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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Funktion und Pathogenese der Niere

Bereits 3500 bis 3000 vor Christus waren Worter fur Niere und Urin Teil des
sumerischen Wortschatzes, doch sehr lange Zeit war die zentrale Stellung und
Funktion der Niere im Organismus unbekannt. Erst ab dem 16. Jahrhundert, unter
anderem durch die anatomischen Untersuchungen von Leonardo da Vinci (1452 —
1519), Michelangelo (1475 — 1564) und Bartolomeo Eustachio (1524 — 1574), begann
man das Organ langsam zu verstehen (da Vinci 1515-1516; Eknoyan 2000; Purkerson
und Wechsler 1997). Die heute bekannteste Funktion der Niere ist die Ausscheidung
von schadlichen und Uberflissigen Abfallprodukten des Stoffwechsels, Medikamenten
und Giften Gber den Urin (Nigam et al. 2015). Aber die Niere spielt auch eine zentrale
Rolle in der Homdostase des Organismus. Zum einem wird der Wasser- Nahrstoff-,
Spurenelement- und Mineralstoffhaushalt des Kérpers durch Steuerung der
Ausscheidung Gber den Urin reguliert (Curthoys und Moe 2014). Zum anderen nimmt
die Niere eine wichtige Stelle als Regulator des S&ure-Base-Haushaltes und des
Blutdrucks sowie der hormonellen Aktivitéat (Renin, Erythropoetin und Calcitriol) ein und
ist neben der Leber der zweitwichtigste Ort des Stoffwechsels von endogenen und
exogenen Molekilen (Hamm et al. 2015; Kurt und Kurtz 2015).

Anatomisch gesehen ist das Nierengewebe in kleine funktionelle Einheiten gegliedert,
die sogenannten Nephrone (Abbildung 1). Ein Nephron beginnt mit einem Glomerulus,
der Filtrationseinheit der Niere. Er ist aufgebaut aus Kapillarschlingen mit fenestrierten
Endothel, welche der Nierenarterie entspringen, einer glomeruldren Basalmembran
(GBM), Podozyten und dem Mesangium und wird von der Bowmanschen Kapsel
umgeben (Salmon et al. 2009). Bestandteile des Blutes mit einer geringen negativen
Gesamtladung und einem Durchmesser von maximal sechs bis acht Nanometer wie
Wasser, lonen oder kleine Molekile werden in diesen Strukturen filtriert (Du et al.
2017). Das resultierende Ultrafiltrat, auch Primarharn genannt, durchlauft anschlieBend
ein renales Tubulussystem bestehend aus dem proximalem Tubulus, Henlesche
Schleife und dem distalem Tubulus. In diesen Bereichen werden kleine Molekiile,
Elekirolyte und Wasser Uber spezialisierte Transportproteine aus dem Priméarharn
rickresorbiert und in dem Koérperkreislauf zurtickgefihrt. Umgekehrt kénnen auch
Bestandteile des Blutes (ber Transportproteine in den Tubuluszellen in den Urin
transportiert und dadurch ausgeschieden werden (Curthoys und Moe 2014). Die

Regulation dieser Transportprozesse hangt dabei von den Bedirfnissen des
-1 -



1. EINLEITUNG

Organismus ab. So kann zum Beispiel durch gezielte Steuerung der Sekretion und
Ruckresorption von Wasser und Natriumionen in der Niere der Natriumgehalt des
Blutes und der damit zusammenhangende systemische Blutdruck reguliert werden
(Guyton und Coleman 1999; Guyton et al. 1972). Ein weiteres Beispiel ist Glukose,
welche bei erhéhtem Energiebedarf und geringen Reserven des Organismus verstarkt
rlckresorbiert wird, oder in der Niere Uber die Glukoneogenese neu gebildet werden
kann, wahrend Glukose bei einem Uberschuss vermehrt {iber den Urin ausgeschieden
wird (Triplitt 2012). Der distale Tubulus flhrt anschlieBend in das Sammelrohr. Dort
folgt eine vermehrte Resorption von Wasser, Natrium und Chlorid und somit endgultige
Konzentration des Urins, welcher im Folgenden Uber die Blase und den Harnleiter aus
dem Koérper ausgeschieden wird.

a) Glomerulus  Distaler Tubulus

Bowmansche Kapsel Peritubulare Kapillaren

Afferente Arteriole \

Efferente N 4
/ Arteriole ~1
i‘ T N Bc}genarterie
L—
.M., Richtung Blutfluss ™~
) ) Nierenarkaden
~— Proximaler Tubulus -vene
7
0 -
\ Henlesche Schleife Sammelrohr
(Richtung Harnréhre/Blase)
b) Gesunder Glomerulus Diabetischer Glomerulus
_l?isga:er »Albumin Hypertrophie
ubulus Efferente Glukose - (Mesangium) und
A— ) ) Vasokonstrikt
Macula) & Arteriole Natrium asokonstriktion g7y Aplagerung
densa Mesangium-

zellen Tubulo-

interstitielle

|

0

Bowmansche

' !:ibrlose
a ®
® t "
P
Afferente BN . 1 é
AT roximaier Vasodilatation Tubulare
Tubulus Atrophie
Glomerulare Podozyt . Podozyte
. odozy Verdickung der  Hypertrophie,  Albuminurie

Basalmembran

glomerularen Abloésen der
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ABBILDUNG 1: UBERSICHT UBER DIE NIERENFUNKTION (THOmMAS 2019) UND -PATHOGENESE,
EXEMPLARISCH DARGESTELLT ALS DIABETISCHE NIERENSCHADIGUNG (NICHOLSON ET AL.
2021). ENGLISCHE BESCHRIFTUNG WURDE IM RAHMEN DIESER ARBEIT INS DEUTSCHE
UBERSETZT.

2.



1. EINLEITUNG

Die Funktion der Niere als Filtrationsorgan des Organismus und die dadurch
notwendige gute Durchblutung des Organs hat unter anderem zur Folge, dass das
Gewebe im hohen MaBe gegeniber toxischen Konzentrationen kérpereigener und
kérperfremder Substanzen exponiert ist. Zuséatzlich kann die Rickresorption durch die
Tubuluszellen zur Konzentration und Anreicherung von Stoffwechselprodukten,
Chemikalien und Medikamenten bis hin zu lokal toxischen Konzentrationen fiihren.
Auch kann der tubuldre Fremdstoffmetabolismus gegebenenfalls zur Toxifizierung
fihren und dadurch das Schadigungspotential der Verbindungen weiter erhdhen.
Mechanische Faktoren wie erhdhter Druck in den Kapillarschlingen des Glomerulus in
Folge von Bluthochdruck kénnen die GefédBe und die glomerularen Zellen ebenfalls
schadigen und somit die Filterfunktion des Glomerulus negativ beeinflussen (Khan und
Khan 2015; Matovinovi¢ 2009; Radi 2019).

Kommt es zur Exposition der Niere gegentber schadlichen Faktoren oder Substanzen
gibt es mehrere molekularbiologische Mechanismen und Prozesse, die zur renalen
Schadigung beitragen oder ihr entgegenwirken kénnen. Zu diesen gehdért zum Beispiel
die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Wéahrend physiologische
Konzentrationen verschiedener ROS unter anderem Zellproliferation und
Entziindungsprozesse regulieren, filhren pathologische Konzentrationserh6hungen zu
oxidativem Stress, welcher unter anderem zu DNA-Schéden fiihren kann (Schieber
und Chandel 2014). Mit oxidativem Stress kann eine Entzindung der Niere
zusammenhangen. Bei Entziindungsprozessen kommt es zu einer Infiltration von
Immunzellen in die Niere, um geschadigte Zellen zu entfernen. Bei andauernder
Inflammation hingegen kann es zur Schadigung der Niere durch anhaltenden
oxidativen Stress kommen (Libetta et al. 2011; Qian 2017). Eine haufige Art der
entziindlichen Nierenschadigung ist die Glomerulonephritis, bei der es zur Entziindung
des Glomerulus und in manchen Fallen zu einer Proliferation der Mesangialzellen,
Abldsung von Podozyten und zur Verdickung der GBM kommt. Dies fihrt zu einer
Reduktion der Filtrationsleistung des betroffenen Glomerulus (Kawasaki 2011; Lemley
2016). Ein weiterer protektiver aber auch potenziell schadlicher Mechanismus der
Niere ist die Differenzierung von Endothel- und Epithelzellen zu Fibroblasten, ein
Prozess der auch Endotheliale- oder Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT)
genannt wird, und beinhaltet die Aktivierung von Fibroblasten und die durch aktivierte
Fibroblasten vermittelte Synthese neuer extrazellularen Matrix (EZM) (Lovisa et al.
2016). Ein zentraler Regulator, der die Differenzierung und Aktivierung von
Fibroblasten sowie die Produktion der EZM stimuliert, ist unter anderem der , Tumor
growth factor B* (TGF-B) (Frangogiannis 2020). Die erh6hte EZM Produktion kann auf
der einen Seite die Wiederherstellung des Nierengewebes unterstiitzen, bei exzessiver

-3-



1. EINLEITUNG

EZM Produktion im Rahmen der sogenannten Fibrose kann dies allerdings dazu
fihren, dass fir die Nierenfunktion essentielle Nierenzellen durch Bindegewebe ersetzt
werden und damit die Nierenfunktion beeintrachtigt wird (Lovisa et al. 2016). Alle
genannten pathophysiologischen Prozesse kdnnen Uber einen langeren Zeitraum dazu
fihren, dass ganze Nephrone untergehen und die Filtrationsfunktion der Niere negativ
und oft irreversibel beeintrachtigt wird. Unter Umstédnden fihrt dies zu einem
Nierenversagen im Endstadium, bei dem die Niere den Kdrper nicht mehr entgiften
kann und somit eine Dialyse zur Entgiftung des Kdrpers und eine Nierentransplantation
nétigt wird (Shabaka et al. 2021; Zhong et al. 2017).

Welche und wie diese molekularbiologischen Prozesse in der Niere in welcher
Reihenfolge ablaufen hangt unter anderem von der Art und der Dauer der
Nierenschadigung ab. Unterschiede findet man unter anderem die zwischen akuten
(englisch acute kidney injury = AKI) und chronischen Nierenschéaden (englisch chronic
kidney injury = CKI). Bei der AKI kommt es innerhalb weniger Stunden zu einem
abrupten Abfall der Nierenleistung, wobei sowohl die Gewebestruktur der Niere zum
Beispiel durch akutes Sterben der Tubuluszellen geschadigt als auch die Funktion der
Niere fir maximal sieben Tage eingeschrankt wird (Kellum et al. 2021). Haufige
Ursachen von AKI sind unter anderem Exposition gegenliber Umweltfaktoren und
Medikamenten mit nephrotoxischem Potential, renale Durchblutungsstérungen und
Infektionen (Makris und Spanou 2016). Nach einer AKI kann die Nierenfunktion durch
Regeneration des Gewebes wieder hergestellt werden. Hierzu gehéren unter anderem
das Entfernen geschéadigter Zellen durch Immunzellen, die VergrdBerung
(Hypertrophie) und Wiederherstellung von BlutgefaBen und Zellen des Nephrons sowie
Synthese der EZM durch Fibroblasten. Bei unvollstdndiger Regeneration nach AKI
oder anhaltende Exposition gegenlber nierenschadigenden Faktoren kann diese in
eine chronische Nierenschadigung (CKIl) Ubergehen (Kellum et al. 2021). Haufig
beobachtete Pathomechanismen der CKI sind teils irreversible glomerulare Schaden
einschlieBlich  Podozytenablésung, glomerulare Fibrose und Hypertrophie,
Funktionsverlust und Zelltod der Tubuluszellen, renalen Fibrose und Entziindung des
Nierengewebes (Romagnani et al. 2017). Der Untergang ganzer Nephrone wéahrend
AKI und CKI fiihrt zur Reduktion der Nierenleistung und zu einer Uberlastung der noch
funktionstiichtigen Nephrone, wodurch die Progression der Nierenschadigung
beschleunigt wird (Kellum et al. 2021). Der Definition nach besteht im Falle einer CKI
die funktionelle oder strukturelle Beeintrachtigung Uber einen Mindestzeitraum von 3
Monaten, wobei im Falle einer funktionellen Beeintrachtigung die glomerulare

Filtrationsrate (GFR) unter 60 ml pro Minute liegt (Matovinovi¢ 2009). CKI wird oft im

-4 -



1. EINLEITUNG

Zusammenhang mit chronischen Nierenerkrankungen (englisch chronic kidney disease
= CKD) beobachtet. Einige Hauptursachen fir CKD weltweit sind (Luyckx et al. 2017):
e Stoffwechselerkrankungen (z.B. Diabetes, metabolisches Syndrom )
e Herz-Kreislauf-Erkrankungen (z.B. Persistierender Bluthochdruck)
e Langere Exposition gegentber Nephrotoxinen (z.B. Medikamente, naturliche
Toxine, Schwermetalle)

e Infektionen und chronische Entziindungen

CKD im Zusammenhang mit Stoffwechsel- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie Typ-
2-Diabetes und persistierendem Bluthochdruck sind eine der Hauptursachen flr die in
den letzten Jahrzehnten zunehmenden globalen Erkrankungs- und Sterblichkeitsraten
von CKD (Bikbov et al. 2020). Die globale Pravalenz von CKD wird heute auf etwa
13.4% geschétzt und insgesamt bendtigen 4,9 bis 7,1 Millionen Patienten aufgrund von
Nierenerkrankungen im Endstadium eine Nierentransplantation (Lv und Zhang 2019).
CKD stehen damit auf Platz 12 der haufigsten Todesursachen und haben damit einen
signifikanten Einfluss auf alle Bereiche des Gesundheitswesens (Bikbov et al. 2020;
GBD 2016). Daher konzentrieren sich groBe Bereiche der Forschung weltweit auf die
Erforschung der molekularen Prozesse von CKD in Abhangigkeit von verschiedenen
Risikofaktoren und Ursachen, auf die Suche und Etablierung neuer Biomarker fiir eine
frihe Detektion von CKD, auf die Entwicklung neuer Medikamente und auf die friihe

Identifikation des nierentoxischen Potentials neuer Pharmaka und Umweltchemikalien.

1.2 Préaklinische Tiermodelle zur Erforschung von Stoffwechsel-
erkrankungen, Bluthochdruck und Nierentoxinen

1.2.1 Diabetes, das metabolische Syndrom und das ZSF1-Rattenmodell

Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes und das Metabolische Syndrom (MetS) haben
in den letzten Jahrzehnten deutlich an Relevanz im Gesundheitswesen gewonnen.
Diabetes mellitus ist ein Uberbegriff zur Beschreibung von Krankheiten, bei denen es
zu erhdhten Blutzuckerwerten und zu einem Mangel von Insulin (Typ-1-Diabetes) oder
einer Desensibilisierung gegeniber der Wirkung von Insulin (Typ-2-Diabetes) kommt
(Bundesministerium fir Gesundheit 2021). Folge eines langfristigen Typ-2-Diabetes
sind unter anderem Schéadigungen von Herz und BlutgeféaBen, Nephropathie, periphere
Neuropathie und diabetische Retinopathie (WHO 2021). 2018 war Diabetes weltweit
auf Platz neun und in der USA auf Platz sieben der haufigsten Todesursachen (CDC

2018; Zheng et al. 2018). Die International Diabetes Federation sagte 2019 voraus,
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dass in den nachsten 26 Jahren die Anzahl der Diabetespatienten um 51% steigen
wird (IDF 2019). Liegen neben Diabetes noch weitere Risikofaktoren und
Komorbiditaten fur kardiovaskulare Erkrankungen vor, kann sich das MetS entwickeln.
Das MetS, auch kardiometabolisches Syndrom oder Syndrom X genannt, wurde das
erste Mal durch Raeven 1988 beschrieben, obwohl dessen Existenz bereits seit den
1920er Jahre bekannt ist (Reaven 1988; Sarafidis und Nilsson 2006). Die vier
Hauptkriterien, die im Rahmen eines MetS beobachtet werden kénnen, sind
Ubergewicht, Dyslipidemie (niedriges HDL und/oder erhdhte Triglyzeride), erhdhter
Blutdruck sowie Veranderungen des Glukosestoffwechsels (Insulinresistenz oder
Diabetes, Hyperglykdmie) (Huang 2009). Neben diesen Hauptkriterien gibt es noch
weitere Risikofaktoren, welche zur Entstehung des MetS beitragen kénnen. Zu diesen
gehdren ein erhdhtes Risiko von Thrombosen, oxidativer Stress und chronische
Entziindungen (Mendrick et al. 2018). Das Zusammenspiel dieser verschiedenen
Faktoren flihrt zu einem komplexen Krankheitsbild einschlieBlich CKD, nicht-
alkoholischer Lebersteatose, Schlaganfallen, erhéhtem Krebsrisiko, polyzystischem
Ovarialsyndrom sowie verschiedener neurologischen Erkrankungen (Mendrick et al.
2018). Man schétzt, dass heute etwa 20 bis 25% aller Erwachsener am MetS erkrankt
sind (Belete et al. 2021). Wa&hrend Typ-1-Diabetes und damit assoziierte
Nierenschaden durch genetische Faktoren bestimmt wird, wird der Typ-2-Diabetes und
das MetS unter  anderem bedingt  durch bestimmte ungesunde
Erndhrungsgewohnheiten und Lebensstil wie zu wenig Bewegung, erhdhtem
Alkoholkonsum und Rauchen (Manaf et al. 2021). Die Forschung der letzten Jahre hat
allerdings gezeigt, dass auch Pestizide Medikamente und Metalle wie
Dichlordiphenyltrichlorethan, Amphotericin B und Lithium md&glicherweise mit einem
erhdhten Risiko fiir nephrogenen Typ-2-Diabetes, Ubergewicht, Bluthochdruck und der
Entstehung von MetS assoziiert sind (Harbord 2011; Mendrick et al. 2018).

Die hohe und zunehmende Inzidenz von Diabetes, morbidem Ubergewicht und MetS
hat zur vermehrten Erforschung dieser Erkrankungen gefihrt, mit dem Ziel frihe
Biomarker fUr die assoziierte CKD und wirksame Medikamente gegen die CKD zu
entwickeln. Zu diesem Zweck wurden verschiedene préaklinische Tiermodelle etabliert.
Ein robustes Tiermodell fur das MetS mit einer guten Humanrelevanz sind ZSF1-
Ratten, welche durch Kreuzung von weibliche Zucker diabetic fatty rats (engl., ZDF-
Ratten) und ménnlichen spontaneously hypertensive HF prone rats (engl., SHHF-
Ratten) generiert werden. Beide Rattenstdmme tragen eine genetische Modifikation
des Leptinrezeptors, welche zur Leptinresistenz gefolgt von einer Veranderung des
Glucose und Lipidmetabolismus und einer erhéhten Nahrungsaufnahme und damit
verbundenem Ubergewicht fiihrt (Sainz et al. 2015). SHHF-Ratten entwickeln
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zusatzlich spontan essentiellen Bluthochdruck mit sekundarer kongestiver
Herzinsuffizienz (Heyen et al. 2002). Die Kombination der homozygot vererbten Gene
und Mutationen fir Leptinresistenz sowie Bluthochdruckes fihrt zu einem komplexen
MetS-ahnlichem Krankheitsbild in den fettleibigen ZSF1-Ratten. Dies umfasst eine
Kombination von Bluthochdruck, Ubergewicht, abdominale Adipositas, Insulinresistenz,
orale Glukoseintoleranz und Hyperlipidamie (Griffin et al. 2007; van Dijk et al. 2016).
Diese Faktoren fiihren in ZSF1-Ratten mit zunehmenden Alter zu Nierenerkrankungen
im Endstadium, Schadigung der BlutgefaBe und diastolische Herzinsuffizienz mit
erhaltener linksventrikularer Ejektionsfraktion (Stolina et al. 2020).

a) ZSF1-Rattenmodell fir MetS

Erhoht /MetS-éhnliche i
in- rnonter 5 : Fettleber
Leptin Futterkonsum Verarzderungen. W
rezeptor e Ubergewicht
Mutation * Hyperglykamie, —H@ CKD
(Aktivitat]) L 5 Insulinresistenz

] ipidami Herz-

Fettleibige ZSF1-Ratte ° "’Peripidamie  Herz
¢ Bluthochdruck insuffizienz

b) Rattenmodell fiir Bluthochdruck

Uber-  eNOS Inhibition
expression (L-NAME)

von Renin
(Maus)
(Aktivitat?)

H'@ CKD
Bluthochdruck
% Herz-
insuffizienz

ABBILDUNG 2: DAS METABOLISCHE SYNDROM UND ESSENTIELLER BLUTHOCHDRUCK AM
BEISPIEL VON ZSF1 UND MRENTG-RATTEN

L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester. eNOS: Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase.
MetS: Metabolisches Syndrom. CKD: Chronische Nierenerkrankung. mRenTG: Maus Renin2-
transgene Ratten.

Renin-transgene
Ratte (mRenTG)

Beachtet werden muss bei diesem Modell allerdings, dass die Entwicklung der

Nierenschaden zum gréBten Teil unabhéngig vom systemisch erhéhten Blutdruck sind

(Griffin et al. 2007). Das ZSF1-Tiermodell eignet sich demnach hauptsachlich zur

Erforschung von sekundaren Nierenschaden durch Ubergewicht, Hyperglykémie und

Hyperlipidamie. Fir die Erforschung schéadlicher Auswirkungen von Bluthochdruck auf

die Niere mUssen hingegen andere Tiermodelle herangezogen werden. Ein Vorteil des
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ZSF1-Modells ist neben der Abbildung des multifaktoriellen Entstehungsprozesses des
MetS die Unabhéangigkeit der Krankheitsprogression von einer bestimmten Behandlung
oder anderweitigen Eingriffen da die Erkrankung genetisch bedingt ist und der
genetische Hintergrund konstant ist. Da die Pathogenese und die resultierenden
Organschaden dabei zum Teil rein Typ-2-diabetischen Komplikationen &ahneln,
klassifizierte das Animal Models of Diabetic Complications Consortium des National
Institutes of Health das ZSF1-Rattenmodell fir MetS zusatzlich als ,ein valides
Tiermodel fur diabetische Komplikationen® (Brosius et al. 2009; Dower et al. 2017). Als
Kontrolltiere zu den fettleibigen ZSF1-Ratten werden schlanke ZSF1-Ratten
verwendet. Diese sind heterozygot flr die Leptinrezeptormodifikation und tragen daher
noch einen funktionierenden Leptinrezeptor, weshalb sie kein Diabetes und damit
assoziierte Komplikationen entwickeln (Hye Khan et al. 2018). Ein Nachteil dieser
Kontrolltiere ist, dass sie ebenfalls ein Gen fur Bluthochdruck von dem SHHF-Stamm
erben und somit ebenfalls Bluthochdruck entwickeln (Leite et al. 2019). Da
Bluthochdruck alleine bereits Niere, GefaBe und Herz schadigen kann (Hayakawa et
al. 1997), stellt die Kontrollgruppe in diesem Tiermodell keine vollkommen gesunde
Vergleichsgruppe dar. Da man allerdings einen mdglichst &hnlichen genetischen
Hintergrund zwischen fettleibigen ZSF1- und Kontrolltieren haben méchte, wird diese
Einschrankung bei dem Tiermodell akzeptiert.

1.2.2 Essentieller Bluthochdruck und das Renin-transgene Rattenmodell

Bluthochdruck ist eine weitere Hauptursache fir das hohe Aufkommen von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und der damit verbundenen reduzierten Lebenserwartung. Es
wird geschatzt, dass 2019 etwa 33 % aller Erwachsener weltweit an Bluthochdruck
litten und dass besonders in Landern mit niedrigem bis mittlerem Einkommen die
Pravalenz in den letzten Jahren stark angestiegen ist (NCD Risk Factor Collaboration
2021; Zhou et al. 2021). Nach der Framingham Heart Study liegt die
Wahrscheinlichkeit eines 55-Jahrigen mit normalen Blutdruck im Laufe seines Lebens
an Bluthochdruck zu erkranken bei etwa 90% (Vasan et al. 2002). Es gibt zahlreiche
Faktoren, die zur Entstehung von Bluthochdruck beitragen kénnen. Diese umfassen
neben einer fehlerhaften Erndhrung mit natriumreichen und kaliumarmen
Lebensmitteln, erhdhter Alkoholkonsum und Ubergewicht ebenso fehlende kérperliche
Betatigung und méglicherweise ebenfalls Exposition gegeniber bestimmten Toxinen
wie Quecksilber (Mills et al. 2020; Pamphlett et al. 2021). Die Folgen von dauerhaftem
Bluthochdruck sind dabei genauso vielfaltig wie die dazu beitragenden Risikofaktoren.
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Zum einen besteht ein direkter und deutlicher Zusammenhang mit der Schadigung der
Herzmuskulatur sowie der GefaBe, welche in Herzinfarkten und Herzversagen
resultieren kann. Zum anderen erhdht Bluthochdruck das Risiko von Schlaganfallen
und tragt zur Entstehung sowie Progression von Nierenschaden bei (Lewington et al.
2002; Xie et al. 2016).

Um die Pathogenese der Organschaden aufgrund von essentiellem Bluthochdruck
besser zu verstehen und sowohl Biomarker als auch Medikamente fir Diagnostik und
Behandlung entwickeln zu kbénnen, wurden verschiedene préklinische Tiermodelle
entwickelt. Ein Rattenmodell flr essentiellen Bluthochdruck sind TGR(mREN2)27-
Ratten (mRenTG Ratten). Dabei handelt es sich um ein transgenes Rattenmodell
basierend auf dem genetischen Hintergrund von Sprague-Dawley (SD)-Ratten,
welches ein zusatzliches Renin-2 Gen aus der Maus tragt und in Folge dessen ein
héheres Aktivitatslevel des Renin-2 Enzyms hat (Mullins et al. 1990). Dies fiihrt in
diesem Tiermodell zur Aktivierung des lokalen und Plasma Renin-Angiotensin II-
Aldosteron-Systems (RAAS), die zur Verengung der BlutgefdBe und zur Verdnderung
der Kontraktion des Herzens und des Pulses durch Interaktion mit dem sympathischen
Nervensystem fihrt. Die Folge sind systemischer Bluthochdruck sowie eine
Hypertrophie des Herzens (Zobel et al. 2007). Zusatzlich zu der genetischen
Komponente kénnen mRenTG-Ratten mit dem Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase-
Inhibitor L-NAME behandelt werden (Follmann et al. 2017). Einige molekular-
biologische Mechanismen, durch die L-NAME zu Hypertension flihrt, sind bis heute
noch unbekannt. Ein zentraler Bestandteil der Krankheitsentstehung ist allerdings die
Inhibierung der NO-Synthase in Endothelzellen (eNOS), was zu einer reduzierten
Produktion von NO fihrt. NO ist ein wichtiger Vermittler der Erweiterung der
BlutgefaBe. Reduzierte NO Konzentrationen in der GefaBwand der BlutgefaBe flhren
daher zu einer Kontraktion derselben und in Folge dessen zu einem erhdhten
Blutdruck (Li et al. 2015a). Die gemeinsame Wirkung einer erhéhten Reninaktivitat
sowie einer NO Inhibition fihren zu einer Beschleunigung der Krankheitsentwicklung
und einem gravierenderen Krankheitsverlauf, welche gekennzeichnet ist durch einen
ausgepragten Bluthochdruck, Nieren- und Herzversagen und einer erhdhten Mortalitat
(Sharkovska et al. 2010). Als Kontrolltiere werden mRenTG-Ratten verwendet, welche
mit dem Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE)-Hemmer Captopril behandelt
wurden. Captopril wirkt unter anderem der Aktivierung des RAAS durch die erhéhte
Reninaktivitat und somit der durch die transgene Reninmodifikation induzierte
Pathogenese entgegen und die Kontrolltiere bleiben gesund (Follmann et al. 2017;
Hirth-Dietrich et al. 1994).
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1.2.3 Nephrotoxine und deren préaklinische Testung

Es gibt zahlreiche Chemikalien, Verbindungen in Pilzen und Pflanzen und
Medikamente mit einem nephrotoxischen Potential, welche je nach Dauer der
Exposition sowohl eine AKI als auch eine CKI induzieren kénnen. Ein Beispiel flr ein
klassisches Nierentoxin ist die Aristolochiasdure (AA), ein Inhaltsstoff aus Pflanzen der
Familie der Aristolochiaceae. Die nephrotoxische Wirkung von AA ist zwischen 1990
und 1992 in den Fokus gertickt, nachdem Bestandteile aus Aristolochiaceae als Teil
chinesischer Phytopharmaka verschrieben wurden und dabei gravierende
Nierenschaden induzierten, was den Begriff der Chinesische Heilkrauter-Nephropathie
gepragte. Zudem wurde die AA-reiche gewdhnliche Osterluzei als Ursache der
sogenannten Balkan-Nephropathie identifiziert, bei der es seit den 1950er Jahren
durch Konsum von kontaminiertem Weizen in mehreren baltischen Léandern zu einer
langfristigen  Exposition gegenuber AA kam und dies mit chronischen
Nierenschadigungen assoziiert wurde. Noch heute geht man von einer weltweit hohen
Exposition gegentber AA vor allem in Asien, Indien und Afrika aus, doch genaue
epidemiologische Daten gibt es nicht (Gékmen et al. 2013; Luciano und Perazella
2015). Die genauen molekularen Prozesse der AA-Nephropathie sind bis heute noch
unzureichend verstanden. Bekannt ist allerdings, dass AA friih eine akute Nekrose der
Tubuluszellen induziert, bei der die Regeneration der Tubuluszellen nicht ausreichend
erfolgt sondern sich frihzeitig eine schwere tubulare Dysfunktion und Degeneration,
sowie eine interstitielle Nephritis und Fibrose entwickelt (Lebeau et al. 2001; Lebeau et
al. 2005; Li et al. 2001). Die Folge ist eine sehr schnell fortschreitende Nephropathie
bis hin zur Niereninsuffizienz und Nierenerkrankung im Endstadium. Zudem ist AA
genotoxisch und kanzerogen und ist mit der sehr hohen Pravalenz von
Urothelkarzinomen von 40 bis 45% assoziiert (Chen et al. 2012a; Nortier et al. 2000).
Nierenschadigungen sind auch eine haufige Nebenwirkung von Medikamenten, wobei
oft der Glomerulus betroffen ist. Solche Medikamente mit nephrotoxischem Potential
sind unter anderem Doxorubicin und Adriamycin. Beide Substanzen induzieren
Nierenschaden ahnlich zu einer fokalen segmentalen Glomerulosklerose, bei der es zu
einer progressiven Vernarbung der Glomeruli kommt (Khan und Khan 2015). Des
Weiteren wurden Etanercept, Hydralazin und Propylthiouracil mit der Entwicklung der
sogenannten Pauci-Immun-Glomerulonephritis in Zusammenhang gebracht, bei der es
durch Bildung von Antikérper gegen Neutrophile, ein Subtyp der Immunzellen, zur
Entstehung einer Glomerulonephritis kommt (Harbord 2011).

Das nierentoxische Potential verschiedener Substanzen und Verbindungen kann in
toxikologischen Studien untersucht werden, bei denen in der Regel gesunde Tiere mit
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der Substanz Uber einen definierten Zeitraum behandelt werden. Diesen Ansatz findet
man sowohl in der praklinischen Medikamentenentwicklung als auch in der

Entwicklung von Chemikalien mit anderen Anwendungsbereichen.

Um im Labor allgemein gultige molekularbiologische Prozesse zu untersuchen, welche
mit spezifischen behandlungsinduzierten nierenschadigenden Prozessen assoziiert
sind, kbénnen Tiere auch mit sogenannten nephrotoxischen ,tool compounds* behandelt
werden. Das sind Nephrotoxine, welche bekanntermaBen eine bestimmte Art der
Nierenschadigung hervorrufen und als Referenzsubstanz verwendet werden kdénnen.
Ein Tiermodell, welches zum Beispiel zur Erforschung behandlungsinduzierter
Glomerulonephritis herangezogen werden kann ist das sogenannte anti-GBM
Rattenmodell. Dabei werden Nager mit nephrotoxischem Serum (NTS) als tool
compound behandelt, welches Antikérper gegen die GBM beinhaltet und dadurch
glomeruldre Schaden induziert (Pavkovic et al. 2015b; Pusey 2003). Obwohl
Tiermodelle mit glomerularer Schaden einschlieBlich Glomerulonephritis schon langer
fir die Forschung zur Verflgung stehen, sind bis heute zahlreiche
molekularbiologischen Prozesse der Pathogenese und auch frihe Biomarker dieser

Veranderungen noch nicht ausreichend verstanden und identifiziert worden.

1.3 Klassische und neuere Proteinbiomarker fiir Nierenschaden

Die Nephrologie gehort seit Beginn der Medizin zu einer ihrer Kerngebiete und ist
schon seit den Zeiten von Galenos von Pergamon im 1. bis 2. Jahrhundert nach
Christus in Form der sogenannten ,Urinschau“ fester Bestandteil medizinischer
Untersuchungen (Schulz und Brass 2017). Bereits damals wurden Parameter wie die
Farbe und der Geschmack des Urins herangezogen, um auf die Funktion der Niere
Rickschlisse zu ziehen. Seit dieser Zeit wurde intensiv daran geforscht, weitere und
sensitivere Biomarker fir Nierenschaden zu identifizieren und zu validieren. Biomarker
sind objektiv messbare Parameter biologischer Prozesse, welche als Referenz fir
Prozesse und Krankheitszustdnde im Kérper verwendet werden kénnen. Sie kénnen
dabei zur Diagnostik, zur Erstellung von Prognosen oder zur Risikoeinschatzung
dienen (Strimbu und Tavel 2010).

Aktuell basiert die Standardmethode zur Diagnose von Nierenerkrankungen und
Nephrotoxin-assoziierten Nierenschaden auf verschiedenen Urin-basierten Biomarkern
und der Biopsie (Gdékmen et al. 2013). Klassische Urin-basierte Biomarker, welche die
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allgemeine Funktion der Niere anzeigen, sind die GFR (Kreatinin im Urin) und die
Albumin- und Proteinmengen im Urin, traditionelle Urinanalyse (einschlieBlich
Osmolaritdt, Volumen, pH, Elekirolyte, Glukoselevel und Blutvorkommen),
Urinsediment-Analyse, Harnstoff-Stickstoff im Blut und Kreatinin im Serum (Lemley
2007; Radi 2019). Ein groBer Nachteil dieser wenig bis nicht-invasiven Blut- und Urin-
basierten Biomarker ist, dass sie eine relative niedrige Sensitivitat und Spezifitdt haben
Nierenschaden frilh anzuzeigen und deshalb verschiedene Stadien, Arten und
Ursachen der AKI und CKI nicht zureichend unterschieden werden kénnen (Bonventre
et al. 2010; Molitch et al. 2010; Vaidya et al. 2008). So wurde zum Beispiel aus
klinischen Studien berichtet, dass etwa 25 bis 50% der untersuchten Diabetes-
Patienten  mit  signifikant  reduzierter  Nierenfunktion  keine  veradnderten
Albuminkonzentrationen im Urin zeigen (Macisaac und Jerums 2011). Die
Unterscheidung verschiedener Stadien von CKD ist allerdings &uBerst wichtig, da je
nach Alter, Ursache und Geschwindigkeit der Krankheitsprogression die Prognosen
sehr unterschiedlich ausfallen kénnen (Matovinovi¢é 2009). Alternativ kann eine
Diagnostik mittels histopathologischen Untersuchungen einer Biopsie, das heiBt einer
Gewebeprobe erfolgen, mit Hilfe derer die Art, die Lokalisation und der Grad der
Nierenschadigung identifiziert werden kann. Diese Diagnostik ist allerdings hoch
invasiv und wird nur bei begriindetem Verdacht auf eine schwere Nierenschadigung
durchgefiihrt (Lemley 2007). Aufgrund dieser Einschrdnkungen der klassischen
Biomarker fir Nierenschaden wird sowohl im Bereich der Toxikologie als auch der
Pharmakologie an weiteren Biomarkern geforscht. Ein Fokus liegt dabei auf
Kandidaten, welche in einfach zu gewinnendem Probenmaterial wie zum Beispiel Urin
adressiert werden kdnnen. Ein groBer Schritt wurde die letzten Jahre zum Beispiel flr
die neuen Proteinbiomarker Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), Osteopontin (OPN),
Cystatin C (CYSC), Clusterin (CLU) und das Neutrophilengelatinase-assoziierte
Lipocalin (NGAL) gemacht. Diese Proteine wurden 2015 flir die Verwendung als
Biomarker fur Nierenschadigung in préklinischen Studien (Ennulat und Adler 2015) und
2018 fur die Anwendung in klinischen Phase | Studien zur Ergédnzung klassischer
Biomarker fir die Schadigung proximaler Tubuluszellen in gesunden Menschen
qualifiziert (FDA 2018).

Diese neueren Proteinbiomarker zeigen dabei folgende Arten der Nierenschadigung an
(Bonventre et al. 2010):

e KIM-1: Proximale Tubulus-Schadigung

e OPN: Proximale und distale Tubulus-Schadigung

e CYSC: Proximale Tubulus-Schadigung und Schadigung des Glomerulus
-12-
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e NGAL: Proximale und distale Tubulus-Schadigung
e CLU: Proximale und distale Tubulus-Schadigung

Dennoch ist auch die Anwendung dieser Biomarker mit Einschrankungen verbunden.
So sind zum Beispiel NGAL, OPN und CLU nicht vollkommen spezifisch fiir Schaden
der Niere und der verschiedenen Abschnitte des Tubulus-Systems (Chorley et al.
2021b). NGAL kann im Rahmen von Entziindungsprozessen im Kdérper induziert und in
den Blutkreislauf und Gber den Glomerulus in den Urin gelangen ohne dass dabei eine
Nierenschadigung zu den erhéhten NGAL Level beitragt (Vlasakova et al. 2014). Und
auch OPN-Fragmente kénnen ebenfalls aus anderen Organen als der Niere in den
Urin gelangen (Wadey et al. 2014). Des Weiteren ist der Wert dieser Biomarker fir die
Diagnose von chronischen Nierenerkrankungen bislang noch umstritten, da Studien
darauf hinweisen, dass diese Biomarker das Fortschreiten von Nierenerkrankungen
nicht immer unzureichend abbilden (Panduru et al. 2015). Zudem sind einige
Biomarker wie KIM-1 zwar spezifisch fir das Nephronsegment, geben allerdings keine
Hinweise darauf, durch welche Prozesse die verschiedenen Nierestrukturen
geschadigt werden. So kénnen sie nicht anzeigen, ob zum Beispiel eine Entziindung
der Niere, eine Schadigung der Podozyten oder bereits eine renale Fibrose der
Pathogenese unterliegt. Diese Informationen sind allerdings wichtig flr eine korrekte
Diagnose und Einstufung des Grades der Nierenschadigung in der Klinik. Daher
werden in diesem Kontext weitere Kandidaten wie zum Beispiel microRNAs (miRNAs)
als potenzielle neue Biomarker fir Nierenschaden diskutiert. MiRNAs stehen durch ihre
zentrale Rolle in der posttranskriptionellen Regulation und ihren Einfluss auf die
Homdostase und die Pathogenese verschiedener Organe in direktem Zusammenhang
mit der Entwicklung von Erkrankungen und kénnten so mdglicherweise Hinweise auf

die zugrundeliegende Pathogenese liefern (siehe auch Abschnitt 1.4.2).

1.4 microRNAs, extrazellulare Vesikel und ihre Relevanz als potenzielle
neue Biomarker fiir Nierenschaden

Viele Jahrzehnte hat sich die Forschung auf die weniger als zwei Prozent des Genoms
fokussiert welche proteinkodierende Sequenzen beinhalten, wahrend der Rest des
Genoms als nicht relevant betrachtet wurde (Bernardi 2019). Obwohl es schon vorher
einige Berichte gab, dass diese Bereiche durchaus relevant sind, ist das volle Ausmaf
erst 2012 gezeigt worden. Im Rahmen des ENCODE Projektes wurde gezeigt, dass

entgegen der frilheren Annahme circa 80% des Genoms unter anderem in Form von
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RNA eine Aufgabe erfiillen (The ENCODE Project Consortium 2012). Einige dieser
RNA-Spezies werden dabei nicht in Proteine translatiert, sondern erflillen andere
Funktionen. Hierzu gehdren unter anderem miRNA, welche nach der Beschreibung der
ersten miRNA 1993 (Lee et al. 1993; Wightman et al. 1993) zunehmend in den Fokus

der Grundlagen- und Biomarkerforschung gelangt sind.

1.4.1 Biogenese und Funktion von microRNAs und extrazellularen Vesikeln

MiRNAs sind kleine endogene RNA Spezies mit einer Lange von 19 bis 25
Nukleotiden. Die intrazelluldre Synthese von miRNAs beginnt im Nukleus, in dem die
Transkription von Gber 200 Nukleotid langen, doppelstrangigen pri-miRNAs von der
DNA stattfindet (siehe Abbildung 3). Pri-miRNA ist charakterisiert durch einen
Doppelstrang, der vergleichbar mit einer Haarnadel durch eine Schleife an einem Ende
verbunden ist. Diese pri-miRNA wird durch die DNA-Polymerase Il Drosha zur circa 60
Nukleotiden langen préa-miRNA prozessiert und in das Zytoplasma transportiert. Dort
wird die pra-miRNA durch den Enzymkomplex RNA-induced silencing complex (RISC)
in die reife miRNA geschnitten. Damit die miRNA funktionell aktiv sein kann, wird im
nachsten Schritt der miRNA Doppelstrang in Einzelstrange getrennt. Einer dieser
miRNA Einzelstrdnge wird in einen Argonaute-2 Komplex eingebunden wodurch der
miRNA-induced silencing complex miRISC entsteht (Han et al. 2006; O'Brien et al.
2018). Auf funktioneller Ebene sind miRNA posttranskriptionelle Regulatoren und
Modulatoren der Genexpression. Intrazelluldr binden sie in Form des miRISCs gezielt
an proteinkodierende messenger-RNA (mRNA), wenn diese eine homologe Sequenz
beinhaltet. Ist die miRNA und mRNA Sequenz vollstdndig kompatibel, wird der Abbau
der mRNA durch den miRISC induziert. Bei teilweiser Sequenzhomologie wird die
Translation der mRNA in Proteine blockiert. In beiden Fallen blockiert dies die
Synthese von Proteinen (Bartel 2018; Xu et al. 2016). Studien haben dabei gezeigt,
dass sowohl eine einzelne miRNA mehrere mRNAs binden kann als auch mehrere
miRNAs homolog zu einer mRNA sein kénnen (Simkin et al. 2020). Reguliert werden
kdnnen Uber diesen Mechanismus sowohl physiologische Prozesse wie Proliferation
oder Apoptose wie auch adverse Zellveranderung wéhrend Nierenerkrankungen und
Nierenschaden (Abbasian et al. 2018).

MiRNAs oder pra-miRNAs kdnnen entweder in ihrer Ursprungszelle verbleiben oder in
das umgebende Gewebe oder Korperflissigkeiten wie Blut und Urin abgegeben
werden (Weber et al. 2010). In Kérperflissigkeiten kénnen miRNAs entweder in
proteingebundener Form oder in extrazellularen Vesikeln (EVs) vorliegen (Medeiros et
al. 2020). EVs sind Partikel aus Doppellipidmembranen, welche von nahezu allen
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Zelltypen des Organismus produziert werden kénnen. Anhand ihrer Biogenese und
ihrem GréBenprofil kbnnen EVs in verschiedene Subtypen unterteilt werden. Die drei
Hauptvertreter sind apoptotische Kérperchen (Durchmesser: 500 — 5000 nm),
Mikrovesikel (50 —1000 nm) und Exosomen (40— 100 nm) (Abbasian et al. 2018;
Crescitelli et al. 2013; El-Andaloussi et al. 2012).

Interzelluldrer Raum/ me RNA
; Kérperflissigkeit Zelle m DNA
Zellkern @) Protein
~~~~~~~~~~~~~~~~~ N @ e MIRNA
& ™ < # 2115 Mikrovesikel

A G&—s
Zelle ~~\__~______¢/’ b2 A A (®] % ..................... > /
2 % miRISC
miRNA O Exosom pAy
PP % d % X mRNA @
miRISG— { —
- miRISC
¢ mRNA
—_— Veranderung der
- — intrazellularen
Proteinsvnthese
Verénderung der Ausscheidung liberfliissiger Bestandteile,
intrazellulédren Zell-Zell-Kommunikation (physiologisch,
Proteinsynthese pathologisch)

ABBILDUNG 3: BIOGENESE UND FUNKTION VON MIRNAS UND MIKROVESIKEL
miRNA: microRNA. miRISC: Englisch miRNA-induced silencing comple. mRNA: Messenger-
Ribonukleinsdure. DNA: Desoxyribonukleinsaure.

Apoptotische Kérperchen entstehen beim kontrollierten Untergang einer Zelle, bei dem
Bereiche der Membran abgeschnirt und ungezielt mit Zellinhalten gefillt werden. Dies
fuhrt zur Fragmentierung der sterbenden Zelle in kleine Vesikel, welche von
kérpereigenen Immunzellen aus dem Organismus entfernt werden kénnen
(Arandjelovic und Ravichandran 2015). Mikrovesikel und Exosomen werden im
Gegensatz dazu aktiv von lebenden Zellen produziert und sezerniert (siehe Abbildung
3). Mikrovesikel entstehen durch das Abschniren von Bereichen der Zellmembran,
wobei die Plasmamembran umstrukturiert und das Mikrovesikel gezielt unter anderem
mit Proteinen, Lipiden und miRNA beladen wird (Tricarico et al. 2017). Exosomen
werden im Gegensatz zu Mikrovesikeln aus endosomalen Membranstrukturen
innerhalb der Zelle synthetisiert. Auch sie werden Uber spezielle Transportprozesse
gezielt mit zytoplasmatischen Komponenten wie miRNA, mRNA, Lipide und Proteine
-15 -
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beladen (Li et al. 2018b). Durch Exozytose kdnnen diese Exosomen in den
extrazellularen Raum und Korperflissigkeiten sekretiert und entweder von anderen
Zellen durch Endozytose, Phagozytose oder direkte Fusion mit der Plasmamembran
aufgenommen werden. Die genauen Mechanismen sind hier allerdings noch
unbekannt (Chen et al. 2012b). Werden Exosomen von anderen Zellen aufgenommen,
so kann der Inhalt der Exosomen wie zum Beispiel die darin enthaltenen miRNAs in die
biochemischen und molekularbiologischen Prozesse der Zelle wie deren
posttranskriptionelle Regulation eingreifen (Qu et al. 2017). Exosomen welche durch
Nierenzellen sekretiert werden kénnen alternativ Gber den Urin ausgeschieden werden.
Wahrend Mikrovesikel und Exosomen so zum einem dazu dienen kdnnen, Molekule
gezielt aus der Zelle zu entfernen, sind vor allem Exosomen zudem wichtige
Bestandteile der Zell-Zell-Kommunikation im Organismus. Sie beeinflussen hierbei
sowohl  physiologischen Ablaufe als auch verschiedenen pathologischen
Veranderungen (Lv et al. 2019; Tricarico et al. 2017). In der Niere wurde zum Beispiel
beschrieben, dass Exosomen eine zentrale Rolle in der intra-Nephron Kommunikation
spielen: So kommunizieren nicht nur Zellen des Glomerulus wie Mesangialzellen und
Podozyten Uber den Austausch von EVs, sondern auch glomeruldre Zellen mit
Tubuluszellen, Tubuluszellen verschiedener Nephronsegmente untereinander und
Tubuluszellen mit anderen Zelltypen wie interstitialen Fibroblasten (Lv et al. 2019). So
wurde unter anderem beschrieben, dass Exosomen im Urin die Expression von
Wasser- und Elektrolyt-Transportern in spateren Segmenten des Nephrons und somit
die Nierenfunktion regulieren kénnen (Rigalli et al. 2020). Die Assoziation von
Exosomen mit der Regulation der Nierenfunktion macht sie zu interessanten

Biomarkern fir pathologische Veranderungen der Niere.

1.4.2 microRNAs im Urin als potenzielle Biomarker fiir Nierenschaden

Sowohl die Sekretion von miRNAs als auch allgemein die Sekretion von EVs durch
renale Zellen kann wahrend einer AKI oder CKI veradndert sein und den
Krankheitsverlauf beeinflussen. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass durch Puromycin-
geschadigte Podozyten EVs mit miRNA freisetzen, welche vom Glomerulus durch das
Nephron zu den proximalen Tubuluszellen transportiert werden und dort mittels
miRNAs Apoptose induzieren, wodurch die Nierenschadigung weiter fortschreitet (Jeon
et al. 2020). In vitro-Studien konnten die generell erhéhte Sekretion von EV unter
anderem mit einer Exposition der Zellen gegenliber TGF-B1, einem Mediator der
Fibrose, Albuminurie, erhéhten Glukoselevel, saurem pH, Hypoxie und oxidativen
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Stress assoziieren (De et al. 2017; Jing et al. 2019; Liu et al. 2020b). Die Veranderung
der EV und miRNA Sekretion wurde bislang in verschiedenen Arten der
Nierenschadigung beschrieben, von Substanz-induzierten AKI (Chorley et al. 2021b)
bis hin zu CKI oder CKD wie Diabetes-, AA- oder Bluthochdruck-induzierter
Nephropathie (Chen et al. 2017a; De et al. 2017; Karanovi¢ et al. 2021; Kwon et al.
2017; Li et al. 2015b; Zhao et al. 2020b)

MiRNAs im Urin haben folgende Vorteile als neue Biomarker fur Nierenschaden:

1. MiRNAs sind direkt mit molekularbiologischen Vorgéngen in der Nierenschadigung
assoziiert (vide supra).

2. Manche miRNAs sind spezifisch flir bestimmte Segmente des Nephrons, und eine
Freisetzung in den Urin kdnnte somit einen Hinweis auf den Ort der
Nierenschadigung geben (Chorley et al. 2021b).

3. Die meisten Zelltypen der Niere und alle Zellen entlang des Nephrons produzieren
und sekretieren EVs und miRNAs, von den Podozyten des Glomerulus bis zum
Sammelrohr, EVs einschlieBlich Exosomen im Urin werden daher als reprasentativ
fir das ganze Harnsystem angesehen (Miranda et al. 2014; Miranda et al. 2010;
Miiller-Deile et al. 2019).

4. MiRNA Biomarker haben mdglicherweise das Potential sensitiver als die
klassischen Biomarker zu sein. So wurde in Ratten mit minimaler bis moderater
Nekrose des Nephrons berichtet, dass miRNAs im Urin wie miR-34c-3p verandert
waren wahrend die traditionellen klinischen Biomarker wie Kreatinin den
Nierenschaden nicht anzeigten (Church et al. 2014).

Urin kann nicht-invasiv gewonnen werden.

MiRNAs sind haufig stark konserviert zwischen Spezies einschlieBlich Mensch und
Nagern, weshalb sie gut in préklinischen Tiermodellen untersucht und ebenfalls in
der Veterinarmedizin angewendet werden kénnen (Chiang et al. 2010; Li et al.
2010).

EV-assoziierte miRNAs haben gegenlber miRNAs im Gesamturin zusatzlich den
Vorteil, dass EVs in Kérperflissigkeiten sehr stabil sind und deren RNA-Inhalt vor dem
Abbau durch RNasen geschutzt ist (Lv et al. 2013). Diese Aspekte tragen dazu bei,
dass Urin-miRNAs als komplementére Biomarker zu den klassischen Biomarker fir
Nierenschaden zur Verbesserung der Diagnostik diskutiert werden. Die Hoffnung ist,
dass (EV) miRNA-Biomarker die zugrundeliegende Nierenschadigung spezifischer und
sensitiver anzeigen kdnnen. Aktuell gibt es noch keine durch die U.S. Food and Drug
Administration (FDA) validierten miRNA Biomarker zur Identifikation von Risiko,
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Diagnose, Monitoring und Prognose von Nierenschaden oder zur Untersuchung der
Sicherheit von potenziell nephrotoxischen Substanzen. Dies liegt unter anderem an der
teuren und zeitaufwandigen Validierungsarbeit und bislang ungelésten technischen
und methodischen Herausforderungen bei miRNAs im Gesamturin und Urin-EVs
(Chorley et al. 2021a). Dennoch werden zunehmend groB angelegte, systematische
Metastudien durchgefiihrt, um die Daten verschiedener Publikationen zu integrieren
und mogliche Biomarkerkandidaten zu identifizieren und zu charakterisieren. Dies
erfolgte zum Beispiel in der Metastudie des Health and Environmental Sciences
Institute (HESI) Konsortiums, in welcher praklinische Tiermodelle mit verschiedenen
Arten von Nierenschaden verglichen wurden (Chorley et al. 2021b). Auch wenn in
vielen Studien entweder Gesamturin oder EV-angereicherte Urinfraktionen hinsichtlich
deren miRNA-Profil untersucht wurden, muss fur die meisten miRNAs noch untersucht
werden, in welcher Urinfraktion die einzelnen miRNA das grdBte Biomarkerpotential
haben.

1.4.3 Herausforderung bei der Identifikation von EV microRNA Biomarkern

Eine Limitierung bei der Identifikation und Validierung von miRNAs im Gesamturin oder
Urin-EVs als neue Biomarker fiir Nierenschdden sind bis heute ungelGste
Problematiken in den Bereichen der Urinkollektion und Lagerung, Isolation, miRNA
Detektion und Auswertung. So kénnen unter anderem Parameter bei der Lagerung und
dem Prozessieren des Urins, wie zum Beispiel die Zentrifugationsgeschwindigkeit,
Dauer bis zum Einfrieren, Dauer der Lagerung und Anzahl der Auftauzyklen und die
Verwendung von Stabilisatoren die spatere Analyse von Urin einschlieBlich EV
miRNAs beeinflussen (Chorley et al. 2021a). Im Bereich der Isolation von EVs ist eine
der groBten Herausforderungen, dass sich die physikochemischen und biologischen
Eigenschaften teilweise aber nicht vollstandig zwischen den EV-Subtypen wie
Exosomen, Mikrovesikeln, Chylomikronen und HDL Uberschneiden. So Uberschneiden
sich zum Beispiel die GroBenprofile von Exosomen, Mikrovesikeln und HDL (Abbasian
et al. 2018; Crescitelli et al. 2013; El-Andaloussi et al. 2012). Eine gezielte Isolation
bestimmter Subtypen und nachfolgend die klare Zuordnung von Vesikelinhalten wie
miRNAs zu einem bestimmten EV-Subtypen ist mit den aktuellen Isolationsmethoden
noch immer schwierig (Ludwig et al. 2019). Prazipitationsmethoden zum Beispiel
basieren auf einer verhéaltnismaBig unspezifischen Fallung der EVs aus dem Medium
durch Reduktion der Hydratation (Carnino et al. 2019; Yamamoto et al. 1970). Daher
ist es wichtig, dass gréBere EVs wie apoptotische Kdrperchen vorher durch eine
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Zentrifugation bei hohen Geschwindigkeiten aus der Probe entfernt werden. Vorteile
der Methode sind, dass sie technisch gut umsetzbar ist und auch in kleinen Urin-
volumina angewendet werden kann. Diese Prazipitationsmethoden kdnnen dabei in
héheren Konzentrationen an Exosomen als andere Methoden resultieren allerdings
isolieren sie ebenso andere Vesikel mit &hnlicher GrdBenverteilung wie LDL und HDL-
assoziierten Apolipoproteine und Proteine (Coughlan et al. 2020; Karttunen et al.
2019). Die GréBenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography
oder SEC) basiert auf einer Auftrennung von Vesikeln und Proteinen aufgrund ihrer
GrdBe. Dabei wird die Probe auf eine Saule gegeben, welche mit einer pordsen Matrix
gefullt ist. Die Partikel und Molekile werden durch die Matrix geleitet, wobei groBe
Molekile nicht in die Poren eindringen kénnen und somit schneller durch die Saule
flieBen, wahrend kleinere Moleklle in die Poren gelangen kénnen und somit eine
gréBere Retentionszeit auf der S&ule haben (Monguib-Tortajada et al. 2019). Ein
Nachteil dieser Methode ist die geringe Ausbeute, die Verdinnung der isolierten EVs in
einem groBen Probenvolumen und die zeitaufwédndige und arbeitsintensive
Durchfiihrung. Fur die Detektion von miRNAs kénnen quantitative real-time PCR (qRT-
PCR)-Methoden, DNA-Mikroarrays oder Sequenzierung der neuen Generation
verwendet werden. Diese Methoden unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihres
Durchsatzes, sondern auch beziiglich ihrer Sensitivitat (Chorley et al. 2021a; Mestdagh
et al. 2009). Neben der EV und miRNA Isolation und Detektion ist auch die
Datenanalyse einschlieBlich der Normalisierungsstrategie noch nicht standardisiert,
obwohl die Normalisierungsmethode einen groBen Einfluss auf die Ergebnisse hat
(Meyer et al. 2012). So kénnen miRNA Veranderungen in Gesamturin oder Urin-EVs
bislang sowohl auf interne Kontroll-miRNAs, Kreatinin im Urin, als auch auf die Anzahl
der Exosomen, das Nierengewicht oder sogar das gesamte Kérpergewicht normalisiert
werden. Empfohlen werden aktuell die Normalisierung auf kérpereigene Referenz-
miRNAs oder andere kleine RNA-Spezies, wodurch sowohl die Variabilitdt zwischen
Individuen adressiert werden kann als auch eine Variabilitdt zwischen der Aufarbeitung
der einzelnen Proben. Diese Referenz-miRNA sollte sowohl unter Normalbedingungen
als auch wahrend einer Erkrankung konstant bleiben. Allerdings wurden bislang noch
keine ausreichend stabilen, universalen Kontroll-miRNAs in Korperflissigkeiten
identifiziert (Chorley et al. 2021a). Aktuell wird dieses Problem in der Praxis gelést,
indem exogene, synthetische miRNAs den Proben vor der Aufarbeitung als
sogenannte spike-in Kontrollen zugesetzt werden, um zu Normalisieren und die
Effizienz der miRNA Isolation und Detektion zu tberprifen (Mitchell et al. 2008). Die
biologische Variation zwischen verschiedenen Individuen wie zum Beispiel die
unterschiedliche Urinproduktion einer Spezies wird hierbei aber nicht bericksichtigt.
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Denn je nach verwendeter Isolations-, Detektions- und Analysestrategie kénnen sich
die Ergebnisse Analyse von EVs und miRNA-Profilen stark unterscheiden und dadurch
den Vergleich verschiedener publizierter Studien erschweren (Meyer et al. 2012;
Mussack et al. 2019; Srinivasan et al. 2019). Daher muss im Bereich der
Biomarkerforschung in Zukunft eine Standardisierung der methodischen Parameter
erfolgen und sich durchsetzen, um deregulierte miBRNAs in einem bestimmten
Krankheitskontext identifizieren und validieren zu kénnen. In den letzten Jahren
wurden erste Versuche einer Standardisierung in der Form von frei zuganglichen und
detaillierten Protokollen durch das External RNA Controls Consortium verdffentlicht
(ERCC 2021). Doch weisen auch diese Protokolle aktuell noch Licken auf. So gibt es
unter anderem aktuell noch keinen Leitfaden fur die Isolation von miRNAs aus Urin.
Weitere Studien sind nétig, um einen Konsens im Feld der miRNA Biomarkerforschung
zu finden. In der Zwischenzeit wird zum Beispiel von der Gesellschaft fur Extrazellulare
Vesikel im Rahmen der Minimal information for studies of extracellular vesicles-
Richtlinie gefordert, dass EV-Praparationen zum Beispiel durch die Quantifizierung von
Proteinbiomarkern in Western Blot Analysen charakterisiert werden missen (Théry et
al. 2018). Zusatzlich kann die Analyse von EV miRNAs durch zwei verschiedene
Isolations- und Detektionsmethoden die Assoziation von miRNAs mit EVs unterstitzen.
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1.5 Ziele dieser Dissertation

Schéadigungen der Niere haben gravierende Auswirkungen auf die Lebensqualitat und
das Gesundheitssystem, allerdings ist die Detektion von CKD bislang noch
unzureichend. In diesem Kontext werden in der Medizin und Toxikologie miRNAs im

Urin als potenzielle neue Sicherheitsbiomarker fir Nierenschaden diskutiert.

Das Ziel dieser Arbeit ist, die miRNA Profile zweier praklinischen Tiermodelle fir sub-
chronische Nierenerkrankungen und CKD, der ZSF1-Ratten und der mRenTG-Ratten,
zu charakterisieren und zu vergleichen. Beide Tiermodelle entwickeln Nierenschaden
einschlieBlich renale Fibrose und kdnnten sich somit als Tiermodell fir CKI eignen,
was durch Verwendung von meistens akut wirkenden Nierentoxinen schwieriger ist.
Adressiert werden soll hierbei unter anderen, ob miRNAs im Urin die
Krankheitsprogression besser abbilden als die bislang validierten Proteinbiomarker und
ob die Anreicherung von EVs vor der miRNA Isolation und Detektion von Vorteil ist. Um
eine mogliche Assoziation veranderter miRNAs mit zentralen Schadigungsprozessen
der Niere wie zum Beispiel der renaler Fibrose herzustellen, werden zusatzlich humane
renale proximale Tubuluszellen als ein in vitro-Zellmodell flr renale Fibrose hinsichtlich
ihrer EV-miRNA Sekretion untersucht und mit den miRNA Profilen in den Tiermodellen
verglichen. Des Weiteren wird ein Vergleich der zwei Tiermodelle mit publizierten
miRNA Daten zu Nephrotoxin-induzierter Glomerulonephritis und AA-induzierter
Nephropathie durchgefihrt. Der Vergleich mit anderen Arten von Nierenerkrankungen
soll Aufschluss dariber geben, ob die identifizierten miRNAs in verschiedenen
Modellen von Nierenschadigungen unterschiedlicher Atiologie zu finden sind und
gegebenenfalls mit Atiologie-unabhdngigen renalen Pathomechanismen assoziiert
sind. Dies soll dazu beitragen, Veranderungen spezifischer miRNAs besser zu
charakterisieren und ihre Spezifitat fir ein Stadium oder eine Art der
Nierenerkrankungen zu identifizieren. Zudem werden Genexpressionsprofile im
Nierengewebe der ZSF1- und mRenTG-Ratten mit den veranderten miRNA Profilen in
den jeweiligen Modellen assoziiert (basierend auf bekannten und vorhergesagten
miRNA-mRNA-Paarungen), um Hinweise zwischen einer funktionellen Assoziation
zwischen veranderten miRNAs im Urin und der zugrundeliegenden renalen
Pathogenese in vivo zu erhalten. Um zusatzlich die Humanrelevanz der
Genexpressionsanderungen in ZSF1-Tieren besser einschatzen zu kdnnen, werden
diese zusatzlich mit publizierten Genexpressionsdaten von Patienten mit diabetischer
Nephropathie (DN) verglichen. Die Ergebnisse sollen den Wert des ZSF1- und
mRenTG-Tiermodelles fir die  Erforschung von  humanrelevanter CKD
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Pathomechanismen Biomarkern zeigen und dabei helfen neue miRNA
Biomarkerkandidaten fir die Progression CKI und CKD, sowie Pathomechanismen wie
renale Fibrose in Gesamturin oder Urin-EVs zu identifizieren.

Trotz des Fokus dieser Arbeit auf die adversen Veranderungen in der Niere und damit
potenziell assoziierten Urin-basierte Biomarker werden zusatzlich die Veranderungen
in der Genexpression von Herz und Leber in ZSF1-Ratten und Herz in mRenTG-Ratten
analysiert. Das ganzheitliche Verstandnis der Pathogenese in den verwendeten
Tiermodellen ist essentiell, um den vollstdndigen Wert der praklinischen Tiermodelle
fur die Untersuchung humanrelevanter Pathomechanismen zu definieren. Ein besseres
Verstandnis der Ablaufe der Pathogenese im Rahmen von krankheitsassoziierten und
substanzinduzierten Nierenschdden und der verwendeten Tiermodelle solle zur
besseren Risikobewertung von Nephrotoxinen, zur effektiveren Entwicklung von
Pharmaka gegen CKI und CKD, verbesserten Diagnostik, zur Entwicklung neuer und
pradiktiver in vitro-Modellen und zur Reduktion von Tierversuchen beitragen.
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2. MATERIAL

2. Material

2.1 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 1: Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien & Chemikalien

Hersteller

StemPro® Accutase® Cell Dissociation
Reagent

Humanes Serumalbumin (30% L&sung in
0,85 % NaCl, 10 ml und 50 ml)

CASYclean

CASYton (10I)

Destilliertes Wasser (RNase, DNase und
Nuclease frei)

Freezing Medium Cryo-SFM

RenalLife™ Epithelial Medium Complete Kit
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS); steril-filtriert, geeignet fur Zellkultur
(mit oder ohne Magnesium und Calcium)

Ethanol (99,8 %)

Chloroform (100 %)

Captopril

L-NAME

Invitrogen'" NuPage'"' MES SDS Running
Buffer

Invitrogen'" NuPage ' Sample Reducing
Agent

Invitrogen'" NuPage'"' Antioxidant
Invitrogen'" NuPage'" LDH Sample Buffer
Invitrogen'" MagicMark'" XP (Western
Protein Standard)

Invitrogen'" SeeBlue® Plus2 Prestained
Standard

Invitrogen'" SimplyBlue SafeStain (1L)
Pierce'" 20x PBS Tween'"-20

Triton® X-100 (Molecularbiologie Grad)
Pierce'" RIPA Buffer

Tris-EDTA Pufferlésung (BioUltra, fir
Molekularbiologie, pH7.4)
B-Mercaptoethanol (>99,0%)
Recombinantes humanes TGF-B1 Protein
(Activ) (ab50038)

Desomed Rapid AF

Anti-Calnexin Antikérper (ab22595)
Recombinanter Anti-ALIX Antikdrper
EPR15314] - N-terminal (ab186429)
Recombinanter Anti-TSG101 Antikérper
[EPR7130(B)] (ab125011)

Paraplast®

Proteinase K (20mg/ml)

ssniff® Standard Rattenfutterpellets
Purina 5008 Rattenfutter

Davidson Ldsung

RLT Lysepuffer

Gibco™ Life Technologies (USA)

Sigma Aldrich (Deutschland)

Omni Life Science GmbH & Co. KG
(Deutschland)
Omni Life Science GmbH & Co. KG
(Deutschland)

Qiagen (Deutschland)
PromoCell (Deutschland)
Lifeline® Cell Technology (USA)

Sigma Aldrich (Deutschland)

Honeywell Riedel-de-Haén von Thermo Fisher

Scientific Inc. (USA)

Merck KGaA (Deutschland)
Sigma Aldrich, St. Luis (USA)
Sigma Aldrich, St. Luis (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

(
Thermo Fisher Scientific Inc. (
Thermo Fisher Scientific Inc. (

(

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Promega (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Sigma Aldrich (Deutschland)
Sigma Aldrich (Deutschland)
Abcam (UK)

Dr. Schumacher GmbH (Deutschland)
Abcam (UK)

Abcam (UK)

Abcam (UK)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Qiagen (Deutschland)

ssniff Spezialdidten GmbH (Deutschland)
Charles River Laboratories (Deutschland)
Sigma Aldrich, St. Luis (USA)

Qiagen (Deutschland)
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Bolt® MES-SDS-Laufpuffer
Bolt® Antioxidans
Bolt® Sample Reducing Agent

Bolt® Sample Buffer
QIAzol® Lysis Reagent

Life technologies von Thermo Fisher Scientific
Inc. (USA)

Life technologies von Thermo Fisher Scientific
Inc. (USA)

Life technologies von Thermo Fisher Scientific
Inc. (USA)

Life technologies von Thermo Fisher Scientific
Inc. (USA)

Qiagen (Deutschland)

2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

ABI® 384-Loch Reaktionsplatten mit Barcode

Cellstar® 6-Loch Zellkultur-Platten (steril)

CellBIND® 75cm? U-Shaped Canted Neck Cell

Culture Flask with Vent Cap

Amicon®  Ultra-15  Zentrifugenfiltereinheiten

(PLGC Ultracel-PL Membran, 10 kDa)

Amicon® Ultra-4 Zentrifugenfiltereinheiten

(PLGC Ultracel-PL Membran, 10 kDa)
Costar® 50 ml Reagenzreservoir

96 Well ELISA-Platten, MICROLON®, U-Boden,

Med. binding

BD Falcon® 96-Loch Platten

Combitips plus (10 mi/5 ml)
Einwegkaniilen Sterican 0,8x40mm (21G)
Omnifix® Luer Solo (3 ml)
EppendorfgefaBe (0,5ml; 1,5ml; 2ml; 5ml)
BD Falcon® -Réhrchen (15ml, 50ml) (steril)

120 ml MehrzweckgeféB mit Schraubverschluss

(steril)

Low-bind EppendorfgefaBe (0,5ml)
ABI® MicroAmp® Optische Klebefolie
SafeGrip® Nitril-Handschuhe

PCR Tubes (diinn, PCR clean) (0,5ml)

Costar® Pipetten, gestopft (5 ml, 10 ml, 25 ml,

50 ml) (steril)

Pipettenspitzen steril, PCR-Grad (10 pl, 20 pl,

100 pl, 200 pl, 1000 pl)

Pipettenspitzen (10 ul; 100 ul; 300 ul; 1 ml; 2,5

ml; 5 ml)
CASY Rohrchen

0,22 um PES Einweg-Filtersystem
niedrige Proteinbindung)
Pipettenspitzen (10 pL)

ABI® MicroAmp"" Optical 384-Well

Reaktionsplatte mit Barcode

BD Microtest'" Tissue Culture Plate, 96 well, flat

bottom

Invitrogen'" NuPage'" 4-12% Bis-Tris Gel
MicroA'" Optical Adhesive Film

Filter tips Gel 20 (steril)

(steril,

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Greiner Bio-One (Osterreich)

Corning, Inc. (USA)
Merck Millipore Ltd. (Irland)

Merck Millipore Ltd. (Irland)
Corning, Inc. (USA)
Greiner Bio-One (Osterreich)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Eppendorf AG (Deutschland)

B. Braun AG (Deutschland)

B. Braun AG (Deutschland)
Eppendorf AG (Deutschland)
Corning, Inc. (USA)

Sarstedt AG & Co (Deutschland)

Eppendorf AG (Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Sid-Laborbedarf Gauting (Deutschland)
Eppendorf AG (Deutschland)

Corning, Inc. (USA)
Eppendorf AG (Deutschland)

Eppendorf AG (Deutschland)

Omni Life Science GmbH & Co. KG
(Deutschland)

Corning, Inc. (USA)
Biozym Scientific GmbH (Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Greiner Bio-One (Osterreich)
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2.3 Kits und Mikroarrays
Tabelle 3: Kits und Mikroarrays

Kits and Mikroarrays

Hersteller

Pierce™ Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail
Kit

Pierce' Halt'" Protease Inhibitor Cocktail Kit
NuPage® Bis/Tris-Gele (12%)

QiaShredder Kit

Pierce'" BCA Protein Assay Kit

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Small RNA Kit

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

ExiLENT SYBR® Green Master Mix Kit
ABI® GeneChip® WT Plus Kit

ABI® GeneChip® Hybridisation, Wash and
Stain Kit

Clariom™ D Assay, rat

ABI® GeneChip™ WT PLUS Reagent Kit
4-plex customized panel

miRCURY® Exosome Cell/Urine/CSF Kit
miRCURY® LNA SYBR® Green PCR Kits
miRCURY® LNA™ RT Kit

miRCURY® Exosome Isolation Kit- Cells, urine
and CSF

miRCURY® RNA lIsolation Kit — Cell & Plant
miRNeasy Mini Kit

gEVoriginal (70nm)

RNeasy Mini Kit

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

ABI® TagMan® Gene Expression Master Mix
ABI® High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Universal cDNA Synthesis Kit Il

Universal Rat Reference RNA

Invitrogen'" iBlot® Gel Transfer Stack, PVDF,
Regular

Invitrogen'" WesternBreeze™
Chemiluminescent Kit, anti-rabbit
RNase-freie DNase Set (50)

Amax® Cell line Nucleofector™ Kit R

Amax® Basic Nucleofector' Kit Pri
Mammalian Epithelial Cell

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Life technologies von Thermo Fisher
Scientific Inc. (USA)

Qiagen

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Agilent Technologies (Deutschland)
Agilent Technologies (Deutschland)
Roche AG (Schweiz)

Exigon (Dadnemark)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Affymetrix von Thermo Fisher Scientific Inc.
(USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Meso Scale Discovery (USA)

Qiagen (Deutschland)

Qiagen (Deutschland)

Qiagen (Deutschland)

Exigon (Danemark)

Exigon (Danemark)

Qiagen (Deutschland)

Izon Science Ltd (Neuseeland)
Qiagen (Deutschland)

Qiagen (Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Exigon (D&dnemark)
Stratagene von Agilent Technologies
(Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Qiagen (Deutschland)
Lonza Group AG (Schweiz)

Lonza Group AG (Schweiz)

2.4 Puffer und Lésungen

Lyse-Puffer

Lysepuffer mit Protease & Phosphatase-Inhibitor

50 ml RLT-Puffer
0,5 ml B-Mercaptoethanol

980 pL Pierce™ RIPA Puffer
10 pL Pierce™ Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail

10 pL Pierce™ Halt™ Protease Inhibitor Cocktail
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2.5 gRT-PCR Assays und Oligonukleotide
Tabelle 4: Selection of PCR Assays und Oligonukleotide

. . . Gen/miRNA
M(i)RNA Species  Aliases Assay Referenz
ue Human, miRBase:
rat / YP02119464 et
GAPDH  hyman ?5’22% GAPD, HEL-S-  lo0o786624 g1 NM_002046.5
PPIA human ggpPA’ CYPH, HEL-S- Hs04194521 s1 NM_021130.4
COL1A1  human (E)asc, Ol 012,018, 11600164004 m1  NM_000088.3
COL4A1  human  BSVD, RATOR Hs00266237 m1  NM_001303110.1
ACTA2 human Q@T“;SQQCTSA’ Hs00426835 g1  NM_001141945.2
VIM human  CTRCT30, HEL113  Hs00958111 mi  NM_003380
CDH11 human G011 CPHOB OB 00001479 m1 NM_o01308392
CCN2, HCS24,
CTGF human 1 ovs Hs00170014 m1  NM_001901
CLG4, CLG4A, MMP-
MMP2 human 2, MMP-II, MONA, Hs01548727 m1  NM_001127891
TBE-1
CIG, ED-B, FING, FN,
FN1 human  FNZ GFND, GFND2,  Hs01549976.m1  NM_001306129
LETS, MSF
IL11 human  AGIF, IL-11 Hs01055413 g1 NM_000641.3
h PAl, PAR, PAR, Hs00167155_ m1  NM_000602
uman S m
SERPINET oL AN 3 B
Oligo Species  Sequenz Assay miRBase Eintrag
cel-miR39- . UCACCGGGUGUAAA RNA Spike-In Kit,
3p clegans  UCAGCUUG For RT MIMAT0000010

Alle genannten Assays wurden von Thermo Fisher Scientific Inc. (USA) bezogen. Das
Oligonukleotid cel-miR-39-3p, die 374 und 93 miRNA-gRT-PCR Assays sowie die
internen Kontrollen, welche flir das in vivo und in vitro miRNA Profiling verwendet
wurden, wurde von Qiagen (Deutschland) bezogen. Die miRNA-Assays sind in
Anhang-Tabelle 29 spezifiziert.

2.6 Versuchstiere und humane Zellen

Als préklinisches Modell fir das MetS wurden fettleibige ZSF1 (ZSF1-Lepr@Lepr®/Ctrl)
(Stamm-Identifikation: 378) und schlanke ZSF1-Ratten (Stamm-Ildentifikation: 379)
verwendet, welche von Charles River Laboratories International, Inc. (Deutschland)
bezogen wurden. Die TGR(mREN2)27 Ratten (Bay:SPRD-TGR(mREN2)27-F1)
wurden von der Bayer Werkszucht bereitgestellt. Die SD-Ratten wurden von Charles

River Laboratories (Sulzbach, Deutschland) bezogen. Alle Tiere wurden unter
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Einhaltung optimaler Hygienestandards in Makrolon® Typ IV Kafigen mit Einstreu in
Gruppen von zwei (ZSF-1) oder drei (mRenTG) Tieren und einem Licht-Dunkelheit-
Zyklus von 12 Stunden gehalten. Futter und Trinkwasser und wurden ad libitum
bereitgestellt. Alle Vorgdnge im Rahmen von Bestellung, Lieferung, Haltung,
Versorgung und Einsatz der Tiere wurden nach den geltenden Tierschutzrichtlinien und
-Verordnungen durchgefihrt.

Far in vitro-Versuche wurden primare humane renale proximale Tubulus Epithelzellen
(hRPTECs) von der Firma Lifeline® Cell Technology (USA) ohne klinische Daten
erworben. Nach Angaben des Anbieters wurden alle gespendeten Gewebe mit
informierter Einwilligung und in Ubereinstimmung mit der Declaration of Helsinki, The
Human Tissue Act (UK), CFR Artikel 21, und HIPAA-Regulationen bezuglich der
Gewinnung und dem Umgang mit humanen Geweben fir Forschungszwecken

gewonnen.

2.7 Gerate

Tabelle 5: Geréte
Gerat Hersteller
12-Kanalpipette Reference 2 (25-200uL) Eppendorf AG (Deutschland)
Matrix"" Impact2 Mehrkanalpipette Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
2100 Bioanalyzer Agilent Technologies (USA)
Concentrator 5301 Eppendorf AG (Deutschland)
Eppendorf Zentrifuge 5415R Eppendorf AG (Deutschland)

Eppendorf-Pipetten (2,5 ul; 10 pl; 100 pl; 200
ul: 1 ml; 2,5 ml:; 5 mi) Eppendorf AG (Deutschland)
Pipettus® Standard Hirschmann

IKAMAG RET IKA Labortechnick

. ™ - .
Inwtr_ogen iBlot Gel Transfer Divice/Dry Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Blotting System

Eppendorf-Multipipette Plus Eppendorf AG (Deutschland)
GeneChip® Fluidic Station 450 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
GeneChip® Hybridization Ofen 645 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
GeneChip® Scanner 3000 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Mastercycler® nexus X2 Eppendorf AG (Deutschland)
Mikroskop Fluovert FS Leitz (Deutschland)

Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
ADVIA 2400 Analyzer Eschborn, Deutschland
Cobas c111 Analyzer Hoffmann-La Roche AG (Schweiz)
Invitrogen'" Ambion'" Magnet Stand-96 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
SpectraMax® Plus Photometer Molecular Devices, LLC (USA)
ChemiDoc'" Touch Imaging System Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
Plattenschittler Titramax 101 und Polymax Heidolph Instruments GmbH & CoKG
1040 (Deutschland)
Electrophoresis power supply EPS 500/400 Pharmacia (Schweden)
Waage AG135 Mettler-Toledo (USA)
ABI® ViiA™ 7 Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)
Schwingmiihle MM200 Retsch GmbH (Deutschland)
Edelstahl Beads, 5mm Qiagen (Deutschland)
Thermomixer comfort (1,5ml; 2ml) Eppendorf AG (Deutschland)
Vortex-Genie'" 2 Scientific Industry. Inc (USA)
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Heidolph Instruments GmbH & CoKG

Vortex REAX top (Deutschland)

Zellzahlgerat CASY® Roche Innovatis AG (Schweiz)

Wasserbad Precision GP10 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Cytation Image Reader BioTek Instruments, Inc. (USA)

Zentrifugen 4K15C und 4K16 Sigma Aldrich (Deutschland)

MaxiSafe 2020 Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

BBD 6220 CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Red Rocker Plattenschiittler PR50 Hoefer Inc ()

Mini Life technologies von Thermo Fisher
ini Gel Tank

Scientific Inc. (USA)
NanoDrop'" 2000 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

2.8 Software und Webapplikationen
Tabelle 6: Software und Webapplikationen

Software Hersteller

Genedata Profiler, v10.1 bis v11.0 Genedata (Schweiz)

Ingenuity Pathway Analysis (IPA), v52912811 Qiagen (Deutschland)

GraphPad Prism v8.2.1 GraphPad Software, Inc. (USA)
Image LabTM v6.0.1 Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

ABI® QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3 Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

AGCC Software: Command Console® V4.0.0.1567 Aff.yme_t.rix von Thermo  Fisher
Scientific Inc. (USA)

Agilent 2100 Expert software_VB.02.08.51648 Agilent Technologies (USA)
Transcriptome Analysis Console (TAC) software Affymetrix von  Thermo  Fisher
v4.0.2.15 Scientific Inc. (USA)

SPECTRAmax Pro Software v4.6 Molecular Devices, LLC (USA)
DISCOVERY WORKBENCH v4.0 Meso Scale Discovery (USA)

Universitat Kopenhagen

(Russo et al. 2018)
http://www.mirbase.org/ Universitat Manchester

) . Universitdt Tianjin und Universitat
http://www.lirmed.com/tam2/ Peking (Li et al. 2018a)

TXG-MAPr — WGCNA modules based on TG-GATEs LACDR, Universitat Leiden

data (Sutherland et al. 2016)

http://mirandola.iit.cnr.it/

Die TXG-MAPr Webapplikation wurde im Rahmen der IMI2 eTRANSAFE und
TransQST Projekte zur Verfigung gestellt durch die Division of Drug Discovery and
Safety, Leiden Academic Center for Drug Research (LACDR) der Universitat Leiden
(Niederlande). Unser besonderer Dank gilt Giulia Callegaro (LACDR, Universitét
Leiden, Leiden, Niederlande), Steven J. Kunnen (LACDR, Universitét Leiden, Leiden,
Niederlande), Jeffrey J. Sutherland (/ndiana Biosciences Research Institute,
Indianapolis, USA), Jennifer Mollon (AbbVie Deutschland GmbH & Co KG,
Luadwigshafen, Deutschland), Yue Webster (Lilly Research Laboratories, Eli Lilly and
Company, Indianapolis, USA), Panuwat Trairatphisan (Universitdt Heidelberg,
Heidelberg, Deutschland), Emre Guney (Hospital del Mar Research Institute (IMIM),
Pompeu Fabra University (UPF), Barcelona, Spanie), Janet Pifiero Gonzalez (Hospital
del Mar Research Institute (IMIM), Pompeu Fabra University (UPF), Barcelona,
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Spanien), Soléne Grosdidier (Erasmus MC, Rotterdam, Niederlande), Wouter den
Hollander (LACDR, Universitdt Leiden, Leiden, Niederlande), James L. Stevens
(LACDR, Universitat Leiden, Leiden, Niederlande) und Bob van de Water (LACDR,

Universitét Leiden, Leiden, Niederlande).

3. Methoden

3.1 in vivo Studien

Alle Tierversuche wurden vom Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen bewilligt und erfolgten in Ubereinstimmung mit den deutschen
Richtlinien zur Haltung und Verwendung von Labortieren. Die in life-Phasen der ZSF1-
Tierstudien wurden in den Laboren von Dr. Agnés Bénardeau (Labor Cardiovascular
Research, Bayer AG, Wuppertal), Dr. Lucas Hofmeister (Heart and Vascular Diseases
IX, Bayer AG, Wuppertal) und Dr. Jutta Meyer (Heart and Vascular Diseases X, Bayer
AG, Wuppertal) durchgefiihrt. Die Durchfihrung der mRenTG-Tierversuche erfolgte in
den Laboren von Dr. llka Mathar (Heart and Vascular Diseases Xl, Bayer AG,
Wauppertal) und Dr. Peter Sandner (Labor Heart and Vascular Diseases V, Bayer AG,
Wauppertal). Eine graphische Darstellung des in vivo-Studiendesigns findet sich in
Abbildung 13. Die renalen Genexpressionsprofile der ZSF1- und mRenTG-Ratten
wurden mit publizierten Daten eines NTS-induzierten Rattenmodells flr
Glomerulonephritis (Pavkovic et al. 2015a) und eines Modelles fir AA-induzierte
Nephropathie (Su et al. 2011) verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich der miRNA-
Profile im Urin von ZSF1- und mRenTG-Ratten mit dem Rattenmodell fur
Glomerulonephritis. Details zu den publizierten Studien finden sich ebenfalls in
Abbildung 13.

3.1.1 Metabolisches Syndrom-induzierte Nierenschaden in ZSF1-Ratten

Méannliche, elf Wochen alte, fettleibige und schlanke ZSF1-Ratten wurden fir drei
Wochen akklimatisiert. Im Alter von 14, 22 und 26 Wochen wurde von je vier Tieren pro
Zeitpunkt Urin gesammelt. Die Tiere wurden dabei einzeln fir 16 Stunden bei
Raumtemperatur und mit freiem Futterzugang in metabolischen Kafigen gehalten. Je
funf fettleibige und schlanke Tieren im Alter von 14, 22, 26, 46 und 59 Wochen wurden
per Zufall fir eine Sektion gewahlt. Lediglich fir den 46 und 59 Wochen-Zeitpunkt

wurden nur drei fettleibige Tiere seziert. Fir den 14 Wochen-Zeitpunkt wurde die Niere
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entnommen, fir die zusatzlichen Zeitpunkte zudem die Leber und das Herz. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden alle Tiere unter Isofluran-basierter Anasthesie
durch Entbluten euthanasiert und die entnommenen Organe entsprechend Kapitel
3.1.3 gelagert.

3.1.2 Bluthochdruck-induzierte Nierenschaden in TGR(mRen2)27-Ratten

Im Alter von 7,5 Wochen wurden finf Behandlungsgruppen definiert. In der SD-
Kontrollgruppe wurden SD-Ratten ab dem Alter von 7,5 Wochen fir acht Wochen mit
Normalfutter versorgt (Tabelle 7), wahrend die SD + L-NAME-Gruppe zusatzlich ab
Versuchsstart fir acht Wochen mit L-NAME behandelt wurde. Die L-NAME
Behandlung sollte dabei potenziell endotheliale Schadigungen induzieren. Zusatzlich
wurden 7,5 Wochen alte mRenTG-Ratten flir acht Wochen mit Captopril, Captopril und
L-NAME oder ausschlieBlich mit L-NAME behandelt (Tabelle 7). Wahrend die ersten
beiden Gruppen Kontrollen darstellen sollen, wurde von einer ausschlieBlichen
L-NAME Behandlung von mRenTG-Ratten eine Induktion starken Bluthochdruckes mit
Folgeschaden wie CKD oder Herzschadigung erwartet. Die Captopril-Behandlung
erfolgte Gber das Futter (300 mg/kg), welches ad libitum zur Verfligung gestellt wurde.
Nicht mit Captopril behandelten mRenTG-Ratten wurde 24 Tage vor Versuchsstart das
Captopril-Futter auf Mischfutter (50% Captopril-Futter, 50% Normalfutter) und 14 Tage
vor Versuchsstart das Mischfutter auf Normalfutter umgestellit.

TABELLE 7: UBERBLICK UBER BEHANDLUNGSGRUPPEN DES MRENTG-RATTENMODELLS UND
VERWENDETE KONTROLLEN

mRenTG: Maus Renin-transgene Ratte. SD: Sprague-Dawley-Ratte. L-NAME: N(w)-nitro-L-
Argininmethylester.

Genetischer Behandlung Erwarteter Behandlungseffekt
Gruppenname Hintergrund (8 Wochen)
SD SD-Ratte / Gesunde Kontrolle
SD + L-NAME SD-Ratte L-NAME Moderate endotheliale Schadigung
mRenTG + , Gesunde Kontrolle (mit genetischem
Captopril mRenTG-Ratte Captopril mRenTG-Hintergrund)
mRenTG +
Captopril + L- mRenTG-Ratte (IE'NAME.I Gesunde Kontrolle
NAME aptopri
mRenTG + L- Ausgepragter Bluthochdruck und
NAME mRenTG-Ratte L-NAME assoziierte Folgeerkrankungen

-30 -



3. METHODEN

SD-Ratten wurden durchgehend mit Normalfutter versorgt. Die achtwdéchige
Behandlung mit L-NAME erfolgte Uber das Trinkwasser (30 mg/L), welches in
lichtgeschitzten (braunen) Flaschen ad libitum bereitgestellt wurde. Das L-NAME-

versetzte Trinkwasser wurde einmal pro Woche ausgetauscht.

Alle Gruppen wurden zum Studienbeginn und Studienende einer Urinkollektion
unterzogen. Hierzu wurden die Tiere nach einem WasserstoB (10 ml/kg Kdrpergewicht
per os) einzeln in metabolische Kafige gehalten und Urin Uber vier Stunden bei
Raumtemperatur und freiem Zugang zu Trinkwasser und Futter gesammelt. Nach
achtwéchiger Behandlung wurden die Ratten unter Isofluran-basierter Anasthesie
durch Entbluten euthanasiert und die genannten Organe entnommen.

3.1.3 Urin- und Gewebeaufarbeitung

Fir die klinische Chemie, miRNA- und Biomarkeranalyse wurde frischer Urin (siehe
Kapitel 3.1.1 und 3.1.2) auf Eis gekUhlt und fir 10 Minuten bei 4 °C und 3000 g
zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung in Aliquots
bei -80 °C gelagert. Wahrend der Sektion wurden die rechte Niere, die Spitze des
linken Herzventrikels und ein definiertes Stick aus dem unteren Drittel des linken
lateralen Leberlappens entnommen. Die Niere wurde in zwei Polkappen sowie drei
transversale Scheiben zerteilt. Das linke Herzventrikel sowie das Leberstiick wurden
zu Sticken definierter GréBe zerkleinert. Fir die RNA-Isolation wurden alle Organe
unmittelbar in FlUssigstickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. Fir die histologische
Untersuchung wurden die entsprechenden Organe unmittelbar in Davidson Lésung
(Niere, Leber) oder 10%iger Formalinlésung (Herz) fixiert.

3.1.4 Histopathologie

Die histopathologische Untersuchung von Niere, Herz und Leber wurde von Dr. Elke
Hartmann und Team (Toxikologie, Pathologie, Bayer AG, Wuppertal) durchgeflhrt.
Hierzu wurden die in Davidson oder Formalin fixierten Gewebe (Kapitel 3.1.3)
zugeschnitten, in Paraffin (Paraplast®) eingebettet und in 3 um dicke Scheiben
geschnitten. Fir die anschlieBende Farbung der Niere und Leber wurde Hamatoxylin
und Eosin (H&E) verwendet. Das Herzgewebe wurde mittels Sirius Red-Fast Green
gefarbt. Die Schnitte wurden von einem zertifizierten Veterinarpathologen unter einem
Lichtmikroskop unter Verwendung eines semiquantitativen Einstufungsansatzes
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evaluiert (Grad 1: minimal/sehr wenig; Grad 2: Leicht/ wenig/klein; Grad 3: Moderat;
Grad 4: Deutlich/viele).

3.1.5 Klinische Chemie und Proteinbiomarkern Messung im Urin

Der Kreatinin- und Gesamtproteingehalt im Urin wurde im Labor von Dr. Alexius
Freyberger (Klinische Pathologie, Forschung und Friihe Entwicklung, Bayer AG
Wouppertal) quantifiziert. Hierfir wurde der Urin bei 3000 g fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die anschlieBende Proteinquantifizierung erfolgte Uber
die Pyrogallol Rot-Methode im ADVIA 2400 Analyzer. Kreatinin wurde mittels eines
enzymatischen Tests im Roche Cobas clll bestimmt. Die statistische Analyse erfolgte
in der Graphad Prism Software unter Verwendung eines zweifachen ANOVA (Kapitel
3.8.3) kombiniert mit einem Sidak’s Test fir multiple Vergleiche.

Fir die Messung der Proteinbiomarker KIM-1, OPN, CYSC und CLU im Urin wurde die
MesoScale-Plattform verwendet. Das Messprinzip basiert auf einem Sandwich-ELISA,
bei dem Zielproteine durch spezifische Bindung von Antikérpern isoliert und durch
spezifische Bindung von Elektrochemilumineszenzmarker (SULFO-TAGs) gekoppelten
Antikdrpern quantifiziert werden. Die Proteinquantifizierung wurde von Dr. Mira
Pavkovic und Kollegen (GBM Research 1, Bayer AG, Wuppertal) unter Verwendung
von Platten fir die parallele Detektion der vier Biomarkern durchgefiihrt. Entsprechend
den Angaben des Herstellers wurden die Urinproben (Kapitel 1.3.1) auf Eis aufgetaut
und 1:10 verdinnt. Die Ergebnisse wurden mittels der firmeneigenen Software nach
den Guidelines von MesoScale Discovery Inc. ausgewertet und auf den Kreatiningehalt
des Urins normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit der Graphpad Prism
Software. Gewahlt wurde ein zweifacher ANOVA (Kapitel 3.8.3) kombiniert mit einem
Sidak’s Test fiir multiple Vergleiche.

3.2 in vitro-Studien

Fir die in vitro-Experimente wurden SV40-transformierte, primare humane renale
proximale Tubuluszellen (hRPTECs) aus der Abteilung von Dr. Kristin Leineweber
verwendet. Alle Zellkulturarbeiten wurden zur Vermeidung von Kontaminationen unter
sterilen Bedingungen und Verwendung von Einmalhandschuhen an einem Laminar-
Flow-Arbeitsplatz durchgefuhrt. Nicht sterile Losungen und Materialien wurden vor der

Verwendung steril filtriert oder autoklaviert.
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3.2.1 Transformation und Lagerung von hRPTECs

hRPTEC wurden mit dem Cell line Nucleofector™ Kit mit SV40 transformiert. Hierzu
wurden hRPTECs in der Passage 0 aufgetaut (siehe Kapitel 3.2.2) und flr acht Tage
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Accutase® abgeldst und 1 Millionen
Zellen mit 5 pg linearisiertem SV40-Plasmid entsprechend den Herstellerangaben
transfiziert. Die Zellsuspension wurde auf zwei Wells einer 6-Well-Platte ausgesét und
fir 17 Tage in RenalLife™-Medium mit Zusatzen und 2,5 mg/ml Genecitin kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf eine 75 cm? CellBind®-Flaschen umgesetzt und fiir
weitere finf Wochen in Medium mit Genecitin kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte
alle zwei bis drei Tage. AnschlieBend wurden zur Lagerung eine Million Zellen in 1 ml
Cryo-SFM aufgenommen und in fliissigem Stickstoff eingefroren.

3.2.2 Auftauen, Passagieren und Kultivieren von hRPTEC/SV40

Die SV40-transfizierten Zellen (Kapitel 3.2.1) wurden aus der -80 °C Lagerung
entnommen und das Kryoréhrchen unter sterilen Bedingungen entliiftet. AnschlieBend
wurden die Zellen vorsichtig im Wasserbad bei 37 °C angetaut, resuspendiert und
langsam in eine 75 cm2-Zellkulturflasche mit raumtemperaturwarmen RenalLife™-
Medium mit Zusétzen gegeben. Nach spatestens 24 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel zum Entfernen von Resten des Cryo-SFM Mediums. Die
anschlieBende Kultivierung der SV40-transformierten hRPTECs erfolgte auf 75 cm?
CellBind®-Flaschen ohne Beschichtung. Alle zwei bis drei Tage wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Hierzu wurde das Medium fir maximal 20 Minuten auf
37 °C temperiert. Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 80/95 mmHg kultiviert. Bei
Erreichen einer Konfluenz von 90 bis 95 % wurden die Zellen passagiert. Dies erfolgte
in der Regel zweimal pro Woche. Hierzu wurde das Medium entfernt und die Zellen mit
10 ml 1xDPBS (ohne Magnesium und Calcium) gewaschen. Durch Zugabe von 5 ml
Accutase® und einer Inkubation bei 37 °C fiir 5 Minuten wurden die Zellen abgeldst.
Nach dreifachem Abspullen der Oberflache und Resuspendieren der Zellen wurden
diese in 50 ml Falcons (iberfiihrt und die Accutase® Reaktion durch Zugabe von 45 ml
Medium mit Zusatzen abgestoppt. Nach dem Pelletieren der Zellen mittels einer
8 Minuten Zentrifugation bei 1200 upm und 4 °C wurde das Zellpellet in 5 ml Medium
resuspendiert und die Zellzahl im CASY® Cell Counter bestimmt. Dazu wurden 10 pl
Zellsuspension zu 10 ml CASYton-Puffer gegeben. Fir die Stammhaltung wurden
anschlieBend 1,5 bis 2 Millionen Zellen pro 75 cm? Flasche ausgesat. Fir die
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Experimente wurden je 1,6 Millionen Zellen pro 75 cm? Flasche ausgeséat. Es erfolgte
eine regelmaBige Kontrolle der Zellmorphologie unter dem Lichtmikroskop.

3.2.3 Behandlung von hRPTECs mit TGF-B1 und HSA

1,6 Millionen hRPTECs in Passage 3 bis 13 wurden pro 75 cm 2-Flasche ausgesat
(Kapitel 3.2.2) und vor der Behandlung fiir 14 Tage in RenaLife™-Medium mit
Zusatzen kultiviert. Die Konfluenz wurde dabei nach vier Tagen erreicht. 24 Stunden
vor Behandlung wurde das Medium durch RenaLife™-Medium ohne Zusatze ersetzt,
um einen Zellzyklusarrest herbeizufihren. Zum Start der Behandlung wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit 1xDPBS (mit Magnesium und Calcium) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 48 Stunden mit 20 ml TGF-B1 (10 ng/ml) oder
humanes Serumalbumin (HSA, 20 mg/ml) in Medium ohne Zusatze bei 37 °C
behandelt. Als Kontrolle dienten 20 ml Medium ohne Zuséatze und Substanz. Nach 48
Stunden wurde die Zellviabilitat bestimmt (siehe 3.2.4) und die Zellen fir die RNA-
Isolation lysiert und bei -80 °C gelagert (Kapitel 3.4). Das Medium wurde fir
15 Minuten bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert und unmittelbar fiir eine miRNA- und
Exosomenisolation verwendet (Kapitel 3.3.1).

3.2.4 Bestimmung der Zytotoxizitat

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt wurde der Lactatdehydrogenase (LDH)-Test zur
Quantifizierung abgestorbener Zellen verwendet, bei dem die Menge des durch
sterbende Zellen freigesetzten Proteins LDH im Zellkulturmedium bestimmt wird. Eine
Quantifizierung von LDH im Uberstand durch Messung der Absorption bei 490 nm ist
ein direktes MaB fir die Zytotoxizitdt. Fir den LDH-Test wurde das Cytotoxicity
Detection Kit verwendet. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Dabei wurden fir die LDH-Gebrauchslésung Reagenz 1 und 2 in einem Verhéltnis von
1:50 gemischt. Das Zellkulturmedium wurde von den Zellen abgenommen und je 100
pL mit 100 pL der LDH-Gebrauchslésung in einer klaren, flachen 96-Loch-Platte
gegeben. Nach einer 15-mindtigen Inkubation unter lichtgeschutzten Bedingungen
erfolgte eine Absorptionsmessung bei 490 nm im Cytation Image Reader. Der LDH-
Test wurde dem Resazurin-Test vorgezogen, wenn die Zellen mit HSA behandelt

wurden, da das Albumin mit der Messung von Resazurin interferiert.
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3.3 Exosomen-Isolation und Quantifizierung

Sowohl mit Urin als auch Zellkulturmedium wurde eine EV-Isolation und
Quantifizierung durchgefiihrt. Wahrend die Exosomenisolation aus Urin sowohl durch
das miRCURY® Exosome Isolation Kit als auch die GréBenausschlusschromatographie
(gEV-Séaulen) erfolgte, wurden Exosomen aus Zellkulturmedium ausschlieBlich durch
das miRCURY® Exosomen Isolation Kit isoliert. Vor der EV-Isolation wurde der Urin
und das Zellkulturmedium fir 5 und 15 Minuten bei 3000 g und 4 °C und anschlieBend
bei 10 Minuten bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert, um Zellen, Zelldebris und
apoptotische Kérperchen zu entfernen. Volumina Gber 2 ml (Zellkulturmedium) wurden
mittels Ultrafiltration konzentriert (Kapitel 3.3.1).

3.3.1 Einengen von Zellkulturmedium und Urin mittels Ultrafiltration

Die Ultrafiltration wurde verwendet, um Urin und Zellkulturiberstande fir die
nachfolgende Exosomenisolation einzuengen. Hierbei werden Urinkomponenten
einschlieBlich EVs mit einer GréBe von mindestens 10 kDa konzentriert, wahrend
kleinere Bestandteile und Flissigkeit zum Teil entfernt werden. 2 ml Urin wurden dabei
auf 500 pL, 80 ml des Zellkulturmediums auf 9 ml eingeengt. Verwendet wurden hierzu
Amicon® Ultra-4 oder Amicon® Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheiten. Die Filter sind mit
einer Ultracel-Membran mit geringer Bindungsaffinitdt gegenlber biologischen Proben
und einer Molekullgewicht-basierte Abscheidegrenze von 10kDa versehen. Die
Ultrafiltration wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt. Hierzu wurden
die Filtereinheiten durch Zugabe von 4 ml oder 15 ml sterilfiltriertem PBS und
Zentrifugation bei 4000 g und 20 °C fur 15 Minuten &quilibriert. Nach vollstéandiger
Entnahme des PBS wurden 2 ml oder 15 ml Probe zugegeben und 15 Minuten bei
4000 g und 20 °C zentrifugiert. Das Retentat wurde aus dem Filter entnommen und die
Membran einmal mit PBS gewaschen. Das PBS wurde entnommen, mit dem Retentat

vereinigt, und flr die Exosomenisolation verwendet.

3.3.2 Isolation von Exosomen mit dem miRCURY® Exosome Isolation Kit

Die Isolation der Exosomen aus Urin und Zellkulturmedium unter Verwendung des
miRCURY® Exosome lIsolation Kits erfolgte nach Herstellerangaben. 9 ml
konzentrierten Zellkulturmediums (Kapitel 3.3.1) oder 1 ml Urin wurden dabei mit 400

pl - Prazipitationspuffer B pro Milliliter gemischt. Die Préazipitation erfolgte durch
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Inkubation bei 4 °C fir eine (Urin) oder zwei Stunden (Zellkulturmedium). Die
Exosomen wurden durch 30-minitige Zentrifugation bei 3200 g (15 ml Falcons) oder
10000 g (2 ml Eppendorf-GefaBe) pelletiert. Im Falle einer RNA-Isolation wurde das
EV-Pellet direkt in 700 pL QIAzol®-Puffer aufgenommen, bei einer Verwendung fiir den
Westerblot erfolgte direkt die Lyse durch Zugabe von 160 uL RIPA-Puffer.

3.3.3 Isolation von Exosomen durch GréBenausschlusschromatographie

Je 1 ml Urin pro Tier wurde mittels Ultrafiltrationseinheiten auf ein Volumen von 0,5 ml
eingeengt (Kapitel 3.3.1). Gegebenenfalls wurde der konzentrierte Urin mit PBS auf 0,5
ml aufgeflllt. Fir die Exosomenisolation durch eine SEC wurden entsprechend den
Herstellerangaben qEV-Saulen zunachst 10 Minuten auf Raumtemperatur gebracht
und anschlieBend mit 12 ml PBS gewaschen, welches zuvor mittels eines 0,22 um
Filters sterilfiltriert wurde. Wahrenddessen wurden 500 puL konzentrierter Urin fir 5
Minuten auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieBend wurde der Urin auf die S&ulen
gegeben. Als Laufpuffer wurde filtriertes PBS verwendet. Die Elution wurde in
Fraktionen von 500 pL gesammelt und sofort auf Eis gelagert. Nach vollstandiger
Elution wurden die Saulen mit 10 ml PBS und 10 ml Ethanol (20 % in PBS) gewaschen
und anschlieBend bei 4 °C gelagert. Fir die RNA-Isolation wurden die Saulen nur
einmal verwendet, um Kontaminationen zwischen Isolationen auszuschlieBen. Die
exosomenangereichen Fraktionen 7 bis 9 wurden direkt im Anschluss fir die RNA-
Isolation vereinigt oder einzeln fir die Western Blot-Analyse verwendet.

3.3.4 Semi-Quantifizierung und Charakterisierung mittels Western Blot

Eine Charakterisierung und semi-quantitative Bestimmung von Exosomen aus Urin und
Zellkulturmedium erfolgte mittels Western Blot-Analyse. Dabei werden Proteine nach
ihnrer GroBe in einem Gel aufgetrennt und mittels proteinspezifischer Antikérper
visualisiert. Die Intensitét einer proteinspezifischen Bande gibt Aufschluss Uber die
Prasenz und die Menge eines Proteins in einer biologischen Probe. Fir den Western
Blot wurde das EV-Pellet (Kapitel 3.3.2) in 160 pL kaltem RIPA-Lysepuffer mit
Protease- und Phosphataseinhibitoren aufgenommen. Wurden die EVs mittels SEC
isoliert (Kapitel 3.3.3), wurden 100 pL einer SEC-Fraktion mit 60 uL RIPA-Lysepuffer
mit Protease- und Phosphataseinhibitoren gemischt. Die Lyse erfolgte durch Inkubation
auf Eis fur 30 Minuten und Durchmischen der Probe alle 5 Minuten. Nach der Lyse
wurde der Gesamtproteingehalt mit dem Pierce™ BCA Protein Assay bestimmt. Dieser
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Test basiert auf der kolorimetrischen Detektion und Quantifizierung von Proteinen
durch Bicinchoninsédure (BCA)-Komplexbildung, welche durch Absorptionsmessung bei
562 nm quantifiziert werden kann. Die Quantifizierung der Probe erfolgt anhand einer
Standardkurve unter Verwendung von bovinem Serumalbumin. Der Test wurde
entsprechend den Herstellerangaben mit einem unverdinnten Probenvolumen von
25 pL durchgefihrt. Die Messung erfolgte im SPECTRAmax Plus Photometer.

Fir die Gelelektrophorese wurden die Proben fir 10 Minuten auf 70 °C erhitzt und
1 Minute bei 16000 g zentrifugiert. 16,25 pL Uberstand wurden mit 2,5 uL Bolt® Sample
Reducing Agent (10x) und 6,25 pL Bolt® Sample Buffer (4x) pro Kammer auf NuPage®
Bis/Tris-Gele (12 %) aufgetragen und unter Verwendung des Bolt® MES-SDS-
Laufpuffer (20x) und des Bolt® Antioxidans im Mini Gel Tank aufgetrennt. Als
chromogene und Chemilumineszenz-Laufkontrollen wurden der Standard SeeBlue®
Plus 2 und der Standard MagicMark™ verwendet. Die Trennung erfolgte fiir 1 Stunde
bei 150 Volt. Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Gels auf eine PVDF-
Membran erfolgte unter Verwendung des iBlot® Gel Transfer Stacks (PVDF) im iBlot®
Gel Transfer Device fir 8 Minuten. FUr die Antikérperfarbung wurde das
WesternBreeze™ Chemiluminescent Western Blot Immunodetection Kit (anti-Rabbit)
verwendet. Fir die primare Antikérperfarbung Gber 16 Stunden wurden die Antikérper
Rabbit monoclonal [EPR15314] to ALIX - N-terminal, Rabbit monoclonal [EPR7130(B)]
to TSG101 und Rabbit polyclonal to Calnexin in der Verdiinnung 1:1000 verwendet.
Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte im ChemiDoc™ Touch Imaging System.
Fur die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes pro Probe wurde die SimplyBlue™
SafeStain-Lésung verwendet, welche auf der Farbung von Proteinen durch das
sequenzunspezifische Anlagern von Coomassie-Brilliant-Blau an die basischen
Seitenketten der Aminosduren beruht. Alle Kits und Reagenzien wurden nach
Herstellerangaben angewandt.

Die densiometrische Analyse der Banden erfolgte in der ImagelLab Software. Die dabei
ermittelten Intensitaten wurden auf den auf den Western Blot aufgetragenen
Gesamtproteingehalt normalisiert. Dies  berlcksichtigt die Variationen im
aufgetragenen Volumen, wahrend der Elektrophorese und wahrend des Transfers von
Gel auf PVDF-Membran.

3.4 RNA-Isolation, Quantifizierung und Qualitatskontrolle

Die Isolation von RNA ab einer Lange von etwa 200 Nukleotiden einschlieBlich mRNA
erfolgte Uber das RNeasy Mini Kit. Die Isolation von Gesamt-RNA ab einer Lange von
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etwa 18 Nukleotide inklusive miRNA erfolgte mittels des miRNeasy Mini Kits. Im
miRNeasy Mini Kit werden die gleichen Silica-Saulen verwendet wie im RNeasy Mini
Kit, allerdings werden durch héhere Ethanol- und Salzkonzentrationen auch kleine
RNA-Spezies unter 200 Nukleotide isoliert. Es wurden beide Kits verwendet, da die
Isolationseffizienz gréBerer RNA-Molekille durch das RNeasy Kit weniger effizient ist
als die des RNeasy Kits (Eldh et al. 2012). Die Wahl des Isolationskits wurde auf die

jeweilige Analyse abgestimmt.

3.4.1 RNA Isolation aus Gewebehomogenat

Die Homogenisierung von Gewebe erfolgte durch Zugabe des RLT-Lysepuffer und
Zerkleinerung in einer Schwingmuhle. Hierzu wurde tiefgefrorenes Gewebe auf
Trockeneis zerkleinert, eine definierte Menge an abgewogen (siehe Tabelle 8) und in
einem 2 ml Eppendorf-Gefa3 mit 1 ml Lysepuffer versetzt. Fiir die Homogenisierung
von Niere und Herz wurde der RLT-Puffer mit 1 % B-Mercaptoethanol verwendet, fir
Lebergewebe der QIAzol®-Lysepuffer. Nach Zugabe von zwei 0,5 mm Edelstahlkugeln
erfolgte die Zerkleinerung flir sechs oder zehn Minuten in der Schwingmthle MM200
(siehe Tabelle 7). Nach einer Zentrifugation fir 5 Minuten bei 16000 g wurde der
Uberstand QiaShredder-Saulen
Herstellerangaben zusatzlich homogenisiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei

unter Verwendung der entsprechend den

16100 upm fiir 2 Minuten wurde der resultierende Uberstand fiir die RNA-Isolation

verwendet.

TABELLE 8: SPEZIFIKATIONEN FUR DIE RNA ISOLATION AUS GEWEBEHOMOGENAT

Volumen
Menge Parameter Gewebe RNA-
EENIEE [mg] ;.g;ls]e-Puffer Schwingmiihle | Isolation [mg]
E“Ffﬁlfappe) 70 1 ml (RLT) ox 3 min bei 30/s | 15
Herz . .
(Linker Ventrikel) | 3° 1 ml (RLT) 10 min bei 30/s | 30
Leber 65 1 ml (QIAzol®) | 2x 3 min bei 30/s | 7

Die anschlieBende RNA-Isolation aus Nieren- und Leberhomogenaten erfolgte mittels
des RNeasy Mini Kits. Dazu wurden 15 mg (Niere) oder 7 mg (Leber) Gewebe-
homogenat mit RLT-Lysepuffer (+1 % B-Mercaptoethanol) auf 350 ml aufgefillt. Nach
Zugabe von 350 pL Ethanol (70 %) und mischen mit der Pipette wurde die Probe auf
die Mini-Saulen des Kits gegeben. Die weitere Aufreinigung einschlieBlich DNase-
Verdau fir 15 Minuten erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die RNA wurde in 60 pL
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RNase-freiem Wasser eluiert. Fir die Isolation von RNA aus Herzhomogenaten wurde
das RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit einschlieBlich Proteinase K (20 mg/ml) und dem
RNase-Free DNase Set verwendet. Dabei wurden 30 mg Gewebehomogenat mit RLT-
Lysepuffer (+1% B-Mercaptoethanol) auf 450 uL aufgefiillt. Nach Zugabe von 885 puL
RNase-freiem Wasser und 15 pL Proteinase K folgte ein Proteinverdau durch
Inkubation bei 55 °C fir 10 Minuten. Nach Zentrifugation fir 3 Minuten bei 10000 g
wurde der Uberstand (ca. 1,3 ml) mit 650 pL Ethanol (100%) versetzt, mittels Pipette
gemischt und auf die Mini-Saulen gegeben. Die weitere Aufarbeitung einschlieBlich
DNase-Verdau fir 15 Minuten erfolgte nach Herstellerangaben. Die RNA wurde
ebenfalls in 60 pL eluiert. Die resultierende RNA wurde mittels NanoDrop™ und
Bioanalyzer quantifiziert, hinsichtlich ihrer Integritat geprift (Kapitel 3.4.6) und
anschlieBend bei -80 °C gelagert.

3.4.2 Isolation von Gesamt-RNA inklusive miRNA aus Gewebehomogenat

Gesamt-RNA inklusive miRNA wurde aus Gewebehomogenaten in RLT-Puffer mit dem
miRNeasy Mini Kit isoliert. Hierzu wurde das Protokoll des Herstellers modifiziert,
indem 10 mg des mittels QiaShredder Saulen homogenisierten Nierengewebes
(Kapitel 3.4.1) mit RLT-Lysepuffer (+1 % B-Mercaptoethanol) auf 150 uL aufgefallt und
mit dem finffachem Volumen QIAzol®-Puffer (700 pL) gemischt wurde. QIAZol® ist ein
Phenol/Guanidin-basierte Lysereagenz, welches sich nach Zugabe von Chloroform zu
der Probe und einer Zentrifugation in drei Phasen trennt. In der wéssrigen Phase ist die
RNA, in der Interphase ist die DNA, und in der unteren, organischen Phase sind die
Proteine enthalten. Fir die RNA-Isolation wurde lediglich die wéassrige Phase
verwendet. Da die DNA durch dieses Verfahren entfernt werden kann, wird auf einen
DNase-Verdau bei diesem Vorgehen verzichtet. Nach Inkubation fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurden 2,5 fmol des Oligonukleotids cel-miR-39-3p als , Spike-in* zur
Kontrolle der Isolationseffizienz zu der wéassrigen Phase zugesetzt. AnschlieBend
wurden 140 pyL Chloroform zugegeben und fir 15 Sekunden gemischt. Nach einer
Zentrifugation bei 4 °C und 12000 g fur 15 Minuten wurde die obere Phase mit dem
1,5-fachen Volumen Ethanol (100 %) gemischt und auf die Silica-Saulen gegeben. Das
weitere Vorgehen entsprach den Herstellerangaben. Die RNA einschlieBlich miRNA

wurde in 50 pL RNase-freiem Wasser eluiert und bei -80 °C gelagert.
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3.4.3 Isolation von RNA aus Zelllysat mit dem RNeasy Kit

Vor der Isolation von RNA-Spezies ab etwa 200 Nukleotiden aus Zellen wurde
zunachst das Medium vom Zellrasen entfernt und die Zellen mit 10 ml DPBS (mit
Magnesium und Chlorid) gewaschen. AnschlieBend wurden pro 75 cm2-
Zellkulturflasche 5 ml und pro 6-Well 1 ml RLT-Lysepuffer (+1 % B-Mercaptoethanol)
auf die Zellen gegeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lysat
wurde durch finfmaliges Ziehen durch eine 21G-Kanile homogenisiert und in ein 5 ml
Eppendorf-Gefal Uberflhrt. Das Zelllysat wurde direkt fir die RNA-Isolation verwendet
oder zur spateren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Zur RNA-Isolation wurde das
Zelllysat auf Eis aufgetaut, durch QiaShredder-Saulen nach Herstellerangaben ein
zweites Mal homogenisiert und Zelldebris durch Zentrifugation bei 16100 upm flr 2
Minuten entfernt. 860 pL des resultierenden Uberstands wurden mit dem gleichen
Volumen Ethanol (70 %) gemischt und auf die Mini-Saulen des RNeasy Mini Kits
gegeben. Die weitere Aufreinigung einschlieBlich einem DNase-Verdau fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur erfolgte nach Herstellerangaben. Die RNA wurde in 50 uL RNase-
freiem Wasser eluiert und bei -80 °C gelagert.

3.4.4 Isolation von Gesamt-RNA inklusive miRNA aus Zelllysat

Fir die Isolation von Gesamt-RNA inklusive miRNA aus Zellen wurde das Zellmedium
vom Zellrasen entfernt und die Zellen mit 10 ml 1x DPBS (mit Magnesium und Chlorid)
gewaschen. AnschlieBend wurden 5 ml oder 1 ml QIAzol®-Lysereagenz pro 75 cm?-
Flasche oder 6-Well zugegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Homogenisierung mittels Pipette wurde das Lysat in Eppendorf-GefaBe Uberfihrt und
fir 1 Minute gemischt. Das Lysat wurde direkt fur die RNA-Isolation verwendet oder zur
spateren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Die Isolation der gesamten RNA
einschlieBlich miRNA erfolgte Gber das miRNeasy Mini Kit. Hierzu wurden 700 pL
QIAzol®-Lysat 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 2,5 fmol
des Oligonukleotids cel-miR-39-3p als ,Spike-in“ zur Kontrolle der Isolationseffizienz
und 140 uL Chloroform (100 %) zugegeben und fir 15 Minuten gemischt. Nach
Inkubation bei Raumtemperatur fir 3 Minuten folgte eine Zentrifugation fir 15 Minuten
bei 12000 g und 4 °C. Die resultierende wassrige Phase wurde in ein neues
Eppendorfgefa Gberfihrt und mit dem 1,5-fachen Volumen Ethanol (100 %) versetzt.
AnschlieBend wurde die Probe auf die Mini-Sdulen gegeben und die RNA nach
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Herstellerangaben isoliert. Die RNA wurde in 40 uL RNase-freiem Wasser eluiert und
bei -80 °C gelagert.

3.4.5 Isolation von Gesamt-RNA inklusive miRNA aus Gesamturin,
Zellkulturmedium oder Exosomen

Die Isolation von Gesamt-RNA einschlieBlich miRNA aus Urin- oder Zellkulturmedium-
Exosomen sowie aus Gesamturin erfolgte durch das miRNeasy Mini Kit. Vor der
Isolation wurde der Urin 5 Minuten bei 3000 g und 10 Minuten bei 16 000 g und 4 °C
zentrifugiert. Zellkulturmedium wurde 15 Minuten bei 3000 g und 10 Minuten bei
16000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Exosomen wurden anschlieBend entsprechend
Kapitel 3.3 isoliert. Fir die RNA-Isolation wurden 200 pL Urin oder Zellkulturmedium
oder das aus dem miRCURY® Exosome Isolation Kit resultierende Exosomenpellet mit
700 uL QIAzol®-Lysereagenz versetzt. Alternativ wurden 500 pL Exosomen-Eluat aus
der SEC mit dem 3.5-fachen Volumen (1150 pL) QIAzol®-Lysereagenz versetzt. Die
Proben wurden fir 5 Sekunden unter Mischen lysiert. Nach Mischen und Inkubation far
5 Minuten bei Raumtemperatur wurden 2,5 fmol des Oligonukleotids cel-miR-39-3p als
~opike-in“ zur Kontrolle der Isolationseffizienz zugegeben. AnschlieBend wurden die
Proben mit 140 pL Chloroform versetzt und fir 15 Sekunden gemischt. Nach einer
Zentrifugation bei 4 °C und 12000 g fur 15 Minuten wurde die obere Phase mit dem
1,5-fachen Volumen Ethanol (100 %) gemischt und auf die Silica-S&ulen gegeben. Das
weitere Vorgehen entsprach den Herstellerangaben. Die Elution erfolgte in 50 L
RNase-freiem Wasser. Das Eluat wurde dabei ein zweites Mal auf die Sdule gegeben
und anschlieBend bei -80 °C gelagert. Alternativ zur miRNeasy Mini Kit-basierten
Isolation von EV-miRNA aus Urin wurde in dieser Arbeit das miRCURY® RNA Isolation
Kit — Cell & Plant verwendet. Dabei wurde das Exosomenpellet (Kapitel 3.3.2) in
350 pL Lysepuffer aufgenommen und die RNA entsprechend den Herstellerangaben
isoliert. Die RNA wurde in 50 pL RNase-freiem Wasser eluiert. Dieses Kit wurde
aufgrund der Ubernahme von Exigon A/S durch Qiagen 2018 vom Markt genommen,
weshalb fUr spéatere Arbeiten das miRNeasy Mini Kit verwendet wurde. Die
Bestimmung der Isolationseffizienz anhand von zwei ausgewahlten miRNAs und dem
Spike-in cel-miR-39-3p bestétigt dabei die Gleichwertigkeit der beiden Kits in der
miRNA-Isolation mit anschlieBender qRT-PCR basierter Quantifizierung (Anhang-
Abbildung 27).
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3.4.6 Bestimmung von RNA Konzentration, Reinheit und Integritat

Die Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der Gesamt-RNA einschlieBlich miRNA
erfolgte photometrisch durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei den
Wellenlangen 260 nm und 280 nm und durch Berechnung des Quotienten OD250/OD2g
im NanoDrop™ 2000. Eine hohe OD.g basiert auf der Prasenz aromatischer
Aminosauren und lasst somit auf Proteinkontaminationen schlieBen. Ein Quotient von
1,8 bis 2 zeigt eine RNA-Probe mit geringen bis kaum vorhandenen
Proteinkontaminationen an. Die Integritdt von mRNA wurde mittels des RNA 6000
Nano Kits im 2100 Bioanalyzer bestimmt. Diese Methode basiert auf einer
automatisierten Gelelektrophorese, bei der die RNA-Spezies in einem Mikrokanal nach
inrer GréBe aufgetrennt werden. Durch Interkalation eines Fluoreszenzfarbstoffes
werden die dabei entstehenden Gelbanden detektierbar gemacht, die GroBe der RNA-
Spezies mittels eines internen Standards bestimmt und die RNA-Menge der Probe
bestimmt. Beim RNA 6000 Nano Kit wird aus den Banden das Verhéltnis aus den
ribosomalen RNAs 28S zu 18S, die sogenannte RNA Integrity Number (RIN),
abgeleitet. Eine RIN von 9 bis 10 zeigt eine RNA mit hoher Integritat, eine niedrige RIN
eine potenzielle degradierte RNA an. Eine Quantifizierung von miRNAs aus Urin oder
Zellkulturmedium ist aufgrund der geringen Konzentration im NanoDrop™ 2000 nicht
maoglich. MiRNA-Isolationen wurden daher mittels des Small RNA Chip im 2100
Bioanalyzer quantifiziert, welcher speziell fir RNA-Spezies zwischen sechs und 150
Nukleotide entwickelt wurde und auf dem gleichen Messprinzip beruht wie das RNA
6000 Nano Kit .

3.5 Quantitative gRT-PCR

Die sogenannte quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-
PCR) dient zum Nachweis und zur Quantifizierung von RNA. Hierbei wird die RNA
zunachst sequenzunabhangig durch eine reverse Transkriptase in komplementéare
DNA (cDNA) umgeschrieben. Die reverse Transkriptase wird anschlieBend durch kurze
Erhitzung, zum Beispiel durch flinfmindtige Inkubation bei 85 °C oder 95 °C, inaktiviert.
Die synthetisierte cDNA wird danach in der quantitativen real-time PCR (qPCR) durch
eine thermostabile DNA-Polymerase und DNA-sequenzspezifische Primer in mehreren
Zyklen vervielfaltigt. Wahrend jedem Zyklus wird dabei zunachst der DNA-
Doppelstrang durch Erhitzen auf 95 °C in DNA-Einzelstrange getrennt. AnschlieBend

wird die Temperatur gesenkt, um die Primer-Hybridisierung und die davon ausgehende
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DNA-Synthese durch eine Polymerase zu ermdglichen. Am Ende eines jeden Zyklus
wird die DNA quantifiziert. Hierfir kénnen Fluoreszenzfarbstoffe, welche sich in die
DNA einlagern kénnen und dabei ihre Fluoreszenz erhdhten, oder spezielle Sonden
(Kapitel 3.5.2) verwendet werden. In beiden Fallen ist die Gesamtfluoreszenz am Ende
eines Zyklus proportional zur Menge des PCR-Produktes und zur vorhandenen cDNA.
Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz das erste Mal signifikant die
Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt, wird Schwellenwertzyklus, oder auch Ci-Wert (engl.

cycle threshold) genannt.

3.5.1 Reverse Transkription und Tagman®-basierte qRT-PCR von mRNA

mRNAs wurden mittels der Tagman®-basierten gPCR quantifiziert. Bei dieser
Technologie erfolgt die reverse Transkription unter Verwendung von RNA-
sequenzunspezifischen zufalligen Primer (engl. Random Primers) sowie der
MultiScribe™ Reversen Transkriptase. Fiir die reverse Transkription wurde das High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ohne Verwendung von RNase-Inhibitoren
nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Der Ansatz wurde wie in Tabelle 9 gezeigt
hergestellt. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Tabelle 9: Reverse Transkription und Tagman®-basierte gRT-PCR von mRNA
Reverse Transkription

Volumen [uL] | Programm
10x Reverse Transcription Buffer 5 1. 10 min bei 25 °C
25x dNTPs 2 2.2 hbei 37 °C
10x Random Primers 5 3. 5 min bei 85 °C
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 25 4. Dauerhaft 4 °C
(50 Einheiten/uL) 10,5
Wasser (RNase-frei) 25 (400 nQ)
RNA
gRT-PCR
TagMan® Gene Expression Master Mix (2x) | 5 1. 2 min bei 50 °C
TagMan® Gene Expression Assay (20x) 0,5 2. 10 min bei 95 °C
Wasser (RNase-frei) 3,4 3. 15secbei 95 °C
cDNA (20 ng/pL) 1,1 -> 1 min bei 60 °C

(40 Zyklen)

Die Besonderheit der anschlieBenden Tagman®-basierten gPCR ist die Verwendung
von sogenannten Tagman® Hydrolysesonden, welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(FAM™) am 5-Ende und einem nichtfluoreszierenden Quencher (NFQ) am 3'-Ende
versehen sind. Im Rahmen der gPCR wird im ersten Schritt die Temperatur auf 95 °C

erhdht und die doppelstrangige DNA denaturiert. In dieser Phase wird die Fluoreszenz
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des Fluoreszenzfarbstoffs der Sonde durch direkte Nachbarschaft zum Quencher
unterdriickt. Nach Senkung der Temperatur auf 60 °C erfolgt die Hybridisierung der
Primer und der Sonde an die einzelstrangige cDNA. Durch eine spezifische Tag-
Polymerase mit integrierter 5'-Endonukleaseaktivitait wird anschlieBend der
komplementare DNA Strang synthetisiert. Erreicht die Polymerase die Sonde, wird der
Fluoreszenzfarbstoff abgespalten und freigesetzt. Durch die rdumliche Distanz von
Farbstoff und Quencher steigt die Fluoreszenz im qPCR-Ansatz an. Die Freisetzung ist
dabei direkt proportional zur synthetisierten DNA-Menge. Die qRT-PCR erfolgte in 384-
Well Platten im Viia™ 7 Real-Time PCR-Gerat unter Verwendung des TagMan® Gene
Expression Master Mix und genspezifischer TagMan® Gene Expression Assays nach
Herstellerangaben. Die PCR-Reaktion wurde nach Tabelle 9 angesetzt, auf die Platte
gegeben, mit einem MicroAmp™ Optical Adhesive Film versiegelt und fiir 1 Minute bei
1400 upm zentrifugiert. Die Quantifizierung erfolgte Uber das in Tabelle 9 dargestellte
dreistufige Programm. Als passive interne Referenz wurde der Farbstoff ROX™ aus
dem TagMan® Gene Expression Master Mix verwendet.

3.5.2 LNA™-Technologie basierte reverse Transkription und SYBR®-Green
basierte qRT-PCR von miRNA

miRNAs in Fliissigkeiten und Gewebehomogenaten wurden mittels des miRCURY®
LNA™ PCR Systems quantifiziert. Dabei wird die miRNA unabhangig von ihrer
Sequenz zun&chst mit einem Poly-A-Schwanz versehen und anschlieBend durch einen
universellen cDNA Primer im Rahmen der reversen Transkription amplifiziert. Als
Qualitatskontrolle wird ein synthetischer RNA-Spike in (UniSp6) zugesetzt. Fir die
reverse Transkription wurde ein definiertes Volumen RNA, 3 uL fir die zeitgleiche
Detektion mehrerer miRNAs auf Panels und 2 uL fir die Detektion einzelner miRNAs
pro 10 uL Reverse Transkription-Reaktion, verwendet. Die resultierende cDNA wurde
1:40 (Panel) oder 1:20 (einzelne miRNAs) verdinnt (siehe Tabelle 10).

Die Quantifizierung mittels gPCR wurde in 384-Well-Platten durchgefiihrt. Es wurden
entweder individualisierte miRCURY® LNA™ miRNA PCR Panels mit 93 oder 374
miRNAs (Ratte) oder einzelne miRNA Primer verwendet. Die Panels wurden dabei
benutzerdefiniert aus miRNAs zusammengestellt, welche basierend auf publizierten
Daten eine basalen Expression in der Niere zeigen und teilweise im Kontext der
Nierenphysiologie und Nierenpathologie als verandert beschrieben wurden. Die gPCR
erfolgt unter Verwendung der QuantiNova® DNA Polymerase und von miRNA-
spezifischen Primerpaaren, welche LNA™ (Locked nucleic acids) enthalten. Diese
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modifizierten LNA™-Nukleotide sind strukturell so entworfen, dass sich deren
Hybridisierungseigenschaften und Affinitat zur komplementaren RNA-Sequenz erhdht.
Nach Amplifikation der DNA kommt es am Ende eines jeden Zyklus zur Interkalation
des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green in die doppelstrangige DNA, was eine DNA-
Quantifizierung erméglicht. Am Ende der gPCR wurde eine Schmelzkurve angefertigt.
Hierbei wurde die Temperatur kontinuierlich von 56 °C auf 95 °C erhdht. Bei einer
Temperatur spezifisch fir das PCR-Produkt kommt es zur Dissoziation des DNA-
Doppelstranges und der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Green wird freigesetzt. Dies flihrt
zu einer Absenkung der Fluoreszenzintensitat. Zeigt die Schmelzkurve mehr als ein
Signal deutet dies auf eine unspezifische Amplifikation von DNA oder Primerdimere
hin. Als passive interne Referenz wurde der Farbstoff ROX zugesetzt. Als sogenannter
Jnter plate“Kalibrator wurde UniSp3 verwendet, um die Effizienz der gRT-PCR
zwischen verschiedenen Platten zu vergleichen. Als maximaler C-Wert wurde nach
Herstellerangaben Zyklus 37 gewahlt. Bei Platten mit 93 miRNAs wurden technische
Duplikate angefertigt, wahrend bei den Platten mit 374 miRNAs eine Einzelbestimmung
erfolgte. Bei der Quantifizierung einzelner miRNAs wurden technische Triplikate
angefertigt.  Fir die  Mengenangaben der Komponenten sowie die
Temperaturbedingungen wahrend der Amplifikation der reversen Transkription und
gRT-PCR siehe Tabelle 10.

Tabelle 10: LNA™-Technologie basierte reverse Transkription und SYBR®-Green
basierte gRT-PCR von miRNA (Panel)
Reverse Transkription

Volumen [uL] | Programm

5x Reaktionspuffer 2 1. 1hbei 60 °C
Nuklease-freies Wasser 45 (3,5) (Qiagen) oder 42 °C
Enzym-Mix 1 (Exigon)
Synthetisches RNA Spike in (UniSp6) 0,5 2. 5minbei 95 °C
RNA (1:20 oder 1:40) 2 (3) 3. Dauerhaft 4 °C
gRT-PCR
miRCURY® LNA™ SYBR® PCR 5 1. 2 min bei 95 °C
Mastermix 1 2. 10secbei 95 °C >
miRCURY® LNA™ miRNA PCR Assay 4 1 min bei 56 °C
cDNA (1:20) mit ROX (125nM) (Qiagen) oder 60 °C

(Exigon) (40 Zyklen)

3. Schmelzkurve

Fir die LNA™-basierte qRT-qPCR wurden zunachst das Universal cDNA Synthesis Kit
Ilund das ExiLENT SYBR® Green Master Mix Kit der Firma Exiqon verwendet, welche
im Oktober 2017 von Qiagen Gbernommen wurde. Die Kits wurden anschlieBend unter
den Namen miRCURY® LNA™ RT Kit und miRCURY® LNA™ SYBR® PCR Kit gefihrt

und fur diese Arbeit verwendet. Lediglich eine geringe Adjustierung in dem
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Temperaturprogramm (Tabelle 10) wurde bei der Ubernahme vorgenommen, die
restlichen Parameter und Komponenten der Kits blieben unverandert.

3.5.3 Auswertung der gRT-PCR

Far die Normalisierung von miRNAs in Gewebe und Zellen wurde die AACt-Methode
gewahlt. FOr biologische Flissigkeiten einschlieBlich Urin und Zellkulturmedium
hingegen gibt es bislang noch keinen Consensus bezlglich der optimalen
Normalisierungsmethode. Dies ist unter anderem darin begriindet, dass in biologischen
Flissigkeiten bislang keine {ber verschiedene Bedingungen stabil exprimierte,
endogenen Referenzgene oder miRNAs identifiziert und validiert werden konnten
(Kapitel 1.4.3) und die AACt-Methode so nicht verwendet werden kann. Daher wurden

fur Flussigkeiten verschiedene Methoden gewahlt und verglichen.

Relative Quantifizierung von mRNA und miRNA in Gewebe und Zellen mit der
AACt-Methode:
Bei der sogenannten AACt-Methode wird die mittlere Menge der m(i))RNA eines

Zielgenes auf die mittlere Menge eines Referenzgenes normalisiert, welches konstant
im untersuchten Gewebe exprimiert wird. AnschlieBend erfolgt eine Normalisierung des
Zielgenes in der behandelten Gruppe auf die Kontrollgruppe (siehe Formel 1). Das
relative Expressionslevel gibt das relative Mengenverhaltnis von Behandlung zu
Kontrolle an, wobei ein Wert kleiner 1 eine Reduktion, und ein Wert gréBer 1 ein
Anstieg der Genexpression in der Behandlungsgruppe verglichen zur Kontrolle
bedeutet.

FORMEL 1:

AACt = (Ct(Gen) — Ct(Referenz)) — (Ct(Gen) — Ct(Referenz))

Behandelt Kontrolle

Relatives Expressionslevel = 2744Ct

Als Referenzgen fir mRNA im Gesamtgewebe oder Zellen wurde die Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Als Referenz fir miRNA wurde die
kleine nukledre RNA U6, ein konstant exprimierter Bestandteil des SpleiBosoms,

verwendet.
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Relative Quantifizierung von miRNA in Urin und Zellkulturmedium mit Spike-in
Normalisierung:
Zur Kontrolle der technischen Variabilitat wahrend RNA-Isolation und RT-qPCR wurde

das synthetische Oligonukleotid cel-miR-39-3p als Spike in-Kontrolle zugesetzt (Kapitel
3.4). Bei der relativen Quantifizierung durch Spike in-Normalisierung wird auf dieses
Oligonukleotid normalisiert (siehe Formel 2). Bei Urinproben erfolgte zusatzlich eine

anschlieBende Normalisierung auf den Kreatiningehalt im Urin (UCrea) der Probe.

FORMEL 2:
ACt = 2—(Ct(Probe)—Ct(cel—miR—39—3p))/Ucrea

Zur Berechnung des relativen Verhéltnisses zwischen Behandlung und Kontrolle wurde
das Verhaltnis der Ziel-m(i)RNA und cel-miR-39-3p der Behandlungsgruppe auf den
geometrischen Mittelwert der Verhdltnisse der biologischen Replikate der

Kontrollgruppe bezogen.

Relative Quantifizierung von miRNA in Urin und Zellkulturmedium mit der
modifizierten ACt-Normalisierung (Urin, CCM):
Bei der modifizierten ACt-Methode handelt es sich um eine Modifikation der AACt-

Methode. Hierbei wird nicht auf eine endogene oder synthetische Referenz
normalisiert, sondern ein maximaler C-Wert festgelegt (Pavkovic et al. 2014). Fir das
im Rahmen dieser Arbeit verwendete miRCURY® LNA™ SYBR® PCR Kit wird vom
Hersteller ein maximaler C; von 37 angegeben. Ci-Werte Uber 37 wurden auf 37

gesetzt.

FORMEL 3:
2—ACt — 2(37_Ct)/UCrea

Die Berechnung wurde nach Formel 3 durchgefihrt. Urinproben wurden zusatzlich auf
die entsprechenden Kreatininwerte normalisiert, wahrend dies fir Zellkulturmedium
entfiel. Zur Berechnung des relativen Verhéltnisses wurde der ACt der
Behandlungsgruppe auf den geometrischen Mittelwert aus den biologischen Replikaten

der Kontrollgruppe bezogen.

Relative Quantifizierung von miRNA im Urin mit der Globaler Mittelwert-
Normalisierung:
Die Normalisierung auf den globalen Mittelwert wurde von Mestdagh und Kollegen

eingefihrt (Mestdagh et al. 2009). Die Globaler Mittelwert-Normalisierung kann unter
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den Voraussetzungen durchgefiihrt werden, dass eine Vielzahl an miRNAs pro Probe
gemessen wurden und die meisten der gemessenen miRNAs keinen
Behandlungseffekt zeigen. Bislang gibt es noch keinen Konsensus bezlglich der
Mindestanzahl an detektierten miRNAs pro Probe. Diese Methode wurde daher
ausschlieBlich fur die Normalisierung von miRNAs im Rahmen des Profilings
verwendet, bei dem pro Probe 374 miRNAs detektiert wurden. Dies wird als

ausreichend fur diese Art der Normalisierung angesehen.

FORMEL 4
2-ACt — 9—(Ct (miRNA)—Ct (globaler Mittelwert))/ UCrea

Bei der Globaler Mittelwert-Normalisierung werden zunéchst alle miRNAs mit einem C;
gréBer 37 aus dem Datensatz entfernt. AnschlieBend wird der arithmetische Mittelwert
aller restlichen miRNAs pro Probe gebildet. Der Mittelwert wird von den einzelnen
miRNAs der Probe nach Formel 4 abgezogen. Das Ergebnis fir Urinproben wird
zuletzt auf den entsprechenden Kreatiningehalt des Urins normalisiert. Zur Berechnung
des relativen Verhdltnisses wurde der ACt der Behandlungsgruppe auf den
geometrischen Mittelwert aus den biologischen Replikaten der Kontrollgruppe

bezogen.

Statistische Analyse und Identifikation signifikant deregulierter miRNA:

In allen Versuchen wurde der maximale C; Wert entsprechend der Herstellerangaben
auf 37 Zyklen festgesetzt. MiRNAs, welche in Gber 50 % der gemessenen Proben
Ci-Werte Uber 37 zeigten, wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Die restlichen
miRNAs wurden nach den oben beschriebenen Methoden ausgewertet und mittels der
Genedata Software und GraphPad Prism 8 Software statistischen Tests unterzogen.
Wurden zwei Proben oder Zeitpunkte hinsichtlich der Signifikanz potenzieller Effekte
untersucht, wurde ein multipler t-Test einschlieBlich Korrektur mittels False discovery
rate (FDR) durchgefiihrt. Fir die Analyse von mehr als zwei Proben wurde je nach
zugrundeliegendem Datensatz eine zweifache Varianzanalyse (Kapitel 3.8.3)
einschlieBlich Korrektur mittels FDR durchgefihrt. Eine EffekigréBe von mindestens 2
(Urin, Zellkulturmedium) oder 1,5 (Zellen) und ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als ein
signifikanter Effekt gewertet.
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3.6 miRNA-Quantifizierung im Gewebe mithilfe der Nanostring®-Plattform

Zusatzlich zur qPCR wurden miRNAs im Nierengewebe durch die Nanostring®-
Plattform quantifiziert. Hierzu wurde das nCounter® Rat v1.5 miRNA Gene Expression
Panel mit insgesamt 420 miRNAs verwendet. Die Nanostring®-Technologie basiert auf
der Hybridisierung der Ziel-miRNA mit einer spezifischen Capture- und einer Reporter-
Sonde. Die Capture-Sonde tragt dabei ein 3'-Biotin-Label. Die Reporter-Sonde ist am
5'-Ende mit einem Barcode bestehend aus sechs komplementaren RNA-Segmenten
versehen. Diese RNA-Segmente sind mit je einem aus vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Abfolge der Fluoreszenzfarbstoff-Modifikationen
ist dabei spezifisch fur die Ziel-RNA. Zunachst wird nun die Probe mit den
Reportersonden gemischt und es erfolgt eine Hybridisierung der beiden, wenn die
Sequenz komplementér ist. Entstandene Hybride werden anschlieBend isoliert und
Uber das Biotin-Label der Capture-Sonden auf einer Oberflache immobilisiert. Eine
Quantifizierung erfolgt durch Detektion der Barcodes mittels eines automatisierten
Fluoreszenzmikroskops. Die Detektion und Quantifizierung wurde nach
Herstellerangaben von Dr. Mira Pavkovic und Kollegen durchgefiihrt. Die
Detektionsgrenze wurde auf 20 Counts gesetzt. Die absoluten miRNA Mengen wurden
auf den Mittelwert der vier Referenzgenen B2-Mikroglobulin (B2m), GAPDH, Rezeptor-
like Protein 19 (RIp19) und B-Aktin (Actb) normalisiert. AnschlieBend wurde die relative
Expression zwischen Krankheitsmodell und Kontrolle berechnet und mit einem
multiplen t-Test einschlieBlich Kontrolle durch die FDR auf statistische Signifikanz

getestet. Ein Effekt von mindestens zweifach wurde als signifikant eingestuft.

3.7 Funktionelle Annotation von miRNAs und Ziel-mRNA Vorhersage

Signifikant veranderte miRNAs wurden anhand einer manuellen Literaturrecherche
(Pubmed, Google Scholar) sowie mithilfe der IPA-Software und der TAM 2.0
Webapplikation (Li et al. 2018a) annotiert. Zum einem wurden die miRNAs in IPA einer
sogenannten Core Analysis unterzogen. Die IPA-Software ist eine webbasierte
Applikation zur Analyse, Integration und Interpretation von Genexpressions- und
Proteom-Analysedaten. Die Daten werden hierzu in Form von relativen Mengen
beziehungsweise Verhéltnissen in das Programm geladen, wobei zuvor Mittelwerte der
biologischen und technischen Replikate berechnet wurden. Bei der Core Analyse
werden ausgehend von einer internen Datenbank, der Ingenuity Knowledge Base,

Ubergeordnete Regulatoren wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, beeinflusste
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Signalwege sowie biologische und toxikologische Funktionen der Gene und miRNAs in
dem zu analysierenden Datensatz identifiziert. Die Ergebnisse wurden dabei auf
experimentell beobachtete Beziehungen von miRNAs zu den vorhergesagten
Parametern beschrankt. Flr die Interpretation der Core Analyse wurde der Fokus auf
die Vorhersage von sogenannten Bio- und Tox-Funktionen gelegt. Diese Parameter
geben eine Vorhersage darlber, welche Effekte die Genexpressions- oder miRNA-
Veranderungen mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit, ausgedrlckt in Form eines p-
Wertes, auf physiologische und pathologische Prozesse im Organismus haben
kénnen. Zusatzlich wurden durch Verwenden des sogenannten MicroRNA Target
Filters in IPA mRNAs vorhergesagt, die von den deregulierten miRNAs potenziell
gebunden und somit abgebaut werden kénnten. Diese Vorhersage kann die mbglichen
Effekte der miRNAs auf die Genexpression exponierter Zellen identifizieren. Die
identifizierten mMRNAs wurden im Folgenden einer erneuten Core Analyse (vide supra)
unterzogen. Alle Ergebnisse wurden dabei auf experimentell beobachtete Beziehungen
oder Beziehungen mit hoher Wahrscheinlichkeit von mRNAs zu den vorhergesagten
Parametern, auf das Organ Niere und die Spezies Ratte beschrankt.

3.8 Mikroarray-basierte Genexpressionsanalysen

Mikroarrays werden zur Quantifizierung der Expression einer groBen Anzahl an Genen
in Geweben oder Zellen verwendet. Genexpression wird hierbei anhand des m(i)RNA-
Levels bestimmt, welches die Transkriptionsrate der Gene wiederspiegelt. Bei den in
dieser Arbeit verwendeten Affymetrix-Chips werden die m(i)RNA Level quantifiziert,
indem sie sequenzabhangig an 25 Nukelotiden lange, komplementare Oligonukleotide
auf die Oberflache der Arrays binden. Ein Gen wird hierbei meist durch mehrere
Oligonukleotide reprasentiert, welche verschiedene Abschnitte der Gensequenz
abbilden. Die hier verwendeten Clariom™ D-Chips fiir Ratten enthalten iber 214.000

Transkipte.

3.8.1 Bestimmung der Genexpression in Gewebehomogenaten mittels
Mikroarrays

Im Rahmen der Mikroarray-basierten Genexpressionsanalyse wurde zunachst die RNA
aus dem untersuchten Gewebe oder Zellen isoliert (Kapitel 3.4) und mittels reverser
Transkription in cDNA umgeschrieben, bei der ein T7-Promotor in das cDNA Produkt

eingebaut wird. In der anschlieBenden in vitro-Transkription (IVT) wird die cDNA
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ausgehend vom T7-Promotor in amplifizierte RNA (aRNA) umgeschrieben, wobei
Biotin-markierte Nukleotide in die aRNA eingebaut werden. Es folgt eine erneute
reverse Transkription, diesmal in einzelstrangige cDNA. Nach anschlieBender
Fragmentierung der cDNA werden die RNA-Fragmente an die Oligonukleotide des
Affymetrix-Chips hybridisiert. Die Detektion erfolgt Gber den Fluoreszenzfarbstoff
Phycoerythrin, welches Uber Streptavidin an die Biotin-modifizierten Nukleotide der aus
der aRNA synthetisierten cDNA bindet. Die Prozessierung der RNA fiir die Mikroarray-
Hybridisierung erfolgte mittels des GeneChip® WT Plus Kits. Die Durchfiihrung sowie
die Kriterien bei der Qualitatskontrolle richteten sich bei allen Schritten nach den
Angaben des Herstellers.

Reverse Transkription

Im Rahmen der reversen Transkription wurde die RNA mit Primern versehen, welche
eine T7 Promotorsequenz enthalt. Die resultierende einzelstrangige cDNA besitzt eine
T7-Promotorsequenz am 5°-Ende. In einem zweiten Schritt wurde der komplementére
Strang synthetisiert, sodass eine doppelstrangige cDNA entsteht. In die in Tabelle 11
beschriebene Reaktion wurden 100 ng RNA eingesetzt. Es wurde ausschlieBlich RNA
mit einer A260/280 Ratio von 1,7 bis 2,1 und einer RIN von Uber 8,5 verwendet. Zur
RNA wurden eine PolyA-Kontrolle (1:100000 Verdinnung der Stammldsung)
zugesetzt. Die Poly-A Kontrolle dient als Kontrolle des spateren Labeling-Schrittes
(Kapitel 3.8.2). Parallel zu den Proben wurde zur Qualitatskontrolle eine Kontroll-RNA
aus dem Kit (1 mg/ml total-RNA aus HelLa Zellen) mitgefihrt. Alle Schritte wurden auf
Eis durchgeflhrt.

Tabelle 11: Reverse Transkription fir Mikroarrays

Einzelstrang-Synthese Doppelstrang-Synthese
3 uL RNA 10 uL Einzelstrang-cDNA
+ 2 pL Poly-A Kontrolle + 18 pL Second-strand Puffer
+ 4 uL First-strand Puffer + 2 uL Second-strand Enzym
+ 1 pL First-strand Enzym
1. 1hbei25°C 1. 1hbei16 °C
2. 1hbeid2 °C 2. 10 min bei 65 °C
3. 10 min bei 4 °C 3. 10 minbei 4 °C

in vitro-Transkription und zweite reverse Transkription
Wahrend der anschlieBenden in vitro-Transkription wurde aus der doppelstrangigen
cDNA die komplementdre RNA (cRNA) synthetisiert und diese mittels der T7 RNA-

Polymerase amplifiziert. Der entsprechende Mastermix (Tabelle 12) wurde bei
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Raumtemperatur angesetzt. Das Produkt der Doppelstrangsynthese wurde vor Zugabe
fr 5 Minuten auf Raumtemperatur gebracht.

AnschlieBend wurde die cRNA mittels magnetischen Purification beads gereinigt, um
Enzyme, Salze, anorganische Phosphate und nicht eingebaute Nukleotide der
vorherigen Syntheseschritte zu entfernen. Unter Verwendung eines Magnet Stands
wurden die RNA dreimal mit Ethanol (80% in Wasser) gewaschen und anschlieBend in
65 °C warmen, RNase-freiem Wasser eluiert. Die Qualitdt der RNA wurde mittels des
RNA6000 Nano Kits und dem Nanodrop™ (Kapitel 3.4.6) bestimmt. AnschlieBend
wurde diese RNA in einzelstrangige cDNA umgeschrieben und die restliche cRNA
durch einen Verdau mit RNase H entfernt (Tabelle 11). Die cDNA wurde analog zur
cRNA (vide supra) durch magnetische Purification beads gereinigt. Abweichend von
der cRNA-Aufreinigung wurde hier Ethanol (100%) vor der Aufreinigung zugegeben.
Die Qualitat der DNA wurde erneut mittels Nanodrop™ bestimmt.

Tabelle 12: In vitro- und reverse Transkription fiir Mikroarrays
In vitro Transkription — RNA Synthese Reverse Transkription — DNA Synthese

(1)

30 pL Doppelstrang-cDNA 24 uL cRNA (15ug9)

+ 24 uL IVT Puffer + 4 uL 2-Cycle Primer

+ 6 yL /VT Enzym
4. 16h bei 40 °C 4. 5minbei 70 °C
5. Dauerhaft 4 °C 5. 5minbei 25 °C

6. 2minbei 4 °C
Reverse Transkription — DNA Synthese | Hydrolyse mit RNase H

(I1)

28 UL 2"-Cycle Ansatz 40 pL 2™-Cycle ss-cDNA Ansatz
+ 8 UL 2"-Cycle ss-cDNA Puffer + 4 pL RNase H
+ 4 uL 2"-Cycle ss-cDNA Enzym

6. 10 min bei 25 °C 7. 45 min bei 37 °C

7. 90 min bei 42 °C 8. 5 min bei 95 °C

8. 10 min bei 70 °C 9. 2minbei 4 °C

9. 2minbei 4 °C

Fragmentierung und Hybridisierung

Vor der Hybridisierung der Proben auf den Chip wurde die cDNA durch die Enzyme
Uracil-DNA-Glykosylase und Apurin/Apyrimidin-Endonuklease-1 an den in den
vorherigen Schritten eingebauten dUTP Bereichen der DNA fragmentiert. Dadurch wird
die Bindung der DNA an die immobilisierten Oligonukleotide des Mikroarray-Chips
erhéht. AnschlieBend wurden die Fragmente durch die terminale Desoxynukleotidyl-

Transferase mit Biotin-konjugiertes Labelingreagenz markiert.
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Tabelle 13: Fragmentierung, Markierung und Hybridisierung der DNA fiir Mikroarrays

Fragmentierung der cDNA Markierung der cDNA
31.2 uL cDNA (5.5ug) 45 pL fragmentierte cDNA
+ 10 pL RNase-freies Wasser + 12 pL 5x TdT Puffer
+ 4,8 uL 10x cDNA Fragmentation Buffer + 1 pL DNA Labeling Reagent (5mM)
+ 1 pL UDG (10 U/pL) + 2 pL TdT (30 U/uL)
+ 1 yL APE1 (1 000 U/uL)
10.1 h bei 37 °C 13.1 hbei 37 °C
11.2 min bei 93 °C 14. 10 min bei 70 °C
12. 2 min bei 4 °C 15.2 min bei 4 °C
Hybridisierungsmix

56,7 uL markierte, fragmentierte cDNA (5,2ug)
+ 3.7 uL Control Oligonucleotide B2 (3nM)

+ 11 pL 20x Hybridization Controls

+ 110 pL 2x Hybridization Mix

+ 15,4 yL DMSO

+ 19,9 uL RNase-freies Wasser

Fur die Hybridisierung wurden die Kits GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit
und GeneChip® Expression 3'-Amplification Reagents Hybridization Control Kit
verwendet. Die Reaktionsansatze sind in Tabelle 13 dargestellt.

Der Hybridisierungsmix wurde bei Raumtemperatur angesetzt. Die Hybridisierungs-
kontrolle diente dabei zur Qualitatssicherung der Hybridisierung sowie Wasch- und
Farbeschritte. Das B2 Kontroll-Oligo wird fur die spéatere Bildanalyse bendtigt. Die
Hybridisierung der fragmentierten cDNA auf die Oligonukleotide des Mikroarrrays
erfolgte nach Inkubation des Hybridisierungsmixes bei 99 °C und 45 °C fir je 5 Minuten
durch Befiillen der rattenspezifischen Clariom™ D-Chips mit dem Mix und Inkubation
flir 16 h bei 45 °C im Hybridisierungsofen bei 60 upm.

Waschen, Farben und Scannen

Das Waschen, Farben und Scannen der hybridisierten Clariom™ D-Chips erfolgte an
einer GeneChip® Flucidics Station 450 nach dem Protokoll ,Prime_450“. Hierfir wurde
das GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit verwendet. Beim Farben wurde
zunachst mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin gekoppeltes Strepatividin
zugegeben. Ein zusétzlich verwendeter Antikbrper mit Bindungsaffinitdt zu
biotinyliertem Streptavidin verstarkt anschlieBend das Signal. Die Quantifizierung
erfolgt im GeneChip® Scanner 3000, in dem ein Argon-Laser das Phycoerythrin anregt
und die Emission bei 570 nm misst.
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3.8.2 Qualitatskontrolle und Prozessierung der Genexpressionsdaten mittels
Genedata

Die Qualitatskontrolle der Mikroarrays erfolgte mittels der Transcriptome Analysis
Console (TAC) Software und der Genedata Sofware. In der TAC-Software wird die
Effizienz des Biotin-Labeling und der Hybridisierung basierend auf den in den
jeweiligen Schritten verwendeten Kontrollen Uberprift. Bei der Labeling-Kontrolle wird
ein Poly-A RNA Mix aus verschiedenen synthetisch hergestellten B.subtilis Genen (lys,
phe, thr, und dap) in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Diese Kontrollen
durchlaufen parallel zu den Proben den gesamten Prozess der IVT, reversen
Transkription, Hydrolyse sowie Fragmentierung und Markierung der DNA und dienen
als interne Kontrollgene. Diese vier Gene mussen auf den Chips ihren Konzentrationen
entsprechenden Intensitdten detektiert werden. Die Hybridisierungskontrolle besteht
aus AFFX-r2-Ec-BioB, AFFX-r2-Ec-BioC, AFFX-r2-Ec-BioD und AFFX-r2-P1-Cre. Bei
erfolgreicher Hybridisierung auf den Mikroarray-Chip erzeugen diese vier
Oligonukleotide definierte, von ihrer Konzentration abhangige Signalintensitaten.
Zusatzlich gibt eine Hauptkomponentenanalyse (HKA) Aufschluss Uber die Variabilitat
der gesamten Genexpression zwischen den Chips. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die vom Herstelle empfohlenen Schwellenwerte fir die Qualitatskontrolle verwendet.
Die Rohdaten der Clariom™ D-Mikroarrays wurden mittels der Genedata-Software
prozessiert. Die zentralen Schritte sind hierbei eine GCCC Normalisierung und SST
Skalierung, eine Diagnose der Qualitat, ein Kondensierungsschritt und die Berechnung
eines Referenz-Chips. Wie bereits beschrieben wird auf Mikroarray-Chips ein Gen
durch mehrere Oligonukleotide bestimmt. Bei der Kondensierung werden die
Signalintensitaten pro Gen unter der Berlcksichtigung der Hintergrundhybridisierung
mittels des RMA-Algorithmus zusammengefasst. Dabei wird ein p-Wert berechnet,
welcher die Wahrscheinlichkeit anzeigt, mit welcher ein Gen Uber das reine
Hintergrundrauschen hinaus exprimiert ist. Es folgt eine Quantil-Normalisierung
(Kapitel 3.8.3), bei der die Intensitat aller Chips so normalisiert wird, dass die Chips
untereinander vergleichbar sind. Technische Variabilitdt, welche zum Beispiel
unterschiedliche mittlere Intensitdten der Chips unabhangig von der Expression
einzelner Gene erzeugt, wird Uber diese Methode eliminiert. Zuletzt erfolgt noch die
Berechnung eines virtuell bestimmten Referenzchips. Im Rahmen dieser Arbeit werden
die Genexpressionsprofile der hier vernwendeten Tiermodellen mit publizierten Daten
anderer Tiermodelle verglichen. Und dies zu ermdglichen, wurden Rohdaten far
Mikroarray-basierten ~ Genexpressionsprofilen  fir  Glomerulonephritis-induzierte
Nierenschaden (Pavkovic et al. 2015a), AA-induzierte Nierenschaden (Su et al. 2011)
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und humaner DN (Woroniecka et al. 2011) von der Gene Omnibus Internetseite
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) heruntergeladen und mittels Genedata prozessiert.
Die Publikationen von Pavkovic und Kollegen und Su und Kollegen basierten auf
RAE230 2.0 Affymetrix Chips wahrend fir die Erhebung der Humandaten der Chip HG-
U133A 2.0 verwendet wurde. Da es sich in beiden Féallen um &ltere Mikroarray Chips
handelt, wurde ein anderes Prozessierungsschema verwendet. Dabei wird keine
GCCC Normalisierung und SST Skalierung durchgefihrt und fiir die Kondensierung
anstelle des RMA-Algorithmus der MAS 5.0-Algorithmus verwendet.

3.8.3 Statistische Analyse und Darstellung der Genexpressionsdaten

Die statistische Auswertung und Darstellung der Genexpressionsdaten erfolgte in der
Genedata Software. Hierzu wurde ein Schwellenwert von 20 angelegt. RNA welche mit
einer geringeren Intensitét detektiert wurden, wurden von der statistischen Analyse
ausgeschlossen.

Box Plot-Darstellung und Quantil-Normalisierung

Die Box Blot-Darstellung wurde verwendet, um die absoluten Genexpressionsdaten
der einzelnen Proben visuell vergleichen zu kdnnen. Bei dieser Darstellung wird der
Median aller Daten berechne sowie der Bereich gekennzeichnet, in dem 50 % der
Daten liegen. Wéhrend der Median innerhalb der Box liegt, zeigen die obere und die
untere Abgrenzung das obere und untere Quantil an. An der H6he der Box kann die
Streuung im Datensatz abgelesen und zwischen den Proben verglichen werden. Die
Varianz kann dabei auf technische Abweichungen zum Beispiel wahrend dem Labeling
oder auf verschiedene RNA-Konzentrationen zurtckgefihrt werden. Um diese Varianz
zu eliminieren, wurden die Daten einer Quantil-Normalisierung unterzogen. Bei der
Normalisierung werden unter der Annahme, dass die Verteilung der Genexpression in
den Proben in etwa gleich ist und ein GroBteil der Gene zwischen den getesteten
Bedingungen unveréndert sind, die Quantile einschlieBlich Median zwischen den
Proben angeglichen. Diese Art der Normalisierung wird haufig in Mikroarray-Studien
verwendet. Dabei wurde beachtet, dass fiir jeden verwendeten Datensatz eine eigene
Quantil-Normalisierung durchgefiihrt wird, da eine gemeinsame Normalisierung von
Daten, welche getrennt voneinander generiert wurden, zu einer Verzerrung der

Ergebnisse flihren kann (Zhao et al. 2020c).
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Hauptkomponentenanalyse

Die HKA, englisch principal component analysis oder PCA, ist ein multivariantes
statistisches Verfahren. Sie dient dazu die wichtigsten Informationen im Datensatz zu
extrahieren und mdglichst viele der darin enthaltenen Variablen zu sogenannten
Hauptkomponenten (HK) zusammenzufassen. Die HKs werden dabei so gewahlt, dass
sie einen moglichst groBen Teil der Varianz im Datensatz erklaren. Dargestellt wird das
Ergebnis in einem dreidimensionalen Raum, wobei die drei Dimensionen die drei
wichtigsten HK darstellen. Desto ndher die einzelnen Proben in diesem
dreidimensionalen Raum beieinander liegen, desto &hnlicher sind die
zugrundeliegenden Genexpressionsprofile.

Statistische Auswertung

Fur den Vergleich von zwei Gruppen wurde der Welch-Test, eine modifizierte Variante
des t-Tests, verwendet. Der Welch-Test ist eine statistische Methode, bei der
vergleichbar zum t-Test untersucht wird, ob die Unterschiede zwischen zwei Gruppen
statistisch signifikant sind. Der Welch-Test wurde dem t-Test bei der Auswertung der
Genexpressionsdaten vorgezogen, da bei Mikroarray-Experimenten meistens nicht von
einer gleicher Varianz in allen Datensatzen ausgegangen werden kann und daher der
normale t-Test nicht verwendet werden sollte. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde
parallel der fir Mikroarrays entwickelte limma-moderated t-Test durchgefiihrt, welcher
die identische Gruppe deregulierter Gene identifizierte. Wurden mehr als zwei Gruppen
verglichen und auf Signifikanz der Genexpressionsanderungen geprift, wurde die
Varianzanalyse (englisch: n-way Analysis of variance, oder n-way Anova) verwendet.
Die Varianzanalyse ist ein statistisches Verfahren, bei dem untersucht wird ob Effekte
mehrerer Parameter in mehr als zwei Gruppen signifikant sind. Gepruft wird hierbei, ob
die Varianz innerhalb einer Gruppe Kkleiner ist als die Varianz zwischen den
analysierten Gruppen. Ahnlich zum p-Wert des Welch- oder t-Test gibt der
resultierende Benjamini-Hochberg (BH) g-Wert ein MaB fur die Signifikanz der
beobachteten Effekte zwischen den Gruppen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde vor
allem die zweifache Varianzanalyse (2-way Anova) verwendet, bei dem die Parameter
Loehandelt“ beziehungsweise ,fettleibig“ oder ,gesunde Kontrolle* und ,Alter analysiert
wurden. Fir die Annotationen der Genexpressionsprofile in den hier analysierten
Tiermodellen wurden Schwellenwerte von p < 0,001 (Welch-Test) und BH-g < 0,005
(Anova) gewahilt.
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Berechnung von EffektgréBen

Nach Bestimmung der statistischen Signifikanz zwischen zwei oder mehr Gruppen
wurde fir die signifikant veranderten Gene eine relative Datennormalisierung, das
heiBt eine Berechnung der GrdoBe der Unterschiede, durchgefihrt. Hierzu wurde unter
Verwendung der absoluten Werte das Verhéltnis zwischen der Genexpression in der
Gruppe der behandelten oder kranken Tiere und der Genexpression in der
entsprechenden Kontrolle berechnet. Ein relatives Verhaltnis von 0,5 bedeutet eine
Reduktion der Genexpression in der einen Gruppe verglichen zur Kontrolle um 50%.
Ein relatives Verhéltnis von 2 bedeutet eine zweifach héhere Genexpression relativ zur
Kontrolle. Ein relatives Verhéltnis = 1,7 wurde als relevant betrachtet.

Hierarchische Clusteranalyse und Heatmap-Darstellung

Nach statistischer Analyse wurde die Genexpression einer hierarchischen
Clusteranalyse, auch hierarchischem Clustering genannt, unterzogen. Bei dieser
Analyse wird die Ahnlichkeit von Genexpressionsprofilen bestimmt. Gene mit einem
sehr ahnlichen relativen Verhéltnis werden in rdumlicher Nahe dargestellt, wahrend
Gene mit unterschiedlichen Profilen in den analysierten Proben weiter voneinander
entfernt liegen. Die Berechnung basierte in dieser Arbeit auf der Berechnung der
euklidischen Entfernung. Das Ergebnis wurde in Form von sogenannten Heatmaps
(englisch fur ,Hitzekarten) dargestellt, der die zuvor berechneten relativen
Verhaltnisse der einzelnen Gene zugrunde liegen. Gene mit einem relativen Verhaltnis
Uber 1 werden in rot dargestellt, wahrend ein relatives Verhaltnis zwischen 0 und 1 in
grun dargestellt wird. Durch die Kombination der Heatmap-Darstellung mit einer
hierarchischen Clusteranalyse werden Gene mit einem &hnlichen Expressionsprofil
und relativen Verhéltnis direkt untereinander angezeigt, wahrend Gene mit
unterschiedlichen Profilen und relativen Verhaltnissen und weiter

auseinanderliegenden Bereichen der Heatmap dargestellt werden.

3.8.4 Interpretation der Genexpressionsprofile

Far die Interpretation der Genexpressionsprofile wurden neben einer manuellen
Literaturrecherche mit den Suchmaschinen PubMed, Google und Google Scholar
verschiedene bioinformatische Analyseprogramme wie der IPA-Software und der TXG-
MAPr Webapplikation verwendet.

-57 -



3. METHODEN

Die Hintergrinde der IPA-Software wurden bereits in Kapitel 3.7 erlautert. Fir die
Analyse der Genexpressionsprofile wurde im Rahmen der Core Analyse zusatzlich zu
den Bio- und Tox-Funktionen Ubergeordnete Regulatoren wie zum Beispiel
Transkriptionsfaktoren vorhergesagt, welche verantwortlich fiir die im Datensatz
beobachteten Genexpressionsveranderungen sein kénnten. Zudem wurden
Signalwege aus den Genexpressionsdaten abgeleitet, die basierend auf den
Genexpressionsdaten mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit p aktiviert oder inhibiert
sind. Hierzu wurde der Aktivierungswert z berechnet, wobei ein negativer Wert eine

Inhibition bedeutet und ein positiver Wert eine Aktivierung.

Die TXG-MAPr (englisch: toxicogenomic module association with pathogenesis)
Webapplikation wurde verwendet, um die Genexpressionsdaten einer sogenannten
Analyse des gewichteten Korrelationsnetzwerks, in Englisch ,weighted gene co-
expression network analysis® (WGCNA) zu unterziehen. Die WGCNA ist eine
bioinformatische Analysemethode, bei der Gene entsprechend ihrer Ko-Expression in
sogenannte Module oder Netzwerke zusammengefasst werden (Liang et al. 2020).
Haufig werden dadurch Gene in einem Modul zusammengefasst, welche eine ahnliche
biologische Funktion erflllen. Dargestellt werden diese Module durch eine
hierarchische Clusteranalyse und den Parameter EGS (englisch: Eigengene score).
Der EGS wird berechnet indem fiir alle Gene eines Moduls eine HKA durchgefihrt
wird. Die erste HK, die die groBte Variabilitat innerhalb des Moduls beschreibt, wird als
reprasentative Darstellung des zugrundeliegenden Genexpressionsprofiles, als
sogenannter EGS-Score, verwendet. In der TXG-MAPr Webapplikation wurde die
WGNCA verwendet, um fir Genexpressionsdaten bekannter Nieren- und Lebertoxine
Module zu berechnen. Diese Module wurden anschlieBend mit histopathologischen
Befunden Kkorreliert, welche in den dazugehérigen Studien beobachtet wurden
(Sutherland et al. 2018). Zur Analyse und Interpretation neuer Datensatze kdnnen
diese in die TXG-MAPr Webapplikation hochgeladen werden. Der Vergleich des
Datensatzes mit den durch Leber- und Nierentoxin-assoziierte Genexpression
vordefinierten Modulen ermdglicht im Anschluss die biologische und toxikologische
Interpretation und Identifikation  zugrundeliegender = Pathomechanismen im
hochgeladenen Datensatz.

-58 -



4. ERGEBNISSE

4. Ergebnisse

4.1 Histopathologische Analyse und klinisch-chemische Untersuchung

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Analyse von miRNAs im Urin als neue potenzielle
Biomarker fir CKD. Hierfir wurden ZSF1- und mRenTG-Ratten verwendet, bei denen
es sich um haufig eingesetzte Tiermodelle fir MetS- und DN-assoziierte, sowie
Bluthochdurch-induzierte CKD handelt. MRenTG-Ratten, welche durch erhéhte Renin-
Aktivitdt gekennzeichnet sind, wurden entweder mit dem ACE-Hemmer Captopril
behandelt, um den Folgen der Reninlberexpression entgegenzuwirken, oder mit dem
eNOS-Inhibitor L-NAME behandelt, welcher schédliche Effekte der Renin-
Uberexpression einschlieBlich die CKD verstarkt (siehe auch Kapitel 3.1.2 und
Abbildung 13). Um zu zeigen, dass Veradnderungen der miRNAs in einem
Zusammenhang mit ausgepragter Nierenschadigung stehen, wurden der Grad und die
Art der Nierenschadigung in beiden Tiermodellen mittels histopathologischer Analyse
bestimmt. Des Weiteren wurden klassische Marker und neuere Proteinbiomarker fur
Nierenschadigung und Nierenfunktion im Urin beider Tiermodelle quantifiziert. Diese
Daten sollen unter anderem zeigen, ob die potenziellen miRNA-Biomarker
physiologische und pathophysiologische Veranderungen der Niere sensitiver anzeigen
kénnten als etablierte Biomarker. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die hier
verwendeten Tiermodelle hinsichtlich ihrer Genexpression in weiteren Organen mit
vermuteter zentraler Rolle in der Pathogenese zu charakterisieren. In fettleibigen
ZSF1-Tieren ist dies die metabolisch aktive Leber, welche unter anderem zu einem
veranderten Lipidstoffwechsel beitragen kann, wahrend in mRenTG-Ratten vor allem
das Herz durch den mechanischen Stress des Bluthochdruckes beeinflusst sein
kénnte. Daher wurden zusatzlich zur Niere in ZSF1-Ratten die Leber und in mRenTG-

Ratten das Herz histopathologisch untersucht.

4.1.1 Histopathologische Untersuchungen von Niere und Leber in ZSF1-Ratten

Zur Bestimmung der Art und des Grades der Organschadigung wurden Niere und Herz
in 26 Wochen alte ZSF1-Ratten einer histopathologischen Untersuchung unterzogen.
Reprasentative H&E-Farbungen der Niere und Leber sind in Abbildung 4 dargestellt. In
der Niere von fettleibigen ZSF1-Ratten wurden eine Infiltration von mononuklearen
Zellen, Glomerulopathie sowie eine schwere tubuldre Schadigung einschlieBlich
Tubulus-Dilatation, Proteinzylinder und moderate bis schwere tubuldre Degeneration

festgestellt (Abbildung 4b). Die Infiltration mononuklearer Zellen war dabei spezifisch
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fir das ZSF1-Rattenmodell und wurde nicht im mRenTG-Modell beobachtet (siehe
4.1.2). In den Nieren schlanker ZSF1-Kontrolltiere wurden keine histopathologischen
Veranderungen beobachtet (Abbildung 4a). Die Veranderungen in fettleibigen, 26
Wochen alten ZSF1-Ratten entsprachen insgesamt einer ausgepragten
Nierenschadigung des Glomerulus und Tubulus mit paralleler renaler Entz(indung.

¢) ZSE1-Kontrolle (Leber)

ABBILDUNG 4: HISTOPATHOLOGISCHE BEFUNDE IN NIERE UND LEBER VON 26 WOCHEN ALTEN
FETTLEIBIGEN UND SCHLANKEN ZSF1-RATTEN.

Reprasentative FFPE-Gewebeschnitte nach H&E Farbung. a) Niere schlanker ZSF1-
Kontrolltiere. b) Niere fettleibiger ZSF1-Ratten. c) Leber schlanker ZSF1-Kontrolltiere. d) Leber
fettleibiger ZSF1-Ratten. 1 = Mononukleares Zellinfiltrat. 2 = Glomerulopathie. 3 = Tubulus-
Dilatation und Proteinzylinder. 4 = Moderate bis schwere tubuldre Degeneration. 5 = Moderate
zentrilobulare Vakuolisierung der Hepatozyten. MaBstab: 50 um.

Die Leber fettleibiger ZSF1-Ratten zeigte eine moderate, zentrilobuldre Vakuolisierung
der Hepatozyten sowie eine allgemeine hepatozelluldre Hypertrophie (Abbildung 4d).
Diese oder andere histopathologischen Verdnderungen konnten in den gesunden
Kontrolltieren nicht beobachtet werden (Abbildung 4c). Die Befunde in 26 Wochen
alten, fettleibigen ZSF1-Ratten entsprachen dem Bild einer ausgepragten
Hepatosteatose, auch Fettleber genannt.
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4.1.2 Histopathologische Untersuchungen von Niere und Herz in mRenTG-Ratten

MRenTG-Ratten wurden nach achtwéchiger Behandlung mit Captopril (Kontrollgruppe)
oder L-NAME (Krankheitsmodell) einer histopathologischen Untersuchung von Niere

und Herz unterzogen.

ABBILDUNG 5: HISTOPATHOLOGISCHE BEFUNDE IN NIERE UND HERZ VON MRENTG-RATTEN
NACH ACHTWOCHIGER BEHANDLUNG MIT CAPTOPRIL ODER L-NAME.

Reprasentative FFPE-Gewebeschnitte nach H&E-Farbung (Niere) oder Sirius Red/Fast Green-
Farbung (Herz). a) Niere von mRenTG-Ratten nach Captopril-Behandlung (30 mg/kg). b) Niere
von mRenTG-Ratten nach Behandlung mit L-NAME (30 mg/L). c) Herz von mRenTG-Ratten
nach Captopril-Behandlung. d) Herz von mRenTG-Ratten nach Behandlung mit L-NAME
(30 mg/L). 1 = Schwere Glomerulopathie. 2 = Tubulus-Dilatation und Proteinzylinder. 3 =
Moderate bis schwere tubuldre Degeneration. 4 = Proliferation glatter Muskelzellen,
Vaskulopathie. 5 = Perivaskuldre Fibrose. 6 = Leichte bis moderate myokardiale Fibrose.
MaBstab Niere: 50um. MaBstab Herz: 200 um (c) oder 500 um (d). mRenTG: Maus Renin-2
transgene Ratten. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.

Wahrend in Captopril-behandelten Ratten keine histologischen Auffalligkeiten
beobachtet werden konnten (Abbildung 5a), zeigten die L-NAME behandelten
mRenTG-Ratten sowohl eine deutliche Glomerulopathie als auch eine tubulare
Schadigung, welche unter anderem charakterisiert war durch Tubulus-Dilatationen,
Proteinzylinder und moderate bis schwere tubulare Degeneration (Abbildung 5b). Die
Glomerulopathie war dabei ausgepragter als in fettleibigen ZSF1-Ratten (siehe auch
4.1.1). Zusatzlich wurde eine Proliferation glatter Muskelzellen sowie Vaskulopathie
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festgestellt, welche in den ZSF1-Tieren nicht beobachtet wurde. Zusammenfassend
entsprachen diese Befunde einer ausgepragten Schadigung der Glomeruli, des
Tubulus-Systems und der renalen BlutgefaBe im hypertensiven mRenTG-Tiermodell.

Pathologische Veranderungen im Herzen von mRenTG-Ratten nach achtwdchiger
Behandlung mit L-NAME waren charakterisiert durch perivaskulare und leichte bis
moderate myokardiale Fibrose (Abbildung 5d). Diese Veranderungen waren in den
Captopril-behandelten Kontrolltieren nicht erkennbar, welche eine gleichméaBige
Struktur der intramuralen GefédBe und des Myokards zeigten (Abbildung 5c).
Zusammenfassend entsprachen diese Befunde einer moderaten Fibrose des Herzens.

4.1.3 Klassische und neuere Urin-Biomarker fur Nierenschadigung

Um eine potenzielle Beeintrdchtigung der Nierenfunktion festzustellen und den Wert
etablierter Biomarker mit neueren Biomarkerkandidaten zu vergleichen, wurden in 14,
22 und 26 Wochen alten ZSF1-Ratten und in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger
Behandlung mit L-NAME oder Captopril klassische und neuere Urin-basierte Biomarker
fir Nierenschadigung und Nierenfunktion quantifiziert. Nach Behandlung mit L-NAME
war das Korpergewicht von mRenTG-Ratten verglichen zur gleichaltrigen SD-
Kontrollgruppe leicht aber signifikant reduziert (Abbildung 6a), wahrend die
Urinausscheidung Uber einen definierten Zeitraum signifikant auf das etwa Zweifache
anstieg (Abbildung 6b). Keine relevanten Anderungen in diesen Parametern wurden fiir
die andere untersuchten Gruppen (z.B. SD + L-NAME oder mRenTG + Captopril
verglichen zu SD) identifiziert (Anhang-Tabelle 24). Als klassische Parameter der
Nierenfunktion wurde der Gesamtproteingehalt im Urin relativ zur Kreatinin-
Konzentration vor und nach der achtwdchigen Behandlungsphase bestimmt. Vor der
Behandlung mit L-NAME war der Gesamtproteingehalt im Urin unbehandelter
mRenTG-Ratten leicht erhéht verglichen mit Captopril-behandelten mRenTG-Tieren
und unbehandelten SD-Ratten. Nach Induktion einer CKD durch achtwéchige
Behandlung der mRenTG-Ratten mit L-NAME stieg der Gesamtproteingehalt weiter auf
das etwa Vierfache an (Abbildung 6d). Keine relevanten Effekte konnten hingegen in
SD-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit L-NAME oder in mRenTG-Ratten nach
Captopril-Behandlung identifiziert wurden. Zusammenfassend zeigte der moderate
Gewichtsverlust eine leichte generelle Toxizitdt der Reninlberexpression, nachdem
diese mit einer eNOS-Inhibition durch L-NAME kombiniert wurde. Die erhdhte
Urinausscheidung mit parallel erhéhtem Gesamtproteingehalt deutete auf eine
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Schéadigung der Niere einschlieBlich Polyurie in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger
L-NAME Behandlung hin.
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ABBILDUNG 6: ENTWICKLUNG DES KORPERGEWICHT, DER URINAUSSCHEIDUNG, DER URIN-
KREATININ-KONZENTRATION UND DES GESAMTPROTEINGEHALTES IN MRENTG-RATTEN UBER
DIE STUDIENDAUER.

a) Korpergewicht und b) Urinausscheidung von mRenTG-Ratten nach achtwéchiger
Behandlung mit L-NAME (30 mg/kg) oder SD-Kontrollen (n=4). Urinausscheidung wurde in
metabolischen Kafigen bestimmt und auf die Dauer der Urinkollektion in Stunden normalisiert.
Quantifizierung von Kreatinin (c) und Gesamtprotein (d) im Urin von mRenTG-Ratten nach
achtwoéchiger L-NAME Behandlung (30 mg/kg) und SD-Kontrollen (n=10). Gesamtprotein wurde
mit der Pyrogallol Rot-Methode quantifiziert und auf den Kreatiningehalt im Urin normalisiert.
Statistische Signifikanz wurde mittels zweifachen ANOVA einschlieBlich Sidak’s Test fiir
multiple Vergleiche getestet. Statistische Signifikanz ist als *p = 0,05 oder **p < 0,0005
verglichen zur gleichaltrigen Kontrolle gezeigt. mRenTG: Maus Renin-transgen. SD: Sprague-
Dawley-Ratte. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester. W: Woche.

In ZSF1-Ratten war das Kdrpergewicht in der als fettleibig definierten Gruppe bereits
im Alter von 14 Wochen gegenuber den Kontrolltieren signifikant erhéht und stieg mit
zunehmenden Alter weiter an (Abbildung 7a). Parallel war zu allen Zeitpunkten die
Urinproduktion in fettleibigen Tieren deutlich gegeniiber den schlanken Kontrollen
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erhéht (Abbildung 7b). Die Urinproduktion stieg allerdings in fettleibigen Ratten Gber

den beobachteten Zeitraum nicht weiter an.
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ABBILDUNG 7: ENTWICKLUNG DES KORPERGEWICHT, DER URINPRODUKTION, DER URIN-
DES GESAMTPROTEINGEHALTES UND NEUERER PROTEIN-

KREATININ-KONZENTRATION,

BIOMARKER FUR NIERENSCHADEN IN ZSF1-RATTEN UBER DIE STUDIENDAUER.

a) Korpergewicht und b) Urinausscheidung fettleibiger ZSF1-Ratten und schlanker ZSF1-
Kontrolltiere (n=4). Urinausscheidung wurde in metabolischen Kéfigen bestimmt und auf die
Dauer der Urinkollektion in Stunden normalisiert. Quantifizierung von Kreatinin (¢) und
Gesamtprotein (d) im Urin von fettleibigen und schlanken 14, 22 und 26 Wochen alten ZSF1-
Ratten (n=4). Gesamtprotein wurde mit der Pyrogallol Rot-Methode quantifiziert und auf den
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Kreatiningehalt im Urin normalisiert. €) Quantifizierung der Proteinbiomarker KIM-1, OPN,
CYSC und CLU im Urin von 14, 22 und 26 Wochen alten fettleibigen und schlanken ZSF1-
Ratten mittels Mesoscale (Schlank W14: n=3, weitere Endpunkte: n=4). Die Proteinbiomarker
wurden auf den Kreatiningehalt im Urin normalisiert. Es sind die relativen arithmetischen
Mittelwerte einschlieBlich Standardabweichung in fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur
gleichaltrigen schlanken Kontrolle dargestellt. f) Quantifizierung der mRNA von KIM-1, OPN,
CYSC und CLU mRNA im Nierenhomogenat mittels Mikroarray (wk14: n=5, wk26: n=10). Es
sind die relativen arithmetischen Mittelwerte einschlieBlich Standardabweichung in fettleibigen
ZSF1 verglichen mit gleichalten schlanken ZSF1-Kontrolltieren gezeigt. Statistische Signifikanz
wurde mittels zweifachen ANOVA einschlieBlich Sidak’s Test fir multiple Vergleiche getestet.
Statistische Signifikanz ist als *p < 0,05 oder **p < 0,0005 relativ zur entsprechenden Kontrolle
dargestellt. UCrea: Kreatinin im Urin. KIM-1: Kidney Injury Molecule-1. OPN: Osteopontin.
CYSC: Cystatin C. CLU: Clusterin. W: Woche. OvL: Fettleibig verglichen zu schlanker Kontrolle
(engl: Obese vs lean).

In 14 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Tiere war der Gesamtproteingehalt im Urin
relativ zur Kreatininkonzentration signifikant um das Siebenfache verglichen zur
schlanken Kontrollgruppe erhdht (Abbildung 7d). Der Gesamtproteingehalt stieg in 22
und 26 Wochen alten fettleibigen Tieren weiter auf das etwa 17-fache verglichen zur
Kontrollgruppe an, wéhrend der Gehalt im Urin schlanker Kontrolltiere Uber die Zeit
gering und unverandert blieb. Zusatzlich zur Gesamtproteinquantifizierung wurden im
Urin von 14 und 26 Wochen alten ZSF1-Ratten die vier Proteinbiomarker fir
Nierenschaden KIM-1, OPN, CYSC und CLU analysiert (Kapitel 1.3 der Einleitung). Zu
beiden Zeitpunkten war die Menge aller vier gemessenen Biomarker signifikant im Urin
fettleibiger ZSF1-Ratten relativ zur Kontrolle erhéht (Abbildung 7e), wobei lediglich
KIM-1 in fettleibigen ZSF1-Tieren von Woche 14 bis 26 leicht um das etwa Zweifache
anstieg. OPN, CYSC und CLU hingegen zeigten keine signifikanten Verédnderungen
mit zunehmendem Alter der Tiere. Auf Genexpressionsebene waren alle vier
Proteinbiomarker in fettleibigen ZSF1-Ratten signifikant verglichen zur Kontrolle erhéht,
wobei der starkste Effekt ebenfalls fir KIM-1 gezeigt werden konnte (Abbildung 7f).
Zusammenfassend zeigten die erhdéhte Urinproduktion, die erhéhte Proteinmenge im
Urin, auch Proteinurie genannt, das reduzierte Kreatinin im Urin sowie die neueren
Proteinbiomarker eine deutliche Einschrankung der Nierenfunktion sowie Polyurie in 14
bis 26 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten. Proteinurie und KIM-1 waren dabei die
einzigen Parameter, welche auf ein Fortschreiten des Nierenschadens mit
zunehmendem Alter der fettleibigen ZSF1-Ratten hindeuten.

4.2 Genexpressionsanalysen von Niere, Herz und Leber im ZSF1- und
mRenTG-Rattenmodell

In Kapitel 4.1 der Ergebnisse wurden ausgepragte adverse Veranderung der Niere und

Leber im ZSF1-Rattenmodell fiir das MetS und der Niere und des Herzens im
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mRenTG-Rattenmodell fir essentiellen Bluthochdruck gezeigt. Im Folgenden soll nun
untersucht werden, welche Genexpressionsanderungen mit diesen
histopathologischen Beobachtungen einhergehen und mégliche Pathomechanismen
identifiziert werden. FUr die Niere werden die zwei hier verwendeten Tiermodelle dabei
untereinander und mit je einem Tiermodell fir Glomerulonephritis und AA-induzierter
Nephropathie verglichen, um generelle pathophysiologische Mechanismen in der Niere
von potenziell Krankheitsmodell- oder CKD Stadium-spezifischen Veranderungen zu
unterscheiden. Es erfolgte ebenfalls ein Vergleich der renalen Genexpression in ZSF1-
Ratten mit Daten aus Patienten mit DN, um die Humanrelevanz des ZSF1-

Rattenmodells zu untersuchen.
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ABBILDUNG 8: ANZAHL SIGNIFIKANT VERANDERTER GENE IN NIERE, HERZ UND LEBER IN
MRENTG- UND ZSF1-RATTEN

Signifikant veranderte Expression von Genen in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger
Behandlung mit L-NAME oder Captopril und in SD-Ratten (n=5) sowie in fettleibigen und
schlanken 14, 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-Tieren (W14+22: n=5; W26: n=10; W46:
n=4; W59: n=6). mRNA-Profile wurden mit Hilfe von Affymetrix Mikroarrays (Chips: Clariom™ D
Ratte) erstellt. Es ist die Anzahl signifikant veranderter Gene in fettleibigen ZSF1-Ratten
verglichen mit gleichalten schlanken ZSF1-Kontrolltieren oder in mRenTG-Ratten nach
L-NAME- oder Captopril-Behandlung verglichen mit SD-Ratten oder mRenTG-Ratten nach
Captopril-Behandlungen gezeigt. Eine detaillierte Darstellung der Signifikanztestung ist in den
Abbildungen 9, 10 und 14 dargestellt. mRenTG: Maus Renin-transgen. SD: Sprague-Dawley-
Ratte. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester. W: Woche. OvL: Fettleibig verglichen zu
schlanker Kontrolle. Capto: Captopril.

Im mRenTG-Ratten war die renale Genexpression nach achtwdchiger Behandlung mit

L-NAME verglichen zur SD-Kontrolle und verglichen zu Captopril-behandelten

mRenTG-Ratten mit 681 und 764 veranderten Genen eindeutig beeinflusst (Abbildung

8, Anhang-Tabelle 27). In SD-Ratten konnte nach Behandlung mit L-NAME keine

relevante Anderung der renalen Genexpression relativ zu unbehandelten SD-Ratten
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festgestellt werden (Anhang-Tabelle 27). Im Gegensatz zum ZSF1-Modell war die
Genexpression im Herzen in mRenTG-Ratten nach L-NAME Behandlung deutlicher
verandert (Abbildung 8). Captopril-behandelte mRenTG-Ratten zeigten nur
geringfligige Veranderungen der Genexpression in Niere und Herz verglichen zu SD-
Ratten.

Im ZSF1-Modell wurde die Genexpression in Niere, Herz und Leber bestimmt. In den
fettleibigen ZSF1-Ratten wurden im Alter von 14 Wochen signifikante aber moderate
Anderungen in der renalen Expression von insgesamt 338 Genen verglichen zur
Kontrolle identifiziert (Abbildung 8, Anhang-Tabelle 27). Diese stieg bis Woche 26
schwach, bis Woche 59 deutlich auf 3173 Gene an. In der Leber waren die
Veranderungen der Genexpression in Woche 22 mit 683 betroffenen Genen am
starksten aber dennoch moderat und nahmen mit zunehmendem Alter ab. Der Effekt
des MetS auf die kardiale Genexpression war zu allen analysierten Zeitpunkten gering.

4.2.1 Herz

Ausgepragter Bluthochdruck wurde sowohl in Tiermodellen als auch Patienten mit
einer Schadigung des Herzens assoziiert. Im Kapitel 4.1.2 wurde bereits eine
perivaskuldre sowie myokardiale Fibrose in L-NAME behandelten mRenTG-Ratten
beschrieben. Im Folgenden wurde untersucht, wie diese beiden Krankheitsbilder die
kardiale Genexpression in hypertensiven mRenTG-Ratten beeinflussen und ob
vergleichbare Veranderungen im ZSF1-Rattenmodell fir MetS identifiziert werden
kénnen.

Auf Genexpressionsebene waren 739 Gene im mRenTG- und 269 Gene im ZSF1-
Tiermodell signifikant gegenlber den entsprechenden Kontrollen dereguliert. Lediglich
92 Gene waren in beiden Tiermodelle signifikant verandert. 363 der insgesamt 916
Gene wurden manuell durch Literaturrecherche annotiert (Abbildung 9a). In mRenTG-
Ratten nach achtwéchiger Behandlung mit L-NAME konnten dabei Veranderungen der
Genexpression beobachtet werden, welche mit Entziindung, der Herzfunktion,
Hypertrophie, Fibrose, Schutzmechanismen des Herzens, oxidativen Stress,
Veranderungen des Lipidmetabolismus, mitochondriale Dysfunktion und Apoptose
assoziiert waren (Abbildung 9b, Tabelle 14). Vergleichbare Veranderungen waren
sowohl nach Normalisierung auf die SD-Kontrolle als auch auf die Captopril-
behandelten mRenTG-Kontrolltiere zu beobachten, bei denen Captopril als ACE-
Inhibitor den Effekten der Renin-Uberexpression entgegenwirkt. Entsprechend konnten
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zwischen Captopril-behandelten mRenTG-Ratten und SD-Ratten keine signifikanten

Effekte auf die Genexpression identifiziert werden.
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ABBILDUNG 9: GENEXPRESSION IM HERZEN VON MRENTG- UND ZSF1-RATTEN

Genexpressionsanalyse in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit L-NAME oder
Captopril und SD-Ratten (n=5) sowie in fettleibigen und schlanken, 22, 26, 46 und 59 Wochen
alten ZSF1-Tieren (W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). a) Statistische
Schwellenwerte und Anzahl signifikanter und funktionell annotierter Gene. b)
Genexpressionsanalyse in mRenTG- und ZSF1-Ratten. Profile wurden mit Affymetrix
Mikroarrays gemessen. Es ist die relative Genexpression in fettleibigen ZSF1 verglichen mit
dem arithmetischen Mittelwerte gleichalten schlanken ZSF1-Kontrolltieren oder die relative
Genexpression in mRenTG-Ratten nach L-NAME- oder Captopril-Behandlung verglichen mit
dem arithmetischen Mittelwerte in SD-Ratten oder mRenTG-Ratten nach Captopril-
Behandlungen gezeigt. Die deregulierten Gene wurden nach funktioneller Annotation in
Gruppen aufgeteilt. Die Genexpressionsprofile dieser Gengruppen sind als Heatmap
dargestellt, nach hierarchischem Clustering mit euklidischer Metrik als DistanzmaB. mRenTG:
Maus Renin-transgen. SD: Sprague-Dawley-Ratte. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.
W: Woche. Capto: Captopril. Min.: Minimale. OvL.: Fettleibig relativ zu schlank.

In Herzen von ZSF1-Tieren konnten keine vergleichbaren Effekte auf die
Genexpression beobachtet werden (Abbildung 9b). Hier war nur eine tendenziell
erhdhte Expression von Klf15-Zielgenen und von Genen assoziiert mit der kardiale
Fettsaureoxidation in fettleibigen ZSF1-Tieren verglichen zu ZSF1-Kontrolle bis Woche
26 festzustellen (Anhang-Abbildung 29), die Gene erflllten allerdings nicht die
angewandten Kriterien der statistischen Signifikanz. In 46 und 59 Wochen alten Tieren
konnten keine Veradnderungen der Genexpression mit Assoziation zur
Fettsédureoxidation festgestellt werden. Die Genexpression von Komponenten der
mitochondrialen Atmungskette war in fettleibigen ZSF1 Tieren im Alter von 14 bis 59
Wochen tendenziell reduziert, allerdings war auch dieser Effekt statistisch nicht

signifikant.
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TABELLE 14: AUSWAHL ANNOTIERTE GENE UND DEREN ASSOZIATION MIT KARDIALEN
PATHOMECHANISMEN IM HERZEN DES MRENTG-RATTENMODELL

Auswahl manuell annotierter Gene (Pubmed, Google scholar) mit verdnderten kardialen
Genexpressionsprofilen in mRenTG-Ratten nach L-NAME Behandlung verglichen zur SD-
Kontrolle oder zu mRenTG-Ratten nach Captopril-Behandlung. Die aufgelisteten
Pathomechanismen wurden von den assoziierten Genen unter Berlcksichtigung der Richtung
ihrer veranderten Expression abgeleitet. UPR: engl. unfolded protein response; ROS: Reaktive
Sauerstoffspezies. mRenTG: Maus Renin-transgen. SD: Sprague-Dawley-Ratte.

Pathomechanismen Auswahl assoziierter Gene

Inflammation

(Erhéhte Anzahl von Gene mit Spezifitat C1s, C4b, Fcgr2a, Ly6c, Cd300lg, Semaba,
fir Immunzellen, Aktivierung des Ccl2, Ccl7

Complement-Systems)

Kardioprotektion Nppa, Nppb,
Hspb7, Hspb8, Hsp90b1

Kend3, Kend2, Nr1d2, Aplinr, Apln, Dusp12,

Hypertrophie Mef2a, Ace2, Npr3

Oxidativer Stress
(Erhéhte ROS Produktion, ROS
Detoxifizierung, Erhéhte UPR)

Gstz1, Gstm7, Mpst, Hspb1, Hspb9, Maoa,
Ncf1, Txnip

Kontraktionsfahigkeit des Herzens
(Veranderung des Aktionspotentials von
Herzmuskelzellen)

Scn4b, Scn7a, Cacng4, Kcna2, Kend2,
Kcnh2, Kenj2, Hen4, Scn3b

Fibrose Adamts1, Col8al, Eln, Leprell, Epdr1, P4hat,
(Erhéhte EZM-Produktion) Tgfb2, ltga5, ltgb1
Apoptose Casp?, Perp, Pmp1k, Maoa

Zusatzlich zur manuellen Annotation wurden Regulatoren der Genexpression,
aktivierte oder inhibierte kanonischer Signalwege und biologisch und toxikologisch
relevanter Prozesse im Datensatz beider Tiermodelle mit Hilfe der IPA-Software
identifiziert. In L-NAME behandelten mRenTG-Ratten wurden unter anderem eine
erhéhte Proliferation sowie eine erhdhte Aktivitdt von Tgf-B1, Angiotensinogen (Agt),
Myotrophin  (Mtpn) und Endothelin-1 (Edn1) vorhergesagt (Tabelle 15). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der manuellen Annotation wurde im Herzen des
ZSF1-Rattenmodell nach Anwendung der statistischen Schwellenwerte keine
verdnderten kanonischen Signalwege oder biologisch und toxikologisch relevante
Prozesse identifiziert (Tabelle 15). Lediglich eine reduzierte Aktivitdt des
Genexpressionsregulators GATA4 wurde in 59 Wochen alten ZSF1-Tieren verglichen
zur schlanken Kontrolle durch die Software berechnet.

TABELLE 15: IPA-ANALYSE DER KARDIALEN GENEXPRESSION IN MRENTG- UND ZSF1-RATTEN
IPA-basierte Identifikation von Regulatoren, kanonischen Signalwegen und Tox- und Bio-
Funktionen im verdnderten kardialen Genexpressionsprofii von mRenTG-Ratten nach
achtwdchiger L-NAME Behandlung verglichen zur SD-Kontrolle oder mRenTG-Ratten nach
Captopril-Behandlung (n=5), und in schlanken und fettleibigen ZSF1-Ratten (W22: n=5; W26:
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n=10; W46: n=4; W59: n=6). Fur die IPA-Software wurden Vorhersagen mit Aktivierungswerten
(z-Scores) von z < -2/ = 2 mit einer Wahrscheinlich von p < 0,005 verwendet (1: z-score positiv,
Aktivierung vorhergesagt. |: z-score negativ, Inhibierung vorhergesagt). mRenTG: Maus Renin-
transgen. SD: Sprague-Dawley-Ratte.

mRenTG + L-NAME Fettleibige ZSF1-Ratten
(vs. mRenTG + Captopril oder SD) (vs. schlank)

Regulatoren Agt (1), Tafb1 (1), Mtpn (1), Edn1(1), W59: GATA4 ())

(Auswahl) Sptlc2 (|)
Kanonische Apelin Herz-Fibroblasten Signalweg (]), /
Signalwege Integrin Signalweg (1)

Tox- und Bio-

Funktionen Zellproliferation im Herz (1) /

Zusammengefasst deutet die Genexpression in mRenTG-Tiere auf eine Schadigung
des Herzens einschlieBlich Fibrose, und adaptive Reaktionen wie Hypertrophie und
Proliferation der Kardiomyozyten hin. In fettleibige ZSF1-Ratten konnten keine Herz-
spezifische Pathomechanismen identifiziert werden, welche mit einer potenziellen

Schadigung des Herzens in Verbindung stehen kénnten.

4.2.2 Leber

Die metabolischen Veranderungen im Rahmen des MetS wurden in Menschen mit
pathologischen Veranderungen der Leber einschlieBlich Funktionseinschrankungen
und Hepatosteatose assoziiert. Auf histopathologischer Ebene wurde in Kapitel 4.1.1
bereits eine ausgepragte zentrilobulare Vakuolisierung der Hepatozyten in 26 Wochen
alten, fettleibigen ZSF1-Ratten festgestellt, welche charakteristisch fiir das klinische
Bild der Hepatosteatose ist. Im Folgenden wurde nun die hepatische Genexpression in
22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten analysiert. Die gréBte Veranderung der
Genexpression mit 683 deregulierten Genen wurde in der Leber fettleibiger, 22
Wochen alter ZSF1-Ratten festgestellt. Die Anzahl der Gene mit verdndertem
Genexpressionsprofil relativ zu schlanken Kontrollen nahm danach bis zum Alter von
59 Wochen ab (Abbildung 8, Anhang-Tabelle 27). Insgesamt waren (ber alle
Zeitpunkte 1111 Gene im ZSF1-Rattenmodell signifikant verédndert (Abbildung 10a).

Von diesen wurden 228 Gene einer manuellen Annotation unterzogen.
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ABBILDUNG 10: GENEXPRESSION IN DER LEBER VON ZSF1-RATTEN

Genexpressionsanalyse in fettleibigen und schlanken, 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-
Tieren (W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). a) Statistische Schwellenwerte und
Anzahl signifikanter und funktionell annotierter Gene. b) Genexpressionsprofile in ZSF1-Ratten.
Profile wurden mit Affymetrix Mikroarrays gemessen. Es ist die relative Genexpression in
fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen mit dem arithmetischen Mittelwerte gleichalten schlanken
ZSF1-Kontrolltieren gezeigt. Die deregulierten Gene wurden nach funktioneller Annotation in
Gruppen aufgeteilt. Die Genexpressionsprofile dieser Gengruppen sind als Heatmap
dargestellt, nach hierarchischem Clustering mit euklidischer Metrik als DistanzmaB. W: Woche.
Min.: Minimale. ROS: Reaktive Sauerstoffspezies. OvL: Fettleibig relativ zu schlank.

Die Genexpressionsveranderungen in fettleibigen, 22 bis 46 Wochen alten ZSF1-
Ratten relative zu gleichaltrigen schlanken Kontrollen waren hauptséchlich mit Phase |
und I Lipid-
Steroidstoffwechsels und oxidativem Stress assoziiert (Abbildung 10b, Tabelle 16). Die

der Biotransformation, Veranderungen des Kohlenhydrat-, und
Genexpression von Enzymen der Phase | und Phase |l Biotransformation war dabei
Uberwiegend reduziert. Gene, die eine Rolle im Glukosemetabolismus spielen,
einschlieBlich Glykolyse, Citratzyklus und dem Pentosephosphatweg, waren hingegen
induziert. Ein vergleichbarer Effekt wurde fUr den Lipidmetabolismus einschlieBlich
Fettsdureoxidation und Fettsduresynthese festgestellt. Gene, die mit dem
Steroidmetabolismus assoziiert sind, wie zum Beispiel der Cholesterinbiosynthese,
waren Uberwiegend reduziert. Gene, die mit der Produktion von oxidativem Stress
assoziiert sind, zeigten eine héhere Expression. Die Expression von Genen, welche in
der Entgiftung von ROS involviert sind, waren hingegen reduziert. In 59 Wochen alten
Tieren waren vergleichbare Effekte zwar noch erkennbar, erreichten allerdings

Uberwiegend keine statistische Signifikanz mehr (Abbildung 10b).
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TABELLE 16: AUSWAHL ANNOTIERTE GENE UND DEREN ASSOZIATION MIT HEPATISCHEN
PATHOMECHANISMEN IN DER LEBER DES ZSF1-RATTENMODELL

Auswahl manuell annotierter Gene (Pubmed, Google scholar) mit veranderten hepatischen
Genexpressionsprofilen in fettleibigen und schlanken, 22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten
(W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die aufgelisteten Pathomechanismen wurden
von den assoziierten Genen unter Berlcksichtigung der Richtung ihrer veranderten Expression
abgeleitet.

Auswahl assoziierter Gene

Phase I: Cyp2c24, Cyp3a2, Cyp7b1, Cyp3a9, Cyp4a8, Cyp2el,
Cyp1laz2,

Phase II: Aldh1at, Aldh1a7, Sult4al, Sult2a2, Sult1c3, Sultic2,
Gstp1, Gstm5, Mgst3, Gstm3, Ugt2b1

Synthese: Elovl6, Elovi2
Oxidation: Acsl5,Eci1,Hadhb,SIc27a5, Aldh1al, Aldhia7, Aldh1l2

Biotransformation

Fettsauremetabolismus

Oxidative
Stressantwort und Fmo1, Gsta3, Gstk1, Ggstm1, Gstm3, Irs2, Mgst3, Ppib, Prdx1,
Glutathion- Rras, Txn, Pemt, Gss, Akt1

Metabolismus

Abcb4, Bcl6, Cbs/Cbsl, Ccn1, Egr1, Igfop1, l11r1, Lect2, Pnpla3,
Tgfb1, Ccl5, Tnfsf13, Irs2, Nox4, Rras, Akt1

Abcg5, Abcg8, Insig2, Pltp, Pon3, Scap, Srebf1, Apoa4, Epm2a,
Fgf21, Gpam, Nr113, Rgn, Scd, Vnn1

Inflammation

Steroid-Metabolismus

Wie das Herz wurden der Datensatz der Leber einer IPA-basierten Identifikation von
Ubergeordneten Regulatoren, beeinflussten Signalwegen und Funktionen der
deregulierten Gene in biologischen und toxikologischen Prozessen unterzogen. Durch
die IPA-Analyse wurde dabei unter anderem die Aktivierung CUbergeordneter
Regulatoren wie Peroxisomen Proliferator Aktivierte Rezeptoren (Ppar), Ghrelin (Ghrl)
und Srebf1 Transkriptionsfaktoren, sowie eine reduzierte Aktivitat der insulininduzierten
Gene 1 (Insig1) und 2 (Insig2) und dem Insulinrezeptor (Insr) vorhergesagt (Tabelle
17).

TABELLE 17: IPA-ANALYSE DER HEPATISCHEN GENEXPRESSION IN ZSF1-RATTEN

IPA-basierte Identifikation von Regulatoren, kanonischen Signalwegen und Tox- und Bio-
Funktionen im veranderten hepatischen Genexpressionsprofil von fettleibigen und schlanken,
22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten (W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Fir die
IPA-Software wurden Vorhersagen mit Aktivierungswerten (z-Scores) von z < -2/ = 2 mit einer
Wahrscheinlich von p < 0,005 verwendet (1: z-score positiv, Aktivierung vorhergesagt. |: z-
score negativ, Inhibierung vorhergesagt).

Fettleibige ZSF1-Ratten (vs. Kontrolle)

Insig1+2 (]), Mix(ipl) (1), Ppar-A/D/G (1), Ctnnb1 |(), Nr1h4 |, Srebf1 1, Lepr

Regulatoren ' * o4 5> +"Insr |, Acacb |, Pten |, Ehhadh |, Ghrl 1, Xbp1 |, Dgat2 1,

Cholesterol Biosynthesis |, Gallensdure Biosynthese |, NRF2-vermittelte
Kanonische Oxidative Stressantwort |, Typ-2-Diabetes mellitus Signalwege 1,
Signalwege  Glutathion-vermittelte Entgiftung 1, Glykolyse 1, Glukoneogenese 1,
Triazylglyzerolbiosynthese 1
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Tox- und Entziindung der Leber 1, Synthese von D-Glukose 1, Konzentration von
Bio- Lipiden/ Steroiden/Sterol 1, DNA-Synthese |, Fettsauremetabolismus 1,
Funktionen Cholesterolsynthese |, Insulinresistenz 1,

Mit Ausnahme von Ctnnb1, Xbp1, Ehhadh und Insr, welche mit zunehmendem Alter
der ZSF1-Tiere als zunehmend inhibiert vorhergesagt wurden, waren die
Beobachtungen unabhangig vom Alter der Tiere in allen Gruppen fir die meisten
identifizierten Endpunkte vergleichbar (Abbildung 11).

. . . .
Tox/Bio-Funktionen Regulatoren Kanonische Signalwege
Vv o o O Voo o O VAo o O
ST NN NS
Inflammation of iver [ INSIG2 Estrogen Biosynthesis [
Necrosis of liver L:‘&‘!‘;”t Bile Acid Biosynthesis, Neutrz
Hepatic steatosis MIX ?Iupu‘path\lway of Sh.odle“e:m
Fibr oS o INiar Noradrenaline and Adrenatin
57 ibrosis of live || 2.8 PPARD 2.4 Ethanol Degradation I
Apoptosis of hepatocytes :;;:ZG Bupropion Degradation
v ' Synthesis of carbohydrate v ' o g - Serotonin Degradation
%’ Synthesis of D-glucose g CTNNB1 g Nicotine Degradation II
q Concentration of lipid : GHRL ‘ Acetone Degradation I (to M¢
= Quantity of steroid N NR1H4 N Cholesterol Biosynthesis I
; Cholesterol Biosynthesis Il (v
® Synthesis of DNA 0 ACACB 1)
S -_— = PML . Cholesterol Biosynthesis I (vi
; Glucose metabolism .dlsorder E i 5 Melatonin Degradation I
= Synthesis of fatty acid = LEPR = Superpathway of Melatonin | |8
=1 Synthesis of lipid =1 DGAT2 = NRF2-mediated Oxidative St
é Concentration of sterol é FMO3 | é Type Il Diabetes Mellitus Sign
Excretion of lipid X8P1 [ . Stearate Biosynthesis I (Anim;
dati i 787820 Zymosterol Biosynthesis
-2.2  Oxidation of lipid 3,2 i 2.9
. A ' c .
Synthesis of steroid - Heparan Sulfate Biosynthesis
3 IRS1 Heparan Sulfate Biosynthesis
Concentration of cholesterol IRS2 Glutathione-mediated Detoxi
Concentraton of triacygyc. e N Tiisotsnt Bagmtnest
Concentration of fatty acid NR1H3 Daopamine Dagradation
Oxidation of fatty acid /= ﬁ::zu - PPARQ/RXRa Activation
Adipogenesis of hepatocytes ot Nicotine Degradation Il Py =
Apoptosis of hepatocytes PIAS [ AMPK Signaling =
Necrosis of liver MBTPS1 gndogen Blonmthests
1 LPS/IL-1 Mediated Inhibition
Concentration of acyl-coenz... AGPAT2 Th17 Activation Pathway
" LC13A1
Concentration of phosphatid.. - [SN(S:RJ Fatty Acid B-oxidation I
Quantity of glycogen LEP Gluconeogenesis
Adipogenesis of liver Glycolysis I

ABBILDUNG 11: IPA-ANALYSE DER HEPATISCHEN GENEXPRESSION IN ZSF1-RATTEN
IPA-basierte Identifikation von Regulatoren, kanonischen Signalwegen und Tox- und Bio-
Funktionen im veranderten hepatischen Genexpressionsprofil von fettleibigen und schlanken ,
22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten (W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Fir die
IPA-Software wurden Vorhersagen mit Aktivierungswerten (z-Scores) von z < -2/ = 2 mit einer
Wahrscheinlich von p < 0,005 verwendet (Orange: z-score positiv, Aktivierung vorhergesagt.
Blau: z-score negativ, Inhibierung vorhergesagt). W: Woche.

Die Genexpressionséanderungen wurden zusatzlich einer WGCNA mittels der TXG-
MAPr Webapplikation unterzogen, bei der Gene entsprechend ihrer Ko-Expression in
sogenannte Module oder Netzwerke zusammengefasst werden. Dabei werden haufig
Gene mit ahnlichen Funktionen den gleichen Modulen zugeordnet. Die Ergebnisse
dieser Form der Ko-Expressionsanalyse werden in Form von zirkularen
Dendrogrammen dargestellt (Abbildung 12). Gemeinsam induzierte oder reprimierte
Gengruppen, auch Module genannt, werden dabei in der Regel benachbarten Asten
des Dendrogrammes zugeordnet. Die ModulgrdBe reprasentiert die GréBe des mit dem
Modul assoziierten EGS, die Modulfarbe das Vorzeichen (positiv oder negativ) des
EGS. Orange bis Rot bedeutet hierbei einen positiven EGS, welcher auf eine
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Uberwiegende Induktion der Gene des Modules riickschlieBen lasst. Grin bis blau
visualisiert einen negativen EGS und Uberwiegend reduzierte Genexpression der
assoziierten Gene (Langfelder und Horvath 2007). Die Vorhersage der biologischen
Funktion erfolgte durch Gene Ontology-Uberreprasentationsanalyse der einzelnen
Gene der Module.

283: PPAR Signalweg, ungesattigte FS-
Synthese, Prostaglandin-Metabolismus

284: Glutathion- ): Zirkadianer ~ 72: FS-Synthese, SREBP
trancforace s sbbasrns s Clrammnbharnse Nhiloomsans
RIS IviaSY NHyunnuS viynaiwcy, Giynuvuycii

Metabolismus
] o

APEER FINEY O 37 Cholestero-und

Steroid-Synthese,
©.. SREBP/SREBF

ZSF1_OvL Signalweg
W22
200:
Pentosephosphat-
Weg

182: Glykolyse und
D Glukoneogenese

ABBILDUNG 12: ERGEBNISSE DER WGCNA-ANALYSE DER HEPATISCHEN GENEXPRESSION IN
ZSF1-RATTEN

Relevante Module, die mit der WGCNA fir 22 Wochen alte ZSF1-Ratten (n=5) identifiziert
wurden. Module mit einem groBen, positiven EGS sind in rot dargestellt, Module mit einem
kleinen, negativen EGS in griin. Die funktionelle Annotation erfolgte durch eine Gene Ontology-
Uberreprasentationsanalyse. Die WGCNA wurde in der TXG-MAPr Webapplikation
durchgefihrt. Flr die Analyse wurden signifikant deregulierte Gene verglichen zu gleichaltrigen
Kontrolltieren verwendet (Welch/nAnova p < 0,05; EffektgroBe > 1,7; minimale Signalstarke 20).
FS: Fettsdure. ER: Endoplasmatisches Retikulum. SREBP: engl. Sterol regulatory element-
binding protein. SREBF: engl. Sterol regulatory element-binding transcription factor. WGCNA:
engl. Weighted gene co-expression network analysis.

In Ubereinstimmung mit der IPA-basierten Analyse wurden in der WGCNA der ZSF1-
Tieren Uberreprasentierte Module identifiziert, welche auf eine Uberwiegende Induktion
der Fettsduresynthese, des Glykogen- und Glukosemetabolismus einschlieBlich
Glykolyse und Glukoneogenese und des Pentosephosphatweges in der Leber
hindeuten. Zudem wurde eine Reduktion der Familie der Glutathion-S-Transferasen
(GSTs) und somit ROS-Entgiftung, und eine Veranderung des zirkadianen Rhythmus
und des Srebp- und Srebf-Signalweg identifiziert (Abbildung 12, Anhang-Abbildung
30). Das Modul 72, das Gene der Fettsduresynthese, des Glykogenmetabolismus und
dem Srebp-Signalweg enthélt, wird zudem mit dem Adverse outcome pathway
.Hepatosteatose“ assoziiert. Der Vergleich von ZSF1-Tieren verschiedenen Alters
bestatigte dabei, dass die meisten Veranderungen der hepatischen Genexpression
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schon in 22 Wochen alten Tieren beobachtet werden konnten und diese mit
zunehmendem Alter abnahmen (Abbildung 12, Anhang-Abbildung 30). In 59 Wochen
alten Tieren waren lediglich Gene assoziiert mit dem zirkadianen Rhythmus signifikant
im Datensatz Uberreprasentiert (Anhang-Abbildung 30).

Zusammenfassend lassen sowohl die literaturbasierte Annotation der deregulierten
Gene als auch die WGCNA und IPA-basierte Analyse auf eine deutliche Veranderung
der Leberfunktion in fettleibigen ZSF1-Ratten schlieBen, welche sowohl
Veranderungen des Glukose- und Lipid- und Steroidmetabolismus als auch der

Biotransformation sowie des Insulinsignalwegs umfassen.

4.2.3 Niere

CKD sind zentrale Bestandteile des fortgeschrittenen Krankheitsbildes von MetS- und
Bluthochdruck-Patienten. Die histopathologische und Genexpressionsanalyse zeigten
bereits ausgepragte renale Schaden und Veranderungen im ZSF1-Modell und im
mRenTG-Rattenmodell auf histopathologischer Ebene (Kapitel 4.1). Im Folgenden
sollen die Nierenschaden in beiden Tiermodellen auf Genexpressionsebene untersucht
werden. Die Genexpressionsanderungen wurden des Weiteren mit der renalen
Genexpression in Patienten mit DN und zwei Tiermodellen mit Toxin-induzierten
Nierenschaden verglichen, um tiermodellspezifische von allgemeinen
Pathomechanismen zu unterscheiden. Hierzu wurden zwei publizierte Datensatze
verwendet: Renale Genexpression nach (1) einer sub-chronischen Nierenschadigung
nach 12-wéchiger AA-Behandlung (Su et al. 2011) und (2) einer sub-akuten
Nierenschadigung, die mit Antikérpern gegen die GBM durch NTS induziert worden
war (Pavkovic et al. 2015a). In der Studie von Pavkovic et al (2015) wurden acht
Wochen alte Wistar Kyoto (WKY)-Ratten einmalig intravendés mit 1, 2,5 und 5 ml/kg
NTS zur Induktion einer Glomerulonephritis behandelt. Nach zwei Wochen wurde RNA
aus der Niere isoliert und die Genexpression bestimmt. Der resultierende
Rohdatensatz ist unter GSE64265 in der GEO-Datenbank verflugbar. In der Studie von
Su et al (2011) wurden Big Blue-Ratten im Alter von sechs Wochen per Gavage mit
10 mg/kg Koérpergewicht AA behandelt. Die Behandlung erfolgte funfmal die Woche
Uber einen Zeitraum von 12 Wochen. AnschlieBend wurde die renale Genexpression
gemessen. Die Rohdaten sind unter GSE5350 in der GEO-Datenbank verflgbar. Die
statistische Auswertung erfolgte analog zur ZSF1- sowie mRenTG-Studie (Abbildung
14a). Details zur experimentellen Durchfihrung der veréffentlichten Studien finden sich
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in den entsprechenden Publikationen. Ein Uberblick iiber alle Studien ist in Abbildung

13 dargestellt.

Antikérper- é NTS [1,2.5,5 mi/kg w Pavkovic et al (2015)
induzierte sAKI 2 KG] PMID 25758243
(GN) | [ Kontrolle f» GEO: GSE64265

= ! | [WKY Ratten]

. c AA [10mg/kg KG a |
Nephrotoxin- 2| sxprowoche] @) Suetal(2011) il
induzierte sCKI 4 Xorntolle PMID 21834575 * Histopathologie

|l @ GEO: #GSE5350
< [Big Blue-Ratten] « Globale
sCKI aufgrund von é mRenTG + L-NAME Gepexpressmn
genetischer @ | | [L-NAME 20 mg/I Trinkwasser] @ | [Microarray]
Modifikationund  § Kontrolle m
& o <
NO-Inhibierung € [mRenTG-Ratten + Captopril] A

Studiendauer [Wochen] [IINTEINUINKYEERY  profle
» Manuelle

Alter [Wochen] w14 w22 W26 W46 W59 Annotation
> IPA

|
CKI aufgrund CKI m > WGCNA
5 [fettleibige ZSF1] @ @ @ g
>

von genetischer

3 _
Modifikation o Kontrolle r» 1»
[schlanke ZSF1] m @

Krankheitsprogression >

ABBILDUNG 13: UBERSICHT UBER ALLE VERWENDETEN STUDIEN FUR DIE ANALYSE DER
RENALEN GENEXPRESSION

GN: Glomeruloneprhitis. sAKI: engl. Sub-acute kidney injury. (s)CKI: engl. (Sub-)Chronic kidney
injury. NTS: Nephrotoxisches Serum. WKY: Wistar-Kyoto. KG: Kdrpergewicht. Kon: Kontrolle.
WGCNA: engl. Weighted gene co-expression network analysis. IPA: engl. Ingenuity-pathway
analysis.  AA: Aristolochiasdure. NO:  Stickstoffmonoxid. =~ L-NAME:  N(w)-nitro-L-
Argininmethylester. mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. W: Wochen. OvL: Fettleibig
relativ zu schlank.

In 14 bis 59 alten, fettleibigen ZSF1-Ratten war die Expression von 3763 Genen
verglichen zur schlanken Kontrolle signifikant verdndert (Abbildung 14a). Die
Veranderungen der renalen Genexpression in mRenTG-Ratten sowie AA- und NTS-
behandelten Ratten war im Vergleich zum ZSF1-Modell mit insgesamt 1030, 1254 und
317 signifikant deregulierten Genen schwéacher ausgepragt. Die Genexpressionsprofile
in den verschiedenen Tiermodellen wurden in einer HKA verglichen. Die Ergebnisse
zeigten, dass 89,8% der Variabilitdt in den zugrundeliegenden Datenséatzen durch zwei
Hauptkomponenten beschrieben werden konnten (Abbildung 14b). Der erste
Hauptkomponente (HK1), welcher 80,5% der Variabilitdt im Datensatz beschreibt,
trennte dabei die ZSF1-Ratten nur moderat von den mRenTG-Ratten, jedoch deutlich
von AA- und NTS-behandelte Ratten.
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ABBILDUNG 14: GENEXPRESSION IN DER NIERE VON MRENTG- UND ZSF1-RATTEN UND
VERGLEICH ZU RATTENMODELLEN FUR GLOMERULONEPHRITIS UND AA-NEPHROPATHIE

Genexpressionsanalyse in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit L-NAME oder
Captopril und SD-Ratten (n=5) sowie in fettleibigen und schlanken 14, 22, 26, 46 und 59
Wochen alten ZSF1-Tieren (W14/22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die Ergebnisse
wurden mit publizierten Datensatzen von AA-behandelten Ratten (n=6) und NTS-induzierter GN
(NTS: n=5; Kontrollen n=3) verglichen. a) Statistische Schwellenwerte und Anzahl deregulierter
und annotierter Gene. Fir die Annotationen der Genexpressionsprofile in den hier analysierten
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Tiermodellen wurden Schwellenwerte von p < 0,001 (Welch-Test) und BH-g < 0,005 (Anova)
gewahlt. b) HKA basierend auf Genen, welche in mindestens einem Tiermodell signifikant
dereguliert waren. Vergleichbare  Genexpressionsprofile (c) und unterschiedliche
Genexpressionsprofile (d) in der Niere von mRenTG- und ZSF1-Ratten im Vergleich zu
publizierten Tiermodellen fir AA-induzierter Nephropathie und GN. Alle Profile wurden mit
Affymetrix Mikroarrays gemessen. Es ist die relative Genexpression in den L-NAME, AA oder
NTS behandelten Ratten oder fettleibigen Tieren verglichen mit dem arithmetischen Mittelwerte
der entsprechenden Kontrollen gezeigt. Die Genexpressionsprofile dieser Gengruppen sind als
Heatmap dargestellt, nach hierarchischem Clustering mit euklidischer Metrik als DistanzmaB.
L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester. Capto: Captopril. Min.: Minimale. mRenTG: Maus
Renin2-transgene Ratten. SD: Sprague-Dawley-Ratten. HK: Hauptkomponente. W: Woche.
NTS: Nephrotoxisches Serum. AA: Aristolochiasaure. GN: Glomerulonephritis. ND: Niedrige
Dosis. MD: Mittlere Dosis. HD: Hohe Dosis. ROS: Reaktive Sauerstoffspezies. DNA:
Desoxyribonukleinsdure. EMT: Epitheliale-Mesenchymale Transition. EZM: Extrazellulére
Matrix. OvL: Fettleibig relativ zu schlank.

Der zweite Parameter HK2 beschreibt 9,3 % der Variabilitdt in der Genexpression
zwischen den Studien. Basierend auf HK2 wurden dabei flr alle Tiermodelle die Tiere
mit Nierensch&den von den gesunden Kontrolltieren getrennt. Im ZSF1-Rattenmodell
wurden dabei die fettleibigen Tiere entsprechend ihres Alters gruppiert. Der
Unterschied zwischen den Studien war dabei deutlich starker ausgepragt als innerhalb
einer Gruppe und Studie. Insgesamt beschreibt somit die zweite Hauptkomponente
(HK2) die Anderungen der renalen Genexpression aufgrund von CKI. Deutlich
deregulierte und gut annotierte Gene wurde einer manuellen, literaturbasierten
Annotation unterzogen (Abbildung 14a). 391 annotierte Gene mit verdnderter
Genexpression in ZSF1-Ratten zeigten dabei vergleichbare Profile in den mRenTG-,
AA- und Glomerulonephritis-Tiermodellen. (Abbildung 14c). Diese Veranderungen der
Genexpression waren Uberwiegend mit einer reduzierten Nierenfunktion einschlieBlich
reduziertem renalen Transport, reduziertem Metabolismus, einer Entzindungsreaktion
mit erhéhter Infiltration von Immunzellen und Konzentration von Zytokinen und
Chemokinen, einer erhdhten renalen Fibrose einschlieBlich EZM Produktion und EMT,
einer veranderten oxidativen Stressantwort und glomeruldren Schaden assoziiert. In
den ZSF1-Tieren waren diese Effekte bereits in 26 Wochen alten Tieren deutlich
sichtbar und stiegen bis Woche 59 weiter an. Die Intensitdt der
Genexpressionsveranderungen in 26 Wochen alten ZSF1-Tieren war dabei
vergleichbar zum mRenTG-Rattenmodell. Eine verdnderte Expression von Genen,
welche bekanntermaBen mit der Produktion und dem Beladen von Exosomen oder
Mikrovesikel, dem intrazelluldarem Vesikeltransport oder deren Sekretion involviert sind,
konnte in ZSF1- und mRenTG-Ratten nicht festgestellt werden.

Insgesamt 1613 Gene waren jeweils in nur einem Tiermodell signifikant dereguliert
(Anhang-Abbildung 31). Eine Auswahl von 418 annotierten Genen ist in Abbildung 14d
dargestellt. In den hier verwendeten Datenséatzen war nur in 46 und 59 Wochen alte
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ZSF1-Ratten eine reduzierte oxidative Phosphorylierung und Fettsdureoxidation, sowie
eine erh6hte mitochondriale Dysfunktion auf Genexpressionsebene erkennbar.
Genexpressionsveranderungen, welche mit Entziindungsprozessen assoziiert sind,
waren ebenfalls starker in diesen Tieren ausgepragt als in den anderen Tiermodellen.
Speziell in AA-behandelten Ratten wurde eine deutlich starkere Induktion von Genen
mit Assoziation zur Entgiftung von ROS und DNA-Reparatur entsprechend der
genotoxischen Aktivitdit von AA, sowie mit Assoziation zu glomeruldren Schéaden
detektiert. Im Glomerulonephritis-Rattenmodell waren zusétzliche Gene signifikant
verandert, welche mit glomerularen Schaden assoziiert waren. Eine Auswahl
deregulierter Gene und deren Verbindung zur renalen Pathologie sind in Tabelle 18
dargestellt.

TABELLE 18: AUSWAHL ANNOTIERTE GENE UND DEREN ASSOZIATION MIT RENALEN
PATHOMECHANISMEN IN DER NIERE DER ZSF1-, MRENTG, GLOMERULONEPHRITIS- UND AA
NEPHROPATHIE-RATTENMODELE

Auswahl manuell annotierter Gene (Pubmed, Google scholar) mit verdnderten renalen
Genexpressionsprofilen in fettleibigen und schlanken, 14 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten
(W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die aufgelisteten Pathomechanismen wurden
von den assoziierten Genen unter Berlcksichtigung der Richtung ihrer veranderten Expression
abgeleitet. EMT: Epitheliale-Mesenchymale Transition. EZM: Extrazellulare Matrix. GBM:
Glomeruldre Basalmembran. OXPHOS: Oxidative Phosphorylierung.

Pathomechanismus  Genselektion

EMT: Vim, Acta2, Tgfb1, Itga11, Adam12, Pxdn, Fgf2, Smoc2,
Spp1, Cnn2, Tpm1, Hmgcs2, Runx1, Sfrp1, Sfrp4,

Fibrose EZM-Synthese: Fni, Lox, Tgfol, Col1at, Colia2, Col3ai, Col5af,
Col5a2, Col6atl, Dse, Fon1, Mmp14, Mmp2, Pcolce
Prasenz von Immunzellen: ltgae, ltgal, Hopx, Cd4, Cd5, Cd22,
Cd19, Cd7, Cmtm3, Dapp1, Fcer2, Fcgr3a, Lcp1, Terb, 1I7r, Rt1-Ba,
. Rt1-Da,
Entziindung

Zytokine/Chemokine: Ccl2, Ccl19, Ccl20, Ccl21, Ccl5, Ccl7, Cclb,
Ccl3, Cx3cl1, Cxcl10, Cxcl12, Cxcl13, Cxcl9, Cxcli6, 1118, 1119, lI1b,
124, 117

Gclc, Gelm, Ggct, Ggt1, Girx, Gpx1, Gpx2, Gpx8, Gsta1, Gsta4,
Gsta5, Gstk1, Gstm1, Gstm3, Gstm7, Gsto1, Gsto2, Gstt1, Mgst3,

Oxidative Stress

(-antwort) Gss, Slc25a21, Clic1, Msra, Msrb1, Mt1a, Nef, Ncf2, Nox4, Sepp1
Podozyten: Nphs1, Nphs2, Des, Grem1, Nfatc1, Kmo, Pcdh17,

Glomerulare Cdh3, Itga3, Cd151, Cldn1, TIr8, Podxl

Schaden EZM/GBM: Col4a1, Col6a2, Col6a3, Col6as, Col6a6, Lamb1,

Lamb3, Lamc2, Nid1, Npnt, Agrn

Abcd3, Etfdh, Acad10, Acad11, Acadm, Acads, Acsm3, Decr2,
Echs1, Ehhadh, Hacl1, Acsl1, Mlycd, Acadsb, Acaa2, Acox1

OXPHOS: Ndufal1, Ndufa11, Ndufa6, Ndufb2, Ndufb3, Ndufb6,
Ndufs1, Ndufs3, Ndufv1, Atp5e, Atp5o0, Acn9, Etfdh, Uqgcrqg, Sdhd
Transporter: Mpc1, Mpc2, Sfxn2, Nme4, SIc25a30, Sic25a42,

Fettsdureoxidation

Mitochondriale

(Dys)Funktion Sic22a8, Slcddat, Ucp2
Mitophagie, Apoptose: Nipsnap1, Pink1, Shc1, Ppif, Nme4, Cycs
é‘;@fﬁﬁﬂ:r Cerndl, Amtl, HIf, Per2, Per3, Dbp, Nr1d1, Nrid2, Usp2
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Im Rahmen einer IPA-basierten Identifikation von Ubergeordneten Regulatoren,
beeinflussten kanonischen Signalwegen und Funktionen der deregulierten Gene in
biologischen und toxikologischen Prozessen wurden in allen Tiermodellen und allen
Altersstufen der ZSF1-Tiere die Ubergeordneten Regulatoren Tgf-B1 und Tumor
Nekrose-Faktor alpha (Tnf) als aktiviert vorhergesagt (Abbildung 15, Tabelle 19).

a) b)

(W14 —59)
mRenTG
GN (1/2,5/
5 ml/kg)
(W14 —59)
mRenTG

GN (1/2,5/ 5
ml/kg)

ZSF1
ZSF1

Damage of kidney FAS
2,5 Nepits EEE = 38 B
Apoptosis of podocytes =) AGT
Proliferation of mesangial cells [ LIS

Cell death of renal tubular epit!
Damage of renal tubule ‘TGFBI
TNF

Atrophy of renal tubule
Apoptosis of glomerular cells PKD1
IL1B

Hyperplasia of kidney | TG

Apoptosis of renal glomerulus
poptosi { g rulu AGTR1

Apoptosis of mesangial cells NOS3
Hyperplasia of mesangial cells
YREIE Ll I THY1
EGF
-3,9 LEP
’

Growth of renal glomerulus
20 - | B
ABBILDUNG 15: IPA-ANALYSE DER NIERE IN ZSF1- UND MRENTG-RATTEN UND RATTEN-
MODELLEN AA-INDUZIERTER NEPHROPATHIE UND GLOMERULONEPHRITIS

IPA-basierte Analyse in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit L-NAME (n=5)
sowie in fettleibigen und schlanken 14, 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-Tieren (W14/22:
n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die Ergebnisse wurden mit publizierten Datensatzen
von AA-behandelten Ratten (n=6) und durch drei verschiedene Konzentrationen NTS-
induzierter GN (NTS: n=5; Kontrollen n=3) verglichen. a) Tox und Bio-Funktionen. b)
Ubergeordnete Regulatoren. Fir die Analyse wurden nur im jeweiligen Tiermodell signifikant
deregulierte Gene verwendet (Welch/nAnova p < 0,05; EffektgréBe > 1,7; minimale Signalstarke
20). IPA-Ergebnisse mit einem Aktivierungsgrad (z-Wert) von z < -2/ =2 2 mit einer
Wahrscheinlich von p < 0,005 wurden als signifikant bewertet. W: Woche. mRenTG: Renin2-
transgene Ratten. AA: Aristolochiasdure. GN: Glomerulonephritis.

Aktivierung (z-Wert)

Aktivierung (z-Wert)

Far 14 bis 59 Wochen alte, fettleibige ZSF1-Ratten wurden eine erhdhte glomerulére
Schadigung, renale Nekrose, Dysfunktion der Niere und Apoptose von Podozyten
vorhergesagt (Tabelle 19). Lediglich die Nierennekrose wurde auch fir mRenTG-
Ratten nach L-NAME Behandlung vorhergesagt. Die anderen identifizierten Tox- und

Biofunktionen waren spezifisch fir die ZSF1-Ratten.
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TABELLE 19: IPA-ANALYSE DER RENALEN GENEXPRESSION IN ZSF1-RATTEN

IPA-basierte Identifikation von Regulatoren, kanonischen Signalwegen und Tox- und Bio-
Funktionen im veranderten renalen Genexpressionsprofil von fettleibigen und schlanken , 14 bis
59 Wochen alten ZSF1-Ratten (W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Fir die IPA-
Software wurden Vorhersagen mit Aktivierungswerten (z-Scores) von z < -2/ = 2 mit einer
Wahrscheinlich von p < 0,005 verwendet (1: z-score positiv, Aktivierung vorhergesagt. |: z-
score negativ, Inhibierung vorhergesagt).

ZSF1-Ratten (vs schlanke ZSF1-Ratten)

Regulatoren Glis2 (1), Tnf (1), Tgfb1 (1), Agt (1), Agtr1 (]), Lep(1), Ctnnb1 (1)

Integrin Signalweg (1), Th1 Signalweg (1), Oxidative Phosphorylierung
(1), Produktion von NO durch Makrophagen (1), Akut-Phase-Reaktion

giannoarll‘ligh: (1), Glutathion-vermittelte Detoxifizierung (), B-Oxidation von
9 9 Fettsduren (), Extravasation von Immunzellen (1), Endothelin -1
Signalweg (1), Renin-Angiotensin Signalweg (1)
Tox- und Bio- Glomerulare Schadigung (1), Renale Nekrose (1), Renale Dysfunktion
Funktionen (1), Funktion der Niere (|), Apoptose von Podozyten (1)

Ahnlich zu den Regulatoren und Tox- und Bio-Funktionen waren auch die
vorhergesagten kanonischen Signalwege in der Niere aller Tiermodelle vergleichbar.
Lediglich fir das mRenTG-Rattenmodell wurden insgesamt deutlich weniger aktivierte
oder inhibierte Signalwege vorhergesagt (Anhang-Abbildung 32). Hierzu gehérten eine
reduzierte Glutathion-vermittelte Entgiftung sowie ein aktivierter Endothelin-1
Signalweg, eine induzierte Extravasation von Immunzellen, eine aktivierte Akut-Phase-
Reaktion und eine vermehrte Aktivierung Immunzell-spezifischer Signalwege.

Die Genexpressionsdaten wurden des Weiteren einer WGCNA unterzogen. Fir eine
Erlauterung der WGCNA und der dazugehérigen Darstellung siehe Kapitel 4.2.2. In 26
Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Tieren wurden in der WGCNA Module identifiziert,
welche mit renaler Inflammation (Module 212m, 113, 63m, 16m, 305, 7m, 56) und
Fibrose (Module 212m, 10m, 31m, 272) assoziiert waren (Abbildung 16b). Die
positiven EGS beschrieben dabei eine Gberwiegende Induktion der assoziierten Gene.
Vergleichbare Effekte wurden in einer stérkeren Auspragung in 59 Wochen alten
Tieren beobachtet (Abbildung 16a). In 59 Wochen alten ZSF1-Ratten wurden
zusétzlich Module identifiziert, welche mit mitochondrialer Funktion (Module 28m, 264,
96m), mitochondrialem Fettsguremetabolismus (Module 3m, 296) oder glomerularer
Organogenese (Modul 196) assoziiert waren. Alle Module mit mitochondrialer
Assoziation wurden dabei als inhibiert vorhergesagt. In L-NAME behandelten
mRenTG-Ratten wurden ebenfalls Module mit Assoziation zu Mitochondrien (Module
296, 3m, 264), Entziindung und Fibrose (Module 7m, 63m, 305, 113, 212m, 10m, 31m)
identifiziert. Die GroBe der EGS war dabei vergleichbar mit 26 Wochen alten ZSF1-

Ratten.
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56: Zelluldre (Stress) Antwort, Angeborene Immunantwort

a) [3m] Funktion Mitochondrien, 235; Koagulatlon/Hamostase, Wundheilung
(FA/AA) Metabolismus O‘/ ): Vasokonstriktion, renale BP Regulation
[2m:] Zelladhésion D6m| Mito. Genexpression
[296] (M/tochondnale) [961]: Mito. Atmungskette
Fettséiureoxidation
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(Membran), Immunzellmlgratlon, TNFa
Eisentransport 16m, 305: Immunantwort,
Aktlwerung von Immunzellen (B-
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127: Epi-/Endothelzellen- ;
Migration \O (Myelozyten), ROS generation
212m: Renale Organogenese, ZM 233: Zellmigration
migration, Fibroblasten, Kollagen, 10m: Fibrose
Entziindung T
b) c)

35 332 ___ 214: PI3K Signalweg
327: 4 Blutgerinnung, o 235

2 — 2 386: Peroxisom
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ABBILDUNG 16: ERGEBNISSE DER WGCNA-ANALYSE IN DER NIERE VON ZSF1-RATTEN,
MRENTG-RATTEN UND JE EINEM TIERMODELL FUR GLOMERULOSKLEROSE UND AA-
INDUZIERTER NEPHROPATHIE

Relevante Module, welche in der WGCNA fiir a) 26 und b) 59 Wochen alte ZSF1-Ratten (W26:
n=10; W59: n=6), in ¢) fir mRenTG-Ratten nach achtwéchiger L-NAME Behandlung (n=5), d)
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Ratten nach zweiwdchiger NTS-Behandlung zur Induktion von Glomerulonephritis (NTS: n=5;
Kontrollen n=3) und in e) Ratten nach 12-wdéchiger Behandlung mit AA (n=6) identifiziert
wurden. Fir die Analyse wurden Mittelwerte signifikant deregulierte Gene in den angegebenen
Gruppen verglichen zu den entsprechenden Kontrollen verwendet (Welch/nAnova p < 0,05;
EffektgroBe > 1,7; minimale Signalstarke 20). Module mit einem positiven EGS sind in orange
und rot dargestellt, Module mit einem negativen EGS in grin und blau. Die funktionelle
Annotation erfolgte durch Gene Ontology-Uberreprasentationsanalyse. Die WGCNA wurde in
der TXG-MAPr Webapplikation durchgefiihrt. Durch Umrandung sind Module in 59 Wochen
alten ZSF1-Ratten und mRenTG-Ratten mit mitochondrialer oder glomeruldrer Assoziation
hervorgehoben, in AA-behandelten Ratten Module mit Assoziation zu oxidativem Stress,
Apoptose und DNA-Schaden. W: Woche. mRenTG: Renin2-transgene Ratten. L-NAME: N(w)-
nitro-L-Argininmethylester.

Module mit Assoziation zu Entziindung und Fibrose wurden auch in L-NAME
behandelten mRenTG-Ratten (Abbildung 16c¢) und in den Rattenmodellen fir
Glomerulonephritis und AA-induzierter Nephropathie gezeigt (Abbildungen 16d und
16e). Spezifisch fir AA-induzierte Nephropathie war die Induktion von Modulen mit
Assoziation zu p53, Apoptose und Antwort auf DNA-Schéaden.

Far den Vergleich der renalen Genexpression in ZSF1-Ratten mit humaner DN wurden
die Genexpressionsdaten der ZSF1-Ratten mit einer Studie von Woroniecka et al
(2011) verglichen, in der die Genexpression in Tubuli und Glomeruli von Patienten mit
DN bestimmt wurden (Woroniecka et al. 2011). Zuséatzlich wurden Daten von Dower et
al (2017) in den Vergleich eingeschlossen, welche die renale Genexpression in
glomerulusangereichertem Nierengewebe von 12 bis 41 Wochen alten ZSF1-Tieren
beschreiben. Diese Meta-Analyse soll zeigen, ob die renale Genexpression der ZSF1-
Ratten die humane Genexpression widerspiegelt und ob die in dieser Arbeit erfassten
Daten aus einem Gesamthomogenat der Niere vermehrt die Genexpression im
tubularen oder glomerularen Zelltyp reprasentieren.

Der Vergleich zeigte, dass sowohl die Genexpressionsprofile im Gesamthomogenat
vom glomerulusangereicherten Gewebe von ZSF1-Ratten stark abwichen als auch von
der humanen Genexpression in Glomeruli (Abbildung 17a, Anhang-Abbildung 33). Die
Analyse von aktivierten oder inhibierten Signalwege im Nierengewebe zeigte
allerdings, dass die Vorhersagen fir das Gesamthomogenat der ZSF1-Ratten mit den
vorhergesagten Signalwegen im Tubulus von Patienten mit DN vergleichbar sind
(Abbildung 17b). Wahrenddessen entsprachen Daten von Dower et al (2017) der
Genexpression humaner Glomeruli. Zum Beispiel wurde eine Aktivierung des TGF-8
Signalweges in Tubuli von DN Patienten und im Gesamthomogenat von ZSF1-Ratten
vorhergesagt, wahrend keine Aktivierung in den Glomeruli der Ratten oder Patienten

identifiziert werden konnte.
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a) b)

ZSF1 Gesamt ZSF1 Glomeruli
W14-59 W12-41

ABBILDUNG 17: GENEXPRESSION IN DER NIERE IN ZSF1- RATTEN UND GLOMERULI UND TUBULI
VON PATIENTEN MIT DIABETISCHER NEPHROPATHIE

a) Genexpressionsprofile und (b) durch IPA identifizierte kanonische Signalwege im
Gesamthomogenat der Niere von 14 bis 59 Wochen alten ZSF1-Tieren (Gesamt: W14/22: n=5;
W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die Ergebnisse wurden mit einem publizierten Datensatz mit
Genexpressionsdaten aus 12 bis 41 Wochen alten ZSF1-Ratten im Nierengewebe nach
Anreicherung der Glomeruli (n=5) und mit publizierten Genexpressionsanalysen in Tubuli und
Glomeruli von Patienten mit DN (Woroniecka et al, 2011; n=5 (Glomeruli), n=8 (Tubuli))
verglichen. Die Genexpression im Gesamthomogenat wurde mit Hilfe von Affymetrix
Mikroarrays, die Genexpression nach Anreicherung der Glomeruli mittels RNA-Sequenzierung
bestimmt. Es ist die relative Genexpression in fettleibigen ZSF1-Ratten relativ zum
arithmetischen Mittelwerte der entsprechenden Kontrollen gezeigt. Genexpressionsprofile sind
dargestellt als Heatmap einschlieBlich hierarchischem Clustering. Fir die IPA-Analyse wurden
signifikant deregulierte Gene verwendet (Welch/nAnova p < 0,05; EffekigroBe > 1,7; minimale
Signalstarke 20). IPA-Ergebnisse mit einem Aktivierungsgrad (z-Wert) von z < -2/ 22 und p <
0,005 wurden als signifikant bewertet. Positive z-Werte, dargestellt in orange, stellen eine
vorhergesagte Aktivierung dar, negative z-Werte, dargestellt in blau, stellen eine Inhibierung
oder Reduktion dar. hDN: humane diabetische Nephropathie. W: Woche. Glom.: Glomeruli-
angereichert. Gesamt: Gewebehomogenat der gesamten Niere.
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Zusammengefasst deuten die renalen Genexpressionsdaten in ZSF1-Ratten auf eine
bereits in Woche 26 ausgepragte und bis Woche 59 weiter ansteigende Entziindung,
Fibrose, glomeruldre Schadigung, oxidative Stress Antwort und renale Dysfunktion hin.
Die aktivierten und inhibierten Signalwege in den Glomeruli alterer ZSF1-Tiere
entsprach dabei den Signalwegen in Glomeruli von Patienten mit DN, wahrend die
Genexpressionsdaten dieser Arbeit den tubuldren Zelltyp in humaner DN bereits in
jungeren Tieren widerspiegelten. Der Vergleich der CKD in ZSF1-Tiere mit sub-
chronischen (mRenTG, AA) und sub-akuten (Glomerulonephritis) Nierenschaden

zeigte zum gréBten Teil vergleichbare Verédnderungen der renalen Genexpression.
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4.3 MicroRNA-Quantifizierung im Urin von ZSF1- und mRenTG-Ratten und
in einem in vitro-Modell fir renale Fibrose

MiRNAs in Gesamturin oder in Urin-EVs werden als potenzielle neue Biomarker fiir
Nierenschadigung und deren zugrundeliegenden Pathomechanismen diskutiert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde bereits ein ausgepragter renaler Schaden in ZSF1- und
mRenTG-Ratten durch histopathologische Untersuchungen, klassische und neuere
Proteinbiomarker fir Nierenschaden (Kapitel 4.1) sowie Genexpressionsanalysen
(Kapitel 4.2) gezeigt. In diesem Teil soll nun analysiert werden, ob und inwiefern CKD
in beiden Rattenmodellen das miRNA-Profil im Gesamturin und Exosomen des Urins
beeinflusst, und ob vergleichbare Verdanderungen auch in Tiermodellen wie dem
Glomerulonephritis-Modell beobachtet werden kénnen. Eine Ubersicht (iber alle
verwendeten Studien ist in Anhang-Abbildung 34 gezeigt. Durch eine Analyse der
miRNA-Freisetzung in einem in vitro-Modell fir renale Fibrose soll zusatzlich ein
Zusammenhang zwischen veranderten miRNAs im Urin und dem Prozess der TGF-f

vermittelten Fibrose ausgehend von proximalen Tubuluszellen untersucht werden.

4.3.1 MicroRNA-Profil in Urin und Niere von ZSF1-Ratten

4.3.1.1 Isolation und Semi-Quantifizierung von Exosomen im Urin

Um eine passende Methode zur Exosomenanreicherung aus Rattenurin beziglich
Aufwand und Qualitdt auszuwéhlen, wurden zwei Methoden mit unterschiedlichen
Isolationsprinzipien verglichen: Das auf Prazipitation basierende miRCURY Exosome
Isolation Kit und die auf dem Prinzip einer GréBenausschlusschromatographie (SEC)
beruhenden qEV-Saulen. Hierzu wurden Uber beide Methoden Exosomen aus dem
Urin fettleibiger ZSF1-Ratten angereichert und die Exosomen-assoziierten Proteine
TSG101 und Alix mittels Western Blot quantifiziert. Die Ko-Isolation von Mikrovesikeln
wurden anhand des Proteins Calnexin bestimmt. Das miRCURY Exosome Isolation Kit
reicherte deutlich messbare Mengen Gesamtprotein (Anhang-Tabelle 28), der
exosomalen Proteine TSG101 und ALIX und des mikrovesikuldren Proteins Calnexin
an (Abbildung 18a). Fir die qEV-Saulen bestéatigte die Western Blot Analyse die
Anreicherung exosomaler Proteine in den vom Hersteller angegebenen
Elutionsfraktionen 8 und 9. Verglichen mit dem miRCURY Kit resultierten die qEV-
Saulen dabei allerdings in deutlich niedrigeren, absoluten Intensitaten exosomaler und
mikrovesikularer Proteine (Abbildung 18a). Der Gesamtproteingehalt lag fir alle
Fraktionen der qEV-Saulen unter dem Detektionslimit des BCA-Tests
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(Anhang-Tabelle 28). Bezogen auf den Gesamtproteingehalt der aufgetragenen Probe,
gemessen nach Coomassie-basierter Farbung der Gele, war der Anteil der
exosomalen Proteine TSG101 und ALIX in den SEC Fraktionen 8 und 9 vergleichbar
bis minimal erhéht gegentiber der miRCURY-Methode (Abbildung 18c, Anhang-Tabelle
28). Relativ zum Gesamtproteingehalt der Probe war die Ko-Isolation von
Mikrovesikeln in SEC-Fraktionen 8 und 9 dabei um das Zweifache héher verglichen zur
miRCURY-Methode.

a) - b e
S IS
TSG101 . | -44 kDa — - 44 kDa
CNX ‘ -75kDa — - 75 kDa
ALIX e . -97 kDa . . - 97 kDa

c) d)
T 2.5q T 1.0q
(] [
“g’, g 2.0- M "g’, g_ 0.8
= E 151 = E 0.6
23 23
£0 1.0 £0 0.4
2 < ° <
€8 0.5 H 8 02
&, 0.0 | I : : £ 0.0 = =
TSG101 ALIX CNX TSG101 ALIX CNX
B miRCURY [@ SEC (Fr.9) ] Gesamturin (ZSF1 fettleibig)
O SEC (Fr. 8) B EV (ZSF1 fettleibig) BN EV (ZSF1 Kon.)

ABBILDUNG 18: QUANTIFIZIERUNG EV-ASSOZIIERTER PROTEINE IM URIN VON ZSF1-RATTEN
Western Blot Analyse der exosomalen Proteine TSG101 und Alix, und des mikrovesikularen
Proteins Calnexin in EV-angereicherten Urinproben von ZSF1-Ratten (Alter: 26 Wochen). a)
Exosomale und mikrovesikulare Proteinintensitaten einschlieBlich c) densiometrische Analyse
nach lIsolation von Exosomen aus 1 ml Urin fettleibiger ZSF1-Ratten (4 Tiere gepoolt) mittels
des miRCURY Exosome Isolation Kits (Qiagen) oder qEV-Saulen (Fraktionen 7 bis 10; Izon). b)
Exosomale und mikrovesikulare Proteinintensitdten im Western Blot einschlieBlich d)
densiometrische Analyse nach Isolation von Exosomen aus 1 ml Urin fettleibiger und schlanker
ZSF1-Ratten (je 4 Tiere gepoolt) mittels des miRCURY Exosome Isolation Kits (Qiagen) oder im
Gesamturin. Je 16,25 pL EV-Probe (aus 1 ml Urin) oder 100 uL Gesamturin wurden verwendet.
Proteinintensitdten der densiometrischen Auswertung wurden auf den Gesamtproteingehalt
normalisiert. Der Gesamtproteingehalt wurde mit Hilfe von Intensitdtsbestimmung aller Banden
pro Probe nach Coomassie-basierter Proteinfarbung bestimmt. MV: Mikrovesikel. EV:
Extrazellulare Vesikel. Fr: Elutionsfraktion. SEC: GrdéBenausschlusschromatographie. CNX:
Calnexin. Kon.: Kontrolle.
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In einem zweiten Western Blot wurde die Menge exosomaler und mikrovesikularer
Proteine in Gesamturin sowie EV-Praparaten von fettleibigen und schlanken ZSF1-
Ratten verglichen. In Gesamturin fettleibiger ZSF1-Tiere wurden lediglich sehr niedrige
Mengen des exosomalen Proteins TSG101 detektiert, wahrend die Proteinintensitat
von ALIX und Calnexin nahe des Hintergrundwertes lagen (Abbildung 18b). Im
Vergleich dazu war die auf Gesamtprotein normalisierte Signalintensitat der
exosomalen und mikrovesikuldren Proteine nach Anreicherung der Urin-EVs
fettleibiger ZSF1-Ratten deutlich héher (Abbildungen 18b und 18d). Beachtet werden
muss bei dieser Betrachtung, dass die Probenmenge des Gesamturins, welche flir den
Western Blot verwendet wurde, nur circa 10 % des Volumens entspricht aus dem die
EVs angereichert wurden. Dennoch bestatigen die Ergebnisse, dass EV-Anreicherung
aus Urin die Konzentration von EVs deutlich erhéht und eine gezieltere Analyse der
EVs ermdglicht.

Zusammenfassend bestatigten diese Western Blot-Analysen die erfolgreiche
Anreicherung von Exosomen aus dem Urin fettleibiger ZSF1-Ratten fur beide
Methoden. Aufgrund der parallelen Ko-Isolation von Mikrovesikeln werden die
entsprechenden Urinprgparationen im Rest der Arbeit allerdings als ,EV angereicherte®
Urinpraparate bezeichnet. Dieser Ansatz folgt den Empfehlungen der International
Society for Extracellular Vesicles (Gould und Raposo 2013). Aufgrund der generell
héheren EV-Ausbeute und der prozentual etwas geringeren Ko-Isolation
mikrovesikulérer Bestandteile wurde fir weitere Versuche zunachst das miRCURY Kit
verwendet, wahrend die qEV-Saulen zur Bestatigung der miRCURY-basierten
Ergebnisse durch eine Quantifizierung ausgewahlter miRNAs verwendet wurde.
Zudem zeigten die Ergebnisse, dass im Urin fettleibige ZSF1-Ratten leicht erhdhte
Mengen der exosomalen Proteine TSG101 und Alix, und deutlicher erh6hte Mengen
des mikrovesikuldren Proteins Calnexin verglichen zur schlanken Kontrolle vorhanden

waren.

4.3.1.2 Quantifizierung von microRNAs im Urin von ZSF1-Tieren

In diesem Teil der Arbeit wurden miRNA Veranderungen im Urin fettleibiger ZSF1-
Ratten charakterisiert und der Mehrwert einer EV-Anreicherung fur die Detektion von
potenziellen miRNA Biomarkern fiir CKD und deren Krankheitsprogression adressiert.
Hierzu wurden miRNAs aus Gesamturin und Urin-EVs quantifiziert und deren Profile in
fettleibigen Tieren verglichen zur schlanken Kontrollen und in fettleibigen Ratten Uber
die Zeit analysiert. Fur die Quantifizierung wurden miRNAs ausgewahlt, fir welche eine

Expression in der Niere beschrieben wurde und welche potenziell mit einer renalen
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Schadigung assoziiert sein kénnten. Die PCR-basierte parallele Quantifizierung von
374 miRNAs (,Profiling“) in ZSF1-Tieren ergab 337 messbare miRNAs im Gesamturin
und Urin-EVs (Abbildung 19a, Anhang-Tabelle 30). Die geringe Varianz des Spike-ins
zwischen den Proben bestétigte dabei eine akzeptable technische Varianz wéahrend
der RNA-Isolierung, reversen Transkription und gRT-PCR (Abbildung 19a).

a) b)
EVs __Gesamturin Erhéht EV-miRNAs in ZSF1 Urin
W14(f) W22(f) W26(f) W22(s) W14(f) W26(f) W26(s) 10 W14 W22 W26 W14 W22 W26 W14 W22 W26
100 IR —
-~
5 27
= = — = ) ) s
5 N g 11
104 /\ 1/2-
cel-miR-39-3p 1/5
1104 ‘ " | ‘
Reduziert  Mod. ACt Globaler Spike-in
1/ Mittelwert

ABBILDUNG 19: MIRNA CT-WERTE UND VERGLEICH DREI VERSCHIEDENER MIRNA
NORMALISIERUNGSMETHODEN IM URIN VON ZSF1-RATTEN

a) Ct-Werte von 374 miRNAs und des spike-ins cel-miR-39-3p im Gesamturin und in Urin-EVs
fettleibiger und schlanker ZSF1-Ratten (n=4). b) Hierarchisches Clustering ausgewa&hlter
miRNAs in Urin-EVs von ZSF1-Ratten (n=4) nach Auswertung mittels der modifizierten ACt-
Methode, der globalen Mittelwert-Methode oder nach Normalisierung auf den spike-in cel-miR-
39-3p. Es sind relative Mengen in fettleibigen ZSF1-Ratten im Alter von 22 und 26 Wochen
relativ zum Mittelwert 14 Wochen alter, fettleibigen ZSF1-Tieren gezeigt. Die Ergebnisse sind in
Form einer Heatmap dargestellt. MiRNAs wurden mittels individualisierter miRCURY LNA gRT-
PCR Platten (Qiagen) quantifiziert. Flr die Auswahl von miRNAs wurden folgende Grenzwerte
verwendet: zweifacher ANOVA p-Wert < 0,05 nach Korrektur mittels FDR, kombiniert mit einer
EffektgréBe = 2-fach. OvL: Fettleibig relativ zu schlank. W: Woche. f: Fettleibig. s: Schlank. EV:
Extrazellulare Vesikel.

Wie zuvor beschrieben gibt es bislang kein Standardverfahren zur Normalisierung der
miRNA-Messdaten in Kérperflissigkeiten, diese kénnen die Ergebnisse von miRNA-
Quantifizierungen  jedoch  deutlich  beeinflussen. Daher  wurden  drei
Normalisierungsmethoden von miRNAs im ZSF1-Urin verglichen: Die Normalisierung
auf den globalen Mittelwert, die Spike-in Normalisierung und die Normalisierung nach
der modifizierten ACt-Methode (siehe Kapitel 1.4.3 und 3.5.3). Das Ergebnis fiir 46
reprasentative miRNAs in fettleibigen ZSF1-Ratten ist in Abbildung 19b dargestellt. Der
Vergleich zeigte, dass alle detektierten miRNAs unabhangig von der
Normalisierungsmethode vergleichbare Profile in den fettleibigen ZSF1-Ratten
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zwischen Woche 14 und 26 zeigen. Fur diese Arbeit wurde im Folgenden die
modifizierte ACt-Methode nach Pavkovic et al fir die miRNA Normalisierung gewahilt.
Die Auswertung nach der modifizierte ACt-Methode einschlieBlich statistischer Analyse
des Profiling-Experiments zeigte, dass im Urin fettleibiger ZSF1-Tieren 290 der 337
detektierten miRNAs signifikant gegeniiber den gleichaltrigen, schlanken Kontrolltieren
verandert und grdBtenteils erhdht waren (Abbildung 20a, Anhang-Tabelle 31). 183 der
290 miRNAs waren dabei sowohl im Gesamturin als auch Urin-EVs von fettleibigen
ZSF1-Tieren verandert (z.B. miR-130a-3p, miR-145-5p), wahrend je 47 und 60
miRNAs nur in Urin-EVs oder in Gesamturin statistisch signifikant waren. Hinsichtlich
der Progression der CKD zwischen 14 und 26 Wochen waren im Urin fettleibiger ZSF1-
Ratten waren 38 miRNAs signifikant verandert (Abbildung 20b, Anhang-Tabelle 32). Elf
signifikante miRNAs wurden dabei spezifisch in der EV-angereicherten Fraktion
detektiert, von denen funf reduziert (z.B. miR-743a-3p, miR-883b-3p) und sechs erhéht
waren (z.B. miR-191-5p, miR-10a-5p). Im Gesamturin waren 25 miRNAs signifikant
zwischen dem Alter von 14 und 26 Wochen erhéht (z.B. miR-23a-3p, miR-125b-5p).
Zwei miRNAs (miR-342-3p, miR-19b-3p) waren sowohl im Gesamturin als auch nach
EV-Anreicherung signifikant erh6ht. Diese Daten weisen darauf hin, dass sich miRNAs
im Urin sowohl in fettleibigen verglichen zu schlanken ZSF1-Ratten, als auch in
fettleibigen Ratten mit zunehmenden Alter verandern. Dies unterstreicht das Potential
von miRNAs im Urin als mdégliche Biomarker sowohl fir CKD als auch fir die
Krankheitsprogression der CKD.

Zu den hier analysierten Zeitpunkten waren ebenfalls die Proteinbiomarker fir
Nierenschaden KIM-1, OPN, CLU und CYSC signifikant im Urin fettleibiger ZSF1-
Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle erhéht (Abbildung 20a, untere Heatmap;
Kapitel 4.1.3). Im Vergleich hierzu zeigten allerdings manche miRNAs einen grdBeren
Effekt. So war zum Bespiel miR-34c-5p um das 28,1-fache erhéht im Gesamturin
fettleibiger ZSF1-Tiere verglichen zur Kontrolle, wahrend der entsprechende Wert fiir
Proteinbiomarker bei maximal 9,3-fach fir KIM-1 lag (siehe Kapitel 4.1.3, Anhang-
Tabelle 26). Der Anstieg der miRNAs zwischen 14 und 26 Wochen alten, fettleibigen
ZSF1-Ratten war ebenfalls deutlich starker ausgepragt als die gemessenen
Proteinbiomarker OPN, CYSC, CLU und KIM-1, von denen lediglich KIM-1 signifikant
Uber die Zeit anstieg (Abbildung 20b, Kapitel 4.1.3). Dies kénnte darauf hinweisen,
dass im Urin miRNA den Krankheitsverlauf besser reflektieren als die
Proteinbiomarker. Diese Annahme wird auch durch HKAs unterstitzt (Anhang-
Abbildung 36). Basierend auf ausgewahlten miRNAs in Gesamturin oder Urin-EVs
fettleibiger ZSF1-Tiere konnten in der HKA sowohl die Gruppe der fettleibigen ZSF1-
Tiere von den Kontrollen unterschieden werden, als auch die 14 von den 22 und 26
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Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten. Die erste Hauptkomponente der jeweiligen
Analyse beschrieb dabei 71,4% (EV-miRNAs) und 82,5% (miRNAs im Gesamturin) der
Variation der Daten und reflektiert méglicherweise das AusmaB des Nierenschadens
und dessen Progression mit zunehmendem Alter. Die HKA basierend auf den vier
Proteinbiomarkern hingegen konnte nur fettleibige ZSF1-Ratten von den Kontrolltieren
unterscheiden, wahrend keine Trennung der fettleibigen ZSF1-Ratten unterschiedlich

Alters erreicht wurde.
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ABBILDUNG 20: VERANDERTE MIRNAS IM GESAMTURIN UND URIN-EVS VON ZSF1-RATTEN

a) Hierarchisches Clustering signifikant veranderter miRNAs im Urin und Urin-EVs fettleibiger
und schlanker ZSF1-Ratten im Alter von 22 oder 26 Wochen (n=4). Statistische Analyse
erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit
einer Effektgr6Be = 2 verglichen zur schlanken Kontrolle. Es sind relative Mengen in fettleibigen
ZSF1-Ratten relative zum Mittelwert der Kontrolle in Form einer Heatmap gezeigt. b)
Hierarchisches Clustering signifikant veranderter miRNAs im Urin und Urin-EVs fettleibiger
ZSF1-Ratten im Alter von 14, 22 und 26 Wochen (n=4). Statistische Analyse erfolgte mittels
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eines zweifachen ANOVA einschlieBlich Korrektur durch die FDR (q < 0,05) kombiniert mit einer
EffektgroBe = 2 verglichen zu Woche 14. MiRNAs sind als Level in fettleibigen ZSF1-Tieren im
Alter von 22 und 26 Wochen relativ zum Mittelwert 14 Wochen alter, fettleibiger ZSF1-Tiere in
Form einer Heatmap dargestellt. MiRNAs wurden mit den Proteinbiomarkern KIM-1, OPN,
CYSC und CLU im Gesamturin verglichen. Bestatigung ausgewé&hlter miRNAs in c¢) Urin nach
EV-Anreicherung und d) Gesamturin fettleibiger und schlanker ZSF1-Ratten (n=4). Die
statistische Analyse erfolgte mittels zweifachem ANOVA einschlieBlich Korrektur durch die FDR
(g £ 0,05) kombiniert mit einer EffekigréBe = 2 verglichen zur gleichaltrigen Kontrolle und Uber
die Zeit. Es sind Mittelwerte fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur gleichaltrigen, schlanken
Kontrolle einschlieBlich Standardabweichung gezeigt. Statistische Signifikanz ist als ANOVA *
p < 0,05 oder # p < 0,001 dargestellt. MiRNAs wurden mittels individualisierter miRCURY LNA
gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt-Methode einschlieBlich
Kreatinin-Normalisierung ausgewertet. EV: Extrazellulare Vesikel. OvL: Fettleibig relativ zu
schlank. W: Woche. KIM-1: Kidney injury marker-1. OPN: Osteopontin. CYSC: Cystatin C. CLU:
Clusterin. FDR: engl. False discovery rate. miR: microRNA. BM: Biomarker.

Sechs ausgewahlte miRNAs wurden einer zweiten, ebenfalls miRCURY-basierten EV-
Anreicherung und qRT-PCR unterzogen, um die Ergebnisse des ersten Profilings zu
bestatigen. In der ersten Messung (,Profiling“) waren miR-191-5p und miR-10a-5p in
Urin-EVs 26 Wochen alter, fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zu 14 Wochen alten
Tieren erhéht, wahrend miR-23a-3p und miR-125b-5p im Gesamturin dieser Tiere
erhdht waren. MiR-15b-5p war im Gesamturin und Urin-EVs fettleibiger ZSF1-Ratten,
und miR-212-3p war im Gesamturin fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken
Kontrolle erhdht. Weitere Kriterien bei der Selektion waren in der Literatur berichtete
renale Expression (Chorley et al. 2021b). Die Ergebnisse der zweiten qRT-PCR
bestatigten, dass alle sechs gemessen miRNAs im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten
verglichen zur schlanken Kontrolle erhdht sind (Abbildungen 20c und 20d). Der Anstieg
von miR-10a-5p gegenlber zur schlanken Kontrolle war dabei nach EV-Anreicherung
deutlich starker verglichen zum Gesamturin, was darauf hindeutet, dass EV-
Anreicherung vor der Detektion von miR-10a-5p potenziell von Vorteil ist. Der Anstieg
von miR-10a-5p in fettleibigen ZSF1-Ratten mit zunehmendem Alter konnte hingegen
nicht bestatigt werden. miR-125b-5p und miR-23a-3p stiegen im Gesamturin von
fettleibigen ZSF1-Tieren verglichen zur schlanken Kontrolle und in fettleibigen ZSF1-
Tieren mit zunehmendem Alter signifikant an. Der Effekt war dabei im Gesamturin
deutlich ausgepréagter als nach EV-Anreicherung. Diese Beobachtungen bestatigen die
initialen Ergebnisse aus dem miRNA-Profiling im Urin von ZSF1-Ratten. Fir diese
beiden miRNAs deuten die Ergebnisse darauf hin, dass diese miRNAs hauptséchlich
im Gesamturin detektierbar sind und eine Uberwiegende EV-Assoziation oder ein
Vorteil der EV-Anreicherung fiur die miRNA Detektion in diesem Tiermodell und
Stadium der Nierenschadigung unwahrscheinlich ist. Der zuvor beobachtete
signifikante Anstieg von miR-191-5p Uber die Zeit in fettleibigen ZSF1-Ratten nach EV-
Anreicherung konnte in der zweiten qRT-PCR nicht bestatigt werden. miR-212-3p
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hingegen zeigte einen leichten und signifikanten Anstieg im Gesamturin. Dieser Trend
konnte im initialen Profiling zwar ebenfalls beobachtet werden, allerdings erreichte er
hierbei keine statistische Signifikanz. MiR-15b-5p war in der zweiten Quantifizierung
ebenfalls erhéht in Gesamturin und Urin-EVs fettleibiger Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle, wahrend keine Veranderung zwischen dem Alter von 14 und 26
Wochen identifiziert wurde. Diese Ergebnisse bestatigten hiermit die Resultate des

initialen Experiments.

TABELLE 20: 12 AUSGEWAHLTE MIRNAS IM URIN VON ZSF1-RATTEN NACH EV-ANREICHERUNG
MIT ZWEI EV-ISOLATIONSMETHODEN

Quantifizierung von 12 miRNAs in Urin-EVs von 14, 22 und 26 Wochen alten, fettleibigen und
schlanken ZSF1-Ratten (n=2, gepoolt). Statistische Analyse des miRCURY Experiments
erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit
einer EffekigroBe = 2 verglichen zur schlanken Kontrolle. Es sind relative Mengen einschlieBlich
Standardabweichung fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur gleichaltrigen Kontrolle gezeigt.
Statistische Signifikanz ist als * p < 0,05 dargestellt. MiRNAs wurden mittels individualisierter
miRCURY LNA gRT-PCR Platten (miRCURY; Qiagen) oder individueller Assays (qQEV; Qiagen)
quantifiziert und nach der modifizierten ACt-Methode einschlieBlich Kreatinin-Normalisierung
ausgewertet. EV: Extrazelluldre Vesikel. miR: microRNA.

ZSF1 fettleibig vs. schlank
miRCURY Exosome qEV-Saulen
Isolation Kit
miRNA EV (Woche 22) EV (Woche 14) EV (Woche 26)
miR-10a-5p 2,21 +0,59* 6,34 ' 3,94
miR-34a-5p 9,78 £ 2,02* 9,51 17,50
miR-125b-5p 3,15+ 0,49* 1,93 5,32
miR-19b-3p 2,66 + 0,45* 4,18 5,67
miR-16-5p 3,40 £ 0,51 5,26 8,91
miR-15b-5p 3,40 +1,29* 6,16 8,02
miR-29c¢c-3p 2,55 +0,39* 3,46 4,68
miR-191-5p 2,42 +0,34* 3,85 6,73
miR-25-3p 2,87 +0,81* 4,09 7,45
miR-30d-5p 2,36 +0,37* 2,65 4,45
miR-23a-3p 1,88 £0,14* 1,63 2,42
miR-200b-3p 3,26 + 0,92* 7,48 24,90

Da verschiedene Publikationen gezeigt haben, dass die Methode der EV-Isolation
einen groBen Einfluss auf die Quantitdt und Profile von miRNAs haben kann
(Buschmann et al. 2018)(siehe auch Kapitel 1.4.3 der Einleitung), wurden EVs
zusatzlich mittels qEV-S&ulen angereichert und 12 ausgewéahlte miRNAs erneut mittels

qRT-PCR quantifiziert. Die Ergebnisse zeigten in Ubereinstimmung mit den vorherigen
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Experimenten erhéhte miRNA-Mengen in fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle (Tabelle 20, Abbildung 24a). Zudem wurde fir die ausgewahlten
miRNAs eine mogliche EV-Assoziation beziehungsweise ein potenzieller Vorteil der
EV-Anreicherung far die miRNA-Detektion bekraftigt.

Zusammenfassend zeigen die Daten sowohl eine groBe Anzahl von hauptséchlich
erhéhten miRNAs im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle,
als auch mehrere miRNAs, welche in fettleibigen Ratten mit zunehmendem Alter
ansteigen und somit mit der Progression der CKD korrelieren kénnten. Die EV-
Anreicherung ermdglichte dabei die Identifikation einiger veranderten miRNAs, welche
im Gesamturin nicht detektiert wurden. Die Veranderungen der miRNAs waren dabei
sowohl verglichen zur gesunden Kontrolle als auch Uber die Zeit stérker ausgepragt als
die etablierten Proteinbiomarker fir Nierenschaden.

4.3.1.3 miRNA-Expression in der Niere von ZSF1-Ratten

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass zahlreiche miRNAs im Gesamturin und Urin-
EVs fettleibiger ZSF1-Ratten veréndert waren. Im Folgenden soll nun untersucht
werden, ob sich diese Veranderungen im Nierengewebe widerspiegeln. Hierzu wurde
miRNA aus Nierengewebe von fettleibigen und schlanken ZSF1-Tieren isoliert und 15
ausgewahlte miRNAs mittels gqRT-PCR quantifiziert. Zusatzlich wurden parallel 420
miRNAs mittels der Nanostring-Technologie gemessen.

Wahrend alle 15 getesteten miRNAs im Nierengewebe mittels PCR detektiert werden
konnten (Anhang-Abbildung 35, Anhang-Tabelle 35), waren in fettleibigen ZSF1-Ratten
verglichen zur Kontrolle lediglich miR-21-5p und miR-34a-5p signifikant erhéht, und
miR-192-5p und miR-29c-3p signifikant reduziert (Tabelle 21). Die Quantifizierung
mittels Nanostring-Technologie resultierte in vier signifikant verdnderten miRNAs im
Nierengewebe fettleibiger ZSF1-Ratten (Tabelle 21). In Ubereinstimmung mit der qRT-
PCR waren miR-192-5p und miR-29c-3p signifikant reduziert. Zusétzlich wurden
erhéhte Mengen von miR-184 und miR-132 in der Niere fettleibiger ZSF1-Ratten
identifiziert. MiR-34a-5p zeigte in der Nanostring-basierten Quantifizierung einen
tendenziellen Anstieg in fettleibigen Ratten, im Gegensatz zur gRT-PCR erreichte
dieser allerdings keine statistische Signifikanz. Zwischen Woche 14 und 26 stiegen nur
die relativen Mengen von miR-21-5p und miR-184 in fettleibigen ZSF1-Ratten
verglichen zur schlanken Kontrolle weiter an, und miR-192-5p und miR-29¢-3p Mengen
nahmen weiter ab. Die Veranderung von lediglich sechs miRNAs im Nierengewebe von
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fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle steht somit in einem
deutlichen Gegensatz zu den 290 veranderten miRNAs im Urin.

TABELLE 21: RELATIVE MENGE AUSGEWAHLTER MIRNAS IM NIERENGEWEBE VON ZSF1-
RATTEN

Quantifizierung von miRNAs im Nierengewebe von 14 und 26 Wochen alten, fettleibigen und
schlanken ZSF1-Ratten mittels individueller gRT-PCR Assays von Qiagen (15 ausgewahlte
miRNAs, Woche 14: n= 4; Woche 26: n=8) und der Nanostring-Plattform (420 miRNAs; Woche
14: n=5; Woche 26: n=9). qRT-PCR Ergebnisse wurden auf U6 normalisiert, Nanostring
Ergebnisse auf den Mittelwert von B2m, Gapdh, RIp19 und Actb. Statistische Analyse erfolgte
mittels multiplen T-Test einschlieBlich Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit einer
EffektgréBe = 2 verglichen zur schlanken Kontrolle. Es sind relative Mengen einschlieBlich
Standardabweichung fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur gleichaltrigen Kontrolle gezeigt.
Statistische Signifikanz ist als * p < 0,05 dargestellt. miR: microRNA. n.d.: nicht detektiert.

ZSF1 fettleibig vs. schlank
qRT-PCR Nanostring

miRNA Woche 14 Woche 26 Woche 14 Woche 26
miR-21-5p 1,29 £ 0,20 1,88 £ 0,31* 1,61+ 0,64 0,77 +0,37
miR-34a-5p 4,37 £ 3,60 2,22 +0,72* 2,64 £ 1,30 2,09 £1,12
miR-192-5p 0,62 £ 0,64* 0,64 £0,11* 0,85 +0,42 0,25 £ 0,17*
miR-29¢c-3p 1,36 £ 0,58 0,63 £0,11* 0,95 £ 0,32 0,36 £ 0,15*
miR-184 n.d. n.d. 16,46 + 2,83* 27,96 + 14,61*
miR-132 n.d. n.d. 2,48 £ 0,40* 2,94 +0,61*

4.3.2 MicroRNA-Profil in Urin von mRenTG-Ratten

Im vorangegangenen Kapitel wurde das miRNA-Profil im Urin von ZSF1-Ratten
analysiert, welche MetS-&hnlicher Komorbiditdten einschlieBlich Bluthochdruck,
Veranderungen des Metabolismus (z.B. Diabetes) und CKD entwickeln (siehe Kapitel
1.2.1 der Einleitung). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob vergleichbare
Veranderungen von miRNAs im Urin auch in einem Tiermodell mit ausschlieBlich
Bluthochdruck-induzierter CKD beobachtet werden kénnen. Fir den Vergleich wurde
das miRNA-Profil in Urin-EVs von mRenTG-Ratten mit paralleler NO-Inhibition durch
L-NAME untersucht, far die in vorherigen Kapiteln 4.1.2 und 4.1.3 bereits ein
ausgepragter Nierenschaden gezeigt wurde. Hierzu wurden analog zu den ZSF1-
Ratten EVs aus dem Urin von mRenTG-Ratten vor und nach 8-wdchiger L-NAME-
Behandlung sowie aus SD-Kontrolltieren angereichert, die miRNAs isoliert und 374
miRNAs parallel durch gRT-PCR quantifiziert.
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ABBILDUNG 21: VERANDERTER MIRNAS IN URIN-EVS VON MRENTG-RATTEN NACH L-NAME
BEHANDLUNG UND VERGLEICH ZUM MIRNA-PROFIL IN ZSF1-RATTEN

a) Hierarchisches Clustering signifikant verdnderter miRNAs in Urin-EVs von mRenTG-Ratten
nach achtwdchiger Behandlung mit L-NAME verglichen zum Behandlungsstart und verglichen
zur SD-Kontrolle (n=4). Statistische Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich
Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit einer EffekigrdBe = 2 verglichen zur Kontrolle.
Es sind die Verhaltnisse der erkrankten Tiere relativ zum Mittelwert der entsprechenden
Kontrollen in Form einer Heatmap gezeigt. Relative miRNA-Mengen wurden mit relativen
Mengen in Urin-EVs von fettleibigen ZSF1-Ratten relativ zur schlanken Kontrolle verglichen.
Statistische Analyse der miRNAs in ZSF1-Ratten erfolgte ebenfalls mittels multiplen T-Test
einschlieBlich Korrektur durch die FDR (q < 0,05) kombiniert mit einer EffektgréBe = 2
verglichen zur schlanken Kontrolle. b) Venn-Diagramm. MiRNAs wurden mittels
individualisierter miRCURY LNA gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der
modifizierten ACt Methode ausgewertet. W: Woche. EV: Extrazellulare Vesikel. mRenTG: Maus
Renin2-transgene Ratten. SD: Sprague-Dawley-Ratten. OvL: Fettleibig versus schlanke
Kontrolle. FDR: engl. False discovery rate. miR: microRNA.

Insgesamt waren insgesamt acht miRNAs in Urin-EVs der L-NAME behandelten
mRenTG-Ratten Uber den Behandlungszeitraum von acht Wochen und verglichen zur
SD-Kontrolle signifikant verandert (Abbildung 21a, Anhang-Tabelle 40). Sechs dieser
acht miRNAs waren in mRenTG-Ratten nach Behandlung mit L-NAME verglichen zum
Behandlungsstart reduziert (z.B. miR-138-5p, miR-130a-3p), wahrend zwei miRNAs
(miR-20b-3p, miR-154-3p) erhéhte Level in behandelten mRenTG-Ratten verglichen
zur SD-Kontrolle zeigten. Funf der acht miRNAs waren ebenfalls in Urin-EVs
fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle signifikant verandert,
jedoch zumeist erhdht (Abbildungen 21a und 21b). Drei miRNAs (miR-138-5p, miR-
376¢-3p, und miR-20b-3p) waren ausschlieBlich im mRenTG-Modell signifikant
dereguliert (Abbildung 21b).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass im mRenTG-Rattenmodell nach
zusétzlicher Behandlung mit dem L-NAME deutlich weniger miRNAs in Urin-EVs

verglichen zur Kontrolle verandert sind als im ZSF1-Rattenmodell, obwohl der
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Nierenschaden in beiden Tiermodellen stark ausgepragt war. Die im mRenTG-
Rattenmodell identifizierten acht miRNA in Urin-EVs kénnten potenziell mit priméaren
oder sekundaren Bluthochdruck-assoziierten Schéaden assoziiert sein. MiR-154-3p
kdnnte hierbei sowohl im mRenTG- als auch im ZSF1-Tiermodell als potenzieller

Biomarker flir CKD untersucht und charakterisiert werden.

4.3.3 Annotation signifikant veranderter miRNAs im Urin von ZSF- und mRenTG-
Ratten

Ein Vorteil von miRNAs als Biomarker fur Nierenschaden ist deren Potential,
mechanistische Einblicke in die der CKD zugrundeliegenden Pathomechanismen wie
Fibrose oder glomeruldre Schaden geben zu kénnen (siehe Kapitel 1.4.2 der
Einleitung). Daher wurden die im ZSF1- und mRenTG-Tiermodell verédnderten miRNAs
einer funktionellen Annotation unterzogen. Fir das ZSF1-Modell wurden dabei 111
miRNAs in die Analyse eingeschlossen, welche neben Verénderungen in fettleibigen
ZSF1-Ratten verglichen zur Kontrolle zusatzlich Trends oder signifikante
Veranderungen in fettleibigen ZSF1-Ratten zwischen Woche 14 und 26 zeigten. Fir
das mRenTG-Modell wurden die acht miRNAs verwendet, welche verglichen zur
Kontrolle und im Laufe der achtwdchigen Behandlung signifikant verandert waren.

Die manuelle Annotation zeigte, dass von den 111 und acht veranderten miRNAs im
Urin von ZSF1- und mRenTG-Ratten Gber 90 % zuvor als exprimiert in der Niere
beschrieben wurden. Nach literaturbasierter Annotation waren die meisten dieser
miRNAs zusatzlich assoziiert mit CKD-relevanten pathophysiologischen Prozessen wie
glomeruldren Schaden (einschlieBlich Schadigung von Mesangiumzellen und
Podozyten), renaler Inflammation, Nierenfibrose, Fehlfunktion von Endothelzellen und
Bluthochdruck (Abbildung 22a). EV-Anreicherung in ZSF1-Ratten erhéhte dabei die
Anzahl der detektierten und signifikant verdnderten miRNAs im Urin, welche mit den
genannten CKD pathophysiologischen Prozessen wie renaler Fibrose und glomerulare
Schaden assoziiert wurden. Eine Ubersicht (iber ausgewahlte miRNAs und deren
Assoziation mit verschiedenen pathologischen Prozessen ist zusétzlich in Tabelle 22
dargestellt. Die Ergebnisse der manuellen Analyse wurden durch eine IPA-basierte
Analyse unterstiitzt (Abbildung 22b), welche ebenfalls eine Assoziation von miRNAs in
ZSF1- und mRenTG-Ratten mit glomerularen Schaden, Entziindungsprozessen und
Fibrose zeigte. Generell wurden durch [PA weniger miRNAs bestimmten
Pathomechanismen der CKD zugeordnet. Dies liegt unter anderem daran, dass
miRNAs mit einer identischen Sequenz von sieben Nukleotiden in der mRNA-
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bindenden Region vor der Analyse zusammengefasst und damit nicht differenziert
betrachtet werden. Zudem verwendet IPA eine kuratierte Datenbank, welche nicht alle

verfigbaren Publikationen umfasst.
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ABBILDUNG 22: FUNKTIONELLE ANNOTATION VERANDERTER MIRNAS IM URIN VON ZSF1- UND
MRENTG-RATTEN

a) Literaturbasierte, manuelle Annotation (Pubmed, Google Scholar) und b) IPA-basierte
Annotation von signifikant veranderten miRNAs in Urin-EVs und Gesamturin fettleibiger ZSF1-
Ratten (111 miRNAs) und Urin-EVs von mRenTG-Ratten behandelt mit L-NAME (20 mg/L) fiir 8
Wochen (acht miRNAs) relativ zu den entsprechenden Kontrollen (n=4). Ergebnisse sind als die
Anzahl an miRNAs assoziiert mit dem angegebenen biologischen oder toxikologischen Prozess
oder Funktion gezeigt. MiRNAs wurden mittels miRCURY LNA gRT-PCR Panels (Qiagen)
quantifiziert und nach der modifizierten ACt Methode normalisiert. Ausgewdhlte miRNAs mit
einem multiplen T-Test p < 0,05 einschlieBlich Korrektur durch FDR und einem Effekt = 2-fach
wurden fur die Annotation verwendet. EV: Extrazellulare Vesikel. mRenTG: Maus Renin2-
transgene Ratten. FDR: engl. False discovery rate.

Neben der IPA-Software wurde zuséatzlich die Webapplikation TAM 2.0 zur Annotation
der miRNAs, und damit zur Bestatigung der manuellen Literaturrecherche und IPA-
Analyse verwendet. Bei dieser Applikation handelt es sich um eine literaturbasierte
miRNA-Clusteranalyse, welche ebenfalls miRNAs mit verschiedenen Patho-
mechanismen, Erkrankungen und Transkriptionsfaktoren assoziiert. Aufgrund der
geringen Anzahl deregulierter miRNAs im Urin von mRenTG-Ratten wurde diese
Analyse nur mit den Daten der ZSF1-Tiere durchgeflhrt. In dieser Analyse waren von
den 111 deregulierten miRNAs in ZSF1-Ratten 46 miRNAs mit Apoptose, 42 miRNAs
mit Entzindungsprozessen, 39 miRNAs mit Zellzyklus, und 26 miRNAs mit EMT

assoziiert (Tabelle 22, Anhang-Tabelle 41). Zusétzlich waren bereits 45, 17, 14 und 12
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miRNAs zuvor im Zusammenhang mit Typ-2-Diabetes, CKD und DN beschrieben
worden. 14 und 13 miRNAs wurden mit Bluthochdruck und Ubergewicht assoziiert.
Eine potenzielle Assoziation von 10 miRNAs mit Egr1 und von 9 miRNAs mit TGF-31

wurde ebenfalls identifiziert.

TABELLE 22: ASSOZIATION AUSGEWAHLTER MIRNAS 1M URIN VON ZSF1- uND MRENTG-
RATTEN MIT ZENTRALEN PATHOLOGISCHEN PROZESSEN DER CKD

Literaturbasierte, manuelle Annotation (Pubmed, Google Scholar) und Software-basierte
Annotation (IPA, TAM 2.0) ausgewabhlter, signifikant veranderten miRNAs in Urin-EVs und
Gesamturin fettleibiger ZSF1-Ratten und Urin-EVs von mRenTG-Ratten behandelt mit L-NAME
(20 mg/L) fir 8 Wochen relativ zu den entsprechenden Kontrollen (n=4). Ergebnisse sind als
exemplarische miRNAs assoziiert mit dem angegebenen biologischen oder toxikologischen
Prozess oder Funktion gezeigt. MiRNAs wurden mittels miRCURY LNA gRT-PCR Panels
(Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt Methode analysiert. Ausgewahlte miRNAs
mit einem multiplen T-Test p < 0,05 einschlieBlich Korrektur durch FDR und einem Effekt = 2-
fach wurden flr die Annotation verwendet. mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. FDR:
engl. False discovery rate. G: Gesamturin; EV: Extrazellulare Vesikel, eNOS: endotheliale NO-
Synthase. miR: microRNA. DN: Diabetische Nephropathie.

Pathologischer
Prozess

Assoziierte miRNAs (Literatur, IPA, TAM 2.0)

mRenTG (EV): miR-130a-3p

ZSF1 (G): miR-93-5p, Let-7a/b/c/d/i-5p, miR-27a-3p, miR-155-5p,
miR-24-3p, miR-19a-3p, miR-130b-3p, miR-34c-5p, miR-342-3p,
miR-98-5p, miR-20a-5p, miR-19b-3p

ZSF1 (EV): miR-145-5p, miR-146a/b-5p, miR-342-3p, miR-216a-
5p, miR-124-3p, miR-215, miR-10b-5p, miR-188-5p, miR-29b-2-
5p, miR-34c-5p, miR-384-5p, miR-325-3p, miR-19b-3p

ZSF1 (G): miR-24-3p

mRenTG (EV): miR-130a-3p, miR-301a-3p

ZSF1 (G): miR-15b-5p, miR-27a-3p, miR-34c¢-5p

ZSF1 (EV): miR-145-5p, miR-15b-5p, miR-124-3p, miR-34¢-5p
ZSF1 (G): miR-322-5p, miR-15b-5p

ZSF1 (EV): miR-342-3p, miR-15b-5p, miR-216a-5p

ZSF1 (G): miR-155-5p, miR-125a/b-5p, miR-19b-3p

ZSF1 (EV): miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-188-5p, miR-125b-2-
3p, miR-325-3p, miR-19b-3p

Fibrose

Glomerulare Schaden

Podozyten(dys)funktion

Schadigung von
Mesangiumzellen

Inflammation

Schadigung proximaler
Tubuluszellen

Endotheliale
(Dys)Funktion,
z.B. Aktivitat der eNOS

Zellzyklus

DN, MetS

ZSF1 (G): miR-24-3p, miR-20a-5p, let-7d-5p
ZSF1 (EV): miR-146a-5p, miR-19b-3p

mRenTG (EV): miR-138-5p

ZSF1 (G): miR-17-5p, miR-497a-5p, miR-503-5p, miR-181¢-5p,
miR-20a-5p, let-7f-5p

ZSF1 (EV): miR-487b-3p

ZSF1 (G): miR-24-3p,miR-19b-3p, miR-20a-5p, miR-503-5p,
miR-92a-3p, miR-98-5p, miR-125b-1-3p, miR-16-5p, miR-19b-3p,
miR-16-5p, miR-125b-2-3p, miR-205-5p, miR-19a-3p, miR-155-
op

ZSF1 (EV): miR-19b-3p, miR-124-3p, miR-125b-1-3p, miR-19b-
3p, miR-145-5p, miR-125b-2-3p, miR-122

ZSF1 (G): miR-218-5p, miR-130b-3p, miR-125b-1-3p, miR-125b-
2-3p
ZSF1 (EV): miR-124-3p, miR-130b-3p, miR-125b-1-3p, miR-
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125b-2-3p, miR-146a-5p

ZSF1 (G): miR-98-5p, miR-24-3p, miR-155-5p
Bluthochdruck ZSF1 (EV): miR-133a-3p, miR-146a-5p, miR-122-5p, miR-133a-
3p

Eine Hauptfunktion von miRNAs ist die Regulation der Genexpression durch gezielten
Abbau von mRNAs, welche zu den miRNAs komplementére Nukleotid-Sequenzen
besitzen (siehe Kapitel 1.4.1 der Einleitung). Um zu untersuchen, ob die im Urin von
ZSF1-Ratten veranderten miRNAs nach Aufnahme in renale Zellen mRNAs mit
Einfluss auf den Verlauf von Nierenschaden regulieren kénnten, wurden potenzielle
Ziel-mRNAs mittels der IPA Software vorhergesagt. MRenTG-Ratten wurden aufgrund
der geringen Anzahl signifikanter miRNAs ebenfalls von dieser Analyse
ausgeschlossen. Potenzielle Ziel-mRNA mit einem Konfidenzlevel von ,experimentell
beobachtet” oder ,Hoch” und einer Relevanz fiir die Spezies Ratte wurden analog zur
Analyse von mRNA-Genexpressionsdaten mit IPA analysiert. Damit wurden mit den
mRNAs assoziierte kanonische Signalwege, sowie Bio und Tox-Funktionen identifiziert.
Die Vorhersagen wurden hierbei speziell fir Nierengewebe und renale Zelllinien
durchgefihrt.

Die Analyse potenzieller Ziel-mRNAs ergab, dass miRNAs im Urin von ZSF1-Ratten
potenziell mRNAs regulieren koénnten, welche eine Rolle in verschiedenen
Signalwegen des Immunsystems (z.B. II-7 Signalweg, zytotoxische T-Lymphozyten
Signalweg), von Fibrose-assoziierten Funktionen (z.B. TGF-B Signalweg, Regulation
des EMT Signalweges), der Apoptose und der Zellzyklusregulation spielen
(Abbildung 23a). In Ubereinstimmung hierzu wurden potenziell beeinflusste,
toxikologisch relevante Prozesse wie Apoptose glomerularer und tubuldrer Zellen,
Entzindung der Niere und Proliferation vorhergesagt (Abbildung 23b). EV-
Anreicherung der miRNAs erhdhte dabei die Assoziation mit Schadigungsprozessen
des Glomerulus und bestimmten Signalwegen, wie zum Beispiel dem AhR- oder

verschiedener Interleukin-Signalwegen.
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ABBILDUNG 23: FUNKTIONELLE ANNOTATION POTENZIELLER ZIEL-MRNAS VON MIRNAS Im
URIN VON ZSF1-RATTEN

Analyse von Ziel-mRNA verénderter miRNAs im Urin von 14, 22 und 26 Wochen alten ZSF1-
Ratten (n=4) mittels IPA Software. Gezeigt sind a) Vorhersagen der kanonischen Signalwege
und b) Assoziationen mit Tox-Funktionen der vorhergesagten Target-Gene in Form von
Heatmaps basierend auf —log(p-Wert). MiRNAs wurden mittels miRCURY LNA gRT-PCR
Panels (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt Methode analysiert. Ausgewahlte
miRNAs mit einem multiplen T-Test p < 0,05 einschlieBlich Korrektur mittels FDR und einem
Effekt = 2-fach wurden fir die Vorhersage verwendet. mMRNAs mit einem Konfidenzlevel von
“experimentell beobachtet” oder “hoch” in der Spezies Ratte wurden einer Core-Analyse in IPA
unterzogen. Die Vorhersage kanonischer Signalwege und Funktionen wurden auf renale
Zelltypen beschrankt. EV: Extrazellulare Vesikel. Total: Gesamturin. Tox: Toxikologische. FDR:
engl. False discovery rate.

Die theoretisch vorhergesagten Ziel-mRNAs wurden anschlieBend mit der realen
Genexpression im ZSF1-Rattenmodell verglichen. Hierbei wurde nach miRNA-mRNA
Beziehungen gesucht, bei denen mRNA und miRNA gegensatzliche Effekte in der
Expression zeigen. In Urin-EVs korrelierten 56 hauptséchlich erhéhte miRNAs hierbei
mit 152 hauptsachlich reduzierten mRNAs im Nierengewebe von ZSF1-Ratten
(Anhang-Tabelle 42). Unter anderem wurde fir acht und 13 veranderte miRNAs im
Gesamturin beziehungsweise Urin-EVs fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle vorhergesagt, dass sie Stanniocalcin-1 (Stc1) mRNA binden und
abbauen kénnen (Tabelle 23). Stc1-mRNA war im Nierengewebe von 14, 22 und 26
Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Tieren verglichen zur entsprechenden schlanken
Kontrolle signifikant reduziert. Im Gesamturin zeigten 33 miRNAs gegensatzliche
Trends zu 111 mRNAs in der Niere von fettleibigen ZSF1-Tieren verglichen zur
schlanken Kontrolle, wobei unter anderem die mRNAs von Igf1 und Cxcl12 potenzielle
Zielstrukturen fGr miRNA-vermittelte Degradation darstellen kdnnten (Tabelle 23,
Anhang-Tabelle 42).
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TABELLE 23: INVERSE KORRELATION AUSGEWAHLTER MIRNAS IM URIN MIT BEKANNTEN ZIEL-
MRNAS IM NIERENGEWEBE VON ZSF1-RATTEN

Korrelationsanalyse ausgewahlter, mdglicher Ziel-mRNA im Nierengewebe und signifikant
veranderten miRNAs im Urin fettleibiger, 14 bis 26 Wochen alter Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle (n=4) mittels IPA Software. MiRNAs wurden mittels miRCURY LNA gRT-
PCR Panels (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt Methode analysiert.
Ausgewahlte miRNAs mit einem multiplen T-Test p < 0,05 einschlieBlich Korrektur mittels FDR
und einem Effekt = 2-fach wurden flr diese Analyse verwendet. mMRNA Mengen wurden mit
Hilfe von Affymetrix Mikroarrays bestimmt. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines
zweifachen ANOVA ermittelt (BH-q < 0,05). EV: Extrazellulare Vesikel. FDR: engl. False
discovery rate. miR: microRNA. |: Reduziert in fettleibig verglichen zur schlanken Kontrolle.
OvL.: Fettleibig versus schlanke Kontrolle.

mRNA in

] Assoziierte miRNA Assoziierte miRNA
57 bt (EV, OvL) (Gesamturin, OvL)
gewebe
miR-145-5p (1), miR-133a-3p (1), miR-130b-3p (1), miR-190b-5p (1),
miR-146a-5p (1), miR-208a-3p (1), miR-106b-5p (1), miR-351-5p (1),
Stet (1) miR-208a-5p (1), miR-323a-5p (1), miR-34b-5p (1), miR-34¢-5p (1),
miR-34b-5p (1), miR-34¢c-5p (1), miR- miR-376b-3p (1), miR-672-5p (1)

376b-3p (1), miR-484 (1), miR-488-5p
(1), miR-504 (1), miR-9-3p (1)

miR-124-3p (1), miR-185-3p (1), miR- miR-34c¢c-5p (1)
Bcl6 () 10a-5p (1), miR-34c¢-5p (1), miR-632
(1), miR-291a-3p (1)

miR-130b-3p (1), miR-497-5p (1),

gt (1) miR-15b-5p (1), MiR-19b-3p (1) iR oo me R Bre
m!R-130b-3p (1), miR-154-3p (1),
Cxcl2 () miR-219a-2-3p (1), miR-874-3p (1) miR-23a-3p (1), miR-31-5p (1),

miR-362-3p (1), miR-672-5p (1),
miR-450a-5p (1)

Zusammenfassend zeigten sowohl die manuelle als auch die softwarebasierte
Annotation eine potenzielle Assoziation der veranderten miRNAs im Urin von ZSF1-
und mRenTG-Tiere mit zentralen Pathomechanismen der CKD wie renaler Fibrose
sowie glomerularer und tubuldrer Schadigung. Fir mehrere miRNAs im Urin
diabetischer ZSF1-Tiere wurde eine zusétzliche Assoziation mit Typ-2-Diabetes und
DN identifiziert. Diese Ergebnisse bestatigen, dass zahlreiche miRNAs im Urin bereits
im Rahmen verschiedener Nierenerkrankungen beschrieben wurden und potenziell
wichtige mRNAs mit Einfluss auf die CKD regulieren kénnten. Veranderte miRNAs in
ZSF1-Ratten kénnten somit eine aktive Rolle in Physiologie oder Pathogenese der
Niere spielen und als potenzielle, funktionelle Biomarker fir CKD dienen. Zusétzliche
EV-Anreicherung im Urin von ZSF1-Ratten kann dabei die Anzahl detektierter miRNAs
mit potenzieller Relevanz in glomeruldrer Zellschdden und renaler Entzindung
erhéhen.
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4.3.4 Vergleich der microRNA-Profile im Urin von ZSF1i-Ratten mit einem
Rattenmodell fiir Glomerulonephritis

In den vorangegangenen Kapiteln wurde das miRNA-Profil im Urin des ZSF1-
Tiermodell fir MetS und DN-ahnliche CKD und im mRenTG-Tiermodell fir
ausgepragten Bluthochdruck analysiert und verglichen. Wahrend durch die
histopathologische Analyse in beiden Tiermodellen glomeruldre Schaden in der Niere
identifiziert wurden (siehe Kapitel 4.1.1 und 4.1.2), hatte auch die Annotation der
miRNAs eine potenzielle Assoziation von verdnderten miRNAs im Urin mit
glomerularen Schaden gezeigt (siehe Kapitel 4.3.3). Um die mdgliche Verbindung von
miRNAs im Urin mit glomerularer Schadigung zu bekréaftigen, wurden nun zusétzlich
die Ergebnisse der ZSF1-Ratten mit publizierten Daten zu miRNAs im Gesamturin
eines Rattenmodells fir Glomerulonephritis mit sekundarer tubularer Schadigung
verglichen (Pavkovic et al. 2015b) (GEO Datenbank: GSE64265). Die experimentellen
Parameter der Studie von Pavkovic et al (2015b) wurden bereits in Kapitel 4.2.3.3
zusammengefasst. Der Urin wurde hier an Tag acht und 14 nach NTS-Behandlung
Uber 24h in metabolischen Kafigen gesammelt. Die Lagerung des Urins und die
anschlieBende Isolation von miRNA aus Gesamturin erfolgte analog zu den ZSF1-
Ratten (Pavkovic et al. 2015b). FlUr den Vergleich EV-assoziierter miRNAs wurden
zusatzlich im Rahmen dieser Arbeit Urinproben von Pavkovic et al (2015b) aufgetaut
und EVs mit dem miRCURY Exosome Isolation Kit isoliert. Es wird explizit darauf
hingewiesen, dass die Proben flinf Jahre bei -80°C bis zur erneuten Verwendung im
Rahmen dieser Arbeit gelagert wurden. AnschlieBend erfolgte die gezielte
Quantifizierung 12 ausgewahlter miRNAs in Urin-EVs von Ratten mit NTS-induzierter
Glomerulonephritis. Ahnlich zu den Experimenten in ZSF1-Tieren soll hierdurch der
Mehrwert einer EV-Anreicherung flr die Detektion von potenziellen miRNA-Biomarkern
fir glomerulare Schaden untersucht werden. Eine Ubersicht (iber die hier relevanten
Studien ist in Anhang-Abbildung 34 dargestellt.

Von den 246 miRNAs, welche in beiden Studien gemessen wurden, waren 60 miRNAs
im Gesamturin beider Tiermodellen signifikant verandert (Abbildung 24a). 117 miRNAs
wurden nur im Urin von ZSF1-Ratten identifiziert, wéhrend vier miRNAs spezifisch fir
Ratten mit Glomerulonephritis waren. Die meisten miRNAs waren dabei in Tieren mit
Nierenschaden verglichen zur entsprechenden Kontrolle erhéht. Eine Auswahl von 12
miRNAs in ZSF1-Ratten und Ratten nach NTS-Behandlung ist in Abbildung 24b
gezeigt.
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a)
ZSF1 GN
(Pavkovic et
al, 2015b)
Alle miRNAs: 246
b)
miRNA im Urin - ZSF1 miRNA im Urin - GN
Erhéht miRCURYEV  SEC Gesamt-Urin Gesamt-Urin miRCURY
10 EY EV
W26vs (OvL) (OvL) W26vs (OvL vs Ktrl vs Ktrl
51 14 W22 W14 W26 14 (W26) W1 W2 W1 W2
miR-10a-5p miR-10a-5p
miR-34a-5p miR-34a-5p
miR-125b-5p miR-125b-5p
2 miR-19b-3p miR-19b-3p
miR-16-5p miR-16-5p
s e
11 miR-191-5p ﬁ:R:w::Sﬁ
r-niR-25-3p r.niR-25-3p
112 239 R 235.3p
miR-200b-3p miR-200b-3p
- Protein Biomarker
ZSF1 O, Woche 26 vs 14 ZSF1 OvL GN vs Kitrl
110 W22 W26 W14 W26 W2
Reduziert

- Clu- Clu -
- OPN- OPN -
-KIM-1 - KIM-1 -
- CysC - CysC -

ABBILDUNG 24: VERGLEICH VON MIRNAS IM URIN EINES RATTENMODELLS FUR
GLOMERULONEPHRITIS UND VON ZSF1-RATTEN.

a) Vergleich signifikant veranderter miRNAs im Gesamturin von fettleibigen und schlanken
ZSF1-Ratten (n=4) mit publizieten miRNA-Daten aus Urin von NTS-induzierter
Glomerulonephritis in WKY-Ratten (NTS: n=5; Kontrollen n=3). b) Quantifizierung ausgewahlter
miRNAs im Gesamturin und Urin-EVs fettleibiger ZSF1-Ratten (EV-Isolation: miRCURY Kit,
Qiagen; gEV-Saulen, Izon) und im Rattenmodells fir NTS-induzierte Glomerulonephritis (EV-
Isolation: miIRCURY Kit, Qiagen) einschlieBlich jeweiligen Kontrollen. Zusatzlich wurden vier
Proteinbiomarker im Gesamturin der zwei Tiermodelle quantifiziert. Es sind die Verhaltnisse der
erkrankten Tiere relativ zum Mittelwert der entsprechenden Kontrollen in Form einer Heatmap
gezeigt. Alle Ergebnisse wurden nach der modifizierten ACt-Methode einschlieBlich Kreatinin-
Normalisierung ausgewertet. Statistische Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich
Korrektur durch die FDR (g = 0,05) kombiniert mit einer EffekigréBe = 2 verglichen zur
schlanken Kontrolle. W: Woche. Kirl: Kontrolle. GN: Glomerulonephritis. EV: Extrazellulare
Vesikel. OvL: Fettleibig versus schlanke Kontrolle. O: Fettleibig.

Alle 12 getesteten miRNAs waren sowohl in Urin-EVs der fettleibigen ZSF1-Ratten
nach miRCURY Kit- oder gqEV-basierten Anreicherung als auch in Urin-EVs NTS-
behandelter Ratten verglichen zu den entsprechenden Kontrollen erhéht. Fir die neun
miRNAs miR-34a-5p, miR-19b-3p, miR-16-5p, miR-15b-5p, miR-29¢-3p, miR-191-5p,
miR-25-3p, miR-30d-5p und miR-23a-3p war der Effekt dabei deutlich starker in Urin-
EVs ausgepragt als im Gesamturin von NTS-behandelten Ratten (Anhang-Tabelle 38).
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass mehrere miRNAs im Urin von
ZSF1-Ratten ebenfalls im Urin eines Rattenmodells fir Glomerulonephritis erhéht
waren. Diese miRNAs kdnnten somit potenziell mit Pathomechanismen assoziiert sein,
welche in beiden Tiermodellen auftreten, wie zum Beispiel mit primaren glomerularen
Schaden und sekundaren tubularen Schaden und renaler Fibrose. EV-Anreicherung
erhdhte dabei die Starke des beobachteten Effekts und kénnte somit von Vorteil flr die

Biomarkerdetektion sein.

4.3.5 MicroRNA-Profil in einem in vitro-Modell fiir renale Fibrose und Albuminurie

Ein zentraler Prozess in der Entstehung und Progression von CKIl und CKD ist die
Fibrose, wobei durch Ersatz von funktionellem Gewebe in der Niere durch EZM die
Nierenfunktion beeintrachtigt wird (Lovisa et al. 2015). Dies kann unter anderem zu
erhdéhter Konzentration von Proteinen wie Albumin im Urin fihren (Békenkamp 2020).
Diese Albuminurie wird zum einen als Biomarker flr eingeschréankte Nierenfunktion
verwendet, zum anderen kdnnen tubuldre  Schadden durch  erhdhte
Albuminkonzentrationen zusatzlich verstarkt werden. In Kapitel 4.1.3 wurde bereits
parallel zu einer ausgepragten Nierenschadigung eine erhéhte Proteinmenge im Urin
von ZSF1- und mRenTG-Ratten beschrieben, wahrend in beiden Tiermodellen eine
ausgepragte Nierenfibrose auf Genexpressionsebene gezeigt werden konnte (Kapitel
4.2.3). Zudem unterstitzte die literaturbasierte funktionelle Annotation von miRNAs in
ZSF1- und mRenTG-Ratten bereits eine mdgliche Verbindung zwischen miRNAs im
Urin und renaler Fibrose (Kapitel 4.3.3). In diesem Teil der Arbeit soll nun untersucht
werden, ob die Veranderungen der miRNAs im Urin der beiden Tiermodelle potenziell
mit Vorgangen der renalen Fibrose in proximalen Tubulus assoziiert sein kénnten und
als mogliche Biomarker fir diesen Pathomechanismen geeignet sein kénnten. Hierzu
wurde ein in vitro-Modell fur renale Fibrose und Albuminurie verwendet, bei dem
hRPTECs fir 48 Stunden mit TGF-B1, einem zentralen Mediator der renalen Fibrose,
oder HSA behandelt werden (Anhang-Abbildung 37). Von beiden Behandlungen wurde
berichtet, dass sie Bedingungen einer CKD in vitro simulieren (Hills et al. 2009; Wu et
al. 2014; Yamamoto et al. 1993). Beide Behandlungen hatten dabei keinen
signifikanten negativen Einfluss auf die Zellmorphologie oder Zellviabilitat (Abbildungen
25a und 25b).
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ABBILDUNG 25: ZELLMORPHOLOGIE, ZELLVIABILITAT UND INTRAZELLULARER MRNA
NACH BEHANDLUNG RENALER PROXIMALER TUBULUSZELLEN MIT TGF-B1 UND HSA

a) Zellmorphologie und b) Zellviabilitdit von hRPTECs nach Behandlung mit TGF-B (10 ng/ml)
oder HSA (20 mg/ml) fir 48 Stunden (n=3). Zellviabilitdt wurde mit Hilfe des LDH-Assays
bestimmt. Statistische Analyse erfolgte mittels T-Test (p < 0,05) kombiniert mit einer EffektgrdBe
= 1,5 verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Es sind relative LDH-Mengen im
Zellkulturmedium behandelter Zellen relativ zur Kontrolle gezeigt. MaBstab: 30 um. c) Western
Blot-Analyse der exosomalen Proteine TSG101 und Alix, und des mikrovesikularen Proteins
Calnexin in EV-angereicherten Zellkulturmedium nach Kultivierung von hRPTECs flr 48h oder
ohne Zellkontakt (n=3, gepoolt). EVs wurden aus 80 ml Zellkulturmedium mit Hilfe des
miRCURY Exosome Isolation Kits (Qiagen) isoliert. d) Genexpression von bekannten TGF-
Zielgenen in hRPTECs nach Behandlung mit TGF-B (1 und 10 ng/ml) fir 48 Stunden (n=3).
mRNA wurde mittels TagMan-basierter gqRT-PCR quantifiziert und nach der AACt-Methode
einschlieBlich Normalisierung auf GAPDH als Referenzgen ausgewertet. Statistische Analyse
erfolgte mit einem zweifachen ANOVA einschlieBllich Korrektur durch die FDR (g < 0,05)
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kombiniert mit einer EffekigréBe = 2 in behandelten verglichen zu unbehandelten Zellen.
Statistische Signifikanz ist als ANOVA * p < 0,05 oder # p < 0,001 gezeigt. Dargestellt sind
mRNA Mengen in behandelten Zellen relativ zur unbehandelten Kontrolle einschlieBlich
Standardabweichung. hRPTEC: humane renale proximale Tubulusepithelzellen. TGF-B: engl.
Tumor growth factor beta. HSA: Humanes Serum-albumin. EV: Extrazelluldre Vesikel. CCM:
engl. Cell-conditioned medium (zell-konditioniertes Medium). LDH: Laktat-Dehydrogenase.
CNX: Calnexin. FDR: engl. False discovery rate.

Um die Wirksamkeit der Behandlung zu Uberprifen, wurden in der Literatur
beschriebene Gene, deren Genexpression durch TGF-B oder HSA reguliert werden
kénnen, nach Behandlung der hRPTECs auf mRNA-Ebene quantifiziert. Inkubation mit
TGF-B fir 48 Stunden induzierte die Expression sieben der zehn beschriebenen Gene,
zum Beispiel von Kollagen 1a1 (COL1A1) und Vimentin (VIM) (Abbildung 25d). Kein
Behandlungseffekt konnte fir COL4A1 oder ACTAZ2 detektiert werden. Insgesamt
bestatigte das Ergebnis die Effektivitdt der Behandlung. HSA erhéhte die
Genexpression von COL1A1 verglichen zur unbehandelten Kontrolle, wahrend die
Genexpression von Interleukin 6 (IL6) reduziert war (Anhang-Abbildung 37). Keine
signifikanten Effekte konnten fir TGF-B, TIMP1, CHAC1, Interleukin-2 oder FN gezeigt
werden. Basierend auf den ausgewahlten Genen war die HSA-Behandlung demnach
weniger effektiv auf Genexpressionsebene verglichen zu TGF-f.

Analog zu den in vivo-Untersuchungen sollte auch hier analysiert werden, ob das
miRNA-Profil im Medium nach TGF-B oder HSA-Behandlung von proximalen
Tubuluszellen verandert ist und ob EV-Anreicherung die Detektion zusatzlicher
miRNAs ermdglicht. Daher wurde zunachst durch eine Western Blot-Analyse gezeigt,
dass aus dem Zellkulturmedium der behandelten Zellen erfolgreich EVs angereichert
werden konnten und dass das verwendete Medium frei von mit dieser Methode
messbaren EV-Kontaminationen war (Abbildung 25c). Vergleichbar zu den in vivo-
Analysen (Kapitel 4.3.1.1) wurden hierbei ebenso sowohl die exosomalen Proteine
ALIX und TSG101 als auch das mikrovesikuldre Protein Calnexin angereichert. Die
Isolation von EVs nach HSA-Behandlung war technisch nicht durchfihrbar. Die Grinde
sind ungeklart, kbnnten aber eventuell mit der erhdhten Viskositat des Mediums nach
Zugabe von 20 mg/ml HSA zusammenhangen, welche potenziell mit dem
Prazipitationsprozess der gewahlten EV-Isolationsmethode interferiert.

Far die parallele Quantifizierung von miRNAs in Zellkulturmedium und hRPTECs nach
Behandlung mit TGF-B oder HSA wurden 93 miRNAs gewahlt. Diese 93 miRNAs
waren zum einem im Urin des ZSF1- oder mRenTG-Rattenmodell signifikant verandert
(Kapitel 4.3.1 und 4.3.2). Zum anderen wurden miRNAs selektiert, flir welche in der
Literatur eine potenzielle Verbindung mit Nierenschadigung beschrieben wurde. Eine
zusatzliche miRNA-Clusteranalyse mittels der TAM 2.0-Webapplikation bestétigte eine
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Assoziation von 87 dieser 93 miRNAs mit zentralen Pathomechanismen renaler
Schadigung einschlieBlich EMT, dem TGF-B Signalweg und mit Typ-2-Diabetes
(Anhang-Tabelle 41). Die Behandlung mit TGF-B flhrte zu einem signifikanten Anstieg
aller 93 gemessener miRNAs in Zellkulturmedium nach EV-Anreicherung
(Anhang-Abbildung 37, Anhang-Tabelle 47). Eine Auswahl von miRNAs ist in
Abbildung 26a dargestellt.
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ABBILDUNG 26: QUANTIFIZIERUNG VON INTRAZELLULARER MRNA UND MIRNA M
KONDITIONIERTEM MEDIUM UND ZELLEN NACH BEHANDLUNG RENALER PROXIMALER
TUBULUSZELLEN MIT TGF-B1

a) Auswabhl signifikant deregulierter miRNAs im Zellkulturmedium und Zellen nach Behandlung
von hRPTECs mit HSA (20 mg/ml) fiir 48h (n=3). b) Auswahl signifikant deregulierter miRNAs
im gesamten Zellkulturmedium, Medium-EVs und hRPTECs nach Behandlung von hRPTECs
mit TGF-B1 (10 ng/ml) fiir 48h (n=3). MiRNAs wurden mittels individualisierter miRCURY LNA
gRT-PCR Panels (Qiagen) quantifiziert. EVs wurden aus 80 ml Zellkulturmedium mit Hilfe des
miRCURY Exosome Isolation Kits (Qiagen) isoliert. MiRNAs im Zellkulturmedium und CCM-EVs
wurden nach der modifizierten ACt-Methode ohne Normalisierung auf UCrea ausgewertet.
Intrazellulare miRNAs wurden nach der AACt-Methode einschlieBlich Normalisierung auf das
Referenzgen U6 ausgewertet. Statistische Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test (p < 0,05)
einschlieBlich Korrektur mittels der FDR (g =< 0,05) kombiniert mit einer EffekigréBe = 1,5
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(Zellen) oder = 2,0 (CCM, EV) verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Statistische Signifikanz
ist als * p < 0,05 oder # p<0,001 gezeigt. Es sind relative Mengen einschlieBlich
Standardabweichung von behandelten verglichen mit unbehandelten Zellen dargestellt.
hRPTEC: humane renale proximale Tubulusepithelzellen. TGF-B: engl. Tumor growth factor
beta. HSA: Humanes Serum-albumin. EV: Extrazelluldre Vesikel. CCM: engl. Cell-conditioned
medium (Zellen-konditioniertes Medium). FDR: engl. False discovery rate.

Im gesamten Zellkulturmedium waren zum Vergleich lediglich sieben miRNAs (z.B.
miR-145-5p, miR-23a-3p) in HSA-behandelten Zellen verglichen zur unbehandelten
Kontrolle signifikant erhéht. Fir alle sieben miRNAs war der Anstieg im gesamten
Medium dabei weniger stark ausgepragt verglichen zu den EV-angereicherten Proben.
Far vier miRNAs wurde auf dem intrazellularen Level eine signifikante Verédnderung
nach Behandlung verglichen zur unbehandelten Kontrolle identifiziert (z.B. miR-145-5p,
miR-154-3p) (Abbildung 26a, Anhang-Tabelle 47). miR-145-5p war die einzige miRNA,
welche sowohl im gesamten Medium und in Medium nach EV-Anreicherung sowie
intrazellulér signifikant erhéht war. Zudem zeigte miR-145-5p den starksten Anstieg
nach Behandlung mit TGF- B in allen drei untersuchten Probengruppen. Finf miRNAs
waren signifikant sowohl im gesamten Zellkulturmedium als auch nach EV-
Anreicherung des Mediums signifikant erhdht, zeigten allerdings keine intrazellular
veranderten Mengen in hRPTECs. Diese miRNAs waren unter anderem miR-23a-3p
und miR-34b-5p (Anhang-Tabelle 47). Behandlung von hRPTEC mit HSA beeinflusste
die relative Menge von lediglich 12 miRNAs im gesamten Zellkulturmedium und elf
miRNAs auf intrazellularer Ebene von hRPTECs verglichen zur unbehandelten
Kontrolle (Anhang-Abbildung 37, Anhang-Tabelle 47). Drei ausgewahlte miRNAs sind
in Abbildung 26b dargestellt. Lediglich miR-34c-5p war sowohl im Medium als auch
intrazellulér signifikant veréandert.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HSA-Exposition in dem
hier verwendeten in vitro-Modell die miRNA-Freisetzung von proximalen Tubuluszellen
in das Zellkulturmedium kaum beeinflusst. Im Gegensatz induzierte TGF-B, ein
zentraler Regulator der renalen Fibrose, die Freisetzung mehrerer miRNAs durch
proximale Tubuluszellen in das Zellkulturmedium deutlich. Dieser Effekt war besonders
nach EV-Anreicherung des Zellkulturmediums exponierter hRPTECs ausgepragt. Dies
unterstutzt die Méglichkeit, dass Veranderungen der miRNAs im Urin von Tiermodellen
mit CKD in vivo den zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozess der renalen
Fibrose reflektieren.
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5. Diskussion

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Identifikation von miRNAs im Urin als potenzielle
Biomarker fur CKD, welche mdglicherweise Riickschlisse auf die zugrundeliegenden
pathophysiologischen Prozesse der Niere erlauben. Daflir wurden in zwei
verschiedenen Tiermodellen fir CKD miRNA-Profile in Urin-EVs oder im Gesamturin
bestimmt sowie deren potenzielle Assoziation mit pathophysiologischen Prozessen in
der Niere untersucht. Hierzu wurde die renale Genexpression in vivo und Veranderung
der miRNA-Freisetzung in einem in vitro-Modell fir renale Fibrose und Albuminurie
analysiert. Durch einen Vergleich der renalen Genexpression in verschiedenen
Tiermodellen der Krankheits- oder Toxin-assoziierten CKD wurden hierbei unter
anderem tiermodellspezifische von unspezifischen Pathomechanismen getrennt. Da
zudem bekannt ist, das adverse Veradnderungen der Leber- und Herzfunktion die
Funktion und Pathogenese der Niere beeinflussen kénnen (Mantovani et al. 2016;
Zhao et al. 2020a), wurden zuséatzlich die Genexpression dieser Organe bestimmt.
Dadurch sollte ein gesamtheitliches Bild der Pathogenese in den verwendeten
Tiermodellen  gewonnen  werden. Ein  Vergleich der miRNA-  sowie
Genexpressionsprofile mit publizierten Daten zu Patienten mit Bluthochdruck, MetS
oder DN sollte zudem die Vergleichbarkeit der Tiermodelle zur humanen Situation
evaluiert werden. Im Folgenden werden zun&chst die Verdnderungen in Herz, Leber
und Niere der Tiermodelle diskutiert, wahrend anschlieBend der Fokus auf miRNA im
Urin als Biomarker fir renale Schaden gelegt wird.

Die histopathologische Untersuchung des Herzens zeigte eine perivaskulare,
myokardiale Fibrose in mRenTG-Ratten nach zusétzlicher eNOS-Inhibition durch
achtwoéchige Behandlung mit L-NAME. Diese Fibrose spiegelte sich in einer
veranderten Expression von Genen mit Assoziation zu fibrotischen Prozessen
einschlieBlich Aktivierung des TGF-B Signalweges und Inhibition des Apelin-
Signalweges (Apln) in L-NAME behandelten mRenTG-Ratten wieder. Apelin ist ein
Faktor aus dem Fettgewebe, welcher sowohl die TGF-B vermittelte Aktivierung von
Herz-Fibroblasten und somit die kardialen Fibrose inhibiert, als auch der TGF-B
vermittelten Hypertrophie von Kardiomyozyten entgegenwirken kann (Pchejetski et al.
2012). In Ubereinstimmung hiermit wurden weitere Veranderungen der Genexpression
identifiziert, welche potenziell mit einer Hypertrophie von Kardiomyozyten in
Zusammenhang stehen. Zu diesen gehdrt unter anderem eine erhdhte Aktivitat des
Proteins Myotrophin (Mtpn)(Mukherjee et al. 1993). Zudem wurde im mRenTG-
Rattenmodell eine erhdhte Aktivitdt von Angiotensinogen auf Basis der deregulierten

Gene prognostiziert. Die Aktivierung des RAAS einschlieBlich der vermehrten
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Umwandlung von Angiotensinogen zu Angiotensin durch das Protein Renin steht unter
anderem in Zusammenhang mit erhéhtem Blutdruck, welcher zur kardialen Fibrose,
Veranderung der Kontraktilitdt und Hypertrophie des Herzens flhren kann (Jia et al.
2018). In Ubereinstimmung mit der RAAS-Aktivierung wurde in L-NAME behandelten
mRenTG-Ratten eine Veradnderung der Herzfunktion auf Genexpressionsebene
festgestellt. Unter anderem wurde eine Aktivierung von Endothelin-1 (Edn1) abgeleitet.
Dieses Protein ist essentiell flir die normale Kontraktion des Herzens sowie involviert in
der Regulation des Bluthochdruckes (Hathaway et al. 2015; Vignon-Zellweger et al.
2012). Zudem wurde eine Uberwiegende Inhibition von Genen identifiziert, welche mit
dem Aktionspotential des Herzens assoziiert sind. Hierzu gehdérten unter anderem
Gene verschiedener Kalium-, Calcium- und Natriumtransportern. Verdnderungen des
Aktionspotentials in Kardiomyozyten kénnen zu einer Verdnderung der Herzkontraktion
bis hin zum sogenannten Langen-QT-Syndrom und zur Tachykardie fiihren (Tamargo
et al. 2004). Obwohl die Veranderung der Genexpression insgesamt moderat ausfiel,
kénnen zusammenfassend eine myokardiale Fibrose, Hypertrophie, Aktivierung des
RAAS sowie eine Verénderung der Herzfunktion in L-NAME behandelten mRenTG-
Ratten abgeleitet werden. Sowohl die Veranderung der EZM durch TGF-B als auch die
Hypertrophie kénnen entweder eine Anpassungsreaktion des Herzens im Hinblick auf
den erhdhten Bluthochdruck sein, oder auf eine exzessive Induktion dieser
Mechanismen hindeuten, welche Uber die Zeit zur Funktionseinschrankung des
Herzens fiihren kann (Tham et al. 2015). Insgesamt stimmen diese Beobachtungen
gréBtenteils mit Publikationen Uberein, welche bereits zuvor eine myokardiale Fibrose
in unbehandelten und L-NAME behandelten mRenTG-Ratten berichtet (Connelly et al.
2007; Kolkhof et al. 2021; Sharkovska et al. 2010). Ebenso wurde eine Hypertrophie
der Kardiomyozyten sowie eine Aktivierung von TGF-B, Endothelin und des RAAS
bereits in mRenTG-Ratten ohne L-NAME gezeigt (Connelly et al. 2007; Hayden et al.
2006; Zolk et al. 2002). Im Gegensatz hierzu wurde die reduzierte Aktivitat von Apelin
bislang zwar in anderen Tiermodellen flr Bluthochdruck berichtet (lwanaga et al.
2006), allerdings noch nicht in mRenTG-Ratten gezeigt. Ebenso wurde unter anderem
eine Aktivierung von Myotrophin im mRenTG-Modell bislang noch nicht beschrieben.
Die Rolle dieser spezifischen Proteine, Signalwege und Prozesse im mRenTG-Modell
sollten in weiteren Studien gezielt adressiert werden, um die Ergebnisse der
Genexpressionsanalyse auf funktioneller Ebene zu bestéatigen. Dies wiirde nicht nur zu
einer weiteren Charakterisierung dieses Tiermodells und zur Erforschung der
molekularen Mechanismen der Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer
Ejektionsfraktion, sondern auch zum weiteren Verstandnis von Prozessen im Herzen
von Patienten mit diastolischer Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer
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Ejektionsfraktion und Herzversagen beitragen, welche ebenfalls durch eine Aktivierung
des RAAS, Myotrophin, Endothelin-1 und TGF-B, sowie durch Hypertrophie
gekennzeichnet sind (Bielecka-Dabrowa et al. 2016; Binder et al. 2021; Chowdhury et
al. 2019; Jia et al. 2018; Sil et al. 1993). Alle zuvor diskutierten Veranderungen waren
spezifisch flir L-NAME behandelte mRenTG-Ratten, wahrend kaum Effekte in
mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit Captopril relativ zu gesunden SD-
Ratten erkennbar waren. Dies bestatigt auf Genexpressionsebene den bislang nur auf
funktioneller und histopathologischer Ebene gezeigten Wert von Captopril-
behandelten, hypertensiven Ratten mit diastolischer Herzinsuffizienz als gesunde
Kontrolle in diesem Tiermodell (Follmann et al. 2017; Hirth-Dietrich et al. 1994; Salah
et al. 2018).

Die Genexpressionsprofile der mRenTG-Ratten wurden im n&chsten Schritt mit der
kardialen Genexpression in 22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten verglichen. Zwar
wurden im ZSF1-Modell geringflgige Veradnderungen der kardialen Expression
identifiziert, allerdings konnten deutlich weniger pathophysiologischen Mechanismen
identifiziert werden. In 59 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten wurde das erste Mal
eine reduzierte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors GATA4 aus der Genexpression
abgeleitet. GATA4 ist ein Regulator der Hypertrophie von Kardiomyozyten und eine
reduzierte Aktivitdt beglnstigt eine hypertrophe Reaktion sowie erhdhte Fibrose und
Apoptose im Herzen (Bisping et al. 2006). Zudem wurde eine nicht signifikante
reduzierte Expression von Genen in 22 und 26 Wochen alten Ratten identifiziert,
welche mit der mitochondrialen B-Oxidation von Fettsduren und KLF15, einem
Regulator des mitochondrialen Fettsduremetabolismus (Prosdocimo et al. 2015),
assoziiert ist. Diese Effekte waren vergleichbar zu publizierten Daten in 26 Wochen
alten, fettleibigen ZSF1-Ratten (Brandt et al. 2019) und bestétigen eine tendenzielle
Reduktion der mitochondrialen B-Oxidation von Fettsauren in diesen Tieren. Die hier
erhobenen Daten komplementieren dabei die Publikation von Brand et al (2019) indem
sie das erste Mal zeigen, dass diese Effekte in 46 bis 59 Wochen alte Tiere auf
Genexpressionsebene nicht beobachtet werden kénnen. Dies deutet auf
unterschiedliche Assoziation der kardialen Pathogenese mit der mitochondriale
Funktion in jungen und alten ZSF1-Ratten hin. Zusatzlich wurden sowohl in 22 als auch
59 Wochen alten Tieren einzelne Gene mit einer Verbindung zum Immunsystem, der
Apoptose, dem Apelin-Signalweg, dem Aktionspotential der Kardiomyozyten, dem
kardialen Lipidmetabolismus, der oxidativer Stressantwort und der EZM identifiziert.
Die Art der Genexpressionsanderungen ahneln den Ergebnissen einer friiheren
Publikation, in der im linken Ventrikel 20 Wochen alter ZSF1-Ratten ebenso eine
reduzierte Expression von Komponenten des Apelin-Signalweges, und eine veranderte
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Genexpression mit Assoziation zu Fibrose, Hypertrophie und dem Lipidmetabolismus
identifiziert wurden (Stolina et al. 2020). Zudem wurden zuvor eine myokardiale
Fibrose, minimale myokardiale Steatose, moderate Myokarditis und mikrovaskulére
Entzindung, Hypertrophie sowie eine diastolische Herzinsuffizienz mit erhaltener
linksventrikularer Ejektionsfraktion in elf bis 32 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten
gezeigt (Bilan et al. 2011; Bode et al. 2021; Brandt et al. 2019; Davila et al. 2019;
Franssen et al. 2016; Hamdani et al. 2013; Miranda-Silva et al. 2020; Nguyen et al.
2020; Stolina et al. 2020; Tofovic et al. 2000; van Dijk et al. 2016). Die hier erhobenen
Daten weisen allerdings darauf hin, dass sich diese pathologischen Veranderungen auf
mikroskopischer und funktionaler Ebene weniger deutlich in der kardialen
Genexpression widerspiegeln als im als im mRenTG-Modell. Fir einzelne Gene wurde
diese fehlende Korrelation bereits in der Literatur beschrieben. Zum Beispiel wurde
eine fehlende Korrelation der kardialen Expression von Genen fur Tgf-B, Fibronektin-1
und Kollagene mit einer histopathologisch identifizierter Fibrose in ZSF1-Ratten schon
beschrieben (Brandt et al. 2019). Die genauen molekularbiologischen Ursachen, die
mdgliche Rolle von GATA4 in der kardialen Pathogenese und die Frage, auf welcher
Ebene diese funktionellen und histopathologischen Befunde reguliert werden, missen
in weiteren Studien adressiert werden. Zuvor publizierte Effekte auf den oxidativen
Metabolismus in Mitochondrien sowie eine Inhibition von PPAR-a und Aktivierung von
Myc (Summer et al. 2020) konnten in dieser Arbeit hingegen nicht bestatigt werden.
Die Grinde fur diese Diskrepanz missen ebenfalls in weiteren Studien gezielt
adressiert werden.

In der Summe wurden hier das erste Mal moderate beziehungsweise geringflgige
Veranderungen der kardialen Genexpression in L-NAME behandelten mRenTG-Ratten
und 22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten gezeigt. Im mRenTG-Rattenmodell sind die
veranderten Gene mit Fibrose, Hypertrophie der Kardiomyozyten und Veranderungen
der Herzmuskelkontraktilitit assoziiert. Da diese Prozesse ebenfalls bei humaner
Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer Ejektionsfraktion beobachtet werden
kénnen, validiert dies mRenTG-Ratten auf Genexpressionsebene erneut als Tiermodell
fir diese Pathogenese in Menschen. Vergleichbare Effekte konnten im ZSF1-
Rattenmodell nur fir einzelne Gene identifiziert werden, weshalb dieses Tiermodell die
kardiale Pathogenese auf Genexpressionsebene eventuell weniger umféanglich
abbildet. Dieser Vergleich macht zudem deutlich, dass trotz des mehrfach publizierten
Bluthochdruckes und der Entwicklung einer diastolischen Herzinsuffizienz mit
erhaltener linksventrikularer Ejektionsfraktion in beiden Tiermodellen (Bilan et al. 2011;
Kovécs et al. 2016; Tofovic et al. 2000) die Genexpression im Herzen unterschiedlich
beeinflusst wird. Eine mdégliche Erklarung dieser Beobachtung kénnte in der Ursache
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der Herzschadigung liegen. Im mRenTG-Rattenmodell wurde durch die Renin-
Uberexpression gezielt das RAAS aktiviert, wodurch im Herzen pathophysiologische
Mechanismen induziert werden. Im ZSF1-Rattenmodell hingegen kénnte, ahnlich zu
den genetisch direkt verwandten SHHF-Ratten (Heyen et al. 2002), die
Herzinsuffizienz sekundar und vermehrt durch extrakardiale Mechanismen induziert
werden, wodurch es zu weniger spezifischen pathophysiologischen Veranderungen
des Herzens kommt. Diese Hypothese wird unterstiitzt von der Publikation von Brand
et al (2019), in welcher unterschiedliche Effekte von Fettleibigkeit und Salz-induziertem

Bluthochdruck auf die kardiale Genexpression gezeigt wurden.

In der Leber 26 Wochen alter, fettleibiger ZSF1-Ratten wurde eine moderate
zentrilobuldre Vakuolisierung der Hepatozyten und allgemeine hepatozellulare
Hypertrophie festgestellt. Aus den moderaten Genexpressionsveranderungen wurde
parallel eine reduzierte Aktivitdt des Leptinrezeptors fettleibiger Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle abgeleitet. Dies entspricht dem zugrundeliegenden Mechanismus
in diesem Tiermodell, in dem eine genetisch induzierte Reduktion der Leptinrezeptor-
Aktivitat zu einem unkontrollierten Fressverhalten und somit Ubergewicht, Typ-2-
Diabetes und das MetS fuhrt (Griffin et al. 2007; Sainz et al. 2015). In
Ubereinstimmung mit der Entwicklung eines Typ-2-Diabetes wurde zuséatzlich eine
Insulinresistenz sowie reduzierte Aktivitat des Insulinsignalweges, eine Veranderung
des Lipidmetabolismus einschlieBlich Induktion der Fettsduresynthese und
Fettsdureoxidation, sowie eine Induktion des Glukosemetabolismus einschlieBlich
Glykolyse, Citratzyklus, Pentosephosphatweg und Glukoneogenese aus den
Genexpressionsprofilen fettleibiger ZSF1-Ratten abgeleitet. Hierbei wurde unter
anderem eine Aktivierung zentraler Regulatoren einschlieBlich Srebf1, Ghrelin und
PPAR-y identifiziert, welche zu einer erhéhten Fettsduresynthese und
Lipidakkumulation beitragen kénnen (Ferré und Foufelle 2010; Quifiones et al. 2020;
Shimano et al. 1996). Die Veranderungen des Lipid- und Glukosemetabolismus stehen
dabei eventuell in einem direkten Zusammenhang mit der Insulinresistenz (Kubota et
al. 2016), sowie mit einer Veranderung des zirkadianen Rhythmus in der Leber alterer,
fettleibiger ZSF1-Ratten. Denn es wurde unter anderem beschrieben, dass sowohl
Ghrelin als auch Mutationen von Leptin eine Veranderung des zirkadianen Rhythmus
in der Leber induzieren und dadurch sekundar den Lipidmetabolismus beeinflussen
kénnen (Motosugi et al. 2011; Quifiones et al. 2020). Weitere Veranderungen des
hepatischen Metabolismus in ZSF1-Ratten umfasste eine reduzierte Expression von
Genen, welche in der Biotransformation, der Gallenséaure- und Retinolsynthese und im

Steroidmetabolismus einschlieBlich Cholesterinsynthese involviert sind. Des Weiteren
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wurden Veranderungen der Genexpression in fettleibigen ZSF1-Ratten identifiziert,
welche auf eine Uberwiegend reduzierte Entgiftung bei zeitgleich erhdhter Synthese
von ROS in der Leber hindeuten. So wurde unter anderem eine Reduktion
verschiedener GSTs identifiziert, welche schéidliche Produkte des oxidativen Stresses
unschadlich machen kénnen (Lin et al. 2016). Im Zusammenhang mit dem zuvor
diskutierten erhéhten Lipidmetabolismus und Lipidakkumulation kdénnten diese
Genexpressionsanderungen mit einer Lipidperoxidation und Lipotoxizitat in fettleibigen
ZSF1-Ratten im Zusammenhang stehen. Generell waren die Veranderungen der
hepatischen Genexpression in 22 und 26 Wochen alten Ratten vergleichbar, wahrend
eine Reduktion der Effekte in 46 und 59 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten relativ
zur schlanken Kontrolle identifiziert wurde. Eine mégliche Erklarung fir diese
Beobachtung kdnnte das hohe MaB der Leberschadigung sein, durch welche die
dynamische und fein abgestimmte Regulation der Genexpression zunehmend
eingeschrankt wird. Um diese Hypothese zu bestatigen und um zu untersuchen, ob
diese Veranderungen Auswirkungen auf die Proteinsynthese und die Enzymaktivitat in
der Leber hat, missten das Proteom und Metabolom der Leber untersucht und mit den
hier generierten Genexpressionsdaten verglichen werden. Insgesamt entsprechen die
hepatischen Genexpressionsveranderungen sowie die mikroskopische Vakuolisierung
in fettleibigen, 22 bis 59 Wochen alten ZSF1-Ratten dem Bild einer ausgepragten
Lebersteatose (Liang et al. 2014) mit parallelen Veranderungen des Lipid-, Glukose-
und Steroidmetabolismus, Anzeichen oxidativen Stresses mit mdglicher Verbindung zu
einer Lipidperoxidation und einer moderaten Entzindung. Teilweise stehen diese
Prozesse potenziell im Zusammenhang mit der ebenfalls identifizierten veranderten
Wirkung von Leptin und Insulin, und einem verdnderten zirkadianen Rhythmus in
ZSF1-Ratten. Die Lipidvakuolen in der Leber (Bilan et al. 2011; Borges Canha et al.
2017; Hye Khan et al. 2018; Zambad et al. 2011), die Reduktion von Cholesterol- und
Gallensauremetabolismus assoziierten Genen (Castaneda et al. 2021), die
Insulinresistenz, eine Veranderungen der Konzentration von Triglyzeriden und Glukose
im Blut und eine erhdhte Genexpression von PPAR-y (Bilan et al. 2011; Borges Canha
et al. 2017; Castaneda et al. 2021; Hye Khan et al. 2018; Zambad et al. 2011) wurden
hierbei bereits zuvor in etwa gleichaltrigen ZSF1-Ratten gezeigt. Die hier generierten
Daten bestatigen diese Publikationen auf Genexpressionsebene. Wahrenddessen
handelt es sich bei der reduzierten Aktivitdt des Leptinrezeptors, der Induktion von
Ghrelin und Srebf1, der Veranderungen des zirkadianen Rhythmus und der méglichen
Lipidperoxidation und Lipotoxizitat in der Leber um neue Beobachtungen in diesem
Tiermodell. Der reduzierte Retinolmetabolismus hingegen steht im Gegensatz zu
publizierten Daten, welche =zuvor eine Induktion verschiedener Retinol-
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metabolisierender Cytochrom-P450-Enzymen (CYPs) zeigten (Babelova et al. 2015a).
Ebenfalls im Kontrast steht der reduzierte Cholesterol- und Gallensduremetabolismus
zu erhdhten Cholesterolkonzentrationen im Plasma und erhéhten Mengen an
Gallensauren im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten (Bilan et al. 2011; Castaneda et al.
2021; Hye Khan et al. 2018). Eine mogliche Erklarung fir die Unterschiede im
Cholesterol- und Gallensduremetabolismus wére eine aktive Gegenregulation der
Leber, durch welche aufgrund der erhdhten Konzentrationen dieser Verbindungen in
der Zirkulation die weitere Produktion in der Leber reduziert werden soll. Die Ursache
dieser Diskrepanzen sowie diese Hypothese milssen allerdings weiter erforscht
werden. Insgesamt entsprechen diese Beobachtungen in ZSF1-Ratten den
Veranderungen der Leberphysiologie in Patienten mit nicht-alkoholischer Fettleber,
welche ebenso durch MetS-oder Typ-2-Diabetes induziert werden kann. So wurde in
diesen Patienten ebenfalls eine Vakuolisierung der Leber (Loria et al. 2003), eine
Induktion von Ghrelin und Srebf1 (Quifiones et al. 2020; Walker et al. 2011), eine
Verénderungen des zirkadianen Rhythmus (Shetty et al. 2018; Shi et al. 2019), und
eine Lipotoxizitat und Lipidperoxidation (Paschos und Paletas 2009; Svegliati-Baroni et
al. 2019) beschrieben. Diese Genexpressionsanalysen bekraftigen somit den Wert des
ZSF1-Modells fur MetS und Type-2-Diabetes mit Relevanz fir die humane Fettleber.
Einige dieser pathophysiologischen Verdnderungen in der Leber fettleibiger ZSF1-
kénnten zudem zu den Genexpressionsanderungen des Herzens (vide supra) und der
Niere (vide infra) beitragen. Denn bislang wurde mehrfach ein Zusammenhang
zwischen oxidativem Stress, Inflammation, Insulinresistenz und Lipidakkumulation in
der Leber und bluthochdruckinduzierten Schaden einschlieBlich kardialer Dysfunktion
und Hypertrophie sowie der Progression von CKD identifiziert (Byrne und Targher
2020; Mantovani et al. 2016; Zhao et al. 2020a).

In der Niere fettleibiger ZSF1-Ratten zeigte die histopathologische Untersuchung eine
deutliche tubulare Dilatation und Degeneration einschlieBlich Proteinzylindern, eine
Glomerulopathie und eine Infiltration von Immunzellen. Parallel zu diesen
mikroskopischen Veranderungen wurden ausgepragte und mit dem Alter deutlich
zunehmende Veranderungen der renalen Genexpression identifiziert. In fettleibigen
ZSF1-Ratten waren hierbei verglichen zur schlanken Kontrolle unter anderem Gene mit
Assoziation zu renaler Fibrose veradndert, zu denen unter anderem Regulatoren der
EMT, der Aktivierung von Fibroblasten, der EZM-Produktion sowie eine Aktivierung des
TGF-B-Signalweges gehérten. Zudem wurde in fettleibigen Ratten eine weitreichende
Induktion der Expression von Genen identifiziert, welche spezifisch fir Zellen des

Immunsystems sind oder die Infiltration und Aktivierung von Immunzellen induzieren.

- 115 -



5. DISKUSSION

Hierzu gehdrten unter anderem eine Induktion von entziindungsférdernde Zytokinen,
Interleukinen und Chemokinen. Vergleichbar zu den publizierten Daten fibrotischer
Veranderungen in ZSF1-Ratten (Salatto et al. 2017; Sharif et al. 2016; Su et al. 2016;
Zhou et al. 2017) wurde eine Induktion einzelner Immunsystem-assoziierter Gene
bereits in diesem Tiermodell beschrieben (Dower et al. 2017; Su et al. 2016), aber
auch hier wurde das volle AusmaB dieser Genexpressionsveranderungen bislang noch
nicht gezeigt. Die glomeruldre Schadigung auf histopathologischer Ebene korrelierte
mit Veranderungen der Genexpression, welche unter anderem auf eine veranderte
Zusammensetzung und Synthese der glomerularen EZM einschlieBlich GBM und eine
veranderte Physiologie und erhéhte Apoptose der Podozyten hindeuten. Eine
Veranderung der Genexpression in Podozyten ab einem Alter von etwa 24 Wochen
wurde bereits von Dower et al (2017) berichtet. Dies korreliert in 12 bis 57 Wochen
alten, fettleibigen ZSF1-Ratten mit abnehmenden Mengen podozytenspezifischer
Proteine in den Glomeruli, welche verantwortlich fir die Integritat der Filtrationsbarriere
sind (Funk et al. 2016). Zudem wurde ebenfalls bereits eine veranderte Genexpression
einzelner Komponenten der GBM wie zum Beispiel Col4al beschrieben (Dower et al.
2017; Salatto et al. 2017; Su et al. 2016). Somit bestatigen die hier identifizierten
Genexpressionsveranderungen die publizierten glomerularen Schaden einschlieBlich
Podozyten-Dysfunktion im ZSF1-Modell. Die veréanderte Expression von Genen mit
Assoziation zur oxidativen Stressantwort, zu der unter anderem eine prominente
Verdnderung des Glutathion-Metabolismus gehért, deutet in Ubereinstimmung mit
publizierten Daten (Prabhakar et al. 2007; Rafikova et al. 2008) auf erhéhten oxidativen
Stress im Nierengewebe fettleibiger ZSF1-Ratten hin. Oxidativer Stress ist haufig mit
einer veranderten Funktion von Mitochondrien assoziiert, welche in ZSF1-Ratten ab
einem Alter von 46 bis 59 Wochen zusatzlich auf Genexpressionsebene identifiziert
wurde. Hierzu gehdrten unter anderem eine verdnderte Expression mitochondrialer
Transporter und eine reduzierte oxidative Phosphorylierung. Vergleichbare Effekte
wurden nicht in den anderen hier analysierten Tiermodellen fiir Nierenschaden
identifiziert. Aufgrund der vorliegenden Daten aus den anderen Tiermodellen kann
aktuell keine Schlussfolgerung gezogen werden, ob diese Effekte spezifisch flir die
fortgeschrittene Nierenschadigung in ZSF1-Ratten ist, oder ob vergleichbare
Veranderungen in spateren Phasen der Nierenschadigung auch in den anderen
Tiermodellen beobachtet werden kénnen. Dagegen spricht, dass eine mitochondriale
Dysfunktion und Reduktion der oxidativen Phosphorylierung zuvor nicht nur in
diabetischen  Nierenerkrankungen sondern ebenso mit  Toxin-induzierten
Nierenschaden assoziiert wurden (Abuelo 1990; Coughlan et al. 2016; Galvan et al.
2021; Soderland et al. 2010). Weitere Studien sind nétig, um diese Frage abschlieBend
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zu klaren. Des Weiteren wurde eine veranderte Genexpression tubularer Transporter
und Proteine der renalen Biotransformation in 14 bis 59 Wochen alten, fettleibigen
ZSF1-Ratten identifiziert. Die Genexpression der Transporter war dabei Uberwiegend
reduziert, wobei unter anderem Transporter fir Wasser und Natrium betroffen waren.
Dies deutet auf eine ausgepragte Veranderung oder Einschréankung der renalen
Funktion hin. Eine veranderte Sekretion und Resorption von Natrium und Wasser
durch reduzierte tubuldre Transporter-Aktivitdt kénnten mit dem Phanomen der
Polyurie sowie dem Bluthochdruck und der RAAS-Aktivierung in ZSF1-Ratten in
Einklang stehen (Harrison-Bernard 2009; Seyahian et al. 2020), dies muss allerdings in
weiteren Studien auf Proteinebene verifiziert werden. Die verédnderte Genexpression
einzelner Transporter wurde dabei bereits zuvor berichtet (Babelova et al. 2015b), eine
veranderte Expression eines GroBteils der hier identifizierten Gene wurde bislang
allerdings noch nicht gezeigt. In 46 und 59 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten
zeigen die Daten zudem das erste Mal eine signifikant veranderte Expression von
Genen des zirkadianen Rhythmus. Obwohl eine Veranderung des zirkadianen
Rhythmus bislang fur ZSF1-Ratten nicht gezeigt wurden, entsprechen diese Daten
einer publizierten zentralen Rolle des zirkadianen Rhythmus in der Pathogenese der
DN (Olaoye et al. 2019; Pradervand et al. 2010). Zu den durch den zirkadianen
Rhythmus regulierte Prozesse gehdren unter anderem die glomeruldren Filtration, die
Transportleistung des proximalen Tubulus einschlieBlich Resorption von Natrium und
Wasser, und der Blutdruck (Pradervand et al. 2010; Zuber et al. 2009). Die hier
identifizierten Genexpressionsveranderungen kénnen somit mit der zuvor diskutierten
Hyperfiltration sowie veranderte Genexpression tubularer Transporter und dem
Bluthochdruck im ZSF1-Rattenmodell in Zusammenhang stehen.

Insgesamt flgen sich die identifizierten Verdnderungen der Genexpressionsprofile und
die histopathologischen Befunde in die Ergebnisse verschiedener Publikationen ein,
welche die altersabhangige Entwicklung und Progression einer schweren DN
einschlieBlich Funktionseinschrankungen der Niere, einer Glomerulosklerose mit
Verdickung der GBM, Verénderung der glomerularen EZM und dem Abldésen von
Podozyten, sowie einer tubuldren Dilatation, Fibrose und Entzindung auf
mikroskopischer und funktioneller Ebene zeigten (Bilan et al. 2011; Dower et al. 2017;
Griffin et al. 2007; Homer und Dower 2018; Prabhakar et al. 2007; Salatto et al. 2017;
Stolina et al. 2020; Su et al. 2016; Tofovic et al. 2002; Tofovic et al. 2000). Zusétzlich
wurden auf Genexpressionsebene Veradnderungen der Fettsdureoxidation, der
mitochondrialen Funktion und des zirkadianen Rhythmus in alteren, fettleibigen ZSF1-
Ratten gezeigt, welche mit der renalen Pathogenese der ZSF1-Ratten in
Zusammenhang stehen kénnten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem gezeigt

-117 -



5. DISKUSSION

werden, dass aus dieser veranderten Genexpression abgeleitete kanonische
Signalwege in der Niere in ZSF1-Ratten bereits ab einem Alter von 14 Wochen eine
hohe Ubereinstimmung mit der Genexpression in Tubuli von Patienten mit DN
(Woroniecka et al. 2011) aufweisen. Zu diesen gehdérten unter anderem der TGF-j,
IL-8, Extravasation von Lymphozyten, Endothelin-1 und eNOS-Signalweg und die
damit verbundenen Prozesse der renalen Fibrose, Inflammation und veradnderten
Physiologie renaler BlutgefaBe (Heiss et al. 2015; Qi et al. 2006; Raina et al. 2020).
Diese Ergebnisse komplementieren hiermit die Daten von Dower et al (2017), welche
bereits eine Ubereinstimmung der glomerularen Expression in 34 bis 41 Wochen alten
ZSF1-Ratten und Patienten mit DN zeigte. Humanrelevante tubuléarer Prozesse werden
demnach im ZSF1-Rattenmodell auf Genexpressionsebene bereits friiher abgebildet
als glomerulare Veranderungen. Zudem bestétigte der Vergleich zu Dower et al (2017),
dass die zuvor publizierten Daten zur renalen Genexpression in ZSF1-Ratten
hauptséchlich die glomerulare Expression zeigen, wahrend die hier erhobenen Daten
die Genexpression in der gesamten Niere mit Schwerpunkt auf die tubuldre
Genexpression zeigen

Die renalen Genexpressionsprofile von ZSF1-Ratten wurden mit den mRenTG-Ratten
sowie mit je einem Rattenmodell fir Glomerulonephritis und AA-Nephropathie
verglichen. Vergleichbar zum ZSF1-Rattenmodell wurden durch histopathologische
Analyse in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger eNOS-Inhibition durch L-NAME
glomerulare und tubuldre Schaden identifiziert. Diese Ergebnisse bestétigen hiermit
zuvor publizierten Studien in mRenTG-Ratten mit oder ohne L-NAME Behandlung
(Appelhoff et al. 2010; Kelly et al. 2007; Kolkhof et al. 2021; Sharkovska et al. 2010).
Zusatzlich wurde ebenfalls in Ubereinstimmung mit publizierten Daten eine
ausgepragte Vaskulopathie mit Proliferation glatter Muskelzellen (Kolkhof et al. 2021)
sowie eine fehlende Infiltration von Immunzellen in mRenTG-Ratten gezeigt. Diesen
histopathologischen Befunden steht ein Genexpressionsprofil gegenlber, welches mit
Entziindung, Fibrose, oxidativem Stress, Nierenfunktion einschlieBlich Transport im
Tubulus sowie glomerularen Schaden assoziiert ist. Die Verdnderungen der
Genexpression in  mRenTG-Ratten mit CKD zeigten dabei eine groB3e
Ubereinstimmung mit 26 Wochen alten fettleibigen ZSF1-Ratten, Ratten nach 12-
wdchiger AA-Behandlung und dem Rattenmodell fir Glomerulonephritis. Obwohl diese
Effekte zuvor noch nicht auf Genexpressionsebene berichtet wurden, entsprechen
diese Ergebnisse hinsichtlich einer Funktionseinschrénkung des Tubulus, Fibrose,
glomeruldren Schadigung und oxidativen Stress zuvor publizierten Befunden in
mRenTG-Ratten (Advani et al. 2007; Kolkhof et al. 2021; Linden et al. 2006; Whaley-
Connell et al. 2006) und Ratten mit Glomerulonephritis (Nishimura et al. 1996;
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Pavkovic et al. 2015b) und AA-Nephropathie (Cosyns 2003; Zhao et al. 2015)
Lediglich im mRenTG-Rattenmodell stehen die entziindungsassoziierter Gene im
Kontrast zu den histopathologischen Befunden. Eine mdgliche Ursache kénnte der
Zeitpunkt der histopathologischen Untersuchung sein, indem nach Entwicklung der
Nierenschadigung tber acht Wochen Uber Regulation der Genexpression bereits die
Produktion entzindungsférdernder Mediatoren beginnt, diese auf mikroskopischer
Ebene aber noch nicht zu einer Infiltration von Immunzellen flhren. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde in mRenTG-Ratten ohne Captopril-
Behandlung Uber einen Zeitraum von Gber 24 Wochen die Infiltration von Immunzellen
berichtet (Mifsud et al. 2004). Zur Bestatigung dieses Zusammenhanges musste in
einer weiteren Studie das mRenTG-Modell Uber einen ladngeren Zeitraum nach
Induktion der Nierenschadigung beobachtet werden. Vergleichbar zum ZSF1-
Rattenmodell und in Ubereinstimmung mit publizierten Daten konnte auch im
mRenTG-Rattenmodell eine moderate Veranderung der Expression zirkadianer Gene
identifiziert werden (Herichova et al. 2007). Dies war dabei spezifisch fir diese beiden
Tiermodelle und konnte nicht in den hier verwendeten Tiermodellen flr
Glomerulonephritis oder AA-induzierten Nephropathie gezeigt werden. Auch wenn eine
Rolle des zirkadianen Rhythmus in verschiedenen Arten der Nierenschadigung
einschlieBlich DN und Blutdruckinduzierter CKD bereits in Teilen beschrieben wurde
(Mohandas et al. 2022), sind die méglicherweise Atiologie-abhéngigen
Zusammenhange noch unzureichend erforscht. Als mdgliches CKD-Modell ohne
Veranderung des zirkadianen Rhythmus kénnte ein Tiermodell fur AA-induzierte
Nephropathie dienen.

Die groBtenteils vergleichbaren Genexpressionsanderungen hinsichtlich Prozessen wie
Fibrose und glomerularer Schadigung deuten zudem auf ein vergleichbares Stadium
der CKD in 26 Wochen alten ZSF1-Ratten und mRenTG-Ratten nach achtwdchiger
Behandlung ‘'mit L-NAME hin, und bekréftigt die Auswahl dieser Zeitpunkte und
Tiermodelle fir einen Vergleich von miRNA-Profilen im Urin. Im Gegensatz zu
mRenTG-Ratten mit zusatzlicher eNOS-Inhibition durch L-NAME wurden keine
signifikanten Genexpressionsveranderungen in SD-Ratten nach L-NAME Behandlung
identifiziert. Ebenso wurde keine Proteinurie in SD-Ratten nach Behandlung mit
L-NAME beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass eine achtwdchige eNOS-Inhibition
durch 30 mg/L L-NAME in den Ratten mit einer normalen Reninaktivitédt keine durch
Proteinquantifizierung im  Urin  oder  Genexpressionsanalysen  messbaren
Nierenschaden induziert. Zudem wurde vergleichbar zur Leber auch in der Niere
gezeigt, dass die identifizierten Genexpressionseffekie spezifisch fir L-NAME
behandelte mRenTG-Ratten waren, wéhrend eine parallele Captopril-Behandlung
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diesen Effekten entgegenwirkte. Dies bestatigt hiermit auch in der Niere den Wert von
Captopril-behandelten mRenTG-Ratten als gesunde Kontrolle (Follmann et al. 2017;
Hirth-Dietrich et al. 1994; Salah et al. 2018).
In Ratten mit NTS-induzierter Glomerulonephritis wurden im Vergleich zu den anderen
Tiermodellen mehr Gene identifiziert, welche mit glomerularen Schaden assoziiert sind.
Dies stimmt mit publizierten Daten Uberein, welche eine primare und ausgepragte
glomerulare Schadigung nach NTS-Behandlung zeigen, die sekundar durch
Veranderungen der glomerularen Filtration zu Schaden der nachfolgenden
Nephronsegmente flihren (Pavkovic et al. 2015b; Togashi et al. 2013).
Die hier durchgeflihrte Meta-Analyse zuvor publizierter Daten zeigte ebenfalls die
Induktion des Tumorsuppressors p53 sowie eine erhéhte Expression von Genen mit
Assoziation zu oxidativem Stress und DNA-Schaden in AA-behandelten Ratten (Su et
al. 2011). Diese Veranderungen der renalen Genexpression deuten auf eine adaptive
Reaktion der Niere im Kontext einer subchronischen AA-Exposition hin, indem unter
anderem durch p53-Aktivierung eine koérpereigene Reaktion auf DNA-Schaden und
oxidativen Stress induziert wird, um den schadigenden und unter anderem
tumorinduzierenden Einfluss von AA entgegenzuwirken (Slade et al. 2009). Im
Gegensatz dazu konnte in ZSF1- oder mRenTG-Ratten aus den
Genexpressionsprofilen keine Induktion von p53 abgeleitet werden. Zwar wird p53 als
Tumorsuppressor vermehrt im Kontext renaler Karzinogenese diskutiert (Noon et al.
2010), allerdings wurde in den letzten Jahrzehnten eine zunehmend zentrale Rolle
dieses Proteins in der Regulation von metabolischen Prozessen wie der Glykolyse,
oxidativer Phosphorylierung, Lipidsynthese und Insulinresistenz und somit auch in der
Pathogenese der diabetischen Nierenerkrankung identifiziert (Strycharz et al. 2017; Wu
und Wang 2016). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde bislang
auch in anderen Studien keine Induktion von p53 in der Niere von ZSF1-Ratten
beschrieben. Mdglicherweise kdnnte somit p53 trotz der Assoziation mit DN eine
untergeordnete Rolle in der renalen Pathogenese von ZSF1-Ratten spielen.
In der Summe zeigen diese Genexpressionsanalysen eine groBe Ahnlichkeit
zugrundeliegender pathophysiologischer Prozesse wie renaler Fibrose, Entziindung
oder glomeruldre Schaden in verschiedenen Tiermodellen mit subakuten bis
chronischen Nierenschéaden. Dies lasst auf eine vergleichbar verlaufende Progression
von Nierenschaden unabhéngig von der Ursache schlieBen. Allerdings zeigen die hier
beschriebenen Analysen auch unterschiedliche Auswirkungen auf die Genexpression
je nach Ursache der Nierenschadigung. So konnte aufgrund einer anhaltenden
Exposition gegentber der Schadigungsursache fur AA-induzierte Nephropathie eine
Induktion von Genen mit Verbindung zu p53 und DNA-Reparaturmechanismen
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bestatigt werden, wahrend eine Aktivierung von p53 im ZSF1-Rattenmodell nicht
abgeleitet werden konnte. Dagegen wurden nur in ZSF1-Ratten Veranderungen der
oxidativen Phosphorylierung und des zirkadianen Rhythmus, und in mRenTG-Ratten
Effekte auf den zirkadianen Rhythmus identifiziert. Auch wenn sich diese
Beobachtungen in das Gesamtbild der verschiedenen Arten der Nierenschadigung
einfligen, sind weitere Untersuchungen notwendig, um auszuschlieBen, dass die hier
identifizierten Unterschiede aufgrund von unterschiedlichen Stadien der CKD
entstanden sind.

Parallel zu den histopathologischen Befunden und Veranderung der renalen
Genexpression wurde eine deutliche Veranderung der Nierenfunktion in fettleibigen
ZSF1-Ratten festgestellt. Unter anderem war die Urinausscheidung in fettleibigen
ZSF1-Ratten signifikant gegentber der schlanken Kontrolle erhéht, welche als Polyurie
oder Hyperfiltration in den fettleibigen Tieren interpretiert wird. Zeitgleich stieg der
Gesamtproteingehalt im Urin fettleibigen ZSF1-Ratten relativ zur schlanken Kontrolle
und in fettleibigen ZSF1-Ratten mit zunehmendem Alter an. Das AusmafB des
Anstieges fallt in den Bereich einer ausgepragten Proteinurie, welche auf eine
deutliche und mit dem Alter zunehmende Nierenschadigung in fettleibigen ZSF1-
Ratten hindeutet. Sowohl die erhéhte Urinexkretion als auch die Proteinurie
entsprechen dabei publizierten Daten, welche vergleichbare Beobachtungen bereits in
acht bis 32 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten (Bilan et al. 2011; Castaneda et al.
2021; Griffin et al. 2007; Prabhakar et al. 2007; Tofovic et al. 2000; Zhou et al. 2017)
und in Patienten mit DN berichteten (Tonneijck et al. 2017; Williams 2005). Die
Hyperfiltration in Ratten und Patienten mit Diabetes steht dabei im Gegensatz zu einer
reduzierten glomeruldren Funktion einschlieBlich verringerte GFR und ansteigenden
glomerularen Schadigung (Caramori et al. 2003; Dower et al. 2017; Tofovic et al.
2000). Nach aktuellem Kenntnisstand kdnnte die Hyperfiltration durch Hyperglykamie
und erhdéhte Proteinzufuhr, oder durch Dysfunktion der proximalen Tubuluszellen
einschlieBlich erhdhtem intra-renalen Blutdruck induziert sein (Bilan et al. 2011;
Tonneijck et al. 2017), die genauen molekularbiologischen Prozesse in Tiermodellen
und Menschen sind aktuell jedoch noch unzureichend verstanden. Da das ZSF1-
Modell das Phanomen der Hyperfiltration gut abbildet und auf Genexpressionsebene
die humanen Prozesse einer DN umfanglich abbildet, handelt es sich bei den ZSF1-
Ratten um ein gutes praklinisches Modell, in dem die zugrundeliegenden Prozesse in
Folgestudien gezielt adressiert werden sollten.

Neben diesen klassischen Parametern wurden zusatzlich vier neuere Proteinbiomarker
fir Nierenschaden im Urin von ZSF1-Ratten quantifiziert. Hierbei wurden erhéhte
Konzentrationen der Proteine KIM-1, CYSC, CLU und OPN im Urin fettleibiger ZSF1-
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Ratten relativ zur schlanken Kontrolle identifiziert. Wahrend auf Genexpressionsebene
alle vier Biomarker mit zunehmendem Alter der Ratten anstiegen, konnte nur fir KIM-1
ein Anstieg der Konzentrationen im Urin mit fortschreitendem Alter beobachtet werden.
Die Ergebnisse der Quantifizierung von KIM-1 entsprechen dabei zuvor publizierten
Daten, welche gréBtenteils moderat erhéhte KIM-1 Konzentration im Urin und
Nierengewebe fettleibiger, 14 bis 41 Wochen alter ZSF1-Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle zeigten (Castaneda et al. 2021; Dower et al. 2017; Salatto et al.
2017; Su et al. 2016; Su et al. 2018). Die Konzentrationen von KIM-1 deutet auf eine
Schadigung des proximalen Tubulus in fettleibigen ZSF1-Ratten relativ zur schlanken
Kontrolle und auf eine Zunahme dieser Schadigung in 14 bis 26 Wochen alten,
fettleibigen Tieren hin (Han et al. 2002). Die erhéhte Genexpression des Biomarkers
OPN in fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle bestatigt ebenfalls
zuvor publizierte Daten im ZSF1-Modell (Dower et al. 2017; Su et al. 2016). CYSC und
CLU wurden ebenfalls bereits als erhéht im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten berichtet
(Castaneda et al. 2021; Su et al. 2016). Vergleichbar zu den Ergebnissen dieser Arbeit
war der altersabhangige Anstieg von CLU und CYSC im Urin hierbei weniger stark
ausgepragt als KIM-1 (Su et al. 2016). Sowohl OPN als auch CLU sind unspezifische
Biomarker fir Nierenschaden (Hudkins et al. 1999; Lorenzen et al. 2008; Lyle et al.
2012; Tarrant 2017). OPN und CLU zeigen somit einen nicht spezifizierten
Nierenschaden in fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle an,
kénnen aber die Progression der Nierenschadigung, welche durch die Proteinurie und
KIM-1 impliziert wird, im Urin von fettleibigen ZSF1-Ratten nicht abbilden. Im
Gegensatz zu den anderen Proteinbiomarkern wird CYSC als Alternative zu Kreatinin
zur Abschéatzung der GFR verwendet, wobei reduzierte CYSC-Konzentrationen im Urin
und erhdhte Konzentrationen im Blut auf eine reduzierte GFR schlieBen lassen
(Ferguson et al. 2015). Die unabhangig von der Normalisierung auf Kreatinin erhdhten
CYSC-Konzentrationen im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten stehen allerdings im
Gegensatz zu der publizierten reduzierten GFR in diesem Tiermodell (Prabhakar et al.
2007; Tofovic et al. 2000; Zhou et al. 2017). Diese Diskrepanz kénnte dadurch erklart
werden, dass eine stark ausgepragte Proteinurie und dadurch erzeugte tubulare
Dysfunktion, wie sie hier fliir ZSF1-Ratten gezeigt wurde, die CYSC-Konzentrationen im
Urin erhdhen kénnen. Denn unter basalen Bedingungen wird CYSC im proximalen
Tubulus aus dem Urin in den Kdrper zurtcktransportiert (Conti et al. 2006). Im Rahmen
einer starken Proteinurie kann die Rulckresorption von CYSC allerdings durch die
erhdhte Proteinkonzentration im Urin und die dadurch entstehende Konkurrenz um die
renalen Transporter reduziert werden (Kang et al. 2020; Thielemans et al. 1994). Die
erhdéhten CYCS-Konzentrationen im Urin der ZSF1-Ratten kénnten demnach weniger
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mit der GFR, sondern vielmehr mit einer tubuldren Dysfunktion assoziiert sein. Dieser
Zusammenhang wurde bislang allerdings nur fir Patienten mit Diabetes gezeigt
(Hassan et al. 2021) und muss fir ZSF1-Ratten als Modell fir MetS und DN in
Folgestudien bestatigt werden. Bislang wurden die hier diskutierten Proteinbiomarker
nur fir die Verwendung in Patienten fir Phase 1 von klinischen Studien qualifiziert
(FDA 2018), allerdings existieren mehrere Untersuchungen, welche den Mehrwert
dieser Proteinbiomarker auch in Patienten im Allgemeinen adressiert haben. Diese
Studien zeigen, dass KIM-1, OPN, CYSC und CLU im Urin das Vorliegen einer DN in
Menschen anzeigen kénnen (Al-Malki 2014; Hassan et al. 2021; Kapoula et al. 2020;
Khan et al. 2019; Kim et al. 2017), allerdings vergleichbar zum ZSF1-Modell die
Progression der CKD nicht zuverldssig abbilden (Khan et al. 2019; Yamaguchi et al.
2004).

In der Summe bestéatigen die klassischen Marker und neueren Proteinbiomarker flr
Funktion und Schadigung der Niere die bereits publizierte und in den vorherigen
Abschnitten diskutierte, ausgepragte Nierenschadigung in 14 bis 26 Wochen alten,
fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle. Diese gehen dabei mit
Veranderungen und Einschréankung der Nierenfunktion einschlieBlich Hyperfiltration,
Proteinurie und Schadigung des proximalen Tubulus einher. Im ZSF1-Modell wurde die
Progression der CKD hierbei am besten durch den Gesamtproteingehalt, welcher als
unspezifischer Marker fir Nierenschaden dient, und lediglich moderat von KIM-1, ein
Biomarker fir Schaden des proximalen Tubulus, im Urin abgebildet. Die Ergebnisse
der Proteinbiomarker im Urin von ZSF1-Ratten bekréftigt somit die zuvor bereits in
Frage gestellte Pradiktivitat dieser Proteinbiomarkern in verschiedenen Rattenmodellen
der Nierenschaden (Vlasakova et al. 2014) und Patienten mit DN. Ebenso bestéatigen
die Ergebnisse der klassischen und neueren Biomarker erneut die zuvor berichtete und
im Rahmen dieser Arbeit auf Genexpressionsebene identifizierte, gute
Ubereinstimmung des ZSF1-Modell fiir MetS mit Veranderungen in Patienten mit DN
(Bilan et al. 2011; Brosius et al. 2009; Dower et al. 2017).

Zusétzlich zu den bereits diskutierten Parametern und Proteinbiomarkern ist ein Fokus
dieser Arbeit miRNAs im Gesamturin und in Exosomen als mdgliche Biomarker fir
CKD. Hierzu wurden zundchst Exosomen aus dem Urin fettleibiger ZSF1-Ratten
isoliert. Dabei wurden zwei Isolationsmethoden verglichen. Die Exosomen-
Anreicherung aus Urin sowie Zellkulturmedium zeigte allerdings unabhéngig von der
gewahlten Isolationsmethode eine deutliche Ko-Isolation mikrovesikulédrer Proteine.
Diese Ergebnisse stimmen mit Publikationen Uberein, welche ebenfalls eine Ko-
Isolation von exosomalen und nicht-exosomalen EVs einschlieBlich Mikrovesikeln fir
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verschiedene  EV-Isolationsmethoden  einschlieBlich der hier verwendeten
Prazipitationsmethode und der GrdBenausschlusschromatographie gezeigt hatten
(Buschmann et al. 2018; Iraci et al. 2017; Moon et al. 2019; Peng et al. 2020; Shu et al.
2020). Wie bereits in der Einleitung erldutert, ist eine mogliche Ursache die
Uberschneidung der GréBenprofile von Exosomen, Mikrovesikeln und HDL (Abbasian
et al. 2018; Crescitelli et al. 2013; El-Andaloussi et al. 2012), wodurch eine gezielte
Isolation durch Methoden, welche auf physikochemischen Eigenschaften der EV
beruhen, erschwert wird. Insgesamt wurden demnach im Rahmen dieser Arbeit
mehrere EV-Subtypen einschlieBlich Exosomen und Mikrovesikel aus dem Urin von
Ratten und aus dem Zellkulturmedium angereichert. Auch wenn in vivo oder in vitro
veranderte miRNAs so nicht eindeutig einem Vesikel-Subtypen zugeordnet werden
kdnnen, ist ein Vorteil dieser Ko-Isolation, dass nicht-exosomale EVs mit
Biomarkerpotential, einschlieBlich Mikrovesikel, ebenfalls Teil der miRNA-Analyse sind.
So wurde zum Beispiel berichtet, dass Podozyten Mikrovesikel in den Urin freisetzen
kénnen, welche einen Nierenschaden friiher als etablierte Biomarker anzeigen und so
moglicherweise zur Identifikation von Biomarkern fir Podozytendysfunktion und
glomerulare Schadigung beitragen kdnnen (Burger et al. 2014; Medeiros et al. 2020).

Nach Isolation der EVs und Quantifizierung von miRNAs wurden absolute miRNA-
Konzentrationen nach der modifizierten ACt-Methode berechnet. Vergleichbar zu den
klassischen und neueren Proteinbiomarkern sowie diversen Publikationen zu mRNA
Biomarkerkandidaten im Urin beinhaltete diese Auswertung eine Normalisierung auf
den Kreatiningehalt des Urins. Diese Normalisierung wird standardmaBig durchgefihrt,
um die biologische Variabilitat zwischen Tieren oder Patienten innerhalb einer Gruppe
einzubeziehen. Dieses Vorgehen wird allerdings teilweise kontrovers diskutiert, da
sowohl individuelle Schwankungen der Kreatininkonzentrationen als auch starke
Effekte des Nierenschadens auf die GFR oder eine Polyurie den Kreatiningehalt des
Urins beeinflussen kbénnen (Tang et al. 2015; Waikar et al. 2010). Starke
Veranderungen des Kreatiningehalts im Urin von Tieren oder Patienten mit
Nierenschdden kénnten so zu falsch positiven Ergebnissen bei der
Biomarkeridentifikation fihren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden etablierte und neuere
Biomarker allerdings dennoch auf den Kreatiningehalt normalisiert, um in Abwesenheit
etablierter Alternativen die biologische Variabilitdt zu adressieren. In fettleibigen Ratten
war das Urinvolumen im gleichen MaB erhéht wie die Konzentration von Kreatinin im
Urin verglichen zur schlanken Kontrolle reduziert war. Demnach kann angenommen
werden, dass der Urin durch eine mdgliche Polyurie oder Hyperfiltration in fettleibigen
Tieren verdlUnnter ist als in der Kontrolle. Fir die miRNA-Isolation wurde das gleiche
Urinvolumen in fettleibigen und schlanken ZSF1-Ratten verwendet. Durch
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Normalisierung der absoluten miRNA-Konzentrationen auf Kreatinin wird somit der
Effekt der Hyperfiltration bei der miRNA Quantifizierung berlcksichtigt. Denn wenn
einzelne miRNAs vor der Normalisierung gleiche Konzentrationen in fettleibigen und
schlanken Ratten aufweisen, ist die Freisetzung der miRNA in den Urin aufgrund der
erhéhten Urinproduktion in fettleibigen ZSF1-Ratten dennoch erhéht. In fettleibigen
ZSF1-Ratten zwischen Woche 14 und 26 konnten unerwlinschte Effekte der
Normalisierung auf die miRNA-Ergebnisse ebenfalls ausgeschlossen werden, da tber
diesen Zeitraum die Kreatininausscheidung konstant blieb.

Im Gesamturin und Urin-EVs konnten insgesamt 290 veranderte miRNAs in fettleibigen
ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle identifiziert werden. In Bezug auf die
Progression der CKD waren in fettleibigen ZSF1-Ratten 38 miRNAs zwischen dem
Alter von 14 und 26 Wochen signifikant verandert. Mehrere dieser miRNAs zeigten
dabei einen starkeren altersabhangigen Anstieg im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten als
einige der klassischen und neueren Proteinbiomarker, einschlieBlich KIM-1. Diese
miRNAs kénnten somit die Progression der Nierenschadigung in diesem Tiermodell
diabetischer und MetS-induzierter Nephropathie besser abbilden als die klassischen
und neueren Biomarker und den Goldstandard der CKD-Detektion komplementieren. In
vivo verbesserte die EV-Anreicherung des Urins das Detektionslevel, erkennbar als
niedrigere Ct-Werte in der PCR, und beeinflusste die Anzahl und das Profil signifikant
veranderter miRNAs. Ob die erh6hte Konzentration einiger miRNAs nach EV
Anreicherung auf eine erhéhte EV-Konzentration des Urins oder auf eine Veréanderung
der EV-Zusammensetzung zurtickzufihren ist, misste in weiteren Studien adressiert
werden. Hinweise auf eine erhéhte EV-Freisetzung in den Urin fettleibiger ZSF1-Ratten
verglichen zur schlanken Kontrolle wurden im Rahmen dieser Arbeit beobachtet. Da
dieser Anstieg trotz der deutlich erhdéhten Urinausscheidung der Ratten identifiziert
wurde, deuten diese Ergebnisse auf eine deutlich erhdéhte EV-Freisetzung in
fettleibigen ZSF1-Ratten mit CKD hin. Damit entspricht dieses Rattenmodell der
humanen Situation, da im Kontext humaner DN und Bluthochdruck-assoziierten CKD
ebenfalls erhéhte Exosomenkonzentrationen im Urin berichtet wurden (Gu et al. 2020;
Liu et al. 2019b; Yu et al. 2018). Fir eine Veranderung der EV-Zusammensetzung
aufgrund von Nierenschaden spricht die Reduktion einiger miRNAs in fettleibigen
ZSF1-Ratten mit zunehmendem Alter, wahrend andere miRNAs anstiegen. Dieser
Effekt kann nicht durch eine alleinige Erhéhung der EV-Produktion und damit sekundar
erhéhter miRNA-Freisetzung erklart werden. Die Hintergrinde dieser Beobachtungen
missen in weiteren Studien untersucht werden. Insgesamt kdnnte eine EV-
Anreicherung helfen, Biomarkerkandidaten, welche nur in geringen Mengen im Urin
vorhanden sind, zuverlassiger zu detektieren. Der Mehrwert der EV-Anreicherung vor
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der Detektion sollte dabei fir jede miRNA, welche als potenzieller Biomarker-Kandidat
untersucht wird, analysiert werden.

Auf mechanistischer Ebene waren mehrere der veranderten miRNAs zuvor mit renaler
Entziindung, Fibrose und glomerularer Schadigung assoziiert worden. Bei diesen
Vorgédngen handelt es sich um zentrale und fir die Ursache unspezifische
pathophysiologische Mechanismen der CKD (Lemley 2016; Meng 2019), deren
Aktivierung ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit auf Genexpressionsebene in ZSF1-
Ratten gezeigt wurde. Dies entspricht vorherigen Publikationen, nach denen miRNAs
im Urin und in Urin-EVs Veranderungen der renalen Physiologie und Pathophysiologie
widerspiegeln kénnen (Pavkovic et al. 2014; Wu et al. 2021). Um eine mdégliche
Assoziation der miRNAs im ZSF1-Urin mit glomerularer Schadigung und renaler
Fibrose weiter zu bekraftigen, wurden miRNA-Profile in ZSF1-Ratten mit publizierten
Daten aus einem Rattenmodell fiir primare Glomerulonephritis (Pavkovic et al. 2015b)
und mit miRNA-Profilen in einem in vitro-Modell fir renale Fibrose verglichen. Generell
muss bei Vergleichen von miRNA-Daten Uber Studien und Labore beachtet werden,
dass unterschiedliches Prozessieren des Urins, die Verwendung unterschiedlicher EV-
und  miRNA-Isolationsmethoden und die  Verwendung  unterschiedlicher
Normalisierungsmethoden die Ergebnisse der miRNA-Quantifizierung stark
beeinflussen und den Vergleich dadurch erschweren kénnen (Kloten et al. 2019). Trotz
dieser generellen Limitationen und aufgrund der Tatsache, dass die gleichen Methoden
fir die Isolation und Analyse verwendet wurden, ergab der Vergleich mit dem
Glomerulonephritis-Modell von Pavkovic et al (2015b) eine Ubereinstimmung von 60
miRNAs, welche im Urin beider Tiermodelle signifikant anstiegen. Bei den
Tiermodellen handelt es sich zum einen um eine sub-akute Nierenschadigung durch
Immunsystem vermittelte, primare Glomerulonephritis und zum anderen um das ZSF1-
Modell mit durch Verédnderungen des Stoffwechsels und Bluthochdruck induzierter
CKD. Dies deutet darauf hin, dass miRNAs als Biomarker fiir die zugrundeliegenden
pathophysiologischen Verdnderungen des Gewebes, zum Beispiel flr glomerulére
Schéadigung, unabhangig von der Atiologie oder Dauer der Schadigung dienen
kénnten. Bei dem Vergleich mit der Publikation von Pavkovic et al (2015b) muss
allerdings beachtet werden, dass in diesem Tiermodell sekundar zum glomeruléren
Schaden eine Schadigung des Tubulus beobachtet wurde. Da auch das ZSF1-Modell
sowohl durch glomerulare als auch tubuldre Schadigung charakterisiert ist, kann aktuell
keine Schlussfolgerung getroffen werden, welche miRNAs mit welcher Arten der
renalen Schadigung zusammenhdngen. Um die literaturbasierte Assoziation
veranderter miRNA-Konzentrationen im Urin von ZSF1-Ratten mit dem Prozess der
Nierenfibrose zu bestarken, wurde zuséatzlich ein humanes in vitro-Modell fir renale
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Fibrose verwendet (Ai et al. 2020; Grampp und Goppelt-Struebe 2018). Im Zentrum
dieses Modells stehen primare hRPTECs, welche eine essentielle Rolle in der
Entstehung von Nierenfibrose und Albuminurie-induzierten Nephronschaden spielen
(Lovisa et al. 2016; Motoyoshi et al. 2008; Takaori et al. 2016). Ein humanes
Zellsystem wurde gewdahlt, da zum einem eine gute Korrelation zwischen humanen
Zellen in vitro und der Rattenbiologie in vivo gezeigt wurde (Jennings et al. 2012), und
zum anderen die Humanrelevanz der identifizierten miRNAs mit Assoziation zur
renalen Fibrose unterstrichen werden soll. hRPTECs wurden somit mit TGF-B, einem
nachgewiesenen zentralen Regulator profibrotischer Prozesse (Meng et al. 2016),
behandelt. Die Verwendung von TGF-B war auch aufgrund der vorangegangenen
Genexpressionsanalysen sinnvoll, da im Rahmen dieser Arbeit in 14 bis 59 Wochen
alten ZSF1-Ratten eine Induktion dieses Zytokins gezeigt wurde. Die Quantifizierung
der Expression verschiedener bekannter Zielgene von TGF-B zeigte dabei die
Sensitivitdt der verwendeten hRPTECs gegentber der TGF-B Behandlung, was auf
intakte TGF-B Signalwege in diesem Zellsystem hindeutete. Nach Behandlung mit
TGF-B waren mehrere miRNAs intrazellulédr, im gesamten Zellkulturmedium oder in
Zellkulturmedium nach  EV-Anreicherung verandert. Vergleichbar zu den
Beobachtungen in vivo verbesserte und beeinflusste die EV-Anreicherung des
Zellkulturmediums sowohl das Detektionslevel als auch die Anzahl signifikant
veranderter miRNAs. Analog muss auch hier in weiterflhrenden Studien untersucht
werden, ob nur die generelle EV-Freisetzung oder auch die miRNA-Konzentration pro
EV ansteigt. Fir eine erhdhte EV-Freisetzung sprechen verschiedene publizierte
Daten, welche sowohl eine generell erh6hte miRNA- als auch EV-Freisetzung durch
hRPTECs nach Behandlung mit TGF-B und unter Bedingungen des Serummangels
berichteten (Liu et al. 2020b; Mdller-Deile et al. 2019; Wang et al. 2010). Als Modell fur
Albuminurie-induzierte Schaden des Nephrons wurden hRPTECs mit HSA behandelt.
Diese Behandlung imitiert wie zuvor publiziert die adversen Effekte erhdhter
Albuminkonzentrationen auf proximale Tubuluszellen in vitro (Erkan et al. 2001). In
dem hier durchgefihrten in vitro-Versuch fiel der Effekt der HSA-Behandlung
hinsichtlich der Expression ausgewahlter Zielgene gering aus. Dies kdnnte unter
anderem daran liegen, dass nicht Albumin alleine, sondern nur in Kombinationen mit
weiteren Faktoren wie zum Beispiel mit bestimmten Lipiden und advanced glycation
end products, kurz AGEs, zur renalen Pathogenese beitragt (Ruggiero et al. 2014).
Auch die HSA-Behandlung induzierte Veranderungen einzelner miRNAs, allerdings zu
einem deutlich geringeren MaB als die Behandlung mit TGF-B. Die genauen Ursachen
dieser Beobachtungen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert werden, die
Ergebnisse kdnnten allerdings darauf hindeuten, dass Albuminurie in vivo das miRNA-
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Profil des Urins weniger stark beeinflusst als fibrotische Prozesse zusammen mit der
Induktion von TGF-p.

Wahrend die meisten der hier identifizierten miRNAs generell in der Niere exprimiert
sind, wie im Rahmen dieser Arbeit und durch Vergleich zu entsprechenden Studien
gezeigt wurde (Bushel et al. 2018; Smith et al. 2016), waren nur sechs miRNAs im
Nierengewebe fettleibiger ZSF1-Ratten signifikant verandert. Diese Ergebnisse im
Gesamthomogenat der Niere ahneln zuvor publizierten Daten, welche im
glomerulusangereicherten Gewebe von 12 bis 41 Wochen alten ZSF1-Ratten lediglich
15 miRNAs als signifikant verandert identifizierten (Dower et al. 2017). Allerdings
wurde in dieser Publikation keine Quantifizierung von miRNAs im Urin durchgeflhrt.
Daher ist unbekannt, ob ahnlich zu dieser Arbeit eine fehlende Korrelation zwischen
Urin und glomerulusangereichertem Nierengewebe von ZSF1-Ratten zu beobachten
gewesen ware. Ebenso unklar ist, ob einzelne miRNAs in bestimmten renalen
Zelltypen dereguliert sind, welche im Gesamthomogenat der Niere oder sogar im
glomerulusangereichertem Nierengewebe unterreprasentiert sind, und somit nicht
detektiert werden koénnen. Vergleichbar zu den Ergebnissen der miRNA-
Quantifizierung im Urin und Nierengewebe von ZSF1-Ratten waren zahlreiche miRNAs
im Zellkulturmedium des in vitro-Modells nach Behandlung mit TGF-$ stark verandert,
wahrend diese intrazellular zwar detektiert wurden, dabei aber Uberwiegend nicht
signifikant verandert waren. Diese fehlende Korrelation zwischen extrazelluldren und
intrazellularen miRNA-Konzentrationen wurde zuvor bereits sowohl flir nicht-renale
Zelltypen in vitro (Gezer et al. 2014; Mohan et al. 2016) als auch fir die Niere in vivo
gezeigt (Pavkovic et al. 2015b). Dies kénnte darauf hindeuten, dass miRNAs im Urin
oder Zellkulturmedium entweder durch Schadigung der Zellen mit Verlust der
Membranintegritat passiv freigesetzt werden, oder dass durch zeitgleich erhdhte
Biogenese und aktive Sekretion von EVs der Gesamtgehalt einer miRNA innerhalb der
Zelle konstant bleibt. Dass der Prozess einer erhéhten aktiven Sekretion in ZSF1-
Ratten auf Genexpressionsebene reguliert wird, ist basierend auf den hier generierten
Daten unwahrscheinlich, da die Expression von EV-Biogenese und —Sekretion
assoziierten Genen im Nierengewebe fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur
schlanken Kontrolle nicht verandert waren. Zudem wurde eine signifikante Zytotoxizitat
in vitro ausgeschlossen. Weitere Studien sind nétig, um dieses Phdnomen genauer zu
erforschen.

Im folgenden Teil der Diskussion werden nun einzelne miRNAs diskutiert, welche in
vivo und im in vitro-Modellen fiir renale Fibrose und CKD signifikant verandert waren.
Ausgewahlt wurden hierfir miRNAs, welche in der Literatur bereits mit renalen
Schadigungen in Verbindung gebracht wurden, um sowohl das Potential von miRNAs
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als Biomarker fir Nierenschaden als auch den Wert des ZSF1-Modells zur
Untersuchung potenzieller miRNA-Biomarker hervorzuheben. Zusatzlich sollen
miRNAs diskutiert werden, welche bislang kaum mit renaler Pathogenese assoziiert
wurden, um neue Biomarkerkandidaten fir weiterflhrende Studien zu identifizieren.
Um zudem den potenziellen Effekt der Kreatinin-Normalisierung auszuschlieBen,
werden hierbei ausschliefBlich miRNAs diskutiert, die sowohl vor als auch nach dieser
Normalisierung signifikante Veranderungen zeigten. Eine Ubersicht (iber ausgewahlte
miRNAs ist im Kapitel ,Graphical Abstract gezeigt. Unter anderem war miR-145-5p in
Urin-EVs fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle signifikant erhéht.
AuBer im ZSF1-Modell wurde diese miRNA ebenfalls im Urin eines Rattenmodells fir
Glomerulonephritis (Pavkovic et al. 2015b), und in Urin-Exosomen und Glomeruli
diabetischer Mause als erhdht beschrieben (Barutta et al. 2013). Die Beobachtungen in
den Tiermodellen steht dabei in Einklang mit Berichten, welche ebenfalls erhéhte
Konzentrationen dieser miRNA in Urin-Exosomen von Patienten mit DN und im Urin
von Patienten mit membrandser Glomerulonephritis berichteten (Barutta et al. 2013;
Muller-Deile et al. 2019). MiR-145-5p ist dabei hauptséchlich in glomerularen
Endothelzellen, Mesangiumzellen, Podozyten, und zu einem geringeren Grad in
proximalen Tubuluszellen exprimiert (Chorley et al. 2021b; Mdller-Deile et al. 2019). In
Ubereinstimmung mit der tubuldren Expression war miR-145-5p In vitro sowohl
intrazellulér als auch im gesamten Zellkulturmedium und in EVs des Zellkulturmediums
nach Behandlung von hRPTECs mit TGF-B erhéht. Der Effekt war verglichen mit den
anderen quantifizierten miRNAs am deutlichsten ausgepragt. Dazu passend spielt
miR-145-5p auf mechanistischer Ebene eine antifibrotische und antiapoptotische Rolle
in der TGF-B- und Glukose-induzierten Transdifferenzierung von hRPTECs (Jia und
Wang 2022; Liu et al. 2019a; Liu et al. 2020a), zusatzlich zu einer Rolle in der
Schéadigung von Podozyten (Wei et al. 2020; Zhang et al. 2021) und der Proliferation
und Entzindung von Mesangiumzellen (Wu et al. 2018). Zudem korrelierten erhdhte
miR-145-5p Konzentrationen im Urin mit reduzierten Stc1-mRNA, eine mdgliche Ziel-
mRNA dieser miRNA, im Nierengewebe fettleibiger ZSF1-Ratten. Eine Reduktion von
Stc1 wurde zuvor mit ausgepragter glomerularer und tubularer Nekrose assoziiert
(Huang et al. 2014; Huang et al. 2015). In Ubereinstimmung mit den
Genexpressionsanalysen kénnte miR-145-5p im Urin somit ein potenzieller Biomarker
fir renale Fibrose und tubulare oder glomeruldre Schadigung sowohl in Ratten als
auch Patienten mit DN oder Glomerulonephritis sein. Da diese miRNA deutlichere
Effekte nach EV-Anreicherung vor der Detektion zeigt, kdnnte dieser potenzielle
miRNA-Biomarker von einer EV-Anreicherung profitieren. Obwohl Schaden und EMT
der proximalen Tubuluszellen im Rahmen einer AA-induzierter Nephropathie ebenfalls
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beobachtet werden konnen (Pozdzik et al. 2008), wurden veranderte
Urinkonzentrationen von miR-145-5p in Menschen (Karanovi¢ et al. 2022) oder
Tiermodellen bislang noch nicht gezeigt. Der mdgliche Wert dieser miRNA fir die
Detektion von CKD mit anderer Atiologie einschlieBlich AA-Nephropathie muss daher
weiter untersucht werden.

MiR-10a-5p war sowohl im Gesamturin als auch in Urin-EVs fettleibiger ZSF1-Ratten
erhdht. Da wie bereits diskutiert fettleibige ZSF1-Ratten mit DN-&hnlichen glomerularen
und tubularen Schaden assoziiert sind, kénnte diese miRNA mit diesen Veranderungen
zusammenhangen. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurden erhdhte
Konzentrationen von miR-10a-5p ebenfalls im Urin von Rattenmodellen fir DN und
Glomerulonephritis (Gholaminejad et al. 2018; Mohan et al. 2016; Pavkovic et al.
2015b), sowie im Urin von Patienten mit Diabetes, Glomerulosklerose und
Glomerulonephritis beschrieben (Ghai et al. 2018; Mdller-Deile et al. 2019; Wang et al.
2012). In vitro induziert TGF-B miR-10a-5p in Podozyten (Miller-Deile et al. 2019). Hier
wurde nun zusétzlich gezeigt, dass die Freisetzung von miR-10a-5p in das
Zellkulturmedium nach Behandlung von hRPTECs mit TGF-B erhéht ist. Die zudem
identifizierte basale Expression in proximalen Tubuluszellen stimmt dabei mit
vorherigen Berichten Uberein, welche eine Anreicherung diese miRNA im proximalen
Tubulus und im Sammelrohr der Niere zeigten (Chorley et al. 2021b; Ho et al. 2008).
Die genaue Rolle von miR-10a-5p in der Niere muss noch weiter untersucht werden,
doch diese Daten deuten darauf hin, dass miR-10a-5p mdglicherweise ein EV-
assoziierter Biomarkerkandidat fir glomeruldre oder mit Fibrose assoziierte tubuléare
Schadigung in Nagern mit Humanrelevanz sein kénnte. Eine potenzielle Anwendung
von miR-10a-5p als mdglicher Urin-Biomarker fir AA-induzierte Nephropathie ist
aktuell ebenso noch unzureichend gezeigt worden. Zwar wurden erhbhte
Konzentrationen von miR-10a-5p in der Niere AA-behandelter Ratten berichtet (Meng
et al. 2014), eine veranderten Konzentration im Urin wurde allerdings bislang nicht
gezeigt (Karanovic et al. 2022).

Biomarker-Kandidaten im Urin, welche mdéglicherweise nicht von einer EV-
Anreicherung profitieren, sind miR-125b-5p und miR-23a-3p. Beide miRNAs waren
sowohl im Gesamturin fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur schlanken Kontrolle
erhéht, als auch im Gesamturin 26 Wochen alter, fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen
zu 14 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten. Diese miRNAs kénnten somit nicht nur
das Vorliegen einer CKD, sondern auch deren Progression abbilden. MiR-125b-5p
wurde zuvor bereits im Urin von Ratten mit Glomerulonephritis (Pavkovic et al. 2015b),
und im Urin von Patienten mit membranéser Glomerulonephritis als erhéht, sowie als
verandert in Urin-EVs und proximalen Tubuluszellen von Patienten mit DN und
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Glomerulosklerose beschrieben worden (Baker et al. 2017; Ghai et al. 2018; Miller-
Deile et al. 2019; Zang et al. 2019). Auf funktioneller Ebene ist miR-125b-5p in vitro mit
TGF-B und Glukose-induzierter Schadigung von Mesangiumzellen, Podozyten und
hRPTECs (Huang et al. 2016; Mdiller-Deile et al. 2019), sowie mit einer protektiven
Funktion in tubularen Zellen (Cao et al. 2021; Xu et al. 2021) assoziiert. Die Relevanz
dieser miRNA fir verschiedene renale Zelltypen wird durch eine unspezifische
Expression dieser miRNA in glomeruldren und tubuldren Zellen in gesunden und
Ratten mit DN in vivo unterstitzt (Chorley et al. 2021b; Ishii et al. 2021). MiR-125b-5p
kébnnte demnach ein Biomarker fur glomerulare oder tubuldre Schéadigung im
Gesamturin sein, welcher potenziell mit renalen Fibrose und Glukose-induzierten
pathophysiologischen Mechanismen in der Niere von ZSF1-Ratten assoziiert ist.
Obwohl zuvor vergleichbare pathophysiologische Mechanismen einer diabetischen und
AA-induzierten Nephropathie in Ratten auf Genexpressionsebene gezeigt wurde,
wurden bislang keine veradnderten miR-125b-5p Konzentrationen im Urin oder
Nierengewebe AA-exponierter Ratten oder Menschen berichtet. Ob diese miRNA
demnach spezifisch fiir die Ursache der CKD ist oder unabhangig von der Atiologie fiir
die genannten renalen Schadigungsprozesse dienen kdnnte, muss in Zukunft weiter
untersucht werden.

MiR-23a-3p ist im Glomerulus angereichert und stieg auBer im Gesamturin von ZSF1-
Ratten ebenfalls im Urin zweier Rattenmodelle fir Glomerulonephritis und in Urin-EVs
von Patienten mit DN signifikant an (Cho et al. 2021; Chorley et al. 2021b). Eine
potenzielle Assoziation mit glomeruldren Schaden wird durch eine Induktion dieser
miRNA in humanen Podozyten in vitro nach Behandlung mit TGF-B bekraftigt (Mdller-
Deile et al. 2019). Die hier generierten Daten deuten zusétzlich darauf hin, dass diese
miRNAs mdglicherweise mit der TGF-B vermittelten Fibrose von proximalen
Tubuluszellen in Verbindung stehen. Auf mechanistischer Ebene kdnnte diese miRNA
profibrotische Prozesse in proximalen Tubuluszellen durch Regulation der Fibronektin-
Expression beeinflussen (Sheng et al. 2021). Bislang wurde in einem diabetischen
Rattenmodell eine reduzierte Nierenschadigung nach Uberexpression von miR-23a-3p
gezeigt (Chang et al. 2021). Diese kbénnte eventuell auf eine Verdnderung der
Entziindungsreaktion der Niere zurlickzufihren sein, da im Rahmen dieser Arbeit Bcl6
als mdégliches Ziel fir den miRNA-vermittelten Abbau identifiziert wurde und Bcl6 ein
Regulator der renalen Entzindung ist (Chen et al. 2017b). Dies fugt sich in das
Gesamtbild verschiedener publizierter Daten ein, in denen fir miR-23a-3p Ziel-mRNAs
mit Assoziation zur Pyroptose, Apoptose und Zytokinproduktion durch Immunzellen
und proximale Tubuluszellen identifiziert wurden (Chang et al. 2021; Sheng et al. 2021;
Shi et al. 2021). Zusammenfassend ist miR-23a-3p im Gesamturin ein potenzieller
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Biomarker flir glomerulare und tubulare Schaden, welche gegebenenfalls mit
Entziindungsreaktionen und profibrotischen Prozessen in der Niere Kkorrelieren.
MiR-23a-3p wurde bislang nicht mit AA-Nephropathie in Verbindung gebracht und
dessen Biomarker-Potential in dieser Art der Nierenschdden muss in weiteren Studien
adressiert werden.

Des Weiteren stieg miR-184 sowohl im Nierengewebe als auch im Gesamturin
fettleibiger ZSF1-Ratten relativ zur schlanken Kontrolle und in fettleibigen ZSF1-Ratten
mit zunehmendem Alter an. Erhéhte miR-184 Konzentrationen im Nierengewebe
wurden zuvor ebenfalls in ZDF-Ratten, einem anderen Modell fir Typ-2-Diabetes,
berichtet (Zanchi et al. 2017), und im Urin zweier Rattenmodelle flir Glomerulonephritis
als erhdht beschrieben, wahrend Toxine mit Selektivitat flir andere Nephron-Abschnitte
die Konzentration dieser miRNA im Urin nicht beeinflussten (Chorley et al. 2021b;
Pavkovic et al. 2015b). In Ubereinstimmungen mit diesen Ergebnissen in den
Tiermodellen wurde erhéhte miR-184 Konzentrationen im Urin von Patienten mit
fokaler segmentaler Glomerulosklerose, membranéser Glomerulonephritis und AA-
induzierter Nephropathie identifiziert (Karanovic¢ et al. 2022; Mdiller-Deile et al. 2019).
Diese miRNA ist sowohl in glomeruldren Zellen und proximalen Tubuluszellen
exprimiert, zeigt allerdings eine deutliche Anreicherung im Glomerulus (Chorley et al.
2021b; Muller-Deile et al. 2019). In beiden Zelltypen kann miR-184 durch TGF-
induziert werden (Maller-Deile et al. 2019). Neuste Publikationen bringen dabei erh6hte
miR-184 Konzentrationen mit profibrotischen Prozessen proximaler Tubuluszellen in
Verbindung (Chen 2019), zum Beispiel im Rahmen Albuminurie-induzierter renaler
Fibrose im Rahmen einer DN (Zanchi et al. 2017). Die intrazellulare Induktion in
proximalen Tubuluszellen durch Behandlung mit TGF-B konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht bestatigt werden, jedoch konnte in dem hier verwendeten in vitro-Modell fir
Nierenfibrose eine erhdhte Freisetzung von miR-184 in das Zellkulturmedium gezeigt
werden. MiR-184 ist somit ein mdglicher Biomarker fur die Progression der MetS-
assoziierten CKD und DN, sowie flir renale Fibrose und glomerulare Schaden in ZSF1-
Ratten. Zudem koénnte diese miRNA ebenfalls als Urin-basierte Biomarker fur AA-
induzierte Nephropathie dienen. Der Vergleich der miRNA-Profile in Gesamturin und
Urin-EVs deutet dabei darauf hin, dass eine Detektion dieses méglichen Biomarkers im
Gesamturin erfolgen sollte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden des Weiteren mehrere miRNAs im Urin fettleibiger
ZSF1-Ratten identifiziert, welche bislang zwar noch nicht in einen deutlichen
Zusammenhang mit der renalen Pathogenese gebracht wurden, jedoch mdgliche
weitere Biomarker-Kandidaten fir CKD sein kdnnten. Zu diesen gehért unter anderem
miR-323a-5p, welche im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten nach EV-Anreicherung Uber die
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Zeit und verglichen zur schlanken Kontrolle erhéht war. Diese miRNA ist in der Niere
exprimiert (Eissa et al. 2016), aber bislang existiert keine publizierte Assoziation mit
der renalen Physiologie oder Pathologie. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir
miR-323a-5p sowie sieben weitere MiRNAs in Urin-EVs und 13 miRNAs im
Gesamturin fettleibiger ZSF1-Ratten vorhergesagt, dass sie Stc1-mRNA binden und
deren Abbau induzieren koénnen. In Ubereinstimmung war Stc1-mRNA im
Nierengewebe von 14, 22 und 26 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Tieren relativ zur
Kontrolle signifikant reduziert. STC1 ist ein protektives Protein, welches die Produktion
von Superoxid reduziert und die endotheliale Integritat férdert (Chen et al. 2008). Eine
Reduktion von STC1 wurde zuvor mit schwerer glomerularer und tubularer Nekrose
assoziiert (Huang et al. 2014; Huang et al. 2015). Diese miRNAs einschlieBlich miR-
323a-5p kénnten somit als mdgliche Biomarker flir eine Reduktion nierenschitzender
Prozesse dienen. Zudem wurden weitere potenzielle Biomarkerkandidaten
einschlieBlich miR-291a-3p im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten identifiziert, welche
moglicherweise die Synthese der immunsystemassoziierten Proteine Bcl6é und Cxcl12
(Bunting und Melnick 2013; Zielinska und Katanaev 2020) inhibieren kénnten. Eine
Veranderung von miR-291a-3p im Urin fettleibiger Ratten kdnnte somit als mdglicher
Biomarker flr Entzindungsprozesse der Niere diskutiert werden. Weitere Studien
werden allerdings bendtigt, um diese Assoziationen zu bestatigen.

Generell wird angenommen, dass EV-assoziierte miRNAs im Urin ausschlieBlich durch
renale Zellen entlang des Nephrons freigesetzt werden (Erdbrigger et al. 2021;
Miranda et al. 2014). Wahrend manche Studienergebnisse mit dieser Annahme
Ubereinstimmen (Pavkovic et al. 2014; Thompson et al. 2016), wird dieser Punkt in
anderen Publikationen teils kontrovers diskutiert (Pazourkova et al. 2016; Wolenski et
al. 2017; Zhou et al. 2013), Zum Beispiel wurde berichtet, dass miR-122-5p sowohl in
Blut- als auch in Urin-EVs als mdéglicher Biomarker fir Lebersch&den detektiert werden
kann (Carroll et al. 2018; Matthews et al. 2020). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ebenfalls erh6hte miR-122-5p Konzentrationen im Gesamturin fettleibiger ZSF1-Ratten
festgestellt. Obwohl diese miRNA ebenfalls eine aktive Rolle in der renalen
Pathophysiologie spielen kann (Yuan et al. 2020), kann zum aktuellen Zeitpunkt nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden, dass miR-122 aufgrund der zuvor diskutierten
steatotischen Leberschadigung in fettleibigen ZSF1-Ratten im Urin ansteigt. Weitere
Vergleiche von miRNA-Profilen im Urin zu Profilen im Plasma sind nétig, um die
Nierenspezifitat der identifizierten miRNAs, von denen die meisten mit verschiedenen
pathophysiologischen Mechanismen der Niere in Verbindung gebracht werden
konnten, zu bestatigen.
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In der Summe unterstitzen der Vergleich mit einem Rattenmodell flr primare
Glomerulonephritis und die Ergebnisse der in vitro-Modelle eine mégliche Assoziation
veranderter miRNAs im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten mit glomeruléren und tubuléren
Schadigung sowie dem Prozess der renalen Fibrose und Entziindung. MiRNAs im
Urin, nicht aber im Nierengewebe, kénnten somit zur Diagnose einer CKD und deren
altersabhangige Progression im ZSF1-Modell beitragen. MiRNAs kdénnten die
Progression von CKD dabei méglicherweise besser abbilden als manche etablierte
Parameter oder neuere Proteinbiomarker und diese komplementieren. Eine
Anreicherung von Urin-EVs vor der Quantifizierung von miRNAs kénnte sowohl die
Detektionsgrenzen erniedrigen, als auch das Profil veranderter miRNAs beeinflussen
und somit einen Mehrwert flr die Identifizierung bestimmter miRNA-Biomarker
darstellen. Zudem wurden mehrere miRNAs identifiziert, welche sowohl in Ratten als
auch in Patienten mit DN und Glomerulonephritis im Zusammenhang stehen. Diese
Ergebnisse zeigen hiermit den Wert des ZSF1-Rattenmodells fiir MetS und DN fir die
Erforschung von zuvor beschriebenen sowie neuen miRNA-Biomarkern mit méglicher
Humanrelevanz. Das mégliche Potential einzelner miRNAs als Biomarker in AA-
induzierter Nephropathie wurde ebenfalls identifiziert, weitere Studien sind allerdings
notig, um dieses in Tiermodellen und Patienten zu bestatigen.

Sowohl ZSF1-Ratten als auch L-NAME behandelte mRenTG-Ratten sind durch
deutlich erhéhten Blutdruck charakterisiert (Griffin et al. 2007; Kolkhof et al. 2021). Im
ZSF1-Rattenmodell entwickeln jedoch sowohl fettleibige als auch schlanke Ratten
Bluthochdruck (Bilan et al. 2011; Leite et al. 2019; Prabhakar et al. 2007; Tofovic et al.
2000) und es wurde gezeigt, dass die Entwicklung der CKD in diesem Tiermodell
gréBtenteils unabhangig vom Blutdruck erfolgt (Griffin et al. 2007). Durch die
Normalisierung der miRNAs im Urin fettleibiger ZSF1-Ratten auf die ebenfalls
hypertensiven Kontrolltiere und aufgrund einer blutdruckunabhédngige Pathogenese
kdnnte somit die ldentifikation von miRNAs mit direkter oder indirekter Assoziation zu
Bluthockdruck im ZSF1-Modell erschwert sein. Daher wurden miRNA-Profile in
hypertensiven mRenTG-Ratten untersucht, um mdgliche miRNAs mit direkter
Assoziation zur blutdruckinduzierten Pathogenese als Biomarkerkandidaten im Urin zu
identifizieren. Wie auch im ZSF1-Modell ergaben die Untersuchungen der klinischen
Chemie Parameter eine erhdhte Proteinausscheidung Uber den Urin in mRenTG-
Ratten nach achtwéchiger Behandlung mit L-NAME bei zeitgleich erhdhter
Urinausscheidung verglichen zum Behandlungsstart und zur Wildtyp-Kontrolle. Beide
Beobachtungen bestéatigen dabei publizierte Daten fir mRenTG-Ratten ohne
zusétzliche eNOS-Inhibition (Advani et al. 2007; Appelhoff et al. 2010; Certikova
Chabova et al. 2019). In mRenTG-Ratten waren nach achtwdchiger Behandlung mit
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dem eNOS-Inhibitor L-NAME insgesamt acht miRNAs in Urin-EVs relativ zur Wildtyp-
Kontrolle verandert. Dies steht im deutlichen Kontrast zu den 230 veranderten miRNAs
in Urin-EVs des ZSF1-Rattenmodells. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen somit, dass
sich trotz der &hnlichen Veranderungen der renalen Genexpression und der
mikroskopischen Veranderungen der Gewebestruktur, der erhéhten Urinausscheidung
und Proteinurie im ZSF1-Modell fir MetS und DN und im mRenTG-Modell fir
Bluthochdruck das miRNA-Profil im Urin deutlich unterscheidet.

Drei der acht miRNAs in mRenTG-Ratten wurden zuvor bereits im Kontext renaler
Pathogenese beschrieben. Unter anderem war miR-138-5p in Urin-EVs L-NAME
behandelter mRenTG-Ratten signifikant reduziert. Dieser Effekt war spezifisch fur
dieses Rattenmodell, da signifikante Verdnderungen im ZSF1-Rattenmodell nicht
identifiziert werden konnten. Bislang wurden erhéhte Konzentrationen von miR-138-5p
im Urin von Patienten mit Glomerulonepbhritis, Glomerulosklerose und DN (Muller-Deile
et al. 2019), sowie im Urin zweier Tiermodelle fur Glomerulonephritis (Pavkovic et al.
2015b; Zhou et al. 2016) beschrieben. In Ubereinstimmung mit der méglichen
Assoziation der miRNA mit glomeruldren Schaden wurde eine glomerulédre Expression
dieser miRNA in Ratten gezeigt (Chorley et al. 2021b). Auf mechanistischer Ebene ist
bislang bekannt, dass miR-138-5p die Aktivitat der eNOS in Endothelzellen reduzieren
kann (Li et al. 2017), und dass eine reduzierte eNOS-Aktivitat sowohl in Endothelzellen
als auch in Podozyten mit glomerularen Schaden assoziiert ist (Nakayama et al. 2009;
Ueda et al. 2015). Die reduzierte Konzentration von miR-138-5p in Urin-EVs kdnnten
als potenzieller Biomarker fir eine glomerulare Schadigung mit Assoziation zu einer
durch die Behandlung mit L-NAME veranderten eNOS-Aktivitat in Endothelzellen und
Podozyten und fir Bluthochdruck dienen. Da die miRNA-Profile im Gesamturin der
mRenTG-Ratten in dieser Arbeit nicht untersucht wurden, kann ein Vorteil einer EV-
Anreicherung flr die Detektion nicht gezeigt werden und sollte in weiteren Studien
analysiert werden. Da diese miRNA ebenfalls in Patienten mit DN identifiziert wurde,
sollte zudem die Ursache des fehlenden Anstiegs in ZSF1-Ratten identifiziert werden,
um das Biomarkerpotenzial von miR-138-5p fiir Atiologie-spezifische CKD genauer zu
untersuchen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

MicroRNAs (miRNAs) sind Regulatoren der Genexpression und spielen eine wichtige
Rolle bei der Regulation von Homdostase und Pathogenese. Im Urin kénnen miRNAs
in Proteinkomplexen oder in extrazellularen Vesikeln (EVs) gefunden werden. Zur
Evaluierung von miRNAs im Urin als Biomarker fir chronische Nierenerkrankungen
(CKD) wurden miRNA-Profile zweier Rattenmodelle fir CKD, den ZSF1-Ratten als
Modell fir das metabolische Syndrom und diabetische Nephropathie, und Renin-2
transgenen (mRenTG) Ratten als Modell fiir Bluthochdruck, analysiert. Zuséatzlich
wurde der Mehrwert der EV-Anreicherung untersucht und eine potenzielle Assoziation
der miRNAs mit renaler Fibrose in einem in vitro-Modell adressiert. Zur vollstdndigen
Charakterisierung der Tiermodelle wurde die Genexpression in Leber und Herz von
ZSF1-Ratten sowie im Herz von mRenTG-Ratten bestimmt. In beiden Tiermodellen
konnte eine renale Schéadigung einschlieBlich Fibrose, Entziindung, glomerulare
Schaden und veranderte Nierenfunktion gezeigt werden. Die renale Genexpression in
ZSF1-Ratten war dabei gréBtenteils vergleichbar zu mRenTG-Ratten, Tiermodellen fir
AA-induzierter Nephropathie und Glomerulonephritis sowie zu Patienten mit
diabetischer Nephropathie, was auf generelle Pathomechanismen der CKD hindeutet.
Im Gesamturin und Urin-EVs waren insgesamt 290 miRNAs in fettleibigen ZSF1-
Ratten relativ zur Kontrolle erhéht, wahrend 38 miRNAs mit zunehmender Progression
der CKD verandert waren. Zu diesen gehérten unter anderem miR-10a-5p und miR-
125b-5p. MiRNAs korrelierten dabei besser mit der CKD-Progression in ZSF1-Ratten
als Proteinbiomarker. Mehrere miRNAs in ZSF1-Ratten wurden zuvor in Patienten mit
diabetischer und AA-induzierter Nephropathie sowie in Ratten mit Glomerulonephritis
beschrieben, und sind assoziiert mit renaler Fibrose, Entziindungsprozessen und
glomerularen Schaden. EV-Anreicherung war von Vorteil fir die Identifikation
ausgewahlter miRNAs. Parallel wurden im ZSF1-Modell moderate Veranderungen der
Leber identifiziert, welche auf eine Lebersteatose hindeuten. Trotz der vergleichbaren
renalen Schadigung waren nur acht miRNAs in Urin-EVs der mRenTG-Ratten
verandert, von denen eine mit endothelialer Dysfunktion assoziiert war. MRenTG-
Ratten waren zusétzlich gekennzeichnet durch Hypertrophie, Fibrose und veranderter
Funktion des Herzens. Zusammenfassend zeigt dies den Wert des ZSF1- und
mRenTG-Rattenmodells, sowie des in vitro-Modells, fur die humanrelevante,
praklinische Biomarker- und Grundlagenforschung. Die hier erhobenen Daten und
deren Vergleich mit der Literatur zeigen ein klares Potential bestimmter miRNAs im
Gesamturin und Urin-EVs als translationale Biomarker fiir Atiologie-iibergreifende
pathophysiologische Mechanismen, aber auch Atiologie-abhangige CKD, mit héherer
Sensitivitat hinsichtlich des Krankheitsverlaufes als validierte Proteinbiomarker.
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SUMMARY

Summary

MicroRNAs (miRNAs) are regulators of gene expression and play an important role in
body homeostasis and disease. In urine, miRNAs can be found in protein complexes or
extracellular vesicles (EVs). To investigate the value of miRNAs as biomarkers for
CKD, we compared urinary protein biomarkers for kidney injury with urinary miRNA
profiles in two models of chronic kidney disease (CKD). One model reflects the
metabolic syndrome including diabetic nephropathy (ZSF1 rats), and the other
essential hypertension (renin transgenic rats). We furthermore assessed the benefit of
urinary EV enrichment and the association of affected miRNAs with renal fibrosis in an
in vifro model. In addition to renal pathology, we investigated gene expression
alterations in the liver of ZSF1 rats and the heart and kidney of ZSF1 and mRenTG rats
to fully characterize these disease models. Herewith we confirmed pronounced kidney
injury in obese ZSF1 rats including renal fibrosis, inflammation, glomerular injury and
altered renal function. The majority of the gene expression alterations were comparable
to mRenTG rats, disease models for aristolochic acid-induced nephropathy and
glomerulonephritis, and to human diabetic nephropathy. In total urine and urinary EVs
combined, we found 290 miRNAs increased in ZSF1 obese compared lean rats, and
38 miRNAs altered during disease progression in obese ZSF1 rats between week 14
and 26. Examples of affected miRNAs are miR-10a-5p and miR-125b-5p. MiRNAs
altered between 14 and 26 weeks correlated better with disease progression than
established protein biomarkers. Several miRNAs identified here were previously
reported in patients with diabetic and aristolochic acid-induced nephropathy and animal
models of glomerulonephritis, and were associated with renal inflammation, fibrosis
and glomerular injury. This underlines the potential of miRNA as biomarkers of renal
pathophysiological mechanisms across different etiologies. EV enrichment showed a
benefit on the detection of selected miRNA biomarker candidates. Renal alterations in
ZSF1 rats were paralleled by gene expression alterations indicating liver steatosis and
moderate changes in the heart. Despite similar renal injury only eight miRNAs were
changed in urinary EVs of renin transgenic rats, including one associated with
endothelial dysfunction. Renal alterations were paralleled by cardiac hypertrophy,
fibrosis and altered cardiac function in renin transgenic rats, overall validating these
models also for metabolic syndrome (ZSF1) and hypertension (Renin transgenic)-
related diseases. In summary, these results show the value of the ZSF1 and renin
transgenic rat model, together with an in vitro model, for preclinical miRNA biomarker
discovery and research for CKD with human relevance. The combination of our results
with published data suggests the potential of specific urinary miRNAs as translational
biomarkers for general pathophysiologic mechanisms as well as for etiology specific
CKD with potentially higher sensitivity for injury progression than validated protein
biomarkers.
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LIMITATIONEN UND AUSBLICK

Limitationen und Ausblick

In der Summe wurde hier das Potential mehrerer miRNAs im Gesamturin und Urin-EVs
als Biomarker fir CKD, und deren mdgliche Assoziation mit verschiedenen renalen
Schadigungsprozessen gezeigt. Wie allerdings schon Goethe sagte ,liebt [man]
Ursache und Wirkung zu verwechseln” (Goethe 1831). Denn, ob die identifizierten
miRNAs aktiv in den Krankheitsverlauf der CKD eingreifen oder ob sie ein Produkt der
Nierenschadigung ohne aktive Rolle in der Pathogenese sind, bleibt eine zentrale
Fragestellung fir tiefergehende mechanistische Analysen in vivo und in vitro. Hierbei
kénnten zum Beispiel in vitro verschiedene renale Zelltypen mit miRNA-Analoga,
Antagomirs, EVs aus TGF-B behandelten Zellen oder mit EVs aus dem Urin fettleibiger
ZSF1-Ratten inkubiert und auf Verdnderungen der zellularen Physiologie untersucht
werden. In vivo kénnte zudem durch in situ-Hybridisierung die Expression
ausgewahlter miRNA-Kandidaten in verschiedenen renalen Zelltypen und Strukturen
untersucht werden, um deren potenziellen zelluldren Ursprung in physiologischen und
CKD-Bedingungen zu identifizieren. Weitere offene Fragen sind zudem, ab welchem
Zeitpunkt oder Stadium der CKD die miRNA-Veranderungen das erste Mal in den
verschiedenen Tiermodellen auftreten, und ob sich im Rahmen der CKD-Progression
im Urin die miRNA-Zusammensetzung pro EV, die Gesamtanzahl der EVs im Urin oder
beide Parameter andern. Unter anderem sollten hierbei auch systematische miRNA
Quantifizierungen in verschiedenen Tiermodellen einschlieBlich AA-induzierter
Nephropathie durchgefiihrt werden, um die Atiologie-Abhédngigkeit der miRNA-
Veranderungen weiter zu untersuchen. Zudem wurden in dieser Arbeit nur mannliche
Ratten untersucht, wahrend weibliche Tiere von der Analyse ausgeschlossen waren.
Allerdings hat das Geschlecht sowohl einen signifikanten Einfluss auf renale Biomarker
fur Nierenschaden und miRNA Profile im Urin als auch auf die renale Pathogenese
selbst (Ben-Dov et al. 2016; Gautier et al. 2014; Johnson et al. 2011). Demnach
mussen in weitere Studien potenzielle miRNA-Biomarker in méannlichen und weiblichen
Ratten verglichen werden, um deren Potential als Biomarker in Abhangigkeit vom
Geschlecht vollstandig zu verstehen. Zur finalen Validierung von miRNAs als CKD-
Biomarker in verschiedenen mannlichen und weiblichen Krankheitsmodellen, Spezies
und Krankheitsstadien ist dhnlich zu den neueren Proteinbiomarkern internationales
Konsortium nétig, um mittels verschiedener Isolationsmethoden, Detektionsmethoden
und Normalisierungsansatzen die Anwendbarkeit und den zusétzlichen Nutzen von
miRNAs als Urin-basierte Biomarker fiir renale pathophysiologische Prozesse wie
Fibrose, glomeruldare Schaden, Entziindung oder eine endotheliale Dysfunktion zu

evaluieren.
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Anhang

Abbildungen
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ANHANG-ABBILDUNG 27: METHODENVERGLEICH EV-MIRNA ISOLATION

Absolute Mengen von miR-16-5p und miR-192-5p nach EV-Isolation aus 0,2, 0,5 und 1 ml ZSF1 Urin
mittels des miRCURY Exosome lIsolation Kits von Qiagen/Norgen kombiniert mit dem miRNeasy Mini
Kit von Qiagen (miRCURY + miRNeasy) oder dem miRCURY RNA Isolation Kits — Cells and Plants
von Norgen (miRCURY?2). Die Detektion erfolgte mittels miRCURY qRT-PCR. Dargestellt sind
absolute Werte nach Auswertung nach der modifizierten ACt-Methode ohne Normalisierung auf Urin-
Kreatinin (n=1). Ct: engl. Cycle threshold. miR: microRNA.
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ANHANG-ABBILDUNG 28: IPA-ANALYSE ES HERZENS IN ZSF1- UND MRENTG-RATTEN

IPA-basierte Analyse in mRenTG-Ratten nach achtwéchiger Behandlung mit L-NAME relativ zu SD-
Ratten oder relativ zu mRenTG-Ratten nach achtwéchiger Captopril-Behandlung (n=5), sowie in
fettleibigen und schlanken 22, 26, 46 und 59 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Tieren relativ zu
schlanken ZSF1-Ratten (W22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). a) Tox und Bio-Funktionen. b)
Ubergeordnete Regulatoren. ¢) Kanonische Signalwege. Fir die Analyse wurden nur im jeweiligen
Tiermodell signifikant deregulierte Gene verwendet (Welch-Test fir mRenTG-Ratten und nAnova fiir
ZSF1-Ratten mit p < 0,05; EffektgréBe > 1,7; minimale Signalstarke 20). IPA-Ergebnisse mit einem
Aktivierungsgrad (z-Wert) von z < -2/ = 2 mit einer Wahrscheinlich von p < 0,005 wurden als signifikant
bewertet. W: Woche. mRenTG: Renin2-transgene Ratten. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.
Capto: Captopril.
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ANHANG-ABBILDUNG 29: EXPRESSION KARDIALER GENEN MIT BEDEUTUNG IN DER

FETTSAUREOXIDATION, DEM KLF15 SIGNALWEG UND DER MITOCHONDRIALEN ATMUNGSKETTE IN
ZSF1- UND MRENTG-RATTEN.

Genexpressionsanalyse in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit L-NAME relativ zu
mRenTG-Ratten nach achtwéchiger Behandlung mit Captopril oder relativ zu SD-Ratten (n=5), sowie
in fettleibigen und schlanken 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-Tieren (W22: n=5; W26: n=10;
W46: n=4; W59: n=6). Die Ergebnisse wurden mit publizierten Datensétzen von Brandt et al (2019)
aus ZSF1-Ratten verglichen. Alle Profile wurden mit Affymetrix Mikroarrays gemessen. Es ist die
relative Genexpression in den L-NAME-Ratten oder fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen mit dem
arithmetischen Mittelwerte der entsprechenden Kontrollen gezeigt. Die Genexpressionsprofile dieser
Gengruppen sind als Heatmap dargestellt. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester. Capto: Captopril.
mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. SD: Sprague-Dawley-Ratten. W: Woche. OvL: Fettleibig
relativ zu schlank. Mito: Mitochondriale. Lean: Schlank. Obese: Fettleibig.
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Anhang-Abbildung 30: ERGEBNISSE DER WGCNA-ANALYSE IN DER LEBER VON ZSF1-RATTEN
Relevante Module, welche in der WGCNA fiir 46 und 59 Wochen alte ZSF1-Ratten (W46: n=4; W59:
n=6) identifiziert wurden. Fir die Analyse wurden Mittelwerte signifikant deregulierte Gene in den
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angegebenen Gruppen verglichen zu den entsprechenden Kontrollen verwendet (nAnova p < 0,05;
EffektgroBe > 1,7; minimale Signalstérke 20). Module mit einem positiven EGS sind in orange und rot
dargestellt, Module mit einem negativen EGS in grin und blau. Die funktionelle Annotation erfolgte
durch Gene Ontology-Uberreprasentationsanalyse. Die WGCNA wurde in der TXG-MAPr
Webapplikation durchgefihrt. W: Woche. OvL: Fettleibig relativ zu schlank. HSP: Hitzeschock-
Proteine. FS: Fettsdure. PPAR: Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor.

ANHANG-ABBILDUNG 31: ANZAHL DEREGULIERTER GENE IN DER NIERE VERSCHIEDENER
TIERMODELLE FUR NIERENSCHADEN

Venn-Diagramm signifikant deregulierter Gene in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit
L-NAME relativ zu Captopril-behandelten mRenTG-Ratten (n=5) sowie in fettleibigen relativ zu
schlanken 14, 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-Tieren (W14/22: n=5; W26: n=10; W46: n=4;
W59: n=6). Die Ergebnisse wurden mit publizierten Datensatzen von AA-behandelten Ratten (n=6)
und NTS-induzierter GN (NTS: n=5; Kontrollen n=3) relativ zu unbehandelten Kontrollen verglichen.
Fir das GN-Rattenmodell wurden alle Gene mit signifikanten Veranderungen in der niedrigen,
mittleren und hohen Dosisgruppe flr diese Darstellung vereinigt. Alle Genexpressionen wurden mit
Mikroarrays gemessen. mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. SD: Sprague-Dawley-Ratten. NTS:
Nephrotoxisches Serum. AA: Aristolochiasaure. GN: Glomerulonephritis.
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ANHANG-ABBILDUNG 32: IPA-ANALYSE DER NIERE IN ZSF1- UND MRENTG-RATTEN, UND
RATTENMODELLEN AA-INDUZIERTER NEPHROPATHIE UND GLOMERULONEPHRITIS

IPA-basierte Analyse in mRenTG-Ratten nach achtwdéchiger Behandlung mit L-NAME (n=5) sowie in
fettleibigen und schlanken 14, 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-Ratten (W14/22: n=5; W26:
n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die Ergebnisse wurden mit publizierten Datensatzen von AA-
behandelten Ratten (n=6) und durch drei verschiedene Konzentrationen NTS-induzierter GN (NTS:
n=5; Kontrollen n=3) verglichen. Gezeigt sind kanonische Signalwege. Fir die Analyse wurden nur im
jeweiligen Tiermodell signifikant deregulierte Gene verwendet (Welch/nAnova p < 0,05; EffekigroBe >
1,7; minimale Signalstérke 20). IPA-Ergebnisse mit einem Aktivierungsgrad (z-Wert) von z < -2/ 2 2
mit einer Wahrscheinlich von p < 0,005 wurden als signifikant bewertet. W: Woche. mRenTG: Renin2-
transgene Ratten. AA: Aristolochiasdure. GN: Glomerulonepbhritis.
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ANHANG-ABBILDUNG 33: RENALE GENEXPRESSION IN ZSF1-RATTEN, UND IN GLOMERULI UND TUBULI
VON PATIENTEN MIT DIABETISCHER NEPHROPATHIE

a) Genexpressionsprofile im Gesamthomogenat der Niere von 14 bis 59 Wochen alten ZSF1-Tieren
(Gesamt: W14/22: n=5; W26: n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die Ergebnisse wurden mit einem
publizierten Datensatz mit Genexpressionsdaten in Glomeruli und Tubuli von Patienten mit DN
(Woroniecka et al, 2011; n=5 (Glomeruli), n=8 (Tubuli)) verglichen. Die Genexpression wurde mit Hilfe
von Affymetrix Mikroarrays bestimmt. Es ist die relative Genexpression in fettleibigen ZSF1-Ratten
relativ zum arithmetischen Mittelwerte der entsprechenden Kontrollen und in DN-Patienten relativ zum
arithmetischen Mittelwert von Menschen ohne hDN gezeigt. Genexpressionsprofile sind dargestellt als
Heatmap einschlieBlich hierarchischem Clustering. hDN: humane diabetische Nephropathie. W:
Woche. Glom.: Glomeruli-angereichert. Gesamt: Gewebehomogenat der gesamten Niere.
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ANHANG-ABBILDUNG 34: UBERSICHT STUDIEN URIN-MIRNAS

GN: Glomeruloneprhitis. sAKI: engl. Sub-acute kidney injury. (s)CKI: engl. (Sub-)Chronic kidney injury.
NTS: Nephrotoxisches Serum. WKY: Wistar-Kyoto. KG: Koérpergewicht. Kirl: Kontrolle. IPA: engl.
Ingenuity-pathway analysis. NO: Stickstoffmonoxid. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.
mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. W: Wochen. OvL.: Fettleibig relativ zu schlank. hRPTECs:
Humane renale proximale Tubulusepithelzellen. HSA: Humanes Serumalbumin. TGF-B: engl. Tumor
growth factor beta.
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ANHANG-ABBILDUNG 35: MIRNAS IM NIERENGEWEBE VON ZSF1-RATTEN

Quantifizierung von 15 ausgewahlten miRNAs im Nierengewebe von 14 und 26 Wochen alten,
fettleibigen und schlanken ZSF1-Ratten mittels individueller gqRT-PCR Assays (Woche 14: n= 4;
Woche 26: n=8). Ergebnisse wurden nach der AACt-Methode auf U6 normalisiert. Statistische
Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert
mit einer Effektgr6Be = 2 verglichen zur schlanken Kontrolle. Es sind relative Mengen einschlieBlich
Standardabweichung fettleibiger ZSF1-Ratten verglichen zur gleichaltrigen Kontrolle gezeigt.
Statistische Signifikanz ist als * p < 0,05 dargestellt. miR: microRNA. W: Woche. OvL: Fettleibig relativ
zu schlank.
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ANHANG-ABBILDUNG 36: HAUPTKOMPONENTEN-ANALYSE BASIEREND AUF DEREGULIERTEN MIRNAS
IN ZSF1 URIN-EVS UND GESAMTURIN.

Hauptkomponenten-Analyse von 111 ausgewahlten miRNAs im Gesamturin (44) oder Urin-EVs (59)
und vier Protein-Biomarker im Gesamturin fettleibiger, 14, 22 und 26 Wochen alter ZSF1-Ratten
verglichen zur schlanken Kontrolle (n=4). Ausgewahlt wurden miRNAs mit statistisch signifikant
veranderten Konzentrationen in 26 Wochen alten, fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zu 14 Wochen
alten fettleibigen Ratten. Statistische Analyse erfolgte mittels eines zweifachen ANOVA einschlieBlich
Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit einer EffekigroBe = 2 verglichen zu Woche 14.
Zusatzlich wurden miRNAs fir die HKA gewéhlt, welche eine nicht-statistisch signifikante Tendenz zu
veranderten Konzentrationen zeigten. Eine Kovarianzmatrix-basierte HKA wurde basierend auf den
genannten miRNAs durchgeflihrt. Farben und Formen zeigen die verschiedenen Versuchsgruppen
(fettleibig oder schlank, Alter) an. Die Pfeile bilden CKD- oder altersabhéngige Verédnderungen von
miRNA- oder Proteinkonzentrationen im Urin ab. MiRNAs wurden mittels individualisierter miRCURY
LNA gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt-Methode einschlieBlich
Kreatinin-Normalisierung ausgewertet. EV: Extrazellulare Vesikel. W: Woche. Comp: Komponente.
HKA: Hauptkomponentenanalyse. HK: Hauptkomponente. FDR: engl. False discovery rate. miRNA:
microRNA. BM: Biomarker.
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ANHANG-ABBILDUNG 37: STUDIENDESIGN, GENEXPRESSION NACH HSA-BEHANDLUNG UND MIRNA-
PROFILE INHRPTECS UND ZELLKULTURMEDIUM NACH BEHANDLUNG MIT TGF-B UND HSA.

a) Uberblick Uber das in vitro Studiendesign zur Quantifizierung von mRNA und miRNAs und
Zellmorphologie in hRPTECs nach Behandlung mit TGF-B (10 ng/ml) oder HSA (20 mg/ml) fir 48
Stunden. MaBstab: 100 um. b) Genexpression von bekannten HSA-Zielgenen in hRPTECs nach
Behandlung mit HSA (10 und 20 mg/ml) fir 48 Stunden (n=1). mRNA wurde mittels TagMan-basierter
gRT-PCR quantifiziert und nach der AACt-Methode einschlieBlich Normalisierung auf GAPDH
ausgewertet. Dargestellt sind mRNA-Mengen in behandelten Zellen relativ zur unbehandelten
Kontrolle. ¢) Hierarchisches Clustering von 93 miRNAs in Zellen (n=3) und Zellkulturmedium (Gesamt
und EVs, je n=3) nach Behandlung von hRPTECs mit TGF-B (10 ng/ml) und HSA (20 mg/ml) fur
48 Stunden. Es sind relative Mengen in behandelten hRPTECs relative zum Mittelwert der Kontrolle in
Form einer Heatmap gezeigt. MiRNAs wurden mittels individualisierter miRCURY LNA gRT-PCR-
Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt-Methode ohne Kreatinin-Normalisierung
(Zellkulturmedium) oder der AACt-Methode einschlieBlich Normalisierung auf U6 (hRPTECs)
ausgewertet. hRPTEC: humane renale proximale Tubulusepithelzellen. TGF-B: engl. Tumor growth
factor beta. HSA: Humanes Serum-albumin. EV: Extrazellulare Vesikel. CCM: engl. Cell-conditioned
medium (zell-konditioniertes Medium). Mio: Million. h: Stunde(n). SV40: Simianes Virus 40. miRNA:
microRNA.mRNA: Messenger-RNA.
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Tabellen

ANHANG-TABELLE 24: KORPERGEWICHT, URINAUSSCHEIDUNG UND PROTEINGEHALT UND KREATININ-
GEHALT IM URIN DES MRENTG-RATTENMODELLS

Rohdaten von Kérpergewicht (n=9-10), Urinausscheidung (n=4-5), Proteingehalt im Urin (n=4-5) und
Kreatiningehalt im Urin (n=10) von mRenTG-Ratten nach achtwéchiger Behandlung mit L-NAME (30
mg/kg) oder SD-Kontrollen. Urinausscheidung wurde in metabolischen Kéafigen bestimmt und ist auf
die Dauer der Urinkollektion in Stunden bezogen angegeben. Gesamtprotein wurde mit der Pyrogallol
Rot-Methode quantifiziert und auf den Kreatiningehalt im Urin normalisiert. mRenTG: Maus Renin-
transgen. SD: Sprague-Dawley-Ratte. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.

Genotyp SD mRenTG
Behandlung keine L-NAME Captopril Captopri + L L-NAME
Kérpergewicht [g]
292 319 314 320 317 316 315 310 304 286 304 296 289 294 302
WO 337 345 350 330 339 337 334 258 294 346 328 299 302 318 343
338 345 363 349 354 350 285 283 346 291 299 333 279 291 300
362 327 256 310
450 547 501 540 522 502 491 489 479 459 495 486 459 408 474
w8 542 564 536 515 540 539 532 448 453 559 546 560 509 462 521
544 504 575 548 586 559 599 481 475 543 504 500 548 443 473 434
574 509 439 463
Urinausscheidung [ml/h]
WO 1,40 1,45 1,95 1,70 1,85 3,40 2,50 2,55 2,03 2,45 2,25 2,85 3,18
2,15 2,43 1,45 0,60 2,90 2,68 2,35 2,50 2,48 3,3
w8 2,68 3,05 2,25 2,80 2,58 3,30 3,23 3,05 3,38 3,90 3,98 523 6,15
2,85 3,05 3,50 2,80 3,50 3,30 2,75 2,50 5,80 6,65
Proteingehalt [g/l]
WO 0,18 0,35 0,11 0,14 0,18 0,10 0,16 0,17 0,15 0,20 0,25 0,13 0,07 0,14 0,11
0,21 0,22 0,55 0,11 0,21 0,12 0,14 0,26
w8 0,11 0,17 0,16 0,20 0,17 0,12 0,28 0,39 0,26 0,26 0,25 0,20 1,16 1,
0,13 0,13 0,20 0,21 0,37 0,19 0,26 1,39 1,
Kreatinin [mmol/l]
1,92 2,01 3,38 1,76 2,52 2,09 1,36 16 1,5 1,46 1,8 1,28 1,38 1, 18
WO 2,47 286 2,25 1,85 2,76 2,74 1,81 1,3 1,13 1,26 1,5 1,02 1,24 1,35 1,01
2,19 246 3,74 2,59 3,555 2,16 1,22 1,55 1,53 | 2,06 1,71 1,41 1,81 1,34 1,61
3,54 2,11 1,68 1,86 1,25
2,02 2,24 3,45 2,99 2,49 2,92 2,52 2,37 2,34 | 1,89 2,05 2,04 1,4 1,77 1,88
w8 2,54 2,33 3,28 2,52 3,03 2,26 254 212 2,75 | 2,13 2,97 2,34 1,29 1,6 1,49
2,56 2,99 2,85 2,69 1,95 22 2,05 2,48 3,07 2,19 1,34 2,18 1,34 1,76 1,6
4,28 2,84 2,71 2,11 1,42
Protein/Kreatinin [mg/mmol]
78 104 68 80 71 48 118 106 100 137 139 102 208 110 157
WO 73 122 49 135 72 69 122 69 124 95 93 108 161 184 82
96 110 102 85 155 116 90 135 98 63 105 113 122 77 478
147 90 137 97 192
59 98 90 67 68 41 111 165 111 138 122 98 886 401 617
w8 43 73 49 111 66 44 102 104 193 89 88 120 806 263 356
51 47 77 48 103 77 102 149 130 105 82 92 425 347 744
82 49 125 147 979

ANHANG-TABELLE 25: KORPERGEWICHT, URINAUSSCHEIDUNG UND PROTEINGEHALT UND KREATININ-
GEHALT IM URIN DES ZSF1-RATTENMODELLS

Rohdaten von Kérpergewicht, Urinausscheidung, Proteingehalt im Urin und Kreatiningehalt im Urin 14,
22 und 26 Wochen alter, fettleibiger und schlanker ZSF1-Ratten (n=4). Urinausscheidung wurde in
metabolischen Kafigen bestimmt und ist auf die Dauer der Urinkollektion in Stunden bezogen
angegeben. Gesamtprotein wurde mit der Pyrogallol Rot-Methode quantifiziert und auf den
Kreatiningehalt im Urin normalisiert.

Alter | Woche 14 | Woche 22 | Woche 26
Kérpergewicht [g]
fettleibig 547 551 512 545 668 604 637 651 693 628 671 675
schlank 393 379 374 390 442 426 443 427 485 472 483 470
Urinvolumen [mi/h]
fettleibig 1,3 1,4 13 1,4 1,1 1,1 0,8 1,0 1,7 20 1,4 15
schlank 0,3 0,2 0,1 0,6 05 08 04 0,6 0,7 05 04 07
Proteingehalt [g/I]
fettleibig 2,73 3,97 3,27 2,05 3,78 5,00 4,20 6,94 553 8,12 6,69 6,53
schlank 0,99 1,62 1,65 1,27 1,08 0,77 0,43 0,85 1,14 1,09 1,03 1,06

LIV



Kreatinin [mmol/I]
fettleibig 3,84 512 3,77 3,08 3,44 322 3,12 4,44 3,69 450 3,39 3,43
schlank 7,37 15,45 14,65 11,20 10,02 8,64 8,96 8,64 10,66 11,88 9,34 9,99
Protein/Kreatinin [mg/mmol]
fettleibig 710,90 775,40 1098,8 1552,8 1498,6 1804,4
867,40 665,60 1346,2 1563,1 1973,5 1903,8
schlank 134,30 104,90 107,80 89,10 106,90 91,80
112,60 113,40 48,00 98,40 110,30 106,10

ANHANG-TABELLE 26: PROTEINBIOMARKER KIM1, OPN, CLU unD CYSC IM ZSF1-TIERMODELL,
SOWIE KREATININGEHALT DES URINS FUR NORMALISIERUNG DER PROTEINBIOMARKER UND MIRNA
Quantifizierung der Proteinbiomarker KIM-1, OPN, CYSC und CLU im Urin von 14, 22 und 26 Wochen
alten, fettleibigen und schlanken ZSF1-Ratten mittels Mesoscale (Schlank W14: n=3, weitere
Endpunkte: n=4). Die Proteinbiomarker im Urin wurden auf den angegebenen Kreatiningehalt im Urin
normalisiert. Es sind die Rohdaten sowie die relativen arithmetischen Mittelwerte einschlieBlich
Standardabweichung in fettleibigen ZSF1-Ratten verglichen zur gleichaltrigen schlanken Kontrolle
dargestellt. Absolute Werte flr Kreatinin sind in der Einheit mmol/l, die Proteinbiomarker in der Einheit
ng/ml angegeben. Zudem ist die relative Genexpression von KIM-1, OPN, CYSC und CLU im
Nierenhomogenat gezeigt, welche mittels Mikroarray bestimmt wurde (wk14: n=5, wk26: n=10). UCrea
Norm.: Normalisierung auf Kreatinin im Urin. KIM-1: Kidney Injury Molecule-1. OPN: Osteopontin.
CYSC: Cystatin C. CLU: Clusterin. OvL.: Fettleibig verglichen zu schlanken Kontrolle.

Urin Nierengewebe (mRNA)
_ ZSF OvL
ZSF1 fettleibig ZSF1 schlank | . L
(Rohdaten) (Rohdaten) wcl. UCrea ZSF fettleibig vs. schlank
orm.
Kreatinin
3,40 4,55 3,46 6,74 14,30
Woche 14 2.83 1389 992
3,25 2,99 2,90 9,44 7,95
Woche 22 410 801 7.90
3,30 4,00 3,22 10,07 12,07
Woche 26 319 8,80 9,52
KIM-1
1,42 1,13 0,85 0,85 6,00 3,57
Woche 14 093 130 0.87 387 663 15,13 47,20 12,32 41,53 11,75
Woche 26 1,88 1,62 0,65 0,66 8,70 6,18 25,52 36,73 5552 41,33 30,82
2,57 2,12 0,63 0,68 12,19 10,16 4188 3400 5194 3299 17,24
OPN
53,20 55,72 65,76 67,43 2,85 2,23
Woche 14 5473 57.41 69.44 288 370 9,37 11,21 6,48 9,88 6,20
Woche 26 46,04 47,05 61,09 68,34 2,16 1,82 12,51 15,07 2555 21,45 20,35
47,97 49,82 65,27 63,76 2,31 242 24,05 18,56 23,13 1565 13,70
CLU
480,24 469,04 468,38 466,69 3,76 2,74
Woche 14 482,39 466.07 460,02 371 438 2,29 6,63 3,48 3,87 297
Woche 26 476,79 472,97 470,26 466,00 3,14 2,57 3,32 7,39 6,20 6,21 6,40 9,50 7,50
482,81 461,99 464,50 435,06 3,26 3,15 10,78 4,84 5,11
CYSC
47,70
100,55 92,028 ’ 6,39 4,37
Woche 14 101,04 125,24 seg,gg 631 956 1,54 1,10 1,09 1,43 1,10
Woche 26 124,20 132,11 76,98 70,24 6,10 5,36 1,27 1,43 161 1,73 2,15 1,38 1,47
130,69 127,19 55,87 46,18 6,58 6,47 1,56 1,55 1,65

ANHANG-TABELLE 27: ANZAHL SIGNIFIKANT DEREGULIERTER GENE IN HERZ, NIERE UND LEBER IM
ZSF1- UND MRENTG-RATTENMODELL UND IN NTS- UND AA-BEHANDELTEN RATTEN

Signifikant veranderte Expression von Genen in mRenTG-Ratten nach achtwdchiger Behandlung mit
L-NAME oder Captopril und in SD-Ratten mit und ohne L-NAME-Behandlung (n=5), sowie in
fettleibigen und schlanken 14, 22, 26, 46 und 59 Wochen alten ZSF1-Tieren (W14/22: n=5; W26:
n=10; W46: n=4; W59: n=6). Die Daten wurden mit publizierten Datensatzen zu AA- und GN-
induzierter Nephropathie in Ratten verglichen (Pavkovic et al. 2015a; Su et al. 2011). mRNA-Profile
wurden mit Hilfe von Affymetrix Mikroarrays bestimmt. Es ist die Anzahl signifikant veranderter Gene
in erkrankten Tieren relativ zur entsprechenden Kontrolle dargestellt. Eine detaillierte Darstellung der
Signifikanztestung ist in den Abbildungen 9, 10 und 14 dargestellt. mRenTG: Maus Renin-transgen.

LV



SD: Sprague-Dawley-Ratte. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester. W: Woche. OvL: Fettleibig
verglichen zu schlanker Kontrolle. Capto: Captopril.GN: Glomerulonephritis. ND: Niedrige Dosis. MD:
Mittlere Dosis. HD: Hohe Dosis. AA: Aristolochiasaure.

Niere Herz Leber

ZSF1 OvL (W14) 338 / /
ZSF1 OvL (W22) 383 56 683
ZSF1 OvL (W26) 441 133 630
ZSF1 OvL (W46) 2162 96 513
ZSF1 OvL (W59) 3173 94 321
SD + L-NAME vs. SD 11 8 /
mRenTG + Captopril vs. SD 155 86 /
mRenTG + L-NAME vs. SD 681 477 /
mRenTQ + L-NAME vs. mRenTG + 764 396 /
Captopril

GN - ND 29 / /
GN - MD 154 / /
GN - HD 510 / /
AA 1256 / /

ANHANG-TABELLE 28: DENSIOMETRISCHE ANALYSE DES EV-WESTERN BLOTS
Rohdaten der densiometrische Analyse des Western Blots der exosomalen Proteine TSG101 und Alix,
des mikrovesikularen Proteins Calnexin und des Gesamtproteins in EV-angereicherten Urinproben
oder Gesamturin (4 Tiere gepoolt) von fettleibigen und schlanken ZSF1-Ratten (Alter: 26 Wochen).
EVs wurden mittels des miRCURY Exosome Isolation Kits oder qEV-S&ulen (Fraktionen 7 bis 10)
isoliert. Je 16,25 pyL EV-Probe (aus 1 ml Urin) oder 100 puL Gesamturin wurden verwendet. Der
Gesamtproteingehalt wurde mit Hilfe von Intensitédtsbestimmung aller Banden pro Probe nach
Coomassie-basierter Proteinfarbung und einem BCA-Assay bestimmt. EV: Extrazellulare Vesikel. Fr:
Elutionsfraktion. SEC: GréBenausschlusschromatographie. BCA: Bicinchoninséure.

Densiometrische Analyse BCA-Test
. . Gesamtprotein Gesamtprotein
TSG101 Calnexin Alix [ug/ml]
Methodenvergleich
miRCURY 8219,35 6954,55 3647,42 46745,12 867,93
SECFr. 7 / / / 41555,98
SECFr. 8 2213,84 3512,72 1446,06 41453,69 Unter der
SEC Fr. 9 1958,57 2940,12 1118,54 40826,53 Detektionsgrenze
SEC Fr. 10 / 3060,28 / 40249,88
Hintergrund 1685,35 2428,78 883,54 39445,02 0
ZSF1
Fettleibig Gesamturin 2370,20 1315,93 1295,54 39049,00 /
Fettleibig EV 5460,43 3539,68 2683,39 33993,06 /
Schlank EV 4930,29 1894,55 2218,55 32987,89 /
Hintergrund 1064,20 906,70 779,71 27898,83 /

ANHANG-TABELLE 29: VERWENDETE ASSAYS DER FIRMA QIAGEN FUR DIE IN VITRO UND IN VIVO

QUANTIFIZIERUNG VON MIRNAS

MiRCURY Assay
Katalognummer

miRNA Bezeichnung

Zielsequenz

YP00205198
YP00205304
YP00204130
YP00204427
YP00204494
YP00204536
YP00204124
YP00205627
YP00204715
YP00205451
YP00205452
YP00204772
YP00205631
YP00205935
YP00204438

mmu-miR-295-5p
mmu-miR-1188-5p
hsa-miR-135b-5p
hsa-miR-135b-3p
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-199a-3p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7d-3p
hsa-miR-93-5p
mmu-miR-674-5p
mmu-miR-674-3p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-23a-5p
hsa-miR-499a-5p
hsa-miR-499a-3p

LVI

ACUCAAAUGUGGGGCACACUUC
UGGUGUGAGGUUGGGCCAGGA
UAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUGA
AUGUAGGGCUAAAAGCCAUGGG
CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
CUAUACGACCUGCUGCCcuUuUucuU
CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
GCACUGAGAUGGGAGUGGUGUA
CACAGCUCCCAUCUCAGAACAA
AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
GGGGUUCCUGGGGAUGGGAUUU
UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU
AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU




YP00204037
YP00205162
YP00204750
YP00205653
YP00204490
YP00204681
YP00204737
YP00204481
YP00206035
YP00204552
YP00206007
YP00204483
YP00205204
YP00205521
YP00205035
YP00205502
YP00204122
YP00205504
YP00204788
YP00205501
YP00205066
YP00205412
YP00205525
YP00204057
YP00204278
YP00206080
YP00204230
YP00205574
YP00205419
YP00204363
YP00203954
YP00204394
YP00204247
YP00205562
YP00205058
YP00205199
YP00205424
YP00205981
YP00204042
YP00205497
YP00206068
YP00205182
YP00204018
YP00204778
YP00205688
YP00204361
YP00205115
YP00205110
YP00205146
YP00204783
YP00205707
YP00205108
YP00205884
YP00204020
YP00205689
YP00204549
YP00204518
YP00204096
YP00205586
YP00205417
YP00205088
YP00205636
YP00205531
YP00205540
YP00204513
YP00204620
YP00205091
YP00205702
YP00205554

mmu-miR-139-5p
mmu-miR-139-3p
hsa-let-7b-5p
hsa-let-7b-3p
hsa-miR-708-5p
hsa-miR-708-3p
hsa-miR-431-5p
hsa-miR-449a
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-132-5p
hsa-miR-339-5p
hsa-miR-145-5p
mmu-miR-101a-5p
rno-miR-301a-5p
mmu-miR-488-3p
rno-miR-135a-3p
hsa-miR-1249-3p
rno-miR-196¢-5p
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-133a-5p
mmu-miR-300-3p
mmu-miR-300-5p
rno-miR-336-5p
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-323a-3p
hsa-miR-323a-5p
hsa-miR-21-5p
rno-miR-802-5p
mmu-miR-330-3p
hsa-miR-455-5p
UniSp6
hsa-let-7i-5p
hsa-let-7i-3p
rno-miR-653-5p
mmu-miR-376b-3p
mmu-miR-376b-5p
mmu-miR-34c-3p
hsa-miR-488-5p
hsa-miR-410-3p
rno-let-7f-1-3p
hsa-miR-340-5p
mmu-miR-322-5p
hsa-miR-187-3p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-10a-3p
hsa-miR-25-3p
rno-miR-20b-3p
rno-miR-190b-5p
rno-miR-598-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-30c-1-3p
rno-miR-148b-5p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-106b-3p
hsa-miR-100-5p
hsa-miR-760
hsa-miR-154-5p
hsa-miR-154-3p
mmu-let-7a-1-3p
mmu-miR-325-5p
mmu-miR-325-3p
hsa-miR-484
rno-miR-349
rno-miR-381-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-9-3p
mmu-miR-211-5p
hsa-miR-16-5p
rno-miR-501-5p

LVII

UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG
UGGAGACGCGGCCCUGUUGGAG
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
CUAUACAACCUACUGCCUUCCC
AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG
CAACUAGACUGUGAGCUUCUAG
UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA
UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU
UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG
GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
UCAGUUAUCACAGUGCUGAUGC
GCUCUGACUUUAUUGCACUAC
UUGAAAGGCUGUUUCUUGGUC
UGUAGGGAUGGAAGCCAUGAAA
ACGCCCUUCCCCCCCUUCUUCA
UAGGUAGUUUCGUGUUGUUGGG
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
AGCUGGUAAAAUGGAACCAAAU
UAUGCAAGGGCAAGCUCUCUUC
UUGAAGAGAGGUUAUCCUUUGU
UCACCCUUCCAUAUCUAGUCU
CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU
CACAUUACACGGUCGACCUCU
AGGUGGUCCGUGGCGCGUUCGC
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
UCAGUAACAAAGAUUCAUCCU
GCAAAGCACAGGGCCUGCAGAGA
UAUGUGCCUUUGGACUACAUCG

UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
CUGCGCAAGCUACUGCCUUGCU
UUGAAACAUUCUCUACUGAAC
AUCAUAGAGGAACAUCCACUU
GUGGAUAUUCCUUCUAUGGUUA
AAUCACUAACCACACAGCCAGG
CCCAGAUAAUGGCACUCUCAA
AAUAUAACACAGAUGGCCUGU
CUAUACAAUCUAUUGCCUUCC
UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGGA
UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
CAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA
CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
ACUGCAGUGUGAGCACUUCUGG
UGAUAUGUUUGAUAUUAGGUU
GCGGUGAUGCCGAUGGUGCGAG
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
CUGGGAGAGGGUUGUUUACUCC
GAAGUUCUGUUAUACACUCAGG
UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
CCGCACUGUGGGUACUUGCUGC
AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
CGGCUCUGGGUCUGUGGGGA
UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG
AAUCAUACACGGUUGACCUAUU
CUAUACAAUCUACUGUCUUUCC
CCUAGUAGGUGCUCAGUAAGUGU
UUUAUUGAGCACCUCCUAUCAA
UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU
CAGCCCUGCUGUCUUAACCUCU
UAUACAAGGGCAAGCUCU
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU
UUCCCUUUGUCAUCCUUUGCCU
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
AAUCCUUUGUCCCUGGGUGA




YP00204540
YP00204304
YP00204173
YP00205578
YP00205059
YP00204688
YP00205515
YP00204436
YP00204393
YP00205159
YP00205415
YP00205626
YP00205547
YP00206046
YP00205639
YP00205566
YP00204347
YP00205073
YP00205012
YP00204368
YP00205727
YP00205129
YP00205529
YP00206073
YP00204606
YP00204255
YP00204530
YP00205538
YP00205656
YP00205498
YP00205481
YP00205482
YP00204322
YP00204119
YP00205079
YP00205189
YP00204172
YP00204117
YP00206081
YP00204110
YP00205510
YP00206041
YP00205569
YP00205107
YP00206053
YP00205995
YP00205549
YP00204003
YP00204169
YP00206066
YP00205558
YP00205585
YP00205507
YP00206026
YP00204266
YP00205711
YP00205301
YP00205978
YP00205075
YP00205086
YP00204337
YP00205719
YP02119288
YP00205475
YP00205183
YP00205092
YP00206027
YP00205319
YP00205175

hsa-miR-140-5p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-363-5p
rno-miR-881-3p
mmu-miR-376a-3p
hsa-miR-146a-5p
rno-miR-24-1-5p
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-296-3p
mmu-miR-31-5p
mmu-miR-31-3p
hsa-miR-877-5p
rno-miR-463-3p
hsa-miR-331-3p
hsa-miR-218-2-3p
rno-miR-673-5p
hsa-miR-378a-5p
mmu-miR-362-5p
mmu-miR-362-3p
hsa-miR-147b
hsa-let-7a-5p
rno-miR-345-5p
rno-miR-345-3p
hsa-miR-206
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-22-5p
hsa-miR-181b-5p
rno-miR-377-3p
hsa-miR-539-5p
rno-miR-1-5p
mmu-miR-872-5p
mmu-miR-872-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-28-3p
mmu-miR-384-3p
mmu-miR-384-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-26b-3p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181a-3p
rno-miR-20a-3p
rno-miR-291a-3p
rno-miR-743a-3p
rno-miR-146b-5p
hsa-miR-186-5p
hsa-miR-128-3p
rno-miR-466b-5p
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-382-3p
rno-miR-540-3p

mmu-miR-196a-2-3p

rno-miR-202-5p
hsa-miR-124-3p
hsa-miR-124-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-let-7e-3p
hsa-miR-875-5p
mmu-miR-34b-5p
mmu-miR-34b-3p
hsa-miR-425-5p
rno-miR-350
UniSp3
hsa-miR-761
mmu-miR-329-3p
mmu-miR-298-5p
rno-miR-290
mmu-miR-130b-5p
mmu-miR-191-3p

LVIII

CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
UACCACAGGGUAGAACCACGG
CGGGUGGAUCACGAUGCAAUUU
UAACUGUGGCAUUUCUGAAUAG
AUCGUAGAGGAAAAUCCACGU
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
GUGCCUACUGAGCUGAUAUCAG
AGGGCCCCCCCUCAAUCCUGU
GAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCC
AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCUG
UGCUAUGCCAACAUAUUGCCAUC
GUAGAGGAGAUGGCGCAGGG
UGAUAGACGCCAAUUUGGGUAG
GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
CAUGGUUCUGUCAAGCACCGCG
CUCACAGCUCCGGUCCUUGGAG
CUCCUGACUCCAGGUCCUGUGU
AAUCCUUGGAACCUAGGUGUGAAU
AACACACCUGUUCAAGGAUUCA
GUGUGCGGAAAUGCUUCUGCUA
UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGCUGACCCCUAGUCCAGUGC
CCCUGAACUAGGGGUCUGGAGA
UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA
AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
UGAAUCACACAAAGGCAACUUUU
GGAGAAAUUAUCCUUGGUGUGU
GCACAUACUUCUUUAUGUACCC
AAGGUUACUUGUUAGUUCAGG
UGAACUAUUGCAGUAGCCUCCU
AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG
CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
AUUCCUAGAAAUUGUUCACAAU
UGUAAACAAUUCCUAGGCAAUGU
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
CCUGUUCUCCAUUACUUGGCUC
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
ACCAUCGACCGUUGAUUGUACC
ACUGCAUUACGAGCACUUACA
AAAGUGCUUCCACUUUGUGUGCC
GAAAGACGCCAAACUGGGUAGA
UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCUGU
CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
UAUGUGUGUGUGUAUGUCCAUG
CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA
GAAGUUGUUCGUGGUGGAUUCG
AAUCAUUCACGGACAACACUU
AGGUCAGAGGUCGAUCCUGGGC
UCGGCAACAAGAAACUGCCUGA
UUCCUAUGCAUAUACUUCU
UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
CGUGUUCACAGCGGACCUUGAU
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
CUAUACGGCCUCCUAGCUUUCC
UAUACCUCAGUUUUAUCAGGUG
AGGCAGUGUAAUUAGCUGAUUGU
AAUCACUAACUCCACUGCCAUC
AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
UUCACAAAGCCCAUACACUUUCAC

GCAGCAGGGUGAAACUGACACA
AACACACCCAGCUAACCUUUUU
GGCAGAGGAGGGCUGUUCUUCCC
UCUCAAACUAUGGGGGCA
ACUCUUUCCCUGUUGCACUACU
GCUGCACUUGGAUUUCGUUCCC




YP00205093
YP00205049
YP00204338
YP00204417
YP00204289
YP00206028
YP00206014
YP00205302
YP00204754
YP00205149
YP00204063
YP00205695
YP00204457
YP00205492
YP00205503
YP00204306
YP00204767
YP00205202
YP00204780
YP00204532
YP00205170
YP00204317
YP00205625
YP00205118
YP00205983
YP00204064
YP00205239
YP00204763
YP00205583
YP00205537
YP00205535
YP00205089
YP00204243
YP00205898
YP00205632
YP00206038
YP00206021
YP00204386
YP00205559
YP00205987
YP00205555
YP00205524
YP00206025
YP00205664
YP00205063
YP00204640
YP00205726
YP00204790
YP00205553
YP00204722
YP00204291
YP00206054
YP00205974
YP00204674
YP00205526
YP00204714
YP00204410
YP00204144
YP00205120
YP00206015
YP00204544
YP00205997
YP00204167
YP00204601
YP00204207
YP00204339
YP00204446
YP00204789
YP00205658

mmu-miR-500-3p
mmu-miR-668-3p
hsa-miR-153-3p
hsa-miR-96-5p
hsa-miR-216b-5p
hsa-miR-369-3p
hsa-miR-369-5p
mmu-let-7f-2-3p
hsa-miR-144-3p
rno-miR-99a-3p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-30a-3p
mmu-miR-883b-3p
hsa-miR-136-3p
hsa-miR-191-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7¢c-3p
hsa-miR-219a-5p
hsa-miR-221-3p
mmu-miR-672-5p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-342-3p

mmu-miR-219a-1-3p

hsa-miR-99b-5p
hsa-miR-99b-3p
mmu-miR-742-5p
hsa-miR-190a-5p
rno-miR-17-1-3p
rno-miR-376a-5p
rno-miR-352
mmu-miR-182-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-15b-3p
hsa-miR-30c-2-3p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27a-5p
hsa-miR-196a-5p
rno-miR-543-3p
mmu-miR-376¢-3p
rno-miR-504
rno-miR-327
mmu-miR-676-3p
hsa-miR-122-5p
mmu-miR-291a-5p
hsa-miR-98-5p
mmu-miR-449c-5p
hsa-miR-23b-3p
rno-miR-489-3p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-361-5p
rno-miR-208a-3p
hsa-miR-219a-2-3p
rno-miR-343
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-30e-3p
hsa-miR-200b-5p
rno-miR-223-3p
hsa-miR-495-3p
hsa-miR-299-5p
rno-miR-876
hsa-miR-216a-5p
hsa-miR-184
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-125a-3p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-379-5p

LIX

AAUGCACCUGGGCAAGGGUUCA
UGUCACUCGGCUCGGCCCACUACC
UUGCAUAGUCACAAAAGUGAUC
UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU
AAAUCUCUGCAGGCAAAUGUGA
AAUAAUACAUGGUUGAUCUUU
AGAUCGACCGUGUUAUAUUCGC
CUAUACAGUCUACUGUCUUUC
UACAGUAUAGAUGAUGUACU
CAAGCUCGUUUCUAUGGGUCUG
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC
UAACUGCAACAUCUCUCAGUAU
CAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCU
CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
CUGUACAACCUUCUAGCUUUCC
UGAUUGUCCAAACGCAAUUCU
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
UGAGGUUGGUGUACUGUGUGUGA
CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
AGAGUUGCGUCUGGACGUCCCG
CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
CAAGCUCGUGUCUGUGGGUCCG
UACUCACAUGGUUGCUAAUCA
UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU
ACUGCAGUGAAGGCACUUGUGG
GGUAGAUUCUCCUUCUAUGAG
AGAGUAGUAGGUUGCAUAGUA
UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACCG
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
CGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUA
CUGGGAGAAGGCUGUUUACUCU
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
AGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCA
UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG
AAACAUUCGCGGUGCACUUCU
AACAUAGAGGAAAUUUCACGU
AGACCCUGGUCUGCACUCUGUC
CCUUGAGGGGCAUGAGGGU
CCGUCCUGAGGUUGUUGAGCU
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
CAUCAAAGUGGAGGCCcucucU
UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU
AGGCAGUGCAUUGCUAGCUGG
AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
AUGACAUCACAUAUAUGGCAGC
CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
UUAUCAGAAUCUCCAGGGGUAC
AUAAGACGAGCAAAAAGC
AGAAUUGUGGCUGGACAUCUGU
UCUCCCUCCGUGUGCCCAGA
UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC
CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC
AAACAAACAUGGUGCACUUCUU
UGGUUUACCGUCCCACAUACAU
UGGAUUUCUCUGUGAAUCACCA
UAAUCUCAGCUGGCAACUGUGA
UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
ACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCC
AACAUUCAUUGUUGUCGGUGGGU
UGGUAGACUAUGGAACGUAGG




YP00204551
YP00205548
YP00204679
YP00204761
YP00204372
YP00205428
YP00204468
YP00204387
YP00205136
YP00205143
YP00206058
YP00204488
YP00204755
YP00204765
YP00205561
YP00204531
YP00204489
YP00204014
YP00205190
YP00205499
YP00206034
YP00205877
YP00205126
YP00205570
YP00205527
YP00205528
YP02119300
YP00205713
YP00204400
YP00205914
YP00205544
YP00206042
YP00205176
YP00204504
YP00206010
YP00204227
YP00205539
YP00206030
YP02119303
YP00204762
YP00205187
YP00204786
YP00205999
YP00206077
YP00205543
YP00205500
YP00205721
YP00204660
YP00205508
YP00204024
YP00205111
YP00205601
YP00205557
YP00204384
YP00205094
YP00205185
YP00204450
YP00205573
YP00204698
YP00204430
YP00203952
YP00205444
YP00204362
YP00205127
YP00205161
YP00204486
YP00205040
YP00205512
YP00204487

hsa-miR-222-3p
rno-miR-465-5p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-874-3p
hsa-miR-330-5p
hsa-miR-377-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-652-3p
rno-miR-421-5p
rno-miR-505-3p
hsa-miR-133b
hsa-miR-423-3p
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-30b-5p
rno-miR-632
hsa-miR-411-5p
hsa-miR-487b-3p
hsa-miR-409-5p
mmu-miR-434-3p
rno-miR-10b-5p
hsa-miR-218-5p
hsa-miR-7-5p
rno-miR-338-3p
rno-miR-743b-3p
rno-miR-344a-3p
rno-miR-344a-5p
hsa-miR-568
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-125b-1-3p
hsa-miR-203a-3p
rno-miR-409a-3p
hsa-miR-320a
mmu-miR-193a-5p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-126-5p
hsa-miR-126-3p
rno-miR-379-3p
hsa-miR-183-5p
mmu-miR-155-5p
hsa-miR-135a-5p
mmu-miR-326-3p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-490-3p
hsa-miR-490-5p
rno-miR-383-5p
rno-miR-125b-2-3p
rno-miR-215
hsa-miR-150-5p
rno-miR-204-3p
hsa-miR-671-3p
rno-miR-200b-3p
hsa-miR-301a-3p
rno-miR-532-5p
hsa-miR-92b-3p
mmu-miR-503-5p
mmu-miR-342-5p
hsa-miR-19b-3p
rno-miR-7a-1-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29a-5p
cel-miR-39-3p
hsa-miR-542-3p
hsa-miR-375
rno-miR-339-3p
mmu-miR-138-1-3p
hsa-miR-34a-5p
mmu-miR-542-5p
rno-miR-214-3p
hsa-miR-205-5p

LX

AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
UAUUUAGAACGGUGCUGGUGUG
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA
UCUCUGGGCCUGUGUCUUAGGC
AGAGGUUGCCCUUGGUGAAUUC
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
AAUGGCGCCACUAGGGUUGUG
GGCCUCAUUAAAUGUUUGUUG
GUCAACACUUGCUGGUUUCC
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
GUGUCUGUUUCCUGCCGGA
UAGUAGACCGUAUAGCGUACG
AAUCGUACAGGGUCAUCCACUU
AGGUUACCCGAGCAACUUUGCAU
UUUGAACCAUCACUCGACUCCU
CCCUGUAGAACCGAAUUUGUGU
UUGUGCUUGAUCUAACCAUGU
UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
UCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUGA
GAAAGACACCAUACUGAAUAGA
UGAUCUAGCCAAAGCCUGACUGU
UCAGGCUCCUGGCUAGAUU
AUGUAUAAAUGUAUACACAC
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
ACGGGUUAGGCUCUUGGGAGCU
GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
AAUGUUGCUCGGUGAACCCC
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
UGGGUCUUUGCGGGCAAGAUGA
UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
CAUUAUUACUUUUGGUACGCG
UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
CUAUGUAACAUGGUCCACUAAC
UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU
UAUGGCUUUUUAUUCCUAUGUGA
CCUCUGGGCCCUUCCUCCAGU
UACAGUACUGUGAUAACUGAA
CAACCUGGAGGACUCCAUGCUG
CCAUGGAUCUCCAGGUGGGU
CAGAUCAGAAGGUGACUGUGG
ACAAGUCAGGCUCUUGGGACCU
AUGACCUAUGAUUUGACAGACA
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
GCUGGGAAGGCAAAGGGACGUU
UCCGGUUCUCAGGGCUCCACC
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGAC
CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
CAUGCCUUGAGUGUAGGACUGU
UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC
UAGCAGCGGGAACAGUACUGCAG
AGGGGUGCUAUCUGUGAUUGAG
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
ACAACAAAUCACAGUCUGCCAU
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
ACUGAUUUCUUUUGGUGUUCAG
UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
UGUGACAGAUUGAUAACUGAAA
UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCA
CGGCUACUUCACAACACCAGGG
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
CUCGGGGAUCAUCAUGUCACGA
ACAGCAGGCACAGACAGGCAG
UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG




YP00204239
YP00205947
YP00204555
YP00204364
YP00204166
YP00205915
YP00204707
YP02119304
YP02105863
YP00204683
YP00206045
YP00205564
YP00204080
YP00204353
YP00205565
YP00204622
YP00204729
YP00204132
YP00205530
YP00205551
YP00205106
YP00204036
YP00205430
YP00205862
YP00206047
YP00204023
YP00204294
YP00205327
YP00204792
YP00206078
YP00205520
YP00205550
YP00204608
YP00205563
YP00205989
YP00205130
YP00204208
YP00205576
YP00204099
YP02119305
YP00205065
YP00205579
YP00205505
YP00205128
YP00205568
YP02119293
YP00204292
YP00204007
YP00206062
YP00204333
YP00204591
YP00204359
YP00204643
YP00205571
YP00204445
YP00205725
YP00205068
YP00204047
YP00206022
YP00205659
YP00205516
YP00206072
YP00204260
YP00205522
YP00205506
YP00205546
YP00205567
YP00204658
YP00206023

hsa-miR-188-5p
mmu-miR-92a-3p
hsa-miR-196b-5p
hsa-miR-328-3p
hsa-miR-493-5p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-200a-3p
hsa-miR-17-5p
rno-miR-185-3p
hsa-miR-181c¢c-5p
hsa-let-7a-2-3p
rno-miR-666-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-758-3p
rno-miR-667-3p
hsa-miR-365a-3p
hsa-miR-29¢c-3p
hsa-miR-29¢c-5p
rno-miR-347
rno-miR-483-3p
rno-miR-143-3p
hsa-miR-433-3p
hsa-miR-433-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-30d-3p
hsa-miR-152-3p
mmu-miR-1839-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-138-5p
rno-miR-29b-1-5p
rno-miR-466¢c-5p
hsa-miR-374b-5p
rno-miR-665
hsa-miR-134-5p
rno-miR-346
hsa-miR-29b-2-5p
rno-miR-878
hsa-miR-192-5p
hsa-miR-451a
mmu-miR-301b-3p
hsa-miR-935
rno-miR-200c¢-3p
rno-miR-340-3p
rno-miR-742-3p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-151a-5p
hsa-miR-137
hsa-miR-210-3p
hsa-miR-193a-3p
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-448
rno-miR-760-5p
hsa-miR-615-5p
mmu-miR-541-5p
mmu-miR-429-3p
hsa-miR-148b-3p
mmu-miR-212-3p
hsa-miR-34c-5p
rno-miR-25-5p
hsa-miR-204-5p
hsa-miR-24-3p
rno-miR-322-3p
rno-miR-201-5p
rno-miR-450a-5p
rno-miR-678
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-26a-5p

LXI

CAUCCCUUGCAUGGUGGAGGG
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUG
UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
CUGGCCCcUcucuGcccuuccaGu
UUGUACAUGGUAGGCUUUCAUU
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
uuuccucuGGuccuucucu
AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
CUGUACAGCCUCCUAGCUUUCC
AGCGGGCACGGCUGUGAGAG
UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
UUUGUGACCUGGUCCACUAACC
UGACACCUGCCACCCAGCCCAA
UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UGACCGAUUUCUCCUGGUGUUC
UGUCCCUCUGGGUCGCCCA
CACUCcCuUccccucccaucuuacu
UGAGAUGAAGCACUGUAGCUCA
AUCAUGAUGGGCUCCUCGGUGU
UACGGUGAGCCUGUCAUUAUUC
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
CUUUCAGUCAGAUGUUUGCUGC
UCAGUGCAUGACAGAACUUGG
AAGGUAGAUAGAACAGGUCUUG
UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA
AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
UUUCAUAUGGUGGUUUAGAUUU
UGUGAUGUGUGUAUGUACAUG
AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG
ACCAGGAGGCUGAGGUCCCUUA
UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG
UGUCUGCCUGAGUGCCUGCCUCU
CUGGUUUCACAUGGUGGCUUAG
GCAUGACACCAUACUGGGUAGA
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
CAGUGCAAUGGUAUUGUCAAAGC
CCAGUUACCGCUUCCGCUACCGC
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUG
UCCGUCUCAGUUACUUUAUAGCC
GAAAGCCACCAUGUUGGGUAAA
UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
UUGCAUAUGUAGGAUGUCCCAU
CCCCUCAGGCCACCAGAGCCCG
GGGGGUCCCCGGUGCUCGGAUC

AAGGGAUUCUGAUGUUGGUCACACU

UAAUACUGUCUGGUAAUGCCGU
UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
UAACAGUCUCCAGUCACGGCCA
AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
AGGCGGAGACACGGGCAAUUGC
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
AAACAUGAAGCGCUGCAACA
CACUCAGUAAGGCAUUGUUC
UUUUGCGAUGUGUUCCUAAUGU
GUCUCGGGGCAAGGACUGGAGG
CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU




YP00206075 hsa-miR-381-5p AGCGAGGUUGCCCUUUGUAUAU
YP00205400 mmu-miR-21a-3p CAACAGCAGUCGAUGGGCUGUC
YP00205045 mmu-miR-598-3p UACGUCAUCGUCGUCAUCGUUA
YP00205072 mmu-miR-101b-3p GUACAGUACUGUGAUAGCU
YP00205398 hsa-miR-208a-5p GAGCUUUUGGCCCGGGUUAUAC
YP00204114 hsa-miR-338-5p AACAAUAUCCUGGUGCUGAGUG
YP00206000 hsa-miR-759 GCAGAGUGCAAACAAUUUUGAC
YP00205523 rno-miR-324-3p CCACUGCCCCAGGUGCUGCUGG
YP00205869 hsa-miR-195-5p UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
YP00205163 mmu-miR-151-3p CUAGACUGAGGCUCCUUGAGG
YP00205479 mmu-miR-770-5p AGCACCACGUGUCUGGGCCACG
YP00206067 hsa-miR-129-2-3p AAGCCCUUACCCCAAAAAGCAU
YP00204521 hsa-miR-99a-5p AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
YP00204534 hsa-miR-129-5p CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC
YP00205723 rno-miR-582-5p UACAGUUGUUCAACCAGUUACU
YP00205514 rno-miR-224-5p CAAGUCACUAGUGGUUCCGUUU
YP00205690 hsa-miR-33a-5p GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
YP00205556 rno-miR-511-5p CAUGCCUUUUGCUCUGCACUC
YP00205534 rno-miR-351-5p UCCCUGAGGAGCCCUUUGAGCCUGA
YP00205164 mmu-miR-497a-5p CAGCAGCACACUGUGGUUUGUA
YP00204779 hsa-miR-136-5p ACUCCAUUUGUUUUGAUGAUGGA

ANHANG-TABELLE 30: ROHDATEN DES EV-MIRNA-PROFILING IM URIN VON ZSF1

Rohdaten der miRNA-Quantifizierung in Urin-EVs fettleibiger und schlanker ZSF1-Ratten im Alter von
14, 22 oder 26 Wochen (n=4). Gezeigt sind Ct-Werte. MiRNAs wurden mittels individualisierter
miRCURY LNA gRT-PCR Platten mit 374 miRNA-Assays und interne Kontrollen (Qiagen) quantifiziert.
EV: Extrazelluldre Vesikel. miR: microRNA.

EV-Profiling Gesamturin-Profiling
- Schlank Fettleibig -
Fettleibig (EVs) (EVs) (Gesamturin) Fettleibig Schlank
miRNAs Woche14 Woche22 Woche26 Woche22  Woche 22 Woche 14 | Woche 26 | Woche 26
MiR-295-5p 341 354 352 332 34,7 348 354 342 / 35,2 / / 37,8 389 / /
347 348 348 319 34,0 348 352 348 / 35,0 / / / 36,2 / /
miR-1188-5p 354 36,0 36,2 349 / 352 36,2 398 354 337 385 |/ / / / /
/ 354 / 35,3 354 |/ 388 |/ / 35,0 395 / 38,0 38,2 382 /
MiR-135b-5p 332 32,2 33,7 328 33,0 324 329 330 345 353 375 36,8 38,8 355 354 38,0
344 334 335 320 32,7 321 333 344 351 347 36,0 / 37,9 35,1 37,7 38,2
. / / / / / 357 / / / 38,1 / / / / 38,7 |/
MRASSO-3p g5y a4 [ I B3 1 |1 I
miR-199a-5p / 37,9 / 39,3 376 |/ / / 355 354 / / 38,2 35,0 379 |/
36,7 35,8 / 31,9 355 |/ / 36,1 / / 351 |/ 39,1 355 353 |/
miR-199a-3p 355 34,6 338 354 356 353 353 350 336 350 349 349 353 353 / 349
353 355 355 342 346 329 345 352 349 355 / 35,0 34,7 35,2 349 |/
let-7d-5p 26,4 253 26,0 258 258 25,0 255 26,3 27,0 269 292 29,7 28,9 289 29,9 30,0
26,6 26,0 26,3 254 251 259 256 26,1 27,7 264 30,4 30,0 29,6 28,1 30,4 29,7
let-7d-3p 26,1 25,6 259 26,1 262 255 253 58 272 271 294 29,8 29,3 29,2 30,4 29,9
264 264 262 256 26,1 26,0 252 26,0 278 269 30,3 30,0 30,0 29,3 30,2 30,2
miR-93-5p 27,6 26,5 2712 272 27,3 265 26,3 27,3 284 283 31,3 35 30,7 30,4 32,3 31,8
272 27,6 272 268 270 27,3 270 27,3 287 278 31,9 319 31,2 305 32,0 323
MiR-674-5p 32,7 319 32,7 323 325 31,0 31,9 324 314 322 356 34,9 354 333 339 354
32,9 332 32,3 322 319 323 34,1 336 332 324 357 349 335 351 355 334
MiR-674-3p 32,2 30,9 31,4 299 31,8 30,8 30,6 31,3 32,0 324 33,7 355 354 354 352 34,2
32,3 325 321 314 31,8 315 314 317 326 320 355 355 351 354 / 35,1
miR-23a-3p 253 247 250 249 253 244 243 247 26,4 26,1 284 289 273 274 28,8 28,0
25,3 252 254 245 250 245 244 249 26,3 253 292 29,2 28,0 27,9 28,9 294
miR-23a-5p 355 38,0 / 32,0 354 337 / / 341 345 346 350 33,4 349 33,4 356
/ / 349 326 343 324 39,1 34,3 341 353 344 356 349 355 349 354
miR-499a-5p 29,0 27,7 288 283 286 28,0 28,0 29,6 31,3 307 342 356 329 354 34,7 355
294 293 28,1 279 28,3 29,3 284 294 32,7 309 34,3 333 35,6 35,2 35,0 35,2
MiR-499a-3p 334 322 324 330 332 321 324 326 355 354 / / 354 354 352 354
334 327 32,3 323 325 325 333 324 348 342 / 35,5 / 35,7 350 /
miR-139-5p 349 337 328 344 36,8 34,9 372 355 354 353 34,6 354 36,2 36,9 /
355 345 344 338 349 352 343 |/ 345 339 351 347 / 35,2 355 372
miR-139-3p 33,8 352 35,1 339 347 333 352 350 332 330 352 338 346 349 354 339
353 344 339 315 342 352 354 352 34,1 328 340 344 34,3 350 354 353
let-7b-5p 233 228 23,0 231 231 224 233 234 253 249 274 28,0 26,6 26,6 29,0 285
240 239 240 228 229 229 232 244 26,0 245 278 278 27,0 26,4 289 282
let-7b-3p 29,3 28,6 29,2 289 29,1 285 286 288 30,8 305 328 329 31,9 32,2 328 339
29,4 291 29,1 28,6 289 2838 289 294 316 298 32,0 332 33,0 323 33,0 342

LXI



miR-708-5p
miR-708-3p
miR-431-5p
miR-449a
miR-132-3p
miR-132-5p
miR-339-5p
miR-145-5p
miR-101a-5p
miR-301a-5p
miR-488-3p
miR-135a-3p
miR-1249-3p
miR-196¢-5p
miR-133a-3p
miR-133a-5p
miR-300-3p
miR-300-5p
miR-336-5p
miR-324-5p
miR-323a-3p
miR-323a-5p
miR-21-5p
miR-802-5p
miR-330-3p
miR-455-5p
let-7i-5p
let-7i-3p
miR-653-5p
miR-376b-3p
miR-376b-5p
miR-34c-3p
miR-488-5p
miR-410-3p
mo-let-7f-1-3p
miR-340-5p

miR-322-5p
miR-187-3p

30,9
321
35,1
36,3
30,0
31,1
33,9
324
33,9
333
/

28,3
28,2
32,3
321
311

344

374

21,2
214
35,2

32,0
324
31,4
314
28,2
28,6
35,5
33,9
34,6
33,6
38,1
34,5

35,5
355
354
354
35,3
353
31,2
30,8
324
33,0
29,5
29,9
32,5

32,7

34,3
35,0

274
28,0
31,3
32,2
30,8
31,0
33,3
33,6
35,3

318
32,9

303
343

38,0

20,7
214

31,2
32,6
30,0
314
27,8
28,3
34,0
33,7
32,7
32,7
35,6
35,5

35,6
35,5
35,1
354
345
352
30,2
30,6
31,9
32,9
29,1
29,9
314

30,4
30,9
355
35,6
331
30,7
30,9
331
33,7
34,5

273
27,6

323
30,9

37,2

36,5
211
219
38,9
/

311
31,7
30,3
30,6
28,0
28,5
354
35,1
32,5
33,0
34,2
354

34,8
32,9
35,2
37,6
33,9
35,2
34,8
30,0
30,5
33,2
32,3
294
294
31,8

30,5
30,6
335
35,2
28,8
28,2
34,1
33,1
33,1
33,0
/

27,6
274
32,3
31,5
30,6
30,8
32,7
333
34,2
34,7
32,6
30,9
29,5
29,3
34,0
33,2
34,5
32,3
/

37,2
35,0

354
29,2
29,1
35,2
34,8
34,6
35,6
213
21,0
35,7
34,0
31,5
31,2
30,7
30,1
27,9
274
35,5
32,5
33,1
32,1
28,1
32,6
39,0
/

34,9
32,4
34,7
33,5
34,1
34,9
30,0
30,3
31,9
32,2
29,2
28,7
32,1

31,2

32,9
354

28,0
274
31,3
31,6
31,1
30,5
341
32,8
35,5
34,8
32,2
314
29,8
29,3
352
32,3
355
35,0

352
34,9

38,8
/

294
28,6
38,7
354
35,1
355
213
20,9
345
35,2
31,8
31,0
30,7
30,4
27,9
274
34,7
34,3
34,0
33,2
31,1
32,1

36,9
32,8
34,2
34,5
34,6
33,5
34,9
31,0
30,3
31,9
32,2
29,3
29,0
32,3

33,7

30,8
/

35,3
271
27,8
31,0
30,0
30,0

32,3

35,2

34,9
20,2
20,9
35,1
39,2
31,3
31,9
30,3
311
26,8
27,6
33,5
34,5
33,3
33,9
324
27,2

394
34,6
33,3
34,8
33,4
34,4
35,6
30,0
30,7
31,8
32,2
28,3
28,7
315

30,1
30,3
35,7
34,9
314
324
35,6

328

36,8

21,8
20,4
36,6
35,0
30,5
31,3
29,8
30,4
27,9
28,4
33,9
35,6
32,4
32,2
39,5
37,3

38,2
354
35,1

35,6
35,2
353
29,7
29,8
32,3
32,3
29,1
29,2
315

30,3
30,7
35,0
32,9
31,2
32,9
33,2
33,0
334
34,2
/

274
27,3
32,1
32,3
31,0
31,3
33,1
33,9
/

324
32,8

304
345

34,9
38,2

20,3
214
32,9
353
31,8
31,6
30,3
30,8
28,6
28,9
34,9
34,3
32,3
33,0

34,2

34,1
34,9
354
34,9
35,0
34,5
30,1
30,2
33,1
333
29,6
294
32,5

LXI1I

294

34,1
35,0

28,6
29,0
32,4
32,5
33,5
32,8
35,0
35,2
35,0

34,5
34,6
31,2
31,8
344
33,7
34,0
353

—~—— — | —

37,8
30,3
30,4

36,3

24,9
254

34,9
33,3
33,3
32,5
32,9
29,5
29,8
34,5

34,7
34,9
33,3
36,4

31,2
32,3

35,5

32,6
34,2
35,3
35,1
317
314
33,0

31,9
32,2
353
38,8
30,6
31,9
32,1
32,0
35,1
352
34,8
34,0
28,7
28,3
31,9
324
33,3
32,8
35,2
335

37,0
335
32,9

30,7
355

355

24,2
23,5
36,8
38,3
32,6
32,3
32,0
324
29,0
28,4
35,0
34,5
341
32,4
32,0
34,8

32,8
32,6
35,0

345
375
32,0
32,0
345
34,0
30,4
29,3
333

349 353
348 356
/ /

/ /
352 355
314 318
350 /
34,2 352
33,2 355
/ 35,6
/ /
355 356
308 312
322 314
331 325
339 332
350 352
350 355
/ /

/ /

/ /

/ 35,9
333 345
355 346
315 324
324 319
347 338
33,7 349

/ 371
375 355
266 27,7
278 2716

/ 355

354 352

35,5
35,2

32,6
345
32,1
33,0
33,5
34,8
36,2

30,7
31,2
32,5
32,3
35,6
354
354
35,0

34,6
36,2
32,2
32,5
35,1
34,6
354
34,9

—_——— — — —

32,9
33,0
38,1
35,7
38,5
38,9
26,7
27,3

324
33,3
32,9
35,5
29,7
30,9

35,3
355
34,8

30,3
32,3

35,0
36,6
35,0
35,5
35,0
352
33,8
32,8
34,0

35,3
35,1

353
333
353
32,6
354
355

30,8
30,9
32,8
32,9
35,2

38,8

26,8
27,0
36,9
36,3
33,2
33,9
35,6
35,0
30,2
29,4

38,2

35,0
34,5
34,6

34,3
32,0

355
37,9
344
34,5
34,7

32,7
32,9
343

35,3

33,3
34,2
33,2

344
34,0

34,5
335

34,6
35,8
37,2

31,7
32,2
32,2
33,9
34,7
35,1

39,2

37,7
34,8

323
355

35,9
37,0
28,8
26,7

32,9
34,9
344
354
32,0
32,3

—_ — O~ — — —

344

38,7
36,0
34,1
35,2

39,6
34,7
35,0
35,0




miR-10a-5p
miR-10a-3p
miR-25-3p
miR-20b-3p
miR-190b-5p
miR-598-5p
miR-30c-5p
miR-30c-1-3p
miR-148b-5p
miR-106b-5p
miR-106b-3p
miR-100-5p
miR-760
miR-154-5p
miR-154-3p
let-7a-1-3p
miR-325-5p
miR-325-3p
miR-484
miR-349
miR-381-3p
miR-9-5p
miR-9-3p
miR-211-5p
miR-16-5p
miR-501-5p
miR-140-5p
miR-140-3p
miR-363-5p
miR-881-3p
miR-376a-3p
miR-146a-5p
miR-24-1-5p
miR-296-5p
miR-296-3p
miR-31-5p

miR-31-3p

33,3
284
28,9
34,0
34,0
28,1
28,3
35,0

34,7
35,0

22,5

34,9

33,7

34,0

33,5

29,5
29,2
354
33,7
321
31,8
32,2
324

34,7
35,6
28,4
28,8
34,9
33,6
31,2
314
234
235
34,9
34,9
29,2
29,3
271
27,5

35,6
35,2
34,3
35,2
335
34,5
331
33,3
35,6
33,8

30,5
30,4
33,9
35,0

32,2
21,7
29,0
32,9
34,5
273
28,4

35,3
34,5
34,1
35,5

217
228
343
33,9
327
34,2
285
29,1
315
32,1
35,0
35,1
34,0
344
344
35,2

28,7
29,3
34,5
34,8
32,1
314
32,0
31,9

345
34,8
28,3
28,1
344
35,1
30,9
31,5
23,0
233
33,5
34,8
28,3
29,2
26,2
27,3

355
353

34,7
35,5
32,7
32,9

37,5

30,3
30,0
33,3
34,6

32,3
27,9
29,0
33,8
33,9
273
284

354
35,6
341
38,3
343
22,0
22,3
343
34,7
33,7
34,2
29,5
294
31,7
32,1
34,0
34,3
33,0
33,1
341
34,0

38,3
29,0
291
34,5

31,2
32,0
314
32,2

37,3
354
28,1
294
32,2
33,5
31,0
31,9
22,6
233
34,5
34,4
28,9
28,9
26,1
26,9

33,8
354
35,5
354
354
33,8
31,9
32,5
35,2

30,3
31,0
33,9
355

31,5
27,9
274
33,2
32,0
27,2
27,1
31,7
33,7
353
33,1
35,0
27,6
22,1

33,8

34,9

32,9
33,4
34,7

38,8
29,2
28,5
33,8
34,2
31,5
30,7
317
30,0

337
34,0
28,1
27,5
343
326
313
30,9
23,0
22,1
344
355
28,6
28,2
26,2
26,1

34,8
33,9
343
344
28,1
32,9
33,2
323

29,6
37,0

30,4
30,1
34,4
33,7

31,9
27,8
273
32,8
32,5
21,7
27,3
34,7
355
35,2
345
35,5
33,0
224

33,9

344

32,8
33,0
33,7

37,2
294
29,0
35,2
324
31,2
31,0
31,3
30,8

35,0
34,7
28,2
28,1
34,0
32,3
31,2
314
22,9
22,7
34,6
33,5
28,7
28,0
26,8
26,4

329
3438
344
349
324
30,4
333
328

354

38,9
29,9
30,2
34,2
333

321
26,9
27,2
331
33,9
26,7
27,2

351

351
21,6

35,3

34,0

30,9
343

354
281
29,2
33,6
34,5
30,4
29,7
31,0
314

344
34,9
27,2
271
33,1
324
30,1
31,1
22,2
22,2
35,6
336
27,7
28,3
26,0
26,6

349
345
349
352
332
28,2
328
327
344
330
37,1
338
294
29,8
333
319

32,1
27,8
28,0
34,5
32,9
26,9
27,7
34,3
34,7
354
35,8

35,5
213

36,4

34,3

326
344
344

28,5
28,6
35,6
33,1
32,5
31,1
313
31,9

35,2
36,7
29,5
28,5
34,4
32,6
32,7
30,9
22,6
23,1
355
34,6
28,4

354

29,9
30,4
34,3
344

32,1
27,3
28,4
33,3
34,0
278
28,3
35,3
34,8
33,6
35,8

35,9
21,9

35,3

354

34,5
34,1
33,6

28,6
29,0
34,7
34,6
30,3
32,2
31,9
32,3

353
37,5
28,4
30,1
33,2
35,1
30,9
31,9
23,2
23,9
353
35,6
28,7
28,9
26,6
27,0

355
335

34,2
35,6
353
32,0
31,9
34,1
/

31,3
30,8
35,1
34,6

LXIV

32,9
28,7
29,3
354
34,7
29,3
29,6

38,0
35,6

24,1

35,6

32,7

35,6
34,7

33,2
32,7
355

31,9
32,7
31,5
32,3

374
35,2
31,3
32,4
34,5
35,5
33,0
33,9
24,7
252
34,6
34,9
30,1
31,0
28,1
28,7

35,6
34,1

35,0
34,3
354
33,3
32,5
33,5

32,0
31,1
33,8
354

33,2
28,1
28,1
354
35,0
29,2
28,8
33,2

36,3
34,8
353
33,6
24,0
234
34,2
354

354
30,2
29,9
34,1
33,3
29,3
35,2
33,1
33,3
354
34,1
36,3

32,1
31,1

344
33,1
317
313
295

344
352
30,8
298
333
34,6
32,2
32,1
247
24,1
34,1
34,0
29,9
29,3
28,3
278
35,5

35,1
35,6
35,5
34,6
332
33,3
354
35,2

32,2
37,1
38,1
31,2
30,9
35,3
333

34,7
35,3

33,3

33,7
36,5

354
35,5
35,5
334

39,8
35,6
352
29,2
29,6

33,0
33,2
318
35,6
345
354
34,0
354
28,3
28,8
34,1
35,2
32,1
34,3
30,0
31,3

—_—_— —

354
35,5
35,5
35,2
345
35,5

34,8
34,9

353

34,5
354
35,6

37,9
313
31,3
37,7
33,9
36,2

34,8
26,4
26,4
355
34,8
35,5

355
34,5
35,3
34,6
35,6
294
34,3
35,0

355
36,9
35,2
35,3

34,9
35,8
33,4
27,8
29,5

323
33,0
34,0
323
355
355
344
34,6
29,0
28,8
34,0
35,0
344
34,0
30,1
312

—_——— — —

34,8
35,5
354
35,2
35,6

35,3
34,3

355

34,3
34,9
353
35,3
34,9
29,9
30,5
36,1

34,9

26,2

338
354

38,5
343
35,3
33,5
35,5
33,9
36,4
28,2
30,1

324
33,6
32,5
334
35,6
34,8
33,9
35,5
27,3
21,7
32,9
33,5
32,8
34,5
29,8
304
39,3

34,7
34,9

35,0
34,7
35,5
35,1
32,3
35,0

33,0
33,3
33,5
34,8

35,5
34,5
34,4
35,6
35,6
30,0
30,0
36,3
34,9
35,5
35,1

26,0

34,6
/

38,6
34,7
35,0

34,9
34,8
35,0
29,0
29,0

33,3
32,8
33,2
324
33,4
354
33,9
33,5
27,6
271

35,6
33,1

354
33,5
33,7

31,8
31,9
36,6
35,0

38,5
26,2
26,6
359
35,3
33,4
35,5

35,0

38,4

344
35,6
35,1
348

34,1
354
35,5
33,5
35,0
31,3
31,6
34,1
38,7

37,8

26,0
26,8
34,9
/

354

35,0
34,4
35,0
34,6
34,2
33,3
354
35,6
34,5

38,2
/

354
35,2

35,0
35,2
28,9
29,6

34,0
333
344
338
35,2
35,1

29,3
29,0
32,9
34,2
34,0

35,0

35,0
35,0
35,5
/




miR-877-5p
miR-463-3p
miR-331-3p
miR-218-2-3p
miR-673-5p
miR-378a-5p
miR-362-5p
miR-362-3p
miR-147b
let-7a-5p
miR-345-5p
miR-345-3p
miR-206
miR-22-3p
miR-22-5p
miR-181b-5p
miR-377-3p
miR-539-5p
miR-1-5p
miR-872-5p
miR-872-3p
miR-28-5p
miR-28-3p
miR-384-3p
miR-384-5p
miR-26b-5p
miR-26b-3p
miR-181a-5p
miR-181a-3p
miR-20a-3p
miR-291a-3p
miR-743a-3p
miR-146b-5p
miR-186-5p
miR-128-3p
miR-466b-5p

miR-532-3p
miR-382-5p

23,4

30,4

30,4
37,6

34,8
/

291
294
29,6
30,0
291
29,4
30,3
30,4
37,3
35,6
35,3
33,3
26,1
26,5
324
33,9
27,9
27,9
34,5
34,5
34,8
34,8
33,9
30,9
27,2
271
31,7
31,7
30,6
31,0
31,8
311
34,7
357
30,5
311
34,8

33,7
35,0

34,7

23,4

31,7
31,0
32,6
26,1
27,0
29,1
30,4
29,1
30,4

—~— — —

284
294
28,6
29,8
28,3
29,4
28,9
30,6
34,7
35,5
34,1
34,2
249
26,4
32,5
343
27,0
27,8
33,0
343
33,8
35,3
32,9
31,1
27,2
27,0
31,0
314
29,8
31,0
30,2
314
344
353
30,4
30,7
353

33,9
34,3
355
35,6
29,5
29,5

36,1

233

29,7

29,8

351
34,7

28,0
291
29,0
294
28,8
28,9
291
29,8
34,9
35,6
33,2
33,0
259
26,4
33,2
33,2
274
27,5
34,0
34,6
34,3
34,4
30,4
33,3
28,2
291
31,0
31,8
30,4
31,0
31,6
30,8
354
353
30,1
30,9
34,5

22,3

31,0
314
31,2
27,0
26,3
30,4
29,1
29,3
29,0

35,6
37,0
36,9

35,6
28,6
28,1
29,2
29,0
28,6
28,5
29,2
292
35,6
35,0
33,2
318
25,1
25,0
323
324
27,6
27,2
34,0
328
344
34,9
28,5
31,1
28,8
28,0
31,1
30,8
298
298
30,9
30,3
34,9
35,6
30,1
30,0
35,2

354
32,7
35,0
34,6
29,7
29,1

36,8

35,6
30,0
28,8
345
34,5
31,9
31,2
33,9
35,1
22,6
22,4
29,1
28,4
32,3
314
31,7
31,5
274
26,0
30,4
29,3
29,6
28,9

34,9
39,3
/

28,8
28,2
29,1
29,1
29,0
28,2
29,7
294
353
354
33,1
32,0
257
253
33,0
32,5
21,7
27,2
34,3
33,1
33,8
344
31,0
28,4
28,3
28,2
31,0
30,8
30,3
29,7
30,6
30,1
34,9
34,7
30,4
30,1
33,8

33,8
35,0
35,0
35,5
28,9
29,5
36,3

349

22,2

30,2

294

35,6
35,6

27,9
28,6
28,8
294
281
28,9
29,0
29,6
35,2
36,2
32,0
321
24,9
25,5
32,2
33,2
26,7
27,6
32,9
354
34,4
34,8
29,0
30,9
21,7
28,5
304
29,6
29,8
30,4
30,0
31,3
34,8
35,1
29,9
30,1
34,9

328
344

354

31,5

314
26,0

29,2

28,8

294
36,0
34,8
354
34,0
253
25,6
32,3
32,3
26,2
27,0
32,9
34,3
33,7
32,9
348
34,2
30,5
274
30,9
314
29,7
30,1
30,4
31,1
34,8
36,1
30,0
30,3
36,0

34,0
34,7

35,3

31,3

314
27,1
26,6
29,9
29,6
29,2
29,8

33,8

34,7
28,4
29,0
29,3
29,2
28,9
29,3
29,3
29,5
34,9
/

32,3
33,2
25,6
26,4
32,5
32,9
27,3
271
334
34,0
35,2
34,0
345
31,9
21,7
28,6
31,5
31,9
30,2
30,9
31,9
31,9
354
354
30,4
31,0
34,0

LXV

354
354

35,6

23,9

33,0

328
274

30,2

30,5

34,9
34,5
279
27,6
33,3
345
28,4
28,2
34,6
374
35,6
354
26,4
32,8
29,9
29,2
32,5
32,0
31,3
313
324
32,3
35,3
358
32,1
31,0
354

35,5
33,3

33,0
343

38,4
31,6
32,2
353
37,9

34,6
35,0
28,3
29,9
314
32,0
34,8
35,5
34,7
34,6
29,9
30,7
34,0
34,6
324
32,3

—_——

354
35,6
32,9
32,9
35,2
34,6
32,3
31,8

35,6

31,0
32,0
34,9
34,9
31,2
324
34,8
34,8
35,6
37,3
333
26,1
30,8
32,2
34,8
33,2
341
34,6
35,5
33,8
34,9
354
33,9
344
353

34,8
33,6

341
32,7

35,0
31,8
32,0
355
354

37,7

29,3
29,3
31,7
31,5
355
36,3
341
355
30,4
30,2
35,3
34,7
324
32,2

—_—_ — —

35,5

34,0

35,9

26,4
32,0
32,0
35,2
34,9
34,6
34,5
35,3
34,5
33,6
35,0
34,8
33,8
/

342
35,1
344

32,4
32,9

374

38,1
314
32,2
355

34,0
35,0
35,2
35,5
28,1
28,5
314
32,0
35,0

35,5
35,6
30,0
30,2
35,0
333
31,8
31,9

—_—_—

345
33,7
33,9
34,0
33,7
33,7
324
32,3

37,5
36,2

30,7
31,1
35,0
355
31,9
324
35,2
353
394

31,0
32,0
31,6
33,3
344
35,5
33,9
35,5
34,9
34,8
337
344
335
316

33,3
33,8
35,2

32,9

31,6
34,7

35,6
30,3
29,6
33,7
34,0
31,6
31,3

—_—_ — —

351
35,0
33,0
32,6
32,7
33,0
314
32,0

374
37,0
38,8
30,3
30,4
35,2
34,8
314
321

355

354
32,8
32,0
32,8
32,3
35,3
331
34,0
34,8
35,3
33,5
33,8
34,0
33,2
32,9
/

34,6
34,9

344
34,1

35,0

32,0
321

35,5

35,8
33,0
30,2
30,3
32,0
31,9
34,7
34,8
351
33,4
30,3
304
33,8
34,9
31,8
32,3

—~— — —

354

35,0

355

32,6
34,9

34,5
34,5

33,8
35,3
35,2
34,2
34,8
/

33,6

40,0

29,3

354

35,5
30,1
30,0
34,7
34,6
313
32,0

—~— —_—

35,6

34,9

33,0

35,0
34,0
353
/




miR-382-3p

miR-540-3p

miR-196a-2-
3p
miR-202-5p

miR-124-3p
miR-124-5p
let-7e-5p
let-7e-3p
miR-875-5p
miR-34b-5p
miR-34b-3p
miR-425-5p
miR-350
miR-761
miR-329-3p
miR-298-5p
miR-290
miR-130b-5p
miR-191-3p
miR-500-3p
miR-668-3p
miR-153-3p
miR-96-5p
miR-216b-5p
miR-369-3p

miR-369-5p

mmu-let-7f-2-

3p
miR-144-3p

miR-99a-3p
miR-103a-3p
miR-30a-5p
miR-30a-3p
miR-883b-3p
miR-136-3p
miR-191-5p
let-7¢c-5p

let-7¢-3p

34,8
35,5

39,2
38,5
36,9
/

34,8
33,9

27,0
27,5
32,5
32,7
36,7

35,1
331
331
31,8
28,9
29,0
32,3
32,4
35,0

34,2
35,0
34,8
32,6
33,6

317
318
34,7
344

38,1
/

28,3
28,3
35,7
39,8
34,7
36,4

33,3
33,6
34,6
34,9
34,0
35,3
34,2
26,3
26,0
254
26,1
27,2
27,8
30,3
30,1

27,3
274
231
23,8
35,2
33,1

34,9

35,6
355
37,3

33,9
35,0

26,0
27,3
314
32,7

32,8
34,8
33,5
33,7
27,8
28,9
31,8
32,3
34,9
34,6

37,0
35,0
33,3
33,1
37,6

32,3

335

353
325
343

34,7
34,5
34,0
25,0
26,0
24,0
26,0
26,2
21,7
29,7
29,8

26,2
274
22,9
234
34,0
/

34,5
36,4

37,5

37,5

35,5
354

26,7
27,0
32,0
32,2

32,0
32,3

284

28,4

37,9
35,3

35,6
35,0
333
33,6
35,3
354
34,2
35,0
254
255
251
25,8
27,0
27,2
31,0
324

26,5
27,0
22,9
241

343

32,5
354
354
355
37,7
35,6
32,5

314
29,1

26,4
26,1
31,7
32,0

344
33,0
33,3
33,0
28,3
27,9
31,9
315
34,2
28,1
38,9

35,2
34,0
33,2
32,1
34,7
36,7
32,2
323
344
33,1

37,0
35,0
35,5
27,8
27,1
34,9
32,9
34,9

38,2
334
32,5
32,9
32,4
354
35,1
34,6
25,1
253
25,0
248
27,3
26,8
32,0
31,3

26,4
26,1
23,0
22,3

35,6

35,1
35,2
37,9
38,4
36,5
34,7
354

33,3
33,7

26,8
26,3
32,4
32,3

31,6
31,9
30,4
32,0
28,2
27,9
32,5
32,2
35,1
355

344
34,9
337

36,9

24,6

25,2
274
271
314
30,9

26,4
26,3
22,9
22,9
34,9
35,0

35,5
33,2
35,6
36,8
36,1
37,7
36,9

35,8
32,9
31,8
355

26,2
27,0
315
32,5
36,1

32,7
32,0
321
30,6
27,5
284
31,3
32,1
33,8
33,3
34,6

35,3
34,7
32,9

346

27,8

34,9
34,9
34,3
32,2
33,3
38,5
35,5
33,2
34,0
24,6
257
24,6
255
26,6
27,0
30,5
314

25,7
26,3
22,0
22,8

34,6

355
36,8
34,6
37,6

352

37,2
34,9
39,1

26,0
26,4
31,2
32,3

34,5
32,1
34,7
328
28,2
28,3
31,7
31,7

34,0
38,3

34,0
33,2

32,4
32,6
34,1
34,7

34,0
34,0
27,2
27,3

354
35,9

354
36,3
333
33,5
274

344
35,2
24,7
25,5
24,4
24,9
26,4
26,8
32,6
30,6

26,0
26,6
23,5
234
35,0
34,9

34,5

37,9
35,9

35,5
354
35,2
37,0
35,1

26,9
271
32,6
32,3

32,9
34,5
32,0
32,7
28,7
28,8
32,1
32,0
/

35,8
34,1

37,6
33,0

34,8

254

253
27,0
27,3
30,5
31,6

34,3
26,3
26,9
23,2
245
354
355

LXVI

\\\\mm\\\
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33,0
34,8

29,3
29,2
324
34,5

29,5
31,6
28,2
29,2
29,0
29,5
34,2
35,1
35,9
34,9

353

33,7

344

27,6
28,2
24,6
253

35,6
36,4
36,0
34,9
35,8
34,6
/

31,6
32,0

28,8
28,2
34,2
32,5

31,1
31,5
31,0
30,1
29,2
29,0
345
33,9
33,5
31,5

374
35,7

38,7
38,9
355
34,1
33,9
32,6
33,2

338
/

29,6
29,3
354
36,4

35,5
35,0
35,1
32,3
355
34,3
32,7
26,4
259
26,8
26,6
28,4
27,9
32,9
32,9

21,7
27,3
243
24,0

35,0

371
38,7
35,5
35,6

35,6
354

35,5
34,9

30,9

30,4

28,5
318
31,9
35,3
35,1

284
29,0
26,3
27,3
36,8

352

355
31,7
35,2

35,8

34,7
33,0

39,2
31,8
311
33,0
34,5

35,2
38,6
354
354
31,8
32,0

36,6
35,0
34,8

355
36,8

36,4

354
35,2
355
344

354

35,8
32,8
34,1
35,6
354

354
35,6

353
35,5

30,1
30,4
28,8
28,6
32,1
321
354
351

284
29,0
27,2
27,0
/
/

33,9
37,8

344

35,1

32,4
34,6
284
30,4
30,2
31,6
35,5
34,4
34,8
355

35,7
38,1
35,5

37,1

21,7
284
25,9
26,4

35,2

344

33,7
33,0
31,9
29,4
31,3
30,4
33,8
35,1
35,5
35,2

—_—_— —

36,3
35,6

274
27,9
25,8
253

/

351

35,3

36,7
35,0
34,8
34,8
32,0
32,0
35,0
357
35,7
35,6
37,2

36,0

35,0
353
36,5
33,7
35,0
37,8
35,2
35,5

35,5
352
35,5
35,6

—_———— > — — — — —
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28,2
32,2

35,1
35,5

34,8
35,5

354

35,6
35,6

31,9
31,7
35,2
33,9

35,0
35,2

32,0

28,2
28,8
28,0
271
/
/




miR-219a-5p
miR-221-3p
miR-672-5p
miR-130b-3p

miR-342-3p

miR-219a-1-
3p
miR-99b-5p

miR-99b-3p
miR-742-5p
miR-190a-5p
miR-17-1-3p
miR-376a-5p
miR-352
miR-182-5p
miR-15b-5p
miR-15b-3p
miR-30c-2-3p
miR-27a-3p
miR-27a-5p
miR-196a-5p
miR-543-3p
miR-376¢-3p
miR-504
miR-327
miR-676-3p
miR-122-5p
miR-291a-5p
miR-98-5p
miR-449¢-5p
miR-23b-3p
miR-489-3p
miR-142-5p
miR-142-3p
miR-361-5p

miR-208a-3p
miR-219a-2-
3p

miR-343

miR-30e-5p

34,9

30,4

31,8

30,4

29,3
30,2
27,8
281
28,3
29,6
31,9
31,9
32,3
32,4
274
27,9
33,4
33,7
31,5
32,0
371
37,2
35,0
35,0
31,0
31,5
34,8
35,5
35,5

33,2
353
304
30,8

244
24,2
326
32,9
35,0

28,6
31,9
281
28,4
35,8

35,2
34,3
35,0

245

334

30,1
35,3
35,1
258
27,0
31,5
324
30,1
30,4
32,2
32,7
29,5
30,4

27,9
29,9
27,0
27,5
274
29,1
31,3
32,0
314
32,2
26,3
27,8
33,8
35,5
30,4
324
33,3
36,8
36,4
34,1
30,8
31,3
354
36,5
34,6
34,9
36,0
/

34,8
34,2
29,2
30,8

23,7
241
31,2
32,8

35,2
31,1
34,8
271
28,4
34,7

32,8
352
37,5

232

35,5

29,1

32,1

30,2

294
29,9
274
28,0
28,7
29,6
317
32,2
32,2
32,3
275
28,0
346
348
317
324
354
344
35,5
348
31,2
315

354
34,7
34,9

34,8
354
353
30,2
30,4

244
248
32,0
32,0
35,7
334
325
31,1
274
28,0
36,0
376
33,1
333
38,5
38,9
24,2

34,3

28,3

31,5

29,6

29,0
284
274
27,3
28,1
277
31,1
311
317
314
27,3
26,9
34,9
34,1
313
311
34,0
34,9
34,9
355
30,4
30,5
35,3
313
333
354
35,3
35,1
34,5
324
30,0
29,1
354
337
24,3
237
312
312
36,4
36,2
31,1
32,2
27,5
274
34,6
344
328
323
34,2
30,1
24,0

35,2

28,4

32,2

29,1
282
275
27,1
28,0
279
314
314
33,1
314
274
273
349
34,1
310
310
336
354
338
334
304
299
349
35,0
354
334
345
35,1
35,1
342
297
294
353
349
244
244
322
313
345
345
323
292
277
273
354
353
333
320
355
352
243

28,6
29,5
27,2
21,7
30,3
30,4
35,5
35,5
28,3
28,7
32,7
354
258
26,4
31,3
31,8
311
31,3
31,9
32,5
294
30,3
36,9

28,2
291
26,9
27,5
27,3
27,6
313
314
31,5
32,1
26,8
26,9
32,4
32,8
30,7
31,7
35,0
354
355
34,9
29,8
30,0
34,2
35,0
351
34,2
355
36,8
34,6
34,5
29,2
29,8
35,6
37,8
23,9
244
313
314
354
311
30,6
24,3
27,2
27,4
35,0
35,3
321
33,2
34,7
35,2
23,4

29,2
29,9
28,7
28,1
314
31,0
34,8
35,2
29,5
29,9
35,2
35,1
254
26,3
314
32,5
32,8
30,4
32,2
32,0
29,3
30,0
36,5

29,0
29,2
26,1
26,3
28,6
29,1
30,8
31,6
31,3
32,0
26,7
26,9
338
34,0
30,7
31,2

34,5
355
314
31,2
37,6

33,4
34,3
34,7
33,5
34,9
35,6
29,9
29,8

23,0
23,3
30,7
30,9
33,1
35,6
26,4
32,8
27,0
27,1
38,8

33,0
338
/

37,9
23,5

LXVII

34,7

30,4
35,0

26,4
26,4
32,1
32,0
30,8
32,2
32,6
32,7
30,3
30,3

29,1
30,3
26,8
27,0
28,2
30,2
31,7
31,9
32,0
324
26,7
274
34,0
35,2
30,9
32,1

354
32,8
36,8
30,9
31,3
348
37,3
35,0
355

37,0
353
358
30,3
31,2

234
234
31,1
314
356
36,4
343
35,0
27,4
28,0
35,1
355
336
344
/

24,0

36,8

30,3
34,1
353
277
27,8
32,9
33,0
344
354
354
354
32,0
33,0

31,0
31,9
29,2
30,4
31,0
32,1
33,3
32,9
32,3
328
30,8
30,2
343
33,4
32,2
33,1
355

357
353
317
32,1

38,1
35,0
35,2
34,5
32,5
32,8
35,0
32,3
32,6

26,0
26,4
33,1
32,6
34,5
35,2
34,2
32,7
29,3
29,7
34,7
36,2
35,0
34,7
37,5
35,6
26,8

34,3

29,7

33,8

30,3
30,3
29,3
29,3
294
30,2
32,5
32,7
32,0
314
29,1
28,8
33,1
33,6
32,2
31,7
34,7
34,4
38,0
34,0
30,5
31,3
35,6
35,2
35,1
35,0
33,2
31,1
33,0
32,3
314
314
36,9
353
259
253
32,1
314
35,2
35,2
31,5
33,2
29,2
29,0
35,6
35,2
343
34,0
/

354
26,2

35,3

32,3

34,8

314
35,1
35,0
35,1
35,6
36,2
34,7
355

34,2
33,5

35,5
38,3
355
355
354
32,8
345
334
34,7

34,8
27,6
28,3
33,1
35,1
34,6
355
33,7
354
31,3
32,1
35,2
35,0
344
345
35,5
35,8
30,3

35,2

32,3

34,3

35,1
324
31,6
359
34,6
34,8
35,2

34,9

37,5
34,8
32,5

35,0
35,5

341
34,2
34,4
33,6
341

28,0
28,3
353
35,2
351
34,8
35,5
35,6
314
32,2
34,0
35,1
34,0
35,6
35,6
354
30,4

33,7

31,1

354

344

31,3
32,3
31,9
31,9
30,3
318
34,8
33,8
334
354
30,6
30,8
34,7
354
33,2
35,5
35,0
35,5

32,6
33,6
378

35,6
38,4
32,6
34,5
32,7
33,7
32,0
33,3
37,7
34,9
274
28,3
34,0
35,2
35,1
31,9
34,1
33,3
31,0
315
34,0
35,2
34,3
352
35,6
355
29,3

34,7

313

354

354

31,7
31,3
313
31,8
31,3
30,9
35,3
35,6
341
35,1
30,7
31,0
354
34,8
34,9
34,3
35,6
39,2

38,3
34,6
31,8
37,6
34,9

35,5
34,1
31,5
34,6
33,4
32,8
32,8
38,1

272
279
356
35,1
356
352
354
328
312
316
349
350
344
344
/

375
29,9

34,6
354

334
35,9

32,5

35,0

31,6
35,6
34,9
34,5
34,2

35,6
34,9
35,0

38,1
37,0
38,7
355
34,2
354
34,3
35,2
35,5

274
27,8
34,9
/

34,9
354
31,9
31,9
35,2
34,5
35,3
34,6
38,5
39,4
30,1

355

32,5

35,5

31,8
355
35,6
34,5
35,1
39,2

36,9

344
33,9

39,1
36,5

354
32,9
353
33,8

26,8
27,8
33,9
35,6
35,2
36,0
34,0

31,0
32,3
35,1
35,0
35,6
35,5
36,3
39,5
29,9




miR-30e-3p
miR-200b-5p
miR-223-3p
miR-495-3p
miR-299-5p
miR-876
miR-216a-5p
miR-184
miR-18a-5p
miR-125a-5p
miR-125a-3p
miR-181d-5p
miR-379-5p
miR-222-3p
miR-465-5p
miR-29b-3p
miR-874-3p
miR-330-5p
miR-377-5p
miR-107
miR-652-3p
miR-421-5p
miR-505-3p
miR-133b
miR-423-3p
miR-20b-5p
miR-30b-5p
miR-632
miR-411-5p
miR-487b-3p
hsa-409-5p
miR-434-3p
miR-10b-5p
miR-218-5p
miR-7-5p
miR-338-3p

miR-743b-3p

248

35,2

32,0
314

25,2
324
32,4
35,2
354
351
34,1
28,7
28,8
35,1
32,9
26,5
26,4
31,0
31,3
32,7
32,6
/

27,8
27,9
29,0
28,8
32,9
33,7
31,3
31,9
34,2
32,6
29,7
29,4

223
226
342
344
347
35,6
354
352

374
34,9
/

29,6
30,3
29,3
291
31,9
32,3
34,9

29,9
30,6

248
259

32,6

32,9

34,2
28,0
28,0
345
34,3
254
26,2
30,8
31,6
32,0
32,5
37,3

26,3
27,8
27,9
28,9
32,3
33,1
29,5
318
31,8
33,5
284
29,1

220
224
328
346
344
349
34,0
349

38,2
39,1
28,9
30,6
28,2
294
30,3
32,1

34,5
30,1
30,0

243
26,5
271
27,3
284
345
30,0
34,9
39,2
36,4
33,8
38,9
35,1

38,2
30,4
30,7

31,8

251

33,5

35,1

31,4

29,0

22,2

284

32,3

31,2
32,2

23,9
26,6
26,4
27,8
27,3
32,1
32,7

35,0
37,1
35,2
34,9
353
34,5

30,7

353

34,9

28,3

28,5

224
21,8
33,0
29,7
33,9
31,2
29,5
354
34,6

33,9
34,7
29,0
28,9
28,2
28,0
31,2
30,3
33,3
35,2
314
30,7

23,9
26,7
26,4
21,7
274
317
28,5
34,9
37,2
334

37,0
33,0
33,9
32,9
30,0
29,8
314
30,8
252
24,8
31,9
31,2
33,7

353

317

26,1
284
27,6
33,2
32,8
30,9
30,7
32,8
32,3
28,8
28,2

22,4
22,3
34,2
32,3
33,2
34,5
32,5
29,8
34,9

352
33,9
294
29,0
28,9
28,4
30,7
30,8
34,5
34,6
31,2
30,5

24,2
26,2
26,8
26,9
27,2
30,3
22,8
35,6

33,8
35,5

35,0

31,0

34,0

35,2
281
27,3
32,7
33,3
24,7
26,0
29,2

32,1

30,8

29,0

217
22,3
32,3
32,8
34,6
35,1
32,0
30,1
35,3

34,8
341
281
29,2
28,0
29,0
30,3
30,6
37,2
31,0
30,4
30,5

24,0
25,9

34,3

33,7
28,5
28,1
35,2
354
254
26,1
317
32,2
32,1
328
/

26,6
274
27,5
28,2
328
34,5
30,2
31,0
313
32,4
28,4
28,6
/

/

22,2
22,0
33,3
32,9
34,7
34,8
35,9
354
/

/

378
/

29,1
29,6
274
28,0
30,9
31,6
34,4
/

32,4
29,5

LXVII

243
26,3

35,2

34,3

33,6

31,2

29,1

22,0
22,7
34,6
33,8

/
35,3
357
318

/

/
37,2
38,0
29,3
30,3
28,1
28,2
31,3
32,0
/
354
29,5
30,4

30,4
30,6
30,4
30,2
32,4
33,1
36,6

32,0
33,6

25,8
28,2
275
29,3
28,9
30,2
31,5
34,9
354

37,0
32,7

31,0

34,3

33,1
378

273
274
29,0
28,2
352
34,0
32,8
32,1
31,9
32,9
29,6
29,1
35,0
341
242
23,7
33,1
34,0
35,0
34,6
30,4
34,9

355

30,0
29,5
29,7
28,8
32,3
32,3
344
34,5
33,0
32,0

30,7
30,3
30,9
30,8
31,2
30,0
35,3

36,4
34,8

36,2

324

353

32,2

26,7

354

32,5

32,4
34,0

30,6
30,9
30,8
31,6
311
34,6
34,2
37,0

38,9
37,7

34,2
34,5
32,3
32,3
34,3

27,9
28,3
351
33,7
34,6
34,8

32,6
31,9
345
31,8
34,3
34,9
33,0
32,9
34,9
355

30,4
31,2
31,9
32,3
354

34,3
34,3
35,3
324
31,3
31,7

275
27,2
354
35,3
36,3
35,5
34,7
29,1
352

35,6
32,0
31,5
339
35,3
32,7
32,9

345
32,0

29,9
30,1

355

29,8
30,5
30,7
31,9
352
34,7
34,5
32,8
35,3
35,0
314
32,0

26,5
27,5
34,2
34,7
35,3
35,2
34,9
34,7
35,0

355

30,3
31,8
33,7
34,2
32,0
32,3

335
34,2

30,1
30,2
30,1
30,7
30,6
31,2
34,4

38,5
35,8

35,5
34,9
29,5
31,2
35,6
35,3
26,7
26,9
33,6
34,5
33,9
34,9

32,2
324
35,6
34,2
331
32,9
32,3
32,0
354
355

29,9
29,8
311
31,2

341
34,5
35,0
354
31,7
31,4

26,7
26,9
34,9
36,5
35,2
35,3
354
32,6

38,5
30,2
30,8
33,1
33,0
32,5
32,0
39,0

34,9
33,6

30,0
31,3
31,4
31,9
331
33,5
35,5

35,2
34,7

35,6
35,3
32,6
34,0
34,3
34,0
21,7
27,9
355
34,5
343
36,9

33,6
341
34,7
34,8
34,4
34,7
32,7
33,0
354
354

30,9
30,6
31,9
32,0

341
35,6
34,0
34,7
31,7
31,7

28,1

34,8

34,8

32,5

34,9

30,3
30,5
31,7
32,4
31,3
354
34,7

— —— — —

34,9
338
33,6

27,2
28,3

354

30,7
31,0
31,5
32,0

35,0
32,7
35,0
35,0
35,1
31,5
31,9

27,7
27,1
35,0
353
35,2
353
38,2
35,5

35,0

31,6
32,3
34,2
33,9
33,0
32,6

35,5
34,8
34,1




miR-344a-3p
miR-344a-5p
miR-568

miR-125b-5p

miR-125b-1-
3p
miR-203a-3p

miR-409a-3p

miR-320a
miR-193a-5p
miR-141-3p
miR-126-5p
miR-126-3p
miR-379-3p
miR-183-5p
miR-155-5p
miR-135a-5p
miR-326-3p
miR-101-3p
miR-490-3p
miR-490-5p

miR-383-5p

miR-125b-2-
3p
miR-215

miR-150-5p
miR-204-3p
miR-671-3p
miR-200b-3p
miR-301a-3p
miR-532-5p
miR-92b-3p
miR-503-5p
miR-342-5p
miR-19b-3p
miR-7a-1-3p
miR-29a-3p
miR-29a-5p

miR-542-3p

35,2

285
32,9

34,5

35,1
34,0

324

34,8

23,5

35,1

32,1

26,4
28,3
353
354
25,6
27,3
33,0
34,3
241
254

335
34,6
32,0
33,9
32,0
33,0
31,0
32,4
32,2

23,3

32,7
34,6

25,0
25,6
29,8
30,9
25,2
259
274
28,4
32,3
34,4

38,4

26,1

34,8
36,9

26,7
271
314
32,2
22,7
24,2
35,3
35,5
311
31,8
35,8
355
27,8
28,3
353
34,5
26,9
26,9
34,6
34,0
25,0
25,1

38,5

36,7
32,1
34,5

32,8

32,7
331

244

34,6

34,3

33,7

31,1

25,5

33,1
29,2

26,5
26,2
319
30,9
233
225
35,5
34,9
313
30,8
38,7
344
27,8
27,4
35,1
34,7
26,6
26,1
333
32,7
24,9
244

35,2
35,5
34,9
38,9
35,0
34,1
31,5
33,1
314
32,0
31,6
31,5
31,9
34,1

22,7

34,2

348
25,1
24,9
29,9
29,8
254
25,1
27,9
27,6
32,3
32,0

35,2
34,9
378
33,7

26,3
26,3
353
353
26,1
25,6

35,2
344

26,5
26,0
31,8
31,2
23,1
23,0
34,9
353
31,5
31,0
34,0
35,1
27,9
274
35,0

334

32,6

32,6
32,3
31,3
32,2
31,1
34,7

23,3

334

335
253
248
30,8
29,9
25,6
25,0
28,1
27,5
32,7
32,0

231

341
33,6

261
26,8
314
32,0
22,4
22,7
34,8
33,9
311
31,5

27,2
21,7
32,4
34,9
26,1
271
32,7
33,3
243
25,0
35,8

35,5
34,9
32,7
34,5

33,2

31,7
33,9

22,9

32,5

34,6
246

30,1
244
25,6
273
28,0
32,2
32,4

32,7
36,2

26,9
354

353

34,2

32,9
30,4
33,2
31,2
324
33,0

23,3

32,4

35,5
24,9
254
30,4
30,6
254
254
274
27,6
33,3
33,0

34,2

271
27,3
35,6
35,0
26,0
26,2
353
33,9
24,7
252

38,1
36,9

343
33,8
33,0
34,2
32,6
32,7
324
32,3
33,3

24,4

33,3

343
25,1
25,5
30,3
30,9
25,9
26,1
278
28,3
33,2
343

LXIX

~—— -

35,5
34,5

26,9
26,1
35,0
33,9
273
27,0

31,8
32,2

27,2
27,1
324
32,1
26,3
25,2
35,6
35,2
33,0
32,0

29,7
29,0
33,7
33,2
294
29,2
32,1
31,8
28,3
278

38,2

373

34,1
32,3
32,5
29,1
32,9
32,1
334
33,7
34,9

24,5

324

354
27,3
26,4
32,1
314
26,4
26,3
30,7
29,9
34,2
352

35,0

30,8

34,9
34,8

29,1
29,1
35,0
35,3
29,3
30,2

36,1
35,2
345

32,1
32,8
35,0

344

34,1

28,0

38,7
355

31,0
31,6
33,0
34,0
29,9
31,1
34,2
33,0
354
359

35,0

30,6

35,0
35,0

29,3
29,2
34,8
34,0
30,4
29,6
354
36,6
354
35,5

324
33,4

39,5
34,4
35,6
34,1
34,6
32,2
32,3

-

34,2
354

354

344

35,0

21,7

355

30,2

34,8
35,8

28,9
29,6
349
355
29,3
30,3
35,2

344
34,8

32,3
33,3
354
35,6
34,2
34,2
345
34,2
311
32,0

35,6
33,8
36,8
33,7
33,8
35,2
34,8
32,9
31,3
34,8
355
374

28,8

33,3

354
28,7
29,7
34,9
35,5
29,5
30,4
35,1
35,1
354
352

34,9

30,2

35,5
33,9

28,7
293
345
344
293
293
374
354
345
353

32,2
331
33,9

36,6

27,5

34,9

354
291

34,6
29,8
291
333
34,2
353
34,8

35,6

30,2

35,6
34,9

29,7
29,6
34,9
34,2
32,7
32,7

34,2
34,2

330
33,1
355
354
350
344
343
34,7
322
32,2

~ |~~~

35,6
344
35,6
35,2
33,3
35,3
34,9
34,8
35,0
37,6
30,5
31,0
34,8
34,5

32,8

34,9

35,2

354

30,6

353
354

29,3
29,9
34,5
34,2
32,3
29,7

35,9
34,5
353

32,3
32,4

355

28,3

34,9

354
34,9

313
30,8
34,5
35,5
30,3
30,4
33,1
34,0
353
36,7




miR-375
miR-339-3p
miR-138-1-3p
miR-34a-5p
miR-542-5p
miR-214-3p
miR-205-5p
miR-188-5p
miR-92a-3p
miR-196b-5p
miR-328-3p
miR-493-5p
miR-27b-3p
miR-200a-3p
miR-17-5p
miR-185-3p
miR-181c-5p
let-7a-2-3p
miR-666-5p
miR-194-5p
miR-758-3p
miR-667-3p
miR-365a-3p
miR-29¢c-3p
miR-29¢-5p
miR-347
miR-483-3p
miR-143-3p
miR-433-3p
miR-433-5p
miR-19a-3p
miR-30d-5p
miR-30d-3p
miR-152-3p
miR-1839-5p
miR-32-5p

miR-138-5p
miR-29b-1-5p

30,7

32,7

273

27,3

25,2
25,2
22,8
22,8
281
28,3
/

34,8
354

386
36,4
345
236
242
353
355
325
344
289
28,4
26,9
27,2
320
328
233
26

33,3
32,8
35,2
35,6
38,7

21,7
27,8
243
24,6
29,9
30,2
244
245
29,3
294
29,7
29,1
31,2
31,3
/

294

32,9
30,3
31,0
27,9
28,3
32,6
33,9
25,9
27,0
26,6
27,1
26,4
27,3

23
251
222
25
26,9
28,2
35,6
36,8
355
344
345
36,4
349
337
2,4
24,0
34,1
35,1
324
333
277
28,3
252
26,7
313
323
22,1
2.1

33,3
33,5
355
37,1

26,7
27,7
238
2.6
28,7
30,2
2.4
2.4
27,9
293
285
290
303
306
/

30,2

333
31,4

284
34,0
31,6
26,3
26,7
26,5
27,2
26,8
271

25,0
254
22,4
23,3
27,5
27,9
37,3

34,2
34,8

37,2

22,9
23,3
35,3
35,2
331
33,1
284
28,2
26,7
26,7
32,2
32,2
252
24,0

34,7
32,0
34,2
36,5
36,7
36,1

27,2
21,7
23,9
24,7
29,5
30,1
23,8
254
28,5
28,7
29,2
28,8
31,3
314
/

29,7

33,0

26,2

26,5

2.9
244
27
222
273
27,0
349
355
35,1
329
26,1
354
337
339
228
226
353
3438
316
309
283
28,0
26,2
258
316
31,7
235
225

35,2
30,4
32,0
35,0
338
36,9

27,0
26,9
24,2
23,7
294
29,0
244
23,7
28,4
28,3
29,1
28,8
31,0
30,4
37,7

30,0

32,6

26,6

26,6

253
249
22,8
22,1
27,8
27,2

34,5
34,3
333

35,7
39,0
35,1
23,2
22,7
34,7
34,0
32,2
31,9
28,8
28,0
26,3
25,5
31,9
31,7
232
234

353
32,2
32,3
354
354
35,2

273
26,8
241
24,0
29,3
29,2
241
23,9
284
28,2
29,5
28,1
31,2
31,2
34,9

284

34,5
29,3

25,3
30,9
28,9
25,6
26,0
261
26,6
26,1
274

241
24,9
218
24
26,6
27,2
344
338
32,6
35,0
35,3

35,2
34,6
22,3
23,3
34,5
34,6
311
32,1
21,7
284
25,1
26,3
31,3
324
23,2
24,3
36,4
34,5
32,5
29,7
33,6
36,7
35,5

26,3
26,4
23,2
24,0
28,8
294
23,3
235
27,8
28,8
281
29,5
31,0
31,7
36,0

32,0

33,0
32,2
32,7
278
28,6
33,9
35,5
25,2
26,3
26,3
26,2
26,0
26,3

23,8
24,2
23,6
22,3
27,2
278

34,8
34,7

353
35,6
22,1
22,7
34,8
34,5
34,8
354
274
28,0
26,0
26,4
31,7
32,4
235
23,9

32,0
34,7
36,7

26,8
27,4
238
24,0
29,0
29,4
25,9
244
28,0
28,0
28,3
29,3
29,3
29,8
/

314

33,0

27,0

26,8

24,2
241
224
23,3
274
28,1
35,5

35,6
34,2

34,3
22,8
23,1
35,1
39,0
34,5
343
28,1
28,2
26,4
26,7
32,1
324
242
24,2

33,7
33,3

348
378

27,0
27,6
24,0
244
29,2
29,7
243
25,9
28,5
28,8
284
28,3
29,7
29,3

LXX

29,7

33,1
33,6
34,4
28,5
27,3
34,5
35,2
27,9
28,1
29,0
29,3
27,5
27,9

28,3
28,2
253
26,4
29,3
29,5
35,0
354
35,0
335

35,1
349
259
26,4
344
373
30,7
318
28,4
289
285
29,4
324
335
27,0
279

33,1
33,8
34,9
354

30,3
30,9
25,7
26,0
313
31,7
26,4
27,9
30,4
30,3
32,3
32,2
32,4
32,0
36,0

29,3

31,9

28,0

274

27,2
26,2
249
24,2
28,7
28,1
34,6
35,3
33,9
33,1

38,0
35,5
253
249
34,9
33,7
30,3
30,3
28,1
28,4
27,1
273
31,9
33,2
26,4
27,2
35,8
33,6
34,0
32,6
354
33,2

29,3
28,9
259
253
30,9
30,4
26,2
25,6
30,0
29,2
32,0
31,2
32,0
31,8
37,0

28,8
29,2
35,0
35,1
35,0
34,9
334

35,0

32,6

30,0

30,9
31,1
28,4

32,2

32,4

32,3
30,0
31,2
35,0
354
27,2
274
354
378
34,6
33,6
35,3
353

36,9
313
33,2
28,7
29,1
32,6
32,1
29,5
30,0
34,0
35,2
35,2
355
33,7
33,9

32,5

35,0

33,1

30,0

314
30,8
29,9
28,8
31,5
32,1
34,6
34,0

35,5

38,7
35,7
27,9
28,2
35,3
35,3
32,7
31,8
31,7
32,2
313
31,0
354
35,5
271
26,4
36,4
35,6
34,2
34,9
354
355

32,2
321
29,2
291
33,3
321
30,9
29,8
34,5
35,3
355
354
35,6
351
/

28,1
29,0
33,7
34,6

32,3

35,0

31,9

29,2

30,1
30,3
28,7
294
30,9
31,2
35,5
35,1
33,9
35,0

353

28,0
28,3
35,5
35,5
314
32,4
30,9
31,8
29,5
30,4
34,9
34,3
27,1
21,7
34,8
374
34,9
34,8
34,2
35,0

29,1
30,6
28,2
28,7
32,0
32,9
29,8
30,3
32,6
34,5
35,1

33,9
34,6
36,0

354

31,8

294

30,1
30,3
28,5
284
30,6
30,4
34,7
35,5
33,0
35,6

354
35,0
21,7
28,0
36,3
35,3
32,2
315
31,8
31,3
30,1
29,3
34,8
34,9
273
27,2
35,9
33,7
35,1
35,0
351
34,8

35,5
30,4
29,7
28,2
284
32,0
32,5
291
29,2
32,8
341
35,0
34,9
34,7
355
39,8

30,3
30,6

33,8

34,5

34,9

31,9

29,6

30,7
31,0
31,6

32,3

371

319
322
320
313
31,0
353
344
273
265
37,7
350
35,0
35,2
35,1
33,0

31,8
31,9
29,3
294
33,2
31,7
32,2
32,7
35,2
33,8
34,5
34,9
331
35,6
37,8

38,4

33,3

30,0

30,3
31,0
31,1
29,0
31,5
32,3
33,2
33,8
35,5
39,8

39,1
27,8
28,4
35,6

32,6
328
32,1
32,0
30,5
30,4
354
35,2
27,3
26,5
38,9
35,2
354
34,7
33,9
35,0

32,1
31,8
28,8
29,3
32,8
33,0
32,4
30,4
34,4
354
354
35,5
33,3
34,8
34,5




miR-466¢-5p
miR-374b-5p
miR-665
miR-134-5p
miR-346
miR-29b-2-5p
miR-878
miR-192-5p
miR-451a
miR-301b-3p
miR-935
miR-200c-3p
miR-340-3p
miR-742-3p
miR-335-5p
miR-20a-5p
miR-151a-5p
miR-137
miR-210-3p
miR-193a-3p
let-7f-5p
miR-448
miR-760-5p
miR-615-5p
miR-541-5p
miR-429-3p
miR-148b-3p
miR-212-3p
miR-34c-5p
miR-25-5p
miR-204-5p
miR-24-3p
miR-322-3p
miR-201-5p
miR-450a-5p
miR-678

miR-130a-3p

35,5
29,6
30,1
35,1
35,3
35,0

35,3

35,2

241

231

31,9

31,2
35,2

26,7
25,1
25,2
30,8
31,0

34,9
291
29,0

37,7
291
29,2

35,5
35,3
37,9
28,7
29,9
352
34,9
343
33,7
34,8
34,9
31,3
31,9
34,9

244

23,0

32,4

355

33,9
234
249
35,6
34,8
34,0

35,2
34,9
34,3
34,9
23,0
23,1
279
28,5
29,0
30,0
32,0
33,6
34,2
35,6
255
27,0
243
24,9
30,0
31,3
34,8
/

28,2
28,9
354
35,1
28,0
29,2

34,5
34,8
34,8
28,5
29,6
34,8
344
34,8
34,5
391

31,2

331

23,6

224

32,3

354
31,3

34,2
24,0
24,4
35,0
34,6
341
35,6
35,2

34,4
354
22,9
23,9
28,2
28,3
33,7
29,8
29,6
31,3
35,0
34,9
25,9
26,3
24,9
253
31,3
311
34,6
/

29,0
28,9

29,2
29,1

38,7
38,2
348
28,8
28,4
29,9
32,3
34,4
34,1
34,8
34,7
31,7
30,8
34,7

23,2

23,3

31,7

338

32,9
237
23,6
35,6
337
347
35,2
35,2
343
354
327
23,3
228
284
27,7
29,1
28,0
32,0
318
33,0
293
26,0
258
24,9
24,4
30,2
27,8
34,8
35,6
28,3
284
38,9
335
28,5
28,1

34,3
335
28,8
28,5
352
33,3
34,9
344
35,3
35,5
31,8
30,9
33,9

234

23,0

32,0

32,6

238
35,0
33,3
38,4
36,0
354
35,6
34,0
35,0
234
23,3
28,1
27,7
28,5
28,0
294
30,1
34,9
32,8
26,4
25,8
25,0
244
30,9
30,2
34,7
354
28,9
28,2

36,9
29,1
28,2

37,2
34,2
355
284
28,5
31,2
34,5

35,6

35,5
34,2

23,8

22,5

31,9

35,0

344
352

353
224
231
273
28,3
284
29,2
31,0
294
34,4
34,9
253
26,2
241
24,0
29,8
30,6
35,2
34,2
28,2
29,0

37,8
27,8
29,3

/

35,6
33,9
28,6
29,0
38,4
/

34,6
355
38,4
35,7
30,3
30,8
33,5

23,2

25,0

31,6

35,2
30,6

34,9
23,8
24,2
35,0
353
34,7
358

33,7
34,6
23,6
23,0
28,0
27,9
314
32,3
34,0
314
33,9
35,0
25,6
26,4
239
24,2
29,0
29,2
355
34,7
27,6
274

28,0
28,9

/
354
34,7
28,9
29,7
348
34,9
371
33,2
34,9
34,8
31,3
31,1
353

234

23,1

32,8
30,1
31,0
35,0
34,0
26,0
26,2
271
274
36,3
355
30,5
30,4
343
33,0
23,9
24,7
34,9
33,9

36,2
374
35,8
34,8
33,9
23,0
23,9
28,8
28,5
30,3
324
30,9
31,9
35,6
35,6
26,0
26,4
24,1
24,4
29,2
29,1
34,0
33,7
28,2
28,1

283
28,6
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/

32,1
32,2
34,9
34,4
35,1
33,7
34,0
35,6
32,8
33,0
334
33,6
26,0
26,2
35,2
34,4
354
353
357
348
24,6
26,1
34,9
35,6
313
32,9
35,2
34,2
28,0
28,3
28,2
28,8

313
31,9
35,6
35,2
27,0
27,6
36,1
/

334
354
34,5

25,3
26,2
31,1
31,1
29,0
29,8
28,4
29,9
35,2
34,6
27,5
27,9
26,2
26,0
33,6
32,8
345

31,2
31,0

30,0
30,8

38,6
33,8

30,9
30,3
34,6
354
345
34,7
34,3
34,5
32,3
32,1
32,9

24,9

25,0

33,6

331
254

39,1

35,2
34,8
34,8
355
253
24,2
30,0
29,3
28,2
28,2
30,5
29,9
35,2
32,0
21,7
27,3
26,1
254
30,8
31,0
36,2
36,4
29,8
294

37,2
29,3
29,1

35,9

352
33,3
334
34,7
33,9

34,0
33,8
34,2
352

29,4
293

271

33,8
32,8
34,0
345
35,3
31,2
32,2
31,3
32,1

32,9
33,6
35,0
35,2
31,2
32,3
378

35,8

35,5
35,3
35,0

28,7
29,0
34,1
34,5
31,2
31,3
34,0
35,3
341
33,4
29,7
29,6
28,9
29,2
33,0
34,3

35,2
37,6

33,9
32,2
31,9

36,3
354
354
324
33,0
35,2
35,5

354
34,5
33,9
35,2

38,2

294

28,0

353
33,9
32,9
35,1
34,7
31,7
32,3
32,2

35,5

37,6
29,7
28,6
355
354
31,9
31,2
344
33,0
33,9
34,2
29,5
29,5
30,0
29,0
35,3
34,7
36,6
/

35,5
354

33,9
321
32,2

/

33,3
36,2
32,3
33,0
353
34,8
33,0
344
34,9
35,5
354
355
35,1
34,8
29,3
29,3
34,6
354
35,6
34,8
35,0
373
271

34,0

353

30,4
28,0
28,3
33,9
34,5
355

343
33,6

313
32,0

/
354
353
32,3
32,3
34,8
34,9

35,5
34,2
34,3
355
35,0
35,6
28,7
291

35,3

33,8
26,5

353

33,3

35,5
30,6
30,2
38,2
/

38,4
34,9
35,5
34,0

284
28,8
33,9
34,2
31,2
31,8
32,7
30,3
32,9
34,9
29,3
294
28,3
28,2
33,8
34,5

33,4
34,2
352
36,4
31,5
313

374
355
353
34,0
34,4
345
34,6

354
34,4
34,8
33,2

29,4
29,4

34,6
355
33,8

355
30,9
314
35,3

35,3
35,5
35,2
34,9
321
31,9
31,9
324

331
34,5
351
35,1
31,9
321

39,8

34,7
35,8

30,9
30,9
35,0
35,6
31,6
321
35,1
35,3

355
30,6
30,7
29,1
29,3
35,0
35,2

35,5
33,4

31,9
32,1

/

36,3
35,5
33,9
32,9
33,7
35,2
353

353
34,9
34,0
353

33,7
28,7
29,7

33,8
35,1
35,0
35,5
34,9
30,0
27,7
34,8
353
34,9
33,7
354
38,4
313
31,9
31,7
32,4

34,0
34,7
344
34,6
32,4
31,6
37,7

353
34,3

30,1
29,3
35,0
34,8
316
32,0
34,5
32,2
354
344
30,3
31,2
28,9
29,3
344
345

33,3
34,6

318
31,9




miR-26a-5p
miR-381-5p
miR-21a-3p
miR-598-3p
miR-101b-3p
miR-208a-5p
miR-338-5p
miR-759
miR-324-3p
miR-195-5p
miR-151-3p
miR-770-5p
miR-129-2-3p
miR-99a-5p
miR-129-5p
miR-582-5p
miR-224-5p
miR-33a-5p
miR-511-5p
miR-351-5p
miR-497a-5p
miR-136-5p
cel-miR-39-3p
Unisp3

UniSp6

23,7
2%4

34,0
34,6
33,9
34,4
27,2
275
354
35,5

374

30,0
30,0
33,3
33,1
28,9
294

37,6
/

26,4
26,3
35,6

30,9
31,0
35,3
36,0
30,5
30,0
36,2
39,3
321
32,2
33,9
34,8

18,6
214
20,8
20,8
18,7
18,8

22,7
241

35,6

32,6

33,0

29,2

38,3
259
26,4
34,8
39,4
30,5
314

38,6
29,0
29,5
33,6
/

314
31,7
34,9
354

219
213
20,3
204
18,6
18.7

23,0
24,2

35,6
331
33,3
26,8
27,4
35,3
35,5

39,0
294
29,8
33,3
32,9
28,2
28,5

354

258
26,5

35,0
31,0
31,0
36,8
38,1
30,5
29,8
38,0
35,5
31,9
31,8
341
351
35,3
38,7
18,9
214
20,7
20,8
18,6
18,7

23,2
22,9
35,2
36,8
34,8
33,2
32,7

26,4

32,0

354
354
34,8
26,1
257
34,7

30,2
30,4
35,6
354
29,8
29,2
35,6
34,7
32,0
313
34,8
34,3
37,0

217
21,6
20,7
20,6
18,8
18,7

23,0
23,2

36,6
355
354
33,6

26,7

32,7

38,7
36,5
26,3
25,9
35,8
355
31,1
30,1
35,0
34,6
30,2
28,6
38,4
35,0
31,7
31,8
34,8
33,7

19,0
21,2
20,7
20,7
18,7
18,8

22,5 23,0
234 23,3
353 /

/ /
34,8 /
35,2 34,0
32,3 32,8
32,3 33,0
26,3 26,4
27,0 26,8
33,5 36,8
32,9 37,9
353 /
35,5 /
373 /

/ /
28,8 29,0
29,2 294
32,0 33,0
32,1 33,6
27,8 27,3
28,8 28,4

1390 /

/
37,7 /
36,4 35,5
251 26,3
26,1 26,3
354 38,1
35,6 36,8
29,9 313
30,4 31,2
35,0 354
32,7 34,6
284 29,2
30,0 30,4
354 353
35,9 /

31,0 30,9
31,7 30,6
344 353
33,9 33,9

/ /

/ 355
214 18,8
19,0 194
20,7 20,8
20,8 20,7
18,8 18,7
18,7 18,7

23,1
23,9

33,8

34,5

28,2

39,2
26,2
26,9

35,9
30,9
31,5

29,5
294
38,5

30,6
30,6

34,9
35,8

18,9
19,0
20,6
20,8
18,7
18,7

257
26,1

35,2

34,6

33,2

29,6

38,5
27,0
27,5
354
37,0
32,0
34,3
34,7
35,2
31,9
33,0
35,5

32,5
32,1
33,6
34,0
34,8

20,9
213
20,6
20,8
18,6
18,7

34,1

29,7
34,2
32,9
359
39,7

29,8
29,3
33,8
324
29,8
294

345
343
27,2
26,8
354
338
32,2
32,1
35,5
344
30,9
31,1

35,5
32,6
32,0
32,8
31,9
35,6

20,2
20,1
20,3
20,3
18,7
18,5

266 273
276 271

350 338
352 354
346 356
346 337
331 327
341 332
354 349
33,0 343
385 |/

324 329
329 330

/ 354
316 324
32,2 324
392 |/

354 355
371 376
29,3 30,7
30,2 30,2
395 394
354 |/

352 |/

357 343

375 350

355 347

33,7 339

356 322
/

33,8 354
349 354

/ 36,7
/ 35,6

19,7 20,6
19,3 193
20,9 209
20,8 21,0
18,6 18,6
18,3 182

26,5
27,3

355

35,2

354

31,9

35,3
29,1
30,3
35,2
374
35,5
35,5
33,7

345
354
36,6
354
31,5
334
33,3
35,0

20,2
21,0
21,0
20,9
18,3
18,4

264 | 271
269 | 271
/ /

/ /
356 | 347
344 | 352
353 | 36,7
339 | 337
333 | 318
339 | 332
353 | 373
347 | 351

/ /

/ /

/ /

/ /
326 | 329
31,9 | 330
356 | 34,6
355 |/
313 | 326
322 | 324

/ /

/ /
356 |/
346 |/
290 | 304
289 | 309
378 |/

/ /
337 |/
346 |/

/ /

/ /
351 | 346
338 | 355
351 | 354
354 | 349
32,7 | 344
341 | 350
349 |/
352 |/

/ 37,0

/ /
20,3 21,0
19,9 21,2
20,9 20,8
21,0 211
18,4 18,6
18,5 18,3

26,8
27,3

34,8

34,6

353

353
35,0

34,6
34,8
35,9
355
34,4
33,8
35,0
39,0

21,0
213
20,9
20,9
18,6
18,5

ANHANG-TABELLE 31:

VERGLICHEN ZUR SCHLANKEN KONTROLLE
Signifikant veranderter miRNAs im Urin und Urin-EVs fettleibiger und schlanker ZSF1-Ratten im Alter
von 22 oder 26 Wochen (n=4). Statistische Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich
Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit einer EffekigréBe = 2 verglichen zur schlanken
Kontrolle. Es sind relative Mengen in fettleibigen ZSF1-Ratten relative zum Mittelwert der Kontrolle
gezeigt. EV: Extrazelluldre Vesikel. W: Woche. OvL: Fettleibig relativ zu schlank. FDR: engl. False
discovery rate. miR: microRNA. MW: Mittelwert.

ERGEBNISSE DES MIRNA-PROFILING

IN FETTLEIBIGEN ZSF1-RATTEN

EV-Profiling

Gesamturin-Profiling

ZSF1 OvL, Woche 22

ZSF1 OvL, Woche 26

miRNA #1 #2 #3 #4 Mw We t #1 #2 #3 #4 MW p-Wert
let-7a-1-3p 2,04 1,89 229 2,07 2,08* 0,000 | 4,30 261 213 2,76 312* 0,008
let-7a-5p 342 290 221 270 2,84 0,001 | 10,66 765 7,89 12,55  9,90* 0,000
let-7b-3p 221 2,66 259 229 245" 0,000 | 8,16 548 3,74 6,48 6,53* 0,001
let-7b-5p 375 3,58 2,22 3,09 3,22 0,001 | 13,12 999 9,65 15,07 12,06* 0,000
let-7c-5p 407 413 213 432 3,69* 0,002 | 12,42 9,86 8,66 18,90  12,68* 0,000
let-7d-3p 2,08 1,86 1,87 1,70 1,91 0,001 | 5,50 492 346 5,91 4,92* 0,000
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let-7d-5p
let-7e-3p
let-7e-5p
let-7f-1-3p
let-7f-2-3p
let-7f-5p
let-7i-5p
miR-100-5p
miR-101-3p
miR-101a-5p
miR-101b-3p
miR-103a-3p
miR-106b-3p
miR-106b-5p
miR-107
miR-10a-3p
miR-10a-5p
miR-10b-5p
miR-1188-5p
miR-122-5p

miR-124-3p

miR-1249-3p
miR-125a-3p
miR-125a-5p
miR-125b-1-
3p

miR-125b-2-
3p

miR-125b-5p

miR-126-3p
miR-126-5p
miR-128-3p
miR-129-2-
3p
miR-129-5p
miR-130a-3p
miR-130b-3p
miR-132-3p

miR-133a-3p

miR-133b
miR-135a-3p
miR-135a-5p
miR-135b-5p
miR-137
miR-139-3p

miR-139-5p

miR-140-3p
miR-140-5p
miR-141-3p
miR-142-3p
miR-142-5p
miR-143-3p
miR-145-5p

miR-146a-5p

miR-146b-5p
miR-148b-3p
miR-148b-5p
miR-150-5p
miR-151-3p
miR-151a-5p

miR-152-3p

miR-154-5p
miR-155-5p

2,36
2,56
2,30
2,48
2,90
3,00
3,51
4,45
21
2,76
247
2,44
3,35
2,48
2,32
2,16
2,43
2,75
3,98
0,55

2,97

2,39
2,70
2,18

2,55
9,90

3,50

9,46
2,15
2,00

5,35

1,81
1,51
1,76
1,98

4,06

1,01
1,57
1,26
2,00
2,71
2,79
16,1

3,54
2,31
4,81
0,16
1,20
5,78
3,27

2,16

3,42
2,73
2,42
1,84
2,22
3,06

5,75

2,64
2,66

2,70
3,34
3,03
2,50
5,49
3,70
4,00
2,40
2,36
3,35
2,53
3,09
3,30
3,59
2,85
3,32
2,59
3,91
9,96
1,91

51,69

344
2,90
2,04

13,11
2,51

3,53

8,49
1,89
341

5,74

10,00
2,59
4,00
3,07

3,65

2,29
2,06
1,54
3,90
2,82
6,61

5,56

3,28
2,79
3,37
0,45
0,81
17,47
2,39
3443

3,21
2,43
3,04
2,39
2,03
2,76

3,93

4,40
3,28

2,22
2,69
2,15
1,99
2,72
247
2,81
4,25
2,27
2,07
1,94
2,63
2,94
3,00
2,75
2,38
1,33
2,03
2,40
3,09

3,58

2,93
1,54
1,86

2,85
2,15

247

6,85
2,20
4,08

1,90

9,08
1,83
2,33
1,28
12,8

2,35
2,20
1,37
2,68
3,17
7,23

6,25

2,35
2,67
1,90
0,52
6,96
1,39
2,60

7,48

2,27
2,81
1,97
1,66
213
2,50

2,15

3,24
5,29

2,42
1,82
2,55
1,41
2,67
2,62
3,80
2,72
2,19
2,06
2,35
1,83
2,37
3,05
2,77
5,33
2,51
2,88
5,23
1,51
178,1

2,64
2,06
2,26
112,6

10,37

3,10

8,19
2,02
3,33

5,81

1,43
2,23
6,43
2,20

11,70

1,38
4,30
1,50
4,58
5,97
23,25

5,96

2,46
2,53
3,72
0,15
0,63
3,88
2,84

8,21

2,76
2,65
2,50
2,11
1,40
2,57

4,14

1,20
2,81

247*
2,70*
2,57*
2,06*
3,30*
2,96 *
3,56 *
349*
2,26*
2,52*
2,34*
2,50 *
3,07
3,03
2,711
3a
2,20
2,89
4,82
2,49

22,22

293"
2,31
210

10,21
493*

3,16~

8,79*
2,08*
3,38*

4,94*

4,26 *
2,03*
3,23*
2,13*

6,99 *

1,71
2,56 *
1,44
3,31*
3,63*
7,51*

10,88 *

291"
2,58 *
387
3,34

2,09

594~
2,76*

15,11 *

293
2,73
295*
2,61
1,99
2,76*

431

2,70+
3,44*

0,000
0,005
0,001
0,003
0,001
0,000
0,000
0,002
0,000
0,000
0,000
0,001
0,001
0,000
0,000
0,011
0,009
0,002
0,003
0,356

0,029

0,001
0,007
0,000

0,279
0,011

0,000

0,000
0,000
0,005

0,007

0,042
0,004
0,008
0,025

0,001

0,086
0,023
0,029
0,005
0,003
0,004

0,005

0,000
0,000
0,016
0,513
0,422
0,033
0,000

0,049

0,000
0,000
0,027
0,092
0,010
0,000

0,007

0,021
0,001
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6,68
0,65
12,51
2,75
6,45
10,76
16,94
1,04
5,70
3,46
4,15
5,82
4,90
14,16
6,13
2,63
1,85
10,92
3,02
20,18

10,95

2,61
4,25
6,26

4,84
6,54

15,63

3,36
8,45
1,46

3,02

7,60
4,68
8,46
14,04

2,44

1,96
6,45
3,64
2,10
3,02
3,84

5,96

4,93
9,00
11,58
6,24
6,58
3,51
7,52

4,90

11,49
5,62
1,60
8,87
4,98
7,45

11,20

3,78
3,55

543
8,54
772
3,12
6,21
6,30
9,07
2,44
4,70
341
164
4,10
3,51
8,61
4,44
178
1,99
9,58
2,49
5,65

6,26

1,83
4,85
5,14

3,64

1,67
12,4

2,36
1,98
0,85

6,76

1,74
3,32
3,28
3,02

2,75

1,88
4,40
3,71
5,05
2,49
2,49

2,60

3,70
5,51
9,58
2,02
3,82
2,34
4,88

9,43

4,83
5,48
1,32
8,29
5,31
6,15
13,9

0,99
7,99

4,24
242
6,46
1,83
4,30
7,29
7,16
6,00
3,02
3,94
3,21
3,66
1,65
12,57
3,84
3,53
1,42
3,90
3,10
5,03

2,77

2,03
6,26
5,09

427
5,92

8,77

242
2,46
1,55

9,92

2,16
2,98
3,70
5,59

3,36

241
2,03
3,46
2,15
3,10
4,62

1,92

313
2,63
5,95
10,62
59,84
3,62
8,57

5,83

5,48
2,34
4,94
25,01
4,33
4,94

7,46

1,23
3,24

11,66
4,12
10,02
3,76
1,62
10,48
20,77
1,37
6,07
511
1,34
6,01
1,85
16,21
6,06
2,25
2,70
7,94
313
41,76

6,25

3,76
3,34
5,67

6,76
841

13,39

1,74
7,85
3,95

17,08

2,18
4,84
5,31
3,73

2,53

1,86
5,59
2,50
8,02
147,01
3,05

7,10

3,02
11,00
12,01
14,98
6,48
3,28
5,72

3,56

28,60
5,98
3,81
10,58
3,66
6,88

16,72

1,25
7,50

6,59 *
3,12
9,53*
2,89*
4,73*
887"
12,711*
24
4,82*
4,78*
2,53*
4,93*
2,82*
14,27 *
518 *
3,72
2,54
761*
2,94
19,64

6,44+

2,60 *
5,03*
5,65*

5,76
5,36 *

12,33 *

2,58*
4,53
2,40

1,72

3,06

3,89+
543*
6,19 *

2,85*

2,15*
5,50 *
344*
4,13
7,1
3,63*

4,62*

3,89*
6,41*
14,96 *
8,04
10,88 *
3,25*
8,47*

7,33*

11,63 *
4,58
2,78*
13,52 *
4,65*
6,33 *

14,9 *

1,89
592*

0,010
0,000
0,000
0,004
0,013
0,000
0,000
0,192
0,000
0,007
0,039
0,000
0,016
0,000
0,000
0,056
0,075
0,000
0,093
0,007

0,002

0,008
0,002
0,000

0,004
0,010

0,000

0,010
0,052
0,249

0,033

0,139
0,000
0,003
0,007

0,001

0,012
0,015
0,001
0,060
0,333
0,002

0,016

0,001
0,002
0,002
0,012
0,011
0,001
0,002

0,007

0,003
0,001
0,050
0,001
0,000
0,000

0,001

0,315
0,005




miR-15b-3p
miR-15b-5p
miR-16-5p
miR-17-1-3p
miR-17-5p
miR-181a-3p
miR-181a-5p
miR-181b-5p

miR-181c-5p

miR-181d-5p
miR-182-5p
miR-183-5p
miR-1839-5p

miR-184

miR-186-5p
miR-187-3p

miR-188-5p

miR-18a-5p
miR-190a-5p
miR-190b-5p
miR-191-3p
miR-191-5p
miR-192-5p
miR-193a-5p
miR-194-5p
miR-195-5p
miR-196a-5p
miR-196b-5p
miR-196¢-5p
miR-199a-3p
miR-19a-3p
miR-19b-3p
miR-200a-3p

miR-200b-3p
miR-200b-5p
miR-200c-3p

miR-203a-3p
miR-204-3p
miR-204-5p
miR-205-5p
miR-208a-3p
miR-208a-5p
miR-20a-5p
miR-210-3p

miR-211-5p

miR-212-3p
miR-214-3p
miR-215
miR-21-5p
miR-216b-5p
miR-218-5p
miR-219a-1-
3p
miR-219a-2-
3p

miR-219a-5p

miR-221-3p
miR-222-3p

miR-223-3p

miR-22-3p
miR-22-5p

2,30
2,85
3,89
2,61
2,76
1,97
1,71
247

3,67

513
1,41
1,47
2,31
61,8

2,27
3,06

31

2,52
2,74
1,51
3,39
2,58
2,06
2,79
2,23
2,69
1,83
2,54
2,80
5,74
2,57
3,18
344

3,96
4,06
6,41

1,56
2,89
3,00
4,39
247
8,51
2,35
1,62

3,40

0,49
547
4,65
2,15
5,21
1,94

413
3,86

2,48

3,19
2,65

0,30

1,49
1,42

3,42
4,70
3,12
2,22
3,33
2,05
1,57
247

2,13

1,51
1,43
1,48
2,53

87,39

3,60
2,48
384,9

2,37
2,57
1,91
4,12
2,79
2,12
2,11
2,45
4,52
2,50
2,03
2,75
2,02
3,08
2,88
2,97

3,44
3,04
341

1,57
3,92
2,94
418
6,44
15,23
2,55
1,89

2,95

12,42
29,77
2,97
1,87
8,16
2,16

16,55
4,99

3,92

3,30
1,99

1,58

1,98
1,19

1,91
1,86
2,82
2,49
2,42
1,50
1,95
1,90

2,76

1,44
1,06
1,18
2,35
57,8

1,77
2,41
19,4

2,02
3,55
487
4,49
2,02
1,90
1,94
1,88
4,01
1,32
1,89
3,32
2,06
2,18
2,29
2,13

1,91
2,21
1,85

1,50
3,91
2,61
3,35
1,26
8,62
2,04
1,41

2,14

8,53
3,08
4,23
1,42
1,87
2,08

4,28
3,85

3,16

2,64
1,69

8,12

1,89
2,25

241
4,18
3,76
2,26
2,75
3,12
1,37
2,08

6,56

5,53
1,04
1,29
1,81

36,44

2,41
2,61
274,6

1,62
317
5,84
2,69
2,30
1,53
2,75
1,86
4,68
1,93
2,21
3,43
3,02
2,31
2,21
2,83

3,71
2,84
4,64

1,36
1,97
2,24
4,02
5,16
18,44
2,32
3,00

2,67

18,97
15,92
6,37
1,61
21,97
1,65
366,8

4,65

3,17

3,48
2,33

0,74

2,13
2,04

2,52*
3,54*
347*
245"
2,84*
2,18*
1,69 *
2,27+

3,70*

2,83
1,25
1,36
2,27+

59,56 *

248"
2,70*

54,54 *

2,33*
3,03*
3,79*
4,09*
244~
1,95

243
213
4,25*
1,92

2,19
3,29*
2,99*
2,54*
2,65*
3,02*

3,39
3,18*
4,26 *

1,54
3,22*
2,73*
4,23 *
3,92*
11,99
237"
1,98

3,13*

6,67
11,48 *
4,62*
1,94
7,49*
1,98

20,55 *
4,49+

3,24*

3,25*
2,20

5,37

1,91
1,74

0,002
0,011
0,000
0,000
0,000
0,015
0,015
0,001

0,007

0,034
0,192
0,014
0,001

0,000

0,003
0,000

0,014

0,024
0,000
0,036
0,007
0,000
0,005
0,002
0,001
0,002
0,020
0,001
0,002
0,008
0,000
0,000
0,005

0,005
0,004
0,014

0,003
0,000
0,000
0,043
0,000
0,001
0,003
0,050

0,013

0,057
0,008
0,001
0,041
0,014
0,001

0,034
0,000

0,001

0,000
0,003

0,438

0,003
0,052

LXXIV

4,14
17,21
13,73
2,96
7,35
2,30
2,93
3,38

8,85

3,38
2,32
4,01
11,29

33,79

4,19
3,71

3,90

2,52
6,18
13,93
6,42
5,94
3,16
2,16
3,38
4,24
7,78
4,90
3,71
3,57
21,29
19,12
9,58

9,90
7,00
14,14

4,20
2,07
5,61
10,56
5,68
413
9,90
5,38

26,61

4,69
13,68
1,90
8,08
12,46
517

15,34
5,33

9,96

7,50
3,84

19,01

3,57
2,06

241
6,83
8,35
1,83
7,10
0,52
3,37
3,02
13,5

4,90
2,69
3,51
7,97
35,9

3,01
2,42

3,23

1.41
3,47
6,98
2,09
5,68
3,74
2,35
3,30
2,89
1,84
3,25
2,76
2,96
7,07
6,51
8,94
11,9

6,39
16,6

4,51
2,17
6,65
6,76
2,38
3,01
7,55
4,33
217

3,66
341
3,74
6,08
1,00
6,29

21

4,05
11,0
5,29

3,48
253

2,38
4,18

8,55
6,17
9,95
5,30
5,58
2,04
2,14
3,07

4,24

4,49
2,36
2,09
3,02

39,42

1,39
2,93

13,24

3,56
4,88
3,10
2,01
3,68
3,05
1,45
2,64
4,22
1,56
4,81
5,24
5,58
7,45
9,74
5,95

5,51
474
7,38

2,78
1,22
3,80
10,13
2,40
1,12
477
3,60

8,68

2,15
2,66
2,59
5,23
3,80
3,47

4,68
2,86

3,43

4,20
5,43
128,4

3,15
6,68

2,56
11,54
15,16
2,66
10,05
1,89
2,61
4,61

2,82

3,19
2,53
2,46
4,18

14,60

2,29
1,32

4,10

2,29
4,94
11,74
5,49
5,03
3,53
3,10
3,30
3,81
3,68
5,07
3,97
4,03
14,41
14,67
11,92

13,50
8,59
16,85

2,88
1,97
7,69
8,77
2,82
5,70
8,73
5,10

35,44

323
11,70
3,22
6,91
344
8,44

2,67
5,33

2,95

11,15
3,95

3,57

4,91
4,36

4,30 *
10,61*
1,717*
3,73*
744*
2,31
2,76*
348*

8,79*

6,05 *
2,53*
2,96 *
6,77*

30,99 *

2,70*
2,82*

6,40 *

3,94
535*
7,76
4,99*
5,04*
343*
2,30*
318*
4,58
318*
5,06 *
3,90*
5,16 *
11,52 *
11,88 *
12,46 *

12,73 *
717*
22,25*

3,63*
2,39

587*
9,86
3,32+
3,87

7,60 *
4,95*

20,67 *

332*
6,44 *
322*
8,92*
4,07

571*

4,53 *
4,77*

6,62 *

7,09*
4,79*

25,34

342*
4,15*

0,011
0,001
0,000
0,033
0,000
0,356
0,000
0,000

0,010

0,022
0,001
0,001
0,004

0,000

0,022
0,035

0,011

0,072
0,001
0,176
0,030
0,000
0,000
0,014
0,000
0,006
0,031
0,002
0,000
0,011
0,000
0,000
0,002

0,001
0,000
0,002

0,001
0,132
0,000
0,000
0,006
0,052
0,000
0,001

0,000

0,000
0,006
0,014
0,002
0,148
0,000

0,015
0,002

0,006

0,001
0,004

0,007

0,000
0,003




miR-23a-3p
miR-23a-5p
miR-23b-3p
miR-24-3p
miR-25-3p

miR-25-5p

miR-26a-5p
miR-26b-3p
miR-26b-5p
miR-27a-3p
miR-27a-5p
miR-27b-3p
miR-28-3p
miR-28-5p
miR-290

miR-291a-3p

miR-291a-5p
miR-295-5p

miR-296-5p

miR-29a-3p
miR-29a-5p
miR-29b-3p
miR-29¢-3p
miR-29¢-5p
miR-301a-3p
miR-301a-5p
miR-301b-3p
miR-30a-3p
miR-30a-5p
miR-30b-5p
miR-30c-1-3p
miR-30c-2-3p
miR-30c-5p
miR-30d-3p
miR-30d-5p
miR-30e-3p
miR-30e-5p
miR-31-3p
miR-31-5p
miR-320a
miR-322-3p
miR-322-5p

miR-323a-5p

miR-324-3p
miR-324-5p
miR-325-3p
miR-326-3p
miR-327

miR-328-3p
miR-330-3p
miR-330-5p
miR-331-3p

miR-335-5p

miR-339-3p
miR-339-5p
miR-33a-5p
miR-340-3p
miR-340-5p
miR-342-3p
miR-342-5p
miR-344a-3p
miR-345-3p
miR-345-5p
miR-346

1,89
0,99
1,20
1,54
3,27

2,44

3,14
1,57
2,15
1,69
1,93
1,37
2,74
2,59
2,07
17,8

2,53
2,00

2,98

2,35
2,44
2,20
2,10
2,52
2,14
3,72
2,80
2,33
2,13
2,64
5,53
2,13
2,22
2,18
2,79
2,25
2,19
4,25
3,1
2,39
0,57
2,40
15,7

2,55
2,55
2,60
2,29
1,32
2,05
2,93
2,29
2,15
11

2,66
2,65
1,36
4,02
1,78
6,19
1,95
8,90
1,96
1,48
0,76

2,04
35,16
1,34
1,62
3,71

9,78

2,84
3,04
3,91
2,13
1,66
1,46
2,52
3,08
3,60

74,05

4,93
8,31

0,86

3,18
2,43
2,68
3,04
3,93
2,41
3,43
2,87
1,95
2,38
2,31
4,89
3,14
2,09
2,59
2,48
2,26
2,54
3,07
2,94
2,86
1,28
2,86

14,62

2,91
2,90
2,25
5,78
4,60
2,12
2,31
3,36
2,62

8,08

3,34
2,11
2,26
3,01
4.47
5,91
2,50
6,85
413
1,71
3,98

1,70
5,38
1,05
1,31
1,83

2,98

1,62
1,86
1,88
1,41
1,92
1,17
1,89
2,73
2,44

2,84

3,22
3,08

0,89

2,48
1,90
2,17
2,42
2,82
317
3,29
1,25
2,29
1,57
1,74
4,88
2,26
2,03
1,78
1,91
1,72
2,39
1,62
2,09
2,15
0,77
2,82

4,24

2,21
2,84
1,82
4,09
4,88
1,94
2,29
1,91
2,48

4,46

3,01
2,52
2,66
2,46
3,90
5,33
2,72
6,45
2,44
1,88
0,86

1,89
15,57
1,34
1,47
2,66

89,95

2,40
1,89
2,86
1,85
1,89
1,39
1,79
2,21
5,47

8,02

14,64
13,59
103,2

2,64
2,07
2,30
2,62
2,51
1,89
1,52
1,96
1,89
1,85
2,42
5,52
2,49
1,83
2,27
2,28
1,72
1,89
3,27
2,44
241
4,43
2,83

480

10,08
2,01
2,72
5,88
50,78
1,75
1,87
3,15
2,01

7,65

2,31
1,71
2,31
2,21
2,60
5,59
1,16
22,47
2,69
1,57
2,79

1,89
11,63 *
1,23
1,48
290"

9,79*

247*
2,04*
2,66 *
1,77
1,93
1,35
2,26*
2,69*
381

20,18 *

4,99*
547*

5,74

2,68*
2,23*
2,35*
2,54
292
242~
3,05*
2,19~
2,14~
1,98

2,28*
5,54 *
2,53*
2,06 *
2,20
235"
2,00

2,26*
2,95*
2,75*
2,53*
1,26

2,74*

8,27

3,64*
2,62*
2,82
473
825"
2,00*
242+
2,66 *
2,31

7,99*

2,83
2,24~
217
2,96 *
3
583 *
2,27
11,18 *
2,78*
1,68
2,00

0,000
0,037
0,031
0,001
0,003

0,038

0,003
0,004
0,004
0,004
0,002
0,005
0,003
0,000
0,023

0,012

0,007
0,013

0,346

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,011
0,020
0,000
0,002
0,001
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,004
0,003
0,001
0,431
0,000

0,001

0,012
0,001
0,033
0,005
0,049
0,000
0,004
0,002
0,000

0,000

0,000
0,001
0,014
0,002
0,005
0,000
0,052
0,001
0,003
0,002
0,237

LXXV

8,30
6,92
3,35
6,89
10,74

3,48

4,78
3,01
5,41
5,85
474
4,96
2,97
6,20
3,02

12,14

8,16
3,02

34,08

7,88
1,29
5,10
7,33
3,15
5,79
6,54
1,55
5,96
5,33
7,65
13,19
742
3,51
4,22
6,52
6,93
5,51
11,47
12,49
5,08
5,96
4,14

1,66

4,99
5,64
10,41
3,70
3,02
3,84
7,83
3,95
7,70

6,33

4,57
7,74
4,12
3,14
8,27
8,79
10,60
1,33
2,59
4,31
3,06

6,36
1,99
3,00
4,46
7,87
13,0

3,85
1,99
5,51
4,23
2,31
4,01
4,66
9,62
2,49

2,74

1,77
2,49

1,04

517
3,61
4,80
3,88
2,70
5,64
1,68
1,71
5,43
2,90
5,20
5,23
3,61
3,31
3,36
4,89
4,87
2,78
7,59
9,98
4,46
4,85
6,60

1,37

3,04
3,39
4,38
3,18
2,49
3,88
3,59
2,30
4,42

5,37

3,79
5,71
2,11
3,33
8,13
9,73
7,09
9,15
1,43
3,16
1,59

5,29
2,44
1,72
5,64
6,70

3,06

2,70
2,09
3,97
5,20
2,84
4,15
3,08
6,13
8,70

5,99

4,01
3,10

5,22

4,30
1,30
3,27
3,98
4,71
3,59
8,39
2,56
3,37
3,53
3,76
4,81
1,84
2,87
2,23
4,34
3,74
3,40
4,54
9,50
3,18
3,71
7,97

1,70

4,26
5,27
1,80
4,65
3,10
3,69
4,15
2,67
5,30

7,64

247
5,67
2,23
8,80
7,24
8,58
9,12
1,36
0,62
2,82
2,00

5,55
1,62
2,28
6,35
10,22

4,28

3,58
3,49
6,51
4,65
4,35
4,23
3,87
10,25
313

6,14

4,92
5,41

23,87

10,74
2,38
6,85
8,59
3,29
6,63
2,11
5,37
4,89
3,60
5,86
5,50
242
3,64
3,10
5,76
6,74
3,18
4,12
8,83
3,88
3,92
743

1,72

6,18
6,90
4,67
2,43
13,88
3,46
2,91
2,77
4,98

3,59

3,51
6,74
6,68
3,63
2,08
7,81
9,82
1,38
3,04
3,78
5,20

6,49 *
3,34*
2,53*
579*
8,77*

597 *

3,70*
2,80*
541*
5,00
3,69 *
4,35*
3,59 *
7,88*
3,81

745*

5,65 *
3,38

9,85*

6,83 *
1,97
5,01*
575*
3,77
5,66 *
4,26
3,01*
4,83*
3,86*
571*
7,34
348*
3,36*
3,79*
534*
5,56 *
3,67*
7,71*
10,38 *
4,16*
4,57*
7,15*

1,85

4,52*
6,11*
4,82*
3,63*
4,27

3,80

471
2,88*
5,76 *

6,49 *

3,99*
6,44 *
3,40

4,69*
6,47 *
8,96 *
9,12*
2,77

1,69

3,50 *
2,96*

0,000
0,049
0,002
0,000
0,000

0,012

0,000
0,010
0,000
0,000
0,003
0,000
0,000
0,000
0,063

0,011

0,022
0,080

0,040

0,000
0,088
0,000
0,000
0,003
0,001
0,072
0,049
0,000
0,000
0,000
0,002
0,013
0,000
0,009
0,000
0,000
0,000
0,004
0,000
0,000
0,000
0,001

0,118

0,000
0,003
0,012
0,002
0,144
0,000
0,004
0,000
0,000

0,003

0,006
0,000
0,005
0,005
0,005
0,000
0,000
0,290
0,159
0,000
0,025




miR-347
miR-34a-5p

miR-34b-3p

miR-34b-5p
miR-34c-3p

miR-34c-5p

miR-350
miR-351-5p
miR-352
miR-361-5p
miR-362-3p
miR-362-5p
miR-365a-3p
miR-369-5p
miR-374b-5p
miR-375
miR-376a-3p

miR-376b-3p

miR-378a-5p
miR-379-3p
miR-381-3p
miR-382-3p
miR-382-5p
miR-384-3p
miR-384-5p

miR-409a-3p

miR-410-3p
miR-411-5p
miR-421-5p
miR-423-3p
miR-425-5p
miR-429-3p
miR-431-5p
miR-433-3p
miR-448

miR-449a

miR-450a-5p
miR-455-5p
miR-463-3p
miR-465-5p
miR-466b-5p
miR-466¢-5p
miR-484
miR-487b-3p
miR-489-3p
miR-497a-5p
miR-499a-3p
miR-499a-5p
miR-500-3p
miR-501-5p
miR-503-5p
miR-504
miR-505-3p
miR-511-5p
miR-532-3p
miR-532-5p
miR-540-3p
miR-542-3p
miR-542-5p

miR-543-3p

miR-582-5p

1,10
7,43
15,7

5,84
9,66
10,9

3,07
1,11
2,56
2,42
1,98
2,35
1,84
1,79
3,74
5,36
2,89

6,93

1,25
5,10
1,14
1,90
2,98
3,80
2,79

3,45

2,14
7,52
1,88
2,26
2,80
345
1,06
1,75
2,01
14,1

1,16
2,50
2,99
1,86
2,49
2,45
3,61
1,19
1,34
4,68
3,05
2,36
2,32
4,19
0,90
2,61
1,82
1,65
3,23
2,59
1,97
1,12
3,08

5,19

3,02

3,51
11,17

1,86

1,13
2,40

2,17

2,66
1,02
3,48
2,36
3,87
5,10
2,00
0,69
3,07
3,67
7,00
486,5

1,86
2,27
12,19
3,93
1,92
247
2,98

11,83

4,95
6,63
3,33
2,30
3,07
2,67
21,35
5,38
1,39

1,60

1,96
1,98
7,07
11,07
3,79
0,54
2,92
41,60
2,32
2,93
2,10
3,58
2,30
4,67
1,19
4,66
3,07
4,92
3,35
2,71
6,17
5,90
1,35

14,36

5,19

2,79
11,7

2,86

5,20
2,27

3,79

2,57
1,34
1,99
1,94
4,04
2,14
2,46
3,23
2,03
2,43
3,51

3,38

1,93
7,44
4,40
1,32
3,55
2,78
3,70

0,99

3,44
7,51
2,24
2,59
2,71
1,95
6,41
1,85
3,06

3,59

1,41
2,35
3,22
3,19
3,1
2,86
2,33
1,28
1,57
2,61
3,67
4,49
2,40
5,09
2,23
2,45
1,94
5,80
213
2,21
2,20
2,36
213
11,9

3,44

4,98
8,79

1,56

2,00
9,57

1,67

2,36
1,15
3,50
1,75
2,76
1,48
1,63
5,78
2,78
4,10
4,43

14,13

1,82
9,21
6,98
2,62
8,43
2,53
5,07
118,5

1,84
29,67
2,84
2,29
2,76
2,55
22,11
7,92
3,38

2,19

1,22
2,03
3,45
18,95
1,59
1,69
6,63
0,48
1,59
2,71
2,33
3,10
4,02
1,43
3,45
2,92
10,08
6,18
241
2,36
1,56
4,81
1,65

4,89
3,22

2,73*
9,94*

4,18

3,72
5,06

4,55

2,68*
1,16

2,94*
2,14*
3,20 *
2,64~
1,99

3,25

290"
3,83
6,85*

33,41

1,72

5,56 *
518*
3,05

4,25*
340
4,70*

8,44

2,96 *
11,98 *
3,06*
240"
2,86*
2,711*
823"
4,58 *
2,54*

4,65

1,44
2,23*
4,45*
7,58 *
2,72*
1,79
3,63
5,65
1,68
4,09*
2,80
3,59 *
2,73
3,60 *
1,78
3,09*
3,30 *
4,68 *
2,77*
2,50 *
2,73
3,08 *
1,97

9,76

3,67

0,023
0,000

0,238

0,084
0,012

0,144

0,000
0,192
0,003
0,002
0,004
0,027
0,003
0,178
0,001
0,001
0,013

0,029

0,009
0,003
0,032
0,106
0,020
0,018
0,020

0,293

0,007
0,003
0,027
0,000
0,000
0,003
0,032
0,033
0,024

0,191

0,094
0,000
0,008
0,023
0,007
0,179
0,002
0,358
0,019
0,025
0,002
0,004
0,001
0,009
0,171
0,001
0,028
0,009
0,001
0,000
0,036
0,061
0,054

0,002
0,000
LXXVI

2,54
12,79

97,47

23,64
60,27

58,59

2,12
22,81
6,69
5,31
9,17
4,60
712
5,77
8,15
11,34
13,07

8,79

4,62
3,02
8,28
1,83
1,18
3,02
5,63

4,24

10,40
2,80
6,37
3,80
10,03
7,69
8,22
2,46
943

29,14

247
14,56
18,61
2,34
9,07
14,69
5,85
6,58
7,09
26,13
3,22
14,04
6,92
7,32
9,99
11,79
2,36
1,31
6,52
7,46
4,67
4,12
3,37

12,70

3,99

1,71
6,34

6,85

7,40
2,89

4,75

5,48
7,58
4,17
3,69
7,31
4,15
2,94
173
6,44
7,88
2,49

8,44

3,33
2,49
3,45
1,51
0,98
2,49
2,49

2,07

5,68
2,45
1,43
2,39
3,57
8,54
0,98
1,04
2,49

2,38

3,67
1,77
8,52
0,96
6,47
2,84
2,68
3,58
1,81
6,69
2,46
1,94
5,15
1,03
2,57
2,40
2,56
2,85
6,37
6,32
2,21
3,37
1,98

6,55
11,3

1,69
10,11

23,88

4,97
14,35

12,45

4,26
6,03
3,29
3,51
4,47
1,55
3,58
6,35
4,97
6,17
3,10

1,85

2,66
3,10
3,60
1,87
10,11
3,10
3,10

2,09

3,32
2,98
8,86
2,56
3,69
5,95
2,24
1,44
3,10

15,00

3,84
2,26
3,10
4,01
5,25
2,03
1,57
7,22
2,87
7,96
1,03
2,15
1,44
4,80
2,01
5,87
7,52
2,95
23,55
1,36
2,74
4,43
3,68

8,85

4,06

2,39
16,24

50,66

14,99
18,92

31,57

2,72
3,87
6,64
3,53
3,12
5,23
5,25
9,24
8,64
9,72
8,67

9,85

4,90
313
6,52
5,27
4,37
313
313

7,79

2,50
2,83
1,80
3,88
8,33
8,47
5,28
1,67
313

20,90

2,59
3,48
313
3,26
7,49
3,71
3,46
30,72
3,33
6,89
2,54
2,80
6,42
1,20
3,66
20,31
2,41
2,99
9,48
1,90
3,33
6,32
2,85

313

7,65

2,25*
11,90 *

44,98+

12,16 *
15,20 *

28,10 *

421
823*
517*
4,07*
1,74*
4,01*
4,59*
5,58 *
7,48*
8,89*
5,48

7,54*

3,78*
2,94
5,29 *
2,37
3,52
2,94
3,42

3,66

5,01*
2,92*
4,35
3,13*
593*
8,39+
3,35
2,09
3,91

1747

3,80*
3,83*
6,30
247
712*
4,57*
313
10,46
4,05*
11,26 *
2,50
3,75*
514*
3,03
387
792*
3,88*
2,63*
10,16 *
7,89
3,39*
5,20 *
347

6,97

7,21*

0,027
0,000

0,002

0,002
0,005

0,004

0,017
0,002
0,000
0,000
0,008
0,014
0,001
0,009
0,000
0,000
0,058

0,009

0,000
0,060
0,001
0,038
0,195
0,070
0,076

0,013

0,005
0,001
0,100
0,000
0,001
0,000
0,100
0,287
0,074

0,010

0,017
0,032
0,091
0,055
0,000
0,022
0,010
0,008
0,026
0,001
0,054
0,037
0,019
0,146
0,014
0,005
0,021
0,022
0,001
0,105
0,005
0,003
0,021

0,055

0,003




mR5983p | 273 363 267 174  268* 0003 | 157 148 129 400 245 0235
mR6155p | 667 698 207 891  598* 0005 | 483 168 200 631  341* 0020
MiR-632 094 395 140 2510 368 0282 | 655 330 452 136  344* 0012
MR6523p | 260 228 248 223  249* 0001 | 686 414 291 505  455* 0000
mR6535p | 261 169 210 226  247* 0001 | 730 174 633 895  580* 0008
MiR-665 443 190 696 1723 204r 0013 [ 175 193 241 228 247* 0007
mR667-3p | 791 2198 871 2398 1458* 0000 | 641 285 316 58  465* 0002
mR671-3p | 354 186 191 220 242 0011 | 145 129 851 375 290  0A73
MR672-5p | 472 277 224 183  280* 0007 | 1827 930 1948 1687  1697* 0000
mR674-3p | 231 651 169 156 257 0035 | 273 226 348 289  325* 0016
mR674-5p | 272 390 418 267  379* 0007 | 146 479 538 186  349* 0044
MR708-5p | 258 247 212 151  243* 0001 | 154 140 190 218 179 0018
mR742-3p | 239 195 192 321 319 0067 | 984 424 594 1533 898* 0001
mR7426p | 236 228 108 218 234 0076 | 1828 00 067 4199 747* 0000
mR743a3p | 253 173 151 201 254 0054 | 1465 491 450 940  1462* 0010
mR-743b3p | 115 104 067 112 128 0985 | 911 261 521 858  695* 0007
mR-7583p | 225 238 283 226  289* 0036 | 673 303 666 785  598* 0001
mR7-5p | 306 347 165 389  287* 0003 | 415 223 347 416  356* 0003
MiR-760 313 4072 342 240  T31* 0045 | 400 389 1040 606  565* 0000
mR-7605p | 790 560 339 256 509 0006 | 302 249 310 1345 424 0139
MiR-761 270 1390 ;8’7 ?58 O 2891% 0029 | 606 296 361 470  420% 0,000
mR7a13p | 390 424 247 301  335%* 0000 | 319 180 205 394  269* 0005
mR8723p | 239 241 209 163  209* 0003 | 172 258 165 435  296* 0042
mR872-5p | 362 248 202 238  259* 0001 | 417 247 722 342 413* 0007
MR8743p | 446 1910 525 4147 1183* 0004 | 872 395 538 633  601* 0000
MiR-876 219 1042 990 542 600 0003 [302 564 310 343 361 0075
MR8775p | 246 253 215 218  257* 0009 | 432 625 226 58  550* 0016
miR-878 605 203 132 290  285* 0041 |359 310 438 254  629* 0023
mR-883b3p | 275 148 125 158 198 0130 | 134 341 608 398  387* 0028
mR92a3p | 219 235 188 193  220* 0007 | 484 369 404 555  449* 0000
mR92b3p | 509 231 787 134  374* 0033 | 876 291 1884 506  844* 0007
mR935p | 223 229 246 198  231* 0001 | 812 819 579 946  793* 0000
mR93p | 631 155 314 349 394 0027 |300 1% 499 343 43 0002
MRO5p | 473 497 224 490  446* 0004 | 1145 536 578 1209  846* 0000
mRO6Sp | 181 201 153 221 189 0002 [942 1 s2t 1164 141* 0001
mR98Sp | 266 322 273 379  323* 0001 | 2129 961 867 1253  13,86* 0000
mR9%a-3p | 342 190 236 184  236* 0004 | 935 249 310 313 390 0073
mR9%a5p | 383 328 276 302  323* 0000 | 803 671 349 912  650* 0000
mR9%b3p | 293 260 341 270  291* 0000 | 548 513 267 233  393* 0005
MRO%b-5p | 246 230 258 196  238* 0001 | 411 39 347 395  388* 0000

ANHANG-TABELLE 32: ERGEBNISSE DES MIRNA-PROFILING
FETTLEIBIGEN ZSF1-RATTEN VERGLICHEN ZU 14 WOCHEN ALTEN, FETTLEIBIGEN ZSF1-RATTEN

IN 26 UND 22 WOCHEN ALTEN,

Signifikant veranderter miRNAs im Urin und Urin-EVs fettleibiger ZSF1-Ratten im Alter von 14, 22 und
Statistische Analyse erfolgte mittels eines zweifachen ANOVA einschlieBlich
Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert mit einer EffekigroBe = 2 verglichen zu Woche 14.
MiRNAs sind als relative Mittelwerte in fettleibigen ZSF1-Tieren im Alter von 22 und 26 Wochen relativ
zum Mittelwert 14 Wochen alter, fettleibiger ZSF1-Tiere dargestellt. Statistische Signifikanz ist als
ANOVA * p< 0,05 dargestellt. MiRNAs wurden mittels individualisierter miRCURY LNA gRT-PCR
Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt-Methode einschlieBlich Kreatinin-

26 Wochen (n=4).

Normalisierung ausgewertet. EV: Extrazellulare Vesikel. FDR: engl. False discovery rate. miR:

microRNA.
EV
Fettleibige ZSF1 (Woche 22 vs 14) Fettleibige ZSF1 (Woche 26 vs 14)

#1 w2 o#3 w4 mw fE | #2  #3 #omw R

let-7b-5p 1,67 1,60 099 1,38 | 140 0,071 | 1,59 1,98 1,70 1,82 1,79 0,267

let-7f-5p 1,63 2,01 1,35 142 | 1,62 0,021 | 1,68 2,06 1,71 1,69 1,82 0,128

miR-10b-5p 1,52 2,16 1,12 1,59 | 1,62 0,063 | 1,52 3,05 1,98 1,84 211* 0,015

miR-16-5p 1,92 1,54 1,39 1,86 | 1,68 0,004 | 1,53 1,94 1,68 2,61 1,92 0,208

LXXVII




miR-17-5p 1,54 1,86 1,35 1,53 | 1,58 0,005 | 1,30 2,29 1,93 1,98 1,85 0,115
miR-19a-3p 1,43 1,72 1,22 129 | 1,40 0,011 | 1,35 2,14 1,80 2,61 1,92 0,122
miR-19b-3p 1,92 1,74 1,39 1,37 | 1,59 0,002 | 1,49 2,24 2,07 2,56 2,06* 0,001
miR-20a-5p 1,49 1,62 1,29 147 | 1,47 0,002 | 1,33 1,91 1,72 1,78 1,68 0,078
miR-23a-3p 1,30 1,40 117 1,30 | 1,30 0,007 | 1,05 1,52 1,26 1,94 141 0,225
miR-25-3p 2,00 2,26 112 1,62 | 1,70 0,025 | 1,53 2,29 1,88 2,24 197 0,285
miR-26b-5p 1,22 2,21 1,06 162 | 1,50 0,110 | 1,41 1,96 1,79 1,78 1,76 0,098
miR-31-5p 1,18 1,12 0,80 0,93 | 1,03 0,964 | 1,55 1,72 1,18 1,65 1,57 0,823
miR-34b-3p 71 0,84 129 0,70 | 1,93 0,355 | 5,74 1,37 1,83 547 3,77 0,048
miR-92a-3p 1,57 1,69 1,35 1,38 | 1,50 0,002 | 1,41 1,93 1,87 2,03 1,80 0,104
miR-93-5p 1,26 1,29 1,39 1,11 | 1,27 0,032 | 1,14 1,58 1,40 1,15 1,32 0,229
miR-125a-5p 1,51 1,41 128 156 | 1,44 0,001 | 1,04 1,51 1,34 1,07 1,23 0,274
miR-125b-5p 1,78 1,79 126 1,58 | 1,60 0,005 | 1,76 2,16 1,66 1,81 1,85 0,127
miR-139-5p 411 1,41 159 1,52 | 2,00* 0,056 | 0,26 0,74 0,92 0,83 0,64 0,218
miR-154-3p 1,06 1,16 1,19 084 | 1,07 0,618 | 1,05 0,86 1,07 3,47 1,38 0,708
miR-184 2,40 3,39 224 141 | 245 0,025 | 3,16 4,26 3,46 1,71 3,25 0,009
miR-191-5p 1,81 1,95 1,41 161 | 1,69 0,001 | 1,83 2,38 1,96 2,11 2,07 0,000
miR-205-5p 1,53 1,45 1,16 140 | 1,39 0,012 | 1,35 1,64 1,48 9,07 235 0,189
miR-218-5p 1,88 2,09 201 159 | 1,90 0,000 | 1,28 1,87 1,78 1,20 1,52 0,132
miR-219a-2-3p | 2,66 3,44 266 321 | 3,28* 0,004 | 2,32 3,94 5,53 2,63 3,74* 0,006
miR-323a-5p 6,90 6,42 1,86 211 | 3,68* 0,012 | 414 3,26 3,15 5,22 3,91* 0,000
miR-342-3p 2,39 2,28 206 216 | 2,28* 0,001 | 1,51 2,35 2,76 2,50 229* 0,005
miR-362-3p 0,83 1,63 1,71 117 | 1,35 0,260 | 1,49 1,95 2,38 1,46 1,87 0,055
miR-374b-5p 2,52 2,07 1,36 1,87 | 1,93 0,005 | 1,95 2,12 2,45 2,66 2,30* 0,000
miR-384-5p 2,12 2,26 281 38 | 313* 0,015 | 2,18 3,88 4,59 4,56 425* 0,007
miR-450a-5p 1,06 1,79 1,29 1,11 | 1,28 0,113 | 113 1,43 1,80 1,11 1,34 0,101
miR-497a-5p 1,68 1,05 094 097 |129 0,668 | 1,01 1,01 2,05 1,94 1,62 0,873
miR-503-5p 0,52 0,69 1,29 200 | 1,11 0,788 | 1,18 1,67 1,54 2,83 1,93 0,505
miR-672-5p 2,51 1,48 1,19 097 | 1,52 0,214 | 1,58 1,73 1,81 2,16 1,91 0,994
miR-742-5p 0,59 0,57 027 055 |048* 0,014 | 0,61 0,55 0,62 0,62 0,61 0,004
miR-743a-3p 0,55 0,38 033 044 |044* 0,007 | 0,52 0,59 0,52 0,48 0,55 0,016
miR-743b-3p 0,54 0,49 032 053 |049* 0,017 | 0,54 0,74 0,85 0,92 0,78 0,305
miR-878 2,18 0,73 048 1,04 | 1,25 0,863 | 1,22 0,77 1,16 2,84 1,76 0,333
miR-883b-3p 0,58 0,31 026 033 |036* 0,002 | 045 0,64 0,59 0,47 0,54 0,003
Gesamturin
Fettleibige ZSF1 (Woche 26 vs 14)
p-

#1 #2 #3 #4 Mw Wert
let-7b-5p 2,42 1,84 1,78 277  2,26* 0,007
let-7f-5p 3,37 1,97 228 328 285* 0,006
miR-10b-5p 2,29 2,01 082 167 1,69 0,110
miR-16-5p 3,00 1,83 217 331 2,62* 0,005
miR-17-5p 2,18 2,11 1,65 298 222* 0,003
miR-19a-3p 8,47 2,81 296 573 514* 0,007
miR-19b-3p 6,41 2,18 327 492 4,01* 0,003
miR-20a-5p 3,57 2,72 1,72 314  280* 0,004
miR-23a-3p 3,23 2,48 206 216 2,54* 0,002
miR-25-3p 2,62 1,92 1,63 249  2,19* 0,005
miR-26b-5p 2,15 2,19 1,58 259 220* 0,008
miR-31-5p 3,64 2,90 276 257 3,28* 0,005
miR-34b-3p 60,62 4,26 14,85 3150 23,86* 0,004
miR-92a-3p 2,32 1,77 1,93 266 220* 0,003
miR-93-5p 2,10 2,12 1,50 245 2,05* 0,003
miR-125a-5p 2,91 2,39 237 264 259* 0,000
miR-125b-5p 4,44 3,53 249 380 3,58* 0,000
miR-139-5p 0,78 0,34 025 093 0,52 0,145
miR-154-3p 0,46 0,38 047 048 216* 0,004
miR-184 5,24 5,57 6,11 226 462* 0,001
miR-191-5p 2,23 213 1,38 1,89 1,90 0,005
miR-205-5p 2,68 1,71 257 222 242* 0,009
miR-218-5p 2,43 2,96 164 398 271* 0,006
miR-219a-2-3p | 1,34 1,02 0,72 1,34 1,09 0,588
miR-323a-5p 0,55 0,46 057 057 0,65 0,248
miR-342-3p 2,25 2,49 220 2,00 2,26* 0,000
miR-362-3p 9,03 7,20 441 308 552* 0,001
miR-374b-5p 1,77 1,40 1,08 188 1,56 0,072
miR-384-5p 1,37 0,62 0,77 0,77 0,94 0,742
miR-450a-5p 2,70 4,01 419 283 3,84~ 0,007

LXXVII




miR-497a-5p 1292 331 393 341 509* 0,004
miR-503-5p 1421 3,65 286 521 535* 0,004
miR-672-5p 4,15 211 436 383 386" 0,006
miR-742-5p 1,40 0,79 082 321 139 0,400
miR-743a-3p 1,12 0,38 03 072 0,63 0,318
miR-743b-3p 0,66 0,19 038 062 0,61 0,299
miR-878 4,12 3,56 503 292 389* 0,000
miR-883b-3p 0,31 0,78 139 091 0,77 0,604

ANHANG-TABELLE 33: ROHDATEN DER ZWEITEN MIRNA-QUANTIFIZIERUNG MIT AUSGEWAHLTEN
AsSSAYS IM URIN VON ZSF1-RATTEN

Rohwerte ausgewahlter miRNAs in Urin nach EV-Anreicherung und Gesamturin fettleibiger und
schlanker ZSF1-Ratten (n=4) zur Bestatigung des ersten Profilings. MiRNAs wurden mittels
individualisierter miRCURY LNA gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert. Es sind Ct-Werte gezeigt.
EV: Extrazellulare Vesikel. W: Woche. miR: microRNA.

EV Gesamturin
Fettleibig Schlank Fettleibi Schlank
W14 W22 W26 | W14 | W22 | W26 | W14 | W22 W26 W14 W22 | W26
2551 | 25,32 | 2510 | 26,39 | 25,01 | 25,23 | 27,73 | 26,78 | 26,12 2817 27111 | 27,32
miR-23a-3p 2549 | 2529 | 2493 | 2591 | 2541 | 24,90 | 27,42 | 26,55 | 26,27 27,03 271,72 | 27,27
2584 | 25,63 | 25,30 | 25,37 | 25,17 | 24,90 | 28,01 | 26,28 | 26,59 26,91 27,12 | 26,82
2581 | 24,82 | 25,28 | 2541 | 25,02 | 24,50 | 27,98 | 25,50 | 26,33 27,26 27,25 | 26,75
2764 | 26,92 | 26,68 | 28,70 | 27,45 | 27,63 | 29,31 | 27,98 | 27,25 30,39 29,58 | 29,67
MiR-125b-5p 2751 | 27,05 | 26,46 | 28,11 | 27,55 | 26,95 | 29,47 | 27,99 | 27,24 29,29 29,69 | 29,16
27,8 2747 | 26,98 | 27,55 | 27,39 | 27,34 | 30,00 | 27,47 | 27,69 29,21 29,15 | 28,73
27,88 | 26,52 | 26,80 | 28,01 | 27,41 | 26,97 | 29,94 | 26,92 | 27,37 29,95 29,35 | 28,49
28,84 | 28,48 | 28,40 | 32,59 | 30,79 | 31,39 | 31,95 | 31,92 | 30,86 35,35 33,65 | 32,96
MiR-10a-5p 28,58 | 28,66 | 28,25 | 32,05 | 31,13 | 30,84 | 32,15 | 31,77 | 31,56 34,00 34,40 | 32,57
29,21 | 29,31 | 28,62 | 31,33 | 31,11 | 31,09 | 32,91 | 31,50 | 31,90 34,20 32,35 | 31,53
29,54 | 28,33 | 28,70 | 32,23 | 31,21 | 30,68 | 32,89 | 30,78 | 31,25 35,07 32,53 | 32,54
31,83 | 3212 | 32,02 | 32,43 | 32,45 | 32,57 | 30,92 | 31,18 | 30,96 30,28 31,16 | 31,76
miR-212-3p 31,68 | 31,52 | 31,93 | 32,36 | 32,31 | 32,11 | 30,89 | 30,97 | 31,28 30,30 31,27 | 32,39
31,96 | 32,07 | 32,29 | 32,13 | 32,13 | 31,71 | 30,96 | 31,35 | 32,10 30,96 32,15 | 31,57
3218 | 32,42 | 32,52 | 32,44 | 32,26 | 32,37 | 31,34 | 30,72 | 31,28 30,18 32,16 | 31,56
2746 | 27,19 | 26,98 | 29,67 28,14 | 30,65 | 29,53 | 28,57 32,42 28,97 | 31,57
MiR-15b-5p 2744 | 27,23 | 26,68 | 286 | 27,67 | 27,30 | 30,26 | 29,97 | 29,91 30,14 30,99 | 30,45
2811 | 27,92 | 27,09 | 28,10 | 27,65 | 28,12 | 30,73 | 29,65 | 29,97 30,06 30,96 | 30,96
27,78 | 26,80 | 26,97 | 29,48 | 27,82 | 27,51 | 30,95 | 29,16 | 28,89 31,99 31,02 | 30,93
2567 | 24,80 | 24,79 | 27,79 | 25,02 | 25,69 | 27,69 | 27,01 | 26,66 29,76 26,90 | 27,53
MiR-191-5p 2513 | 25,02 | 24,64 | 27,19 | 25,68 | 25,43 | 27,13 | 27,23 | 26,68 28,40 27,93 | 27,52
26,08 | 2540 | 24,90 | 26,57 | 2549 | 2555 | 28,25 | 27,24 | 27,05 28,04 27,31 | 27,03
26,02 | 24,66 | 2519 | 27,01 | 2553 | 25,02 | 28,24 | 26,39 | 26,84 28,54 27,46 | 27,08
17,81 | 17,61 | 17,58 | 18,49 | 18,04 | 17,65 | 17,98 | 17,91 | 17,86 17,84 18,38 | 18,17
cel-miR-39- | 17,53 | 17,41 | 17,57 | 18,60 | 17,93 | 17,86 | 18,13 | 17,67 | 18,47 18,08 18,85 | 18,16
3p 17,87 | 17,67 | 17,43 | 18,51 | 18,20 | 17,59 | 17,49 | 17,65 | 18,84 18,49 18,44 | 17,97
17,45 | 17,64 | 17,78 | 18,14 | 17,85 | 17,57 | 17,59 | 17,46 | 17,86 18,50 18,07 | 18,26
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ANHANG-TABELLE 34: ERGEBNISSE DER ZWEITEN MIRNA-QUANTIFIZIERUNG AUSGEWAHLTER MIRNAS
IM URIN VON ZSF1-RATTEN

Ergebnisse der Bestatigung ausgewahlter miRNAs in Urin nach EV-Anreicherung und Gesamturin
fettleibiger und schlanker ZSF1-Ratten (n=4). Die statistische Analyse erfolgte mittels zweifachem
ANOVA einschlieBlich Korrektur durch die FDR (q < 0,05) kombiniert mit einer EffekigroBe = 2
verglichen zur gleichaltrigen Kontrolle und Uber die Zeit. Es sind Mittelwerte fettleibiger ZSF1-Ratten
verglichen zur gleichaltrigen, schlanken Kontrolle gezeigt. MiRNAs wurden mittels individualisierter
miRCURY LNA gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt-Methode
einschlieBlich Kreatinin-Normalisierung ausgewertet. EV: Extrazelluldre Vesikel. W: Woche. OvL:
Fettleibig relativ zu schlank. FDR: engl. False discovery rate. miR: microRNA.

Experiment Profling (Woche 26 vs 14) Zweite Messung: EV OvL Zweite Messung: Gesamturin OvL

EV Gesamturin

W22 W26 w14 Wk22 W26 W14 W22 W26
miR-23a-3p / 2,54 2,75 2,35 2,44 2,25 5,15 4,81
miR-125b-5p / 3,58 3,32 3,48 4,14 313 9,14 9,07
miR-191-5p 2,07 / 6,79 3,49 4,28 5,56 341 4,12
miR-10a-5p 2,57 / 20,46 13,00 16,75 13,87 8,48 591
miR-15b-5p 2,13 2,76 6,12 3,26 5,26 4,34 475 9,22
miR-212-3p 2,74 / 3,43 3,02 2,94 2,02 3,92 3,94

ANHANG-TABELLE 35: ROHDATEN DER MIRNA-QUANTIFIZIERUNG IM NIERENGEWEBE VON ZSF1-
RATTEN MITTELS QRT-PCR

Quantifizierung von miRNAs im Nierengewebe von 14 und 26 Wochen alten, fettleibigen und
schlanken ZSF1-Ratten mittels individueller gRT-PCR Assays von Qiagen (15 ausgewahlte miRNAs,
Woche 14: n= 4; Woche 26: n=8). Es sind Ct-Werte gezeigt. miR: microRNA. W: Woche.

Fettleibig ZSF1 Schlank ZSF1

W14 W26 W14 W26

miR-23a-3p 18,656 1861 | 1945 1954 1944 1923 19,72 19,76 | 19,65 19,60
18,67 1987 | 1941 1960 19,01 1897 1993 1913 | 1946 19,75

MiR-125b-5p 18,99 1984 | 2049 2061 20,34 2012 2044 20,72 | 20,33 20,39
2021 21,05 | 2035 20,79 20,20 20,64 20,90 20,30 | 20,20 20,46

miR-10a-5p 2354 2438 | 2581 2564 2612 2529 2581 26,76 | 2643 26,22
2450 26,27 | 2587 26,54 2522 2546 2697 2566 | 2570 26,37

miR-15b-5p 2306 2473 | 2568 2588 2588 2539 26,16 26,58 | 25,89 26,53
2508 26,22 | 2595 26,15 2537 2587 26,70 26,05 | 26,04 26,54

MiR-191-5p 20,10 19,86 | 20,79 20,98 20,88 20,69 21,01 2115 | 20,98 20,95
1990 21,16 | 20,88 20,93 2041 20,35 2120 2054 | 20,85 21,01

miR-21-5p 17,93 18,40 | 1897 1937 1890 18,65 20,13 20,33 | 20,15 20,24
18,40 19,98 | 19,17 1911 1851 1846 2063 19,74 | 20,06 20,33

MiR-16-5p 18,01 17,71 | 1851 18,69 18,71 18,56 18,72 18,72 | 18,83 18,80
17,63 18,84 | 1860 18,78 18,18 17,96 18,87 18,06 | 18,76 18,88

MiR-192-5p 19,00 1854 | 19,63 19,70 1995 19,78 19,40 19,40 | 19,38 19,33
1848 19,79 | 19,76 1993 1927 19,05 19,65 1897 | 19,36 19,49

MIR-200b-3p 21,26 2095 | 21,99 22,056 2241 22,26 2238 2228 | 2216 22,11
2095 2216 | 2220 2241 21,84 21,61 2233 2195 | 2216 22,34

MiR-29¢-3p 2081 2238 | 2401 2423 2403 2387 2398 2439 | 2390 23,86

2263 2441 | 2422 2465 2361 23,88 2446 2353 | 23,60 23,76
miR-30d-5p 19,32 1948 | 20,64 20,90 2087 20,79 20,76 20,87 | 20,63 20,77
19,70 2096 | 20,76 21,10 20,45 20,71 21,01 2044 | 20,65 20,81
miR-19b-3p 2005 2111 | 2261 2296 2206 21,95 2248 22,80 | 2247 2245
2150 2355 | 2242 2298 2192 22,21 2308 21,86 | 2212 22,59
22371 2225 | 2301 2320 2305 2291 2309 2316 | 23,26 23,16

miR-25-3p 2226 2345 | 23,01 2328 2263 22,66 2333 2265 | 2305 2334
miR-34a-5p 2571 2799 | 2933 2986 2872 28,74 3132 31,35 | 3061 30,97
2856 3045 | 2912 29,67 2880 29,43 31,41 30,51 30,20 31,02
MiR-34¢-3p 3010 29,87 | 30,10 30,67 30,19 29,92 3041 3053 | 3052 3053
3012 31,22 | 3041 3010 29,74 29,74 30,62 30,18 | 30,40 30,67
Us 2942 30,34 | 3092 31,23 31,37 30,83 31,65 31,85 | 31,60 31,67

3031 31,56 | 31,29 31,36 31,06 30,86 31,67 31,18 | 31,28 31,55

LXXX



ANHANG-TABELLE 36: ROHDATEN DER MIRNA-QUANTIFIZIERUNG IM NIERENGEWEBE VON ZSF1-
RATTEN MITTELS NANOSTRING

Quantifizierung von miRNAs im Nierengewebe von 14 und 26 Wochen alten, fettleibigen und
schlanken ZSF1-Ratten mittels der Nanostring-Plattform (420 miRNAs; Woche 14: n=5; Woche 26:
n=9). Es sind absolute Werte ohne Normalisierung gezeigt. miR: microRNA. W: Woche.

Fettleibig ZSF1 Schlank ZSF1
W14 W26 W14 W26
56355 43284 26083 30550 1293 41425
miR-21-5p 29577 24890 35960 37265 20229 39517 ‘S‘fés; gg;gg
24390 16202 2646.0 : :
Raasy |48 46 17 10 33 33 1110 10 |10 32 10
69 101 87 10 10 10 10
18264 1668,0 0350 11338 5502 46452
mR1925p | 13829 1300,9 10497 9577 21723 47012 ggggg g?ggg
38727 5593 28741 : :
89864  6006,6 31790 40149 18032 10726.2
mR29c3p | 53733 41393 35909 31283 56607 108205 ]ggﬁ’;g ;ggg%g
47653 2719.2 7130,1 : :
e 386 423 421 877 592 68,3 14 31 104 |31 17 53
369 351 701 50,0 13 10 10
. 856 1027 623 1010 857 1282 1687 453 406 | 396 313 461
748 745 1240 803 429 285 260

ANHANG-TABELLE 37: ROHDATEN DER EV-MIRNA QUANTIFIZIERUNG NACH EV-ANREICHERUNG
MITTELS SEC, UND VERGLEICH ZUM GLOMERULONEPHRITIS-RATTENMODELL

Rohdaten der Quantifizierung ausgewahlter miRNAs im Gesamturin und Urin-EVs von fettleibigen und
schlanken ZSF1-Ratten (n=4) und von NTS-induzierter Glomerulonephritis in WKY-Ratten (NTS: n=5;
Kontrollen n=3). Die gezeigte EV-Isolation in ZSF1-Ratten erfolgte durch qEV-Saulen (lzon), die
Isolation im Glomerulonephritis-Rattenmodell erfolgte mit dem miRCURY Exosome lIsolation Kit
(Qiagen). W: Woche. T: Tag. GN: Glomerulonephritis. EV: Extrazellulare Vesikel. WKY: Wistar-Kyoto-
Ratte. miR: microRNA.

EV Gesamurin
Fe;té?:)lg Schlank ZSF1 Kc:’r\;tKrzlle GN Kc:’r\;tKrzlle GN
Wo W12 Wo W12 T8 T14 T8 T14 T8 T14 T8 T14
33,26 34,56 | 33,58 | 33,74
miR-10a-5p 33,06 30,68 | 3455 | 31,26 | 3556 | 3533 | 34,46 | 3248 31,25 3547 | 31,40 | 33,59
3521 3522 | 30,67 | 33,31
28,66 27,79 | 31,51 | 28,02
miR-23a-3p 26,65 2570 | 34,55 | 31,26 | 26,59 | 26,03 | 25,95 | 24,09 27,24 2790 | 2941 | 27,59
29,23 2786 | 27,73 | 27,19
31,39 2942 | 32,48 | 30,65
miR-125b-5p 2851 26,59 | 26,17 | 25,58 | 28,92 | 28,47 | 28,09 | 26,82 32,02 30,75 | 31,00 | 30,12
32,02 3048 | 30,26 | 29,95
31,13 30,83 | 31,47 | 2942
miR-191-5p 2723 2490 | 28,29 | 27,61 | 28,67 | 28,38 | 27,17 | 25,71 29,55 30,82 | 30,18 | 29,17
3241 30,71 | 29,25 | 29,05
3294 3274 32,36
miR-15b-5p 30,06 2828 | 28,00 | 26,26 | 31,27 | 30,67 | 29,67 | 28,61 32,08 3355 | 32,61 | 3229
3462 33,06 | 31,05 | 30,95
31,11 29,88 | 29,45 | 2945
miR-16-5p 2593 2353 | 3151 | 2989 | 27,74 | 27,28 | 25,79 | 24,37 29,26 30,12 | 28,93 | 28,93
32,23 30,19 | 28,17 | 28,17
29,87 29,28 | 31,95 | 30,48
miR-200b-3p 27,01 2484 | 2716 | 2529 | 27,56 | 27,30 | 26,07 | 2540 2917 29,98 | 30,20 | 30,52
32,07 29,99 | 28,74 | 28,68
3451 3046 | 34,64 | 31,05
miR-29¢-3p 2814 26,21 | 28,74 | 28,09 | 29,67 | 27,96 | 27,90 | 26,50 30,86 3242 | 32,04 | 3043
36,08 32,32 | 30,16 | 29,34
29,66 28,71 | 31,10 | 2845
miR-30d-5p 2595 2443 | 28,75 | 27,04 | 26,73 | 26,11 | 25777 | 24,24 28,00 28,93 | 29,12 | 28,20
31,08 2892 | 28,02 | 27,95
33,38 31,32 | 3425 | 32,51
miR-19b-3p 2847 2646 | 26,18 | 2519 | 29,08 | 28,71 | 27,34 | 26,15 29,36 3346 | 32,30 | 31,95
33,78 33,71 | 30,03 | 30,73
32,38 30,73 | 32,61 | 31,68
miR-25-3p 2944 27,03 | 29,35 | 27,58 | 30,13 | 30,06 | 28,95 | 27,55 29,32 32,22 | 31,04 | 31,01
3343 3223 | 30,33 | 30,15
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37,00 3328 | 3570 | 3347
miR-34a-5p 3153 2931 | 30,30 | 2853 | 33,75 | 31,59 | 3145 | 30,41 3122 3450 | 3369 | 32,58
34,76 34,06 | 32,88 | 32,30
cel-miR-39-3p | 1926 18,78 | 33,60 | 32,05 | 1699 | 16,72 | 1697 | 1687 |/ / | / |/
2157 2087 | 2257 | 21,76
ath-miR-159a | / / / / / / / / 20,67 21,33 | 22,10 | 22,09
2127 2129 | 2098 | 21,26

ANHANG-TABELLE 38: ERGEBNISSE DER EV-MIRNA QUANTIFIZIERUNG NACH EV-ANREICHERUNG
MITTELS SEC, UND VERGLEICH ZUM GLOMERULONEPHRITIS-RATTENMODELL

Vergleich signifikant veranderter miRNAs im Gesamturin von fettleibigen und schlanken ZSF1-Ratten
(n=4) mit publizierten miRNA-Daten aus Urin von NTS-induzierter Glomerulonephritis in WKY-Ratten
(NTS: n=5; Kontrollen n=3). Die Isolation von Urin-EVs in fettleibiger ZSF1-Ratten erfolgte durch das
miRCURY Exosome Isolation Kit (Qiagen, Profiling) oder qEV-Saulen (lzon, SEC) und im
Rattenmodells fir NTS-induzierte Glomerulonephritis durch das miRCURY Exosome Isolation Kit
(Qiagen). Es sind die Verhéltnisse der erkrankten Tiere relativ zum Mittelwert der entsprechenden
Kontrollen gezeigt. Alle Ergebnisse wurden nach der modifizierten ACt-Methode einschlieBlich
Kreatinin-Normalisierung ausgewertet. Statistische Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test
einschlieBlich Korrektur durch die FDR (q = 0,05) kombiniert mit einer Effekigr6Be = 2 verglichen zur
schlanken Kontrolle. Statistische Signifikanz ist als * gekennzeichnet. W: Woche. GN:
Glomerulonephritis. EV: Extrazellulare Vesikel. OvL: Fettleibig versus schlanke Kontrolle. SEC:
GrbéBenausschlusschromatographie.  WKY:  Wistar-Kyoto-Ratte.  miR:  microRNA.  NTS:
Nephrotoxisches Serum.

ZSF1 0vL NTS-Induzierte GN (WKY Ratten, 0,5 ml/100g KG)
Profiling 2, EV Isolations- EV (SEC) Gesamturin
method (SEC)
miRNA EV (W22) Gesamturin EV EV (W1) (W2) (W1) (wW2)
(W26) (W14) (W26)

miR-10a-5p 2,21 +0,59* I 1,99 0,53 6,34 I 3,94 4,18 I 543 4,38 +1,85* I 4,41 +0,80*
miR-34a-5p 9,78 +2,02* 11,37 £ 4,12* 9,51 17,50 4,82 791 1,11+0,45 3,49 +1,37*
miR-125b-5p 3,15 £ 0,49* 12,56 + 2,85* 1,93 5,32 3,91 3,79 3,51 40,86 1,47 £0,37
miR-19b-3p 2,66 + 0,45 12,51 £ 5,54* 4,18 5,67 8,65 3,60 1,50 £ 1,49 3,05+2,09
miR-16-5p 3,40+ 0,51* 11,80 £ 3,18* 5,26 8,91 7,08 5,33 369+2,73 3,84+186
miR-15b-5p 3,40 + 1,29 10,44 £ 5,11* 6,16 8,02 6,34 4,08 4,34+272 4,03 +2,58
miR-29¢-3p 2,55 0,39 594 +2,38* 3,46 4,68 7,76 444 4,03 +3,83 4,14 +2,68
miR-191-5p 2,42 + 0,34 5,08+ 1,01* 3,85 6,73 6,61 5,37 3,38 +£0,98* 4,56 +0,67*
miR-25-3p 2,87 +£0,81* 8,88 + 1,92* 4,09 7,45 6,67 4,90 1,83 0,47 2,69+ 1,51
miR-30d-5p 2,36 +0,37* 5,38 +0,96* 2,65 4,45 4,67 4,70 2,34 +1,22 2,45 + 0,48
miR-23a-3p 1,88 £0,14* 6,37 +1,36* 1,63 2,42 481 4,96 1,19+0,78 1,88 £ 0,59
miR-200b-3p 3,26 +£ 0,92 10,20 + 3,46* 7,48 24,90 3,70 2,00 2,38+ 1,49 1,70 £1,39

ANHANG-TABELLE 39: ROHDATEN DES MIRNA-PROFILING IN MRENTG-RATTEN

Rohdaten der miRNA-Quantifizierung in Urin-EVs von mRenTG-Ratten nach achtwdéchiger
Behandlung mit L-NAME und in der SD-Kontrolle (n=4). MiRNAs wurden mittels individualisierter
miRCURY LNA gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert. Es sind Ct-Werte gezeigt. EV: Extrazellulare
Vesikel. mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. SD: Sprague-Dawley-Ratten. miR: microRNA. L-
NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.

mRenTG + L-NAME:
mRenTG + L-NAME: EVs SD Kontrolle - EVs Gesamturin
miRNA Woche 0 Woche 8 Woche 8 Woche 8
miR-295-5p 375 378 365 |/ / / / 353 | 394 397 |/ / / / / 35,5
miR-1188-5p 353 395 383 397 365 |/ / 355 | 373 | / 313 |/ / / /
miR-135b-5p 342 332 340 343 34,0 356 342 350|326 332 316 329|365 355 355 35,5
miR-135b-3p 390 / / / / / / / / / / 372 |/ / / /
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miR-199a-5p
miR-199a-3p
let-7d-5p
let-7d-3p
miR-93-5p
miR-674-5p
miR-674-3p
miR-23a-3p
miR-23a-5p
miR-499a-5p
miR-499a-3p
miR-139-5p
miR-139-3p
let-7b-5p
let-7b-3p
miR-708-5p
miR-708-3p
miR-431-5p
miR-449a
miR-132-3p
miR-132-5p
miR-339-5p
miR-145-5p
miR-101a-5p
miR-301a-5p
miR-488-3p
miR-135a-3p
miR-1249-3p
miR-196¢-5p
miR-133a-3p
miR-133a-5p
miR-300-3p
miR-300-5p
miR-336-5p
miR-324-5p
miR-323a-3p
miR-323a-5p
miR-21-5p
miR-802-5p
miR-330-3p
miR-455-5p
let-7i-5p
let-7i-3p
miR-653-5p
miR-376b-3p
miR-376b-5p
miR-34¢-3p
miR-488-5p
miR-410-3p
rno-let-7f-1-3p
miR-340-5p
miR-322-5p
miR-187-3p
miR-10a-5p
miR-10a-3p
miR-25-3p
miR-20b-3p
miR-190b-5p
miR-598-5p
miR-30c-5p
miR-30¢c-1-3p
miR-148b-5p
miR-106b-5p
miR-106b-3p
miR-100-5p
miR-760
miR-154-5p
miR-154-3p
let-7a-1-3p
miR-325-5p
miR-325-3p
miR-484
miR-349
miR-381-3p

35,0
34,6
26,8
28,3
29,0
34,2
34,6
26,2
34,4
32,3
33,6
358
32,4
25,3
313
34,2
354
30,9
355
35,5
33,9
30,1
31,6
32,5
34,0

34,8
30,2
32,4
33,7
35,6
34,5

31,6
37,0
28,0
23,5
36,4
34,3
31,8
27,9
37,0
353
355

33,3
36,2
35,5
32,9
33,1
30,2
32,3
34,9
33,9
28,3
34,3
33,4
32,2
23,8
35,6
353
29,3
34,7
35,3
34,9
355
34,2
31,1
35,5
354
26,8
/

32,0

34,5
32,9
26,7

34,6
35,3

355

354
32,9
33,0
30,0
344
34,7
354
28,8
34,2
35,0
34,7
23,7
35,1
34,8
29,7
354
354
354

36,8
313
35,5
34,9
29,3
/

35,3

36,5
34,2
27,2
28,3
29,3
35,0
34,4
26,7
35,5
32,3
35,5
34,7
35,0
26,3
314
331
35,9
33,0
35,6
35,2
39,6
30,1
31,5
33,2
34,2

34,8
32,8
32,3
34,9

36,3

32,2

36,3
24,7
354
351
32,9
29,0
37,0
35,2

354
35,5
34,8
33,3
33,8
30,4
34,6
35,1
33,9
29,2
33,7

35,2
23,9
354
355
30,2
35,0
34,3
355

31,4
/

354
30,9
/

34,3

35,6
33,8
274
28,7
29,3
34,9
34,9
26,8
35,8
32,0
34,9
35,5
33,8
26,4
31,7
34,7
36,7
34,0

34,5

30,3
32,4
33,8
34,0
33,9
36,9
32,4
32,4
33,3

35,5

31,8
34,9

257
35,1
35,0
32,9
29,0
38,1
34,7
353

35,6

36,6
33,9
32,2
30,4
34,0
354
34,6
29,8
35,0
35,5
34,5
243
35,0
353
30,4
354

35,5

32,2
/

353
31,2
/

32,8

39,0
34,9
271
28,5
29,5
34,6
33,8
27,0
35,9
32,9
34,3
35,0
35,5
254
31,2
345
35,3
33,8
33,9
35,3

30,2
32,1
324
354

34,0
32,9
33,7
35,5

35,7

31,9
37,6

22,8
33,6
34,0
33,3
28,5
37,3
33,6
35,3

33,8

35,3
33,3
33,9
314
35,0
34,6
34,6
29,1
33,8
34,0

24,4
35,6
34,9
29,8
344
35,0
32,8
34,0
354
31,4

343
30,6

33,9

~ |~~~

36,5
34,5
27,9
29,3
30,2
34,6
354
271
34,5
32,2
35,0

354
26,8
32,0
353

354
34,5

30,7
314
33,2

32,9
324
34,2
33,5

354

36,3

35,0
34,4
32,4
31,1
354
35,2
33,7
30,3
34,9
35,0
35,5
243
353

31,0
34,2
35,0
38,5
353
354
33,0

354
32,1

34,5

386 351
354 354
272 210
289 284
296 294
345 333
332 322
269 27,0
356 343
328 327
35,1 35,6
385 359
333 349
259 253
314 313
345 353
354 |/

344 304
334 339
340 352
/ /

30,7 306
320 331
332 333
348 |/

351 |/

347 354
333 326
330 346
349 355
355 |/

353 346
/ /

/ /

320 329
349 |/

363 354
232 220
353 342
349 345
330 332
289 283
374 370
354 347
/ 39,5
/ 38,0
330 329
/ 36,9
352 349
32,7 319
338 316
320 313
355 355
350 345
340 351
292 290
344 348
338 |/

352 351
243 246
350 /

350 355
302 297
339 351
347 352
363 350
354 |/

355 356
320 313
389 |/

348 349
312 313
/ /

340 337

LXXXII

35,2

33,8
38,2

354

35,6
33,0
331
311
34,0
34,9
34,3
294
35,0
34,8
34,5
23,9
34,2
34,9
30,3
354
32,7
354
35,0
371
31,6
/

34,6
30,8
/

35,0

34,9
33,6
26,2
27,5
28,3
33,0
33,0
26,2
354
31,7
34,0

35,0
243
30,2
353

33,9
35,1
35,0

29,3
32,2
31,6
354

35,6
316
324
344

35,1

30,9
38,8

22,2
34,6
31,9
32,0
27,7
35,9
34,9
35,6
35,1
34,3

355
32,0
32,9
30,8
33,9
32,4
34,1
28,2
34,7
33,8

23,4
34,8
354
29,0
34,9
32,2
35,5

30,2
35,5
32,3
29,7

354

35,5
34,4
26,2
27,9
28,3
35,3
34,6
26,1
35,5
30,9
34,6
35,8
34,9
25,2
31,0
33,1
36,3
35,2

34,1

29,3
32,0
32,3
34,8
34,3
33,2
31,3
31,8
33,5

35,2

31,1
34,9
37,0
23,7
35,0
32,9
31,9
28,4

354
35,2
35,2
355

35,6
32,0
32,2
30,0
33,3
33,9
34,0
28,1
34,7
35,2
35,2
23,2
35,6
34,7
294
35,0
33,9
34,7
35,2

31,0
/

35,2
30,2
/

344

37,6
33,7
26,9
28,2
294
34,6
33,2
259
35,5
32,0
34,4

34,8
259
31,3
33,1
37,3
32,8

35,0

29,5
31,2
32,0
34,3

34,2
32,3
32,9
344

355

321
374
35,2
24,6
35,0
331
321
28,6
38,6
34,9
35,2
351
33,4

34,9
32,9
31,6
29,9
35,6
35,2
35,2
291
35,6
35,3
32,9
231
34,9
34,8
30,1
33,0
32,3
35,6
33,6
35,5
31,1
354
35,2
27,0

29,9

36,5

29,5
31,0
32,1

35,1
29,3
353
354

35,2
28,1
34,3
35,8

35,5
35,5
35,3

33,2
34,6

38,6

30,8
31,3
32,3

29,2
36,9
35,1
35,1
35,0
334
30,1
34,2
39,1
371
33,2

354

31,7
31,8

39,1
33,3
34,5
34,8

37,5
34,9
34,9
28,9

36,4
35,6

34,9
29,5
30,4
32,1
34,3
33,9
28,6
35,5
35,6
354
36,8

34,7
35,5

32,7

33,9
354
34,4
35,1
34,1
354
31,2
354

39,3
27,1

35,5
33,1
35,2

38,3
35,0

35,1
36,2
34,7
30,4
/

35,0

—_— — —

35,5

29,2
30,7
31,8
34,7
34,0
29,6
34,9
32,9

35,5
35,0
28,2
33,0
35,5
36,4
33,0
33,9

33,0
33,7
34,3

35,6
34,0
35,2
33,0

38,4

34,8
37,6
35,9
254
39,0
35,3
354
31,0

35,2

32,2

34,9
35,2
33,9
35,0
34,5
35,2
31,6
35,0
354

27,3
354

33,1
35,3

34,8

35,0
317

34,2




miR-9-5p
miR-9-3p
miR-211-5p
miR-16-5p
miR-501-5p
miR-140-5p
miR-140-3p
miR-363-5p
miR-881-3p
miR-376a-3p
miR-146a-5p
miR-24-1-5p
miR-296-5p
miR-296-3p
miR-31-5p
miR-31-3p
miR-877-5p
miR-463-3p
miR-331-3p
miR-218-2-3p
miR-673-5p
miR-378a-5p
miR-362-5p
miR-362-3p
miR-147b
let-7a-5p
miR-345-5p
miR-345-3p
miR-206
miR-22-3p
miR-22-5p
miR-181b-5p
miR-377-3p
miR-539-5p
miR-1-5p
miR-872-5p
miR-872-3p
miR-28-5p
miR-28-3p
miR-384-3p
miR-384-5p
miR-26b-5p
miR-26b-3p
miR-181a-5p
miR-181a-3p
miR-20a-3p
miR-291a-3p
miR-743a-3p
miR-146b-5p
miR-186-5p
miR-128-3p
miR-466b-5p
miR-532-3p
miR-382-5p
miR-382-3p
miR-540-3p
miR-196a-2-3p
miR-202-5p
miR-124-3p
miR-124-5p
let-7e-5p
let-7e-3p
miR-875-5p
miR-34b-5p
miR-34b-3p
miR-425-5p
miR-350
miR-761
miR-329-3p
miR-298-5p
miR-290
miR-130b-5p
miR-191-3p
miR-500-3p

294
34,1
31,9
25,2
32,0
31,1
29,1
353
34,7

35,5
32,1
354

32,9
33,9
34,0
354
32,0
38,3

30,8
354
33,9
313
26,4
30,2
33,0
354
27,2
32,4
31,0

31,8
31,8
31,3
31,8
353

26,4
33,3
294
32,8
35,1
29,0
28,1
33,6
30,8
34,5
35,0
33,1
31,1
353
35,0
35,1
34,3
30,5
34,6
271
35,5
355
34,1
32,1
29,9
32,8
31,8

37,0
337
35,6
344
34,5

30,0
34,7
343
26,2
33,8
31,0
29,0

35,3

35,6
32,0
35,3
34,9
32,3
34,0
354
34,7
32,0

37,5
30,1
33,6
33,1
35,5
26,8
30,3
33,1
344
26,9
32,2
30,6

31,6
31,5
31,3
31,1
35,2

26,4
33,0
29,3
33,9
35,1
28,2
30,6
33,8
30,8
33,3

32,7

355
34,9
36,2
33,2
36,8
274
35,0

34,4
355
30,1
34,2
33,7
38,5

34,0
354

31,0
35,2
354
26,4
33,6
31,9
29,3

33,7
35,0
35,2
32,9
34,7

32,8
354
35,2

324
35,9

30,6
33,9
32,2
34,5
27,0
304
34,2
32,9
274
324
31,0

32,2
31,9
31,5
31,5
35,5

27,0
34,2
29,5
33,6
35,0
294
30,3
34,6
31,3
341
35,9
331

35,7
34,5
35,8
32,8

27,6
34,8
374
354
33,2
30,7
354
35,6
36,8
35,5
35,0
34,0
351
34,4

314
34,5
35,1
27,0
34,9
314
29,1

35,0
33,0
35,6

34,0
34,9
35,5

32,5

30,9
354
34,5
39,0
27,3
31,0
33,6
33,0
27,5
31,9
31,2

32,2
32,3
31,8
32,3

371
27,2
34,3
29,8
34,9
35,5
29,1
32,1
34,5
314
33,9
37,2
34,6
354

354
353

34,5

27,8
353

36,8
354
31,3
34,5
34,3

35,9
36,2
35,2
35,0
354

30,0
33,5
33,6
25,9
35,3
30,8
29,2
371
33,9
354
34,9
34,0

33,1
34,8
35,3
34,2
32,3

30,4
334
33,8
354
26,2
30,2
31,7
33,8
27,2
32,2
32,0
35,2

32,1
32,5
31,5
28,4

344
26,7
33,9
30,2
35,2
34,9
28,9
28,4
33,8
31,0
33,6
35,6
33,2
33,2
35,6
355

34,3
27,2

35,8
33,3
32,6
30,3
33,9
34,3

35,5
38,5

354
34,2

—~— — —

31,8
34,8
35,0
274
34,9
31,7
294

34,8
34,9
35,6

32,7
354
34,8

33,0

35,6
31,3
35,5
33,7
34,9
27,9
31,2
32,8
34,7
27,8
33,3
31,7

35,0

32,4
32,8
31,9
32,3

27,2
34,0
30,3
34,1
35,5
30,9
33,2
34,3
31,8
34,5
35,5
34,1
353
35,5
35,5

35,5

28,2
353

34,8
35,2
31,3
34,6
34,9

33,8
35,2

310 298
34,1 33,7
326 323
263 258
350 355
314 309
293 29,0
/ 35,3
355 354
350 355
348 355
340 327
346 353
/ /

334 333
335 342
355 343
353 344
32,7 318
/ 36,4
/ /

31,0 311
339 355
339 330
352 382
269 261
305 298
340 330
356 345
27,1 27,0
329 329
312 37
350 350
/ /

/ 38,2
323 313
326 321
318 312
317 258
352 348
350 344
269 26,6
343 350
302 303
346 392
350 355
303 241
298 280
340 338
313 312
337 339
340 356
332 330
352 352
355 40,0
355 353
/ /

399 |/

342 318
/ /

2715 211
352 342
379 355
347 319
330 315
305 298
35,1 33,0
348 349
/ /

355 317
/ /

362 370
354 347
38,7 350

LXXXIV

31,9
35,3
35,3
26,4
33,8
31,0
29,0

34,3
33,9
38,1

321
35,2
36,0
35,1
324

38,9
30,2
34,5
331
35,5
271
30,0
32,8
34,6
26,9
32,3
30,4
35,5

38,4
31,8
31,8
314
31,7

26,3
33,8
29,3
34,8
35,0
30,7
304
34,5
30,8
34,6
34,6
34,5
35,2
37,0
35,3

34,5

27,5
331

33,3
35,5
30,3
34,8
33,9

38,3

35,5
34,9

29,0
32,1
31,6
25,0
33,6
30,2
28,1
38,6

34,5
34,4
33,1
374

31,9
34,1
35,1
353
31,2

30,0
35,6
32,6

25,5
28,9
32,4
33,3
26,4
31,6
29,9

31,0
30,9
30,7
30,9
35,0
34,4
257
32,0
29,0
353
34,4
28,9
27,2
32,3
30,0
32,7
34,1
32,1
355
37,2
35,2
35,2

35,1

26,4
33,8

33,5
32,8
29,2
31,9
34,2

35,1
344
338

30,7
353
35,2
25,8
35,5
30,3
28,0

334
35,6
32,7
36,5

32,7
35,0
34,7

314

36,3
29,3
34,3
32,8
35,5
26,1
29,6
32,7
31,9
26,2
31,7
29,6

35,0

30,8
30,7
30,3
30,4
354
/

25,6
32,8
284
33,5
35,1
304
314
32,4
29,9
32,9
34,8
32,9
35,1
38,4
354
38,4

334

26,7
34,3
35,5
35,8

29,7
35,5
35,5

38,8
38,8

34,0
34,5

311
35,2
33,0
26,2
34,6
30,8
28,6
35,5

35,5
354
32,3
32,3
38,8
33,3
351
35,0
351
32,3

354
30,3
35,0
33,3
33,5
26,9
30,1
31,9
34,5
26,7
324
29,7

31,9
31,9
31,0
31,3

26,4
33,3
28,2
346
335
32,3
30,9
34,3
30,8
33,1
34,8
33,0
354
35,0
35,5
344

31,6

271
33,0
37,3
35,5
34,4
31,0
34,4
34,5

37,6
355
35,2
34,6
34,7

33,1
353
34,3
28,9
35,9
34,7
32,5

354
35,5
354

32,8
354
38,6

35,0

32,0

34,2
35,6
29,2
32,4
34,8
35,5
30,3
353
33,7
35,6

34,8
34,9
32,9
33,5
36,4

30,2
32,9
38,2
27,3
31,8

34,6

33,8
35,2
35,2
29,5
34,9
34,2
32,3

353
35,1

33,8
35,3
371

35,3

354
314
37,2

35,1
30,8
35,0
33,5
36,5
30,7
34,7
34,0

34,7
34,8
35,2
35,1

31,0
33,7
31,8
39,9
374
31,1
35,0
38,8
34,2
35,5
35,2
353

39,0
34,8
34,9
31,3
35,0
36,4
353
33,2
35,5
354
37,2

34,7

31,9
33,6
32,8
28,7
34,4
34,5
31,2

34,9
34,9
36,2

34,6
371

354

33,3
35,2
35,2
35,3
29,5
32,9
38,3
37,0
29,6
35,6
32,9

354
34,6
34,1
32,5

30,2
35,0
32,6
35,8

29,8
32,3
34,3
33,2
36,3
354
35,6
353

35,1

33,2

30,4
353

334
31,2
31,9
35,3
353

378

33,7

33,7
354
34,2
28,4
35,3
34,1
32,0
35,8

37,5
35,0
34,8

35,2
35,5
34,8
35,0
34,4

33,9
35,2
35,6

28,7
32,0
34,9
34,0
29,8
35,1
35,6

354
344
341
31,6
39,8

30,0
354
32,2

244
314
35,2
34,4
35,2
35,0
34,7

35,0
35,5

33,3

29,9
35,0
354
34,8
30,3
32,0
35,5
34,9

36,5

35,3
37,7




miR-668-3p
miR-153-3p
miR-96-5p
miR-216b-5p
miR-369-3p
miR-369-5p
let-7f-2-3p
miR-144-3p
miR-99a-3p
miR-103a-3p
miR-30a-5p
miR-30a-3p
miR-883b-3p
miR-136-3p
miR-191-5p
let-7¢c-5p
let-7¢-3p
miR-219a-5p
miR-221-3p
miR-672-5p
miR-130b-3p
miR-342-3p
miR-219a-1-3p
miR-99b-5p
miR-99b-3p
miR-742-5p
miR-190a-5p
miR-17-1-3p
miR-376a-5p
miR-352
miR-182-5p
miR-15b-5p
miR-15b-3p
miR-30¢-2-3p
miR-27a-3p
miR-27a-5p
miR-196a-5p
miR-543-3p
miR-376¢-3p
miR-504
miR-327
miR-676-3p
miR-122-5p
miR-291a-5p
miR-98-5p
miR-449¢-5p
miR-23b-3p
miR-489-3p
miR-142-5p
miR-142-3p
miR-361-5p
miR-208a-3p
miR-219a-2-3p
miR-343
miR-30e-5p
miR-30e-3p
miR-200b-5p
miR-223-3p
miR-495-3p
miR-299-5p
miR-876
miR-216a-5p
miR-184
miR-18a-5p
miR-125a-5p
miR-125a-3p
miR-181d-5p
miR-379-5p
miR-222-3p
miR-465-5p
miR-29b-3p
miR-874-3p
miR-330-5p
miR-377-5p

38,2
353
30,3
33,2

355
34,6
34,8
34,2
27,1
24,9
30,2
30,1

27,0
243

31,8
314
32,1
32,8
30,7
33,0
29,1
34,4
31,9
32,1
32,5

28,6
28,7
29,2
33,2
32,9
26,2
33,9
32,0
34,5
35,2
32,8
334
355
34,9
33,2
30,7
33,9
25,1
34,4
33,4
35,2
29,9
353
31,1
353
27,0
29,2
29,0
35,6
354
354
35,6
28,5
32,2
33,0
27,0
348
34,0

318
314
29,6
30,4
34,7
38,2

30,4
34,7

35,7
35,3
35,5

27,2
248
30,3
33,0

27,0
253
34,8
31,8
314
32,8
33,3
30,6
35,3
28,9
35,2
33,4
32,5
33,3

28,6
28,7
29,5
343
34,1
26,4
33,1
31,7
35,6
34,0
32,7
38,4

39,1
33,8
31,0
354
25,1
34,2
34,3
33,9
30,0
34,0
34,0
35,7
26,7
28,9
30,3
34,8
38,3

36,4
35,0
35,0
32,9
26,7
33,1
35,2

32,0
33,8
29,7
32,7
34,7

/

/

311
35,2
35,2
35,0
34,0
34,3
34,6
21,7
25,0
30,2
324

27,3
255

32,0
31,6
32,7
32,0
30,6
34,5
29,0
35,6
324
32,9
32,8

29,0
29,3
29,8
348
337
26,4
35,2
31,5
354
344
33,2
35,5
354
34,3
32,9
314

25,2
34,9
33,2
34,6
30,3
354
34,2
35,5
27,2
29,3
30,8
35,5

396
357
339
330
27,0
344
337

32,1
33,6
30,3
33,1
33,5
/

313
353

35,0
35,0

354
27,8
254
30,8
34,0

27,6
26,0
35,2
31,8
31,9
35,0
33,1
31,0
35,0
29,3
33,9
34,7
32,2
33,1

29,3
29,8
30,6
33,9
33,3
26,7
34,3
32,2
35,0
35,0
353

35,6
33,5
31,9
37,6
254
34,6
35,8
34,8
30,5
355
34,5

274
29,5
31,6
35,1

37,8
34,1
32,8
27,3
34,6
34,8

33,1
35,0
30,3
334
34,9

30,0
36,3

33,6
34,7
31,3
35,5
27,9
253
31,0
30,3

271
241

31,6
29,5
33,2
34,8
314
355
29,6
34,7
31,9
32,9
32,5

29,0
29,2
29,6
344
33,6
27,2
35,6
33,2
35,4

32,8
35,6
36,2
33,8
35,3
30,4

26,0
34,1
35,6
32,8
30,8
35,0
33,9

27,0
294
29,0
33,9

36,2
31,9
32,7
21,7
35,1
354

30,3
35,0
28,8
32,4
354

32,5
39,4

353
35,1
31,0
33,3
28,0
25,1
30,8
33,7

28,1
26,4
353
32,2
32,2
32,2
34,5
31,5
35,5
29,7
35,0
353
32,2
34,3

29,9
31,0
31,2
35,2
34,0
26,7
33,8
32,5
35,5
35,0
355

38,2

34,9
32,2

25,9
337
344
32,8
31,1
35,6
335

271
29,5
32,1
35,6

35,2
314
34,3
27,6
35,0
33,9
35,0
33,1
35,1
30,1
32,2
34,9

36,9

31,0
35,5

35,5
354
31,7
354
28,0
254
31,2
31,7

27,5
25,0

32,2
30,9
34,4
34,2
31,1
35,6
294
34,0
33,5
32,6
32,8

29,3
29,8
30,0
353
34,5
27,0
35,5
33,2
355
374
32,9

344
30,7

25,8
31,7
33,0
31,0
31,0
354
353

27,3
29,5
30,0
32,3

37,0

34,9
30,9
34,3
274
34,9
35,0

31,1
34,3
294
33,1
33,8

30,0
33,8

35,7
35,0
34,8
35,0
28,0
255
30,9
30,0
37,3
274
243

31,7
29,8
32,6
34,7
31,8
34,6
30,0
34,7
31,7
32,3
33,0

28,9
29,0
29,7
34,5
35,0
26,9
34,0
33,2
32,9
37,6
31,2
34,9
35,5
37,1
345
30,1
33,7
26,0
34,8
34,2
35,0
30,9
33,2
32,0

27,2
29,6
28,5
35,5

39,2

35,2
32,1
32,5
28,1
333
35,5

29,7
31,8
28,5
32,1
34,9
37,8

LXXXV

/

30,3
38,0
35,5
34,4
34,7
39,0
35,0
274
25,2
304
32,9

27,2
25,2

30,4
31,3
34,2
33,3
30,5
34,5
28,7
35,5
35,6
331
331

28,6
294
30,3
35,0
34,6
27,0
34,9
32,5
34,9
33,3
32,9

37,7
34,2
33,8
31,3

255
34,7
354
34,9
30,2
33,5
31,2

27,0
29,3
30,9
354

35,5

34,9
34,0
26,7
34,2
35,5
35,3
32,0
33,2
28,6
33,4
35,2

35,1
29,4
35,2

34,2
32,8

26,7
245
29,8
29,2

26,4
23,5

30,3
28,3
334
31,6
29,8
34,5
28,3
33,5
30,1
32,3
32,3
357
28,0
27,9
29,2
33,5
33,1
26,2
32,8
32,2

34,5
31,7

35,2

33,7
29,2
353
25,1
35,1
355
33,2
29,3
35,2
33,7
359
26,2
28,5
28,3
34,1

38,4
34,5
35,2
31,9
26,5
32,7
34,4
35,0
29,3
353
27,6
33,9
33,6

35,2
30,4
36,9

34,9
34,8
33,2
354
26,1
24,2
294
32,0

26,3
24,7

30,6
31,1
32,9
32,5
29,5
35,1
27,9
33,0
34,8
32,3
31,8

28,0
28,2
29,6
32,2
334
26,1
35,6
31,6

33,9
33,2

35,6
32,3
34,3
30,4

24,7
33,3
34,8
33,2
29,1
35,5
33,5
37,5
25,9
28,0
30,2
32,3
39,7

355
34,9
33,1
26,0
32,9
33,7
354
31,6
34,7
27,8
33,0
34,2

35,2
31,3
34,4
34,7

34,5
35,2
35,5
27,2
243
29,8
32,6
35,3
27,2
251

314
32,0
32,8
33,2
29,9
30,2
28,3
32,5
33,7
32,8
31,7

28,6
296
30,4
338
323
25,8
378
315
355
36,6
332
385
36,2
353
344
313
356
2.4
333
34,1
344
30,2
34,1
329
357
26,8
285
320
355
353
350
34,4
346
343
328
26,3
344
35,0

31,9
34,3
29,1
30,3

32,5
354

357
34,7
35,5

31,1
28,4
33,8
33,6

29,8
26,8

354
31,7
33,5
34,6
33,0
35,5
32,1
353
35,6
35,2
35,5

313
32,3
32,9
355
34,5
30,8
37,1
35,5

39,2
33,8

37,7
34,7
32,7

29,0
352
39,5
34,7
32,8
35,0
353

30,3
32,2
32,0
34,3

34,6
33,3
34,6
30,3
35,1

33,0
35,6
33,1
34,9
33,4
/

35,3

34,5
35,1

32,3
354
33,3
35,5
35,1
30,6
37,0
34,8

35,6
394
36,9

33,2
35,1

28,3
34,4
35,2
353
31,9
35,3
35,6
36,3
30,3
32,1
33,6
34,0

35,1
353
33,1
36,0
30,1
35,6
32,9

34,0
34,2
33,3
32,9
35,6
/

34,3
374
35,3
35,6
35,9
34,3

30,8
274
33,0
34,0

294
27,3

34,5
32,4
354
35,5
32,1
353
31,8
35,2
34,9
34,7

314
32,0
32,6
35,3
34,2
29,6
354
35,2

35,2
35,0
39,6
36,4
34,8
32,8
32,8

28,1
34,9
33,2
35,1
32,3
35,5
353

29,8
32,0
31,9
32,2

354
32,7
34,9
29,3
35,6

34,0
34,5
32,8
34,2
/

32,6
354

35,8
33,2

30,7
28,6
33,0
33,3

29,6
26,7

34,5
31,8
355
34,9
33,0
34,9
31,8
34,9
34,7
35,3
35,5

31,3
31,7
31,9
33,5
35,0
30,7
34,8
35,3
35,2

334
39,5
38,0

34,0
31,8

28,7
34,0

35,0
32,3
35,0
35,3
38,1
30,4
32,3
31,2
33,7

354
35,2
35,3
30,0
358

32,8
33,5
324
34,9
34,9




miR-107
miR-652-3p
miR-421-5p
miR-505-3p
miR-133b
miR-423-3p
miR-20b-5p
miR-30b-5p
miR-632
miR-411-5p
miR-487b-3p
hsa-409-5p
miR-434-3p
miR-10b-5p
miR-218-5p
miR-7-5p
miR-338-3p
miR-743b-3p
miR-344a-3p
miR-344a-5p
miR-568
miR-125b-5p
miR-125b-1-3p
miR-203a-3p
miR-409a-3p
miR-320a
miR-193a-5p
miR-141-3p
miR-126-5p
miR-126-3p
miR-379-3p
miR-183-5p
miR-155-5p
miR-135a-5p
miR-326-3p
miR-101-3p
miR-490-3p
miR-490-5p
miR-383-5p
miR-125b-2-3p
miR-215
miR-150-5p
miR-204-3p
miR-671-3p
miR-200b-3p
miR-301a-3p
miR-532-5p
miR-92b-3p
miR-503-5p
miR-342-5p
miR-19b-3p
miR-7a-1-3p
miR-29a-3p
miR-29a-5p
miR-542-3p
miR-375
miR-339-3p
miR-138-1-3p
miR-34a-5p
miR-542-5p
miR-214-3p
miR-205-5p
miR-188-5p
miR-92a-3p
miR-196b-5p
miR-328-3p
miR-493-5p
miR-27b-3p
miR-200a-3p
miR-17-5p
miR-185-3p
miR-181c-5p
let-7a-2-3p
miR-666-5p

28,1
30,0
33,9
32,3
355
31,2

24,2
33,8
34,5
31,0
38,2
35,1
29,2
31,5
31,3
354
28,8
34,1
37,0

28,0
34,6
28,1
33,1
29,0
344
24,4
354
35,2

294
34,8
32,0
34,7
26,9

35,2
34,9
33,0
34,5
353
353
25,0
31,2
32,2
354
33,0
34,4
27,1
32,2
26,9
30,5
32,9
27,8
32,8
34,5
32,4
32,9
30,0
29,3
33,8
28,3
29,2
29,5
38,1
25,8
252
28,9
35,5
34,9
354
353

21,7
30,0
354
324
35,0
31,2

248
35,5
33,2
33,7

36,5
294
31,2
31,5

30,9
38,8

28,2

21,7
34,9
28,9
32,9
26,3
36,4
33,0

29,9
34,2
31,5
33,2
271

35,0
34,8
32,2
324
35,3
34,9
26,4
31,3
33,3
35,5
32,3

27,2
32,7
27,0
30,9
324
28,8
31,9
32,9
32,1
32,7
33,1
30,0
34,8
284
29,3
29,2

25,7
26,8
28,8
34,5
354

355

28,2
30,2
354
33,0
34,2
31,2

251
331
35,0
35,3

35,7
29,5
31,2
314

30,8
34,3

28,6
35,5
28,3
34,0
29,5
34,0
26,3
354
34,5
35,2
30,3
35,3
324
34,9
27,6

38,3
35,0
33,0
346
35,5
35,0
26,6
318
334
35,3
32,9
34,8
27,7
324
275
31,6
33,2
29,3
344
32,6
33,1
31,7
327
30,3
35,0
28,8
29,9
29,9
38,6
25,9
26,9
29,3
35,5
35,3
/

/

28,4
30,9
33,5
32,8
34,2
31,9

25,6
354
34,9
35,0
37,1
40,0
29,7
313
32,0

32,3
37,7

28,9
354
28,3
35,3
293
344
27,8
354
33,8
35,3
30,9

32,3
34,5
27,6

36,0
34,0
33,2
34,7
35,5
34,8
27,9
31,8
33,3
34,8
32,8
33,7
28,2
33,2
27,8
31,8
33,2
30,4
33,7
34,0
32,6
32,9
34,3
31,1
355
29,1
30,1
30,2

26,0
28,0
294
35,2
35,1

28,5
30,4
35,1
33,1

31,1

244
36,5
35,5
34,9

29,2
31,0
31,5

28,9
38,3

28,8
38,1
284
35,5
29,2
344
24,3
35,3
34,0
38,1
30,0
34,9
31,3
35,5
26,5
376

354
324
34,6
35,3
344
25,0
32,3
32,6
33,8
33,5

27,2
31,9
26,1
30,6
35,3
27,9
33,2
35,3
31,9
354
28,4
30,1
33,8
28,9
29,9
29,8

26,6
252
29,3
355
34,2

354

28,8
30,8

32,6
35,6
32,3
37,3
25,9
34,8
35,1
33,7

37,6
29,3
31,0
32,0

33,4
39,9

29,3
38,0
29,2
35,5
29,9
34,8
28,5
34,4
32,9
35,2
31,9
34,7
32,0
34,6
28,1

35,5
34,0
33,9
33,5
34,9
35,1
28,8
32,4
33,5
33,3
32,6

28,2
32,8
275
32,0
32,9
30,2
34,6
34,3
33,5
354
34,0
32,1
34,1
294
30,3
30,2
39,0
26,3
28,2
30,0

34,5

38,0

285 285
304 304
345 355
316 331
340 349
315 314
355 |/

25,1 24,2
347 347
348 328
356 340
370 /

/ 35,3
294 291
312 314
315 315
/ /

30,1 28,3
378 346
/ /

/ /

290 282
356 351
288 284
352 348
294 296
350 340
254 238
345 351
332 344
355 355
307 297
342 355
319 314
342 345
27,1 26,5
/ /

/ 37,2
398 357
333 354
315 326
31,7 344
349 351
/ 35,5
257 243
328 321
328 326
349 345
338 338
/ 34,9
278 213
326 320
266 263
30,7 305
350 335
285 217
33,1 32,1
34,1 354
32,1 32,7
346 348
336 27,2
305 31,0
355 353
290 292
30,0 301
303 303
/ 35,5
262 265
259 244
296 292
355 356
353 351
393 |/

36,7 36,0

LXXXVI

27,8
30,0
33,7
32,7
33,2
31,0

249
36,6
34,8
34,6

29,6
30,9
31,8

31,9
35,0

29,0
354
27,8
341
29,3
331
26,8
35,3
35,6

30,3
36,6
29,2
31,8
274

35,8
34,5
32,3
32,6
32,8

26,9
31,8
31,9

331
33,9
27,2
32,5
26,4
30,6
33,7
28,3
31,7
34,3
32,2
31,9
35,0
294
34,7
28,3
29,8
29,3

26,4
26,8
28,9
37,2
355

355

27,3
29,3
33,9
32,1
34,9
30,2

23,2
34,9
35,2
33,3

28,8
30,4
30,8

27,5
37,6

28,0
39,5
274
33,5
28,2
33,2
23,2
354
354
36,4
28,7

30,1
33,8
25,6

353
34,9
32,3
33,5
32,9
35,1
24,0
31,3
32,0
34,8
33,2
354
26,1
31,0
25,3
29,2
334
26,8
33,3
32,8
31,9
34,2
354
29,7
35,6
27,7
28,8
28,6

25,9
24,2
28,2
35,5
34,2
35,7
35,6

26,9
29,3
34,4
31,5
33,1
30,4

24,2
35,0
34,7
33,3

28,8
30,0
314
35,1
31,6

28,2
371
27,1
33,0
28,1
32,6
26,8
34,9
334
34,8
29,6
35,0
28,3
33,8
26,4

34,8
35,3
31,2
32,2
34,3
35,6
26,9
31,0
32,1
34,9
32,0
35,0
26,9
32,1
25,6
30,0
32,3
28,1
32,3
32,3
32,1
34,0
34,9
29,1
34,6
27,3
28,8
28,2
35,7
25,2
26,6
28,2
35,5
34,8
/

36,3

27,9
30,1
35,3
32,5
354
31,0

243
33,0
31,7
34,7
39,3

291
30,5
32,0

314
34,6

28,0
35,3
284
35,3
28,9
34,3
27,3
35,2
34,7
35,3
30,1
354
29,7
32,2
271

394
35,2
34,8
32,3
32,8
34,0
35,3
27,6
31,6
33,0
33,9
31,6
33,6
27,8
32,7
26,2
30,3
32,3
294
32,9
32,3
32,5
33,2
311
30,6
33,2
284
29,0
29,2
37,6
253
274
29,2
35,3
34,1

34,9

313
32,9

34,9
34,6
33,3

274
37,0
355
35,6

31,9
35,0
31,6

32,1
37,6

30,5
38,6
31,0
32,9
31,3

28,4
354
34,9

33,3
355
353
34,8
30,7

38,6
35,0
33,7
33,4

35,2
28,0
35,5
35,6
34,4
38,8

30,2
353
29,9
34,3
36,2
30,2
334
35,0
354
34,3
33,2
32,0
34,9
31,0
32,4
32,1

30,3
28,4
31,9
354
35,1
/

31,5
32,7

35,5
34,1
33,1

29,0
357
34,7
35,8

35,5
31,6
34,0
32,3

34,0
35,5

314
354
31,2
35,3
31,3
34,7
32,3
35,2
33,0

34,2

35,5
34,2
31,6

35,2
33,9
324
37,0

314
35,3
34,9
34,5
35,0

31,5
35,5
30,5
33,7
36,7
32,1
35,5

35,0
35,0
34,6
32,3
36,9
30,6
32,8
32,4

29,9
31,1
32,3
354

36,3

31,3
32,8
35,1
35,0
35,3
32,9

27,5
34,9
36,7
37,3

32,1
34,3
32,1

33,0
39,9

31,3
354
30,3
35,5
30,3
35,6
28,9
36,9
35,0

324
35,2
34,7
34,1
30,9

354
334
34,3
32,1
35,5
35,6
28,4
34,6
34,7
35,0
35,5
374
30,0
35,5
29,0
34,6
354
304
34,6
35,6
34,6
34,5
35,0
30,8
35,5
30,2
32,5
313

29,8
29,0
32,1
35,6
352

31,3
32,3
33,5
34,7
34,8
33,3
36,4
27,3
35,8
35,3
354

37,3
32,2
34,7
31,9

31,7
38,1

31,3
37,0
314
33,7
314
34,7
21,7
371
34,0

32,8
35,3
35,0
355
30,4

36,6
33,9
32,9
334
35,5

273
34,9
35,6
37,1
39,3

29,9
33,9
29,1
33,3
34,8
30,0
354

354
35,0
31,6
32,9
344
30,8
32,6
32,1
39,2
30,1
275
32,0




miR-194-5p
miR-758-3p
miR-667-3p
miR-365a-3p
miR-29¢-3p
miR-29¢-5p
miR-347
miR-483-3p
miR-143-3p
miR-433-3p
miR-433-5p
miR-19a-3p
miR-30d-5p
miR-30d-3p
miR-152-3p
miR-1839-5p
miR-32-5p
miR-138-5p
miR-29b-1-5p
miR-466¢-5p
miR-374b-5p
miR-665
miR-134-5p
miR-346
miR-29b-2-5p
miR-878
miR-192-5p
miR-451a
miR-301b-3p
miR-935
miR-200c-3p
miR-340-3p
miR-742-3p
miR-335-5p
miR-20a-5p
miR-151a-5p
miR-137
miR-210-3p
miR-193a-3p
let-7f-5p
miR-448
miR-760-5p
miR-615-5p
miR-541-5p
miR-429-3p
miR-148b-3p
miR-212-3p
miR-34c-5p
miR-25-5p
miR-204-5p
miR-24-3p
miR-322-3p
miR-201-5p
miR-450a-5p
miR-678
miR-130a-3p
miR-26a-5p
miR-381-5p
miR-21a-3p
miR-598-3p
miR-101b-3p
miR-208a-5p
miR-338-5p
miR-759
miR-324-3p
miR-195-5p
miR-151-3p
miR-770-5p
miR-129-2-3p
miR-99a-5p
miR-129-5p
miR-582-5p
miR-224-5p
miR-33a-5p

257
334
30,2
30,0
26,6
32,9
274
33,8
324
34,5
34,8
27,2
27,0
315
27,2
31,9
313
30,8
35,1
354
30,4
32,8
34,9
327
34,1
35,6
26,2
344
323
35,0
24,9
34,1
29,2
35,3
28,0
29,6

32,2
32,8
28,5
35,6
355
29,9
35,5
25,2
314
314
32,0
32,8
29,6
254
30,0
353
28,6
354
28,4
24,1
38,3
32,1
34,0
29,0
34,8
35,1
33,6
30,4
35,6
31,0

34,3
27,1
35,5
33,2
33,4
31,0

254
35,3
31,1
29,9
26,8
32,1
21,7
35,5
33,3
35,0
36,8
27,5
27,2
31,5
28,9
324
30,8
30,3
35,5
355
30,3
35,3
354
35,5
34,6

26,1
35,5
32,0
35,7
26,7
34,4
31,6
34,7
28,2
294
35,5
31,9
35,3
28,8
40,0
354
35,3

26,6
32,0
324
32,1
34,9
29,5
254
30,0
35,1
28,0

27,8
243

355
34,0
294
35,5

35,8
314
34,7
31,2

35,0
27,6
35,5
31,6
/

30,6

259

0,0
30,9
30,3
27,3
33,2
27,8
36,6
33,3
35,5

28,0
274
31,6
28,8
32,5
314
311
35,9
354
30,1
354
35,9
35,5
34,9

26,6
34,0
32,9
35,5
26,8
34,2
31,9
33,2
28,3
29,9

32,7
35,5
29,2
35,6
34,9
33,4

26,8
324
32,3
34,9
35,1
29,3
25,8
30,5
34,8
284
34,7
281
24,3

34,0
34,2
29,8
35,9

30,9
355
314

28,2
37,3
33,1
/

314

26,0
37,0
31,0
30,4
275
33,1
28,4
38,3
33,3
34,6

28,4
27,7
31,8
29,6
32,6
31,3
30,8

35,6
30,3
35,1
353
36,6
34,3
35,0
26,8
35,6
32,6
353
28,4
33,0
31,9
33,6
28,7
30,4
37,6
32,6
35,5
29,5
353

34,8
38,7
27,6
32,3
32,2
33,8
353
29,9
25,9
30,6
354
28,4

28,3
24,7

354
34,5
29,9
37,8

32,1
32,9
32,3

378
28,4
35,5
344
/

31,3

26,1

31,0
30,4
25,7
33,1
27,6

34,0
35,2

274
27,3
32,0
26,9
324
314
32,3
35,5
35,1
30,5
35,5

35,3
34,3
34,7
26,8
30,8
32,3
36,2
25,0
34,2
29,2
35,0
284
29,7

324
35,2
28,2
354

35,3

253
31,7
32,6
32,0
355
29,9
26,0
32,1
35,3
30,1
34,8
29,2
243

35,6
35,3
29,2
35,6

32,0
345
31,8

34,6
279
38,6
32,8

31,2

26,5

313
31,3
271
34,0
29,1

33,2
35,0
35,2
28,3
27,9
32,0
30,2
32,9
31,9
31,7

31,1
35,2
34,3
36,8
34,8

274
30,9
32,3
35,5
29,0
35,2
33,2

29,2
30,4

32,3
334
30,1

33,0

28,0
32,2
32,4
34,5
35,0
30,3
26,3
31,6

29,7

29,3
25,0

34,3
35,1
30,0
37,5

32,9
35,2
31,9
35,9

28,7
33,2

353
31,8

26,3
39,1
31,2
30,7
26,5
32,3
27,9
35,6
314
35,0
/

28,0
27,6
32,0
27,6
32,6
31,9
31,7
/

34,6
30,0
354
35,1
35,0
34,1
35,1
27,0
31,0
33,2
354
25,9
34,3
30,7
34,0
28,8
29,7
/

32,2
35,6
28,9
/

37,3
35,0
35,1
26,1
32,2
32,7
33,3
35,5
29,6
26,0
31,8
34,9
29,9
/

29,0
24,3
/

35,6
33,9
29,5
357
/

/

32,2
34,1
31,6
/

39,2
28,4
36,6
33,0
34,9
31,5

26,4
35,5
30,9
30,2
26,0
33,1
27,2
/
34,8
35,2
/
27,2
27,2
31,9
26,3
32,0
31,2
31,7

355
30,2
35,2
35,6
35,0
34,6
34,8
271
32,9
32,9
35,5
24,2
341
29,0
35,2
28,2
29,3

324
34,9
28,3
35,5
35,6
34,8
34,8
24,6
30,9
32,6
31,3
355
29,9
26,0
314
34,5
29,9
34,8
29,2
24,2
38,4
34,5
33,5
29,2
35,3
/
37,1
324
352
31,7
/
35,0
28,2
37,6
32,9
/
30,9

LXXXVII

253
35,2
311
29,9
26,1
32,5
271
37,9
34,8
35,0
35,7
21,7
271
31,7
28,9
31,6
31,0
31,0

39,7
29,8
34,7

35,5
33,8

26,0
35,3
331
37,6
271
351
31,2
35,2
28,2
29,5
351
31,8
35,0
28,9

33,8
35,6
34,9
26,8
31,9
32,9
35,6
34,6
28,6
26,3
31,3
35,2
29,0
354
27,8
241

341
33,9
29,2
38,1

31,5
34,9
314

353
281

32,8
/

30,4

24,9
35,6
31,2
29,3
25,1
31,9
254
35,0
334
34,9
394
26,3
26,3
31,1
25,6
31,0
30,1
30,4
36,4
394
29,0
36,5
35,1
34,4
33,0
34,6
25,6
353
32,1
34,1
23,9
31,9
28,0
35,5
27,3
28,4

316
344
274

34,9
35,1
35,0
24,4
30,2
324
324
35,1
274
254
311

29,2
38,0
28,0
23,2

35,5
33,0
28,3
354

30,5
34,6
30,7

33,1
273
354
318

30,2

243

30,9
29,3
254
32,1
27,9
357
34,2

38,2
27,0
26,2
30,6
28,9
30,6
30,0
29,1
37,8
38,5
29,2
35,5

33,0
32,8

25,0
32,9
32,1
36,2
27,3
34,6
32,2
33,9
274
29,0
35,3
31,1
34,2
28,0

35,6

26,3
31,3
32,9
33,1
35,2
28,0
254
30,1

28,1

274
234
35,5
34,8
32,7
28,1
355

304
353
30,5

33,9
273

33,0
/

29,8

254
354
31,3
30,1
26,2
321
27,0
36,3
31,9
35,3

27,9
26,9
31,2
28,8
31,8
31,2
294
35,6
36,3
30,2
35,6
34,6
351
33,3

26,0
35,3
32,9
35,0
281
34,6
31,8
32,9
284
294
34,7
321
35,3
29,0

34,9
34,4
35,5
274
32,0
32,5
354
354
27,9
253
30,0
35,3
284

279
23,8

32,2
344
29,2
38,8

27,8
33,9
31,3

353
27,2
355
34,1
354
30,5

29,2

32,3
33,1
29,6
35,2
29,2
38,9
34,0
35,0

30,4
30,1
34,0
30,3
34,0
354
35,5
35,5
36,3
32,8
35,2

34,9
34,6

30,3
32,9
33,2

28,0
353
32,2
353
314
32,3

34,8
353
31,6

38,5
35,0
29,0
34,4
31,2
34,6

32,3
28,9
34,7

32,5

32,0
27,5

35,6
38,1
32,8
37,0

34,6
34,5
39,0
31,1
36,6
34,9
/

34,5

29,9

32,1
32,6
304
353
29,2

353
33,7

31,7
30,5
34,2
33,2
354
353
33,7
35,3
35,1
34,4
35,0
35,0
34,7
34,8

31,0
32,2
354

314
34,9
34,6
36,5
32,0
32,7

353
35,3
33,1

34,1
35,0
31,0
35,0
31,2

32,8
28,2
35,3

33,2

32,0
28,1

34,9
37,0
33,9
39,2

353
354
34,3

355

314
357

354

294

32,2
32,3
28,6
34,3
28,7
36,7
34,2
33,7

30,4
30,1
35,2
30,5
33,5
34,3
34,0
35,3
36,7
32,9
34,5

35,5

29,8
32,1
33,5
37,5
28,0
34,8
32,9
35,6
31,2
32,2
35,3
33,7
35,1
32,2
37,2

34,8

29,1
34,2
30,1
34,9
35,0
31,9
27,8
34,4

324

31,3
27,5

35,0
35,5
33,3
357

33,2
352
33,0

36,5
30,8

344
/

35,0

294
37,3
31,6
31,8
29,2
34,1
294

34,2
34,9

30,0
30,2
34,6
294
344
34,8
334
35,5
36,5
33,2
37,3

34,5
33,9
34,6
30,3
35,5
35,3
35,0
27,0
34,3
31,9
35,0
31,3
32,0

35,0
35,2
31,8
35,7

35,5

27,8
33,9
31,6
33,1
34,8
32,5
28,0
33,7

34,0

32,3
274

35,6
35,7
32,7
36,4

34,0
353
34,0

36,3
30,9

34,7

35,2




miR-511-5p | 35,3
miR-351-5p | 31,2
miR-497a-5p | 35,0
miR-136-5p | 38,3
cel-miR-39-3p | 17,6
UniSp3 | 205
Unisp6 | 17,0

38,7 354 |/

312 319 314
347 352 351
354 |/ /

17,7 179 179
205 206 205
170 172 17,0

35,7
32,3
35,0
34,8
17,6
20,4
17,1

37,8
32,3

37,0
17,7
20,6
17,1

375 375
325 327
352 355
39,3 /
178 177
206 205
173 17,0

| 368 366 |/ I | 364 | 352 363
| 31,7 319 311 309 | 346 344 354 353
| / 390 353 / | / 355 345 353
|/ 350 346 / | 386 / / /

| 178 177 178 178 | 193 193 188 188
| 206 205 206 206 | 206 207 206 20,6
[ 173 171 171 172 [ 172 171 169 170

ANHANG-TABELLE 40: ERGEBNISSE DES MIRNA-PROFILING IN MRENTG-RATTEN

Signifikant veranderter miRNAs in Urin-EVs von mRenTG-Ratten nach achtwéchiger Behandlung mit
L-NAME verglichen zum Behandlungsstart und verglichen zur SD-Kontrolle (n=4). Statistische
Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test einschlieBlich Korrektur durch die FDR (g < 0,05) kombiniert
mit einer EffektgréBe = 2 verglichen zur Kontrolle. Es sind die Verhéltnisse der erkrankten Tiere relativ
zum Mittelwert der entsprechenden Kontrollen gezeigt. Relative miRNA-Mengen wurden mit relativen
Mengen in Urin-EVs von fettleibigen ZSF1-Ratten relativ zur schlanken Kontrolle verglichen.
Statistische Analyse der miRNAs in ZSF1-Ratten erfolgte ebenfalls mittels multiplen T-Test
einschlieBlich Korrektur durch die FDR (q = 0,05) kombiniert mit einer Effekigr6Be = 2 verglichen zur
schlanken Kontrolle. Statistische Signifikanz ist mit * gezeigt. MiRNAs wurden mittels individualisierter
miRCURY LNA gRT-PCR Platten (Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt Methode
ausgewertet. W: Woche. EV: Extrazelluldre Vesikel. mRenTG: Maus Renin2-transgene Ratten. SD:
Sprague-Dawley-Ratten. OvL: Fettleibig versus schlanke Kontrolle. FDR: engl. False discovery rate.
miR: microRNA. L-NAME: N(w)-nitro-L-Argininmethylester.

EV
mRenTG + L-NAME: mRenTG + L-NAME (W  ZSF1 fettleibig: ZSF1 OvL:
miRNA W 8 vs. W0 8) vs SD W26 vs. W14 W22
miR-130a-3p 043" 0,69 1,35 2,03*
miR-138-5p 0,23* 0,35 0,93 0,90
miR-154-3p 0,95 393" 1,38 2,53
miR-20b-3p 0,75 4,56 " 2,22 2,74
miR-301a-3p 0,48 * 0,92 1,64 242"
miR-301a-5p 015" 0,93 225" 3,05%
miR-351-5p 042* 0,85 1,40 1,16
miR-376¢-3p 0,25* 0,48 1,71 1,38

Anhang-Tabelle 41: MIRNA-CLUSTERANALYSE VON 93 AUSGEWAHLTEN MIRNAS MIT SIGNIFIKANTEN
ANDERUNGEN IN HRPTECS IN VITRO UND IM URIN VON ZSF1-RATTEN IN VIVO

Signifikant verdnderte miRNAs wurden einer miRNA-Clusteranalyse mit der Webapplikation von Li et
al (2018) analysiert. Von den 93 miRNAs konnten 87 miRNAs fiir diese Analyse verwendet werden. P-
Werte < 0,05 wurden als signifikant definiert. EMT: Epitheliale-Mesenchymale Transition. miRNA:
microRNA. FDR: engl. False discovery rate.

Kategorie

Anzahl
miRNAs

P-Wert

Bonferroni

FDR

miRNAs

Funktion

Entziindung

Immunantwort

EMT

42

33

26

5,49E-20

9,20E-15

4,39E-10

6,85E-17

1,15E-11

5,47E-07

2,15E-18

1,99E-13

5,21E-09
LXXXVIII

hsa-mir-24-1,hsa-mir-9-1,hsa-mir-124-2,hsa-mir-125b-1,hsa-let-
7d,hsa-mir-146b,hsa-mir-7-2,hsa-mir-9-2,hsa-mir-124-3, hsa-mir-
155,hsa-mir-132,hsa-mir-7-1,hsa-mir-7-3,hsa-mir-122,hsa-mir-
133a-2,hsa-mir-424,hsa-mir-125a,hsa-mir-708,hsa-let-7f-2,hsa-
mir-188,hsa-mir-218-2,hsa-mir-98,hsa-mir-146a,hsa-mir-184,hsa-
mir-145,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-205,hsa-mir-93,hsa-mir-342 hsa-
mir-133a-1,hsa-mir-20a,hsa-mir-17,hsa-mir-130b,hsa-mir-31,hsa-
mir-34¢,hsa-mir-124-1,hsa-mir-25,hsa-mir-24-2,hsa-mir-218-
1,hsa-mir-9-3,hsa-mir-19a,hsa-mir-27a
hsa-mir-362,hsa-mir-9-1,hsa-mir-92a-1,hsa-mir-125b-1,hsa-mir-
16-2,hsa-mir-146b,hsa-mir-9-2,hsa-mir-155,hsa-mir-132,hsa-mir-
19b-1,hsa-mir-338,hsa-mir-181c,hsa-mir-16-1,hsa-mir-29b-2,hsa-
mir-424 hsa-mir-92a-2,hsa-mir-532,hsa-mir-500a,hsa-mir-98,hsa-
mir-19b-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-93,hsa-mir-
342,hsa-mir-20a,hsa-mir-17,hsa-mir-200b,hsa-mir-31,hsa-mir-
34c,hsa-mir-25,hsa-mir-9-3,hsa-mir-19a,hsa-mir-27a
hsa-mir-125a,hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-215,hsa-mir-
29¢,hsa-let-7¢,hsa-mir-124-2,hsa-mir-30d, hsa-mir-26b,hsa-mir-
450a-2,hsa-let-7e,hsa-mir-200b,hsa-let-7a-3,hsa-let-7d,hsa-mir-
29b-2,hsa-mir-31,hsa-mir-191,hsa-mir-124-1,hsa-mir-450a-1,hsa-
mir-184,hsa-mir-145,hsa-mir-424,hsa-mir-124-3 hsa-mir-205,hsa-
let-7a-1,hsa-mir-155




Glukosemetabolism

Apoptose

Zelltod

Zellzyklus

Zellproliferation

Tumorsuppressor
MiRNAs

Onco-MiRNAs

14

46

40

39

34

29

18

7,40E-09

1,81E-25

2,35E-25

8,00E-23

5,55E-18

5,62E-16

2,15E-10

9,23E-06

2,25E-22

2,94E-22

9,97E-20

6,91E-15

7,01E-13

2,68E-07

6,84E-08

1,99E-23

2,38E-23

4,61E-21

1,77E-16

1,39E-14

2,74E-09

hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-let-7¢,hsa-mir-20a,hsa-mir-124-2,hsa-
let-7e,hsa-mir-23a,hsa-mir-125b-1,hsa-let-7d,hsa-mir-124-1,hsa-
mir-125b-2,hsa-mir-124-3 hsa-let-7a-1,hsa-mir-484
hsa-mir-24-1,hsa-mir-9-1,hsa-mir-92a-1,hsa-mir-208a,hsa-mir-16-
2,hsa-mir-130a,hsa-mir-7-2,hsa-mir-9-2,hsa-mir-497 hsa-mir-
155,hsa-mir-132,hsa-mir-7-1,hsa-mir-19b-1,hsa-mir-7-3,hsa-mir-
16-1,hsa-mir-29b-2,hsa-mir-10a,hsa-mir-122,hsa-mir-133a-2,hsa-
mir-424,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-28,hsa-mir-125a,hsa-mir-34b,hsa-
mir-29¢,hsa-mir-26b,hsa-mir-218-2,hsa-mir-23a,hsa-mir-98,hsa-
mir-19b-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-145,hsa-mir-504,hsa-mir-
216b,hsa-mir-133a-1,hsa-let-7¢,hsa-mir-20a,hsa-mir-17,hsa-mir-
15b,hsa-mir-34c,hsa-mir-216a,hsa-mir-24-2,hsa-mir-9-3,hsa-mir-
218-1,hsa-mir-19a,hsa-mir-27a
hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-24-1,hsa-mir-19b-1,hsa-mir-7-
1,hsa-mir-29¢,hsa-let-7¢,hsa-mir-20a,hsa-mir-7-3,hsa-mir-
30d,hsa-let-7f-1,hsa-let-7f-2,hsa-mir-17 ,hsa-mir-212,hsa-mir-92a-
1,hsa-let-7e,hsa-mir-130b,hsa-mir-23a,hsa-mir-125b-1,hsa-mir-
98,hsa-let-7a-3,hsa-let-7d,hsa-mir-16-1,hsa-mir-19b-2,hsa-mir-
29b-2,hsa-mir-16-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-25,hsa-mir-24-2,hsa-
mir-184,hsa-mir-145,hsa-mir-10b,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-7-2,hsa-
mir-205,hsa-mir-19a,hsa-let-7a-1,hsa-mir-497 hsa-mir-92a-2,hsa-
mir-155
hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-24-1,hsa-mir-19b-1,hsa-mir-
34b,hsa-mir-9-1,hsa-mir-20a,hsa-mir-124-2,hsa-mir-503,hsa-mir-
17,hsa-mir-15b,hsa-mir-92a-1,hsa-mir-98,hsa-mir-125b-1,hsa-mir-
200b,hsa-let-7a-3,hsa-mir-16-1,hsa-mir-19b-2,hsa-mir-29b-2 hsa-
mir-191,hsa-mir-31,hsa-mir-34c,hsa-mir-124-1,hsa-mir-16-2,hsa-
mir-24-2,hsa-mir-145,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-122,hsa-mir-9-
3,hsa-mir-424 hsa-mir-9-2,hsa-mir-124-3, hsa-mir-205,hsa-mir-
19a,hsa-let-7a-1,hsa-mir-27a,hsa-mir-155,hsa-mir-497 hsa-mir-
92a-2
hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-24-1,hsa-mir-34b,hsa-mir-29¢,hsa-
let-7¢,hsa-mir-9-1,hsa-mir-124-2,hsa-mir-224,hsa-mir-17, hsa-mir-
503,hsa-mir-15b,hsa-mir-92a-1,hsa-let-7e, hsa-mir-125b-1,hsa-
mir-200b,hsa-mir-374b,hsa-let-7d,hsa-mir-16-1,hsa-mir-29b-
2,hsa-mir-34c,hsa-mir-124-1,hsa-mir-16-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-
24-2 hsa-mir-130a,hsa-mir-145,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-9-3,hsa-
mir-9-2,hsa-mir-124-3,hsa-mir-93,hsa-let-7a-1,hsa-mir-92a-2
hsa-mir-125a,hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-34b,hsa-mir-7-1,hsa-
mir-29¢,hsa-let-7¢,hsa-mir-7-3,hsa-mir-124-2 hsa-let-7f-1,hsa-let-
7f-2,hsa-mir-26b,hsa-mir-181¢,hsa-let-7e,hsa-mir-98 hsa-mir-
125b-1,hsa-mir-200b,hsa-let-7a-3,hsa-let-7d,hsa-mir-16-1,hsa-
mir-34c¢,hsa-mir-124-1,hsa-mir-16-2,hsa-mir-145,hsa-mir-125b-
2,hsa-mir-122,hsa-mir-7-2,hsa-mir-124-3,hsa-let-7a-1
hsa-mir-24-1,hsa-mir-19b-1,hsa-mir-20a,hsa-mir-106b,hsa-mir-
224 hsa-mir-17 ,hsa-mir-92a-1,hsa-mir-19b-2,hsa-mir-191,hsa-mir-
146a,hsa-mir-146b,hsa-mir-214,hsa-mir-24-2, hsa-mir-93,hsa-mir-
19a,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-27a,hsa-mir-155

Krankheit

Diabetes Mellitus, Typ 2

Diabetes Mellitus

Chronische
Nierenerkrankung

Bluthochdruck

Fettleibigkeit

36

14

13

1,07E-15

1,30E-21

4,08E-11

1,24E-06

1,96E-04

1,34E-12

1,62E-18

5,09E-08

1,55E-03

2,44E-01

2,60E-14

5,82E-20

5,81E-10

7,26E-06

6,84E-04

LXXXIX

hsa-mir-24-1,hsa-mir-9-1,hsa-mir-124-2,hsa-mir-30d,hsa-mir-92a-
1,hsa-let-7d,hsa-mir-146b,hsa-mir-7-2,hsa-mir-9-2,hsa-mir-124-
3,hsa-mir-376b,hsa-mir-155,hsa-mir-132,hsa-mir-7-1,hsa-let-7a-
2,hsa-let-7b,hsa-mir-7-3 hsa-let-7a-3,hsa-mir-29b-2,hsa-mir-
122,hsa-mir-133a-2,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-28, hsa-mir-29¢,hsa-
mir-503,hsa-mir-23a,hsa-mir-98,hsa-mir-146a,hsa-mir-214,hsa-
mir-145,hsa-mir-93,hsa-mir-133a-1,hsa-let-7¢,hsa-mir-15b,hsa-
mir-212,hsa-let-7e,hsa-mir-200b,hsa-mir-191,hsa-mir-124-1,hsa-
mir-24-2,hsa-mir-9-3,hsa-let-7a-1,hsa-mir-27a, hsa-mir-130a ,hsa-
mir-130b
hsa-let-7a-2,hsa-mir-19b-1,hsa-mir-708,hsa-mir-133a-1,hsa-mir-
342 hsa-mir-7-1,hsa-mir-29¢,hsa-mir-9-1,hsa-mir-20a,hsa-mir-7-
3,hsa-mir-30d,hsa-let-7f-1 hsa-let-7f-2,hsa-mir-26b,hsa-mir-
181c,hsa-mir-17,,hsa-mir-503,hsa-mir-92a-1,hsa-mir-130b,hsa-mir-
23a,hsa-mir-200b,hsa-let-7a-3,hsa-mir-16-1,hsa-mir-19b-2,hsa-
mir-16-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-130a,hsa-mir-145,hsa-mir-9-3,hsa-
mir-133a-2,hsa-mir-7-2,hsa-mir-9-2, hsa-mir-19a,hsa-let-7a-1,hsa-
mir-92a-2,hsa-mir-155
hsa-let-7a-2,hsa-mir-133a-1,hsa-mir-29¢,hsa-mir-20a,hsa-mir-
106b,hsa-mir-26b,hsa-mir-17,hsa-mir-15b,hsa-mir-125b-1,hsa-let-
7a-3,hsa-mir-29b-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-130a,hsa-mir-125b-
2,hsa-mir-133a-2,hsa-mir-19a,hsa-let-7a-1
hsa-let-7b,hsa-mir-139,hsa-mir-24-1,hsa-mir-133a-1,hsa-mir-
17,hsa-mir-15b,hsa-mir-98, hsa-mir-31,hsa-mir-146a,hsa-mir-

214 hsa-mir-24-2 hsa-mir-122,hsa-mir-133a-2,hsa-mir-155
hsa-mir-125a,hsa-mir-342,hsa-mir-26b,hsa-mir-503,hsa-mir-
15b,hsa-mir-130b,hsa-mir-200b,hsa-mir-16-1,hsa-mir-16-2,hsa-
mir-146b,hsa-mir-122,hsa-mir-27a,hsa-mir-155




hsa-let-7a-2,hsa-mir-362,hsa-mir-9-1,hsa-mir-30d,hsa-mir-92a-

Schwangerschafts- 1,hsa-mir-130b,hsa-let-7a-3,hsa-mir-9-3,hsa-mir-9-2 hsa-let-7a-
Diabetes 12 5,29E-08 6,60E-05 3,98E-07 1,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-27a
hsa-mir-125a,hsa-mir-342,hsa-mir-124-2,hsa-mir-218-2,hsa-mir-
130b,hsa-mir-125b-1,hsa-mir-124-1,hsa-mir-146a,hsa-mir-
Diabetische Nephropathie 12 9,83E-08 1,23E-04 7,04E-07 214 hsa-mir-125b-2,hsa-mir-218-1,hsa-mir-124-3
hsa-mir-24-1,hsa-let-7¢,hsa-mir-20a,hsa-mir-30d,hsa-mir-125b-
Nierenschadigung 9 3,12E-04  3,89E-01 1,01E-03 1,hsa-mir-24-2,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-122,hsa-mir-155
hsa-mir-216a,hsa-mir-216b,hsa-mir-146b,hsa-mir-125b-1,hsa-mir-
Akute Nierenschadigung 7 2,68E-04 3,34E-01 8,80E-04 145,hsa-mir-200b,hsa-mir-125b-2
Lupus Nephritis 5 3,13E-03 1,00E+00 7,15E-03 hsa-mir-125a,hsa-mir-146a,hsa-mir-130b,hsa-mir-145 hsa-mir-155
Metabolisches Syndrom 4 4,62E-03 1,00E+00 1,03E-02 hsa-mir-146a,hsa-mir-146b,hsa-mir-145,hsa-mir-122
Glomerulonephritis 3 1,67E-02 1,00E+00 2,95E-02 hsa-mir-146a,hsa-mir-200b,hsa-mir-155
Diabetische
Vaskulopathie 2 3,91E-02 1,00E+00 6,22E-02 hsa-mir-181¢,hsa-mir-503
Transkriptionsfaktor
hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-19b-1,hsa-mir-29¢,hsa-let-7¢, hsa-
mir-9-1,hsa-mir-20a,hsa-let-7f-1,hsa-let-7f-2,hsa-mir-106b,hsa-
mir-26b,hsa-mir-17,hsa-mir-92a-1,hsa-let-7e,hsa-mir-23a,hsa-let-
7a-3,hsa-let-7d,hsa-mir-19b-2,hsa-mir-9-3,hsa-mir-9-2,hsa-mir-
MYC 24 3,92E-17 4.89E-14 1.13E-15 93 hsa-mir-19a,hsa-let-7a-1,hsa-mir-92a-2
hsa-let-7b,hsa-mir-29¢,hsa-mir-9-1,hsa-mir-224, hsa-mir-17,hsa-
mir-125b-1,hsa-let-7a-3,hsa-mir-16-1,hsa-mir-29b-2,hsa-mir-16-
2,hsa-mir-146a,hsa-mir-214,hsa-mir-10b,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-
NFKB1 17 347E-13 4.32E-10 6.27E-12  9-3,hsa-mir-9-2,hsa-mir-155
hsa-mir-20a,hsa-mir-106b,hsa-mir-224,hsa-mir-17,hsa-mir-
15b,hsa-mir-92a-1,hsa-mir-16-1,hsa-mir-16-2,hsa-mir-25,hsa-mir-
E2F1 12 3,03E-07 3.78E-04 2.02E-06  93,hsa-mir-19a,hsa-mir-92a-2
hsa-mir-125a,hsa-mir-212,hsa-let-7e,hsa-mir-130b,hsa-mir-
23a,hsa-mir-200b,hsa-mir-191,hsa-mir-146b,hsa-mir-10a,hsa-mir-
EGR1 1 1,04E-05 0,013 4.82E-05 27ahsa-mir-132
hsa-mir-338,hsa-mir-17 hsa-mir-146a,hsa-mir-342,hsa-mir-92a-
1,hsa-mir-23a,hsa-mir-19a,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-155,hsa-mir-
SPI 10 1,48E-10 1.85E-07 1.95E-09 20a
hsa-mir-224,hsa-mir-24-1,hsa-mir-27a,hsa-mir-146a,hsa-mir-
205,hsa-mir-23a,hsa-mir-24-2,hsa-mir-200b,hsa-mir-155,hsa-let-
TGFB1 10 1,28E-06 1.60E-03 7.34E-06 7d
hsa-mir-34c,hsa-mir-34b,hsa-mir-215,hsa-mir-29¢,hsa-mir-125b-
1,hsa-mir-145,hsa-mir-200b,hsa-mir-155,hsa-mir-125b-2,hsa-mir-
TP53 10 1,28E-06 1.60E-03 7.34E-06  29b-2
hsa-let-7f-1,hsa-let-7f-2, hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-let-7a-3,hsa-
EIF2C2 9 8,70E-09 1.09E-05 7.69E-08 let-7e,hsa-let-7a-1,hsa-let-7¢,hsa-let-7d
hsa-let-7f-1,hsa-let-7f-2,hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-let-7a-3,hsa-
LIN28 9  8,70E-09 1.09E-05 7.69E-08 let-7e,hsa-let-7a-1,hsa-let-7¢,hsa-let-7d
hsa-let-7f-1,hsa-let-7f-2, hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-let-7a-3,hsa-
LIN28B 9 8,70E-09 1.09E-05 7.69E-08 let-7e,hsa-let-7a-1,hsa-let-7¢,hsa-let-7d
hsa-let-7f-1,hsa-let-7f-2,hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-let-7a-3,hsa-
TRIM32 9  8,70E-09 1.09E-05 7.69E-08 let-7e,hsa-let-7a-1,hsa-let-7¢,hsa-let-7d
hsa-let-7a-2,hsa-let-7b,hsa-mir-34b,hsa-let-7e hsa-let-7a-1,hsa-
ZEB1 8  4,44E-06 5.54E-03 2.30E-05 let-7c,hsa-mir-200b,hsa-let-7d
hsa-mir-19b-1,hsa-mir-17, hsa-mir-92a-1,hsa-mir-19b-2,hsa-mir-
ERS1 7 1,02E-04 0,1277 3.89E-04  19a,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-20a
hsa-mir-181c,hsa-let-7e,hsa-mir-125b-1,hsa-mir-155,hsa-mir-
AKT1 5  2,39E-05 0,0298 1.04E-04  125b-2
MYCN 5 7,56E-04 0,943 2.05E-03  hsa-mir-17 hsa-mir-92a-1,hsa-mir-19a,hsa-mir-92a-2,hsa-mir-20a
HIF1A 5 1,29E-03 1 3.39E-03  hsa-mir-224,hsa-mir-9-2,hsa-mir-424 hsa-mir-9-3,hsa-mir-9-1
FOXP3 4 5,16E-05 0,0643 2.12E-04  hsa-mir-155,hsa-mir-7-2,hsa-mir-7-3,hsa-mir-7-1
FSH 4 2,41E-04 0,3002 8.14E-04  hsa-mir-15b,hsa-let-7a-3,hsa-let-7a-2,hsa-let-7a-1
STATS 4 1,47E-03 1 3.80E-03  hsa-mir-17, hsa-mir-15b,hsa-mir-19a,hsa-mir-20a
TWIST1 4 7,19E-03 1 0,0152  hsa-mir-205,hsa-mir-214,hsa-mir-200b,hsa-mir-10b
SP1 4 7,19E-03 1 0,0152  hsa-mir-34c,hsa-mir-19a,hsa-mir-200b,hsa-mir-132
CEBPA 4 0,0106 1 0,0193  hsa-let-7a-2,hsa-let-7a-1,hsa-let-7a-3,hsa-mir-29b-2
TLR2 3 6,17E-04 0,7691 1.86E-03  hsa-mir-125a,hsa-mir-9-1,hsa-mir-146a
TNF 3 6,17E-04 0,7691 1.86E-03  hsa-mir-17,hsa-mir-9-1,hsa-mir-31
CREB1 3 6,17E-04 0,7691 1.86E-03  hsa-mir-132,hsa-mir-212,hsa-mir-9-2
FLI 3 6,17E-04 0,7691 1.86E-03  hsa-let-7a-3,hsa-let-7a-2,hsa-let-7a-1
NANOG 3 2,31E-03 1 5.68E-03  hsa-mir-17, hsa-mir-20a,hsa-mir-19a
NKX2-5 3 2,31E-03 1 5.68E-03  hsa-mir-17, hsa-mir-20a,hsa-mir-19a
TLX1 3 2,31E-03 1 5.68E-03  hsa-mir-17,hsa-mir-20a,hsa-mir-19a
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TLX3 3 2,31E-03 1 5.68E-03  hsa-mir-17,hsa-mir-20a,hsa-mir-19a
REST 3 5,42E-03 1 0,0119  hsa-mir-29¢,hsa-mir-132,hsa-mir-9-2
SF2/ASF 3 5,42E-03 1 0,0119  hsa-mir-7-2,hsa-mir-7-3,hsa-mir-7-1
BMP4 3 542E-03 1 0,0119  hsa-mir-200b,hsa-mir-205,hsa-mir-145
E2F3 3 0,0167 1 0,0295  hsa-mir-106b,hsa-mir-16-2,hsa-mir-15b
TNFSF12 3 0,0251 1 0,0412  hsa-mir-133a-2,hsa-mir-146a,hsa-mir-133a-1
BMP2 2 7,31E-03 1 0,0153  hsa-mir-31,hsa-mir-24-1

IL1B 2 7,31E-03 1 0,0153  hsa-mir-9-1,hsa-mir-146a

CDX2 2 7,31E-03 1 0,0153  hsa-mir-125b-2,hsa-mir-125b-1

CCND1 2 7,31E-03 1 0,0153  hsa-mir-17,hsa-mir-20a

GNRH1 2 7,31E-03 1 0,0153  hsa-mir-132,hsa-mir-212

BRCA1 2 7,31E-03 1 0,0153  hsa-mir-146a,hsa-mir-146b

Anhang-Tabelle 42: IPA-BASIERTE MIRNA-MRNA KORRELATIONSANALYSE

Korrelationsanalyse ausgewahlter, mdglicher Ziel-mRNA im Nierengewebe und signifikant
veranderten miRNAs im Urin fettleibiger, 14 bis 26 Wochen alter Ratten verglichen zur schlanken
Kontrolle (n=4) mittels IPA Software. MiRNAs wurden mittels miRCURY LNA gRT-PCR Panels
(Qiagen) quantifiziert und nach der modifizierten ACt Methode analysiert. Ausgewahlte miRNAs mit
einem multiplen T-Test p < 0,05 einschlieBlich Korrektur mittels FDR und einem Effekt = 2-fach
wurden fir die Analyse verwendet. mMRNA Mengen wurden mit Hilfe von Affymetrix Mikroarrays
bestimmt. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweifachen ANOVA ermittelt (BH-q < 0,05).
FDR: engl. False discovery rate. miR: microRNA. OvL: Fettleibig versus schlanke Kontrolle. W:
Woche.

i Effekt OvL OvL OvL
miRNA oyl sicherheitslevel REL (W14)  (W22)  (W26)
Moderate (predicted) Slc23a3 -1,779 -1,831 -1,717
Moderate (predicted) Tnfrsf11b -2,042 -1,117 -1,472
Moderate (predicted) Alpl -1,618 -1,532 -1,730
High (predicted) Arg2 -1,425 -1,675 -1,751
hsa-miR- 2 571 High (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
10a-5p ’ Moderate (predicted) Bcl6 -1,760 -2,672 -2,550
Moderate (predicted) Anxal3 -4,404 -4,043 -4,375
Moderate (predicted) Ptprg -2,193 -1,831 -1,535
Moderate (predicted) Slco4c1 -1,338 -1,754 -1,524
Moderate (predicted) Cbs -1,376 -1,498 -1,796
Moderate (predicted) Dio2 -2,145 -1,826 -2,197
Moderate (predicted) Igfbp3 -1,866 -1,495 -2,010
Moderate (predicted) Slc1at -1,751 -1,417 -1,585
hsa-miR- 3718 Moderate (predicted) Pter -2,085 -1,279 -1,384
130b-5p ’ Moderate (predicted) Ppm1ik -1,224 -1,821 -1,759
Moderate (predicted) Slc25a30 -1,445 -1,421 -1,704
High (predicted) Tifrc -2,279 -1,899 -1,817
High (predicted) Tnfrsf11b -2,042 -1,117 1,472
Moderate (predicted) Stci -1,520 -2,174 -1,639
Moderate (predicted) Sic4at 1,001 -2,036 -1,557
High (predicted) Fancd2os -1,914 1,094 -1,069
hsa-miR- 1.005 High (predicted) Samd5 -1,471 -2,058 -1,145
133a-3p ’ High (predicted) Slc6a6 -1,219 -2,054  -1,571
High (predicted) Rdh16 -1,791 -1,424 -1,661
Moderate (predicted) Lpl -1,146 -1,985 -2,201
Moderate (predicted) Enpp3 -2,310 -2,575 -2,557
High (predicted) Ppm1k -1,224 -1,821 -1,759
High (predicted) Slc1al -1,751 -1,417  -1,585
hsa-miR- 12533 Moderate (predicted) Paqr9 1,047 -1,455 -1,778
146a-5p ’ Moderate (predicted) Cyp27b1 2,147 -1,091 -1,011
Moderate (predicted) lyd -1,294 -1,285 -1,701
Moderate (predicted) Stci -1,520 -2,174 -1,639
Experimentally Observed Igf1 -2,213 -1,464 -1,493
hsa-miR- Moderate (predicted) lyd -1,294 -1,285 -1,701
15b-5p 2,135 Moderate (predicted) Crym -1,840 -1,419 -1,696
High (predicted) Ak4 -2,157 -1,033 -1,213
Experimentally Observed F2 -1,558 -1,706  -1,680
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hsa-miR-
184

hsa-miR-
19b-3p

hsa-miR-
208a-3p

hsa-miR-
208a-5p

hsa-miR-
215

hsa-miR-
216a-5p

hsa-miR-
23a-5p

hsa-miR-

3,250

2,055

2,084

3,270

1,918

4,316

6,680

2,249

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

Experimentally Observed

High (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
( )
( )
)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
( )
( )
)

Y iy iy iy Jiiy iy pingy iy

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted

(

)
)
)
Moderate (predicted)

Ttc21b
Slc23a3
B3galt5
Slc25a30
Lamtor5
Ihh

Tfrc
Insig1
Osgin1
Slc22a12
Lipg
Cycs

lyd
Matn1
Mpv17I
Igfbp3
LOC100360205
Ak4
Cntfr

Igf1

Egf

Prir
Satb2
Slc35d1
Slc6ab
Spta1
Elovl1
Grpr
Slc23a3
Stci

T§f3

Me1
Mettl7b
Oat

Pecr

Prir
Samd5
Stci

Tfrc
Tm4sf20
Arg2
Cycs
Mrap
Scd
Slc23a3
Tbhc1d16
Tifrc
Ggct
Samd5
Slc22a24
Slc23a3
Mapk10
Pgm3
Samd5
Ugt2b7
C1qtnf3
Dio2
Gpd2
Grpr
Ldhd
LOC100360205
LOC500124
Mcoln2
Plekhb2
Slc6ab
Tfrc

-2,675
1,779
-1,615
-1,445
-2,763
1,773
-2,279
-1,880
-1,192
-1,366
-3,167
1,714
-1,294
-1,334
-2,454
-1,866
-2,230
-2,157
-1,093
-2,213
-3,812
-4,817
-1,233
1,773
1,219
-1,862
-1,705
-1,476
1,779
-1,520
-3,649
-2,655
-2,073
-2,067
-3,054
-4,817
1,471
-1,520
-2,279
-1,867
-1,425
1,714
-1,190
-1,233
1,779
1,710
-2,279
-1,055
1,471
-1,463
1,779
-6,259
-2,045
1,471
-2,594
-2,423
-2,145
-2,180
-1,476
1,724
-2,230
-1,489
-1,502
1,804

-1,219
-2,279

1,863
-1,831
-1,858
1,421
-1,270
-1,169
-1,899
-1,554
-2,565
1,422
2,115
-1,236
-1,285
-1,795
2,217
-1,495
-1,652
-1,033
-1,501
-1,464
-2,607
-2,470
1,711
-1,468
-2,054
-1,215
-1,158
-1,334
-1,831
2,174
-2,922
-2,882
-1,687
-1,697
1,779
-2,470
-2,058
2,174
-1,899
1,121
-1,675
-1,236
-1,504
-4,253
-1,831
-2,120
-1,899
-1,928
-2,058
-1,837
-1,831
-4,725
-1,363
-2,058
-1,950
-1,057
-1,826
-1,333
-1,334
-1,433
-1,652
1,767
-1,897
1,277

-2,054
-1,899

1,596
1,717
1,710
-1,704
1,747
-1,058
1,817
1,723
-2,359
1,712
-2,388
-1,367
-1,701
-1,753
-2,835
-2,010
-1,364
1,213
-1,802
-1,493
-2,830
-2,596
1,174
-1,642
-1,571
-1,167
-1,497
-1,977
1,717
-1,639
-3,444
-3,202
-1,703
-2,242
-1,965
-2,596
1,145
-1,639
1,817
-1,739
1,751
-1,367
-1,748
-3,349
1,717
-2,011
-1,817
-2,043
-1,145
-2,058
1,717
-4,765
-1,418
1,145
-1,589
-1,086
-2,197
-1,103
-1,977
-1,650
-1,364
-1,805
-1,976
-1,053
1,571
1,817
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301a-5p Moderate (predicted) Tm4sf20 -1,867 -1,121 -1,739
Moderate (predicted) Akr7a3 -1,488 -1,464 -1,936
High (predicted) Alpl -1,618 -1,532 -1,730
hsa-miR- 3915 High (predicted) B3galt5 -1,615 -1,858 -1,710
323a-5p ’ High (predicted) Cyp2c24 -1,781 -1,759 -1,798
High (predicted) Stet -1,520 2,174  -1,639
Moderate (predicted) Tubb4b -1,987 1,042 -1,185
Moderate (predicted) Matn1 -1,334 -1,795 -1,753
hsa-miR- Moderate (pred?cted) Mettl7b -2,073 -1,687 -1,703
305 2,779 Moderate (predicted) Slc23a3 -1,779 -1,831 -1,717
Moderate (predicted) Sult4al -2,345 -1,674 -1,587
High (predicted) Tifrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Enpp3 -2,310 -2,575 -2,557
hsa-miR- High (predicted) Insigj -1,880 -1,554 -1,723
34b-3p 3,771 Moderate (predicted) Serpinf2 -2,006 -1,179 -1,541
Moderate (predicted) Slc7a13 -1,408 -1,635  -1,737
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
High (predicted) Akr7a3 -1,488 -1,464 -1,936
Moderate (predicted) Arg2 -1,425 -1,675 -1,751
Moderate (predicted) B3galt5 -1,615 -1,858 -1,710
Moderate (predicted) Gem1 -2,019 -2,040 -2,080
Moderate (predicted) Igfbp3 -1,866 -1,495 -2,010
Moderate (predicted) Inmt -1,059 -1,050 -1,814
hsa-miR- Moderate (predicted) LOC100360205 -2,230 -1,652 -1,364
34b-5p 4,136 Moderate (predicted) Mapk10 -6,259 -4,725 -4,765
Moderate (predicted) Prima1 2,298 -1,044 -1,367
Moderate (predicted) Prir -4.817 -2,470 -2,596
Moderate (predicted) Scd -1,233 -4,253 -3,349
High (predicted) Slc23a3 -1,779 -1,831 -1,717
Moderate (predicted) Stc1 -1,520 -2,174 -1,639
High (predicted) Sult4al -2,345 -1,674 -1,587
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Insig1 -1,880 -1,554 -1,723
hsa-miR- Moderate (predicted) Mepib -1,335 -1,529 -1,769
34c-3p 3,965 Moderate (predicted) Serpinf2 -2,006 -1,179 -1,541
Moderate (predicted) Slc2a13 -1,584 -1,791 -1,780
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Ak4 -2,157 -1,033 -1,213
Moderate (predicted) Amn -1,840 -1,317 -1,636
High (predicted) B3galt5 -1,615 -1,858 -1,710
Moderate (predicted) Bcl6 -1,760 -2,672 -2,550
High (predicted) Car7 -1,733 -1,049 -1,389
Moderate (predicted) Cftr -4,476 -3,575 -3,622
Moderate (predicted) Igfbp3 -1,866 -1,495 -2,010
Moderate (predicted) Inmt -1,059 -1,050 -1,814
hsa-miR- Experimentally Qbserved Jag1 -2,718 -2,978  -2,216
34c-5p 5057 Moderate (predicted) LOC100360205 -2,230 -1,652  -1,364
’ Moderate (predicted) Neto2 -2,311 -1,926 -1,990
High (predicted) Satb2 -1,233 -1,711 -1,174
High (predicted) Serpinf2 -2,006 -1,179 -1,541
Moderate (predicted) Slc22a12 -1,366 -1,422 -1,712
High (predicted) Slc23a3 -1,779 -1,831 -1,717
Moderate (predicted) Slc2a13 -1,584 -1,791 -1,780
Moderate (predicted) Slc5a3 2,043 -1,402 -1,157
Moderate (predicted) Stci -1,520 -2,174 -1,639
Moderate (predicted) Sult4at -2,345 -1,674 -1,587
Moderate (predicted) Tnfrsf11b -2,042 -1,117 -1,472
Moderate (predicted) Cyp2cii -8,164 -17,673 -21,034
Moderate (predicted) Fmo3 -2,100 -1,112 -1,556
hsa-miR- Moderate (predicted) Galnt11 -2,128 -1,228 -1,531
374b-5p 2,302 Moderate (predicted) Mep1b -1,335 -1,529 -1,769
High (predicted) Ntf3 -1,928 -1,135 -1,292
Moderate (predicted) Pecr -3,054 -1,779 -1,965
Moderate (predicted) Tmem?236 -1,352 -1,781 -1,932
hsa-miR- 34.795 High (predicted) Cdo1 -1,446 -1,424 -1,917
376b-3p ’ Moderate (predicted) Cycs -1,714 -1,236 -1,367

XClI




hsa-miR-
384

hsa-miR-
484

hsa-miR-
487b-3p

hsa-miR-
500a-3p

hsa-miR-
504

hsa-miR-
632

hsa-miR-

935

rno-miR-

291a-3p

hsa-miR-
122-5p

hsa-miR-
124-3p

4,246

2,273

14,679

2,207

2,434

2,425

13,947

6,148

2,781

3,178

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

High (predicted)

High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

High (predicted)

High (predicted)

Pdp2
Prir
Samd5
Satb2
Stci
TC1400000310.rn.1
Tmem236
Ak4

Cftr

Dio2
Gramdib
Rarres1
Aldh11
Azgp1
Cntfr

Fhi1
Gpd2
Igfbp4
Lpl
Mapk10
Pdp2
Samd5
Serpinf2
Stci

TH3

Dio2

Dio2

Me1
Pxmp2
Tmem236
B3galt5
B4galnt2
C1qtnf3
Ldhd

Scd
Slc23a3
Stci
Tm4sf20
Ace2

Alpl

Bclé
Car7
Ggct
Mapk10
Mpv17I
Primat
Scd

Tfrc

Afm
Slc22a24
B3galt5
Bcl6
Blvra
Galnt3
Gtpbp4
RGD1564999
Gpd2
Samd5
Tfrc
Galnt3
Slc15at
Igfbp4
Plekhb2
Tnfrsf11b
Ctsh

1,248
-4,817
1,471
-1,233
-1,520
-2,062
-1,352
-2,157
-4,476
-2,145
-1,364
-2,385
-1,527
-1,344
-1,093
-1,669
-2,180
-2,058
-1,146
-6,259
-1,248
1,471
-2,006
-1,520
-3,649

-2,145

-2,145
-2,655
-1,306
-1,352
-1,615
-1,613
-2,423
-1,724
-1,233
-1,779
-1,520
-1,867
-2,217
-1,618
-1,760
-1,733
-1,055
-6,259
-2,454
2,298

-1,233
-2,279
-2,670
-1,463
-1,615
-1,760
-2,178
-1,657
-1,520
-3,919
-2,180
-1,471
-2,279
-1,657
-1,364
-2,058
1,804

-2,042
-2,024

1,426
-2,470
-2,058
1,711
2,174
1,219
-1,781
-1,033
-3,575
-1,826
-1,748
-2,209
-1,769
-1,800
-1,501
-1,532
-1,333
-2,454
-1,985
-4,725
-1,426
-2,058
1,179
2,174
-2,922

-1,826

-1,826
-2,882
1,277
1,781
-1,858
-1,707
-1,057
-1,433
-4,253
-1,831
2,174
1,121
-1,888
-1,532
-2,672
-1,049
-1,928
-4,725
2,217
-1,044
-4,253
-1,899
-2,135
-1,837
-1,858
-2,672
1,612
-1,765
-1,700
-2,957
-1,333
-2,058
-1,899
-1,765
1,461
-2,454
1,277

1,117
-1,028

1,783
-2,596
-1,145
1,174
-1,639
-1,359
-1,932
1,213
-3,622
-2,197
-1,607
-2,302
-1,830
-2,188
-1,802
1,771
-1,103
-2,884
-2,201
-4,765
-1,783
-1,145
-1,541
-1,639
-3,444

-2,197

-2,197
-3,202
-1,753
-1,932
-1,710
-2,008
-1,086
-1,650
-3,349
-1,717
-1,639
-1,739
-1,778
-1,730
-2,550
-1,389
-2,043
-4,765
-2,835
-1,367
-3,349
-1,817
-2,126
-2,058
-1,710
-2,550
-2,148
-1,520
-1,602
-3,100
-1,108
-1,145
-1,817
-1,520
-1,842
-2,884
-1,053
-1,472
-1,423

XCIV




Moderate (predicted) Slc5a3 2,043 -1,402 -1,157
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Experimentally Observed Jag1 -2,718 -2,978 -2,216
Moderate (predicted) Gpd2 -2,180 -1,333 -1,103
Experimentally Observed Elovl1 -1,705 -1,158 -1,497
Moderate (predicted) Bcl6 -1,760 -2,672 -2,550
Moderate (predicted) Tmem236 -1,352 -1,781 -1,932
High (predicted) Paqgr9 1,047 -1,455  -1,778
High (predicted) Pecr -3,054 -1,779 -1,965
Moderate (predicted) LOC100360205 -2,230 -1,652 -1,364
Moderate (predicted) Slco4c1 -1,338 -1,754 -1,524
Moderate (predicted) Ptprg -2,193 -1,831 -1,535
Experimentally Observed Slc25a30 -1,445 -1,421 -1,704
Moderate (predicted) Scd -1,233 -4,253 -3,349
Moderate (predicted) Jun 2,224 1,640 1,612
High (predicted) Tgif1 1,888 1,292 2,029
Moderate (predicted) LOC100359539 1,293 1,763 2,200
High (predicted) Slc17a4 1,470 2,142 2,216
hsa-miR- 1560 High (predicted) Casp3 1,281 1,707 1,327
139-5p ’ Moderate (predicted) Top2a 1,172 1,615 1,756
Moderate (predicted) P2ry12 1,309 1,294 2,046
Moderate (predicted) Spock1 1,828 1,275 1,164
Moderate (predicted) Abcal 3,414 -1,140 1,267
Experimentally Observed Runx1 1,822 1,588 1,922
Moderate (predicted) Slc25a30 -1,445 -1,421 -1,704
Moderate (predicted) Stci -1,520 -2,174 -1,639
Moderate (predicted) Samd5 -1,471 -2,058 -1,145
Moderate (predicted) Semaba 1,730 -1,164 -1,015
hsa-miR- High (predicted) Pgm3 -2,045 -1,363 -1,418
145-5p 2,245 Moderate (predicted) Lamtor5 -2,763 -1,270 -1,747
High (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Pagr9 1,047 -1,455 -1,778
Moderate (predicted) Tnfrsf11b -2,042 -1,117 -1,472
Moderate (predicted) B4galnt2 -1,613 -1,707 -2,008
Moderate (predicted) Cftr -4,476 -3,575 -3,622
Moderate (predicted) Pagr9 1,047 -1,455 -1,778
Moderate (predicted) Prir -4,817 -2,470 -2,596
High (predicted) Primai 2,298 -1,044 -1,367
Moderate (predicted) Bcl6 -1,760 -2,672 -2,550
Moderate (predicted) Insig1 -1,880 -1,554 -1,723
High (predicted) Azgp1 -1,344 -1,800 -2,188
Moderate (predicted) Pdp2 -1,248 -1,426 -1,783
Moderate (predicted) Slc23a3 -1,779 -1,831 -1,717
Moderate (predicted) Aldh1b1 -1,796 -1,440 -1,753
Moderate (predicted) lyd -1,294 -1,285  -1,701
Moderate (predicted) Egf -3,812 -2,607 -2,830
hsa-miR- H@gh (pred@cted) Reep6 -2,107 -2,373 -2,256
185-3p 3797 High (predicted) Slc6a13 -1,425 -1,569 -1,858
’ Moderate (predicted) Ddi2 -1,055 -1,987 -1,670
High (predicted) Casqt -1,807 -1,241 -1,655
Moderate (predicted) Dexr -1,829 1,072 -1,453
Moderate (predicted) Car7 -1,733 -1,049 -1,389
Moderate (predicted) Gpd2 -2,180 -1,333 -1,103
Moderate (predicted) Slc6a6 -1,219 -2,054 -1,571
Moderate (predicted) Scd -1,233 -4,253 -3,349
High (predicted) Mic1 -1,628 -2,168 -2,494
Moderate (predicted) Cyp8b1 -12,550 -5,380 -7,304
High (predicted) B3galt5 -1,615 -1,858 -1,710
Moderate (predicted) Gss -1,848 -1,249 -1,535
Moderate (predicted) Slc22a12 -1,366 -1,422 -1,712
Moderate (predicted) Igfbp3 -1,866 -1,495 -2,010
hsa-miR- 8418 Moderate (predicted) Pagr9 1,047 -1,455 -1,778
188-5p ’ High (predicted) Cyp27b1 2,147 -1,091 -1,011
hsa-miR- 5069 Moderate (predicted) Satb2 -1,233 -1,711 -1,174
191-5p ’ Moderate (predicted) Dbp -2,259 1,083 -1,078
hsa-miR- 2,743 Moderate (predicted) Ahcy -1,918 -2,149 -2,508

XCV




212-3p

hsa-miR-
299-5p

hsa-miR-
338-5p

hsa-miR-
342-3p

hsa-miR-
342-5p

hsa-miR-
411-5p

hsa-miR-
431-5p

hsa-miR-
488-5p

hsa-miR-
598-3p

hsa-miR-
708-5p

hsa-miR-
874-3p

4,588

2,025

2,290

4,171

1,647

3,172

2,259

2,570

2,140

2,630

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Experimentally Observed

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
( )
)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Ggh
Insig1
Melk
Mmp9
Ntf3
Slco4dci
Arg2
Ddi2
Enpp3
Gpd2
Ppm1ik
Sult4at
Nrid1
Ntf3
Frmd3
Inmt
Matn1
Plekhb2
Ppm1ik
Prima1
Tfrc
Azgp1
B3galt5
Csad
Cyp8b1
Gem1
Gpd2
lyd
Prima1
Rdh16
Tbhc1d16
Enpp3
Samd5
Sult4at
lyd

Lipg
Prir
Galnt14
Gemfi
Gpd2
Slc1a1
Stci
Tff3
Tfrc
Tnfrsf11b

Jag1

Acsf2
B3galt5
Cidec
Cntfr
Mettl7b
Serpinf2
Slc23a3
Slc25a30
Tfrc
B3galt5
B4galnt2
Cxcl12
Ddi2

lyd

Matn1
Mettl7b
Plekhb2
Prima1
RGD1564999

1,303
-1,880
1,702
-1,809
-1,928
-1,338
-1,425
-1,055
-2,310
-2,180
1,224
-2,345
-2,009
-1,928
1,710
-1,059
-1,334
1,804
1,224
2,298
-2,279
-1,344
-1,615
-1,368
-12,550
-2,019
-2,180
-1,294
2,298
1,791
-1,710
-2,310
1,471
-2,345
1,294
-3,167
-4,817
1,751
-2,019
-2,180
1,751
-1,520
-3,649
-2,279
-2,042

-2,718

-1,704
-1,615
-2,534
-1,093
-2,073
-2,006
-1,779
-1,445
-2,279
-1,615
-1,613
-1,990
-1,055
-1,294
-1,334
-2,073
1,804

2,298

-3,919

1,025
-1,554
-1,268
1,003

-1,135
1,754
-1,675
-1,987
-2,575
-1,333
-1,821
1,674
1,713
-1,135
-1,628
-1,050
1,795
1,277

-1,821
-1,044
-1,899
-1,800
-1,858
-2,115
-5,380
-2,040
-1,333
-1,285
-1,044
1,424
-2,120
-2,575
-2,058
-1,674
-1,285
-2,115
-2,470
-1,476
-2,040
-1,333
1,417
2,174
-2,922
-1,899
1,117

-2,978

-1,804
-1,858
-1,783
-1,501
-1,687
1,179
-1,831
-1,421
-1,899
-1,858
-1,707
-1,244
-1,987
-1,285
-1,795
-1,687
1,277

-1,044
-2,957

-1,721
-1,723
-1,556
-1,044
-1,292
-1,5624
-1,751
-1,670
-2,657
-1,103
-1,759
-1,687
-1,480
-1,292
-1,568
-1,814
-1,753
-1,053
-1,759
-1,367
-1,817
-2,188
-1,710
-2,341
-7,304
-2,080
-1,103
-1,701
-1,367
-1,661
-2,011
-2,657
-1,145
-1,687
-1,701
-2,388
-2,596
-1,641
-2,080
-1,103
-1,685
-1,639
-3,444
-1,817
-1,472

-2,216

-2,158
1,710
-1,649
-1,802
-1,703
-1,541
1,717
1,704
1,817
1,710
-2,008
-1,607
-1,670
-1,701
-1,753
-1,703
-1,053
-1,367
-3,100

XCVI




Moderate (predicted) Samd5 -1,471 -2,058 -1,145
Moderate (predicted) Slc22a13 -3,908 -4,664 -5,051
High (predicted) Slc22a25 -1,760 -1,134 -1,675
Moderate (predicted) Slc22a7 -2,403 -1,743 -1,744
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
hsa-miR- Moderate (pred?cted) Lpl -1,146 -1,985 -2,201
125b-1-3p 6,015 Moderate (predicted) B3galt5 -1,615 -1,858 -1,710
High (predicted) Reep6 -2,107 -2,373 -2,256
Moderate (predicted) Pecr -3,054 -1,779 -1,965
Moderate (predicted) Scd -1,233 -4,253 -3,349
High (predicted) Grpr -1,476 -1,334 -1,977
Moderate (predicted) Samd5 -1,471 -2,058 -1,145
hsa-let-7f- Moderate (predicted) Tnfrsf11b -2,042 -1,117 -1,472
2-3p 2,453 Moderate (predicted) ElovI1 -1,705 -1,158 -1,497
Moderate (predicted) C1qgtnf3 -2,423 -1,057  -1,086
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Gtpbp4 -1,520 -1,700 -1,602
Moderate (predicted) Enpp3 -2,310 -2,575 -2,557
Moderate (predicted) Cycs -1,714 -1,236 -1,367
Moderate (predicted) C1qgtnf3 -2,423 -1,057  -1,086
High (predicted) Cxcl12 -1,990 -1,244 -1,607
hsa-miR- 3744 Moderate (predicted) Cyp2c24 -1,781 -1,759 -1,798
219a-2-3p ’ Moderate (predicted) Cyp8b1 -12,550 -5,380 -7,304
High (predicted) Pgm3 -2,045 -1,363 -1,418
Moderate (predicted) Pter -2,085 -1,279 -1,384
Moderate (predicted) Ak4 -2,157 -1,033 -1,213
Moderate (predicted) Esm1 -1,968 -1,356 -1,342
hsa-miR-9- Moderate (predicted) Oat -2,067 -1,697 -2,242
3p 3,281 Moderate (predicted) Oxnad1 -1,795 -1,755 -1,903
Moderate (predicted) Pdp2 -1,248 -1,426  -1,783
High (predicted) Samd5 -1,471 -2,058 -1,145
Moderate (predicted) Stc1 -1,520 -2,174 -1,639
Moderate (predicted) Alpl -1,618 -1,532 -1,730
Moderate (predicted) Enpp3 -2,310 -2,575 -2,557
hsa-miR- Moderate (pred?cted) Pgm3 -2,045 -1,363 -1,418
2900-2-5p 2,257 Moderate (predicted) Sorl1 -1,065 -1,707 -1,256
Moderate (predicted) Sult2a1 -2,586 -1,667  -1,821
Moderate (predicted) Susd3 -1,974 -1,357 -1,667
Moderate (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Galnt3 -1,657 -1,765  -1,520
hsa-miR-7- Moderate (pred?cted) Prima1 2,298 -1,044 -1,367
5p 2,383 Moderate (predicted) Slc5a3 2,043 -1,402 -1,157
High (predicted) Tfrc -2,279 -1,899 -1,817
Moderate (predicted) Tmem?236 -1,352 -1,781 -1,932
Moderate (predicted) Crym -1,840 -1,419 -1,696
mo-miR- Moderate (pred?cted) Gramdib -1,364 -1,748 -1,607
343 2,682 Moderate (predicted) LOC500124 -1,489 -1,767 -1,805
Moderate (predicted) Paqr9 1,047 -1,455 -1,778
Moderate (predicted) Sult4at -2,345 -1,674  -1,587
Gesamturin
High (predicted) Ddi2 -1,055 -1,987 -1,670
Moderate (predicted) Pdp2 -1,248 -1,426 -1,783
Moderate (predicted) Tmem144 -1,713 -1,521 -1,650
Moderate (predicted) B3galt5 -1,615 -1,858 -1,710
hsa-let-7i- 3.320 High (predicted) Slc5a9 -4,079 -2,663 -2,732
5p ’ Experimentally Observed Fads2 1,272 -1,460  -1,727
High (predicted) Arg2 -1,425 -1,675 -1,751
Moderate (predicted) Prir -4,817 -2,470 -2,596
Moderate (predicted) Scd -1,233 -4,253 -3,349
Experimentally Observed F2 -1,558 -1,706 -1,680
Moderate (predicted) Galnt3 -1,657 -1,765 -1,520
hsa-miR- 4.960 Moderate (predicted) Neto2 -2,311 -1,926 -1,990
106b-5p ’ Moderate (predicted) Stci -1,520 -2,174 -1,639
Moderate (predicted) Lamtor5 -2,763 -1,270 -1,747
hsa-miR- 088 High (predicted) Igf1 -2,213 -1,464 -1,493
130b-3p ’ Moderate (predicted) Stet -1,520 2,174 1,639

XCVII




hsa-miR-

154-3p 2,164
hsa-miR-
155-5p 3,342
hsa-miR-
181¢c-5p 4,770
hsa-miR-
184 4,618
hsa-miR-
190b-5p 2,388
hsa-miR-
19a-3p 5,140
hsa-miR-
205-5p 2,416
hsa-miR-
218-5p 2,715

High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

Experimentally Observed

High (predicted)
Moderate (predicted)

Experimentally Observed
Experimentally Observed

Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
High (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
(
(

)
)
)
)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

—_ == ==

Slc6ab
Cxcl12
Tmem236
Slc35d1
Satb2

Lpl
Galnt11
Cxcl12
Galnt3
Gc
Samd5
Plekhb2
Ptprq
Tfrc
Cyp2cif
Lpl
Tmem236
Mapk10
F2

Fads1
Ttc21b
Acot12
Melk
Ggct
Mpv17I
Tfrc
Acmsd
Esm1
Scd
Tnfrsf11b
Gpd2
Osgin1
lyd

Insig1
Cycs
Lipg
Slc22a12
Matn1
Mpv17I
Pter

Ak4

Stci

lyd
LOC100360205
Prir
Spta1
Cntfr

Egf

Ak4
Satb2
Igfbp3
Slc35d1
Igf1
Slc6ab
Esm1
Slch1a
Epb41l4b
Tmem144
Samd5
Satb2
Kent1
Gpd2
Galnt3
Cyp2c24
Satb2
Semaba

1,219
-1,990
-1,352
-1,773
-1,233
-1,146
-2,128
-1,990
-1,657
-2,823
-1,471
1,804

-2,193
-2,279
-8,164
-1,146
-1,352
-6,259
-1,558
-1,693
-2,675
1,245

-1,702
-1,055
-2,454
-2,279
-1,905
-1,968
-1,233
-2,042
-2,180
-1,192
-1,294
-1,880
-1,714
-3,167
-1,366
-1,334
-2,454
-2,085
-2,157
-1,520
-1,294
-2,230
-4,817
-1,862
-1,093
-3,812
-2,157
-1,233
-1,866
-1,773
2,213
-1,219
-1,968
-2,227
-1,680
-1,713
-1,471
-1,233
-1,120
-2,180
-1,657
-1,781
-1,233
1,730

-2,054
-1,244
-1,781
-1,468
-1,711
-1,985
-1,228
-1,244
-1,765
-3,403
-2,058
1,277
-1,831
-1,899
-17,673
-1,985
-1,781
-4,725
-1,706
-1,983
-1,863
-1,580
-1,268
-1,928
-2,217
-1,899
1,016
-1,356
-4,253
-1,117
-1,333
-2,565
-1,285
-1,654
-1,236
-2,115
-1,422
-1,795
-2,217
-1,279
-1,033
-2,174
-1,285
-1,652
-2,470
-1,215
-1,501
-2,607
-1,033
-1,711
-1,495
-1,468
-1,464
-2,054
-1,356
-1,120
-1,848
-1,521
-2,058
-1,711
-1,835
-1,333
-1,765
-1,759
-1,711
-1,164

-1,571
-1,607
-1,932
-1,642
-1,174
-2,201
-1,531
-1,607
-1,5620
-3,867
-1,145
-1,053
-1,635
-1,817
-21,034
-2,201
-1,932
-4,765
-1,680
-1,697
-1,596
-1,953
-1,556
-2,043
-2,835
-1,817
-1,682
-1,342
-3,349
-1,472
-1,103
-2,359
-1,701
-1,723
-1,367
-2,388
-1,712
-1,753
-2,835
-1,384
-1,213
-1,639
-1,701
-1,364
-2,596
-1,167
-1,802
-2,830
-1,213
-1,174
-2,010
-1,642
-1,493
-1,571
-1,342
-1,376
-1,475
-1,650
-1,145
-1,174
-1,718
-1,103
-1,520
-1,798
-1,174
-1,015

XCVIII




hsa-miR-
23a-3p

hsa-miR-
24-3p

hsa-miR-
26b-5p

hsa-miR-
27a-3p

hsa-miR-

28-5p

hsa-miR-
31-3p

hsa-miR-
31-5p

hsa-miR-
330-3p

2,536

2,237

2,204

2,016

2,296

4,066

3,284

2,584

Moderate (predicted)

Experimentally Observed

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Experimentally Observed

Moderate (predicted)
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)

High (predicted)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

o=

o~ =~~~ —~ —~

)
)
)
)
)
)
)
)

Experimentally Observed

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

Tfrc
Cxcl12
Cycs
Ggct

lyd

Melk
Oxnad1
Pagr9
Ppm1ik
Slciat
Slco4dci
TC1400000310.rn.1
Tifrc
Tmem144
Acsf2
Cbs
Gramdib
Inmt
Insig1
Nr1d1
Pdp2
Primat
Slc22a25
Slc23a3
Slcdat
Galnt3
Jag1
Siclat
Slc2al13
Susd3
Tfrc

Ak4
Fancd2os
Galnt3
Gpd2

Igf1

Lpl

Pagr9
Satb2
Sema6a
Sorl1
Acsf2
B3galt5
Cidec
Cntfr
Mettl7b
Serpinf2
Slc23a3
Slc25a30
Tfrc

Grpr
Plekhb2
Acy3
Ak4
Aldh1b1
Cxcl12
Lipg
LOC100360205
Pdp2
Satb2
Slc22a25
Sic51a
Slc6ab
Tfrc
Csad
Plekhb2

2,279
-1,990
1,714
-1,055
-1,294
-1,702
-1,795
1,047

-1,224
-1,751
-1,338
-2,062
-2,279
-1,713
-1,704
-1,376
-1,364
-1,059
-1,880
-2,009
-1,248
2,298

-1,760
-1,779
1,001

-1,657
-2,718
-1,751
-1,584
-1,974
-2,279
-2,157
-1,914
-1,657
-2,180
2,213
-1,146
1,047

-1,233
1,730

-1,065
-1,704
-1,615
-2,534
-1,093
-2,073
-2,006
-1,779
-1,445
-2,279
-1,476
1,804

-1,477
-2,157
-1,796
-1,990
-3,167
-2,230
-1,248
-1,233
-1,760
-2,227
-1,219
-2,279
-1,368
1,804

1,899
-1,244
-1,236
-1,928
-1,285
-1,268
-1,755
-1,455
-1,821
1,417
1,754
1,219
-1,899
-1,521
-1,804
-1,498
-1,748
-1,050
-1,554
1,713
-1,426
-1,044
1,134
-1,831
-2,036
-1,765
-2,978
1,417
-1,791
-1,357
-1,899
-1,033
1,004

-1,765
-1,333
-1,464
-1,985
-1,455
1,711
-1,164
-1,707
-1,804
-1,858
-1,783
-1,501
-1,687
1,179
-1,831
1,421
-1,899
-1,334
1,277

-1,366
-1,033
-1,440
-1,244
-2,115
-1,652
-1,426
1,711
1,134
-1,120
-2,054
-1,899
-2,115
1,277

1,817
-1,607
-1,367
-2,043
-1,701
-1,556
-1,903
1,778
-1,759
-1,585
-1,524
-1,359
-1,817
-1,650
-2,158
-1,796
-1,607
-1,814
1,723
-1,480
-1,783
-1,367
-1,675
1,717
-1,557
-1,520
-2,216
-1,585
-1,780
-1,667
1,817
1,213
-1,069
-1,520
-1,103
-1,493
-2,201
1,778
1,174
-1,015
-1,256
-2,158
1,710
-1,649
-1,802
-1,703
-1,541
1,717
1,704
1,817
-1,977
-1,053
-1,769
1,213
-1,753
-1,607
-2,388
-1,364
-1,783
1,174
-1,675
-1,376
-1,571
1,817
-2,341
-1,053

XCIX




hsa-miR-
342-3p

hsa-miR-

34b-3p

hsa-miR-
34b-5p

hsa-miR-
34c-5p

hsa-miR-
362-3p

hsa-miR-
376b-3p

2,262

23,855

4,578

9,216

5,524

2,920

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
High (predicted)

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Experimentally Observed

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
( )
( )
( )

—_ I = ==

Moderate (predicted
Moderate (predicted
Moderate (predicted

Sic51a
Tfre
Frmd3
Inmt
Matn1
Plekhb2
Ppm1k
Primat
Tfrc
Enpp3
Insig1
Serpinf2
Sic7a13
Tfrc
Akr7a3
Arg2
B3galt5
Gemfi
Igfbp3
Inmt
LOC100360205
Mapk10
Primat
Prir

Scd
Slc23a3
Stcl
Sult4at
Tfrc

Ak4
Amn
B3galt5
Bcl6
Car7
Cftr
Igfbp3
Inmt
Jag1
LOC100360205
Neto2
Satb2
Serpinf2
Slc22a12
Slc23a3
Slc2a13
Slc5a3
Stci
Sult4at
Tnfrsf11b
Ak4
B3galt5
Cxcl12
Esm1
Igfbp4
lyd
Neto2
Slc6ab
Tfrc
Cdof1
Cycs
Pdp2
Prir
Samd5
Satb2
Stcl
TC1400000310.rn.1

2,227
-2,279
-1,710
-1,059
-1,334
1,804

-1,224
2,298

-2,279
-2,310
-1,880
-2,006
-1,408
-2,279
-1,488
-1,425
-1,615
-2,019
-1,866
-1,059
-2,230
-6,259
2,298

-4,817
-1,233
-1,779
-1,520
-2,345
-2,279
-2,157
-1,840
-1,615
-1,760
-1,733
-4,476
-1,866
-1,059
-2,718
-2,230
-2,311
-1,233
-2,006
-1,366
-1,779
-1,584
2,043

-1,520
-2,345
-2,042
-2,157
-1,615
-1,990
-1,968
-2,058
-1,294
-2,311
-1,219
-2,279
-1,446
1,714
-1,248
-4,817
-1,471
-1,233
-1,520
-2,062

1,120
-1,899
-1,628
-1,050
-1,795
1,277

-1,821
-1,044
-1,899
-2,575
-1,554
1,179
-1,635
-1,899
-1,464
-1,675
-1,858
-2,040
-1,495
-1,050
-1,652
-4,725
-1,044
-2,470
-4,253
-1,831
-2,174
-1,674
-1,899
-1,033
1,317
-1,858
-2,672
-1,049
-3,575
-1,495
-1,050
-2,978
-1,652
-1,926
1,711
1,179
1,422
-1,831
1,791
-1,402
-2,174
1,674
1,117
-1,033
-1,858
-1,244
-1,356
-2,454
-1,285
-1,926
-2,054
-1,899
1,424
-1,236
-1,426
-2,470
-2,058
1,711
-2,174
-1,219

1,376
1,817
-1,568
-1,814
-1,753
-1,053
-1,759
-1,367
-1,817
-2,557
1,723
-1,541
-1,737
-1,817
-1,936
-1,751
-1,710
-2,080
-2,010
-1,814
-1,364
-4,765
-1,367
-2,596
-3,349
1,717
-1,639
-1,587
1,817
1,213
-1,636
-1,710
-2,550
-1,389
-3,622
-2,010
-1,814
-2,216
-1,364
-1,990
1,174
-1,541
1,712
1,717
-1,780
1,157
-1,639
-1,587
1,472
1,213
-1,710
-1,607
-1,342
-2,884
-1,701
-1,990
-1,571
-1,817
1,917
-1,367
-1,783
-2,596
-1,145
1,174
-1,639
-1,359

C




hsa-miR-
450a-5p

hsa-miR-
497-5p

hsa-miR-
503-5p

hsa-miR-
532-3p

hsa-miR-
92a-3p

mmu-miR-
1839-5p

mmu-miR-
672-5p

rno-miR-
351-5p

3,839

5,093

5,350

2,924

2,198

2,511

3,860

4,064

Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Experimentally Observed
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Experimentally Observed
Moderate (predicted)
High (predicted)
Experimentally Observed
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)

High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
High (predicted)
Experimentally Observed
Experimentally Observed
High (predicted)

High (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Experimentally Observed
Moderate (predicted)
Moderate (predicted)
Experimentally Observed

Tmem236
Cxcl12
Ddi2

Fhid
Lamtor5
Ttc21b
Tfrc
Slc25a30
Ihh

lyd

Igf1
Crym
Ak4

F2
Slc23a3
B3galt5
Ak4
B3galt5
Ihh

Lipg
Mic1
Esm1
Igfbp4
Slc23a3
Spta1
Gem1
Gramdib
LOC100360205
Mcoln2
Me1
Plekhb2
Ptprq
Satb2
B3galt5
Inmt
Aldh1b1
Rarres1
Satb2
Paqr9
Igfbp3
Cdo1
Lamtor5
Acy3
Cxcl12
Cyp2c24
Mettl7b
Stci

Tfrc
Galnt14
Gss
Igfbp3
Mrap
B3galt5
Fads2
Cycs
Elovl1
lyd
Sult4at
TC1400000310.rn.1
Slc22a13
Stcl

Scd

-1,352
-1,990
-1,055
-1,669
-2,763
-2,675
-2,279
-1,445
-1,773
-1,294
-2,213
-1,840
-2,157
-1,558
-1,779
-1,615
-2,157
-1,615
-1,773
-3,167
-1,628
-1,968
-2,058
-1,779
-1,862
-2,019
-1,364
-2,230
-1,502
-2,655
1,804

-2,193
-1,233
-1,615
-1,059
-1,796
-2,385
-1,233
1,047

-1,866
-1,446
-2,763
-1,477
-1,990
-1,781
-2,073
-1,520
-2,279
-1,751
-1,848
-1,866
-1,190
-1,615
1,272

-1,714
-1,705
-1,294
-2,345
-2,062
-3,908
-1,520
-1,233

1,781
-1,244
-1,987
-1,532
-1,270
-1,863
-1,899
-1,421
-1,169
-1,285
-1,464
-1,419
-1,033
-1,706
-1,831
-1,858
-1,033
-1,858
-1,169
-2,115
-2,168
-1,356
-2,454
-1,831
1,215
-2,040
-1,748
-1,652
-1,897
-2,882
1,277

-1,831
1,711
-1,858
-1,050
-1,440
-2,209
1,711
-1,455
-1,495
-1,424
-1,270
-1,366
1,244
-1,759
-1,687
-2,174
-1,899
-1,476
-1,249
-1,495
-1,504
-1,858
-1,460
-1,236
-1,158
-1,285
-1,674
1,219
-4,664
-2,174
-4,253

-1,932
-1,607
-1,670
1,771
1,747
-1,596
-1,817
-1,704
-1,058
-1,701
-1,493
-1,696
-1,213
-1,680
1,717
-1,710
-1,213
-1,710
-1,058
-2,388
-2,494
-1,342
-2,884
1,717
-1,167
-2,080
-1,607
-1,364
-1,976
-3,202
-1,053
-1,535
-1,174
-1,710
-1,814
-1,753
-2,302
1,174
1,778
-2,010
-1,917
-1,747
-1,769
-1,607
-1,798
-1,703
-1,639
-1,817
-1,641
-1,535
-2,010
-1,748
-1,710
1,727
-1,367
-1,497
-1,701
-1,587
-1,359
-5,051
-1,639
-3,349

Cl




Anhang-Tabelle 43: ZyTOTOXIZITATS VON HRPTECS NACH BEHANDLUNG MIT TGF-B ODER HSA
Rohdaten der Zytotoxizitatsbestimmung von hRPTECs nach Behandlung mit TGF-B (10 ng/ml) oder
HSA (20 mg/ml) fiir 48 Stunden (n=3) mit Hilfe des LDH-Assays. hRPTEC: humane renale proximale
Tubulusepithelzellen. TGF-B: engl. Tumor growth factor beta. HSA: Humanes Serum-albumin. LDH:
Laktat-Dehydrogenase.

Technische Replikate
Replikat 1 0,827 1,146 2,597 0,954
Kontrolle Replikat 2 0,67 0,875 0,739 1,107
Replikat 3 0,542 0,734 0,578 0,647
Replikat 1 1,238 1,347 2,179 1,458
TGF-B Replikat 2 0,935 1,084 1,134 0,947
Replikat 3 0,875 0,895 0,772 0,832
Replikat 1 2,12 0,822 2,439 1,361
HSA Replikat 2 0,775 1,073 0,77 0,896
Replikat 3 0,921 0,663 0,701 0,491
Replikat 1 0,051 0,054
Hintergrund Replikat 2 0,048 0,049
Replikat 3 0,048 0,049

Anhang-Tabelle 44: ROHDATEN DER BESTIMMUNG DER GENEXPRESSION VON BEKANNTEN TGF-B
ZIELGENEN IN HRPTECS NACH BEHANDLUNG MIT TGF-B

Rohdaten der Genexpressionsbestimmung bekannter TGF-B Zielgenen in hRPTECs nach
Behandlung mit TGF-B (1 und 10 ng/ml) fiir 48 Stunden (n=3). mMRNA wurde mittels TagMan-basierter
gRT-PCR quantifiziert. Gezeigt sind Ct-Werte. hRPTEC: humane renale proximale Tubulus-
epithelzellen. TGF-B: engl. Tumor growth factor beta.

mRNA Kontrolle TGF-B (1 ng/ml) TGF-B (1 ng/ml)

PPIA 193 194 196 196 196 198 | 194 195 197 197 199 198 | 193 196 197 199 198 20,0
COL1A1 268 264 275 271 2714 277 | 261 262 270 266 270 272 | 255 255 262 261 264 266
COL4A1 203 203 209 207 204 204 208 207 207 205 209 209

ACTA2 282 283 286 284 285 285 285 285 286 287 286 287

VIM 206 206 209 208 211 211|206 206 208 207 21,0 210|202 202 203 204 204 205
CDH11 354 355 355 357 347 342 | 354 348 347 342 338 341|339 340 338 332 330 335
CTGF 201 202 205 205 203 203|208 208 210 210 209 209|215 215 218 218 216 217
MMP2 259 258 264 263 262 262 | 245 245 248 249 248 248 | 223 222 224 224 222 222
SERPINE1 | 26,7 267 270 270 273 272|266 266 266 266 272 272 | 245 246 242 243 246 248
FN1 203 203 205 204 196 198 | 198 198 196 197 192 191 | 186 187 185 186 179 176
IL11 294 295 295 296 286 288 | 302 302 300 299 201 289 | 282 282 285 287 278 279

Anhang-Tabelle 45: ROHDATEN DER BESTIMMUNG DER GENEXPRESSION VON BEKANNTEN HSA
ZIELGENEN IN HRPTECS NACH BEHANDLUNG MIT HSA

Rohdaten der Genexpressionsbestimmung bekannter HSA Zielgenen in hRPTECs nach Behandlung
mit HSA (10 und 20 mg/ml) fir 48 Stunden (n=3). mRNA wurde mittels TagMan-basierter qRT-PCR
quantifiziert. Gezeigt sind Ct-Werte. hRPTEC: humane renale proximale Tubulus-epithelzellen. HSA:
Humanes Serumalbumin.

PPIA. TGFB1 TIMP1 CHAC1 COL1A1 IL6 FN
Kontrolle 193 232 243 26,4 27,3 261 210
HSA (10 mg) 191 226 238 26,1 259 274 209
HSA (20 mg) 191 226 23,8 26,0 26,0 27,3 20,7

Cll



ANHANG-TABELLE 46: ROHDATEN DES MIRNA-PROFILING IN HRPTECS UND ZELLKULTURMEDIUM IN

VITRO

Rohdaten der miRNA-Quantifizierung im Zellkulturmedium und Zellen nach Behandlung von
hRPTECs mit HSA (20 mg/ml) oder TGF-B1 (10 ng/ml) fir 48h (n=3). MiRNAs wurden mittels
individualisierter miRCURY LNA gRT-PCR Panels (Qiagen) quantifiziert. EVs wurden aus 80 ml
Zellkulturmedium mit Hilfe des miRCURY Exosome Isolation Kits (Qiagen) isoliert. Gezeigt sind Ct-
Werte. hRPTEC: humane renale proximale Tubulusepithelzellen. TGF-B: engl. Tumor growth factor
beta. HSA: Humanes Serum-albumin. EV: Extrazellulare Vesikel. CCM: engl. Cell-conditioned medium
(Zellen-konditioniertes Medium).

CCM-EV CCM (gesamt) hRPTECs
miRNA 5 - 5 - 5 -
) ) )
185 | 155 | 202 183 175 186
189 159 | 217 212 187 179 19,1
R4 185 146 200 |32 217 21 179 181 17.9
P 190 150 217 [35% 22 20 |81 1ss 182
187 150 | 211 8 200 4 15 180 18,1
190 155 227 19, 183 187
313 281 | 322 319 308 317
312 283 334 352 321 309 32,1
eoa 310 | 283 314 | 300 353 S8 |sto 813 31,1
P 314 281 829 |02 334 S0 |12 a1 310
311 278 341 S 334 6 1310 38 3156
310 | 281 | 352 311 318 315
260 235 @ 278 270 264 267
263 241 296 |05 294 w05 | 273 268 275
R 258 228 276 | 505 301 305 |22 270 26,1
P 268 | 237 292|302 3086 0° less  ars 266
261 232 289 S 30, 8 267 271 26,6
264 | 238 307 273 275 27.0
230 210 244 240 220 234
232 213 260 |, 257 s | 242 222 2356
R 2055 239 197 250 |22 257 o0z 238 231 230
P las2 201 268 | 301 266 208 | 2s2 237 233
239 207 263 7 268 3 |24 225 240
241 211 280 250 227 242
228 201 243 229 222 230
233 207 258 | ., 250 s | 234 229 2356
R.342.3 225 194 245 | 500 257 263|225 227 225
P l233 200 261 |30 260 o0 =81 233 230
228 199 255 2 259 3 |233 226 231
232 204 269 237 232 235
203 260 309 302 204 307
293 263 330 |, , 324 sss | 305 296 30,9
. 287 | 252 | 305 1 308 8 1300 207 299
MRSl a9a 256 331 | 312 817 2 |s00 301 302
202 | 258 | 320 S 318 2 | 309 209 30,4
203 261 335 311 299 307
357 314 354 339 316 337
350 | 314 | 350 338 337 321 3456
R.336.5 328 302 340 |® sy %2 1317 331 33.9
P las9 308 |349 |L.. 348 oo | 322 338 342
349 314 324 8 349 2 |as1 331 3438
349 312 353 351 331 355
28, 252 294 273 267 275
B BB w0, |3
Pl2gs 251 305 |32 314 S8 |er2 282 273
28 | 250 30,1 A a2 8 o7t 279 272
283 258 317 278 282 2756
184 155 198 182 176 18,5
189 161 214 213 189 181 19,1
, , 4 | oy : 230 , , ,

. 184 | 149 | 199 4 2109 0 1178 183 17,9
mA20aSe 492 157 217 | 228 224 228 | 183 189 18,3
186 | 154 211 0 23 9 183 182 185
190 | 159 227 188 186 18,8
328 305 346 321 310 328
335 | 312 | 351 |, 362 479 | 320 3815 335
. 316 209 342 9 363 9 323 331 311
mA-488Se a7 507 | sa9 |30 54 s |81 337 315
327 307 | 345 9 380 2 319 324 328
328 312 347 329 331 332




miR-155-5p

miR-374b-5p

miR-216a-5p

miR-411-5p

miR-10b-5p

miR-125b-1-3p

miR-342-5p

let-7f-2-3p

miR-28-5p

miR-212-3p

miR-874-3p

miR-19b-3p

miR-34c-5p

21,1
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25,9
25,7
25,8
22,3
22,2
22,4
22,8
22,6
22,5
29,0
29,2
29,0
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26,0
26,1
20,9
21,2
20,5
21,0
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25,0
25,1

25,9
26,0
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27,7
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35,5

24,1
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24.4

25,1
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32,0
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31,9
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32,3
33,4
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23,2
23,7
24,1
23,8

34,9
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30,4
30,7
30,9
31,

29,7
30,2
30,3
30,6

25,5
25,6
26,2
26,1

31,8
31,8
32,2
32,5

26,9
27,2
27,4
27,4

21,8
22,2
22,8
22,2

34,6
34,9
34,8
35,4

CIlv

25,1
22,8
25,3

25,9
26,2
23,8

35,1
33,9
37,1

35,2
35,1
33,0

23,8
23,5
23,9

34,1
35,2
34,3

30,5
30,7
30,8

26,1
24,2
26,7

32,5
32,9
32,8

27,9
27,3
27,6

22,5
22,4
22,3

35,0
34,2
34,4

22,1
22,1
21,4
21,5
22,0
22,1
21,4
21,4
21,0
21,0
21,4
21,7
32,1
31,6
31,2
31,2
32,1
32,3
31,3
31,7
31,4
31,7
31,4
31,8
19,9
20,3
19,6
19,9
20,2
20,8
32,7
32,6
31,9
32,2
32,3
33,

28,1
28,2
27,5
27,6
28,

28,3
24,6
24,9
24,0
241
24,7
25,0
22,2
22,3
22,0
22,0
22,4
22,5
29,4
29,6
29,1
29,2
29,6
29,9
24,5
24,9
24,0
24,3
24,3
25,0
17,8
18,2
17,2
17,7
17,8
18,4
31,2
31,4
31,0
30,9
31,4

21,1
21,1
21,7
21,8
21,9
21,9
21,0
21,1
21,5
21,6
21,7
21,8
30,7
30,9
30,9
31,8
31,3
31,3
29,4
29,6
29,7
30,0
30,0
30,3
19,8
20,3
20,5
20,9
20,4
20,9
32,0
32,2
31,3
31,5
32,4
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27,1
27,4
28,0
28,1
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24,0
24,2
24,8
25,2
24,9
25,2
21,7
21,7
22,2
22,3
22,2
22,1
28,9
29,0
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29,4
29,4
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23,9
24,2
24,7
25,2
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17,0
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22,1
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31,2
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32,6
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27,6
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25,0
25,2
24,0
24,2
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22,6
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21,9
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29,8
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24,6
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24,3
24,7
17,8
18,3
17,3
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17,5
18,3
31,8
31,8
31,2
31,2
31,7




miR-362-3p

miR-25-3p

miR-487b-3p

miR-200b-3p

miR-130b-5p

miR-133a-3p

miR-146b-5p

miR-330-3p

miR-145-5p

miR-146a-5p

miR-218-5p

miR-184

miR-214-3p

30,9
25,9
25,9
25,6
25,9
25,8
25,8
20,2
20,1
20,0
20,3
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20,1
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30,6
30,7
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27,2
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27,0
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27,0
27,5
27,1
27,7
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21,7
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32,2
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30,9
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miR-16-5p

let-7d-5p

miR-376b-3p

miR-130a-3p

miR-26b-5p

miR-34b-5p

miR-708-5p

miR-598-3p
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miR-10a-5p
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miR-154-3p

28,0
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26,9
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26,9
26,9
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14,3
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17,6
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25,8
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18,7
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28,1
28,2
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18,8
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23,4
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17,7
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17,2
17,0
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24,2
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20,5
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33,8
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32,9
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25,2
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31,8
33,4
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23,8
23,6
25,1
27,7
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27,4
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21,9
23,4
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23,1
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24,3
22,2
23,5
22,3
23,5
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24,3
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25,2
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33,8
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23,8
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25,9
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34,8
35,4
34,9
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24,2
23,9
24,1

24,0
21,9
21,8

25,9
25,7
25,9

30,0
30,1
17,8
18,1
17,1
17,3
17,8
17,9
20,1
20,4
19,5
19,7
19,8
20,3
31,3
31,5
31,6
32,4
31,4
32,2
20,3
20,7
19,6
20,2
20,4
21,0
21,3
21,5
20,9
21,0
21,3
21,6
31,5
31,3
30,9
31,0
31,5
31,6
20,9
21,2
20,1
20,7
20,7
21,1
25,9
26,1
25,5
25,7
25,9
26,2
19,6
20,1
19,2
19,6
19,8
20,3
20,9
20,9
20,1
20,2
21,1
20,9
21,9
22,0
21,3
21,3
21,6
21,9
27,1
27,1
26,8
26,8
27,4
27,5
35,6
34,7
34,4

28,9
29,1
17,1
17,3
17,9
18,2
18,0
18,2
19,4
19,6
19,8
20,1
19,9
20,1
28,7
29,2
29,1
29,7
29,4
29,8
19,7
20,4
20,5
21,2
20,5
21,0
21,0
21,2
21,4
21,7
21,7
21,9
31,1
30,9
31,7
31,9
31,6
31,8
20,2
20,5
20,8
21,1
21,1
21,3
25,5
25,8
26,1
26,5
25,9
26,1
19,3
19,6
19,7
20,2
19,9
20,3
20,1
20,2
20,9
21,0
21,1
21,1
21,0
21,3
21,8
22,1
22,0
22,3
27,8
27,8
28,1
28,2
28,2
28,2
31,0
31,2
31,6

29,3
29,7
18,0
18,2
17,1
17,1
17,9
18,0
20,0
20,1
19,6
19,8
19,9
20,2
31,3
32,0
32,2
32,7
31,3
31,7
20,8
21,3
19,8
20,4
20,3
21,1
21,4
21,7
21,0
21,2
21,4
21,6
31,4
31,7
31,1
31,1
31,6
32,0
20,9
21,2
20,0
20,3
20,7
20,9
26,1
26,3
25,5
25,7
26,0
26,3
20,0
20,5
19,5
19,8
19,9
20,4
21,0
21,1
20,3
20,4
20,9
21,0
22,0
22,4
21,0
21,3
21,6
21,7
26,8
27,0
26,5
26,5
26,9
27,2
34,6
35,7
34,5




miR-497-5p

miR-34c-3p

miR-93-5p

miR-19a-3p

miR-92a-3p

miR-215-5p

miR-31-5p

miR-125b-5p

miR-15b-5p

miR-17-5p

miR-299-5p

miR-31-3p

let-7f-5p

34,3
33,8
35,6
26,6
26,9
26,2
26,8
26,5
26,8
24,5
24,2
24,7
241
24,7
241
20,2
20,2
19,9
20,3
20,3
20,2
17,9
18,0
17,7
18,3
18,1
18,3
18,4
18,6
18,1
19,1
18,4
18,6
23,6
23,9
23,2
24,0
23,5
23,9
19,2
19,4
19,4
20,2
19,6
19,9
21,4
21,8
21,4
22,3
21,5
21,8
19,9
20,2
19,9
20,3
20,0
20,1
19,2
19,3
19,4
20,0
19,5
19,7
32,9
32,8
30,8
31,7
32,1
31,8
23,2
23,3
23,0
23,5
23,2
23,3
19,4
20,1

28,4
28,2
28,7
23,6
24,0
22,8
23,3
23,2
23,6
22,6
22,1
21,9
21,8
22,7
22,2
17,6
17,6
16,8
17,0
17,3
17,3
15,2
15,5
14,4
15,1
14,9
15,3
15,7
16,2
15,2
15,7
15,6
16,0
21,0
21,4
20,4
21,0
20,8
21,1
16,6
16,9
15,8
16,3
16,2
16,5
18,7
19,3
18,1
18,9
18,4
18,9
17,1
17,3
16,9
16,9
17,0
17,1
16,7
17,0
15,8
16,3
16,3
16,6
28,7
28,9
27,4
27,9
28,3
28,5
20,3
20,5
19,6
20,0
20,1
20,3
16,3
17,2

34,5
34,2
35,0
27,9
29,8
28,0
29,5
29,1
30,9
26,8
27,5
26,6
27,3
27,2
28,2
21,6
22,8
21,6
22,8
22,8
23,9
19,7
21,1
19,1
20,7
20,9
22,2
20,0
21,4
20,1
21,6
21,1
22,5
25,2
26,7
24,8
26,5
26,0
27,3
20,8
22,3
21,1
22,6
22,1
23,8
22,7
24,3
22,9
24,5
23,8
25,5
21,3
22,6
21,3
22,5

23,8
20,9

22,0

33,9

25,9

27,0
20,9
23,3

28,8
29,7
29,3

23,7
23,6
24,0

22,8
22,9
23,1

27,9
28,1
28,2

23,2
23,5
23,9

247
24,5
25,0

24,0
24,0
24,2

23,0
23,1
23,5

34,9
34,8
35,7

27,3
27,4
27,8

23,7
23,9

33,1

29,9
30,5
31,1
30,8

29,5
29,1
29,1
29,7

22,8
22,9
23,2
23,1

21,6
22,1
22,7
22,6

20,7
21,1
21,0
21,4

27,3
27,6
28,3
27,9

22,2
22,9
23,2
23,0

24,2
24,7
24,8
24,6

23,0
23,3
23,7
23,5

22,0
22,4
22,7
22,9

34,4
34,0
33,2
33,2

26,1
26,4
27,0
26,9

22,8
23,6

Cvil

28,0
28,9
29,2

23,6
23,8
23,6

22,9
22,8
22,0

21,9
20,0
21,8

27,9
27,9
27,9

23,7
22,9
23,7

25,1
24,3
24,7

23,9
24,0
24,0

23,3
23,4
23,4

33,3
33,9
35,5

27,1
27,2
24,8

24,5
21,9

34,3
35,7
35,5
26,5
26,7
25,8
26,2
26,2
26,5
27,1
26,4
26,3
25,9
27,1
26,8
20,2
20,3
19,7
19,7
20,6
20,4
17,7
18,0
17,1
17,4
17,8
18,0
18,4
19,0
18,0
18,3
18,6
19,0
23,9
24,2
23,1
23,4
23,7
24,3
19,2
19,8
18,9
19,2
19,5
19,9
21,0
21,7
20,4
20,9
21,2
21,7
20,3
20,0
19,2
19,3
20,4
20,1
19,2
19,5
18,9
19,1
19,2
19,5
33,6
33,7
32,5
32,6
32,0
31,6
22,7
22,9
22,2
22,3
22,7
23,1
19,3
19,9

32,1
31,6
32,3
25,7
26,0
26,2
26,8
26,5
26,8
26,7
26,1
27,1
26,8
26,7
26,3
19,5
19,6
20,1
20,2
20,3
20,2
16,9
17,2
17,6
17,9
17,6
18,1
17,8
18,2
18,3
18,8
18,4
18,8
23,2
23,6
23,8
24,3
24,0
24,3
18,5
18,9
19,0
19,5
18,9
19,3
20,5
21,2
21,2
21,9
21,2
21,8
19,2
19,5
19,9
20,1
20,1
20,2
18,7
19,0
19,3
19,6
19,2
19,5
30,0
30,3
30,7
31,1
30,9
31,0
21,9
22,1
22,5
22,8
22,5
22,6
18,3
19,0

34,4
33,9
33,1
26,4
26,8
25,8
26,0
25,9
26,4
26,9
26,6
26,5
25,9
27,1
26,8
20,2
20,3
19,7
19,7
20,3
20,3
17,9
18,3
17,1
17,4
17,9
18,1
18,8
19,2
18,0
18,3
19,2
19,0
24,0
24,4
23,1
23,4
23,8
24,0
19,6
20,0
19,1
19,3
19,7
20,0
21,1
21,7
20,5
20,9
21,1
21,7
20,0
20,3
19,2
19,2
19,9
20,0
19,3
19,7
18,9
19,0
19,4
19,6
33,0
33,3
31,7
31,7
31,9
32,1
23,0
23,2
22,1
22,3
22,9
23,1
19,5
20,1




miR-122-5p

miR-27a-3p

miR-224-5p

miR-484

miR-504-5p

let-7b-5p

miR-98-5p

miR-34b-3p

miR-500a-3p

miR-181c¢c-5p

miR-208a-3p

miR-124-3p

miR-125a-5p

19,2
20,1
19,6
20,2
30,8
31,2
30,8
31,7
30,7
31,5
19,3
19,4
19,3
19,9
19,4
19,6
32,0
31,8
31,6
32,2
31,7
31,7
23,4
23,4
23,3
23,8
23,5
23,5
31,9
32,2
31,8
32,1
31,9
32,3
19,9
20,2
19,4
20,2
19,8
20,2
23,6
24,3
23,1
241
23,5
24,1
32,4
32,0
31,4
32,3
31,8
31,7
26,1
26,1
25,7
26,2
26,1
26,2
25,8
26,0
25,8
26,1
26,3
26,3
36,1
35,4
34,3
34,9
34,9
35,1
32,3
32,1
31,2
31,8
31,8
30,6
19,0

15,5
16,3
16,2
16,9
28,4
28,8
27,5
28,1
28,3
28,5
16,2
16,5
15,5
15,9
16,1
16,3
28,7
29,1
28,1
28,6
28,3
28,6
21,1
21,4
20,4
20,7
21,0
21,1
28,9
29,4
28,1
28,9
28,9
29,4
17,1
17,6
16,6
17,5
17,0
17,8
20,4
21,3
19,9
20,8
20,3
21,0
28,6
28,8
27,8
28,3
28,7
28,9
23,4
23,5
22,9
23,2
23,3
23,5
23,1
23,3
22,0
22,4
23,0
23,2
32,4
32,7
32,0
32,7
32,6
33,4
28,5
29,1
28,3
28,7
28,8
29,1
16,3

21,1
23,1
22,7
24,3
31,9
33,3
32,0
34,0
33,2
33,9
21,0
22,4
20,8
22,0
22,2
23,6
34,0
35,5
33,8
35,7
31,1
34,8
25,1
26,5
25,2
26,6
26,2
27,2
32,0
33,9
31,4
34,4
33,1
34,1
20,6
22,1
20,8
22,2
21,6
23,1
25,2
27,2
25,1
27,0

28,3
32,7

33,5

28,8

29,7

29,1

37,4

37,4

34,3
34,8
31,5
33,0
33,5
34,9
20,4

24,1

33,7
34,3
35,4

23,8
24,1
24,3

34,0
34,9
35,3

27,1
27,3
27,5

35,4
34,0
32,5

22,3
22,5
22,8

27,6
27,7
28,1

33,4
34,3
35,6

29,6
29,6
29,7

38,2
39,3
36,8

34,7
34,1
34,5

22,5

23,9
23,7

33,3
33,8
34,1
34,9

22,7
23,0
23,6
23,2

35,2
35,1
33,1
34,6

26,7
27,0
27,3
27,1

35,0
35,5
36,3
33,9

21,3
22,0
22,1
22,1

26,9
27,8
27,9
27,9

33,9
34,6
33,5
32,6

28,7
29,0
29,3
28,9

29,2
29,7
30,0
30,0

38,4
37,3
35,4
38,5

34,6
35,1
31,7
35,7

21,4
CVviil

24,8

34,1
32,8
35,3

23,9
23,8
24,1

34,1
35,0
33,4

27,1
27,1
25,2

36,0
35,1
35,9

22,2
22,0
22,3

28,3
28,1
28,4

34,6
34,1
34,2

29,3
29,2
29,4

29,8
30,4
30,9

39,1
39,1
39,7

35,0
33,2
33,4

22,8

18,6
19,1
19,1
19,8
31,6
32,0
31,1
31,7
31,6
31,8
18,9
19,2
18,6
18,7
19,1
19,5
33,8
34,1
32,9
32,9
31,9
32,5
23,8
23,9
23,3
23,3
23,8
24,0
33,2
33,9
32,7
33,6
34,1
34,9
19,2
19,8
18,6
19,1
19,2
19,9
23,1
23,9
22,6
23,2
23,0
23,7
32,1
32,6
31,2
31,5
33,0
33,0
26,1
26,2
254
25,5
26,0
26,2
25,9
25,9
25,3
254
25,9
26,1
37,3

34,5
36,4

37,8
32,9
33,1
32,1
32,1
31,8
31,3
19,0

19,3
19,9
19,3
19,9
30,8
31,3
31,4
32,3
31,6
32,2
17,8
18,1
18,6
19,0
18,7
18,9
31,7
32,1
32,0
32,1
32,2
32,3
22,9
23,2
23,8
24,0
23,8
23,9
32,2
32,1
32,2
33,1
33,1
33,5
18,8
19,4
19,2
19,9
19,2
19,7
22,5
23,3
23,1
24,0
23,2
241
32,5
32,6
32,5
32,9
32,8
32,7
254
25,7
25,9
26,0
26,0
26,2
25,3
254
25,8
26,1
25,6
25,6
34,5
35,5
37,7
36,1
36,8
37,2
31,0
31,2
31,8
31,9
32,0
32,1
18,0

18,5
19,1
19,2
19,9
31,1
32,0
31,0
31,1
31,6
31,8
19,0
19,3
18,7
18,9
19,1
19,4
34,5
34,4
32,9
32,7
32,1
31,9
23,8
24,0
23,0
23,1
23,8
24,0
33,3
33,3
31,1
31,9
34,0
35,4
19,5
20,1
19,0
19,4
19,4
20,2
23,4
24,2
227
23,4
23,2
23,9
31,9
31,8
31,5
31,3
31,3
31,9
26,1
26,1
255
25,6
26,1
26,3
26,1
26,3
25,6
25,7
26,1
26,4
37,8
37,8
38,1
36,7
40,0
375
32,4
33,1
31,7
32,1
32,7
33,0
19,1




miR-29¢-3p

miR-23a-3p

let-7¢c-5p

miR-216b-5p

miR-106b-5p

miR-139-5p

miR-450a-5p

miR-23a-5p

let-7a-5p

miR-188-5p

miR-424-5p

miR-130b-3p

19,4
19,0
19,9
19,3
19,8
19,5
19,6
19,2
19,7
19,6
19,7
18,6
18,6
18,7
19,0
18,9
18,9
19,0
19,4
19,0
19,5
19,2
19,3
32,1
31,9
31,4
32,1
32,3
32,1
19,9
20,4
19,8
20,6
19,9
20,4
27,4
28,1
27,2
28,5
26,9
27,7
25,2
25,3
25,0
25,3
25,2
25,2
31,0
31,2
30,9
31,5
31,3
31,2
18,0
18,1
18,0
18,4
18,2
18,3
27,1
27,3
26,7
27,2
27,1
27,2
22,2
22,6
22,0
22,9
22,3
22,8
22,8
23,4
22,6
23,5
23,1
23,4

17,0
15,7
16,4
16,3
16,8
16,2
16,4
15,5
16,0
16,1
16,3
15,8
15,8
14,9
15,2
15,3
15,4
16,2
16,4
15,3
15,9
15,8
16,1
27,9
28,4
27,1
27,8
28,1
28,5
17,2
17,8
16,4
17,2
16,9
17,6
24,5
25,5
24,0
25,0
24,1
25,1
22,6
22,7
21,9
22,3
22,1
22,3
27,8
28,1
26,8
27,3
27,9
28,1
15,1
15,1
14,3
14,7
14,7
15,1
24,7
25,2
24,4
24,9
24,4
24,6
19,3
20,0
18,7
19,4
19,3
20,0
20,3
21,0
19,4
20,1
20,2
20,9

21,9
20,6
22,2
21,7
23,2
20,9
22,5
20,8
22,1
22,0
23,6
20,1
21,4
20,2
21,4
21,2
22,4
20,3
21,8
20,4
21,9
21,9
23,1
30,6
33,9
31,7
34,9
34,9
37,5
21,4
23,3
21,1
23,0
22,8
24.4
29,2
31,2
29,1
31,1
29,7
31,8
26,8
28,2
26,9
28,1
28,0
29,4
32,0
33,5
32,2
34,6
32,6
33,3
19,3
20,6
19,3
20,7
20,7
21,8
28,5
30,1
28,7
30,0
29,8
31,5
24,0
26,0
23,7
25,6
25,4
27,2
24,3
26,1
24,5
26,3
25,7
27,5

22,2
22,8

23,9
24,2
24,5

22,3
22,5
22,8

22,7
22,7
23,0

34,9
34,2
38,1

24,4
24,5
24,8

30,4
31,3
31,4

30,1
30,1
30,2

34,8
34,2
34,1

31,4
32,0
31,9

27,0
27,3
27,7

26,6
26,9
27,1

21,9
22,0
22,2

23,2
23,8
241
23,9

21,7
22,2
22,3
22,2

34,6
34,8
33,9
34,4

23,5
24,5
24,7
24,3

30,5
31,6
31,5
31,3

29,0
29,4
29,9
29,5

33,3
33,7
34,8
33,6

20,3
20,7
21,0
20,9

26,4

27,3

25,7
26,5
26,9
26,8

CIX

22,1
22,4

23,8
24,1
24,1

22,1
22,0
22,4

22,9
22,7
22,8

33,9
35,6
37,1

24,9
22,6
24,6

30,0
30,3
30,3

34,0
34,1
34,9

21,4
21,6
20,9

31,6
31,8
32,0

27,4
27,6
27,7

27,3
27,3
27,3

19,5
18,7
19,1
19,1
19,7
18,9
19,0
18,1
18,3
19,0
19,3
18,6
19,0
18,3
18,3
18,6
19,1
18,6
18,8
18,1
18,2
18,4
18,7
31,1
30,9
30,4
30,4
31,6
31,6
19,8
20,3
19,2
19,7
19,7
20,3
28,1
28,9
27,3
28,2
27,9
28,7
25,1
25,3
24,3
24,2
25,0
25,2
30,2
30,1
30,1
30,1
30,6
30,9
17,5
17,7
16,9
17,0
17,4
17,7
27,2
27,4
26,9
27,0
27,2
27,6
21,4
22,1
21,1
21,6
21,6
22,5
23,0
23,5
22,7
23,1
23,3
23,9

18,6
18,9
19,4
18,9
19,6
18,2
18,4
18,8
19,2
19,1
19,3
17,6
17,7
18,1
18,3
18,3
18,3
18,0
18,3
18,6
18,9
18,6
18,9
30,4
30,2
30,9
31,2
30,8
30,8
19,0
19,6
19,6
20,3
19,8
20,4
27,2
28,1
27,8
28,9
28,0
28,8
24,6
24,8
25,2
254
25,3
25,3
29,2
29,2
30,0
30,4
30,1
29,6
16,9
17,0
17,5
17,8
17,6
17,7
27,0
27,2
27,6
28,0
27,5
28,0
21,1
21,8
21,8
22,6
21,8
22,4
22,7
23,1
23,2
23,9
23,1
23,7
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19,0
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19,3
18,4
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18,9
19,2
19,0
19,0
18,2
18,2
19,0
19,0
18,7
18,7
17,9
18,1
18,6
18,9
31,2
31,5
30,8
30,5
31,2
31,5
19,9
20,6
19,2
19,8
19,6
20,3
28,2
29,1
27,2
28,3
27,9
28,8
25,1
25,4
24,3
24,4
25,1
25,2
31,1
31,1
30,3
30,1
30,4
31,2
17,7
17,9
17,0
17,1
17,6
17,8
27,6
28,0
27,0
27,2
27,1
27,7
21,8
22,6
21,1
21,9
21,8
22,3
23,6
24,0
22,7
23,4
23,0
23,9
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Anhang-Tabelle 47: Ergebnisse des miRNA-Profiling in hRPTECs und Zellkulturmedium in vitro

Signifikant veranderte miRNAs im Zellkulturmedium und Zellen nach Behandlung von hRPTECs mit
HSA (20 mg/ml) oder TGF-B1 (10 ng/ml) fiir 48h (n=3). MiRNAs wurden mittels individualisierter
miRCURY LNA gRT-PCR Panels (Qiagen) quantifiziert. EVs wurden aus 80 ml Zellkulturmedium mit
Hilfe des miRCURY Exosome Isolation Kits (Qiagen) isoliert. MiRNAs im Zellkulturmedium und CCM-
EVs wurden nach der modifizierten ACt-Methode ohne Normalisierung auf UCrea ausgewertet.
Intrazellulare miRNAs wurden nach der AACt-Methode einschlieBlich Normalisierung auf das
Referenzgen U6 ausgewertet. Statistische Analyse erfolgte mittels multiplen T-Test (p = 0,05)
einschlieBlich Korrektur mittels der FDR (g < 0,05) kombiniert mit einer EffektgroBe = 1,5 (Zellen) oder
= 2,0 (CCM, EV) verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Statistische Signifikanz ist als * p < 0,05
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gezeigt. Es sind relative Mengen von behandelten verglichen mit unbehandelten Zellen dargestellt.
hRPTEC: humane renale proximale Tubulusepithelzellen. TGF-B: engl. Tumor growth factor beta.
HSA: Humanes Serum-albumin. EV: Extrazellulare Vesikel. CCM: engl. Cell-conditioned medium
(Zellen-konditioniertes Medium). FDR: engl. False discovery rate. n.d.: nicht gemessen.

TGF-B HSA

miRNA CCM-EVs CcCM hRPTECs CCM-EVs CCM hRPTECs
let-7a-5p 10,56 * 164 1,00 nd, 1,28 0,67
let-7b-5p 7,06* 148 0,99 n,d, 1,37 0,61*
let-7¢-5p 10,44 * 159 0,97 n,d, 1,06 0,74
let-7d-5p 8,98 * 156 1,14 n,d, 1,00 0,76
let-7e-5p 8,88 * 163 1,01 n,d, 0,94 0,63*
let-7£-2-3p 9,48+ 153 0,94 nd, 1,24 0,68
let-7f-5p 11,23* 1,24 1,04 nd, 1,87 0,69
miR-106b-5p 8,44 * 121 1,09 nd, 2,00 0,71
miR-10a-5p 10,00 * 1,37 0,96 nd, 1,25 0,73
miR-10b-5p 8,71+ 117 0,82 nd, 1,29 0,77
miR-122-5p 746* 1,14 1,06 nd, 161 0,85
miR-124-3p 762* 2,48 1,28 nd, 178 0,52
miR-125a-5p 8,43+ 145 1,25 nd, 1,12 0,74
miR-125b-1-3p 9,87 * 0,57 172 nd, 040* 0,78
miR-125b-2-3p 7,78* 1,03 0,82 nd, 0,87 0,71
miR-125b-5p 8,44 * 1,10 0,92 nd, 1,15 0,72
miR-130a-3p 8,10* 1,19 0,92 nd, 1,96 0,62*
miR-130b-3p 7.79* 1,25 1,00 nd, 0,80 0,65*
miR-130b-5p 9,02* 121 1,08 nd, 1,34 0,68
miR-132-3p 6,59 * 147 1,03 nd, 1,36 0,69
miR-133a-3p 14,16 * 2,29* 2,52 nd, 1,61 0,72
miR-139-5p 8,18* 0,82 0,79 nd, 1,06 0,70
miR-145-5p 118,97 * 12,85 27,53 * nd, 174 0,73
miR-146a-5p 8,73* 121 113 nd, 1,32 0,83
miR-146b-5p 786+ 1,36 0,77 n,d, 111 0,75
miR-154-3p 51,16 * 2,15 111 nd, 0,73 151
miR-155-5p 8,03* 158 125 nd, 245 0,71
miR-15b-5p 8,46+ 153 1,08 nd, 113 0,82
miR-16-5p 8,89* 1,27 0,97 nd, 174 0,73
miR-17-5p 8,90 * 149 1,03 nd, 0,93 0,69
miR-181c-5p 10,06 * 162 112 nd, 1,25 0,62*
miR-184 8,35* 1,92 1,02 nd, 0,96 0,74
miR-188-5p 5,74+ 115 0,82 nd, 1,03 0,64
miR-190b 7,86* 0,70 113 n,d, 0,77 0,75
miR-191-5p 8,86 * 152 1,02 nd, 4,00 0,72
miR-19a-3p 8,48+ 150 1,14 nd, 143 0,68
miR-19b-3p 8,35* 125 113 nd, 1,25 0,75
miR-200b-3p 9,71+ 1,24 115 nd, 174 0,77
miR-205-5p 8,93* 148 310* nd, 1,97 1,28
miR-208a-3p 592+ 159 1,26 nd, 0,97 0,46
miR-20a-5p 9,60 * 143 1,07 nd, 0,96 0,66 *
miR-212-3p 7,54 * 1,58 1,33 nd, 1,12 0,74
miR-214-3p 16,05 * 2,15+ 1,50 nd, 1,00 0,87
miR-215-5p 6,93 * 115 0,95 nd, 1,16 0,72
miR-216a-5p 20,92* 2,50 1,61 nd, 0,55 0,80
miR-216b-5p 17,15 1,57 1,26 nd, 1,05 0,70
miR-218-5p 8,23* 1,03 1,12 nd, 0,89 0,67
miR-224-5p 10,37 * 153 163 nd, 163 0,69
miR-23a-3p 11,14 * 213+ 1,57 nd, 1,39 0,71
miR-23a-5p 12,44 1,38 157 nd, 111 0,58 *
miR-24-3p 12,28 * 1,54 1,32 nd, 1,24 0,73
miR-25-3p 845+ 1,65 1,09 nd, 1,23 0,71
miR-26b-5p 947+ 140 0,91 nd, 1,80 0,69
miR-27a-3p 11,08 * 178 142 nd, 117 0,70
miR-28-5p 10,05 * 172 1,18 nd, 2,98 0,67
miR-299-5p 14,26 * 304+ 3,15 nd, 2,33 0,76
miR-29b-2-5p 5,66 * 0,80 0,80 nd, 0,53 0,68
miR-29¢-3p 11,67 1,27 1,01 nd, 1,21 0,71
miR-30d-5p 6,71+ 1,14 0,84 nd, 1,38 0,74
miR-31-3p 9,36 * 174 1,26 nd, 3,24 0,70
miR-31-5p 10,05 * 152 138 nd, 1,18 0,67
miR-330-3p 8,25* 133 111 nd, 1,00 0,70
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miR-338-5p
miR-342-3p
miR-342-5p
miR-34b-3p
miR-34b-5p
miR-34c-3p
miR-34c-5p
miR-362-3p
miR-374b-5p
miR-376b-3p
miR-411-5p
miR-424-5p
miR-431-5p
miR-450a-5p
miR-484
miR-487b-3p
miR-488-5p
miR-497-5p
miR-500a-3p
miR-503-5p
miR-504-5p
miR-532-3p
miR-598-3p
miR-708-5p
miR-7-5p
miR-874-3p
miR-92a-3p
miR-935
miR-93-5p
miR-9-3p
miR-98-5p

11,51
8,02*
6,55 *
11,44
8,61*
4,73*
7,70*
8,57 *
8,79*
47,04 *
2280 *
881"
11,06 *
8,00
6,10
17,92*
417
9,89 *
7,38*
6,31*
9,21*
7,06 *
746"
7
722"
843"
719"
751"
817"
8,75*
9,69 *

392
1,31
1,54
1,81
2,54
0,91
1,41
1,54
1,47
29
3,78
1,09
0,64
1,53
1,16
2,93
1,19
1,33
1,52
1,13
0,40
1,38
1,25
1,34
1,03
1,29
1,62
1,11
1,62
1,02
1,10

1,60
1,31
1,16
0,79
0,88
1,06
0,92
0,94
0,97
5,15
3,35
0,89
1,70
0,88
1,08
2,53
0,92
1,01
1,08
0,56
2,08
0,96
0,95
0,99
0,85
0,90
1,15
1.41
1,16
0,99
0,97

nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
n,d,
n,d,
n,d,
n,d,
n,d,
n,d,
n,d,
n,d,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
n,d,
n,d,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,
nd,

1,01
1,00
1,13
0,98
1,33
1,64
2,10
1,33
2,42
0,65
1,78
0,87
0,21
1,02
2,31
2,33
08

0,94
1,35
1,01
0,26
1,33
1,2

2,36
0,77
1,14
2,02
1,09
1,13
0,74
0,76

0,38
0,75
0,73
1,16
0,66
0,76
0,61*
0,71
0,69
0,71
0,68
0,64 *
0,74
0,72
0,79
0,71
0,66
0,78
0,73
0,93
1,39
0,74
0,70
0,79
0,79
0,75
0,66
0,74
0,78
0,64
0,64~

Die volistandigen Listen aller deregulierten Gene, der IPA-Analyse, der vollstandigen
miRNAs sowie die Rohdaten der
Experimente sind aufgrund des Datenumfangs auf Anfrage bei der Autorin erhaltlich.

funktionellen Annotation aller
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