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Zusammenfassung 

Die Identifizierung von microRNA und ihre Funktionsweisen unterliegen weltweit 

intensiver Forschung. MicroRNA sind kleine, nicht kodierende RNA-Moleküle, die durch 

Watson-Crick-Basenpaarung an der Target-mRNA die Translation inhibieren. Hierbei 

kann eine microRNA mehrere Gene gemeinsam mit weiteren microRNA regulieren. Es 

ist bereits bekannt, dass durch microRNA pathologische Vorgänge in Zellen bei 

verschiedenen Erkrankungen moduliert werden können.  

Zur Untersuchung der Rolle von microRNA bei chronischen Nierenerkrankungen und 

Albuminurie ist die Munich Wistar Frömter-Ratte (MWF-Ratte) ein geeignetes Tiermodell. 

Sie entwickelt u. a. eine spontane progressive Albuminurie bei moderater Hypertonie. In 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten 11 Quantitative Trait Loci (QTL) für Albuminurie 

im Genom der MWF-Ratte detektiert werden. In der vorliegenden Dissertation sollen in 

diesen QTL microRNA bzw. ihre Target-Gene identifiziert werden, die eine wichtige Rolle 

für die Entwicklung einer Albuminurie bei MWF-Ratten spielen. 

Hierfür wurde ein Microarray-Profiling der aus den extrahierten Glomeruli-Isolaten von 

MWF-Ratten gewonnenen microRNA durchgeführt und die microRNA quantifiziert. Als 

Referenzstamm dienten Glomeruli-Isolate des Referenzstamms SHR. Das Alter der Tiere 

wurde auf 8 beziehungsweise 24 Wochen festgelegt, da in diesen Altersstufen eine 

progressive Albuminurie beim MWF-Modell beobachtet wird. Die anschließende 

Konfirmierung der differentiell exprimierten microRNA erfolgte mittels quantitativer 

Realtime-PCR. 

Von den im Microarray-Profiling ermittelten 13 microRNA mit gesteigerten oder 

geminderten Expressionsleveln konnten insgesamt neun microRNA konfirmiert werden. 

Im Alter von acht Wochen wiesen insgesamt fünf microRNA miR-150, miR-497, miR-351, 

miR-145, miR-195 einen Expressionsanstieg und drei microRNA miR-200a, miR-192, 

miR-194 einen Expressionsabfall auf. Im Alter von 24 Wochen konnte nur für miR-130a 

eine verminderte Expression im Vergleich zum gleichalten SHR-Stamm in der 

Konfirmierungsanalyse detektiert werden. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die identifizierten und konfirmierten 

microRNA nicht in einem der bekannten Albuminurie-QTL der MWF-Ratte kartieren. 

Daher wurden diese microRNA mittels algorithmischer Analyse mit in einem wichtigen 



 

8 

 

QTL auf Rattenchromosom 6 kartierenden Genen abgeglichen. Die microRNA wurden 

einzeln in Bezug auf ihr pathologisches Potential und in Bezug auf ihre jeweilige 

Pathogenität in der Niere im Kontext des aktuellen wissenschaftlichen Standes intensiv 

diskutiert.  

Die in dieser Dissertation identifizierten microRNA könnten als Grundlage für weitere 

experimentelle Arbeiten zur Klärung von genetischen Ursachen von chronischen 

Nierenerkrankungen bzw. Albuminurie, als Biomarker renaler Prozesse oder Targeting-

Therapien zur Behandlung von Krankheiten wie Neoplasien oder chronischen 

Organveränderungen dienen. 

Abstract 

The identification of microRNA and their way of functioning are the object of intense 

research. MicroRNA are small, non-coding RNA molecules that inhibit translation of the 

target-mRNA via Watson-Crick base pairing. One micro-RNA can regulate several genes 

together with further microRNA. It is known that pathological processes in cells can be 

modulated by microRNA. 

The Munich Wistar Frömter rat (MWF) is an adequate model for research on the role of 

microRNA in chronic kidney diseases and albuminuria. It develops spontaneous 

progressive albuminuria and mild hypertension. The work group’s preceding research 

detected eleven Quantitative Trait Loci (QTL) for albuminuria in the genome of the MWF 

rat. This dissertation aims to identify microRNA or their target genes in these QTL that 

play an important role for the development of albuminuria in MWF rats.  

To this end, a microarray-profiling was conducted of the microRNA obtained from the 

extracted glomeruli-isolates of MWF-rats, and thus the microRNA were quantified. The 

glomeruli isolates of the SHR rat served as a reference strain. The animals were either 

eight or twenty-four weeks old, as these are the ages at which one can observe a 

progressive albuminuria in the MWF model. The subsequent confirmation of the 

differentially expressed microRNA was carried out via quantitative Realtime-PCR. 

Of the thirteen microRNA that were detected through the microarray-profiling, nine 

microRNA were confirmed. At the age of eight weeks, a total of five microRNA showed 

an increase in expression: miR-150, miR-497, miR-351, miR-145, miR-195; and three 
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showed a decrease in expression: miR-200a, miR-192, miR-194. At the age of twenty-

four weeks, it was only miR-130a that showed a reduced expression in the confirmation 

analysis. 

The results of this dissertation thesis show that the identified microRNA do not map to 

any of the known albuminuria-QTL. For this reason, using algorithmic analysis, the 

identified microRNA were compared to genes that map to rat chromosome 6 in an 

important QTL. The microRNA were each discussed in detail with reference to their 

pathological potential as well as to their respective pathogenicity in the kidney in the 

context of current scientific research.  

The microRNA that were identified in this dissertation thesis could serve as a basis for 

further experimental work that aims to clarify genetic causes of chronic kidney diseases 

or albuminuria; they can also serve as biomarkers for renal processes or targeting 

therapies for the treatment of illnesses such as neoplasia or chronic changes in organs.  
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1. Einleitung 
1.1 Die Niere – Funktion und Erkrankungen  

Die Nieren sind normalerweise als paariges Organ angelegt. Die wichtigste 

Funktionseinheit der Niere ist das Nephron, das aus dem Nierenkörperchen mit 

Glomerulus und Bowman’scher Kapsel und dem Tubulussystem mit proximalem, 

intermediärem und distalem Tubulus zusammengesetzt ist. Das Tubulussystem drainiert 

schließlich in das Sammelrohr und von dort gelangt der Urin über das Nierenbecken in 

die Ureter. Der Mensch besitzt etwa 1,0-1,6x106 Nephrone pro Niere (Herbert Lippert, 

Lehrbuch Anatomie 6. Auflage). Die Funktionen der Nieren sind vielfältig. Neben der 

Produktion von Endharn zur Entgiftung des Körpers von Stoffwechselmetaboliten, 

regulieren die Nieren den Wasser-, Elektrolyt- und Säure-Basen-Haushalt des Köpers. 

Des Weiteren üben die Nieren eine wichtige Funktion auf die Hämodynamik durch 

Regulierung des Blutdruckes über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aus. 

Darüber hinaus besitzen die Nieren weitere endokrinologische Eigenschaften durch 

Produktion von Erythropoetin, wodurch die Erythropoese gesteuert wird. Nicht zuletzt 

sind die Nieren an der Regulation des Calcium- und Phosphathaushaltes und des 

Knochenstoffwechsels beteiligt, indem in den Nieren die C1-Hydroxylierung von 25-

Hydroxycholecalciferol zum wirksamen 1,25-Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol) 

durchgeführt wird (Herbert Lippert, Lehrbuch Anatomie 6. Auflage). 

Die chronische Niereninsuffizienz wird definiert als Nierenfunktionsverschlechterung über 

einen Zeitraum von drei Monaten mit Einschränkungen des Gesundheitszustandes 

(KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic 

Kidney Disease, https://kdigo.org). Um die Schwere der chronischen Niereninsuffizienz 

und deren Prognose beschreiben zu können, nutzt die aktuelle Nomenklatur der 

Arbeitsgruppe Kidney Disease: Improving Global Outcome (KDIGO) sowohl den Grund 

für das Nierenversagen, die glomeruläre Filtrationsrate als auch die Albuminurie als 

wesentliche Merkmale der chronischen Niereninsuffizienz (http://www.kidney-

international.org, KDIGO 2012). Durch Bestimmung dieser Parameter kann bereits durch 

die Nomenklatur eine Aussage über die Prognose der Nierenfunktion gemacht werden. 

Zur Bestimmung der glomerulären Filtrationsrate wird in der Klinik zumeist die Clearance 

von Kreatinin herangezogen. Kreatinin ist ein Muskelabbauprodukt, das in den Glomeruli 

filtriert und teilweise über das Tubulussystem ausgeschieden wird und damit keine exakte 

http://www.kidney-international.org/
http://www.kidney-international.org/


 

11 

 

Aussage über die glomeruläre Funktion ermöglicht. Es unterliegt erheblichen 

Schwankungen, die von Alter, Gewicht, Größe und Muskelmasse abhängig sind. Ein 

Blutplasmaspiegel kurz über der pathologischen Grenze von 0,9 mg/dl für Männer 

beziehungsweise 0,7 mg/dl für Frauen kann bereits mit einer erheblichen 

Nierenfunktionsverschlechterung einhergehen (http://www.kidney-international.org, 

KDIGO 2012). Aus diesen Gründen haben sich weitere Biomarker zur Beurteilung der 

Nieren mit besserer Aussagekraft, wie Cystatin C, etabliert oder werden erforscht. Zur 

Berechnung der glomerulären Filtrationsrate werden abschätzende Formeln verwendet, 

die neben dem Kreatinin- oder Cystatin-C-Plasmaspiegel auch Größe, Alter, Geschlecht 

und weitere Parameter verwenden (Modification of Diet in Renal Disease (MDRD), 

Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) (Levey und Inker, 2017). 

Erkrankungen der Niere sind weltweit verbreitet (Jha et al., 2013). Der demographische 

Wandel in Deutschland führt zu einer stetigen Zunahme der Patienten mit chronischer 

Niereninsuffizienz. Neben dem Alter sind die diabetische Nephropathie und die arterielle 

Hypertonie die häufigsten Ursachen für ein chronisches Nierenversagen (Jha et al., 

2013). Eine progrediente chronische Niereninsuffizienz führt im terminalen Stadium zum 

völligen Verlust der Nierenfunktion und damit zur Dialysepflicht des Patienten. In 

Deutschland wurden im Erhebungszeitraum 2006/2007 66.508 Patienten mittels 

extrakorporalem Nierenersatzverfahren behandelt. Das entspricht einer Prävalenz von 

808 Dialysepatienten / Millionen Einwohner und damit 39 Patienten / Millionen Einwohner 

mehr als im Vorjahr (http://www.bundesverband-niere.de, Bericht über  

Dialysebehandlung und Nierentransplantation in Deutschland 2006/2007). Trotz 

mittlerweile gut behandelbarer Folgeerkrankungen der chronischen Niereninsuffizienz 

aufgrund der fehlenden systemischen Funktion der Niere bleiben Folgeschäden 

bestehen und führen zu einer erhöhten Morbidität und Mortalität bei betroffenen Patienten 

(Jha et al., 2013; Lozano et al., 2012). Vor allem trifft dies in Bezug auf die terminale 

Niereninsuffizienz und das erhöhte kardiovaskuläre Mortalitätsrisiko zu (Tonelli et al., 

2006). Doch nicht nur Erkrankungen des Stoffwechsels oder des Kreislaufs führen zu 

einer chronischen Niereninsuffizienz oder terminalem Nierenversagen. Neben diesen 

spielen auch Glomerulonephritiden, postrenale Ursachen, soziodemographische 

Risikofaktoren und genetische Ursachen eine Rolle (Jha et al., 2013).  

http://www.kidney-international.org/
http://www.bundesverband-niere.de/
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Aus diesem Grund ist eine Erforschung der zellphysiologischen und pathogenetischen 

Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz essentiell, um bessere 

Therapiemöglichkeiten zu schaffen und betroffene Patienten frühzeitig zu identifizieren. 

1.1.1 Albuminurie 

Zur Bestimmung des Stadiums einer chronischen Niereninsuffizienz wird neben der 

glomerulären Filtrationsrate die Albuminurie herangezogen (KDIGO 2012 Clinical 

Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease, 

https://kdigo.org). Die Albuminurie wird unterteilt in eine Mikroalbuminurie und eine 

Makroalbuminurie. Von einer Mikroalbuminurie spricht man bei 30-300 mg/24h 

Albuminausscheidung über den Urin. Darüber liegende Werte zählen dementsprechend 

als Makroalbuminurie. Die Albuminurie wird verursacht durch eine Störung der 

Filtrationsfunktion des Glomerulums, kann aber auch durch Fehlfunktionen und Schäden 

am Tubulussystem induziert werden (Heerspink und Gansevoort, 2015). Der glomeruläre 

Filtrationsapparat besteht aus den Podozyten, der Basalmembran und dem 

Gefäßendothel der Kapillaren (Pavenstädt et al., 2003; Tryggvason und Wartiovaara, 

2005; Menon et al., 2012). Durch eine gestörte selektive Permeabilität durch 

pathologische Veränderungen im Filtrationsapparat entsteht eine Albuminurie bis hin zu 

einer Proteinurie, da die geladenen Proteine nicht mehr ausreichend zurückgehalten 

werden (Heerspink und Gansevoort, 2015). 

Der Albuminurie kommt ein wesentlicher Stellenwert in der Prognoseabschätzung der 

chronischen Niereninsuffizienz zu (http://www.kidney-international.org, KDIGO 2012). 

Patienten mit Albuminurie haben nicht nur unabhängig von anderen Ursachen eine 

schlechtere Prognose bezüglich einer terminalen Niereninsuffizienz, sondern auch ein 

erhöhtes Risiko für das Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen (Gansevoort und de 

Jong, 2009; Gansevoort et al., 2011; Heerspink and Gansevoort, 2015; Chronic Kidney 

Disease Prognosis Consortium, 2010). Damit kommt der Albuminurie eine besondere 

Bedeutung bei der Nierenfunktionseinschränkung zu.  

Die pathogenetischen Grundlagen für Albuminurie sind noch nicht ausreichend erforscht. 

Bislang konnte über genomweite Assoziationsstudien (GWAS) beziehungsweise 

Metaanalysen nur Cubilin (CUBN) und RAB38, ein Mitglied der RAS-Genfamilie, für eine 

Albuminurie-Entwicklung identifiziert werden (Köttgen A et al., 2009; Teumer et al., 2016). 

http://www.kidney-international.org/
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Ein umfassenderes Wissen über die Albuminurie und die genetischen Grundlagen stellt 

eine wichtige Voraussetzung für das Verständnis der Pathophysiologie der 

Nierenfunktion dar. Ein besseres Verständnis genetischer und pathophysiologischer 

Varianten und deren Interaktion ist die Aufgabe wissenschaftlicher Forschung. Die 

Grundlagenforschung kann somit zu einer Erweiterung der diagnostischen und 

therapeutischen Möglichkeiten zur Therapie vaskulärer und renaler Erkrankungen führen. 

 

1.2 Ratten als genetisches Modell 

1.2.1 Der Rattenstamm Munich Wistar Frömter 

Die Munich-Wistar-Frömter-Ratte (MWF-Ratte) ist ein Inzuchtrattenstamm, der bereits 

seit längerer Zeit als Tiermodell für chronische Nierenerkrankungen dient (Kreutz et al., 

2000; Hackbarth et al., 1991). Dabei wird sowohl die phänotypische Ausprägung der 

jeweiligen Erkrankung als auch ihre genetischen Grundlagen untersucht (Kreutz et al., 

2000; Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003, Schulz et al., 2019). Die MWF-Ratte wurde 

für Mikropunktionsstudien zur Untersuchung oberflächlicher Glomeruli gezüchtet 

(Hackbarth et al., 1983). Im Vergleich zu anderen Stämmen befinden sich relativ viele 

Glomeruli im Cortex corticis der Nieren (Hackbarth et al., 1983). Außerdem weisen MWF-

Ratten eine 30% geringere Anzahl an Nephronen im Vergleich zu Referenzstämmen wie 

dem SHR-Stamm oder dem Lewis-Stamm auf (Schulz et al., 2007). Weitere 

charakterisierende Eigenschaften dieses Tiermodells sind eine Proteinurie und 

Albuminurie, sowie die Entwicklung eines mäßigen arteriellen Hypertonus (Kreutz et al., 

2000; Hackbarth et al., 1991). Die Proteinurie und Albuminurie verlaufen bei den MWF-

Tieren im Alter progredient (Kreutz et al., 2000, Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003). 

Innerhalb des MWF-Stammes zeigte sich ein sexueller Dimorphismus, da die männlichen 

Tiere eine signifikant höhere Albuminurie aufwiesen als die Weibchen (Schulz et al., 

2008). Die Entwicklung der Albuminurie beginnt im Alter von ca. sechs Wochen (Ijpelaar 

et al., 2008). Der Albuminurie und der fokal segmentalen Glomerulosklerose 

vorrausgehend wurden eine glomeruläre Hypertrophie und der fokale und segmentale 

Verlust von Podoplanin demonstriert (Ijpelaar et al., 2008). Mittels Kosegregations- und 

Kopplungsanalysen wurde nachgewiesen, dass die Albuminurie polygenetisch 

determiniert ist (Schulz et al., 2002, Schulz et al., 2003). Mittlerweile konnte bei der MWF-
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Ratte transmembrane protein 63c (Tmem63c) als erstes Gen für eine Albuminurie-

Entwicklung beziehungsweise für die Schädigung der glomerulären Filtrationsbarriere in 

der Niere identifiziert werden (Schulz et al., 2019). 

1.2.2 Der Rattenstamm Spontanously Hypertensive Rat 

Über Inzucht konnte der Spontanously Hypertensive Rat-Stamm (SHR) aus einem 

Wistar-Stamm generiert werden (Okamoto und Aoki, 1963; Schulz et al., 2012). Selektiert 

wurden dabei die Tiere mit der höchsten arteriellen Hypertonie, welche über mehrere 

Generationen hinweg konsequent ingezüchtet wurden (Okamoto und Aoki, 1963). Der 

resultierende Rattenstamm wurde seither weltweit zur Untersuchung von 

kardiovaskulären Erkrankungen und Pharmakotherapien der arteriellen Hypertonie 

herangezogen (Kurtz, 1994). Charakterisierend für den SHR-Stamm ist ein isolierter 

arterieller Hypertonus bis 200 mmHg (Pinto et al., 1998). Der SHR-Stamm wird als 

kontrastierender Rattenstamm zur MWF-Ratte herangezogen (Schulz et al., 2002; Schulz 

et al., 2019). 

 

1.3 Detektierte Albuminurie-QTL im Genom der MWF-Ratte 

Durch Kosegregations- und Kopplungsanalysen mit kontrastierenden 

Inzuchtrattenstämmen konnten mehrere Quantitaive Trait Loci (QTL) im Genom der 

MWF-Ratte identifiziert werden (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003). Für die Analysen 

wurden zum einen Lewis-Ratten verwendet, die weder einen arteriellen Hypertonus noch 

pathologische Nephropathien aufweisen, zum anderen SHR-Ratten, die als 

nierengesund gelten, aber eine arterielle Hypertonie entwickeln. Durch die Analysen mit 

den Lewis-Ratten konnten vier Albuminurie-QTL für die MWF-Ratte auf den 

Rattenchromosomen (RNO) 1, 6, 12 und 17 identifiziert werden. In den Analysen mit dem 

SHR-Stamm waren es acht Albuminurie-QTL, die auf RNO1, 4, 6, 7, 8, 9, 15 und X 

kartieren (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2012). Der QTL auf RNO6 

konnte hierbei in beiden Analysen identifiziert werden und erscheint kolokalisiert (Schulz 

et al., 2002). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abbildung 1: Albuminurie-QTL bei der MWF-Ratte (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 
2003). Lokalisation der Albuminurie-QTL mit Angabe des Lod-Scores auf den 
verschiedenen Chromosomen. Rote Balken: Lod-Score der Kosegregations- und 
Kopplungsanalysen bei MWF- und SHR-Ratten; blaue Balken: Lod-Score der 
Kosegregations- und Kopplungsanalysen der MWF- und Lewis-Ratten; LOD, logarithm 
of the odds; RNO, Chromosom (modifiziert nach Schulz et al., 2002 und 2003).  

 

Der QTL auf RNO6 zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit dem Auftreten der 

Albuminurie bei den untersuchten Tieren. Die Signifikanz der Kopplung des RNO6-QTL 

zur Albuminurie nahm von der 8. über die 14. und 24. Woche weiter zu. Außerdem 

bestand ein Zusammenhang von RNO6 zur renalen interstitiellen Fibrose, der 

Gesamtzahl der Nephrone und der Anzahl der Glomeruli im Cortex corticis der Niere 

(Schulz et al., 2003, Schulz et al., 2007). Um weitere Aussagen über die Relevanz der 
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gefundenen QTL auf RNO6 und RNO8 zu machen, wurden konsome Rattenstämme 

gezüchtet. Mit markergestützter Zucht wurde RNO6 des Referenzstammes SHR in den 

genetischen Hintergrund von MWF transferiert (MWF-6SHR). Gleiches erfolgte mit RNO8 

(MWF-8SHR) (Schulz et al., 2007; Schulz et al., 2008a). Die Ergebnisse der 

Untersuchungen belegten, dass in beiden konsomen Linien durch den Austausch des 

jeweiligen Chromosoms die Albuminurie signifikant reduziert werden konnte. Bei MWF-

6SHR-Ratten konnte in der 8. Woche die Albuminurie vollständig eliminiert werden.  

 

1.4 Entdeckung, Synthese und Funktion von microRNA 

Seit der Entdeckung der microRNA 1993 beim Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. 

elegans) aus der Gruppe der Rhabditiden wurde sie zum Ziel intensiver Forschung (Lee 

et al., 1993). 1993 konnte ein Gen identifiziert werden, das für zwei kleine RNA-Moleküle 

kodierte, die anscheinend einen regulatorischen Einfluss auf das Gen lin-14 ausübten 

(Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Erst sieben Jahre später wurde eine weitere 

RNA, let-7, identifiziert, die ähnlich der lin-4-RNA, einen modulierenden Einfluss bei C. 

elegans aufwies (Reinhart et al., 2000). Seitdem konnten bei vielen weiteren Spezies 

innerhalb der Mammalia als auch bei Pflanzen zahlreiche microRNA nachgewiesen 

werden (Pasquinelli et al., 2000; Lagos-Quintana et al., 2001; Lagos-Quintana et al., 

2003; Llave et al., 2002). Mittlerweile konnten für den Homo sapiens bereits 2.600 

verschiedene microRNA identifiziert werden, für die Ratte sind bisher lediglich 807 

bekannt (mirBase, v20).  

Die eingehende Untersuchung der Funktion von microRNA und ihrer Regulation von 

Targetgenen hat zu neuen Erkenntnissen für die Entstehung von Krankheiten geführt. 

Mittlerweile ist bekannt, dass eine microRNA verschiedene Gene regulieren kann (Peter, 
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2010). Im Gegensatz dazu kann ein Gen ebenso von verschiedenen microRNA reguliert 

werden (Abb.1).  

 

 

Abbildung 2: Genregulation durch MicroRNA: MicroRNA sind in der Lage 
unterschiedliche Target-Gene durch Bindung an die 3‘-UTR zu regulieren. 
Unterschiedliche MicroRNAs können das gleiche Target-Gen regulieren. 

 

Filipowicz et al. nehmen an, dass mindestens 30% aller protein-kodierenden Gene durch 

microRNA reguliert werden (Filipowicz et al., 2008). In verschiedenen experimentellen 

Arbeiten mit Säugetieren und auch einigen Pflanzen konnte gezeigt werden, dass 

microRNA in den meisten zellulären Prozessen regulierend eingreifen (Lagos-Quintana 

et al., 2001; Lagos-Quintana et al., 2003; Llave et al., 2002). Die Regulation erfolgt dabei 

durch Basenpaarung am 3‘-UTR von mRNAs, die auf diese Weise die Translation 

unterbricht oder zur Degradierung der mRNAs führt (Filipowicz et al., 2008).  

 

1.4.1 Synthese und Interaktion von microRNA mit der Target-mRNA 

Der Prozess der nachfolgend aufgeführten microRNA-Biogenese ist schematisch in 

Abbildung 2 dargestellt. MicroRNA sind kleine, einzelsträngige RNA-Moleküle mit 

variierender Größe. Die Anzahl der Basenpaare reicht dabei von 20 bis zu 24 bp. Sie 

kodieren dabei nicht für Proteine, sondern regulieren diese (Filipowicz et al., 2008).  

Die Gene, die für microRNA kodieren, sind monocystronisch oder polycystronisch und 

liegen in Clustern mit weiteren microRNA auf dem Genom vor. Sie werden demnach von 

einem eigenen Promotor oder gemeinsam mit anderen microRNA transkribiert (Blahna 

und Hata, 2013; Filipowicz et al., 2005; Filipowicz et al., 2005). Dabei liegen etwa 40-70% 
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der bei Säugetieren identifizierten microRNA in Introns von kodierenden- und nicht-

kodierenden Transkripten (Griffith-Jones et al., 2008). Die Transkription von microRNA 

erfolgt durch die DNA-abhängige RNA-Polymerase II, so dass ein mehrere Kilobasen 

langes Transkript entsteht, welches primary microRNA genannt wird (pri-miRNA; Abb. 2) 

(Filipowicz et al., 2005). Am 5‘-Ende befindet sich eine 7-Methylguanosin-Kappe und am 

3‘-Terminus ein Poly-A-Schwanz (Blahna und Hata, 2013). Das Transkript faltet sich in 

eine charakteristische Haarnadelstruktur (hairpin-structure) (Blahna und Hata, 2013). 

Hier sind die microRNA als sogenannte Stem-Loops enthalten (Blahna und Hata, 2013). 

Im Zellkern erfolgt die weitere Prozessierung durch einen nukleären 

Mikroprozessorkomplex aus der RNase-III-Endonuklease Drosha und dem 

Doppelstrang-RNA-bindenden Protein DeGeorge critical region-8 (DGCR8, Abb. 2) 

(Blahna und Hata, 2013; Lee et al., 2003). DGCR8 ist dabei für die Erkennung und 

Bindung der pri-miRNA zuständig, während Drosha beide Stränge der Haarnadel 

schneidet, wodurch die precursor microRNA (pre-miRNA) entsteht, die noch etwa eine 

Länge von 70 Nukelotiden aufweist (Basyuk et al., 2003; de Fougerolles et al., 2007; 

Bartel, 2004). Durch Ran-GTP und dem Rezeptorkomplex Exportin-5 erfolgt der aktive 

Transport durch die Kernmembran in das Zytoplasma (Lund et al., 2004). Im Zytoplasma 

erfolgt die weitere Prozessierung durch eine RNase-III-Endonuklease, Dicer, in 

doppelsträngige reife microRNA (mature miRNA) (Lee et al., 2003; Grishok et al., 2001; 

Hutvagner et al., 2001). Die Erkennung der pre-miRNA und die Direktion von Dicer erfolgt 

ebenfalls durch ein Doppelstrang-RNA-bindendes Protein, das human immunodeficiency 

virus transactivating response RNA-binding protein (TRBP; Abb. 2) (Chendrimada et al., 

2005). Das kurzlebige miRNA:miRNA*-Produkt, dass über die Prozessierung durch Dicer 

entstanden ist, wird auf Argonaut-Proteine (AGO1-AGO4) geladen und, nach Entwindung 

der beiden Stränge in „guide strand“ und einen „anti-guide strand“, in den RNA induced 

silencing complex (RISC) oder auch micro-Ribonukleoprotein (miRNP) transferiert. Dabei 

wird der „anti-guide strand“ (miRNA*) degradiert (Filipowicz et al., 2008, Blahna and Hata, 

2013). Der RISC-Komplex besteht dabei aus miRNA, Dicer, Argonaut-Protein und Protein 

ACTivator of the interferon-induced protein kinase (PACT). Durch Bindung an die 3‘-UTR-

Region wird die Target-mRNA entweder degradiert oder die Translation gehemmt 

(Shukla et al., 2011, de Fougerolles et al., 2007, Filipowicz et al., 2008). Der genaue 

Prozess des mRNA-Silencing durch microRNA ist aktuell noch nicht ausreichend 

erforscht (Shukla et al., 2011). Es wird angenommen, dass die Komplementarität der 
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microRNA mit der mRNA die Art der Translationshemmung bestimmt (Shukla et al., 

2011). Nach dieser Annahme führt eine vollständige Komplementarität zu einer 

Deadenylierung und der daraus folgenden Degradierung der mRNA in sogenannten 

processing-bodies. Eine unvollständige Watson-Crick-Basenpaarung führt zur 

Inhibierung der Translation (Shukla et al., 2011; Filipowicz et al., 2008; de Fougerolles et 

al., 2007). Neben diesen beiden Arten der Translationshemmung wurde demonstriert, 

dass microRNA noch in weitere Prozesse zur Regulierung der Genexpression eingreifen 

können. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass microRNA Promotorregionen 

direkt als Ziel haben können (Chekulaeva and Filipowicz, 2009).  

 

 

Abbildung 3: Biogenese von microRNA: Im Zellkern erfolgt die Transkription in primary 
miRNA (pri-miRNA) und anschließend die Prozessierung durch den Drosha/DGCR-
Komplex in precursor miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA wird durch Exportin5 aus dem 
Zellkern geschleust Anschließend erfolgt durch Dicer die Umwandlung in reife microRNA. 
Durch den RISC-Komplex, bestehend aus Dicer, TRBP, AGO1-4 und der reifen 
microRNA, erfolgt die Degradierung der Target-mRNA oder die Inhibition der Translation 
durch Watson-Crick-Basenpaarung an die mRNA. Der „anti-guide strand“ wird ebenfalls 
degradiert. DGC, DeGeorge critical region-8; Drosha, RNase-III-Endonuklease; TRBP, 
human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein; Dicer, 
RNase-III-Endonuklease; Ago, Argonaut-Proteine 1-4; RISC, RNA induced silencing 
complex; mRNA, messenger RNA; pri-miRNA, primary microRNA; pre-miRNA, 
premature microRNA. 
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1.4.2 Funktion von microRNA in der Niere 

Die anfangs den microRNA zugedachte Rolle der Feinregulation des Expressionslevels 

bestimmter Proteine ist mittlerweile überholt (Ambros, 2004). MicroRNA übernehmen in 

sehr vielen Pathways Schlüsselrollen. So haben microRNA unter anderem Einfluss auf 

die embryonale Entwicklung von Organen, den Zellzyklus, hämatopoetische 

Zelldifferenzierung, Apoptose und Zellproliferation (Ambros, 2004). Sie sind teilweise 

hochspezifisch für bestimmte Organe (Lagos-Quintana et al., 2002; Ambros, 2004). 

In Studien mit Knockdown-Modellen konnte die fundamentale Rolle von microRNA auch 

für die Physiologie und Pathophysiologie der Niere nachgewiesen werden. Ein Dicer-

Knockdown wurde an Modellen für die Nephronentwicklung, das Ureterepithel, die 

Podozyten, den proximalen Tubulus und den juxtaglomerulären Apparat beschrieben 

(Harvey et al. 2008; Shi et al., 2008; Ho et al., 2008; Wie et al., 2010; Sequeira-Lopez et 

al., 2010). In diesen experimentellen Untersuchungen hat sich gezeigt, dass ein Fehlen 

des Enzyms zur Kumulation von pri-miRNA und einem Verlust von mature miRNA führt. 

Das Fehlen der zur Regulation von Proteinen fähigen microRNA führt wiederum zu 

pathologischen Veränderungen oder Fehlentwicklungen der Niere (Harvey et al., 2008; 

Shi et al., 2008; Ho et al., 2008; Wei et al., 2010; Sequeira-Lopez et al. 2010; Ho et al., 

2011). 

In der erst postnatal entstehenden Niereninsuffizienz, akut und chronisch, konnten 

Veränderungen in der microRNA-Exprimierung nachgewiesen werden. So konnte an 

Modellen mit ischämischer Reperfusionsverletzung gezeigt werden, dass es zu 

signifikanten Veränderungen von microRNA-Konzentrationen in der Niere kommt (Wei et 

al., 2010). Bei Patienten mit IgA-Nephropathie konnten krankheitsspezifische 

Veränderungen in der renalen microRNA-Expression, als auch im Niveau der im Urin 

ausgeschiedenen microRNA detektiert werden (Szeto and Li, 2014). Ebenfalls schon 

vielfach untersucht sind Veränderungen in der microRNA-Expression und deren Folgen 

für die diabetische Nephropathie (Duan et al., 2017; Lee et al., 2017; Trionfini and 

Benigni, 2017). Weitere Untersuchungen zu Nierenerkrankungen, wie der fokal 

segmentalen Glomerulosklerose und der Lupus-Nephritis detektierten signifikante 
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Veränderungen in der Exprimierung verschiedener microRNA bei den beiden 

Krankheiten (Trionfini and Benigni, 2017). Dabei konnten sowohl protektive 

Eigenschaften, als auch schädliche Einflüsse durch verschiedene microRNA ausgemacht 

werden. Einige microRNA wiesen die Fähigkeit auf im Nierenzellkarzinom als 

Tumorsuppressor zu agieren, für andere wiederum konnte die Eigenschaften eines 

Onkogens nachgewiesen werden. Diese microRNA wurden als Onkomir bezeichnet 

(Pengcheng et al., 2017; Liu et al., 2017; Zhao et al., 2016). In der Therapieresistenz 

gegenüber Sunitinib, einem Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor, waren microRNA im 

Nierenzellkarzinom involviert (Yamaguchi et al., 2017). Um microRNA und ihre 

Eigenschaften als Therapieziele zu nutzen ist es notwendig die zellspezifischen 

Unterschiede in der Exprimierung einzelner microRNA und deren Wirkung auf die 

Pathophysiologie der Zelle in den unterschiedlichsten Zell- und Organsystemen zu 

kennen, um so spezifische oder systemische Therapien entwickeln zu können. 

Nicht nur in der - bislang theoretischen - Therapie von Nierenerkrankungen kommt 

microRNA eine Bedeutung zu. Mittlerweile gibt es viele tierexperimentelle Studien, in 

denen exkretorische microRNA im Plasma oder Urin bestimmt werden, um eine bessere 

Detektion von Nephropathien zu ermöglichen. In diesen Experimenten konnte gezeigt 

werden, dass microRNA auch als Biomarker für Nephropathien eine vielversprechende 

Rolle zukommen kann (Nassirpour et al., 2016). 

 

1.5 Ziel der Arbeit 

Die chronische Niereninsuffizienz und die Albuminurie sind bedeutende Risikofaktoren 

für die Entstehung von kardiovaskulären Erkrankungen und der terminalen 

Niereninsuffizienz. Durch die Untersuchung der microRNA kann das Verständnis der 

Ursachen dieser Erkrankungen erweitert werden. 

Im Rahmen dieser Dissertation sollen in den Glomeruli der Nieren microRNA identifiziert 

werden, die zwischen einem Rattenstamm mit progredienter Albuminurie und 

Nephropathie (MWF-Stamm) und einem nierengesunden Rattenstamm (SHR-Stamm) 

unterschiedlich exprimiert werden. Als geeignete Methode für die Quantifizierung der 

microRNA wurde ein Microarray-Profiling durch cDNA-Chiptechnologie mit 
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anschließender Konfirmierung durch quantitative Realtime-PCR-Assays basierend auf 

der quantitativen Realtime PCR (RT-qPCR) optimiert und etabliert.  

Die identifizierten und konfirmierten microRNA sollen auf ihre Lokalisation im Genom in 

Bezug auf die bekannten Albuminurie-QTL überprüft werden. Anschließend erfolgt die 

Identifizierung von Target-Genen im QTL auf Chromosom 6 des MWF-Stamms mittels 

„Target Prediction Tools“. Identifizierte microRNA sollen mittels einer 

Datenbankrecherche im Kontext des aktuellen Forschungsstandes bezüglich ihrer 

Pathogenität evaluiert werden. Von den möglicherweise regulierten und durch die „Target 

Prediction Tools“ identifizierten mRNA im Albuminurie-QTL auf RNO6 sollen Target-

Gene ebenfalls im Kontext des aktuellen Forschungsstandes bewertet werden.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien  

Chemikalie Hersteller 

Chloroform Sigma-Aldrich 

Essigsäure 100 % Merck 

Ethanol 100 % J.T. Baker 

Kaliumhydrogenphosphat Merck 

Methanol J.T. Baker 

Natriumchlorid Merck 

Nukleasefreies Wasser Qiagen 

RNase® AWAY   Molecular Bioproducts 

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 

 

2.1.2 Betäubungsmittel  

Betäubungsmittel Hersteller 

Esketaminhydrochlorid (KetanestS®) 25 mg/ml Pfizer  

Xylazinhydrochlorid (Rompun®) 2 % Bayer  

 

2.1.3 Analyse-Kits 

Kit Hersteller 

First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas Life Sciences 

mirVana™ miRNA Isolation Kit Applied Biosystems  

miRXploreTM miRNA Isolation Kit Life Technologies  

RNeasy Midi Kit Qiagen  

RNase-Free DNase Set Qiagen  

TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 

 

2.1.4 PCR Master Mix  

PCR Master Mix Hersteller 

TaqMan® Universal PCR Master Mix II, No UNG Applied Biosystems 

 

2.1.5 MicroRNA Assays und Primer für RT-qPCR 

microRNA Reife miRNA Sequenz/Primer Hersteller 

miR-130a GCUCUUUUCACAUUGUGCUACU Life Technologies 

miR-145 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU Life Technologies  

miR-146a UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU Life Technologies 
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miR-150 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG Life Technologies  

miR-151-5p UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU Life Technologies 

miR-192 CUGACCUAUGAAUUGACAGCC Life Technologies  

miR-194 UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA Life Technologies  

miR-195 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC Life Technologies  

miR-200a UAACACUGUCUGGUAACGAUGU Life Technologies  

miR-347 UGUCCCUCUGGGUCGCCCA Life Technologies  

miR-351 UCCCUGAGGAGCCCUUUGAGCCUGA Life Technologies  

miR-497 CAGCAGCACACUGUGGUUUGUA Life Technologies  

miR-451 UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU Life Technologies  

 

2.1.6 Sonstige Materialien  

Material Hersteller 

96-well Optical Reaction Plates Applied Biosystems  

Einwegspritzen aus Kunststoff (2 ml, 5 ml) Braun  

Greiner-Röhrchen (5 ml, 12ml) Sarstedt  

Haltungsfutter für Ratten und Mäuse 
(Normalfutter) 

Altromin  

Kanülen Braun 

Lochzange für Labortiere Esculap 

Makrolonkäfige Typ IV Ebeco  

MicroAmp™ Optical Adhesive Film Applied Biosystems  

PCR-Tubes 0,2 ml Biozym  

Präparationsbesteck Aesculap  

Reaktionsgefäße Safe-Lock 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml  Eppendorf, Sarstedt 

Sieb (71 µm große Poren) Retsch-GmbH  

Sieb (125 µm große Poren) Retsch-GmbH  

Skalpell Gr. 20 Feather  

Standardpipetten Eppendorf  

Standardtips (20 µl, 100 µl, 1000 µl) Eppendorf  

 

2.1.7 Geräte  

Gerät Hersteller 

ABI Prism 7000 Sequence Detection System  Applied Biosystems  

Analysenwaage BP 610 Sartorius  

Magnetrührer mit Heizfunktion MR 2002 Heidolph  

PCR-Cycler MJ Research  

Spektralphotometer Nanodrop 1000  Altromin 

VF2 Vortex-Schüttler Janke & Kunkel IKA®-Labortechnik  

Zentrifuge 5810 R Eppendorf  
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2.2 Zucht und Haltung der Tiere  

2.2.1 Haltung  

Für diese Dissertation waren tierexperimentelle Arbeiten notwendig, die mit 

Genehmigung des Landesamtes für Gesundheit und Soziales Berlin (LaGeSo, 

Genehmigungsnummer T0189/02) durchgeführt wurden. Verwendet wurden Tiere der 

Rattenstämme Munich Wistar Frömter und Spontaneous Hypertensive Rat aus 

arbeitsgruppeneigener Zucht und Haltung. Die Etablierung und Haltung der Stämme fand 

in der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin (FEM, Charité - 

Universitätsmedizin Berlin, CBF) statt. Die Tiere wurden mittels standardisierter 

Ohrlochmarkierungen in fortlaufender Nummerierung gekennzeichnet. 

Die Haltung erfolgte nach Geschlechtern getrennt in Typ IV Makrolonkäfigen. Die Tiere 

wurden mit speziellem Haltungsfutter für Ratten und Wasser ernährt, zu denen sie 

jederzeit freien Zugang hatten. Wie üblich wurde ein 12-stündiger Tag-Nacht-Rhythmus 

mittels einer automatisierten Lichtanlage generiert. Die Raumtemperatur betrug 22°C. 

Die Aufrechterhaltung dieser standardisierten äußeren Einflüsse wurde überwacht und 

war zu jeder Zeit gewährleistet. 

 

2.2.2 Zucht von MWF und SHR  

Die verwendeten männlichen Ratten stammen aus den ingezüchteten Rattenstämmen 

MWF/Rkb und SHR/Rkb (laboratory code Rkb, http://dels.nas.edu/ilar/) der FEM der 

Charité - Universitätsmedizin Berlin. Durch ausschließliche Bruder-Schwester-

Verpaarung ist eine genetische Homogenität zu mehr als 99 % gegeben (Ganten et al., 

1994). Die ursprüngliche Kolonie von SHR/Mol-Ratten stammt von der Firma M&B, 

Bomholtvej, Dänemark und wird seit 1997 als eigene Kolonie in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. Reinhold Kreutz, Institut für Klinische Pharmakologie und Toxikologie der 

Charité ingezüchtet. MWF-Ratten wurden 1996 von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Reinhold Kreutz aus dem MWF/Ztm-Stamm des Zentralen Tierlaboratoriums der 

Medizinischen Hochschule Hannover übernommen und ebenfalls als eigene Kolonie 

weitergeführt. 
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2.3 Präparation und Isolierung der Glomeruli  

Die Organentnahmen und Präparationen erfolgten nach 8 Wochen beziehungsweise 24 

Wochen Aufzucht der männlichen Tiere. Zunächst wurde die Narkose über die 

peritoneale Injektion von S-(+)-Ketamin und Xylazin gewichtsadaptiert mit 87 mg/kg KG 

und 13 mg/kg KG eingeleitet. Nach Überprüfung einer ausreichenden Narkosetiefe und 

Rückenlagerung wurde mittels Medianschnitt das Abdomen der Tiere eröffnet. Beide 

Nieren wurden entnommen, entkapselt und mit einem Skalpell halbiert. Kelch und Mark 

der Nieren wurden entfernt und die Rinde wurde über einem Sieb mit 125 µm großen 

Poren mit 1xPBS-Lösung gespült. Durch Pressen des Filtrates durch ein Sieb mit 71 µm 

großen Poren wurden die Glomeruli isoliert und in Falconröhrchen gesammelt. 

Anschließend erfolgte die Zentrifugation bei 4°C mit 5000 U/min für zwei Minuten. Die 

Flüssigkeit wurde verworfen und das aus beiden Nieren gewonnene Pellet in 2,0 ml 

Eppendorfgefäßen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und gelagert. Die Lagerung 

erfolgte unter durchgehender Temperaturkontrolle bei -80°C. In Vorarbeiten der 

Arbeitsgruppe konnte in lichtmikroskopischen Untersuchungen gezeigt werden, dass 

diese Form der Aufarbeitung der Glomeruli nur zu einer minimalen Verunreinigung durch 

tubuläre Kontaminationen führt. 

 

2.4 Extraktion der microRNA aus den Glomeruli  

Zur Gewinnung der microRNA wurden zunächst die im mirVana™ miRNA Isolation Kit 

enthaltenen Waschlösungen vorbereitet. 21 ml 100 % Ethanol wurden zur miRNA Wash 

Solution 1 und 40 ml 100 % Ethanol zur Wash Solution 2/3 gegeben und gemischt. 

Der nächste Schritt beinhaltete den Gewebeaufschluss. Hierzu wurde 1 ml des 

Lysis/Binding Puffers in ein Greiner-Röhrchen überführt und das gefrorene 

Glomerulipellet in den Puffer gegeben. Die Durchmischung erfolgte mit Hilfe einer sterilen 

2 ml Spritze und Kanüle durch zehnmaliges durchziehen. Das erhaltene Lysat wurde 

anschließend in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben. Zum Lysat wurden 100 µl 

miRNA Homogenat Additive ergänzt und das Gemisch wurde gevortext. Es folgte eine 

Inkubationszeit auf Eis von zehn Minuten. Vor der anschließenden Zentrifugation wurde 

1 ml Acid-Phenol:Chloroform hinzugegeben und die Mischung wurde erneut für 
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mindestens 60 Sekunden gevortext. Die Zentrifugation erfolgte bei Raumtemperatur für 

fünf Minuten bei 10.000 U/min. 

Zur erhaltenen wässrigen Phase wurden 333 µl 100 % Ethanol pipettiert und 

anschließend erneut gevortext. Zur Anreicherung der microRNA wurden etablierte 

Glasfaser-Filtersäulen verwendet. Dazu wurden von dem Gemisch aus Lysat und Ethanol 

700 µl auf die vorbereitete Filterkartusche gegeben. Es erfolgte eine erneute 

Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10.000 U/min bei Raumtemperatur. Das erhaltene 

Filtrat wurde in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß pipettiert. Anschließend wurde mit 

dem restlichen Lysat-Ethanol-Gemisch auf die gleiche Weise verfahren und das 

gewonnene Filtrat wurde dem ersten hinzugefügt. Nach Hinzugabe von 800 µl 100 % 

Ethanol und anschließendem Vortexen wurde ein Gesamtvolumen von 2 ml erreicht. 

Hiervon wurden 700 ml auf eine neue Filterkartusche gegeben. Es erfolgte eine weitere 

Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10.000 U/min bei Raumtemperatur. Vor Wiederholung 

dieser Arbeitsschritte mit dem restlichen Filtrat wurde der Durchfluss verworfen. 

Anschließend wurden 700 µl der zuvor vorbereiteten miRNA Wash Solution 1 der 

Filterkartusche hinzugefügt und für zehn Sekunden bei 10.000 U/min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen. Von der 

vorbereiteten miRNA Wash Solution 2/3 wurden 500 µl auf die Filterkartusche pipettiert 

und für weitere 10 Sekunden bei 10.000 U/min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein 

weiteres Mal wiederholt. Der Durchfluss wurde wieder verworfen. Die restliche Flüssigkeit 

wurde durch Zentrifugation für eine Minute aus dem Filter entfernt. Dieser wurde 

anschließend in ein sauberes 2 ml Gefäß überführt. Die Elution der microRNA vom Filter 

erfolgte durch Zugabe von 100 µl, auf 95 °C vorgewärmtes RNase-freies Wasser und 

anschließender Zentrifugation für 20 bis 30 Sekunden bei 12.000 U/min.  

Durch spektralphotometrische Messung wurde die Konzentration der RNA im erhaltenen 

Eluat ermittelt. Die Lichtabsorption wurde bei 260 nm (A260) und bei 280 nm (A280) 

gemessen. Die Ergebnisse von A260 und A280 wurde in silico zueinander ins Verhältnis 

gesetzt und konnten so die Reinheit der erhaltenen RNA anzeigen. Zuletzt wurde das 

Eluat mit nukleasefreiem Wasser versetzt um eine Konzentration von 1 ng/µl zu erhalten.  
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2.5 Microarray-Profiling 

Das microRNA-Profiling wurde durch das Unternehmen Miltenyi Biotec GmbH 

durchgeführt. Zur Analyse der microRNA wurden dafür miRXplore™ Microarray Kits 

eingesetzt. Für das Microarray-Profiling wurden insgesamt 16 RNA-Proben von 

Glomeruli-Isolaten männlicher Ratten verwendet. Dabei stammten 8 von MWF-Ratten 

und 8 von SHR-Ratten. Diese unterteilen sich zu gleichen Teilen in Präparate von 8 und 

24 Wochen alten Tieren. 

Um ein verlässliches Expressionsmuster zu gewährleisten wurden in der Analyse nur 

microRNA berücksichtigt, die eine Signalintensität über dem Hintergrund in mindestens 

einer der Proben aufwiesen. Um dabei Hybridisierungsartefakte, welche zum Beispiel 

durch die microRNA-Sequenz oder unterschiedliche Schmelztemperaturen der 

microRNA entstanden sein könnten, zu minimieren, wurden alle Proben mit einem 

artifiziellen Set einer universellen Referenz kohybridisiert, auf die abgeglichen wird. 

Hierdurch ist eine gute Vergleichbarkeit der Proben der unterschiedlichen Stämme 

gewährleistet. Die universelle Referenz enthielt 980 synthetische Einzelstrang-RNA-

Oligonukleotide bekannter microRNA in äquimolarer Konzentration. Die Sequenzen der 

Mensch-, Maus-, Ratten- und der viralen microRNA in der Referenz wurden von Miltenyi 

Biotec GmbH aus der mirBase Version 9.2 entnommen (http://microrna.sanger.ac.uk). 

Als Maß für die differentielle Expression einer microRNA wird der sogenannte Fold 

Change verwendet. Zur Berechnung des Fold Changes in der vorliegenden Arbeit 

wurden die Signalintensitäten der Proben zur kohybridisierten universellen Referenz und 

zueinander ins Verhältnis gesetzt und über die in Abb. 4 aufgeführte Formel die 

sogenannte Re-Ratio gebildet. 

 

𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
𝑈𝑅

𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒
𝑈𝑅

=  
𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒

𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒
 (𝑅𝑒 − 𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜) 

Abbildung 4: Prinzip der Re-Ratio-Berechnung zur Ermittlung des Fold Changes für 
die Microarray-Analyse von microRNA. Hierdurch ist ein indirekter Vergleich von 
Probenmaterial und Kontrolle durch den Einsatz einer Universal Reference möglich. UR, 
Universal Reference 

http://microrna.sanger.ac.uk/
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Zur Berechnung der einzelnen Ratio wurde zunächst das Verhältnis der Signalintensität 

der microRNA einer Probe zum Signal der kohybridisierten universellen Referenz 

bestimmt. Anschließend wurden die Re-Ratios aus einem MWF-Ratio und einem SHR-

Ratio gebildet. Es folgte die Bestimmung der Mittelwerte der Re-Ratios, welche den 

sogenannten Fold Change widerspiegeln. 

Als Maß für einen signifikanten Unterschied in der Expression einer microRNA zwischen 

zwei Gruppen ist entsprechend der Angaben des Unternehmens Miltenyi ein Fold 

Change von >2 oder <0,5 anzusehen. 

 

2.6 cDNA Synthese 

Zur Durchführung einer RT-qPCR musste die extrahierte RNA in cDNA durch eine 

reverse Transkriptase-Reaktion umgewandelt werden.  

Es wurde zunächst ein Reverse Transcription Mastermix (RT-Mastermix) aus 0,15 µl 

dNTP mix (100 mM total), 1 µl Multiscribe™ RT enzyme (50 U/µl), 1,5 µl 10x RT Puffer, 

0,19 µl RNase Inhibitor (20 U/µl) und 4,16 µl nukleasefreies Wasser erstellt. Nach dem 

Pipettieren der einzelnen Lösungen wurden diese gemischt und herunterzentrifugiert. Zur 

späteren Verwendung wurden die 7 µl RT-Mastermix auf Eis gekühlt. 

Zur Durchführung der reversen Transkription wurden 7 µl RT-Mastermix mit 5 µl RNA 

und 3 µl 5x RT Primer in ein 0,2 ml PCR-Gefäß pipettiert und gemischt. Es folgte eine 

fünf minütige Inkubationszeit auf Eis. Die reverse Transkription erfolgte anschließend im 

Thermocycler über 30 Minuten bei 16 °C, 30 Minuten bei 42 °C und 5 Minuten bei 85 °C. 

 

2.7 RT-qPCR-Assays 

Zur Konfirmierung der im Profiling ermittelten microRNA wurde eine RT-qPCR-Analyse 

durchgeführt. Hierfür wurden zunächst die durch die reverse Transkription erhaltene 

cDNA und der 20x Primer des Taqman® MicroRNA Assays durch Vortexen und 

Zentrifugation vorbereitet. Zur Herstellung eines Mastermix wurden 12 µl TaqMan® 

Universal PCR Master Mix II (2x), no UNG (no uracil-N-glycoslyase), 1,2 µl des 20x 
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Primers vom Taqman® MicroRNA Assay und 9,2 µl nukleasefreiem Wasser gemischt. 

Anschließend wurden zu jeweils 4,8 µl cDNA 70,2 µl des Mastermix gegeben. Von den 

75 µl wurden je 23 µl in drei Vertiefungen einer 96-Well-Platte pipettiert, mit einer 

MicroAmp™ Optical Adhesive Film-Folie verschlossen und für eine Minute bei 2500 

U/min zentrifugiert. Anschließend erfolgte die RT-qPCR im PCR-Cycler mit einem Zyklus 

für zwei Minuten bei 50 °C, einem Zyklus für zehn Minuten bei 95 °C, 40 Zyklen für 15 

Sekunden bei 95 °C und einem weiteren Zyklus für eine Minute bei 60 °C. Die Auswertung 

erfolgte anschließend über das ABI Prism 7000 Sequence Detection System. Als 

Kontrollgruppe diente SHR der 8. Woche. Als Referenz-microRNA für die 

Untersuchungen diente die microRNA miR-16, für die in Voruntersuchungen der 

Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass sie in den Glomeruli vom MWF- und SHR-

Stamm die Eigenschaften eines Referenzgen erfüllte (Dissertation Viktor Kebede, 2016). 

Es wurden jeweils Glomeruli-Isolate von 10 Tieren entsprechenden Alters untersucht. 

 

2.8 Kartierung und Target Prediction Tools 

Die Kartierungen der identifizierten microRNA wurden über RGSC v6.0 vorgenommen 

(Rat Genome Database Website, http://rgd.mcw.edu/). Zur Identifizierung möglicher 

Targetgene wurde die Datenbank miRGate (http://mirgate.bioinfo.cnio.es) 

herangezogen. Die Datenbank vergleicht die unterschiedlichen Vorhersagemethoden 

von acht unterschiedlichen Datenbanken (Miranda, Rnahybrid, Pita, Microtar, 

Targetscan, Mirtabase, Mirecords und Tarbase) hinsichtlich möglicher microRNA-mRNA-

Paarungen (Andrés-León et al., 2015). Bei mehreren Übereinstimmungen in 

unterschiedlichen Target Prediction Tools ist eine Regulierung der mRNA durch eine 

identifizierte microRNA mit höherer Wahrscheinlichkeit zutreffend (Andrés-León et al., 

2015). Für diese Dissertation wurden die Gene aus dem QTL auf RNO6 mit der 

microRNA-ID der konfirmierten microRNA überprüft, wobei hierbei die in Tabelle 1 

aufgeführten Einstellungen vorgenommen wurden. 

  



 

31 

 

Tabelle 1: Einstellungen zur Anfrage in der miRGate-Datenbank. 

Abfrage Einstellung 

Organismus Rattus norvegicus 

Listenart Gene und microRNA 

Identifikator Gen-Symbol und miRNA-ID 

Erweiterte 
Optionen 

Nutzung aller implementierten Datenbanken und Biotypes; 
Nutzung nur bekannter UT-Regionen; Nutzung nur von 
Hauptisoformen von Transkripten 

2.9 Statistische Auswertungen  

Die Auswertung der RT-qPCR erfolgte nach der ΔΔCT-Methode. Die im Rahmen der 

Arbeit durchgeführten statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe des Statistikprogramms 

PASW Statistics 27 von SPSS. Die statistische Auswertung erfolgte bei bestehender 

Normalverteilung mit einem Zweistichproben-t-Test für unabhängige Stichproben mit 

ungleichen Varianzen (Welch-Test). Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert 

von <0,05 angenommen, was einem Signifikanzniveau von 95% entspricht. Die 

Ermittlung des Standardfehlers erfolgte als Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Alle 

Daten sind als Mittelwert (MW) ± SEM angegeben. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Microarray-Profiling-Analysen der microRNA 

Mittels der Microarray-Untersuchung zur Identifizierung glomerulärer microRNA zeigten 

sich zwischen MWF und SHR der 8. Woche insgesamt sechs microRNA miR-150, miR-

195, miR-347, miR-351, miR-451, miR-497 mit einem Fold Change >2. Zusätzlich wurde 

miR-145, die näherungsweise einen Fold Change von 2 erreichte und eine sehr geringe 

Standardabweichung aufwies, für eine weitere Untersuchung vorgemerkt (Tab. 2). Drei 

weitere microRNA miR-192, miR-194, miR200a in der Gruppe der 8 Wochen alten Tiere 

zeigten näherungsweise einen Fold Change von 0,5 zusammen mit einer geringen 

Standardabweichung und wurden für eine weitere Analyse mitausgewählt. In der Gruppe 

der 24 Wochen alten Ratten konnte kein Unterschied im Fold Change über zwei oder 

unter 0,5 für microRNA nachgewiesen werden. Die microRNA miR-151-5p, miR-130a, 

miR146a, die näherungsweise einen Fold Change von 0,5 aufwiesen und zusätzlich eine 

geringe Standardabweichung boten, wurden ebenfalls zur weiteren Untersuchung 

miteinbezogen (Tab. 3). 

Tabelle 2: Vergleich zwischen MWF und SHR der 8. Woche im Microarray. 

miRNA Gene Accession Fold Change Standardabweichung 

miR-145 MI0000918 1,964 0,330 

miR-150 MI0000920 3,115 1,225 

miR-192 MI0000935 0,530 0,153 

miR-194-2 
miR-194-1 

MI0000937 
MI0000938 0,517 0,027 

miR-195 MI0000939 2,477 1,182 

miR-200a MI0000943 0,642 0,057 

miR-347 MI0000635 2,879 0,784 

miR-351 MI0000642 2,590 0,837 

miR-451 MI0001731 2,586 1,218 

miR-497 MI0003724 2,859 1,446 

 

Tabelle 3: Vergleich zwischen MWF24. Woche und SHR 24. Woche im Microarray. 

miRNA Gene Accession Fold Change Standardabweichung 

miR-130a MI0000903 0,677 0,144 

miR-146a MI0000919 0,648 0,101 

miR-151-5p MI0000647 0,686 0,043 
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3.2 Konfirmierung der microRNA durch RT-qPCR 

Die mittels Microarray-Profiling ermittelten insgesamt 13 microRNA mit einer vermehrten 

beziehungsweise verminderten Expression zwischen dem MWF-Stamm und dem SHR-

Stamm wurden durch RT-qPCR-Assays überprüft. Für fünf microRNA (miR-150, miR-

497, miR-351, miR-195, miR-145) konnte ein signifikant erhöhter Expressionsunterschied 

zwischen dem nierengesunden SHR-Stamm und der MWF-Ratte im Alter von 8 Wochen 

konfirmiert werden. Zwei der untersuchten microRNA mit einem erhöhten Fold Change 

(miR-347, miR-451) konnten nicht konfirmiert werden. Die drei zu konfirmierenden 

microRNA (miR-200A, miR-192, miR-194) mit einem erniedrigten Fold Change im Alter 

von 8 Wochen zeigten alle ein signifikant erniedrigtes Expressionslevel. Im Alter von 24 

Wochen waren drei microRNA (miR-130A, miR-151-5P, miR-146A) zu konfirmieren, da 

sie einen erniedrigten Fold Change aufwiesen. Von diesen dreien wies nur miR-130A ein 

entsprechend erniedrigtes Expressionslevel auf. 
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3.2.1 microRNA mit erhöhtem Fold Change im Alter von 8 Wochen 

MicroRNA miR-150 wies im Microarray-Profiling einen Fold Change von 3,12 ± 1,23 bei 

der 8 Wochen alten MWF-Ratte und damit eine gesteigerte Expression der microRNA im 

Vergleich zur gleichalten SHR-Ratte auf. In der Konfirmierung zeigte sich für den MWF-

Stamm ein signifikanter Unterschied von 173% ± 35% im Vergleich zum SHR-Stamm mit 

100% ± 11% (t(10,61) = -6,29, p < 0,001; Abb. 5). 

 

 

Abbildung 5: Identifizierung der microRNA miR-150 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
3,12; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p<0,001.  

  



 

35 

 

Für die microRNA miR-347 wurde der Fold Change mit 2,88 ± 0,78 für den 8 Wochen 

alten MWF-Stamm ermittelt. In der Konfirmierung bestand hier allerdings kein 

signifikanter Unterschied im Vergleich zum gleichalten SHR-Stamm. Für den MWF-

Stamm ergab sich lediglich ein tendenzieller prozentualer Anstieg auf 110% ± 33% im 

Vergleich zum SHR-Stamm mit 100% ± 30% (t(17,83) = 0,72, p = 0,478, Abb. 6). 

 

Abbildung 6: Identifizierung der microRNA miR-347 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
2,88; B, SHR n = 10, MWF n = 10, p = 0,478. 
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Der Fold Change für microRNA miR-497 lag im Microarray-Profiling bei 2,86 ± 1,45. Die 

Konfirmierung bestätigte hier die erhöhte Expression bei der 8 Wochen alten MWF-Ratte 

mit einem signifikanten Anstieg auf 179% ± 28% im Vergleich zum SHR-Stamm (100% ± 

9%; t(10,85) = -8,37; p<0,001; Abb. 7). 

 

Abbildung 7: Identifizierung der microRNA miR-497 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
2,866; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p < 0,0001. 
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Für die im Microarray-Profiling mit einem Fold Change von 2,59 ± 0,84 ermittelte 

microRNA miR-351 konnte in der Konfirmierung mittels RT-qPCR ein signifikanter 

Anstieg der Expression auf 241% ± 28% für den MWF-Stamm im Vergleich zum SHR-

Stamm mit 100% ± 15% in der 8. Woche festgestellt werden (Abb. 8, t(11,92) = -13,43; 

p<0,001). 

 

Abbildung 8: Identifizierung der microRNA miR-351 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
2,59; B, SHR n = 10, MWF n = 9, * p < 0,0001.  
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Das Microarray-Profiling zeigte für microRNA miR-451 bei der MWF-Ratte einen Fold 

Change von 2,59 ± 1,22 im Vergleich zur SHR-Ratte im Alter von 8 Wochen. In der zur 

Konfirmierung durchgeführten RT-qPCR konnte keine signifikante Änderung der 

Expression quantifiziert werden (MWF 88% ± 34% vs. SHR 100% ± 17%, Abb. 9, t(11,92) 

= 0,95; p = 0,36). 

 

Abbildung 9: Identifizierung der microRNA miR-451 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
2,59; B, SHR n = 8, MWF n = 9, p = 0,36. 

  



 

39 

 

Für die microRNA miR-195 war für die 8 Wochen alte MWF-Ratte im Vergleich zur 8 

Wochen alten SHR-Ratte im Microarray-Profiling ein Fold Change von 2,45 ± 1,18 

ermittelt worden. Die zur Konfirmierung durchgeführte RT-qPCR bestätigte einen 

signifikanten Anstieg von 100% ± 18% für die nierengesunde SHR-Ratte der auf 141% ± 

24% für die MWF-Ratte der 8. Woche (t(16,79) = -4,4; p<0,001, Abb. 10). 

 

Abbildung 10: Identifizierung der microRNA miR-195 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
2,45; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p<0,001.  
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Die letzte microRNA, miR-145, mit einem erhöhten Fold Change bei der 8 Wochen alten 

MWF-Ratte zeigte nur näherungsweise den empfohlenen Fold Change von >2, wurde 

aber bei einer vergleichsweise sehr geringen Standardabweichung trotzdem zur 

Konfirmierung ausgewählt (FC = 1,96 ± 0,33). In der RT-qPCR konnte eine signifikante 

prozentuale Expressionssteigerung von 100% ± 12% für den SHR-Stamm auf 169% ± 

19% für den MWF-Stamm der 8. Woche ermittelt werden (t(15,18) = -9,86; p<0,001; Abb. 

11). 

 

Abbildung 11: Identifizierung der microRNA miR-145 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
1,96; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p<0,001. 
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3.2.2 microRNA mit einem erniedrigten Fold Change im Alter von 8 

Wochen 

Im Microarray-Profiling konnte für die microRNA miR-200a ein Fold Change von 0,64 ± 

0,06 nachgewiesen werden. In der Konfirmierungsuntersuchung zeigte sich für diese 

microRNA eine signifikant verminderte Expression von 76% ± 13% bei der 8 Wochen 

alten MWF-Ratte im Vergleich zur gleichalten SHR-Ratte (100% ± 16%, t(17,18) = 3,72; 

p<0,002; Abb. 12). 

 

Abbildung 12: Identifizierung der microRNA miR-200A in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
0,64; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p<0,002.  
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Für die microRNA miR-192 wurde im Microarray-Profiling ein Fold Change von 0,53 ± 

0,15 im MWF-Stamm der 8. Woche im Vergleich zum 8 Wochen alten SHR-Stamm 

ermittelt. In der RT-qPCR stellte sich eine signifikant verminderte Expression beim MWF-

Stamm (54% ± 12%) im Vergleich zum SHR-Stamm (100% ± 13%, t(17,98) = 8,15; 

p<0,001, Abb. 13) dar.  

 

Abbildung 13: Identifizierung der microRNA miR-192 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
0,53; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p<0,001.  
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Die letzte im Vergleich der 8 Wochen alten Ratten vom MWF- und SHR-Stamm 

untersuchte microRNA, miR-194, zeigte im Microarray-Profiling einen Fold Change von 

0,52 ± 0,03. In der RT-qPCR konnte eine verminderte Expression der microRNA in den 

8 Wochen alten MWF-Ratten (72% ± 11%) im Vergleich zu den SHR-Ratten (100% ± 

17%) konfirmiert werden (t(15,64) = 4,34; p<0,001, Abb. 14). 

 

Abbildung 14: Identifizierung der microRNA miR-194 in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
0,52; B, SHR n = 10, MWF n = 8, * p<0,001.  
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3.2.3 microRNA in der 24 Wochen alten Gruppe 

Das Microarray-Profiling ermittelte für die 24 Wochen alten MWF-Ratte einen Fold 

Change von 0,68 ± 0,14 für die microRNA miR-130a. In der Konfirmierung mittels RT-

qPCR bestand im Vergleich zur gleichalten SHR-Ratte eine signifikant verminderte 

Expression (80% ± 8% für MWF; 100% ± 8 für SHR, t(16,64) = 5,49; p<0,001; Abb. 15). 

 

Abbildung 15: Identifizierung der microRNA miR-130A in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 8 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
0,68; B, SHR n = 10, MWF n = 10, * p = 0,001.   
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Für die micro-RNA miR-151 konnte im Microarray-Profiling ein Fold Change von 0,69 ± 

0,04 ermittelt werden. In der Konfirmierung mittels RT-qPCR war die Expression der 

microRNA im 24 Wochen alten MWF-Stamm (108% ± 9%) im Vergleich zum gleichalten 

SHR-Stamm (100% ± 28%) nicht signifikant vermindert (t(9,32) = -0,87; p = 0,407; Abb. 

16).  

 

Abbildung 16: Identifizierung der microRNA miR-151-5p in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 24 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
0,69; B, SHR n = 8, MWF n= 10, p = 0,407. 
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Die letzte microRNA miR-146a zeigte im Microarray-Profiling einen Fold Change von 0,65 

± 0,10. Die durch die RT-qPCR durchgeführte Konfirmierung konnte allerdings keine 

signifikante Änderung der Expression bei den 24 Wochen alten MWF-Ratten (95% ± 

12%) im Vergleich zum gleichalten SHR-Stamm (100% ± 10%; Abb. 17) festgestellt 

werden (t(16,98) = 0,94; p = 0,359). 

 

Abbildung 17: Identifizierung der microRNA miR-146A in (A) Microarray-Analyse mit 
Angabe des Expressionsunterschieds nach Berechnung der Re-Ratio und (B) 
Konfirmierung über RT-qPCR in Glomeruli-Präparaten vom MWF- und SHR-Stamm im 
Alter von 24 Wochen. Angaben als Mittelwerte mit SEM. A, n = 4/Stamm, Fold Change = 
0,65; B, SHR n = 10, MWF n = 10, p = 0,359. 
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3.3 Kartierungen der microRNAs in Albuminurie-QTL beim MWF-
Rattenstamm  

Anhand der Koordinaten der einzelnen microRNA wurden die Positionen auf den 

Chromosomen ermittelt (Tab. 4). Die Positionen der microRNA sind in Abb. 18 und 19 

schematisch dargestellt. Es konnte demonstriert werden, dass die identifizierten 

microRNA in keinem der bekannten Albuminurie-QTL lokalisiert sind. 

Vier der konfirmierten microRNA, miR-150, miR-192, miR-194 und mir-351, sind auf 

Chromosomen lokalisiert auf denen auch Albuminurie-QTL kodieren. MiR-150, miR192 

und miR-194 sind auf RNO1 und miR-351 ist auf RNOX lokalisiert (Abb.18). Die anderen 

sechs microRNA miR-130, miR-200a, miR-195, miR-497, miR-194-1, miR-145 kartieren 

auf Chromosomen, auf denen keine Albuminurie-QTL bei der MWF-Ratte zu 

identifizieren waren (Abb. 19).  

 

Tabelle 4: Kartierung der konfirmierten microRNA im Genom der MWF-Ratte. 

Alter in Wochen miRNA Chromosom Position 

8 miR-150 1 101,115,974 - 101,116,058 

8 miR-192 1 228,620,072 - 228,620,181 

8 miR-194-1 1 228,619,887 - 228,619,971 

24 miR-130a 3 78,661,697 - 78,661,784 

8 miR-200a 5 176,963,388 - 176,963,476 

8 miR-195 10 56,589,465 - 56,589,551 

8 miR-497 10 56,844,977 - 56,845,045 

8 miR-145 18 56,198,820 - 56,198,907 

8 miR-351 X 152,774,513 - 152,774,593 
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Abbildung 18: Lokalisierung konfirmierter microRNA in Bezug auf bekannte 
Albuminurie-QTL bei der MWF-Ratte. RNO, Rattenchromosom; Lod, logarithm of the 
odds. 
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Abbildung 19: Lokalisierung der konfirmierten microRNA auf Chromosomen ohne 
bekannte Albuminurie-QTL der MWF-Ratte. RNO, Rattenchromosom. 

 

3.4 Target-Gene der differentiell exprimierten und konfirmierten 
microRNA   

Mittels Datenbankrecherche über mirGate wurden potentielle Target-mRNA für die zehn 

konfirmierten microRNA identifiziert (Abb. oder Tab-Nachweis). Aufgrund der Eigenschaft 

von microRNA mehrere Target-Gene zu regulieren, wurden nur die Gene ausgewählt, 

die in die bekannten Albuminurie-QTL auf RNO6 kartieren. Hierbei konnten durch die in 

mirGate implementierte Algorithmik mit Zugriff auf verschiedene Datenbanken (Miranda, 

Rnahybrid, Pita, Microtar, Targetscan, Mirtarbase, Mirecords und Tarbase) im QTL auf 

RNO6 258 Sequenzen auf 51 Genen detektiert werden, die durch die zehn konfirmierten 

microRNA reguliert werden könnten. Dabei wurden 43 Sequenzen auf 20 Genen zweimal 

und eine Sequenz viermal als potentielle Targets der konfirmierten microRNA bei der 

Ratte erkannt (Tabelle 5; gezeigt werden nur die Gene mit 2 oder mehr Vorhersagen). 

Pita, Mirtarbase, Mirecords und Tarbase zeigten keine Vorhersagen einer microRNA-

mRNA-Regulation. 

Tabelle 5: Target-Gene im Albuminurie-QTL auf RNO6. 

Gen-Symbol MicroRNA-ID Vorhersagen (Datenbanken) 

Aldh6A1 rno-mir-195-5p 2 (Targetscan, Miranda) 

Aldh6A1 rno-mir-497-3p 2 (Targetscan, Miranda) 
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Gen-Symbol MicroRNA-ID Vorhersagen/Datenbanken 

Angel1 rno-mir-150-3p 2 (Microtar, Miranda) 

Angel1 rno-mir-150-5p 2 (Miranda, Microtar) 

Angel1 rno-mir-497-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Batf rno-mir-130a-5p 4 (Microtar) 

Batf rno-mir-195-3p 2 (Miranda, Microtar) 

Ccdc176 rno-mir-200a-3p 2 (Microtar, Miranda) 

Elmsan1 rno-mir-194-3p 2 (Rnahybrid, Microtar) 

Flvcr2 rno-mir-130a-3p 2 (Miranda, Targetscan) 

Flvcr2 rno-mir-192-3p 2 (Targetscan, Miranda) 

Flvcr2 rno-mir-194-5p 2 (Miranda, Targetscan) 

Fos rno-mir-192-3p 2 (Microtar) 

Gstz1 rno-mir-130a-3p 2 (Miranda, Targetscan) 

Gstz1 rno-mir-130a-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Gstz1 rno-mir-195-3p 2 (Microtar) 

Gstz1 rno-mir-351-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Ltbp2 rno-mir-145-3p 2 (Microtar) 

Nek9 rno-mir-130a-3p 2 (Miranda, Targetscan) 

Ngb rno-mir-145-3p 2 (Microtar) 

Ngb rno-mir-351-3p 2 (Microtar) 

Npc2 rno-mir-145-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Npc2 rno-mir-195-5p 2 (Miranda, Microtar) 

Npc2 rno-mir-497-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Pgf rno-mir-130a-5p 2 (Miranda, Microtar) 

Pgf rno-mir-145-5p 2 (Miranda, Microtar) 

Pomt2 rno-mir-130a-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Pomt2 rno-mir-351-3p 2 (Miranda, Microtar) 

Ptgr2 rno-mir-145-3p 2 (Miranda, Microtar) 

Ptgr2 rno-mir-145-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Ptgr2 rno-mir-194-3p 2 (Miranda, Microtar) 

Ptgr2 rno-mir-195-3p 2 (Miranda, Microtar) 

Rgd1310769 rno-mir-351-3p 2 (Microtar) 

Tgfb3 rno-mir-130a-5p 2 (Microtar) 

Tgfb3 rno-mir-145-3p 2 (Microtar, Miranda) 

Tgfb3 rno-mir-195-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Tgfb3 rno-mir-351-5p 2 (Microtar) 

Tgfb3 rno-mir-497-5p 2 (Miranda, Microtar) 

Vsx2 rno-mir-195-5p 2 (Microtar, Miranda) 

Ylpm1 rno-mir-195-3p 2 (Targetscan) 

Ylpm1 rno-mir-195-5p 2 (Targetscan) 

Ylpm1 rno-mir-497-3p 2 (Miranda, Microtar) 

Zfyve1 rno-mir-195-5p 2 (Miranda, Targetscan) 

Zfyve1 rno-mir-351-5p 2 (Miranda, Targetscan) 
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4. Diskussion 

Diese Dissertation diente der Analyse renaler microRNA in dem genetischen Tiermodell 

der männlichen MWF-Ratte, die in die Entwicklung chronischer Nierenerkrankungen bzw. 

Albuminurie involviert sind. Die MWF-Ratte entwickelt bereits in einem jungen Alter eine 

signifikante Albuminurie. Albuminurie ist auch beim Menschen mit einer erhöhten 

Morbidität und Mortalität verbunden (Gansevoort und de Jong, 2009; Gansevoort et al., 

2011; Heerspink and Gansevoort, 2015; Chronic Kidney Disease Prognosis Consortium, 

2010). Um die Pathophysiologie der Albuminurie zu verstehen ist es wichtig, genetische 

Grundlagen zu entschlüsseln. 

Die Ergebnisse demonstrierten, dass zwischen den beiden Rattenstämmen SHR und 

MWF signifikante Expressionsunterschiede von microRNA zu kritischen Zeitpunkten in 

der Entwicklung der Albuminurie bestanden. Von den zehn nach dem Microarray-Profiling 

ausgewählten microRNA der 8 Wochen alten Tiere konnten 8 microRNA miR-150, miR-

497, miR-351, miR-195, miR-145, miR-200a, miR-192, miR-194 durch RT-qPCR als 

signifikant differentiell exprimiert konfirmiert werden. In der Gruppe der 24 Wochen alten 

Tiere konnte nur eine microRNA, miR-130a, als signifikant differentiell exprimiert bestätigt 

werden. Methodische Aspekte könnten die teilweise diskrepanten Ergebnisse erklären. 

Hierzu zählen die unterschiedlichen Gruppengrößen, potentielle Messfehler oder 

Limitationen der Microarray-Technik. 

MiR-150 wurde mit der Entwicklung einer renalen Fibrose bei Lupus Nephritis in 

Zusammenhang gebracht (Zhou et al., 2016). In einem in vitro Experiment von Zhou et 

al. konnte gezeigt werden, dass unter anderem durch transforming growth factor beta 1 

(TGF-β1) die Expression von miR-150 in humanen Zellen des proximalen Tubulus und 

Podozyten gesteigert wird (Zhou et al., 2013). Hierdurch verminderte sich die Expression 

von supressor of cytokine signaling 1 (SOCS1; Zhou et al. 2013). SOCS1 ist als negativer 

Modulator von profibrotischen Prozessen durch Beeinflussung des JAK/STAT-

Signalwegs bekannt (Recio et al., 2017; Liu et al., 2011). Im Unterschied zum SHR-

Stamm war miR-150 im MWF-Stamm deutlich stärker exprimiert. Dies könnte zu 

fibrotischen Umbauprozessen durch die oben beschriebene Inhibierung von Socs1 

geführt haben. In den beiden Stämmen ist im Alter von 24 Wochen diese Ausprägung 

nicht mehr vorhanden. Der chronische Nierenschaden ist allerdings bei der MWF-Ratte 



 

52 

 

schon deutlich ausgeprägt. Zhou et al. untersuchten die Expression von SOCS1 und miR-

150 auch in Nierenbiopsien von Patienten mit bekannter Lupusnephritis. Hier zeigten sich 

hohe Konzentrationen von SOCS1 bei Patienten mit einem niedrigen Chronicity Index 

(CI) für Lupus Nephritis. Dementsprechend war in negativer Korrelation die Expression 

von miR-150 bei Patienten mit einem hohen CI erhöht. Zhou et al. schlussfolgerten, dass 

SOCS1 demnach eine kompensatorische Rolle in den frühen Stadien einer renalen 

Fibrose spielte, und dass der Verlust von SOCS1 durch die vermehrte Expression von 

miR-150 zu einer Beschleunigung der Fibrosierung führte (Zhou et al., 2013). In Bezug 

auf diese Dissertation würde es bedeuten, dass es bereits fibrotische Umbauprozesse 

durch Verlust der Socs1-Funktion in den Nieren der 8 Wochen alten MWF-Ratten gäbe, 

während die Nieren des SHR-Stamms noch ihre volle Funktion unbeeinträchtigt 

ausübten. Allerdings liegt Socs1 nicht in einem der ermittelten Albuminurie-QTL, was 

gegen eine direkte Beteiligung an der Entstehung der Albuminurie spricht. Soweit es 

bekannt ist, dient Socs1 der Modulation der Proteinsynthese und übt somit nur einen 

indirekten Einfluss auf pathologische Prozesse aus. Auch Angel1 als mögliches Target-

Gen der miR-150-Familie im Albuminurie-QTL auf RNO6 könnte eventuell eine 

modulatorische Rolle als Interaktionspartner für Transkriptionsfaktoren einnehmen 

(Gosselin et al., 2013). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die Deletion 

von miR-150 durch Verwendung eines Knockout Stamms eine protektive Wirkung auf 

Endothelzellen der Niere bei einem Myokardinfarkt hat (Ranganathan et al., 2015). Diese 

protektive Eigenschaft ist möglicherweise durch Regulation von insulin like growth factor 

1 receptor (IGF-1R) durch miR-150 verursacht (Ranganathan et al., 2015). Andererseits 

konnte eine Deregulation von miR-150 in Patienten mit kardialen Erkrankungen 

nachgewiesen werden (Goren et al., 2014; Tang et al., 2015). Dies stellt nicht nur eine 

mögliche Rolle von miR-150 als Mediator kardiovaskulärer Erkrankungen dar, sondern 

ebenso eine Gewebsspezifität für einzelne Organe. In anderen Untersuchungen der 

Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass es während des Alterungsprozesses bis hin 

zur 24 Wochen alten MWF- und SHR-Ratte zu einer Zunahme der Expression von miR-

150 kam (Dissertation Viktor Kebede, 2016). Sowohl in Patienten mit Diabetes mellitus 

bedingten Nierenschäden mit Makroalbuminurie als auch in Patienten mit einer IgA-

Nephropathie ist miR-150 im Urin stärker konzentriert als in gesunden Vergleichsproben 

(Szeto et. al., 2019; Xie et al., 2017). Demnach könnte sich miR-150 als früher Marker 

zum Entstehen eines chronischen Nierenschadens eignen, noch bevor es zu messbar 
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erhöhten Parametern in der klinischen Chemie kommt. Außerdem könnte es für die 

Stadieneinteilung einer chronischen Niereninsuffizienz relevant sein. MiR-150 scheint 

nach aktuellen Erkenntnissen durchaus eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der 

Niere zu besitzen. 

MiR-497 konnte bislang in fast allen Organen nachgewiesen werden, darunter das Gehirn 

(Yang et al., 2013), die Lunge (Zhao et al., 2013), die Leber (Ruan et al., 2009), der Darm 

(Guo et al., 2008), das Blut (Du et al., 2015) und die Niere (Zhao et al., 2015). In einer 

Untersuchung an einem Mausmodell mit bleomycininduzierter Lungenfibrose war miR-

497 hochreguliert (Chen et al., 2017). Eine Inhibierung von miR-497 im Modell führte zu 

einer Reduktion der ansonsten hochregulierten fibrotischen Marker matrix 

metalloproteinase-2 (Mmp2), matrix melloproteinase-9 (Mmp9) und transforming growth 

factor beta 1 (Tgfb1) durch eine erhöhte Expression von Reversion-inducing-cysteine-

rich protein with kazal motifs (Reck; Chen et al., 2017). In der Niere wurde an Ratten mit 

diabetischer Nephropathie nachgewiesen, dass es durch erhöhte Konzentrationen von 

miR-497 zur Suppression von rho-associated coiled-coil-containing protein kinase 1 und 

2 (Rock1 und Rock2) kommt (Liu et al., 2018). Rock1 und Rock2 sind Rho-assoziierte 

Kinasen, die ubiquitär vorkommen und als Mediatoren für verschiedene zellulläre 

Prozesse dienen. Unter anderem sind sie Mediatoren für die Entwicklung von 

mesenchymalen Zellen aus Epithelzellen (epithelial-mesenchymal transition, EMT) und 

sind damit an der Entwicklung einer erhöhten Durchlässigkeit für Proteine in den 

Glomeruli beteiligt (Peng et al., 2016). Scheinbar ist miR-497 in der Lage sowohl 

profibrotisch, als auch protektiv zelluläre Prozesse zu regulieren. Allerdings kodieren die 

genannten Gene nicht im Albuminurie-QTL auf RNO6. Von den durch miR-497 

möglicherweise regulierten Genen im QTL (Aldh6a1, Angel1, Npc2, Tgfb3, Ylpm1) ist nur 

Tgfb3 bislang in Zusammenhang mit der Expressionsinduktion von Rock1 beschrieben 

(Sakabe et al., 2008). Eine Hochregulation von miR-497 in der MWF-Ratte würde nach 

derzeitigem Kenntnisstand zu einer verminderten Expression von Tgfb3 und damit zu 

einer verminderten Expression von Rock1 führen. Hier sind weitere experimentelle 

Untersuchungen notwendig, um den genauen Zusammenhang zwischen Rock1, Tgfb3 

und miR-497 zu verstehen. Beispielsweise könnte an noch jüngeren Tieren untersucht 

werden, ob genetisch induzierte Prozesse bereits in der Embryonalphase zu der später 

entwickelten Albuminurie führen. Auch für miR-351 ein Zusammenhang bei der 
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Entstehung einer bleomycininduzierten pulmonalen Fibrose am Mausmodell beschrieben 

(Xie et al., 2011). Xie et al. untersuchten mittels Microarray die Expression von microRNA 

in der Akutphase mit Gewebsverletzung und in der Phase der Fibrose (Xie et al., 2011). 

Für miR-351 zeigte sich hier eine vermehrte Expression in der Akutphase. MiR-351 ist 

als Modulator von B-cell lymphoma 2 (Bcl2) charakterisiert worden und ist an 

Apoptosevorgängen der Zelle beteiligt (Xie et al., 2011). Außerdem ist bekannt, dass 

miR-351 in den Wnt-Pathway modulierend eingreift und dabei im Lungengewebe die 

Entstehung einer Fibrose unterstützt (Xie et al., 2011). Untersuchungen zur Fibrogenese 

in der Niere, allerdings an Tubulusepithelzellen, zeigten, dass der für die 

Zellkommunikation wichtige Wnt-Pathway hier an der Entwicklung einer chronischen 

Niereninsuffizienz durch renale Fibrose beteiligt ist (Zhou et al., 2017). Weder die Gene 

für Bcl2, Bcl2-assoziierte Proteine noch für Proteine des Wnt-Pathway sind im 

Albuminurie-QTL zu finden, was vermuten lässt, dass diese Vorgänge nicht ursächlich 

für die Entstehung der Albuminurie in der MWF-Ratte sind. Von den durch Target 

Prediction Tools identifizierten Genen, die durch miR-351 möglicherweise moduliert 

werden (Ngb, Pomt2, Rgd1310769, Gstz1, Tgfb3 und Zfyve1), ist nur Tgfb3 in 

Zusammenhang mit Erkrankungen der Nieren beschrieben. Tgfb3 ist, wie bereits weiter 

oben aufgeführt, ein wichtiger Faktor für die EMT (Peng et al., 2016). Eine erhöhte 

Expression von miR-351 mit Tgfb3 als Target-Gen würde allerdings wieder einen 

protektiven Mechanismus beschreiben, da es zu einer vermehrten Degradation der 

mRNA oder zur Translationshemmung kommen würde. Da miR-351 ebenfalls nicht im 

Albuminurie-QTL kodiert, könnte hier eventuell eine organspezifische Antwort zur 

Nephroprotektion ursächlich für die gesteigerte Expression der microRNA verantwortlich 

sein. Sowohl miR-497 als auch miR-351 sind interessante Targets für weitere 

Untersuchungen um die Pathogenese der Albuminurie zu verstehen. Für beide 

microRNA könnten in Zukunft Experimente mit Anti-miRNA-Oligonukleotiden an der 

MWF-Ratte durchgeführt werden, um den Einfluss der beschriebenen Prozesse auf die 

Entwicklung der Albuminurie genauer zu untersuchen.  

In einem Mausmodell der DBA/2-Maus mit einem frühen Stadium der diabetischen 

Nephropathie und einer Proteinurie zeigten sich mehrere microRNA stark verändert im 

Vergleich zur Kontrolle in den gewonnenen Glomeruli-Isolaten (Chen et al., 2012; Chen 

et al., 2011). Korrelierend zu den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation waren für 
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miR-192 und miR-194 eine geringere Expression in der DAB/2-Maus detektiert worden 

(Chen et al., 2012; Chen et al., 2011). MiR-195 hingegen stellte sich zwar ebenfalls 

geringer exprimiert dar, zeigte aber eine negative Korrelation zu Durchmesser der 

Glomeruli, der Zunahme der exatrazellulären Matrix und zur Zunahme des Mesangiums 

(Chen et al., 2012; Chen et al., 2011). Chen et al. gingen davon aus, dass die Expression 

von miR-195 in den Zellen der Mausnieren herunterreguliert worden war, um eine 

protektive Wirkung auf die Apoptose der Nierenzellen auszuüben und damit eine 

Fibrosierung der Niere zu vermeiden. Dies wurde durch eine vermehrte Expression des 

miR-195-Targetgens Bcl2 und einer damit einhergehenden verminderten Expression von 

Caspase-3 und Caspase-6 erläutert (Chen et al., 2012; Chen et al., 2011). In der 

vorliegenden Dissertation konnte eine erhöhte Expression von miR-195 im Rattenmodell 

mit beginnender Albuminurie nachgewiesen werden. Damit einhergehend ist in Bezug 

auf die Ergebnisse von Chen et al. anzunehmen, dass durch die vermehrte miR-195-

Expression Bcl2 durch Inhibierung der Translation in geringerer Konzentration vorliegen 

und es zu erhöhten Konzentrationen von Caspase-3 und Caspase-6 kommen könnte. 

Damit würde ein proapoptotisches Zellmilieu geschaffen. Ebenso wie in den Zellen der 

Mäuse mit diabetischer Nephropathie könnte man vermuten, dass eine vermehrte 

Expression von miR-195 zu vermehrter Glomerulosklerose führt und die Albuminurie und 

das chronische Nierenversagen bei den MWF-Ratten fördern könnte. Die 

Untersuchungen von Chen et al. fanden allerdings in einem hyperglykämen Milieu statt 

und sind nicht ohne weitere Untersuchungen auf die MWF-Ratte übertragbar. Da die für 

die oben genannten Proteine kodierenden Gene nicht in dem Albuminurie-QTL der MWF-

Ratte zu finden sind, scheint ein anderer Mechanismus für die Entstehung der 

Albuminurie verantwortlich zu sein. Außerdem ist die vermehrte Expression von miR-195 

unter Umständen auf die pathologische Erhöhung der Glukosekonzentration 

zurückzuführen. Die identifizierten Target-Gene von miR-195 (Batf, Gstz1, Ptgr2, Ylpm1, 

Aldh6A1, Npc2, Tgfb3, Vsx2, Ylpm1, Zfyve1) sind bislang nicht in direktem 

Zusammenhang mit einer Albuminurie beschrieben. Tgfb3 ist auch für miR-195 ein 

mögliches Target-Gen und damit einhergehend könnte eine nephroprotektive Erhöhung 

der Expression von miR-195 angenommen werden (Peng et al., 2016). Ein weiteres 

Target-Gen für miR-195 ist Batf, welches als Transkriptionsfaktor für B- und T-

Zellfunktionen agiert (Schraml et al., 2009; Betz et al., 2010; He et al., 2016). Außerdem 

wird Batf mit der Entstehung einer IgA-Nephropathie in Zusammenhang gebracht (He et 
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al., 2016). Im Fall der IgA-Nephropathie kommt es zu einer erhöhten Aktivität von Batf 

(He et al., 2016). In anderen Untersuchungen zeigte sich eine vermehrte Aktivität der 

durch Batf regulierten TH17-Zellen in Autoimmunerkrankungen der Niere (Krebs et al., 

2017). Eine Regulation von Batf durch microRNA würde somit zu einer verminderten 

Differenzierung von TH17-Zellen führen und damit protektiv auf inflammatorische und 

autoimmunvermittelte Prozesse in der Niere wirken. Durch weitere Studien mit Knockout-

Tieren oder Anti-miRNA Oligonukelotiden könnten die protektiven Auswirkungen der 

Tgfb3 und Batf beeinflussenden microRNA in zukünftigen Untersuchungen besser 

beurteilt werden. Eine prospektive Studie zur Beurteilung des jeweiligen Outcomes 

könnte zu dem Ergebnis kommen, dass die unterschiedlichen microRNA möglicherweise 

eine potenzierende Wirkung auf die Nierenfunktion und die Albuminurie haben. 

In verschiedenen Studien wurde bereits über die Rolle von miR-192 in Zusammenhang 

mit unterschiedlichen Nephropathien, wie der diabetischen und der obstruktiven 

Nephropathie, berichtet (Kato et al., 2007; Deshpanade et al., 2013; Chung et al., 2010). 

Nachweislich ist miR-192 an der Regulation von Genen beteiligt, die unter anderem im 

Zusammenhang mit der Entstehung und Progression der renalen Fibrose stehen. 

Beispielsweise konnten Kato et al. zeigen, dass miR-192 durch TGF-β1, einem gut 

bekannten profibrotischen Mediator in der Niere, anscheinend induziert wird und es zu 

einem signifikanten Anstieg der Expression von miR-192 in mesangialen Zellen von 

Mäusen mit diabetischer Nephropathie kommt (Kato et al., 2007). Darüber hinaus konnte 

Zinc finger E-box-binding homeobox 2 (ZEB2) als Target-mRNA für miR-192 und ZEB2 

als Co-Regulator für die E-box-Region des Collagen Type I Alpha 2 Chain-Gens (Col1a2) 

identifiziert werden (Kato et al., 2007). Diese Untersuchungen ließen vermuten, dass eine 

hochregulierte Expression von miR-192 zur Hemmung der ZEB2 regulierten 

Unterdrückung der E-box-Region von Col1a2 führt und dadurch zu einer Akkumulation 

von extrazellulärer Matrix (Kato et al., 2007). Im Einklang mit den Ergebnissen von Kato 

et al. stehen die Ergebnisse von Deshpanade et al., die eine signifikante Verminderung 

der Proteinurie und Albuminurie bei miR-192-knockout-Mäusen (miR-192-KO-Mäuse) mit 

diabetischer Nephropathie und bei Mäusen, die mit LNA-anti-miR-192 (miR-192 

Antagonist) behandelt wurden, verzeichnen konnten (Deshpanade et al., 2013). Dies 

konnte nicht nur in Zellen des Mesangiums, sondern auch in glomerulären Zellen 

nachgewiesen werden (Deshpanade et al., 2013). Deshpanade et al. konnten darüber 
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hinaus darlegen, dass ein Fehlen von miR-192 in miR-192-KO-Mäusen nicht zu 

Fehlentwicklungen der Niere führte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass miR-192 

ein wichtiger Bestandteil in der Entwicklung der diabetischen Nephropathie ist. In dieser 

Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von miR-192 in den 

Glomeruli der 8 Wochen alten MWF-Ratte, im Gegensatz zur gleichalten SHR-Ratte, 

vermindert ist, obwohl es in der Folge zu der Entwicklung von Glomerulopathien und 

Albuminurie kommt. Dies könnte bedeuten, dass es einen weiteren Weg gibt, der zu 

Veränderungen des glomerulären Filtrationsapparates führt. Andererseits kann es sein, 

dass miR-192 zur Protektion der Glomeruli der MWF-Ratten bereits herunterreguliert 

worden war. Passend hierzu beschrieben Krupa et al. eine verminderte Expression von 

miR-192 in Biopsien von Nieren mit diabetischer Nephropathie. Die Ergebnisse 

korrelierten antiproportional mit zunehmender renaler Fibrose (Krupa et al., 2010). Die 

widersprüchlichen Ergebnisse bezüglich der Rolle von miR-192 könnten auf den 

unterschiedlichen Geweben beruhen in den die Untersuchungen stattgefunden haben. 

Außerdem können der Zeitpunkt und Art der Gewinnung der RNA zu Unterschieden 

beigetragen haben. Nicht zuletzt hat die MWF-Ratte kein hyperglykämes Milieu in dem 

die Nephropathie entsteht, also keine diabetische Nephropathie. Mladinov et al. 

detektierten beispielsweise bereits sehr unterschiedliche Konzentrationen von diversen 

microRNA, darunter auch miR-192, im proximalen Tubulussystem und im dicken 

aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (Mladinov et al., 2013). Auf die Unterschiede in der 

Expression von miR-192 gehen bereits Ma et al. ein und sehen die Ursache ebenfalls in 

der Art der untersuchten Gewebe, der unterschiedlichen Spezies, der unterschiedlichen 

Zelltypen (Podozyten, mesangiale Zellen, Zellen des Tubulussystems) und 

unterschiedlichen experimentellen Bedingungen (Ma et al., 2016). Identifizierte Target-

Gene für miR-192 sind Flvcr2 und Fos. Über Flvcr2 gibt es bislang keinen beschriebenen 

Zusammenhang zu renalen Pathologien. Durch Regulation von Fos durch miR-192 wird 

Einfluss auf Apoptosevorgänge durch Änderung der Bcl2-Expression genommen (Bai et 

al., 2014). Bai et al. untersuchten unter anderem die Auswirkungen eines Knockdowns 

der Gene Fos und Jun in männlichen Sprague Dawley-Ratten und kamen dabei zu dem 

Ergebnis, dass die Expression von Bcl2 gesteigert und dadurch die Apoptose von 

Podozyten gehemmt wurde (Bai et al., 2014). Die signifikant erniedrigte Expression von 

miR-192 bei der MWF-Ratte würde im Umkehrschluss zu einer vermehrten, 

beziehungsweise ungehemmten Expression von Fos führen und damit ein 
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proapoptotisches Zellmilieu schaffen. Die microRNA miR-195 und miR-351 greifen 

ebenfalls Bcl2-assoziiert in Apoptosevorgänge ein und könnten diese gemeinsam mit 

miR-192 aufrechterhalten oder verstärken (Xie et al., 2011; Chen et al., 2012; Chen et 

al., 2011). 

Weitere Studien wären notwendig, um die Rolle von miR-192 exakter zu beschreiben. 

Beispielsweise könnten an größeren Kohorten mit unterschiedlichen Nephropathien 

vergleichende Untersuchungen durchgeführt werden, die die gleiche Art der 

Gewebegewinnung und Präparation verwenden. Könnte die Rolle von miR-192 in der 

Entstehung und Aufrechterhaltung der renalen Glomerulo- und Nephropathien exakter 

beschrieben werden, ließen sich möglicherweise gezielte medikamentöse Therapien 

entwickeln, die die Nierenfunktion langfristig verbessern könnte. 

In dieser Dissertation zeigte sich, dass miR-194 im Rattenmodell mit Albuminurie eine 

geringere Expression im Vergleich zum nierengesunden SHR-Stamm aufweist. Sun et 

al. beschrieben miR-194 bereits als microRNA, die im Nierengewebe sehr 

charakteristisch vertreten ist und stark exprimiert wird im Vergleich zu anderen Organen 

(Sun et al., 2004). Sun et al. formulierten die Hypothese, dass miR-194 zusammen mit 

miR-192 als gemeinsames Transkript reguliert wird, da die beiden microRNA nur 109 bp 

voneinander entfernt auf Chromosom 11 lokalisiert sind (Sun et al., 2004). In einem 

Modell mit ischämischer Reperfusionsverletzung der Niere war miR-194 zwar 

herunterreguliert, aber im Vergleich zu anderen microRNA, die eine deutlichere Änderung 

ihrer Expression aufwiesen, blieb miR-194 in den Konzentrationsbereichen der 

Vergleichsgruppe (Godwin et al., 2010). Die ischämische Reperfusionsverletzung führt, 

nach dem Fehlen von Sauerstoff und Nährstoffen durch eine Ischämie, nach 

Wiederherstellung der Zirkulation zu Inflammation und oxidativem Schaden durch 

oxidativen Stress (Carden et al., 2000). In einer Studie zur Identifizierung möglicher 

Biomarker für die diabetische Nephropathie zeigten Jia et al., dass es unter anderem zu 

einer erhöhten Konzentration von miR-192 und miR-194 in extrazellulären Vesikeln im 

Urin von Patienten mit Mikroalbuminurie kam, aber zu einem Abfall der Konzentration 

beider microRNA im Urin von Patienten mit Makroalbuminurie (Jia et al., 2016). Die 

Pathogenese hinter den Konzentrationsunterschieden bleibt unklar, scheint aber 

möglicherweise mit der Schwere der Niereninsuffizienz zusammenzuhängen. Eine 

Studie, die die Konzentrationen der beiden microRNA, miR-192 und miR-194, in den 
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extrazellulären Vesikeln im Urin, in den Glomeruli und in den Tubuluszellen untersucht 

und dabei auf Tiermodelle mit unterschiedlich schwerer Niereninsuffizienz zurückgreift 

wäre denkbar und könnte mehr Aufschluss über die Funktionsweise der beiden 

microRNA bieten. Dabei könnte die Vermutung von Jia et al., dass eine oder beide 

microRNA als Biomarker dienen könnten, bestätigt werden (Jia et al., 2016). Die 

identifizierten Target-Gene für miR-192 (Elmsan1, Ptgr2, Flvcr2) sind bislang nicht mit 

Nephropathien assoziiert. Es ist aber durchaus möglich, dass in zukünftigen Studien die 

Wirkung der Gene genauer beschrieben werden kann und dadurch ein Zusammenhang 

zur Albuminurie entsteht. 

Die microRNA miR-145 wurde in den Glomeruli der Niere der MWF-Ratte ebenfalls im 

Vergleich zum SHR-Rattenstamm signifikant vermehrt exprimiert. Kito et al. führten eine 

Reihe von Untersuchungen durch, um einzelne tubuläre Strukturen anhand von 

microRNA-Expression zu differenzieren (Kito et al., 2015). Daraus wollten sie 

Rückschlüsse auf die unterschiedlichen Ursachen und Stadien der akuten und 

chronischen Niereninsuffizienz ziehen (Kito et al., 2015). In ihrem Experiment zeigten sie, 

dass miR-145 in mesangialen Zellen wesentlich stärker exprimiert wird als in Zellen des 

proximalen Tubulus (Kito et al., 2015). MiR-145 scheint daher sehr spezifisch für das 

Glomerulum beziehungsweise das Mesangium zu sein und wäre damit ein potentieller 

Biomarker für glomeruläre Schäden. In anderen Arbeiten konnte nachgewiesen werden, 

dass miR-145 vor allem in der glatten Muskulatur von Gefäßen exprimiert wird und dort 

unter anderem für die Differenzierung der Zellen nach Verletzungen verantwortlich ist 

(Xin et al., 2009). In einer Untersuchung von Ratten mit chronischer Niereninsuffizienz 

waren die Konzentrationen von microRNA, die in Zusammenhang mit der Proliferation 

und Differenzierung von glatter Gefäßmuskulatur stehen, in der Aorta der Tiere im 

Vergleich zu einem nierengesunden Stamm vermindert (Chen et al., 2013). Darunter 

unter anderem auch miR-145. Die genutzten Tiermodelle waren allerdings Ratten mit weit 

fortgeschrittener chronischer Niereninsuffizienz, einer linksventrikulären Hypertrophie, 

Arteriosklerose und Bluthochdruck (Rattenstamm: Han:SPRD Cy/+IU; Chen et al., 2013). 

Cheng et al. zeigten, dass eine erhöhte Konzentration von miR-145 zu einer schlechteren 

Entdifferenzierung von glatter Gefäßmuskulatur und einer verminderten Reparatur von 

beschädigter Intima führte (Cheng et al., 2009). In Bezug auf dieses Experiment würde 

das bedeuten, dass die erhöht exprimierte miR-145 in den Glomeruli zu einem 
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reduzierten Schutz vor Gefäßverletzungen und fehlender Differenzierung der glatten 

Muskelzellen der Gefäße führt und so ein chronischer Gefäßschaden entsteht und 

unterhalten wird. Als Target-Gene für miR-145 im Albuminurie-QTL sind Ltbp2, Ngb, 

Ptgr2, Tgfb3, Npc2, Pgf und Ptgr2 identifiziert worden. Nur für Pgf und Tgfb3 sind 

mögliche Zusammenhänge mit der Entstehung einer Albuminurie bisher beschrieben. Bei 

einem akuten Nierenversagen nach Herzoperationen kam es zu einem Anstieg der 

proangiogenetischen Marker VEGF und PGF und in Korrelation mit einer erhöhten 

Konzentration der Marker zu einem geringeren Risiko für ein akutes Nierenversagen 

(Mansour et al., 2019). Pgf scheint also in der akuten Niereninsuffizienz eine protektive 

Aufgabe wahrzunehmen. Dies entspricht den Beobachtungen von Cheng et al., die miR-

145 in Verbindung mit anhaltenden und akuten Gefäßschädigungen brachten (Cheng et 

al., 2009). Durch eine bereits früh bestehende erhöhte Expression von miR-145 könnte 

es zu einer schlechteren Entdifferenzierung des Mesangiums kommen und dadurch eine 

endotheliale Dysfunktion bei der MWF-Ratte entstehen. Darüber hinaus würde die 

anhaltende erhöhte Expression von miR-145 zu fehlenden Reparaturvorgängen an den 

Mesangiumzellen führen. Eine Suppression von Tgfb3 durch die erhöhte Expression von 

miR-145 führt wiederum zu einer Nephroprotektion durch Verhinderung der EMT (Peng 

et al., 2016). Dies sind gegensätzliche Eigenschaften dieser microRNA. Weitere 

Experimente wären notwendig, um die Rolle und Expression dieser microRNA weiter zu 

spezifizieren.  

Zahlreiche Studien haben bereits die Pathogenese der renalen Fibrose untersucht und 

sind zu dem Schluss gekommen, dass unter anderem TGF-β1 eine entscheidende Rolle 

als profibrotisches Zytokin in der Entstehung dieser zukommt (Böttinger et al., 2002). 

Xiong et al. untersuchten die Expression diverser microRNA an verschiedenen Modellen 

mit Nephropathie (Xiong et al., 2012). Hierzu führten sie Experimente mit unilateraler 

urethraler Obstruktion an verschiedenen Tiermodellen der Maus und Ratte durch. In ihrer 

Studie zeigte sich unter anderem eine geringere Expression von miR-200a ab dem ersten 

Tag der Obstruktion (Xiong et al., 2012). In der gleichen Studie wird eine TGF-β1-

induzierte renale Fibrose in vitro an Zellen des proximalen Tubulusepithels untersucht 

(NRK-52E). Hier bestand eine Abhängigkeit der verminderten Expression von miR-200a 

zum Smad-Pathway (Xiong et al., 2012). Die reduzierte Expression der untersuchten 

miR-200-Familie induzierte wiederum eine tubuläre Transition von Epithel zu 
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Mesenchym. Xiong et al. kamen in ihrer Studie zu dem Schluss, dass durch die gesamte 

miR-200-Familie ein protektiver Mechanismus auf das Tubulusepithel des proximalen 

Tubulus der Niere ausgeht (Xiong et al., 2012). In dieser Dissertation konnte miR-200a 

im Glomerulum der Rattennieren nachgewiesen werden. Hier könnte dieser microRNA 

eine protektive Rolle zukommen. Zhang et al. wiesen nach, dass eine glomeruläre 

Fibrose durch den TGF-β1/Smad-Signalweg induziert wird (Zhang et al., 2017). Folglich 

kommt es in glomerulären Zellen zu einer Verminderung von miR-200a und zu einem 

Verlust der protektiven Wirkung auf fibrotische Umbauprozesse. Neben der Wirkung auf 

glomeruläre Fibrosierung kommt miR-200a ebenfalls eine entscheidende Rolle in der 

Differenzierung der Podozyten zu. In einem Mausmodell konnte nachgewiesen werden, 

dass miR-200a, miR-200b und miR-429 (Mitglieder der miR-200-Familie) an der 

Differenzierung von Podozyten pränatal und postnatal beteiligt sind (Li et al., 2016). Es 

konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung dieser microRNA zu Inhibition von 

Zelldifferenzierung und von Apoptosevorgängen führte (Li et al., 2016). In Bezug auf die 

Glomeruli der MWF-Ratte bedeutet dies, dass die geringe Expression von miR-200a bei 

der MWF-Ratte, die in dieser Dissertation nachgewiesen werden konnte, möglicherweise 

einen negativen Einfluss auf die gesunde Entwicklung der Podozyten in der postnatalen 

Phase hat und damit wichtige Reparatur- und Differenzierungsvorgänge der Podozyten 

gehemmt wären. Weitere Untersuchungen bei jüngeren MWF-Ratten, gegebenenfalls 

pränatal, wären interessant, um Rückschlüsse auf die Podozytenfunktion und deren 

Entwicklung im Rahmen progredienter Nephropathien bei den Stämmen MWF und SHR 

vorzunehmen. Die Entwicklung einer Targeting-Therapie zur Hemmung einer 

Nephropathie und möglicherweise auch der Wiederherstellung der Filtrationsfunktion 

durch Neudifferenzierung von gesunden Podozyten ist in Zukunft denkbar. Gerade in 

Bezug auf die Entwicklung einer Albuminurie kommt den Podozyten, als Teil des 

glomerulären Filtrationsapparates, eine wichtige Bedeutung zu (Shankland, 2006, Kriz et 

al., 1998). MiR-200a und darüber hinaus die gesamte miR-200-Familie scheint eine 

wichtige Rolle in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Nierenfunktion auszuüben. 

In einer weiteren Studie wurde die Rolle von miR-200a in der Entwicklung einer 

diabetischen Nephropathie untersucht (Wie et al., 2014). Wie et al. demonstrierten, dass 

durch die Administration von miR-200a-3p-Inhibitoren in einem Mausmodell der 

C57BL/6-Maus mit Diabetes mellitus die Fibrogenese und Albuminurie signifikant 
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gesteigert wurden und zu einer diabetischen Nephropathie führten (Wie et al., 2014). Wei 

et al. führten an, dass in ihrem Modell die Expression von miR-200a-3p durch die durch 

Hyperglykämie induzierte Aldosereduktase signifikant gedrosselt werden konnte (Wie et 

al., 2014). In einer anderen Untersuchung wiesen sie nach, dass eine Überexpression 

von miR-200a-3p zu einer signifikanten Herunterregulation von vier wichtigen 

profibrotischen Genen Tgfβ1, Tgfβ2, collagen IV (Col4) und fibronectin (Fn) führte (Wei 

et al., 2014). Die Vermutung lag demnach nahe, dass eine enge Verbindung zwischen 

Fibrogenese und mir-200a-3p bestehen könnte. In dieser Dissertation konnte gezeigt 

werden, dass miR-200a im Vergleich zu einem nierengesunden Rattenstamm in den 

Glomeruli der Niere signifikant erniedrigt ist. Auch wenn in diesem Tiermodell keine 

Hyperglykämie diese Hemmung der microRNA-Expression hervorgerufen hat, kann doch 

angenommen werden, dass durch die fehlende Expression von miR-200a es ebenso zu 

einer vermehrten Fibrogenese und damit zu einem chronischen Nierenversagen mit 

Albuminurie kommen könnte. Zumal Wei et al. nachwiesen, dass miR-200a direkt mit den 

microRNA recognition elements auf den 3’UTR von Tgfβ2 und Fn interagierten (Wei et 

al., 2014). Eine Hyperglykämie scheint demnach nicht notwendige Bedingung zu sein, 

um im hier genutzten Rattenmodell mit verminderter Expression von miR-200a eine 

Fibrosierung hervorzurufen. Auch wenn die oben genannten profibrotischen Gene nicht 

in einen Albuminurie-QTL kodieren, kann es doch sein, dass die verminderte Expression 

von miR-200a zu einer Aufrechterhaltung der Nierenschädigung führt. Der Grund der 

verminderten Expression von miR-200a in den Glomeruli der MWF-Ratte sollte in 

weiteren Studien untersucht werden. Das in dieser Dissertation identifizierte Target-Gen 

für miR-200a (Ccdc176) ist bislang noch nicht in Zusammenhang mit renalen Pathologien 

beschrieben. Es bleibt abzuwarten, ob weitere Experimente, zum Beispiel mit Knockout-

Tieren, in Zukunft mehr Aufschluss darüber geben können. In der Kohorte der 24 Wochen 

alten Ratten konnte als einzige microRNA miR-130a zwischen dem MWF-Stamm und 

dem SHR-Stamm als unterschiedlich exprimiert konfirmiert werden. Dabei war miR-130a 

im Vergleich zum SHR-Stamm bei der MWF-Ratte herunterreguliert. Barutta et al. 

konnten eine erhöhte Konzentration von miR-130a in extrazellulären Vesikeln des Urins 

von Patienten mit Mikroalbuminurie und diabetischer Nephropathie nachweisen (Barutta 

et al., 2013), was bei Patienten mit einer eGFR unter 30 ml*min-1 * 1.73m-2 durch 

Muralidharan et al. bestätigt wurde (Muralidharan et al., 2017). De Palma et al. 

diskutierten in diesem Zusammenhang die mögliche Nutzung von microRNA und 
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Proteinen als kombinierte Biomarker, welche die diagnostischen Möglichkeiten stark 

erweitern würden (De Palma et al., 2016). Die niedrige Expression von miR-130a in den 

Glomeruli der 24 Wochen alten MWF-Ratten macht einen Zusammenhang mit der 

erhöhten Konzentration dieser microRNA in den extrazellulären Vesikeln im Urin 

vorstellbar, da diese durch Exozytose aus den Zellen der Glomeruli in den Urin gelangen 

könnten. In einer Studie zur Rolle von microRNA bei der Umgestaltung von Blutgefäßen 

zeigte sich, dass miR-130a ein Regulator der Angiogenese und der Proliferation und 

Migration von Gefäßendothel ist (Fang et al., 2015). Zu den identifizierten Target-Genen 

von miR-130a (Flvcr2, Gstz1, Nek9, Batf, Gstz1, Pgf, Pomt2, Tgfb3) zählen Tgfb3 und 

Pgf, die bereits an anderer Stelle in dieser Dissertation in Zusammenhang mit EMT und 

Angiogenese beschrieben wurden (Peng et al., 2016; Cheng et al., 2009; Mansour et al., 

2019). Die verminderte Expression von miR-130a würde wiederum zu scheinbar 

gegensätzlichen Mechanismen führen. Als Modulator von Tgfb3 würde eine erniedrigte 

Expression von miR-130a zur vermehrten Transition von Endothel zu Mesenchym führen 

und damit eine Proteinurie aggravieren (Peng et al., 2016). Im Gegensatz dazu führt eine 

ungehemmte Expression von Pgf durch gesteigerte Angiogenese zu einer möglichen 

Nephroprotektion (Mansour et al., 2019). Die scheinbar gegensätzlichen Mechanismen 

verdeutlichen die Wirkungsweise von microRNA als Modulatoren in zellulären Prozessen. 

Interessant ist der Unterschied zwischen den 8 Wochen alten und 24 Wochen alten MWF-

Ratten in Bezug auf die Modulation von Tgfb3 und Pgf. Bei den 8 Wochen alten Tieren 

führt die erhöhte microRNA-Expression zu einer Unterbrechung der Proteinsynthese von 

Tgfb3 und Pgf. Wohingegen bei den 24 Wochen alten Tieren eine verminderte 

Expression von miR-130a zu einem umgekehrten Mechanismus führt. Dieser 

Unterschied könnte auf die aggravierte Chronifizierung des Nierenschadens bei den 

deutlich älteren Ratten hinweisen. Es wären weitere Untersuchungen an MWF-Ratten 

verschiedener Altersgruppen notwendig um den Zeitpunkt der unterschiedlichen 

microRNA-Expression genauer zu bestimmen und möglicherweise einen Übergang in ein 

höheres Stadium der Niereninsuffizienz zu detektieren. Weitere Studien bestätigten 

PGC1α als Target-Gen von miR-130a. PGC1α ist ein wichtiger Co-Aktivator von 

Peroxisom-Proliferator-aktivierter-Rezeptor γ (PPARγ), einem wichtigen Bestandteil der 

Glukose- und Lipidregulation und Ziel der Therapie mit Insulin-Sensitizern (Portius et al., 

2017). Außerdem wird ein möglicher Zusammenhang von PPARγ mit der Nierenfunktion 

diskutiert (Ahmadian et al., 2013). Weitere Studien zur Charakterisierung dieser 
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Zusammenhänge sind notwendig um die Rolle von miR-130a und mögliche 

Pathomechanismen von PGC1α und PPARγ zu beschreiben. Allerdings kartieren die 

zugehörigen Gene nicht in einem Albuminurie-QTL, was einen Zusammenhang beim 

MWF-Modell unwahrscheinlich erscheinen lässt. 

Keine der in der vorliegenden Arbeit identifizierten microRNA kartierte in eine der 

bekannten Albuminurie-QTL der MWF-Ratte. Für die in dieser Dissertation konfirmierten 

glomerulären microRNA konnte über mirGate, einem Target Prediction Tool, positive 

Vorhersagen getroffen werden, dass Gene in dem MWF-QTL auf RNO6 durch diese 

microRNA reguliert werden könnten. Hierbei wurden in den meisten Fällen nur über ein 

oder zwei Datenbanken mögliche microRNA-mRNA Paarungen identifiziert. In einigen 

Fällen zeigte eine Datenbank mehrere Bindungsmöglichkeiten an die gleiche mRNA. Die 

von mirGate adressierten Datenbanken Tarbase, miRTarbase und miRecords 

verwenden nur experimentell bestätigte microRNA-mRNA-Paarungen (Andrés-León et 

al., 2015). Keine dieser Algorithmen detektierte eine passende Paarung zwischen mRNA 

auf dem QTL in RNO6 und den identifizierten microRNA. Durch die Verwendung von 

mirGate konnte somit gezeigt werden, dass keine der identifizierten microRNA bislang 

experimentell als Regulatoren der im Albuminurie-QTL enthaltenen Gene identifiziert 

wurden. TargetScan, Pita, Miranda, RNAhybrid und Microtar wurden programmiert eine 

möglichst hohe Komplementarität der Nukleotide von mRNA und microRNA zu erkennen, 

wobei jedes Programm unterschiedliche Ansätze dabei verfolgt und diese nicht 

miteinander vergleichbar sind (Andrés-León et al., 2015). Trotz vieler Jahre der 

Entwicklung ist es bislang nicht gelungen einen Algorithmus zu entwickeln, der 

zuverlässig richtige Vorhersagen treffen kann. Viele der möglichen Paarungen werden in 

nachfolgenden Untersuchungen als falsch positiv identifiziert (Prinzón et al., 2017). Die 

Verwendung von mirGate verbessert nach Angabe des Programmierers die Rate von 

falsch positiven Vorhersagen zu richtigen Vorhersagen um mindestens 10% (Andrés-

Leon et al., 2015). Auch andere Publikationen empfehlen die Verwendung von mehreren 

Vorhersagewerkzeugen, um die Wahrscheinlichkeit eines richtig positiven Ergebnisses 

zu verbessern (Schäfer und Ciaudo, 2020). Andrés-Leon et al. beschreiben, dass ein 

richtig positives Ergebnis bereits wahrscheinlicher wird, wenn die microRNA-mRNA-

Paarung in mindestens zwei Datenbanken vorhergesagt wird (Andrés-Leon et  al., 2015). 
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Dabei ist zu berücksichtigen, dass der Prozentsatz für falsch positive Ergebnisse nahezu 

bei 50% liegt (Pinzón et al., 2017).  

Das Target-Gen mit den meisten, insgesamt vier, Vorhersagen durch Target Prediction 

Tools war basic leucine zipper ATF-like transcription factor (Batf). Allerdings erfolgten die 

Vorhersagen nur für ein Target Prediction Tool (TargetScan) für jeweils unterschiedliche 

Bindungsstellen auf der mRNA. Es ist unklar, wie diese Vorhersage einzuordnen ist. Die 

Vorhersagen von nur einem Target Prediction Tool sind mit geringerer Wahrscheinlichkeit  

richtig positiv (Andrés-Leon et al., 2015). Wie bereits beschrieben ist Batf ein 

Transkriptionsfaktor für unterschiedliche zelluläre Prozesse von B- und T-Zellen (Schraml 

et al., 2009; Betz et al., 2010; He et al., 2016) und steht außerdem in Zusammenhang mit 

der IgA-Nephropathie (He et al., 2016). Die erhöhte Aktivität von Batf in der IgA-

Nephropathie könnte durch eine verminderte Konzentration von miR-130a und anderen 

regulierenden microRNA verursacht sein. Aufgrund der verminderten Expression von 

miR-130a beim MWF-Rattenmodell wäre es möglich, dass die Progredienz der 

Nierenschädigung durch diese Fehlregulation getriggert wird. Als Ursache für die 

Entstehung der Albuminurie bei jüngeren Tieren würde dieser Expressionsunterschied 

allerdings nicht in Frage kommen, da er erst bei den 24 Wochen alten Tieren detektiert 

wurde. Er könnte somit im weiteren Altersverlauf der Tiere die Albuminurie zusätzlich 

triggern. 

Zur Klärung der Frage, ob und in welcher Form microRNA für die Entstehung der 

Albuminurie bei der MWF-Ratte verantwortlich sind, müssen weitere experimentelle 

Analysen, ausgehend von den in Tabelle 5 aufgeführten microRNA-mRNA-Paaren, zum 

Beispiel mit Knockout-Tieren, microRNA-Inhibitoren oder microRNA-

Überexpressionsversuchen vorgenommen werden. 

Zusätzlich wären für die Konfirmierung der Genregulation durch die identifizierten 

microRNA weitere umfangreiche Untersuchungen notwendig.  

Die Beteiligung von microRNA an der Genexpression führte zu einem neuen Verständnis 

über die Zellregulation und die darin involvierten Prozesse. Die Prozesse, die zur 

Entstehung der Albuminurie beim humanen Patienten und bei Tiermodellen führen, 

können über das Verständnis der microRNA-Regulationsmechanismen weiter vertieft 

werden. In Bezug auf Nephropathien, welche mit einer Reihe von Komorbiditäten 



 

66 

 

einhergehen, stellt die Entdeckung der Genregulation durch microRNA eine Möglichkeit 

zum Verständnis der Erkrankung, zur Entwicklung von Biomarkern und zur Konzeption 

von Therapien dar. 
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