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MicroRNAs bei COVID-19: kleine
Molektle mit groBem Potenzial?
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COVID-19 still remains a severe global health threat. Despite the high-
speed development of vaccines that efficiently prevent COVID-19,
there are still no effective treatments of the disease once people are
infected. MicroRNAs are powerful regulators of gene expression. They
are intensely investigated as therapeutic targets up to the clinical
stage. In addition, microRNAs can be detected in the circulation, and
thus, represent promising diagnostic and prognostic biomarkers for
(long)-COVID-19.
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B Die COVID-19-Pandemie hat auch fast
eineinhalb Jahre nach dem ersten Auftreten
die Welt fest im Griff und hat nach offiziellen
Zahlen der Weltgesundheitsorganisation
bereits mehr als vier Millionen Menschleben

gefordert. Neben den primdren Manifesta-
tionen, wie Lungenentziindung und akutem
Lungenversagen (acute respiratory distress
syndrome, ARDS), kommt es hdufig zu einem
Multiorganversagen, da durch den Erreger,
das SARS-CoV-2,
neben der Lunge
auch andere Organe
befallen werden.
Sehr haufig kommt
es zu einer kardialen

Diagnostik & Prognostik v ——Therapie

miR-Mimics

Beteiligung - sowohl akut, aber auch chro-
nisch. Wie eine deutsche Beobachtungsstu-
die kiirzlich zeigte, wurden nach iiberstande-
ner Infektion bei bis zu 60 Prozent der Pati-
enten Herzmuskelentziindungen festgestellt
[1]. Des Weiteren sind kardiovaskuldre Vor-
erkrankungen ein erheblicher Risikofaktor
fiir schwere COVID-19 Verldufe [2]. Zuriick-
zufiihren ist dies wahrscheinlich auf das
Angiotensin-konvertierendes Enzym 2
(ACE2), das als primérer Zelleintrittsrezeptor
fir SARS-CoV-2 dient und neben Alveola-
repithelzellen auch stark auf der Oberfliche
von Kardiomyozyten exprimiert ist. Wahrend
die Entwicklung neuartiger und hochst effek-
tiver Vektor- und mRNA-Impfstoffe zur Ver-
hinderung der Krankheit mit beeindrucken-
dem Tempo voranschreitet, gab es bei der
Behandlung von schwerkranken COVID-
19-Infizierten bisher leider keinen Durch-
bruch. Unsere Arbeiten fokussieren sich vor
allem auf die Erforschung von nicht codieren-
den RNAs als neuartige Zielstrukturen fiir
die Behandlung, Diagnose und Prognose kar-
diovaskuldrer Erkrankungen. Wir gehen
davon aus, dass die nicht codierenden RNAs
auch bei der Behandlung von COVID-19, vor
allem bei den begleitenden kardialen Mani-
festationen, eine wichtige Rolle spielen kon-
nen.

Funktionsweise und therapeutisches
Potenzial der microRNAs

MicroRNAs reprasentieren eine Unterklasse
der sehr heterogenen Welt funktioneller,

<« Abb. 1: Schematische Darstellung der microRNA-Biosynthese. Die
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Synthese der microRNAs (miRs) findet im Zellkern statt. Die pri-miR-Vor-
laufer werden durch Nukleasen zu pre-miRs und schlieBlich der reifen
doppelstrangigen miR prozessiert. Gebunden an Argonaut-Proteine bildet
einer der beiden Strange den miRNA-induced silencing complex (miRISC),
der durch komplementéare Basenpaarung vermittelt messenger-RNAs
destabilisiert oder deren Translation blockiert. Dieser Wirkmechanismus
der microRNAs kann therapeutisch durch Einbringen synthetischer
microRNAs (miR-Mimic) sowie Inhibitoren (miRNA antisense oligonucleo-
tides, miR-ASO) manipuliert werden. Zudem kénnen die microRNAs ent-
weder verpackt in extrazelluldre Vesikel (EVs) oder gebunden an RNA-Bin-
deproteine wie das Argonaut2 (Ago2) oder high-density-Lipoproteine
(HDL) ins Blut abgegeben werden und stellen daher vielversprechende
diagnostische und prognostische Krankheitsbiomarker dar.
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nicht codierender RNAs. Sie liegen im Cyto-
plasma von Zellen als einzelstrangige RNA-
Molekiile vor, im Allgemeinen mit einer Lan-
ge von 20-22 Nukleotiden, und sind bei der
posttrankriptionellen Regulation von zellula-
ren Signalwegen von entscheidender Bedeu-
tung. MicroRNAs werden durch Argonaut-
Proteine gebunden und bilden den miR-in-
duced silencing complex (miRISC), der durch
komplementdre Basenpaarungen der
microRNA an spezifische mRNAs bindet, was
zur Hemmung der Proteintranslation oder
zur Destabilisierung und Abbau der mRNA
fiihrt [3]. Dieses Prinzip kann man sich the-
rapeutisch zunutze machen, indem man syn-
thetische microRNAs (miR-Mimics) in Zellen
einbringt, um deren Aktivitdt zu erhohen.
Alternativ kann man die Funktion der
microRNAs durch das Einbringen von spezi-
fischen Antisense-Oligonukleotiden (miR-
ASO) blockieren (Abb. 1). Als Paradebeispiel
dient die microRNA-132, welche durch
erhohte Expressionslevel unter kardialen
Stressbedingungen (z. B. chronischem Blut-
hochdruck) maBgeblich zur Entstehung der
kardialen Hypertrophie und Herzinsuffizienz
beitragt. Die Blockade der microRNA-132
mittels spezifischer Antisense-Oligonukleo-
tide hat sich als effektive therapeutische
Strategie im Klein- und GroBtiermodell
erwiesen und hat bereits in einer ersten kli-
nischen Studie (Phase 1b) vielversprechende
Ergebnisse bei der Behandlung von Herz-
insuffizienzpatienten gezeigt [4, 5].

MicroRNA-Therapie bei COVID-19?

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse stell-
te sich fiir uns die Frage, ob microRNAs auch
zur Behandlung von COVID-19 dienen kénn-
ten. In unserer ersten Konzeptstudie fokus-
sierten wir uns zundchst auf ACE2, das
Schliisselmolekiil fiir den Zelleintritt von
SARS-CoV-2. Wie zeitgleich auch aus ande-
ren Studien bekannt wurde, konnten wir
zeigen, dass bei den verschiedenen Zelltypen
des Herzens ACE2 hauptsachlich in Kardio-
myozyten exprimiert wird. Durch bioinfor-
matorische Analysen identifizierten wir drei
microRNAs (miR-200b-3p, miR-200c-3p,
miR-429-3p), die putative Bindestellen in der
3’'UTR der ACE2-mRNA besitzen und diese
somit potenziell inhibieren konnen. Um dies
zu testen, behandelten wir sowohl priméare
Kardiomyozyten aus Rattenherzen als auch
humane iPSC-abgeleitete Kardiomyozyten
mit synthetischen microRNAs. Dabei stellte
sich miR-200c¢-3p als potentester Inhibitor
der ACE2-mRNA-und Proteinexpression her-
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A Abb. 2: Plasmaspiegel von microRNAs (miRs) kénnen zwischen Influenza- und COVID-19-
Infizierten differenzieren, die an einem schweren Atemnotsyndrom (acute respiratory distress
syndrome, ARDS) leiden. Die verschiedenen microRNAs sind mit unterschiedlichen Zelltypen
assoziiert (Kardiomyozyten, Fibroblasten, Entziindungszellen, Endothelzellen), sodass die deregu-
lierten microRNAs auf unterschiedliche Organbeteiligung hinweisen. Entnommen, adaptiert und

ins Deutsche Ulbersetzt aus [8], CC BY-NC 4.0.

aus. In unabhingigen Experimenten validier-
ten wir mit einem Luciferase-Reporter-Assay
die spezifische Bindung zwischen miR-200c¢-
3p und der ACE2 3'UTR [6]. Weiterfiihrende
Studien mit nationalen und internationalen
Partnern laufen derzeit.

MicroRNA als prognostische
Biomarker bei COVID-19

Zusatzlich zur Erforschung der microRNAs als
therapeutisches Ziel, sind diese auch Gegen-
stand zahlreicher Biomarkerstudien. Micro-
RNAs konnen prinzipiell in allen Korperfliis-
sigkeiten detektiert werden. Vor allem Blut-
bzw. Plasmabiopsien eignen sich zur Bestim-
mung von microRNA-Spiegeln, da diese hier
groBtenteils gebunden an Proteine wie HDL
und Argonaut oder verpackt in extrazellulare
Vesikel (EVs) vorliegen, was sie vor RNase-
vermittelter Degradation schiitzt und ihnen
Stabilitat verleiht. Da microRNAs zudem héu-
fig gewebe- und zelltypspezifisch exprimiert
sind, sind sie vielversprechende Biomarker
fiir verschiedene Konditionen, wie z. B. Leber-
und Herztoxizitat, sowie fiir eine ganze Reihe
an Erkrankungen, wie z. B. Krebs, Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen und Infektionskrankhei-
ten (Abb. 1, [7]).

In unserer aktuellen Studie haben wir,
basierend auf den zahlreichen kardiovasku-
laren Manifestationen von COVID-19, einen
definierten Satz an kardiovaskuldr- und ent-
ziindungsassoziierten microRNAs (miR-21,
miR-126, miR-155, miR-208a und miR-499)
in COVID-19-Patienten mit einem schweren
Verlauf untersucht [8]. Wahrend der ersten
Corona-Welle in Deutschland verglichen wir
zunachst in einer explorativen Kohorte die
microRNA-Spiegel von schwerstkranken,

mechanisch-beatmeten Patienten mit gesun-
den Kontrollprobanden. Die Spiegel der fiinf
rational ausgewahlten microRNAs waren bei
schwer an COVID-19 Erkrankten tatsdchlich
signifikant verdndert. Das weist auf eine
Assoziation von COVID-19 mit kardiovasku-
larer Beteiligung hin. Aufgrund der bis dato
limitierten KohortengréBen (15 Kontrollen
vs. 18 COVID-19), die zudem einen relativ
groBen Unterschied im Altersdurchschnitt
aufwiesen, rekrutierten wir mit dem Aufkei-
men der zweiten Corona-Welle weitere
COVID-19-Patienten sowie altersangegliche-
ne Kontrollprobanden. Dariiber hinaus
rekrutierten wir zusétzlich schwerkranke
Influenzapatienten, die ebenfalls mechanisch
beatmet werden mussten. Die Analyse der
Validierungskohorten ergab, dass in COVID-
19-Patienten die Spiegel entzlindungsfor-
dernder microRNAs, wie miR-155, und Kar-
diomyozyten-spezifischer microRNAs, wie
miR-208a und miR-499, bei COVID-19-Pa-
tienten signifikant erh6ht waren. In Uberein-
stimmung mit dem klinischen Bild der
Erkrankung entsprach dies unseren Erwar-
tungen. Obwohl sich im akuten klinischen
Erscheinungsbild im Rahmen eines schwe-
ren ARDS COVID-19 und Influenza nur
wenig unterscheiden, zeigten sich interes-
santerweise die Expressionslevel von
miR-155 und miR-499 in COVID-19 auch
signifikant gegeniiber der Influenzagruppe
erhoht. Zudem beobachteten wir, dass die
Spiegel der Fibrose-assoziierten miR-21 bei
COVID-19 erhoht waren - sowohl im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen als auch zu
Influenzapatienten (Abb. 2). Unsere Ergeb-
nisse liefern somit einen weiteren direkten
Anhaltspunkt fiir die myokardiale Beteili-
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gung bei einer SARS-CoV-2 Infektion, wohin-
gegen Influenza hauptséachlich eine pulmo-
nale Reaktion auslost. Unsere Ergebnisse
lassen vermuten, dass die Plasmaspiegel von
miR-21, miR-155, miR-208a und miR-499 ein
Préadiktor fiir chronische Herzmuskelscha-
den und Entziindungen nach tiberstandener
COVID-19-Erkrankung mit schwerem Ver-
lauf sein kdnnten. Schitzungen zufolge lei-
den zirka zehn Prozent der COVID-19-Gene-
senen an Langzeitfolgen, wie Miidigkeit,
Luftnot und auch Herzbeschwerden. Dieses
bisher kaum verstandene und noch nicht
klar abgegrenzte Krankheitsbild erhielt kiirz-
lich den Namen Long-COVID [9].

Dies unterstreicht die Notwendigkeit fiir
leicht zugédngliche Biomarker, wie z. B.
microRNAs aus Fliissigbiopsien, die pradik-
tive Informationen iiber potenzielle kardio-
vaskuldre Langzeitfolgen liefern konnen. Die
Ergebnisse unserer Studie dienen als Grund-
lage fiir derzeitige breiter angelegte Studien,
die den prognostischen Wert der microRNA-
Messungen fiir den Langzeitverlauf von
COVID-19-Patienten und von Long-COVID
untersuchen.
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