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Vesikel-gebundene und frei zirkulie-
rende miRNAs in Alterungsprozessen
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Altered intercellular communication is one of the molecular hallmarks
of aging. Microvesicles carrying different kinds of molecules, like pro-
teins and RNAs are important agents of short- and long-range commu-
nication in the body. MicroRNAs (miRNAs) are especially interesting
targets to study in this context, as these molecules can regulate
multiple targets in the recipient cells via complementary base-pair
binding and thereby regulate a complex process such as aging.
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B Das Altern ist ein universeller biologi-
scher Prozess, der alle Lebewesen betrifft
und zu einer Vielzahl von physiologischen
Veranderungen fiihrt. Trotz umfangreicher
Forschung bleiben viele Aspekte des Alterns
auf molekularer Ebene unverstanden. In den
letzten Jahren hat sich die Aufmerksamkeit

auch auf die Rolle der extrazelluldaren Vesikel
(EVs) als wichtiger Aspekt eines der ,Hall-
marks“ im Alterungsprozess gerichtet [1].
EVs sind winzige Vesikel, die von Zellen frei-
gesetzt werden und eine Vielzahl von Mole-
kiilen, einschlieBlich RNAs, enthalten. Durch
diese Vesikel wird die Kommunikation zwi-
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A Abb. 1: miRNA-Vektor-Clustering. Die z-scored Expression aller miRNAs in Alterungsverlauf in
verschiedenen Geweben wurde als Vektor dargestellt und in 20 Cluster anhand ahnlicher Verlaufe
unterteilt. Hier beispielhaft ein Cluster, in dem die Alterungsvektoren von miR-29a-3p aus 10 ver-
schiedenen Geweben und von miR-29¢c-3p aus acht verschiedenen Geweben vorhanden sind.

schen benachbarten Zellen vermittelt ebenso
wie die zwischen verschiedenen Organen.

Wir erforschen insbesondere die Rolle klei-
ner nicht codierender RNAs (sncRNAs) in
diesen Vesikeln. Mit Next Generation
Sequencing (NGS) konnen verschiedene
Arten von nicht codierenden RNAs gemein-
sam erforscht werden, darunter mikro-RNAs
(miRNAs), kleine interferierende RNAs (siR-
NAs), Piwi-interagierende RNAs (piRNAs),
Transfer-RNAs (tRNAs), ribosomale RNAs
(rRNAs) und andere [2]. Diese sncRNAs,
ganz besonders miRNAs, sind bekannt dafiir,
wichtige regulatorische Funktionen in Zellen
auszuiiben. MiRNAs vermitteln posttran-
skriptionelle Regulation von messenger-
RNAs (mRNAs) durch komplementére Basen-
paarbindung und daraus resultierende
Repression der Translation.

Kiirzlich wurden auch bestimmte Sequenz-
motive in miRNAs identifiziert, die nicht nur
die Verpackung dieser miRNAs in Vesikel
beglinstigen, sondern auch die Wirkung der
miRNAs in der Empféngerzelle verstirken
[3]. AuBerdem wurde gezeigt, dass miRNAs
aus hypothalamischen Stammzellen ver-
packt in EVs teilweise die Alterungsge-
schwindigkeit beeinflussen [4]. Unsere hier
vorgestellte Forschung konzentriert sich
darauf, Unterschiede der sncRNA-Zusam-
mensetzung in EVs und frei zirkulierenden
RNAs (fc-RNAs) in Méausen zu finden.
Dadurch wollen wir verstehen, wie sich diese
Zusammensetzung im Laufe des Lebens der
Maiuse verandert und welche sncRNAs
gezielt in EVs verpackt werden.

Verteilung der relativen RNA-Menge
tibers Alter

Alterungsmuster innerhalb spezifischer
Klassen von sncRNAs variieren, was auf
komplexe regulatorische Mechanismen im
Alterungsprozess hindeutet. Die unterschied-
lichen Klassen von sncRNAs, wie miRNAs,
siRNAs und piRNAs, zeigen altersabhédngige
Veranderungen in ihrer Expression. Bemer-
kenswert ist dabei, dass diese Veranderun-
gen nicht uniform sind, sondern zwischen
verschiedenen sncRNA-Klassen und Gewe-
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betypen differieren [5]. Zur Beurteilung ihrer
Beziehung zum Alter verwenden wir sowohl
lineare Pearson-Korrelationen als auch nicht
lineare Distanzkorrelationen fiir jede RNA.
Dadurch kénnen wir fiir jede RNA aus jeder
der RNA-Klassen sowohl in der fc- (frei zir-
kulierenden) als auch EV-Fraktion Alte-
rungseffekte finden. Interessanterweise zei-
gen sich fiir spezifische RNAs auch Muster
einer negativen Korrelation in EVs im Ver-
gleich zu einer positiven Korrelation in der
fc-Fraktion [6].

Die spezielle Rolle der miR-29-Familie

Um die Wirkung von miRNAs besser zu
untersuchen, ist ein Ansatz das gleichzeitige
Untersuchen von miRNA und mRNA-Expres-
sion in einem Gewebe. Dies haben wir fir
einen Teil der Tabula-Muris-Senis(TMS)-
Kohorte [7] durchgefiihrt, um die Rolle von
miRNAs im Fettgewebe zu erforschen. In
unserem Ansatz haben wir die Expression
von miRNAs und mRNAs in denselben Fett-
gewebeproben analysiert, um ein detaillier-
tes Verstandnis ihrer Wechselwirkungen zu
gewinnen. Durch die parallele Analyse konn-
ten wir zeigen, dass miRNAs, insbesondere
die mir-29-Familie, eine entscheidende Rolle
in der Regulation des Fettgewebes spielen.
Unsere Untersuchungen ergaben, dass miR-
29 in Fettgeweben éalterer Individuen in
erhohten Mengen vorkommt und wichtige
Stoffwechselwege beeinflusst. Die Ergebnis-
se zeigten, dass miR-29 die Expression von
Genen reguliert, die fiir die Aufrechterhal-
tung der Struktur und Funktion des Fettge-
webes entscheidend sind. Die Erkenntnisse
aus der TMS-Studie bestatigen, dass miR-29
in der Alterung des Fettgewebes eine Schliis-
selrolle spielt [6].

Zusatzlich haben wir die miRNA-Expressi-
on aller Gewebe aus der TMS-Studie durch
Sequenzierungen bestimmt. Die Ergebnisse
bestétigen die wichtige Rolle der mir-29-Fa-
milie, da diese im Alter nicht nur im Fettge-
webe dereguliert ist, sondern in allen unter-
suchten Geweben erhoht exprimiert ist. MiR-
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A Abb. 2: Rolle der miR-29 im Alterungsprozess. A, ansteigende Expression der miR-29 wéahrend
des Alterungsprozesses in der frei zirkulierenden Fraktion sowie verpackt in extrazelluldren Vesi-
keln. B, miR-29 ist ein potenzielles Therapietarget, um den Alterungsphéanotyps umzukehren
durch die Injektion von anti-miR-29, welches die Repression der Targets inhibieren kdnnte.
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29a-3p und miR-29¢-3p sind in einem gewe-
beiibergreifenden Clustering der miRNA-
Alterungsexpressionsvektoren aus bis zu 10
verschiedenen Geweben zu finden (Abb. 1).
Neben anderen globalen Alterungs-miRNAs
reguliert miR-29 verschiedene Signalwege,

die eine wichtige Rolle im Alterungsprozess
spielen, z. B. die Organisation der extrazellu-
lairen Matrix und Proteinaufnahme und
-abbau. AuBerdem konnten wir durch einen
Vergleich beider Studien zeigen, dass gewe-
bespezifisch exprimierte Alterungs-miRNAs
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in geringeren Mengen in der EV- und fc-
Fraktion vorkommen verglichen mit den glo-
balen Alterungs-miRNAs, z. B. der miR-29
(Abb. 2A). Diese Erkenntnisse tragen dazu
bei, das Potenzial der mir-29-Familie als the-
rapeutisches Ziel zur Beeinflussung altersbe-
dingter Krankheiten und Veranderungen zu
erkennen.

Nachste Schritte: gezielte
Modulierung

Dieses therapeutische Potenzial gilt es nun
zu erforschen. In einem kiirzlich veroffent-
lichten Preprint wurden funktionelle Ergeb-
nisse bezliglich der Rolle der miRNA prasen-
tiert. Es wurde bestitigt, dass miR-29 sowohl
wahrend des normalen als auch des vorzeiti-
gen Alterns hochreguliert wird, was in Stu-
dien von Maus- und Affenmodellen beobach-
tet wurde. Eine weiterfiihrende Analyse der
transkriptionellen Veranderungen wahrend
des normalen Alterns zeigte, dass miR-29 zu
den Top-miRNAs gehort, die die altersbeding-
ten Genexpressionsdnderungen antreiben.
Es wurde auBerdem gezeigt, dass ein partiel-
ler Verlust von miR-29 die Lebensdauer von
Mausen verldngert, was auf die funktionelle
Bedeutung von miR-29 in diesem beschleu-
nigten Alterungsmodell hindeutet. Es wurde
testgestellt, dass die Uberexpression von
miR-29 bei Mausen ausreicht, um altersbe-
dingte Phénotypen wie Haarausfall, Kyphose,
Osteoporose und Seneszenz zu fordern und
zu einer frithen Letalitat fiihrt [8].

Diese Ergebnisse unterstreichen die funk-
tionelle Bedeutung von miR-29 in der Steue-
rung eines Genexpressionsprogramms, das
altersbedingte Phanotypen antreibt. Ein
nédchster Schritt in unserer Forschung ist es
daher, die Level der miR-29 gezielt in Maus-
modellen zu verindern (Abb. 2B). Ahnlich zu
unserem urspriinglichen Konzept, in dem
wir die frei zirkulierende mit der Vesikel-
gebundenen Fraktion verglichen haben,

kommen sowohl die Gabe von synthetischen
miRNAs als auch miRNAs, die an Nanoparti-
kel gekoppelt sind zum Einsatz. AuBerdem
wollen wir die Zellpopulationen identifizie-
ren, die miR-29 und andere Alterungsmarker
exprimieren und anschlieBend in Vesikel
verpacken. Hierzu verwenden wir in vitro-
Experimente mit Zelllinien, um sicher gehen
zu konnen, dass die analysierten Vesikel nur
von einem spezifischen Zelltyp produziert
werden. Weiterhin nutzen wir die Induktion
von Seneszenz, spezifisch dem senescence
associated secretory phenotype (SASP), um
gealterte Zellen zu simulieren. So konnen wir
Verdnderungen im miRNA-Cargo zwischen
jungen und gealterten Zellen untersuchen.
Mit unserer Forschung hoffen wir Hinweise
auf neue therapeutische Ansétze fiir alters-
bedingte Krankheiten zu finden. |
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