrazelluldren Ribosomen herrihrenden
ribosomalen exRNAs (,,rexRNA") dar, die vor al-
lem im GieBener Labor des Autors beforscht
wurden (Abb. 1).

EXRNAs koénnen in verschiedenen Formen von
Zellen ausgeschleust werden, entweder als freie
exRNAs, im Komplex mit Proteinen oder ge-



schiitzt durch eine Lipidum-
hallung und damit verpackt
in Mikrovesikel oder Nano-
partikel (Crescitelli et al.,
2013). Dabei machen mi-
kro-RNAs zusammen mit
rexRNAs den Hauptanteil
der verpackten exRNA-Ty-
pen aus. Bei ihrer Isolierung
aus Korperflussigkeiten und
der nachfolgenden Identifi-
zierung muss daher auf die-
se besonderen Spezifikatio-
nen geachtet werden. Ge-
rade bei Tumorpatienten
finden sich signifikant er-
hohte Spiegel von Mikro-
vesikelassoziierten exRNAs
sowohl im Blut dieser Perso-
nen als auch im Zelltber-
stand der malignen Tumore
(Conley et al., 2017; Lazaro-
lbanez et al., 2017).

Die durch den Einschluss in
Mikrovesikel  geschitzten
exRNAs kdnnen auch von
Zielzellen  aufgenommen
werden, was zu einer Art
zelluldrer  Kommunikation
beitragt, wie z.B. zwischen
Blutplattchen und dem En-
dothel der GefaBwand.
Durch die Einschleusung
von ,fremder” exRNA aus
anderen  Zellen werden
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Abb. 1: Struktur der RNA und Analyse der extrazelluldren RNA. (A) Die Purinba-
sen Adenin (A) und Guanin (G) sowie die Pyrimidinbasen Cytosin (C) und Uracil
(U) gebunden an Phosphoribose sind die Nukleotid-Bausteine jedes RNA-Mole-
kuls. Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung von A mit U und G mit C
(komplementére Basen) kénnen bestimmte Abschnitte der RNA in Doppelstran-
gen vorliegen. (B) Typische Struktur einer polymeren ribosomalen RNA, in der sich
doppelstrangige Abschnitte aufgrund der Hybridisierung von komplementaren
Basen abwechseln mit einzelstrangigen Bereichen (Loops), wo keine Basenpaa-
rung vorkommt. Durch die zahlreichen Phosphatgruppen sind alle RNA-Molekule
hoch negativ geladen. (C) Die Analyse von extrazellularer RNA nach Isolierung aus
einer zellfreien Blutplasmaprobe zeigt die typischen Doppelbanden mit 185/28S
der ribosomalen RNA, wie sie in allen Zellen vorkommt. Diese , rexRNA" stellt den
Hauptanteil der exRNAs dar; rechts: Kapillar-Elektrophore/Bioanalyse; links: den-
sitometrische Analyse des Gels (Cabrera-Fuentes et al., 2014). (Foto: Autor)

dann bestimmte Funktio-

nen in der Zielzelle, wie die Genregulation, ver-
andert. Die medizinische Konsequenz dieses ho-
rizontalen Molekultransfers fur verschiedene Er-
krankungen ist Ziel intensiver Forschung, gerade
in der Tumormedizin. In ahnlicher Weise wurde
auch der mRNA-Impfstoff gegen SARS-CoV2 in
Mikrovesikel verpackt verabreicht.

Wie lassen sich exRNAs
im Korper nachweisen?

In humanem Blutplasma (dem ungerinnbar ge-
machten flissigen Anteil des Blutes) oder im

Liquor (zerebrospinale Flussigkeit, ,Nerven-
wasser”) finden sich je nach (patho-)physiolo-
gischem Zustand einer Person die genannten
Typen von exRNAs, wobei die rexRNA mengen-
maBig den Hauptanteil ausmacht (Crescitelli et
al., 2013; Danielson et al., 2017). Letztere lasst
sich eindeutig durch eine bioanalytische Be-
stimmung den typischen Banden der 185/285
ribosomalen RNA in der Agarose-Elektropho-
rese zuordnen, wie sie auch in den intrazellula-
ren Ribosomen aller Zellen vorkommt (Abb. 1).
Wahrend unter physiologischen Bedingungen
eine geringe Konzentration von rexRNA in der
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Zirkulation nachweisbar ist (<100 ng/ml), kann
diese bei akuten und chronischen Entzin-
dungserkrankungen mannigfaltiger Art oder
nach Gewebeschaden signifikant erhéht sein
(Fischer et al., 2007; 2009; 2013; Cabrera et
al., 2014; Simsekyilmaz et al., 2014; Rykova et
al., 2012). So stammen beispielsweise beim
Herzinfarkt die gestiegenen Spiegel an zellfrei-
er rexRNA im Patientenblut vor allem aus den
geschadigten Kardiomyozyten (Cabrera-Fuen-
tes et al., 2014).

Um zur spateren Diagnose der rexRNA aussa-
gekraftige Analysenwerte zu erhalten, wird di-
rekt nach Blutabnahme ein RNase-Inhibitor zu-
gesetzt, um die auch im Blut vorhandenen
RNasen zu blockieren, die sonst die rexRNA
zerkleinern wirden. Somit kann die Bestim-
mung der rexRNA z.B. bei kardiovaskuldren Er-
krankungen oder operativen Eingriffen als
neue diagnostische MessgroBe eingesetzt
werden (Preissner & Herwald, 2017; Cabrera-
Fuentes et al., 2015a). Neben der rexRNA be-
obachtet man bei vielen Erkrankungen (vor al-
lem im Tumorbereich) eine signifikante Ande-
rung der heterogenen Zusammensetzung an-
derer exRNAs in einer zellfreien Blutplasmapro-
be: Diese kdnnen in ihrer Identitat und Quanti-
fizierung mittels differenzierter Analyse durch
PCR (,Polymerase-Ketten-Reaktion”) und/
oder Sequenzierung weiter charakterisiert
werden (Biswas et al., 2015; Saugstad et al.,
2017). Allerdings stellt die breite Heterogenitat
der verschiedenen Typen von exRNAs dabei ei-
ne Herausforderung an die Datenanalyse und
ihre Interpretation dar (Freedman et al., 2017;
Danielson et al., 2017).

Wie werden exRNAs im Koérper
erkannt und welche Immunreaktionen
kénnen sie auslosen?

Allen exRNAs ist gemein, dass sie als kdrpereige-
ne ,Alarmmolekile” bezeichnet werden kon-
nen oder in der Fachsprache als “Danger-
associated molecular patterns” (DAMPs), zu de-
nen auch andere vormals intrazelluldre Faktoren
wie Kern-Histone, Hitzeschock-Proteine oder
ATP zahlen, die bei Zellstress freigesetzt werden.
Ein erhohter Spiegel solcher ,, Entzindungs-Bio-
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marker” im Blut gibt an, dass es im K&rper z.B.
zu starkem Zellschaden aufgrund von traumati-
schen Ereignissen (,,sterile Inflammation”) ge-
kommen ist. Andererseits gelangen durch bak-
terielle wie virale Infektionen fremde, namlich
mikrobielle Faktoren, bezeichnet als “Patho-
genassociated molecular patterns” (PAMPs), in
unseren Korper. Beispiele sind die Endotoxine
von Gram-negativen Bakterien oder virale DNA.
Sowohl DAMPs als auch PAMPs |6sen momen-
tan die Abwehrkette des angeborenen Immun-
systems aus, um durch eine maglichst értlich be-
grenzte Entzindungsreaktion im Korper einen
Schaden zu limitieren und eine Gewebs-Repara-
tur einzuleiten (Zindel & Kubes, 2020).

DAMPs (inklusive korpereigene exRNA und ex-
DNA) und PAMPs werden Uber spezifische Er-
kennungs-Rezeptoren von Immun- und Ge-
webszellen wahrgenommen, was zu deren Ak-
tivierung und der Sezernierung von Zytokinen
und anderen zellaktiven Molekulen wie chemo-
taktischen Peptiden fihrt (Abb. 2). Diese locken
ihrerseits mobile Immunzellen wie Neutrophile
und Makrophagen aus der Blutbahn direkt an
den Entziindungsherd im Gewebe, wo sie mit
Hilfe des Komplement-Systems den Entzln-
dungsreiz verstarken und fur die Eliminierung
der geschadigten Kérperzellen bzw. der die Ent-
zlindung ausgeldsten Mikroben (Bakterien oder
Viren) sorgen. In jedem Fall sind k&rpereigene
exRNAs direkt oder indirekt an der Auslésung
dieser Reaktionen beteiligt.

Eine wichtige Klasse von Erkennungs-Rezepto-
ren fur DAMPs und PAMPs sind die , Toll-ahnli-
chen Rezeptoren” (Toll like receptors, TLRs), die
in allen Lebewesen vorkommen und als Senso-
ren fUr die bezeichneten Alarmmolekdile dienen.
Namensgeberin dieser Molekdlklasse war die
Tubinger Nobelpreistragerin (1995) Christiane
NUsslein-Volhard, die viele Jahre an Entwick-
lungsgenen in Fliegen gearbeitet hat und diese
mit einprdgsamen Namen belegte, wie: Krlp-
pel, Spatzle, Bruchpilot, Gurke, Knirps, Wind-
beutel. So war bei der Entdeckung eines weite-
ren Gens ihr Ausruf , TOLL"” nicht zu Uberhoren,
und dabei blieb es: Dieser , Toll-Rezeptor” ist bei
Fliegen verantwortlich fur die Erkennung von
DAMPs und PAMPs, und sein Fehlen fuhrt nach
einer Infektion mit Mikroben unweigerlich zum



Tode der Insekten. Weitere Forschungen an Im-
munzellen von hoheren Lebewesen ergaben,
dass sie alle Toll-dhnliche Rezeptoren exprimie-
ren, was zeigt, dass diese Rezeptorklasse in der
Natur (auch bei Pflanzen) ubiquitar verbreitet ist
und sehr effektiv Gber Jahrmillionen fur die Im-
munabwehr zur Verfligung steht (Roers et al.,
2016; Zindel & Kubes, 2020).

Was ist der medizinisch-relevante
Stellenwert von rexRNAs neben ihrer
Alarmfunktion in der Immunabwehr?

Bei erhdhter Konzentration und langer anhal-
tender Wirkung im Koérper kénnen gerade

rexRNAs selbst zellschadigende Wirkung ha-
ben und z.B. zur Zerstérung von Gewebe, zu
einem Herzinfarkt, einer Thrombose oder zu
einer Tumorerkrankung beitragen. Die massi-
ve Freisetzung von rexRNA kann prinzipiell an
jeder Stelle unseres Kérpers auftreten und
dort weitere Entziindungsreaktionen ansto-
Ben, die (unabhangig von der eigentlichen Pa-
thologie) zu einer Freisetzung von hochwirk-
samen Zytokinen wie , Tumor-Nekrose-Faktor-
a” (TNF-a) oder , Interleukin-6" (IL-6) fuhren,
die dann ihrerseits eine hohe Zell-aktivierende
Potenz haben und zur weiteren Ausschittung
von rexRNA fuhren (Abb. 2). Also ein sich pa-
thologisch entwickelnder , Circulus vitiosus”,

Gewebsverletzung 1
(z.B. Trauma, Infektion, |:>
Hypoxie, Hyperthermie)
Alarmine, DAMPs @

exRNA, exDNA 2

Histone, ATP
Hitzeschock-Proteine

Targetzelle:
Gewebs-,
Immunzelle

Zellstress,
Nekrose

8
Alarmin-Blockade

(z.B. RNase1)

Toll-ahnliche
Rezeptoren 3
(Sensoren)

Intrazellulére
Signaltransduktion

Freisetzung von Zytokinen

(z.B. Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interleukin-6)

Il s

Immunabwehr
& Entziindung

Abb. 2: Schematische Darstellung der Reaktionsfolge einer (automatischen) angeborenen Immunabwehr, ausgeldst durch
korpereigene Alarmine. Die nach einer Gewebsverletzung (1) oder ,sterilen Inflammation” (z.B. Trauma, Hypoxie, Hy-
perthermie) bzw. einer Infektion freiwerdenden Alarmine oder DAMPs (2) werden von spezifischen Sensoren, den , Toll-dhn-
lichen Rezeptoren” (TLRs) auf Gewebe-, Immun- und vaskuléren Zellen erkannt (3) und l6sen intrazellulare Reaktionen der
Signaltransduktion aus (4), vor allem unter Bildung des Transkriptionsfaktors “Nuclear-Factor-kB” (NF-kB), der im Zellkern
die Expression und Ausschittung von Zytokinen anwirft (5). Diese Zell-stimulierenden Proteine (wie Tumor-Nekrose-Fak-
tor-a oder Interleukin-6) induzieren weitere Immunzellen (wie z.B. Makrophagen) und lésen eine ortsstandige Entzindung
aus (6). Dabei werden wiederum DAMPs wie rexRNA ausgeschittet (7), die ihrerseits die genannte Reaktionsfolge weiter
befeuern, was zu einer Hyper-Inflammation fuihren kann, wenn keine GegenmaBnahmen getroffen werden. Hier eignen
sich RNase1 als Antagonist der rexRNA (8) oder andere Inhibitoren des schadigenden ,, Zytokinsturmes”. (Foto: Autor)
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Tabelle 2: Therapeutische Ergebnisse einer RNase 1-Behandlung in verschiedenen praklinischen Pathogenitatsmodellen

Biologisches System
Pathologischer Prozess

Wirkung der RNase1

Blutgerinnung, Thrombose
Gerinnungsproteinen

GefaRpermeabilitat, Odem-

Bildung, Schlaganfall

Antithrombotisch: Eliminierung von rexRNA als Kofaktor von

GefédB-protektiv: Eliminierung von rexRNA als Zytokin-Kofaktor,
Reduktion des Odems und der Infarktgrofe

Anti-atherogen: Degradation von rexRNA als multifunktioneller,

Referenz

Kannemeier et al., 2007
Fischeret al., 2007; 2009,
Walberer etal., 2009

Simsekyilmaz et al., 2014

Cabrera-Fuentesetal.,
2014

Atherosklerose
schadigender Faktor fur Gefakzellen
Kardiale Ischamie-Reperfusion, Anti-zytotoxisch, kardio-protektiv: Degradation von rexRNA als
Herzinfarkt schadigender Faktor fir Kardiomyozyten
Experimentelle

Herz-Transplantation

Mikrobielle Infektion

Gewebs-protektiv: Verlangerung der Lebenszeit des Transplantats

Anti-mikrobiell: Blockade der rexRNA-mediierten Bindung von

Kleinert et al., 2016

Zakrzewiczetal., 2016

Bakterien an Wirtszellen und ihrer Invasion

Myokard-Infarkt

Scherstress-abhéangige Auslésung  Anti-inflammatorisch: Reduktion der Kollateral-GefaRbildung

der Arteriogenese

der mittels rexRNA getriggert wird. Diese im
GieBener Labor vor allem von der langjahri-
gen RNA-Projektleiterin, Dr. Silvia Fischer, er-
hobenen Daten zeigen, dass aus einem harm-
losen Alarmmolekil ein schadigender Krank-
macher und Entziindungsmediator werden
kann.

Die Arbeitsgruppe des Autors hat diese Zu-
sammenhange auch in Zusammenarbeit mit
anderen Forschergruppen zuerst erkannt und
zahlreiche praklinische Modelle studiert, die
die schadigende Wirkung der rexRNAs illust-
rieren, vor allem in thrombo-inflammatori-
schen und kardiovaskuldren Pathologien
(Preissner et al., 2020). Herausstechende Bei-
spiele sind: (a) die Wirkung von rexRNA als
prothrombotischer Kofaktor bei der Entwick-
lung einer Thrombose; (b) die Interaktion mit
vaskuldren Zytokinen und deren Stimulation
der GefaBpermeabilitdt bis hin zur Odembil-
dung und dem Schlaganfall; (c) die Stimulati-
on von Leukozyten in ihrer Wechselwirkung
mit der GefdBwand in Zusammenhang mit
der Entwicklung einer Atherosklerose und
dem Herzinfarkt (Nakazawa et al., 2005; Kan-
nemeier et al., 2007; Fischer et al., 2007; Wal-
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Kardio-protektiv: Reduktion des kardialen Odems und der Infarktgrofe

Stieger etal., 2017

Laschetal., 2019

berer et al., 2009; Ganguly et al., 2009; Ca-
brera-Fuentes et al., 2014; Simsekyilmaz et
al., 2014; Biswas et al., 2015; Zimmermann-
Geller et al., 2016; Stieger et al., 2017) (Abb.
3; Tabelle 2). In diesem Zusammenhang ist die
rexRNA-vermittelte Aktivierung von Makro-
phagen in einen pro-inflammatorischen Pha-
notyp eine Ubergreifende Funktion dieser Mo-
lektle bei verschiedenen Krankheitsbildern,
was verstarkend zur Pathogenese der oben
genannten Erkrankungen beitragen kann (Ca-
brera-Fuentes et al., 2015b). Da sich die
rexRNA von allen anderen extrazellularen
RNAs durch die Tatsache unterscheidet, dass
sie ganz andere Funktionen auBerhalb von
Zellen im Vergleich zu ihrer Rolle in den Ribo-
somen hat, wurde der Begriff “Moonlighting
Factor” gepragt: Dazu gehdéren solche Protei-
ne und andere Molekle, die neben ihren int-
razelluldren Funktionen auch einen davon un-
abhangigen extrazelluldren Job austben, also
molekulare Tag- wie Nachtarbeit verrichten
(Saffarzadeh & Preissner, 2014).

In der Blutbahn bildet rexRNA als negativ gela-
dene Ribonukleinsaure Uber elektrostatische
Wechselwirkungen stabile Komplexe mit posi-



ohne Behandlung

A
Arterielle
Thrombose

B
Gehirn-Infarkt,
Odem

c

Arteriogenese,

Umgehungs-
kreislaufe

nach Behandlung
mit RNase1

Abb. 3: Einfluss einer Behandlung mit RNase1 in verschiedenen praklinischen Tiermodellen. (A) Nach Auslésung ei-
ner nicht-invasiven Thrombose in der Arteria Carotis einer Maus (GefaB-Querschnitt) kommt es ohne Behandlung
(links) zu der Bildung einer Thrombose, wobei der Verschluss-Thrombus Uberall mit extrazelluldrer RNA besetzt ist
(griine Fluoreszenz-Farbe). Eine Behandlung mit RNase1 (rechts) fihrt nicht nur zur Entfernung der griin angefarbten
rexRNA, sondern auch zu einer viel geringeren Thrombus-Bildung im GefaB: RNase1 wirkt als ein neues Anti-Throm-
botikum (Kannemeier et al., 2007). (B) Nach der Verletzung einer Gehirnvene der Maus und der Bildung eines In-
farktes kommt es an der Verletzungsstelle zum Austritt von Blut und einer massiven Odem-Bildung (angezeigt durch
den blauen Farbstoff im Gewebe, links). Wird eine Behandlung mit RNase1 (rechts) durchgefiihrt, ist sowohl die In-
farktgréBe als auch die Odem-Bildung signifikant reduziert (Walberer et al., 2009). (C) Wird eine Ischamie im Hinter-
bein der Maus durch eine Ligation einer Arterie erzeugt, entstehen nach wenigen Tagen aus bestehenden Kapillaren
erweiterte und groBere Korkenzieher-ahnliche KollateralgefaBe (links, Pfeile). Nach Behandlung mit RNase1 unterblei-
ben diese Reaktionen einer Arteriogenese (rechts) was zeigt, dass rexRNA eine entscheidende Rolle bei der Bildung

von lebensrettenden Umgehungskreisldufen spielt (Lasch et al., 2019).

tiv geladenen Proteinen, wie solchen aus Blut-
plattchen (Plattchen-Faktor 4) oder bestimm-
ten Blutgerinnungsfaktoren (Faktor XII, Faktor
Xl). Im ersten Fall 16st der gebildete Komplex
(der z.B. wahrend einer groBen chirurgischen
Operation mit hohem Zellschaden gebildet
wird) eine Auto-Antikérperbildung aus und
kann zu einem spdteren Zeitpunkt zu einer
Thrombose fuhren (Jaax et al., 2013). Im zwei-
ten Fall heizt rexRNA die Aktivierung des Gerin-
nungssystems an mit der Gefahr einer Throm-
bus-Bildung (Kannemeier et al., 2007) (Abb. 3).
Wie in einer Kooperation mit Prof. Malgorza-
ta Wygrecka (Lungenzentrum GieBen) erar-

(Foto: Autor)

beitet wurde, wird der genannte Gerinnungs-
faktor Xl im Rahmen einer Infektion mit Sars-
CoV2 Uber die MaBen (durch rexRNA?) auto-
aktiviert, was die gesteigerte Gerinnsel-Bil-
dung und Thrombose-Neigung von COVID-
19-Patienten erklaren kann (Wygrecka et al.,
2021). Die gebildeten Thromben sind nicht
nur dichter gestrickt, sondern auch resisten-
ter gegentber einer Auflésung (Thrombolyse)
als solche von Influenza-Patienten oder Nor-
malpersonen. Ob diese ,Hyperkoagulation”
durch die Entfernung der rexRNA zu beheben
ist, mussen weitere Untersuchungen erge-
ben.
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Wirken rexRNAs nur
schadigend im Korper?

Nein, Gberhaupt nicht: rexRNAs sind offenbar
auch fur die spontane Bildung von naturlichen
Umgehungskreislaufen (KollateralgefaBen) zur
Uberbriickung einer Sauerstoffarmut im Ge-
webe relevant, ohne dass man dies merkt. Sol-
che Vorgange kénnen dazu beitragen, eine
Minderdurchblutung von Organen wie dem
Herzen zu kompensieren. Wie in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Dr. Elisabeth Deindl|
(MUnchen) gezeigt wurde, setzt die rexRNA ih-
re Wirkung an Stellen von verengten GefaBen
an, wo es zu erhohten blutflussbedingten
Scherkraften kommt, die die GefaBwandzellen
reizen und eine Folge von Reaktionen in Gang
setzen. Diese gleichen der Reaktionsfolge der
angeborenen Immunitat, dienen aber dem Ge-
faBwachstum (Arteriogenese), so dass in weni-
gen Tagen eine um das 20-fache gesteigerte
GefaBerweiterung und Verdickung der GefaB-
wand zu beobachten ist, die es ohne rexRNA
nicht gabe (Lasch et al., 2019, Preissner et al.,
2020) (Abb. 3). Inwieweit dieses mechanisti-
sche Konzept auch in der Klinik therapeutisch
umsetzbar ist, bleibt abzuwarten. Diese
.Selbstheilung” von GefaBen st6Bt allerdings
an ihre Grenzen bei einer arteriellen Ver-
schlusskrankheit, die durch eine Thrombose
bedingt ist: Hier laufen die Prozesse der Throm-
bosierung meistens zu schnell ab, als dass der
langsamere Prozess der Arteriogenese mit ih-
rer Regenerationswirkung friih genug einset-
zen konnte.

Wie lassen sich die schadigenden
Funktionen der rexRNAs mit
physiologischen Mitteln beeinflussen
oder verhindern?

Ausgehend von der anfanglich gemachten Be-
obachtung in Zellkultur-Uberstanden, dass
rexRNA durch die Zugabe von RNasen (speziell
RNase1) zerstort wird, wurde dieses Prinzip
auch in den erwdhnten komplexeren praklini-
schen Tiermodellen durch die GieBener Ar-
beitsgruppe mit Erfolg angewandt. Mehrere
extrazellulare RNasen existieren, von denen die
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RNase1 die hochste spezifische Aktivitat be-
sitzt und sowohl im exogenen System unseres
Korpers (bereitgestellt vom Pankreas fur den
Magen-Darmtrakt und die Verdauung der
RNA-Anteile in der Nahrung) als auch im Blut-
kreislauf und anderen KérperflUssigkeiten vor-
kommt. Hier wird sie vornehmlich von den die
Innenseite aller GefaBe auskleidenden Endo-
thelzellen konstitutiv synthetisiert und ins Blut
abgegeben, um den Spiegel von exRNAs in der
Zirkulation zu regulieren (Fischer et al., 2011).
Uberraschend war, dass die RNase1 in all den
erwadhnten Krankheitsmodellen die schadigen-
de rexRNA in Schach halten konnte und dabei
auch in geringen Dosen eine signifikante the-
rapeutische Wirkung zeigte (Tabelle 2).

Da dieses korpereigene, therapeutisch nutzba-
re ,Wundermittel” von GefdBwandzellen
nicht nur konstitutiv ausgeschittet, sondern
auch zu einem Teil in den Endothelzellen ge-
speichert und durch mechanische Reizung frei-
gesetzt wird, wurde eine begrenzte klinische
Studie in Kooperation mit Prof. Andreas Bo-
ning (Herzchirurgie, UKGM, JLU GieBen)
durchgefihrt: Mit einer Blutdruckmanschette
werden mehrere kurzzeitige Zyklen der Blut-
stauung (200 mm Hg) am Oberarm erzeugt,
bei denen signifikante Mengen von RNase1 in
den Kérperkreislauf freigesetzt werden (Ca-
brera-Fuentes et al., 2015a). Ob diese ausrei-
chen, bei kardiovaskuldren Komplikationen
prophylaktisch oder therapeutisch einen Nut-
zen zu erzeugen, ist Gegenstand weiterer Un-
tersuchungen.

Durch die erwdhnten Arbeiten konnte das
langjéhrige GieBener Forschungskonzept be-
statigt werden: RexRNA kann als diagnosti-
scher Biomarker und Kausalfaktor fur eine
Vielzahl von durch Entzindungsreaktionen be-
dingten Erkrankungen angesehen werden und
stellt ein relevantes Zielmolekdl fur eine Thera-
pie mit RNase1 dar (Saugstad et al., 2017; Stie-
ger et al., 2017). Obwohl unter Normalbedin-
gungen die im Blutkreislauf zirkulierenden
Mengen von zellfreier rexRNA durch die kor-
pereigene RNase1 kontrolliert werden kénnen,
reicht die Konzentration des Enzyms im Krank-
heitsfall nicht aus, um eine pathologische Situ-
ation zu verhindern und die auch lokal hohen



RNase1-lgG-Fc - Fusionsprotein

RNase1 —> <— RNase1
Hinge —> — C1548
P172s
IgG-Fc — cCH2—> P265S
|_cH3—>

Abb. 4: RNase1 als neues Therapeutikum. (A) Das Enzym RNase1 (Ribonuklease-1) hat eine sehr kompakte Sekun-
darstruktur und ist mit 128 Aminosauren ein duBerst (thermo-)stabiles Protein. Ein Syntheseort ist das exogene Pan-
kreas, von wo die RNase1 im Magen-Darm-Trakt fur die effektive Verdauung der RNA-Anteile aus der Nahrung ver-
antwortlich ist. Im endogenen Teil des Korpers (Blut, Korperflussigkeiten, Gewebe) wird die RNase1 vor allem in den
GefaBwandzellen synthetisiert und konstitutiv ins Blut abgegeben. Dort ist sie fur die Regulation (Homdostase) der
extrazelluldren RNAs zustandig. (B) Durch die Fusion von zwei RNase1-Molekulen an einem Immunglobulin-Protein
(Fc-Teil) wird die Halbwertszeit des Enzyms im Blut von 30 Minuten auf 19 Tage verlangert. Dadurch ist das ,.ange-

leinte” Enzym flr therapeutische MaBnahmen sehr gut verfligbar (Burge et al., 2017).

Mengen an rexRNA zu entfernen. Daher wird
die duBerst stabile und nicht-toxische RNase1
durch intravendése Injektion zugefihrt, um ihre
therapeutische Wirkung zu entfalten, wie in
den zahlreichen praklinischen Studien aus Gie-
Ben gezeigt wurde (Preissner & Herwald, 2016;
Preissner et al., 2020) (Abb. 4; Tabelle 2).

Was macht die RNase 1 so besonders als poten-
tielle therapeutische Substanz aus, speziell zur
Beherrschung von rexRNA-abhangigen Ent-
ziindungssituationen? Aufgrund ihrer Mole-
kllstruktur ist diese Endo-Ribonuklease nicht
nur das stabilste Enzym unseres Kérpers und
wird z.B. durch Kochen nicht denaturiert (wie
sonst fast alle anderen Proteine/Enzyme). Wei-
terhin kann RNasel auch unbedenklich von
auBen appliziert werden, da sie nicht toxisch
wirkt. Dies liegt daran, dass alle Kdrperzellen
einen ,RNase-Inhibitor” enthalten, der die
aufgenommene RNase1 mit einer unvorstell-
bar hohen Bindungsaffinitat umklammert, in-
aktiviert und sie davon abhélt, verschiedene le-
bensnotwendige zelluldre RNAs zu degradie-
ren (Garnett & Raines, 2022). Somit ist die

(Foto: Autor)

RNase1 als korpereigene Substanz ein sicheres
potentielles ,, Medikament” fur die schon er-
wahnten, vor allem durch Entzindungsreakti-
onen getriebenen Erkrankungen. Diese Bot-
schaft aus GieBBen ist mittlerweile auch in inter-
nationalen Wissenschaftskreisen angekom-
men.

Welchen therapeutischen
Stellenwert hat RNase1?

Die Verweildauer von l&slichen Substanzen in
unserer Blutzirkulation hangt von ihrer GroBe,
Struktur und funktionellen Bedeutung ab. Da-
bei halten Albumin (19 Tage) und bestimmte
Immunglobuline bzw. Antikorper (bis zu 70 Ta-
gen) im Blutkreislauf den Rekord. Die RNase1
hingegen hat nur eine Halbwertszeit von ca.
30 min, so dass eine bestimmte Menge an ap-
pliziertem Enzym schon nach einer halben
Stunde auf die Halfte im Blut abgefallen ist.
Um also die RNase1 als einsetzbares Medika-
ment fit zu machen, musste man ihre Verweil-
dauer im Blut verldngern. Dies wurde schon
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vor mehreren Jahren in einer Zusammenarbeit
mit Forschern von ,CSL-Behring” (Marburg)
experimentell angegangen, indem ein neues
Fusionsprotein aus RNase1 und Albumin re-
kombinant hergestellt werden sollte. Leider
gelang dieser Plan auch nach mihevollen Ver-
suchen nicht und wurde auch nicht in anderer
Weise weiter verfolgt. Ein alternativer Ansatz,
namlich ein Fusionsprotein aus RNase1 und
Immunglobulin G herzustellen, konnte aller-
dings spater durch ein amerikanisches Bio-
Tech-Unternehmen (”Resolve Therapeutics”)
umgesetzt werden: Diese unter dem Codena-
men RSLV-132 publizierte Substanz hat eine
Halbwertszeit von 19 Tagen im Blut und wurde
auch schon erfolgversprechend in zwei klini-
schen Phase-II-Studien (Patienten mit Autoim-
mun-Erkrankung) getestet (Burge et al., 2017;
Posada et al., 2021) (Abb. 4). Diesem RNase1-
Derivat kann damit eine gute Prognose ausge-
stellt werden, als therapeutisches Molekdl bei
weiteren Teststudien auch bei Erkrankungen
zu wirken, die schon durch die Forschungsar-
beiten in GieBen erfolgreich mit RNase1 expe-
rimentell ,behandelt” wurden und bei denen
das Prinzip der rexRNA-initiierten Pathogenese
bewiesen wurde.

Als Alternative zum Einsatz von Nukleasen als
Antagonisten von extrazelluldaren Nukleinsau-
ren wurde die Neutralisierung von exRNA- und
exDNA-Molekulen durch hoch positiv gelade-
ne ,Polyamidoamin-Dendrimere” erfolgreich
eingesetzt (Lee et al., 2017): Nach Applikation
in den Blutkreislauf erreichten die Autoren mit
diesen Substanzen mittels direkter Komplexie-
rung der Nukleinsaure-DAMPs eine Inhibie-
rung ihrer inflammatorischen und prothrom-
botischen Aktivitaten in verschiedenen experi-
mentellen in vivo-Modellen. Diese Arbeiten
unterstreichen, dass das pathologische Poten-
tial von exRNAs (und z.T. auch exDNAs) durch
therapeutisch unterschiedliche Verfahren in
Griff zu bekommen ist.

Ausblick und Perspektiven

Auch wenn es oft schwer fiel in den letzten
Jahren, die biowissenschaftliche Gemeinschaft
davon zu Uberzeugen, dass die rexRNA mit ih-
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ren in GieBen identifizierten patho-physiologi-
schen Funktionen kein Artefakt ist, warten
weitere Aufgaben auf Interessierte in diesem
Forschungsfeld der biomedizinisch relevanten
RNA-Biologie. So ist es mdglich, die quantitati-
ve Analyse von rexRNA aus biologischen Pro-
ben zu verbessern und als neuen Biomarker
einzufthren, gerade was die Prognose von Tu-
mor- und Entziindungserkrankungen angeht.
Daneben kénnte das Profil von unterschiedli-
chen exRNAs (eingeschlossen mikroRNAs
usw.) in ein und derselben biologischen Probe
(zell-freies Blutplasma, Liquor) eine zusatzliche
Aussagekraft zur Patienten-Diagnose darstel-
len.

Obwohl rexRNA unter inflammatorischen Be-
dingungen nicht nur in 6slicher Form im Blut
ansteigt, sondern auch im (Tumor-)Gewebe
akkumulieren kann (Fischer et al., 2013), wer-
den signifikante Mengen der rexRNA auch
Uber die Verpackung in Mikrovesikel im Orga-
nismus verteilt. Daher ist es méglich, dass un-
ter Bedingungen einer chronischen Entzin-
dung oder von ,Disseminierter Intravasaler
Coagulation” (DIC) nach einer starken Infekti-
on die rexRNA als kausaler Pathogenitatsfaktor
eine Rolle spielt, ihre Wirkung nicht lokal be-
grenzt bleibt und damit weitere Kérperorgane
geschadigt werden kdnnen. So gibt es Hinwei-
se fur diese Hypothese aus neueren Koopera-
tionsarbeiten, in denen das Zusammenspiel
von Gehirn und Herz unter bestimmten patho-
logischen Bedingungen untersucht wurde:
Hier zeigte sich, dass ein Schlaganfall im Ge-
hirn in rexRNA-abhangiger Weise die Herzge-
sundheit beeinflussen kann. Obwohl noch un-
bewiesen im Moment, kénnte rexRNA auch
zur Dissemination von Entziindungsreaktionen
in Zusammenhang mit der Situation von
“Long-COVID" nach einer Infektion mit dem
SARS-CoV-2-Virus stehen.

Wie diese Beispiele zeigen, ist seit geraumer
Zeit das Forschungsinteresse der Arbeitsgrup-
pe auf pathologische Prozesse im Gehirn ge-
richtet, die direkt oder indirekt mit extrazellu-
laren RNAs und ihrer schadigenden Wirkung in
Zusammenhang stehen. Dabei haben erste Er-
gebnisse aus einer Kooperation mit der Berli-
ner Neurochirurgie an der Charité um Prof. Pe-



ter Vajkoczy gezeigt, dass z.B. nach einer Sub-
arachnoidalblutung im Gehirn der Maus (aus-
gel6st durch ein rupturiertes Aneurysma) nicht
nur die Liguorspiegel von rexRNA signifikant
erhoht, sondern auch Folgeschaden zu erwar-
ten sind. Die experimentelle Gabe von RNase1
konnte das pathologische Ausmal3 dieser Situ-
ation erheblich reduzieren (Tielking et al,,
2019). In dhnlicher Weise fuhrte eine Behand-
lung mit RNase1 beim Gehirntrauma zur Un-
terdriickung der Entziindungsausbreitung und
verhinderte die Schadigung der Blut-Hirn-
Schranke (Krdmer et al., 2022). Diese jingsten
Forschungsansadtze unterstreichen nicht nur
die ubiquitdre schadigende Wirkweise der
rexRNA, sondern auch das hohe Potential des
Antagonisten RNase1.

Im Ruckblick hat sich in Bezug auf die Umset-
zung der Forschungsarbeiten zum rexRNA/
RNase1-System der GieBener Arbeitsgruppe,
auch in einer Vielzahl von Kooperationen, die
forscherische Beharrlichkeit und Geduld ge-
lohnt wie auch die vielen Stunden an Uberzeu-
gungsarbeit. Ob das Credo unserer Arbeiten
. Forschen um zu helfen” (was sich als Schrift-
zug in der Jugendstil-Badeanlage ,Sprudel-
hof” in Bad Nauheim findet) mit der Entwick-
lung der RNase1 als Medikament eine Umset-
zung erfahren kann, muss sich in Zukunft er-
weisen. An dieser Stelle dankt der Autor allen
an diesen Forschungsarbeiten Beteiligten fur
ihre Begeisterung und ihren Einsatz!
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