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1 Einleitung

Die Erforschung und Entwicklung eines Arzneimittels ist ein langer, in mehrere Phasen geglie-
derter und kostenintensiver Prozess, mit dem Ziel, aus einer Vielzahl an potentiellen Arzneimit-
telkandidaten, den fir ein bestimmtes Krankheitsbild geeignetsten zu selektieren. Es wird ge-
schatzt, dass am Anfang dieses ca. zehn Jahre dauernden Prozesses 10.000 bis 25.000 che-
mische Substanzen fur die Entwicklung eines Arzneimittels getestet werden und das sich die
Kosten bis zur Zulassung des Arzneimittels auf ca. 1 Mrd. € belaufen (BPI, 2013; Guengerich,
2011). Das Durchlaufen des gesamten Prozesses ist gesetzlich (Arzneimittelgesetz) bzw. be-
hordlich (europaische Zulassungsbehdérde: European Medicines Agency, EMA) geregelt, so-

dass ein standardisierter und dokumentierter Ablauf gewahrleisten ist.
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Abbildung 1 Vereinfache Darstellung des Arzneimittelentwicklungsprozesses. F&E: Forschung und Entwick-
lung. Report Pharma-Daten 2013 des Bundesverbandes der Pharmazeutischen Industrie e.V. (BPI 2013)

Nach Identifizierung wirksamer chemischer Substanzen kann die Entwicklung eines Arzneimit-
tels bis hin zur Zulassung grob in zwei Entwicklungsabschnitte unterteilt werden: die praklini-
sche und klinische Entwicklung (Abb. 1). In letzterer wird der Arzneimittelkandidat am Men-
schen getestet. Bevor dies — verbunden mit entsprechenden Risiken — vertretbar ist, muss die in
dem potentiellen Medikament eingesetzte Substanz ein vorgelagertes, umfangreiches Test-
programm durchlaufen: die sogenannte praklinische Entwicklung (Breitenbach and Fischer,
2013). In der praklinischen Entwicklung werden Arzneimittelkandidaten bezuglich ihrer pharma-
kologischen und toxikologischen Eigenschaften, sowohl mittels in vitro Methoden als auch in
vivo an verschiedenen Tierarten, untersucht. Aus pharmakologischer Sicht gilt es, die pharma-
kodynamischen Eigenschaften bezuglich der Effizienz (in pharmakologischen Modellen) zu de-

finieren, und aus kinetischer Sicht Einblicke in die Resorption, die Metabolisierung und die Eli-

1



1 Einleitung

mination der Substanz zu erlangen; aus toxikologischer Sicht sollen Basisdaten zur Erstellung
eines Nutzen-Risiko-Profils gesammelt werden, welches Voraussetzung fir den Start einer Kli-
nischen Phase ist (Freissmuth, 2012). In dieser wie auch nach der Marktzulassung, dann unter
dem Begriff der Pharmakovigilanz, werden weiterhin Daten bezuglich unerwinschter Arzneimit-
telwirkungen erhoben (Abb.1).

Wie oben erwahnt, wird in der praklinischen Phase die Grundlage flir eine Abwagung zwischen
Nutzen und Risiko geschaffen, da erstmalig potentiell negative Aspekte des Arzneimittelkandi-
daten aufgedeckt werden. Dies geschieht durch Untersuchung der Substanz im Hinblick auf
den Einfluss auf Organe sowie Organfunktionen bei unterschiedlichen Verabreichungsmengen
und —dauern. So wird sowohl die Wirkung Therapie-relevanter Dosen als auch die Wirkung z.T.
wesentlich héherer Dosen (je nach Therapiegebiet 10- bis 50-fach Uber der therapeutischen
Dosis) in unterschiedlich lang andauernden akuten, subakuten, subchronischen und chroni-
schen Toxizitatsstudien untersucht (Schoffski et al., 2008). Hierbei kénnen sich Funktionsbe-
einflussungen und Organschaden zeigen, die diverse Ursachen haben kénnen, wie z.B. die
Metabolisierung der Substanz zu einem reaktiven Metaboliten, die Anreicherung in diversen
Organen oder Geweben, Induktion von Organschaden, das Auslésen einer Immunreaktion,
usw. Wird das resultierende Risiko im Vergleich zum Nutzen hdher gewertet, wird die Substanz
verworfen. Schatzungsweise werden 30-45% der Substanzen auf Grund von Toxizitadten wah-
rend der praklinischen und klinischen Entwicklung aussortiert. In der Niere, dem Haupt-
Eliminationsorgan, und der Leber, dem Haupt-Detoxifizierungsorgan, entfalten viele Substanzen
eine toxische Wirkung. Arzneimittel-induzierte Nieren- und Leberschadigungen, auch als drug
induced kidney injury (DIKI) und drug induced liver injury (DILI) bezeichnet, sind folglich haufige
Ursachen fur das Verwerfen eines Arzneimittelkandidaten und haben daher eine hohe Relevanz
in der toxikologischen Forschung (Guengerich, 2011). Die etablierten Nachweismethoden von
DIKI und DILI weisen jedoch viele Nachteile, wie Invasivitat oder geringe Sensitivitat auf.
Ausgehend davon, dass von der gesamten Investition der Pharmaindustrie in Forschung &
Entwicklung Uber 20% fir die praklinische und Uber 50% fir die klinische Phase aufgebracht
werden, ist die Einstellungen eines Entwicklungsprojekts umso verlustreicher desto weiter es
fortgeschritten war (EFPIA, 2013). Folglich wirde eine frihere Detektion und eine bessere
Diagnose von Organtoxizitat, konkret von DIKI und DILI, die Entwicklungskosten senken; zu-
satzlich und von ethischem Wert kénnten Versuchstierzahlen in der Praklinik und auch das Ri-
siko bei einer Anwendung im Menschen reduziert werden.

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, zu einer Verbesserung der Detektion bzw. Vorhersage von
Organtoxizitat in praklinischen Studien beizutragen, indem neue Biomarker fur DIKI und DILI
(re-)evaluiert sowie die zugrundeliegenden molekularen Abldufe untersucht werden. Einfihrend
werden zunachst Niere und Leber sowie die klassischen Parameter zur Detektion der jeweiligen

Toxizitat vorgestellt. Dem folgend werden die verwendeten Modellsysteme beschrieben. Dar-
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aufhin werden Biomarker per se definiert, beschrieben und eine neue Klasse von Biomarker
Kandidaten vorgestellt. Die Einleitung wird dann mit einer Beschreibung der Ziele der vorlie-

genden Arbeit abgeschlossen.

1.1 Bestimmung von Nephro- und Hepatotoxizitat in praklinischen Studien
Im Folgenden werden die Funktion, der Aufbau und die Ublicherweise angewandten Mdglichkei-

ten der Bestimmung von Nieren- und Lebertoxizitat dargestellt.

1.1.1 Nierenphysiologie und -toxizitat

Die wichtigsten Funktionen der Niere sind: die Regulation von Volumen und Zusammensetzung
der Extrazellularflissigkeit (u.a. Erhaltung des Wasser- und Elektrolyten-Haushaltes und des
Saure-Base Gleichgewichtes), die endokrine Aktivitat (z.B. Renin und Erythropoetin) und die
Ausscheidung endogener Abfallprodukte. Die hohe Anfalligkeit der Niere fur toxische Substan-
zen lasst sich auf eben diese letzte Filter- und Resorptionfunktion zurlckfihren, die mit einer
Anreicherung von potentiell toxischen Metaboliten einhergeht (Kahl et al., 2010).

Die kleinste funktionelle Einheit, mit der die Niere (Abb. 2A) Abfallprodukte aus dem Blut filtert,
ist das Nephron (Abb. 2B). Dieses besteht aus dem Glomerulus, einem Kapillarknduel in dem
der nahezu proteinfreie, plasma-isotone Primarharn aus dem Blut ultrafiltriert wird, und dem
Tubulusapparat (proximaler Tubulus, Henlesche Schleife und distaler Tubulus), in dem die
Ruckresorption von Elektrolyten, kleinen Molekuilen und einem Teil des Wassers stattfindet. Die
abschlieliende Wasserriickresorption findet im darauffolgenden Sammelrohr statt und der da-
durch entstandene Endharn flie3t in den Harnleiter ab.

Durch den stetigen und grofRen Blutfluss ist die Niere konstant einer Vielzahl von Substanzen
ausgesetzt, durch Filtration und Rickresorption kdnnen toxische Substanzen aufkonzentriert
werden oder es entstehen toxische Metaboliten durch den eigenen Fremdstoffmetabolismus
(Kahl et al., 2010). Da viele Xenobiotika im Glomerulus aus dem Blut gefiltert werden und so zu
den proximalen Tubuli gelangen, die ihrer Funktion entsprechend aktiv Substanzen aus dem
Primarharn resorbieren, tritt DIKI am haufigsten in der Form von akuter tubularer Schadigung
auf. Des Weiteren kdnnen Immunzell-vermittelte Hypersensitivitats-Reaktionen gegen ein Medi-
kament akute interstitielle Nephritis oder Uber eine Podozyten-Zytotoxizitat glomerularen Scha-
den ausldsen. Letzterer fihrt immer zu einem anschlieBenden tubuldaren Schaden, der durch
die hohe Menge an Protein im Filtrat ausgeldst wird (Dieterle and Sistare, 2010).

Es gibt unterschiedliche Verfahren einen Schaden in der Niere festzustellen. Eine Beeintrachti-
gung der Nierenfunktionen kann u.a. durch die glomerulare Filtrationsrate (GFR) bestimmt wer-
den. Dabei wird das Primarharn-Gesamtvolumen, welches von allen Glomeruli in einer vorher
definierten Zeiteinheit hergestellt wird, berechnet. In der Praxis wird dies haufig von der Hohe

der Creatininausscheidung abgeleitet (Dieterle und Sistare, 2010). Creatinin ist ein harnpflichti-
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ges Stoffwechselprodukt, das vor allem in der Skelettmuskulatur aus der Verstoffwechselung
von Creatin entsteht. Da Creatinin frei gefiltert und nicht in den proximalen Tubuli resorbiert
wird, wird im Sinne dieser Ableitung angenommen, dass die Plasmakonzentration des Creati-
nins gleich der Konzentration im Primarharn ist. Dadurch Iasst sich die GFR als Quotient der
Creatinin Gesamtmenge im Harn durch das Produkt der Creatinin-Konzentration im Blut und der
Zeit berechnen.
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Abbildung 2 Aufbau der Niere (A) und eines Nephrons (B). (Heuer, 2009)

Die Nierenfunktion kann auch indirekt tGber die Messung harnpflichtiger Abbauprodukte im Se-
rum ermittelt werden. Diese Methode ist seit Jahrzehnten etabliert und wird auch in klinischen
Studien eingesetzt. Die gangigsten Parameter sind das oben beschriebene Creatinin sowie der
Blut-Harnstoff-Stickstoff (englisch blood urea nitrogen, BUN), welcher wahrend des Protein-
Abbaus beim Harnstoff-Zyklus in der Leber entsteht. Beide Abbauprodukte werden Uber die
Niere eliminiert, sodass ein Anstieg im Serum indirekt auf eine Funktionsstérung bzw. Schadi-
gung jener hinweist (Kacew and Lee, 2012). Weitere Nierenparameter sind in Tab. 1 gelistet,
die Mehrheit wird im Urin gemessen und ist mit typischen Nierenfunktionen assoziiert. Nachtei-
lig jedoch ist bei allen eine meist hohe Insensitivitat, d.h. erst bei schwerwiegenden Schaden
kommt es zum Anstieg im Urin bzw. Serum. In Tierstudien kénnen final die Nieren selbst histo-
pathologisch untersucht und eventuelle Schaden lokalisiert werden. Uber diverse in vitro Model-
le, wie z.B. perfundierte und isolierte Tubuli oder die Zellkultur von primaren oder immortalisier-
ten Nierenzellen, kann die Nephrotoxizitdt von Substanzen aus folgenden Grinden nur bedingt
ermittelt werden. Beeinflussungen auf das Gesamtsystem kdnnen nicht direkt nachgewiesen
werden, separierte isolierte Nephron-Kompartimente erlauben nur Aussagen Uber den jeweilig
isolierten Teil, und primare Nierenzellen dedifferenzieren innerhalb kurzer Zeit in Zellkultur (Wei-

land, 2007). Unter anderem aus diesen Griinden sind in vitro Methoden vorrangig nur fir erste
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Substanz-Screenings oder die Aufklarung einzelner, subzellularer Toxizitats-Mechanismen ge-

eignet, nicht jedoch flir eine Vorhersage der Nephrotoxizitat.

Tabelle 1 Ubersicht etablierteer Nierenfunktionsparameter bzw. —biomarker. modifiziert (Lash, 2009)

Parameter/ Biomarker Hinweis auf Stérung / Schadigung von...
Urin Osmolaritat Allgemeiner Flissigkeitshaushalt

Urin Volumen Allgemeiner Flissigkeitshaushalt

Urin pH Saure-Base Gleichgewicht

Elektrolyte (Na*, K*, CI) Zusammensetzung der Extrazellularfliissigkeit
Urin Glukose Rickresorption im proximalen Tubulus
Creatinin Exkretion Glomerulare Filtration

Proteinuria (< 20 kDa) Ruckresorption im proximalen Tubulus
Proteinuria (> 20 kDa) Glomerularer Schaden - Basalmembran

Enzymuria (NAG, GGT, ...) Schaden bestimmter Nephron-Segmente
BUN und Creatinin im Serum  Glomerulare Filtration

1.1.2 Leberphysiologie und -toxizitat

Die Leber erflllt ebenfalls essentielle Funktionen im Koérper: (1) Synthese von Glukose (Gluko-
neogenese), Cholesterin und Plasmaproteinen, wie Albumin, a- und B-Globulin, Gerinnungsfak-
toren oder Akute-Phase-Proteinen (Fibrinogen, Prothrombin); (2) Bildung der Galle; (3) Spei-
cherung von Glukose in Form von Glykogen, Fett und einigen Vitaminen sowie (4) Abbau und
Detoxifikation von endogenen Stoffen (Bilirubin, Ammoniak, Steroidhormonen) und, insbeson-
dere aus toxikologischer Sicht wichtig, von exogenen Substanzen (Kahl et al., 2010).

Uber die Leberarterie (Arteria hepatica propria) wird sauerstoffreiches Blut vom Herzen und
Uber die Pfortader (Vena portae) vendses Blut, mit den im Darm resorbierten Stoffen, zur Leber
transportiert. Mikroanatomisch ist die Leber in viele kleine hexagonale Abschnitte unterteilt, an
deren Eckpunkten je ein Ast der Leberarterie, der Pfortader und ein Gallengang liegen (Abb.
3A). Dieser Bereich wird auch als Glisson’sches Dreieck oder Periportales Feld bezeichnet. Das
Blut von Leberarterie und Pfortader lauft in sogenannten Sinusoiden zusammen, zwischen de-
nen die Leberzellen (Hepatozyten) zu Balken angeordnet liegen (Abb. 3B). Die Sinusoide ha-
ben ein diskontinuierliches Endothel, sodass hier der Stoffaustausch mit den Hepatozyten statt-
finden kann. Des Weiteren findet man in diesem bereich Kupfferzellen, spezielle Makrophagen
des nativen Immunsystems, und Strenzellen, die eine Rolle bei Differenzierungs- und Regene-
rationsprozessen spielen. Das sinusoidale Blut flie3t letztlich in die Zentralvenen (Vena centra-
lis), die schlielich in die groRen Lebervenen (Venae hepaticae) minden.

Die in den Hepatozyten sattfindende Biotransformation dient der eigentlichen Umwandlung von
endogenen und exogenen Stoffen zu ausscheidbaren Endprodukten und wird in mindestens
zwei Phasen unterteilt. In Phase | werden funktionelle Gruppen eingebaut bzw. demaskiert,

sodass die Wasserldslichkeit und Konjugierbarkeit der Metaboliten erhéht wird. Meist handelt es
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sich dabei um Oxidierungen, wie z.B. die Mono-Oxigenierungen durch Mitglieder der Cytoch-
rom-P450-Enzymfamilie, welche Uberdurchschnittlich hoch in der Leber exprimiert sind. In Pha-
se Il werden an die in Phase | entstandenen Zwischenprodukte funktionelle Gruppen konjugiert,
sodass gut wasserldsliche Molekule entstehen. Beispiele der Phase || Enzyme sind die Glutati-
on-S-Transferasen, welche das Tripeptid Glutathion konjugieren, oder die Sulfotransferasen,
die Sulfatgruppen an Produkte der Phase | konjugieren. Zum Schluss werden die nun wasser-
I6slichen Endprodukte entweder Uber die Nieren oder Uber die Galle ausgeschieden. Diese
Phase bezeichnet man oft als Phase Ill, und die daran beteiligten Membran-Transportproteine
als Phase Ill Transporter.
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Abbildung 3 Modell der Leberstruktur (A) und eines Sinusoids (B). modifiziert (Kaminskas and Boyd, 2011)

DILI I&sst sich in zwei Arten klassifizieren: die intrinsische (DILI-1) und die idiosynkratrische Art
(DILI-2). DILI-1 ist oft vorhersagbar, reproduzierbar und dosisabhangig. Durch diese Dosisab-
hangigkeit lassen sich Schwellenwerte ermitteln, ab welchen Toxizitat auftritt, wenn die Leber
z.B. die Detoxifizierungsfunktion nicht mehr leisten kann. DILI-2 ist nicht vorhersagbar und
wahrscheinlich dosisunabhangig (Ozer et al., 2010b). Die Ursachen von DILI-2 sind noch wei-
testgehend unbekannt und da sie haufig erst in der klinischen Phase auftritt, wird im Folgenden
nur auf DILI-1 eingegangen, welches dann synonym mit DILI verwendet wird.

Ahnlich der Niere, weist die Leber aufgrund ihrer Funktion eine Anfalligkeit gegeniiber Toxinen
auf. Einerseits gelangen alle resorbierten Stoffe aus dem Darm direkt in die Leber und die He-
patozyten, andererseits kann die Bioaktivierung in den Hepatozyten selbst zu reaktiven, toxi-
schen Intermediaten fihren. Letzteres ftritt in praklinischen Studien haufig auf. Weitere DILI-
Mechanismen sind die Induktion von Apoptose und Nekrose, Inflammation und immun-
vermittelte Reaktionen sowie die Inhibition der endogenen Reparaturmechanismen (Holt and
Ju, 2006).

Eine einfache Zytotoxizitat Iasst sich an kultivierten Hepatozyten (primar oder immortalisiert)
(Tuschl et al., 2007), z.B. Uber die Messung des abundant exprimierten Enzyms LDH (Laktat-
dehydrogenase) im Zellmedium, testen. Neben den Limitationen von in vitro Experimenten per
se (keine vollstandige metabolische Aktivitat, Dedifferenzierung primarer Zellen) liefert der LDH-
Test nur einen Hinweis auf Nekrose und nicht Apoptose (Vinken et al., 2009). Nekrose der He-
6
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patozyten in vitro, d.h. in vivo ein akuter Schaden des Lebergewebes, Iasst sich auch tber die
Messung von Leberenzymen, wie Alanin-Aminotransferasen (ALT) oder Aspartat-
Aminotransferasen (AST), in Serum nachweisen. Die ALT Messung wird in praklinischen und
klinischen Studien als Gold-Standard fiir die Diagnose von Leberschadigungen angesehen und
gilt nach Ansicht der amerikanischen Zulassungsbehérde Food and Drug Administration (FDA)
als der entscheidende DILI Parameter (Shi et al., 2010). Einschrankend ist hervorzuheben,
dass ein ALT Anstieg im Serum erst bei gravierender Schadigung oder sogar in Abwesenheit
von Hepatozyten Nekrose auftreten kann, z.B. bei Schadigung der Muskulatur. In Ratten die
sowohl an Substanz-induzierter Muskel- als auch Leberschadigung litten, konnte ein signifikan-
ter Anstieg von ALT und AST in Serum gemessen werden (Laterza 2009). Die intrahepatische
Cholestase (Gallenstauung) ist ebenfalls eine Auspragung akuter Hepatotoxizitat, die u.a. Uber
einen Anstieg von Alkalische Phosphatase (ALP) oder Bilirubin im Serum diagnostiziert wird.
ALP ist in vielen Geweben exprimiert, kommt aber in relativ hohen Mengen in Gallengangsepi-
thelzellen vor. Bilirubin ist ein Abbauprodukt des Hamoglobins, welches normalerweise tber die
Galle ausgeschieden wird. Nachteilig bei der ALP-Messung ist, dass ein Anstieg auch bei Kno-
chenerkrankungen moglich ist (Tobiume et al., 1997). Chronische Hepatotoxizitat kann tber
fibrotische Veranderungen zu Leberzirrhose oder Tumorentwicklung fuhren (Schnellmann,
2013). Die Histopathologie ist vor allem bei dieser Art von Veranderungen eine zuverlassige
Nachweismethode; ein akuter Leberschaden Iasst sich ebenso eindeutig nachweisen und loka-

lisieren.

1.2 Toxikologische Modelle

Zur Untersuchung und zum Verstandnis von Mechanismen, Ablaufen und zugrundeliegenden
Ursachen von Substanz-induzierter Organschadigung wurden toxikologische Modelle entwi-
ckelt. Meist sind dies Tierstudien, die mit einer gezielten Behandlung mit bereits bekannten Or-
gantoxinen (Modellsubstanzen) durchgefiihrt werden. Durch das Sammeln unterschiedlicher
Probearten (Blut, Urin oder Gewebe) zu unterschiedlichsten Zeitpunkten (vor, nach oder wah-
rend der Behandlung) kénnen, nach Untersuchung dieser Proben, die molekularen pathologi-
schen Mechanismen aufgeklart werden. Diese Modelle werden anschlieRend auch zur Vorher-
sage der Toxizitat ahnlicher Substanzen oder zur Biomarker-Suche genutzt. Da toxikologische
Endpunkte oft eine Ahnlichkeit zu bestimmten Krankheiten aufweisen, werden etablierte Krank-
heits-Modelle ebenfalls als toxikologische Modelle verwendet (Aufklarung gemeinsamer patho-
logischer Mechanismen). In der praklinischen Entwicklung ist die Ratte als Modelltier fir regula-
torisch vorgeschriebene toxikologische Studien etabliert und wird daher in toxikologischen Mo-
dellen bevorzugt eingesetzt.

Im Folgenden werden mehrere flr die vorliegende Arbeit relevante Modelle und ihre Wirkungs-

weisen vorgestellt.



1 Einleitung

1.2.1 Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitat

Das Zytostatikum Cisplatin (cis-Diammindichloroplatinum(ll), Cp) wird, sowohl in der Human-
als auch in der Veterindrmedizin, zur Behandlung von diversen Karzinomen verabreicht. Sein
Wirkmechanismus beruht auf der Bildung von DNA-Addukten, was wiederrum zur Hemmung
der DNA-Replikation und zur Induktion von Apoptose in stark proliferierenden Tumorzellen fihrt
(Barabas et al., 2008). Der limitierende Faktor fur den Cp-Einsatz bei Krebspatienten sind Ne-
benwirkungen wie Gastrointestinal-, Oto-, Neuro- und Nephrotoxizitat, da die entsprechenden
Organe auf eine relativ hohe Zellerneuerungs- und damit Proliferationsrate angewiesen sind.
Nephrotoxizitat wurde auch bei Ratten als Folge einer Cp-Behandlung festgestellt (Chopra et

al., 1982), sodass sich Cp Uber die Zeit als Modellsubstanz fiir Nierenschadigung etabliert hat.

Die Eliminierung von Cp erfolgt hauptsachlich tiber die Niere, wo es zunachst im Glomerulus
filtriert wird. Im proximalen Tubulus wird Cp nicht resorbiert, sondern aktiv und spezifisch tber
den Organic cation transporter 2 (OCTZ2) aus dem peritubuldren Raum in die Zellen transpor-
tiert; zusatzlich diffundiert es auch passiv hinein (Yao et al., 2007). Im Menschen werden OCT-
Isoformen auch in anderen Organen exprimiert, diese sind jedoch nicht spezifisch fur Cp. OCT2
kommt hauptsachlich in der Niere in proximalen Tubuli vor und ist somit ursachlich fur die Nie-
ren-spezifische Cp Anreicherung und die damit verbundene Schadigung (Ciarimboli et al.,
2005). Die Zellen des proximalen Tubulus haben keine hohe Teilungsrate, sodass die zytostati-
sche Wirkung von Cp wahrscheinlich sekundar ist. Die genauen Ablaufe der Cp-induzierten
Nephrotoxizitat sind relativ gut untersucht, aber noch sind nicht alle Mechanismen vollstandig
aufgeklart. Es wird angenommen, dass die Akkumulation und Umwandlung zu reaktiven Meta-
boliten eine Rolle spielt, die die Bildung von sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies (reactive
oxigen species, ROS) einleiten, welche dann zu Membran-Peroxidation, mitochondrialer Dys-
funktion (Brady et al., 1990), Inhibition der Proteinsynthese (Leibbrandt et al., 1995) und allge-
mein zu oxidativem Stress fihren. Ein identifizierter toxischer Metabolit ist ein reaktives Thiol,
welches durch die Glutathion-Konjugation und die darauffolgende Metabolisierung (u.a. durch
die y-Glutamytranspeptidase) entsteht (Townsend et al., 2003). Schlussendlich flhrt dies zur
Apoptose bzw. Nekrose, wobei die Apoptose sowohl tber den intrinsischen (Caspase-9 Aktivie-
rung durch ROS-geschadigte Mitochondrien) als auch Uber den extrinsischen Weg (Rezeptor-
abhangige Caspase-8 Aktivierung durch den Tumornekrosefaktor a (tumor necrosis factor a,
TNFa) induziert wird (Kaushal et al., 2001; Tsuruya et al., 2003). Auf Genexpressionsebene
konnte ebenfalls eine Hochregulierung von Genen gemessen werden, die mit Apoptose, aber
auch mit Detoxifikation und Gewebeumbau assoziiert werden (Huang et al., 2001). Eine verein-
fachte Zusammenstellung dieser durch Cp verursachten Vorgange ist in Abb. 4 dargestellt.

In Ratten ist vor allem das S3 Segment (gerader, absteigender Abschnitt; pars recta) der proxi-

malen Tubuli an der cortico-medullaren Grenze geschadigt. Aus diesem Grund wird Cp auch als
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Modellsubstanz fir die Induktion von proximalen Nierentubulus-Schaden in Ratten eingesetzt.
Geringere histopathologische Veranderungen sind aber auch in distalen Tubuli sichtbar (Yao et
al., 2007).

Nieren Tubulus-Zelle =7 Inflammation
& t
%‘_j Cisplatin bzw. _,
' ROS toxischer Metabolit | __ _~— 7 |
}7 < — _l

/| o
| i ™[ Caspase s |
Membran \ l

Schadigung

| Apoptose
Mitochondriale Nekrose m

Schadigung

Abbildung 4 Vereinfachte Abldufe bei Cisplatin-induzierter Nephrotoxizitdat. OCT2: Organic cation transporter,
ROS: Reactive oxygen species, TNFa: Tumor necrosis factor a, TNFR: Tumor necrosis factor receptor. modifiziert
(Yao et al., 2007)

1.2.2 Experimentelle Glomerulonephritis

Glomerulonephritis (GN) ist beim Menschen die haufigste Ursache fiir Nierenversagen und
kann durch Infektionen, Medikamente aber auch Autoimmunitat ausgelést werden. Das Krank-
heitsmodell, die experimentelle GN, wird entweder durch die Immunisierung von Ratten oder
Mausen mit Teilen ihrer glomerularen Basalmenbran (glomerular basement membrane, GBM)
oder durch die Injektion von nephrotoxischem Serum (NTS) induziert. Das NTS wird in einer
anderen Tierart, meist Schaf oder Kaninchen, durch die Immunisierung dieser Tierspezies mit
Ratten bzw. Mause GBM hergestellt. Die im Serum enthaltenen Schaf Antikérper (Ak) gegen
die GBM lagern sich dann in den Glomeruli an und I6sen die erste, noch heterologe Phase der
Krankheit aus. Die fremden Ak werden vom Immunsystem der Ratten bzw. Mause erkannt, wel-
ches wiederum eigene Ak gegen diese bildet und somit die autologe Phase auslost (Pusey,
2003). Zunachst gerinnt das Blut, das Komplementsystem wird aktiviert und verschiedene Leu-
kozyten, hauptsachlich Monozyten bzw. Makrophagen, wandern in die Glomeruli ein (Tam et
al., 1999). Neben der Inflammation fiihrt dieses zur mechanischen Verstopfung der glomerula-
ren Kapillaren und dadurch zur lokalen Hypertension. Die weitere Akkumulation von Zellen, so-
wohl durch Infiltration von Immunzellen als auch durch Proliferation von glomerularen Epithel-

zellen und Podozyten, und die Produktion von Fibrin und Proteinen der extrazellularen Matrix
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(ECM) innerhalb der Bowman Kapsel, fihren zur Entstehung GN typischen Halbmond-férmigen
Zellhaufen (Tipping and Timoshanko, 2005). Dadurch wird das glémerulare Kapillarkndul zu-
sammengepresst und der Fluss des Ultrafiltrates gehemmt. Als Folge treten fibrotische Veran-
derungen (Glomerulosclerosis) und Tubulitis auf, welche zum vélligen Nierenversagen fihren.
Zur Darstellung der betroffenen Glomerulus Kompartimente ist in Abb. 5 der Aufbau eines nor-

malen Glomerulus zu sehen.

parietale

Epithelzelle Podozyt

Bowman-
Kapsel
Mesangiozyt

Mesangium

glomeruldre
Endothelzelle

Abbildung 5 Aufbau des Glomerulus. GBM: glomeruldre Basalmenbran, modifiziert (Pichler et al., 2013)

Die immunologischen Prozesse bei der GN Entstehung und Entwicklung sind sehr komplex und
gréBtenteils noch nicht aufgeklart, da sowohl die zellulare als auch die humorale Immunantwort
beteiligt sind (Reynolds, 2011). Zur zellularen Antwort gehoéren die in einer GN abundanten
Makrophagen (Han et al., 2013), die ROS produzieren und die Glomeruli schadigen sowie die
CD8" zytotoxischen T-Zellen, die u.a. zytolytische Perforine und Granzyme ausschitten (Tip-
ping and Holdsworth, 2006). Autologe Ak, vor allem Immunglobulin G (IgG), kénnen ca. eine
Woche nach NTS Verabreichung in den Glomeruli detektiert werden (Tam et al., 1999) und wei-
sen auf die humorale Immunantwort hin. Insgesamt ist die Immunantwort wahrscheinlich T-
Helferzelle-1 (Th1) abhangig. Th1-Zellen entstehen aus einer ThO-Zelle durch Zytokin-
Aktivierung und Interaktion mit Antigen-prasentierenden Zellen (antigen presenting cell, APC).
APCs tragen Proteinkomplexe auf ihrer Zelloberflache (major histocompatibility complex, MHC),
die der Identifikation kérpereigener Zellen dienen, und bei der Ratte durch die RT1 Genregion
kodiert werden, die homolog zur menschlichen Human leucocyte antigen (HLA)-Region ist
(Reynolds, 2011). Die RT1 Regionen sind bei den unterschiedlichen Ratten-Stammen ver-
schieden und scheinen, fir die unterschiedliche Anfalligkeit von Ratten-Stdmmen gegeniber
NTS-induzierter GN ursachlich zu sein (D'Souza et al., 2013); z.B. sind Wistar Kyoto Ratten
sehr empfindlich gegeniber NTS-induzierter Schadigung (Kanno et al., 1998; Reynolds, 2011).

1.2.3 Methapyrilen-induzierte Hepatotoxizitat
Methapyrilen ([N,N-dimethyl-N’-Pyridyl-N’(2-thienylmethyl)-1,2-ethanediamin, MPy) wurde in
den frihen 1940er Jahren als Antihistamin in den USA entwickelt und patentiert (Strukturformel

siehe Abb. 6). Wegen seiner sedativen Wirkung kam es 1947 als Bestandteil von Schlafmittel
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auf den Markt. Nachdem eine karzenogene Wirkung in Ratten Ende der 1970er nachgewiesen
wurde, ist MPy aus dem Handel gezogen worden (Lijinsky et al., 1980). Eine Karzenogenitat
konnte danach weder in Mausen (Richardson et al., 1994) noch in Meerschweinchen oder
Hamstern nachgewiesen werden (Lijinsky et al., 1983); auch im Menschen gab es keine Anzei-
chen fir eine kanzerogene Wirkung (Mirsalis, 1987). Dies birgt den Anschein, dass die MPy-
Karzenogentiat speziesspezifisch sein kénnte. Karzenogene werden in genotoxische und nicht-
genotoxische Substanzen unterschieden. Die genotoxischen induzieren direkt, die nicht-
genotoxischen indirekt (z.B. Gber ROS oder die Anregung der Proliferation) DNA-Mutationen
(Ellinger-Ziegelbauer et al., 2008). Da MPy im Ames-Test (Andrews et al., 1980), im Transfor-
mations-Assay (Pienta et al., 1977) und im Comet-Assay in vivo (Rothfuss et al., 2010) als ne-
gativ bezlglich direkter DNA-Schadigung klassifiziert wurde, wird es als ein nicht-genotoxisches
Karzenogen angesehen. Die kanzerogene Wirkung von MPy basiert hochstwahrscheinlich auf
der, durch intensive Metabolisierung in der Rattenleber, entstehenden Zellschadigung, die

schlieflich zur Induktion einer regenerativen Hyperplasie fuhrt.

Abbildung 6 Strukturformel von Methapyrilen. (Graham et al., 2008)

In primaren Ratten-Hepatozyten konnte eine Transformation von MPy zum einen durch das
Phase | Enzym CYP2C11 nachgewiesen werden (Ratra et al., 1998a). Zum anderen konnte in
der Galle von MPy-behandelten Ratten ein glucuronidierter MPy-Metabolit gemessen werden.
Dies deutet auf Phase Il Glucoronidierung und die Exkretion Uber die Galle hin (Ratra et al.,
2000). Des Weiteren treten auch Glutathion-konjugierte MPy-Metaboliten und eine Glutathion-
Abnahme im Zusammenhang mit einer MPy-Toxizitat auf (Gao et al., 2010; Ratra et al., 1998b).
Dies lasst die Entstehung von reaktiven Metaboliten vermuten, die dann an zellulare Proteine
binden kénnen und dadurch deren Funktion stéren. Aulerdem spielt Glutathion eine entschei-
dende Rolle bei der Detoxifizierung von elektrophilen Intermediaten und freien Radikalen, so-
dass oxidativer Stress nach Abnahme der Glutathion Level auch als eine mdgliche Ursache der
MPy-Toxizitdt angesehen wird. In anderen Untersuchung wurden mitochondriale Proliferation,
der Verlust der mitochondrialen Ca*-Homdostase und erhdhte Permeabilitat der Mitochond-
rienmembran Uber die Offnung von Porenkomplexen ebenfalls mit MPy-Toxizitat assoziiert (Rat-
ra et al., 1998b; Reznik-Schuller and Lijinsky, 1981). Neuere Toxicogenomics und Proteomics
Ergebnisse konnten viele der beschriebenen Effekte auf Genexpressions- und Protein-Ebene
bestatigen. So wurden Gene und Proteine, die mit Stress Response, Apoptose, aber auch Re-
generation und Proliferation assoziiert sind, nach einer MPy-Behandlung hochreguliert (Auman

et al., 2007; Craig et al., 2006; Ellinger-Ziegelbauer et al., 2005; Hamadeh et al., 2002).
1
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Das MPy-induzierte histopathologische Bild ist meist moderat, sodass es bevorzugt zu mecha-
nistischen Analyse von nicht-genotoxischen Kanzerogenen verwendet wird. Es umfasst hepato-
zellulare Nekrose im periportalen Bereich sowie Lipid Vakuolisierung, Inflammation mit Infiltrati-
on von mononukledren Zellen und Gallengangs Hyperplasie (Graichen et al., 1985; Hamadeh et
al., 2002).

1.3 Biomarker

Der Begriff Biomarker (BM) setzt sich zusammen aus den Wortern ,biologischer Marker und
steht im Allgemeinen fir Indikatoren eines physiologischen, meist patho-physiologischen Zu-
standes (Strimbu and Tavel, 2010). Die Biomarker Definitions-Arbeitsgruppe des National
Health Institute (NIH) definierte BM als ein Charakteristikum, welches objektiv gemessen wer-
den kann und evaluiert ist als Indikator flr normale biologische Prozesse, fir pathologische
Prozesse oder fur pharmakologische Reaktionen auf eine therapeutische Behandlung (NIH,
2001). Abhangig davon, ob BM indikativ, diagnostisch oder prognostische sind, kénnen sie in
verschiedenen Untergruppen zusammengefasst werden (Jain, 2010). Im Folgenden wird BM als
Indikator eines pathologischen Zustands verstanden. Ein BM an sich kann verschiedenartig
sein: einfache Moleklle wie Metaboliten, Kohlenhydrate, Steroide oder Lipide, aber auch komp-
lexere Molekile wie DNA, RNA, Proteine oder sogar Zellen kénnen als BM dienen.

Da BM meist spezifische und zugleich sensitive Indikatoren sind, stehen sie auch in der Ent-
wicklung von neuen Pharmaka im Fokus. In praklinischen sowie in klinischen Studien gibt es
eine Vielzahl etablierter BM, wie die oben erwahnten Transaminasen im Serum als BM flr He-
patotoxizitat oder BUN als BM flir Nephrotoxizitat. Da diese etablierteen BM oftmals deutliche
Nachteile, wie geringe Sensitivitdt oder mangelnde Spezifitat aufweisen, wird kontinuierlich in
die Suche, Qualifizierung und Validierung neuer BM investiert, um zuklinftig das Risiko fur Tier
und Mensch in praklinischen und klinischen Studien reduzieren zu kénnen. Zusatzlich kénnten
Dauer und Kostenintensitat fir die Entwicklung neuer Substanzen reduziert werden (Dieterle
and Sistare, 2010).

Ein idealer BM sollte entsprechend der FDA folgende Merkmale aufweisen: 1.) er sollte spezi-
fisch mit einem bestimmten pathologische Zustand assoziiert sein, 2.) er sollte &hnliche physio-
logische Zustande differenzieren kénnen, 3.) er sollte in wenig invasiven, leicht zuganglichen
Quellen, wie in Serum/Plasma oder im Urin, vorhanden sein, 4.) er sollte schnell, einfach, akku-
rat und gunstig detektierbar sein, mit einem messbaren Basallevel als Referenz und 5.) er sollte
translational, d.h. sowohl in praklinischen als auch in klinischen Studien einsetzbar sein (Walla-
ce et al,, 2001). Dem folgend sollte ein Sicherheits-BM detektierbar sein, bevor ein irreversibler
Organschaden eintritt (sensitiv), und er sollte auch mit dem jeweiligen Organ assoziiert sein

(organspezifisch). Durch die Spezifitat zum pathologischen Mechanismus bzw. zum Organ ware
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dieser auch in vitro anwendbar und kdnnte zusatzlich zur molekularen Aufklarung beitragen
(Amacher, 2010).

Basierend auf den idealen Charakteristika ist der Evaluierungsprozess neuer BM in mehrere
Stufen unterteilt. In einer ersten Stufe mussen potentielle BM fur einen bestimmten pathologi-
schen Zustand identifiziert und in mehreren Studien verifiziert werden, die dasselbe Erkran-
kungs- bzw. Schadigungbild zeigen. In einer zweiten Stufe muss gezeigt werden, dass diese
BM spezifisch sind flir diesen bestimmten pathologischen Zustand und letztlich muss eine vali-
dierte Messmethode entwickelt werden. Die Validitdt der Messmethode fir einen BM bezieht
sich auf bioanalytische Merkmale des Test-Systems, wie u.a. Sensitivitat (Detektionsgrenzen),
Spezifitat (Kreuzreaktivitat mit ahnlichen Molekiilen) und Reproduzierbarkeit (Intra- und Interas-
say-Varianz). Wenn alle Kriterien nachweislich gemessen, beschrieben und definiert wurden,
gilt der BM Test als valide (Jain, 2010). Ein BM kann abschlieRend mit einem validierten Test
fur einen bestimmten Kontext qualifiziert werden. Die Qualifizierung wird offiziell von einer Zu-
lassungsbehoérde (FDA, EMA), basierend auf den Ergebnissen einer ausgiebigen Evaluierung
des BMs in dem angestrebten Kontext, z.B. der Diagnose einer spezifischen Organschadigung
in praklinischen Rattenstudien, erteilt werden (Muller and Dieterle, 2009). Bisher ist eine Viel-
zahl an potentiellen BM in der Literatur beschrieben worden, aber nur wenige wurden validiert,

qualifiziert und werden tatsachlich eingesetzt (Poste, 2011).

Dem Predictive Safety Testing Consortium (PSTC), einem Zusammenschluss mehrerer Phar-
maunternehmen, ist es 2008 gelungen, sieben Protein-BM zur Detektion von Nephrotoxizitat
durch die FDA und EMA fur den Einsatz in praklinischen Rattenstudien zu qualifizieren (EMA,
2009); diese sind in Tab. 2 beschrieben. Die pharmazeutischen Unternehmen und die FDA hat-
ten das Ziel, durch die Zusammenarbeit im PSTC eine Verbesserung der Vorhersage und
Diagnose von Organschadigungen in praklinischen Studien durch die Anwendung neuer Sich-
terheits-BM zu erreichen.

Zunachst wurden die bei Toxizitatsstudien am haufigsten betroffenen Organe benannt: Niere,
Leber, Skelettmuskulatur, Blutgefalsystem, Herz und Hoden. Darauf folgend wurden, basie-
rend auf Literaturdaten, BM-Kandidaten selektiert beziehungsweise in Studien, die jeweils diese
spezifischen Organschaden zeigten, identifiziert, durch proof-of-concept Studien verifiziert und
schliellich regulatorisch qualifiziert Tab. 2 (Dennis et al., 2013). AnschlieRend wurden die ent-
sprechenden Ergebnisse verdffentlicht. Am Beispiel akuter Nierenschadigung konnte gezeigt
werden, dass alle sieben BM bei Messungen im Rattenurin eine frihere Detektion im Vergleich
zu Serum Creatinin oder BUN erlaubten und dartber hinaus noch zusatzliche Informationen,

wie z.B. die Lokalisation des Schadens, liefern (Dieterle et al., 2010b).
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Tabelle 2 Qualifizierte Protein-Biomarker fiir Nephrotoxizitat im Urin von Ratten. a: Evaluiert vom PSTC, qualifi-
ziert flr akute tubulare Schaden; b: evaluiert vom PSTC, qualifiziert fir glomeruladre Schaden; c: evaluiert von HESI,
qualifiziert fir Schaden des Sammelrohres

qualif. Ubertrifft Lokalisation des Beschreibun
BM sCrea/BUN Nierenschadens 9
Albumin: Haufigstes Protein im Blut, 66-69 kDa
. ¢ Wegen stark negativer Ladung nicht frei im Glomerulus
proximaler Tu- gefiltert; nur kleiner Teil in Primarharn nachweisbar
ALB JA? bulus / Glomeru- * Erhoht im Urin bei glom. Schaden oder bei unvollstandi-
| ger Resorption durch geschadigte proximale Tubuli
us (Swain et al., 2011; Ware et al., 2011; Yu et al., 2010)
Clusterin: Glykoprotein, 75-80 kDa
] « In vielen Geweben exprimiert und sekretiert
CLU JA? proximaler / e Erhohte Expression in der Niere nach Schadigung ge-
distaler Tubulus folgt von Sekretion in den Urin
(Dieterle et al., 2010a; Hidaka et al., 2002; Rosenberg and Silken-
sen, 1995)

Cystatin C: Extrazellulare Csytein-Protease, 13 kDa

¢ In allen kernhaltigen Zellen exprimiert

o Glomerular frei gefiltert

e Genutzt zur Bestimmung der GFR, vergl. mit sCrea

CysC JAP bulus / Glomeru- e In der Niere vor allem in prox. Tubuluszellen exprimiert
und dort auch resorbiert

e Erhoht im Urin bei glom. und prox. Tubulus Schaden
(Dieterle et al., 2010a; Hoffmann et al., 2010a; Togashi et al.,
2013a; Togashi et al., 2012)

proximaler Tu-

lus

Kidney injury molecule 1: Typ | Transmembranprotein, 100
kDa
¢ Nicht im gesunden Nierengewebe exprimiert
a proximaler Tu- e Erhdhte Expression in prox. Tubulus Epithelzellen bei
KIM-1 JA bulus Toxizitét
e Bei Schadigung der prox. Tubuli Abspaltung und Abgabe
der Ektodomane in den Urin
(Ozer et al., 2010a; Vinken et al., 2012; Zhou et al., 2008)

Renal paillary antigen-1: Membran-gebundenes Glykopro-
tein, >100 kDa
RPA-1 JAC Sammelrohr  Stark exprimiert im papildren Sammelrohr

e Erhéht im Urin bei Sammelrohrschadigung
(Betton et al., 2012; Harpur et al., 2011; Price et al., 2010)

Trefoil factor 3: Hormon, 6-7 kDa

o Exprimiert und sekretiert in Mukus-produzierenden und
proximaler / diversen anderen Epithelzellen
¢ Reduzierte Expression in Nieren nach Schadigung
o Reduzierte Mengen im Urin nach Nierenschadigung
(Early et al., 2013; Wadey et al., 2013; Yu et al., 2010)

TFF3 JAP

distaler Tubulus

Totale Proteinmenge:
e Urin normalerweise nahezu Protein-frei
Total » Negativ geladene oder >70 kDa Proteine passieren Blut-
JAb Glomerulus Harn-Schranke im Glomerulus nicht
Prot. * Restprotein Resorption zusatzlich im prox. Tub.

e Erhéht im Urin bei glom. Schaden
(Dieterle et al., 2010a; Swain et al., 2012; Tonomura et al., 2010)

. B-2-Microglobulin: MHC-I Subunit, 12 kDa
proximaler TUu- 4 |n der Membran aller kernhaltiger Zellen exprimiert
B2m JAP bulus / Glomeru- ¢ Glomerular frei gefiltert.
¢ Resorption im prox. Tubulus

e Erhoht im Urin bei glom. und prox. Tubulus Schaden
(Dieterle et al., 2010a; Gatanaga et al., 2006; Vinken et al., 2012)

lus
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Weiterhin fuhrte dieser erste Qualifizierungsprozess fur BM zur Verodffentlichung erster FDA-
Richtlinien bezogen auf die Qualifizierung von Hilfsmitteln in der Medikamentenentwicklung
(FDA, 2010). So wurde daraufhin das Renal papillary antigen 1 (RPA-1) als BM fiir Nierenscha-
digungen im Bereich der Sammelrohre in praklinischen Studien qualifiziert. Diese Evaluierung
wurde in einem anderen Kollaborations-Projekt, dem Health and Environmental Sciences Insti-
tute (HESI) Komitee Biomarker of Nephrotoxicity, durchgefihrt (Harpur et al., 2011).

Neben den qualifizierten Nephrotoxizitats-BM gibt es weitere vielversprechende Kandidaten
(Fuchs and Hewitt, 2011), wie aGST (a Glutathion-S-transferase) oder NGAL (Lipocalin-2, neut-
rophil gelatinase-associated lipocalin) fir proximale Nierentubulusschaden (Gautier et al., 2010;
Wadey et al., 2013). Eine Zusammenfassung noch nicht qualifizierter potentieller BM flir Neph-

rotoxizitat in Rattenstudien ist in Tab. 3 dargestellt.

Tabelle 3 Potentielle Protein-Biomarker fiir Nephrotoxizitiat im Urin von Ratten.
potentielle  Lokalisation des Nie-
BM renschadens

Beschreibung

Calbindin: Vitamin-D abhangiges Ca”*-bindendes Protein, 28 kDA
o Exprimiert im Interstitium und in der Niere
CALB distaler Tubulus e In der Niere in distalen Tubuli lokalisiert

e Erhoht im Urin bei Schadigung der distalen Tubuli
(Fuchs et al., 2012; Hoffmann et al., 2010b; Takashi et al., 1996)

Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin: Transportprotein von
bakteriellen Siderophoren, 25 kDa
o Exprimiert im Interstitium von Neutrophilen und Epithelzellen
NGAL proximaler / e mRNA in der Niere in dist. Tubuli exprimiert, als Protein im prox.
distaler Tubulus Tubuli lokalisiert
e Erhéht im Urin bei Schadigung der dist. oder prox. Tubuli

(Hoffmann et al., 2010a; Hoffmann et al., 2010b; Mishra et al., 2003; Sieber et
al., 2009; Tonomura et al., 2010)

Osteopontin: Phosphoryliertes Glykoprotein, ca. 40 kDa
e Exprimiert in Osteoblasten und diversen Epithelzellen
e Erhoéhte Expression nach Nierenschadigung
proximaler / e In der Niere im absteigenden Ast der Henle'schen Schleife lokali-
OPN siert
e Erhoht im Urin bei Schadigung der dist. oder prox. Tubuli
(Fuchs et al., 2012; Wadey et al., 2013; Xie et al., 2001)

distaler Tubulus

Tissue inhibitors of metalloproteinases: MMP-Inhibitor Glykoprotein,
28 kDa
¢ In diversen Epithelzellen exprimiert
TIMP-1 Glomerulus o Glomerular frei gefiltert
e Erhéht im Urin bei glom. Schaden und bei inflammatorischen Reak-
tionen in der Niere
(Fuchs et al., 2012; Hoffmann et al., 2010b; Sieber et al., 2009)

a-Glutathiontransferase: Phase Il Enzym, ca. 50 kDa

¢ Ubiquitar in Zytosol exprimiert

e Am hdchsten in der Leber, gefolgt von der Niere; dort vor allem in
aGST proximaler Tubulus den prox. Tubuli

e Erhéht im Plasma bei Leberschadigungen

e Erhéht im Urin bei prox. Tubulus Schaden
(Gautier et al., 2010; Harpur et al., 2011; McDuffie et al., 2013; Swain et al.,
2011)
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Neue BM fir Hepatotoxizitat konnten bisher nicht qualifiziert werden, obwohl einerseits, wie
oben beschrieben, die vorhandenen BM nicht ausreichend spezifisch und sensitiv das Spekt-
rum der verschiedenen Leberschaden abdecken kénnen (Ennulat et al., 2010) und andererseits
bereits potentielle Marker beschrieben worden sind (Ramaiah, 2011). Fir das antioxidative Le-
berenzym Paraoxonase 1 (PON-1) wurden z.B. nach Leberschadigung mit Tetrachlorkohlens-
toff niedrigere Serumwerte in Ratten gemessen (Ferre et al., 2001). Diese konnten aber nicht
verlasslich mit anderen Hepatotoxinen reproduziert werden (Adler et al., 2010). aGST und
GLDH, beides hoch exprimierte Enzyme in der Leber, sind ebenfalls potentielle Serum BM fiir
Hepatotoxizitat in Ratten (Giffen et al., 2002; O'Brien et al., 2002).

1.4 microRNAs

Seit der ersten Entdeckung von microRNAs (miRNA, miR) 1993 in C.elegans (Lee et al., 1993;
Wightman et al., 1993) und dem dann folgenden Nachweis auch in hoheren Lebewesen (La-
gos-Quintana et al., 2001; Pasquinelli et al., 2000) ist das miRNA Forschungsgebiet exponenti-
ell gewachsen.

MicroRNAs sind 20-23 Nukleotide (nt) lange, nicht-kodierende und evolutionar konservierte
kleine RNA-Molekule (Ibanez-Ventoso et al., 2008). Nach der aktuellen Version von miRBase
release 20 (miRBase, 2013), einer Datenbank flir miRNAs, sind 711 miRNAs in Ratten, 1887 in
Mausen und 2560 humane miRNAs bekannt (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011). Neben ih-
ren essentiellen intrazellularen Aufgaben, die im folgenden Abschnitt beschrieben werden, lenk-
te vor allem auch die extrazelluldre Prasenz das Interesse der Biomarkerforschung auf die

miRNAs, welches im Abschnitt 1.4.2 naher erlautert wird.

1.4.1 Biogenese und Funktion von microRNAs

Die Transkription der meisten miRNA-Gene, die in Introns oder Exons von mRNA-kodierenden
Genen oder in nicht-mRNA-kodierenden Bereichen liegen kénnen, erfolgt durch die Polymerase
Il (Lee et al., 2004). Die miRNA Transkription wird ahnlich wie die mRNA Transkription z.B.
durch diverse Transkriptionsfaktoren oder Uber Promoter-Methylierungen reguliert. Das priméare
Transkript, die pri-miRNA (Abb. 7) besitzt am 5-Ende eine 7-Methylguanosin-Kappe und oft
einen 3'-Poly-A-Schwanz (Lee et al., 2002). Die von der pri-miRNA gebildete Sekundarstruktur
enthalt einen hairpin-loop, der noch im Kern von der RNase Ill Endonuklease Drosha erkannt
wird, sodass beide Enden abgespalten werden. Die entstandene ca. 70 nt lange, doppelstran-
gige RNA mit hairpin-loop wird pre-miRNA genannt (Lee et al., 2003). Diese wird Ran-GTP-
abhangig mittels Exportin 5 in das Zytoplasma transportiert (Bohnsack et al., 2004; Lund et al.,
2004; Yi et al., 2003). Im Zytoplasma formiert sich dann der RISC-loading complex (RLC), der
u.a. aus der RNase Il Endonuklease Dicer und einem RNA-bindenden Argonautprotein (AGO)
mit Endonuklease-Aktivitat besteht (Winter and Diederichs, 2011). Uber AGO bindet der RLC
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die exportierte pre-miRNA, was zur Dicer-abhangigen Abspaltung des hairpin-loops fihrt (Car-
mell and Hannon, 2004). Die entstandene Duplex-miRNA (20-23 nt) dissoziiert mit dem AGO-
Protein vom RLC und bildet mit weiteren Faktoren den RNA-induced silencing complex (RISC).
Infolgedessen werden die Strange, wahrscheinlich durch Helicasen, voneinander getrennt und
einer der Duplex Strange wird degradiert (passanger Strang), wahrend der andere im Komplex
verbleibt; dieser wird als guide Strang oder reife miRNA bezeichnet (Winter and Diederichs,
2011). Genauen Ablaufe und Trigger, die entscheiden, welcher der Strange passanger oder
guide wird, sind noch nicht geklart. Anfanglich wurde angenommen, dass ein Strang instabiler
ist und degradiert wird, doch die Identifikation beider Strange als guide Strang in Abhangigkeit
vom Expressionsort relativierte die Hypothese (Chiang et al., 2010). Die Strangherkunft der rei-
fen miRNA spiegelt sich in der Nomenklatur wider. Zu dem gangigen Namen (miR-Nummer,
z.B. miR-125) kann bei bekannter Zuordnung der passenger Strang mit einem Stern markiert
werden (miR-125%). Moglich und heutzutage favorisiert ist auch eine allgemeinere Benennung:
die 5'- oder 3‘-Herkunft wird als Suffix angegeben, z.B. miR-125-5p oder miR-125-3p (Elton et
al., 2011; Griffiths-Jones, 2004).

Zytoplasma | Extrazellular

\
pri-miRNA
"'(7)) /""’ AAAA
@ G
(

% pre-miRNA

Protein- Vesikel- HDL-
J,nackte“ assoziierte assoziierte assoziierte
miRNA  miRNA miRNA miRNA

RISC mit reifer miRNA

Abbildung 7 microRNA Biogenese. AGO: Argonautprotein, RNA Pol Il: RNA-Polymerase I, RLC: RISC-loading
complex, RISC: RNA-induced silencing complex, modifiziert (Etheridge et al., 2011)

Mit Hilfe der inkorporierten reifen miRNA kann der gesamte RISC komplementar an eine mRNA
binden und dadurch die Translation der mRNA inhibieren, bei unvollstdndiger Komplementari-
tat, oder die mRNA Degradation initiileren, bei vollstandiger Komplementaritat (Bartel, 2004;

Eulalio et al., 2008). Die Funktion der miRNAs liegt dementsprechend in der post-
17



1 Einleitung

transkriptionalen Regulation der Genexpression. Da auch eine nicht vollstdndig komplementare
Bindung zwischen miRNA-RISC und mRNA fur einen negativen Effekt auf die Genexpression
ausreichend ist, kann eine miRNA hunderte mRNAs regulieren und umgekehrt kann eine mRNA
durch mehrere miRNAs reguliert werden (Filipowicz et al., 2008). Es wird geschatzt, dass Uber
50% der proteinkodierenden Gene in Saugetieren durch miRNAs reguliert werden (Krol et al.,
2010). Davon lasst sich ableiten, dass miRNAs an diversen physiologischen und zellularen Pro-
zessen beteiligt sind, wie Proliferation, Apoptose, Differenzierung, Stammzellerhaltung, Fettme-
tabolismus und Insulinsekretion (Wiemer, 2007).

Es konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Gewebe oder gleiche Organe in unterschiedli-
chen Entwicklungsstadien eine differenzielle miRNA Expression aufweisen (Landgraf et al.,
2007; Lee et al., 2006). Beispiele sind die leberspezifische miR-122 (Lagos-Quintana et al.,
2002), die im Muskel angereicherten miR-133a und -b (Sempere et al., 2004), die stammzell-
spezifische miR-302 Familie (Barroso-del Jesus et al., 2009) oder die kardiomyozytenspezifi-
sche miR-208a (van Rooij et al., 2007). Die Spezifitdt von miR-208a z.B. beruht auf der Lokali-
sation des miRNA-Gens im Gen fir die a Untereinheit der schweren Kette des kardialen Myo-
sins. Des Weiteren sind miRNAs auch Teil gut untersuchter Transkriptionsfaktor-Netzwerke, wie
dem p53-Netzwerk (Hermeking, 2012). Ihre Beteiligung an essentiellen Ablaufen fuhrt auch zu
einer Assoziation mit diversen Erkrankungen. Fur eine Vielzahl an miRNAs konnte eine Deregu-
lation in kardiovaskularen, Leber- oder Nierenerkrankungen und Krebs nachgewiesen werden
(Ceman and Saugstad, 2011; Li et al., 2010; Szabo and Bala, 2013; Visone and Croce, 2009;
Wang and Lee, 2009).

1.4.2 Extrazellulare microRNAs

Erstmalig konnten bereits 1947 Nukleinsauren im menschlichen Plasma nachgewiesen werden
(Mandel and Metais, 1947). Darauf folgten einige Beschreibungen von extrazellularer DNA oder
mRNA in Plasma, Serum oder Urin (Chan et al., 2003; Kamm and Smith, 1972; Leon et al.,
1977). Nach Entdeckung der miRNAs in der Zelle wurden diese zunachst in vitro aufierhalb von
Zellen detektiert (Valadi et al., 2007). In vivo wurden extrazellulare miRNAs zuerst im Serum -
auch zirkulierende miRNAs genannt - gefunden (Chen et al., 2008; Chim et al., 2008; Mitchell et
al., 2008) und danach in weiteren Kdrperflissigkeiten, wie u.a. in Urin, Tranenflissigkeit, Mut-

termilch, Speichel oder Gehirn-Rickenmarksflissigkeit (Weber et al., 2010).

Der extrazellulare Raum ist reich an Ribonukleasen (Sorrentino, 1998), dennoch weisen miR-
NAs ein hohes Mal} an Stabilitat auf, auch gegenlber inadaquater Lagerung, pH-Wert Schwan-
kungen und Einfrier-Auftau-Zyklen (Li et al., 2011b; McDonald et al., 2011; Mitchell et al., 2008;
Mraz et al., 2009). Die Ursache der miRNA Stabilitat liegt wahrscheinlich darin begriindet, dass

miRNAs extrazellular wahrscheinlich nicht ,nackt* vorliegen, sondern an Proteine wie AGO,
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Nucleophosmin 1 oder high-density lipoprotein (HDL) gebunden sind (Arroyo et al., 2011; Vi-
ckers et al., 2011; Vickers and Remaley, 2012; Wang et al., 2010c) sowie in Vesikeln einge-
packt sein kénnen (Xu et al., 2013) (Abb. 7). Der Terminus Vesikel steht hier stellvertretend flr
diverse membranumschlossene Partikel, in denen miRNAs bereits identifiziert wurden (Hoy and
Buck, 2012), z.B. apoptotische Koérperchen (Zernecke et al., 2009), Exosomen (Valadi et al.,
2007) und Mikrovesikel (Muralidharan-Chari et al.,, 2009). Die Art der extrazellularen Form
scheint dabei miRNA abhangig zu sein, da gezeigt wurde, dass z.B. die miR-122 im Plasma
immer an das AGO2-Protein gebunden ist, wahrend einige miRNAs der let-7 Familie extrazellu-
lar bevorzugt in Vesikel gefunden werden (Creemers et al., 2012).

Ausgehend von diesen unterschiedlichen extrazellularen miRNA Formen gibt es unterschiedli-
che Hypothesen, wie die miRNAs die Zellen verlassen (Turchinovich et al., 2011). Einerseits ist
passiver Export durch Nekrose denkbar, d.h. ein Auslaufen des Zellinhalts nach einer Memb-
ranschadigung; dieser ware funktionslos und nicht zielgerichtet. Andererseits weisen Exosomen
mit differenziell eingepackten miRNAs im Vergleich zum Donor-Zellinhalt (Mittelbrunn et al.,
2011) auf einen selektiven und aktiven Export hin. Dies kénnte bei zirkulierenden miRNAs mit
interzellularer Kommunikation als mdgliche Funktion verbunden sein (Boon and Vickers, 2013).
Mittels in vitro Versuchen wurde nachgewiesen, dass Zellen miRNAs exportieren kénnen, wel-
che dann von anderen Zellen aufgenommen werden und dort die Genexpression regulieren
kénnen (Hergenreider et al., 2012; Kosaka et al., 2010; Zhang et al., 2010b). Messungen im
humanen Serum zeigten, dass miRNA in Menge und Zusammensetzung relativ stabil sind und
dass es keine grofen Unterschiede zwischen den Geschlechtern gibt (Chen et al., 2008). Die
Ergebnisse verschiedener und unabhangiger Messungen zeigten eine groRe Uberlappung der
gefundenen miRNAs (Reid et al., 2011), was zusatzlich die Hypothese eines aktiven Exportes

unterstutzt.

1.4.3 microRNAs als Biomarker

Welche Funktion vor allem aktiv abgegebene zirkulierende miRNAs haben oder haben kénnten
ist bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen, aber mit der Entdeckung der extrazellularen
miRNAs wurde direkt ihr potentiell diagnostischer Einsatz als miRNA-BM erkannt. So wurde
noch im Entdeckungsjahr gezeigt, dass sich die miRNA-Profile im Serum zwischen gesunden
Individuen und Patienten mit B-Zell Lymphoma unterscheiden; konkret wurden bei den Krebs-
patienten erhdhte Serumlevel von drei miRNAs, miR-21, -155 und -210, identifiziert (Lawrie et
al., 2008). Darauffolgend wurde fir verschiedene Krebserkrankungen, wie Leukamie, Lungen-,
Kolorektal-, Brust- oder Leberkarzinome, eine Vielzahl an potentiellen miRNA-BM im Serum
beschrieben (Brase et al., 2010; Cortez and Calin, 2009).

Die Idee von miRNAs als BM ist naheliegend, da die Charakteristika zellfreier miRNAs den An-

forderungen eines idealen BM (s. Abschnitt 1.3) entsprechen: Sie sind (1) in diversen, leicht
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zuganglichen Korperflissigkeiten messbar, (2) relativ stabil, (3) zwischen verschiedenen Spe-
zies konserviert und (4) gewebespezifisch bzw. mit einem physiologischen oder pathologischen
Zustand spezifisch assoziiert. Da miRNAs Nukleinsauren sind, ist eine sensitive Messung mit-
tels quantitativer Polymerase-Ketten-Reaktion (quantitative polymerase chain reaction, qPCR)
madglich. Weiterhin ist vor allem ihre konservierte Sequenz im Vergleich zu Protein-BM vorteil-
haft, da sie den Einsatz als translationalen BM in praklinischen und klinischen Studien ermég-
licht. Protein-BM zeigen z.T. eine hohe Diversitat zwischen toxikologisch relevanten Spezies,
aufgrund von Sequenzvariationen im kodierenden Gen und post-translationaler Modifikationen
des Proteins. Dies erfordert meist eine aufwandige Herstellung spezies-spezifischer Ak flir den-
selben BM, was nachteilig fir die Quantifizierung und Translationalitat eines BM ist (Etheridge
etal., 2011).

Den vielversprechenden Ergebnissen der Krebsforschung folgend konnten auch fiir andere Er-
krankungen miRNA-BM im Blut identifiziert werden. Veranderte miRNA-Profile im Serum wur-
den bei rheumatoider Arthritis, Arthrose (Osteoarthritis), Arteriosclerosis obliterans, Sepsis oder
bei Herzinfarkten (acute myocardial infarction, AMI) gefunden (D'Alessandra et al., 2010; Ji et
al., 2009; Li et al., 2011a; Murata et al., 2010; Nakasa et al., 2008; Vasilescu et al., 2009). Einer
der identifizierten AMI-BM ist miR-208, die Kardiomyozyten-spezifisch ist und im Serum nur
nach Herzinfarkt, nicht aber nach Niereninfarkt ansteigt, sodass die spezifische Assoziation mit
einer Schadigung des Herzgewebes eindeutig belegt ist, in Ratten wie auch im Menschen
(D'Alessandra et al., 2010; Ji et al., 2009; Wang et al., 2010b). Nach dem Nachweis von Exo-
somen im Urin (Pisitkun et al., 2004) in denen auch miRNAs gefunden wurden (Miranda et al.,
2010), wurden bald auch potentielle miRNA-BM im Urin beschrieben. Zunachst ebenfalls flr
Krebserkrankungen (Prostata-, Nierenzell- oder Blasenkarzinom), dann auch fir den systemi-
schen Lupus erythematodes oder die Immunoglobulin Nephropathy (Argyropoulos et al., 2013;
Micochova et al., 2013; Wang et al., 2010a). Zuletzt konnten unterschiedliche Urinprofile zwi-
schen Patienten mit und ohne akute Nierenschadigung nachgewiesen werden (Ramachandran
et al., 2013).

Als eine neue Quelle von potentiellen BM haben miRNAs auch in der praklinischen/ klinischen
Forschung Bedeutung erlangt; z.B. wurde die gerade erwahnte, bei Herzinfarkt im Serum er-
hohte miR-208 ebenso in einem weiteren kardiotoxischen Modell als BM identifiziert, indem
Ratten mit Isoproterenol behandelt wurden, was zur myokardialen Schadigung und zu einem
Anstieg der miRNA im Serum flhrte (Ji et al., 2009). Isoproterenol ist ein haufig eingesetztes
und gut beschriebenes Modelltoxin fiir die Induktion von akuter Herzschadigung (Clements et
al., 2010).

In einem Lebertoxizitdtsmodell, bei dem DILI durch eine Acetaminophen Behandlung von Mau-

sen induziert wurde, konnte ein Anstieg der in der Leber exprimierten miRNAs, miR-122 und -
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192, im Plasma nachgewiesen werden (Wang et al., 2009b). Ahnliches konnte auch in Ratten
und in Humanproben gemessen werden (Laterza et al., 2009; Starkey Lewis et al., 2011). In
weiteren Studien mit Ratten konnte ein signifikanter Anstieg von miR-122 im Serum nur bei
spezifischer hepatozellularer Schadigung gemessen werden und das meist friiher oder eindeu-
tiger als bei etablierteen BM wie z.B. ALT (Laterza et al., 2009; Starckx et al., 2013).

Insgesamt zeigten Untersuchungen verschiedener Rattenmodelle fir Leberschadigungen, dass
sich die jeweiligen miRNA-Profile im Plasma unterscheiden. Die lasst vermuten, dass zwischen

akuter und chronischer Hepatotoxizitat unterschieden werden kénnte (Yamaura et al., 2012).

MiRNA-Profile im Urin von Ratten wurden bisher in Hepatotoxizitats-Modellen untersucht. Nach
Acetaminophen- und Tetrachlorkohlenstoff-induzierter Leberschadigung wurden zehn miRNAs
gefunden, deren Level im Rattenurin anstiegen (Yang et al., 2012). Die Leber-spezifische miR-
122 gehorte nicht dazu.

Im Hinblick auf Diagnose von Nierentoxizitat mit Hilfe von miRNAs sind bisher nur wenige Un-
tersuchungen beschrieben. In einem Mausmodell fir Nierenfibrose als auch in Patienten mit
Nierenfibrose wurden erhdhte Mengen einer miRNA (miR-21) im Serum gemessen (Glowacki et
al., 2013). In zwei anderen Mausmodellen zur Nierenschadigung konnten ein signifikanter Ans-
tieg von miR-10a und -30d im Urin gemessen werden. Da beide miRNAs in der Niere exprimiert
werden, wurden sie als nicht-invasive und spezifische Urin BM flr Nierenschadigungen vorge-
schlagen (Wang et al 2012b). Veranderte Profile von miR-21 und -155 wurden auch im Urin von

Ratten nach induzierter Nierenschadigung gemessen (Saikumar et al., 2012).

1.5 Ziel der Dissertation

Substanz-induzierte Organschadigungen, wie Arzneimittel-induzierte Nieren- und Leberschadi-
gungen, stellen haufige Probleme in der Forschung und Entwicklung von Arzneimitteln dar. Die
etablierteen Biomarker zur Detektion dieser Organschaden (z.B. die Messung von Serum Crea-
tinin fir Nieren- oder von ALT flrr Leberschadigung) sind weder sensitiv noch spezifisch genug.
Eindeutige Befunde ergeben sich derzeit nur durch histopathologische Untersuchungen, die
invasiv sind und deshalb nur nach Sektion der Tiere in toxikologischen Studien oder nach Or-
ganbiopsie bei Patienten, durchfuhrbar. Um Organschadigungen frihzeitig, eindeutig und nicht
invasiv diagnostizieren zu kdnnen und so Versuchstiere, Zeit und Kosten in der praklinischen
Entwicklung einzusparen, wird intensiv nach neuen Sicherheits-Biomarkern gesucht. Bei ge-
zeigter Ubertragbarkeit der Biomarker-Eigenschaften auf den Menschen kénnten diese auch in
klinischen Studien eingesetzt werden.

Fir eine Gruppe von Urinproteinen wurde der Einsatz zur Bestimmung von Nephrotoxizitat in

praklinischen Studien behoérdlich zugelassen. Des Weiteren flhrte die Ausweitung der Biomark-
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ersuche auf eine neue Molekiilklasse, die microRNAs, bisher zu vielversprechenden Kandida-
ten im Falle der Hepato- und Kardiotoxizitat.

In der vorliegenden Arbeit sollten, an Hand der oben beschriebenen Nephro- und Hepatotoxizi-
tatmodelle, zunachst die neuen Proteinbiomarker im Urin fir Nephrotoxizitat re-evaluiert wer-
den. Der Fokus lag auf dem Vergleich zu etablierteen Parametern und auf der spezifischen De-
tektion der Schadigung. Parallel dazu sollten dabei zwei gangige technisch validierte Plattfor-
men zur Messung dieser Biomarker im Hinblick auf die Ubereinstimmung der Ergebnisse sowie
auf die Ubereinstimmung der gemessenen absoluten Konzentrationen verglichen werden. Letz-
teres ist fUr die Definition von Basalleveln von Bedeutung.

Darauf sollten microRNAs als neue Biomarker fir Leber- und Nierentoxizitat evaluiert werden.
Dies beinhaltete die Messung von microRNAs in Gewebe, Plasma und Urin, und die Etablierung
eines Normalisierungs- und Quantifizierungsansatzes fiir Urin-bzw. Plasma-microRNA PCR-
Daten. Potentielle microRNA-Biomarker in Urin und Plasma sollten bezlglich ihrer Sensitivitat
(Vergleich zu pathologischen Endpunkten und etablierteen Parametern), Organspezifitat (Niere
vs. Leber) und Lokalisationsspezifitat innerhalb der Niere (proximaler Nierentubulus vs. Glome-
rulus) evaluiert werden, um potentielle Nephro- oder Hepatotoxizitats Biomarker zu identifizieren
bzw. bereits beschriebene naher zu charakterisieren. Eine Ubertragbarkeit der potentiellen mic-
roRNA-Biomarker auf ein in vitro Modell sollte mittels der Behandlung der Nierentubulus Zellli-
nie NRK-52e mit Cisplatin geprift werden.

Weiterfuihrend sollten die toxikologischen Modelle mittels Genexpressionsanalysen der betrof-
fenen Organe mechanistisch charakterisiert sowie mittels miRNA Messungen im jeweiligen Ge-

webe regulatorische Netzwerke aufgedeckt werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

e Accutase®; PAA The cell culture company; Osterreich

¢ Albumin Lésung aus Rinderserum (BSA, 30%); Sigma, USA

¢ Anti-Digoxigenin-alkalische phosphatase vom Schaaf; Roche, Schweiz

¢ Anti-Rat Glomeruli Serum vom Schaaf; Probetex, USA

e CASYclean; Roche, USA

e CASYton; Roche, USA

¢ Cisplatin; Sigma Aldrich, USA

e Cisplatin; Sigma, Deutschland

¢ Destilliertes Wasser (RNase frei); Gibco® by life technologies, Deutschland

¢ Dinatriumphosphat; Sigma-Aldrich, USA

¢ Dulbecco's Modified Eagle Medium mit 1g/l D-Glu und Pyruvat; Gibco® by life technologies, Deutschland
e DMSO (Dimethylsulfoxid); Affymetrix (Ambion), USA

¢ DNase (RNase frei); Qiagen, Deutschland

¢ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS); Sigma, Deutschland

¢ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS; RNAse-frei); Gibco® by life technologies, Deutschland
¢ Ethylendiamintetraacetat (EDTA); Sigma, Deutschland

¢ Eosin B; Sigma-Aldrich, USA

¢ Essigsaure; Merck, Deutschland

¢ Ethanol (100 %); Merck, Deutschland

e Eukitt; Fluka, Sigma-Aldrich, USA

¢ Fetales Rinderserum (FBS); PAA The cell culture company; Austria

¢ Formaldehyde; Merck, Deutschland

¢ Glutardialdehyde (25% L&sung); Sigma-Aldrich, USA

¢ HRP-Conjugated Strepravidin; Affymetrix, USA

¢ Kaliumacetat; Sigma, Deutschland

¢ Kaliumchlorid; Sigma, Deutschland

e Lachshoden-DNA (Salmon testes DNA); Sigma, Deutschland

¢ Levamisolhydrochlorid; Sigma-Aldrich, USA

e Methanol; Merck, Deutschland

¢ Methapyrilen; Sigma Aldrich, USA

¢ 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT); Sigma-Aldrich, USA
¢ Natriumchlorid; Sigma, Deutschland

e Natriumnitrit; Sigma-Aldrich, USA

¢ Natriumphosphat; Sigma-Aldrich, USA

« NBT/BCIP ready-to-use Tabletten; Roche, Schweiz

¢ Normales Schaafs Serum; Jackson Immunoresearch, USA

e Penicillin/Streptomycin-Lésung (10,000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Strepromycin); Sigma-Aldrich, USA
¢ Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS); Gibco® by life technologies, Deutschland

e Proteinase K; Qiagen , Deutschland

¢ RNA 6000 Ladder; Ambion Inc., USA

¢ RNALater; Qiagen , Deutschland

e Sodium dodecyl sulfate (SDS); Sigma-Aldrich, USA

e SSC Puffer (Saline-Sodium Citrate, 20x); Sigma-Aldrich, USA

¢ Stop Solution; Affymetrix, USA

e Streptavidin-HRP (Horseradish-Peroxidase); Pierce, Thermo Fisher Scientific, USA

e TagMan® Geneexpression Master Mix; Applied Biosystems by life technologies, USA
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o TagMan® Preamplification Master Mix; Applied Biosystems by life technologies, USA

e TagMan® Universal Master Mix Il, no UNG; Applied Biosystems by life technologies, USA
o TE-Puffer (RNase frei 20x, 200 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 2,5); Invitrogen by life technologies, USA
o TE-Puffer (Tris-EDTA, RNase-frei); Acros Organics, Thermo Fisher Scientific Inc.

o TMB-Substrat Lésung ; Pierce, Thermo Fisher Scientific, USA

o TMB-Substrat LOsung ; Affymetrix, USA

e Trizma® hydrochlorid; Fluka, Sigma-Aldrich, USA

o Tween® 20; Sigma-Aldrich, USA

¢ Wasserstoffperoxid 30%; Sigma-Aldrich, USA

¢ Xylol; Sigma Aldrich, USA

¢ 3-Mercaptoethanol; Sigma, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterial

¢ 384-Well Reaktionsplatten; Applied Biosystems by life technologies, USA

¢ 6-Well Platten (steril); Sarstedt, Deutschland

* 96-Well Platten (steril); Falcon, Becton Dickinson, Deutschland

¢ 96-Well Platten; Becton Dickinson, USA

¢ ABI Prism® 96-Well Optical Reaction Plates with Barcode; Applied Biosystems by life technologies, USA
o Combitips plus 10 ml/5 ml/0,5 ml; Eppendorf, Deutschland

o Deckglaser (24 x 24 mm); Menzel-Glaser, Thermo Fisher Scientific, Deutschland

¢ Einwegkanulen Stericon (21G); Braun, Deutschland

o Einwegspritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml); BD Biosciences, Deutschland

¢ Eppendorfgefafie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml); Eppendorf AG

¢ Falcon-Réhrchen (15 mi, 50 ml); BD Biosciences, Deutschland

¢ Fixogum; Marabu, Deutschland

e Flat bottim Immobilizer Amino - 8 well strip; Affymetrix, USA

o Gewebekulturflaschen, T75; BD Biosciences

o Low-bind Eppendorfgefalte (0,5 ml); Eppendorf, Deutschland

o MicroAmp® Optical Adhesive Film; Applied Biosystems by life technologies, USA

o Objekttrager Superfrost® PLUS; Menzel-Glaser, Thermo Fisher Scientific, Deutschland
¢ PCR Softtubes (0,5 ml); Biozym Scientific, Deutschland

e Phase Lock Gel Heavy Tubes (2 ml); 5Prime, Deutschland

¢ Pipetten, gestopft (10 ml, 25 ml); Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

¢ Pipetten, gestopft, steril (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml); BD Falcon, Deutschland

e Pipetten, gestopft, steril, breite Offnung (5 ml, 10 ml); BD Falcon, Deutschland

¢ Pipettenspitzen, 10 ul; Biozym Scientific GmbH, Deutschland

¢ Pipettenspitzen, 20 ul; ART® 20 Pipet Tips, Molecular Bio Products, Inc., USA

¢ Pipettenspitzen, steril (ul: 2,5; 10; 20; 100; 1000; 2500); Eppendorf und Biozym, Deutschland
e Rohrchen (steril, 8 ml); Sarstedt, Deutschland

o Rundfilter 11cm, Macherey-Nagel, Deutschland

o UV-Star® 384-Well-Platten; Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

2.1.3 Kits, Microarrays und MicroRNA Arrays

o Affymetrix® FlashtagTM Biotin HSR RNA Labeling Kit; Affymetrix, USA
o Argutus AKI Test® Assay Kit; Meso Scale Discovery, USA

¢ CellTiter-Glo Luminescent Zellviabilitats Assay; Promega, USA

e Combur 9 Test dip-stick; Roche, Schweiz

o GeneChip® 3“IVT Express Kit; Affymetrix, USA

o GeneChip® Hybridisation, Wash and Stain Kit; Affymetrix, USA

¢ GeneChip® Microarray; Rat Expression, Array 230_2.0; Affymetrix, USA
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e GeneChip® miRNA 3.0 Array; Affymetrix, USA

e GeneChip® Rat Genome 230 2.0 Array; Affymetrix, USA

¢ Kidney Injury Panel 1 Assay Kit; Meso Scale Discovery, Meso Scale Diagnostics, LLC; USA

¢ Kidney Toxicity Panels 1 und 2; Luminex xXMAP, Novagen, EMD Chemicals, Inc., Merck KgaA, USA
e MIRCURY LNA™ microRNA ISH Optimierungs Kit Nr.5; Exigon, Danemark

e MIRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, ExiLENT SYBR®Green Master Mix; Exiqon, Danemark
e MiRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR, Universal cDNA Synthesis Kit Il; Exigon, Danemark
e miRNeasy Mini Kit; Qiagen, Deutschland

¢ Pico RNA Chips; Agilent Technologies, Deutschland

¢ Pico RNA Reagents & Supplies; Agilent Technologies, Deutschland

¢ Rat B2M Assay Kit; Meso Scale Discovery, USA

¢ Rat Clusterin Assay Kit; Meso Scale Discovery, USA

¢ RNA 6000 Nano Chips; Agilent Technologies, Deutschland

¢« RNA 6000 Nano Reagents & Supplies; Agilent Technologies, Deutschland

¢ RNAse free DNase Set; Qiagen, Deutschland

¢ RNeasy Mini Kit; Qiagen, Deutschland

e Small RNA Chips; Agilent Technologies, Deutschland

¢ Small RNA Reagents & Supplies; Agilent Technologies, Deutschland

e TagMan® MicroRNA Reverse Transcriptions Kit, Applied Biosystems by life technologies, USA

e TagMan® Rodent MicroRNA Arrays A und B, Applied Biosystems by life technologies, USA

¢ Universal Rat Reference RNA; Stratagene, Agilent Technologies, Deutschland

2.1.4 Gerate

¢ 12-Kanalpipette (25-200 pl); Dunn Labortechnik, Deutschland

e Absaugpumpe Vacusafe; IBS Integra BioScience, Deutschland

¢ Analysenwaage; Mettler/Toledo, Deutschland

¢ Bioanalyzer 2100; Agilent Technologies, Deutschland

¢ Eppendorf Concentrator 5301; Eppendorf, Deutschland

e Eppendorf Plus Multipipette; Eppendorf, Deutschland

¢ Eppendorf Zentrifuge 5415D; Eppendorf, Deutschland

¢ Eppendorf Zentrifuge 5415R; Eppendorf, Deutschland

e Eppendorf-Pipetten (2,5 ul, 10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl); Eppendorf, Deutschland
¢ Flourometer CytoFluor II; PerSeptive Biosystems, USA

e Fluorometer Ultra; Tecan, Schweiz

e GeneChip® Fluidic Station 400; Affymetrix, USA

e GeneChip® Hybridization oven 640; Affymetrix, USA

¢ GeneChip® Scanner 3000; Affymetrix, USA

¢ Hybridisierungsofen; Heraeus Instruments, Deutschland

¢ Inkubator 6000; Heraeus Instruments, Deutschland

e Inverses Mikroskop DMIRB; Leica, Deutschland

e Inverses Mikroskop Fluovert FS; Leica, Deutschland

e Magnet Stand-96; Ambion, USA

¢ Mikroskop Axioplan; Zeiss, Deutschland

¢ MIRAX SCANER; Zeiss, Deutschland

¢ Multipette BioPette (2-20 pl); Axon, USA

¢ Photometer mit Limineszenzfunktion SpectraFlour Plus; Tecan, Schweiz
¢ Photometer, SPECTRA max PLUS; Molecular Devices Corporation, USA
¢ Plattenlesegerat MSD SECTOR; Meso Scale Discovery, USA

¢ Plattenschuttler TPM-2; Sarstedt, Deutschland

¢ Real-time PCR Gerat HT7900; Applied Biosystemy by life technology, USA

25



2 Material und Methoden

¢ Real-time PCR Gerat ViiA7; Applied Biosystemy by life technology, USA
o Schuttler KS250basis; IKA Labortechnik, Deutschland

e Schwingmiihle MM200; Retsch, Deutschland

o Spectrophotometer Lambda SCAN 200; MWG-Biotech, Deutschland

o Stahlkugeln (5 mm); Retsch, Deutschland

o Sterilbank; Beck+Thies, Deutschland

e Thermocycler: PTC-200; MJ Research; Biozym Scientific, Deutschland
e Thermomixer comfort (1,5 ml); Eppendorf, Deutschland

e TruTemp DNA Microheating System, Robbins Scientific; Dunn Labortechnik, Deutschland
¢ Vortex REAX 2000; Heidolph, Deutschland

¢ Vortex REAX top; Heidolph, Deutschland

¢ VVortex-Genie2; Scientific Industry. Inc, USA

o Zellzahlgerat CASY®; Innovartis, Roche, Schweiz

o Zentrifuge 4-15K; Sigma, Deutschland

o Zentrifuge 4-16K; Sigma, Deutschland

2.1.5 Software

o AGCC Software: Command Console® 3.0.1; Affymetrix, USA

¢ Agilent 2100 Bioanalyzer Software (2100 expert); Agilent Technologies, Deutschland
e CytoCalcTM; PerSeptive Biosystems, USA

e CytoFluor IITM; PerSeptive Biosystems, USA

¢ DataAssistTM 3.01; Applied Biosystems by life technologies, USA

o ExpressionConsole 1.3; Affymetrix, USA

¢ Genedata Database 7.6; Genedata, Schweiz

e Genedata Refiner Array 7.6; Genedata, Schweiz

¢ Genedata solutions in silico: Analyst 7.6; Genedata, Schweiz

e GraphPad Prism 5.04 und 6.0; GraphPad Software, Inc., USA

¢ Ingenuity IPA; Version: 14400082; Ingenuity® Systems, USA

o KC4 (KinetiCalc for Windows); MWG-Biotech, Deutschland

e Magellan 2.2; Tecan, Schweiz

o MIRAX SCAN Software; Zeiss, Deutschland

o MIRAX Viewer; Carl Zeiss Microlmaging, Deutschland

¢ MSD Discovery Workbench® Analysis Software; Meso Scale Discovery, USA
¢ RQ Manager 1.2.1; Applied Biosystems by life technologies, USA

¢ SDS 2.4.1; Applied Biosystems by life technologies, USA

e SoftMax Pro v 4.3 Enterprise Edition; Molecular Devices, USA

¢ ViiA7 RUO; Applied Biosystems by life technologies, USA
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2.1.6 Puffer und Losungen

Lyse-Puffer (Gesamt-RNA Isolation):
50 ml RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit)
0,5 ml B-Mercaptoehtanol

Bei RT 1 Monat haltbar

MTT-L6sung (fur Zytotox-Assay):
5 mg/ ml PBS

Steril filtriert

Bei 4°C 3 Jahre haltbar

0,02% PBS-T (fir ELOSA):
500 ml 1x PBS
100 pl Tween-20

Wasch-Puffer (fir ELOSA):
500 ml 5x SSC

250 ul SDS (final 0,05%)
25 ul BSA (final 0,005%)
Losen bei 42°C

Blocking Losung (fur ELOSA):
475 ml PBS
25 ml BSA (final 5%)

Natriumphosphat Puffer (flir Perfusion):

Lésung A: 2,3g NaH,PO,4 ad 333 ml H,O
Lésung B: 14,2g Na,HPO, ad 2000 ml H,O
1260 ml Lésung B mit 240 ml Lésung A mischen
pH 7,4 einstellen

Spul-Puffer (fur Pefusion):
1000 ml Natriumphosphat-Puffer
7 g Natriumnitrit

Fixierungs-Lésung:

400 ml 25% Glutardialdehyd (final 1%)
750 ml <40% Formalin (final 3%)
8850 ml Natriumphosphat-Puffer

70 mg Natriumnitrit

1M Tris-HCI (fiir ISH):

15.75 g Tris-HCI einwiegen

Lésen in 100 ml RNase-freien Wasser
pH kontrollieren

0,5 M EDTA (fur ISH):

18.81 g EDTA einwiegen

Losen in ca. 70 ml RNase-freien Wasser
Mit NaOH (10 N) pH 8-9 einstellen

Auf 100 ml auffillen

5 M NaCl (fir ISH):

29,22 g NaCl einwiegen

Lésen in 100 ml RNase-freien Wasser
Zum Ldsen ggf. leicht erhitzen

0,1% PBS-T (fir ISH):
500 ml 1x PBS
500 ul Tween-20
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0,3% H,0, (fur ISH):

1 mi30% H202

Ad 100 ml mit 100% Methanol
Frisch ansetzen

Proteinase-K Puffer (fir ISH):

900 ml RNase-freies Wasser vorlegen
5 ml 1 M Tris-HCI dazugeben

2 ml 0,5 M EDTA dazgeben

0,2 ml 5 M NaCl dazugeben

Auf 100 ml aufflillen und autoklavieren

KTBT Puffer (fir ISH):

900 ml RNase-freies Wasser vorlegen
7,9 g Tris-HCI (final 50 mM) dazugeben
8,7 g NaCl (final150 mM) dazugeben
0,75 g KCI (final 10 mM9 dazugeben
Auf 100 ml auffillen und autoklavieren

Blocking Losung (fur ISH):

10ml 0,1% PBS-T

200 pl Schaafs Serum (final 2%)
330 ul BSA (final 1%)

Antikérper Verdiinnungslésung (fr ISH):
5 ml PBS

5 ml 0,1% PBS-T (final 0.05%)

100 pl Schaf Serum (final 1%)

330 ul BSA (final 1%)

AP-Substrat Losung (fir ISH):
1 NBT-BCIP Tablette in 10 ml Wasser losen
20 pl Levamisol dazugeben (final 0.2 mM)

1% Eosin Stockldsung(fiir ISH):
1 g Eosin
1000 ml H,O

0,01% Eosin(fur ISH):

2 ml 1% Eosin Stockldsung

Auf 200 ml auffillen

Zugabe einiger Tropfen 99% Essigsaure
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2.1.7 qRT-PCR Assays, Oligonukleotide und miRNA-DIG Sonden

Die verwendeten Kontrollgene fiir die qRT-PCR im Gewebe sind in Tab. 4 gelistet. In Tab. 5
und 7 sind die verwendeten Primer Sets zusammengefasst, d.h. Assays von Exiqon (EXQ) ba-
sierend auf der SyberGreen und von Applied Biosystems (ABI) basierend auf der TagMan®
Technologie (TQM) zur gRT-PCR-Messung von miRNAs. Entsprechend der Sequenz wurden
entsalzene und HPLC-aufgereinigte synthetische Oligonukleotide fiir die Herstellung von Stan-
dards bei Sigma-Aldrich (Deutschland) bestellt.

Die miRNA-DIG Sonden fir die in situ Hybridisierung wurden von Exigqon bezogen und sind

Doppel-DIG markiert (Tab. 6).

Tabelle 4 PCR-Assays fiir Housekeeping-Gene im Gewebe von ABI. (TaqMan® Technologie)

RNA Spezies TQM Assay TQM Assay ID
U6 hsa, mmu, rno U6 snRNA 001973
18S rRNA hsa, mmu, mmo 18S Hs99999901 s1

Tabelle 5 miRNA PCR-Assays von Exigon.

miRNA Spezies Sequenz EXQ Assay EXQ Assay ID
miR-10b-5p o CCCUGUAGAACCGAAUUUGUGU ' rmo-mir-10b-5p 205499
mMiR-26a-5p hsa, mmu, o UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU  hsa-miR-26a-5p 205905
miR-100-5p hsa, mmu, mo  AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG  hsa-miR-100-5p 205689
MiR-486-5p hsa, mmu UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG hsa-miR-486-5p 204001

Tabelle 6 miRNA DIG-Sonden fiir in situ Hybridisierung von Exiqon.

RNA-Sonde Sonden Sequenz (5'-3") Endkonzentration RNA Tm EXQ Assay ID
u6 CACGAATTTGCGTGTCATCCTT 1 nM 84 °C 90005 (Kit 5)
scrambled GTGTAACACGTCTATACGCCCA 40 nM 87°C 90005 (Kit 5)
miR-126 AGCATTATTACTCACGGTACG 40 nM 85°C 90005 (Kit 5)
miR-10b ACACAAATTCGGTTCTACAGGG 100 nM 82°C 41015-15
miR-100 CACAAGTTCGGATCTACGGGTT 100 nM 83°C 18009-15
miR-26a AGCCTATCCTGGATTACTTGAA 100 nM 85°C 38463-15
miR-192 GGCTGTCAATTCATAGGTCAG 80 nM 83°C  custom design
pre-miR-26a GGACCTGCACAGCCT 100 nM 88°C custom design
pre-miR-192 CCAGAGGCGAGATCAGAGTACT 80 nM 83°C  custom design

Tabelle 7 miRNA PCR-Assays von Applied Biosystems. (TaqMan® Technologie)

miRNA Spezies Sequenz TQM Assay TQM Assay ID
ath-miR159a A. thaliana UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA ath-miR159a 000338
cel-miR-39 C.elegans UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG cel-miR-39 000200
cel-miR-54 C.elegans UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG  cel-miR-54 001361
let-7c-5p hsa, mmu, rno UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU hsa-let-7¢ 000379
let-7d-5p hsa, mmu, rno AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU hsa-let-7d 002283
miR-100-5p hsa, mmu, rno AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG hsa-miR-100 000437
miR-10a-5p hsa, mmu, mmo UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG hsa-miR-10a 000387
miR-10b-5p rno CCCUGUAGAACCGAAUUUGUGU mmu-miR-10b 001181
miR-122-5p hsa, mmu, rno UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG hsa-miR-122 002245
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miR-133a -3p
mir-134-5p
miR-1-3p
miR-141-3p
miR-146a-5p
miR-147-3p
miR-15b-5p
miR-16-5p
miR-184-3p
miR-185-5p
miR-192-5p
miR-193-3p
miR-196b-5p
miR-196¢-5p
miR-197-3p
miR-200a-3p
miR-200b-3p
mir-200b-5p
miR-200c-3p
miR-200c-3p
mir-208
miR-20a
miR-20b-5p
miR-21
miR-210
miR-211-5p
miR-223
miR-23b
miR-26a-5p
mir-27b
mir-29b
miR-31
miR-324
miR-327
miR-339-3p
miR-339-5p
miR-347
miR-34a
miR-34b-3p
miR-351-3p
miR-381-3p
miR-409a-3p
miR-429
miR-434-3p
miR-486-5p
miR-499
miR-802-5p
miR-92a

hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
o

hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
rno

hsa

hsa, mmu, rno
rno
hsa,rno,mmu
hsa, mmu

o

o

hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
mmu, rno

hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
hsa, mmu, rno
mmu, rno

rno

o

o

hsa, mmu, rno
o

hsa, mmu, rno
mmu, rno

rno

rno

mo

mmu, rno
mmu, rno

hsa, mmu
hsa, mmu, rno
rno

mmu, rno

UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG
UGGAAUGUAAAGAAGUGUGUAU
UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
GUGUGCGGAAAUGCUUCUGCUA
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
UAGGUAGUUUCGUGUUGUUGGG
UUCACCACCUUCUCCACCCAGC
UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGAC
CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUG
AUAAGACGAGCAAAAAGC
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
UUCCCUUUGUCAUCCUUUGCCU
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC
AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCUG
CCACUGCCCCAGGUGCUGCUGG
CCUUGAGGGGCAUGAGGGU
UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCA
UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG
UGUCCCUCUGGGUCGCCCA
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
AAUCACUAACUCCACUGCCAUC

UCCCUGAGGAGCCCUUUGAGCCUGA

UAUACAAGGGCAAGCUCU
AAUGUUGCUCGGUGAACCCC
UAAUACUGUCUGGUAAUGCCGU
UUUGAACCAUCACUCGACUCCU
UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG
UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU
UCAGUAACAAAGAUUCAUCCU
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUG
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hsa-miR-133a
mmu-miR-134
rno-miR-1
hsa-miR-141
hsa-miR-146a
hsa-miR-147b
hsa-miR-15b
hsa-miR-16
hsa-miR-184
hsa-miR-185
hsa-miR-192
hsa-miR-193a-3p
hsa-miR-196b
rno-miR-196¢
hsa-miR-197
hsa-miR-200a
hsa-miR-200b
hsa-miR-200b*
hsa-miR-200c
rno-miR-200c
rno-miR-208
hsa-miR-20a
hsa-miR-20b
hsa-miR-21
hsa-miR-210
mmu-miR-211
hsa-miR-223
hsa-miR-23b
hsa-miR-26a
hsa-miR-27b
hsa-miR-29b
mmu-miR-31
rno-miR-324-3
rno-miR-327
rno-miR-339-3p
hsa-miR-339-5p
rno-miR-347
hsa-miR-34a
mmu-miR-34b-3p
rno-miR-351
rno-miR-381
rno-miR-409a-3p
mmu-miR-429
mmu-miR-434-3p
hsa-miR-486
mmu-miR-499
rno-miR-802
mmu-miR-92

002246
001186
002064
000463
000468
002262
000390
000391
000485
002271
000491
002250
002215
002049
000497
000502
001800
002274
002300

463287_mat

463567_mat
000580
001014
000397
000512
001199
000526
000400
000405
000409
000413
000185
000579
001328
002059
002257
001334
000426
002618
002063

464043_mat
002679
001077
002604
001278
001352

464572_mat
000430

2.1.8 Versuchstiere und Zelllinien

Versuchstiere: Fir die Cisplatin- und Methapyrilen-Studien wurden mannliche Wistar Ratten

(Crl:WI

(Han))

verwendet,

fur die Glomerulonephritis-Studie mannliche Wistar

Kyoto

(WKY/NCrl) und Sprague Dawley® (Crl:SD) Ratten. Alle Ratten wurden von Charles River Labo-

ratories International, Inc. (Deutschland) bezogen. Die Tiere wurden unter optimierten hygieni-

schen Bedingungen in Makrolon® Typ Ill Kafigen mit Einstreu gehalten. Zugang zu Trinkwasser

und Futter wurde ad libitum gewahrt. Alle Malnahmen im Zusammenhang mit Bestellung, Hal-

tung, Versorgung und Einsatz der Tiere wurden nach derzeit geltenden Tierschutz Richtlinien

und Verordnungen durchgefuhrt und kontrolliert.
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Zelllinie: Far die in vitro Versuche wurden NRK-52e Zellen (normal rat kidney; AC 199) verwen-
det. Dabei handelt es sich um tubulus-epithelial ahnliche Zellen aus der Rattenniere, d.h. sie
stammen von Epithelzellen des proximalen Tubulus aus Rattennieren ab (de Larco and Todaro,
1978).

2.2 Methoden

2.2.1 in vivo Studien

Die Tierstudien wurden unter der Leitung von Herrn Dr. Bjorn Riefke (TOX-ITOX-Metabolic Pro-
filing and Clinical Pathology) und Frau Dr. Ina Gréticke (CMR-IE-Laboratory 1) und ihren Mitar-
beitern bei der Bayer Pharma AG in Berlin durchgeflihrt.

2.2.1.1 Studiendesign: Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitat

Nach einwochiger Akklimatisierung wurden die, zu dem Zeitpunkt acht Wochen alten, Wistar-
Ratten in Gruppen unterteil und einmalig intraperitoneal mit Cisplatin (Cp) behandelt. Kontroll-
gruppen erhielten das Cp-Vehikel, physiologische Kochsalzlésung, niedrig Dosis-Gruppen 1
mg/ kg und hoch Dosis-Gruppen 3 mg/ kg Koérpergewicht Cp. Vier Tage vor und 3, 5, 8, 15 und
26 Tage nach der Verabreichung wurden Urin und Blut gesammelt (Abb. 8A). Das Blut wurde
Uber die Vena cava enthommen und es wurden sowohl Serum als auch EDTA-Plasma gewon-
nen. An den Tagen 3, 5, 8, und 26 nach der Behandlung wurde jeweils eine Dosis-Gruppe nek-

ropsiert und die Leber und Nieren entnommen.

2.2.1.2 Studiendesign: Experimentelle Glomerulonephritis

Nach entsprechender Akklimatisierung wurden Wistar Kyoto (WKY) und Sprague Dawley (SD)
Ratten in Gruppen unterteilt. Diese erhielten einmalig intravenos eine Dosis nephrotoxisches
Serum (NTS, Sheep Anti-Rat Glomeruli Serum von Probetex). Den Tieren der Kontrollgruppen
wurden eine entsprechende Menge physiologischer Kochsalzlésung verabreicht. Die WKY Rat-
ten wurden in drei Dosis-Gruppen von je 1/ 2,5 und 5 ml/kg Kérpergewicht NTS und die SD Rat-
ten in zwei Dosis-Gruppen von je 1,5 und 5 ml/kg NTS Kérpergewicht (Abb. 8B) unterteilt. So-
wohl acht Tage als auch 14 Tage nach der Verabreichung wurde Urin gesammelt. Am Tag 14

wurde den Tieren nach Nekropsie Blut und die Nieren entnommen.

2.2.1.3 Studiendesign: Methapyrilen-induzierte Hepatotoxizitat

Nach einwdchiger Akklimatisierung wurden die acht Wochen alten Wistar-Ratten in Gruppen
unterteil und 15 Tage lang taglich per Schlund-Sonde mit Methapyrilen (MPy) behandelt. Kont-
roligruppen erhielten das MPy-Vehikel, Carboxymethylcellulose, niedrig Dosis-Gruppen 30 mg/
kg und hoch Dosis-Gruppen 80 mg/ kg Kérpergewicht MPy. 4, 8, 15 Tage wahrend und 10 Ta-
ge nach (entspricht Tag 24) der Behandlung wurden Urin und Blut gesammelt (Abb. 8C). Das

Blut wurde Uber die Vena cava enthommen und es wurden sowohl Serum als auch EDTA-
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Plasma gewonnen. An den Tagen 4, 8, 15 und 24 nach der Behandlung wurde jeweils eine Do-

sis -Gruppe nekropsiert und die Leber und Nieren entnommen.

A) Cisplatin einmaligi.p. 1 | 3 mg/kg; Kontrolle: Vehikel

Tage|.4 <\ 3 5 8 15 26|

I U u w Il
29 9

B) NTS einmaligiv. 1bzw. 1,5 | 2,5| 5 mi/kg, Kontrolle: NaCl

Tage| -1 ﬁ 8 1Z| ﬂ Urin

il a [ sBut
3 aﬁNekropsie

C) Methapyrilen tiglichi.p. 30 | 80 mg/kg; Kontrolle: Vehikel

Tage|4 1 4 8 15 24 |

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Ablaufs der verschiedenen Studien. Nach A) Cisplatin, B)
nephrotoxischem Serum (NTS) und C) Methapyrilen Gabe

2.2.1.4 Harn- und Organaufarbeitung

Fur die Harnsammlung wurden die Tiere in allen Studien Uber Nacht in metabolische Kafige
Uberfihrt und der Harn wurde wahrenddessen (18-20h) in ca. 4°C temperierten Sammelgefa-
Ren aufgefangen. Ein Teil des Urins wurde fiir die miRNA-und Biomarker-Messungen entnom-
men und fir 10 min bei 4°C und 1.600xg zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde an-
schlie3end fur 10 min bei 4°C und 16.000xg abzentifugiert und bei -80°C gelagert.Der restliche
Urin wurde fur die DipStick- und Osmolalitatsanalyse sowie fur die quantitative Bestimmung
verwendet.

Jeweils eine Niere (vorher 24h in Davidson-Lésung fixiert) und entsprechend Studie auch ein
Teil der Leber wurden flr histopathologische Untersuchungen in 10%-igem Formalin fixiert und
in Paraffin eingebettet. Die andere Niere sowie die restliche Leber wurden mittels flissigen
Stickstoffs schockgefroren und bis zur RNA-Isolierung bei -80°C gelagert. In der Cp-Studie
wurde die andere Niere langs halbiert und einen Tag lang bei 4°C in RNAlater aufbewahrt. Das

so stabilisierte Gewebe wurde anschlielend ebenfalls bei -80°C gelagert.

2.2.1.5 Histologische Untersuchungen

Die histologischen Untersuchungen wurden von Frau Dr. Katrin Gutberlet (Cp- und MPy-Studie)
und Frau Dr. Anna-Lena Frisk (NTS-Studie) und ihren Mitarbeitern in der Pathologie Abteilung
der Toxikologie bei Bayer Pharma AG in Berlin durchgeflhrt.

Von dem, in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem, Gewebe wurden ca. 5 ym dicke

Schnitte hergestellt, welche mit Haematoxylin und Eosin gefarbt wurden. Die beobachteten
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Gewebeschaden wurden benannt und wie folgt klassifiziert: Grad 1 - minimal, Grad 2 - leicht,

Grad 3 - moderat, Grad 4 - ausgepragt, Grad 5 - massiv.

2.2.2 in vitro Studie
Fir die in vitro Studie wurden NRK-52e Zellen eingesetzt, die mit Cp behandelt wurden. Die
Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium mit 10% FCS und 1% P/S bei 5% CO, und 37°C. Fur die

Experimente wurden nur die Passagen 4-20 verwendet.

2.2.2.1 Auftauen und Passagieren von Zellen

Die im flussigen Stickstoff gelagerten Zellstock-Kryorérchen wurden im Brutschrank aufgetaut.
Kurz vor dem vollstandigen Auftauen wurden die Zellen in 10 ml des vorgewarmten Mediums
Uberfiihrt und 8 min bei 300xg und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 20 ml Medium auf-
genommen und in eine T-75 Flasche Uberflihrt. Am darauf folgenden Tag wurde der Zellrasen
mit 1x PBS gewaschen und anschlieRend frisches Medium hinzugegeben. Zwei Tage spater
konnten die Zellen passagiert werden. Bei den NRK-52e Zellen erfolgte dies zweimal wéchent-
lich. Dazu wurde das alte Medium verworfen und der Zellrasen mit 10 ml 1xPBS gewaschen.
Die Zellen wurden mit 5 ml Accutase bei 37°C flir 15 min gelost und in 20 ml Medium aufge-
nommen. Die Zellsuspension wurde 8 min bei 300xg und 4°C zentrifugiert und das resultieren-
de Zellpellet in 5 ml frischem Medium resuspendiert. Fir die Bestimmung der Zellzahl mittels
des Cell Counter CASY wurden 10 pl der Zellsuspension in 10 ml Casyton-Puffer gelést und die
Zellkonzentration gemessen. Die berechnete Menge an Zellsuspension fiir 0,5-1x10° Zellen

wurde in eine T-75 Flasche mit vorgelegtem Medium gegeben.

2.2.2.2 Behandlung von NRK-52e Zellen mit Cisplatin

Das Cp-Pulver wurde fir jeden Versuch frisch am Versuchstag in DMSO lichtgeschutzt und bei
RT geldst und entsprechend verdiinnt. Zu den am vorherigen Tag ausgesaten NRK-52e Zellen
(96-Well Platten: 0,5x10* Zellen/Well; 6-Well Platten: 1,5x10* Zellen/Well) wurde das gleiche
Volumen einer entsprechenden Cp-Verdinnung dazugegeben. Kontrollzellen wurden mit
DMSO-haltigem Medium inkubiert. Cp wurde in den Konzentration von 10 bis 500 yM einge-
setzt, wobei die Endkonzentration von DMSO im Well immer unter 0,1% lag. Nach 24 stindiger
Cp-Inkubation wurde die Viabilitat der Zellen (s.2.2.2.3) bestimmt oder die Zellen wurden fur die
miRNA-Isolation (s. 2.2.4.2) lysiert. Das Medium wurde fur 10 min bei 1600xg und 4°C und der
resultierende Uberstand fiir 10 min bei 16000xg und 4°C zentrifugiert. Sowohl die Zelllysate als

auch das zentrifugierte Medium wurden bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 Bestimmung der Zellviabilitat
MTT-Test: Als Mal fir die Zellviabilitdt dient hier die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydroge-
nasen, die das gelbliche Salz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-Diphenyl Tetrazoliumbromid)

zu blauen, unldslichen Formazan-Kristallen reduziert. Mittels DMSO werden die Zellen lysiert
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und das Formazan freigesetzt, welches photometrisch gemessen werden kann. Die MTT-Stock
Lésung (5 mg/ml) wurde 24h nach Cp-Zugabe zur Arbeitsldsung (0,45 mg/ml) mit Medium ver-
dinnt und auf die Zellen gegeben. Nach 2h bei 37°C wurde das MTT-haltige Medium durch
DMSO ersetzt. Nach kurzen Schiitteln und 10 min Inkubation bei RT wurde die Absorption bei

550 nm im Photometer gemessen.

ATP-Test: Mit dem CellTiter-Glo® Luminescent Kit kann die Menge an ATP (Adenosintriphos-
phat) gemessen werden, welches als Mal flr die metabolische Aktivitdt von Zellen dient und
somit indirekt flr die Viabiltat. Die Messung beruht auf der ATP-abhangigen Umsetzung von
Luziferin zu Oxyluziferin durch eine rekombinante Luziferase. Die dabei entstehende Lumines-
zenz kann im Luminometer gemessen werden. Das CellTiter-Glo® Substrat und der Puffer wur-
den gemischt und 30 min bei RT lichtgeschutzt inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zellen nach
24-stindiger Cp-Behandlung ebenfalls auf RT gebracht. Die Halfte des Mediums wurde abge-
nommen und das gleichen Volumen an CellTiter-Glo® Lésung dazugegeben. Nach 2 min Schiit-

teln und 10 min Inkubation bei RT wurde die Lumineszenz gemessen.

2.2.3 Messung von Proteinbiomarkern im Urin

Neue Proteinbiomarker flr die Detektion von Nephrotoxizitat in Ratten wurden mit zwei ver-
schiedenen Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Varianten gemessen: dem elektro-
chemilumineszenz-basierten System von MesoScale Discovery (MSD) (siehe 2.2.3.1) und dem
Bead-basierten System mit Luminex-Technologie (LMX) (siehe 2.2.3.2). Beide Plattformen sind
bezlglich ihrer bioanalytischen Charakteristika, wie Linearitat, Spezifitat, inter- und intra-Assay
Prazision von den Herstellern validiert und fiir die Messung von Urinproben ausgelegt.

Die Korrelation der gemessenen absoluten Konzentrationen der zwei Plattformen wurde mittels
einer Korrelationsgeraden (X-Achse: Urin-Creatinin normalizierte MSD-Konzentrationen; Y-
Achse: Urni-Creatinin normalizierte LMX-Konzentrationen) und dem daraus resultierenden Kor-
relationskoeffizienten (R?) verglichen. Ein R? von 1 stellt dabei eine ideale Korrelation dar.

Die Ubereinstimmungsgrenzen (limits of agreemnet, LoA) der jeweiligen Konzentrationen wur-
den mittels Bland-Altman Diagrammen aufgestellt. Sie wurden in GraphPad Prism 6 mit Creati-
nin normalizierte MSD-und LMX Konzentrationen erstellt, idem fiir jeden Probe die Defferenz
(LMX Wert — MSD Wert) und der Mittelwert ((LMX Wert + MSD Wert)/2) berechnet wurden. Ein
LoA von 0 stellt gleiche Konzentrationen dar, wahrend positive bzw. negative LoA Wert fir sys-

tematisch hohere LMX bzw. MSD Konzentrationen stehen.

2.2.3.1 MesoScale Discovery Plattform
Das Messprinzip der MesoScale Discovery Plattform beruht auf Elektrochemilumineszenz und
ermoglicht die Messung von einzelnen (singleplex), aber auch gleichzeitig von mehreren (mul-

tiplex) Biomarkern. Daflir werden Urinproben in spezielle 96-Well Platten mit pro Well eingebau-
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ten Elektroden und immobilisierten Antikérpern gegeben. Diese Antikorper sind spezifisch flr
die jeweiligen Biomarker, sodass diese daran binden. Dem Sandwich-Prinzip entsprechend
werden die gebundenen Biomarker mit anderen, markierten Antikdrpern erkannt. Die Markie-
rung ist hier ein Rutheniumkomplex mit vier Sulfonatresten (Ruthenium(lll)-tris-bipyridin-(4-
methylsulfonat)-N-hydroxysuccinimidester; SULFO-TAG™). Bei der finalen Detektion wird
Spannung an die Elektroden angelegt, was zu einer Oxidierung des Rutheniumkomplexes und
des im Detektionspuffer enthaltenen Tripropylamin (TPA) fihrt. Das dadurch entstandene
TPA-+ Radikal spaltet spontan ein Proton ab und wirkt darauf als starkes Reduktionsmittel fiir
den Rutheniumkomplex. Letzteres geht in einen elektronisch angeregten Zustand Uber, emittiert
Licht, welches bei 620 nm gemessen wird, und geht dann wieder in seinen Grundzustand zu-
ruck.

Die Biomarker Albumin (ALB), Lipocalin-2 (Neutrophil gelatinase associated lipocalin, NGAL),
Osteopontin (OPN) und Kindey injury molecule 1 (KIM-) wurden mit dem Kidney Injury Panel 1
(rat) Assay gemessen; Glutathiontransferasen a und y (aGST und GSTYb1) und Renal papillary
antigen 1 (RPA-1) mit dem Argutus AKI Test (rat) Assay. Mit dem RAT Clusterin Assay wurde
Clusterin (CLU) und mit dem Rat B2M Assay [-2-Microglobulin (32M) gemessen. Die Messun-
gen erfolgten nach Angaben des Herstellers und verliefen bei allen vier Assays vergleichbar;
daher folgt eine kurze und allgemeine Zusammenfassung des Ablaufes.

Zunachst wurden die Platten 1h mit einer Blockerlésung bei RT inkubiert. Die Urinproben wur-
den 1:10 oder 1:100 verdinnt und mit der seriellen Verdinnungreihe des mitgelieferten Stan-
dardgemisches auf die geblockte Platte gegeben. Nach einer 2h Inkubation bei RT wurden die
Platten mit PBS-T gewaschen. Die folgende Inkubation mit dem Detektions-Antikdrper erfolgte
bei RT flr 2h. Nach erneutem Waschen mit PBS-T wurde der Detektionspuffer aufgetragen und
die Platte sofort im MSD Sector gemessen. Mit der MSD Discovery Workbench® Analysis Soft-

ware wurden die Messergebnisse ausgewertet.

2.2.3.2 Luminex Plattform

Die Grundlage der Luminex Technologie bildet die Bead-basierte Durchflusszytometrie, welche
ebenfalls eine parallele Messung von mehreren Biomarkern ermoglicht (multiplex).

Auf den Beads befinden sich immobilisierte capture Antikoérper. Entsprechend der Antikorper
sind die Beads mit einem eindeutigen und individuellen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Werden
der Beads-Mix und die Probe vermischt, binden die jeweiligen Analyten, hier Biomarker, in der
Probe an die capture Antikorper. Biotinylierte Detektions-Antikdrper und SA-PE (Streptavidin-
Phycoerythrin) dienen zur Erkennung der gebundenen Biomarker. Im Durchflusszytometer wer-
den dann die Beads an sich und parallel dazu auch die eventuell gebundenen Biomarker durch
die PE Fluoreszenz am Detektions-Antikorper detektiert.

Mit dem WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel 1 wurden 2M, aGST, KIM-1, Tissue inhibitor

of matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) und Vascular endothelial growth factor (VEGF) und mit
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dem WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel 2 Calbindin (CALB), CLU, Cystatin C (CysC)
NGAL und OPN gemessen.

Die Luminex-Messungen wurden von Mitarbeitern der Bayer Pharma AG im Labor von Herrn
Dr. Bjorn Riefke (TOX — ITOX — Metabolic Profiling and Clinical Pathology) in Berlin durchge-
fuhrt.

2.2.4 RNA Isolation, Quantifizierung und Qualitatskontrolle

2.2.4.1 Gesamt-RNA Isolation aus Gewebelysaten

Fur die Isolation der Gesamt-RNA aus Leber oder Niere wurden ca. 70 mg des jeweiligen Ge-
webes bendtigt. Das zuvor mittels Flussigstickstoff schockgefrorene Leber- und Nierengewebe,
wurde auf Trockeneis zerkleinert. AnschlieRend wurde die eingewogene Menge mit 1000 ul
Lyse-Puffer versetzt. Bei dem Nierengewebe, das in RNAlater gelagert wurde, wurde nach dem
Auftauen Medulla und Cortex getrennt und die entsprechende Menge an Nierencortex Gewebe
mit 1000 pl Lyse-Puffer versetzt. Das Gewebe im Lyse-Puffer wurde mit Hilfe einer 7 mm Edel-
stahlkugel in der Schwingmuhle zerkleinert und anschlieRend 5 min bei 16000xg zentrifugiert.
Der resultierende Uberstand wurde zehnmal mittels Spritze und 21G Kaniile geschert. Ein ent-
sprechendes Volumen des Lysates (7 mg Leber, 30 mg Niere) wurde enthommen und auf 350
pI mit Lyse-Puffer aufgeflllt. Nach der Zugabe von 350 pl 70%igen Ethanols wurde das ganze
Gemisch auf eine Silica-Saule gegeben (RNeasy Kit).

Das weitere Vorgehen richtet sich Uberwiegend nach dem des RNeasy Mini Kit Protokolls. Kurz
zusammengefasst wurde die RNA, die an die Silica-Membran bindet, mehrfach gewaschen, mit
DNase behandelt und in 60 yl RNase-freiem Wasser eluiert. Das RNA-Eluat wurde bis zur Ver-

wendung bei -80°C gelagert.

2.2.4.2 microRNA lIsolation aus Gewebe- oder Zelllysaten

Das miRNeasy Kit basiert auf dem RNeasy Kit, ermdglich aber durch eine andere Ethanol-
Prozentigkeit und andere Salzkonzentrationen der Wasch-Puffer die Isolation der gesamt RNA
inklusive kleiner (< 200 nt) RNAs, zu denen die microRNAs gehdren.

Fir die Isolation der Gesamt-RNA inkl. kleiner RNA-Spezies wie microRNAs (miRNAs) wurden
wie oben beschrieben ebenfalls ca. 70 mg des jeweiligen Gewebes bendtigt, welches hier je-
doch mit 700 pl QlAzol versetzt wurde. QIAzol ist ein Phenol/Guanidin-basiertes Lyse-Reagenz.
Nach dem Zerkleinern in der Schwingmduhle und einer Zentrifugation (16000xg, 1 min), wurde
ein entsprechendes Volumen des Lysates (10 mg Leber, 20 mg Niere) entnommen und auf 700
gl mit QlIAzol aufgefullt. Nach 5 min bei RT wurde das Gemisch in Phase-Locked-Gel Reakti-
onsgefale Uberfuhrt und mit 140 yl Chloroform versetzt. AnschlielRend wurde alles fir 15 sec
gevortext, kurz bei RT inkubiert (ca. 3 min) und 15 min bei 4°C und 16000xg zentrifugiert. Die
obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® transferiert und mit dem 1,5-fachen

Volumen an 100%igen Ethanol gemischt. Die verbliebene Inter- und organische Phase, welche
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die genomische DNA und Proteine enthalt, wurde verworfen. Das Ethanol-Gemisch wurde auf
eine Silica-Saule gegeben.

Fir die Isolation der Gesamt-RNA inkl. kleiner RNA-Spezies aus NRK-52e Zellen wurden
1.5x10° Zellen pro Well auf 6-Well-Platten ausgesat. Zum entsprechenden Zeitpunkt wurde das
Medium entfernt, der Zellrasen mit 1xPBS gewaschen und je 700 pl Qiazol pro Well dazugege-
ben. Nach 5-mindtiger Inkubation bei RT und anschlieRendem Vortexen, wurden 140 ml an
Chloroform dazu gegeben. Anschliefiend wurde alles fiir 15 sec gevortext, kurz bei RT inkubiert
und 15 min bei 4°C und 16000xg zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde mit dem 1,5-
fachen Volumen an 100%igen Ethanol gemischt. Das Ethanol-Gemisch wurde auf eine Silica-
Saule gegeben.

Sind die Proben-Ethanol-Gemische auf der Silica-Saule, ist das weitere Vorgehen fir Gewebe-
und Zelllysate gleich und richtet sich tGberwiegend nach dem miRNeasy Mini Kit Protokoll. Kurz
zusammengefasst wurde die RNA inkl. kleiner RNA Spezies, die an die Silica-Membran binden,
mehrfach gewaschen, mit DNase behandelt und in 40-60 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Das

RNA-Eluat wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.4.3 microRNA lIsolation aus Urin, Plasma oder Zellkultivierungsmedium

Die Isolation von Gesamt-RNA inkl. kleiner RNA-Spezies aus Urin und Plasma oder aus dem
Zellkultivierungsmedium erfolgte mit Hilfe des miRNeasy Mini Kits. Es wurde jeweils 200 ul der
Flussigkeit eingesetzt und mit dem 3,5-fachen Volumen (700 ul) an QIAzol gemischt. Nach ei-
ner 5 min Inkubation bei RT wurde in jede Probe 2,5 fmol ath-miR-159a (Spike-in, synthetischer
nicht-endogener miRNA Oligo aus A. thaliana) gegeben. Nach einer weiteren 5 min Inkubation
bei RT und energischem Vortexen, wurden 140 ul Chloroform hinzu gegeben. Das weitere Vor-
gehen erfolgte entsprechend der miRNA-Isolation aus Gewebe (vergl. 2.2.4.2). Die DNase-
Behandlung wurde ausgelassen, da sie sich auf die RNA-Ausbeute aus Flissigkeiten negativ
auswirkt. Die Gesamt-RNA inkl. kleiner RNA Spezies wurde in 40 pyl RNase-freiem Wasser

eluiert. Das RNA-Eluat wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.4.4 RNA Quantifizierung

Die Quantitat der aus Gewebe isolierten RNA (mit und ohne kleine RNA-Spezies) erfolgte pho-
tometrisch. Daflir wurde die optische Dichte (OD) bei den Wellenldngen 260 und 280 nm ge-
messen. Eine ODyso von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 40 ug/ml RNA.

Die Quantifizierung der RNA inkl. kleiner RNA-Spezies aus Urin und Plasma oder Zellkultivie-
rungsmedium ist sehr schwierig, da nur sehr geringe Mengen vorhanden sind. Anstelle der pho-
tometrischen wurde eine sensitivere fluorimetrische Methode mittels eines RNA-
interkalierenden Farbstoffes (RiboGreen™) verwendet. Da sich die errechnete RNA-
Konzentration der Proben meist am unteren Detektionsbereich befand, wurden diese nicht fiir

folgende Experimente herangezogen.
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2.2.4.5 RNA Qualitatskontrolle

Die Qualitat der isolierten Gesamt-RNA aus Gewebe wurde einerseits durch die Berechnung
des Quotienten OD5g/OD2gg bestimmt. Mit der ODygy kbnnen aromatische Aminosauren und
damit indirekt Proteine gemessen werden. Ein Quotient zwischen 1,8 und 2 zeigt eine qualitativ
gute RNA-Probe, die nur wenig bis kaum mit Proteinen kontaminiert ist, an. Zusatzlich wurden
mittels des Gelelektrophorese-basierter RNA Nano Kits das Verhaltnis von 28S zu 18S rRNA
und die RNA Integrity Number (RIN) bestimmt. Das Verhaltnis sollte bei mindestens 1,8 liegen
und die RIN zwischen 9 und 10, welches kaum degradierter bis vollkommen intakter RNA ent-

spricht.

2.2.5 Quantitative real-time PCR

Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR (qRT-PCR) wurden spezifische miRNAs quantifiziert.
Dafir muss die RNA zunachst durch reverse Transkription in komplementare DNA (cDNA)
Uberfuhrt werden (siehe 2.2.5.1). Wahrend der darauffolgenden PCR wird die Menge einer be-
stimmten cDNA pro Zyklus verdoppelt, indem die Sequenz durch spezifische Primer Polymera-
se-abhangig amplifiziert wird. Entsprechend der RNA-Ausgangsmenge wird eine Detektions-
grenze in einem bestimmten PCR-Zyklus Uberschritten; diese Zykluszahl wird als cycle thres-
hold (Ct)-Wert angegeben. Die Detektion erfolgt Uber die Messung der Fluoreszenz, die propor-
tional zur Menge des PCR-Produkts zunimmt und hier entweder von TagMan® (TQM) Sonden
(Applied Biosystems, ABI) oder vom Farbstoff SYBR® Green (Exigon, EXQ) stammt (s. Abb. 9).

Eine TagMan® Sonde ist komplementar zur Sequenz des bestimmten Genes und besitzt fol-
gende drei Charakteristika: 1) einen Reporter-Farbstoff am 5-Ende, hier FAM (6-
Carboxyfluorescein); 2) einen Quencher-Farbstoff am 3‘-Ende, hier TAMRA (6-Carboxy-
tetramethyl-rhodamin); 3) ein —OH blockierendes Phosphat am 3‘-Ende, um eine Extension des
3-Endes wahrend der PCR zu vermeiden. Durch die 5°-3'-Exonukleaseaktivitat der Polymerase
wird die Sonde in der Extensions-Phase der PCR hydrolysiert und die Farbstoffe getrennt, so-
dass der Reporter-Farbstoff fluoreszieren kann (Extinktion 492 nm, Emission 517 nm). SYBR®
Green ist ein DNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der sich wahrend der Extensions-
Phase der PCR in die neu entstehende doppelstrangige DNA einlagert. Im Komplex wird SY-
BER® Green bei 497 nm angeregt und emittiert Licht mit einer Wellenlange von 520 nm.

Hervorzuheben sind zwei weitere Unterschiede der gqRT-PCR Systeme von miRNAs zwischen
ABI und EXQ. Wahrend bei der ABI reversen Transkription (RevT) bereits spezifische stem-
looped Primer verwendet werden, ist die EXQ RevT durch vorherige Poly-Adenylierung und
Poly-dT-Primer universell. Der andere Unterschied ist die Preamplifikation von RevT-Produkten
bei ABI. Das ABI qRT-PCR System wurde hier Gberwiegend eingesetzt und EXQ wurde nur bei

mangelnder Sensitivitat im Einzelfall verwendet.
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Abbildung 9 Schematische Darstellung der zwei PCR Varianten. Applied Biosystems (ABI) mittels TagMan Son-
de und Exigon (EXQ) mittels universellem Ansatz und SYBER Green

2.2.5.1 Reverse Transkription von miRNAs (ABI)

Mit Hilfe des TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kits von ABI kénnen spezifische miR-
NAs aus Gewebe oder Koérperflissigkeiten in cDNA Uberfuhrt werden. Je nach Ansatz kénnen
nur eine oder mehrere MiRNAs gleichzeitig umgeschrieben werden: Megaplex, gleichzeitige
cDNA-Synthese von 380 miRNAs; 5plex, gleichzeitige cDNA-Synthese von finf miRNAs; Sing-
leplex, cDNA-Synthese einer miRNA.

Tabelle 8 Verwendete RNA Volumina bzw. Mengen in qRT-PCR

RNA Input in RT Megaplex 5plex Singleplex

RNA aus Flussigkeiten 3 yl Eluat 5 pl Eluat 5 pl Eluat

RNA aus Gewebe 1000 ng 10 ng 10 ng

Entsprechend Tab. 8 wurde RNA zum RevT Master Mix gegeben, dessen Zusammensetzung in
Tab. 9 zu sehen ist. Da die Quantifizierung der RNA aus Urin, Plasma oder Zellkultur-Medium
nicht verlasslich war, wurden statt einer bestimmten RNA Menge, ein bestimmtes Volumen des
RNA-Eluates in die RevT eingesetzt. Die thermalen Bedingungen der RevT-Laufe sind in der

Tab. 10 aufgezeigt.
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Tabelle 9 Zusammensetzung Reverse Transkription von Applied Biosystems (TQM)

Komponenten RevT Stock Konz. Megaplex [pl] 5plex [u] Singleplex [p]
dNTPs (mitdTTP) 100 mM 0,2 0,15 0,15
Reverse Transkriptase 50 U/pl 1,5 1 1
RevT-Puffer 10x 0,8 1,5 1,5
RNase-Inhibitor 20 U/pl 0,1 0,19 0,19
RevT primer 5x je 1,43 3
Megaplex RevT Primer Mix 10x 0,8
MgCl, 25 mM 0,9
H,O 0,2 4,16
Total Master Mix 45 10 10
Total RevT 7,5 15 15

Tabelle 10 Ablauf der Reverse Transkription: Megaplex mit 40 Zyklen (A) und 5- bzw. Singleplex ohne Zyklen (B)

A) B)

Temp. [°C] Zeit Temp. [°C] Zeit
16 2 min 40 16 2 min
42 1min  Zyklen 42 1 min
50 1 sec 85 5 min
85 5 min 4 0
4 0

2.2.5.2 Preamplifikation von miRNAs (ABI)

Die Menge des RevT-Produktes (cDNA), konnte mithilfe der Preamplifikation (PreAmp) vor der
eigentlichen real-time PCR erhdht werden. Dieses war vor allem bei den RNA-Proben aus Urin,
Plasma oder Zellkultur-Medium notwendig, um die Anzahl der detektierbaren miRNAs zu erho-
hen. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und die thermalen Bedingungen sind in
Tab. 11 und 12 dargestellt. Das Pre-Amp Produkt wurde 20-fach mit TE-Puffer verdinnt.

Tabelle 11 Zusammensetzung PreAmplifikation von Applied Biosystems (TQM)

Komponenten PreAmp Stock Konz. Megaplex [ul] 5plex[u] Singleplex [u]
PreAmp Puffer 2X 12,5 6,25 6,25
Megaplex™ PreAmp Primer Mix 10x 2,5
TM primer 0.2x je 0,63 3,15
H.O 7,5 1,85 1,85

Total Master Mix 22,5 11,25 11,25
cDNA 2,5 1,25 1,25
Total PreAmp 25 12,5
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Tabelle 12 Ablauf der PreAmplifikation: Megaplex mit 12 Zyklen (A) und 5- bzw. Singleplex mit 14 Zyklen (B)

A) B)
Temp. [°C] Zeit Temp. [°C] Zeit
95 10 min 95 10 min
55 2 mi 95 15 sec 14
min 60 4 min  Zyklen
72 2 min 99,9 10 min
95 15 sec 12 4 o
60 4 min Zyklen
99,9 10 min
4 )

2.2.5.3 TagMan® real-time PCR von miRNAs (ABI)

Die eigentliche Messung der cDNA erfolgte in der real-time PCR. Entsprechend Tab. 13 wurde
der Master Mix vorbereitet und fiir die 5plex und Singleplex Ansatze in 384-Well Platten vorge-
legt. Hier ist zu erwdhnen, dass die PCR eines multiplex Ansatzes fir jede miRNA einzeln
durchgeflhrt wird. Die Proben wurden in Triplikaten im real-time PCR Gerat HT7900 oder ViiA7
gemessen (Tab. 14). Fir die Messung der Megaplex-Ansatze wurden TagMan® MicroRNA Ro-
dent Arrays (TagMan Cards) A verwendet. Diese sind spezielle 384-Well Platten, die bereits
entsprechende Primer und die Sonde enthalten. Pro Well wird dabei eine andere RNA gemes-
sen, bei den A Crads sind es 375 einzelne miRNA Assays; zusatzlich gibt es funf unterschiedli-
che small RNA Assays. Jede Probe wurde einzeln auf einer TagMan Card im HT7900 oder
ViiA7 gemessen. Die Baseline- und Threshold-Setzung zur Ct-Wert Bestimmung wurde auto-
matisch von der Software durchgefiihrt; SDS beim HT7900 oder ViiA7 RUO Software beim
ViiAT7.

Tabelle 13 Zusammensetzung real time PCR von Applied Biosystems (TQM)

Komponenten PCR Stock Konz. Megaplex [ul]] 5Splex[u] Singleplex [u]
Universal PCR Master Mix 2X 450 5 5
TM primer 20x in card 0,5 0,5
H.O 441
verdunntes PreAmp Produkt 9 4,5
cDNA 4,5
Total PCR 2 10 10

Tabelle 14 Ablauf der PCR (TQM)
Temp. [°C] Zeit

95 10 min
95 15 sec 40
60 1 min Zyklen
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2.2.5.4 Universelle Reverse Transkription von microRNAs (EXQ)
Mit dem First-strand cDNA synthesis Kit von EXQ kann die gesamte miRNA in einer Probe re-
vers transkribiert werden. Es wurden je 2 yl RNA-Eluat aus Urin verwendet. Die Zusammenset-

zung des RevT-Ansatzes und die thermalen Bedingungen sind in Tab. 15A und B zu sehen.

Tabelle 15 Zusammensetzung (A) und Ablauf (B) Reverse Transkription von Exigon

A) B)
Komponenten RevT Univ. Ansatz [pl]  Temp. [°C] Zeit
5x Reaktionspuffer 2 42 60 min
Enzym Mix 1 95 5 min
Synth RNA spike 0,5 4 o0
H,O 4,5
Total Master Mix 8
RNA-Eluat 2
Total RevT 10

2.2.5.5 Syber®Green real-time PCR von miRNAs (EXQ)

Jede miRNA PCR nach EXQ hat ihr eigenes spezifisches Primer-Paar, in welche neben einfa-
chen Nukleotiden auch LNAs™ (locked nucleic acid) eingebaut sind. Diese sind modifizierte
RNA-Nukleotide, bei denen die Ribose mit einer zuséatzlichen Briicke zwischen dem 2'-
Sauerstoff und 4'-Kohlenstoff verknuipft ist. Die LNAs™ sind dadurch in der 3'-endo Konformati-
on fixiert und strukturell unflexibel, was ihre Hybridisierungseigenschaften und Affinitaten zur
Basenstapelung erhoht. Fir die PCR wurde das RevT-Produkt 1:40 mit Wasser verdinnt. Der
Ansatz (Tab. 16A) wird in 384-Well-Platten zusammen pipettiert und durchlauft im ViiA7 die in
Tab. 16B dargestellten thermalen Bedingungen. Nach Ablauf wurde eine Schmelzkurven Ana-

lyse durchgefiihrt, um eventuell aufgetretene Primer-Dimere nachweisen zu kénnen.

Tabelle 16 Zusammensetzung (A) und Ablauf (B) qPCR von Exiqgon

A B
K)omponenten PCR Ansatz [jl] Tem)p. [°C] Zeit
PCR Master Mix 5 95 10 min
PCR Primer Mix 1 95 10 sec 40
Total Master Mix 6 60 1 min Zyklen
RNA-Eluat 4
Total PCR 10

2.2.5.6 PCR Auswertung

2.2.5.6.1 Absolute Quantifizierung von miRNAs mittels Standard Kurve

Die qRT-PCR im 5-, Singleplex oder universellem Ansatz ermdglicht eine parallele Messung
von Standardkurven (Std-Kurven), tber welche sich die gemessenen miRNAs absolut quantifi-
zieren lassen. Eine miRNA Std-Kurve bestehen aus einer seriellen Verdlinnungsreihe ausge-

hend von einer miRNA Stock Losung mit bekannter Konzentration. Dazu wurden synthetische
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miRNA Oligonukleotide mit entsprechender Sequenz genutzt. Diese wurden in einer MS2 RNA
haltigen Lésung (0,5 ng/ul) verdinnt, welche die Stabilitdt erhéhen und das natirliche RNA
Gemisch in Proben simulieren sollte. Ausgehend von einer Konzentration von 8,19 amol/ul wur-
de Giber 10 Verdiinnungsschritte die niedrigste Konzentration von 1,25x10* amol/ul erreicht.
Mittels des Molekulargewichts der miRNAs konnte auch die Kopienzahl pro ul ermittelt werden:
4,92x10° — 75 Kopien/ul. Da sich die miRNAs in ihrer Lange und Zusammensetzung oft sehr
wenig unterscheiden, wurden die Kopienzahlen fir alle gemessenen miRNAs verwendet. Jeder
einzelne Verdinnungsschritt wurde parallel zu den Proben revers transkribiert, pre-amplifiziert
und in der PCR gemessen. Die eigentliche Std-Kurve resultierte aus der graphischen Darstel-
lung der Ct-Werte gegen die bekannte Konzentration bzw. Kopienzahl. Mittels der Geradenglei-
chung wurde die Konzentration bzw. Kopienzahl in den Proben berechnet. Zusatzlich konnte
mit der Steigung der Geraden die PCR-Effizienz errechnet werden, die idealerweise zwischen
90-110% liegen sollte. Dieses konnte in manchen Fallen nur durch das Ausschlief’en entspre-
chender Std Kurven Punkte erreicht werden. In Tab. 17 sind die Stufen der Std-Kurve darges-

tellt. Der Ablauf der absoluten Quantifizierung ist als Flul3diagramm in Abb. 23 dargestellt.

Tabelle 17 Serielle Verdiinnungsreihe zur Herstellung der Standardkurve

Verdiinnungsschritt Konz. [amol/ul] Kopien/ul Verdiinnung

1 8.2 4920000.0

2 2.05 1230000.0 1:4
3 0.5125 307500.0 1:4
4 0.128125 76875.0 1:4
5 0.03203125 19218.8 1:4
6 0.008007813 4804.7 1:4
7 0.002001953 1201.2 1:4
8 0.000500488 300.3 1:4
9 0.000250244 150.1 1:2
10 0.000125122 75.1 1:2

2.2.5.6.2 Relative Quantifizierung von miRNAs aus Gewebe

Grundlage der relativen Quantifizierung ist das Verhaltnis von Zielmolekilen zur Anzahl von
endogenen Referenztranskripten, welche in allen Proben und unter allen Bedingungen glei-
chermalen enthalten sein sollten (Jansohn and Rothhamel, 2012). Ublicherweise werden als
endogene Referenzen die so genannten Housekeeping-Gene (z.B. 18S rRNA) herangezogen.
Bei der miRNA Analyse im Gewebe hat sich die small RNA U6 bewahrt. Dieses Prinzip der
Quantifizierung wird auch AACt-Methode genannt. Fir jede Probe und jede miRNA wurden die
Ct-Werte der Triplikate gemittelt und folgende Differenzen gebildet:

AACt =ACtgehandeit — ACtkontrolie = (Ctmirna — Clus)sehandeit — (Ctmirna — Ctus)kontrolle

272C resultiert das Verhaltnis (relative quantitiy RQ, relative Menge)

Aus der Berechnung von
zwischen Behandelt und Kontrolle: >1 entspricht einer gréReren Menge und <1 entspricht einer
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kleineren Menge. Die relative Menge wurden dann fiir die statistische Analysen (T-Test, ANO-
VA; siehe 2.2.6.2.2) verwendet.

2.2.5.6.3 Relative Quantifizierung von miRNAs aus Urin und Plasma

Far die relative Quantifizierung von miRNAs aus Korperflissigkeiten gibt es zurzeit kein etab-
liertes Verfahren. Daher werden im Folgenden unterschiedliche Methoden beschrieben die ge-
testet wurden; alle stellen Modifikationen der oben beschriebenen AACt-Methode dar.

Relative Quantifizierung mittels invarianter miRNA: Basierend auf der Idee eines endogenen,

invarianten Referenzgens, wurde im gesamt Ergebnispool eine invariante miRNA gesucht. Die-
ses geschieht mit einer Varianz-Analyse der Ct-Werte oder der delogarithmierten Ct-Werte. Die
miRNA oder auch miRNA-Gruppe, die folgende Kriterien erfiillte wurde als endogene Kontroll-
miRNA fir die AACt-Berechnung eigesetzt: niedrige Varianz, keine Behandlungs-oder Zeit-
abhangigen Veranderungen, in allen Proben nicht am Detektionslimit detektierbar.

Relative Quantifizierung mittels Spike-in Kontrolle ath-miR-159a: Wie in Anschnitt 2.2.4.3 be-

schrieben, wurden alle Urin- oder Plasmaproben wahrend der Isolation mit einer nicht-
endogenen miRNA, ath-miR-159a, versetzt (Spike-in Kontrolle). Diese kann als Referenz-
miRNA fiir eine ACt-Berechnung verwendet werden. Die logarithmischen Ct-Werte wurden in

= 9~(Ct [Probe] - Ct [ath-miR-159a]) Urinproben wur-

lineare Werte transformiert mit der Berechnung: 22!
den zusatzlich mit der entsprechenden Creatinin-Konzentration der Probe (urinary creatinine,
uCrea) normalisiert; 27(Ct[Probel = Ct[ath-miR-15%l / \,Creq. Die relativen Mengen wurden fiir jede Probe
mit dem geometrischen Mittelwert der dazugehdrigen Kontrollgruppe berechnet und fur die sta-
tistischen Analysen (T-Test, ANOVA; siehe 2.2.6.2.2) verwendet.

Relative Quantifizierung mittels festgesetzten Ct-Grenzwerts (modifizierte ACt Methode): Eine

von invarianten Suche oder Spike-in unabhangige Mdglichkeit fur die ACt-Berechnung ist der
Gebrauch eines festgesetzten Ct-Wertes. Dieser wird anhand der vorliegenden Daten ermittelt
und stellt das obere Detektionslimit dar; in dieser Arbeit wurde wegen der durchgefuhrten
Preamplifikation bei TagMan gRT-PCRs eine Grenze von Ct 30 festgesetzt. Alle nicht-
messbaren oder Ct-Werte tber 30 wurden auf 30 gesetzt, um alle miRNAs in die Quantifizie-
rung einzubeziehen. Darauf wurde 22¢ = 27(¢#30) = 230-Ct herechnet. Dieses transformiert die
logarithmischen Ct-Werte in lineare Werte. Bei Urinproben ermoglicht dies eine zusatzliche
Normalisierung auf den Creatiningehalt in Urin: 23®®/uCrea. Bei Plasmaproben wurden diese
linearen ACt Werte auf keinen endogenen Faktor normalisiert. Ferner wurden mit den linearen
Werten statistische Analysen (T-Test, ANOVA; siehe 2.2.6.2.2) durchgefiihrt. Ein Flussdiag-
ramm der Quantifizierung ist in Abb. 21 dargestellt. Die relativen Mengen (Verhattnis zur Kont-
rolle) wurden fiir jede Probe durch Division durch den geometrischen Mittelwert der dazugehori-

gen Kontrollgruppen berechnet.
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2.2.5.6.4 Selektion veranderter miRNA (TagMan Card Profiling)

Das Ziel war es miRNAs zu identifizieren, deren Menge signifikant im Urin und Plasma durch
die Behandlung beeinflusst ist. Daflr wurden von den auf der TagMan Card enthaltenen miR-
NAs, diejenigen ausgeschlossen, die in mehr als 50% der Proben pro Zeitpunkt nicht detektier-
bar waren, d.h. diejenigen die nicht mindestens in entweder der Kontroll- oder Behandlungs-
gruppe prasent waren. Nachdem die Gbrigen Ct-Werte entsprechend prozessiert wurden (nicht
detektierbar und >30 auf Ct 30 gesetzt), wurden alle miRNAs ausgeschlossen, welche sowohl
in Kontroll- als auch Behandlungsgruppe Ct-Werte von 30 enthielten, da diese nach dem fest-
gesetzten Detektionslimit von 30 nicht zuverlassig messbar oder nicht von der Behandlung be-
troffen sind. Mit der Gruppe der verbliebenen miRNAs und den transformierten ACt-Werten (bei
Urinproben zusatzlich auf den Urin Creatiningehalt normalisiert, s. 2.2.5.6.3) wurden statistische
Tests (T-Test, ANOVA,; siehe 2.2.6.2.2) durchgefihrt. Weiterhin wurden fiir die Biomarker Se-
lektion die finalen Gruppen bezliglich ihres Vorhersagepotentials und der -spezifitdt sowie Sen-
sitivitat untersucht.

Ranking: Mit Hilfe des, in der Analyst Software (Genedata) implementierten, Classification Ran-
kings konnten potentielle miRNA Biomarker aus Korperflissigkeiten, entsprechend ihrer Vor-
hersage flr einen bestimmten Zustand, untersucht werden. Dabei wird ein Algorithmus des
Uberwachten Lernens ausgesucht, hier Suppurt Vector Machine (Klassifikator) mit Recursive
Feature Elimination (Methode), der ausgehend von den Regeln eines Trainingset, hier histopa-
thologische Scores flr tubuldre Nekrose, an einem Testset, relative Menge potentieller miRNA
Biomarker, die Hypothese d.h. die miRNA findet, die eine mdéglichst zielsichere Voraussagt er-
moglicht (Tang et al., 2007).

Receiver Operating Characteristic (ROC) — Analysen: Um die Sensitivitat und Spezifitat unter-

schiedlicher Biomarker fir einen bestimmten Zustand graphisch darzustellen und zu verglei-
chen, werden ROC-Analysen durchgeflhrt. Dabei ist die Sensitivitat bzgl. eines Zustandes, das
Verhaltnis der Anzahl der richtig positiven zu der Anzahl aller richtig positiven und falsch negati-
ven. Die Spezifitat bzgl. eines Zustandes ist das Verhaltnis der Anzahl der richtig negativen zu
der Anzahl aller richtig negativen und falsch positiven. Fur jeden mdglichen Biomarkerwert wur-
de die resultierende relative Haufigkeitsverteilung in Form von einer richtig-positiv-Rate (Sensi-
tivitat) und einer Falsch-Positiv-Rate (100%-Spezifitat) ermittelt. Die Zuordnung der posi-
tiv/inegativ gruppen erfolgte mittels Histopathologischer Befunde. Die Haufigkeitsverteilungen
wurden in einem Diagramm aufgetragen, mit der Sensitivitdt auf der Ordinate (y-Achse) und
100%-Spezifitat auf der Abzisse (x-Achse) (Zweig and Campbell, 1993). Darauf wurde die Fla-
che unter der Kurve berechnet, die ein Mal} fiir die Giite des Biomarkers ist und kann Werte < 1
annehmen kann. Je hoher der Wert ist, desto sensitiver und empfindlicher ist der jeweilige Bio-

marker. Alle ROC Kurven wurden mit der Software GraphPad Prism erstellt.
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2.2.6 Microarray Analysen

Microarrays ermdglichen die Messung der gesamten Geneexpression, d.h. der Menge an m-
oder miRNA, welche von den entsprechenden Genen transkribiert wurde. Die Affymetix Tech-
nologie basiert auf einer photolithographischen Synthese von Oligonukleotiden auf der Array
Oberflache, welche komplementar zu bestimmten Abschnitten der zu untersuchenden RNA
sind. Ein Array kann dabei aus bis zu 1,5 Mio features (spots) bestehen, die sich wiederum aus
vielen identischen 25 Nukleotide langen Oligonukleotiden zusammensetzten und je ein Gen
reprasentieren. Die m- oder miRNA aus der Probe hybridisieren an diese und kdénnen somit

detektiert werden.

2.2.6.1 Genexpression im Gewebe

Die RAE230_2.0 GeneChips® Microarrays (Affymetrix; Abb. 10) enthalten Gber 28000 annotier-
te Ratten Gene. Damit die isolierte mMRNA mittels Microarrays gemessen werden kann, muss
sie zunachst eine reverse Transkription durchlaufen, bei der eine cDNA synthetisiert und ein T7-
Promotor eingebaut wird (s. 2.2.6.1.1). Letzterer ermdglicht anschlieRend eine in vitro Trans-
kription (IVT), welche die Biotin-markierte aRNA (amplifizierte RNA) hervorbringt (s. 2.2.6.1.2).
Nach der Aufreinigung und Fragmentierung der aRNA wird diese auf einen Microarray aufget-
ragen, wo sie mit den entsprechenden Oligonukleotide hybridisiert. Die Hybridiesierung wird
mittels Phycoerythrin-gekoppelten Streptavidin Antikdrper-Farbung und Fluoreszenzlasermes-

sung nachgewiesen (s. 2.2.6.1.3 und 2.2.6.1.4).
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Abbildung 10 Grundpranlp der Mlcroarray Technologie. modifiziert nach Affymetrix

2.2.6.1.1 Reverse Transkription (GeneChip® 3 IVT Express Kit)
Fur die reverse Transkription wurden 500 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Diese wurden kurz bei
-80°C eingefroren, flir 20 min lyophilisiert und in 3 ul RNase freiem Wasser aufgenommen. An-

schlielend wurden 2 pl einer Poly-A-RNA-Kontrolle zugegeben. Die eingesetzte Poly-A-RNA-
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Kontrolle ist eine 1:100000 Verdinnung der Poly-A-Kontroll Stammldsung, die tber mehrere
Verdunnungsschritte (1:20, 1:50, 1:50 und 1:2) immer frisch hergestellt wurde; sie dient als La-

beling Kontrolle. Die Einzelstrangsynthese (Tab. 18) lief 2h bei 42°C, gefolgt von der Doppel-

strangsynthese (Tab. 19), die 1h bei 16°C und 10 min bei 68°C ablief.
Tabelle 18 Einzelstrangsynthese der RevT vor IVT

Komponenten Einzelstrangsynthese Ansatz [ul]
,1st Strand“ Puffer-Mix 4

,1st Strand“ Enzym-Mix 1
Poly-A-RNA-Kontrolle (1:100000) 2

500 ng RNA 3
Total 10

Tabelle 19 Doppelstrangsynthese derRevT vor IVT

Komponenten Doppelstrangsynthese | Ansatz [jl]
»2nd Strand” Puffer-Mix 5
»2nd Strand“ Enzym-Mix 2
H.O 13
Einzelstrangsynthese Produkt 10
Total 10

2.2.6.1.2 in vitro Transkription (GeneChip® 3 IVT Express Kit)

Der Ansatz fir die in vitro Transkription wurde entsprechend Tab. 20 bei RT hergestellt und bei
40°C 4h inkubiert. In dieser Zeit findet der Einbau biotinmarkierter Nukleotide durch die T7-
Polymerase statt. Anschlielend wurde die synthetisierte aRNA aufgereinigt (Tab. 21), um En-
zyme, Salze, nicht-eingebaute Nukleotide und anorganische Phosphate zu entfernen. Dies
wurde mit Hilfe Streptavidin-markierter magnetischer beads und eines Magnet-Standes erzielt.
Nach mehreren Waschschritten wurde die aRNA in 50 ul vorgewarmter (50-60°C) Elutionsl6-
sung eluiert und Quantitat sowie Qualitat der aRNA bestimmt (siehe 2.2.4.4 und 2.2.4.5).

Tabelle 20 in vitro Transkription

Komponenten IVT Ansatz [ul]
IVT Biotin Label 4
IVT Labeling Puffer 20
IVT Enzym Mix 6
Doppelstrangsynthese Produkt 30
Total 60

Tabelle 21 aRNA Aufreinigung

Komponenten Aufreinigung | Ansatz [l]
aRNA Binding Beads 10
aRNA Binding Puffer 50
aRNA Probe 60
Total 120
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2.2.6.1.3 Hybridisierung der RAE230_2.0 Arrays

Vor der Hybridisierung wurde die Biotin-gelabelte aRNA fragmentiert, um die Effektivitat der
Hybridisierung an die immobilisierten Oligonukleotide zu erhéhen. Dafur wurden jeweils 15 pg
der aRNA (in 32 pl RNase freiem Wasser) mit 8 pyl Fragmentierungspuffer versetzt und far 35
min bei 94°C inkubiert. Der Erfolg der Fragmentierung wurde mittels Bioanalyzer gepruft (s.
2.245).

Fur die Hybridisierung auf je einem Genchips wurde die aRNA entsprechend Tab. 22 angesetzt,
fur 5 min bei 99°C und anschlieBend fur 5 min bei 45°C inkubiert. Parallel dazu wurden die
Genchips mit 200 pl Pra-Hybridisierungspuffer (MES-Puffer) beflllt und fir mindestens 10 min
bei 45°C mit 60 rpm im Hybridisierungsofen prahybridisiert.

Tabelle 22 Hybridisierung von RAE230_2.0 Arrays

Komponenten Hybridisierung Ansatz [pl]
H.O 50
3 nM B2 Kontroll-Oligo 4,2 . o ..
20x Hybridisierungs Kontrolle 12,5 } vorher 5 min bei 65°C erwarmt
2x Hybridisierungs Mix 125
DMSO 25
Fragmentierte aRNA (12,5 ug) 33,3
Total 250

Nach der Pra-Hybridisierung wurde der MES-Puffer gegen 200 ul des Hybridisierungsansatzes
ausgetauscht und die beladenen Genchips wurden Uber Nacht (16h) im Hybridisierungsofen bei
45°C mit 60 rpm hybridisiert. Die 20xHybridisierungs-Kontrolle dient als Kontrolle fir die Hybri-
disierungs-, Wasch- und Farbeschritte, wahrend das B2 Kontroll-Oligo ein Anordnungs-Signal
fur die spatere Bildanalyse nach dem Scannen darstellt. Am nachsten Tag wurde der Hybridi-

sierungsansatz entfernt und die Genchips wurden mit 250 pyl Waschpuffer A befillt.

2.2.6.1.4 Farben und Scannen der RAE230_2.0 Arrays

Die Wasch- und Farbeschritte der GeneChips® wurden mit einer GeneChip® Fluidics Station
450 nach dem Protokoll Prime_450 durchgefuhrt. Der Zeitraum zwischen Hybridisierung und
Farbevorgang darf maximal 5h betragen. Gefarbt wurde mit Streptavidin, welches an das zuvor
eingebaute Biotin an den Nukleotiden bindet. Ein Antikérperfarbepuffer (enthalt biotinylierte An-
tikbrper gegen Streptavidin) fihrt zu einer Signalverstarkung. Im GeneChip® Scanner 3000 wird
mittels eines Argonlasers der Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE; SA-PE), der an das

Streptavidin gebunden ist, angeregt, sodass seine Emission bei 570 nm gemessen wird.
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2.2.6.2 Auswertung der Genexpressionsdaten

2.2.6.2.1 Qualitatskontrolle und Kondensierung der RAE230_2.0 Arrays

Jedes Gen bzw. ,Probe Set* wird auf dem RAE230 2.0 GeneChip® durch 11 Paare von 15mer-
Oligonokleotiden reprasentiert. Ein Paar setzt sich aus einem zur aRNA-Targetsequenz 100%ig
komplementaren ,perfect match Oligo“ (PM) und einem teilweise komplementaren ,mismatch
Oligo*“ (MM) zusammen. Das MM, in dessen Mitte eine ausgetauschte Base vorliegt, dient als
Kontrolle fur die Hintergrundhybridisierung. Das Verhaltnis zwischen PM- und MM-Signalen
stellt somit die Hybridisierungsspezifitat dar. Zur Beurteilung der Microarray-Qualitat, wurden die
CEL-Datein in die Software GeneData Expressionist® Pro Refiner geladen. Dort werden Gra-
dienten und nicht lineare Signale, die durch lokale Artefakte auftreten kénnen, fir jeden Mic-
roarray erkannt und zu einem virtuell berechneten Referenzexperiment vergleichend korrigiert.
Nur die GeneChips®, die in der Qualitatskontrolle als gut oder medium klassifiziert wurden,
werden als erfolgreich hybridisiert angesehen. Zusatzlich sind Probe Sets fir die 5- und 3'-
Enden sowie fur die Mitte von housekeeping-Genen (z.B. Hexokinase, B-Actin) auf den Gene-
Chips® vorhanden. Das 3'/5 -Verhaltnis stellt die Vollstandigkeit der cDNA-Synthese vom 3‘-
zum 5°-Ende eines Gens dar und sollten zwischen 1 (optimaler Wert) und 2,5 liegen.

Die Kondensierung der Daten erfolgt durch das Zusammenfassen aller PM- und MM-Oligos
nach dem statistischen MASS5-Algorithmus zu einem Intensitatswert (ebenfalls in GeneData
Expressionist® Pro Refiner). Aus dem berechneten Verhaltnis resultiert ein p-Wert, der die
Wahrscheinlichkeit anzeigt mit der die detektierten Transkripte als tatsachlich exprimiert be-
trachtet werden kénnen. Ein p-Wert < 0,04 bedeutet, dass ein Gen wirklich exprimiert vorliegt.
Ein p-Wert zwischen 0,04 und 0,06 stellt eine geringe Prasenz des Transkriptes dar und ein p-
Wert = 0,06 ein komplettes Fehlen. Nach der Kondensierung wird der Median aller Intensitaten,
nach Subtraktion der oberen und unteren zwei Prozent, auf einen Intensitatswert (Target Inten-
sity, TGT) von 100 eingestellt, sodass eine Vergleichbarkeit zu anderen Genexpressionsdaten

maglich ist.

2.2.6.2.2 Qualifizierung, statistische Analyse und Darstellung (RAE230_2.0 Arrays)

Die im Folgenden aufgefuhrten und beschriebenen Verfahren der Genexpressions Analyse
wurden alle mit der Software Analyst von Genedata durchgefihrt, ausgenommen der Receiver
Operating Characteristic Kurven die mittels GraphPad Prism ermittelt wurden.

Box Plot Analyse: Die Box Plot Darstellung dient dem ersten und einfachen Uberblick der abso-

luten Genexpressionsdaten und somit auch der Qualitatskontrolle. Die Box erfasst die mittleren
50% der Daten und in der Mitte der Box befindet sich der Median. Die unterste Linie der Box
stellt das untere Quartil und die oberste Linie das obere Quartil dar. Die Hohe der Box repra-
sentiert den Interquartilsabstand (IQR), welcher Auskunft tUber die Datenstreuung gibt, sodass

es moglich ist Ausreiller zu erkennen (Elmore and Peddada, 2009).
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Hauptkomponentenanalyse (PCA, Principal Component Analysis): Eine PCA stellt die absoluten

Genexpressionsdaten (n-dimensional) in einem 3D-Raum dar und ermdglicht so die Erkennung
von Ausrei3ern, aber auch von konzentrations- oder zeitabhangigen Tendenzen (Raychaudhuri
et al., 2000). Dafir erfolgt eine Reduktion der Daten-Dimensionalitat (von n- auf dreidimensio-
nal) mit einer geringen Anzahl an Hauptkomponenten, sodass die Unterschiede bzw. Ahnlich-
keiten zwischen Datensatzen deutlich werden. Je enger die Genexpressionsdaten beieinander
liegen (clustering), desto ahnlicher sind diese.

Varianzanalyse (N-Way ANOVA): Die n-way ANOVA (Analysis of Variance) ist ein statistisches

Verfahren, das untersucht ob die Unterschiede zwischen mehreren behandelten Gruppen, be-
zogen auf mehrere Parameter, signifikant sind. Es wird geprift, ob zwischen den Gruppen eine
grolkere Varianz vorliegt als innerhalb der einzelnen Gruppen. Je kleiner die resultierenden g-
Werte (korrigierter p-Wert (Benjamini and Hochberg, 1995)) sind, desto hoher ist die Signifikanz
der Unterschiede zwischen den Gruppen bezogen auf den jeweiligen Parameter (Pavlidis,
2003). In der vorliegenden Arbeit wurden vorwiegend 2-way ANOVAs mit den Parametern ,Be-
handlung“ und ,Zeitpunkte® verwendet.

T-Test: Der t-Test ist ebenfalls ein statistisches Verfahren, um die Signifikanz von Gruppenun-
terschieden zu evaluieren. Hierbei werden nur zwei Datengruppen miteinander verglichen. Beim
ungepaarten t-Test werden unabhangige Gruppen verglichen, z.B. behandelte und unbehandel-
te Tiere. Beim gepaarten t-Test werden zwei voneinander abhangige Gruppen verglichen, z.B.
dieselben Tiere vor und nach einer Behandlung. Voraussetzung bei beiden ist immer eine Nor-
malverteilung der Daten.

Deregulations Analyse: Fir die Bestimmung des Deregulation-Ausmales wird das Verhaltnis

zwischen den Mittelwerten zweier Datengruppen berechnet. Dieses diente hier der Auswahl von
Genen, die im Vergleich zur Kontrollgruppe ein hdheres Ausmaly an Deregulierung (hoch oder
runter) aufzeigten: Quotient>1 stellen eine Hochregulation dar und Quotient<1 eine Runterregu-
lation.

Filtern: Intensitatswerte die kleiner waren als 20, wurden als nicht verlasslich gemessene Gene
definiert. Mit Hilfe der Funktion ,Filtern nach Threshold Proportions® und dem Setzen des Mini-
mums auf 20, konnten Gene mit diesen kleinen Intensitatswerten gefunden und ausgeschlos-
sen werden.

Relative Datennormalisierung: Bei dieser Art der Normalisierung wird auf eine bestimmte Grup-

pe, meist Kontrollgruppe normalisiert. Der Unterschied zum Deregulation-Ausmalf liegt hier bei
der Berechnung des Verhaltnisses fir jede Probe. Der absolute Wert jeder Probe wird durch
den arithmetischen Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe geteilt und dieses Verhaltnis
wird dann der Probe als relative Menge zugeordnet.

Hierarchical Clustering: Das eindimensionale, hierarchische clustering wird angewendet, um

Ahnlichkeiten zwischen Expressionsdaten zu finden und die relative Menge graphisch in einer
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heatmap darzustellen. Hierfir werden relative Daten verwendet: hochregulierte Gene werden in
rot und runterregulierte in griin dargestellt. Das Clustering basiert auf einer Entfernungsmatrix
fir zwei sich am meisten ahnelnden Gene, denen dann alle weiteren Gene zugeordnet werden.
Ahnliche Profile d.h. &hnliche relative Mengen befinden sich daher nahe beieinander (Quacken-
bush, 2001; Verducci et al., 2006). Hier wurde die Ahnlichkeit zwischen clustern mit euklidischer
Entfernung (Euclidean distance metric) und der Einstellung einer kompletten Verknipfung be-

rechnet.

2.2.6.2.3 Interpretation der Genexpressionsdaten (RAE230_2.0 Arrays)

Statistisch analysierte und gefilterte Gengruppen kénnen mit Hilfe des Signalweg-Programmes
IPA (Ingenuity Systems) bezlglich ihrer biologischen Funktion untersucht und dargestellt wer-
den. Dazu wurden die Mittelwerte der Relativdaten eigeladen und einer Core Analysis unterzo-
gen, bei der Gene entsprechend Datenbankinformationen Signalwegen und biologischen Funk-
tionen zugeordnet werden. Eine Uberreprasentation von Genen in einer funktionellen Gruppe,
berechnet als p-Wert, wurde als Balkendiagramm dargestellt (-logP). Zusatzlich wurden auf der
Ingenuity Datenbank basierend verschiedene Netzwerke kalkuliert und die eingeladenen Gene
miteinander entsprechend verknipft. Durch die Betrachtung der berechneten Verknlipfungen

kann eine subjektive Kategorisierung der Daten ausgeschlossen werden.

2.2.6.3 miRNA Expression im Gewebe

Zur Bestimmung der miRNA Expression in Gewebe kénnen ebenfalls Arrays verwendet werden.
Das Prinzip der miRNA Arrays der Firma Affymetrix beruht auf einer Polyadenylierung gefolgt
von einer Ligation mit einem biotinyliertem Signalmolekil (FlashTag™ Biotin HSR RNA Labe-
ling Kit) (s. 2.2.6.3.1 und 2.2.6.3.2). Die Polyadenylierung ist unspezifisch, d.h. an alle RNA-
Molekule der Probe wird ein Poly-A-Schwanz angehangt. An diesen kann dann ein Poly-T-
Primer binden, der die Ligation mit dem Signalmolekil ermdglicht. Das Signalmolekul, 3DNA®
Dendrimer, ist eine verzweigte Struktur aus einzel- und doppelstrangiger DNA. Durch die Biotin-
Markierung kann es nach Bindung an die probe sets auf dem Array SA-PE (Strepatavidin-
Phycoerythrin) abhangig detektiert werden. Der hier verwendete miRNA 3.0 Array deckt die
miRBse v17 vollstandig ab, d.h. auf ihm befinden ca. 20000 probe sets fur miRNAs von 153
Organismen; davon sind 680 spezifisch fir Ratten miRNAs und 486 fiur Ratten pre-miRNAs.
Jede miRNA wird durch ein 100%ig komplementares ,perfect match“ Oligonukleotid probe set
reprasentiert. Die Oligonukleotide sind in der Regel 25 Nukleotide lang, bei kiirzeren miRNAs

entsprechend kurzer.

2.2.6.3.1 Polyadenylierung
Fur die Polyadenylierung wurden 500 ng total RNA eingesetzt. Die 500 ng RNA wurden auf ein
Volumen von 8 pl eingestellt und mit 2 yl RNA Spike Control Oligos sowie 5 ul Master Mix (Tab.

23) gemischt. Der gesamte Ansatz von 15 ul wurde fir 15 min bei 37°C inkubiert.
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Tabelle 23 Polyadenylierung

Komponenten Polyadenlylierung Ansatz [ul]
10x Reaktions-Puffer 1,5

25 mM MnCl, 1,5

1:500 verdinnter ATP Mix 1,0

PAP Enzym 1,0
gesamt 5

2.2.6.3.2 Ligation mit dem Signalmolekdl

Fur die Ligation wird kein Master Mix angesetzt, um eine Autoligation zu vermeiden. Zu dem
15 ul Polyadenylations-Ansatz wurden zunachst je 4 pl des FlashTag Biotin HSR Ligations Mi-
xes gegeben, gefolgt von 2 ul der T4 DNA-Ligase. Nach einer Inkubation von 30 min bei 25°C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5 yl HSR Stop Solution gestoppt. Von dem finalen Vo-
lumen von 23,5 yl wurden 2 pl zur Kontrolle der gesamten Markierungsprozedur verwendet,

wahrend die restlichen 21,5 pl bis zur Hybridisierung bei -20°C gelagert wurden.

2.2.6.3.3 Qualitatskontrolle mittels ELOSA

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Biotin-Markierung, d.h. Polyadenylierung und Ligation wur-
de ein ELOSA (Enzyme Linked Oiligosorbent Assay) durchgefiihrt. Kolorimetrisch nachgewie-
sen werden dabei erfolgreich markierte RNA Spike Control Oligos (in der Polyadenylierung da-
zugegeben), die an komplementare immobilisierte Oligonukleotide binden.

Zunachst wurden in 8-well Streifen die Spotting Oiligos immobilisiert. Fur 3 Wells wurden 4,5 pl
Spotting Oiligos mit 1xPBS gemischt und pro Well mit je 75 pl Gber Nacht bei 2-8°C inkubiert.
Die Wells wurden anschliellend zweimal mit 0,02% PBS-T gewaschen und getrocknet. Mit 150
pI 5% BSA pro Well wurde 1h bei RT geblockt. Der Hybridisierungsansatz setzte sich aus 48 pl
5xSSC mit 0,05% SDS, 0,005% BSA und 2,5 ul 25% Dextran Sulfat sowie 2 ul der Probe zu-
sammen. Zusatzlich wurde auch je eine positiv und negativ Kontrolle mitgeflihrt. Nach Entfer-
nen des Block-Puffers, wurden pro Well die 52,5 ul des Hybridisierungsansatzes dazugegeben
und 1h bei RT inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte mit 0,02% PBS-T und die Zuga-
ben von 75 ul einer 1:4000 verdiinnten Streptavidin-Horseradish Peroxidase Losung. Nach ei-
ner Inkubation von 30 min bei RT wurde erneut dreimal gewaschen und anschlielend 100 pl
Substrat-Lésung dazugegeben (Tetramethylbenzidin). Die Reaktion fand lichtgeschiitzt und bei
RT statt. Nach 5-30 min war eine blaue Farbung erkennbar und die Reaktion konnte durch Zu-
gabe von 100 pl Stopp-Losung beendet werden; das Abstoppen fiihrte zu einem Farbumschlag
zu gelb. Die Absorption bei 450 nm wurde gemessen und OD-Werte zwischen 0,15-1 wurden

als positiv gewertet d.h. die Biotin Markierung war erfolgreich.
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2.2.6.3.4 Hybridisierung der miRNA 3.0 Arrays

Fir die Hybridisierung wurden zunachst alle Komponenten sowie die restlichen 21,5 pl des Li-
gations-Ansatzes auf RT gebracht. Die 20xHybridisierungs-Kontrolle (Mix aus bioB, bioC, bioD
und cre) wurden 5 min bei 65°C erhitzt. Der fertige Hybridisierungs-Ansatz (Tab. 24) wurde bei
99°C und bei 45°C jeweils 5 min inkubiert und danach in den miRNA 3.0 Array gefillt (je 130
l). Die Hybridisierung lief im Hybridisierungsofen bei 48°C und 60 rmp 16-18 h lang.

Tabelle 24 Hybridisierung von miRNA 3.0 Arrays

Komponenten Hybridisierung | Ansatz [ul]

2x Hyabridisierungs Mix 66

27,5% Formamid 19,2

DMSO 12,8

20x Hybridisierungs-Kontrolle 6,6 } vorher 5 min bei 65°C er-
3 nM B2 Kontroll-Oligo 2,2

H,O 3,7

Biotin-markierte Probe 21,5

gesamt 132

2.2.6.3.5 Farben und Scannen der miRNA 3.0 Arrays

Nach der Hybridisierung wurde der Hybridisierungs-Ansatz durch Array Holding Puffer (RT)
ersetzt. Die Wasch- und Farbeschritte der Arrays wurden mit einer GeneChip® Fluidics Station
450 nach dem Protokoll FS450_0002 durchgefiihrt. Die Arrays wurden mit SA-PE gefarbt und
im GeneChip® Scanner 3000 gescannt (siehe 2.2.6.1.4).

2.2.6.4 Auswertung der miRNA-Expressionsdaten

2.2.6.4.1 Qualitatskontrolle und Kondensierung der miRNA 3.0 Arrays

Zur Beurteilung der Array-Qualitat, wurden die entstandenen CEL-Dateien in die Software Ex-
pression Console geladen. Mit Hilfe dieser wurden die probe set Signale nach durchlaufen ei-
nes RMA Algorithmus zusammengefasst, der Hintergrund normalisiert und die Qualitat an Hand
der spike-in Kontrollen beurteilt. Die Zusammenfassung und Normalisierung bezog sich dabei
nur auf die Ratten-spezifischen miRNAs. Die resultierenden CHP-Dateien enthielten die norma-

lisierten miRNA Intensitaten, welche logaritmische Daten waren.

2.2.6.4.2 Qualifizierung, statistische Analyse und Darstellung (miRNA 3.0 Array)

Die miRNA-Expressionsanalyse wurden alle mit Hilfe der Software Analyst von Genedata
durchgefiihrt. Dazu wurden die logarithmischen Daten nach der Prozessierung in der Expressi-
on Console entsprechend der in Abschnitt 2.2.6.2.2 beschriebenen Methoden analysiert. Her-
vorzuheben ist, da es sich um logarithmische Werte handelt, dass bei der Berechnung des De-
regulations-Ausmales und bei der relativen Normalisierung nicht der Quotienten sondern die
Differenz der Mittelwerte zweier Gruppen gebildet wurde.
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2.2.6.5 miRNA Analyse im Gewebe

Statistische analysierte und gefilterte Gen- und miRNA-Gruppen kénnen mit Hilfe des Signal-
weg-Programmes IPA (Ingenuity Systems) bezlglich ihrer biologischen Interaktion untersucht
und dargestellt werden. Finale Gen- und miRNA-Gruppen wurden in IPA geladen und mit Da-
tenbankinformationen verglichen; konkret wurden von der miRNAs-Gruppe experimentell besta-
tigte oder auf Vorhersagemodellen basierte targets in der geladenen mRNA-Gruppe gesucht.
Weitere Kriterien bei der Suche waren eine hohe bis moderate Wahrscheinlichkeit bei den Vor-
hersagemodellen, eine entgegengesetzte Regulierungsrichtung und eine beschriebene Expres-
sion in Niere oder Leber. Gefundene Interaktionen und entsprechende relative Mengen wurden

in einem Netzwerk graphisch dargestellt.

2.2.7 in situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung ist eine Methode zur Visualisierung der Genexpression, hier miRNA-
Expression, und Lokalisierung im Gewebe oder in spezifischen Gewebekompartimenten. Das
Prinzip ist in Abb. 11 dargestellt: an die miRNAs im FFPE Schnitt binden komplementar miRNA-
Sonden. Die Sonden sind Digoxigenin (DIG) markiert, welches von Detektions-Antikorpern er-
kannt werden kann. Die finale Detektion lduft kolorimetrisch ab, Uber die Umwandlung des
Substrates in ein blaues Prazipitat durch die am Detektionsantikdrper gebundene Alkalische
Phosphatase (AP). Die AP spaltet vom farblosen 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) die
Phosphatgruppe ab und das instabile Zwischenprodukt dimerisiert unter Abgabe von Wassers-
toff-lonen. Das Diemer fallt als blaues Dehydroindigo-Prazipitat aus. Zur Signalverstarkung flhrt
diese Oxidation zur Reduktion des gelblichen Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) in ein eben-

falls blaues Diformazan Prazipitat.

NBFBCP

? C| Blaues Prazipitat |

= Sond

\ i’

t
microRNA

Abbildung 11 Schematische Darstellung der in situ Hybridisierung. modifiziert nach Exiqon Protokoll

2.2.7.1 Ganzkorper-Perfusion und Organaufarbeitung

Die Perfusion und die darauf folgende Organaufarbeitung wurden von Bayer Pharma AG Mitar-
beitern der Pathologie Abteilung (Leitung Herrn Dr. Matthias Rinke) durchgefuhrt.

Zur Perfusion wurde eine fest installierte Anlage verwendet. Die narkotisierte Ratte wurde Uber
eine Injektionskanule in der linken Herzkammer angeschlossen, zuerst mit einem Puffer gespult
und dann mit der Fixierungs-Ldsung fixiert. Der Flissigkeitsabfluss wurde durch einen Schnitt

im rechten Vorhof gewahrleistet. Anschliefend wurden Leber und Niere entnommen und in
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Formalin- bzw. Davidson-Losung weiter fixiert. Nach automatisierter Vakuum-Infiltration (Ent-
wasserung mittels aufsteigender Ethanolreihe, Xylol- und Paraffin-Inkubation) wurden die Orga-
ne in Paraffin eigebettet (geblockt). Von den fertigen FFPE-Gewebe Blécken wurden ca. 5 ym
dicke Schnitte hergestellt und auf Objekttrager gezogen. Nach dem Trockenen bei RT wurden
das Paraffin der FFPE-Gewebeschnitte 45 min bei 60°C geschmolzen. Die Schnitte wurden

dann maximal zwei Wochen bei 4°C gelagert.

2.2.7.2 Ablauf der in situ Hybridisierung

Das Protokoll der in situ Hybridisierung basiert auf dem Protokoll von Exigon zum miCURY
LNA™ microRNA ISH Optimisierung Kit, welches neben einigen Kontrollen auch den Hybridisie-
rungs-Puffer enthalt. Alle Ubrigen Sonden wurden ebenfalls von Exiqon synthetisiert und sind
wie die Kontroll-Sonden doppelt DIG-markiert (Tab. 6).

Zuerst wurden die FFPE-Schnitte auf RT gebracht und deparaffiniert. Dazu wurden sie dreimal
je 5 min lang in Xylol inkubiert, gefolgt von einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96% und
70%) mit ebenfalls je 5 min pro Konzentration. Wahrend die Schnitte daraufhin 5 min in 1xPBS
inkubierten, wurde eine Proteinase-K Lésung (25 ug/ml) hergestellt. Je 100 ul der Proteinase-K
Lésung wurden auf jeden Schnitt gegeben und der Verdau fand 10 min bei 37°C in einer feuch-
ten Kammer statt. Nach zwei Waschschritten mit 1xPBS wurden die Schnitte mittels einer auf-
steigenden Ethanolreihe (70%, 96% und 100%, je 1 min) dehydriert. Optional wurde eine Inku-
bation mit 0,3% Wasserstoffperoxid (H2O, in Methanol) durchgefuhrt, um die endogene AP-
Aktivitat zu senken. AnschlieBend wurden die Schnitte ca. 15 min bei RT getrocknet und min-
destens 30 min bei 55°C pra-hybridisiert; als Pra-Hybridisierungs-Puffer wurde der
1xHybridisierung-Puffer mit 4,3% Lachshoden-DNA verwendet. Fur die Hybridisierung der DIG-
Sonden wurden diese bei 94°C denaturiert und die Konzentration entsprechend Tab. 6 mit 1x
Hybridisierungs-Puffer eingestellt. Je 100 ul des Puffers mit Sonde wurden auf den Schnitt ge-
geben und 1hhybridisiert. Die optimale Hybridisierungs-Temperatur liegt 30°C unter der jeweili-
gen spezifischen RNA-Schmelztemperatur (RNA-Tm). Anschlieend wurden die Schnitte mit
einer absteigenden Konzentrationsreihe von SSC bei 55°C gewaschen (je 5 min zweimal
1xSSC, zweimal 0,2xSSC und dreimal 0,1xSSC); der letzte Waschschritt erfolgte bei RT. Da-
nach wurden die Schnitte mit 1xPBT gewaschen und 30 min bei RT in einer feuchten Kammer
geblockt. Die folgende Antikorper-Inkubation mit der Anti-DIG-Alkalischen Phosphatase erfolgte
ebenfalls in einer feuchten Kammer bei RT fur 1h. Vor der Inkubation in der NBT-BCIP Sub-
startlésung wurden die Schnitte dreimal 3 min mit 1xPBS-T gewaschen.

Die Detektion wurde bei RT lichtgeschitzt durchgefiihrt und dauerte 2-14h. Die Reaktion wurde
zunachst mit KTBT-Puffer und anschlieRend mit kaltem Wasser gestoppt. Als positiv Kontrollen
dienten U6 und miR-126 und als negativ Kontrollen die scrambled-Sonde sowie das Weglassen

von Sonde oder Antikdrper.
54



2 Material und Methoden

2.2.7.3 Gegenfarbung und Auswertung

Zur besseren Darstellung der Gewebekompartimente und Differenzierung zwischen Signal und
Hintergrund wurden die Schnitte mit 0,01% Eosin gegengefarbt. Dazu wurden die vorher in
Wasser befindlichen Schnitte ca. 1 min in 0,01% Eosin inkubiert, mit einer aufsteigenden Etha-
nolreihe dehydriert (70%, 90% und 100%) und zuletzt in Xylol fixiert. Die Schnitte auf den Ob-
jekttragern wurden darauf mit Eukitt eigedeckelt und getrocknet. Die Auswertung erfolgte am
Mikroskop und anhand eingescannter Bilder durch den MIRAX Scanner. Die histologischen
Befunde wurden mit Hilfe der Pathologen Frau Dr. Ute Bach und Herrn Dr. Matthias Rinke er-

hoben.
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3 Ergebnisse

3.1 Pathologische und klinisch-chemische Befunde

Die histopathologischen Befunde wurden von Frau Dr. Katrin Gutberlet und von Frau Dr. Anna-
Lena Frisk (Tox-Pathologie, Bayer Pharma AG) erhoben. Die Messung der Blut- und Harnpa-
rameter erfolgte durch die Mitarbeiter der Bayer Pharma AG im Labor Metabolic Profiling and

Clinical Pathology von Herrn Dr. Bjorn Riefke.

3.1.1 Cisplatin Studie
Han Wistar Ratten wurden einmalig mit O (Kontrolle), 1 mg/kg oder 3 mg/kg Cisplatin (Cp) be-
handelt und nach 3, 5, 8 und 26 Tagen seziert. Histopathologisch konnten wie erwartet Degene-

ration, Nekrose und Regeneration der proximalen Nierentubuli gesehen werden.

Frihe, dosisabhangige degenerative Veranderungen (kondensiertes Zytoplasma und tubuléare
Vakuolisierung) traten im Bereich der proximalen Tubuli am Tag 3 auf (Abb. 12B). Am Tag 5
war in diesem Bereich eine minimale bis moderate Nekrose in beiden Dosis-Gruppen festzustel-
len. Die Nekrose war maximal am Tag 8 (Abb. 12C), an dem in den hoch dosierten Tieren mas-
sive Nekrose und granulierte Harnzylinder auftraten; 26 Tage nach der Cp-Behandlung waren
keine nekrotischen Veranderungen sichtbar. Die Regeneration setzte ab Tag 5 ein, war am Tag
8 am starksten und am Tag 26 moderat; parallel dazu waren auch hyaline Harnzylinder sich-
tbar. Eine dosisabhangige, minimal bis moderate Inflammation war ab Tag 5 zu sehen, zu der,
am Tag 26, in den hoch dosierten Tieren moderate Zeichen einer chronischen Inflammation

hinzukamen. Alle histologischen Befunde sind in der Anhang-Tab. 1 zusammengefasst.
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Abbildung 12 Hlstopathologlsche Ergebnisse der Nieren nach Cisplatin Verabrelchung Reprasentatlve H&E
gefarbte FFPE Nierenschnitte von Kontrollratten (A), von Ratten 3 Tage (B) und 8 Tage (C) nach einer Injektion von 3
mg/kg Cp. VergroRerung: 20x. Weilker Pfeil: leichte tubulare Degeneration, schwarzer Pfeil: minimale tubulare Nek-
rose, grauer Pfeil: leichte Regeneration; Stern: ausgepragte Mineralisation

Weiterhin werden hier vier etablierte Nierenfunktionsparameter reprasentativ dargestellt: Stick-
stoffgehalt im Blut (blood urea nitrogen, BUN), Serum Creatinin (sCrea), Urin Glukose (uGlu)
und Urin Gesamt Protein (urinary total trotein, uTP). Messungen im Blut und im Urin wurden an
einem zusatzlichen Zeitpunkt (Tag 15), zu dem es keine korrespondierenden histopathologi-

schen Befunde gibt, durchgefiihrt. Im Folgenden wird das Verhaltnis des Parameters zur jewei-
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ligen entsprechenden Kontrollgruppe pro Zeitpunkt beschrieben. Keiner der vier Parameter
zeigte nach der 1 mg/kg Cp Behandlung einen Anstieg an. Im Serum von Ratten die mit 3
mg/kg Cp behandelt wurden, waren BUN und sCrea am Tag 5 leicht (2- und 1,6-fach) und, dem

Nekrose-Maximum entsprechend, am Tag 8 (8,4- und 3,9-fach) starker erhoht.
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Abbildung 13 Ergebnisse etablierter Nephrotoxizitits Biomarker nach Cisplatin Verabreichung. Blut-Harnstoff-
Stickstoff, BUN (A) und Serum Creatinin, sCrea (B) wurden im Blut und Glukose (C) und die Gesamt-Proteinmenge,
uTP (D) im Urin gemessen. Urinparameter wurden mit dem Creatiningehalt im Urin (uCrea) normalisiert. Dargestellt
ist der arithmetische Mittelwert (n=6-12) mit Standardabweichung pro Dosisgruppe und Zeitpunkt. Die statistische
Signifikanz wurde mittels ANOVA und anschlielendem Dunnett's Test, bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe, pro
Zeitpunkt ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ktrl: Kontrolle.

An den Tagen 15 und 26 war kein Unterschied zu den Kontrollen feststellbar (Abb. 13A und B).
Die Glukose Menge im Urin stieg am Tag 3 leicht an (1,5-fach), war am Tag 5 maximal (76,6-
fach) und sank am Tag 8 (2,7-fach), sodass am Tag 15 und 26 Kontrolllevel erreicht wurden
(Abb. 13C). uTP stieg am Tag 5 3,3-fach an, wahrend an allen anderen Tagen die Menge gleich

der Menge im Urin von Kontrollratten war (Abb. 13D).

3.1.2 Glomerulonephritis Studie
Wistar Kyoto (WKY) und Sprague Dawley (SD) Ratten wurden einmalig mit unterschiedlichen
Dosen an nephrotoxischem Serum (NTS) behandelt und nach 14 Tagen wurden die Nieren his-
topathologisch untersucht. Bei allen Tieren wurde histologisch eine Glomerulonephritis diagnos-
tiziert.
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Kpifolle w1 IS5 Ay
Abbildung 14 Histopathologische Ergebnisse der Nieren nach Verabreichung von nephrotoxischem Serum
(NTS). Reprasentative H&E gefarbte FFPE Nierenschnitte von Wistar Kyoto Ratten. A) Kontrolle, B) 14 Tage nach

Injektion von 5 mi/kg NTS. MaRstabsleiste, 50 um. WeilRer Pfeil: erh6hte Menge eosinophiler glomerularer Matrix,
schwarzer Pfeil: Hyperplasie der Bowman Kapsel

W

Nach NTS-Behandlung zeigten alle WKY Ratten Zeichen der Glomerulinephritis: eine erhdhte
Anzahl an Zellen im Glomerulus, Anstieg der Menge an extrazellularer Matrix und Hyperplasien
des Bowman‘schen Kaplesepithels (Abb. 14B); bei allen Befunden erhdhte sich der Schwere-
grad dosisabhangig, von minimal bis moderat. Zusatzlich konnte eine minimale bis moderate
Degeneration und Regeneration der Tubuli festgestellt werden. Bei Tieren mit minimalen bis
leichten tubularen Veranderungen trat der Schaden im gewundenen Segment 2 sowie im gera-
den Segment 3 (pars recta) der proximalen Tubuli auf; bei héher gradigen Schaden war eine
Differenzierung der geschadigten Tubuli nicht mehr moglich. Die SD Ratten zeigten vergleich-
bare Befunde, jedoch war der glomerulare Schaden durchschnittlich schwacher, wahrend der
tubulare Schaden und die Varianz in den Dosisgruppen héher waren.

In keinem Tier wurden die Glomerulonephritis-typischen Halbmondformationen gesehen. Eine
tabellarische Zusammenfassung der histologischen Befunde ist im Anhang zu finden (Anhang-
Tab. 2).

Die etablierten Biomarker BUN und sCrea waren weder in WKY noch in SD Ratten nach NTS
Behandlung erhoht (Abb. 15A und B). Die WKY Ratten zeigten im Urin einen minimalen Anstieg
von Glukose nach Behandlung mit 5 ml/kg NTS (2,4-fach am Tag 8 und 1,7-fach am Tag 14),
wahrend bei den SD Ratten am Tag 8 ein signifikanter 1,8-facher Anstieg gemessen wurde
(Abb. 15C). Im Vergleich zur Cp-Behandlung war der Anstieg des Glukoselevels deutlich gerin-
ger. Die Gesamt-Proteinmenge im Urin war in beiden Rattenstdmmen nach NTS-Gabe stark
erhéht. Der Anstieg von uTP war dosisabhangig, 8 Tage nach Behandlung jeweils héher als
nach 14 Tagen, durchschnittlich hdher bei den WKY als bei den SD Ratten und insgesamt hé-
her als bei der Cp-Behandlung (Abb. 15D).
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Abbildung 15 Ergebnisse etablierter Nephrotoxizitits-Biomarker nach Verabreichung von nephrotoxischem
Serum (NTS). Blut-Harnstoff-Stickstoff, BUN (A) und Serum Creatinin, sCrea (B) wurden im Blut und Glukose (C)
und die Gesamt- Proteinmenge, uTP (D) wurden im Urin gemessen. Urinparameter wurden mit dem Creatiningehalt
im Urin normalisiert. Dargestellt ist der arithmetische Mittelwert (WKY n=3-5, SD n=6) mit Standardabweichung pro
Dosisgruppe und Zeitpunkt. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA und anschlieRendem Dunnett’s Test
bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe pro Zeitpunkt ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ktrl: Kontrolle; WKY:
Wistar Kyoto Ratten; SD: Sprague Dawley Ratten.

3.1.3 Methapyrilen Studie

Han Wistar Ratten wurden zwei Wochen taglich mit 0 (Kontrolle), 30 mg/kg oder 80 mg/kg Me-
thapyrilen (MPy) behandelt und nach 4, 8, und 15 Tagen seziert. Zusatzlich wurde eine Gruppe
10 Tage nach Behandlungsende (entspricht Tag 24) seziert. Histologisch konnten die MPy-

typische hepatozellulare Nekrose und eine erhdhte Anzahl an Mitosen beobachtet werden.

Die Nekrose im periportalen Bereich war in den niedrig dosierten Ratten nach 4 und 8 Tagen
jeweils minimal in einem von 6 Tieren, und nach 15 Tagen in 5 von 6 Tieren; am Tag 24 war
keine mehr zu sehen. Alle mit 80 mg/kg MPy behandelten Ratten zeigten nach 4 Tagen mini-
male bis leichte Nekrose, die nach zweiwdchiger Behandlung maximal war (Tag 15, leicht bis
moderat). Diese war nach zehntagiger behandlungsfreier Phase, entspricht Tag 24, nur noch in
einem Tier als minimal detektierbar. Ein vergleichbarer zeitlicher und dosisabhangiger Verlauf
wurde fur die histopathologischen Befunde Vakuolisierung im periportalen Bereich, portale mo-
nonuklare Inflammation und Gallengangs-Hyperplasie festgestellt. Letztere war im Zusammen-
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hang mit portalen Pigmentablagerungen nach der behandlungsfreien Phase in allen 30 mg/kg
MPy dosierten Tieren minimal und in allen 80 mg/kg MPy dosierten Tieren minimal bis leicht
sichtbar. Eine erhéhte Anzahl an mitotischen Zellen konnten in den niedrig dosierten Ratten
nach viertagiger Behandlung in einem Tier festgestellt werden. In den hdher dosierten Gruppen
nahm die Anzahl der Tiere mit erhdhten Mitosen Uber die Zeit zu; am Tag 15 war in allen Tieren
eine minimal bis moderat erhdhte Mitoseanzahl vorhanden. Am Tag 24 wurde nur noch in ei-
nem Tier eine minimal erhdhte Anzahl an Mitosen gefunden(Anhang-Tab. 3). In der Niere traten

keine behandlungsabhangigen Veranderungen auf.

Die Aktivitatsmessungen von in der Leber exprimierten Transaminasen im Serum (Alaninami-
notransferase, ALT; Aspartataminotransferase, AST) sind etablierte Hepatotoxizitats-Parameter.
Beide waren im Serum von 30 mg/kg MPy-behandelten Ratten kaum verandert. In den hoéher
dosierten Ratten wurde ein signifikanter Anstieg an den Tagen 4, 8 und 15 gemessen (maximal
am Tag 4: 2,7-fach ALT und 2,4-fach AST). Nach der behandlungsfreien Phase war kein Unter-
schied zu den Kontrollratten zu sehen (Abb. 16A und B).

A) Alaninaminotransferase B) Aspartataminotransferase
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Abbildung 16 Ergebnisse etablierter Hepatotoxizitats Biomarker nach Methapyrilen (MPy) Verabreichung.
Alaninaminotransferase, ALT (A) und Aspartataminotransferase, AST (B) wurden im Serum gemessen. Dargestellt ist
der arithmetische Mittelwert (n=6-12) mit Standardabweichung pro Dosisgruppe und Zeitpunkt. Die statistische Signi-
fikanz wurde mittels ANOVA und anschlieBendem Dunnett's Test bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe pro Zeit-
punkt ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ktrl: Kontrolle

3.2 Neue Proteinbiomarker fiir Nephrotoxizitat

Neben den oben beschriebenen etablierteen toxikologischen Endpunkten gibt es in neuester
Zeit charakterisierte Biomarker (BM) im Urin zur Bestimmung der Nierenschadigung in Ratten.
Diese werden haufig mit einer der folgenden zwei Plattformen gemessen: der elektro-
chemilumineszenz-basierten Plattform von Mesoscale Discovery (MSD) oder der bead- bzw.
Durchflusszytometrie-basierten Plattform von Luminex (LMX). Die MSD und LMX Plattformen
ermdglichen beide die Messung bereits qualifizierter, wie auch explorativer BM. Da beide Platt-

formen parallel genutzt werden, und eine Ubereinstimmung der Ergebnisse sowie plattform-
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unabhéangige Basallevel noch nicht untersucht wurden, werden im Folgenden, zusétzlich zu der
Beschreibung der jeweiligen Messergebnisse, auch die Plattformen verglichen.

Die Messungen mit LMX wurden von Mitarbeitern der Bayer Pharma AG im Labor von Herrn Dr.
Bjorn Riefke durchgefuhrt.

3.2.1 Messung neuer Proteinbiomarker fiir Nephrotoxizitat inklusive Methodenvergleich
Die Ubersicht aller gemessenen BM ist in Tab. 25 abgebildet. Aus dieser geht hervor, dass drei
BM, Kidney injury molecule 1 (KIM-1), Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) und
Osteopontion (OPN), mit beiden Plattformen und in beiden Nephrotoxizitats-Studien (Cp und
NTS) gemessen wurden; diese bilden deshalb die Grundlage des direkten Vergleichs. Ergan-
zend wurden die Ergebnisse von Clusterin (CLU), Glutathion-S-Trasnferase a (aGST) und (-2-
Microglobulin (2M) verglichen, welche mit beiden Plattformen in jeweils nur einer der Studien
gemessen wurden. Die tbrigen BM Ergebnisse werden ebenfalls kurz beschrieben.

Zwischen den Plattformen werden die gemessenen Konzentrationen und die behandlungsbe-
dingten Veranderungen (Anstieg bzw. Abnahme im Verhaltnis zur Kontrolle) sowie Korrelation
und Ubereinstimmung zwischen den Konzentrationen verglichen. Die Korrelation wurde mittels
Korrelationsgerade und Korrelationskoeffizient (R?) gemessen, wobei ein R? von 1 eine
100%ige Korrelation darstellt. Die Ubereinstimmungsgrenzen (limits oft agreement, LoA) wur-
den mit Hilfe von Bland-Altman-Diagrammen bestimmt, dabei stellt ein LoA-Wert von Null eine

100%ige Ubereinstimmung dar.

Tabelle 25 Ubersicht der gemessenen Biomarker pro Plattform und Studie. # qualifiziert fiir den Einsatz in prak-
linischen Rattenstudien zur Nephrotoxizitats-Bestimmung; a) nur mit einer Plattform gemessen; b) mit beiden Platt-
formen nur in der jeweiligen Studie gemessen; alphabetische Rheinfolge; MSD: Mesoscale, LMX: Luminex, Cp: Cisp-
latin Studie, NTS: Studie mit nephrotoxischem Serum.

ALB* cALB  cU*  cys¢® GSTY KIM-1* NGAL OPN RPA-1* TIMP-1 VEGF aGST p2M*
MSD v v v v v v v v v
LMX v v v v v v v v v v
o Vv v v v v v v v v v v v ve
NTS Vv v v? v v v v v v v vP

Die KIM-1 Ergebnisse beider Plattformen zeigten eine starke Korrelation (R? 0,83) und einen
sehr kleinen LoA-Wert von 0,06 (Tab. 26). Die gemessenen Konzentrationen waren nahezu
gleich. Im Urin von Wistar Ratten, denen Cp verabreicht wurde, wurde ein signifikanter KIM-1
Anstieg 3, 5 und 8 Tage nach der Verabreichung von 1 oder 3 mg/kg Cp gemessen. Nach 15
und 26 Tagen war zwar ein signifikanter, jedoch nur noch sehr kleiner Anstieg messbar (Abb.
17A und B). Im Urin von WKY und SD Ratten, denen NTS verabreicht wurde, war KIM-1 8 und
14 Tage nach der Verabreichung von 5 ml/kg NTS erhoht. Die Behandlung mit kleineren NTS-
Dosen fuhrte zu keinem signifikanten Anstieg (Abb. 18A und B). Beim Vergleich der beiden

Studien wurden ca. 6-fach hohere KIM-1 Konzentrationen im Urin von NTS-behandelten Ratten
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gemessen als im Urin von Cp-behandelten. Der relative Anstieg, d.h. das Verhaltnis zwischen
einer Behandlungsgruppe zur jeweiligen Kontrollgruppe pro Zeitpunkt, war ebenfalls héher
(Tab. 27 und 28).
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Abbildung 17 Ergebnisse drei neuer Nephrotoxizitiats-Biomarker nach Cisplatin (Cp) Verabreichung, gemes-
sen mit zwei unabhdngigen Plattformen. KIM-1 (A, B), NGAL (C, D) und OPN (E, F) wurden im Urin gemessen
und auf den Creatiningehalt im Urin normiert. Dargestellt ist der Messwert jedes Tieres (Zuordnung der Formen s.
Legende) mit dem arithmetischen Mittelwert (Querstrich, n=6-12) pro Dosisgruppe und Zeitpunkt. Die statistische
Signifikanz wurde mittels ANOVA und anschlieBendem Dunnett’s Test bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe pro
Zeitpunkt ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ktrl: Kontrolle.
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Abbildung 18 Ergebnisse drei neuer Nephrotoxizitats-Biomarker nach Verabreichung von nephrotoxischem
Serum (NTS), gemessen mit zwei unabhéangigen Plattformen. KIM-1 (A, B), NGAL (C, D) und OPN (E, F) wurden
im Urin gemessen und auf den Creatiningehalt im Urin normiert. Dargestellt ist der Messwert jedes Tieres (Zuord-
nung der Formen s. Legende) mit dem arithmetischen Mittelwert (Querstrich, WKY n=3-5, SD n=6-12) pro Dosisg-
ruppe und Zeitpunkt. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA und anschlieRendem Dunnett’'s Test bezogen
auf die jeweilige Kontrollgruppe pro Zeitpunkt ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ktrl: Kontrolle, WKY: Wistar
Kyoto, SD: Sprague Dawley.
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Abbildung 19 Ergebnisse drei neuer Nephrotoxizitats-Biomarker nach Verabreichung von Cisplatin (Cp) oder
nephrotoxischem Serum (NTS), jeweils gemessen mit zwei unabhéangigen Plattformen. a GST(A, B), CLU (C,
D) aus der Cp Studie und 2M (E, F) aus der NTS Studie wurden im Urin gemessen und auf den Creatiningehalt im
Urin normiert. Dargestellt ist der Messwert jedes Tieres (Zuordnung der Formen s. Legende) mit dem arithmetischen
Mittelwert (Querstrich, Cp n=6-12, NTS WKY n=3-5, NTS SD n=6-12) pro Dosisgruppe und Zeitpunkt. Die statistische
Signifikanz wurde mittels ANOVA und anschlieRendem Dunnett’s Test bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe pro
Zeitpunkt ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ktrl: Kontrolle, WKY: Wistar Kyoto, SD: Sprague Dawley.
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Die NGAL Messung mit den zwei Plattformen lieferte relativ unterschiedliche Ergebnisse bzgl.
der absoluten Konzentration, mit einer mittleren Korrelation von nur R? 0,67 und einem entspre-
chend groRen LoA-Wert (338) (Tab. 26). Mit der LMX-Plattform waren die gemessenen Kon-
zentrationen 6-10x héher und zeigten mehrere Ausreil3er in der Cp Studie (Abb. 17C und D).
Der relative Anstieg war jedoch vergleichbar. Mittels MSD Plattform wurde ein signifikanter
NGAL Anstieg im Urin 3, 5, 8, 15 und 26 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp gemes-
sen, der maximal war am Tag 8 (3-fach). Die niedrigere Dosis von 1 mg/kg Cp fihrte zu keinem
signifikanten Anstieg. Die Verabreichung von 5 ml/kg NTS flhrte 8 und 14 Tage spater bei WKY
und SD Ratten zu einem signifikanten NGAL-Anstieg im Urin, der mittels beider Plattformen die
gleiche relative Hohe hatte (Abb. 18C und D). Dieser war maximal am Tag 8 (Tab. 28) und bei
WKY Ratten auch nach einer Verabreichung von 2,5 ml/kg NTS zu sehen. Niedrigere NTS Do-
sen flhrten zu keinem NGAL-Anstieg. Neben dem héheren Anstieg am Tag 8, zeigten Ratten,
denen NTS verabreicht wurde, héhere NGAL Konzentrationen im Vergleich zu Ratten, denen

Cp verabreicht wurde.

Bei der OPN Messungen war die Korrelation zwischen der MSD und LMX Plattform (R? 0,52)
gering. Die Konzentrationen und der, aus den jeweiligen Plattformergebnissen errechnete, rela-
tive Anstieg waren bei der Cp Studie vergleichbar, bei der NTS Studie hingegen nicht (Tab. 27
und 28). OPN stieg 5 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp im Urin signifikant an, war
8 Tage spater maximal und 15 und 26 Tage spater immer noch signifikant erhéht (Abb. 17E und
F). Die Verabreichung von 1 mg/kg Cp fuhrte zu keinem signifikanten OPN-Anstieg im Urin. 8
und 14 Tage nach der Verabreichung vom 5 mi/kg NTS wurde im Urin von WKY und SD Ratten
ein OPN-Anstieg gemessen. Dieser war bei WKY im Vergleich zu SD Ratten am Tag 8 hoéher
und nur bei WKY Ratten signifikant (Tab. 28). Ein Vergleich der NTS- mit den Cp-behandelten
Ratten lie einen héheren relativen Anstieg am Tag 8 und insgesamt hohere OPN Konzentra-

tionen in den NTS-behandelten Ratten erkennen.

Tabelle 26 Statistischer Vergleich der Messmethoden. Die Ubereinstimmung der absoluten Proteinbiomarker
Konzentrationen gemessen mit beiden Plattformen (MesoScale Discovery und Luminex) wurde mittels Korrelation
(Korrelationskoeffizeint R?) und Bland-Altman-Methode (Ubereinstimmungsgrenzen, limits oft agreemnt, LoA) be-
stimmt. b) mit beiden Plattformen in jeweils nur einer Studie gemessen

BM KIM-1 NGAL OPN CLU° aGST® g2M®
R? 0,83 0,67 0,52 0,86 0,83 0,61
LoA 0,06 338 -0,28 89,8 111 405994

Die aGST Ergebnisse beider Plattformen, wie oben beschrieben nur auf der Cp Studie basie-
rend, zeigten eine starke Korrelation (R? 0,83) und einen gro3en LoA-Wert von 111 (Tab. 26).
Die gemessenen Konzentrationen waren ca. 4-fach héher mit LMX, die errechneten Verhaltnis-
se zu den Kontrollen jedoch relativ vergleichbar. Ein signifikanter aGST Anstieg im Urin wurde 3

und 5 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp gemessen. Am Tag 5 war der Anstieg ma-
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ximal (50- MSD, 290-fach LMX), am folgenden Zeitpunkt, Tag 8, jedoch wesentlich kleiner (Tab.
27) und an den Tagen 15 und 26 sowie im Urin Cp niedrig dosierter Ratten nicht nachweisbar
(Abb. 19A und B). Die LMX Messung von aGST im Urin aus der GN Studie zeigte einen Anstieg
8 und 14 Tage nach der Verabreichung von 5 ml/kg NTS an WKY Ratten, bei SD Ratten aber
nur am Tag 8 (Tab. 28).

Tabelle 27 Neue Nephrotoxizitats-Biomarker nach Cisplatin (Cp) Verabreichung. Proteinbiomarker wurden
mittels der Mesoscale Discovery (MSD) oder Luminex (LMX) Plattform 3, 5, 8, 15 und 26 Tage nach einmaliger Ver-
abreichung von 0 (Kontrolle), 1 und 3 mg/kg Cp im Urin von Wistar Ratten gemessen. Die Konzentrationen wurden
auf den Urin Creatiningehalt normalisiert. Pro Dosis- und Zeitpunkgruppe wurde der arithmetische Mittelwert gebildet
(n=6) und das Verhaltnis zwischen Behandelt und Kontrolle pro Zeitpunkt berechnet. Die statistische Signifikanz
wurde durch ANOVA und anschlieendem Dunnett's Test ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Cp: 1 mg/kg Cp: 3 mg/kg

Tag 3 5 8 15 26 3 5 8 15 26
aGST MSD 2,2* 2,7 1,2 -14 -1,1 4,8** 493** 28 -1,2 -1.1

LMX -1,1 1,9 1,6 1,4 -1,1 3,1 2942** 29** 15 1,03
Clu MsD 1,3 1,9 3.1 1,1 1,0 1,2 13,4** 154** 3,6* 1,9*

LMX 1,1 1,5 28 -11 -1,2 1,0 23,3** 19,8*** 2,3~ 1,4
KIM-1 MsD 7,0 59* 96 1,9 1,9 9,1***  26,7** 32,8** 91** 22™*

LMX 84** 95 11,9 -1,0 1,1 10,6*** 52,2** 450 7,5%* 11
NGAL MSD 1,1 1,2 1,6 1,3 1,2 1,3* 1,8**  31** 1,9* 1,6

LMxX 1,0 1,3 1,1 -1.1 -1,1 -1,2 21%* 24 13 1,3*
OPN MSD 1,1 1,2 16 24 2,2 1,4 24~ 6,8*** 7,2** 4,3**

LMX -1,1 1,2 1,5 1,3 1,2 1,2 1,7* 4,6 43** 28"
ALB MsD 1,3 1,7 1,5 20" 16 1,9 62,7 6,4™™ 16™™ -1,2
GST-Y MSD 1,2 1,6 28 -15 1,3 1,5 2,1** 2,4 -1,3 -1,2
RPA-1 MSD -1,7* 1,3 1,6 -1,3 -1,2 -1,2 3,4* 47  20** 1,6
B2M LMx 1,1 -1,2 1,1 13 -1,5 1,0 1,9* 1,2 1,5 1,5
CALB | MX -1,2 -1,2* 1,0 0,9 1,0 -1,1 -1,4% 7 1,3 1,3
CysC Lmx 1,0 1,0 1,2 1,0 -1,2 1,3 24** 18" 1,2 1,0
TIMP-1 | MX 1,6 2,1 2,5 1,8 -2,0 -1,3 30,8*** 17 1,7 -1,3
VEGF | mMx 1,0 1,3 1,2 1.1 -1,7 1,3* 2,3** 17" -1,3 -1,7

Die Messergebnisse beider Plattformen flir CLU, ebenfalls nur auf den Proben der Cp Studie
basierend, weisen eine starke Korrelation (R? 0,86) und einen hohen LoA-Wert (89,8) auf (Tab.
26). Die mittels LMX gemessenen Konzentrationen waren ca. 60-fach hoher als die mit MSD,
wahrend der jeweilige relative Anstieg vergleichbar war. Nach der Verabreichung von 3 mg/kg
Cp wurde nach 5, 8 und 15 Tagen ein signifikanter CLU Anstieg gemessen (Abb. 19 C und D).
Nach 26 Tagen war nur ein geringer Anstieg detektierbar. Die niedrigere Cp Dosis von 1 mg/kg
fuhrte zu keinem CLU Anstieg im Urin. Die CLU Messung mittels LMX im Urin von NTS behan-
delten Ratten ergab einen dosisabhangigen Anstieg nach 8 und 14 Tagen, der nur in der héch-
sten Dosisgruppe von 5 ml’kg NTS in WKY Ratten signifikant war (Tab. 28: 1.230-fach am Tag
8 und 349-fach am Tag 14). Der CLU Anstieg im Urin nach NTS Verabreichung war somit héher

als nach Cp Verabreichung.
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Der Plattformvergleich fur f2M basierte auf Daten, die aus der NTS Studie gewonnen wurden.
Die MSD und LMX Messergebnisse hatten eine mittlere Korrelation (R? 0,61) und einen extrem
grol3 LoA-Wert (405994). Mit LMX wurden 12.000-fach hdhere absolute Konzentrationen ge-
messen als mit MSD. Der relative Anstieg, der sich aus diesen unterschiedlichen MSD und LMX
Konzentrationen errechnete, war jedoch vergleichbar. In WKY Ratten fiihrte die Verabreichung
von NTS zu einem dosisabhangigen 2M Anstieg im Urin (Abb. 19E und F). Dieser war maxi-
mal und signifikant 8 sowie 14 Tage nach der Gabe der héchsten Dosis von 5 mi/kg NTS (Tab.
28: ca. 120-fach). Bei SD Ratten wurde 8 oder 14 Tage nach der Verabreichung von 1 mi/kg
NTS kein B2M Anstieg im Urin gemessen, wahrend 5 ml/kg NTS zu einem deutlichen und signi-
fikanten Anstieg fihrten. Die Messung mittels MSD war am Tag 8 maximal und mittels LMX am
Tag 14 (Tab. 28, SD). Im Urin von Cp behandelten Ratten konnte nur 5 Tage nach der Verab-

reichung von 3 mg/kg Cp ein signifikanter 1,9-facher Anstieg mittels MSD gemessen werden.

Tabelle 28 Neue Nephrotoxizitdts-Biomarker nach Verabreichung von nephrotoxischen Serum (NTS). Protein-
biomarker wurden mittels Mesoscale Discovery (MSD) oder Luminex (LMX) Plattform 4 und 8 Tage nach einmaliger
Verabreichung von 0 (Kontrolle), 1 bzw. 1,5, 2,5 und 5 ml/kg NTS im Urin von WKY und SD Ratten gemessen. Die
Konzentrationen wurden auf den Urin Creatiningehalt normalisiert. Pro Dosis- und Zeitpunkgruppe wurde der arith-
metische Mittelwert gebildet (WKY n=3-5, SD n=6) und das Verhaltnis zwischen Behandelt und Kontrolle pro Zeit-
punkt berechnet. Die statistische Signifikanz wurde durch ANOVA und anschlieRendem Dunnett’'s Test oder t-Test (t)
ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Fehlende Werte mangels nicht mehr vorhandenem Probenmaterial sind mit -
/- gekennzeichnet. WKY: Wistar Kyoto, SD: Sprague Dawley.

WKY SD
NTS: 1ml/kg 2.5ml/kg 5mi/kg 1.5ml/kg 5mil/kg
Tag 8 14 8 14 8 14 8 14 8 14
KIM-1 MSD 1,2*t 1,5 -/- 8,1** -/- 20,3 | 1,3 1,2 51* 14>
LMX 1,2 0,9 73 6,6 200" 19,6 | 24 1,3 50,9* 12,5*
NGAL MSD 2,1*t 2,2 -/- 7,6%** -/- 12,2*** 1 1,2 13 10,6 5,6***
LMX 1,1 24 43 5,3*** 12** 92" | 3,8 44 6,7 6,3*
OPN MSD 5,7 ***t 5 -/- 6,9 -/- 17,5 54 33 90,7 204*
LMX 0,7 1,9 1.2 1,5 29,7* 4,8 21 2 95 3,3
B2M MSD 4,5%t 1,8 -/- 58,9*** -/- 120*** | 1,1 1,3 72,7 32,6***
LMX 6,5 2,7 41 88,1 121™* 119" | 1.1 1 384*™ 655
ALB  MsD 353**t 201 -/- 4204 ** -/- 2836* (99,8 105 3216**t -/-
CLU mx 1,5 2 237 55,4 1230***  349** 2 15 472 136
CysC LMX 1,2 1,3 15™* 56** 314** 82" | 14 12 99" 4,3*
aGST | mx 1,7 1 46 1,9 19,2** 3,8 | 3,7 19 83" 0,7
TIMP-1 L mx 2,3 1,5 111 46,1 549** 58,1 32 1,2 343" 2,8
VEGF | mx 1,8 1,1 44 21 8,3 35 | 21 13 37* 1,5*
CALB LMX 0,8 1,2 09 1 1,1 1,4 ‘ 1,3 13 0,8 1,2

Im Folgenden werden die Ergebnisse flr Albumin (ALB), Calbindin (CALB), Cystatin C (CysC),
Tissue inhibitor of metalloproteinases 1 (TIMP-1) und Vascular endothelial growth factor (VEGF)
beschrieben (s. Tab. 27 und 28). Diese BM wurden mit je nur einer der Plattformen, aber in bei-
den Studien gemessen, d.h. sie ermdglichen keinen Plattformvergleich, sondern nur einen Ver-

gleich zwischen den zwei Nephrotoxizitats Modellen.

67



3 Ergebnisse

Der ALB Anstieg im Urin nach Cp Gabe war dosisabhangig, jedoch nur nach der héchsten Do-
sis von 3 mg/kg Cp deutlich. Das Maximum stellt der 62,7-fache Anstieg am Tag 5 dar. Im Urin
von Ratten 8 oder 14 Tage nach NTS Gabe war ALB in so gro3en Mengen vorhanden, dass es
mittels LMX nicht gemessen werden konnte. Mittels MSD konnte in den restlichen Proben ein
extremer, Uber 1.000-facher Anstieg detektiert werden.

Die CALB Menge im Urin von Cp-behandelten Ratten war leicht verringert. Nach NTS Gabe
wurden keine CALB Unterschiede zum Kontrollurin gemessen.

CysC war nur nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp am Tag 5 und 8 leicht erhéht. Nach
NTS-Verabreichung konnte ein dosisabhangiger CysC Anstieg im Urin gemessen werden. Nach
8 Tagen war dieser hoher als nach 14 Tagen und maximal bei den WKY Ratten.

Ein nicht signifikanter Anstieg von TIMP-1 wurde im Urin von Ratten nach der Verabreichung
von 1 mg/kg Cp gemessen. 5 und 8 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp war der
Anstieg deutlich und signifikant. Ein dosisabhangiger TIMP-1 Anstieg im Urin nach NTS Verab-
reichung wurde an beiden Zeitpunkten gemessen; dieser war 8 Tage nach der Verabreichung
von 5 ml/kg NTS maximal und héher bei WKY als bei SD Ratten.

Ein ca. 2-facher VEGF Anstieg im Urin wurde nur 5 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg
Cp gemessen, wahrend der VEGF Anstieg nach NTS etwas hoher und dosisabhangig war.
Glutathion-S-Transferase Y1 (GSTY1) und Renal papillary antigen 1 (RPA-1) wurden nur in der
Cp Studie gemessen. Ein leichter GSTY1 Anstieg wurde 5 Tage nach der Verabreichung von 3
mg/kg Cp detektiert. RPA-1 war ebenso nur nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp im Urin
leicht erhdht (Tab. 27).

Zusammenfassend zeigte der Plattformvergleich zwischen MSD und LMX fir die sechs Pro-
teinbiomarker eine durchschnittlich mittlere Korrelation bezlglich der gemessenen absoluten
Konzentrationen. AuRer fiir KIM-1 und OPN war die Ubereinstimmung sehr gering, d.h. der
LoA-Wert deutlich gréRer Null. Des Weiteren, KIM-1 und OPN ausgenommen, detektierte die
LMX Plattform stets hohere Konzentrationen als MSD. Trotz der zum Teil geringen Korrelatio-
nen zwischen den absolut gemessenen Konzentrationen konnten beide Plattformen vergleich-
bar erhdhte relative Mengen der BM im Urin nach Nierenschadigung messen.

Mit der Messung dieser neueren BM konnte eine Cp-induzierte Nierenschadigung schon nach 1
mg/kg Cp durch einen KIM-1 Anstieg im Urin nachgewiesen werden. Nach Behandlung mit 3
mg/kg Cp ergab sich die frihest-mdgliche Detektion, d.h. am Tag 3, durch aGST und KIM-1.
Der maximale Anstieg wurde fir die restlichen BM 5 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg
Cp gemessen. NTS-induzierte Nierenschadigung fuhrte zum drastischen ALB Anstieg im Urin.
AuBer CALB waren alle Biomarker nach NTS Verabreichung erhdht und das haufig starker in
WKY als in SD Ratten sowie starker als am gleichen Zeitpunkt nach Cp Verabreichung. Das

Verhaltnis der relativen Mengen zwischen KIM-1 und ALB nach den unterschiedlichen Nieren-
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schadigungen, proximaler Tubulus durch Cp und primar der Glomerulus nach NTS-Gabe, lies

einen moéglichen Unterschied zwischen diesen beiden Typen der Nephrotoxizitat erkennen.

3.2.2 Spezifitatspriifung neuer Proteinbiomarker fiir Nephrotoxizitat

Die oben beschriebenen Proteinbiomarker wurden fir die Vorhersage von Nephrotoxizitat in
Ratten entweder schon qualifiziert oder zumindest dafiir vorgeschlagen. Um ihre Spezifitat fur
Nephrotoxizitat zu prifen, sollten ihre Konzentrationen im Urin aus einer Hepatotoxizitats Studie
ermittelt werden. Dazu wurden Ratten 4 oder 15 Tage lang taglich das Lebertoxin Methapyrilen
(MPy) verabreicht. Von den Proteinbiomarkern wurden ALB, NGAL, KIM-1 und aGST als repra-
sentativ ausgesucht, da sie in beiden Nephrotoxizitats Studien eindeutig und signifikant im Urin
der behandelten Tiere angestiegen waren.

Die Mengen vom KIM-1 und aGST zeigten keine wesentliche Veranderung im Urin durch die
MPy Verabreichung im Vergleich zum Urin von Kontrollratten (Tab. 29). ALB war 1,7-fach ver-
ringert nach 4 tagiger und NGAL war 1,3-fach erhdht nach 15 tagiger MPy Verabreichung.

Tabelle 29 Spezifitdt neuer Nephrotoxizitats Biomarker. Proteinbiomarker wurden mit der Mesoscale Discovery
(MSD) Plattform 4 und 15 Tage nach taglicher Verabreichung von 0 (Kontrolle) und 80 mg/kg des Lebertoxins Me-
thapyrilen (MPy) im Urin von Wistar Ratten gemessen. Die Konzentrationen wurden auf den Creatiningehalt normali-
siert. Pro Dosis- und Zeitpunktgruppe wurde der arithmetische Mittelwert gebildet (n=6) und das Verhaltnis zwischen
Behandelt und Kontrolle pro Zeitpunkt berechnet. Die statistische Signifikanz wurde durch ANOVA und anschlieen-
dem Dunnett’s Test ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

MPy: 80 mg/kg
Tag 4 15
ALB  mMsD -1,7** 14

NGAL MSD 1,1 1,3*
KIM-1 MSD 1,1 1,0
aGST MSD 1,2 1,1

3.3 Messung von microRNAs im Urin

Diverse Molekilklassen konnen als BM eingesetzt werden. Neben den im vorherigen Abschnitt
3.2 untersuchten Protein-BM stellen microRNAs (miRNAs) eine relative neue Klasse dar. Diese
kleinen, nur ca. 22 Nukleotide langen Nukleinsauren sind zwischen verschiedenen Spezies
konserviert, stabil in diversen Korperflissigkeiten und bereits als vielversprechende BM fir di-
verse Erkrankungen beschrieben. In diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob miRNAs im

Urin potentielle neue BM fur Substanz-induzierte Nierenschadigung in Ratten sein konnten.

3.3.1 microRNA Profil im Urin nach Cisplatin Verabreichung

Aus dem Urin von Kontroll- und Cp-behandelten Ratten wurde die Gesamt-RNA isoliert und die
Menge der darin enthaltenen miRNAs wurde mittels quantitativer PCR (quantitative real time
PCR, qRT-PCR) auf TagMan Cards gemessen.

Fur die Normalisierung und Analyse von Urin miRNA PCR-Daten existiert zurzeit keine allge-

meinglltige und etablierte Methode. Einige Ansatze dazu lieBen sich jedoch von bereits be-
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kannten Daten Uber miRNAs im Gewebe oder im Plasma und von der etablierteen Normalisie-
rung von mRNA Daten ableiten.

Eine Mdglichkeit ware die Verwendung einer oder mehrer invarianter miRNAs aus dem Daten-
pool als endogene Referenz fur die, in der mRNA-Analyse gebrauchliche, AA cycle threshold
(Ct)-Berechnung zu nutzen (s. 2.2.5.6.3). Wie in Abb. 20 zu sehen ist, fiuhrte die Verabreichung
von 3 mg/kg Cp jedoch zu einem starken Anstieg von miRNAs im Urin, reprasentiert durch die
niedrigen Ct Werte am Tag 5. Nach 8 Tagen waren viele der miRNAs im Urin verringert, d.h. die
Ct Werte waren sehr hoch und im wenig verlasslichen Detektionsbereich fur TagMan Card Da-
ten von Ct 30-35. Somit konnten weder empirisch noch mittels Varianzanalyse invariante miR-

NAs identifiziert werden.

Kontrolle Cp 3 mg/kg
Abbildung 20 Urinprofil von 375
Tage 3 5 8 5 26 3 _ 5 8 15 26 miRNAs von Kontrollratten und
40 1 Cisplatin (Cp) behandelten Ratten

tiber die Zeit. Nach der Isoaltion
von Gesamt-RNA aus dem Urin,
wurden miRNAs mittels qRT-PCR
auf TagMan A Cards gemessen.
Cycle threshold (Ct) Werte wurden
hier unverandert aufgetragen. Die
Ct-Werte des spike-ins ath-miR-
159a, d.h. der exogenen miRNA die
wahrend der Isolation dazugegeben
wurde, sind hervorgehoben.

35 | | A

30 +

Ct Werte

25 -

20 +

15 J

Neben invarianten miRNAs kénnen auch Spike-ins, also exogene miRNAs, die zu Beginn der
RNA Isolation hinzugegeben, zur Normalisierung eingesetzt werden (s. 2.2.5.6.3). Die hier
verwendete ath-miR-159a zeigte eine relativ geringe Varianz zwischen den Proben (Abb. 20),
was auf eine geringe technische Varianz im Isolations- und PCR-Prozess hinweist. Eine AACt
Berechnung mit ath-miR-159a als Referenz miRNA und die folgenden statistische Analyse
lieferten 128 Cp-abhangig veranderte miRNAs im Urin. Da diese Methode jedoch nur die
technische Varianz und nicht die endogene biologische bertcksichtigt, wurde sie nicht weiter
verwendet.

Um unabhangig von invarianten und Spike-in miRNAs zu sein und um gleichzeitig die
endogene Varianz zu DberlUchsichtigen, wurde eine eigene Normalisierungs- und
Analysemethode fir Urin miRNA PCR-Daten, die modifizierte ACt Methode, entwickelt (Abb.
21). Diese basiert auf einem fixen Ct von 30 fiir die ACt Berechnung und einer Normalisierung
auf den Urin Creatiningehalt, wie es auch fiir Proteinbiomarker blich ist (siehe 2.2.5.6.3).

Mit Hilfe dieser Methode war es mdglich 136 signifikant Cp-abhangig veranderte miRNAs im
Urin zu finden. FUr die Selektion signifikant veranderter miRNAs wurde fir ANOVA ein g-Wert
<0,05 und und fur den t-Test bei p-Wert <0,01 festgelegt. Ein weiteres Kriterium war eine
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mindestens zwei-fache Veranderung gegeniiber der Kontrollgruppe. Eine grolRe Menge dieser
miRNAs wurde auch mit der ath-miR-159a Normalisierung gefunden (Abb. 22A). Die Principal
Component Analyse zeigte, dass sich das Urinprofil dieser 136 miRNAs entsprechend der
verschiedenen Dosisgruppen gruppierte. Die 136 miRNAs erlaubten eine Unterscheidung
zwischen Kontrollratten und Cp-behandelten Ratten und zeigten eine eindeutige Richtung des
Behandlungseffektes (Abb. 22B).

Modifizierte ACt Quantifizierung: TagMan Cards und Assays

Vorsortierung der Ct Werte
« Selektion eindeutig detektierter miRNAs (vorhandenin 50% der Proben pro Zeitpunkt)
* Festsetzenallernichtdetektierten und aller Ct-Werte>30 auf Ct30
* Ausschluss von miRNAs mit Ct 30 in Kontroll-und Behandlungsgruppen pro Zeitpunkt

J

ACt Berechnung & De-log: 2(30-CY)

- Transformation in lineare Skala

4

uCrea Normalisierung*: 239-CY) + uCrea
- Berlicksichtigung der biologischen Varianz

4

Selektion Behandlungs-beeinflusster miRNAs
* ANOVAund T-test: Festlegung der Signifikanzgrenzen
* Berechnungeinzelner Verhéltnisse (relative Menge):
(Behandeltvs. Mittelwertder Kontrollgruppe pro Zeitpunkt)

Abbildung 21 Schematischer Ablauf der Normalisierung und Analyse von miRNA PCR-Profilierungsdaten.
Urin Creatinin (uCrea) Normalisierung nur fiir Urin miRNA PCR Daten(*).

Fur das Hierarchical Clustering wurde die relative Menge, im folgenden auch als Verhaltnis oder
Quotient bezeichnet, berechnet. Diese wurde errechnet, indem pro miRNA fir jede Probe eines
Cp-behandelten Tieres das Verhaltnis zum Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe des
gleichen Zeitpunkts gebildet wird. Daflir wurden die PCR Daten, die nach der modifizierten ACt
Methode prozessierten wurden und somit eine lineare Datenmenge ohne Einheit darstellten,
verwendet. Die Verhaltnisse geben einen relativen Anstieg oder eine relative Abnahme einer
bestimmten miRNA nach Cp Verabreichung an und kdnnen nach dem Hierarchical Clustering in
einer Heatmap visualisiert werden: jede waagerechte Linie entspricht einer miRNA und jede
senkrechte Linie einer bestimmten Urinprobe. Rot steht fur Verhaltnisse grof3er 2, also fur einen
2- und mehrfachen Anstieg; schwarz steht fiir ein Verhaltnis um 1, also fir keinen Anstieg; und
grun steht fur Verhaltnisse kleiner 0,5 also fir eine 2- und mehrfache Abnahme, jeweils im

Vergleich zur Kontrollgruppe vom gleichen Zeitpunkt.
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Cp 3 mg/kg
A) Cp-abhéngig verdnderte miRNAs im Urin 3 5 lOWSEE  10°,

Normalisierungsmethode
mit ath-miR-159a
- 128 miRNAs

Normalisierungsmethode
mit Ct 30 und uCrea

- 136 miRNAs

B) e ﬁmh\ '
Cp 3 mg/kg Tag 5
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A Tag 15
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Behandlungseffekt i3

® Cp 3 mg/kg Tag 8 1750

om:p3 mg/kg Tag3 | /< \ Comp. 3 o
-i \C;Dl 1/200

:i @/ 1/500

11103

Abbildung 22 Signifikant verdnderte miRNAs im Urin nach Cisplatin (Cp) Verabreichung. A) Mittels Venn Diag-
ramm wurden die finalen miRNA Gruppen nach zwei Normalisierungsmethoden verglichen. B) Eine Principal Com-
ponent Analyse wurde mit den TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode prozessiert
wurden, und der finalen Gruppe von 136 miRNAs als Variablen durchgefuhrt. Der Pfeil zeigt die behandlungsabhan-
gige Veranderung der miRNA Level im Urin an. Griine Formen stellen die Kontroll- und graue Formen die Cp behan-
delten Proben dar. Die unterschiedlichen Formen entsprechen den Zeitpunkten. C) Das Hiererchical Clustering wur-
de als Heatmap dargestellt, in der fiir jede der 136 miRNAs (waagerecht) das jeweilige Verhaltnis der miRNA-Menge
nach Behandlung relativ zur entsprechenden Kontrollgruppe pro Zeitpunkt (senkrecht) zu sehen ist. Die Verhaltnisse
basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode prozessiert wurden.

Das Hierarchical Clustering der finalen Gruppe von 136 Cp-abhangig veranderten miRNAs im
Urin zeigt, dass die Halfte der miRNAs schon 3 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp
erhohte Level aufweisen. 5 Tage spater ist von fast allen 136 miRNAs eine erhdhte Menge im
Urin behandelter Ratten nachgewiesen worden (Abb. 22C). Uber Tag 8, 15 und 26 sinken die
miRNA Mengen im Urin allmé&chlich zum Kontrolllevel.

Von diesen 136 miRNAs wurden 18 anhand ihres Profils Gber die Zeit, ihrer absoluten Menge
im Urin und Literaturinformationen Uber eine mégliche Expression in der Niere selektiert. Letzte-
res fuhrte zur moglichen Zuordnung von miRNAs im Urin zu einer Quelle, hier Niere, um so ihr
Potential als BM fiir Schadigungen der Niere zu untersuchen. Die 18 selektierten miRNAs sind
in Tab. 30 gelistet. FUr 15 konnten Expressionsdaten bzw. Assoziationen mit Nierenerkrankun-
gen in der Literatur gefunden werden, zu denen auch die stark in der Niere exprimierte miR-192
gehorte. 12 miRNAs waren zum friihesten Zeitpunkt (Tag 3) nach der Verabreichung von 3
mg/kg Cp im Urin mindestens um das 2-fache erhoht (Anhang Tab. 4).
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Einerseits zur Prifung der modifizierten ACt Methode und andererseits zur Verifizierung der
miRNA Urinprofile, wurden die selektierten 18 miRNAs mit einzelnen TagMan Assays nachge-
messen. Bei der erneuten gqRT-PCR Messung wurden fur die jeweilige miRNA eine spezifische
Standardkurve parallel mitgemessen. Diese ermdglichte eine absolute Quantifizierung der miR-
NAs, d.h. die genaue Bestimmung der Kopienzahl pro Urinvolumen, in den Urinproben, welche
dann auf Urin Creatinin normalisiert werden konnten (Abb. 23).

Tabelle 30 Selektion von 18 miRNAs mit verdandertem Urinprofil nach Verabreichung von Cisplatin. r: ratten-
spezifisch, assoz.: assoziiert.

miRNA / Tag Literaturinformationen bzgl. Nierenexpression
miR-15b U.a. exprimiert in der Niere; im Cluster mit miR-16

miR-16 U.a. exprimiert in der Niere; im Cluster mit miR-15b
miR-20a Assoz. mit Nierenzellkarzinomen; im miR-17-92 Cluster
miR-20b /

miR-21 U.a. exprimiert in der Niere; dereguliert in vielen Karzinomen
miR-34a U.a. exprimiert in der Niere; p53 Zielgen

miR-141 U.a. exprimiert in der Niere

miR-146a U.a. exprimiert in der Niere; assoz. mit chronischer Nephritis
miR-184 U.a. exprimiert in der Niere; assoz. mit Nierenzellkarzinomen
miR-185 U.a. exprimiert in der Niere; assoz. mit Nierenzellkarzinomen
miR-192 U.a. exprimiert in der Niere

miR-193 U.a. exprimiert in der Niere

miR-196¢" U.a. exprimiert in der Niere

miR-200b U.a. exprimiert in der Niere; im miR-200bc-429 Cluster
miR-210 Assoz. mit Nierenzellkarzinomen und Nierenschaden
miR-223 Assoz. mit chronischen Nierenerkrankungen

miR-327" /

miR-339-3p" /

Wie in Abb. 24A zu sehen ist, fuhrte die erneute Messung der selektierten miRNAs mit
einzelnen TagMan Assays und die anschlielende Quantifizierung dieser, sowohl mittels der
eigens entwickelten modifizierten ACt Methode als auch mittels einer Standardkurve, zu
ahnlichen Profilen. Dabei bezieht sich die Ahnlichkeit der miRNA Profile auf eine gleiche Cp-
abhangige Richtungsanderung (Anstieg bzw. Abnahme im Urin) und auf eine gleiche

Zeitabhangigkeit.
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Quantifizierung mittels Standardkurve: TagMan Assays
gRT-PCR mit synthetischem miRNA Standard

« Herstellung serieller Verdiinnungsreihen der synthetischen miRNA mit definierter Kopien/ul Konzentration
* Durchfiihrung der gRT-PCR parallel zu den Proben mit dem selben Volumen an Standard und RNAEluat
« Ausschluss niedriger Konzentrationen aus der Standardkurve (Ctvs. log,,Kopien/pl)falls nétig™

Bestimmung der miRNA Konzentration
* Berechnung der miRNA Konzentration jeder Probe mittels Standardkurve (Ct= m * Konzentration +b)
- Kopien/ulRNA Eluat=(Ct-b)*m
« Bertlicksichtigung des totalen Volumens des RNA Eluats und des eingesetzten Start Volumens an Urin

- Kopien/ulUrin

uCrea Normalisierung*
« Teilen der Kopien/pl Urin durch die entsprechende uCrea Konzentration (nmol/ul) pro Probe
-> Bertiicksichtigung derbiologischen Varianz: Kopien/nmoluCrea

4

Selektion Behandlungs-beeinflusster
miRNAs
* ANOVAund T-test: Festlegungder Signifikanzgrenzen
*Berechnungeinzelner Verhaltnisse (relative Menge):
(Behandeltvs. Mittelwertder Kontrollgruppe pro Zeitpunkt)

Abbildung 23 Schematischer Ablauf der Quantifizierung mittels Standardkurve und Analyse von miRNA PCR-
Daten. Urin Creatinin (uCrea) Normalisierung nur fur Urin miRNA PCR Daten(*).

Fir 8 der 18 miRNAs wurde aus den TagMan Card und TagMan Assay Daten, jeweils mittels
der modifizierten ACt Methode quantifiziert, eine starke Korrelation (R*>0,9) zwischen den
Verhaltniszahlen errechnet. Eine ebenso deutliche Korrelation (R*>0,9) zeigten die
Verhaltniszahlen fir 11 der 18 miRNAs, wenn sie aus den TagMan Assay Daten mittels der
modifizierten ACt Methode oder mittels Standardkurve berechnet wurden. Somit konnten der
neu entwickelte Analyseansatz flr Urin miRNAs und das Profil der selektierten miRNAs durch
eine absolute Quantifizierung verifiziert werden.

Da gezeigt wurde, dass die Mengen der selektierten miRNAs im Urin von Ratten nach einer
Verabreichung von 3 mg/kg Cp bereits nach 3 Tagen anstiegen, sollte weiterhin geprift werden,

ob diese sich auch bei der kleineren Dosis von 1 mg/kg Cp veranderten.

Die niedrigere Dosis von Cp verursachte in der Rattenniere eine moderate Nekrose und eine
moderate Erhéhung des Proteinbiomarkers KIM-1 (Abb. 24B, Histo-Scores und uKIM-1). Fir 10
der 18 selektierten miRNAs konnte ein Anstieg im Urin nach 3 und fur 6 nach 3 und 5 Tagen
gemessen werden (Abb. 24B). miR-15, -21, -192, -210 und miR-34a waren entsprechend des
Classification Rankings, die Top finf miRNAs, deren Urinprofile der tubuldren Nekrose am
meisten entsprachen. Jener ist ein Algorithmus, der, ausgehend von dem histopathologischen
Grad fir tubulare Nekrose, anhand der relative Mengen potentieller miRNA BM die miRNAs mit

einer moglichst zielsicheren Voraussagen fur tubuldre Nekrose sucht.
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TagMan Card TaqMan Assay TagMan Assay
A) modifizierte ACt Quantif. modifizierte ACt Quantif. Quantif. Mittels Std Kurve
Tag

miR-16
miR-20a
miR-183
miR-15h
miR-339-3p_rno
miR-34a
miR-21
miR-20b
miR-185
miR-210
miR-146a
miR-223
miR-327_rno
miR-184
miR-200b
miR-141
miR-196¢c_rno

B) Cp 1 mg/kg Cp 3 mg/kg
tub.
Nekrose | B Tl
Tag ] 3 ] 3 3 3
955 ] 3 . . r . .
miR-146a
miR-184
miR-196¢c_rno
miR-141
miR-200b
miR-327_rno
miR-20b
miR-193
miR-21
miR-185
miR-210
miR-34a
miR-339-3p_rno
miR-192
miR-15h
miR:1k - - - - - - » -
miR-20a H . 3 . H . . H

UKIM“Ime & 5 & 5 EEraams o oaess e

miRNA: relative Menge (fir A & B)

1/10
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3

Histo-Score: tub. Nekrose uKIM-1:relative Menge
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Abbildung 24 Verifizierung der Urinprofile der 18 selektierten miRNAs. A) Heatmap der 18 miRNAs (ber die
Zeit, gemessen im Urin von Ratten nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp. Vergleichend dargestellt sind die relati-
ven mengen (Verhaltnis: Behandlung vs. Kontrolle) nach TagMan Card vs. TagMan Assay Messung kombiniert mit
Quantifizierung mittels modifizierter ACt Methode oder Quantifizierung mittels Standardkurve. B) Heatmap der 18
miRNAs (ber die Zeit, gemessen im Urin von Ratten nach der Verabreichung von 1 oder 3 mg/kg Cp. Die Quotienten
(Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) basieren auf der TagMan Assay Messung und Quantifizierung mittels Stan-
dardkurve. Die histopathologischen Klassifizierung des Grades der tubularern Nekrose in der Niere (Histo-Score) ist
Uber der Heatmap in blau dargestellt, dabei steht O fiir keinen Befund und 5 fiir eine massive tubulare Nekrose. Der
relative KIM-1 Anstieg (Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) ist unter der Heatmap bunt dargestellt. Std: Standard,
uKIM-1: Kidney injury molecule-1im Urin, rno: rattenspezifische miRNAs.
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Abbildung 25 Die Top fiinf miRNAs, deren Urinprofil am besten mit Auftreten und Starke der tubularen Nek-
rose korrelierten. A)-E) Relative Mengen der miRNAs (Verhaltnis: Behandlung vs. Kontrolle) berechnet aus TagMan
Assay Daten, die mittels Standardkurve quantifiziert und auf Urin Creatinin normalisiert wurden, indem pro miRNA fur
jede Probe eines Cisplatin behandelten Tieres das Verhaltnis zum Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe
gebildet wurde. Hier dargestellt ist der arithmetische Mittelwert mit Standardabweichung (n=4) pro Dosis- und Zeit-
gruppe. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test bezogen auf die zugehdrige Kontrollgruppe ermittelt:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. F) Receiver Operating Characteristic Kurve mit berechneter Flache unterhalb der
Kurven (area under curve, AUC) stellen die Sensitivitat und Spezifitdat von KIM-1, miR-34a und -192, im Urin sowie
der etablierten Nierenbiomarker Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) und Serum Creatinin (sCrea), in Vergleich zum Gold-
standard Histopathologie bezlglich tubularer Nekrose dar. Aufteilung der Proben mit dazugehoérigen Messwerten fiir
die Marker: Nekrosegrad 0, negativ; Nekrosegrad 1-5, positiv.

Fir die finf miRNAs konnte ein signifikanter und deutlicher, d.h. mindestens 2-facher, Anstieg

im Urin nach der Verabreichung der niedrigeren Cp Dosis gemessen werden (Abb. 25A-E).
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Sensitivitdt und Spezifitdt des Proteinbiomarkers KIM-1, der potentiellen Urin miRNA BM miR-
34a und -192 und der etablierten Nierenmarker BUN und Serum Creatinin, bezogen auf den
Goldstandard Histopathologie, wurden mit Hilfe von Receiver Operating Characteristic (ROC)
Kurven und der dazugehérigen Flachenberechnung unterhalb der Kurve (area under curve,
AUC) bestimmt. Basierend auf den histopathologischen Befunden fiir Cp-induzierte tubulare
Nekrose wurden die Proben, und damit die entsprechenden Markermesswerte, in zwei Gruppen
geteilt: Nekrosegrad 0 in die Negativ- und Nekrosegrad 1-5 in die Positivgruppe. Je hoher der
AUC Wert ist (0-1), desto sensitiver und spezifischer ist der jeweilige BM. Die Nierenmarker
BUN und Serum Creatinin zeigten eine nahezu diagonal verlaufende ROC Kurve und entspre-
chende AUC Werte um 0,5 (Abb. 25F). KIM-1 sowie miR-34a und -192 wiesen eine hohere
Sensitivitat und Spezifitat auf, mit AUCs die gréRRer als 0,9 waren (Abb. 25F).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass miRNAs aus Urin isoliert und mit gRT-PCR
quantifiziert werden kénnen. Viele miRNAs hatten erhéhte Level im Urin von Ratten mit Cp-
induzierter Nierenschadigung. Das Urinprofil bestimmter miRNAs korrelierte stark mit den histo-

pathologischen Befunden flr tubulare Nekrose.

3.3.2 microRNA Profil im Urin nach Verabreichung von nephrotoxischem Serum

Das nephrotoxische Serum (NTS) 16st in Ratten eine Glomerulonephritis (GN) aus, welches
eine andere Art von Nierenschadigung im Vergleich zur Cp-induzierten tubularen Schadigung
darstellt. Durch die Untersuchung der Urin miRNA Profile in diesem anderen Nierentoxizitatmo-
dell sollten miRNAs als BM weitergehend evaluiert werden. Parallel dazu sollten auch die Reak-
tionen zweier Rattenstamme, WKY und SD, verglichen werden. Aus dem Urin von Kontrollratten
und Ratten, denen NTS verabreicht wurde, wurde die totale RNA isoliert und die darin enthalte-

nen MiRNAs mittels qRT-PCR auf TagMan Cards gemessen.

Die Normalisierung und Analyse der TagMan Card Daten entsprechend der modifizierten ACt
Methode (Abb. 3.10) zeigte, dass eine Verabreichung von 5 ml/lkg NTS an WKY Ratten zu 72
und an SD Ratten zu 30 signifikant verdnderten miRNAs im Urin flhrte. Fir die Selektion
signifikant veranderter miRNAs wurde fir ANOVA ein g-Wert <0,05 und und fir den t-Test ein
p-Wert <0,05 festgelegt. Ein weiteres Kriterium war eine mindestens zwei-fache Veranderung
gegebiber der Kontrollgruppe. Fast alle der im SD Urin verdnderten miRNAs waren identisch
mit denen im Urin von WKY Ratten (Abb. 26A). Die PCA der Vereiningungsmenge, 74 miRNAs,
zeigte einen Behandlungseffekt in beiden Rattenstdmmen. Der Unterschied zwischen Kontrolle
und Behandlung war bei den WKY Ratten ausgepragter (Abb. 26B). In der Heatmap
Darstellung wird sichtbar, dass alle 74 miRNAs im Urin von WKY Ratten 8 und 14 Tage nach
der Verabreichung von 5 ml/kg NTS anstiegen. Fir die meisten dieser miRNAs liel sich auch

ein Anstieg im Urin von SD Ratten nach der NTS Verabreichung messen, dieser war jedoch
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deutlich schwéacher und zeigte eine héhere Varianz innerhalb der Behandlungsgruppe (Abb.
26C und Anhang-Tab. 5).

NTS 5 ml/kg
C) WKY SD

A)  NTS-abhingig verinderte miRNAs im Urin

WKY Ratten
- 72 miRNAs

SD Ratten
- 30 miRNAs

Union 3
> 74 miRNAs

A |

Abbildung 26 Signifikant verdnderte miRNAs im Urin nach Verabreichung von nephrotoxischem Serum
(NTS). A) Mittels Venn Diagramm wurden die finalen miRNA Gruppen der zwei Rattenstdmme verglichen. WKY:
Wistar Kyoto, SD: Sparague Dawley B) Eine Principal Component Analyse wurde mit den TagMan Card Daten, die
entsprechend der modifizierten ACt Methode prozessiert wurden, und Union der der finalen Gruppe von 74 miRNAs
als Variablen durchgefiihrt. Der Pfeil zeigt die behandlungsabhangige Veranderung der miRNA Level im Urin. Griine
Formen stellen Kontroll- und farbige Formen die NTS behandelten Datensatze dar. Die unterschiedlichen Formen
entsprechen den Zeitpunkten. C) Das Hiererchical Clustering wurde als Heatmap dargestellt, in der fiir jede der 74
miRNAs (waagerecht) das jeweilige Verhaltnis zur entsprechenden Kontrollgruppe pro Zeitpunkt (senkrecht) zu se-
hen ist. Die Verhaltnisse basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode prozes-
siert wurden.

Eine Gruppe miRNAs wurde anhand ihres Profiles, vorhandener Literaturdaten beziglich
Nierenexpression und ihrer Prasenz bzw. nicht Prdsenz im Urin nach Cp sowie NTS
Verabreichung, fur weitere Messungen ausgesucht. Das Urinprofil dieser Selektion sollte mittels

der Quantifizierung mit Standardkurve verifiziert werden (Tab. 31).

Finf der 12 NTS-selektierten miRNAs, miR-10a, -10b, -100, -211 und -486, waren nicht Teil der
136 signifikant veranderten miRNAs im Urin nach Cp Verabreichung. Fir vier weitere miRNAs
dieser 12er Selektion, miR-21, -34a, -184 und -192, war der Cp-abhangige Anstieg im Urin mit

paralleler Standardkurvenmessung verifiziert worden.
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Tabelle 31 Selektion von 12 miRNAs mit verdndertem Urinprofil nach Verabreichung von nephrotoxischem
Serum. Assoz: assoziiert.

miRNA Literaturinformationen bzgl. Nierenexpression
miR-10a U.a. exprimiert in der Niere
miR-10b U.a. exprimiert in der Niere; assoz. mit Nierenzellkarzinomen
miR-21 s. Tab. 3.6 :selektierten miRNAs im Urin nach Cisplatin Verabreichung
miR-26a Exprimiert in Nierenglomeruli
miR-34a s. Tab. 3.6 :selektierten miRNAs im Urin nach Cisplatin Verabreichung
miR-34b Assoz. mit Nierenzellkarzinomen
miR-100 Assoz. mit Nierenzellkarzinomen
miR-184 s. Tab. 3.6 :selektierten miRNAs im Urin nach Cisplatin Verabreichung
miR-192 s. Tab. 3.6 :selektierten miRNAs im Urin nach Cisplatin Verabreichung
miR-197 /
miR-211 assoz. mit Nierentransplantat Dysfunktion
miR-486 assoz. mit Chronischem Nierenversagen

Der Anstieg im Urin von WKY Ratten nach Verabreichung von 5 ml/kg NTS konnte fir 8 der 12
NTS-selektierten miRNAs mittels TagMan Assays und Standardkurven Quantifizierung verifi-
ziert werden (Abb. 23). Fir die restlichen vier miRNAs, miR-10b, -26a, -100 und -486, konnten
mit TagMan Assays keine klaren Standardkurven gemessen werden, daher wurden diese miR-
NAs mit einem SyberGreen basierten PCR Assays von Exigon gemessen (Beschreibung der
unterschiedliche PCR Systeme siehe Abschnitt 2.2.5 und Abb. 9). Der mit TagMan Card ge-
messene Anstieg von miR-10b, -100 und -486 8 Tage nach NTS Verabreichung konnte auf die-
se Weise verifiziert werden, nicht aber derjenige nach 14 Tagen. Behandlungsbedingt leicht
erhdhte Level von miR-26a wurden mit dem gRT-PCR System von Exiqon 14 Tage nach, je-
doch nicht 8 Tagen nach der NTS Verabreichung detektiert (Abb. 3.16).

Der geringere und variablere Anstieg im Urin von SD Ratten nach Verabreichung von 5 ml/kg
NTS konnte fur 8 von 12 miRNAs mittels TagMan Assays und Standardkurven Quantifizierung
verifiziert werden (Abb. 27).

Zur Untersuchung der Sensitivitat mdglicher miRNA BM im Urin, wurde die Menge der NTS-
abhangig angestiegenen 12 miRNAs auch im Urin von WKY und SD Ratten gemessen, die
niedrigere NTS Dosen erhalten hatten. Einige miRNAs, wie miR-10b, -34a/b, -100, -184 und -
192, waren im Urin von WKY Ratten 8 und 14 Tage nach Verabreichung von 1 oder 2,5 mi/kg
NTS erhoht, jedoch haufig mit grofder Variabilitat in der Replikatgruppe (Tab. 32).
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WKY und SD : NTS 5 mi/kg

TQM Card TQM/ EXQAssay TQM Card TQM Assay
modifizierte ACt Quantif. Quantif. mittels Std-Kurve modifizierte ACt Quantif. Quantif. mittels Std-Kurve

Tag
miR-10a
miR-21
miR-34a
miR-184
miR-192
miR-197
miR-211
miR-34h-3p
miR-10b
miR-26a
miR-100
miR-486

miRNAs in Urin

4
T T T T T T T T T T T T 1

1/100 1/50 120 110 1/5 12 1 2 5 10 20 50 100

Abbildung 27 Urinprofil der 12 selektierten miRNAs liber die Zeit nach der Verabreichung von nephrotoxi-
schem Serum (NTS). Als Heatmap vergleichend dargestellt sind unterschiedlichen relative Mengen (Verhaltnis Be-
handlung vs. Kontrolle) nach TagMan Card vs. TagMan/Exiqon Assay Messung und der angegebenen Quantifizie-
rungsmethode. TQM: TagMan PCR, EXQ: SyberGreen basierte Exigon PCR, WKY: Wistar Kyoto, SD: Sparague
Dawley.

Acht Tage nach der Verabreichung von 1 ml’/kg NTS war miR-21 im Urin 2-fach erhdht und
nach der Verabreichung von 2,5 ml/kg NTS signifikant 4,6-fach erhéht. Nach 14 Tagen war der
Anstieg jeweils kleiner. Von den finf miRNAs, die nur nach NTS und nicht nach Cp Verabrei-
chung erhdht waren, waren vier, miR-10b, -100, -211 und -486, schon 14 Tage nach Verabrei-
chung der niedrigsten und mittleren NTS Dosis erhoht (Tab. 32). Im Urin von SD Ratten, denen
als eine niedrigere Dosis von 1,5 ml/kg NTS verabreicht wurden, wurde eine leichte Abnahme
der gemessenen acht miRNA Mengen beobachtet. Fir miR-184 und -192 war diese signifikant
(Tab. 33).

Tabelle 32 Urinprofile der 12 selektierten miRNAs von Wistar Kyoto (WKY) Ratten nach Verabreichung unter-
schiedlicher nephrotoxischer Serum (NTS) Dosen. Relative Menge (Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) berech-
net aus den mit Standardkurve quantifizierten PCR Daten, indem pro miRNA fir jede Probe eines NTS behandelten
Tieres der Quotient zum Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe gebildet wurde. Hier dargestellt ist der arith-

metische Mittelwert + Standardabweichung (n=4) pro Dosis- und Zeitgruppe. Die statistische Signifikanz wurde mit-
tels t-Test bezogen auf die zugehdrige Kontrollgruppe ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

WKY NTS: 1 ml/kg NTS: 2,5 ml/kg NTS: 5 ml/kg
Tag 8 Tag 14 Tag 8 Tag 14 Tag 8 Tag 14

miR-10a 0,6 + 0,1* 0,3 =+ 0.1 1,4 = 0,6* 1,1 = 0,7 35 + 24 1,1 £ 0,7
miR-21 22 = 1,5 1,1 £ 0,7 46 + 4,7F 1,2 £ 0,5 42 £ 11* 2,8 = 0,6
miR-34a 45 + 3,3 54 + 3,9 1,1 £ 11 20 + 2,8 40 £ 2,6 20 = 0,3
miR-184 19 + 16 58 = 51 1,0 £ 1,0 28 = 2,7 27 £ 15 6,0 £ 7,0
miR-192 16 + 14 23 £ 20 1,9 + 1,7 1,8 + 0,5 1,7 =+ 0,6 39 + 21*
miR-197 13 = 0,2 1,9 £ 0,3 0,6 = 0,2¢ 30 = 45 49 £ 2,0* 1,5 £ 04
miR-211 1,4 £ 0,3 16 £+ 04 1,0 £ 0,4 26 = 3,0 48 + 1,8* 1,8 + 0,4*
miR-34b 53 + 7,3 25 = 34 28 + 3,6 0,5 = 0,2 42 + 2,6 1,3 £ 0,5
miR-10b 10 = 0,3 639 + 16,8 0,0 £ 0,0 66,1 + 1294 634 += 1184* 0,7 £ 05
miR-26a 15 + 0,5 1,3 £+ 04 1,9 £ 0,7 1,2 £+ 0,7 1,0 £ 0,3 1,6 £ 0,2**
miR-100 0,9 + 0,3 376 = 129 0,0 £ 0,0 1025 £+ 143,0 38,5 * 68,7* 0,8 £+ 0,9
miR-486 0,8 + 0,2 12,4 + 3,2 0,0 £ 0,0 9,7 £+ 18,2 154 + 253* 0,7 £ 0,2
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Tabelle 33 Urinprofil selektierter miRNAs von Sprague Dawley (SD) Ratten nach Verabreichung unterschied-
licher nephrotoxischer Serum (NTS) Dosen. Relative Menge (Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) berechnet aus
den mit Standardkurve quantifizierten PCR Daten, indem pro miRNA fiir jede Probe eines NTS behandelten Tieres
der Quotient zum Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe gebildet wird. Hier dargestellt ist der arithmetische
Mittelwert + Standardabweichung (n=5) pro Dosis- und Zeitgruppe. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test
bezogen auf die zugehdrige Kontrollgruppe ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

SD NTS: 1,5 ml/kg NTS: 5 ml/kg
Tag 8 Tag 14 Tag 8 Tag 14

miR-10a 0,78 + 0,73 0,89 + 0,28 1,15 £+ 0,55 2,02 + 2,12
miR-21 0,78 + 0,25 1,02 + 0,41 581 £ 4,40*™ 2,26 + 1,64
miR-34a 0,58 + 0,37 1,37 + 0,81 0,59 + 046 1,16 + 0,79
miR-184 0,21 + 0,13** 060 + 0,32 0,73 + 048 252 + 2,96
miR-192 0,31 + 0,18 0,84 + 0,59 2,80 * 3,04 2,12 + 1,46
miR-197 0,73 + 0,05 1,55 £+ 1,63 1,25 + 0,57 1,60 + 0,64
miR-211 0,88 + 0,09 1,94 + 2,86 1,76 £ 1,01 1,80 + 0,73*
miR-34b 0,43 + 0,52 0,94 + 0,61 4,75 + 369 1,78 + 1,76

Insgesamt konnten wie nach Cp-induzierter auch nach NTS-induzierter Nierenschadigung er-
hdhte Mengen bestimmter miRNAs im Urin gemessen werden. Der Anstieg war am Tag 8, dem
frihesten gemessenen Zeitpunkt, detektierbar und fir einige miRNAs auch nach niedrigeren
NTS-Dosen. Die NTS-abhéangige Zunahme von miRNAs im Urin war in WKY Ratten groRer und

hatte eine kleinere Varianz in den Replikatgruppe im Vergleich zu den SD Ratten.

3.3.3 Vergleich der microRNA Profile im Urin nach Verabreichung von Cisplatin oder
nephrotoxischem Serum

Die zwei Gruppen der signifikant veranderten miRNAs im Urin nach Cp bzw. NTS Verabrei-
chung wurden, auch im Hinblick auf die Identifikation lokalisationsspezifischer BM, beziiglich

ihrer Spezifitat fir die jeweilige Nierenschadigung verglichen.

A) veranderte miRNAs im Urin . . L
Abbildung 28 Vergleich signifi-

nach nach ) kant veranderter miRNAs im
NTS-Verabreichung Cp-Verabreichung Urin nach Verabreichung von
> 74 miRNAs > 136 miRNAs Cisplatin (Cp) oder nephroto-
Union xischem Serum (NTS). A) Mit-

™ | > 146 miRNAs tels Venn Diagramm wurden die

finalen mMIiRNA Gruppen der
Nephro-toxizitatsstudien  vergli-
chen B) Heatmap spezifischer
—_ miRNAs im Urin nach NTS Ver-
abreichung, d.h. potentieller
Biomarker fir glomerulare Nie-
renschadigung. Die relativen
Mengen (Verhaltnis: Behandlun
vs. Kontroll pro Zeitpunkt) basie-

Potentiell spezifische
Urin miRNAs
firglomerularen Schaden

/ NTS 5 ml/kg ren auf TagMan Card Daten, die
Cp 3 ma/k entsprechend der modifizierten
B) P 919 WKY L ACt Methode prozessiert wur-
Tag 3 ] . : : ' : : den. WKY: Wistar Kyoto, SD:

miR-337-5p
miR-10a
miR-100
miR-211
miR-10b
miR-486

Sparague Dawley.

A

1100 1/50 120 110 1/5 12 1 2 5 10 20 50 100
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Von den 74 nach NTS und den 136 nach Cp veranderten miRNAs waren 68 identisch (Abb.
28A). 72 potentiell Cp spezifische miRNAs wiesen im Urin von NTS behandelten Ratten ein z.T.
vergleichbares Profil auf, jedoch mit geringen Unterschieden der miRNAs Mengen zwischen
Proben behandelter und Kontrollratten; sowie in manchen Fallen variablen oder sogar inkonsis-
tenten Profilen. Sechs potentiell NTS spezifische miRNAs waren vor allem im Urin der WKY
Ratten an beiden Zeitpunkten erhéht und fir funf wurde der Anstieg mittels Standardkurven
Quantifizierung verifiziert. Alle sechs miRNAs waren im Urin nach Cp Verabreichung nicht er-
hoht und drei, miR-10b, -211 und -486, wurden bei der Cp Analyse als nicht-detektierbar bewer-
tet (Abb. 28B).

Insgesamt war die Mehrheit der identifizierten miRNAs, die nach Nierentoxinverabreichung im
Urin anstiegen, nicht spezifisch flir eine der unterschiedlichen Nierenschadigungen. Jedoch
wurde eine Gruppe von sechs miRNAs gefunden, die potentiell spezifisch im Urin nach NTS-

induzierter glomerularer Nierenschadigung ansteigen.

3.3.4 microRNA Profil im Urin nach Verabreichung von Methapyrilen

Nach Behandlung mit den Nierentoxinen Cp und NTS konnten miRNAs identifiziert werden, die
nach der Nierenschadigung im Urin anstiegen und somit potentielle BM darstellen. Einige miR-
NAs im Urin sind bereits als potentielle BM fir Hepatotoxizitat beschrieben. Um fir die identifi-
zierten miRNAs die Spezifitat fur Nephrotoxizitat im Vergleich zu z.B. Hepatotoxizitat zu prifen,
wurden einige miRNAs auch im Urin von Ratten gemessen, denen das Lebertoxin MPy verab-
reicht wurde. Diese zeigten nach viertagiger taglicher MPy Verabreichung Leber- aber keine
Nierenschadigungen (Vergl. Abschnitt 3.1.3).
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Abbildung 29 Spezifische miRNAs im Urin nach Verabreichung von der Nierentoxine Cisplatin (Cp) und
nephrotoxisches Serum (NTS) oder des Lebertoxins Methapyrilen (MPy). A) Relative Menge an miR-192 im Urin
B) Relative Menge an miR-21 im Urin. Die relativen Mengen der miRNAs (Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) wur-
den aus TagMan Assay Daten mittels Standardkurven Quantifizierung und Urin Creatinin Normalisierung berechnet,
indem pro miRNA firr jede Probe eines behandelten Tieres der Quotient zum Mittelwert der entsprechenden Kontroll-
gruppe gebildet wurde. Hier dargestellt ist der arithmetische Mittelwert mit Standardabweichung (Cp: n=4, NTS: n=4-
5, MPy: n=5) pro Dosis- und Zeitgruppe. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test bezogen auf die jeweilige
Kontrollgruppe ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. WKY: Wistar Kyoto, SD: Sparague Dawley.
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Die gemessenen sieben miRNAs, miR-21, -31, -34a, -192, -200a, -210 und let-7c, gehéren zu
den finalen Gruppen der veranderten Urin miRNAs nach Verabreichung von Cp und/oder NTS.
Wahrend sie dementsprechend im Urin der Ratten mit Nierenschadigung anstiegen, konnte
nach MPy-induzierter Leberschadigung kein Anstieg detektiert werden. In Abb. 29 sind zwei
miRNA, miR-192 und -21, exemplarisch dargestellt. Beide zeigten einen Uber 2-fachen Anstieg
im Urin der Nephrotoxizitats-Studien, jedoch keinen Unterschied zu Kontrollratten in der Hepa-

totoxizitats-Studie.

3.3.5 microRNA Profil in einem in vitro Modell

Die Untersuchung von Urinprofilen, welche aus zwei unterschiedlichen in vivo Nierentoxizitat-
Modellen gewonnen wurden, identifizierte miRNAs im Urin als mogliche spezifische BM fiir Nie-
rentoxizitat. Zur Prifung, ob auch in vitro nach Zellschadigung erhéhte Mengen von miRNAs im
Uberstand detektiert werden kénnen, wurden kultivierte Nierenzellen mit Cp behandelt. An-
schlieRend wurden miRNA Levels in und aulRerhalb der Zellen gemessen. Als Zellmodell wur-
den NRK-52e Zellen verwendet, die aus der Rattenniere stammen und von den Epithelzellen
der proximalen Tubuli abgeleitet werden.

Zunachst wurde die Viabilitdt der Zellen nach 24 stindiger Cp Behandlung mittels der Endpunk-
te ATP-Level und metabolische Aktivitat (MTT-Zytotoxizitdtsassay) bestimmt. Beide Tests zeig-
ten, dass die niedrigste Dosis von 10 uM Cp zu einer leichten Abnahme der Viabilitat flhrte,
wahrend die Behandlung mit 30 uM Cp zu einer Viabilitdtsabnahme von 20-30% fuhrte (Abb.
30). Der interpolierte ECso-Wert, also die Konzentration, bei der ein gemessener Endpunkt nur
noch 50% des Kontrolllevel zeigt, lag bei 54-74 uM Cp. Bei der Behandlung mit héheren Kon-

zentrationen lag die Viabilitat deutlich unter 50%, meist sogar unter 20%.

100 Abbildung 30 Viabilititskurven fiir
Cisplatin (Cp) behandelte NRK-52e
= ATP Zellen. Es wurden 0,5x104 Zellen pro 96-
80 - MTT Well ausgesat und 24h spater mit Cp
interpolierter ECy: behandelt (10, 30, 100, 300 und 500 pyM).
50* Nach weiteren 24 h wurden ATP Menge
60 54 -74 M Cp und metabolische Aktivitat (MTT-test) als
Viabilitdtsendpunkte bestimmt. Die pro-
zentuale Viabilitat im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle ist als Mittelwert mit
Standardabweichung (n=3) pro Konzent-
ration dargestellt. Der ECso-Wert wurde
durch Interpolation der Kurven bestimmt.

% Kontrolle

0 100 200 300 400 500

Cisplatin [uM]
Entsprechend dieser Messungen wurden flr die Untersuchung der miRNAs die Konzentratio-
nen 10, 30, 50 und 100 uM Cp ausgewahlt. Ebenfalls nach 24 stiindiger Behandlung mit Cp
wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen sowie aus dem entsprechenden Kultivierungsmedium
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isoliert und bestimmte miRNAs wurden mittels gRT-PCR gemessen. Die selektierten miRNAs
waren alle im Urin von Ratten erhéht, denen Cp verabreicht wurde, und teilweise auch im Urin
von Ratten, denen NTS verabreicht wurde: miR-15, -34a, -184, -200b, -20a, -21, -29b, -192, -
210.

mMiRNAs im Medium nach Cp-Behandlung

[ 010pMCp B30pMCp B50uMCp B100pMCp |

miRNAs in NRK-52e nach Cp-Behandlung

1000 3 A) B)
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O010uMCp B30uMCp B50uMCp m100 uM Cp

(=)

=
o
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(2]

-
o
- »

N

-

Relative Menge (Behandelt vs. Kontrolle)

miR-15 miR-34a miR-184 miR-200b miR-20a miR-21 mir-29b miR-192 miR-210

-

Relative Menge (Log Behandelt vs. Kontrolle)

0- 0 miR-15 miR-34a miR-184 miR-200b miR-20a miR-21 miR-29b miR-192 miR-210
Abbildung 31 Einfluss der Cispaltin (Cp) Behandlung auf das miRNA Profile in vitro. A) miRNA Profil in Kulti-
vierungsmedium von NRK-52e Zellen nach 24 stiindiger Cp Behandlung. B) miRNA Profil in NRK-52e Zellen nach 24
stlindiger Cp Behandlung. Die relativen Mengen der miRNAs (Verhéltnis Behandlung vs. Kontrolle) wurden aus
TagMan Assay Daten mittels Standardkurven Quantifizierung berechnet, indem pro miRNA fiir jede behandelte Pro-
be der Quotient zum Mittelwert der Kontrollgruppe gebildet wurde. Hier dargestellt ist der arithmetische Mittelwert mit
Standardabweichung (n=3; aufler miR-29b im Medium n=2) pro Dosisgruppe. Die statistische Signifikanz wurde
mittels t-Test bezogen auf die Kontrollgruppe ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Im Medium von Cp-behandelten NRK-52e Zellen wurde ein starker Anstieg aller gemessen
miRNAs, im Vergleich zum Medium unbehandelter Zellen, detektiert. In der niedrigsten Dosis
waren die Mengen von miR-15, -34,a -184 und 20a erhdht, wahrend die Behandlung von 30, 50
und 100 uM Cp zu einem grofden und meist signifikanten Anstieg aller neun miRNAs fiuhrte
(Abb. 31A). In den NRK-52e Zellen war die Expression der miR-34a nach Cp-Behandlung signi-
fikant erhéht. Die Expression von miR-184, -20a, -21 und -29b war in den héheren Dosisgrup-
pen nicht signifikant erh6ht (Abb. 31B).

Der Anstieg der gemessenen miRNAs im Kultivierungsmedium von Cp-behandelten NRK-52¢
zeigte somit, dass miRNAs auch in vitro nach Zellschadigung im entsprechenden umgebenden
.Medium* erhoht sind. Die erhdhte Expression bestimmter miRNAs durch Cp-Behandlung in
vitro zeigte auRerdem Ahnlichkeiten zu mechanistischen Aspekten, die auch in vivo beobachten
wurden (s. Abschnitt 3.6)

3.4 Messung von microRNAs im Plasma

MiRNAs sind, wie bereits beschrieben, sehr stabil in diversen Koérperflissigkeiten und neben
Urin stellen Serum und Plasma gangige BM Quellen dar. Ob miRNAs im Plasma ein Potential
haben, als BM flir Substanz-induzierte Nierenschadigung in Ratten eingesetzt zu werden, soll
im Folgenden untersucht werden. Da erhohte Mengen bestimmter miRNAs im Plasma nach
Leberschadigung z.T. schon beschrieben wurden, wurden miRNAs im Plasma auch in einem

Hepatotoxizitatsmodell evaluiert.
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3.4.1 microRNA Profil im Plasma nach Verabreichung von nephrotoxischem Serum

Wie oben beschrieben, konnten nach NTS-induzierter glomerularer Nierenschadigung im Urin
ein Anstieg potentieller miRNA Biomarker gemessen werden. Da der glomerulare Filtrationsap-
parat direkten Kontakt mit Blut hat, sollte untersucht werden, ob sich ein glomeruldrer Schaden
auch auf die miRNA Profile im Plasma auswirkt. Parallel dazu sollten auch hier die Reaktion der
zwei verwendeten Rattenstdmme verglichen werden. Aus dem Plasma von Kontrollratten und
Ratten, denen NTS verabreicht wurde, wurde die Gesamt-RNA isoliert und die darin enthalte-
nen MiRNAs wurden mittels qRT-PCR auf TagMan Cards gemessen.

C)

NTS 5 ml/kg — Tag 14
WKY SD

A) NTS-abhingig verinderte miRNAs im Plasma

WKY Ratten
- 10 miRNAs

mir-455 |

miR-215
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Abbildung 32 Signifikant verdnderte miRNAs im Plasma nach Verabreichung von nephrotoxischem Serum
(NTS). A) Mittels Venn Diagramm wurden die finalen miRNA Gruppen der zwei Rattenstdmme verglichen. WKY:
Wistar Kyoto, SD: Sparague Dawley B) Eine Principal Component Analyse wurde mit den TagMan Card Daten, die
entsprechend der modifizierten ACt Methode fir Plasma prozessiert wurden, und der Union der finalen Gruppen von
29 miRNAs als Variablen durchgefuihrt. Der Pfeil zeigt die behandlungsabhéngige Veranderung der miRNA Level im
Plasma an. Griine Formen stellen Kontroll- und farbige Formen die NTS behandelten Datensatze dar. C) Das Hierar-
chical Clustering wurde als Heatmap dargestellt, in der fir jede der 29 miRNAs (waagerecht) die jeweilige relative
Menge (Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) pro Zeitpunkt (senkrecht) zu sehen ist. Die relativen Mengen basieren
auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode prozessiert wurden. Schwarz eingerahmte
miRNAs sind auch im Urin erhdht.

Eine Verabreichung von 5 ml/kg NTS fuhrte in WKY Ratten zu 10 und in SD Ratten zu 26
signifikant veranderten miRNAs im Plasma (Abb. 32A). Fur die Selektion signifikant und klar
veranderter miRNAs wurde flir ANOVA ein g-Wert <0,05 und und flir den t-Test ein p-Wert
<0,05 festgelegt. Ein weiteres Kriterium war eine mindestens zweifache Veranderung
gegebiber der Kontrollgruppe. Die PCA der Vereiningugsmenge von 29 miRNAs zeigte eine
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ahnliche Richtung des Behandlungseffektes in beiden Rattenstdmmen und ein Gruppieren der
NTS Proben je nach Rattenstamm (Abb. 32B). In der Heatmap Darstellung wird sichtbar, dass
Uber die Halfte der 29 miRNAs im Plasma von WKY Ratten 14 Tage nach der Verabreichung
von 5 ml/kg NTS anstieg. Im Plasma von SD Ratten wiesen 27 von 29 miRNAs nach der
Verabreichung von 5 ml/kg NTS erhéhte Level auf (Abb. 32C und Anhang-Tab. 6). Die Menge
einer miRNA, miR-455, nahm nach NTS Verabreichung im Plasma ab. Zehn miRNAs, wie z.B.
miR-122, -146a und -195, zeigten qualitativ gegensatzliche Profile: sie waren nach NTS-
Behandlung in WKY Plasma kaum verandert, aber erhéht im Plasma von SD Ratten. Zu den 29
NTS-abhangig veranderten miRNAs im Plasma gehorten auch 6 miRNAs, miR-192, -197, -
130a, -138, -203 und -29a (markiert in Abb. 32C), die im Urin derselben Ratten ebenfalls erhéht

waren.

3.4.2 microRNA Profil im Plasma nach Verabreichung von Methapyrilen

MPy ist in Ratten lebertoxisch. Durch die Untersuchung von Plasma miRNAs sollten bereits in
der Literatur beschriecbene miRNA BM im Plasma re-evaluiert und potentiell neue identifiziert
werden. Aus dem Plasma von Kontrollratten und Ratten, denen taglich MPy verabreicht wurde,
wurde die Gesamt-RNA isoliert und die darin enthaltenen miRNAs mittels gRT-PCR auf Tag-

Man Cards gemessen.

Eine tagliche Verabreichung von 80 mg/kg MPy fuhrte in Ratten zu 97 signifikant veranderten
miRNA Leveln im Plasma. Fur die Selektion signifikant und klar veranderter miRNAs wurde fir
ANOVA ein g-Wert <0,05 und und fiir den t-Test ein p-Wert <0,05 festgelegt. Ein weiteres
Kriterium war eine mindestens zwei-fache Veranderung gegentber der Kontrollgruppe. Die
PCA dieser miRNAs, zeigte einen klaren Behandlungseffekt, insbesondere setzten sich die MPy
Proben von Tag 4 als Gruppe von den restlichen Datensatzen ab (Abb. 33A). In der Heatmap
wurde entsprechend sichtbar, dass fast alle 97 miRNAs im Plasma nach viertagiger MPy
Verabreichung anstiegen (Abb. 33B und Anhang-Tab. 7). Zu diesen gehdrte auch die
leberspezifische miR-122. Nach 8- und 15-tagiger MPy Verabreichung sanken die meisten
miRNAs wieder auf Kontrolllevel ab. Zehn Tage nach Ende der 15-tdgigen Verabreichung (Tag
24) von 80 mg/kg MPy war fur einige miRNAs kein Unterschied mehr zum Plasma von
Kontrolltieren zu detektieren, wahrend flr die Mehrheit zumindest eine relative Abnahme im

Vergleich zu Tag 4 sichtbar war.
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Abbildung 33 Signifikant veranderte miRNAs im Plasma nach Verabreichung von Methapyrilen (MPy). A) Eine
Principal Component Analyse wurde mit den TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode
fir Plasma, und der Union der finalen Gruppen von 97 miRNAs als Variablen durchgefiihrt. Der Pfeil zeigt die be-
handlungsabhangige Veranderung der miRNA Level im Plasma an. Griine Formen stellen Kontroll- und farbige For-
men die MPy behandelten Datebséatze dar. B) Das Hiererchical Clustering wurde als Heatmap dargestellt, in der fiir
jede der 97 miRNAs (waagerecht) die jeweilige relative Menge (Verhaltnis Behandlung vs. Kontrolle) pro Zeitpunkt
(senkrecht) zu sehen ist. Die relativen Mengen basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten
ACt Methode prozessiert wurden. C) Heatmap der selektierten miRNAs Uber die Zeit, gemessen im Plasma von
Ratten nach der Verabreichung von 30 oder 80 mg/kg MPy. Die relativen Mengen (Verhaltnis Behandlung vs. Kont-
rolle), basieren auf mittels Standardkurven quantifizierten TagMan Assay Daten. Die histopathologischen Klassifizie-
rung des Grades der periportalen Nekrose in der Leber (Histo-Score) ist unter der Heatmap in blau dargestellt, dabei
steht O fiir keinen Befund und 5 flr eine massive Nekrose.

Sieben miRNAs wurden, basierend auf ihrem Plasmaprofil und bekannter Expression in der
Leber, zur Verifizierung mittels Standardkurven Quantifizierung und zur Messung im Plasma
nach Behandlung mit der niedrigeren Dosis von 30 mg/kg MPy selektiert. Diese sieben waren:
miR-192, -122, -31, -200a, -92a, let7c und d. Eine Expression in der Leber ist z.B fir miR-192, -
122, und -200a beschrieben. Das mit TagMan Crad gemessene Profil im Plasma nach MPy
Verabreichung konnte flr alle sieben miRNAs verifiziert werden (Abb. 33C). Der maximale
Anstieg im Plasma war nach viertagiger Behandlung mit 80 mg/kg MPy zu sehen, wahrend
periportale Nekrose in der Leber nach 8 und 15 tagiger Behandlung maximal war. Die

Verabreichung der niedrigeren MPy Dosis von 30 mg/kg hatte in der Leber vereinzelt zur
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minimalen periportalen Nekrose geflihrt. Die Mengen der sieben miRNAs im Plasma stiegen
nach der niedrigeren MPy Dosis vor allem am Tag 4 leicht an, auch in Proben von Ratten bei

denen keine Nekrose diagnostiziert wurde.

3.4.3 Vergleich der microRNA Profile im Plasma nach Verabreichung von nephrotoxi-
schem Serum oder Methapyrilen

Wie oben beschrieben, konnten im Plasma signifikant veranderten miRNAs sowohl nach NTS
als auch nach MPy Verabreichung identifiziert werden. Daher sollten diese zwei Gruppen von
miRNAs, im Hinblick auf die Identifikation organspezifischer BM im Plasma, bezlglich ihrer

Spezifitat fur die jeweilige Behandlung, d.h. fir die jeweilige Organschadigung verglichen wer-
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Abbildung 34 Vergleich signifikant verdnderter miRNAs im Plasma nach Verabreichung von nephrotoxi-
schem Serum (NTS) oder Methapyrilen (MPy). Mittels Venn Diagramm wurden die finalen miRNA Gruppen der
Toxizitats Studien verglichen A) Hierarchical Clustering potentiell spezifischer miRNAs in Plasma nach NTS Verab-
reichung, d.h. potentieller Biomarker fir glomeruldre Nierenschadigung. B) Hierarchical Clustering potentiell spezifi-
scher miRNA in Plasma nach MPy Verabreichung, d.h. potentieller Biomarker fir Leberschadigung. Direkter Ver-
gleich der Menge von C) miR-122 und D) miR-192 im Plasma nach Verabreichung von NTS oder MPy. Dargestellt ist
der arithmetische Mittelwert der relativen Menge (Verhéltnis Behandlung vs. Kontrolle) mit Standardabweichung
(NTS: n=4-5, MPy: n=5) pro Dosis- und Zeitgruppe. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test bezogen auf die
zugehdrige Kontrollgruppe ermittelt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Alle dargestellten relative Mengen (Verhaltnis
Behandlung vs. Kontrolle) stammen von TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode pro-
zessiert wurden. WKY: Wistar Kyoto, SD: Sparague Dawley.
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Von den 29 nach NTS und den 97 nach MPy veranderten miRNAs waren 22 identisch (Abb.
34). Mit Hilfe eines Venn Diagramms und einer Profilanalyse wurden insgesamt acht potentiell
NTS-spezifische miRNAs identifiziert. Diese waren im Plasma der NTS-behandelten WKY und
SD Ratten erhéht, wohingegen nach MPy-Behandlung kein eindeutiger Anstieg detektierbar war
(Abb. 34A). Die Mehrheit der nach Venn Diagramm selektierten 75 potentiell MPy-spezifischen
miRNAs im Plasma zeigte ein qualitativ ahnliches Profil auch im Plasma von NTS behandelten
Ratten, obgleich dieses weniger stark und sehr inkonsistent war. Fur sechs miRNAs war ein
Anstieg nur im Plasma MPy behandelter Ratten zu sehen (Abb. 34B, Kasten).Die
leberspezifische miR-122 war im Plasma nach mehrtagiger MPy Verabreichung signifikant
erhoht. Nach NTS Verabreichung war miR-122 im Plasma von WKY nicht und im Plasma von
SD Ratten nur leicht erhéht (Abb. 34C). Fur die in beiden Organen exprimierte miR-192 wurde
im Plasma ein signifikanter Anstieg nach Nieren- und Leberschadigung gemessen (Abb. 34D).

Insgesamt wurde beobachtet, dass viele der miRNAs, die nach Nieren- oder
Lebertoxinverabreichung im Plasma als erhoht identifiziert wurden, keine Unterscheidung
zwischen Leber- und Nierenschadigung ermdglichten. Eine Gruppe von sieben bzw. sechs
miRNAs schien jedoch potentiell spezifisch nach NTS-induzierter Nierenschadigung bzw. MPy-

induzierter Leberschadigung im Plasma anzusteigen.

3.5 Genexpression im Gewebe nach Substanz-induzierter Schadigung

Neben der Evaluation von miRNAs im Urin oder Plasma als BM fur Substanz-induzierte Nieren-
oder Leberschadigung, wurde die Genexpression in den jeweiligen Organen analysiert. Dieses
wurde durchgefihrt, um einerseits die verwendeten Toxizitdtsmodelle auf Genexpressionsebe-
ne weitergehend bzw. neu in mechanistischer Hinsicht zu charakterisieren und um andererseits,
nach anschlieRender miRNA Messung im Gewebe, Interaktionen von miRNAs und ihren Ziel-

MRNA zu untersuchen. Letzteres wird im Abschnitt 3.6 beschrieben.

3.5.1 Genexpression in der Niere nach Cisplatin Verabreichung

Fir die Genexpressionsanalyse wurde die Gesamt-RNA aus der Niere von Kontrollratten und
von Ratten, je 3, 5, 8 und 26 Tage nach der Verabreichung von 1 oder 3 mg/kg Cp, isoliert und
mittels Affymetrix GeneChips® Microarrays gemessen. Diese Arrays ermdglichen die Messung
der relativen Menge verschiedener Gene, praziser ihrer Transkripte, z.B. in Proben von behan-
delten im Vergleich zu Kontrolltieren. Da nur die proteinkodierenden Gene analysiert wurden,
werden im Folgenden zur Vereinfachung mRNAs mit veranderten Mengen als deregulierte Ge-

ne bezeichnet.
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Abbildung 35 Genexpressionsanalyse in der Niere nach Cisplatin-induzierter Schadigung. A) Eine Principal
Component Analyse wurde mit allen Proben und Intensitatswerten aller Gene als Variablen durchgefiihrt. Griine,
blaue und graue Formen stellen Proben von Kontroll-, 1 mg/kg und 3 mg/kg Cp behandelten Ratten dar. B) Schema-
tischer Ablauf der Genexpressionsanalyse mit den gesetzten Signifikanzgrenzen und den daraus resultierenden
Gengruppen. C) Heatmap der 186 signifikant deregulierten und kategorisierten Gene in der Niere nach Cp Verabrei-
chung. Die Farbung gibt das Verhaltnis nach Behandlung relativ zum Mittelwert der entsprechenden Zeitpunkt-
Kontrollgruppe fiir jede mRNA (waagerecht) pro Probe behandelter Tiere (senkrecht) entsprechend der Farbskala an.

Die PCA aller gemessenen Gene zeigte einen Behandlungseffekt in den Genexpressionsprofi-
len, durch den sich vor allem das Profil der Nieren 8 Tag nach Verabreichung von 3 mg/kg Cp
deutlich von dem der Kontrollnieren unterschied (Abb. 35A). Nach der statistischen Analyse
wurden 274 signifikant deregulierte Gene identifiziert. Bezogen auf die Proteine, fur die sie ko-
dieren, wurden 186 bzgl. ihrer biochemischen/ zellbiologischen Funktion kategorisiert (Abb. 35B

und Anhang-Tab. 8). Bei den restlichen Genen fehlten eindeutige Annotationsinformationen.

FUr die mechanistische Analyse der deregulierten Gene, wurden diese zunachst zu Gruppen,
sogenannten toxikologischen Kategorien, zusammengefasst. Die Kategorisierung der deregu-
lierten Gene erfolgte nach der biochemischen Funktion der von den Genen kodierten Proteine
und nach der Richtung der Expressions-Deregulation, d.h. Hoch- oder Herunterregulation. Fast

alle Gene konnten den in Tab. 34 gelisteten Kategorien zugeordnet werden.
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Tabelle 34 Toxikologische (Tox) Kategorien fiir die Genexpressionsanalyse Cisplatin-induzierter Nephrotoxi-
zitat. 1 Hochregulation, | Herunterregulation.

Tox Kategorie

Beschreibung

Beispiele

Apoptose

Zellzyklus/
Proliferation

Detoxifikation

DNA Schéadigung

Inflammation

Metabolismus &
Lipidmetabolismus

(Oxidativer) Stress

Regeneration

Strukturelle Umges-
taltung

Reduzierte Prolifera-
tion

Signaling

Gewebe Umorgani-
sation

Verlust der
Gewebespezifitat

Hochregulation pro-apoptotischer und Herunterregulation
anti-apoptotischer Gene

Hochregulation von Genen kodierend fiir: Wachstumsfak-
toren, Proteine mit anti-apoptotischer Funktion, /nsulin-like
growth factors (IGF)- Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)-
Proteinkinase B (PKB) Signalweg Komponenten;
Herunterregulation von pro-apoptotischen Genen und
Tumorsupressorgenen; Hochregulation von Genen fir:
Cycline, Cyclin-abhangige Kinasen, Proteine der DNA
Replikation/ Reparatur/Transkription, Komponenten des
mitotischen Spindelapparat/ Zytokinese und der Nukleo-
som Bildung

Hochregulation von Genen fiir Enzyme der Biotransforma-
tion und Transmembran-Transporter

Hochregulation von p53 Zielgenen und Genen die fiir DNA
Reparaturenzyme kodieren

Hochregulation von Genen fiir inflammatorische Proteine
und Proteine, die in die Antigenprasentation involviert sind

Hochregulation von Genen kodierend fiir Komponenten
des Zucker- und Energiemetabolismus, fir Fettsauren
Oxidationsenzyme, Syntheseenzyme und Transporter-
proteine

Hochregulation von Antioxidant/electrophile response
element (ARE/EpRE) binding protein Zielgenen und Ge-
nen assoziiert mit oxidativem Stress, Nuclear factor 'kap-
pa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) Ziel-
gene, Hitzeschockproteine (Chaperone, Antwort auf Pro-
teinschadigung); und Genen assoziiert mit frihen Stress-
antworten

Hochregulation von Genen involviert in die Aminosauren
Synthese, Translation (ribosomale Proteine), Protein
Transport, Zelladhasion

Hochregulation von Genen kodierend flir Zytoskelett
Komponenten

Herunterregulation von Genen involviert in DNA Synthese,
Replikation, Proliferation; Hochregulation von Genen
involviert in Wachstumsinhibition, Proliferationsinhibitoren
und Tumorsupressorgenen

Hochregulation von Genen die fir Komponenten des G-
Protein-gekoppelte = Rezeptoren  (GPCR)-Signalwegs,
Hormonsignaling und Ca®*-Signaling kodieren

Herunterregulation von Genen kodierend fir Zytoskelett
Komponenten, sogenannten tight junctions und allgemein
Degradation von diversen Molekulen

Reduzierte Signaling-Kompetenz, Degradation; Herunter-
regulation von Genen kodierend fiir Detoxifikations-
Enzyme, Signaling-Komponenten, Metabolismus und
Transportproteine; Dedifferenzierung

Bcl31, Bbc31, Bex11

Myct, Egr21, Igfbp11

Cyp1b1t, Ephx1,1
Gpx21

Mdm21, Ccng1t,
p211, Enc1t

Lcn21, Fgaf,
Tnfrsf1at

Ehhadht, Ch25ht

Sbno2t, Clut, Egr1t

Fn11, Gdat, Rps2771,
Kim-11

Tubb61, Myo1gT,
Krt181

Egf|, Fhit]|, Nrep|

Calb3t, Trpv67,
Rgs161

Capn61, Dkgkt, Neb?

Tgm2|, Kenj1|, Mme|
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Da Cp ein DNA-alkylierende Substanz ist und reaktive Metaboliten entstehen, wurden in der
Niere, wie erwartet, Gene hochreguliert, die zu den Kategorien Apoptose, (oxidativer) Stress
und DNA Schéadigung gehdren (Abb. 35C). Die Hochregulation der Gene war insgesamt zeit-
und dosisabhangig und maximal 8 Tage nach der Cp Verabreichung. Manche der Gene zeigten
auch schon am Tag 3 eine erhdhte oder verringerte Expression. Ein vergleichbares Profil war
auch fur die Gene der Kategorien Zellzyklus/Proliferation, Detoxifikation sowie Inflammation zu
sehen. Mit der Schadigung einhergehend wurde eine, ebenfalls dosisabhangige und am Tag 8
maximale, Herunterregulation von gewebespezifischen Genen gemessen sowie parallel eine
Hochregulation von Regenerationsgenen. Zu Letzterem gehorte auch Kim-1, welches an allen
Tagen in beiden Dosisgruppen hochreguliert war und sogar das am hdchsten hochregulierte
Gen darstellte (>200-fach Tag 8, 3 mg/kg Cp). 26 Tage nach der Cp Verabreichung war die
Expression mehrheitlich wieder auf Kontrolllevel. Weitere Gene der jeweiligen Kategorien sind
in Tab. 34 und in der Anhang-Tab. 8 aufgefiihrt.

3.5.2 Genexpression in der Niere nach Verabreichung von nephrotoxischem Serum
Fur die Genexpressionsanalyse wurde hier die Gesamt-RNA aus der Niere von Kontrollratten
und von Ratten 14 Tage nach der Verabreichung von 1 bzw. 1,5, 2,5 oder 5 ml/kg NTS, isoliert

und mittels Affymetrix GeneChips® Microarrays gemessen.

Die PCA aller gemessenen Gene zeigte einen deutlichen Unterschied in den Genexpressions-
profilen zwischen den Rattenstdmmen sowohl in den Datensatzen von Promen von Kontroll- als
auch von behandelten Ratten. Jedoch konnte auch ein dosisabhdngiger Behandlungseffekt
festgestellt werden, der in beiden Rattenstammen in die gleiche Richtung wies (Abb. 36A).
Nach der statistischen Analyse wurden 439 signifikant deregulierte Gene identifiziert, 428 in
WKY und 40 in SD Ratten, von denen 253 kategorisiert wurden (Abb. 36B und Anhang-Tab. 9).
Trotz einer deutlich geringeren Anzahl statistisch signifikant deregulierter Gene in SD Ratten,
wird in der Heatmap deutlich, dass das Profil der 253 Gene in beiden Stammen qualitativ ver-
gleichbar war: in der niedrigsten Dosis wurden nur sehr wenige Gene dereguliert, hingegen war
nach der Behandlung mit der héheren Dosis eine klare Hoch- bzw. Herunterregulation zu er-
kennen (Abb. 36C). Den einzigen Unterschied bildete die Gene RT1 class I, locus Ba (Rt1-Bb)
und Complement component 6 (C6) der Kategorie Inflammation, welche eine Rolle bei der Anti-
genprasentation bzw. Komplement-Kaskade spielen und die nach NTS Verabreichung in SD

Ratten herunter- und in WKY Ratten hochreguliert waren.
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Abbildung 36 Genexpressionsanalyse in der Niere nach Schadigung induziert durch nephrotoxisches Serum
(NTS). A) Eine Principal Component Analyse wurde mit den Datensatzen aller Proben und Intensitatswerten aller
Gene als Variablen durchgefiihrt. Griine und farbige Formen stellen Proben von Kontroll- und NTS behandelten Tie-
ren dar. B) Schematischer Ablauf der Genexpressionsanalyse mit den gesetzt Signifikanzgrenzen und den daraus
resultierenden Gengruppe. C) Heatmap der 253 signifikant deregulierten und kategorisierten Gene in der Niere nach
NTS Verabreichung. Die Farbung gibt das Verhaltnis nach Behandlung relativ zum Mittelwert der Kontrollgruppe fir
jede mRNA (waagerecht) pro Probe behandelter Tiere (senkrecht) entsprechend der Farbskala an.

Die Kategorisierung erfolgte nach dem gleichen Prinzip, wie vorher beschrieben. Die zwei grof3-
ten Kategorien hochregulierter gene sind Inflammation und Regeneration. Die ,inflammatori-
schen® Gene kodierten flr diverse Komponenten des Immunsystems, wie Interleukin-24 (1124),
II7 oder Cd53 (Tab. 35). Die Mehrheit der ,regenerativen“ Gene kodierte fur Proteine der extra-
zellularen Matrix, wie z.B. unterschiedliche Collagen-Typen (Col1a1, Col1a2). Kim-1 war auch

Teil der Kategorie Regeneration und war in allen Dosisgruppen hochreguliert; es war, wie nach
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Cp Behandlung, das am hdéchsten hochregulierte Gen: >50-fach am Tag 14 nach 5 ml/kg NTS.

Eine weitere grol3e Gruppe stellten die hochregulierten Zellzyklus- und Proliferationsgene dar.

Tabelle 35 Toxikologische (Tox) Kategorien fiir die Genexpressionsanalyse der Nephrotoxizitat induziert
durch nephrotoxisches Serum. 1 Hochregulation, | Herunterregulation.

Tox Kategorie Beispiele
Apoptose Bcl3t, Casp4t, Fhi21
Zellzyklus/Proliferation Myc?, Egr21, Cdk11
Detoxifikation Cyp1b11, Sic25a241
DNA-Schadigung Phlda31, Rprm?
Inflammation Len21, Fgat, Ephb61,11241, CD531, C21, Lcp21
Metabolismus & Lipidmetabolismus Apobft, Lrat?
(Oxidativer) Stress Egr1t, Clut
Regeneration Cd441, Col1a1/21, Efemp21, Kim-11
Strukturelle Umgestaltung Tubb61, Actn11, Dnm31
Reduzierte Proliferation Cdkn31t, Inhbbt
Signaling Pthih1, Adra1dt
Gewebe Umorganisation Ctsk?
Verlust der Gewebespezifitit Gsta2|, Nirp6|

3.5.3 Vergleich der Genexpression in der Niere nach Verabreichung von Cisplatin oder
nephrotoxischem Serum

Zur mechanistischen Analyse der zwei unterschiedlichen Nierenschadigungen, der Cp-
induzierten Schadigung in proximalen Tubuli und der NTS-induzierten Glomerulonephritis, wur-
den die jeweiligen Genexpressionsprofile basierend auf den, durch deregulierte Gene reprasen-

tierten, toxikologischen Kategorien miteinander verglichen.

Gewebe Umorganisation jtl
| ECp

Strukturelle Ui tung T ONTS

ation

Reduzierte Proliferation

Verlust der Gewebespezifitat

Metaboli 1s&Lipidmetaboli s
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DNA-Schéadigung j:|

Detoxifikation

Zellzyklus/Proliferation

(Oxidativer) Stress FI

0 5 10 15 20 25 30
% Verteilung der Gene auf toxikologische Kategorien
Abbildung 37 Vergleich der Genverteilung auf toxikologische Kategorien nach Cisplatin (Cp) induzierter Nie-
renschadigung oder nach Schadigung durch nephrotoxisches Serum (NTS). Die prozentuale Verteilung wurde
mit der Genanzahl pro Kategorie in Bezug auf die Anzahl aller kategorisierten Gene (Cp: 274, NTS:439) berechnet.
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Die Gegenuberstellung der prozentualen Verteilung der Gene auf die toxikologischen Katego-
rien zeigte, dass die Cp-induzierte Schadigung vor allem zu einem Verlust der der Gewebespe-
zifitét fihrte. Cp, als genotoxische Substanz, induziert im Vergleich zu NTS auch eine deutliche
Hochregulation von Genen der Kategorien Detoxifikation und DNA-Schadigung (Abb. 37). Nach
NTS-induzierter Glomerulonephritis, also der Entziindung der Glomeruli, wurden vor allem er-

hohte Level von ,inflammatorischen“ Genen detektiert.

NTS (SD) NTS (WKY)
Cp 1 mg/kg Cp 3 mg/kg
A) 1,5mllkg 5mlkkg 1mlkg 2,5mlkg 5mikg
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Abbildung 38 Potentiell spezifisch deregulierte Gene fiir Cisplatin-induzierten proximalen Tubulusschaden
(A) oder NTS-induzierte Glomerulonephritis (B). Heatmap der jeweils spezifisch deregulierten und kategorisierten
Gene in der Niere nach Cisplatin (Cp) oder nephrotoxisches Serum (NTS) Verabreichung. Die Farbung gibt das Ver-
héltnis nach Behandlung relativ zum Mittelwert der Kontrollgruppe fiir jede mRNA (waagerecht) pro Probe behandel-
ter Tiere (senkrecht) entsprechend der Farbskala an.

Ausgehend von 439 NTS und 274 Cp deregulierten Genen, waren 65 identisch und bildeten
insgesamt eine Vereinigungsmenge von 648 Genen. Von diesen 648 waren 387 kategorisiert
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und zeigten Uberwiegend ein qualitativ vergleichbares Profil nach Cp- sowie nach NTS-
induzierter Schadigung.

Dennoch konnte jeweils eine Gruppe an Genen identifiziert werden, die differenziell dereguliert
waren. Cp spezifisch deregulierte Gene kodierten fiir detoxifizierende Enzyme und flr die zwei
DNA damage response (DNA-Schadigung) assoziierte Proteine: Cyclin G1 (Ccng1) und Mouse
double minute 2 homolog (Mdm2). Beide sind Teil des p53 Netzwerks, welches nach DNA-
Schadigung aktiviert wird (Abb. 38A). NTS spezifisch deregulierte Gene waren mehrheitlich mit
Inflammation und Regeneration assoziiert. Das Letztere war durch Collagengene (Col1a2,
Col4a2, Col6a1) und Gene, die fur Zelladhasionsproteine kodieren, (Mfap4, Lgals2) gekenn-
zeichnet (Abb. 38B).

3.5.4 Genexpression in der Leber nach Methapyrilen Verabreichung

Fir die Genexpressionsanalyse im Hepatotoxizitatsmodell wurde die Gesamt-RNA aus der Le-
ber von Kontrollratten und von Ratten, nach 4-, 8- und 15-tagiger Verabreichung von 30 oder 80
mg/kg MPy sowie 10 Tage nach Verabreichungsende (Tag 24) isoliert und mittels Affymetrix

GeneChips® Microarrays gemessen.

Die PCA aller gemessenen Gene zeigte fir die Zeitpunkte 4, 8 und 15 Tage einen dosisabhan-
gigen und Uber die Zeit zunehmenden Behandlungseffekt (Abb. 39A). Dabei waren die Leber
Expressionsprofilen von Ratten, denen 15 Tage lang 80 mg/kg MPy verabreicht wurde, am wei-
testen von den Kontrollen entfernt d.h. die Genexpressionsprofile unterschieden sich am stark-
sten. Am Tag 24, also nach zehn tagiger behandlungsfreier Phase, waren die Genexpressions-
profile der Lebern sowohl von Kontroll- als auch von behandelten Ratten deutlich von den (bri-
gen getrennt; moglicherweise aufgrund des Absetzens der Behandlung per se, da die Tiere am
Tag 24 weder mit Vehikel noch mit Substanz weiterbehandelt wurden. Leber Expressionsprofile
von Ratten, denen vorher die hochste MPy Dosis verabreicht wurden, setzten sich am Tag 24
aber immer noch in Behandlungsrichtung von den Ubrigen ab.

Nach der statistischen Analyse wurden 1127 signifikant deregulierte Gene identifiziert, von de-
nen 494 kategorisiert wurden (Abb. 39B und Anhang-Tab. 10). In der Heatmap wird ebenfalls
deutlich, dass das Profil dieser 494 Gene dosis- und behandlungsdauerabhangig dereguliert ist
(Abb. 39C). Entsprechend Tab. 36 wurden die Gene, aufgrund der Funktion der von ihnen ko-
dierten Proteine, verschiedenen toxikologischen Kategorien zugeordnet. Die Kategorien unter-
scheiden sich geringfligig von den oben beschriebenen, indem, entsprechend des anderen
Gewebes und des anderen Mechanismus, entweder eine Kategorie in zwei eigenstandige un-
terteilt wurde (Zellzyklus/Proliferation in Zellzyklus Progression und Proliferation) oder neue

Kategorien nétig waren (mitochondriale Schadigung, Tumorgenese).
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Neben der Induktion von Apoptose, gekennzeichnet durch z.B. die Hochregulation von Caspa-
segenen (Casp4, Casp12), und Detoxifikation, gekennzeichnet z.B. durch die am starksten
hochregulierten Gene Multidrug resistance protein 1a (Mdr1a) und Cytochrom P450 4b (Cyp4b),
waren durch MPy viele Gene in der Leber hochreguliert, die mit der Zellzyklus Progression, Pro-
liferation und damit einhergehend mit der Regeneration assoziiert sind. Dies korreliert wahr-
scheinlich mit der nach MPy-induziertem Zellschaden ausgeldsten regenerativen Hyperplasie,
die vermutlich eine Rolle bei der kanzerogenen Wirkung von MPy spielt. Obwohl MPy nicht di-
rekt als genotoxisch gilt, wurden auch p53 Zielgene, wie p21 und Ccng1, und Tumorgenese-
assoziierte Gene, wie DNA-binding protein inhibitor 1 (Id-1) und Regulator of G-protein signaling
5 (Rgs5), als hochreguliert gefunden. Die Mehrheit der herunterregulierten Gene war mit dem
Verlust der Gewebespezifitdt verbunden, wie z.B. Gene fir CYP Enzyme (Cyp2a1) oder hepati-
sche Lipasen (Lipc) (Anhang-Tab. 10).
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Abbildung 39 Genexpressionsanalyse in der Leber nach Methapyrilen-induzierter Schadigung. A) Eine Princi-
pal Component Analyse wurde mit den Datensatzen aller Proben und Intensitdtswerten aller Gene als Variablen
durchgeflihrt. Grune, gelbe und orange Formen stellen Kontroll-, 30 mg/kg und 80 mg/kg MPy behandelten Proben
dar. B) Schematischer Ablauf der Genexpressionsanalyse mit den gesetzten Signifikanzgrenzen und den daraus
resultierenden Gengruppen. C) Heatmap der 186 signifikant deregulierten und kategorisierten Gene in der Leber
nach MPy Verabreichung. Die Farbung gibt das Verhaltnis nach Behandlung relativ zum Mittelwert der Kontrollgrup-
pe fur jede mRNA (waagerecht) pro Probe behandelter Tiere (senkrecht) entsprechend der Farbskala an.
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Tabelle 36 Toxikologische (Tox) Kategorien fiir die Genexpressionsanalyse Methapyrilen-induzierter Hepato-

toxizitat. 1 Hochregulation, | Herunterregulation.

Tox Kategorie

Beschreibung

Beispiele

Apoptose

Proliferation

Zellzyklus
Progression

Detoxifikation

Inflammation

Metabolismus &

Hochregulation pro-apoptotischer und Herunterregulation
anti-apoptotischen Gene

Hochregulation von Genen kodierend fiir: Wachstums-
faktoren, Proteine mit anti-apoptotischer Funktion, (IGF)-
PIBK-PKB Signalweg Komponenten; Herunterregulation
von pro-apoptotischen und Tumorsupressorgenen

Hochregulation von Genen fiir: CDKs/Cycline, Proteine
der DNA-Replikation, -Reparatur, -Transkription, Kom-
ponenten des mitotischen Spindelapparat, Zytokinese und
der Nukleosom Bildung

Hochregulation von Genen kodierend fir Enzyme der
Biotransformation und transmembran Transporter

Hochregulation von Genen fiir inflammatorische Proteine
und Proteine assoziiert mit Antigenprasentation

Hochregulation von Genen kodierend fiir Komponenten
des Zucker- und Energiemetabolismus, fir Fettsduren

Lipidmetabolismus Oxidationsenzyme, Syntheseenzyme und Transporter

Mitochondriale
Schadigung

Hochregulation von Genen kodierend fiir ATPase Inhibito-
ren; Herunterregulation Mitochondirien assoziierter Gene

Hochregulation von ARE Zielgenen und Genen assoziiert
mit oxidativem Stress, NFkB-Zielgene, HSPs (Chaperone,
Antwort auf Proteinschadigung); Gene assoziiert mit fri-

(Oxidativer) Stress her Stressantwort;

Regeneration

Strukt. Umgestal-
tung

Hochregulation von p53 Zielgenen und Genen kodierend
fur DNA Reparaturenzyme (DNA Schéadigung)

Hochregulation von Genen kodierend fiir Komponenten
der Aminosauresynthese, der Translation (ribosomale
Proteine), des Proteintransports und der Zelladhasion

Hochregulation von Genen kodierend flir Zytoskelett
Komponenten

Herunterregulation von Genen involviert in DNA Synthese,

Reduzierte Pro“fera_RepIikation, Proliferation; Hochregulation von Genen

tion

Verlust der
Gewebespezifitat

Signaling

Tumorgenese

involviert in Wachstumsinhibition, Proliferationsinhibitoren
und Tumorsupressorgenen

reduzierte Signaling-Kompetenz, Degradation; Herunter-
regulation von Genen kodierend fir Detox-Enzyme, Sig-
nalingkomponenten, Metabolismus- und Transportprotei-
ne; Dedifferenzierung

Hochregulation von Genen kodierend fir Komponenten
des GPCR Signalwegs, Hormon- und Ca2+-SignaIing

Gene deren spezifische Deregulation mit Tumorgenese
assoziiert ist

Bax11, Casp4/121,
Ddit31

Igfbp21, Nrg11, Bmf|
Ccnd11, Smc2t,
Cks21

Cyp4b11, Gstp1/a2t,
Mdr1a?

Fetub?,

Hsdl21, Adfp1,
Gpd21, Pck2t

Bdh/, Atpif11, Ppa2]

Ccng1t, p211,
Hspa91, Ddit31

Asns?, LamR11,
Elf4b1, Ica1t, Csrp2t

Myo1gt, Jubt

Egdf|, Igfals|

Cyp2a1], Sult1c1],

Lipc|, Lrp5|

Gnb11, Anxa71

Id11, Rgs571
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3.6 microRNA Expression im Gewebe mit Ziel-mRNA Identifikation

Die Messung der miRNA Expression im Gewebe sollte, wie oben erwahnt, Aufschluss Uber die
Beteiligung der miRNAs an den jeweiligen Ablaufen nach Toxinverabreichung liefern. Mittels
Datenbankeninformationen und etablierten Vorhersagemodellen, beides im Ingenuity Pathway
Analysis Programm implementiert, sollten fir die gemessenen Gewebe miRNAs im Pool der
deregulierten Gene (im vorherigen Anschnitt 3.5 beschrieben) passende Ziel-mRNA gesucht
und Netzwerke gebildet werden. Passende Ziel-mRNAs sind in diesem Zusammenhang
mRNAs fiir welche bekannt oder aufgrund ihrer Sequenz vorhergesagt ist, dass sie durch miR-
NAs auf posttranskriptioneller Ebene reguliert werden. Da miRNAs vorwiegend negative Regu-

latoren sind, wurde die Expressionsrichtung der identifizierten mRNAs mit beriicksichtigt.

3.6.1 microRNA Expression mit Ziel-mRNA Identifikation in der Niere nach Cisplatin Ver-
abreichung

Fur die miRNA Expressionsanalyse wurde die Gesamt-RNA aus der Niere von Kontrollratten
und von Ratten, 3 und 5 Tage nach der Verabreichung von 3 mg/kg Cp, isoliert. Das miRNA

Expressionsprofil wurden mittels Affymetrix microRNA Arrays® gemessen.

Von den 680 rattenspezifischen miRNAs auf dem Array, waren 54 signifikant (t-Test p<0,05)
und mindestens 1,5-fach dereguliert nach Cp Verabreichung in der Niere (Anhang-Tab. 11).
Von diesen war flir 5 miRNAs ein Cp-abhangiger Anstieg im Urin gemessen worden, wahrend
im Gewebe zwei, miR-210 und -399-3p, herunter- und drei, miR-21, -34a und -184, hochregu-
liert waren.

Fur 18 der 54 miRNAs konnten miRNAs 27 passende ebenfalls Cp-abhangig deregulierte
mRNAs identifiziert werden (Abb. 40A). Die Paarungen waren experimentell bestatigt oder min-
destens mit hoher Wahrscheinlichkeit vorhergesagt, zeigten mehrheitlich ein gegensatzliches
Expressionsprofil und waren als u.a. in der Niere exprimiert beschrieben. Einige der identifizier-
ten potentiell miRNA-regulieten mRNAs gehdrten zu den Cp charakteristischen Kategorien
DNA-Schadigung, Detoxifikation und Verlust der Gewebespezifitdt. DNA-Schadigung fuhrt be-
kannterweise zur P53 Aktivierung, die nicht mit einer erhdhten Expression assoziiert ist. Das
zusatzliche Einfugen von P53 in das Netzwerk zeigt, dass es als zentraler Schalter sowohl die
Expression vieler miRNAs wie auch mRNAs reguliert. Beispielsweise scheint die hochregulierte
miR-34a, selbst ein P53 Zielgen, an der Herunterregulation (hier prazieser: Verringerung der
mRNA Menge) von Calbindin (Calb1) und Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (Dpyd) und somit
am Verlust der Gewebespezifitat beteiligt zu sein (Abb. 40B).
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Abbildung 40 microRNA und mRNA Interaktionen in der Niere nach Cisplatin Schadigung. A) Schematische
Darstellung von Ablauf, Filterkriterien und Teilergebnissen fir die Identifikation von potentiell miRNA-regulierten
mRNAs mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA). 274 mRNAs bzw. Gene und 54 miRNAs wurden vorher als Cispla-
tin abhangig dereguliert identifiziert. B) Netzwerk der final identifizierten miRNA und mRNA Paarungen. Zusétzlich
wurde P53 aus Hauptregulator eingefiigt. Die Farbung entspricht der Cisplatin induzierten Hoch- (rot) und Herunter-
(Griin) regulation in der Niere am Tag 3. Schwarze bzw. graue Pfeile stellen eine inverse bzw. nicht inverse Expres-
sion von miRNA und mRNA dar. Blaue Pfeile stellen P53 Interaktionen dar.

3.6.2 microRNA Expression mit Ziel-mRNA Identifikation in der Niere nach Verabreichung
von nephrotoxischem Serum

Fir die miRNA Expressionsanalyse wurde die Gesamt-RNA aus der Niere von Kontrollratten
und von Ratten, 14 Tage nach der Verabreichung von 5 ml/kg NTS, isoliert und miRNA Expres-
sionslevel wurden mittels TagMan Cards gemessen. Da die NTS Effekte bei WKY Ratten hoher

und eindeutiger waren, werden im Folgenden nur diese Ergebnisse berlicksichtigt.

Von den ca. 280 gemessenen miRNA waren 80 signifikant (t-Test p<0,05) und mindestens 1,5-
fach in der Niere von WKY Ratten nach NTS Verabreichung dereguliert (Anhang-Tab. 12). Eini-
ge der hochregulierten miRNAs in der Niere, wie miR-21, -34b, -146b und -197, stiegen auch im
Urin an. Andere der im Urin erhéhten miRNAs waren in der Niere NTS-abhangig herunterregu-
liert, wie z.B. miR-192 und -193b. Ausgehend von einer experimentellen Bestatigung bzw. einer
hohen Vorhersagewahrscheinlichkeit, einem gegensatzlichen Expressionsprofil und einer be-
schriebenen Expression in der Niere, wurden von diesen 80 miRNAs fur 44 miRNAs 69 eben-
falls NTS-anhangig deregulierte mRNAs identifiziert (Abb. 41A). Die identifizierten mRNAs ko-
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dierten fur Proteine, die u.a. mit Fibrose assoziiert waren und die zugehoérigen miRNAs zeigten
mehrheitlich eine gegensatzliche Expression (Abb. 41B). So war z.B. miR-197 hochreguliert,
was zur Herunterregulation von Insulin-like growth factor-binding protein 3 (Igfbp3) passte. Des
Weiteren konnte unter den potentiell miRNA-regulieten mRNAs eine Assoziation mit dem
TGBp-Signalweg gefunden werden: wahrend Transforming growth factor-beta 2 (Tgf-B2) NTS-
abhangig hochreguliert war, waren finf entsprechende miRNAs, u.a. miR-193a, herunterregu-
liert (Abb. 41C).
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Abbildung 41 microRNA und mRNA Interaktionen in der Niere nach Schadigung durch nephrotoxisches Se-
rum. A) Schematische Darstellung von Ablauf, Filterkriterien und Teilergebnissen fur die Identifikation von potentiell
miRNA-regulierten mRNAs mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA). 439 mRNAs bzw. Gene und 80 miRNAs wurden
vorher als dereguliert identifiziert. B) Netzwerk der final identifizierten miRNA und mRNA Paarungen, die mit Fibrose
assoziiert sind. C) Netzwerk der final identifizierten miRNA und mRNA Paarungen, die mit dem TGFB-Signalweg
assoziiert sind. Die Farbung beider Netzwerke entspricht der Hoch- (rot) und Herunter- (Griin) Regulation in der Nie-
re, 14 Tage nach der Verabreichung von nephrotoxischem Serum. Schwarze bzw. graue Pfeile stellen eine inverse
bzw. nicht inverse Expression von miRNA und mRNA dar.

3.6.3 microRNA Expression mit Ziel-mRNA Identifikation in der Leber nach Methapyrilen
Verabreichung

Fur die miRNA Expressionsanalyse im Hepatotoxizitats Modell wurde die Gesamt-RNA aus der
Leber von Kontrollratten und von Ratten, 4, 8 und 15 Tage nach der taglichen Verabreichung
von 80 mg/kg MPy sowie 10 Tage nach Verabreichungsende (Tag 24), isoliert und 9 selektierte

miRNAs wurden mittels TagMan Assay gemessen.

Ausgehend von einer experimentellen Bestatigung bzw. eine hohen Vorhersagewahrscheinlich-

keit, einem gegensatzlichen Expressionsprofil und einer beschriebenen Leber Expression,
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konnten flr 7 von 9 miRNAs 30 ebenfalls Mpy-abhangig deregulierte mRNAs identifiziert wer-
den (Abb. 42A). Die leberspezifische miR-122 ist MPy-abhangig herunterreguliert, welches zur
Hochregulation vom Stress-assoziierten Ccng1 passt (Abb. 42B). Ein bekanntes miRNAs P53
Zielgen, miR-34a, ist in der Leber nach MPy hochreguliert. Dies entspricht wiederrum der He-
runterregulation von Tumor protein p53 inducible nuclear protein 2 (Trp53inp2). Stress kann
auch zur DNA-Schadigung fihren, was bekannterweise zur P53 Aktivierung flhrt. Das zusatzli-
che Einfigen von P53 in das Netzwerk zeigt, dass es sowohl die miRNA- wie auch die mRNA-

Expression reguliert.
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Abbildung 42 microRNA und mRNA Interaktionen in der Leber nach Methapyrilen induzierterSchadigung. A)
Schematische Darstellung von Ablauf, Filterkriterien und Teilergebnissen fir die Identifikation von potentiell miRNA-
regulierten mMRNAs mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA). 494 mRNAs bzw. Gene wurden vorher als dereguliert
identifiziert. B) Netzwerk aller final identifizierten miRNA und mRNA Paarungen Zuséatzlich wurde P53 eingeflgt. Die
Farbung entspricht der Hoch- (rot) und Herunter- (Griin) Regulation in der Leber nach 4-tagiger Methapyrilen Verab-
reichung. Schwarze bzw. graue Pfeile stellen eine inverse bzw. nicht inverse Expression von miRNA und mRNA dar.
Blaue Pfeile stellen P53 Interaktionen dar.

3.7 microRNA Lokalisation im Gewebe

Durch den Vergleich der Urinprofile nach Cp bzw. NTS Verabreichung konnten einige potentiell
Nierenschaden-spezifische miRNAs identifiziert werden, da jeweils unterschiedliche Nierenre-
gionen betroffen waren: tubularer Schaden nach Cp und vornehmlich glomeruléarer nach NTS-
Behandlung. Um ein mdglicherweise entsprechende kompartimentspezifische Lokalisation die-
ser miRNAs in der Nierezu erkennen, wurde die Lokalisation einiger dieser miRNAs in der Rat-
tenniere mittels in situ Hybridisierung untersucht. Parallel dazu wurde auch die Rattenleber un-
tersucht. Die histologischen Befunde wurden mit Hilfe der Pathologen Frau Dr. Ute Bach und

Herrn Dr. Matthias Rinke erhoben.
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Als Kontrollen wurden die ubiquitar und nuklear exprimierte small RNA U6 und die in Endothel-
zellen exprimierte miR-126 ausgewahlt. Wie erwartet konnte flir U6 ein positives Signal in allen
Zellkernen der Niere und Leber nachgewiesen werden, das hier aufgrund der angewendeten
Farbemethodik blau erscheint (Abb. 43A und B). Ebenso zeigten die Endothelzellen der Blutge-
falke mit der miR-126 Sonde ein positives Signal in beiden Geweben (Abb. 43C und D). In der
Niere war auch das glomerulare Kapillarknauel positiv.

A) * e Niere—U6 B) & Rl S A s R O Lober — US
87 ] _. L %
FETN
- [ e
Q) st Oy '.:  . Niere—miR-126 D) Vi ‘ 7 Leber — miR-126
E) Niere — negativ Sonde F) Leber — negativ Sonde

Abbildung 43 Positiv und negativ in situ Hybridisierungs-Kontrollen in Niere und Leber. A) und B) Ubiquitar-
nuklar exprimierte Positiv Kontrolle U6. C) und D) Endothelzell-spezifische Positiv Kontrolle miR-126. E) und F) Hyb-
ridisierung mit Negativ Sonde d.h. einer Nukleinsdure mit Zufallssequenz. Dargestellt sind reprasentative Bilder meh-
rerer Experimente. Leber und Niere entstammen einer unbehandelten Ratte, wurden perfundiert, in Formalin fixiert

und in Paraffin eingebettet. Blau: positives Sondensignal. Rosa: Eosin Gegenfarbung. Schwarzer Pfeil: Endothelzel-
len. Die Mafstableiste entspricht 200 pm.

Die Negativ Sonde, eine kurze Nukleinsdure mit zufalliger, nicht zu einer bekannten miRNA

komplementaren Sequenz, fihrte zu keinem Signal (Abb. 43E und F). Somit wurde sicherge-
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stellt, mit dem getesteten Protokoll auch die Lokalisation von miRNAs zu untersuchen, fir die
eine Expression in bestimmten Organregionen/-kompartimenten noch nicht bekannt war. Fir
diese miRNAs wurden jeweils Sonden fur die reife und die Vorldufer Form (pre-miRNA) einge-
setzt. Die letztere sollte im Kern lokalisiert sein, was zu einem starkeren oder eindeutigeren

Signal fihren musste.

Als nachstes wurde die Lokalisation von miR-192 untersucht, deren Expression mittels PCR in
beiden Organen vorher nachgewiesen wurde. Die pre-miR-192, der nukleare Vorlaufer, wurde
in der Niere in den Zellkernen der Glomeruli, proximalen Tubuli und auch anderen Tubulsab-
schnitten im Nierenkortex nachgewiesen (Abb. 44A). In der Leber war die pre-miR-192 in den
Zellkernen im Glisson’schen Dreieck zu sehen (Abb. 44B). Die reife miR-192 wurde als diffuses
Kern- und Zytosolsignal ebenfalls im Nierenkortex (Abb. 44C) und in der Leber im Glis-

son’schen Dreick und in Kupfferzellen nachgewiesen (Abb. 44D).

o
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Abbildung 44 Vorladufer (pre-) und reife miR-192 in Niere und Leber. A) und B) Vorlaufer pre-miR-192. C) und D)
Reife miR-192. Dargestellt sind reprasentative Bilder mehrerer Experimente. Leber und Niere entstammen einer
unbehandelten Ratte, wurden perfundiert, in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Blau: positives Sondensignal.
Rosa: Eosin Gegenfarbung. Schwarzer Pfeil: Glomerulus, weiler Pfeil: proximaler Tubulus, grauer Pfeil: Glis-
son‘sches Dreieck. Die Malstableiste entspricht 200 um bei Nieren- und 100 um bei Leberaufnahmen.
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Niere — pre-miR-26a Leber— pre-miR-26a

C) { Niere — miR-26a D) Leber — miR-26a
Abbildung 45 Vorladufer (pre-) und reife miR-26a in Niere und Leber. A) und B) Vorlaufer pre-miR-26a. C) und D)
Reife miR-26a. Dargestellt sind reprasentative Bilder mehrerer Experimente. Leber und Niere entstammen einer
unbehandelten Ratte, wurden perfundiert, in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Blau: positives Sondensignal.
Rosa: Eosin Gegenfarbung. Schwarzer Pfeil: Glomerulus, weiller Pfeil: proximaler Tubulus. Die Maf3stableiste ent-
spricht 200 pm.

miR-26a war als glomerulare miRNA beschrieben worden. lhr Vorlaufer, pre-miR-26a, war
schwach in der Niere in den glomerularen und tubularen Zellkernen nachweisbar, wahrend die
reife miR-26a vermehrt in den Glomeruli zu sehen war (Abb. 45A und C). In der Leber wurden
weder pre-miR-26a noch miR-26a nachgewiesen (Abb. 45B und D).

Fir miR-10b und -100, welche im Urin nach NTS-induzierter Glomerulonephritis als spezifisch
erhdht identifiziert wurden im Vergleich zu Cp-induzierter Schadigung des proximalen Tubulus,
war eine Expression in den Glomeruli nicht erkennbar. Jedoch war fur beide ein Kernsignal u.a.
in distalen Tubuli zu sehen (Abb. 46 A/C und B/D). Als miR-10b und -100 positiv wurden der
distale absteigende dinne Ast der Henle’schen Schleife, der gewundene distale Tubulusab-
schnitt, der Verbindungstubulus und der kortikale Teil des Sammelrohres gewertet. In der Leber

konnte keine der beiden miRNAs nachgewiesen werden (Abbb. 46E und F).
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=>
=>
=>
A) Niere — miR-10b B) Niere — miR-100
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C) Niere — miR-10b (VergréRerung) D) Niere — miR-100 (VergréRerung)
E) Leber — miR-10b F) Leber —miR-100

Abbildung 46 Reife miR-10b und -100 in Niere und Leber. A) und C) miR-10b in der Niere. B) und D) miR-100 in
der Niere. E) und F) miR-10b und -100 in der Leber. Dargestellt sind reprasentative Bilder mehrerer Experimente.
Leber und Niere entstammen einer unbehandelten Ratte, wurden perfundiert, in Formalin fixiert und in Paraffin ein-
gebettet. Blau: positives Sondensignal. Rosa: Eosin Gegenfarbung. Weiller Pfeil: distaler Tubulus. Die Malstableiste
entspricht 200 pm.
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4 Diskussion

In der zeit- und kostenintensiven Arzneimittelentwicklung fiihrt, neben fehlender Wirksamkeit
und erst in klinischen Entwicklungsphasen auftretenden Nebenwirkungen, vor allem die Organ-
toxizitat in der praklinischen Entwicklung zur Einstellung von Projekten. Statistisch werden ca.
45% der Arzneimittelkandidaten aufgrund von Organtoxizitat in praklinischen Versuchstieren
verworfen (Suter et al., 2004). In der préklinischen Entwicklung werden nach erstem Screening
in in vitro Testsystemen, in vivo Studien mit zunehmender Dauer durchgefihrt. Histologische
Untersuchungen und Messung traditioneller, d.h. etablierter, Biomarker (BM) werden dabei zur
Bewertung potentieller Organtoxizitat herangezogen. Nachteile dieser Methoden sind die maxi-
male Invasivitat der histologischen Untersuchungen per se und die geringe Sensitivitat und teil-
weise fehlenden Organspezifitat der traditionellen BM. Somit ist der Bedarf an nicht-invasiven,
sensitiveren und spezifischeren BM groR.

Da in Niere und Leber haufig Arzneimittel-induzierte Toxizitat auftritt, wurden in der vorliegen-
den Arbeit mit Hilfe von drei unterschiedlichen Ratten-Toxizitdtsmodellen neue Protein-BM im
Urin flr Nephrotoxizitat re-evaluiert. Zudem wurde das Potential einer neuen BM-Klasse, der
microRNAs (miRNAs) im Urin und Plasma, flir Nephro- sowie Hepatotoxizitat evaluiert. Parallel
dazu wurde die Genexpression (miRNA und mRNA) in den Zielorganen analysiert, um die mo-
lekularen Veranderungen und damit die Mechanismen der Substanz-induzierten Organtoxizitat

besser verstehen zu konnen.

4.1 Charakterisierungen der Toxizitatsmodelle durch Genexpression

Die Aufklarung der Wirkmechanismen von Toxinen auf Genexpressionsebene ist entscheidend
fur das Verstandnis von toxikologischen Effekten und dadurch fur die Entwicklung mdglicher
Vermeidungsstrategien, z.B. durch die Optimierung der chemischen Struktur von Arzneimittel-
kandidaten. Eine daflr hilfreiche Methode ist die Analyse der Toxin-induzierten Veranderungen
der Genexpression, auch Toxicogenomics genannt, welche auch eine Identifikation neuer BM
ermdglichen kann. Die hier verwendeten Toxizitatsmodelle, Cisplatin (Cp)-induzierte Schadi-
gung der proximalen Nierentubuli, Glomerulonephritis Induktion durch die Verabreichung von
nephrotoxischem Serum (NTS) und Methapyrilen (MPy)-induzierte Leberschadigung, sind z.T.
relativ gut untersucht. Dennoch, auch im Hinblick auf die Rolle von miRNAs, existieren noch

viele Lucken im Verstandnis der Wirkmechanismen.

Im Folgenden werden die drei unterschiedlichen Toxizitatsmodelle nacheinander diskutiert.
Hierbei werden die jeweils spezifisch deregulierten Gene (MRNAs als auch miRNAs) in der Nie-
re bei den beiden Nephrotoxizitdtsmodellen vergleichend hervorgehoben. Einschrankend ist

festzuhalten, dass die Genexpression hier indirekt tGber die Menge der mRNA bzw. miRNA im
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Organ gemessen wurde, sodass die Hoch- bzw. Herunterregulation des Gens nicht direkt mit
einer erhdhten bzw. verringerten Transkription des Gens assoziiert sein muss.
Zur Erlauterung: im weiteren Verlauf werden Gennamen mit groRem Anfangsbuchstaben und

die entsprechenden Proteinnamen komplett in Grof3buchstaben geschrieben.

4.1.1 Nephrotoxitititsmodelle

Cp-induzierter proximaler Nierentubulischaden

Die zytostatische Wirkung von Cp beruht auf der Bindung an die DNA und der darauf folgenden
inter- und intrastrang Vernetzungen (Ciccarelli et al., 1985). Dies aktiviert die DNA-Reparatur
Maschinerie und induziert einen Zellzyklus Arrest. In der Krebstherapie tritt u.a. als Nebenwir-
kung Nephrotoxizitat auf, da Cp in Nierentubulizellen akkumuliert. Dort kommt es neben der
DNA-Schadigung auch zur Bildung von reaktiven Metaboliten, welche auf verschiede Weisen
zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Reactive oxigen scecies, ROS) beitragen. DNA-
Schadigung und ROS fiihren in den Nierentubulizellen zu Stress bzw. oxidativem Stress, der in
apoptotischem oder nekrotischem Zelltod endet (Yao et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden Han Wistar Ratten zwei unterschiedliche Dosen Cp, 1 und 3
mg/kg, einmalig verabreicht. Nach je 3, 5, 8 und 26 Tagen wurden die Nieren histologisch un-
tersucht. Wie erwartet wurde eine tubulare Nekrose diagnostiziert, hier nach 3, 5 und 8 Tagen
in Ratten, denen die niedrige oder hohe Cp Dosis verabreicht wurde. Die Schadigung war 8
Tage nach der Verabreichung der héchsten Cp Dosis maximal. Mit Proben dieser Nieren wurde
eine Genexpressionsanalyse durchgeflihrt. Parallel zur Schadigung ist eine Deregulation der

Gene zu sehen, die ebenfalls 8 Tage nach Verabreichung der héchsten Cp Dosis maximal war.

Zu den am frihesten, d.h. am Tag 3, hochregulierten Genen gehérten fast alle Gene der Kate-
gorie DNA-Schadigung, von denen wiederrum viele p53 Zielgene sind.

P53 ist einer der bekanntesten Tumorsupressoren, der bei DNA-Schadigung stabilisiert wird
und in nachgeschalteten Signalwegen zur Induktion von Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur
oder Apoptose fuhrt. Die Rolle von p53 bei der Cp Zytotoxizitat ist bereits bekannt (Wang and
Lippard, 2005). Auch in vivo wurde eine Cp-induzierte Aktivierung von p53 in der Niere gezeigt,
die als Proteinstabilisierung und Phosphorylierung bekannt ist und als Anstieg des P53-und
Phospho-P53 Signals gemessen wurde (Miyaji et al., 2001; Vickers et al., 2004), z.B. im Nie-
rencortex und in der duReren Nierenmedulla in Cp behandelten Mausen, also genau in den ge-
schadigten Bereichen (Wei et al., 2007b). Dazu passt, dass an isolierten proximalen Nierentu-
buli von Kaninchen gezeigt werden konnte, dass die Co-Inkubation mit Pifithrin-a, einem P53-
Inhibitor, die Cp-induzierte Apoptose teilweise hemmt (Cummings and Schnellmann, 2002).
Eines der hochregulierten p53 Zielgene war hier der Inhibitor Cyclin-abhangiger Kinasen Cyclin

dependent kinase 1 (Cdkn1a, auch p21, WAF1, CIP1), welcher auch nach der niedrigeren Cp
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Dosis eindeutig hochreguliert war. Wie der Name schon verrat, inhibiert P21 CDKs wie z.B.
CDK2, welche im Zellzyklus beim Ubergang von der G1- zur S-Phase beteiligt ist und fihrt so-
mit zur Induktion eines Zellzyklusarrests, wahrend dem beispielsweise die geschadigte DNA
repariert werden kann. In Mausen wurde nach Cp Verabreichung ebenfalls ein p21 Anstieg in
der Niere gemessen (Megyesi et al., 1998). In derselben Studie wurde nach Cp Behandlung
von p21-defizienten Mausen eine deutlich schwerere Schadigung als in Wildtyp Mausen detek-
tiert. Daher kann die Hochregulation von p21 als Schutzmechanismus verstanden werden.
Vermutlich ist eine Balance zwischen P21-induziertem Zellzyklusarrest und CDK2-abhangigem
Fortschreiten des Zellzyklus trotz DNA-Schadigung mitverantwortlich fiir die Entscheidung zwi-
schen Rettung der Zelle oder Zelltod (Pabla and Dong, 2008). P21 steht im Zusammenhang mit
post-transkriptioneller Regulation durch die miRNAs miR-503 und -423, zwei in dieser Studie als
herunterreguliert gefundenen miRNAs. Dies kdnnte indirekt zur Induktion von p21 beitragen.
Passend zu p21 wurde im hier untersuchten Rattenmodell eine Hochregulation des p53-
Zielgens Cyclin G1 (Ccng1) festgestellt, welches ebenfalls mit Zellzyklusarrest nach DNA-
Schadigung assoziiert wird (Kimura et al., 2001). Ein Cp vermittelter Ccng1 Anstieg wurde
schon, sowohl fir Sprague Dawley Ratten (Huang et al., 2001) als auch in Cp-behandelten
NRK-52e Zellen (Huang et al., 2001) berichtet. Weiterhin gehért Ccng1 zu einer Gruppe von
Genmarkern, die plattformunabhangig als spezifisch fir Cp-induzierte Nephrotoxizitat identifi-
ziert wurden (Thompson et al., 2004). Diese Ccng1 Spezifitdt wurde auch in dieser Arbeit besta-
tigt, da im Vergleich zur Cp-induzierten Ccng1 Hochregulation in der Niere, keine Hochregulati-
on in der Niere nach NTS-induzierter Glomerulonephritis stattfand. Dieses |asst sich aber auf
die allgemeine DNA-schadigende Wirkung von Cp zurlickzufuhren.

Ein anderes p53-Zielgen, welches wie Ccng1 an der negativen Rickkopplungsschleife von p53
beteiligt ist (Ohtsuka et al., 2003), ist das Murine double minute 2 (Mdm2), welches in der hier
berichteten Studie nach Cp Behandlung hochreguliert war. In Mausen gibt es Hinweise auf eine
Beteiligung von Mdm2 an der Inflammation und Wundheilung nach akuter Nierenschadigung
(Mulay et al., 2012). Die nach Cp-Verabreichung beobachteten verringerten Nierenlevel von
miR-399 konnten indirekt zur Hochregulation von Mdm2 beigetragen haben, da miR-399 als

potentieller Regulator der Mdm2 mRNA identifiziert wurde.

Gene, die mit diversen Stress Reaktionen inklusive oxidativem Stress assoziiert werden, wur-
den ebenfalls friih nach Cp-Verabreichung hochreguliert. Dazu gehdren Gene, die mit Hypoxie
assoziiert sind, wie 6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 (PFKFB3). Die
PFKFB Genfamilie wird Uber den Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) Signalweg bei Hypoxie in-
duziert, wodurch bei Sauerstoffmangel die Energiegewinnung zur Glykolyse hin verlagert wird
(Minchenko et al., 2003). Eine Vasokonstriktion des renalen GefalRgeflechtes wurde in der

Chemotherapie mit Cp bei Menschen, aber auch bei Ratten beschrieben (Khan et al., 2007).
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Dadurch wird die Durchblutung der Niere reduziert und kénnte so zum Sauerstoffmangel, d.h.
zur Hypoxie, und Stressentstehung beitragen.

Clusterin (Clu), ein anderes Gen dieser Gruppe, wird in vielen Geweben in Folge von zellularem
Stress induziert. Bei Nierenschadigungen ist der Anstieg seit langem bekannt und in unter-
schiedlichen Zusammenhangen beschrieben worden (Rosenberg and Silkensen, 1995). So
wurde eine erhdhte Clu Genexpression und Proteinmenge in Ratten nach partieller Nephrekto-
mie (Correa-Rotter et al., 1992), nach einseitiger Harnleiter Obstruktion (Ishii et al., 2007), nach
Reperfusionsschaden (Yoshida et al., 2002) und Nephrotoxizitat (Sieber et al., 2009; Silkensen
et al.,, 1997) festgestellt. Da das CLU Protein nach Nierenschadigung auch im Urin ansteigt,
wurde es als neuer und sensitiver BM qualifiziert (Dieterle et al., 2010a). Ein Anstieg im Urin
nach Cp Verabreichung wurde in der vorliegenden Arbeit auch gemessen und wird im folgen-
den Abschnitt 4.2 diskutiert. Ein Anstieg der Clu Genexpression wurde nicht nur nach tubularer
sondern auch in vitro und in vivo nach glomerularer Schadigung beobachtet (Yamada et al.,
2001). Insgesamt scheint die Lokalisation von CLU nicht flr ein bestimmtes Nephronsegment
spezifisch zu sein (Harpur et al., 2011). Die Funktion des CLU Proteins erscheint zunachst wi-
dersprichlich, ist aber in zwei unterschiedlichen Isoformen begrindet, die durch alternatives
Splicen entstehen; das glykosylierte sekretierte 75-80 kDa CLU und das nicht glykosylierte nuk-
ledre 49 kDa CLU (Lakins et al., 1998). Wahrend das sekretierte CLU Protein die Zellaggregati-
on und somit Proliferation und Regeneration fordert sowie der Komplementsystem-abhangigen
Zelllyse entgegenwirkt (Rosenberg and Silkensen, 1995; Yamada et al., 2001), induziert das
nukledre CLU Apoptose (Leskov et al., 2003). Anhand der in dieser Studie gemessenen Gen-
expressionsdaten, die nicht zwischen verschiedenen Splice-Formen unterscheiden, kann nicht
festgestellt werden, welche Funktion das CLU hier hatte, zu vermuten sind aber beide Funktio-

nen, je nach dem Schweregrad und Art der Schadigung in der jeweiligen Zelle.

Hinweise auf Apoptose lieferten sowohl die Gene, die mit DNA-Schadigung als auch mit Stress
assoziiert sind. Eine extrinsische Aktivierung der Apoptose Uber den Tumornekrosefaktor a
(TNFa) und die darauf folgende Caspase-8 vermittelten Caspasekaskade wird vermutet, da in
Cp-behandelten Mausen eine starke Tnfa Induktion (Ramesh and Reeves, 2002) und in Spar-
gue Dawley Ratten funf Tage nach der Verabreichung von 5 mg/kg Cp eine erhdhte Expression
von Caspase-1, 3 und 8 gemessen wurde (Sheikh-Hamad et al., 2004). Eine Tnfa Induktion
wurde in dieser Arbeit allerdings nicht detektiert, was aber auch auf die fur Mause extrem hohe
Dosis von 20 mg/kg Cp zuruckgefuhrt werden kdnnte, die von Ramesh und Reeves verwendet
wurde. Die mogliche intrinsische Aktivierung der Apoptose durch Cp, Uber die Freisetzung von
mitochondrialem Cytochrom ¢ und der Caspase-9 vermittelten Caspasekaskade, wurde in ver-
schiedenen in vitro Experimenten nachgewiesen. Die in dieser Studie gemessene erhohte Ex-

pression von Bcl-2-associated X protein (Bax), welches auch von Sheikh-Hamad et al. in der
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oben erwahnten Rattenstudie gemessen wurde, kdnnte darauf hinweisen. BAX ist verantwort-
lich flr die Porenbildung in der Mitochondrienmembran und die darauffolgende Cytochrom c
Freisetzung (Lee et al., 2001; Park et al., 2002). Passend dazu zeigten Untersuchungen an
Bax-defizienten Mausen, dass diese resistenter gegenliber Cp-induzierter Nephrotoxizitat war-
en (Wei et al., 2007a). Weiterhin wurde hier eine eindeutige Hochregulation von P53 upregula-
ted modulator of apoptosis (PUMA), auch als Bcl-2-binding component 3 (Bbc3) bekannt, ge-
messen. Eine Hochregulation von Bbc3, welches als BBC3 Protein in der aufteren Mitochod-
rienmembran akkumuliert, dort mit anti-apoptotischen Proteinen interagiert und so BAX die Po-
renbilung ermdglicht, wurde nach Cp Behandlung ebenso in primaren proximalen Tubuluszellen
aus Rattennieren sowie in Mause- und Rattennieren aus in vivo Versuchen nachgewiesen
(Jiang et al., 2006; Tsuruya et al., 2003).

Die Hochregulation von Apoptosis enhancing nuclease (Aen, 1sg20I1), ebenfalls ein p53 Zielgen
und Marker bei genotoxischem Stress, lasst bei Cp-induzierter Nierenschadigung auch eine
weitere Art der Apoptose vermuten, die Caspase-unabhangige Apoptose (Kawase et al., 2008;
Watanabe et al., 2012). Das AEN Protein besitzt eine DNase Aktivitat und co-lokalisiert im Kern
mit anderen apoptotischen Nukleasen (Lee et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass der
Einsatz von Caspase-Inhibitoren, die Cp-induzierte Apoptose in proximalen Tubuluszellen, die
aus Kaninchennieren isoliert wurden, nicht vollstandig verhindern kann (Cummings and
Schnellmann, 2002). So wird als eine andere Caspase-unabhangige Zelltodart, an der AEN
beteiligt sein kdnnte, die Autophagie im Zusammenhang mit Cp-induzierter Nephrotoxizitat dis-
kutiert (Cho et al., 2014; Eby et al., 2010; Periyasamy-Thandavan et al., 2008).

Stress und Apoptose bzw. Nekrose fiihren zu inflammatorischen Reaktionen im Gewebe. In der
Niere wurden entsprechend nach Cp-induzierter Schadigung Gene hochreguliert, die mit In-
flammation bzw. mit einer Immunantwort assoziiert sind. Dazu gehdren Gene die fir Akute-
Phase Proteine wie Lipocalin-2 (LCN2, auch bekannt als Neutrophil gelatinase-associated lipo-
calin, NGAL) und Fibrinogen (Fibrinogen Ketten a und 8, Fga und Fgb) kodieren. LCN2/NGAL
wird von Neutrophilen und Epithelzellen als Antwort auf zelluldren Stress gebildet und dient
wahrscheinlich als Mediator des angeborenen Immunsystems (Flo et al., 2004). Wie in Mausen
mit Reperfusionsschaden war Lcn2 auch im vorliegenden Nephrotoxizitatsmodell eines der am
starksten hochregulierten Gene. Weiterhin wurde in derselben Mausstudie gezeigt, dass Lcn2
in gesunden Nieren kaum und nach Schadigung sehr stark in proximalen Tubuluszellen expri-
miert wird (Mishra et al., 2003). Die genaue Funktion in der geschadigten Niere ist noch nicht
eindeutig nachgewiesen, es werden sowohl schiitzende als auch pro-apoptotische Eigenschaf-
ten fur LCN2/NGAL beschrieben (An et al., 2013; Devireddy et al., 2005). Des Weiteren ist das
LCN2/NGAL Protein ein vielversprechender BM, da nicht nur ein Anstieg in der Niere, sondern

auch im Urin nach diversen Nierenschadigungen in praklinischen Versuchstierarten inklusive
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der hier beschriebenen Studien (s. Abschnitt 4.2) und in Patienten gemessen wurde (Endre et
al., 2011; Hoffmann et al., 2010a; Ozer et al., 2010a; Sieber et al., 2009; Steinbach et al.,
2014). Fibrinogen ist ein Hexamer aus je zwei a, B und y Ketten, welches an der Blutgerinnung
und der ersten Immunantwort beteiligt ist (Schultz and Arnold, 1990; Weisel, 2005). Bei Ratten
mit Reperfusionsschaden war Fgb das zweit starkste hochregulierte Gen (Krishnamoorthy et al.,
2011), so wie in den hier untersuchten Cp behandelten Ratten. Neuere Ergebnisse zeigen,
dass das Fibrinogen Protein auch ein neuer translationaler BM sein kdnnte, da ein Anstieg der
Expression in der Niere aber auch des Proteins im Urin von Ratten nach Cp Verabreichung und
in Patienten mit akuten Nierenschaden gemessen wurde (Hoffmann et al., 2012). Intercellular
adhesion molecule-1 (Icam1), ein Adhasionsprotein auf Endothelzellen und Ligand fir Leukozy-
ten, welches malfgeblich an der Cp-induzierten Inflammation beteiligt ist (Kelly et al., 1999;

Ramesh and Reeves, 2004), wurde hier ebenfalls als hochreguliert identifiziert.

Nehmen die oben beschriebenen gewebeschadigenden Reaktionen zu, tritt Nekrose auf, so wie
sie hier in den Untersuchungen histopathologisch diagnostiziert wurde. Dabei werden viele Ge-
ne herunterreguliert bzw. DNA und mRNAs werden degradiert. Ist der Schaden, wie in den vor-
liegenden Toxizitatsmodellen, organ- bzw. lokalisationsspezifisch, ist dies an der Herunterregu-
lation von entsprechenden organ- bzw. lokalisationsspezifischen Genen zu sehen — es kommt
zu Verlust der Gewebespezifitdt. Nach Cp-induzierter Schadigung gehdrten dazu allgemein in
der Niere exprimierte Gene, die mit der lonenhomoostase, Zelladhasion und Membrantransport
assoziiert sind und/oder tubulusspezifisch exprimiert werden. Eines der Gene, Ca®*-dependent
activator for secretion protein 2 (Cadps2), war im Vergleich zur NTS-induzierten Glomerulo-
nephritis spezifisch herunterreguliert; dies entspricht dessen Expression, die neben anderen
Organen in der Niere nur in proximalen Tubuluszellen nachgewiesen wurde (Sadakata et al.,
2007). Ein anderes flr distale Nierentubuli spezifisches Gen, Calbindin 1 (Calb1), war ebenfalls
herunterreguliert. Dies konnte mit einer nicht exklusiven Schadigung der proximalen Nierentu-
buli durch Cp oder einer sekundaren Schadigung der distalen Tubuli erklart werden. In Mausen
und Chemotherapiepatienten wurde eine Schadigung der distalen Tubuli nach Cp-Behandlung
festgestellt (Takashi et al., 1996; van Angelen et al., 2013). Weiterhin war Calb1 in der Niere
von Ratten nach einseitiger Ureterobstruktion oder induzierter Glomerulonephritis ebenfalls he-
runterreguliert (lida et al., 2013).

Calb1 wurde im Zusammenhang mit posttranskriptioneller Regulation durch miRNAs als von
miR-34a negativ regulierte MRNA identifiziert. Diese miRNA ist selbst ein bekanntes p53 Ziel-
gen (Hermeking, 2012; Siemens et al., 2011) und passend dazu hier hochreguliert. Erhéhte
miR-34a Level kdnnten zu verringerten Calb1 mRNA Level beigetragen haben, assoziiert mit
potentiellem Verlust der Gewebespezifitit und der p53 vermittelten Apoptose. Eine Cp-

abhangige miR-34a Hochregulation wurde auch im durchgeflihrten in vitro Experiment mit NRK-
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52e Zellen nachgewiesen, was den Ergebnissen in isolierten proximalen Tubuluszellen aus
Mausen und in der Mauseniere in vivo entspricht (Bhatt et al., 2010). Auch die Hochregulation
von miR-429, einem Mitglied der miR-200 Familie und ebenfalls p53 Zielgen (Kim et al., 2011),
war wahrscheinlich an verringerten mRNA Level weiterer gewebespezifischer Gene beteiligt,
z.B. Phosphoserinphosphatase (Psph), welches mit der Aminosauresynthese assoziiert ist. Es
kénnte dementsprechend vermutet werden, dass hier hochregulierte miRNAs in den Dediffe-
renzierungsprozess involviert sind, indem sie die Expression von mRNAs negativ regulieren,
deren entsprechende Proteine flir die Gewebehomdstase verantwortlich sind. Da aber Versu-
che mit miR-34a antisense Oligonukleotiden eine erhdhte Cp-induzierte Zytotoxizitat zeigten,
die ebenso flr eine zytoprotektive Rolle von zumindest miR-34a sprechen wirden, zeigen die
identifizierten miRNA Ziel-mRNAs wahrscheinlich nur einen Ausschnitt der pleiotropen miRNA
Effekte.

Parallel zur Schadigung wurden auch Gene hochreguliert, die mit Detoxifikation assoziiert sind,
wodurch z.B. Cp eliminiert und die Schadigung aufgehalten bzw. regeneriert werden koénnte.
Wie anfangs dargelegt, tréagt diese Metabolisierung auch zur Entstehung von reaktiven Metabo-
liten bei, welche dann kontraproduktiv im Sinne eines Regenerationsprozesses sind. Es wurden
Gene hochreguliert, die fir Enzyme der Phase | kodieren, wie z.B. das Cyfochrom P450 1B1
(Cyp1b1) und die Epoxidhydrolase 1 (Ephx1, auch bekannt als mikrosomale Epoxidhydrolase,
mEh). Diese zwei Enzyme konnten fur den negativen Effekt der Cp-Metabolisierung mitverant-
wortlich sein. Bei einem anderen Mitglied der CYP-Familie, dem CYP2E1, wurde gezeigt, dass
in einer proximale Tubuluszellinie aus Schweinenieren nach Cp Behandlung durch CYP-
Inhibitoren weniger Wasserstoffperoxid gebildet wurde und die Cp-induzierte Zytotoxizitat gerin-
ger war (Liu et al., 2002). Eine Inhibition der freien Epoxidhydrolase verringerte die Cp-
induzierte Nierenschadigung in Mausen (Parrish et al., 2009). In der Cyp1b1 mRNA wurden
homologe Sequenzen zur herunterregulierten miR-182 identifiziert, was zur Hochregulation des
Cyp1b1 beigetragen haben konnte. Cp induzierte auch die Expression von Glutathion-S-
transferase P1 (Gstp1), welches fiir ein Phase Il Enzym kodiert. Erhdhte Expression von Gstp1
wurde in mehreren Zelllinien beobachtet, die eine Cp-Resistenz entwickelten (Kalinina et al.,
2012). Weiterhin wurde die Gstp2 Isoform als hochregulierter Marker nach Cp-induzierter Neph-
rotoxizitat identifiziert (Thompson et al., 2004). Diese Ergebnisse lassen eine Detoxifizierung-
sfunktion der GSTPs vermuten. Andererseits wurde eine Bioaktivierung von Cp durch die GSTp
Isoformen vermutet, da Mause, die defizient fir beide Gstp Gene waren, weniger sensitiv gege-
niber Cp-induzierter Nephrotoxizitat waren als wildtypische Mause (Townsend et al., 2009).
Wahrscheinlich treten beide Moglichkeiten auf und sind abhangig vom zellularen Kontext, z.B.
der Menge an Cp in der Zelle und der Aktivitdt anderer metabolisierender Enzyme. Einen tat-

sachlich positiven Effekt im Sinne der Detoxifikation konnte die Hochregulation der Gene ha-

113



4 Diskussion

ben, die fur unterschiedliche Efflux Proteine kodieren,. Eines der am frihesten hochregulierten
Gene sogar nach Verabreichung der niedrigeren Cp Dosis, war das Mutli drug resistance 1
(Mdr1b, Abcb1b). Gene der Abc-Familie sind haufig an der Resistenz von Krebszellen gegeni-
ber Chemotherapeutika beteiligt, indem sie flr Transporter kodieren, die die Substanz aus der
Zelle ,herauspumpen® (Tan et al., 2000). Eine erhéhte Genexpression von Mdr1b wurde in
Mause- und Rattennieren nach Cp-Verabreichung bereits beschrieben (Aleksunes et al., 2008;
Huang et al., 2001). Parallel wurde in beiden Studien und in der eigenen Rattenstudie eine He-
runterregulation des Organic cation transporter 2 (Otc2) gemessen, der spezifisch in den proxi-
malen Tubuli exprimiert wird, wobei das OCT2 Protein wahrscheinlich fur die aktive Aufnahme
von Cp verantwortlich ist (Ciarimboli et al., 2005; Yonezawa et al., 2005). Dies lasst vermuten,
dass vielleicht eine schiitzende Anpassung stattgefunden hat, indem die Cp-Aufnahme gesenkt
und der Austransport erhéht wurde. Jedoch gibt es bisher keinen Nachweis fiir eine Interaktion
von Cp mit diesen beiden Transportern und die Herunterregulation von Oct2 kénnte auch auf

den Verlust der Gewebespezifitdt zuriickgefuhrt werden.

Sinngemal der Detoxifikation folgend schlie3t sich die Regeneration an, die einerseits durch
die Detoxifikation ermdglicht wird und andererseits auch parallel zur Schadigung induziert wird,
wodurch geschadigtes Gewebe ersetzt werden kann. Indirekt dazu gehdrt auch die Kategorie
der mit Proliferation assoziierten Gene. Die ,regenerativen® Gene kodieren fir intrazellulare
Transportproteine, Komponenten des Protein Metabolismus und Zelladhasionsproteine. Hier
hervorzuheben ist das insgesamt am starksten deregulierte Gen Kidney injury molecule 1 (Kim-
1, Havcr1), welches in den Nieren aller Cp behandelter Ratten zu jedem Untersuchungs-
Zeitpunkt sehr stark hochreguliert war. Ein Anstieg der Kim-1 Genexpression wurde erstmalig in
post-ischamischen Rattennieren nachgewiesen (Ichimura et al., 1998). In derselben Studie
wurde gezeigt, dass im gesunden Nierengewebe das KIM-1 Protein kaum vorhanden war und
nach Schadigung im proximalen Tubuluszellen sowie im Urin anstieg. Diese Beobachtungen
wurden darauf in vielen weiteren Studien flr diverse Nierenpathologien in Tieren und im Men-
schen bestatigt (Chiusolo et al., 2010; McDuffie et al., 2010; Vaidya et al., 2008; van Timmeren
et al., 2006; Zhou et al., 2008) und fihrten zur Qualifizierung von KIM-1 als sensitiver und spe-
zifischer BM im Urin fur Schadigungen der proximalen Nierentubuli (Vaidya et al., 2010). Die
Funktion von KIM-1 ist noch nicht eindeutig geklart. Eine Beteiligung an der Regeneration wird
vermutet, da sich die KIM-1 Lokalisation in proximalen Tubuli mit der in dedifferenzierten rege-
nerierenden Epithelzellen deckt und die abgespaltene extrazellulare Doméane, die je eine Im-
munoglobulin- und Mucin-ahnliche Domane enthalt, Adhdsionsmolekulen ahnelt (Bailly et al.,
2002; Ichimura et al., 1998). Zusatzlich wurde in Rattennieren, in primaren Ratten Tubuluszellen
sowie an Schweine und Kanninchen Epithelzelllinien gezeigt, dass Epithelzellen apoptotische

Zellen phagozytieren, die sie mittels KIM-1 und dem auf apoptotischen Zellen exprimierten
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Phosphatidylserin erkennen (Ichimura et al., 2008). Das heil3t KIM-1 kdnnte Epithelzellen er-
moglichen, im geschadigten Gewebe als semi-professionelle Phagozyten zu agieren. Dieses
wlrde auch zu Genexpressionsdaten passen, die zeigen, dass nach Nephrotoxin-induzierter
Schadigung und einer transienten Hochregulation von KIM-1, eine Kim-1 Herunterregulation
parallel zu Rickkehr zur normalen Epithelzell Morphologie zu beobachten ist (Maguire et al.,
2013).

NTS-induzierte Glomerulonephritis

Kim-1 war, wie nach Cp-Behandlung auch, das am starksten hochregulierte Gen in Nieren von
Ratten, denen NTS verabreicht und so eine Glomerulonephritis (GN) ausgelost wurde. Bei die-
sem Modell wurden WKY und SD Ratten mit NTS aus Schafen, welches Antikorper (Ak) gegen
die glomerulare Basalmenbran (GBM) enthalt, behandelt. Nach 14 Tagen fihrte dies zu vergro-
Rerten Glomeruli, mit mehr Zellen, mehr extrazellularer Matrix (ECM) und einer Hyperplasie des
Bowman’schen Kapselepithels sowie vermutlich sekundar induzierten degenerativen bzw. re-
generativen Veranderungen der Tubuli.

Da die geschadigten Glomeruli ihrer Filtrationsfunktion nicht mehr nachkommen kénnen, ist der
Primarharn mit diversen Plasmaproteinen Uberladen, die normalerweise nicht oder nur in sehr
kleinen Mengen dort vorkommen, sodass der nachgeschaltete Tubulusapparat mit der Rickre-
sorption Uberlastet wird. Andere GN Modelle fihrten zu ahnlichen Befunden (Togashi et al.,
2013b). Aus in vitro Experimenten ist bekannt, dass sich Proteinurie negativ auf proximale Tu-
buluszellen auswirkt, da die Verabreichung von Plasmaproteinen, wie z.B. Albumin, die Expres-
sion proinflammatorischer und profibrotischer Mediatoren in jenen induziert (Drumm et al., 2002;
Tang et al., 2003; Zoja et al., 1995). Dabei wird vermutet, dass nicht das Albumin an sich to-
xisch ist, sondern die daran gebundenen Fettsauren, die dann in den Tubuluszellen metaboli-
siert werden (Arici et al., 2002; Kees-Folts et al., 1994). Diese Ergebnisse flihren zu folgenden
maoglichen Interpretationen. Erstens scheint die tubuldre Schadigung eine Folge der glomerula-
ren Schadigung zu sein. Zweites lielRe sich die beobachtete tubulare Degeneration auf den
drastischen Anstieg der Proteinmenge im Urin zurickflhren, der ebenfalls in Folge der NTS
Verabreichung beobachtet wurde. Drittens sind die Hochregulation des Kim-1 Gens sowie der
Anstieg des KIM-1 Proteins im Urin mit der Schadigung der proximalen Tubuli zu erklaren, wel-
che bei geringgardiger Schadigung histologisch eindeutig lokalisiert wurde. Hier ist jedoch ein-
schrankend hervorzuheben, dass im Mausmodell fir diabetische Glomerulopathie auch in den
Glomeruli und in glomerularen Rattenepithelzellen in vitro nach Verabreichung von Albumin, ein
Anstieg der Kim-1 mRNA und des Proteins nachgewiesen wurde (Zhao et al., 2011).

Proteinurie induziert in proximalen tubuldren Zellen auch die Expression des Transforming
growth factor beta 1 (Tgfb1), wobei TGFB1 zur Akkumulation von Transgelin (Tagln, auch be-

kannt als smooth muscle protein 22 a, SM22a) positiven Myofibroblasten und dadurch zur Fib-
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rose fuhrt (Abbate et al., 2002; Wolf et al., 2004). TGFB wurde wegen vielen dhnlichen Ergeb-
nissen als das Hauptzytokin der Nierenfibrose beschrieben (Stahl and Felsen, 2001). Im unter-
suchten Modell der NTS-induzierten GN waren die Gene fir Tgfb2, eine von drei Tgfb Isofor-
men, das Tagln sowie viele Collagengene spezifisch im Vergleich zur Cp-induzierten tubularen
Schadigung hochreguliert, was histopathologisch als regenerative Veranderung der Tubuli ge-
deutet wurde und einer beginnenden Nierenfibrose entsprechen kénnte.

Fibrotische Veranderungen sind ein allgemeines Merkmal der fortschreitenden GN und gekenn-
zeichnet durch die Aktivierung von residenten Makrophagen nach dem initialen Signal, dem hier
die fremden Ak gegen die GBM entsprechen. Daher sind sie nicht auf das tubulare Interstitium
beschrankt. Durch die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine kommt es zur Infiltration von
Monozyten, welche wiederrum weitere proinflammatorische und profibrotische Zytokine wie
Tgfb freisetzen (Lan, 2011). Final werden von aktivierten Fibroblasten groRe Mengen an Protei-
nen der ECM gebildet, die den Aufbau und somit die Funktion der Niere negativ beeinflussen.
Weitere Hinweise liefert der nachgewiesene Anstieg von Tgfb2 im Mesangium in einem ande-
ren Rattenmodell fur GN (Hartner et al., 2003) sowie epithelial-mesenchymale Transition (EMT),
die sowohl proximale Tubulus- wie auch glomeruldre Epithelzellen TGFf-abhangig vollziehen
kénnen, und welche in der GN auch zur Entstehung von Fibroblasten beitragt (Abbate et al.,
2002; Marshall et al., 2011).

Bei diesen mit Fibrose assoziierten Veranderungen der Genexpression, scheinen miRNAs
mafgeblich beteiligt zu sein. Die Mehrheit der miRNAs, die mRNAs fur Tgfb2 oder Colagenket-
ten in negativer Weise regulieren kdnnten, waren herunterreguliert, sodass sie vermutlich indi-
rekt zu vermehrter ECM und fibrotischen Veranderungen beigetragen haben. Zusatzlich war 14
Tage nach der Verabreichung der hochsten NTS Dosis miR-132-3p hochreguliert, was wahr-
scheinlich zur Verringerung der, als NTS-spezifisch deregulierten, Matrix metalloproteinase 9
(Mmp9) mRNA gefiihrt haben kénnte. MMPs sind die wichtigsten Regulatoren der ECM Degra-
dation und in WKY Ratten konnte fiir die Mmp9 eine nahezu ausschliel3liche Expression in den
Glomeruli nachgewiesen werden (Kuroda et al., 2004; Vu and Werb, 2000). Kuroda et al. konn-
ten weiterhin zeigen, dass die Mmp9 Expression im Mesangium im Verlauf einer ebenfalls NTS-
induzierten Glomerulonephritis anstieg, um dann am Tag 14 wieder zu sinken. Dieses entspricht
Uberwiegend den Beobachtungen im vorliegenden Glomerulonephritismodell: am Tag 14 war
die Mmp9 Expression in den niedrigen Dosen hochreguliert und in der hdchsten Dosis herunter-
reguliert. Die Hochregulation ist wahrscheinlich eine Reaktion auf die ECM-Induktion, wodurch
Auf- und Abbau im Gleichgewicht gehalten wiirden. Eine schiitzende Funktion gegen die Uber-
produktion der ECM wahrend einer GN wurde in Mmp9-defizienten Mausen postuliert, da diese
nach Veranreichung von NTS schwerere glomerulare Schaden aufwiesen als Wildtyp Mause
(Lelongt et al., 2001). Ab einem bestimmten Punkt kippt vermutlich das Verhaltnis hin zum allei-

nigen Aufbau von ECM: durch die in dieser Studie beobachtete Induktion des Tissue inhibitor of
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metalloproteinase 1 (Timp1) kénnte MMP9 inhibiert worden sein, wahrend zusatzlich die Mmp9-

Expression post-transkriptional durch miR-132-3p gehemmt wurde.

Die beobachtete erhéhte Expression von miR-21 im GN-Mdell parallel zur Hochregulation be-
kannter Fibrose-assoziierter Gene, wie Col1a1, Fn, Tgfb und Tagin, kann als weiterer Hinweis
auf fibrotische Veranderungen interpretiert werden. MiR-21 wird in vielen Geweben exprimiert,
ist aber in der Niere angereichert. AuRerdem ist die miR-21 Sequenz zwischen Maus, Ratte und
Mensch konserviert (Landgraf et al., 2007). Eine Rolle von miR-21 bei der Fibrose wurde zu-
nachst in Zellen der glatten Muskulatur nachgewiesen, indem gezeigt wurde, dass TGFB1 das
Prozessieren der pre-miR-21 (ber die Induktion der RNase lll Drosha fordert (Davis et al.,
2008). Ein TGFB-abhangiger Anstieg der miR-21 Expression konnte in vitro in Mesangial- und
NRK-52e-Zellen von Ratten sowie in vivo in der Rattenniere nach der Induktion mesangialer GN
oder nach einseitiger Ureterobstruktion nachgewiesen werden (Denby et al., 2011). In Mausen
mit diabetischer Nephropathie, welche ebenfalls durch eine starke ECM Akkumulation gekenn-
zeichnet ist, konnte gezeigt werden, dass miR-21 im Vergleich zu normalen Mausen deutlich
hoher in der Niere exprimiert war und dass die Expression positiv mit der von Timp-1 und Col4
und negativ mit der von Mmp9 korrelierte (Wang et al., 2013a). In Mdusen mit einseitiger Urete-
robstruktion fihrte der miR-21 Anstieg zur Entwicklung von Nierenfibrose, wobei sich die Lokali-
sation der miR-21 in der Niere mit dem fibrotischen Gewebe deckte. Weiterhin flhrte eine
Uberexpression von miR-21 in primaren Nierenfibroblasten zur erhéhten Tagin (SM22a) Ex-
pression, welche charakteristisch ist fur Myofibroblasten (Chung et al., 2013; Glowacki et al.,
2013).

Neben fibrotischen Veranderungen ist die GN vor allem durch eine starke Immunreaktion ge-
kennzeichnet, welche wiederum auch malgeblich an fibrotischen Veranderungen beteiligt ist.
Wie in der Einleitung beschrieben, werden dabei Komponenten des angeborenen wie auch des
adaptiven Immunsystems aktiv. Da es in der GN-Studie jedoch nur einen Nekropsiezeitpunkt
gab, konnte der zeitliche Verlauf auf Genexpressionsebene leider nicht nachverfolgt werden.

Im Glomerulus kommt es nach der Injektion von NTS direkt zu Ablagerungen der heterologen
anti-GBM Ak, wobei bereits nach kurzer Zeit eine Anhaufung von Thrombozyten und Kompo-
nenten des Komplementsystems sowie infiltrierte Leukozyten nachgewiesen werden konnten
(Tam et al., 1999). Im vorliegenden GN-Modell waren auch noch nach 14 Tagen Gene des an-
geborenen Immunsystems in der Niere hochreguliert. Dazu gehdrten die bereits bei der Cp-
induzierten Nephrotoxizitat beschriebenen Gene, die fir Proteine der Akuten-Phase kodieren,
wie LCN2 und FGa/B/y, welche an der Blutgerinnung beteiligt sind, oder wie ICAM1, welches

als Adhasionsmolekil eine Rolle bei der Invasion von Leukozyten in das Gewebe spielt.
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Eine Aktivierung des Komplementsystems, welches an der angeborenen wie auch adaptiven
Immunantwort beteiligt ist, wurde durch die Hochregulation der Gene fir C1qa/B/y, C2, C4 und
C6 bestatigt, die bei der Cp-induzierten Schadigung nicht gesehen wurden. Diese Komplement-
komponenten lassen den klassischen Weg der Komplement-Aktivierung vermuten, bei dem das
C1q an Antigen-gebundene Ak bindet, die Komplementkaskade ausgeldst wird und weitere
Leukozyten, insbesondere Makrophagen und Fibroblasten angelockt werden (Cunningham and
Quigg, 2005). Mit Hilfe von C6-defizienten Ratten konnte gezeigt werden, dass die terminalen
Produkte der Komplementkaskade eine wichtige Rolle bei NTS-induzierter GN spielen (Nanga-
ku et al., 1997). Das Gen der C6 Komponente war in WKY hoch- und in SD Ratten herunterre-
guliert, was ursachlich zum Unterschied in der Auspragung der GN zwischen den Rattenstam-
men beigetragen haben konnte. Wie bereits bei der Cp-induzierten Stressantwort beschrieben,
war das Clu Gen auch im hier untersuchten GN-Modell hochreguliert. Das CLU Protein ist u.a.
als Gegenspieler des Komplementsystems beschrieben worden und hat vermutlich eine schut-
zende Rolle bei der GN (Yamada et al., 2001).

Das Vorhandensein von Cluster of Differentiation (CD) 4+ und CD8+ T-Zellen im Leukozytenin-
filtrat der Glomeruli und von autologen Ak stellen die adaptive Immunreaktion wahrend der GN
dar (Huang et al., 1997; Tam et al., 1999). Daflr muss eine vorangegangene Phagozytose der
heterologen Ak durch dentritische Zellen (DZ, Makrophage aus infiltrierten Mononukledren Zel-
len entstanden) stattgefunden haben, die dann das prozessierte Antigen auf ihnrem Major Histo-
compatibility Complex (MHC) Il prasentieren. Damit kbnnen DZ als Antigen-prasentierende Zel-
len naive CD4+, d.h. T-Helfer (ThO) Zellen aktivieren, die dann als Th1-Zellen Uber diverse Zy-
tokine weitere Makrophagen anlocken und ihre Phagozytenleistung sowie die Antigenprasenta-
tion stimulieren, oder ThO zur Differentierung in Th2 Zellen treiben, die wiederum B-Zellen akti-
vieren und somit zu Herstellung der autologen Ak fihren (Kahl et al., 2010). Der MHCII Komp-
lex wird beim Menschen durch HLA Gene und bei Ratten durch die homologen Rt1 Gene ko-
diert. Eine unterschiedliche Anfalligkeit fir GN wurde bei unterschiedlichen Ratten- und Mause-
stdmmen beobachtet sowie beim selben Rattenstamm mit unterschiedlichen Rt1 Haplotypen
(Reynolds, 2011; Reynolds et al., 1998). Dies lasst vermuten, dass MHC Il Molekile eine wich-
tige Rolle bei der GN Entstehung spielen. In der vorliegenden Studie waren die WKY deutlich
empfindlicher und zeigten eine einheitlichere Reaktion auf NTS Verabreichung als SD Ratten.
Dies wurde auch bei frGheren Studien mit SD, Lewis, F344, Wistar-King A, spontaneously hy-
pertensive und WKY Ratten beobachtet (Kanno et al., 1998; Kawasaki et al., 1992). In der vor-
liegenden Genexpressionsanalyse zeigte sich fur Rt1-Bb eine differenzielle Expression in WKY
und SD Rattennieren. Das Rt1-Bb Gen kodiert fiir die B-Kette des MHC Klasse || RT1.B Mole-

kidls und war in WKY deutlich hoch- und in SD Ratten herunterreguliert, sodass vielleicht eine
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starkere und anhaltende zellulare Reaktion des adaptiven Immunsystems in WKY zu einer ein-

heitlicheren und schwerwiegenderen GN gefiihrt hat.

Zusammenfassend konnte die Genexpressionsanalyse der zwei Nephrotoxizitdtsmodelle be-
reits beschriebene Mechanismen im Detail aufzeigen und die histopathologischen Befunde in
einen molekularen Zusammenhang stellen. Bei der Cp-induzierten Nephrotoxizitat stand die
Reaktion auf Stress und DNA-Schadigung gefolgt vom Verlust der Gewebespezifitat im Vorder-
grund. Parallel wurden die Gene der Detoxifikationsenzyme-kodierende Gene hochreguliert,
welche dann nicht nur zur Eliminierung des Fremdstoffes, sondern, durch die Produktion von
reaktiven Metaboliten, zur Stresssteigerung beitrugen. Im Vergleich dazu war das Genexpressi-
onsprofil der Nieren nach NTS-induzierter Glomerulonephritis vor allem durch eine drastische
Immunreaktion und durch Hinweise auf fibrotische Veranderungen gekennzeichnet. Dabei zeig-
te sich der einzige qualitative Unterschied zwischen dem WKY und SD Rattenstamm in der Ex-
pression des MHC Il Gens, Rt1-Bb und des C6 Gens. Die grof3e Anzahl gleichermal3en Cp- und
NTS-abhangig deregulierter Gene Iasst sich einerseits auf das gleiche Organ und andererseits
auf die ebenfalls in der GN auftretende sekundére tubuldre Schadigung zurtckfuhren. Zu den
jeweils deregulierten Genen wurden einige in der Gegenrichtung deregulierte miRNAs identifi-
ziert. Entsprechend der von ihnen potentiell regulieten mRNAs und der Proteine fir die sie ko-

dieren, scheinen miRNAs an diversen Signalwegen aktiv beteiligt zu sein.

4.1.2 Hepatotoxizitaitsmodell

Neben der Nieren-, stand auch die Lebertoxizitat im Fokus dieser Arbeit. Fiir das Hepatotoxizi-
tasmodell wurden Han Wistar Ratten taglich mit zwei unterschiedlichen Dosen MPy, 30 und 80
mg/kg, behandelt. Nach 4, 8, und 15 Tagen sowie 10 Tage nach Behandlungsende (Tag 24)
wurde die Leber histopathologisch untersucht. Wie erwartet wurden eine dosis- und zeitabhan-
gige Nekrose, Inflammation, Gallengangs Hyperplasie und ein Anstieg der Zahl der mitotischen
Zellen detektiert. Nach zehntagiger Regenerationsphase waren kaum mehr Veranderungen zu
sehen. Vergleichbare histopathologische Befunde wurden bereits flr Lebern von F344, SD und
Wistar Ratten nach MPy Verabreichung beschrieben (Cunningham et al., 1995; Ellinger-
Ziegelbauer et al., 2005; Hamadeh et al., 2002).

Wie in der Einleitung beschrieben, ist MPy ein nicht-genotoxisches Hepatokanzerogen in Rat-
ten, dessen Wirksamkeit auf eine intensive Metabolisierung in der Rattenleber zurlickzufiihren
ist. Gene fur Detoxifikationsenzyme gehoérten nach MPy-Verabreichung zu den frihesten und
auch nach der niedrigen Dosis hochregulierten Genen. Phase | Enzyme, die z.B. von den Ge-
nen Cyp4b1 und Cyp2c12 kodiert werden, kénnten u.a. fur reaktive MPy-Metaboliten verant-

wortlich sein und wurden auch in anderen Genexpressionsanalysen als dereguliert identifiziert
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(Craig et al., 2006; Hamadeh et al., 2002). Die reaktiven Metaboliten kdénnten zur Entstehung
von oxidativen Stress gefiihrt haben, gekennzeichnet durch den Anstieg von Genen deren
Genprodukte mit oxidativem Stress assoziiert sind, wie z.B die Detoxifikationsenzyme Aflatoxin
B1 aldehyde reductase (Akr7a3) und aGST2 sowie Metallothionein 2 (Mt2) und B-cell transloca-
tion gene 3 (Btg3). Auch p53 Zielgene, wie p21 und Ccng1, waren durch MPy hochreguliert.
Dies kénnte auf eine DNA Schadigung hinweisen, da vor allem die Hochregulation von p53
Zielgenen fur genotoxische Substanzen typisch ist. Jedoch flihrte die MPy Behandlung auch zur
Hochregulation des Gens Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 (Apex1), welches flr ein Pro-
tein kodiert das an der Reparatur von oxidativen DNA Schaden beteiligt und charakteristisch bei
nicht-genotoxischen Kanzerogenen hochreguliert ist (Ellinger-Ziegelbauer et al., 2005). Dies
lasst vermuten, dass reaktive MPy-Metaboliten Uber oxidativen Stress zur DNA-Schadigung und
so zur Aktivierung von p53, gefolgt von der Induktion von p53-Zielgenen, gefliihrt haben. Eben-
falls Stress fordernd kénnte auch eine Schadigung der Mitochondrien gewesen sein, hier repra-
sentiert durch die Herunterregulation von Genen, die fur mitochondriale Proteine kodieren: D-
beta-hydroxybutyrate dehydrogenase (Bdh) und Pyrophosphatase 2 (PpaZ2).

Die Schadigung fihrte zum einem zur Induktion pro-apoptotischer Gene, wie Bax und
Casp4/12, und zum Verlust der Gewebespezifitdt durch Herunterregulation leberspezifischer
Gene, wie Hepatic lipase (Lipc) und Organic anion transporting polypeptide 4 (Oatp4), was letz-
tlich in der histopathologisch gesehenen Nekrose mindete. Zum anderen fuhrten Stress und
geschadigtes Gewebe auch zur Inflammation, die histopathologisch durch infiltrierte Monozyten
gekennzeichnet wurde. Dazu gehdrten auf Genexpressionsebene Gene flr Akute-Phase-
Proteine, wie Murinoglobulin 1 (Mug1, auch bekannt als Alpha-1 proteinase inhibitor 3) oder
Fetuin 3 (Fetub) oder das Chemokine (C-X-C motif) ligand 16 (Cxcl16), welches mit der Regula-
tion der T-Lymphozyten Infiltrierung nach inflammatorischer Leberschadigung assoziiert wird
(Xu et al., 2005).

Parallel scheinen regenerative Prozesse eingeleitet worden zu sein, da Zellzyklus assoziierte
Gene, z.B. Cycline D1 (Ccnd1) und Tubulin 85 (Tubb5), und Proliferations-assoziierte Gene,
wie Fibroblast growth factor 21 (Fgf21) und Galactose-specific lectin 3 (Lgals3), hochreguliert
waren; histopathologisch war eine erhéhte Anzahl mitotischer Zellen beobachtet worden. Eben-
so wurden Gene hochreguliert, die mit Regeneration und struktureller Umgestaltung assoziiert
sind, die histopathologisch wahrend der zweiwdchigen MPy Verabreichung zur Gallengangs
Hyperplasie geflhrt haben kdénnten. Bei einer fortdauernden Verabreichung flhrt dies zur rege-
nerativen Hyperplasie und sehr wahrscheinlich zum Hepatokarzinom. Von Ratten, die Uber ein
Jahr taglich mit 20-30 mg MPy behandelt wurden, entwickelten fast alle Leber Neoplasien und
zwar hauptsachlich Leberzell- (hepatocellular carcinoma, HCC) und Gallengangskarzinome
(Lijinsky et al., 1980).
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Im untersuchten Rattenmodell fanden sich auch bereits nach zweiwdchiger MPy-Verabreichung
erste Hinweise auf Prozesse, die eine Tumorentwicklung unterstitzen kdénnten. Ein Beispiel
waren zwei Gene, die von Lebersternzellen exprimiert werden: Cysteine-rich protein 2 (Csrp2,
auch bekannt als Smooth muscle cell LIM protein) und S7100 calcium binding protein A11
(S100a11). Lebersternzellen sind im normalen Lebergewebe in ruhendem Zustand, werden
dann aber nach Schadigung aktiviert. Sie proliferieren, differenzieren zu Myofibroblasten und
bilden die Hauptquelle fir ECM Proteine in der Leber. Weiterhin sezernieren sie Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die Proliferation und Regeneration von hepatischen Endothelzellen und
Hepatozyten fordern (Yin et al., 2013). In der Leber wurde die Expression von Csrp2 exklusiv in
Lebersternzellen nachgewiesen, die durch Wachstumsfaktoren aktiviert wurden (Weiskirchen et
al., 2001). Zudem wurde es in mehreren humanen HCC als spezifisch hochreguliertes Gen im
Vergleich zu normalem Gewebe identifiziert (Midorikawa et al., 2002). Die Expression von
S100a11 wurde sowohl in vitro als auch in vivo in aktivierten Lebersternzellen nachgewiesen
(Kristensen et al., 2000). Andere Beispiele waren Gene, die direkt mit Tumorgenese bzw. HCC
assoziiert werden, wie Bystin (Bysl), Coxsackie virus and adenovirus receptor (Cxadar, Car)
oder Regulator of G-protein signaling 5 (Rgs5) (Chen et al., 2004; Wang et al., 2009a; Yama-
moto et al., 2010).

In diesem Zusammenhang kann auch die Rolle von miR-122 betrachtet werden. MiR-122 ist in
vielen Vertebratenspezies konserviert, leberspezifisch exprimiert und an der Leberentwicklung
sowie —homoostase beteiligt (Chang et al., 2004; Filipowicz and Grosshans, 2011; Xu et al.,
2010). Untersuchungen an humanen HCC Biopsien, humanen HCC Zelllinien und Ratten zeig-
ten eine geringe miR-122 Expression im Vergleich zu entsprechenden Normalkontrollen (Bur-
chard et al., 2010; Coulouarn et al., 2009; Kutay et al., 2006), so wie es hier nach MPy Behand-
lung beobachtet wurde. Entsprechend waren die bekanntermallen von miR-122 regulierten
mRNAs flir Ccng1 und Aldolase a (Aldoa) hochreguliert, die beide bereits mit HCC assoziiert
werden. Die negative Regulation der Ccng1 mRNA durch miR-122 wurde in vitro und in HCC
Biopsien bestatigt (Fornari et al., 2009). Auf der Suche nach Glykolyse assoziierten Genen,
deren erhdhte Expression ein Kennzeichen von Neoplasien darstellt, wurde Aldoa als verstarkt
exprimiert in humanen HCC Biopsien gefunden (Hamaguchi et al., 2008). In F344 Ratten, die
drei Monate lang mit einer sehr hohen MPy-Dosis behandelt wurden, war miR-122 keine der
signifikant deregulierten miRNAs in der Leber (Koufaris et al., 2012). Dieses scheint wider-
spruchlich kénnte jedoch daran liegen, dass die Herunterregulation im hier untersuchten Modell
sehr gering war. Anhand der beschriebenen Untersuchungen, die eine verringerte miR-122 Ex-
pression mit HCC assoziieren, kann aber angenommen werden, dass auch eine geringe Dere-
gulation dieser leberspezifischen miRNA zur Entartung fuhren konnte. Allerdings kann eine

passive Verringerung der miR-122 Menge aufgrund der Schadigung des Gewebes, d.h. Degra-
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dation, nicht ausgeschlossen werden. Ebenfalls die mit Tumorgenese assoziierte miR-34a war
hier hochreguliert, wobei Koufaris et al. dies auf den persistenten oxidativen Stress und die da-
mit verbundene p53-abhangige erhdhte Expression der miR-34a zuruckfuhrten. Durch die Be-
teiligung von miR-34a an der Induktion eines Zellzyklusarrests ist diese haufig in Karzinomen
herunterreguliert (Hermeking, 2009). Die Hochregulation nach MPy Verabreichung kénnte da-
her einen zumindest transienten schitzenden Effekt haben. Jedoch wurden in der MPy-Studie
keine herunterregulierten mMRNAs identifiziert, die durch miR-34a reguliert werden und gleichzei-

tig Zellzyklusarrest-assoziiert sind.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Genexpressionsanalyse der Leber nach
MPy Behnadlung vielen bereits beschriebenen Mechanismen nicht-genotoxischer Hepatokan-
zerogene und den histopathologischen Befunden entsprach. Des Weiteren konnte auch ein
potentielles Mitwirken von miRNAs bei MPy-abhangig veranderter Genexpression gezeigt wer-

den.

4.2 Biomarker Evaluierung

Die Toxizitatsmodelle wurden, neben der Genexpressionsanalyse, die zum Verstandnis der
molekularen Ablaufe bei Nieren- und Lebertoxizitat beitragen sollte, primar fir die Evaluierung
von Biomarker (BM) eingesetzt. Im Folgenden werden zunachst bereits bekannte Harnprotein-
BM fir Nierenschadigung mittels der zwei Nephrotoxizitdtsmodelle bewertet, einen Messmetho-
denvergleich miteinschlieend, um darauf miRNAs im Urin und Plasma als neue BM zu evaluie-

ren.

4.2.1 Re-Evaluierung von Nephrotoxizitats-Proteinbiomarkern im Urin

Einige der gemessenen Protein-BM sind inzwischen fir Nierenschaden qualifiziert, d.h. fir den
Einsatz in praklinischen Rattenstudien validiert und behérdlich zugelassen; andere gelten noch
als explorativ (vergl. Abschnitt 1.3). Bevor die Ergebnisse der Proteinbiomarker hinsichtlich ihrer
Nephrotoxizitats-Vorhersage bewertet werden, wird zunachst der Vergleich zwischen den zwei
angewendeten Messmethoden diskutiert. Fir die BM-Messung haben sich zwei Multiplexsys-
teme etabliert, das elektro-chemilumineszenz-basierte System von MesoScale Discovery (MSD)
und das Bead-basierte System mit Luminex-Technologie (LMX) (vergl. Abschnitt 2.2.3). Fur den
Plattformvergleich wurden die Proteinbiomarker in den gleichen Harnproben mit beiden Metho-
den gemessen. Obwohl die jeweils gemessenen Konzentrationen eine meist starke Korrelation
aufwiesen, der jeweilige relative Anstieg im Urin nach der Schadigung im Vergleich zur Kont-
roligruppe qualitativ ahnlich war und insgesamt mittels beider Systeme die Nierenschadigung
an sich detektiert werden konnte, waren die absoluten Konzentrationen, mit Ausnahme der

KIM-1 und OPN Messungen, nicht vergleichbar. Fur die restlichen mit beiden Plattformen ge-
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messenen BM, NGAL, aGST, CLU und B2M, lieferten die Messmethoden deutlich unterschied-
liche absolute Konzentrationen im Urin. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass LMX
systematisch héhere Konzentrationen misst als MSD. Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Pro-
teinbiomarkermessungen mit beiden Plattformen in anderen Nephrotoxizitdtsmodellen (John-
Baptiste et al., 2012; Sasaki et al., 2011; Swain et al., 2011) und sogar Messungen von Zytoki-
nen, einem vollig anderen Analyt (Chowdhury et al., 2009). Auch der direkte Vergleich der ge-
messenen absoluten Konzentrationen der jeweiligen Plattform mit publizierten Daten zeigte
keine Ubereinstimmung. Dies kdnnte an dem unterschiedlichen experimentellen Design und
den unterschiedlichen Rattengeschlechtern und —stammen liegen, fiir die Unterschiede in den
Proteinbiomarkern beschrieben worden (Gautier et al., 2010; Harpur et al., 2011; Pinches et al.,
2012). Ferner scheinen die an sich sehr unterschiedlichen Systeme auch sehr unterschiedliche
Ak bzw. Standards zu verwenden, die eine Identifikation allgemeingiiltiger Basallevel zum jetzi-
gen Zeitpunkt nicht erméglichen.

Dennoch erméglichten beide Plattformen, wie oben erwadhnt, eine ldentifikation der Nierenscha-
digung durch die Messung relativ zur Kontrolle erhéhter Mengen im Urin behandelter Ratten,

auf die im Folgenden naher eingegangen wird.

Die Verabreichung von Cp und NTS flhrte in der Rattenniere auch bei den niedrigsten Dosen
zu pathologischen Veranderungen. Die etablieten BM im Blut fur Nierenschadigung, Blut-
Harnstoff-Stickstoff (BUN) und Serum Creatinin (sCrea), waren nur nach der Verabreichung der
hochsten Cp-Dosis leicht am Tag 5 und maximal am Tag 8 erhéht, also nur bei einer massiven
Nekrose. Die NTS-induzierte GN zeigten sie tberhaupt nicht an. Die Messung des Glukosege-
halts im Urin lieferte ein ahnlich insensitives Profil, wahrend die Messung der Gesamtprotein-
menge im Urin zumindest nach der NTS Verabreichung einen eindeutigen und dosisabhangi-
gen Anstieg zeigte. Dieses passt zur Qualifizierung der Gesamtproteinmenge im Urin als BM fir

Nierenschadigungen, insbesondere bei glomerularen Schaden (Dieterle et al., 2010a).

Im Gegensatz dazu konnten unter den neuen Protein-BM im Urin, welche mittels MSD oder
LMX gemessen wurden, nach beiden Nierenschadigungen sensitive und frihe Anstiege ge-
messen werden. KIM-1 war bei der Cp-induzierten tubularen Nekrose der beste BM, da er am
frGhesten Zeitpunkt und auch nach der niedrigeren Cp Dosis anstieg. Insgesamt war KIM-1 der
einzige BM der eindeutig in den niedrigen Cp Dosisgruppen erhéht war. Dieses entspricht den
Erwartungen, da KIM-1 als BM flr proximalen tubuldren Schaden qualifiziert wurde (Vaidya et
al., 2010) und da seine Sensitivitat und Spezifitat fir proximal tubuldren Schaden in vielen Stu-
dien an mannlichen und weiblichen Ratten sowie unterschiedlichen Rattenstdmmen nach der
Verabreichung diverser Nierentoxine, wie z.B. Gentamicin, Quecksilber, Chrom, Ochratoxin A,

Cp, u.v.m., gezeigt wurde (Hoffmann et al.,, 2010b; Sieber et al.,, 2009; Swain et al., 2012;
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Swain et al., 2011; Wadey et al., 2013; Zhou et al., 2008). Die Sensitivitat l1asst sich auf die In-
duktion der Genexpression bei Schadigung zurtickflihren (Chiusolo et al., 2010), die ebenfalls in
der Genexpressionsanalyse der untersuchten Nephrotoxizitdtsmodelle gesehen wurde und die
zur KIM-1 Produktion mit erhdhter Abspaltung seiner Ektodoméane in den Urin einhergeht. Die
Spezifitat fur proximalen tubuldren Schaden liegt an der Induktion der Expression von KIM-1,
die bereits sehr friih, d.h. 72h nach der Cp Behandlung, in der Rattenniere nachgewiesen wer-
den konnte (McDuffie et al., 2013). Nach Puromycin induzierter glomerularer Schadigung (To-
nomura et al., 2010) oder nach Toxin-induzierter Leberschadigung (Vaidya et al., 2010) war
kein Anstieg im Urin detektierbar. Letzteres passt zu den unveranderten KIM-1 Urinmengen
nach MPy-induzierter Leberschadigung, wie in dieser Arbeit gefunden. Die Ergebnisse von To-
nomura et al. erscheinen zunachst widersprichlich zum KIM-1 Anstieg im Urin nach NTS-
induzierter GN. Dieses liegt hauptsachlich an der bereits oben in der Diskussion der Genex-
pressionsanalyse erwahnten tubuldren Schadigung im GN-Modell, die vermutlich sekundar in
Folge der Proteinliberladung auftrat. An beiden Zeitpunkten im GN-Modell, Tag 8 und 14, hat-
ten sich schon tubuldre Schaden manifestiert. Tonomura et al. (2010) hatten einen sehr frihen
Zeitpunkt, Tag 2, untersucht, an dem vermutlich noch kein tubularer Schaden nach Puromycin-
induzierter glomerulédrer Schadigung vorhanden war, sodass kein KIM-1 Anstieg im Urin ge-
messen wurde. Auch an dieser Stelle, wie bereits bei der Genexpressionsanalyse, muss er-
wahnt werden, dass KIM-1 im Rattenmodell fUr diabetische Glomerulopathie nicht nur in proxi-
malen Tubuli sondern auch in den Glomeruli nachgewiesen wurde (Zhao et al., 2011). Inwieweit
dies auch im GN-Modell relevant ist flr den Anstieg im Urin, misste mittels Immunohistochemie
geklart werden. Dennoch ist KIM-1 ein sensitiver und spezifischer Nierenbiomarker, der auch
vielversprechende Ergebnisse in klinischen Untersuchungen liefert (Endre et al., 2011; Vaidya
et al., 2008).

Bei aGST, einem explorativen BM, der spezifisch fiir die proximal tubulare Schadigung zu sein
scheint (Gautier et al., 2010), bei NGAL und OPN, beide ebenfalls explorativ und scheinbar
spezifisch flir proximal und distal tubulare Schadigung (Sieber et al., 2009; Xie et al., 2001) so-
wie bei CLU, einem qualifizierten BM fur proximal tubuldre Schadigung (Dieterle et al., 2010a),
war wahrscheinlich ausschlieRlich die sekundare tubuldre Schadigung fir den Anstieg im GN-
Modell verantwortlich. ALB, B2M und CysC sind qualifizierte BM fir proximal tubuldre und glo-
merulare Nierenschadigung, da sie frei im Glomerulus gefiltert und von den proximalen Tubuli
reabsorbiert werden oder, im Falle von ALB, grotenteils nicht frei gefiltert werden und nur ein
kleiner Teil die Basalmembran passiert, der dann auch in den proximalen Tubuli reabsorbiert
wird (Dieterle et al., 2010a; Yu et al., 2010). Dementsprechend waren diese, nach Cp und NTS-
induzierter Schadigung, im Urin angestiegen, wobei der Anstieg von ALB und B2M im GN-
Modell drastisch war. ALB und B2M erlaubten einzeln keine eindeutige Lokalisationszuordnung

des Schadens. Jedoch war es mdglich in Kombination zum proximal tubular spezifischen KIM-1,
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die Lokalisation des primaren Schadens zuzuordnen, in dem das Verhaltnis von z.B. ALB zu
KIM-1 berechnet wurde, welches nach glomerularem (und tubularem) Schaden relativ grofRer
war als nach rein tubuldarem Schaden. Die TIMP-1 Proteinmenge im Urin sowie die Genexpres-
sion in der Niere stieg ebenfalls nach beiden Typen von Nierenschadigungen an, der Anstieg im
Urin im GN Modell war jedoch deutlich héher. TIMP-1 ist, als spezifischer Inhibitor von Metallo-
matrixproteasen, am Auf- und Abbau der ECM beteiligt (Kuroda et al., 2004). Der héhere Ans-
tieg in der GN entspricht somit der starken Veranderung der ECM dort. GSTy und CALB sind
explorative BM fir Schadigungen der distalen Tubuli, wahrend RPA-1 eine Schadigung des
Sammelrohres anzeigt (Price et al., 2010; Rozell et al., 1993; Takashi et al., 1996). Sie waren
nach Cp Verabreichung nur sehr wenig im Urin angestiegen, was zur primar proximal tubularen
Schadigung passt. Nach NTS Verabreichung wurde von diesen drei nur CALB im Urin gemes-
sen und zeigte keine Veranderung, obwohl ein distaler Tubulischaden histologisch nicht ausge-
schlossen werden kann. Dieses kdnnte vielleicht an den spaten Untersuchungszeitpunkten
nach NTS-Gabe liegen.

Zusammenfassend konnte der Vorteil der qualifizierten BM (ALB, CLU, CysC, KIM-1, RPA-1,
B2M) und das Potential einiger explorativen BM (aGST, NGAL, OPN, TIMP-1) weiter bestatigt
werden, indem: 1) ein spezifischer Anstieg im Urin nach Nierenschadigung und nicht nach Le-
berschadigung gemessen wurde, 2) der Anstieg im Urin bei allen deutlich vor der histologisch
maximalen Schadigung der Niere stattfand und 3) diese BM die Nierentoxizitat deutlich sensiti-
ver darstellten als die etablierten BM BUN und sCrea. Zusatzlich scheint es mdglich, durch
Kombination mehrerer BM, deren parallele Messung in einer Probe mit beiden hier verglichenen
multiplex Plattformen durchflihrbar ist, die Lokalisation des Schadens in der Niere einzugren-
zen, z.B. durch Bestimmung der relativen Verhaltnisse der behandlungsbedingten Anstiege der

Protein-BM im Urin.

4.2.2 Evaluierung von microRNAs im Urin als Nephrotoxizitats-Biomarker

Die fur praklinische Rattenstudien qualifizierten Proteinbiomarker fir Nephrotoxizitat zeigen, wie
oben diskutiert, eine wesentlich bessere Sensitivitat als etablierte BM. Viele haben jedoch einen
essentiellen Nachteil: eine limitierte Ubertragbarkeit auf andere préklinische Spezies sowie auf
den Menschen. Wahrend nur fir einige, wie KIM-1, eine sehr gute Ubertragbarkeit auf Maus,
Hund, Affe und sogar Mensch beschrieben wurde, ist dieses bei den restlichen BM z.T. noch
nicht beschrieben (Muller and Dieterle, 2009). Die mangelnde oder limitierte Ubertragbarkeit ist
wahrscheinlich auf diverse speziesspezifische posttranskriptionelle Modifikationen und Amino-
saurevariationen des jeweiligen Proteins zurtickzufiihren, die nur in manchen Fallen eine Kreuz-

reaktivitat der Detektionsantikdrper ermoglichen.
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Dagegen sind miRNAs in ihrer Sequenz und oftmals auch in ihrer spezifischen Organexpressi-
on in Saugetieren sehr stark konserviert (Landgraf et al., 2007; Sun et al., 2004). Ferner weisen
sie weitere BM-Charakteristika auf, wie die Prasenz und Stabilitat in leicht zuganglichen Korper-
flussigkeiten, dadurch eine wenig bis Uberhaupt nicht invasive Gewinnung, eine Assoziation mit
pathologischen Zustanden und eine sensitive Messmethode, die PCR (Blondal et al., 2012;
Kroh et al., 2010; McDonald et al., 2011).

Da Urin eine nicht invasive Quelle von BM ist, in direktem Zusammenhang mit der Niere steht
und da bekannt ist, dass miRNAs auch im Urin detektierbar sind (Weber et al., 2010), wurden
die Urinprofile von Kontrollratten und Ratten mit Cp- oder NTS-induzierter Nierenschadigung
gemessen und verglichen. Die Urinprofile zwischen diesen zeigten eindeutige und signifikante

Unterschiede, die mit einem behandlungsabhangigen Anstieg von miRNAs assoziiert waren.

Die Cp-Behandlung fiihrte Uber die Zeit zu insgesamt 136 signifikant veranderten, meist erh6h-
ten, miRNAs im Urin. Die Halfte dieser miRNAs war bereits am Tag 3, dem frihesten Zeitpunkt,
nach der héchsten Cp Dosis angestiegen, was bei den Protein-BM nur fur KIM-1 und aGST
beobachtet werden konnte. Ihr maximaler Anstieg lag bei Tag 5, also auch vor der histologisch
diagnostizierten maximalen Nekrose am Tag 8. All dies wurde fir miRNAs als sensitive BM
sprechen. Fur Uber ein Drittel dieser 136 miRNAs ist eine Expression in der Niere von Maus,
Ratte oder Mensch beschrieben (Landgraf et al., 2007; Saal and Harvey, 2009; Sun et al.,
2004). Dazu gehorte auch die im Nierencortex angereicherte miR-192 (Tian et al., 2008), deren
genaue Lokalisation im Cortex, d.h. in Glomeruli wie auch proximalen Tubuli der Rattenniere
mittels in situ Hybridisierung nachgewiesen werden konnte. Expression bzw. Lokalisation liefer-
ten demnach Hinweise fur die geschadigte Niere als Quelle der angestiegenen miRNAs im Urin.
Aus den 136 miRNA wurde eine Gruppe von 18 miRNAs selektiert, die weitergehend auf ihr BM
Potential untersucht wurde. Dazu gehdrten u.a. in der Niere exprimierte miRNAs, wie miR-15b, -
16, -21, -141, -1464a, -184, -192, -193, und -200b (Saal and Harvey, 2009; Sun et al., 2004) und
fur die Rattenniere spezifische miRNAs, wie miR-141, -196¢ und -200b (Linsen et al., 2010)
sowie die in dieser Studie nur im Urin behandelter Ratten detektierbaren miRNAs, wie miR-15b,
-210 und -339-3p. Zusatzlich wurde auch miR-34a fur weitere Untersuchungen ausgewahlt, da
die Expression von P53 induziert wird und miR-34a entsprechend stark in der Niere durch die
P53-Aktivierung infolge der Cp-abhangige DNA-Schadigung hochreguliert war. Fur 10 dieser
selektierten miRNAs war dann ein Anstieg im Urin auch nach der niedrigeren Cp Dosis am fri-
hesten Zeitpunkt messbar, was ihre Eigenschaft als sensitive BM weiter bestarkte. Finf davon,
miR-15b, -21, -34a, -192 und -210, zeigten weiterhin eine hohe Vorhersagewahrscheinlichkeit
fur die histologisch diagnostizierte tubuldre Nekrose in einer ROC/AUC-Analyse. Diese Analyse
zeigte, dass miR-34a und -192 als BM eine vergleichbar hohe Sensitivitdt und Spezifitat fur tu-

bulare Nierennekrose hatten wie KIM-1, wahrend die etablierten Nieren-BM BUN und sCrea
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kaum besser waren als eine zufallige Vorhersage. Histologisch konnte die tubuldre Nekrose am
frhesten Zeitpunkt in den niedrig dosierten Ratten nur in einer der untersuchten Rattennieren
nachgewiesen werden. Jedoch kann angenommen werden, dass in allen Rattennieren eine
leichte Nekrose vorhanden war, da am Tag 3 bereits eine Vielzahl von Genen dereguliert war,
wie z.B. Kim-1, welches nur bei Nierenschadigung hochreguliert wird, und da auch die Ektodo-
mane des KIM-1 Proteins im Urin nachgewiesen werden konnte. Ferner lieferte der in vitro Ver-
such mit Cp behandelten NRK-52¢ Zellen zusatzliche Hinweise flr die Sensitivitat von miR-15b.
-21, -34a, -192 und -210 als BM. Alle finf miRNAs stiegen nach Cp-Behandlung im Kultivie-
rungsmedium an, auch nach der niedrigsten Dosis, welche nur einen kleinen Einfluss auf die
Zellviabilitat hatte; sodass zum einen die Expression der miRNAs in Tubuluszellen aus der Rat-
tenniere und damit eine potentielle Spezifitdt und zum anderen durch den frilhen Anstieg ihre
Sensitivitat bestatigt wurde. Zusammen mit den Ergebnisse der Cp-abhangigen miRNA Expres-
sion in der Niere Iasst sich also annehmen, 1) dass miRNAs aus Cp-geschadigten Zellen ,aus-
treten®, 2) dass im Urin oder Kultivierungsmedium, welche unter normalen Bedingungen kaum
miRNAs enthalten, auch wenige geschadigte Zellen das miRNA Profil verandern kénnen, und
3) dass nach der ersten grof3en freigesetzten miRNA Menge die Level im Urin in vivo wieder
zurtckgehen, aulRer die Expression der miRNAs wird durch die Schadigung im Gewebe indu-
ziert, sieche miR-34a. Letzteres kann bei anhaltender Schadigung fur einen BM vorteilhaft sein.
Im Fall der miR-34a ist dies auf die P53-abhangige Induktion zurtickzufiihren, die somit keinen

allgemeinen BM fir Nierenschadigung, sondern flr genotoxische Schadigung darstellen koénnte.

Im Urin der NTS behandelten Ratten waren insgesamt 74 miRNA mit behandlungsabhangig
erhohten Mengen identifiziert worden, von denen ca. ein Drittel als in der Niere exprimiert be-
schrieben wurde, wie miR-15b, -21, -26a oder -192. Die Schnittmenge mit den Cp-abhangig
veranderten miRNAs war gro3. Sogar potentiell Cp-spezifische miRNAs, d.h. miRNAs, die nach
der statistischen Analyse nur nach Cp Behandlung veranderte Urinmengen hatten, wiesen auch
ein erhoéhtes Profil im Urin NTS-behandelter Ratten auf. Dies lasst sich, wie bereits wahrend bei
der Genexpressionsanalyse und der Protein-BM Bewertung erldutert, durch die Schadigung der
proximalen Tubuli in beiden Nephrotoxizitatsmodellen, aber auch durch viele in Glomeruli und
Tubuli gleichermalen exprimierte miRNAs erklaren (Kriegel et al., 2013). Jedoch zeigte der
Vergleich zum Urin von MPy behandelten Ratten, d.h. Ratten mit induzierter Leberschadigung,
dass bestimmte miRNAs spezifisch fur die Nierenschadigung per se zu sein scheinen oder zu-
mindest flr die Cp- bzw. NTS-induzierte Schadigung; was am Beispiel der miR-192 und -21
dargestellt wurde. MiR-192 ist neben der Niere auch in der Leber exprimiert (Baskerville and
Bartel, 2005) und mittels in situ Hybridisierung konnte eine Lokalisation im Glisson’schen
Dreieck in der Leber identifiziert werden. Ein Anstieg im Plasma wurde im untersuchten Hepato-

toxitizatsmodell mit MPy detektiert, jedoch war der Anstieg im Urin hier nur mit der Cp- oder
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NTS-induzierten Nierenschadigung assoziiert. Im Urin von Ratten mit Acetaminophen- oder
Tetrachlorkohlenstoff-induzierter Leberschadigung wurde ebenfalls kein miR-192 Anstieg ge-
messen (Yang et al., 2012). Ahnlich war miR-21, welche, wie oben beschrieben, in vielen Nie-
renerkrankungen involviert ist, auch nur im Urin der Ratten mit Nieren- und nicht mit Leberscha-
digung erhoht. Ratten mit reperfusionsgeschadigten Nieren hatten erhéhte miR-21 Mengen im
Urin (Saikumar et al., 2012). Passend dazu wurden auch erhdhte miR-21 Mengen im Urin von
Patienten mit Nephrotischem Syndrom oder diabetischer Nephropathie (Konta et al., 2013) und
im Urin von Patienten mit akuter Nierenschadigung detektiert (Ramachandran et al., 2013).
Ferner entsprach das miRNA-Profil im Urin dem Unterschied zwischen den zwei Rattenstam-
men bei der Empfindlichkeit gegeniiber NTS-induzierter Glomerulonephritis. Ubereinstimmend
mit histopathologischen, Proteinbiomarker- und Genexpressions-Ergebnissen, die eine starkere
Reaktion der WKY Ratten auf NTS zeigten, waren mehr miRNAs im Urin von WKY konsistent

und deutlich verandert als von SD Ratten.

MiRNAs, die spezifisch flir den Schaden eines Gewebekompartiments, hier der proximalen Tu-
buli, sein kdnnten, konnten aufgrund der sekundadren tubuldren Schadigung im GN-Modell
durch einen Vergleich der Urinprofile nicht identifiziert werden. Eine kleine Gruppe von sechs
miRNAs schien spezifisch fir NTS-induzierte Nierenschadigung zu sein und somit vielleicht
auch potentiell spezifisch fir eine glomerulare Schadigung. Um die Lokalisation im Gewebe
feststellen zu kdnnen, wurden einige miRNAs mittels in situ Hybridisierung untersucht. Fir miR-
26a, welche nicht zur NTS-spezifischen Gruppe gehdrt, aber in Mausenieren als glomerular
exprimiert beschrieben wurde (Ho et al., 2008), konnte die Vorlaufer Form pre-miR-26a wie
auch die reife miR-26a in der Rattenniere in Zellkernen von Tubulus- und Glomeruluszellen
nachgewiesen werden. Dieses wiirde den Anstieg im Urin nach beiden Schadigungen erklaren.
Von den potentiell Glomeruli-spezifischen miRNAs wurde die Lokalisation von miR-10b und -
100 in der Rattenniere ebenfalls mittels in situ Hybridisierung untersucht. Diese waren nicht in
den Glomeruli, sondern in dem distalen absteigenden diinnen Ast der Henle’'schen Schleife,
dem gewundene distale Tubulusabschnitt, dem Verbindungstubulus und dem kortikalen Teil
des Sammelrohres lokalisiert. Diese unerwartete Lokalisation kdnnte mit einer sekundaren
Schadigung auch des distalen Tubulusapparates, infolge der Proteinuberladung des Primar-
harns nach NTS-induzierter Schadigung, erklart werden. Histologisch konnte bei hohergradig
diagnostizierter tubuldrer Degeneration nicht mehr zwischen proximalen und distalen Tubuli
differenziert werden, sodass eine Schadigung der distalen Tubuli nicht ausgeschlossen werden
kann. Dieses musste durch immunhistochemische Untersuchung mit dem Fokus auf die Tubuli-

Differenzierung und weitere in situ Hybridisierungs-Experimente geklart werden.
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Insgesamt konnte durch die Messung der miRNAs im Urin gezeigt werden, dass sie Potential
besitzen, um als sensitive und spezifische BM fiir Nephrotoxizitat eingesetzt zu werden. Mit
Hilfe des Cp Nephrotoxizitdtsmodells konnten miRNAs im Urin als sensitive BM identifiziert
werden, da der Anstieg im Urin 1) vor einem Anstieg etablierter BM, 2) vor einem Anstieg neue-
rer Proteinbiomarker, KIM-1 und aGST ausgenommen, 3) vor der maximal histopathologisch
gesehenen Schadigung sowie 4) auch bei einer leichten Schadigung nach der Behandlung mit
der niedrigen Cp Dosis festgestellt werden konnte. Diese Ergebnisse konnten mittels des NTS
Nephrotoxizitatsmodells aus versuchstechnischen Grinden nicht direkt bestatigt werden, da zu
beiden Zeitpunkten der glomerulare und tubuldare Schaden bereits deutlich ausgepragt war.
Dennoch bekraftigte der deutliche Unterschied in Menge und Starke der veranderten miRNAs
im Urin zwischen den unterschiedlich NTS-empfindlichen Rattenstammen die Sensitivitat der
miRNAs als BM. Auch im in vitro Modell wies ein Anstieg im Medium nach geringer Cp-
Schadigung auf miRNAs als sensitive BM. Ein Vergleich mit publizierten Nieren miRNA Expres-
sionsdaten lasst stark vermuten, dass die in dieser Studie identifizierten miRNAs im Urin beider
in vivo Modelle spezifisch flr die Niere sind. Dies wurde, soweit mdglich, mit den Ergebnissen
des in dieser Arbeit ebenfalls analysierten Modells mit MPy-induzierter Lebertoxizitat bestatigt.
Ferner wurde die Lokalisation einiger miRNAs in verschiedenen Organkompartimenten der Nie-
re nachgewiesen, wobei miR-10b und -100, die potentiell fir NTS-induzierte Glomerulonephritis
spezifisch waren, u.a. in distalen Tubului exprimiert zu sein scheinen, was auf einen sekundar
dort entstandenen Schaden hinweist. Insgesamt konnten zwei miRNAs aus allen Untersuchun-
gen als potentielle sensitive und spezifische Nephrotoxizitats-BM im Urin nominiert werden:
miR-21 und -192.

In scheinbarem Widerspruch zu dem eben beschriebenen spezifischen miR-21-Anstieg im Urin
nach Nierenschadigung stehen die Ergebnisse der Abnahme von miR-21 im Urin nach Genta-
micin-induzierter Nierentoxitizat in Ratten (Saikumar et al., 2012). Dies lasst sich vermutlich mit
einem anderen Normalisierungsansatz der Urin-miRNA Daten erklaren. Im Folgenden wird des-
halb der Analysenweg fir miRNAs im Urin, wie er in dieser Arbeit angewendet wurde, erlautert
und mit anderen Methoden verglichen.

Wichtige, jedoch noch nicht allgemein geklarte, Fragen hinsichtlich des Einsatzes von miRNAs
als Sicherheits-BM bestehen bezlglich der am besten geeigneten Messmethoden und der
Quantifizierung inklusive Normalisierung. Am haufigsten werden miRNAs als Nukleinsauren
mittels PCR gemessen, sowohl Uber die Detektion mit spezifischen TagMan Sonden als auch
mit SyberGreen Farbung des wahrend der PCR entstehenden doppelstrangigen DNA-
Produktes (Benes and Castoldi, 2010; Chen et al., 2005; Raymond et al., 2005). Angelehnt an
die Normalisierung von mRNA PCR-Daten mit endogenen Housekeeping Genen und der AA

cycle threshold (Ct) Berechnung, wurde auch fir miRNAs im Gewebe Normalisierungsstrate-
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gien mit endogenen miRNAs (z.B. miR-16) oder anderen kleinen nicht-kodierenden RNAs (z.B.
U6) verwendet; dies basiert auf Daten, die relativ konstante Level dieser RNAs auch unter ver-
schiedenen Bedingungen zeigten (Davoren et al., 2008; Peltier and Latham, 2008).

Nach der Entdeckung von extrazellularen miRNAs schienen diese endogenen ,Kontroll*-
miRNAs nicht anwendbar flr die Normalisierung im neuen Kontext. Zu miRNAs im Plasma bzw.
Serum sind relativ viele Untersuchungen bzgl. miRNAs mit relativ konstanten Level publiziert,
welche im nachsten Abschnitt (4.2.3) diskutiert werden. Jedoch stellt das Blut als Kérperflissig-
keit mit relativ konstanten Volumen einen ganz anderen Kontext dar als Urin. Das Urinvolumen,
und somit dessen Zusammensetzung, kann zwischen verschiedenen Individuen dergleichen
Spezies, z.B. auch Einzeltieren in einer Studie, sehr unterschiedlich sein. Das Wissen Uber
miRNAs im Urin ist bisher sehr begrenzt und die wenigen publizierten Daten bieten eine grolie
Vielfalt moglicher Normalisierungsstrategien fir Urin miRNA PCR-Daten. Angefangen bei der
Normalisierung mit synthetischen Spike-in miRNAs, die wahrend der RNA-Isolation zur Probe
gegeben werden (Argyropoulos et al., 2013), gefolgt von der Normalisierung mit kleinen nicht-
kodierenden RNAs wie der RNU48 (Wang et al., 2012b), bis hin zur Normalisierung mit, im je-
weiligen Datenpool identifizierten, invarianten d.h. in allen Proben mit konstanten Level vorhan-
den miRNAs (Ramachandran et al., 2013; Yang et al., 2012). Auch das Weglassen einer Nor-
malisierung durch den Einsatz gleicher RNA Mengen wurde vorgeschlagen (Saikumar et al.,
2012). Die Normalisierung mit Spike-in miRNAs war in den untersuchten Modellen mdglich und
viele der stark behandlungsabhangig veranderten miRNAs konnten so auch identifiziert werden,
jedoch wird damit nur die technische Variabilitdt und nicht die endogene bertcksichtigt. Eine
Identifikation und folglich der Einsatz von invarianten miRNAs oder anderen kleinen nicht-
kodierenden RNAs ist nicht moglich, wenn z.B. die Behandlung mit einem Toxin alle (mi)RNA
Profile im Urin verandert, so wie hier nach Cp Behandlung. Ferner bericksichtigt die Normali-
sierung mit vermeintlich invarianten (mi)RNAs nicht die Schwankung des Urinvolumens, welche
nach Schadigung auch zunehmen kann. Die angenommene Eigenschaft einer invarianten
(mi)RNA, eine stetige behandlungsunabhangige Sekretion oder Filtration aus dem Blut in den
Urin, wurde bisher noch fir keine miRNA nachgewiesen, sodass die in verschiedenen Studien
identifizierten ,invarianten“ miRNAs nie dieselben waren. Das Weglassen einer Normalisierung
aufgrund von jeweils gleichen RNA Mengen in der PCR ist nicht zulassig, da nach Toxinverab-
reichung ein Anstieg der Gesamt-RNA Menge im Urin in den vorliegenden Studien wie auch
von anderen beobachtet wurde (Konta et al., 2013; Yang et al., 2012).

Folglich, da diese Strategien z.T. nicht anwendbar und bei genauerer Betrachtung biologisch
nicht nachvollziehbar waren, wurde ein neuer Ansatz fur die Prozessierung und Normalisierung
von Urin miRNA PCR-Daten entwickelt. Dieser basierte auf der Festlegung eines fixen Ct-
Wertes fur die ACt Berechnung, der gleichzeitig die Detektionsgrenze der PCR darstellt, der

darauf folgenden Umwandlung logarithmischer Ct-Werte in lineare, welche die miRNA Level als
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einheitslosen Wert reprasentieren, und zuletzt der Normalisierung auf den Creatiningehalt im
Urin. Bei Protein-BM im Urin ist die Normalisierung mit Urin Creatinin (uCrea) etabliert und die
Limitationen dieser Methode sind gut untersucht und bekannt (Waikar et al., 2010). Eine Nor-
malisierung auf das gesamte Urinvolumen (uVol) kann optional bei starker behandlungsabhan-
giger Beeintrachtigung der glomerularen Filtrationsrate erwogen werden. Nichtsdestotrotz ref-
lektiert uCrea (oder uVol) die endogene Variabilitat im Urin und sollte deshalb auch fir die Nor-
malisierung von miRNAs im Urin geeignet sein. Obwohl miRNAs und uCrea ganz verschiedene
Analyte darstellen, die auf ganz unterschiedliche Weisen gemessen werden, und obwohl die
miRNA PCR-Daten fiir die uCrea Normalisierung zunachst linearisiert werden mussen, konnten
die so gewonnenen Ergebnisse durch eine miRNA Quantifizierung mittels Standardkurve verifi-
ziert werden. Aus miRNA PCR-Daten kann mittels Standardkurve eine absolute miRNA Menge
im Urin, bezogen auf das eingesetzte Urinvolumen, errechnet werden. Diese Quantifizierung mit
Standerdkurve ist bisher die einzige akzeptierte Quantifizierungsmethode flir miRNAs im Urin
(Cheng et al., 2012; Wang et al., 2012b); fur Profilierungsstudien ist sie jedoch viel zu zeit- und
kostenintensiv. Die gute Korrelation der Ergebnisse, die sich aus der neu entwickelten Normali-
sierungsmethode und der Quantifizierung mittels Standardkurve ergaben, beflirwortet einen
Einsatz ersterer beim Screening groRer Urin-miRNA PCR-Datensatze. Neuere Untersuchungen
schlagen eine uCrea- oder uVol-Normalisierung auch bei Urin miRNA Messungen mittels Mic-

roarrays vor (Konta et al., 2013).

4.2.3 Evaluierung von microRNAs im Plasma als Toxizitats-Biomarker

Das Blut bzw. das daraus resultierende Plasma oder Serum ist eine etablierte Quelle fur diverse
BM, vor allem im Hinblick auf die klinische Forschung und Routinediagnostik von Patienten. Aus
diesem Grund wurden die ersten miRNA BM im Plasma identifiziert (Mitchell et al., 2008), ge-
folgt von einer Fllle vielversprechender Ergebnisse fir unterschiedlichste physiologische und
pathologische Zustande in Tier und Mensch. Dennoch sind bisher miRNAs im Plasma/Serum
weder als BM qualifiziert noch validiert worden, was u.a. an einem fehlenden einheitlichen Nor-

malisierungsansatz liegt.

Bei miRNAs im Plasma wie bei miRNAs im Urin existieren sehr viele unterschiedliche Normali-
sierungsansatze fir PCR-Daten. Bei den in dieser Arbeit untersuchten miRNA Plasma PCR-
Daten wurde wie bei Urin eine Normalisierung mit einem fixen Ct-Wert durchgefuhrt, welche fur
Plasma miRNAs auch bereits beschrieben wurde (Ji et al., 2009; Yamaura et al., 2012). Eine
zusatzliche Normalisierung auf einen endogenen Faktor, wie bei Urin uCrea oder uVol, wurde
nicht angewendet, da einerseits noch keine entsprechende endogene Kontrolle beschrieben
wurde und da Blut im Vergleich zu Urin keine starken Volumenschwankungen aufweist. Die

oben bei Urin miRNAs beschriebenen Normalisierungsansatze mit Spike-in miRNAs oder klei-
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nen nicht-kodierenden RNAs wie U6 oder RNU43 wurden bzw. werden auch bei Plasma/Serum
miRNA PCR-Daten angewendet (Farid et al., 2012; Starckx et al., 2013; Zhang et al., 2010a).
Dass diese keine vorteilhaften Referenz-RNAs flir Plasmaproben sind, wurde an einem Maus-
modell anhand ausgebliebener Varianzverkleinerung nach Normalisierung dargestellt (Cui et
al., 2011). Dagegen hatten die Autoren eine Normalisierung mit dem Mittelwert aller gemesse-
nen miRNAs im Plasma empfohlen, eine Methode die in den untersuchten Datensatzen nicht
erfolgreich war. Die Idee invarianter miRNAs im Plasma/Serum ist im Vergleich zu Urin vorstell-
bar, da das Blut selbst eine relativ konstante Zusammensetzung von Zellen aufweist und in al-
len Geweben im Koérper zirkuliert, von wo miRNAs kontinuierlich passiv oder vielleicht auch ak-
tiv ausgeschieden werden kénnten. Dem folgend wurden in unterschiedlichen Studien unter-
schiedliche invariante miRNAs in den Datensatzen identifiziert und fiir die Normalisierung ein-
gesetzt, wie z.B. miR-103 oder miR-132 (Suryawanshi et al., 2013; Wang et al., 2013b). Beide
miRNAs zeigten in dem hier untersuchten Plasma einen MPy-behandlungsabhangigen Anstieg
und waren daher als endogene Referenz nicht geeignet. Haufig wurde und wird miR-16 fur die
Normalisierung von Plasma miRNA PCR-Daten verwendet, basierend auf der ubiquitdren Ex-
pression im Gewebe und im Plasma (Bala et al., 2012; Glowacki et al., 2013; Hu et al., 2013;
Sukata et al., 2011). Da jedoch gezeigt wurde, dass miR-16 ebenso ubiquitar in Erythrozyten
exprimiert ist und als Marker fur hamolytische Plasmaproben dienen kodnnte, ist die Normalisie-
rung mit miR-16 kritisch zu betrachten (Kirschner et al., 2011). Im Plasma von MPy-behandelten
Ratten zeigten miR-16 und miR-451, eine weitere von Kirschner et al. identifizierte mit Hamoly-
se korrelierende miRNA im Plasma, ein paralleles Profil in allen Proben, sodass beim signifikant
behandlungsabhangigen Anstieg auch eine teilweise Kontamination mit Erythrozyten-miRNAs
nicht ausgeschlossen werden kann. Ferner tritt dabei eine weitere Problematik bei der Messung
zirkulierender miRNAs zutage, die der adaquaten Aufarbeitung von Blutproben. Es konnte ge-
zeigt werden, dass sich die Aufarbeitung von Blutproben inklusive einer moglichen Hamolyse
auf das miRNA Profil im Plasma auswirkt (Cheng et al., 2013; Kirschner et al., 2013), da viele
der zirkulierenden miRNAs auch von Blutzellen exprimiert werden (Chen et al., 2008; Pritchard
et al., 2012). Ebenso flur die Wahl zwischen Serum und Plasma sowie die entsprechende Auf-
arbeitung konnte eine Auswirkung auf das miRNA Profil nachgewiesen werden, obwohl zwi-
schen Serum und Plasma eine groRe Ubereinstimmung der miRNA Profile herrscht (Blondal et
al., 2012; Wang et al., 2012a).

Trotz der beschriebenen Problematik bei der Normalisierung von miRNAs aus Plasma, war es
moglich im Plasma von Ratten mit NTS-induzierter Glomerulonephritis oder MPy-induzierter
Hepatotoxizitat signifikant veranderte miRNA Mengen nachzuweisen. Hervorzuheben ist miR-
122, welche eine der ersten miRNAs im Plasma war, die als potentieller BM fiir Substanz-

induzierte Leberschadigung identifiziert wurde (Laterza et al., 2009; Wang et al., 2009b). Wie
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oben, erwahnt ist miR-122 leberspezifisch, was ihr groRter Vorteil gegenuber dem traditionellen
Leberbiomarker Alanin-Aminotransferase (ALT) ist, der neben Leberschadigung auch im Serum
von Patienten mit Muskelschadigung oder von Ratten mit induzierter Muskelschadigung erhdht
ist (Laterza et al., 2009; Zhang et al., 2010a). Im Plasma MPy-behandelter Ratten war miR-122
wahrend der gesamten zweiwdchigen Behandlung erhdht, sowohl in den niedrig Dosis- wie
auch in den hohen Dosisgruppen. Eine erhdhte ALT-Aktivitdt im Serum war zwar auch in den
hoher dosierten Ratten zu sehen, in den niedrig dosierten aber erst nach zweiwdchiger Behand-
lung. Daher kénnte miR-122 nicht nur ein spezifischerer, sondern auch ein sensitiverer BM als
ALT sein, da histologische und Genexpressions-Ergebnisse pathologische Veranderungen be-
reits nach viertagiger Behandlung mit der niedrigen MPy-Dosis bestatigten. Dies unterstreicht
weiter das Potential von miR-122 im Plasma als Leberbiomarker. Insgesamt wurde miR-122
bisher im Plasma bzw. Serum von Ratten, Mausen und Menschen als BM flr diverse Leberer-
krankungen beschrieben, wie Paracetamol-, MPy-, Tetrachlorkohlenstoff oder Ethanol-
induzierter Hepatotoxizitat, Fettleber, Hepatitis, Hepatitis-B-Virus Infektionen und Transplantati-
onsschaden (Bala et al., 2012; Farid et al., 2012; Hu et al., 2013; Starkey Lewis et al., 2011;
Tryndyak et al., 2012; Zhang et al., 2010a). Zunachst widerspruchlich erschien der geringe Ans-
tieg von miR-122 im Plasma von SD Ratten mit NTS-induzierter Glomerulonephritis, jedoch
zeigte das Plasma von SD Ratten weitere erhdhte miRNAs, die nicht in WKY Ratten nach NTS-
induzierter Glomerulonephritis, aber in MPy-behandelten Ratten erhéht waren. Neben miR-122
war miR-146a eine dieser miRNAs. Da in Mausen mit Lipopolysaccharid- und CpG-induzierter
Inflammation in der Leber diese beiden miRNAs im Plasma ebenfalls erhdht waren (Bala et al.,
2012), kdnnte hier angenommen werden, dass die SD Ratten im Glomerulonephritismodell zu-
satzlich eine NTS-unabhangige Leberschadigung hatten. Leider wurden in der Studie weder die
Lebern fir histopathologische Untersuchungen entnommen noch etablierte Leber-BM im Serum

gemessen, sodass diese Annahme mit keinen anderen Befunden verglichen werden konnte.

Dagegen zeigte die im Urin als potentieller Nieren-spezifischer BM identifizierte miR-192 im
Plasma eindeutig erhdhte Mengen nach MPy-induzierter Leberschadigung. Dies entspricht der
Expression von miR-192 in beiden Organen (Gatti et al., 2011; Liang et al., 2007; Saal and Har-
vey, 2009), die hier auch in der Niere und Leber von normalen Ratten mittels in situ Hybridisie-
rung bestatigt wurde. Wahrend der Glomerulonephritis konnte ein Anstieg der in Nierenkortex
exprimierten miR-192 im Urin und Plasma nachgewiesen werden. Die MPy-induzierte periporta-
le Nekrose in der Leber flihrte zu einem Anstieg von miR-192 nur im Plasma entsprechend der
nachgewiesenen miR-192 Expression in der Leber im Glisson’schen Dreieck, d.h. im periporta-
len Feld. Demnach scheint ein miR-192-Anstieg im Urin spezifisch flr Nierenschadigung zu

sein, im Plasma aber nicht.
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Dieses konnte mit einer Proteinassoziation oder Vesikelinkorporation zellfreier miRNAs zusam-
menhangen. Bei einer Nierenschadigung und dem ,Auslaufen“ der miRNAs aus nekrotischen
Zellen in den Urin, scheint die Art der zellfreien miRNAs primar nicht wichtig. Bei einer Leber-
schadigung und dem ,Auslaufen der miRNAs in das Blut kénnte jedoch die Art der zellfreien
miRNAs darUber entscheiden, ob ein entsprechender Anstieg auch im Urin nachweisbar ist.
Dafur musste z.B. das miRNA assoziierte Protein kleiner als 80 kDa sein, um frei in den Glome-
ruli filtriert zu werden. Bisher wurden zwei Proteine beschrieben, an die zellfreie miRNAs ge-
bunden waren, das ca. 96 kDa grofte Argonaut 2 (Arroyo et al., 2011) und das als Monomer ca.
40 kDa grof3e Nucleophosmin 1 (Vladimirova et al., 2010; Wang et al., 2010c). Fur die im Urin
und Plasma erhéhten miRNAs nach NTS-Behandlung, miR-197, -130a, -138, -203 und -29a,
kénnen keine Vermutungen aufgestellt werden, ob einige in entsprechend kleinen Komplexe
vorlagen, um eine Filtration aus dem Blut in den Urin zu erméglichen. Fir die zellfreie Form der
zirkulierenden miR-192 nach MPy-Behandlung scheint die Blut-Harn-Schranke nicht passierbar
zu sein, da miR-192 wie erwahnt in dieser Studie im Urin nicht nachweisbar war. Dieses wirde
vielleicht auch erklaren, weshalb nach Paracetamol-induzierter Hepatotoxizitat in Ratten kein
Anstieg der leberspezifischen miR-122 im Urin gemessen wurde (Yang et al., 2012). Ferner ist
die zellfreie Form zirkulierender miRNAs scheinbar abhangig von der Art der Schadigung, da im
Plasma von Mausen miR-122 nach Ethanol-induzierter Hepatotoxizitat in der Exosomen-
Fraktion deutlicher angestiegen waren als in der Protein-Fraktion, wahrend nach Paracetamol-
induzierter Hepatotoxizitdt ein Anstieg in beiden Plasma Fraktionen gesehen wurde. Dieses
fuhrt weiterhin zur Hypothese miRNA-vermittelter Zellkommunikation Uber das Blut (Etheridge et
al., 2013), sodass je nach Schadigungsart und -schwere nicht nur miRNAs in unterschiedlichen
Komplexen ,auslaufen®, sondern vielleicht auch aktiv in einer bestimmten Form aus den Zellen
in das Blut abgegeben werden und so die Genexpression anderer Zellen nach der Aufnahme
beeinflussen konnten. Vergleichbares konnte bisher nur in vitro nachgewiesen werden (Hergen-
reider et al., 2012).

Neben den identischen erhéhten miRNAs im Plasma nach NTS- und MPy-induzierter Schadi-
gung konnten auch jeweils potentiell spezifische miRNAs identifiziert werden. Einige der spezi-
fisch nach NTS-induzierter Schadigung erhdhten miRNAs waren in der Niere exprimiert, wie
miR-27a, -215 und -203 (Pandey et al., 2008; Saal and Harvey, 2009; Sun et al., 2004), und
konnten daher spezifische miRNA BM im Plasma fur Nierenschadigung darstellen. MiR-197 war
spezifisch nach NTS-Behandlung im Plasma von WKY aber nicht von SD Ratten erhoéht. Da es
als abundante miRNA in thrombozytenreichem Plasma identifiziert wurde (Willeit et al., 2013),
konnte der miR-197-Anstieg entweder die in WKY Ratten starkere Glomerulonephritis einher-
gehend mit Thrombozytenaktivierung oder ein Artefakt infolge unsauberer Plasmaherstellung

darstellen. Viele der vermeintlich spezifisch nach MPy-induzierter Schadigung erhdhten miR-
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NAs waren auch vereinzelt im Plasma einiger NTS-behandelter Ratten erhéht, jedoch waren
sechs eindeutig nur nach MPy-Behandlung erhéht, wie miR-194, -125a-5p und -23b. miR-194
wird in der Leber exprimiert und wurde sogar als Marker fiir hepatische Epithelzellen beschrie-
ben (Barad et al., 2004). Im Serum von Ratten mit Paracetamol-induzierter Leberschadigung
und im Plasma von Patienten nach einer Lebertransplantation wurden ebenfalls erhéhte miR-
194 Mengen nachgewiesen (Farid et al., 2012; Su et al., 2012). Eine Expression von miR-125a-
5p in der Leber ist ebenso bekannt (Coppola et al., 2013) und erhéhte Mengen wurden im
Plasma von Ratten mit induzierten Neoplasien in der Leber gemessen (Sukata et al., 2011).
Somit kénnte miR-125a-5p im Plasma nicht nur ein BM fiir Leberschadigungen sein, sondern
vielleicht eher fiir neoplastische Veranderungen der Leber. Ahnlich kénnte auch der Anstieg von
miR-23b im Plasma gedeutet werden, da eine Assoziation von miR-23b mit der Leberstamm-
zell-Differenzierung beschrieben wurde (Rogler et al., 2009).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die NTS-induzierte Glomerulonephritis wie
auch die MPy-induzierte Leberschadigung zur Veranderung der miRNA-Profile im Plasma fuhr-
ten. Trotz vieler identischre miRNAs, konnten einige spezifische und somit potentielle BM identi-

fiziert bzw. bereits beschriebene, wie miR-122, bestatigt werden.

4.3 Ausblick

Mittels Cp- und NTS-induzierter Nierenschadigung war es mdglich miRNAs im Urin als poten-
tielle neue BM fiir Nephrotoxizitat zu identifizieren. Da jedoch an beiden untersuchten Zeitpunk-
ten der NTS-induzierten Glomerulonephritis ebenso ein tubuldrer Schaden vorhanden war,
konnten die miRNA Urinprofile nicht entsprechend nur einer Schadigung zugeordnet werden.
Um ausgehend von diesen zwei Modellen miRNA BM im Urin identifizieren zu kénnen, die spe-
zifisch flr proximal tubulare oder glomerulare Schadigung sind, misste die NTS Studie mit fri-
heren und mehr Messzeitpunkten wiederholt werden. Dadurch ware es vielleicht méglich, einen
Zeitpunkt mit nur glomerularer ohne gleichzeitige tubulare Schadigung zu erhalten. Dabei ware
der Einsatz von WKY im Sinne des 3R-Prinzipes (Replacement (Vermeidung), Refinement (Ver-
feinerung), Reduction (Verringerung)) ausreichend, da sich bei diesen im Vergleich zu SD Rat-
ten eine sensitivere und einheitlichere Glomerulonephritis nach NTS-Verabreichung diagnosti-
zieren liel3.

Zusatzlich kdonnten an den frGhen Zeitpunkten auch Nieren fir Genexpressionsanalysen ent-
nommen werden, um so die zeitliche Entwicklung der Glomerulonephritis auf Genexpressions-

ebene besser nachvollziehen zu kbnnen.

Ferner sind auch Studien mit weiteren Modellsubstanzen fiir Nieren- und Lebertoxizitat zur
Identifikation bzw. Verifikation neuer miRNA BM im Urin und Plasma vorstellbar sowie auch die

Ausweitung der Untersuchungen auf andere Organe, in denen ebenso Arzneimittel-induzierte
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Toxizitat auftritt. Mit den daraus gewonnenen Datensatzen kénnte die neu entwickelte Normali-
sierungsmethode fir Urin und Plasma miRNAs weiter untersucht werden, auch im Hinblick ei-
nes moglichen kinftigen BM Validierungs- bzw. Qualifizierungsprozesses.

Basierend auf der vorliegenden Arbeit scheinen die miRNA BM zunachst degenerative BM dar-
zustellen, d.h. sie treten nur bei Nekrose aufRerhalb der Zelle auf. Ob miRNAs auch bei anderen
Schadigungen als BM eingesetzt werden kénnten und so eine potentiell breitere Anwendung
fanden, kénnte durch die Messung von miRNAs in Plasmavesikel untersucht werden, die viel-

leicht aktiv von Toxin-beeintrachtigen Zellen sezerniert werden.

Zur Klarung der unerwarteten in situ Hybridisierungs-Ergebnisse bezgl. der Lokalisation von
miR-10b und -100 in dem distalen Tubulusapparat, statt wie erwartet in den Glomeruli, missten,
neben einer Wiederholung der in situ Hybridisierungs-Versuche mit Nieren weiterer Ratten,
auch die Nieren nach NTS-Behandlung erneut histologisch sowie immunhistochemisch mit Fo-
kus auf die Differenzierung der geschadigten Tubu begutachtet werden. AuRerdem wirden
miRNA Expressionsprofile und in situ Hybridisierungs-Experimente verschiedener anderer Or-

gane zur ldentifikation weiterer spezifischer miRNAs BM beitragen.

Hinsichtlich einer mechanistischen Analyse der Beteiligung bestimmter miRNAs an der Toxizi-
tatsentwicklung konnten die identifizierten moglichen miRNA-mRNA Interaktionen z.B. mittels
anti-sense miRNA in vitro Experimenten untersucht werden. Mit Hilfe von anti-sense miRNAs
kénnen entsprechend komplementare endogene miRNAs gebunden und in Folge davon abge-
baut werden, wodurch sie selbst dann nicht mehr an die mMRNAs binden kénnen, die sie norma-
lerweise negativ regulieren. Daraufhin kdnnten die Expression dieser mMRNAs und die ihrer ko-
dierten Proteine sowie die Viabilitat der Zellen nach Toxin-Behandlung in Abhangigkeit einer

»=ausgeschalteten® miRNA untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Substanz-induzierte Organtoxizitat in der praklinischen Entwicklung stellt eine grol’e Herausforde-
rung in der zeit- und kostenintensiven Arzneimittelentwicklung dar. Fast die Halfte aller Arzneimittel-
kandidaten kénnen aufgrund von diagnostizierter Organtoxizitat in praklinischen Versuchstieren
nicht weiterentwickelt werden. Die Beurteilung der Toxizitat in in vivo Studien erfolgt durch die Mes-
sung etablierter Biomarker (BM) und durch die Histopathologie. Der Nachteil Letzterer liegt in der
maximalen Invasivitat dieser Untersuchungsmethode per se, wahrend die Nachteile vieler etablierter
BM in geringer Sensitivitat und fehlender Organspezifitat liegen. Demnach ist der Bedarf nach neuen
nicht-invasiven, sensitiven und spezifischen BM grof3, um die Belastung der Versuchstiere wahrend
behdrdlich vorgeschriebener Studien durch schnelleres Erkennen von Organtoxizitat zu reduzieren
und um Arzneimittel fir Patienten durch effizientere Nebenwirkungs-Screening entwickeln zu kén-
nen.

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, zu einer Verbesserung der Detektion bzw. Vorhersage von Or-
gantoxizitaten in praklinischen Studien beizutragen. Da Niere und Leber haufig von Arzneimittel-
induzierter Toxizitat betroffen sind, wurden mittels Ratten-Toxizitdtsmodellen neu-qualifizierte Pro-
tein-BM im Urin fir Nephrotoxizitat re-evaluiert sowie das Potential einer neuen BM-Klasse, der mic-
roRNAs (miRNAs) in Urin und Plasma, untersucht. Die Modelle waren: Cisplatin (Cp)-induzierte pro-
ximal tubulare Nierenschadigung, nephrotoxisches Serum (NTS)-induzierte Glomerulonephritis und
Methapyrilen (MPy)-induzierte Leberschadigung. Parallel dazu wurde die Gen- und miRNA-
Expression in Niere und Leber mechanistisch analysiert.

Die Messung neu-qualifizierter BM fiir Nephrotoxizitat im Urin von Cp- und NTS-behandelten Ratten
mittels zweier etablierter multiplex Plattformen zeigte, dass, obwohl mit beiden Plattformen ein ein-
deutiger behandlungsabhangiger BM-Anstieg im Urin messbar war, die absoluten Konzentrationen
in den meisten Fallen nicht vergleichbar waren. Demnach konnten keine allgemeingultigen platt-
formunabhangigen Basallevel identifiziert werden. Jedoch konnten die Vorteile der BM bzgl. Sensiti-
vitat und Spezifizitat durch ihren relativen Anstieg im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen
werden, da 1) ein Anstieg aller BM in Urin vor der maximalen histologisch diagnostizierten Nekrose
nach Cp Behandlung gemessen wurde, 2) die proximaler Tubulus spezifischen BM KIM-1 und aGST
bereits am friihesten Untersuchungszeitpunkt nach Cp Behandlung im Urin anstiegen und somit
friiher als die etablierten Nieren-BM Blut-Harnstoff-Stickstoff und Serum Creatinin, 3) KIM-1 auch
nach Verabreichung einer niedrigen, nur geringe Nekrose auslésenden, Cp Dosis im Urin anstieg
und 4) kein Anstieg von KIM-1, aGST und anderen BM im Urin von Ratten mit MPy-induzierter Le-
berschadigung messbar war.

Im Hinblick auf miRNAs als potentielle neue BM-Klasse konnte im Urin von Ratten mit Cp- oder
NTS-induzierter Nephrotoxizitat ein eindeutig verandertes miRNA-Profil nachgewiesen werden, wel-
ches hauptsachlich durch einen Anstieg vieler miRNAs gekennzeichnet war. Da keine etablierte
Normalisierungsmethode fiir Urin miRNA PCR-Daten zu Verfiigung stand, wurde eine entwickelt,
welche den Urin Creatiningehalt als endogenen Parameter der biologischen Variabilitdt mit einbe-
zieht. Der miRNA-Anstieg im Urin fand, im Vergleich zu etablierten BM, zeitlich friiher und auch bei
niedrigeren Cp oder NTS Dosen statt. Fiir die Mehrheit der miRNAs war eine Expression in der Nie-
re bereits beschrieben. Dabei zeigten z.B. miR-21 und -192, die in der Niere von Maus, Ratte und
Mensch konserviert exprimiert sind, einen friilhen Anstieg nach Cp- und NTS-, aber nicht nach MPy-
Behandlung. Aufgrund eines sekundaren tubuldren Schadens wahrend der NTS-induzierten Glome-
rulonephritis konnten im Vergleich zur Cp-induzierten proximal tubuldaren Schadigung keine eindeu-
tig kompartimentspezifischen miRNAs im Urin identifiziert werden. Fir miR-10b und -100, welche flr
die NTS-induzierte Glomerulonephritis potentiell spezifisch waren, konnte eine Lokalisation in den
distalen Tubuli identifiziert werden. Auch im Plasma von NTS- oder MPy behandelten Ratten wurde
ein eindeutig verandertes miRNA-Profil identifiziert.

Insgesamt erschienen viele dieser extrazellularen miRNAs als potentielle BM geeignet zu sein, da
sie frih nach der Schadigung in Urin oder Plasma anstiegen und bekannter Weise in der Niere bzw.
Leber exprimiert sind. Ferner konnten unter den jeweils behandlungsabhangig deregulierten mRNAs
in Niere oder Leber, solche mit im Vergleich zu bestimmten miRNAs entsprechend inversem Ex-
pressionsprofil identifiziert werden, deren Regulation durch diese miRNAs schon bekannt ist oder
vermutet wird. Dies kdnnte auf ein Mitwirken der miRNAs an den jeweiligen Toxizitdtsmechanismen
hinweisen.
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Drug-induced organ toxicity is one of the major challenges in the context of time and money-
consuming drug development. Statistically, about one half of the drug candidates are discarded
because of drug-induced organ toxicity in preclinical animal species. During in vivo studies tox-
icity is assessed by measurement of established biomarkers (BMs) and histological examina-
tion. The disadvantage of histological examination is the maximal invasive nature whereas the
disadvantages of established BMs are related to low sensitivity and organ specificity. Thus, the
need for non-invasive, sensitive and specific new BMs is high, in terms of both reducing the
suffering of animals during regulatory studies by an earlier detection of organ toxicity and devel-
oping necessary drugs for patients including a more efficient screening for adverse effects.
Because kidney and liver frequently show drug-induced toxicity, the goal of this thesis was to re-
evaluate new urinary protein BMs for nephrotoxicity and to evaluate the potential of microRNAs
(miRNASs) in urine and plasma as BMs for nephro- and hepatotoxicity, respectively. Therefore,
three rat toxicity models were conducted: cisplatin (Cp)-induced proximal tubular injury, nephro-
toxic serum (NTS)-induced glomerulonephritis and methapyrilene (MPy)-induced liver injury.
Additionally, gene and miRNA expression in kidney and liver were analyzed for mechanistic
insight.

Two widely employed multiplex platforms were used for measurement of new protein BMs in
urine from Cp- or NTS-treated rats. Although both were able to detect treatment-dependent in-
creases in urine, the absolute concentrations measured were significantly different. Thus plat-
form-independent basal levels could not be defined. With respect to their relative treatment-
induced increase the advantages of new BMs concerning higher sensitivity and specificity could
be confirmed based on 1) an increase of all new BMs before the maximum of histologically ob-
served necrosis after Cp treatment, 2) an increase of the proximal tubular specific BMs KIM-1
and aGST at the earliest studied time point and thus before an increase of established BMs like
BUN or serum creatinine, 3) an increase of KIM-1 after administration of a low Cp dose causing
only very mild necrosis and 4) no detectable increase of KIM-1, aGST and others in urine after
MPy-treatment.

Concerning miRNAs as potential new BM class, significantly changed, mostly increased, miRNA
profiles were identified in urine from rats with Cp- or NTS-induced kidney injury. Because of a
missing established normalization method for urinary miRNA PCR-data, a new one was devel-
oped including urinary creatinine as endogenous reference reflecting biological variability. Uri-
nary miRNAs were found increased earlier and also after administration of lower toxin doses
compared to classical BMs. For the majority of the increased miRNAs expression in the kidney
was previously reported. Promising BMs are for example miR-21 and -192: They show con-
served expression in the kidney in mice, rats and humans and were found here to be increased
early in urine after Cp- or NTS-induced kidney injury but not after MPy-induced liver injury.
Since NTS-induced glomerulonephritis also caused tubular injury, kidney-compartment-specific
miRNAs could not be identified by comparison of urinary profiles from NTS- vs. Cp-treated rats.
For miR-10b and -100, being potentially specific for NTS-induced glomerulonephritis, localiza-
tion was identified in distal tubuli.

Significantly changed miRNA profiles were also found in plasma from rats with NTS-induced
kidney injury or MPy-induced liver injury.

Overall most miRNAs appear as promising BM as they were previously reported to be ex-
pressed in liver and/or kidney and were shown here to be increased early after treatment.
Furthermore among the treatment-depended deregulated mRNAs in kidney and liver, several
could be identified showing an inverse expression compared to miRNAs which are known or
predicted regulators of these mMRNAs. This suggests a possible involvement of miRNAs in the
molecular mechanisms of toxicity.
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Anhang

latin (Cp) Verabreichung. Gelistet ist is Anzahl der Tiere mit entsprechenden pathologischen Veranderungen.

Anhang-Tabelle 1 Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Nieren von Ratten nach einmaliger Cisp-
Dosisgrupp pro Tag n=6; Scores: 1=minimal, 2

Anhang

leicht, 3=moderat, 4=ausgepriagt, 5=massiv.

3 mg/kg Cp

1 mg/kg Cp

Ktrl (0 mg/kg)
Cisplatin (Cp) n=6 Tag 3 Tag 5 Tag 8 Tag 26|Tag 3 Tag 5 Tag 8 Tag 26|Tag 3 Tag 5 Tag 8 Tag 26

Tubulére Nekrose

Friihe tubulare Degerneration

Tubulére Regeneration

Hyaline Harnzylinder

Granulére Harnzylinder

Mineralisation

Inflammation

Einfache tubulare Dilatation

Nierenbecken Dilatation

Chronische Inflammation

Tubulare Basophilie
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Anhang

Anhang-Tabelle 2 Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Nieren von Ratten nach einmaliger Ver-
abreichung von nephrotoxischem Serum (NTS). Gelistet ist is Anzahl der Tiere mit entsprechenden patholo-
gischen Verdanderungen. Wistar Kyoto (WKY) Ratten: Kontrollgruppe n=3, Dosisgruppen n=5; spragueDawley
(SD) Ratte: n n=6; Scores: 1=minimal, 2=leicht, 3=moderat, 4=ausgepréagt, 5=massiv.

WKY (n=3-5) Tag 14 SD (n=6) Tag 14
Nephrotoxisches Serum (NTS) Kitrl (O mi/kg) 1 ml/kg NTS 2,5 ml/kg NTS 5 ml/kg NTS | Ktrl (0 mi/kg) 1,5 mi/kg NTS 5 mi/kg NTS
Interstitielle Fibrose
1 0 0 0 0 2 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Zysten
1 0 0 0 0 2 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Mesangiale Hyperzellularitat
1 0 5 0 0 0 3 1
2 0 0 5 0 0 0 2
3 0 0 0 5 0 0 3
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Akkumulation der glomeruléren Matrix
1 0 4 0 0 0 2 1
2 0 0 5 0 0 0 2
3 0 0 0 5 0 0 3
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Hyperplasie der Bowman'schen Kapsel
1 0 0 5 0 0 0 2
2 0 0 0 5 0 0 3
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Hyaline Harnzylinder
1 0 0 5 0 0 0 3
2 0 0 0 5 0 0 2
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Tubulare Degeneration/Regeneration
1 0 2 1 0 0 4 0
2 0 0 4 0 0 0 1
3 0 0 0 5 0 0 2
4 0 0 0 0 0 0 3
5 0 0 0 0 0 0 0
Tubulére Dilatation
1 0 0 1 0 0 0 1
2 0 0 3 5 0 0 2
3 0 0 0 0 0 0 2
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Tubulére Basophilie
1 0 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 3 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Mononukleére Infiltration
1 0 0 2 1 0 0 2
2 0 0 2 4 0 0 3
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Nierenbecken Dilatation
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
Mesangial Matrix PAS
1 0 4 0 0 0 3 0
2 0 0 5 0 0 2 1
3 0 0 0 5 0 0 2
4 0 0 0 0 0 0 3
5 0 0 0 0 0 0 0
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Anhang

Anhang-Tabelle 3 Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Lebern von Ratten nach taglicher Metha-
pyrilen (MPy) Verabreichung und zehn Tage nach behnadlungs ende (Tag 26). Gelistet ist is Anzahl der Tiere
mit entsprechenden pathologischen Verdnderungen. Dosisgrupp pro Tag n=6; Scores: 1=minimal, 2=leicht,

3=moderat, 4=ausgepragt, 5=massiv.

Portale mononukleéare Inflammation
1

a b~ WDN

Ktrl (0 mg/kg)
Methapyrilen (MPy) n=6 Tag 4 Tag 8 Tag 15 Tag 24

Tag4 Tag 8 Tag 15 Tag 24

30 mg/kg MPy

80 mg/kg MPy
Tag4 Tag 8 Tag 15 Tag 24
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Anhang

Anhang-Tabelle 4 Profil im Urin von 136 signifikant veranderten miRNAs nach Cisplatin Behandlung. Darges-
tellt ist das Verhaltnis der miRNA-Menge nach Behandlung pro Tier relativ zur entsprechenden Kontrollgrup-
pe. Die Verhaltnisse basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Methode pro-
zessiert wurden. Die Werte sind als Heatmap in Abb. 3.11 C visulisiert. rno=Ratten spezifisch

3 mg/kg Cisplatin

miRNA Tag 3 Tag 5 Tag 8 Tag 15 Tag 26

miR-200a 351 4,66 453 675 | 2263 3948 1328 20,80 | 0,86 1,47 029 4| 001 110 002 137 | 11 4~ 1,09
miR-141 1,06 240 448 754 4,37 4,57 1,08 418 | 122 354 101 169 | 018 013 020 014 | 115 028 0724
miR-200c 149 175 589 281 2,08 168 073 405|211 176 041 4| 123 078 002 213 | 089 - 046
miR-494 514 11,33 888 12,80 4,00 1590 6,67 415|150 595 606 208 | 067 461 2,00 2,09 | 004 214 245
miR-146b 107 087 08 069 | 228 1,66 1,54 159 | 1,10 255 091 152 | 271 660 381 522 | 384 139 1,72
miR-31 107 087 08 134 | 203 1,48 1,37 144 | 106 246 1,20 147 | 315 625 617 731 | 175 180 2,18
miR-708 107 087 08 069 | 228 166 387 58 | 274 635 228 379| 38 716 435 323 | 245 263 332
miR-138 1,05 064 083 090 2,69 1,79 2,19 141203 470 169 281 | 150 433 4,08 232 | 194 204 298
miR-363 107 087 088 1,22 2,28 1,66 1,54 159 | 274 635 228 379| 305 1,73 422 192 | 1,87 204 146
miR-126-3p 107 087 08 069 | 228 963 426 649 | 274 635 228 379 J- 646 243  645| 115 135 293
miR-28 107 09 08 100 | 228 779 236 384|274 635 228 379| 205 156 307 41| 1,15 118 1,79
miR-125b-5p 1,38 080 115 1,38 334 10,17 3,49 502 | 1,88 435 1,56 260 | 247 216 192 472 | 153 151 143
miR-190b_rno 107 087 088 0,98 2,28 1,66 1,54 159 | 274 635 228 379 | 122 224 162 3544 | 156 215 2,221
miR-125a-3p 107 087 088 0,69 2,30 2,31 2,51 252|267 619 222 370 | 107 080 121 816 | 244 1,18 099
miR-409-3p 1,07 087 088 069 3,11 2,34 1,44 182|274 635 58 68 | 158 067 1,02 124 | 284 109 1,74
miR-7a 107 087 08 069 | 228 441 266 226|274 635 228 379| 087 242 160 067 | 362 280 -
miR-451 1,07 087 088 069 2,28 1,66 1,54 159 | 274 635 228 379 136 828 1,55 105 | 465 1,18 0,99
miR-23b 139 124 141 080 173 4,65 1,89 211|250 581 208 347 | 136 102 155  105| 047 049 041
miR-34c 107 087 08 069 | 228 1,66 154 290|274 635 228 379| 136 102 155 105 115 1,18 099
miR-29b 1,07 091 088 069 2,28 2,90 1,54 159 | 274 635 228 379| 136 102 155 105 | 1,13 1,16 098
miR-135b 1,07 087 088 127 2,28 3,54 1,54 159 | 274 635 228 379 136 1,02 1,55 105 | 088 091 0,76
miR-18a 107 087 08 069 | 235 434 284 469|274 635 228 379| 136 102 155  105[ 1,15 1,18 099
miR-135a 107 087 08 069 | 228 563 154 228|274 635 228 379| 136 102 155 105 115 1,18 099
miR-107 1,07 087 088 069 2,28 6,22 1,54 325|274 635 228 379 136 102 155 105 | 1,15 1,18 099
miR-335-5p 107 087 08 069 | 426 258 361 268 | 274 635 228 379 13 102 155  105| 115 1,18 099
miR-148b 1,07 087 088 069 4,94 6,73 4,32 331|274 635 228 379 136 102 155 105 | 1,15 1,18 099
miR-500 107 087 08 069 | 422 630 3,01 363 274 635 228 379 13 102 155  105| 1,15 1,18 099
miR-207_rno 193 1,88 227 215 6,35 5,07 4,24 514 | 1,89 519 370 - 136 102 155 105 | 1,15 1,18 0,99
miR-125a-5p 317 1,96 179 282 1,73 5,21 2,40 391|253 58 211 351 1,17 223 311 450 [ 111 091 1,88
miR-331-5p 210 271 1,39 1,05 7,60 5,60 2,81 256 | 1,33 24,34 17,04 11,17 | 217 133 150 156 | 1,67 195 098
miR-152 107 087 158 154 | 571 667 332 496 253 58 211 351 155 198 1,01 292 | 114 062 070
miR-139-5p 1,07 087 088 069 5,42 5,34 4,16 764 | 274 635 228 379| 075 392 085 1,9 | 228 1,18 0,99
miR-532-3p 107 087 08 069 | 626 1829 626 1091|274 635 228 379| 142 098 148 1,18 [ 1,15 1,18 099
miR-499 1,07 087 08 069 | 1072 1421 622 1423 | 274 635 228 379 136 102 155 105 | 1,15 1,18 0,99
miR-505_rno 107 087 088 0,69 5,80 8,56 6,31 656 | 274 635 228 379 | 136 102 155 105 | 1,15 1,18 099
miR-872 107 087 08 080 | 823 976 626 657|274 635 228 379| 136 102 1,58 209 | 1,11 115 097
miR-340-5p 1,07 087 088 069 7,18 7,57 1,66 3,77 | 274 635 228 379 | 136 102 155 105 | 1,15 1,18 099
miR-193 107 087 08 069 | 844 1082 211 354 | 274 635 228 379 136 102 155  105| 1,15 118 099
miR-221 1,07 114 088 135 9,71 8,87 3,15 763 | 274 635 228 379 136 102 155 105 | 1,15 1,18 099
miR-339-5p 107 087 088 1,39 5,39 7,59 4,19 642|274 635 228 379| 136 102 155 105 | 1,15 1,18 0,99
miR-126-5p 1,07 087 08 069 | 10,77 9,49 7,79 577 | 274 635 228 379 | 202 722 134 329 | 068 1,35 206
miR-215 1,07 087 08 069 | 1261 9,71 642 969 | 247 1842 205 341 | 108 223 075 561 | 066 238 057
miR-667 261 38 410 3,97 -~ 5,63 4,91 351|112 259 093 155| 059 044 067 045 | 028 562 232
miR-150 213 153 094 183 | 368 767 38  442|09 223 080 133 | 08 271 122 264 | 202 104 1,31
miR-140 224 268 242 250 2,92 9,09 3,43 593 | 1,19 276 099 165| 062 243 1,10 1,79 | 094 131 143
miR-27b 122 246 155 242| 576 819 398 413|129 299 107 179 | 068 378 244  285[ 092 150 134
miR-145 153 1,59 1,40 221 4,81 5,33 4,65 519 | 094 281 160 130 | 039 340 127 122 | 036 239 197
miR-204 277 230 253 342 3,56 4,16 2,01 226|032 216 150 079 | 045 208 120 1,9 | 075 095 142
miR-196¢c_rno 256 316 229 1,59 1,52 5,54 1,86 292|132 307 1,10 18| 030 175 090 236 | 069 1,00 177
miR-327_rno 107 094 088 084 4,94 6,29 3,75 486|274 635 858 379| 017 175 020 260 | 347 1890 566
miR-383 107 087 095 069 | 228 1,66 1,54 159 | 274 635 228 379 | 020 111 102 016 | 063 493 204
miR-410 1,07 087 088 069 2,28 1,66 1,54 159 | 274 635 294 379 136 102 155 105 | 1,15 1799 099
miR-155 1,07 087 088 069 2,28 2,27 1,54 203|274 635 228 379| 054 201 236 154 | 059 344 1,79
miR-411 1,07 087 088 069 2,28 1,66 1,54 159 [ 1,81 420 232 251 | 046 316 1,48 134 | 1,59 479 230
miR-188-5p 271 228 389 457 1,3 098 036 034|185 554 181 422| 09 18 144 148 | 098 080 081
miR-133a 413 379 184 646 0,26 0,31 0,17 018 | 006 101 136 066 | 039 38 161 143 | 1,00 190 226
miR-184 374 264 084 449 - 051 1,01 045|027 163 034 037 039 094 078 128 | 134 15 142
miR-133b 309 376 222 587 0,32 0,23 0,22 022|066 154 055 092| 13 102 155 105 | 1,15 1,18 0,99
miR-223 1,74 305 085 046 5,30 3,67 214 248|024 044 016 026 | 291 1998 094 120 | 683 1,31 012
miR-24 218 190 164 209| 951 1379 1046 982|038 044 032 014 | 142 301 234 294 138 1,71 175
miR-193b 463 174 239 215 6,83 9,53 3,93 831|100 072 025 042 380 521 596 4,00 | 232 < 142
miR-99b 311 200 1,09 280 | 233 923 235 461|069 J- 034 051 192 236 320 39| 212 102 195
miR-146a 250 164 1,07 1,32 2,33 4,87 3,25 533|066 153 055 091 [ 11,00 2003 530 866 | 820 467 505
miR-99a 107 087 08 069 | 228 1,66 1,54 159 | 048 075 024 039 | 113 - 199 549 | 790 433 771
miR-197 156 026 026 021 | 1965 1852 17,46 J-|371 1091 683 269 6515 102 155 151,70 | 1201 038 032
miR-210 17,14 J- 2322 2529 | 24662 49046 189,78 281,89 | 274 635 228 379 | 136 102 155  105| 115 1,18 0,99
miR-34a 4~ 1151 649 17,79 | 87,93 13230 12045 7330|274 635 228 379 | 136 102 155 105 115 1,18 099
let-7g 325 480 423 464 | 12356 24804 96,74 11588 | 265 615 221 367 | 1,36 1,02 155  105| 059 035 146
miR-324-3p 434 657 657 605 | 24364 24760 182,06 18965 | 168 3,89 1,40 232 | 136 102 155 105 115 1,18 0,99
miR-20b 647 58 575 396 | 11565 248,84 9459 147,12 | 1,50 348 1,25 208 | 136 102 155 105 115 1,18 0,99
miR-301a 1,26 246 1,40 176 | 1953 3531 1383 1679 | 274 635 228 379 | 165 378 327 399 | 372 1,14 208
miR-324-5p 107 258 088 165 | 1443 2994 17,73 2298 [ 247 572 205 341 | 136 159 413 459 [ 1,14 147 147
miR-195 1,07 4~ 090 098 | 3869 6639 1957 2857|274 635 228 379 | 127 349 081 215 | 1,63 1,76 1,18
miR-101a 1,07 240 091 175 | 3077 61,31 1686 23,11 | 254 590 211 352 - 384 246 227 | 083 057 147
miR-361 107 1,82 141 242 | 2032 2804 1553 1502 | 249 578 207 471 | 136 212 155 105 | 091 094 079
miR-25 107 121 101 148 | 2385 2802 1686 17,22 [ 274 635 228 379 | 178 328 184 176 | 158 1,16 097
miR-130b 107 091 08 073 | 6628 77,75 4964 7134 [ 274 635 228 379| 136 102 155  105| 115 1,18 099
miR-183 1,10 1,06 127 107 | 5903 69,56 46,16 57,70 | 274 635 228 379 | 136 102 155 105 | 1,15 1,18 0,99
miR-339-3p_rno 107 087 088 069 | 3446 7513 3584 3419 | 274 635 228 379 | 136 102 155 105 | 115 1,18 0,99
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miR-532-5p_rno
miR-15b
miR-128a
miR-652
miR-15a
miR-345-3p_rno
miR-92a
miR-29¢c
miR-301b
miR-19a
miR-106b
miR-34b-3p
miR-185
miR-328
miR-148a
miR-27a
miR-331-3p
miR-181a
let-7i
miR-574-3p
let-7d
miR-194
miR-182
let-7e
miR-103
miR-375
miR-365
miR-26b
miR-30d
let-7b
miR-200b
miR-30b
miR-30c
let-7c
miR-26a
miR-19b
miR-16
miR-20a
miR-191
miR-29a
miR-30a
miR-30e
miR-192
miR-203
miR-93
miR-342-3p
miR-186
miR-320
miR-218
miR-222
miR-744
miR-429
miR-17
miR-106a
miR-484
miR-21
miR-130a

1,07
1,07
1,07
1,10
1,07
1,07
4,90
2,50
1,81
2,72
1,56
4,59
A
3,05
0,87
1,34
3,09
2,65
3,71
3,88
2,38
571
4,89
4,52
2,80
6,25
2,19
3,01
2,96
2,83
3,79
2,09
2,36
2,33
2,06
10,95
3,86
4,76
5,63
4,19
3,02
3,73
6,64
2,87
4,83
1,94
5,53
3,76
7,58
3,54
3,31
3,95
3.41
3,32
5,29
4,69
5,35

0,87
0,87
4,23
1,64
0,87
0,87
4,33
5,80
4,26
4,99
3,57
4,34
2,88
2,65
3,76
1,91
2,74
341
5,36
3,14
2,54
6,89
8,14
3,65
3,35
3,62
1,78
5,37
2,75
3,24
3,46
1,75
1,71
2,12
2,75
17,30
5,26
7,63
5,69
9,91
4,37
4,99
9,49
3,70
745
1,28
-
2,61
5,16
291
4,18
3,37
3,03
291
1,97
6,72
7,72

0,88
1,13
0,88
1,23
0,88
0,88
3,58
4,03
1,92
2,72
1,81
10,77
3,64
2,35
5,84
1,63
2,24
2,57
3,47
2,29
2,28
5,71
5,96
3,98
3,67
4,18
1,27
4,28
2,50
3,66
4,27
1,42
113
of=
2,16
10,63
3,69
5,30
3,74
6,98
3,28
4,12
of=
2,19
3,76
1,31
4,48
2,68
3,48
2,64
3,31
4,34
2,19
2,34
1,51
5,18
5,80

0,78
0,70
0,69
1,47
0,69
0,69
3,42
5,54
3,98
3,41
3,76
4,56
3,47
2,38
3,01
1,15
3,09
3,36
5,81
2,13
1,68
6,11
7,13
2,22
2,76
3,61
2,02
3,28
2,43
0,14
3,00
1,54
1,31
2,26
1,99
13,39
3,15
3,80
5,11
12,26
3,92
4,99
7,90
10,80
484
147
3,68
2,37
5,84
3,31
4,50
3,95
1,70
2,04
1,36
8,59
9,88

26,95
34,63
21,78
1,71
32,45
18,57
40,94
72,91
58,54
50,22
58,60
17,11
38,18
47,21
13,42
8,32
8,26
3,78
6,01
11,63
11,29
8,16
23,22
9,11
1,90
132,53
93,55
67,33
92,09
18,08
12,50
24,16
30,06
18,33
22,15
72,76
123,00
139,81
57,41
54,90
51,28
45,56
119,19
50,40
97,19
49,06
23,08
31,57
37,19
42,91
39,35
21,54
43,48
41,79
18,02
57,37
170,53

53,13
61,06
18,47
42,97
39,27
28,31
47,08
113,48
103,39
112,19
64,53
29,47
84,97
34,25
13,75

8,59

22,89
13,26
21,42
13,68
37,01
38,59
60,90
30,41
85,86
195,94
105,28
152,06
105,02
59,64
52,60
39,13
48,04
56,77
63,30
125,22
160,70
238,80
98,40
86,12
62,99
53,56
176,38
81,76
155,15
45,22
61,19
39,20
75,96
41,31
93,23
77,60
79,04
76,80
69,24
88,02
214,99

24,70
21,87
20,47
17,57
12,64
15,88
27,02
39,73
47,28
28,37
A
17,16
36,30
29,02
9,79
6,78
8,55
317
5,89
8,35
11,05
5,30
15,34
7,77
20,88
81,24
62,12
41,38
67,21
17,12
12,64
16,24
22,89
A
18,89
48,98
77,23
97,56
45,94
35,65
34,91
26,16
76,95
38,04
92,38
31,52
25,76
23,37
17,01
27,29
42,80
23,44
33,99
39,64
10,93
53,47
116,06

29,23
30,97
25,01
24,85
24,79
12,57
30,60
48,29
51,25
43,66
34,59
38,48
37,20
28,36
10,54
8,09
11,70
4,98
13,12
7,73
17,06
10,67
18,05
11,46
22,00
147,37
95,56
59,13
81,30
36,15
22,76
18,17
2541
28,24
26,37
79,93
122,05
186,10
57,33
43,69
39,14
31,17
80,61
40,63
128,12
44,78
26,89
23,85
27,08
37,36
39,05
39,46
50,23
56,32
28,88
71,19
146,24

2,74
2,51
2,74
2,69
2,74
2,74
1,14
2,19
2,74
179
2,41
0,96
2,74
457
2,74
1,63
1,37
1,11
1,10
0,82
1,13
0,57
0,67
1,87
2,38
1,56
1,64
0,91
1,18
0,97
1,16
1,06
1,04
1,38
0,60
035
076
0,58
075
043
0,66
0,39
0,36
0,51
1,04
0,95
074
0,56
1,22
0,84
0,76
0,15
0,03
0,03
1,15
1,27
0,71

6,35
5,81
6,35
6,24
6,35
6,35
19,75
5,08
6,35
4,15
5,58
3,68
6,35
3,31
6,35
3,05
2,57
2,57
2,55
2,09
1,65
3,36
1,56
2,43
5,53
1,72
3,79
2,12
2,73
0,87
1,22
0,68
0,59
1,04
0,34
0,43
0,76
0,41
0,67
0,79
0,97
0,80
1,67
1,36
2,40
2,20
1,72
0,86
2,83
1,52
1,76
0,35
0,08
0,07
1,43
2,23
1,31

2,28
2,08
2,28
2,24
2,28
2,28

13,34
1,82
2,28
1,49
2,00
4,00
2,28
1,71
2,28
1,09
0,92
0,92
0,92
0,68
0,59
0,45
0,56
0,87
1,98
0,17
1,36
0,76
0,98
0,25
0,37
0,18
0,12
0,39
0,25
0,28
0,27
0,28

-/-
0,33
0,64
0,47
0,20
0,18
0,86
0,79
0,61
0,44
1,01
0,84
0,63
0,13
0,03
0,02
0,07
0,31
0,47

3,79
347
3,79
373
3,79
379
17,19
303
3,79
248
333
426
3,79
3,27
3,79
1,82
1,63
1,63
1,53
1,13
0,99
0,36
0,93
1,45
3,30
0,39
2,27
1,26
1,63
041
-/-
0,16
0,13
0.29
0,25
0.23
045
0,24
0,16
047
041
0,25
015
023
1,43
1,31
1,02
0,77
1,69
0,83
1,05
0,21
0,05
0,04
0,12
048
0,78

1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,58
1,10
1,36
2,84
1,92
347
1,36
3,00
2,78
1,19
1,91
1,58
1,36
1,08
0,96
0,34
0,93
1,36
1,36
0,95
0,63
0,64
0,94
0,70
1,28
1,51
1,59
1,12
0,82
3,89
1,28
0,97
1,76
0,85
0,99
0,77
044
0,62
1,36
1,26
0,91
079
0,93
2,05
1,36
1,36
1,36
1,36

20,19

15,48

11,07

1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
2,68
3,22
3,24
5,87
5,61
1,67
1,02
2,43
2,20
4,35
3,88
4,51
1,02
1,18
1,45
1,07
1,38
1,02
1,02
0,50
0,47
1,50
2,21
0,52
1,31
1,57
1,75
1,32
1,59
5,15
3,82
2,20
4,24
3,42
2,20
2,16
1,61
1,18
8,19
2,80
3,31
1,82
1,88
4,73
5,76
1,02
1,02
1,02
25,86
50,39
32,44

1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
2,23
2,02
2,69
3,39
2,82
1,94
1,55
3,11

-/-
045
3,01
3,22
1,55
1,22
1,31
077
0,70
1,55
1,55
0,34
0,71
072
1,54
079

-/-
1,63
1,76
0,92
1,10
3,80
1,41
1,25
3,48
2,50
1,67
1,47
0,92
1,07
1,55
1,89
2,32
1,77
1,41
3,82
3,82
1,55
1,55
1,55

40,02

22,04

25,70

1,05
1,05
1,05
1,08
1,05
1,05
2,18
2,06
5,14
5,09
2,71
1,79
1,05
3,09
1,24
2,66
6,55
2,48
1,05
1,85
1,85
1,21
0,90
1,05
1,05
1,50
5,58
1,38
2,66
8,82
10,97
2,34
2,55
2,53
1,73
6,11
2,87
3,18
2,88
2,71
2,06
1,70
1,80
2,84
7,68
2,86
2,73
2,16
2,96
4,70
5,08
1,05
1,05
1,05
0,32
52,56
28,56

1,15
1,15
1,15
1,23
1,15
1,15
1,45
0,91
1,21
3,05
343
0,92
1,15
1,69
1,99
246
1,44
173
1,15
1,32
1,87
1,00
035
1,28
1,15
075
1,15
0,98
1,28
2,18
1,09
1,48
1,62
1,35
1,08
3,01
1,66
1,87
1,53
0,92
1,15
1,00
0.70
0,94
9,49
1,14
1,02
1,24
1,85
1,09
1,43
1,15
1,15
1,15

22,23
2,05
4,57

An

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
1,28
2,29
2,10
2,25
1,63
0,76
0,99
1,29
0,34
0,42
1,99
1,58
0,99
1,12
0,88
1,28
0,52
0,12
0,99
0,62
1,04
1,07
1,53
3,46
0,72
1,17
1,22
1,33
1,18
2,24
1,47
1,80
1,65
1,97
1,72
1,55
1,27
1,22
8,47
2,29
1,48
1,50
1,75
1,98
1,66
0,99
0,99
0,99
17,82
3,46
9,01

hang

Anhang-Tabelle 5 Profil im Urin von 74 signifikant verdnderten miRNAs nach Behandlung mit nephrotoxi-
schem Serum. Dargestellt ist das Verhaltnis der miRNA-Menge nach Behandlung pro Tier relativ zur entspre-
chenden Kontrollgruppe. Die Verhiltnisse basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizier-
ten ACt Methode prozessiert wurden. Die Werte sind als Heatmap in Abb. 3.15 C visulisiert. WKY=Wistar
Kyoto, SD=Sprague Dawley, rno=Ratten spezifisch

5 ml/kg nephrotoxisches Serum

miRNA Tag 8 WKY Tag 14 WKY Tag 8 SD Tag 14 WKY

miR-146a 414 334 521 1079 368 | 436 491 565 433 7,80 | 265 561 294 190 221 272 | 29 294 567 470 459 4,10
miR-191 488 605 7,36 69 769 | 325 318 389 321 487 | 226 1609 393 503 151 270 | 217 190 313 3,66 260 4,53
miR-193b 179 1,92 225 7,90 224 | 243 128 237 1,95 734 | 141 572 319 593 105 173 | 215 375 142 482 167 351
miR-145 315 1,12 39 380 280 | 225 262 759 201 390 | 529 38 345 328 107 147 | 167 285 081 432 165 574
miR-92a 413 268 7,30 344 679 | 248 199 369 217 358 | 48 495 314 472 094 106 | 1,71 305 161 430 151 426
miR-211 393 140 495 2035 350 | 241 108 384 314 644 | 189 271 311 136 056 248 | 324 184 269 208 266 3,14
miR-106a 510 412 858 682 1071 | 105 170 449 331 537 | 260 376 220 402 068 220| 1,70 350 157 346 291 3,69
let-7e 390 192 246 1487 291 | 220 420 88 298 335 | 551 243 208 161 239 181 | 262 129 18 063 239 049
miR-10a 475 445 399 418 430 | 455 536 591 467 908 | 525 1,71 114 121 084 103 | 250 200 164 1,20 194 1,94
miR-21 291 204 415 17,28 266 | 212 304 1280 294 5221006 3,88 420 240 1,11 069 | 19 210 1.8 134 270 254
let-7i 429 200 540 476 38| 158 413 665 281 609 | 594 514 207 18 18 08 | 1.8 162 244 148 348 1,97
miR-194 290 104 365 289 258 | 287 475 1183 450 478 | 441 516 291 28 071 095| 1,67 097 19 163 28 261
miR-24 147 541 388 1585 612 | 202 212 341 228 29 | 108 532 220 1,14 232 166 | 281 145 323 165 368 209
miR-29a 266 371 335 1313 552 | 232 301 832 297 334| 115 476 215 107 156 090 | 1,78 100 273 125 427 157
miR-30e 187 347 373 972 410 | 216 253 481 251 391 | 075 301 15 09 1,13 1,15| 136 107 198 088 3,16 1,51
miR-16 387 374 326 1334 748 | 262 270 503 425 194 | 362 621 305 169 128 149 | 212 196 305 257 338 350
let-7b 199 302 292 1340 581 | 238 416 807 259 370 | 291 395 198 1,91 175 113 | 135 161 207 114 265 203
let-7¢ 360 365 476 833 547 | 296 290 594 312 355 | 489 291 181 207 150 127 | 1,37 199 209 136 215 2,08
miR-184 152 1,03 224 317 321 | 311 281 342 262 413 | 069 249 220 1,11 054 086 | 146 08 239 213 108 124

XXXI



Anhang

miR-19b
miR-192
miR-196¢_rno
miR-23b
miR-27b
miR-140
miR-26b
miR-130a
miR-429
miR-27a
miR-30d
miR-186
miR-30b
miR-30c
let-7d
miR-26a
miR-20a
miR-30a
miR-138
miR-203
miR-574-3p
miR-222
miR-486
miR-200b
miR-200c
miR-29¢
miR-207_rno
miR-99a
miR-100
miR-125b-5p
miR-10b
miR-99b
miR-375
miR-141
miR-146b
miR-126-3p
miR-451
miR-148a
miR-34b-3p
miR-218
miR-93
miR-182
miR-744
miR-210
miR-324-3p
let-7g
miR-152
miR-125a-5p
miR-17
miR-25
miR-337-5p
miR-328
miR-197
miR-320
miR-484

2,65
2,69
4,11
3,22
3,26
3,57
4,13
3,91
3,97
3,37
3,38
3,93
2,74
2,92
2,65
2,07
3,23
2,73
2,99
5,86
4,00
5,63
524
2,42
2,78
9,62
8,37
2,98
3,33
3,35
524
3,88
4,00
524
5,00
524
524
5,24
524
4,38
524
4,90
524
524
524
524
4,29
524
2,58
4,68
19,37
24,09
9,43
524
8,64

1,18
1,45
1,47
1,15
1,36
1,43
147
1,39
1,41
4,44
2,69
2,19
3,22
5,04
1,85
2,44
2,21
2,92
1,80
2,34
2,17
1,89
1,87
4,65
2,94
471
536
1,15
1,19
1,20
1,87
2,22
313
1,87
1,78
1,87
1,87
1,87
1,87
1,56
1,87
1,75
1,87
1,87
1,87
1,87
1,53
1,87
4,01
7,53
3,64

15,52
411
535
3,68

3,34
1,60
517
4,05
411
4,50
5,19
4,92
4,99
4,24
4,21
4,95
3,41
4,98
3,34
2,32
4,06
2,86
3,76
8,19
5,03
9,89
6,59
8,02
4,07
19,43
14,16
3,75
4,20
4,22
6,59
4,89
4,04
6,59
6,29
6,59
6,59
6,59
6,59
5,62
6,59
6,17
6,59
6,59
6,59
6,59
5,39
6,59
9,74
5,89
5,53
31,59
10,19
9,27
9,47

5,19
317
2,34
2,32
3,76
2,56
1,89
2,11
8,13
5,31
10,04
4,95
4,91
6,66
4,16
6,23
9,22
7,29
2,78
3,80
2,68
2,25
1,82
15,64
7,06
8,72
2,75
2,01
1,69
1,88
2,64
2,16
2,13
3,06
2,91
1,82
1,82
1,82
2,45
2,98
2,52
1,81
4,94
1,82
1,82
1,82
3,39
2,72
5,50
6,84
6,80
6,24
3,68
4,14
7,31

2,36
1,13
3,65
2,86
2,90
3,18
3,67
347
5,97
3,00
5,10
3,49
4,31
5,95
2,36
2,82
2,87
377
2,66
3,84
4,97
7,67
4,65

13,70

11,51
9,46

11,04
3,03
2,96
2,98
4,65
3,45
9,88
4,65
4,44
4,65
4,65
4,65
4,65
3,90
4,65
4,36
4,65
4,65
4,65
4,65
3,81
4,65
4,91
4,16

13,82

18,08
8,46
5,88
7,49

2,00
2,16
2,30
1,46
2,32
1,39
1,38
1,68
1,76
2,15
1,56
2,62
2,73
2,64
2,89
1,58
2,35
2,00
1,04
1,33
079
0,57
1,68
0,97
0,98
117
1,94
1,44
1,50
1,26
2,01
1,36
2,36
1,18
1,54
1,68
1,31
1,68
1,68
2,17
1,68
1,58
1,62
1,68
1,68
1,68
1,57
1,64
0,93

37,51
2,60
5,09
417
7,88
362

2,40
2,40
1,75
3,46
2,28
1,03
1,97
2,94
1,99
2,40
1,73
1,75
341
3,33
3,50
2,03
1,39
2,14
1,25
2,13
1,28
0,96
1,57
0,95
1,00
1,68
1,63
3,16
2,24
1,77
1,57
1,81
1,92
1,10
1,44
1,57
1,23
1,57
1,57
1,57
2,14
2,08
1,51
1,57
1,57
1,57
0,94
1,87
1,50
4,86
3,31
3,58
4,32
5,83
2,62

7,40
4,90
2,80
3,38
5,37
2,86
4,20
5,53
6,80
3,22
2,99
3,59
4,79
3,45
6,42
3,53
3,84
3,91
1,14
2,98
0,91
1,62
1,77
3,7
2,68
2,36
2,26
3,34
3,92
3,26
2,90
2,11
3,01
3,60
1,62
2,56
3,63
3,01
3,92
3,64
3,22
5,10
3,46
1,77
1,77
2,14
3,05
1,72
2,88
26,71
18,93
4,38
4,71
2,46
4,79

2,54
1,80
1,25
1,82
1,93
1,41
1,15
1,65
2,78
1,67
1,81
2,67
2,99
2,56
2,19
1,64
2,05
1,84
1,06
1,54
0,96
2,06
1,44
1,39
1,46
1,67
1,77
2,64
1,71
1,10
1,44
1,32
2,68
1,01
1,32
1,44
1,13
1,44
1,44
2,72
1,58
1,56
2,82
1,44
1,45
1,44
1,01
1,41
1,97
1,44

14,76
3,97
433
5,90
4,15

3,22
2,34
2,37
1,98
2,47
1,22
1,81
2,27
2,70
2,87
2,85
3,21
317
2,76
2,85
1,72
2,02
2,97
0,89
2,27
1,72
2,09
2,27
1,44
1,16
2,26
341
2,12
2,03
1,87
2,27
2,71
2,53
1,59
2,09
2,27
1,78
2,27
2,58
2,61
3,17
2,10
4,74
8,65
573
2,27
1,61
2,38
3,15
2,27
23,57
6,91
7,14
10,34
12,93

1,33
1,90
3,12
3,60
2,89
2,53
2,40
3,55
2,22
3,53
3,80
1,31
1,67
1,66
1,86
1,21
1,69
1,85
1,22
1,46
4,06
6,23
6,56
7,20
6,57
5,69
9,43
2,73
4,09
4,30
4,67
2,22
6,25
6,56
6,32
6,15
6,56
5,64
6,56
3,45
4,36
5,23
5,62
6,56
6,56
6,19
6,12
5,58
5,25
6,25
4,85
22,87
21,59
4,62
3,97

4,57
5,96
1,78
1,42
2,30
1,44
2,40
3,35
2,11
2,55
2,57
2,85
1,41
1,88
2,20
2,18
3,79
4,40
0,93
2,99
1,66
0,64
1,61
2,23
1,13
1,58
3,67
1,13
1,45
1,21
1,29
0,98
2,21
1,61
2,67
1,51
1,61
1,39
1,61
2,95
5,49
4,51
8,75

10,78

11,29
4,45
4,53
3,12
4,54
4,81
1,88
7,95
4,04
8,45
578

1,45
245
1,64
0,89
1,38
1,21
1,70
1,97
3,39
245
363
1,31
1,03
1,15
1,83
1,69
313
1,68
1,33
1,01
0,66
1,64
1,59
1,61
0,92
173
1,45
0,58
0,75
0,79
0,90
0,91
1,28
1,21
1,67
224
1,21
1,04
1,21
1,69
2,77
244
2,12
3,57
275
2,40
2,34
2,24
2,70

11,63
415
2,49
1,13
365
5,69

0,51
1,54
1,50
1,13
0,91
0,92
0,86
1,11
1,07
1,38
1,52
1,46
1,16
1,36
1,70
0,80
1,16
1,40
0,38
0,73
1,32
4,35
2,05
1,91
1,74
3,14
3,05
1,13
245
1,35
1,46
1,62
3,16
2,05
1,98
1,92
2,05
1,77
2,05
1,10
1,37
1,64
2,82
2,05
5,49
1,94
1,28
1,75
2,48
6,14
4,98
13,76
6,09
6,73
10,45

0,68
0,64
2,23
1,54
2,08
1,43
1,76
1,65
1,24
0,94
1,18
0,86
1,02
1,16
1,30
1,99
1,31
1,47
1,79
0,84
1,03
0,09
0,78
1,44
1,10
0,37
0,78
0,68
0,83
0,87
0,66
0,53
0,69
0,78
0,75
0,73
0,78
0,67
0,78
0,57
0,71
1,26
0,93
0,78
0,78
1,77
2,16
1,55
0,90
0,70
0,35
1,20
1,12
0,89
0,79

1,41
1,12
1,65
0,68
0,71
1,03
0,84
1,08
2,25
1,42
0,76
2,06
0,90
1,05
1,21
1,20
1,01
0,90
0,84
1,20
1,62
1,17
2,22
0,88
1,09
0,81
0,97
0,64
0,60
0,63
0,69
0,60
0,60
0,97
1,14
1,19
0,97
0,83
0,97
1,17
0,65
1,20
1,74
0,97
0,98
0,91
0,94
2,22
1,83
0,89
0,50
1,87
0,91
1,49
3,38

2,24
2,00
3,74
1,94
1,77
0,96
0,88
1,07
1,18
1,44
2,05
1,46
1,97
2,23
2,55
2,12
2,12
1,7
2,14
0,75
1,36
1,17
10,41
1,69
1,42
0,98
0,81
0,86
0,70
1,18
0,81
1,13
1,62
0,63
0,81
0,81
1,06
0,78
0,81
0,90
0,82
1,15
0,77
0,81
0,81
0,79
0,85
1,82
1,39
1,04
0,58
2,00
0,81
1,47
1,84

0,79
0,67
1,45
1,26
0,92
1,13
0,95
1,01
0,75
1,03
1,50
1,61
1,69
1,59
1,52
1,19
1,39
1,20
0,93
0,58
0,78
1,90
2,20
1,53
0,97
1,85
1,63
1,38
1,40
1,36
1,63
1,30
1,59
1,28
1,63
1,63
1,63
1,58
1,63
1,25
1,38
1,34
1,46
1,63
1,63
1,60
1,13
1,61
1,75
1,63
2,34
722
2,32
5,01
3,59

1,17
2,07
2,76
2,56
2,24
1,80
1,41
1,54
1,44
1,62
2,06
1,94
1,64
1,76
2,11
2,46
1,60
2,13
2,91
0,81
1,52
0,48
0,96
1,29
0,74
0,93
0,96
1,06
0,82
0,81
1,60
1,01
0,92
0,75
0,96
0,96
0,96
0,93
0,96
0,73
0,93
1,00
1,02
0,96
1,43
1,67
1,25
1,83
2,17
0,96
0,85
1,85
2,01
2,81
2,41

1,57
1,64
1,15
1,22
0,91
1,12
0,87
1,00
0,74
1,85
1,05
2,51
1,19
1,32
0,94
1,13
1,69
1,61
0.80
0,49
077
2,91
9,14
044
048
1,65
1,61
1,13
1,39
1,35
1,61
1,08
1,04
1,26
1,79
1,61
1,61
1,56
1,61
1,24
1,36
1,33
1,45
1,61
1,61
1,69
1,11
1,84
1,60
689,92
1,16
6,35
1,94
3,20
5,21

327
3,80
334
2,76
3,83
2,50
3,70
2,80
1,83
1,82
2,13
2,15
2,83
2,77
2,99
328
3,02
2,78
2,61
1,66
1,25
0.76
0,81
1,35
0,81
0.70
0.72
1,15
1,00
1,04
0,98
1,26
0.70
0,64
0.76
0.72
0.72
0.70
0.72
1,43
1,02
1,40
0,65
0.72
0.72
1,31
1,63
1,48
1,88
1,06
0,57
1,33
1,00
1,44
0,69

1,64
2,45
2,17
1,63
1,71
1,50
1,16
1,33
0,98
1,13
1,50
1,56
1,55
1,74
2,15
1,14
1,15
1,93
0,97
1,24
1,35
3,93
6,49
1,23
1,10
2,60
2,15
1,51
1,85
1,79
2,15
1,66
2,23
1,68
2,15
2,15
2,15
2,08
2,15
1,65
1,81
1,77
1,93
4,05
2,15
2,1
1,48
2,12
2,50
14,47
2,58
12,40
3,24
4,12
5,14

Anhang-Tabelle 6 Profil im Plasma von 29 signifikant veranderten miRNAs nach Behandlung mit nephrotoxi-
schem Serum. Dargestellt ist das Verhiltnis der miRNA-Menge nach Behandlung pro Tier relativ zur entspre-
chenden Kontrollgruppe. Die Verhaltnisse basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizier-

ten ACt Methode prozessiert wurden. Die Werte sind als Heatmap in Abb. 3.21 C visulisiert. WKY=Wistar

Kyoto, SD=Sprague Dawley, rno=Ratten spezifisch

5 ml/kg nephrotoxisches Serum

miRNA Tag 14 WKY Tag 14 SD

miR-455 0,15 0,26 0,15 0,16 0,18 0,94 0,53 0,50 0,93 0,40 1,10
miR-192 3,31 3,78 1,71 3,22 4,63 3,07 6,84 4,05 9,33 5,78 3,28
miR-215 4,26 5,33 2,53 3,85 5,96 4,20 6,13 4,43 9,36 5,76 3,83
miR-122 0,74 1,24 0,25 0,50 0,70 1,97 1,44 2,55 3,35 2,85 1,56
miR-375 1,34 1,12 0,40 1,22 1,92 1,29 1,81 2,23 2,30 2,11 2,14
miR-126-5p 0,90 1,11 0,68 1,15 1,71 3,07 3,98 2,74 2,83 1,48 1,99
miR-146a 1,07 1,60 0,86 1,36 2,15 2,79 3,14 2,12 2,95 2,15 1,75
miR-139-5p 0,83 1,19 0,61 1,10 1,45 2,21 2,40 1,99 2,58 3,03 1,70
miR-145 1,00 1,26 0,96 1,23 1,41 227 3,82 1,55 2,07 3,42 1,36
miR-195 0,82 1,57 0,51 1,11 1,55 3,42 1,78 1,68 2,96 1,02 1,22
miR-320 0,99 1,37 0,63 1,56 1,57 1,79 2,25 1,50 2,22 1,60 1,38
miR-218 0,97 2,83 0,97 0,97 0,98 4,27 1,93 2,04 2,08 1,16 1,75
miR-335-5p 1,00 1,49 1,00 1,01 1,02 411 5,52 1,80 1,37 1,67 1,34
miR-197 2,15 2,72 1,34 2,42 3,06 0,97 0,97 0,97 1,10 0,97 0,97
miR-200a 4,54 3,64 2,14 2,43 3,03 1,00 2,89 2,27 2,65 1,02 1,00
miR-143 0,79 2,34 3,21 1,07 0,99 3,85 3,55 2,82 1,80 2,74 1,23
miR-132 1,26 1,20 0,64 2,65 1,98 3,81 5,70 2,77 2,72 5,18 3,03
miR-200b 1,59 1,84 0,96 1,80 1,47 4,35 3,60 1,39 528 4,38 1,46
miR-34b-3p 2,05 1,98 0,55 2,39 2,27 2,88 3,06 1,79 3,18 2,87 1,95
miR-130a 1,71 3,08 2,16 4,27 4,28 4,72 4,52 2,70 4,19 1,56 1,79
miR-872 1,78 2,56 1,31 2,39 2,26 4,68 2,11 174 2,64 1,34 147

XXX




miR-30e
miR-130b
miR-532-5p_rno
miR-27a
miR-138
miR-223
miR-203
miR-29a

178
1,41
1,66
0,83
1,44
1,18
2,23
1,95

2,72
2,16
3,66
1,91
2,04
2,34
2,48
3,19

1,22
076
0,89
1,42
1,37
1,27
1,39
1,70

2,33
2,16
1,60
1,97
2,58
3,46
2,18
2,34

2,77
3,36
2,76
2,02
2,30
3,16
2,21
248

3,16
2,67
2,56
2,81
3,09
2,81
2,39
2,95

2,15
1,82
2,79
2,35
4,54
2,92
2,39
2,30

2,23
1,98
1,52
2,07
2,99
1,07
1,95
1,89

2,36
3,18
3,18
3,07
3,60
4,18
4,55
3,53

1,08
1,68
1,60
1,57
1,86
2,22
2,81
1,75

1,30
1,58
1,18
1,63
2,29
1,52
2,15
1,51

Anhang

Anhang-Tabelle 7 Profil im Plasma von 97 signifikant veranderten miRNAs nach Methapyrilen Behandlung.
Dargestellt ist das Verhéltnis der miRNA-Menge nach Behandlung pro Tier relativ zur entsprechenden Kont-
rollgruppe. Die Verhéltnisse basieren auf TagMan Card Daten, die entsprechend der modifizierten ACt Me-
thode prozessiert wurden. Die Werte sind als Heatmap in Abb. 3.21 B visulisiert. WK=Wistar Kyoto,
SD=Sprague Dawley, rno=Ratten spezifisch

80 mg/kg Methapyrilen

miRNA Tag 4 Tag 8 Tag 15 Tag 24

miR-24 250 321 000 249 138|000 124 138 063 183|000 1,27 000 097 099|059 042 047 055 0,50
miR-20b 190 176 002 235 002|003 043 081 025 051|091 065 145 058 128|067 017 039 032 044
miR-21 541 594 008 445 384|146 192 227 090 289|131 314 002 154 267|062 046 054 061 068
miR-25 173 236 012 320 012|005 039 065 026 040|030 031 000 051 100|063 013 038 036 043
miR-26a 1541 17,53 007 1374 007 [ 001 098 161 039 161|001 215 001 228 334|052 017 056 054 043
miR-26b 648 666 027 504 027|008 08 112 048 124|005 217 005 181 264|047 021 041 045 006
miR-122 1261 2578 446 14,27 11,20 | 7,44 1555 2226 1078 28,27 | 456 1609 1224 1213 1503 [ 093 049 1,12 022 0,70
miR-31 1540 964 495 1277 1428 [ 329 629 790 349 961|577 1912 1055 873 1080 [ 086 059 1,15 142 062
let-7e 923 584 27,17 990 1342|296 287 58 062 651|346 295 508 374 754|090 017 096 075 064
miR-15b 329 3,9 4678 441 1301|084 066 274 032 123|258 158 571 452 555|080 040 1,18 1,14 092
miR-200c 349 339 662 368 451 (075 121 259 053 363|155 554 367 473 7,76 | 1,17 077 129 077 077
miR-532-3p 415 533 1115 498 736|090 099 246 043 226|118 230 252 302 262|071 068 091 08 068
miR-200a 618 1348 1,00 1229 775|100 821 799 404 1131|048 7,57 524 1218 797 |08 086 086 086 086
miR-667 2089 1258 38+ 905 526|100 326 433 100 636065 419 392 972 373|095 095 095 095 095
miR-101a 752 954 326 851 862|441 495 762 673 837|292 58 378 289 446 | 068 038 067 042 061
miR-192 619 830 279 671 733309 342 460 411 460|097 245 172 109 190 | 1,03 096 1,06 1,04 1,07
miR-182 303 350 313 259 100|098 251 278 105 276|279 2830 854 4,09 1870|099 099 099 099 0,99
miR-194 314 553 343 423 239|100 144 382 100 100|126 603 402 7,77 1402|076 076 076 076 0,76
let-7d 653 467 020 638 883|142 08 236 037 18 |224 28 420 313 594|154 041 149 1,16 1,10
miR-23b 226 300 100 241 100|066 09 231 066 204|091 271 751 28 3714|100 1,00 1,00 1,00 1,00
miR-497 194 212 100 1,53 1,00 [ 093 119 224 093 266|100 229 158 38 361|100 100 100 100 1,00
miR-99b 802 547 266 429 270|068 094 312 055 229|104 476 226 688 419|083 083 08 083 083
miR-532-5p_rno 395 524 315 444 244|060 118 179 060 146 | 078 241 192 248 223|069 069 069 069 069
miR-125a-5p 565 612 129 406 135|069 299 324 067 539|049 395 18 3,10 3,08 |09 090 090 090 090
miR-200b 198 538 202 3,27 247 [ 118 313 247 083 475|121 420 249 404 287 (065 062 087 093 044
miR-126-3p 689 440 230 579 336|168 494 543 003 531 (001 233 161 38 484|053 045 069 1,25 0,54
miR-29a 850 1127 664 824 652|111 233 208 091 220|137 440 338 369 363|053 047 043 003 042
let-7b 508 490 659 530 453|197 221 334 077 405|138 438 371 378 635|056 012 003 052 036
miR-429 426 915 276 570 730|276 847 849 025 1301|058 346 182 28 206|029 029 029 029 029
miR-204 731 801 186 409 061[056 290 305 05 373|022 173 1,09 1,73 095|024 024 024 025 0724
miR-335-5p 629 1129 140 432 066|062 609 318 062 526|013 311 121 142 094|021 021 021 021 028
miR-143 1251 1438 274 787 19 | 078 427 329 142 550 (018 249 099 08 113|030 021 016 064 046
miR-145 763 857 278 433 124|057 238 239 08 280|018 236 111 095 090 | 037 018 021 037 054
miR-139-5p 307 350 272 255 163|076 181 182 006 210|036 141 097 158 160|056 033 051 074 052
miR-214 379 491 157 28 079|097 168 194 047 405|025 1,78 064 071 065|068 054 020 034 054
miR-130a 060 934 242 491 230|054 103 145 045 151|041 199 100 1,05 111|064 046 047 049 049
miR-152 346 432 180 366 218|090 136 164 069 290|055 144 083 093 111|050 054 038 050 041
miR-138 222 348 159 199 300081 102 134 066 222|061 09 117 098 082|060 049 045 076 033
miR-146a 187 277 218 229 194|097 198 1,73 068 207|055 131 120 109 101|055 045 053 064 053
miR-29¢ 666 975 098 595 098062 255 216 093 224|024 375 024 28 284|074 045 047 1,00 068
miR-125b-5p 364 792 152 374 167 (083 150 219 095 399|059 156 1,00 210 1,30 | 1,7 036 1,10 2,00 070
miR-345-5p 257 859 18 370 061|100 111 100 100 243|105 307 094 263 342|074 074 074 074 074
miR-132 647 528 58 327 265|088 393 372 033 555(038 7.8 173 247 254|073 083 027 066 048
miR-335-3p 660 919 127 368 242|072 301 375 072 463|075 255 093 297 166|031 031 031 031 038
miR-199a-3p 387 413 188 334 132]|08 170 19 087 439|090 322 127 176 133|064 053 027 051 059
miR-331-3p 399 410 286 332 276[13 190 259 079 393|087 344 235 215 212|059 031 054 066 0,60
miR-301b 149 148 438 189 261|087 034 066 021 046|052 053 08 054 003|070 013 041 042 047
miR-486 092 058 691 153 331|115 019 044 020 025033 024 041 041 055|061 008 040 036 034
miR-210 1,79 284 558 255 007|094 046 08 039 130|065 061 098 091 146|043 022 067 042 038
miR-106b 135 1,16 523 190 011|101 052 076 031 056|054 044 065 062 090|050 021 035 042 043
miR-301a 149 135 349 166 034|105 034 073 033 052|061 054 077 056 090|066 013 038 040 054
miR-296-5p 071 057 185 054 128|057 057 057 057 057|058 040 041 040 050 | 086 086 086 086 086
miR-455 159 316 071 275 181|076 042 120 049 278|049 067 056 014 044 [ 1,09 060 098 060 0,60
miR-215 074 1,70 155 199 1,16 087 106 104 100 084|047 073 034 025 033|052 052 051 066 042
miR-34b-3p 263 38 147 125 089|077 077 134 077 116|030 087 049 033 032|071 071 071 071 071
miR-19a 179 173 321 213 332|006 104 160 079 138|087 065 09 058 091|095 043 075 068 086
miR-328 1,74 179 168 1,26 1,80 [ 058 031 070 027 065|081 111 156 057 072|085 027 054 042 058
miR-342-3p 125 1,52 272 141 151|067 1,00 102 038 104|044 051 098 044 059 (050 042 042 044 056
miR-15a 200 140 609 314 297|107 023 08 038 071|054 062 068 101 155|073 034 048 096 1,54
miR-193b 200 146 440 176 300|100 070 109 08 095|057 092 078 064 104|148 040 091 098 089
miR-130b 170 272 366 190 290|069 052 064 039 051|066 079 077 065 104 (103 050 059 060 0,78
miR-423-5p 167 204 395 189 218|110 046 043 043 074 |08 121 08 08 117 [ 068 061 061 061 061
miR-140 142 182 291 219 223[093 056 1,06 051 181|051 048 062 041 072 (055 036 049 059 0,02
miR-30a 591 843 635 554 517|090 128 1,53 071 160|050 145 08 1,14 137 | 043 027 037 049 0,02
miR-685 151 311 073 190 171|181 1,77 124 222 142|039 147 058 1,17 1,33 (009 105 071 060 049
miR-191 268 255 526 232 384352 221 408 119 399|102 1,10 213 092 179|080 024 045 037 044
miR-744 314 357 328 306 321|183 102 177 243 151|068 192 1,10 146 161|061 037 044 043 056
miR-324-5p 149 292 359 228 294[08 08 08 08 103]09 121 104 18 19 |072 072 072 072 072

XXX



Anhang

miR-222 210 250 645 250 294|097 117 150 062 192|049 085 09 161 153|053 033 044 070 036
miR-320 1,78 200 28 18 228|125 081 124 075 114|066 104 084 076 1,14 [ 056 035 040 045 046
let-7c 560 564 7,53 494 412|090 106 1,71 036 180|076 229 162 002 248|069 015 071 068 056
miR-195 365 401 677 376 324 (134 104 130 040 005|048 105 073 1,12 153|038 017 034 040 044
miR-16 487 467 2266 842 1450 117 062 087 038 073|054 052 068 075 137|051 0714 040 038 032
miR-185 190 167 1833 439 668|100 048 097 048 049|056 041 096 1,16 211|085 037 047 051 049
miR-18a 130 149 902 287 58 [106 027 060 018 042|071 041 099 066 125|094 025 054 049 051
miR-451 111 104 690 245 544 (092 030 056 021 034|047 035 047 08 124|065 013 047 046 043
miR-181a 182 356 1298 325 480|065 052 133 049 098|155 075 258 145 1,71[085 08 08 090 085
miR-652 254 398 1045 373 436|067 049 078 049 050|136 1,79 354 244 568|08 086 086 08 086
miR-128a 268 206 256 256 507|066 025 066 020 05728 113 477 075 223|119 050 071 059 0,75
miR-142-3p 293 331 1091 38 705(077 031 091 030 060|468 093 704 153 500|091 039 078 078 073
miR-103 243 264 049 366 474|081 049 090 041 093 (107 133 137 148 244|059 020 039 035 0,21
miR-339-5p 666 948 58 531 73808 041 08 015 101|172 239 476 173 302|068 016 030 024 034
let-7g 274 320 78 333 38171 015 150 095 167|089 1,66 124 107 176|066 009 034 044 048
miR-221 381 617 890 556 360|069 122 136 050 168|058 161 155 1,21 172|045 011 011 064 027
miR-339-3p_rno 539 761 449 540 724|146 128 164 074 169|099 145 224 128 205|063 035 041 033 031
miR-148a 382 580 207 448 395|087 08 140 081 153|115 204 170 1,19 1,60 | 062 029 034 054 041
miR-365 368 582 281 390 347 (126 124 209 099 286|078 243 153 105 166|066 024 051 047 048
miR-151-3p 2,85 224 38 274 335|099 076 125 046 159 (098 202 150 1,18 194 | 072 020 054 044 043
miR-186 337 226 838 334 554|129 103 146 044 146|08 173 193 132 259|050 017 038 039 034
miR-30e 453 550 578 405 385|103 114 137 056 126|054 1,13 089 091 118|053 024 038 044 043
miR-324-3p 246 292 575 262 317|080 054 093 042 103(046 120 104 087 109|051 028 038 034 035
miR-223 220 209 197 209 342|068 068 079 030 081|126 000 221 071 162|064 032 046 046 041
let-7i 311 278 17,69 409 781|079 029 085 020 068|151 116 292 208 005|200 032 145 124 120
miR-484 359 092 1745 396 821|052 117 119 014 026|132 031 051 041 001|105 028 062 28 084
miR-92a 11,65 11,64 2267 11,16 2215[000 029 052 029 041062 066 098 050 093074 018 050 041 043
let-7a 1,00 1,00 1823 1,00 409|026 026 026 026 026 |79 100 1964 1365 3100|100 100 1,00 1,00 1,00
miR-17 191 162 620 228 436|091 000 075 028 056|087 064 136 069 158|069 017 040 038 045

Anhang-Tabelle 8 Deregulierte und kategorisierte Gene in der Rattenniere nach Cisplatin Behandlung. Die
entsprechenden Werte sind als Heatmap in Abb. 3.24 C visulisiert. = Hochreguliert im Vergleich zur Kont-
rollgruppe, Y= Herunterreguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Tox-Kategorie Cisplatin-abhéngig deregulierte Gene
(Oxidativer) Stress N Egr Nrid1  Pfkfb3  Sbno2 Clu
Apoptose N Aen Bbc3 Bcl3 Bex1 Chact
N Areg Atf3 Cdt1 Egr2 Fos Fosl2 Igfbp1  Junb Lgals3 Myc
l%elllg]}/kluts_:/ Nek6  Nrg1  Pir Rasd1 Runxi  Tgift
rolireration NP Sfip2 Wox1
Detoxifikation N Abcblb  Abcc2 Akr1b8 Ces2l Cyp1b1 Ephx1 Gpx2  Gstp1 Ngo1 Slc22a15
Slc25a24  Srxn1 Ugtia1 Ugt2b7
DNA-Schadigung N Big2 Cengl  Cdkn1a  Gdf15 Mdm2 Phlda3 Rprm _ Enc1
N Cp Cxcl10 Fcgr2a Fgb Fgl2 Gpnmb  Kng1 Len2 Lsp1 Plala
Inflammation Tnfrsfla  Icam1
¥ K
Lipidmetabolismus&
Metabolismus AN ch2sh  Ehhadh
Vv Afm Anpep Arntl Bsnd Cadps2  Calb1  Cdo1 Cyp2c11 Dhrs7 Dnajc6
Dpyd Epha4 Fabp5 Gclc Gcle Gfra3  Hpcal1l Igfbp5 Irx1 Kcnab1
Verlust der Kcenj1 Klk1b3 Klk1l Maf Mep1b Mme Mthfr Paqr9 Plip Ppic
Gewebespezifitat Pppiria  Ppp2r2b Prir Prps2 Psph Rasd2 Rpesp Slc15a2 Slc16a7  Sic22a2
SIc22a7  SIc22a9 SlIc25a30 Sic5a2 Slco1a1 Slit2 Tf3 Tgm2 Tnfrsf11b  Tnpo3
Wipf3 Wnk1
Reduzierte N Cpnes Gas5 Phida2  S100a11  Tnfrsfl2a
Proliferation ¥ Akric12  Egf Fhit Nrep Plau
N Bex4 Cd44 Cldn4 Cldn7 Ctps Dmbt1  Fn1 Fxyd5 Gda ltgb4
Regeneration Dig5 Lox Lsamp Lxn Map1b Micall2 Npm1 Plk2 Plp2 Scyl2
Slc17a3  Smoc2  Spp1 St6galnac2  Timp1 Tnc Vnn1 Havcr1
Signaling N Arldc Gpr98  Rgs16 S100a6 S100g Shisa3 _ Trpv6
Strukturelle N Anxa2 Capg Fblim1 Fina Krt18 Krt19  Myolg Plec Ppl S100a10
Umgestalltung Tagin Tin1 Tmsb10  Tpm2 Tubb6
Gewebe Umorganization ¥ capné Dgkg Neb Snta1 Tex14
Andere N Tmeds6
N2 Pzp Snca

Anhang-Tabelle 98 Deregulierte und kategorisierte Gene in der Rattenniere nach Behandlung mit nephrotoxi-
schem Serum (NTS). Die entsprechenden Werte sind als Heatmap in Abb. 3.25 C visulisiert. = Hochreguliert
im Vergleich zur Kontrollgruppe, V= Herunterreguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Tox-Kategorie NTS-abhdngig deregulierte Gene
(Oxidativer)Stress N Egrt Clu
N Bci3 Bik Casp4 Fhi2
Apoptose Vv Ppm1k Rgn
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Anhang

N A3 Bcl2a1d Birc3 Ccnb2 Cdk1 Cks2 Cyr61 Egr2 Fos Gda
Zellzyklus/ Kif15 Kif23 Mcmé6 Mki67 Nol3 Runx1 Spbc24  Tacc3 Ttk Ube2c
Proliferation Cdca7 Cntf Ect2 Ltbp2 Myc Tgif1 Uhrf1 Axl
¥ Dnaset Eaf2 Igfbp3
Detoxifikation N Cypib1 Slc25a24
DNA-Schadigung N _Phida3
N ~CD33 A2m C1qa Clgb Clqc C4-2 C6 Cclé Ccr5 Cd14
Cd276 Cd53 Cd6s Cebpd Cfi Clcf1 Clec10a Clec7a Clecsf6  Crlf1
EIf3 Ephb6 Fcgr2a Fga Fgb Fgg Fgl2 Gpnmb Icsbp1 Igha
Inflammation 1124 7 Kng1 Laptm5  Lbp Len2 Lgals3bp Mcpt2 Mpeg1 Msr1
Olr1 Pik3cd Psmb8 Ptprc Reg3b RGD1se43ts RT1-Ba RT1-Bb RT1-Da  RT1-Db1
Sectm1b Serpina10 Serpina3n Serpine1 Slpi Terb Tifa Tmem176b Tnfrsfla  Tnfrsf9
Tubb2c Tyrobp Cp Cc2 Fcgr2a  Icam1 Lcp2 Ccl21b
Lipidmetabolismus&
Metabolismus N Apob Apobec1  Cps1 Lrat
Vo Akrict2 Aldh1b1 Arhgap5  Asgr2 Blvra Cyp2c11 Enpp3 Es22 Gegr Gldc
Verlust der Gsta5 Gtpbp4  Gucylb2  Id4 Kitlg Kik1b21 Kik1b3  Me1 Mpp6  Nirp6
Gewebespezifitat Osbpl1a Pde1a Prep Rarres1 Resp18 Nog1 Rpesp Serpina3m Sic16a7  Sic22a2
Slc22a9 Slc23a3 SlIc39a8 Slc4ad Slco1al Snca Stégall  Tfrc Wisp3 Apcs
Tnfrsf11b
Reduzierte
Proliferation N Brcal Cdkn3 Dkk3 Inhbb Rassf4  Tnfrsfi2a  Tgfb2 Tgfb2 Rprm
N Adamts1 Angptl4 Cd44 Cdh11 Clec9a Col15a1 Col1a1 Col1a2 Colda1 Col5a1
Col5a2 Col6a1 Col8a1 Colec12 Cpz Cthrec1 Dclk1 Dsc2 Efemp2  Fbn1
Regeneration Fn1 Fxyd5 Gja1 Gpx2 Kifé Lgals2 Lox Lox!1 Map1b Mfap4
Pcolce Ptprz1 PVR Pvrl2 Pxdn Slc34a2 Spp1 Timp1 Tnc Havcr1
Abca1 Col4a2 Lamb3 Lamc2 Mmp9  Scel
Signaling AN Adratd Arldc Ccdc80 Cenpi Cpe Gpr34 Guca2a  Nfkbiz Pkib Prkcb
Ramp1 Rgs10 Rgs16 Sctr Pthlh
Strukturelle Umges- N Actn1 Corofla Cttnbp2 ~ Dbn1 Dcdc2  Fblim1 Rnd1 Spag5 Tagln Tekt1
talltung Tmsb10 Tpbg Tpm1 Tubb5  Tubb6  Vim Dnm3 Ctsk
Gewebe Umorgani-
zation V' Epb4.113
N Cygp Hfe2
Andere
¥ oce Mic1 Rbp4

Anhang-Tabelle 90 Deregulierte und kategorisierte Gene in der Rattenleber nach Methapyrilen Behandlung.
Die entsprechenden Werte sind als Heatmap in Abb. 3.28 C visulisiert. = Hochreguliert im Vergleich zur
Kontrollgruppe, V= Herunterreguliert im Vergleich zur Kontroligruppe

Tox-Kategorie

Methapyrilen-abhéngig deregulierte Gene

(Oxidativer) N Csda Apex1 Btg3 Egr1 GIrx3 Gmfb Hlg2 Hsp90aa1 Hspa9 Hspb8
St Mt2A Pgam5 Srxn1 Tmem120a Tnfrsf12a Vnn1 Cceng1 Cdkn1a Ddit3 Hmgb2
ress Mdm1 Pold2 Tmsb10  Tp53inp2
N Bax Casp12 Casp4 Cdc42ep1 Cidea Ctsl Dap Fas Gasb Lgals2
Apoptose Ngfrap1 Trib3 Zdhhc2
V' Cited2 Cxcl12 Ghr 1gf1 Rgn
Zellzyklus N Bcar3 Cbx3 Ccnd1 Ciz1 Cks2 Dynit1 Hn1 Kifc3 KIif6 Mki67
) K Polb Rfc3 Rfc4 Rmp Smc2 Smox Stmn1 Sugt1 Tgif1 Tra16
rogression Tubbs Tubb6  Weel  Mybbpla
N Cryl1 Ddit4 Fat1 Fgf21 Igfbp2 ltgb1 Lgals3 Map2k1 Nap1l1 Ndrg1
. . Nfkb2 Nrg1 Nucks1 Nupr1 Ovca2 Pa2g4 Ppp2rib  Rbm3 Sh3bgrl3  Smadb5
Proliferation Srm St14 Tusc3  Lrrfip1
Vv Bmf Hrsp12 1d4 Marveld1 Ndrg2 Rarres2 Dpt
Detoxifikation N Abcbla Abcc2 Adh7 Akr1b8 Aldh1a1 Cbr1 Ces2| Cyp2c12  Cypdb1  Cyp4f5
Ggh Gpx3 Gstp1 Akr1b1 Akr7a3 Gstab
Inflammation N cd276 Cxcl16 Gpnmb Neurl3 Psme3 RT1-CE5 Ifngr2 Nolc1
V' Fetub Mug1 Serpina4
i f N Acot1 Acot2 Acot4 Adfp Agpat3 Asah1 B4galts Fabp2 Hexb Hsdl2
k/'l‘:t‘;g‘;ti:ﬁ’n?:':musg‘ Nagk Pfkp Pla2g15 Ppap2c  Ptgfm Aadac  Acot2  Acot? Aldoa  Bdgalt6
Dci Dctpp1 Gpd2 Hadhb Pck2 Prom1 Slc25a4
¥ ~Ddh1 Aadac Abat Abcc6 Abcgb Acadsb  Acox2 Acsl1 Adhfe1  Agt
Akr1c12 Alcam Aldh6a1  Amacr Apcs Apmap Apoa4d Apom Asgr1 Asgr2
Aspg Asrgl1 Atp2a2 Atp2a2 Atrn Baat C1r C4-2 C9 Cbs
Ces3 Cfb Cited2 Cpb2 Ctsc Ctsc Cyb5r3  Cyp2a1 Cyp2a2 Cyp2ci1
Cyp2d3 Cyp2f4 Cyp2j3 Cyp2t1 Cyp4fs Dao Dexr Ddc Dhtkd1 Elovi5
Enpep F10 Fxyd1 Gabarapl2 Gjb1 Gnmt Gstm7 Gucy1b2  Gulo Hadh
Verlust der Hal Hao2 Hsd11b1 Hsd17b2  Hsd3b5  ligp1 Inhba  Inhbc Inmt Ivd
Gewebespezifitat Khk Kmo Kng1 Kynu Lcat Lin7a Lrp5 Lrp5 Maob Mbl1
Mdh1 Mic1 Mmd2 Mpeg1 Mtmr7 Nat1 Nat8 Nat8b Ndufv3 Nit2
Nox4 Ntf3 Oat OIr59 Otc Papss2 Paqr9 Pc Pde3b Pdia4
Pdk1 Pik3c2g Pik3c3 Pkir Podn Ppp1r3b  Proc Ptms Ptprs Pxmp2
Pygl Rbp1 Rdh7 Rnase4 RT1-S3 Scd1 Scfd2 Sdc2 Sdf211 Sds
Serpina3m Serpina3n Slc10a1 Slc13a2 Slc22a17 Slc22a8  Slc2ab5 Slc33a1 SIc37a4  Sic6a13
Sico1a1 Slco2a1 Slco2b1 Snx18 Spink1 Spink3 St6gal1  St8sia3 Sult1c2  Sult1c3
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Anhang

Sult1e1 Sycp3 Thrsp Tmem37 Trim2 Ttpa Ttyh2 Ust5r Car3 S1pr1
Pgcp Hebp1 Tef Lipc Rnase4 Slco1b3  Afm Fgl1 Col27a1
Reduzierte Ceacam1  Dpyd Dpys Egf Enpp2 Hexim1  Igfals Mst1 Nr3c1 Nrep
Proliferation Paics Parp14 Upb1 Xdh
N Aldh18a1  Anxa7 App Arf6 Arfrp1 Arsb Asl Asns Atic Atp6v1d
Ctps Ddx21 Ddx39 Eeflg Eif2b3 Eif3c Eif3g Eif4b Eif4ebp1 Epcam
Fkbp11 Fkbp5 Fkbp5 Gars Ggt1 Hnrnpa1  Hsp70.3 lars Ica1 Ifrd1
Impdh2 Ipo4 Ipo5 Ireb2 Lonp1 Lrrc59 Mrps2 Mrps31 Mrps6 Mrto4
. Ncl Nhp2 Nme2 Nol8 Nolc1 Nop56 Nop58 Npm1 Nup210  Odc1
Regeneration Pelo Pmm1 Ppil3 Prmt1 Prmt5 Rab30  Ran Rangrf  Rcn2 Rpl14
Rps15a Rps19 Rps3 Rps5 Rpsa Rrp9 Scarb2  Sdad1 Serpina7 Slc16a6
Smn1 Spsb1 Timm8a1 Tomm20 Tomm40  Tspo Umps Wbp5 Yars App
Gar1 Pdgfa KIf6 Cirh1a Myo5b Csrp2 S100a11
¥ Adit Adralb Car3 Dak Ero1b Gcekr Vin
Signaling N Anxa7 Gnb1 Gnb2I1 Minpp1 Plscr1 Ppp1r14b Ppp2ca Ptger3 Riok3 Srd5a3
Srr
Strukturelle N Anxa2 Anxa5 Basp1 Cdc42ep5 Cdcd2se1 Cnksr3 Dpp7 Enc1 Ezr Jub
U tallt Krt18 Krt8 Map1ic3a Myo1lc Myo1g Pafah1b1 Plat Rhoc S100a10 Sorbs2
mgestalitung Tagin2 Tpm1 Tpm1 Vps36 Ppl Rhob
Mitochondriale N Atpif1
Schadigung ¥ Bdht Ppa2 Atpif1
Tumorgenese N ctsz Bysl Cxadr Dmbt1 1d1 Lgals3bp Rgs5 Slc7a5 Tspan8
Andere N Pafah1b3  Slc20a1  Slc3a2

Anhang-Tabelle 11 Identifizierte Ziel-mRNAs fiir die deregulierten miRNAs in der Rattenniere nach Cisplatin
Behandlung mittels Ingenuity Pathyway Analysis (IPA).

miRNA miRNA - IPA Zuordnung Ziel-mRNAs

let-7i let-7a-5p (and other miRNAs w/seed GAGGUAG) Tpm2

miR-125a-3p miR-125a-3p (MiRNAs w/seed CAGGUGA) Fina

miR-146b miR-146a-5p (and other miRNAs w/seed GAGAACU) Paqr9

miR-195 miR-16-5p (and other miRNAs w/seed AGCAGCA) Kl Prps2

miR-182 miR-182-5p (and other miRNAs w/seed UUGGCAA) Cyp1b1  Fn1 Spsb4
miR-429 miR-200b-3p (and other miRNAs w/seed AAUACUG) Immp2l  Maf Nrep Psph Tnfrsf11b
miR-203 miR-203-3p (and other miRNAs w/seed UGAAAUG)  Gda Prps2

miR-21 miR-21-5p (and other miRNAs w/seed AGCUUAU)  Tnfrsf11b

miR-31 miR-31-5p (and other miRNAs w/seed GGCAAGA)  Trpv6

miR-320 miR-320b (and other miRNAs w/seed AAAGCUG) Ctps1 Plk2 Tagin
miR-328a miR-328-3p (and other miRNAs w/seed UGGCCCU)  Cd44 Srxn1
mMiR-339-5p  miR-339-5p (and other miRNAs w/seed CCCUGUC)  Mdm2

miR-34a miR-34a-5p (and other miRNAs w/seed GGCAGUG) Calb1 Dpyd

miR-375 miR-375-3p (and other miRNAs w/seed UUGUUCG)  Cpne8

miR-382 miR-382-5p (MiRNAs w/seed AAGUUGU) Maf

mMiR-423-star miR-423-5p (and other miRNAs w/seed GAGGGGC) Cd44 Cdknla Sic52a3
miR-503 miR-503-5p (MiRNAs w/seed AGCAGCG) Cdkn1a  Cxcl10
miR-363 miR-92a-3p (and other miRNAs w/seed AUUGCAC)  Dpyd

Anhang-Tabelle 102 Mittels Ingenuity Pathyway Analysis (IPA) identifizierte Ziel-mRNAs fiir die deregulierten
miRNAs in der Rattenniere nach Behandlung mit nephrotoxischem Serum.

miRNA miRNA - IPA Zuordnung Ziel-mRNAs

let-7g let-7a-5p (and other miRNAs w/seed GAGGUAG) Adamts1 Cd276 Colta1 Col1a2 Col4a1
Col4a2 Cthrc1 Dkk3 Grik2 Myc
Pxdn Slc25a24 Tagin Vim

miR-1 miR-1 (and other miRNAs w/seed GGAAUGU) Slc38a3

miR-351 miR-125b-5p (and other miRNAs w/seed CCCUGAG) Igfbp3 Slc4ad  St6gall

miR-132 miR-132-3p (and other miRNAs w/seed AACAGUC)  Arhgap5  Kitlg Mmp9

miR-133b  miR-133a-3p (and other miRNAs w/seed UUGGUCC) Col1a1 EIf3 Fam57a  Fbn1 Ptprz1
Tgfb2

miR-20b miR-17-5p (and other miRNAs w/seed AAAGUGC) Opcml Slc4ad

miR-181¢c miR-181a-5p (and other miRNAs w/seed ACAUUCA) Epb4113  Kitlg Tnfrsf11b

miR-182 miR-182-5p (and other miRNAs w/seed UUGGCAA) Col5a1  Cyp1b1  Fbn1 Fn1

miR-183 miR-183-5p (MiRNAs w/seed AUGGCAC) Abcal Gpr34

miR-185 miR-185-5p (and other miRNAs w/seed GGAGAGA)  Ctsk

mMiR-188-5p miR-188-5p (and other miRNAs w/seed AUCCCUU)  Pcdh9

miR-192 miR-192-5p (and other miRNAs w/seed UGACCUA)  Col5a1  Tifa

miR-193b  miR-193a-3p (and other miRNAs w/seed ACUGGCC) Lamc2  Tgfb2

miR-196¢ miR-196a-5p (and other miRNAs w/seed AGGUAGU) Igfbp3 Opcml

miR-197 miR-197-3p (and other miRNAs w/seed UCACCAC)  Epb4113  Igfbp3

miR-19a miR-19b-3p (and other miRNAs w/seed GUGCAAA)  Arhgap5  Igfbp3
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miR-200c  miR-200b-3p (and other miRNAs w/seed AAUACUG)
miR-200¢c
miR-203 miR-203-3p (and other miRNAs w/seed UGAAAUG)

miR-204 miR-204-5p (and other miRNAs w/seed UCCCUUU)
miR-21 miR-21-5p (and other miRNAs w/seed AGCUUAU)
miR-218 miR-218-5p (and other miRNAs w/seed UGUGCUU)
miR-223 miR-223-3p (miRNAs w/seed GUCAGUU)
miR-224 miR-224-5p (MiRNAs w/seed AAGUCAC)
miR-23b miR-23a-3p (and other miRNAs w/seed UCACAUU)

mMiR-384-5p miR-30c-5p (and other mIRNAs wiseed GUAAACA)
miR-134 miR-3118 (and other miRNAs w/seed GUGACUG)
miR-134 miR-3118 (and other miRNAs w/seed GUGACUG)
miR-134 miR-3118 (and other miRNAs w/seed GUGACUG)
mMiR-339-3p miR-339-3p (MRNAs w/seed GAGCGCC)
mMiR-339-5p miR-339-5p (and other miRNAs w/seed CCCUGUC)
mMiR-340-5p miR-340-5p (MIRNAs w/seed UAUAAAG)

mMiR-342-3p miR-342-3p (MiRNAs w/seed CUCACAC)

miR-449a miR-34a-5p (and other miRNAs w/seed GGCAGUG)
miR-365 miR-365-3p (and other miRNAs w/seed AAUGCCC)
miR-375 miR-375-3p (and other miRNAs w/seed UUGUUCG)
mMiR-376¢  miR-376¢-3p (and other miRNAs w/seed ACAUAGA)
miR-382 miR-382-5p (MiRNAs w/seed AAGUUGU)
miR-486 miR-486-5p (and other miRNAs w/seed CCUGUAC)
miR-494 miR-494-3p (miRNAs w/seed GAAACAU)
miR-499 miR-499-5p (and other mMiRNAs w/seed UAAGACU)
miR-503 miR-503-5p (MiRNAs w/seed AGCAGCG)
mMiR-532-5p miR-532-5p (and other miRNAs w/seed AUGCCUU)
miR-539 miR-539-5p (MIRNAs w/seed GAGAAAU)

miR-7a miR-7a-5p (and other miRNAs w/seed GGAAGAC)
miR-9 miR-9-5p (and other miRNAs w/seed CUUUGGU)

Abca1
Tubb

Fam198b
Tgfb2

Cdh11
St6gal1
Col1a1
Arhgap5
Klk1

Abca1
Lrat

Adra1d
Angptl4
Cps1
Grik2
Tubb
Cd276

Abca1
Fcgr2b

Col1a2
Fblim1

Igfbp3
Adamts1
Grik2
Abca1
Col1a1
Fbn1
Arhgap5
Pqlc3
Pcdh9
Cdk1
Cd276
Slc4ad

Abca1
Fbn1

Cdh11

Lrat

Ephb6
Tnfrsf11b
Dcdc2
Sic4ad
Opcml

Col4a1
Mrc1

Cthrc1

Tmem119

Adamts1
Fhi2

Dnm3

Kitlg
Dcdc2

Cdh11
Fbn1

Opcml
Slic4ad
Fbn1

Snca

Col4a2
Inhbb

Cyp1b1

Prkcb

Fam198b
Snca
Slc4a4

Dnm3
Pxdn

Gja1

Egr1
Ptprz1
Gja1

Tgfb2
Tagin

Lamc2
Tfrc

Col5a1
Pxdn

Anhang

Dcdc2 Fn1
Pxdn Scel
Grik2 Inhbb
Fbn1 Gja1
Tgfb2 Tgif1
Rassf4

Fam198b Fbn1
Smtnl2

Lamc2 Ccl21

Vim

Tagln Tnfrsfla

Colec12  Cthrc1
Slc25a24

Die vollstandigen Genlisten sind auf Anfrage bei der Autorin erhaltlich.
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