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Zusammenfassung:

Chronische Nierenerkrankungen betreffen etwa 11 % der Weltbevilkerung und stellen ein
wachsendes Gesundheitsproblem dar. Sie verlaufen h&ufig lange ohne Symptome bzw.
Schmerzen und werden daher oft erst sehr spét erkannt. Ein wichtiger Grund fur den Verlust
der Nierenfunktion ist die Schadigung von Podozyten, spezialisierten Zellen im Nierenfilter.
Da sich diese Zellen nicht regenerieren kdnnen, fuhrt ihr Verlust meist zu einer dauerhaften
Beeintrachtigung der Nierenfunktion bis hin zum Nierenversagen.

Die hier vorliegende Studie untersucht einen neuen Ansatz, um Podozyten gezielt zu
beeinflussen: Exosomen, winzige natiirliche Vesikel, mit denen Zellen Molekdile im Korper
transportieren und untereinander austauschen. Forschende beluden diese Exosomen direkt und
gezielt mit kleinen RNA-Molekiilen, und konnten dadurch bestimmte Gene in den Zellen
regulieren.

Die Ergebnisse dieser Exosomen-basierten Methode ExoNephX zeigen eindeutig, dass
Podozyten RNA-beladene Exosomen sehr effizient aufnehmen: Mehr als 96 % der Zellen
nahmen die Molekile auf, ohne dass zytotoxische Effekte beobachtet wurden. Die
transportierte RNA war auflerdem funktionell aktiv und konnte gezielt die Expression
bestimmter Gene veréndern.

Damit zeigen die Ergebnisse, dass Exosomen ein effizientes und schonendes
Transportsystem fir RNA-basierte Therapien sein kdnnen. Langfristig konnte dieser Ansatz
neue, gezieltere Behandlungsmoglichkeiten fur Nierenerkrankungen eréffnen.

Einleitung

Chronische Nierenerkrankungen (Chronic Kidney Disease, CKD) stellen mit einer weltweiten
Pravalenz von etwa 11 % eine zunehmende medizinische und gesundheitsbkonomische
Herausforderung dar (1). Prognosen zufolge wird die CKD-bedingte Mortalitat bis 2040
weltweit deutlich ansteigen und im Ranking der haufigsten Todesursachen von Platz 7 auf Platz
4 vorriicken (2). Ein zentraler Pathomechanismus vieler CKD-Formen ist die Schadigung der
glomeruléren Filtrationsbarriere, die zur Entwicklung von Proteinurie und letztlich zum
fortschreitenden Verlust der Nierenfunktion fiihrt (3). Trotz verbesserter diagnostischer und
therapeutischer Maglichkeiten bleibt die Prognose vieler Patient*innen unginstig, da
Nierenerkrankungen haufig Uber lange Zeit symptomarm verlaufen und daher oft erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden.

Podozyten, hoch spezialisierte Zellen in den Filtereinheiten der Niere, den Glomeruli, spielen
dabei eine Schlusselrolle. lhre komplexe Morphologie mit ineinander verzahnten kleinen
Zellauslaufern, den sogenannten FuRfortsatzen und der dazwischen aufgespannten



Schlitzmembran, ist essenziell fiir die GrolRenselektion des Filtrats, macht sie jedoch zugleich
besonders anfallig gegentiber toxischen, mechanischen und metabolischen Einfliissen (3). Da
Podozyten nicht regenerierbar sind, fuhrt ihr Verlust zu einer irreversiblen Schadigung der
Filtrationsbarriere und kann langfristig nicht kompensiert werden. Schéatzungen zufolge liegen
bis zu 75 % der Nierenerkrankungen eine podozytére Schadigung zugrunde (4). Dennoch gelten
Podozyten bislang als therapeutisch schwer zugangliche Zielzellen. Klassische
pharmakologische Therapien, etwa Kortikosteroide, greifen meist nur indirekt in podozytére
Signalwege ein und sind h&ufig mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden, wéhrend gezielte
molekulare Interventionen bislang kaum etabliert sind (5).

RNA-basierte Therapiestrategien stellen vor diesem Hintergrund einen vielversprechenden
Ansatz dar. Besonders kleine RNA-Molekile (small RNAs) spielen hierbei eine wichtige Rolle.
So unterscheidet man zum Beispiel kleine inhibitorische RNAs wie siRNAs, die eine gezielte
Blockade einzelner krankheitsrelevanter Gene (6) erlauben, wahrend miRNAs als Regulatoren
komplexer Netzwerke gleichzeitig mehrere Zielstrukturen beeinflussen kdnnen (7). Die
praktische Anwendung dieser kleinen RNAs scheiterte bislang hdufig daran, dass das
Einschleusen der Molekdle in die Zellen (Transfektion) ineffizient und zudem zellschadigend
war. So fihren chemisch-basierte Transfektionssysteme in diesem Zelltyp héufig zu
ausgepragter Zytotoxizitat (8), wahrend virale Vektoren zwar effizienter sind, jedoch mit
erheblichen Sicherheits- und Zulassungsproblemen behaftet bleiben (9).

In den vergangenen Jahren riickten Exosomen zunehmend in den Fokus der Forschung. Diese
natlrlichen extrazellularen Vesikel spielen bei der interzellularen Kommunikation im Korper
naturlicherweise eine grofRe Rolle, da sie Proteine, Lipide sowie RNAs zwischen Zellen
transportieren konnen (10). In der Nephrologie standen Exosomen bislang vor allem als
potenzielle diagnostische Biomarker im Fokus der Forschung, insbesondere im Urin von
Patient*innen mit glomeruldren Erkrankungen (11-13). lhr Potenzial als gezielte, schonende
RNA-Transportsysteme zur Modulation von Podozyten ist dagegen bislang kaum analysiert
worden. Insbesondere die Frage, ob Exosomen gezielt und direkt mit definierten miRNAs oder
siRNAs beladen und effizient in Podozyten eingeschleust werden kénnen, blieb weitgehend
unbeantwortet. Genau an dieser Stelle setzt das vorliegende Forschungsprojekt an (14), das als
ExoNephX die gezielte Beladung, den Transport und die funktionelle Wirkung von miRNAs
und siRNAs in Podozyten mittels Exosomen untersucht.

Die Isolierung und Beladung von Exosomen fur die ExoNephX Plattform

Um Exosomen zu gewinnen und anschlieBend mit der gewlnschten RNA zu beladen, wurde
eine immortalisierte murine Podozytenzellline verwendet, die unter standardisierten
Bedingungen kultiviert wurde. Diese Zellen geben kontinuierlich Exosomen in das
Zellkulturmedium ab, aus dem diese anschlieBend isoliert und aufgereinigt werden. Zur
Beladung mit der gewtinschten RNA wurden die isolierten Exosomen mittels eines klassischen
Verfahrens transfiziert. Die verwendeten SiRNAs beziehungsweise miRNAs waren
fluoreszenzmarkiert, um die RNA-Fracht prézise verfolgen und kontrollieren zu kénnen.

Die Charakterisierung der Exosomen erfolgte mittels Elektronenmikroskopie sowie durch den
Nachweis Exosomen-typischer Markerproteine wie CD9 und TSG101. Diese Analysen dienten
dazu, sicherzustellen, dass es sich um intakte Exosomen handelte und dass der
Transfektionsprozess keine relevanten strukturellen Verénderungen verursachte. Fur die
Analyse der erfolgreichen RNA-Aufnahme wurden verschiedene Verfahren verwendet. Die
intrazellulare Lokalisation der fluoreszenzmarkierten RNAs wurde mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie und der hochauflésenden Super-Resolution-Mikroskopie untersucht.



Ferner erfolgte eine quantitative Erfassung der RNA-Aufnahme mit Hilfe der
Durchflusszytometrie.

Uberprufung der Transfektionseffizienz von ExoNephX

Um zu untersuchen, ob diese neue Methode tatsachlich funktionelle Auswirkungen auf die
Zellen hat, wurden gezielte sSiRNA-vermittelte Knockdown Experimente mehrerer podozytérer
Proteine sowie die Uberexpression einer spezifischen miRNA durchgefihrt. Veranderungen
der Gen- und Proteinexpression wurden anschliefend mittels RT-gPCR und Western-Blot
Analysen bestimmt. Parallel dazu wurden die Zellviabilitdt und Morphologie analysiert, um
potenzielle toxische Effekte auszuschlielen (Abb. 1) (14).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der experimentellen Durchfuhrung von ExoNephX.
Small RNAs = siRNA/(pre-) miRNA, EM = Elektronenmikroskopie, c-LSM = konfokale
Laser-Scanning-Mikroskopie, SIM = Structured-Illumination Mikroskopie, RT-gPCR =
Reverse Transcription-quantitative PCR.

Ergebnisse

1. Charakterisierung der Exosomen



Die isolierten Exosomen zeigten eine einheitliche Struktur mit einer typischen Grofe von etwa
20-80 nm. Elektronenmikroskopische Analysen ergaben keine Hinweise auf Aggregation oder
strukturelle Schédigungen der Exosomen nach der Beladung mit RNA (Abb. 2A). Der
Nachweis der Markerproteine CD9 und TSG101 bestatigte zudem, dass es sich um Exosomen
handelt. Gleichzeitig zeigte sich, dass die direkte Transfektion der Exosomen weder ihre
Zusammensetzung noch die Menge der Exosomen beeintréachtigt.

2. Aufnahmeeffizienz und intrazellulare Lokalisation der mit ExoNephX
transfizierten RNA

Ein zentrales Ergebnis der Studie war die auRergewdéhnlich hohe Effizienz der Aufnahme von
RNA-beladenen Exosomen durch kultivierte Podozyten. Bereits wenige Stunden nach der
Inkubation lieR sich eine intensive Fluoreszenz der markierten RNA in den Podozyten
nachweisen. Mikroskopische Analysen zeigten eindeutig, dass das Fluoreszenzsignal nicht auf
einer Adhasion der Exosomen an der Zelloberflache der Podozyten beruhte, sondern dass die
Exosomen tatsachlich in die Zellen aufgenommen worden waren (Abb. 2B). Innerhalb der
Podozyten wurde keine Anhaufung der Fluoreszenz in den abbauenden Kompartimenten der
Zellen, den sogenannten Lysosomen, gefunden.

Die quantitative Durchflusszytometrie bestétigte diese Befunde und zeigte, dass iiber 96 % der
behandelten Podozyten ein positives Fluoreszenzsignal aufwiesen. Erganzend belegte die
Imaging-Durchflusszytometrie, dass das Signal intrazellular lokalisiert war und nicht auf
unspezifische Oberflachenbindung zurlickzufiihren ist. Zusammen liefern beide Methoden
einen robusten Nachweis fir die hohe Effizienz des Exosomen-basierten RNA-Transfers
(Abb. 2C). Darlber hinaus beobachteten wir eine klare Dosis- und Zeitabhangigkeit der
Exosomen-basierten RNA-Aufnahme (ExoNephX). Mit zunehmender EXxosomen-
Konzentration nahm die Intensitat des intrazellularen Fluoreszenzsignals kontinuierlich zu.
Auch bei langeren Inkubationszeiten blieb die Zellviabilitat erhalten, ohne dass morphologische
Veranderungen oder Hinweise auf zelluldre Toxizitat beobachtet wurden, was das enorme
Potenzial der Methode noch weiter unterstreicht.

3. Funktionelle Wirksamkeit der Ubertragenen RNAs

Die funktionelle Relevanz der mittels ExoNephX transfizierten RNA wurde durch gezielte
Knockdown-Experimente von spezifischen Proteinen intensiv untersucht. Nach Behandlung
mit siRNA-beladenen Exosomen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Expression der
jeweiligen Zielproteine. Dariber hinaus flihrte die Behandlung mit Exosomen, die mit einer
Vorform der miR-21 (pre-miR-21) beladen waren, zu einem deutlichen Anstieg der Expression
reifer miR-21 in den behandelten Podozyten. Die beobachteten Effekte waren ausgeprégter als
jene, die mit konventionellen Transfektionsmethoden in diesem Zelltyp erzielt werden konnten.
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass direkt transfizierte Exosomen nicht nur
effizient von Podozyten aufgenommen werden, sondern dass ihre RNA-Fracht auch funktionell
wirksam ist (14).
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Abbildung 2: Charakterisierung RNA-beladener Exosomen und Analyse ihrer Aufnahme
in Podozyten. (A) Isolierte Exosomen wurden direkt mit RNA beladen und anschlieRend
mittels Elektronenmikroskopie analysiert, um Morphologie, GréRe und strukturelle Integritét
der Vesikel zu beurteilen. Dargestellt sind homogene Exosomen mit einer typischen GroRe von
20-80 nm ohne Hinweise auf Aggregation. MaRstab = 100 nm. (B) Podozyten wurden mit
RNA-beladenen Exosomen inkubiert und die intrazelluldre Lokalisation der aufgenommenen
RNA mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Cy3-markierte miRNA ist Uberwiegend
im Zytoplasma mit perinukledrer Anreicherung lokalisiert. Magenta = exosomale Cy3-
markierte miRNA; Gelb = F-Aktin; Grin = Zellmembranmarker CD9; Blau = Zellkerne.
Malstab = 20 um. (C) Zur quantitativen Analyse der RNA-Aufnahme und zur Validierung der
intrazellularen Lokalisation wurde bildgebende Durchflusszytometrie eingesetzt. Dargestellt ist
die nahezu vollstdndige Transfektion der Podozytenpopulation sowie die intrazellulare
Verteilung des Fluoreszenzsignals. HF = Hellfeld; Rot = exosomale Cy3-markierte miRNA.
Malstab = 10 um.

Diskussion

Podozyten sind in bis zu 75 % der chronischen Nierenerkrankungen strukturell und funktionell
geschéadigt und spielen damit eine zentrale Rolle in der Pathogenese glomerulédrer
Erkrankungen. Vor diesem Hintergrund besteht ein erheblicher Bedarf an neuen, gezielten und
zugleich schonenden therapeutischen Ansétzen fur diesen Zelltyp (4). Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass direkt mit RNAs transfizierte Exosomen ein hoch effizientes und
zugleich zellschonendes Transportsystem fur Podozyten darstellen. Dies ist von besonderer
Bedeutung, da Podozyten bislang als eine der am schwierigsten transfizierbaren
Zellpopulationen gelten (8). Friihere Arbeiten berichteten zwar Gber prinzipielle Erfolge bei der



RNA-Transfektion von Podozyten, beschrieben jedoch zugleich erhebliche Einschrankungen
durch geringe Effizienz, ausgepragte Zytotoxizitat und funktionelle Stérungen der Zellen
(8,15).

Ein entscheidender Unterschied zur bisherigen Literatur liegt in der gewahlten
Beladungsstrategie der Exosomen. Der (berwiegende Teil der publizierten Studien nutzt
sogenannte indirekte Beladungsansatze, bei denen Exosomen-Spenderzellen zunachst mit
RNA-Molekulen transfiziert werden und diese anschlieRend tiber endogen gebildete Exosomen
in den Zellkulturtiberstand gelangen. Dieses VVorgehen ist mit einer geringen Kontrolle Giber Art
und Menge der transportierten RNA verbunden. Entsprechend berichten mehrere Studien uber
eine hohe Variabilitat der RNA-Fracht sowie tiber schwankende biologische Effekte. Zudem
ist die Effizienz dieses Ansatzes stark abhéngig vom Zelltyp der Spenderzellen und von deren
exosomaler Biogenese (16,17). Gerade bei schwer transfizierbaren Zelltypen wie Podozyten
stellt dies eine erhebliche Limitation dar.

Demgegenuber erlaubt die direkte Transfektion isolierter Exosomen eine prazise Kontrolle der
RNA-Beladung. Friihere Arbeiten bewerteten diesen Ansatz jedoch kritisch, da insbesondere
elektroporationsbasierte Verfahren haufig mit Aggregation der RNA sowie mit strukturellen
Schédigungen der Vesikel assoziiert waren (18). Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte
schonende Beladungsstrategie vermeidet diese Nachteile, wie die erhaltene Morphologie der
Exosomen und die hohe biologische Aktivitat der transportierten RNAs zeigen. Damit stellt die
direkte Exosomen-basierte Transfektion ExoNephX einen klaren methodischen Fortschritt
gegeniber bisherigen Methoden dar.

Besonders hervorzuheben ist die auf’ergewohnlich hohe Aufnahmeeffizienz der RNA-
beladenen Exosomen in Podozyten. Wahrend indirekt beladene Exosomen in friiheren Studien
h&ufig nur moderate Transfektionsraten erzielten (19), wurde hier nahezu die gesamte
Podozytenpopulation, d.h. fast 100 %, erreicht. Dieser Aspekt ist von zentraler Bedeutung fiir
alle Studien, da heterogene Transfektionseffizienzen die Interpretation biologischer Effekte
erheblich erschweren kdnnen. Darliber hinaus stellt eine hohe Effizienz eine wesentliche
Voraussetzung fiir potenzielle therapeutische Anwendungen dar.

Auch auf funktioneller Ebene unterscheiden sich die Ergebnisse deutlich von der bisherigen
Literatur. Indirekt beladene Exosomen zeigten in friheren Arbeiten haufig nur begrenzte
Effekte auf die Zielgenexpression (19). Die hier beobachteten robusten Veranderungen der
Protein- und miRNA-Expression zeigen hingegen, dass direkt transfizierte Exosomen in der
Lage sind, ausreichend RNA zu transportieren, um ausgeprégte biologische Effekte in
Podozyten und somit auch fur die Filtrationsbarriere erzielen zu kénnen.

Trotz dieser tiberzeugenden in vitro Ergebnisse bleibt die Translation des Ansatzes in vivo eine
Herausforderung. Frihere tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass systemisch
applizierte Exosomen bevorzugt in Leber und Milz akkumulieren kénnen. Ob und in welchem
Ausmal eine gezielte Ansteuerung von Podozyten in der Niere mdglich ist, muss in zukiinftigen
praklinischen Modellen untersucht werden. Entsprechende Arbeiten werden derzeit unter
anderem in Kooperation mit der University of Texas Medical Branch (UTMB) in Texas (USA)
durchgefuhrt. Ferner wird der hier etablierte Ansatz im Rahmen des geférderten nTTP-GCT-
Tandem-Drittmittelprojekts weiterentwickelt, mit dem Ziel, effiziente und zielgerichtete RNA-
Therapiestrategien fur glomeruldre Zellen zu etablieren. Die in dieser Arbeit erzielten hohen
Transfektionsraten in Podozyten in vitro bilden hierflr eine wichtige methodische Grundlage.

Perspektiven fir die Therapie von Glomerulopathien

Das Verfahren ExoNephX legt den Grundstein fur ein neuartiges therapeutisches Konzept einer
Exosomen-basierten RNA-Therapie von glomeruldren Erkrankungen. Durch die direkte



Beladung von Exosomen, die zudem aus dem jeweiligen Zielzelltyp gewonnen werden, kénnen
kleine RNA-Molekile kontrolliert, effizient, und zellschonend in Podozyten eingebracht
werden. Dadurch erdffnet sich die Mdglichkeit, krankheitsrelevante Signalwege gezielt zu
modulieren und so beispielsweise zur Reduktion fibrotischer Prozesse, zur Stabilisierung der
Podozytenmorphologie oder zur Modulation inflammatorischer Reaktionen beizutragen.

Perspektivisch kénnten Exosomen somit als therapeutische Vehikel fur siRNAs oder miRNAs
eingesetzt werden. Die préazise Steuerung der RNA-Fracht in Kombination mit der hohen
Aufnahmeeffizienz versprechen eine deutliche Verbesserung der Wirksamkeit RNA-basierter
Therapien. Daruber hinaus ertffnet dieser Ansatz neue Perspektiven fir personalisierte
Therapiestrategien, bei denen die Exosomenbeladung individuell an das Krankheitsprofil der
Patient*innen angepasst wird. Auch Kombinationstherapien, bei denen mehrere RNA-
Molekile simultan transportiert werden, erscheinen realistisch, um komplexe
pathophysiologische Netzwerke gezielt zu beeinflussen.

Fazit

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, dass ein Exosomen-basierter RNA-
Transport einen vielversprechenden Ansatz fir die gezielte und zellschonende Behandlung von
Podozyten darstellt. Durch die Verwendung von direkt aus Podozyten gewonnenen Exosomen
in Kombination mit einer schonenden direkten Beladung lassen sich kleine RNA-Molekiile mit
hoher Effizienz und geringer Toxizitét in Podozyten einschleusen. Auf diese Weise kdnnen
krankheitsrelevante Signalwege gezielt moduliert werden, wodurch sich neue therapeutische
Perspektiven fiir die Behandlung glomerulédrer Erkrankungen erdffnen, die sogar auf den
einzelnen Patienten*in zugeschnitten sein kénnen.

Das hier vorgestellte Verfahren wurde zum Patent angemeldet.
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