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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1  Die Niere

Die Nieren Ubernehmen im Korper vielfaltige Aufgaben. Dazu zéhlen unter anderem die
Wasser- und  Elektrolythomdostase  sowie die  Elimination  harnpflichtiger
Stoffwechselendprodukte [1]. Bei einer Durchblutung von knapp 1700 | Blut am Tag werden
etwa 120 ml Blutplasma pro Minute filtriert und somit von Stoffwechselabfallen gereinigt,
welche zusammen mit dem gebildeten Urin (1-2 | am Tag) ausgeschieden werden [1, 2]. Zu
den Uber die Nieren eliminierten Stoffen zdhlen unter anderem Medikamente
beziehungsweise ihre Metabolite und harnpflichtige Substanzen wie Harnstoff, Harnséure
und Kreatinin [3, 4]. Bei akuter oder chronischer Niereninsuffizienz konnen diese
Substanzen akkumulieren und durch ihre toxischen Effekte verschiedene Organsysteme
affektieren [1, 5].

Weitere Aufgaben der Nieren umfassen die Regulation des Sdure-Base-Gleichgewichts,
wobei der Blut-pH-Wert im Wesentlichen Uber die renale Riickresorption von Bikarbonat
reguliert wird [1, 6], sowie die Bildung einer Reihe lebensnotwendiger Hormone [1]. Durch
die nierenspezifische Synthese des Hormons Erythropoetin (EPO) wird die Produktion von
Erythrozyten stimuliert [7]. Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
regulieren die Nieren den systemischen Blutdruck zum Erhalt der renalen Perfusion [8] um
folglich eine konstante glomeruldre Filtrationsrate (GFR) zu gewadhrleisten. Vitamin D3
wird durch die Nieren in die biologisch aktive Form Calcitriol (1a,25-
Dihydroxycholecalciferol) umgewandelt, wodurch die intestinale Calcium- und
Phosphataufnahme erhoht sowie die renale Ausscheidung dieser vermindert und somit die
Mineralisierung der Knochen unterstitzt wird [9].

1.1.1 Lage und Aufbau

Die Nieren sind paarig, retroperitoneal beiderseits der Wirbelsdule angelegte Organe [10]
(Abbildung 1A). Beide Nieren sind zunichst von einer diinnen Bindegewebskapsel, der
Capsula fibrosa, umhillt und in einem Fettgewebskorper eingebettet [1]. Zusammen mit der
Nebenniere werden sie wiederrum von einem Faszien-Sack, der Fascia renalis
(Gerotafaszie), eingefasst [10]. Der mediale Rand der Niere bildet eine Einziehung, den
sogenannten Nierenhilus, an welchem sich die BlutgefélRe verzweigen und der Harnleiter

(Ureter) entspringt [10]. Das Nierenparenchym, unterteilt sich von auflen nach innen in die
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Nierenrinde (Cortex) und das Nierenmark (Medulla) [1] (Abbildung 1B). In der Medulla
liegen die Nierenpyramiden, welche mit ihrer Spitze, der Papille, zum Hilus gerichtet sind.
Sie besitzen viele kleine Offnungen, tiber welche der Harn aus den Sammelrohren in die
Nierenkelche austritt. Die Kelche bilden das Nierenbecken (Pelvis renalis), welches in den
Harnleiter bergeht. Die Harnleiter beider Nieren miinden in die Harnblase, in der der Urin
gesammelt und tber die Harnrohre (Urethra) ausgeschieden wird [1].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Nierenanatomie.

A) Darstellung der Lage der Nieren im menschlichen Korper inklusive Harnleiter und Harnblase. B) Aufbau
der Niere. Die Nieren besitzen eine komplexe innere Struktur, welche in Nierenparenchym (Nierenrinde und
Nierenmark) und Nierenbeckenkelchsystem (Nierenkelch und Nierenbecken) unterteilt wird. C) Feinstruktur
der Niere und schematischer Aufbau der Blutversorgung. Die Nieren werden tber die Nierenarterien mit Blut
versorgt, welche sich mehrfach verzweigen und in Richtung Cortex filhren, wo sie sich schlieflich zu den
afferenten Arteriolen verzweigen, aus welchen die Glomeruli, hervorgehen. Ausgehend von den
juxtamedullaren Glomeruli verzweigen sich die BlutgeféaRe in die Vasa recta und versorgen so das Nierenmark
(verandert nach [11, 12]).

J— dlinner, absteigender Teil
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Die Nieren werden Uber die Nierenarterien (Arteriae renales), welche paarig aus der
abdominellen Aorta entspringen, mit Blut versorgt [1]. Die Blutgefalle verzweigen sich
innerhalb der Nieren mehrfach (Arteriae interlobares, Arteriae arcuatae und Arteriae
interlobulares) und fuhren entlang der Nierenpyramiden in Richtung Cortex, wo sie sich
schlieBlich zur den afferenten Arteriolen (Vasa afferentia) verzweigen, aus welchen
Gefaltknduel, Glomeruli genannt, hervorgehen [1] (Abbildung 1C). Die Glomeruli stellen
die priméren Filtrationseinheiten der Nieren dar, welche groftenteils kortikal, aber auch
marknah (juxtamedulldr) lokalisiert sind [13]. Hier wird das arterielle Blut Uber die
glomerulére Basalmembran filtriert und das Ultrafiltrat (Primarharn) in die angrenzende
Bowman-Kapsel abgegeben [1, 13]. Das filtrierte Blut fliet anschlielend arteriell weiter
Uber die Vasa efferentia, welche sich erneut in ein peritubuldres Kapillarsystem verzweigen,
das vor allem die Tubuli des Cortex mit Blut versorgt. Ausgehend von den juxtamedullaren
Glomeruli verzweigen sich die Vasa efferentia in die Vasa recta und versorgen so das
Nierenmark [1, 13] (Abbildung 1C). Das vendtse Blut von den peritubuldren Kapillaren des
Cortex sowie von den Vasa recta des Nierenmarks gelangt nacheinander in die Venae
arcuatae, die Venae interlobares und die Venae renales, von wo es dann in die Vena cava

inferior flielit.

1.1.2 Das Nephron

Der in den Glomeruli erzeugte Primarharn wird tber das Tubulussystem abtransportiert und
durch diverse Resorptions- und Sekretionsprozesse konzentriert. Glomeruli und Tubuli
werden zusammen als Nephrone bezeichnet und bilden so die eigentlichen funktionellen
Einheiten der Nieren [1, 13]. Insgesamt befinden sich in einer menschlichen Niere etwa 1,2
Millionen Nephrone [1]. Ausgehend vom Glomerulus und der Bowman-Kapsel erstreckt
sich der proximale Tubulus Gber den absteigenden Ast der Henle-Schleife bis in die Medulla
[1, 13]. Uber die Henle-Schleife ist der proximale Tubulus mit dem distalen Tubulus
verbunden, der parallel dazu wieder in den Cortex zuruckfiihrt. Von dort aus fliel3t der Harn
in das Sammelrohr, welches schlieBlich in das Nierenbecken miindet [1, 13] (Abbildung 1C).
Entlang des Nephrons werden 99 % des glomeruldr filtrierten Primérharns durch
Epithelzellen riickresorbiert [14].

Im Glomerulus beginnt die Urinproduktion mit der Ultrafiltration des Blutes. Der
Glomerulus ist ein Knéuel aus parallel verlaufenden Kapillaren der afferenten Arteriolen,

welches nur flr niedermolekulare Substanzen (bis ca. 15 kDa) durchldssig ist [15].
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Blutzellen und hohermolekulare Substanzen wie das Plasmaalbumin konnen unter
physiologischen Umsténden die Kapillarwand nicht passieren und gelangen damit nicht in
den gebildeten Primérharn. Kleinere Teilchen, wie Wasser, Elektrolyte, Aminoséauren,
Bicarbonat, Glucose, Harnstoff und Kreatinin kdnnen wéhrenddessen ungehindert die Filter
passieren und liegen so im Primdrharn in nahezu identischer Konzentration wie im
Blutplasma vor [15]. Der uberwiegende Teil der im Primérharn enthaltenen Molekule
inklusive zwei Drittel des filtrierten Wassers werden bereits im proximalen Tubulus
rickresorbiert [16]. Bei gesunder Nierenfunktion werden somit am Tag ca. 180 | Primérharn

produziert [1].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der wichtigsten Transportsysteme im proximalen Tubulus.

Die Na*/K*-ATPase (rot) an der basolateralen Membran transportiert Na* unter ATP-Verbrauch im Austausch
gegen K* aus der Zelle in das Interstitium. Dieser Gradient ist die Triebkraft fiir sekundare, Na*-abhéngige
Transportsysteme. Unter anderem wird iber Na*/H*-Antiporter (gelb) Na* im Austausch gegen Protonen tiber
die apikale Membran in die Zelle transportiert, was direkt an die Riickgewinnung von Bicarbonat gekoppelt
ist. Weiterhin werden Uber diverse Na*-Symport-Carrierer (griin, weifl) L-Aminoséuren, Glukose, Phosphat,
Sulfat, Galactose, Vitamin C, Lactat, Acetat, Citrat, Acetoacetat, Succinat und andere Stoffe sekundér aktiv
aus dem Primérharn in die Zelle aufgenommen. Durch die Resorption der im Filtrat enthaltenen geldsten Stoffe
wird entlang eines osmotischen Gradienten ebenfalls Wasser riickresorbiert. Erleichtert wird dieser
Wassertransport durch die Expression von Aquaporinen in der luminalen und basolateralen Membran. Dabei
ist Aquaporin-1 (AQP1) vorwiegend im proximalen Tubulus exprimiert und hauptverantwortlich fur den dort
stattfindenden Wassertransport (blauer Kanal) (veréndert nach [17]).
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Die Resorption fast aller Stoffe ist direkt an Na*-lonen gekoppelt. Die Na*/K*-ATPase an
der basolateralen Membran von proximalen Tubuluszellen transportiert Na* unter hohem
ATP-Verbrauch im Austausch gegen K* aus der Zelle in das Interstitium, wodurch die
intrazellulare Na*-Konzentration geringer als die extrazellulare Konzentration ist [16]
(Abbildung 2, rot). Dieser Gradient ist die Triebkraft fir sekundar aktive, Na*-abhangige
Transportsysteme. Unter anderem wird Na* dabei tiber Na*/H*-Antiporter im Austausch
gegen Protonen Uber die apikale Membran in die Zelle transportiert, was direkt an die
Rickgewinnung von Bicarbonat gekoppelt ist und damit wichtigen Beitrag zur Regulation
des S&ure-Base-Haushaltes leistet [6] (Abbildung 2, gelb). Weiterhin werden Uber diverse
Na*-Symport-Carrier L-Aminosduren, Phosphat, Sulfat, Galactose, Vitamin C, Lactat,
Acetat, Citrat, Acetoacetat, Succinat und andere Stoffe sekundar aktiv aus dem Primérharn
in die Zelle aufgenommen [1] (Abbildung 2, griin). Durch die Resorption der im Filtrat
enthaltenen geltsten Stoffe wird entlang eines osmotischen Gradienten ebenfalls Wasser
rickresorbiert [16]. Erleichtert wird der Wassertransport durch die Expression von
Wasserkandlen, den Aquaporinen in der luminalen und basolateralen Epithelmembran.
Dabei ist Aquaporin-1 (AQP1) vorwiegend im proximalen Tubulus und dem absteigenden
Ast der Henle-Schleife exprimiert und hauptverantwortlich fur den dort stattfindenden
Wassertransport [18] (Abbildung 2, blauer Kanal). Durch den gekoppelten lonen- und
Wassertransport besitzt der Harn im proximalen Tubulus dieselbe Osmolalitat wie das
angrenzende Blutplasma von ~ 290 mosmol/kg, weshalb man hier auch von isoosmotischer
Rickresorption spricht. Der erzeugte Endharn hingegen kann beim Menschen Osmolalitéten
von bis zu 1200 mosmol/kg erreichen [19]. Grundlage hierfir ist die Generierung eines
hypertonen Interstitiums durch das Gegenstromprinzip. Darunter versteht man eine parallele
Anordnung von Tubuli und GeféalRen mit verschiedener Flussrichtung und unterschiedlichen
Permeabilitatseigenschaften [13] (Abbildung 3).

Zusammen mit Na*/K*-ATPasen erfolgt im dicken aufsteigenden Teil der Schleife eine
aktive Resorption von NaCl durch Na*-K*-2CI-Symporter (NKCC2). Dieser Teil des
Nephrons ist gleichzeitig impermeabel fiir Wasser, sodass hier ein hypotoner Harn gebildet
wird [13]. Der absteigende Ast der Henle-Schleife ist, im Gegensatz zum dicken,
aufsteigenden Ast, durch das Vorhandensein von AQP1 wasserdurchldssig [18]. Wasser
diffundiert in das hoher osmolare Interstitium, wo es grofitenteils von den Vasa recta

abtransportiert wird, sodass der vorher isoosmotische Harn hyperton wird [13]. Am diinnen,
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absteigenden Ast findet abgesehen von der Wasserrlickresorption wenig lonenaustausch
statt, da hier Transporterproteine fehlen.

Gleichzeitig findet in den unteren Hauptzellen des Sammelrohres Uber spezifische
Harnstofftransporter eine Rlckresorption von Harnstoff statt, welcher neben NaCl mit einem
Anteil von fast 50 % zum Aufbau des hypertonen Interstitiums in der Medulla beitragt [20].
Der dunne, aufsteigende Ast der Henle-Schleife ist durchlassig fur Harnstoff, wodurch er
wieder in das Tubulussystem zurtick gelangt und dem Kreislauf wieder zur Verfligung steht.
Von hier aus gelangt der hypotone Urin in den distalen Tubulus. Die Hauptaufgabe des
distalen Tubulus und des Sammelrohres besteht darin, den Harn final aufzukonzentrieren
und dabei seine Zusammensetzung feinabzustimmen [13]. Hier wird die Rickresorption von
Wasser hormonell reguliert [21]. Durch spezifische Rezeptoren im Hypothalamus des
Gehirns werden Osmolalitatsunterschiede im Blut registriert. Bei ansteigender
Blutosmolalitdt kommt es zur Ausschittung des Hormons Arginin-Vasopression (AVP),
auch anti-diuretisches Hormon (ADH) genannt. AVP bindet nach dem Erreichen der Nieren
an den basolateralen Vasopressin-V2-Rezeptor (V2R) in der Membran der Sammelrohr-
Epithelzellen. Dadurch wird eine Signalkaskade ausgelost, die letztendlich dazu flhrt, dass
AQP2 in die luminale Epithelmembran der Sammelrohrzellen eingebaut wird [21]. Der
Einbau von AQP2 ermdglicht die Ruickresorption von Wasser aus dem Lumen des
Sammelrohrs in die Epithelzellen. Der Transport von den Epithelzellen in das Blutsystem
erfolgt nun wiederum ber die Aquaporine 3 und 4 (AQP3, AQP4) [18]. Der Endharn kann
somit dem hyperosmolaren Interstitium entsprechend bis zu Osmolalititen von
1200 mosmol/kg konzentriert werden [19].

Dieser komplexe Prozess der Urinproduktion, bei dem die Ruckgewinnung von Elektrolyten
und Wasser passiv an die Natriumrtickresorption gekoppelt ist, beginnend bei den Glomeruli
uber den proximalen Tubulus und der Henle-Schleife bis zum Sammelrohr ist noch einmal

zusammenfassend und auf das wichtigste begrenzt in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der wichtigen Prozesse zur passiven Wasserresorption und
Konzentrierung des Urins.

Im Glomerulus beginnt die Urinproduktion mit der Filtration Blutes (Bildung des Pirmdrharns, 180 | am Tag).
Hohermolekulare Substanzen kénnen die Kapillarwand (gestrichelte Linie) nicht passieren. Kleinere Teilchen
wie Wasser und Elektrolyte kénnen gleichermalien aus dem Primarharn riickresorbiert (brauner Solute Pfeil)
werden, weswegen die Osmolalitat bei etwa 300 mosmol/kg bleibt. Aus dem proximalen Tubulus gelangt das
Filtrat in die Henle-Schleife. Diese ist hauptverantwortlich fir den Aufbau eines osmotischen Gradienten.
Dieser wird erreicht Uber das Gegenstromprinzip zwischen Henle-Schleife und Vasa recta. Die Vasa recta
besitzt einen vom Glomerulus ausgehenden, ins Mark absteigenden Ast (rot markiert) und einen aufsteigenden
Ast (blau markiert), die parallel zueinander verlaufen. Henle-Schleife und Vasa recta sind dabei so angeordnet,
dass nicht nur eine gegenlaufige FlieRrichtung zwischen den jeweiligen auf- und absteigenden Asten
ermdglicht wird, sondern zudem auch zwischen Henle-Schleife und Vasa recta. Im dicken aufsteigenden Teil
der Henle-Schleife erfolgt eine aktive Resorption von NaCl (oranger Pfeil). Dieser Teil des Nephrons ist
impermeabel fiir Wasser, sodass hier ein hypotoner Harn gebildet wird. Der absteigende Ast der Henle-Schleife
ist, im Gegensatz zum dicken, aufsteigenden Ast, durch das Vorhandensein von AQP1 wasserdurchldssig.
Wasser diffundiert in das hoher osmolare Interstitium (blauer Pfeil), sodass der vorher isoosmotische Harn
hyperton wird. Gleichzeitig findet in den unteren Hauptzellen des Sammelrohres eine Riickresorption von
Harnstoff statt (griner Pfeil), welches neben NaCl zum Aufbau des hypertonen Interstitiums in der Medulla
beitragt. Der dunne, aufsteigende Ast der Henle-Schleife ist durchléssig fir Harnstoff, wodurch er wieder in
das Tubulussystem zuriick gelangt und dem Kreislauf wieder zur Verfligung steht. \Von hier aus gelangt der
hypotone Urin in den distalen Tubulus und von dort ins Sammelrohr. Die Hauptaufgabe des Sammelrohres
besteht in der Aufkonzentrierung des Harns. Durch AQP2 an der Epithelmembran kommt es zur
Ruckresorption von Wasser aus dem Lumen. Der Transport von den Epithelzellen in das Blutsystem erfolgt
nun Uber die Aquaporine 3 und 4 (AQP3, AQP4). Der Endharn (1-2 | am Tag) kann somit bis zu Osmolalitaten
von 1200 mosmol/kg aufkonzentriert werden (verdndert nach [22, 23]).
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1.2  Einfluss von Hyperosmolalitat auf zellulare Prozesse
1.2.1 Begriffsklarung

Die Osmolalitat einer Fliissigkeit definiert sich durch die Anzahl der in ihr gelosten Teilchen,
wodurch kolligativen Eigenschaften wie Gefrierpunkt, Siedepunkt oder Dampfdruck einer
Flussigkeit veréndert werden. Dementsprechend ist die Osmolalitat die Summe der
osmotischen Konzentrationen aller dissoziierten Teilchen in einer Lésung und wird in
mosmol/kg angegeben [24].

Dagegen abzugrenzen ist die Tonizitdt. Sie bezieht sich immer auf den Effekt von
unterschiedlichen Osmolalitaten zwischen zwei Lésungen, die durch eine semipermeable
Membran voneinander getrennt sind, wie beispielweise das intrazelluldre und extrazellulare
Milieu [25]. Die Folge dieses Effektes ist immer ein osmotisch getriebener Wassertransfer
zwischen zwei Kompartimenten, welcher eine Volumenénderung der Zelle mit sich bringt.
Dabei unterscheidet man drei Zustdnde: Zellen, die einer extrazelluldren Hypertonizitat
ausgesetzt sind, also deren extrazelluldare Lésung mehr geldste Teilchen beinhaltet als
innerhalb der Zelle, verlieren an Wasser und dementsprechend auch an Zellvolumen. Das
Gegenteil ist der Fall, wenn die Lésung hypoton ist. Ist eine Ldsung jedoch isoton, andert
sich das VVolumen aufgrund identischer Konzentrationen gel6ster Teilchen in- und aul3erhalb
der Zellen nicht [24].

1.2.2 Folgen von hyperosmotischem Stress

In der inneren Medulla der Nieren ist die Osmolalitdt des Interstitiums mit etwa
1200 mosmol/kg viermal so hoch wie die des Cortex oder die des Blutplasmas mit
300 mosmol/kg [19]. Bedingt durch diesen Effekt sind Zellen aus der inneren Medulla der
Nieren hohem osmotischen Stress ausgesetzt, welcher zu Anderungen in der ZellgréRe und
des Zytoskeletts sowie zu einem Zellzyklus-Arrest fuhrt [26, 27]. Sind die negativen
Auswirkungen fur die Zelle nicht mehr tolerierbar, kann Hyperosmolalitdt auch die
Apoptose induzieren [27]. Studien zeigen dabei, dass kultivierte Zellen bereits bei
wesentlich geringeren Osmolalitaten absterben als in-vivo [28, 29]. Um groRe zellulére
Schaden zu verhindern und physiologische Funktionen zu erfillen, ist es den Zellen Gber

Adaptionsprozesse jedoch mdglich eine derart hohe Osmolalitat zu tolerieren [30].
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1.2.3 Adaptionsmechanismen

Anpassungsmechanismen der Zelle auf extrazellulare Hyperosmolalitat kdnnen zeitlich in
Stadien eingeordnet werden. Eine der ersten Anpassungen besteht in der regulatorischen
Volumenzunahme (RVI) der Zelle [26]. Damit verbunden ist die schnelle Aktivierung von
membrangebundenen lonentransportern und eine Anreicherung der anorganischen lonen
Na®, K* und CI" um die zytoplasmatische Osmolalitdt zu erhdhen [26]. Der damit
einhergehende osmotisch getriebene Wassereinstrom stellt das Zellvolumen wieder her.
Dies flhrt jedoch in zu hohen Konzentrationen zu nachteiligen Auswirkungen auf die
Zellphysiologie. Dazu zéhlen eine veranderte Enzymaktivitdt, verminderte DNA-
Replikation, verminderte Proteinsynthese und im Extremfall DNA-Doppelstrangbriiche mit
konsekutiver Apoptoseinduktion [30-32], weshalb parallel sowie nachfolgend dazu weitere
Anpassungsmechanismen erfolgen mussen.

Um die Homoostase der anorganischen lonenkonzentration wiederherzustellen, werden
verzogert (Stunden bis Tage nach Exposition) nicht toxische, metabolisch neutrale
organische Osmolyte in der Zelle akkumuliert [30]. Sie konnen aus verschiedenen
chemischen Klassen stammen, einschlieBlich Aminosduren, Methylaminen und Polyolen
[33]. Zu den organischen Osmolyten zahlen unter anderem Betain, Glycerophosphorylcholin
(GPC), Myo-Inositol, Taurin und Sorbitol [26, 30]. Die Akkumulation dieser Stoffe in der
Zelle geschieht entweder durch Aufnahme der Osmolyte aus dem extrazellularen Raum oder
durch intrazellulare Produktion [30]. So sind Betain/GABA-Transporter (BGT1, Slc6al2),
Na*-Myo-Inositol-Transporter (SMIT, Slc5a3) oder Taurin-Transporter (TAUT, Slc6a6) fiir
den Import von Betain, Myo-Inositol und Taurin verantwortlich wahrend Aldosereduktase
(AR) die Synthese von Sorbitol aus Glukose katalysiert [34-37].

Neben der Akkumulation von organischen Osmolyte werden bei extrazellularer
Hyperosmolalitdt molekulare Chaperone und Hitzeschockproteine aktiviert, die der
Destabilisierung und Fehlfaltung von zellularen Proteinen entgegenwirken. Das
Hitzeschockprotein HSP70 bindet reversibel an hydrophobe Seitenketten von ungefalteten
oder teilweise entfalteten Proteinen und fuhrt zur Wiederherstellung der korrekten
Konformation, wodurch  fehlerhafte  intramolekulare ~ Wechselwirkungen  oder
Aggregationen verhindert werden [26, 30]. Weiterhin wird, um Schaden an der DNA zu
beseitigen, die durch hyperosmotischen Stress entstanden sind, die Expression des
Tumorsuppressorgens p53 induziert [26]. Als Transkriptionsfaktor reguliert p53 die
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Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, der Reparatur der DNA oder der
Induktion der Apoptose beteiligt sind [38].

Eine Vielzahl an Studien legt nahe, dass hyperosmotischer Stress nicht nur in renalen Zellen
von Relevanz ist, sondern dass viele Mechanismen und Signalwege zur Anpassung an
hyperosmotischem Stress in unterschiedlichen Zelltypen analog ablaufen. Beispielsweise
konnten die aufgefihrten Anpassungsmechanismen bereits in T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen, Neuronen, Myoblasten, Fibroblasten, glatten GefédRmuskelzellen und
Epithelzellen nachgewiesen werden [39]. In vielen Prozessen zur Anpassung an
hyperosmolare Bedingungen ist der Transkriptionsfaktor Nuclear factor of activated T-cells
(NFATS) beteiligt und stellt somit einen bedeutenden Regulator fiir die Anpassung an

osmotischem Stress dar [39].

1.3 Nuclear factor of activated T-cells 5 (NFAT5)
1.3.1 Die Proteinfamilie der Rel-Proteine

NFATS, auch bekannt als TonEBP (Tonicity-responsive enhancer binding protein) oder
OREBP (Osmotic-responsive element binding protein), gilt als der bedeutendste
Transkriptionsfaktor von hyperosmotischer Stressvermittlung [39, 40]. Es konnte gezeigt
werden, dass NFATS5 in einer Reihe verschiedener Gewebetypen, wie Niere, Gehirn, Herz,
Thymus, Lunge und Skelettmuskulatur exprimiert wird [41, 42].

Erstmals wurde NFAT5 1999 als TonEBP in medulléren Zellen der Nieren identifiziert [42].
MiYAKAWA et al. zeigten, dass NFATS5 bei der Antwort auf osmotischen Stress mit Hilfe
einer Rel-homologen DNA-Bindedomane (RHD) an Tonicity-responsive enhancer (TonE)-
Elemente osmoprotektiver-Gene bindet und so die Expression dieser Gene reguliert [42].
Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten durch die RHD zéhlt NFAT5 mit den Calcineurin-
abhangigen NFAT 1-4 Proteinen sowie der NF-xB-Gruppe (Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells) zur Rel-Familie [43, 44] (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von NFAT1-5 und NF-kB/Rel.

Alle Proteine weisen eine konservierte RHD Doméne (griin) auf. Die N- und C-terminalen Domanen sind nicht
Uber die Gruppen hinaus konserviert (grau). Allein die NFAT1-4 weisen eine Calcium abhdngige NHR
Doméne (orange) auf (RHD = Rel Homologie Doméne, NHR = NFAT-homologe Region, veréndert nach [45]).

Allerdings besitzen, abgesehen von der konservierten RHD die Vertreter der Rel-Familie
nur geringe strukturelle Ahnlichkeiten [43]. So fehlt NFAT5 die N-terminale regulatorische
NFAT-homologe Doméne (NHR), welche in NFAT 1-4 Proteinen zu finden ist [41, 46]. Sie
weisen eine sehr hohe Variabilitat in ihrer DNA-Bindung auf, wodurch eine Vielzahl
unterschiedlicher Transkripte, wie beispielsweise Signalproteine, Cytokine und
Zelloberflachenproteine, reguliert werden konnen [47]. Weiterhin werden sie in einer
Vielzahl von Geweben exprimiert, wie neuralem Gewebe, Endothelzellen, Skelett- und
Herzmuskeln, Chondrozyten, Keratinozyten, Adipozyten und in den meisten Immunzellen
[47]. Auch die funf Mitglieder der NF-xB-Gruppe (Rel A, Rel B, c-Rel, p50 und p52) sind
untereinander sehr unterschiedlich und weisen sehr heterogene DNA-Bindemotive auf [48].
In Abbildung 5 ist die Doménen-Organisation des NFAT5-Proteins schematisch dargestellt
[45].

Transkriptionelle Transkriptionelle

Aktivitat DNA-Bindung Aktivitat
TAD 1 RHD TAD 2 .
N[ —I— - [ I C
\ \ [
NES AED NLS DID
Kernexport  Kernimport Dimerisierung

Abbildung 5: Detaillierte Domanenstruktur von NFATS5.

NFATS enthalt eine Vielzahl an funktionellen Domdnen. Darunter eine NES, AED und NLS Doméne fiir die
Translokation in und aus dem Zellkern, eine TAD1 und TAD2 Doméne zur transkriptionellen Aktivierung
sowie eine RHD Domaéne zur DNA-Bindung (NES = nuclear export signal, AED = auxiliary export domain,
NLS = nuclear import signal, TAD1/2 = Transaktivierungsdoménel/2, RHD = Rel Homologie Doméne, DD
= Dimerisierungsdomane, verandert nach [45]).
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Die Kernimport- und -exportsignale NLS, NES und AED vermitteln den Transport von
NFATS zwischen Zellplasma und Zellkern. Unter isoosmolaren Bedingungen befindet sich
NFATS5 nicht in einem statischen Zustand, sondern liegt sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern in einem aktiven Gleichgewichtszustand vor [42]. Verandert sich die extrazellulére
Osmolalitat des Milieus verandert sich die Menge und das Verhaltnis von NFAT5 zwischen
Kern und Cytosol, wobei hyperosmolarer Stress den nukledren Import und die
Akkumulation des Transkriptionsfaktors erhoht, wéahrend Hypoosmolalitat zu seinem
nukledren Export fihrt [49]. NFATS liegt in der Zelle als Homodimer vor und bindet tber
die Rel Homologie Domédne (RHD) an DNA-Elementen mit einer TGGAAANN (N,
beliebiges Nukleotid, siehe Anhang Abbildung 59) Sequenz [45].

1.3.2 Funktion von NFAT5 in der Nierenphysiologie

Die Konzentrierung des Harns und die damit verbundene Aufrechterhaltung des Wasser-
und Elektrolythaushaltes zahlt zu den Hauptfunktionen der Nieren [1]. Dies hat eine hohe
interstitielle Osmolalitat von bis zu 1200 mosmol/kg insbesondere in marknahen Bereichen
in den Nieren zur Folge [19]. Durch seine Funktion als Schlisseltranskriptionsfaktor
reguliert NFATS5 eine Vielzahl von Genen, die flr die Adaption der Zellen an eine héhere
Osmolalitat wichtig sind. So konnte gezeigt werden, dass NFAT5 die Aktivierung von
Wasserkanélen, wie Aquaproin-1 (Agpl, proximalen Tubulus und absteigenden Ast der
Henle-Schleife) [50] oder von Aquaproin-2 (Aqp2, Sammelrohr) [51] steuert, was zur
Regulierung der Wasserpermeabilitat des Nephrons beitragt. Zusétzlich reguliert NFATS die
Expression der Urea transporter a (Utal, Uta3 und Uta4), welche bedeutsam fir die
Erhohung der interstitiellen Osmolalitat und der Ausscheidung von Harnstoff sind [52].
Ebenfalls steuert NFATS5 unter Hyperosmolalitat die Aktivierung der Gene SMIT, BGT1, AR
oder TAUT, die eine Akkumulation oder Synthese von Osmolyten in der Zelle zur Folge
haben [40]. Weitere Daten beschreiben eine NFATS5-vermittelte-Expression von
Hitzeschockproteinen (HSP70), wodurch fehlerhafte Proteinfaltungen verhindert werden
[53].

Neben diesen Kklassischen hyperosmolalitats-induzierten-Genen zeigen Studien die
Regulation hunderter weiterer Gene tber die extrazellulare Osmolalitatserhéhung [54, 55].
Jedoch sind die meisten der identifizierten Gene, die ebenfalls tiber die Osmolalitat sehr stark

in ihrer Expression reguliert werden, in Bezug auf eine NFAT5-abhangige-Expression oder
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die physiologische Rolle in den Nieren kaum charakterisiert. Dazu zéhlt ebenfalls das, aus
letzterer Studie am starksten regulierte-Gen, ran-binding protein 3-like (Ranbp3l) [55].

1.4 Ran-binding protein 3-like - bisherige Forschung

ScHuULzE BLAsuM et al. konnten insgesamt tiber 8700 osmolalitatsregulierte-Gene in primar-
kultivierten-intermedullaren-Sammelrohrzellen (IMCD, inner medulla collectingduct) von
Ratten identifizieren [55]. Zu den am stérksten hochregulierten Genen unter
Hyperosmolalitat und zugleich kaum charakterisierte zahlte das Ranbp3l, welches fur diese
Arbeit von besonderem Interesse war [55-57].

RANBP3L zeigt unter seiner Familie die groRte Ahnlichkeit zu RANBP3 (siehe
Aminosauresequenz im Anhang unter 8.2), welches schon in diversen Studien als Kern-
Transport-Protein beschrieben werden konnte [58-60]. Deshalb wird von einer ahnlichen
Funktion von RANBP3L ausgegangen. Die einzige Arbeit aul3erhalb unseres Labors hat eine
Funktion von RANBP3L bei der Regulation von Signalwegen des
knochenmorphogenetischen Proteins (bone morphogenic protein, BMP) gezeigt, indem es
die Smad-Proteine, in diesem Fall Smadl, 5 und 8, aus dem Kern transportiert [61, 62]. Die
Funktion als Kernexport-Protein ist zurlckzufuhren auf die in RANBP3L-Sequenz
konservierte Ran-Bindedoméane (RBD) von etwa 120 Aminosduren [63, 64]. Das Ras related
nuclear protein (Ran) ist ein kleines monomeres G-Protein, welches eine entscheidende
Rolle im nukleo-zytoplasmatischen-Transport spielt. Der nukleotidgebundene-Zustand von
Ran wird durch das Ran GTPase-activating protein (RanGAP) und durch den
Guaninnukleotid-Austauschfaktor RCC1 reguliert [65, 66]. Da RCC1 im Zellkern vorliegt
und RanGAP auf das Zytoplasma beschrankt ist, ist Ran im Zellkern primér an GTP und im
Cytosol an GDP gebunden, was die treibende Kraft des nukleo-zytoplasmatischen-
Transports darstellt. Im Zellkern lagert sich CRM1, auch Exportinl genannt, mit Ran-GTP
und dem NES-tragenden Cargo-Protein zu einem ternd&ren CRM1/Ran/Cargo-Komplex
zusammen, der durch den Kernporenkomplex (NPC) ins Zytoplasma transloziert [63]
(Abbildung 6).
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Cytosol

Abbildung 6: Postulierter Mechanismus der CRM1-abhéngigen-Proteintranslokation mittels Ran und
RANBP3.

Im Nucleus wird Ran-GDP durch RCC1 zum Ran-GTP umgewandelt. Um Cargo-Proteine (markiert durch ein
NES Signal, blau) aus dem Nucleus in das Cytosol zu transportieren formt sich ein terndrer Komplex aus
CRM1/Ran-GTP/Cargo-Komplex, welcher durch RANBP3 begunstigt wird. Der Komplex passiert die
Kernmembran und zerféllt im Cytosol. Ran-GTP wird im Cytosol zu Ran-GDP durch die RanGAP
umgewandelt. RANBP3 und CRM1 kdnnen nun erneut die Kernmembran passieren und stehen fur einen neuen
Zyklus bereit (CRM1 = Chromosomal Maintenance 1/ Exportin 1, GDP = Guanosindiphosphat, GTP =
Guanosintriphosphat NES = nuclear export signal, Ran = Ras-related nuclear protein, RanGAP = Ran GTPase-
activating protein 1, RANBP3 = Ran-binding protein 3, RCC1 = Regulator der Chromosomenkondensation 1,
auch bekannt als Ran-Guanin-Nucleotid-Austauschfaktor, verandert nach [67]).

Andere RBD-haltige Proteine sind beispielsweise das kleine RANBP1 [68] oder RANBP2,
auch Nup358 genannt. Letzteres ist ein Riesennukleoporin,welches an der cytosolischen
Seite des NPC lokalisiert ist und vier RBDs enthalt [69].

ScHULZE BLASUM et al. konnten bereits zeigen, das Ranbp3l-mRNA in der Ratte spezifisch
in den Nieren und dort vor allem in den tief gelegenen innermedullaren Bereichen und der
Papille exprimiert wird [55]. Diese Ergebnisse decken sich mit dem humanen
Expressionsmuster von RANBP3L laut der Datenbank GEPIA2 (Abbildung 7). Wéhrend
RANBP3 eine ubiquitére Expression aufweist, zeigt RANBP3L eine spezifische Expression
in den Nieren und dem Gehirn. Diese Befunde wurden auch durch
Immunfluoreszenzaufnahmen der Ratten-Nierenrinde und inneren Medulla validiert [55].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch Kultivierung von priméren Ratten-IMCD-
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Zellen in Medium mit 600 mosmol/kg eine verstarkte RANBP3L-Proteinsynthese im
Zellkern zu beobachten ist. Zusétzlich konnte dieser Effekt in Zellen des proximalen Tubulus
von Ratten, den NRK-Zellen, bestatigt werden. Somit ist durch extrazellulére
Hyperosmolalitéat eine Methode vorhanden, die die physiologischen Bedingungen der Nieren
in-vitro nachahmt und auf deren Grundlage die Rolle von RANBP3L untersucht werden
kann [55].

RANBP3 RANBP3L

Abbildung 7: Schematische mRNA-Expressionsverteilung von RANBP3 und RANBP3L.
Wahrend RANBP3 eine ubiquitare mRNA-Verteilung aufzeigt, ist die Expression von RANBP3L begrenzt auf
die Nieren und das Gehirn. Daten bezogen von GEPIA2 [70] (Datenstand: 14.07.2022).

RANBP3L sowie eine Vielzahl weiterer osmolalitatsregulierter-Gene, die von SCHULZE
BLAsuM et al. [55] gefunden wurden, konnten in der Studie von KANDABARAU et al.
ebenfalls identifiziert werden [56]. Zusatzlich wurde hier gezeigt, dass diese Gene im
Nierenzellkarzinom invers reguliert sind und die Expression von 111 Genen davon, sowie
auch RANBP3L, mit dem Uberleben von Nierenzellkarzinom-Patienten korreliert. Ob oder
wie die Gene bei der Entstehung oder Progression des Nierenzellkarzinoms eine Rolle

spielen ist bislang kaum untersucht.
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1.5 Das Nierenzellkarzinom
1.5.1 Klassifikation

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCC) ist eine sehr heterogene Tumorentitéat,
die am haufigsten den Epithelzellen des Nephrons entspringt und sich durch verschiedene
Subtypen auszeichnet [71]. Die hdufigsten Formen bilden das Kklarzellige-
Nierenzellkarzinom (KIRC), mit ca. 70-80 % aller RCC-Félle [71, 72], das papillare
Karzinom (KIRP) mit etwa 10-15 % [72] sowie das chromophobe Karzinom (KICH, ca. 3-
5 %) [72]. Nach der Diagnose kann das Nierenzellkarzinom in 4 Stadien unterteilt werden
(Abbildung 8A, siehe Anhang 8.1) [73] wobei mit steigendem Stadium sich die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten enorm verringert [73, 74] (Abbildung 8B).

A) Stadium | Stadium I Stadium Il Stadium IV

Faszien- Vena weitere Lymph-
sack Cava Organe knoten

B

40 1

|

Stadium | | p < 0.0001

20 { - Stadium I i_
—————— Stadium 11l
—..—..—.. Stadium IV

Uberlebenswahrscheinlichkeit in % =~

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit in Jahren

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Einteilung des Nierenzellkarzinoms in die Stadien I-1V und
die jeweilige Uberlebenswahrscheinlichkeit.

A) Einteilung der Stadien des Nierenzellkarzinoms. Bei Stadium 1-2 ist der Tumor lokal auf die Niere begrenzt
und wird anhand seiner GroRe (Stadium 1 < 7 cm > Stadium 2) kategorisiert. Stadium 3 ist dadurch
gekennzeichnet, dass der Tumor beginnt das umliegende Fettgewebe oder benachbarte Blutgefae zu
infiltrieren. Patienten im Stadium 4 besitzen entweder Fernmetastasen oder ein lokal fortgeschrittenes
Tumorstadium mit Infiltration Uber die Grenzen der Gerotafaszie hinaus beziehungsweise Befall mehrerer
regionaler Lymphknoten [73] (verdndert nach [75]). B) Kaplan-Meier-Plot aus der Studie von CHANG et al.
[74] zeigt Verringerung der Uberlebenswahrscheinlichkeit mit steigendem Tumorstadium. Hierfiir wurden 328
Patienten analysiert. Im Stadium | lag die Uberlebensrate bei 85,8 %, im Stadium 1l bei 85,5 %, im Stadium
111 bei 59,1 % und im Stadium 1V bei 35,7 %.
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Fruhzeitig entdeckt (Stadium | — Stadium I1) ist das Nierenzellkarzinom zwar heilbar, in
fortgeschrittenen (ab Stadium 111) beziehungsweise metastasierten Stadien jedoch meist nur

in palliativer Intension behandelbar [71, 72].

1.5.2 Pathogenese

Zu den Hauptrisikofaktoren fir eine Entstehung von RCC zdahlen arterielle Hypertonie,
Nikotinkonsum, geringe physische Aktivitat und Ubergewicht [71]. Aber auch hereditére
Nierenzellkarzinome sind in der Literatur beschrieben [71]. So gilt der Verlust oder die
Inaktivierung des von Hippel-Lindau-Tumorsuppressorgens (VHL) als ein Hauptrisikofaktor
fiir die Entwicklung von RCC [76]. Allerdings zeigten Studien, dass eine Mutation von VHL
allein nicht ausreicht, um die Entstehung eines Nierenzellkarzinoms zu induzieren [77]. In
dem Maus-Modell von HARLANDER et al. waren zusatzlich Mutationen der Gene Trp53 und
Rb1l notwendig [77]. Ebenso sind innerhalb eines Nierenzellkarzinoms auch haufig neben
VHL, Deletionen in den Tumorsuppressorgenen PBRM1, SETD2 und BAP1 zu finden [78].
Mittels der Next Generation Sequencing (NGS)-Analyse von Tumorzellen konnten in den
letzten Jahren immer mehr solcher Daten bei sinkenden Kosten erfasst werden [79]. So
konnten also neben der sehr frih entdeckten VHL-Mutation viele weitere
Nierenzellkarzinom-assoziierte-Gene identifiziert werden [80]. Die Mutations- bzw.
Expressions-Heterogenitét, die sich in Nierenkarzinomzellen beobachten l&sst, wirkt sich
wiederum auf die unterschiedliche Prognose betroffener Patienten sowie deren
Behandlungsmaglichkeiten aus [71]. Zukinftige Herausforderungen liegen also in der
Interpretation und Analyse identifizierter Expressionsprofile mit dem Ziel die Ursachen der
Erkrankung besser zu verstehen und letztendlich dadurch neue Therapiekonzepte entwickeln

zu koénnen [81].
1.6 Osmolalitasregulierte-Gene im RCC

Wie in Absatz 1.2.3 erwahnt, konnte in Ratten-IMCD-Zellen mittels Sequenzier- und in-
silico-Analysen gezeigt werden, dass Hyperosmolalitat verantwortlich fur die Expression
und Repression hunderter charakteristischer Gene ist [55]. Viele davon zeigen eine inverse
Regulation im Nierenzellkarzinom sowie eine signifikante Korrelation mit der
Uberlebensrate  von KIRC-Patienten [56]. Das Expressionsprofil der top 25
herunterregulierten-Gene in der KIRC-Kohorte aus der TCGA (The Cancer Genome Atlas)
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Datenbank [82] zeigt zudem bekannte osmolalitatsregulierte-Gene (rot markiert) [56] sowie
auch RANBP3L auf (Abbildung 9).

Top 25 herunterregulierte Gene in KIRC
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Abbildung 9: Expressionsprofil der top 25 herunterregulierten Gene im klarzelligen
Nierenzellkarzinom.

Dargestellt sind die top 25 herunterregulierten Gene im klarzelligen Nierenzellkarzinom (KIRC). Darunter
auch identifizierte hyperosmolalitatsregulierte-Gene (rot markiert [55]) sowie auch RANBP3L. Die Daten
stammen aus der TCGA-Datenbank und sind durch das Ualcan-tool dargestellt [83] (Datenstand: 14.07.2022)

Eine genaue Analyse der RANBP3L-Expression im Vergleich zu der Kontrollkohorte zeigt
eine signifikante Reduktion im RCC und allen drei Subtypen KIRC, KICH und KIRP
(Abbildung 10A-B). Zusétzlich scheint allein die Expression von RANBP3L ein
prognostischer Faktor fir das Gesamtiberleben innerhalb der KIRC-Kohorte zu sein
(Abbildung 10C). Die Analyse der TCGA-Mutationsdatenbank ergab weiterhin keine weit
verbreiteten Mutationen innerhalb der genomischen Region von RANBP3L (siehe Anhang
8.11.4), was fur eine tatsdchliche Herunterregulierung von RANBP3L beim

Nierenzellkarzinom spricht.
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Abbildung 10: Expression von RANBP3L im Nierenzellkarzinom sowie dessen prognostische Relevanz.
A) Expression von RANBP3L im Nierenzellkarzinom (grau) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (weif3).
B) Expression von RANBP3L separiert nach den Nierenzellkarzinomentitdten KIRC (rot), KICH (blau) und
KIRP (gelb) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (weil3). Die Werte wurden mit einem Student's-T-Test
analysiert und sind in einem Whisker-Plot mit 1-99 Perzentilen dargestellt, ***, p < 0,001. Die Daten stammen
aus der TCGA-Datenbank [82, 84] (Datenstand 14.07.2022). C) Kaplan-Meier-Plots fir RANBP3L im
Nierenzellkarzinom. Alle Kaplan-Meier-Plots wurden mit dem GEPIA2-Tool mit der entsprechenden RCC-
Kohorte aus TCGA-Daten und normalen Proben (N) erstellt [70]. Die Gruppengrdf3en sowie die p-Werte sind
den Grafiken zu entnehmen (Hoch: Proben mit einem Expressionsniveau, das iber dem Median liegt, werden
als Hochexpressionskohorte betrachtet. Niedrig: Proben mit einem Expressionsniveau, das unter dem Median
liegt, werden als Kohorte mit niedriger Expression betrachtet, Logrank-Test) [85].

Die bis jetzt gezeigten Daten verdeutlichen eine prognostische Relevanz
osmolalitatsregulierter-Gene wie RANBP3L im Nierenzellkarzinom aber ohne naher auf die
nierenspezifische Regulation und zellulare Funktion einzugehen. Das Fehlen solcher Daten

bildet die Intention fiir die Anfertigung dieser naturwissenschaftlichen Doktorarbeit.
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2 Zielstellung

Die Physiologie der Nieren weist einen osmotischen Gradienten zwischen Nieren-Cortex
und Medulla auf, wobei sich die Osmolalitdt in Richtung Medulla aufkonzentriert.
Genexpressionsanalysen in innermedullaren Sammelrohrzellen (IMCD) von Ratten zeigten
hunderte von osmoregulierten-Genen im Vergleich zu Zellen unter isoosmsolaren
Bedingungen. Weiterhin scheinen viele dieser Gene uber den Transkriptionsfaktor NFAT5
reguliert zu werden. Sie zeigen eine signifikante Korrelation mit der Uberlebensrate von
Nierenzellkarzinompatienten - vorrangig im Klarzelligen Subtyp (KIRC). Eines der am
stérksten regulierten Gene war das bis dahin kaum charakterisierte Ranbp3l (Ran-binding
protein 3-like). Vorarbeiten zeigten bereits eine nierenspezifische-Expression in
Sammelrohrzellen, was eine wichtige Rolle in der Nierenphysiologie impliziert. Im Rahmen
dieses Projektes sollte die Expressionregulation von Ranbp3I unter Hyperosmolalitat weiter
charakterisiert sowie dessen Rolle fiir die Nierenfunktion auf zelluldrer Ebene

herausgearbeitet werden. Dafiir wurden folgende Ziele formuliert:
1) Die in Ratten-IMCD erzeugten Daten sollten in Mausmodellen verifiziert werden.

Daflr musste:

o die etablierte Kultivierung von Ratten-IMCD auf Maus-IMCD-Zellen ubertragen
werden.

e die Sammelrohrzelllinie mpkCCD fir in-vitro-Studien als Modellsystem charakterisiert

werden.

2) Die Rolle von NFAT5 bei der hyperosmolalitats-vermittelten-
Transkriptionsaktivierung von Ranbp3l sollte untersucht werden.

Dafir war es notig:

e NFATS5 mittels CRISPR/Cas9 in mpkCCD unter Verwendung verschiedener gRNASs
sowie einer Scramble (Scr)-gRNA auszuschalten.

e ex-vivo NFATS5 konditionell durch Zugabe von 4-Hydroxy-Tamoxifen in murinen
IMCD auszuschalten.

e eine direkte Interaktion von NFAT5 und RANBP3L (iber Promotoranalysen zu

bestatigen.
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3) Die physiologische Funktion von RANBP3L sollte in-vitro genauer untersucht

werden.

Dafir wurden:

e die mpKCCD-Zelllinie mittels einer CRISPR/Cas9 induzierten RANBP3L-
Inaktivierung (analog zum NFAT5-Knockout) auf phanotypische Unterschiede dieser
Zellen untersucht.

e globale Genexpressionsanalysen der RANBP3L-Knockout-Zellen durchgefihrt, die zu
RANBP3L Zielgenen fuhren sollten.

e die bioinformatisch identifizierten Zielgene durch Rettungsversuche verifiziert und

genauer analysiert.
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3 Materialien
3.1 Chemikalien

Alle Grundchemikalien wurden von Sigma (Missouri, USA), Thermo Fisher Scientific
(Massachusetts, USA), Invitrogen (Massachusetts, USA), Gibco®Life Technologies
(Massachusetts, USA), Merck (Massachusetts, USA) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen. Alle besonderen Chemikalien sind nachfolgend aufgelistet und entstammen,

soweit nicht anders angegeben, den oben genannten Firmen.

Bezeichnung

4-Hydroxytamoxifen
DNA Ladder (50 bp-1 kb)
Agarose

Ampicillin

Bacto™ Agar

Bradfordreagenz

CaClz

Collagen IV

DAPI

Dimethylsulfoxid (DMSO)
destilliertes Wasser

Ethidiumbromid, 1 % wassrige Lésung
Fluoroshield™

Formaldehyd

G418 (Geneticin)

Gelatine (50%ig)

Glycerol

Kanamycin

LB Broth

Milchpulver

Natriumchlorid

NuPAGE™ LDS-Probenpuffer (4x)
NuPAGE™ MES SDS Laufpuffer (20X)
Oligo-dT Primer

Phalloidin-Alexa Fluor™ 488
Phalloidin-Alexa Fluor™ 568

PBS

Hersteller

Sigma-Aldrich

NEB (Massachusetts, USA)
Biozym (Oldendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich

BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Kalifornien,
USA)

Merck

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Apotheke des Uniklinikums Halle
(Saale)

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Invitrogen

Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Sigma-Aldrich
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Ponceau S

Penicillin/Streptomycin

Puromycin (10 mg/ml)

Random Hexamere

SeeBlue™ Plus2 Pre-stained
SYBR™ Select Master Mix fiir CFX

Triton X-100
Trypsin-EDTA
TurboFect
Tween® 20
Urea
X-Gal-Losung

3.2 Allgemeine Materialien

Bezeichnung

Amersham™ Protran® 0,2 um
Deckgléser, 12 mm Durchmesser
Filterspitzen 10, 20, 100, 200, 1000 pl
Flussigprobenbeutel Whirl-Pak®
Hard-Shell PCR Plates, 96-well, weil3
IncuCyte® ImageLock 96-well Platten
Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film
Mini Trans-Blot

Neubauer Zghlkammer 0,1 mm

Novex™ 4-20% Tris-Gycin-Gele
Objekttrager Mattrand, 76 x 26 mm
Serologische Pipetten 5, 10, 25 50 ml

Whatman™ Chromatography Paper 3 mm

XCell SureLock Mini-Cell Modul
Zellkulturflasche 25,75 cm?
Zellkulturplatte 6, 12, 24, 48, 96F well
Zellkulturschale 100

3.3 Gerate

Bezeichnung
BioPhotometer® D30

Bio-Rad CFX Connect™ Real-Time System

ChemiDoc™MP Imaging System
Digital Graphic Printer UP-D890

Chem Cruz (Santa Cruz, USA)
Gibco®Life Technologies
Sigma-Aldrich

Invitrogen

Invitrogen

Applied Biosystems (Massachusetts,
USA)

Merck

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Merck

Sigma-Aldrich

biomol (Hamburg, Deutschland)

Hersteller

GE Healthcare (Illinois, USA)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
Biozym

Carl Roth

Bio-Rad Laboratories

Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories

Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland)

Invitrogen

Susse, (Wuppertal, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific

TPP® (Trasadingen, Schweiz)
TPP®

TPP®

Hersteller

Eppendorf, (Hamburg, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories

Sony Corporation (Tokio, Japan)
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Digital Sonifier 250

Heraeus™ Biofuge fresco

Heraeus™ HERAcell Brutschrank
Heraeus™ HER Asafe KSP

Heraeus™ Multifuge 1 S-R

IncuCyte S3® Live-Cell Analysis System
Keyence BZ-9000

LSRFortessa™ Cell Analyzer

Mini Trans-Blot® Cell

New Brunswick™ Excella® E24 (Schuttler)
T100™ Thermal Cycler

ThermoMixer F1.5

Gellauftkammer

UVP UVsolo touch Geldokumentationssystem
PowerPac™ Basic Power Supply
Sub-Cell GT Cell (Laufkammer)

Spark® Multimode Mikroplatten Reader
Sprout® Mini Zentrifuge

Vortex Genie 2

WoundMaker™

XCell 1l Blot Module (Transferkammer)

3.4 Wissenschatfliche Software

Bezeichnung

Bio-Rad CFX Manager 3.1
Bio-Rad CFX Maestro 2.0
GraphPad Prism 8

Incucyte® Analysis Software
Zen 3.0 blue edition

Image Lab Software

3.5 Kits

Bezeichnung
GenElute™ Gel Extraction

GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep

GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep
GenElute™ PCR Clean-Up

GenelJET Plasmid Miniprep

M-MLV Reverse Transkriptase

Luciferase Assay System

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate

Branson (Connecticut, USA)
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Keyence (Osaka, Japan)

BD (New Jersey, USA)
Bio-Rad Laboratories
Eppendorf

Bio-Rad Laboratories
Eppendorf

Bio-Rad Laboratories
Analytik Jena (Jena, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories

Tecan (Mannedorf, Schweiz)
Roth

Thermo Fisher Scientific
Sartorius

Thermo Fisher Scientific

Hersteller

Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
GraphPad Software

Sartorius

Carl Zeiss (Jena, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories

Hersteller

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fischer Scientific
Invitrogen

Promega

Thermo Fischer Scientific
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PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Invitrogen

QuickChange Il Mutagenese Agilent (Santa Clara, USA)

TOPO® TA Cloning® Invitrogen

3.6 Enzyme

Restriktionsenzyme Schnittstelle Hersteller

Ascl GG/CGCGCC Thermo Fischer Scientific

BsmBlI CGTCTCN/NNNN  Thermo Fischer Scientific

Pacl TTAAT/TAA Thermo Fischer Scientific

Sacl GAGCT/C Thermo Fischer Scientific

Xhol C/TCGAG Thermo Fischer Scientific

weitere Enzyme Hersteller

Hyaluronidase Sigma-Aldrich

Kollagenase Typ 2 Cellsystems (Troisdorf, Deutschland)
Proteinase K (0,5 mg/ml) Sigma-Aldrich

T4-Ligase Thermo Fischer Scientific

Jumpstart Tag DNA-Polymerase Sigma-Aldrich

Alle weiteren nicht speziell aufgelisteten Enzyme entstammen aus dazugehdrigen Kits.

3.7 Plasmide

CRISPR/Cas9 Knockout Plasmide

Crispr lenti v2

Crispr lenti v2-Scr-gRNA

Crispr lenti v2-gRNA1-mNfat5

Crispr lenti v2-gRNA2-mNfat5

Crispr lenti v2 gRNA3-mNfat5

Crispr lenti v2-gRNA1-mRanbp3l
Crispr lenti v2-gRNA2-mRanbp3l
Crispr lenti v2-gRNA3-mRanbp3l
SGL40C.EFS.dTomato
SGL40C.EFS.dTomato-Scr-gRNA
SGL40C.EFS.dTomato-gRNA1-Sparc
SGL40C.EFS.dTomato-gRNA2-Sparc

Virus Plasmide

pLP1
pLP2
VSVG

Hersteller

addgene-# 98290
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
AG Heckl, addgene - #89395
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt
laborintern hergestellt

Hersteller

ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix (Thermo)
ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix (Thermo)
ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix (Thermo)
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Luciferase Plasmide Hersteller
PGL3-promMx1 addgene - #30536
PGL3-2 kb-mRanbp3l laborintern hergestellt
PGL3-0,8 kb-mRanbp3l laborintern hergestellt
PGL3-0,8 bp-quickl-mRanbp3l laborintern hergestellt
PGL3-0,8 bp-quick2-mRanbp3l laborintern hergestellt
PGL3-0,8 bp-quick1+2-mRanbp3l laborintern hergestellt
GFP-Kontrollplasmid addgene - # 6085-1
RANBP3L Uberexpression Hersteller
V/180-Leervektor addgene-# 11707
V180-RANBP3L-Flag laborintern hergestellt

Von den kommerziell erhdltlichen Plasmiden sind die dazugehdrigen Vektorkarten im
Anhang unter 8.1 hinterlegt.

3.8  Antikorper

Die Antikorper wurden von den Firmen Abcam (Cambridge, Vereinigtes Konigreich), Cell
Signaling (Massachusetts, USA), Sigma Aldrich, Jackson ImmunoResearch (Ely,
Vereinigtes Konigreich) oder Thermo Fisher Scientific bezogen.

Priméarantikorper Host Verdunnung Kopplung
NFAT5 (ab3446) Kaninchen  1:1000 -

GAPDH (14C10) Kaninchen  1:5000 -

SMAD?2 (5339) Kaninchen  1:500 -

p-SMAD?2 (Ser465/467) (138D4)  Kaninchen  1:500 -

c-JUN (9165) Kaninchen  1:500 -
p-c-JUN(Ser63) (2361) Kaninchen  1:500 -
ANTI-FLAG® M2 (F1804) Maus 1:1000 -
Sekundarantikorper Host Verdinnung Kopplung

IgG anti-Kaninchen (111-035-144) Ziege 1:1000 Meerrettichperoxidase
IgG anti-Kaninchen (A-11008) Ziege 1:1000 Alexa Fluor 488
IgG anti-Maus (A-11004) Ziege 1:1000 Alexa Fluor 568

Bei Verwendung der Antikorper im Western Blot wurden die Primarantikdrper (gegen
NFAT5, GAPDH) in der Blockierlosung verdinnt (5 % Magermilchpulver in PBST, siehe
3.9) und der Sekund&erantikorper (IgG anti-Kaninchen+Meerrettichperoxidase) in PBST.

Fir die Immunfluoreszenzanalysen wurden die jeweiligen Primarantikorper (gegen NFATS,
SMAD?2, p-SMAD?2, c-JUN, p-c-JUN, FLAG-M2) in einer 0,3 %igen Gelatineldsung (siehe
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3.9) verdinnt. Die Sekundéarantikorper (IgG anti-Kaninchen + Alexa Fluor 488, IgG anti-
Maus+ Alexa Fluor 568) dagegen wurden in PBS verdinnt.

3.9 Puffer und Lésungen und Zellkulturmedien

Die zur Puffer- und Ldsungsherstellung verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen
AppliChem, Carl Roth, Merck sowie Sigma und entsprechen dem héchsten Reinheitsgrad.

Zellkulturmedien wurden von Sigma bezogen. Weitere nicht explizit aufgefiihrte Standard-

Puffer und Losungen wurden nach MANIATIS ET. AL. [86] hergestellt.

PCR und Elektrophorese
DNA-Probenpuffer, 6x

TAE-Puffer, 50x

SDS-PAGE und Western Blot
Transferpuffer

Waschpuffer
Blockierldsung

Immunfluoreszenz (IF)
Fixierpuffer

Permeabilisierungspuffer
IF Blockierlésung/Waschldsung

Zellkulturmedien
DMEM/F12 Vollmedium fir mpkCCD

DMEM Medium fir HEK293-T

Bestandteile

50 % (v/v) Glycerol
50 % (v/v) TAE
Bromphenolblau

2 M Tris-Base
2 M Eisessig
50 MM EDTA
pH 8,0

Bestandteile

25 mM Tris
190 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

0,1 %Tween-20 in PBS
5 % Magermilchpulver in Waschpuffer

Bestandteile
5 % Formaldehydlésung in PBS

0,1 % Trition X-100 in PBS
0,3 % Gelatine in PBS

Bestandteile

+ 10 % FKS
+ 100 U/ml Penicillin
+ 100 U/ml Streptomycin

+ 10 % FKS
+ 100 U/ml Penicillin
+ 100 U/ml Streptomycin
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DMEM Medium flr Primarkultur + 1 % Ultroser
+ 1 % essenzielle Aminosauren
+ 100 U/ml Penicillin
+ 100 U/ml Streptomycin

3.10 Zellen und Bakterien

Eukaryotische Zellen
primére Nierenzellkultur aus Mausnieren [87]

e Kaultivierung von IMCD-Zellen (Inner medullary collecting duct, innermedullare
Sammelrohrzellen)

mpKCCD-Zelllinie [88]

e abgeleitet aus kortikalen Sammelrohrzellen einer transgenen Maus (cortical
collecting duct, mpKCCD)
e enthalten integriertes SV40 large T-Antigen

HEK293-T Zelllinie, ATCC-CRL-3216, [89]
e abgeleitet von humanen embryonalen Nierenzellen, adhérent
e enthalten integriertes SV40-large T Antigen

Prokaryotische Zellen
E. coli DH5a (Thermo Fisher Scientific, 18265017)

e Genotyp: F- ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk-,
mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-

3.11 Oligonukleotide

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Biolegio (Nijmegen, Niederlande)
synthetisch hergestellt.

3.11.1 Primer fur guide-RNA-Klonierung

Die guide-RNA (gRNA)-Sequenzen (20 Nukleoteide) wurden mittels CHOP CHOP (siehe
4.4.1) generiert. Die Primer fir die Klonierung der gRNA-Sequenz in den Crispr lenti v2
Vektor (3.7) wurden nach SANJANA et al. [90] designt (siehe 4.4.1.2).

Name 5-3
Kontroll-gRNA (Scramble gRNA)
Scramble-gRNA-O1 CACCGATATCCGGAATTCGCGCGAT

Scramble-gRNA-O2 AAACATCGCGCGAATTCCGGATATC
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Nfat5 gRNAs

Nfat5 gRNA1-O1 CACCGCAATCTCGTCGTTTGACCCC
Nfat5 gRNA1-O2 AAACGGGGTCAAACGACGAGATTGC
Nfat5 gRNA2-0O1 CACCGTTTCGTITTTCGTGATTTACG
Nfat5 gRNA2-02 AAACCGTAAATCACGAAAACGARAAC
Nfat5 gRNA3-0O1 CACCGGTTACTTACCCCCACGGCTG
Nfat5 gRNA3-02 AAACCAGCCGTGGGGGTAAGTAACC

Ranbp3l gRNAs

Ranbp3l-gRNA1-01 CACCGCTTTGTCTCAAACGCGTCTG
Ranbp3l-gRNA1-02 AAACCAGACGCGTTTGAGACAAAGC
Ranbp3l-gRNA2-01 CACCGTTGCGACTGAACGACACGGC
Ranbp3l-gRNA2-02 AAACGCCGTGTCGTTCAGTCGCAAC
Ranbp3l-gRNA3-01 CACCGCAGCTGACGCGTGCACGAAC
Ranbp3l-gRNA3-02 AAACGTTCGTGCACGCGTCAGCTGC
Sparc gRNAs

Sparc gRNA1-0O1 CACCGCGGTGCAGAGGAAACGGTCG
Sparc gRNA1-0O2 AAACCGACCGTTTCCTCTGCACCGC
Sparc gRNA2-01 CACCGGGGCCCTCCCGGCCAGGCAA
Sparc gRNA2-02 AAACTTGCCTGGCCGGGAGGGCCCC

3.11.2 Primer flr Target-Amplifizierung und Sequenzierung

Die Primer flr die Amplifizierung der Zielsequenz mittels PCR wurden in dem integrierten
Primer-BLAST tool von NCBI (National Center for Biotechnology Information) erstellt
(siehe 4.11.1) [91].

Name 5-3
mNfat5-gRNA1+2-sense AGCATCCATCAACCCCGAAG
mNfat5-gRNAL1+2-antisense TGTGGATACCAACCCATTTCCA
mNfat5-gRNA3-sense AGCCAGCCTAGGTGAAAACA
mNfat5-gRNA3-antisense TCTTCGGGGTTGATGGATGC
mRanbp3l-gRNA1-sense ATCGATCTCCACCCACTACGA
mRanbp3l-gRNAl-antisense TGAGGCATCAGAGTGTCAGG
mRanbp3l-gRNA2-sense AGCCAGGCCTAATAGTGTCA
mRanbp3l-gRNA2-antisense GTAGTCCACCCTCGGGTTTAT
mRanbp3l-gRNA3-sense GTTTTACATGCGAGGCGAGA
mRanbp3l-gRNA3-antisense CCACCCTTCCCCAGACATAC

mSparc-gRNA1-sense CCCCTCACTTTCTTCTGGGTT
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mSparc-gRNAL-antisense
mSparc-gRNA2-sense
mSparc-gRNA2-antisense

ATCTTGGTGACCGGATGTGAC
GCTCTAAACAAGGTGGCGTC
GGTTTGTTCCCTAAAGCTGGG

3.11.3 Standardsequenzierprimer

Die Sequenzen der Standardsequenzierprimer (bis auf GL-2) wurden von addgene bezogen

(https://www.addgene.org/mol-bio-reference/sequencing-primers/; Stand: 24.07.2022). Die

Sequenz von GL-2 entstammt vom Promega aus dem Luciferase Assay System-Kit.

Name 5-3

M13 sense TGTAAAACGACGGCCAGT

U6 Primer sense GAGGGCCTATTTCCCATGATT
RV-3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
GL-2 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA
CMV-sense CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

3.11.4 quantitative PCR-Primer

Primer fur die quantitative PCR (qPCR) wurden ebenfalls mittels NCBI erstellt [91].

Name (alle Primer fur mus musculus)  5°-3"

Gapdh-real sense TGGCCTTCCGTGTTCCTACC
Gapdh-real antisense GGTCCTCAGTGTAGCCCAAGATG
Ranbp3l-real sense GAACTCTCCCAGCAGAAAGC
Ranbp3l-real antisense CAAGTCTCTGTGCTCTGTGG

Agp2-real sense
Aqgp2-real antisense
Slc6al2-real sense

CACCGGCTGCTCCATGAATCC
TCCGCCTCCAGGCCCTTGAGC
CTGGGAGAGACGGGTTTTGGGTATTACATC

Slc6al2-real antisense GGACCCCAGGTCGTGGAT

Nfat5 exon 4-5 sense TACAGCCTGAAACCCAACAC
Nfat5 exon 4-5 sense ACTCGACCAGAATCATTGCC
Sparc-real sense CCTGGACTACATCGGACCAT
Sparc-real antisense GCCCTCATCTCTCTCGTACA
Col4al-real sense GCAACATCAACAACGTCTGC
Col4al-real antisense ACTGCGGAATCTGAATGGTC
Col4a2-real sense CCCTGGTATCTCTCCACCAT
Col4a2-real antisense TGATTCCAGGAAGTGCGTTT
Sh3gl2-real sense AAAGAAATCGCCGAGTCGAG
Sh3gl2-real antisense GGCAAACTCTAGGCTCATCC
Aldh2-real sense AAGGGAACAAGGAGGACGTA


https://www.addgene.org/mol-bio-reference/sequencing-primers/
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Aldh2-real antisense CCAAATCCACCAGGTACGAG
Hoxa7-real sense CTCTGCAGTGACCTCGCCAA
Hoxa7-real antisense CTCTGCAGTGACCTCGCCAA

3.11.5Primer fir Quick-Change-Mutagenese

Primer fir eine gerichtete Mutagenese des Ranbp3l-Promotors wurden mittels des

QuikChange Primer Design tools der Firma Agilent erstellt (siehe 4.11.4.3).

Name 5-3

RANBP3L-Prom1-(2 kb)-sense CCGGCAGAGCTCACCAGGAATAGCCACTACAACAT
RANBP3L-Prom1-(2 kb)-antisense GGCCTACTCGAGGGTACCAACGATCTGGCTGTGAC

RANBP3L-Prom2-(0,8 kb)-sense  CCGGCAGAGCTCTTACAGAGTCCGAGAGTCCCAGC
RBP3L-Prom2-(0,8 kb)-antisense =~ GGCCTACTCGAGGGTACCAACGATCTGGCTGTGAC

Quick-Mut-1-sense CTGGTCAGGAGCGCATTTTTTTGTACTGCTGGGAC
TCTCGGACTCTGT

Quick-Mut-1-antisense ACAGAGTCCGAGAGTCCCAGCAGTACAAAAAAATG
CGCTCCTGACCAG

Quick-Mut-2-sense CAGTTATTCTCAGGCACAAGCGAAATTTTTTAGAT
CCAGCTGGATCTGGTC

Quick-Mut-2-antisense TCCTGACCAGATCCAGCTGGATCTAAAAAATTTCG
CTTGTGCCTGAGAATAACG

3.11.6 RANBP3L V180 Vektor-Klonierung

Primer fur die Vektor-Klonierung des proteinkodierenden Bereichs von Ranbp3l (NCBI
Referenzsequenz: NM_198024.2) wurden ebenfalls mittels NCBI erstellt [91].

Name 5-3

Ascl Primer-sense CACCGGGCGCGCCATGTCTACAACACAAAGGARAAG
Pacl Primer-antisense GCACCTTAATTAATTATGAACAGACAATTGACTGTC
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4 Methoden

4.1  Allgemeine Zellkulturstammhaltung

Die Kultivierung aller in dieser Arbeit genutzten Zellen erfolgte in einem Inkubator bei
37°C, 5 % CO»-Gehalt und 95 % Luftfeuchte. Alle Methoden, die zum Passagieren sowie
Manipulieren der Zellen angewandt wurden, wurden stets an einer sterilen
Sicherheitswerkbank durchgefihrt.  Zellkulturmedien, PBS-Waschpuffer und 1x-
Trypsin/EDTA wurden vor ihrer Anwendung in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt und

nach Gebrauch wieder bei 4°C gelagert.

4.1.1 Kultivierung der immortalisierten Zelllinien mpkCCD und HEK-293T

Die human embryonic kidney 293T cells (HEK-293T-Zellen) wurden in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) supplementiert mit 10 % fotalem Kalberserum (FKS),
sowie 1 % Penicillin/Streptavidin (100 U/ml) kultiviert.

Dagegen erfolgte die Kultivierung der mouse cortical collecting duct (mpkCCD)-Zellen in
Dulbecco’s Modified Eagles Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12) Medium
mit 10 % fotalem Kélberserum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptavidin (100 U/ml).

4.1.2 Passagieren und Zellzahlbestimmung der Zelllinien

Zum Passagieren der Zellen wurde zunéchst das alte Medium vollstandig abgenommen und
die Zellkulturflasche einmal mit PBS gewaschen. Zum Lo&sen der adhédrenten Zellen vom
Flaschenboden wurde je nach FlaschengroRe 0,5-2 ml 1x-Trypsin/EDTA eingesetzt und die
Zellkulturflasche fir 5-10 min bei 37°C inkubiert, bis sich alle Zellen vom Boden abgel6st
hatten. Danach wurde je nach Flaschengrofie 2-10 ml Medium zugegeben und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren die Zellen vereinzelt. Zum Weiterfiihren wurden 500-
1000 pl (je nach Anzahl von Kultivierungstagen und Grofe der Zellkulturflasche) in eine
neue Zellkulturflasche mit Medium Gberfiihrt (25 cm? 5ml Medium, 75cm? 10 ml
Medium). Das Passagieren von Zellen im 6-, 24-, 48- oder 96-well Formaten erfolgte nach
demselben Prinzip, jedoch mit an die GrolRen der well-Platten angepassten Volumina. Fiir
experimentelle Untersuchungen wurde die Zellzahl mit der Zahlkammer nach Neubauer
bestimmt und in das entsprechende Well- oder Flaschenformat mit dem entsprechenden

Medienvolumen ausgest.
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4.1.3 Kultivierung unter extrazellularer Hyperosmolalitat

Fur die Kultivierung aller Zellen wurde Medium mit einer Osmolalitdt von ca.
300 mosmol/kg verwendet (isoosmolar). Um die Expression von osmotisch-regulierten-
Genen in der mpkCCD-Zelllinie zu induzieren, wurden die Zellen unter 600 mosmol/kg
kultiviert. Hierfir wurde die Osmolalitat des Mediums durch die Zugabe von 100 mM NacCl
und 100 mM Urea erhoht. Um die Osmolalitatserhdhung zu verifizieren, wurde im
Zentrallabor des Universitatsklinikums die Osmolalitdt des Mediums mit Hilfe eines
Osmometers gemessen. Fur die Adaption der Zellen von 300 mosmol/kg auf 600 mosmol/kg
war es wichtig die Zellen auf 450 mosmol/kg fur mindestens 24 h zwischenzukultivieren.
Dieses Medium wurde durch Mischen gleicher Teile des 300er und 600er Mediums
hergestellt.

4.2  Allgemeine molekularbiologische Methoden
4.2.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurde der DH50, Bakterienstamm verwendet. Daflr
wurde 1 ml einer Ubernachtkultur in 100 ml LB-Medium tiberfiinrt und bis zu einer ODgoo nm
von 0,5 bei 37°C inkubiert. Anschliellend wurden die Bakterien fiir 15 min bei 4000 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 25 ml 100 mM CaCl;
(4°C) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fur
15 min bei 4000xg und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1,6 ml
100 mM CacCl> (4°C) resuspendiert. Nach Zugabe von 400 pl Glycerin wurde das Gemisch
in kalte, sterile Eppendorfgefale zu je 100 ul aliquotiert und bei -80°C gelagert.

4.2.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden chemisch kompetente E. coli (DH5a) auf Eis aufgetaut und 100-
1000 ng Plasmid hinzupipettiert. Nach einer 30-minttigen Inkubation auf Eis folgte ein
Hitzeschock bei 42°C fiir 2 Minuten. Danach wurden 400 ul LB-Medium hinzugegeben und
die Zellen bei 37°C fiir 1 h schittelnd inkubiert. Der Ansatz wurde anschlie3end bei 8000 x g
fur 3 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde im Restmedium
resuspendiert und auf vorgewédrmte LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht kultiviert.
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4.2.3 Mini-Praparation

Zur Gewinnung von Plasmiden wurden transformierte Einzelklone in 3ml LB-
Flussigmedium mit dem jeweiligen Antibiotikum Gberfuhrt und bei 37°C schttelnd tUber
Nacht inkubiert. Die Aufreinigung der DNA der Plasmide erfolgte am darauffolgenden Tag
mit dem GeneJET Plasmid Mini prep Kit (Thermo) nach Angaben des Herstellers.

4.2.4 Sequenzierung

Zur Uberpriifung der Sequenzen wurden die gewiinschten DNA-Proben von der Firma
GATC/Eurofins sequenziert. Dazu wurde DNA mit 1 pl 10 uM Primer (spezifisch flr jeden
Versuch) versetzt und mit ddH.O auf 10 ul aufgefiillt und versandt.

4.2.5 Maxi-Praparation

Nach Bestétigung der korrekt klonierten Plasmid-DNA mittels der Sequenzierung aus 4.2.4
wurde eine Ubernachtkultur in 200 ml LB-Fliissigmedium mit dem jeweiligen Antibiotikum
angesetzt und bei 37°C schittelnd Uber Nacht inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA
erfolgte mit dem PureLink HiPure Plasmid Filter Kit nach Angaben der Firma Invitrogen.
Die Elution der DNA erfolgte in 500-1000 pl H20. Die Proben wurden bei -20°C gelagert.

4.2.6 Isolation genomischer DNA

Fur die Isolation der genomischen DNA wurden die Zellen wie in Punkt 4.1.2 trypsiniert
und nachfolgend bei 400 x g flr 5 min zentrifugiert. Aus den pelletierten Zellen wurde mit
dem GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit nach Herstellerangaben genomische
DNA isoliert und je nach Pelletgrole in 100-200 pl Elutionspuffer eluiert. Die
Konzentration wurde am BioPhotometer® D30 bestimmt und bis zur Verwendung bei -
20°C gelagert.

4.2.7 Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten wurde ein standardisiertes PCR-

Protokoll nach dem folgenden Reaktionsansatz verwendet:
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Tabelle 1: Reaktionsansatz des standardisierten PCR-Protokolls zur Amplifizierung spezifischer DNA-
Fragmente

Komponenten Menge
10x PCR Reaction Buffer 5ul
dNTP-Mix (10 mM) 1pl
Primer sense (10 mM) 1l
Primer antisense (10 mM) 1l
JumpStart Taq DNA Polymerase 0,5 ul
DNA X ul
H20 ad 50 pl

Die PCR-Reaktionen wurden nach den folgenden Programmen durchgefiihrt:

Tabelle 2: Programm des standardisierten PCR-Protokolls zur Amplifizierung spezifischer DNA-
Fragmente

Programmeschritt Temperatur Zeit
1. Initiale Denaturierung 95°C 3 min
2. Denaturierung 95°C 30s
3. Annealing 56°C 30s 35 Zyklen von 2-4
4.  Elongation 72°C 30s-90s
5. Finale Elongation 72°C 5 min
6. Hold 4C 0

Die Dauer der Elongationsphase wurde je nach erwarteter Fragmentlange und verwendeter

Polymerase mit etwa 1000 bp/min angepasst.

4.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Zur groRenabhdngigen Auftrennung der PCR-Produkte wurde die Agarose-
Gelelektrophorese angewendet. Es wurden je nach erwarteter ProduktgroRe 1-3 %-ige
Agarose-Gele hergestellt. Die Agarose wurde in 1x-TAE-Puffer durch Erhitzen in einer
Mikrowelle vollstandig gelost und nach Zugabe von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) in
eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem Erhérten des Gels wurde es vollstéandig
mit 1x-TAE-Puffer bedeckt. Die aufzutragenden Proben wurden mit 5x-Probenpuffer
versetzt (Bromphenolblau) und in die Taschen des Gels pipettiert. Als GroRenstandard
wurden 5 pul der GeneRuler DNA Ladder (50bp-1kb) mit aufgetragen. Der Lauf erfolgte
anschlieRend bei einer Spannung von 100-120 V fir 30-60 min. Das Gel wurde anschlieRend

unter UV-Licht (UVP UVsolo touch Geldokumentationssystem) analysiert.
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4.2.9 Aufreinigung der DNA

4.2.9.1 Aufreinigung aus dem PCR Ansatz

Fur die Aufreinigung der PCR-Produkte aus dem PCR-Ansatz wurde das GenElute PCR
Clean-Up Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Je nach Starke der Bande im Gel
wurde die DNA in 20-50 pl eluiert.

4.2.9.2 Aufreinigung aus dem Agarosegel
Fur die Aufreinigung von PCR-Produkten aus dem Agarosegel wurde die entsprechende

DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten und anschliefend mit dem GenElute Gel
Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Je nach Stérke der Bande im Gel
wurde die DNA in 20-50 pl eluiert.

4.2.10 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Fur die RNA-Isolierung wurde das Gen Elute Mammalian Total RNA Miniprep Kits von
Sigma nach Angaben des Herstellers verwendet.

Die Elution der RNA erfolgte je nach eingesetzter Zellmenge in 20-50 pl Elutionspuffer. Die
RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt und bis zur Verwendung bei -20°C
gelagert. Zur Erzeugung der cDNA wurde das M-MLV-RT-Protokoll (Invitrogen)

verwendet und 1 pg RNA nach dem folgenden Reaktionsansatz umgeschrieben:

Tabelle 3: Reaktionsansatz der cDNA-Synthese aus 1ug RNA

Komponenten Menge
Oligo dT (100 uM) 0,5 ul
Random Hexamer-Primer (100 uM) 0,5 ul
dNTP-Mix (10 mM) 1ul
RNA 1ug
H20 ad 13 pl

Es erfolgte eine 5-mindtige Inkubation bei 65°C.

Komponenten Menge

5x-First Strand Buffer 4,0 ul

DTT (0,1 M) 2,0 ul
19 pl

Nach 2-mindatiger Inkubation bei 37°C wurde 1 ul Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLVRT) zum Ansatz gegeben und 10 min bei 2°C inkubiert. Nach
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50 min bei 37°C wurde die Reaktion mit 70 °C fur 15 min abgeschlossen. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Proben bei -20°C gelagert.

4.2.11 Quantitative PCR (gPCR)

Mittel der quantitative PCR (qPCR), auch real time PCR genannt, kdnnen relative
Genexpressionsunterschiede zwischen einer Kontrolle und einer spezifisch behandelten
Probe charakterisiert werden. Dazu dient ein DNA-interkalierender Farbstoff (hier SYBR-
Green), wodurch anhand der daraus resultierenden Fluoreszenz die relative DNA-Menge
bestimmt werden kann. Als ,,Housekeeping-Gene* wurde Glycerin-Aldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (Gapdh) mitgefiihrt. VVor der Verwendung der in 4.2.10 hergestellten cDNA
wurde diese 1:20 verdinnt. Die gPCR erfolgte im 96-well Format mit folgendem

Reaktionsansatz pro well:

Tabelle 4: Reaktionsansatz der gPCR pro well mit SYBR® Select Master Mix fir CFX

Komponenten Menge
2x SYBR Select Master Mix fur CFX 5ul
Primer sense (10 mM) 1pl
Primer antisense (10 mM) 1l
cDNA (12,5 ng/ul) 3ul

10 pl Gesamtvolumen

Fur jede Kombination aus Probe und Primerpaar wurden technische Duplikate vermessen.
Die gPCR wurde anschliefend nach dem Programm von Tabelle 5 in einem Thermocycler
(CFX Connect™ Real-Time System) durchgefiihrt:

Tabelle 5: Programm fir die qPCR mit SYBR® Select Master Mix fiir CFX

Programmeschritt Temperatur Zeit
1. Uracil N-Glycosylase 50°C 2 min
Aktivierung

(\Verringerung von Fremd
DNA-Kontaminationen)

2. Initiale Denaturierung 95°C 2 min

3. Denaturierung 95°C 5s 40 Zyklen von Schritt 3-4
4.  Annealing und Elongation 60°C 30s

5. Schmelzkurve 65°C-95°C 5 s Erhohung in 0,5°C-Schritten

Schritt 1 (Uracil N-Glycosylase Aktivierung) dient der Verringerung von Kontaminationen
durch zuvor amplifizierte DNA.
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4.2.12 Auswertung der gPCR-Analysen

Fur die Auswertung der gPCR-Ergebnisse wurde die Software Bio-Rad CFX Manager 3.1
verwendet.

Um die relativen Genexpressions-Unterschiede zu quantifizieren, wird der Ct-Wert von
GAPDH von dem Ct-Wert des Zieltranskripts abgezogen. AnschlieBend wird die AAC:-
Methode nach LIVAK UND SCHMITTGEN [92] angewendet um die relative

Genexpressionsanderung zu erfassen.

4.2.13 Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung

Die Zellen wurden wie in 4.1.2 beschrieben trypsiniert. Zur Gewinnung zelluldrer Proteine
wurden die Zellen zu Beginn bei 1200 x g fur 5 min zentrifugiert. Die geernteten und
pelletierten Zellen wurden je nach GroRe des Zellpellets in 50-200 pl Pierce RIPA Lysis and
Extraction Buffer resuspendiert. Der RIPA-Puffer wurde zuvor mit einem Protease-
Inhibitor-Mix (40 ul Inhibitormix pro 1 ml RIPA Puffer) versetzt. Der Ansatz wurde dann
30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend zusatzlich fur 1 min mit Ultraschall behandelt
(Sonifier W-250D, 60 % Amplitude, 60°C Abbruchtemperatur). Zur Entfernung der
Zelltrimmer wurde der Ansatz fiir 30 min bei 15.000xg pelletiert.

Die Konzentration des proteinhaltigen Uberstandes wurde mittels der Bradford-Methode
[93] photometrisch bestimmt (BioPhotometer D30). Hierfiir wurden 2 ul Probe mit 798 ul
Wasser und 200 ul Bradford-Reagenz (Protein Assay Dye Reagent Concentrate) vermischt
und die Absorption bei 595 nm gemessen. Mittels einer BSA-Kalibiergeraden konnte dann

die Konzentration der Probe berechnet werden.

4.2.14 SDS-Page und Western Blot

Fur die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe wurde die Methode der SDS-PAGE nach
LAEMMLI angewendet [94]. Hierfur wurden Novex NUPAGE 4-12 % Bis-Tris-Protein-Gele
verwendet, die in das XCell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System eingespannt
wurden. Zunéchst wurden 10 pg Protein mit 5 pl 4x-L&mmli-Puffer versetzt und mit RIPA
Lysis and Extraction Buffer auf 20 pul aufgefiillt.

Der Ansatz wurde anschlieend fir 10 min bei 95°C inkubiert. Die SureLock Mini-
Apparatur wurde mit 1x NUPAGE SDS Running Buffer gefillt und die Proben in die
einzelnen Taschen pipettiert. Zusétzlich wurden 5 ul des SeeBlue Plus2 Prestained Protein

Standard Marker mit aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte zundchst 10 min
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bei 80 V und weitere 1 %2 h bei 120 V bis die Bromphenol-Lauffront das Ende des Gels
erreicht hatte.

Zur weiteren immunchemischen Detektion von Proteinen mittels spezifisch-bindenden
Antikdrpern wurde die Western Blot-Methode nach TowBIN et al. angewendet [95]. Das Gel
wurde auf eine 0,45 um Nitrocellulose-Membran gelegt und zwischen jeweils einer Schicht
Filterpapier und einer Schicht Schaumpolstern in eine Halterungskassette eingespannt. Die
Kassette wurde anschliefend in eine Tank-Blot-Apparatur tberfiihrt, sodass der Minuspol
zur Gelseite zeigte und der Pluspol zur Membranseite. Dadurch bewegen sich die, durch den
Probenpuffer negativ-geladenen, Proteine in Richtung des Pluspols und dementsprechend
auf die Membran. Die Apparatur wurde mit 1x-Laufpuffer beftllt und anschlieRend fur 3 h
bei 4°C bei einer Spannung von 75V angeschlossen. Danach wurde die Membran zur
weiteren Verwendung entnommen. Es erfolgte eine kurze Farbung mit Ponceau S, um eine
gleichméRige Beladung des Gels mit Proteinen und den Transfer auf die Membran zu prufen.
Danach wurde die Membran kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und fiir 30 min bei
Raumtemperatur in der Blockierlosung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fiir
Antikorper auf der Membran zu blockieren. Anschliefend wurde die Membran, je nach
Behandlung, groRenspezifisch geschnitten, sodass die einzelnen Teile der Membran mit
unterschiedlichen Priméarantikdrpern inkubiert werden konnten. Die Inkubation erfolgte in
der Blockierldsung tber Nacht bei 4°C. Am darauffolgenden Tag wurde die Antikorper-
Losung vollstandig abgenommen und die Membranen dreimal fur 10 min mit PBST
gewaschen.

Danach erfolgte die Inkubation mit dem jeweils passenden HRP-gekoppelten-
Sekundarantikorper, ebenfalls in der Blockierlosung fir 1-2 h bei Raumtemperatur.
AbschlieBend wurde die Membran erneut dreimal fur 10 min mit PBST gewaschen. Als
Detektionsmethode wurde die Chemilumineszenz angewendet. Hierflr wurden die
Amersham ECL Prime Western-Blot-Detektions-Reagenzien 1:1 vermischt und auf die
Membran gegeben. Die Detektion erfolgte an einem ChemiDoc Imaging System.

4.2.15Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenz wurden Zellen auf Deckgléasern in 24-well Platten ausgesat und
fur die Zeit des Versuches bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde das
Kultivierungsmedium vollstdndig durch das Ausschlagen der Platte entfernt und die Zellen

in 400 pul 4 %igem Formalin pro well fir 20 min bei Raumtemperatur (RT) fixiert.
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Anschliefend wurde pro well mit 400 ul PBS dreimal fiir 15 min erneut bei RT gewaschen.
Die Zellen wurden hiernach mit 400 pl einer 0,1 %igen Triton-X-100-Ldsung fir 5 min
unter RT permeabilisiert und anschlieBend erneut dreimal fir 15 min mit PBS gewaschen.
Das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen fur Antikérper erfolgte in 400 ul einer
0,3 %igen Fishskin-Gelatine-Ldsung fiir 30 min bei 37°C. Nach dem Blockieren wurden
200 pl der Primé&rantikorper-L6sung (in 0,3 % Gelatine-Losung) auf jedes Deckglas gegeben
und fir 1 h bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die wells erneut
dreimal fiir 15 min bei RT mit PBS gewaschen und mit der Sekundarantikdrper-Ldsung (in
PBS) wieder fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Als Kernmarker diente fur alle Versuche DAPI.
AbschlieBend wurden die Deckglaser erneut dreimal fiir 15 min bei RT mit PBS gewaschen,
danach kurz in bidestilliertem Wasser entsalzt und abgetupft. Auf Objekttragern wurde pro
Deckglas ein Tropfen Fluoroshield Eindeckmedium gegeben, die Deckgldser mit der
zellbewachsenen Seite zum Eindeckmedium hin geklappt und tber Nacht bei RT trocknen
gelassen. Die Objekttrager mit den Deckglasern wurden nach dem Trocknen unter einem

Fluoreszenmikroskop betrachtet.

4.2.16 Quantitative Analyse mittels Zen Blue

Die Zen Blue Software der Firma Zeiss wurde zur weiteren Analyse der
Immunfluoreszenzbilder genutzt. Uber das Programm erfolgte die Berechnung der NFAT5
und DAPI Signalintensitat (5.2 und 5.3.1.2) sowie die Berechnung der Lamellipodienflache
(5.6.2).

4.2.16.1 Signalintensitatsdiagramm

Der Signalintensitéat des griinen und blauen Kanals wurde in einem reprasentativen Bereich
eines jeden Préparats (durch weillen Pfeil dargestellt) aufgenommen. Die generierten
Signalintensitaten fur den blauen und griinen Kanal wurden folgend durch GraphPadPrism

grafisch als Plot der Signalintensitat gegen die Praparatlange (in Pixel) angegeben.
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Abbildung 11: Beispiel einer Signalintensitatsanalyse mittels Zen Blue.

Dargestellt sind Beispielaufnahmen von NFAT5 Farbungen bei 300 mosmol/kg (oben) sowie 600 mosmol/kg
(unten). DAPI diente als Kernsignal. Flr beide Préparate galten identische Farbebedingungen sowie Geréte-
und Lichteinstellungen. Die Intensitaten beider aufgenommen Signale wurde in einem représentativen Bereich
des Praparats mittels der Zen Blue-Software ermittelt und sind durch den weilRen Pfeil dargestellt. Die Software
zeigt zusétzlich immer die Signalintensitdt im roten Kanal an, welcher aber fiir diese Beispielaufnahme mit
keinem Fluorophor-gekoppeltem Antikorper belegt wurde und daher zu vernachldssigen ist.

4.2.16.2 Berechnung der Lamellipodienflache

Die Flachenmessung der Lamellipodien wurde im Kanal der Phalloidinfarbung
vorgenommen. Da Phalloidin benutzt wird, um das Aktin-Zytoskeletts anzufarben, kénnen
somit die Zellgrenzen erkennbar gemacht werden. Dazu wurde die Zen Blue-Software
verwendet, die aus dem umrissenen Bereich eine Flache in Pixel bestimmt hat. Pro Praparat
wurde immer mindestens von 4 Zellen die Flache der Lamellipodien bestimmit.

DAPI + Phalloidin

Abbildung 12: Beispielmessung der Lamellipodienflache der Zellen.

Dargestellt ist eine Beispielaufnahme von einer Phalloidin-Alexa Fluor™-568-Farbung. DAPI diente als
Kernsignal. Fir alle Préparate galten identische Farbebedingungen sowie Gerate- und Lichteinstellungen. Die
Lamellipodienflache beider Signale wurde mittels der Zen Blue-Software ermittelt.



Methoden 42

4.3 Etablierung einer priméren Maus-Nierenzellkultur

4.3.1 Organentnahme und Kultivierung

Mé&use mit dem gewinschten Ph&notyp wurden im ZMG angemeldet und von den
Tierpflegern von den Zuchttieren separiert. Am darauffolgenden Tag wurden diese Mause
unter CO2 narkotisiert und final durch zervikale Dislokation getttet. AnschlieBend erfolgte
die Entnahme der Nieren. Jedes Paar Nieren wurde in ein separates 15 ml Falcon in kaltem
PBS aufgenommen. Nach Entnahme beider Nieren wurden IMCD-Zellen nach dem
Protokoll von FAusT et al. isoliert [87]. Dazu wurde die Papille mit einer Schere
ausgeschnitten und mit einem Skalpell zerkleinert. Die zerkleinerten Papillenfragmente
wurden mit einer Enzymldsung bestehend aus Hyaloronidase (2 mg/ml) und Collagenase
(2,2 mg/ml) 1 h bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Anschlielend wurde die Lésung durch
mehrmaliges Auf- und Abpippetieren homogenisiert und weitere 30 min bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Danach wurde die Loésung fir 5 min bei 400 x g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und in PBS-L6sung gewaschen. Nach erneuter Zentrifugierung fiir
5 min bei 400 g wurde die Losung im Primérzellkulturmedium aufgenommen und 24 h im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium komplett
abgenommen und alle nicht abgesetzten Zellen und restlichen unverdauten Lipid- und
Organfragmente durch Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden mit frischem Medium

weiter unter 37°C und 5 % CO- im Brutschrank kultiviert.

4.3.2 Ex-vivo Knockout von NFATS5

Es wurde ein konditionelles Knockout-System in Mausen iber eine Tamoxifen induzierbare
Ube-Cre/ERT2-Maus-Linie etabliert. Eine Ube-Cre/ERT2 *- NFAT5 ™"t Maus wurde
freundlicherweise von KUPER et al. zur Verfligung gestellt [96]. Durch Verpaarung der
Mause innerhalb des Stammes, durch Tierpfleger des Uniklinikums Halle (Saale), konnte
eine Ube-Cre/ERT2 ¥ NFAT5 ™ Maus generiert werden. Dieser Stamm besitzt eine
ubiquitére Tamoxifen induzierbare Cre-Aktivitét, welche unter der Kontrolle des ubiquitéren
C-Promotors liegt. Das Cre/ERT2 Fusionsprotein besteht aus der Rekombinase Cre
fusioniert an einen mutierten humanen Ostrogen-Rezeptor, welcher nicht seinen natiirlichen
Agonisten 17p-Estradiol, sondern 4-Hydroxytamoxifen (4-OH-TM) bindet. Ohne eine
Induktion ist Cre/ERT2 im Cytoplasma lokalisiert. Erst durch die Zugabe von 4-OH-TM

transloziert es in den Kern, wo die Cre Rekombinase aktiv werden kann. Tamoxifen
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metabolisiert in der Leber zu 4-OH-TM, welches der eigentliche Agonist ist (siehe
Abbildung 28). Nach Organentnahme des jeweiligen Maus-Genotypes wurden die
Primarzellen in Kultur genommen. Nach 48 h Kultivierung der Zellen unter den jeweiligen
Bedingungen wurde 4-OH-TM fur 24 h zugegeben. Anschliefend wurde das Medium
wieder auf die jeweilige Osmolalitat gewechselt und weitere 3 Tage inkubiert. Um den
Knockout von NFATS zu bestétigen, wurde sowohl RNA aus den Zellen isoliert und

anschlieBend mittels gPCR analysiert als auch Immunfluoreszenz-Bilder aufgenommen.

4.4  Generierung CRISPR/Cas9-vermittelter-defizienter-mpkCCD-Zellen

Zur Generierung von CRISPR/Cas9-vermittelten-defizienten-Zellen wurde ein 1-Plasmid
lentivirales System genutzt. Dieser Vektor enthalt den kodierenden Bereich flr die Nuklease
Cas9 sowie einen U6 Promotor und das ndétige guide-RNA (gRNA) scaffold. Fir eine
gezielte Mutation eines spezifischen Gens wurde eine Zielsequenz in den lentiCRISRv2
Vektor einkloniert. Als Kontrolle wurde eine AG-interne Kontroll-guide-RNA verwendet,
die keine Zielsequenz bindet (Scramble-gRNA = ATATCCGGAATTCGCGCGAT) und im
weiteren Verlauf als Scr-gRNA bezeichnet wird. Diese synthetische gRNA wurde vor dem
Beginn der experimentellen Arbeit dieser Dissertation generiert und bestétigt. Zur
Generierung von gRNA-Sequenzen flr eine CRISPR/Cas9-vermittelte-Mutation der
Zielgene wurde das online tool CHOPCHOP verwendet [97].

4.4.1 CRIPSR/Cas9 Vektor-Klonierung

4.4.1.1 Verdau des lentiviralen Vektors
Der lentivirale Vektor lentiCRISPRv2 [98] wurde mittels BsmBI fir 30 min bei 37°C nach

folgendem Schema verdaut:

Tabelle 6: BsmBI-Verdau des lentiviralen Vektors lentiCRISPRv2

Komponenten Menge
lentiCRISPRv2 5 ug
BsmBlI 1l
10x Tango Buffer 6 ul
DTT (0,1 M) 1l

H,0 ad 60 l
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Der verdaute Ansatz wurde auf ein Agarosegel aufgetragen (4.2.8), um das mittels BsmBI
geschnittene Fragment vom restlichen Vektor der GroRRe nach zu trennen. Der geschnittene

Vektor wurde anschlieBend nach 4.2.9.2 aufgereinigt.

4.4.1.2 Oligonukleotid-Zusammenlagerung
Die von CHOPCHOP generierten Zielsequenzen wurden mit fir das lentiCRISPRv2

Plasmid spezifischen Uberhdngen ausgestattet und die Oligos von der Firma Biolegio

bestellt.

Tabelle 7: Beispiel fur die Oligonukleotid-Generierung aus der Zielsequenz.

Zielsequenz (gRNA) | CAATCTCGTCGTTTGACCCC
Oligo 1 (5°-3") CACCG-CAATCTCGTCGTTTGACCCC
Oligo 2 (5°-3") AAAC-GGGGTCAAACGACGAGATTG-C

Ansatz je Oligopaar:

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir die Oligonukleatid-Zusammenlagerung

Komponenten Menge
Oligo 1 (100 mM) 1l
Oligo 2 (100 mM) 1l
10x T4 Ligasepuffer 1l
Nukleasefreies H.O 7 ul

10 pl Gesamtvolumen

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler nach dem folgenden Programm durchgefihrt:

Tabelle 9: Programm der Oligonukleotid-Zusammenlagerung

Programmeschritt Zeit
37°C 30 min
95°C 5 min
langsam Abkiihlen auf 25°C 5°C/min

Anschlielfend wurde der Ansatz 1:200 verdinnt.

4.4.1.3 Ligation und Plasmidaufreinigung
Die Ligationsreaktion erfolgte nach dem folgenden Reaktionsansatz bei 4°C tber Nacht.
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Tabelle 10: Ansatz fur die Ligationsreaktion von verdautem lentiCRISPRv2 und einem Oligonukleotid-

Paar.
Komponenten Menge
lentiCRISPRV2 verdautes Plasmid 50 ng
Oligo-Paare (1:200) 1l
10x T4 Ligase Puffer 1l
ATP (0,1 mM) 1pl
T4-Ligase 1pl
H20 ad 10 pl

Das erhaltene Plasmid wurde analog zu 4.2.2 in chemisch kompetente DH5a transformiert,
die DNA mittels Mini-Praparation isoliert (4.2.3), mit dem U6 Primer sequenziert (3.11.3,

U6 Primer sense) und fir groRere Mal3stabe mittels Maxi-Préaparation erneut isoliert (4.2.5).

4.4.2 Virusproduktion

Die Produktion der Viren-Partikel und alle nachfolgenden Schritte, die virushaltiges

Material enthielten, erfolgten nach Gentechnik S2-Standards.

4.4.2.1 Hek-293T Transfektion

Fur die Transfektion der mpkCCD-Zelllinie mit den gRNA-tragenden lentiCRISPRv2-
Vektoren und der Scr-Kontrolle wurden Viren-Partikel produziert. Als Produktionssystem
wurden HEK293T-Zellen verwendet, die aufgrund der Expression des SV40 LT-Antigens
zur Uberexpression von lentiviralen Vektoren, die einen SV40 origin tragen, geeignet
sind[99]. Dafiir wurden 2x10° HEK-293T-Zellen in Zellkulturschalen (100 mm) ausgesat
und bis zu einer Konfluenz von 70 % in DMEM-Medium mit 10 % FKS inkubiert. Zur
Herstellung der Viruspartikel wurden die Vektoren pLP1, pLP2, pLP/VSVG (siehe 3.7) und
das Transfektionsreagenz TurboFect verwendet. Der folgende Ansatz wurde dafir

hergestellt:

Tabelle 11: Ansatz fur die Transfektion von HEK-293T Zellen einer 100 mm Schale.

Komponenten Menge

pLP1 7,2 ug

pLP2 2,4 ug
pLP/VSVG 4,0 ug
lentiCRISPRv2+spezifische gRNA 10,4 ug
Turbofect 46 pl pro Ansatz

serumfreies DMEM-Medium 300 pl pro Ansatz
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Der Reaktionsansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend
tropfenweise auf eine 100 mm HEK-293T Schale pipettiert. Nach 24 h Inkubation der Zellen
bei 37°C wurde das Medium gewechselt (10 ml frisches Medium) und die Zellen weitere
48 h im Brutschrank inkubiert. Nachfolgend wurde der Uberstand aus den Schalen
entnommen, fur 5 min bei 300 x g zentrifugiert und abschlieBend filtriert (0,45 pm). Bis zur
geplanten Transduktion der Zielzellen wurde der virushaltige Uberstand bei -20°C
weggefroren. Es erfolgte kein spezifischer Nachweis flr transduzierte Viren im

Mediumsuberstand.

4.4.2.2 Transduktion der mpkCCD Zelllinie

Die zu transfizierenden mpkCCD-Zellen wurden in 12-well Platten ausgesét (je zwei wells
pro gRNA-Konstrukt), sodass nach einer Inkubationszeit von 24 h eine Konfluenz von 50-
60 % erreicht wurde. Danach wurde das Medium vollstandig abgenommen und 1 ml frisches
Medium sowie 1 ml Virus-Uberstand mit dem lentiCRISPRv2-gRNA-Konstrukt auf jeweils
zwei wells gegeben. Die Zellen wurden fiir 48 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurde das Medium vollstandig entfernt, die Zellen durch Trypsin/EDTA abgel6st und auf
25 cm?- Zellkultur-Flaschen verteilt. Die Selektion der Zellen und die weitere Kultivierung

erfolgte mit Puromycin-haltigem Medium (2 pg/ml).

4.4.3 Genotypische Charakterisierung

4.4.3.1 Nachweis des CRISPR/Cas9-vermittelten-Doppelstrangbruches im
Ziellokus

Fur den Nachweis der Aktivitat und des Schnittes im Ziellokus der Cas9 mit der gebundenen
gRNA wurde zundchst aus den behandelten Zellen DNA isoliert (4.2.6) und mittels PCR
und spezifischen Primern (3.11.2) der Ziellokus amplifiziert. Nachfolgend erfolgte eine
Analyse mittels Sangersequenzierung (4.2.4). Bei Beobachtung multipler Peaks an

derselben Position (Abbildung 13) wurde die Zellkultur als Mischkultur bezeichnet.
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Abbildung 13: Beispiel einer Mischkultursequenz.

Dargestellt ist eine Wildtyp-Sequenz (oben) sowie die Sequenz einer Mischkultur (unten). Wahrend in der
Wilddytp-Sequenz nur ein definierter Peak an jeder Position zu erkennen ist, sind in der Mischkultur multiple
Peaks an einer Position. Dies ist das Resultat des CRISPR/Cas9-vermittelten-Doppelstrangbruches (DBS) und
des darauffolgenden Reparaturmechanismus NHEJ (non-homologous end joining). Durch das Fehlen eines
template-Stranges findet in jeder Zelle eine andere DNA-Reparatur statt. Die griine Flache stellt den
Zielbereich der gRNA dar und der rote Bereich das PAM-Motiv.

4.4.3.2 Vereinzelung

Um eine defiziente Zelllinie mit einer spezifischen Mutation zu erzeugen, musste die
Mischkultur vereinzelt werden. Daflr wurden die Zellen trypsiniert, gezéhlt und so weit
verdiinnt, dass eine Konzentration von 10 Zellen/ml, 5 Zellen/ml sowie 2,5 Zellen/ml
erreicht wurde. Aus diesen drei Verdinnungsstufen wurden jeweils 100 pl pro well auf eine
96-well-Platte verteilt (Abbildung 14).

Verdinnung 1:100 1:100 1:2

1:2
7~ N 77N N 7N

Gesamtvolumen Iml 10ml 10 ml 10 ml 10 ml

Konzentration

Abbildung 14: Verdiinnungsreihe zur Zellvereinzelung
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Nach zweiwdchiger Kultivierung der Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5 %CO, wurde
die 96-well-Platte durch ein Mikroskop auf Kolonien untersucht. Wells mit vitalen Zellen,
die in einer Einzelkolonie wuchsen, wurden markiert und weiter bis zu einer Konfluenz von
80-90 % kultiviert und anschlieBend in eine 6-well-Platte tberfiihrt. Beim erneuten
Erreichen von einer Konfluenz von 80-90 % wurde DNA der gewéhlten Einzelklone isoliert
(4.2.6), mit spezifischen Primern amplifiziert (4.2.7), aufgereinigt (4.2.9.1) und

anschlieBend mit dem sense Primer sequenziert (4.2.4).

4.4.3.3 Tracking of InDels by DEcomposition (TIDE)

Um die erhaltenen Sequenzdaten auszuwerten wurde das freizugéngliche online-tool TIDE
verwendet [100]. Fir die Analyse mittels TIDE war es notwendig eine WT-Sequenz als
Referenz mitzufiihren. Das Programm ermittelt dann, durch den Vergleich der WT-Sequenz
gegen die gRNA-behandelte Sequenz, die jeweilige Mutationswahrscheinlichkeit auf beiden
Allelen. Die Mutationswahrscheinlichkeiten geben dementsprechend Auskunft, ob es sich

um einen wirklichen Knockout des Zielgens durch eine Leserasterverschiebung handelt.

Input Output
gRNA Sequenz GGGATCACTCTCGGCATGGA
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N 31%
s 3
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€ Deletion Insertion >
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Sequenzanalyse durch das TIDE webtool.

Fur die Sequenzanalyse wird die gRNA Sequenz, eine WT-Referenzsequenz sowie die zuuntersuchende KO-
Sequenz bendtigt. Aus diesen Daten errechnet das Programm die méglichen Deletionen und Insertion in der
Sequenz (Screenshot von der TIDE Internetseite, http://shinyapps.datacurators.nl/tide/, Datenstand:
14.07.2022).

4.4.3.4 TOPO-TA Klonierung
Um einerseits die bioinformatische Analyse von TIDE zu bestatigen und zusétzlich die
genaue Mutation im Zielgen zu ermitteln, wurde das DNA-Amplifikat, welches die Mutation

enthalt, in einen TOPO-TA-Vektor nach Tabelle 12 zwischenkloniert.


http://shinyapps.datacurators.nl/tide/

Methoden 49

Tabelle 12: Ansatz fir die Zwischenklonierung in den TOPO-TA-Vektor

Komponenten Menge
aufgereinigtes PCR-Amplifikat 4,5 ul
TOPO-TA-Vektor 0,5 ul
Salzldsung 1l

6 ul Gesamtvolumen

Nach Klonierung wurde das Plasmid in DH5a E. coli transformiert und auf Ampicillin und
X-Gal Platten tiber Nacht bei 37°C inkubiert. X-Gal dient fur eine Blau-Weil3-Selektion. Die
Position der Insertion von DNA-Amplifikaten im TOPO-TA-Vektor enthélt das Gen fir die
B-Galactosidase. Durch Einfiigung des Amplifikats wird die p-Galactosidase
funktionsunfahig. Die f-Galactosidase kann den Farbstoff X-Gal in einen blauen Farbstoff
spalten (5,5'-Dibromo-4,4'-Dichloro-Indigo) [101]. Transgene Organismen kdénnen den
Farbstoff dementsprechend nicht mehr spalten und bilden folglich weille Kolonien. Es
wurden pro Amplifikat 10 Klone gepickt, zirkulare DNA isoliert (4.2.3) und anschlieRend
mit dem M13 sense Primer sequenziert (3.11.3, M13 sense).

4.5 Phéanotypische Charakterisierung defizienter Zellen
4.5.1 Migrations- und Proliferationsanalyse

Fur die Migrations- und Proliferationsversuche wurden die Zellen unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen kultiviert und an einem IncuCyte® an der Core Facilty Imaging der
Martin-Luther-Universitat ~ Halle-Wittenberg  im  Charles-Tanford-Proteinzentrum
durchgefuhrt und tber einen Zeitraum von 24 h Daten aufgenommen. Die Datenauswertung

erfolgte Uber die IncuCyte®-Software.

4.5.1.1 Migration

Fur die Bestimmung des Migrationsverhaltens am Incucyte® mussten die Zellen vor
Aufnahme des Experiments in eine 96-well IncuCyte® ImageLock- Zellkulturschale
ausgesat werden. Die Zellzahl wurde so gewahlt, dass die Zellen im well eine Konfluenz von
100 % vor Versuchsstart aufwiesen. Mittels eines WoundMakers wurde dem konfluenten
Zellrasen dann eine Wunde definierter Breite zugefuigt (700-800 um). Das Medium wurde
anschlielend durch Ausschlagen entfernt und anschliellend mit PBS gewaschen und das
Medium erneuert (100 pl/well). Die Zellkulturschale wurde anschlie3end in das IncuCyte®
Live-Cell Analysis-System innerhalb eines Brutschranks gestellt (37°C, 5 % COy). Uber eine
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Kamera wurde dann die Zellmigration fir 24 h betrachtet, indem alle 4 h zwei separate
Bildaufnahmen pro well erfolgten. Die Auswertung der Migration erfolgte durch die
Bestimmung der relative wound density (RWD). Die RWD st ein auf die Dichte der
Zellregion relativierter prozentualer Wert der Wunddichte und setzt sich wie folgt zusammen
(IncuCyte® ZOOM-Manual Scratch Wound Cell Migration & Invasion Assays):

_ (w(H)-w(0))
0 = (O —w(0))
YoRWD(t) = 100 (c(®)-w(0))

w(t) = Dichte der Wunde zu einem bestimmen Zeitpunkt (t)

c(t) = Dichte der Zellregion zu einem bestimmten Zeitpunkt (t)

Die RWD fir jeden Messzeitpunkt wurde von der Software pro well angegeben und
nachfolgend in GraphPad Prism Ubernommen. Fur den Zeitpunkt bis 8 h nach
Migrationsstart wurden die Werte zusatzlich einer linearen Regression unterzogen. Die
gebildeten Anstiege fir jedes technische Replikat wurden gemittelt und auf die jeweiligen
Kontrollen normalisiert wodurch eine relative Migrationséanderung (relativ zur Kontrolle)

angegeben werden konnte.

4.5.1.2 Proliferation
Zur Bestimmung der Proliferation wurden die jeweiligen Zellen in 96-well Platten ausgesét
und 24 h inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen tber das IncuCyte® Live-Cell Analysis-

System fir 48 h tber eine Kamera alle 4 h dokumentiert.

Die Regression der Graphen aus Abbildung 39 wurde in GraphPad Prism mittels einer

Gleichung fur exponentielles Wachstum durchgefihrt:

y=yo e

y = relative Wachstumsrate (%)

x =t (h)

Mit den ermittelten Geschwindigkeitskoeffizienten (k) wurde anschlieBend die
Verdopplungszeit (t;) der Zellen bestimmt:

In(2)
td = k
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4.5.2 Soft-Agar-Assay

Zur Bestimmung des Transformationspotentials der untersuchten Zellen wurde der Soft-
Agar-Assay durchgefihrt. Nach 2-wdchiger Inkubation der Zellen wurde die Koloniegrofe
und Anzahl bestimmt. Vor Start des Experiments wurde in 48-well Platten ein Basis-Agar
(0,5 %) gegossen. Hierfiir wurde autoklavierte 2 %ige Agarose mit entsprechendem
Medium 1:4 verdunnt und in die Kavitaten pipettiert. Zum Aushérten des Basis-Agars
wurden die Platten bei 4°C und bis zum Start des Experimentes gelagert. Zu Beginn wurden
62.500 Zellen in 4 ml Medium gegeben. Dazu wurden 500 ul FKS pipettiert. Dieser Ansatz
wurde danach fiir 30 min im Brutschrank (37°C, 5 % CO.) inkubiert. Danach wurden zum
Ansatz 500 pl aufgewédrmte 2 %ige Agarose gegeben, durch Auf- und Abpippetieren gut
durchmischt und sofort davon 200 ul in die wells auf den Basis-Agar pipettiert (final 2500
Zellen pro well). Fir jeden Zelltyp erfolgte eine 2-fach-Bestimmung pro Experiment. Die
Zellkulturplatte wurde anschlieRend fiir 1 h unter der Zellkulturbank stehen gelassen und
200 pul Medium in die wells auf den Haupt-Agar gegeben. Uber einen Zeitraum von 2
Wochen wurde die Platte dann im Brutschrank (37°C, 5 % CO2) inkubiert, unter Erneuerung
des Mediums aller drei Tage. Nach zwei Wochen wurden an einem Lichtmikroskop Bilder
von verschiedenen Ebenen der wells aufgenommen. Die Bilder wurden dann unter
Verwendung des ImageJ-Programms ausgewertet [102]. Zunachst wurden alle Ebenenbilder
eines wells in ImageJ getffnet und die Farbtiefe auf 8 Bit eingestellt. Danach wurde aus allen
Bildern ein Stapelbild angefertigt, sodass alle Ebenen auf eine projiziert wurden (Z
projection). Von diesem Stapelbild wurden Hintergrundsignale bis zu einer Grenze von
100 Pixeln abgezogen. Der Schwellenwert des Bildes wurde dann auf 212 Pixel eingestellt
und die Partikel von 70-2000 Pixel GroRe analysiert und gezéhlt. Die weitere Verarbeitung
der erhaltenen Daten erfolgte mit GraphPad Prism.

4.6 Analyse des globalen Genexpressionsprofils

Fur die Analyse des globalen Genexpressionprofils wurden die Zellen in 6-well Platten
ausgesat. Die Zellzahl wurde so gewdhlt, dass das well nach einer Inkubationszeit von 96 h
eine Konfluenz von 80-90 % aufwies. Es wurden Zellen bei 300 mosmol/kg Medium-
Osmolalitat ausgeséat, sowie Zellen, die zuvor fur 72 h an 450 mosmol/kg adaptiert wurden
bei 600 mosmol/kg ausgesat. Die RNA wurde nach 4.2.10 isoliert und dessen Qualitét Giber
die Aufnahme eines Absorptionsspektrums (Biophotometer D30) Uberpriuft. Zusétzlich
wurde die Adaption an die erhohte Osmolalitdt mittels gPCR (4.2.11) des
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nierenspezifischen, osmolalitdtsabhéngigen Gens Aqp2 Uberpriift. Bis zum Versand wurde
die RNA bei -80°C gelagert. Die RNA-Sequenzierung und bioinformatische Auswertung
der Daten wurde durch die Firma Novogene Co, Ltd durchgefiihrt (siehe Anhang 8.3).

4.7 Etablierung von zweifach-defizienten-mpkCCD-Zellen

Zur Untersuchung der weiteren Funktion von RANBP3L-defizienten-Zellen wurde
zusatzlich noch SPARC in den mpkCCD-Zellen funktionell ausgeknockt. Da diese
mpkCCDs bereits eine aktive Cas9 aufweisen, musste nur noch ein neues Vektorkonstrukt
mit neuer gRNA und neuer Selektion (Rotfluoreszenz) ausgewéhlt werden. Das Plasmid
wurde freundlicherweise von der AG HeckL der Universitatsklinik und Poliklinik fur
Padiatrie |1 Halle (Saale) bereitgestellt (3.7). Auch hier wurde zusétzlich zu spezifischen
gRNAs noch eine Kontroll gRNA (Scr-gRNA) Kkloniert. Die Vektor-Klonierung,
Transfektion und Transduktion erfolgte dabei analog zu den Punkten 4.4.1 - 4.4.2. Nach 48 h
Kultivierung der mpkCCD-Zellen mit Virusiberstand wurde das Vorhandeinsein
rotfluoreszierender Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie als Zeichen der erfolgreichen
Tranduktion analysiert. Nachfolgend erfolgte eine Sortierung der Zellen am LSRFortessa™
Cell Analyzer, wobei nur rotfluoreszierende Zellen weitergefiihrt wurden. AnschlieRend
wurden die Zellen auf 6-well Platten tberfihrt und bis zu Konfluenz unter 2 pg/ml
Puromycin kultiviert. Danach erfolgte die DNA-Isolation und Einzelklongenerierung nach

oben beschriebenem Schema (4.4.3).

4.8 Behandlung der Zellen mit TGF-B1

Fur funktionelle Charakterisierungen wurden die Zellen mit TGF-B1 des Herstellers
PromoCell (Heidelberg, Deutschland) behandelt. Dafiir wurde zuerst das lyophilisierte TGF-
Bl in 10 mM Citronséure (pH = 3,0) geloést (50 mM stock Konzentration) und bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert. Die Zellen wurden mit 10 ng/ml fir 48 h mit TGF-p1
inkubiert.

4.9 Promotoranalysen

4.9.1 Suche nach evolutionér konservierten Sequenzen (ECRS)

Um Sequenzabschnitte in verschiedenen Spezies zu vergleichen, wurde das freizugangliche

ECR Browser tool verwendet [103]. Dieser Browser bietet die Mdglichkeit innerhalb von 12
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verschiedenen Spezies nach konservierten Sequenzen zu suchen. Fir Ranbp3l wurde ein
Promotorbereich von ca. 2000 bp upstream vom Startcodon gewahlt. Hier konnten mehrere
konservierte Bereiche identifiziert werden. Diese konnten nun durch eine weitere
Datenbank, JASPAR, auf Transkriptionsfaktorerkennungssequenzen untersucht werden
[104]. Laut JASPAR bindet NFATS5 an der DNA-Sequenz NTTTCCA (siehe Anhang 8.6).

4.9.2 Klonierung von Ranbp3l-Promotor-Fragmenten

Aus muriner DNA wurde mittels PCR und spezifischer Primer ein 2 kb sowie 0,8 kb grol3es
Ranbp3l-Promotor-Fragment (siehe 3.11.5, Ranbp3l-Prom1-2 kb und Ranbp3l-Prom2-
0,8 kb) amplifizert (ab Startcodon upstream gezahlt). Die Primer wurden so gewéhlt, dass
das Promotor-Fragment spezifische Restriktionserkennungssequenzen als Uberhange
bekam. Die Produkte wurden wie in Absatz 4.2.9.2 beschrieben aus dem Gel aufgereinigt
und in einen TOPO-TA-Vektor zwischenkloniert (4.4.3.4). Der erhaltene TOPO-TA-
Vektoren mit dem jeweiligen murinen Ranbp3I-Promotor-Fragment (2 kb und 0,8 kb) und
das Luciferase enthaltende PGL3 Plasmid (3.7) wurden mit den Restriktionsenzymen Sacl

und Xhol bei 37°C fir 1 h geschnitten und danach auf einem Gel aufgetragen.

Tabelle 13: Ansatz flr den Restriktionsverdau

Komponenten Menge
Plasmid 1ug
Sacl 1l
Xhol 1l

10x CutSmart™ Puffer 5 ul
H20 ad 50 pl

Das Ranbp3l-Promotor-Fragment sowie das geschnittene PGL3 backbone wurden aus dem

Gel aufgereinigt und Gber Nacht bei 4 h nach folgendem Schema ligiert:

Tabelle 14: Ansatz fUr die Ligationsreaktion

Komponenten Menge
PGL3-Plasmid 50 ng
Ranbp3I-Promotor-Fragment 45 ng
10x T4 Ligase Puffer 2ul
ATP (0,1 mM) 1l
T4-Ligase 1l

H.0 ad 20 pl
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Das Vektor-Insert Verhéltnis betrug dabei 1:3. AnschlieBend erfolgte wie in Punkt 4.2.2 bis
4.2.5 beschrieben die Transformation und die finale Maxi-Praparation der erzeugten
Plasmide. Zur Verifizierung wurden die Plasmide mit den Primern RV-3 und GL-2
sequenziert (Primer siehe 3.11.3). Der Klonierungsprozess ist zusammenfassend in
Abbildung 16 dargestellt. Im weiteren Verlauf wurden die erzeugten Plasmide PGL3-2 kb-
mRanbp3l und PGL3-0,8 kb-mRanbp3l bezeichnet.

1)
Isolation muriner DNA
iPCR
3)
| Ranbp3I-Promoterfragment
2) l Zwischenklonierung PGL3 Vektor
TOPO-TA Vektor
J Verdau
3)
Verdau
| Ranbp3I-Promoterfragment +
4) .
Ligation

[_1Ranbp3I-Promotorsequenz
@ Sacl Erkennungssequenz

mm Xhol Erkennungssequenz

—1MCS = multiple cloning site
@ Luciferase kodierender Bereich

—1Puromycinresistenz
mm Ampicillinresistenz PGL3-2 kb-mRanbp3loder
PGL3-0,8 kb-mRanbp3l

Il Kanamycinresistenz

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Klonierung von Ranbp3l-Promotorfragmenten in den
PGL3 Vektor.

Zu Beginn wurde mit spezifischen Primern aus muriner DNA Ranbp3Il-Promotorfragmente amplifiziert,
welche als Uberhinge Restriktionserkennungssequenzen (orange = Sacl, griin = Xhol) enthielten (1). Dieses
PCR-Fragment wurde in einen TOPO Vektor zwischenkloniert (2). Nun wurde das erzeugte TOPO-Plasmid
und der PGL3 Vektor mit Sacl und Xhol verdaut (3) und das Ranbp3l-Promotorfragment sowie das PGL3
backbone aus dem Gel extrahiert und zusammenligiert (4). Nach erfolgter Transformation und Aufreinigung
konnte somit der PGL3 Vektor mit einem Ranbp3I-Promotorfragment (3.7, PGL3-2 kb-mRanbp3l oder PGL3-
0,8 kb-mRanbp3l) erzeugt werden.
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4.9.3 Quick change Mutagenese vom Ranbp3l-Promotor-Fragment

In dem Konstrukt PGL3-0,8 kb-mRanbp3l wurden die putativen NFAT5-Bindestellen durch
das QuickChange Il Mutagenese Kit mutiert. Aus der QuikChange Primer Design -Software
der Firma Agilent wurden Primer bestimmt, die den gewinschten Ranbp3l-Promotor-
Bereich mutieren (Primer siehe 3.11.5, Quick-Mut-1 und Quick-Mut-2). Die WT-Sequenzen
sowie die erzeugten mutierten Sequenzen sind in Tabelle 15 dargestellt. Die erhaltenen
Plasmide mit den mutierten Promotorbereichen (siehe 3.7, PGL3-0,8 bp-quick1-mRanbp3l,
PGL3-0,8 bp-quick2-mRanbp3l, PGL3-0,8 bp-quick1+2-mRanbp3l) wurden erneut wie in
Absatz 4.2.2 bis 4.2.5 beschrieben in E. coli transformiert und mittels Mini- und
nachfolgender Maxi-Préparation aufgereinigt. Auch hier dienten zur Verifizierung die
Primer RV-3 und GL-2 (3.11.3).

Tabelle 15: Mutierte NFAT5 Bindesequenzen im Ranbp3I-Promotor

Komponenten Ranbp3l-Promotor-Sequenz
WT-Bindestelle 1 GTACATTTCCATGCGC
Quick-Mut-Bindestelle 1 GTACAAAAAAATGCGC
WT-Bindestelle 2 GATCTTTTCCATTTCG
Quick-Mut-Bindestelle 2 GATCTAAAAAATTTCG

4.9.4 Messung der Promotoraktivitat

HEK-293T-Zellen wurden in 96-well-Platte ausgesetzt und fur 24 h bei 37 C inkubiert.
Darauf folgte die Transfektion mit den jeweiligen Promotorkonstrukten (3.7) und einem
GFP-Kontrollplasmid (addgene # 6085-1). Nach 24 h wurden die Zellen auf
Grinfluoreszenz untersucht. Bei erfolgreicher Transfektion wurde die Mediumosmolalitat
auf 450 mosmol/kg erhéht. Nach weiteren 24 h erfolgte die Lumineszenzmessung mit dem

Luciferase Assay System von Promega nach Angaben des Herstellers.

4.10 Etablierung einer RANBP3L-lUberexprimierenden-Zelllinie
4.10.1Klonierung des RANBP3L-FLAG Plasmids

Aus muriner cDNA wurde mittels spezifischer Primer der komplette fir Ranbp3l
proteinkodierende Bereich (NCBI Referenzsequenz: NM_198024.2) durch PCR amplifiziert
(siehe 3.11.6, Ascl Primer-sense und Pacl Primer-antisense). Daflr wurden die Primer so

designt, dass das erzeugte Konstrukt Restriktionsschnittstellen-Uberhange erhalt, die
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spezifisch von Ascl und Pacl erkannt werden. Das Fragment wurde nachfolgend wie in
4.4.3.4 beschrieben in einen TOPO-TA-Vektor zwischenkloniert. Im nédchsten Schritt
wurden der zwischenklonierte TOPO-TA+Ranbp3l Vektor und der Zielvektor (3.7, V180-
Leervektor) mit den Restriktionsenzymen Ascl und Pacl analog zu Tabelle 13 inkubiert. Die
Ligation erfolgte Uber Nacht nach analogem Prinzip wie in Tabelle 14 (Abbildung 17 zeigt
kompletten Klonierungsprozess). Anschlielend erfolgte wie in Punkt 4.2.2 bis 4.2.5
beschrieben die Transformation und die finale Maxi-Praparation des erzeugten Plasmids
(siehe 3.7, V180-RANBP3L-Flag).

Isolation muriner RNA

y l

cDNA Synthese
| pcr
3)
| Protein kodierender Bereich fiir Ranbp3/ | |
2) l Zwischenklonierung V180-Vektor
TOPO-TA Vektor
J Verdau
3)
Verdau
| Protein kodierender Bereich fiir Ranbp3/ | | +
4) N
Ligation

1 proteinkodierender Bereich fir Ranbp3/
mmm Ascl Erkennungssequenz

mmm Pacl Erkennungssequenz

mm MCS = multiple cloning site

C—1CMV Promotor

[ FLAG-Tag

—1Geneticinresistenz

B Ampicillinresistenz V180-RANBP3L-Flag
Il Kanamycinresistenz

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Klonierung des proteinkodierenden Bereichs von Ranbp3l|
in den V180 Vektor.

Zu Beginn wurde aus murinen Zellen RNA isoliert und in cDNA synthetisiert. Im weiteren Verlauf wurde mit
spezifischen Primern der proteinkodierende Bereich von Ranbp3l (NCBI Referenzsequenz: NM_198024.2)
aus der cDNA amplifiziert (1). Dieser besitzt zusatzlich als Uberhdnge Restriktionserkennungssequenzen
(orange = Pacl, griin = Ascl). Dieses PCR-Fragment wurde in einen TOPO Vektor zwischenkloniert (2). Nun
wurde das erzeugte TOPO Plasmid und der V180 Vektor mit Pacl und Ascl verdaut (3) und die Ranbpa3l
proteinkodierende Sequenz sowie das VV180-Leervektor backbone aus dem Gel extrahiert und zusammenligiert
(4). Nach Transformation und Aufreinigung wurde somit der V180 Vektor mit einem Ranbp3l-
proteinkodierender Fragment erzeugt (3.7, V180-RANBP3L-Flag), welcher als Uberexpressionsplasmid
benutzt werden konnte.
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Final wurde die erfolgreiche Klonierung des RANBP3L kodierenden Bereichs in den VV180-
Flag Vektor mittels Sequenzierung (4.2.4) der g°PCR Ranbp3I Primer (siehe 3.11.4, Ranbp3l-

real sense, Ranbp3l-real antisense) und des CMV-sense Primers (3.11.3) verifiziert.

4.10.2 Stabile Transfektion in mpkCCD-Zellen

Die mpkCCD-Zellen wurden in 12-well Platten so ausgesetzt, dass am Tag der Transfektion
eine Konfluenz von 70-80 % vorlag. Das VVolumen pro well betrug 2 ml. Die Transfektion
des aus 4.10.1 generierten V180-RANBP3L-Flag-Plasmids sowie des leeren Plasmids als

Negativkontrolle (3.7, V180-Leervektor) erfolgte nach folgendem Reaktionsansatz:

Tabelle 16: Reaktionsansatz fur die Transfektion mittels TurboFect pro well.

Komponenten Menge Serum freies Medium
Vektor 2 ug 200 pl
TurboFect-Transfektions-Reagenz 6 pl

Der Reaktionsansatz wurde gevortext und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die 200 pl des Transfektionsansatzes tropfenweise pro well zugegeben und die
Zellen flr weitere 48 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das transfizierte Plasmid enthalt
einen kodierenden Bereich fir eine Neomycinresistenz. So wurden die transfizierten
mpkCCD-Zellen mit 0,25 mg/ml G418 (Geneticin) versetzt und nachfolgend nur mit G418

versetztem Medium kultiviert.

4.10.3 Nachweis der Uberexpression

Die Uberexpression von RANBP3L in den mpkCCD-Zellen wurde auf RNA-Ebene durch
eine qPCR auf Ranbp3l analysiert. Die Uberexpression auf Proteinebene konnte anhand der
Kernlokalisation von RANBP3L und des existierenden Flag-Tags im V180 Vektor (der
Flag-Tag ist direkt an den C-terminal fur Ranbp3l kodierenden Bereich gebunden) mittels
Immunfluoreszenz analysiert werden (Siehe Anhang 8.13.). Als Kontrolle dienten jeweils

mit dem Leervektor stabil transfizierte Zellen.
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4.11 Nutzung von frei zuganglichen online Datenbanken

4.11.1 Primerdesign mittels NCBI Primer-BLAST

Zur Generierung spezifischer Primer fir PCR, gPCR oder diverse Klonierungen wurde das
NCBI Primer-BLAST tool verwendet (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/,
Stand 17.08.21) [91].

4.11.2 CRISPR/CAS9-vermittelter-Knockout

411.2.1 CHOPCHOP
Das gRNA Design flr das CRISPR/Cas9 System wurde mittels CHOP-CHOP durchgefiihrt
(https://chopchop.cbu.uib.no, Stand 17.08.21) [97].

4.11.2.2 TIDE

Eine CRISPR/Cas9-vermittelten-Mischkultur sowie Einzelklongenerierung wurde mittels
einer Tracking of Indels by DEcomposition (TIDE)-Analyse verifiziert
(http://shinyapps.datacurators.nl/tide/, Stand 17.08.21) [100].

4.11.2.3 Expasy

Die Einzelklon-DNA-Sequenzen wurden nun mittels Expasy in Protein-Sequenzen
umgewandelt und somit die Proteinldnge der CRISPR/Cas9-vermittelten-Knockout-Klone
analysiert (https://web.expasy.org/translate/, Stand 17.08.21) [105].

4.11.3 Genexpressionsanalysen

411.3.1 Morpheus
Die Morpheus Software des Broad Institute wurde zur Generierung von Heatmaps

verwendet (https://software.broadinstitute.org/morpheus/, Stand 17.08.21).

4.11.3.2 TCGA

Die The Cancer Genome Atlas (TCGA)-Datenbank diente dazu, aus der Kohorte der
Nierenzellkarzinompatienten Genexpressionsprofile zu erstellen und mit den Subtypen
KIRC, KICH und KIRP zu vergleichen (https://xenabrowser.net, Stand 17.08.21) [82].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://shinyapps.datacurators.nl/tide/
https://web.expasy.org/translate/
https://software.broadinstitute.org/morpheus/
https://xenabrowser.net/
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4.11.3.3 The Human Protein Atlas

Der humane Protein-Atlas wurde verwendet, um vorteilhafte und unvorteilhafte Gensets fur
das Nierenzellkarzinom mit entstandenen Genexpressionsprofil-Analysen von RANBP3L-
KO-Zellen zu vergleichen (https://www.proteinatlas.org/humanproteome/pathology, Stand
17.08.21) [106].

4.11.3.4 Gepia2

Gene Expression Profiling Interactive Analysis 2 (Gepia2) wurde genutzt, um Kaplan-
Meier-Plots einzelner Gene sowie Gensets zu generieren. Weiterhin wurde die
Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) hiermit generiert. Die
Hauptkomponentenanalyse ist dabei ein statistisches Verfahren, mit dem viele Variablen
(Gene) zu wenigen Hauptkomponenten zusammengefasst werden, um so eine Darstellung
der Daten in wenigen Plots zu ermdglichen. Dafiir wird mathematisch eine Trendkurve Gber
alle Werte gelegt (PC1) und wiederum eine zweite Trendkurve die senkrecht zur ersten steht
(PC2). Dies kann flr die Anzahl an existierenden Variablen wiederholt werden. Meistens
decken aber bereits PC1 und PC2 den Grofteil der Daten ab, womit durch einen einzigen
Plot (X = PC1 und Y = PC2) eine Aussagekraft fur alle Gene beschrieben werden kann
(http://gepia2.cancer-pku.cn, Stand 17.08.21) [70].

41135 DAVID
The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, DAVID wurde zur

Generierung von KEGG-Pathway-Analysen ((Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
genutzt (https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp, Stand 17.08.21) [107].

4.11.3.6 GSEA
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) wurden mittels der Software des Broad Instituts

generiert (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp, Stand 17.08.21) [108].

4.11.3.7 UALCAN
Das The University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal (UALCAN)

wurde fir die Generierung der Heatmap aus Abbildung 9 verwendet
(http://ualcan.path.uab.edu/, Stand: 17.08.2021)[83].


https://www.proteinatlas.org/humanproteome/pathology
http://gepia2.cancer-pku.cn/
https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp
https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
http://ualcan.path.uab.edu/
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4.11.4Promotorstudien

411.4.1 ECR

Zur Ermittlung von evolutiondr konservierten Bereichen wurde die freizugéngliche
Datenbank Evolutionary Conserved Regions (ECR)-Browser benutzt.
(https://ecrbrowser.dcode.org, Stand 17.08.21).

4.11.4.2 JASPAR

Zur Untersuchung der evolutiondr konservierten Bereiche auf putative Transkriptionsfaktor
Bindestellen wurde die Datenbank JASPAR genutzt (http://jaspar.genereg.net, Stand
17.08.21) [104, 109].

4.11.4.3 QuikChange Primer Design

Zum Design der Primer fir eine Quick Change Mutagenese wurde die Software QuikChange
Primer Design der Firma Agilent verwendet
(https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp, Stand 17.08.21).

4.12 Statistische Auswertung der Daten

Daten, die fur eine statistische Auswertung verwendet wurden, wurden aus mindestens drei
unabhangigen Experimenten mit mindestens zwei technischen Replikate gewonnen. und als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (Standard error of the mean, SEM) dargestellt.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels GraphPad Prism 8. Signifikante
Unterschiede wurden im Vergleich zur im Ansatz mitgefuhrten Kontrolle durch den Student
t-Test oder 1-Weg-ANOVA bestimmt. Fur jedes Experiment ist die n-Zahl sowie statische
Auswertemethode in der Legende aufgefiihrt.


https://ecrbrowser.dcode.org/
http://jaspar.genereg.net/
https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp
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5 Ergebnisse

5.1 Osmotische Genregulation von Ranbp3l
5.1.1 Expression in einer murinen IMCD-Primarkultur

SCHULZE BLASUM et al. konnte in Priméarkulturen von innermedulldren Sammelrohrzellen
(inner medullary collecting duct, IMCD) aus Ratten durch Microarray-Analysen bisher noch
unbeschriebene Gene und Signalwege identifizieren, die Uber die Osmolalitat beeinflusst
werden. Darunter befand sich auch das ran-binding protein 3-like (Ranbp3l) [55]. Zu Beginn
meiner Arbeiten sollten die in Ratte gewonnen Microarray Daten in Maus IMCD-
Primarkulturen verifiziert werden. Dafur wurde mittels Next-Generation-Sequenzierung
(NGS) das globale Genexpressionsprofil der murinen IMCD-Zellen unter isoosmolaren
(300 mosmol/kg) sowie hyperosmolaren (600 mosmol/kg) Bedingungen bestimmt
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Volcano-Plot von Maus-IMCD-Zellen.

Maus IMCD-Zellen wurden 7 d in 300 mosmol/kg und 600 msomol/kg Medium Kultiviert. AnschlieBend
wurde die RNA isoliert, die Reinheit bestimmt und durch die Firma Novogene mittels NGS analysiert. Der
dargestellte VVolcano-Plot gibt Auskunft dartiber, welche Gene in welchem AusmaR differentiell exprimiert
werden sowie auch wie signifikant diese Veranderung ist. Grundlage der Volcano-Plots sind die differentiell
exprimierten Gen (DEG)-Listen. Die x-Achse stellt den log. fold change dar, welcher das Verhéltnis der
Transkriptmengen zweier verglichener Proben angibt. Die Y-Achse dagegen gibt den -logio(padjust)- Wert an,
der die Signifikanz der Anderung der Daten einbezieht. Pagjus-Werte von > 0,05 wurden als nicht signifikant
eingestuft (gestrichelte Linie). Dargestellt sind alle unterschiedlich regulierten Gene zwischen den bei
300 mosmol/kg und 600 msomol/kg ermittelten Transkripten. Die Punkte in den VVolcano-Plots représentieren
Gene (Blaue Punkte stehen fiir herunterregulierte Gene, die roten Punkte dagegen flr hochreguliere Gene,
schwarz = nicht signifikant regulierte Gene, n = 2 fur jede Osmolalitét).
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Die Firma Novogene Co, Ltd Gbernahm dabei die Qualitatskontrolle der RNA-Proben, die
RNA-Sequenzierung und die bioinformatische Auswertung der erhaltenen Daten. Genaueres
Uber das Vorgehen von Novogene ist im Anhang unter 8.3 zu finden. Die Ergebnisse zeigen,
dass ebenfalls in murinen Primarkulturen eine Vielzahl an Genen reguliert wird. Dabei ist
zu erkennen, dass insgesamt 735 Gene (347 hoch und 388 runter) in ihrer Expression
signifikant reguliert sind. Neben bekannten osmolalitatsregulierten-Genen wie Agp2 (log.
fold change = 4,98) [51], Fxyd2 (logz fold change = 4,49) [110] oder Prss35 (log. fold change
= 5,82) [54], die auch in den Ratten-Microarray-Daten identifiziert werden konnten [55],
zeigt auch Ranbpa3l eine ahnlich starke Induktion seiner Expression (log. fold change = 4,62)
unter Hyperosmolalitat (Die log> fold changes aller unter Hyperosmolalitat signifikant-
regulierten-Gene aus Maus-IMCD-Zellen sind im Anhang 8.4 unter Tabelle 25 zu finden).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in demselben Datensatz kein anderes Mitglied der
Ran binding protein Familie einen solchen Unterschied in der Genexpressionséanderung
besitzt. In Abbildung 19 sind die fragments per kilobase million (FPKM) der Ran
Bindeprotein Familienmitglieder als Heatmap fir 300 mosmol/kg und 600 mosmol/kg
beider Proben dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass nur die Ranbp3l-Expression bei

600 mosmol/kg einen Unterschied im Vergleich zu den 300 mosmol/kg Proben aufweist.
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Abbildung 19: FPKM-Werte aller identifizierten Transkripte der RANBP-Familie.

Maus IMCD-Zellen wurden 7 d bei 300 mosmol/kg und 600 mosmol/kg kultiviert. Anschliefend wurde die
RNA isoliert, die Reinheit bestimmt und von der Firma Novogene die RNA Sequenzierung durchgefiihrt.
Dargestellt sind die FPKM (fragments per kilobase million) Werte eines jeden zur RANBP-Familie gehérenden
Transkripts, welches durch RNA-Sequenzierung identifiziert werden konnte (Ranbp = Ran binding protein,
Ipo = Importin, n=2 fir jede Osmolalitét) [85].
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Zusammenfassend l&sst sich also sagen, dass die gewonnen Daten aus Ratten-IMCD-Zellen

sich ebenfalls auf eine murine Primarkultur Gbertragen lassen konnten.

5.1.2 Expression in der mpkCCD-Zelllinie

Um die Funktion von RANBP3L erforschen zu kdnnen, war es weiterhin notwendig auf ein
Modell zuriickzugreifen, welches im Gegensatz zu Primarkulturen seine Manipulation zu
lasst. Diese Zelllinie sollte zusétzlich renalen Ursprungs sein und sich unter
Hyperosmolalitét kultivieren lassen. In der Literatur wird die mpkCCD-Sammelrohrzelllinie
als solch ein Model beschrieben [51, 88, 111, 112]. Auch hier konnte durch NGS-Analysen
gezeigt werden, dass Ranbp3l unter Hyperosmolalitdt (600 mosmol/kg) signifikant
hochreguliert wird (logz fold change = 8,95, Abbildung 20A). (Die log. fold changes aller
signifikant-regulierter-Gene aus mpkCCD Zellen sind im Anhang 8.4 in der Tabelle 26 zu
finden).
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Abbildung 20: Signifikant-regulierte-Gene in mpkCCD und murinen IMCD-Zellen unter
Hyperosmolalitét.

A) Die mpkCCD-Zellen wurden 7 d in 300 mosmol/kg und 600 mosmol/kg Medium kultiviert. Anschlielend
wurde die RNA isoliert, die Reinheit bestimmt und durch die Firma Novogene durch NGS analysiert. Der hier
dargestellte Volcano-Plot gibt Auskunft dariiber, welche Gene in welchem Ausmal differentiell exprimiert
werden sowie auch wie signifikant diese Veranderung ist. Die x-Achse stellt den log, fold change dar. Die Y-
Achse dagegen gibt den -logio(padjust)- Wert an. Dargestellt sind alle unterschiedlich regulierten Gene
zwischen den bei 300 mosmol/kg und 600 msomol/kg. Die Punkte in den VVolcano-Plots représentieren Gene
(Blaue Punkte stehen fir herunterregulierte Gene, die roten Punkte dagegen fiir hochreguliere Gene, n =2 fir
jede Osmolalitat). B) Maus IMCD und mpkCCD-Zellen wurden 7 d unter Hyperosmolalitét kultiviert, die RNA
wurde isoliert und nachfolgend ein globales Genexpressionsprofil erstellt. Uberlappende signifikant-regulierte-
Gene (log, fold change < -1, > 1) sind gegeneinander dargestellt und zeigen eine signifikante Korrelation (n =
583, p < 0,0001, Blaue = (berlappende herunterregulierte Gene, rot = (berlappende hochregulierte Gene,
griiner Punkt = Ranbp3l) [85].
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Nachfolgend wurde untersucht wie stark die durch Hyperosmolalitat induzierten
Genexpressionsprofile zwischen priméaren IMCDs und mpKCCD-Zellen Kkorrelieren. In
Abbildung 20B sind die aus Abbildung 18 enthaltenen murinen IMCD-Daten sowie die log
fold change Werte der mpkCCD-Zellen (kleiner als -1 und groRer als 1) gegeneinander
aufgetragen. Dabei konnten 583 gemeinsame signifikant differentiell-regulierte-Gene
beschrieben werden (Die log fold changes aller gemeinsamer signifikant-regulierter-Gene
sind im Anhang 8.4 in der Tabelle 27 zu finden).

Dabei lasst sich erkennen, dass beide Gensets signifikant und positiv miteinander korrelieren
(R?=0,2025). Weiterhin lasst sich feststellen, dass Ranbp3l in beiden Datensitzen eine der
am stérksten hochregulierten Transkripte war (griner Punkt). Somit ist gezeigt, dass fir die
weiteren Analysen der Funktion von RANBP3L sich die mpKCCD-Zelllinie eignet. Sie
weist nicht nur eine vergleichbare Induktion von Ranbp3l zu der murinen IMCD-
Primarkultur auf, sondern exprimiert ebenfalls ein vergleichbares Genset wie in der
murinen-IMCD-Primdrkultur. Dadurch sind die weiteren Daten sehr wahrscheinlich auf
physiologische in-vivo-Prozesse Ubertragbar.

5.2 NFATS5 als Schlisseltranskriptionsfaktor der Hyperosmolalitét

Wie unter Punkt 1.3 dargelegt, wird NFATS5 als Schliisseltranskriptionsfaktor der Anpassung
an Hyperosmolalitat beschrieben [40, 43]. Dabei kommt es einerseits zu einer verstarkten
Transkription als auch einer Translokalisation in den Zellkern. Die Lokalisation von NFAT5
im Zellkern wurde folgend in murinen-IMCD-Zellen sowie der mpKCCD-Zelllinie mittels
Immunfluoreszenzanalysen untersucht und die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestelit.
Bei beiden Férbungen diente DAPI als Kernmarker. Es ist zu erkennen, dass das NFAT5-
Signal unter 300 mosmol/kg diffus in der Zelle verteilt vorliegt und unter 600 mosmol/kg
im Kern deutlich angereichert ist. Eine quantitative Auswertung mit der Zen Blue-Software
(4.2.16) zeigt zusatzlich die Uberlagerte Auftragung der Signalintensitét des DAPI-sowie des
NFAT5-Signals uber das Préparat (Abbildung 21B und D). Fur beide Analysen lassen sich
ahnliche Schlussfolgerungen treffen. Wahrend das NFAT5-Signal unter 300 mosmol/kg ein
uber die gesamte Zelle verstreutes Signal aufweist, welches nur gering mit dem DAPI-Signal
uberlappt, zeigt der Plot unter 600 mosmol/kg eine starke Kern-Kolokalisation mit dem
DAPI-Kernsingal.
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzanalyse von NFATS5 in murinen IMCD und mpkCCD-Zellen.

A, C) Primér-kultivierte-Maus-IMCD-Zellen (A) und mpkCCD-Zellen (C) wurden jeweils auf Deckgldsern
ausgesetzt und unter 300 mosmol/kg beziehungsweise 600 mosmol/kg bis zu einer gewiinschten Konfluenz
kultiviert. Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikorpern gegen
NFATS (3446-Abcam) behandelt. Als Kernmarker diente DAPI (MaRstabsleiste: 100 um). B, D)
Intensitatsdiagramm des NFAT5- und DAPI-Signals fir primar-kultivierte-Maus-IMCD-Zellen (B) und
mpkCCD-Zellen (D). Die Farbung der Zellen mit dem NFAT5-Antikorper sowie die Generierung der
Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit gleicher Beleuchtungsdauer fur die
isoosmolare und hyperosmolare Probe. Die Quantifizierung der Signalintensitaten erfolgte durch die Zen Blue-
Software fiir den mit dem weiRen Pfeil markierten Bereichs.

Es konnte folglich gezeigt werden, dass NFATS5 in beiden Systemen unter Hyperosmolalitét
stark nukleér lokalisiert vorliegt und somit die mpKCCD-Zelllinie einen ahnlichen
Mechanismus der NFAT5-Aktivierung aufweist. Viele der bekannten osmoregulierten-Gene
aus 1.3.2 sind durch NFATS5 reguliert [40, 51]. Es sollte nun untersucht werden, ob auch
Ranbp3l in seiner Expression tber NFATS reguliert wird. Dazu diente ein CRISPR/Cas9-
vermitteltes-Knock-Out-System, um die endogene Expression von NFAT5 in den

verwendeten mpkCCD-Zellen zu inaktivieren.
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5.3 Generierung einer CRISPR/Cas9-vermittelten-NFAT5-defizienten-
mpkCCD-Zelllinie

5.3.1 Knockout-Verifizierung

5.3.1.1 Genomische Charakterisierung des Knockouts

Durch die Verwendung der CRISPR/Cas9-Methode kann spezifisch ein genomischer
Bereich verandert werden [113-115]. In diesem Zusammenhang sollte eine Mutation des
NFAT5-Lokus in mpkCCD-Zellen zu einem NFAT5-Funktionsverlust fiihren. Dazu wurden
in den mpkCCD-Zellen NFAT5 mittels drei verschiedener gRNAs am Exon 4 mutiert
(Tabelle 17, generiert mit den Oligos aus 3.11.1 flr Nfat5 nach 4.4.1.2) (Abbildung 22A).

Tabelle 17: Verwendete gRNAs gegen den murinen Nfat5-Lokus

Name gRNA-Sequenz Exon
NFAT5-gRNA1 CAATCTCGTCGTTTGACCCC 4
NFATS5-gRNA2 TTTCGTTTTCGTGATTTACG 4
NFAT5-gRNA3 GTTACTTACCCCCACGGCTG 4

Dieser Bereich wurde ausgewéhlt, da es 100 % Sequenzhomologie zu dem humanen NFAT5
aufweist [96]. Diese starke Konservierung spricht fir die Kodierung eines wichtigen
funktionellen Bereichs. Zunédchst wurden dafir die drei gegen NFATS5 gerichtete gRNAS
separat in einen lentiCRISPRv2-Vektor kloniert, in kompetenten DH5a-Zellen (E. coli)
vervielfaltigt und das Plasmid isoliert (4.4.1). Mit Hilfe eines lentiviralen
Transduktionssystems wurden die gRNA-tragenden lentiCRISPRv2-Konstrukte (3.7, Crispr
lenti v2-gRNAL1-mNfat5, Crispr lenti v2-gRNA2-mNfat5, Crispr lenti v2 gRNA3-mNfat5)
in die mpkCCD-Zelllinie eingebracht (4.4.2) und uber Selektion durch 2 pg/ml Puromycin
eine Mischkultur mit verschiedenen NFAT5 mutierten Zellen generiert. Die Transduktion
war nur fur Crispr lenti v2-gRNA1-mNfat5 und Crispr lenti v2-gRNA3-mNfat5 erfolgreich,
da unter Puromycinbehandlung alle Crispr lenti v2-gRNA2-mNfat5-transduzierten-Zellen
abstarben. Die erzeugten Mutationen lieBen sich durch eine PCR mit spezifischen Primern
des Zielbereichs im Nfat5-Lokus (Primer siehe 3.11.2., mNfat5-gRNA1+2 sowie mNfat5-
gRNAJ) verifizieren (Daten nicht gezeigt). Die PCR-Produkte wurden schlief3lich aus dem
PCR Ansatz aufgereinigt (4.2.9.1) und mit den gerade erwdhnten sense und antisense
Primern sequenziert (4.2.4).

Die Cas9-Nuklease sorgt an der Zielsequenz fur einen Doppelstrangbruch (DSB), worauf
die Zelle uber den non-homologous end joining (NHEJ) Mechanismus beide DNA-Strange
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ohne vorhandenes template wieder zusammenfiigt. Dabei kommt es zur Entstehung von
Insertionen und Deletionen (InDels) [116]. Nicht jede Verédnderung der NFAT5-DNA sorgt
fur einen kompletten funktionellen Knockout des Proteins. Somit ist die erzeugte
Mischkultur nur als Kockdown von NFATS5 zu betrachten (Sequenzbeispiel siehe Abbildung
13). Es ist wichtig eine Mutation zu erzeugen, welche in einem Frameshift und nachfolgend
zu einer falschen oder abbrechenden Translation des Proteins fuhrt. Durch
Verdlinnungsreinen wurde aus den Mischkulturen schlielich Einzelklone generiert
(4.4.3.2), dessen Mutationen im Nfat5-Lokus mittels PCR (Primer siehe 3.11.2., mNfat5-
gRNA1+2 sowie mNfat5-gRNA3) fir das zielsequenztragende-DNA-Fragment verifiziert
wurde. Die PCR-Produkte wurden erneut aufgereinigt und sequenziert. Anhand der
Sequenzierungsergebnisse konnten final aus zwei verschiedenen gRNAs zwei Einzelklone
(N1 und N3) als NFAT5-Knockout-Klone generiert werden (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Genomische Struktur des murinen NFAT5 nach gRNA Transduktion

A) Schematische genomische Struktur des murinen NFATS. grau = nicht kodierende Exons, gelb = Exon mit
Zielsequenz, Schwarz = kodierende Exons B) Sequenzanalyse von Scr (oben), N1 (unten links) und N3 (unten
rechts) Zellen fiir Zielsequenz-enthaltendes DNA-Fragment. Im Klon N1 (links) ist das Fehlen einer Base
Guanin zu erkennen, wéhrend im Klon N3 (rechts) nach der PAM Sequenz multiple Peaks an derselben
Position auftreten, was auf eine Genomveranderung durch die gRNA zuriickzufiihren ist (PAM = protospacer
adjacent motif, rot Flache= PAM Sequenz, griin Flache= Zielsequenz).

Zusétzlich wurde eine Kontrolle mit einer zuféllig zusammengesetzten Scramble-gRNA
(Scr-gRNA = ATATCCGGAATTCGCGCGAT, generiert mit den Oligos aus 3.11.1 flr
Scramble nach 4.4.1.2) ohne gerichtete Ziel-Sequenz in den lentiCRISPRv2-Vektor kloniert
(3.7, Crispr lenti v2-Scr-gRNA) und wie die NFAT5-gRNAs in mpkCCD-Zellen

transfiziert, um den Effekt der dauerhaft aktiven Cas9-Nuklease fiir spétere funktionelle
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Ergebnisse auszuschlieBen [117]. Die Scr-DNA weist fir den NFATS5-Bereich nur
Wildtypsequenz auf und wurde daraufhin fir alle folgenden Experimente als Kontrolle
eingesetzt (Abbildung 22B, obere Sequenz = Scr-DNA).

Unter Verwendung der TIDE-Software (4.4.3.3) konnte anschlieRend die genaue Grolie des
InDels auf beiden Allelen identifiziert werden [100]. Fir diese Analyse wurden die
Sequenziererdaten aus Abbildung 22B genutzt. Das Programm ermittelt dann, durch den
Vergleich der WT-Sequenz gegen die gRNA-behandelte Sequenz, die jeweilige
Mutationswahrscheinlichkeit auf beiden Allelen. Die bionformatische Auswertung von
TIDE fiir beide NFAT5-KO-Klone N1 und N3 ist in Abbildung 23 dargestellt (N1 oben, N3

unten).
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Abbildung 23: TIDE-Analyse der NFAT5-defizienten-mpkCCD-Zellen.

Das PCR-Amplifikat wurde mit einer jeweiligen Kontrollsequenz sowie der gRNA Sequenz (N1 oben, N3
unten) in die TIDE-Software geladen. Die Zahlen tiber den Balken beziehen sich auf den Anteil des InDels an
der Gesamtsequenz angegeben in %. Klon N1 (oben) weist, wie die Sequenz bereits zeigt, eine Deletion von
einer Base auf. Klon N3 (unten) zeigt eine Deletion von 4 bp sowie 2 bp (rot = signifikant, schwarz = nicht
signifikant) [85].
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Die roten Balken geben Auskunft tber die in den jeweiligen Klonen entstandenen
Mutationen und den berechneten Anteil an der DNA-Sequenz. Daher zeigt die Auswertung
eine Deletion auf beiden Allen im Klon N1 und eine Deletion von 4 bp sowie 2 bp im Klon
N3.

Weiterhin wurde nach Selektion der Klone N1 und N3 das PCR-Amplifikat (siehe 3.11.2,
generiert durch PCR mit den Primern mNfat5-gRNA1+2 sowie mNfat5-gRNA3), welches
fir die TIDE-Analyse diente, in einem TOPO-TA-Vektor zwischenkloniert (4.4.3.4) um
einerseits die bioinformatische TIDE-Analyse zu verifizieren und zusatzlich, nicht nur die
GroRe, sondern auch die genaue Sequenzmutation von N1 und N3 zu erhalten. Nach der
Klonierung wurde das Plasmid in DH5¢ E. coli transformiert und auf Ampicillin + X-Gal
Platten ber Nacht bei 37°C inkubiert. X-Gal dient hier fir eine Blau-Weil-Selektion
(4.4.3.4). Es wurden jeweils 10 weilRe Klone eines jeden Amplifikats gepickt, die DNA
aufgereinigt und mit dem M13 sense Primer (3.11.3) sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen
bestatigten die TIDE-Analyse und zeigen, dass es bei Klon N1 auf beiden Allelen zu einer
Deletion von einem G (Guanin) kam. Klon N3 weist auf einem Allel eine 2 bp Deletion von
CT (Cytidin + Thymin) und eine 4 bp Deletion von GCTG (Guanin + Cytodin + Thymin +

Guanin) auf dem anderen Allel auf (Tabelle 18).

Tabelle 18: Zusammenfassung der Sequenzanalyse der TOPO-TA-Klone.

WT-Sequenz

CCGGGGGTCAAACGACGAGATTGTGAAGAATCT ACTTACCCCCACGGCTGAGGAGCAGCTCTCCACTT
NFAT5-gRNA1-KO NFAT5-gRNA3-KO
CCGGG-GTCAAACGACGAGATTGTGAAGAATCT ACTTACCCCCACGG--GAGGAGCAGCTCTCCACTT
CCGGG-GTCAAACGACGAGATTGTGAAGAATCT ACTTACCCCCACG----AGGAGCAGCTCTCCACTT

5.3.1.2 NFAT5-Defizienz auf Protein-Ebene

Der N1 sowie N3-Klon bilden aufgrund der CRISPR/Cas9-vermittelten-Mutation eine
Leserasterverschiebung. Um folgend herauszufinden, wie grofl das gebildete NFAT5-
Protein in den Klonen N1 und N3 ist, wurden die sequenzierten Bereiche Uber das Webtool
ExPASy-translate in eine Aminosauresequenz umgewandelt und diese mit der murinen WT-
NFAT5-Aminoséuresequenz verglichen (siehe Anhang 8.10.1). Es konnte festgestellt
werden, dass es in beiden Klonen zu einem friheren Abbruch der Translation kommt.

Weiterhin zeigt die Analyse, dass N1-Klone im Vergleich zu N3 ein groReres NFAT5-
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Protein bilden, aber beide trunkierte NFAT5-Varianten tber keine funktionelle RHD oder
Kernimport Domanen verfugen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der trunkierten NFAT5 Einzelklone N1 und N3 im Vergleich
zum WT-NFAT5-Protein.

Im Vergleich zu der WT-NFAT5-Struktur konnte gezeigt werden, dass es in den Klonen N1 und N3 durch die
Leserasterverschiebung zu einem friihzeitigen N-terminalen Translationsabbruch kommt. Beide Klone bilden
die Aminoséuren fiir die NES (grau) sowie die TAD1 (beige) Domane. Klon N1 weist zusétzlich einen kurzen
Teil der AED (braun) Sequenz auf. Es fehlen aber vollstandig die NLS, RHD sowie die TAD2 Domadne. In
gelb ist die de-novo-Sequenz der Klone N1 und N3 dargestellt, die aufgrund der Leserasterverschiebung neue
Aminosdureketten hervorbringt.

Beide NFAT5-defizienten-mpkCCD-Klone weisen trunkierte NFAT5-Varianten auf, die
zum Funktionsverlust des Proteins fuhren mussten. Um die NFATS5-Defizienz auf
Proteinebene zu bestétigen, wurde ein Western Blot mit isolierten Proteinproben aus den
Einzelklonkulturen N1 und N3 durchgefihrt (4.2.13-4.2.14). Fiir die beiden Einzelklone N1
und N3 kann im Vergleich zu Scr keine eindeutige NFAT5-Bande detektiert werden
(Abbildung 25). GAPDH, welches als Ladekontrolle dient, ist im Gegensatz dazu in allen
drei Proben nahezu gleich abundant vertreten.

Scr N1 N3

170 kDa — | s NFATS

Abbildung 25: Nachweis der Defizienz von NFATS5 in N1 und N3 mittels Western Blot.

Proteine wurden aus den jeweiligen Zellen isoliert und (ber eine SDS-Page ihrer GréRe nach aufgetrennt.
Nachfolgend erfolgte das Blotten der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran. Durch spezifisch-bindende
Antikdrper wurde dann in den Scr, N1 und N3-Proben NFAT5 (3446-Abcam) und GAPDH (Cell Signaling)
analysiert [85].
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Um zuséatzlich den Funktionsverlust von NFAT5 als Transkriptionsfaktor zu bestétigen,
wurden Immunfluoreszenzanalysen (4.2.15) mit einem anti-NFAT5 Antikorper
durchgefuhrt. Wie Abbildung 21 schon gezeigt hat, transloziert NFATS5 unter
Hyperosmolalitat (600 mosomol/kg) verstérkt in den Zellkern. Wéhrend bei Scr-mpkCCD-
Zellen dies immer noch der Fall ist, konnte unter extrazellularer Hyperosmolalitat bei den
NFATS5-defizienten-Zellen kein definiertes Kernsignal von NFAT5 mehr beobachtet werden
(Abbildung 26A). DAPI diente in den Versuchen als Kernmarker. Erneut zeigt die
quantitative Auswertung der Signalintensitat in den Scr-Kontrollen unter Hyperosmolalitét
ein Uberlagertes NFAT5-Signal mit dem DAPI-Signal. Fur die NFAT5-defizienten-Klone
N1 und N3 kann diese Uberlagerung beider Signale nicht mehr gezeigt werden (Abbildung
26B).
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Abbildung 26: NFAT5-Immunfluoreszenzaufnahmen von Scr- und NFAT5-defizienten-Zellen.

A) Scr, N1 und N3-Zellen wurden jeweils auf Deckglésern ausgesetzt und unter 300 mosmol/kg
beziehungsweise 600 mosmol/kg bis zu einer gewinschten Konfluenz kultiviert. Fur die
Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikérpern gegen NFAT5 (3446-
Abcam) behandelt. Als Kernmarker diente DAPI (Malstabsleiste: 100 uM). B) Intensitatsdiagramm des
NFATS5 und DAPI-Signals fiir Scr; N1 und N3 zeigt bei dem Scr-Kontrollpréparat (oben) uberlappende Peaks
in beiden Kandlen, wahrend bei beiden NFAT5 KO-Préaparaten (Mitte und Unten) nur unspezifische NFAT5
Signale identifiziert werden konnten. Die Farbung der Zellen mit dem NFAT5-Antikorper sowie die
Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit gleicher
Beleuchtungsdauer fir die Scr- und KO-Probe. Die Quantifizierung der Signalintensitéten erfolgte durch die
Zen Blue-Software flr den mit dem weiBen Pfeil markierten Bereichs.
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5.3.2 Expressionsanalyse der NFAT5-defizienten-mpkCCD-Klone

Nach erfolgreicher Etablierung von NFAT5-defizienten-mpkCCD-Zellen wurde die NFATS
abhangige Rannbp3l-Expression untersucht. Dafiir wurden die Scr- sowie N1- und N3-
Zellen fur 7 d unter 300 mosmol/kg sowie 600 mosmol/kg kultiviert und folgend die RNA
isoliert und qPCR-Analysen durchgefiihrt (4.2.10-4.2.12). Zur Verifizierung der
Osmolalitatsadaption wurde zunéchst die relative Expressionsanderung von Ranbp3, Agp2
und Slc6al2 der Scr-Zellen bei 600 mosmol/kg bezogen auf die isoosomolare Kontrolle
(300 mosmol/kg) mittels gPCR bestimmt (Primer siehe 3.11.4, Ranbp3l-real, Aqp2-real,
Slc6al2-real, Gapdh-real). Als housekeeping gene wurde Gapdh genutzt. Unter
Hyperosmolalitdt war die Expression der Transkripte, wie erwartet, stark hochreguliert
(nicht dargestellt, analog zu Abbildung 20). AnschlieRend wurden die Genexpressionswerte
der beiden Einzelklone N1 und N3 auf die Genexpressionswerte der Scr-Kontrolle bei
600 mosmol/kg normiert und fir Ranbp3l statistisch ausgewertet. Als Positivkontrollen
dienten Agp2 und Slc6al2 (Abbildung 27). Es ist zu erkennen, dass die NFAT5-defizienten-
Zellen bei 600 mosmol/kg im Vergleich zu der Scr-Kontrolle signifikant weniger Agp2,
Slc6al2 und Ranbp3l exprimieren.
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Ranbp3l Aqgp2 Slc6al2

Abbildung 27: qPCR von Scr und NFAT5-defizienten-Zellen.

Scr und NFAT5-defiziente-Zellen wurden 7 d unter 300 mosmol/kg und 600 mosmol/kg kultiviert.
AnschlieBend wurde RNA isoliert und 1 ug RNA zu cDNA umgeschrieben. Durch die Verwendung
spezifischer Primer konnten gPCR fiir Agp2 und Ranbp3l, mit Gapdh als house keeping gene (Primer siehe
3.11.4, Ranbp3l-real, Agp2-real, Slc6al2-real, Gapdh-real) durchgefuhrt werden (Mittelwerte + SEM
(Fehlerbalken), n = 3-5, *, p < 0,05, **, p < 0,01, Student's-T-Test) [85].
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5.4  Tamoxifen-vermittelter ex-vivo-Knockout von NFATS in primar-
kultivierten-Maus-Nierenzellen

5.4.1 Etablierung einer NFAT5-defizienten-Primarkultur

Nach erfolgreicher Charakterisierung der NFAT5-defizienten-mpkCCD-Zellen sollte
analysiert werden, ob eine NFAT5-abhéngige-Ranbp3l-Expression auch in einer primaren
Maus-IMCD-Zellkultur  beobachtet werden kann. Da globale NFAT5-Knockout-
Mausembryonen eine hohere Letalitdt aufweisen [40], wurde ein konditionelles NFAT5-
Knockout System in Méausen Uber eine Tamoxifen induzierbare Ube-Cre/ERT2-Maus-Linie

der Gruppe KUPER et al. genutzt [96].
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Ube-Cre/ERT2*- NFAT5 fix/fix enzymatischer Ube-Cre/ERT2*- NFAT5 fx/fix Ube-Cre/ERT2*- NFAT5 /-
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Abbildung 28: Etablierung eines konditionellen NFAT5-Knockout-Systems in primarkultivierten Maus-
Nierenzellen.

A) Ablaufplan fur die Kultivierung von priméren murinen IMCD-Zellen. B) Cre-Aktvierung durch 4-Hydroxy-
Tamoxifen (4-OH-TM). Ohne Tamoxifen (links) ist die CRE-ERT in Cytosol lokalisiert und nicht reaktiv. Bei
Gabe von 4-OH-TM ins Medium (1), kommt es durch die Bindung von 4-OH-TM an den CRE-ERT Komplex
(2) zur Aktivierung und somit zur Translokation in den Zellkern (3). Die Cre-Rekombinase erkennt loxp
frankierte Bereiche und schneidet diese aus dem Genom (4). Bei der Translation entsteht folglich eine mutierte
NFATS5 Variante, der das Exon 4 vollstandig fehlt (5).

In Abbildung 28A ist die Generierung von NFATS5-defizienten-Primérzellen schematisch
aufgezeigt [87] sowie in Abbildung 28B die genaue Wirkungsweise des 4-Hydroxy-
Tamoxifens (4-OH-TM) induzierten konditionellen NFAT5-Knockouts. Es erfolgte wie in

Abbildung 28A dargestellt die Nierenentnahme bei den Mé&usen und ein enzymatischer
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Verdau zur Homogenisierung des Gewebes. Die Zellen wurden nachfolgend fir die
jeweiligen Analysen in unterschiedliche well-Formate ausgesat und kultiviert. Um den
Knockout zu verifizieren wurde ein Teil der Zellen fur eine Immunfluoreszenz Analyse
analog zu den NFAT5-defizienten-mpkCCD-Zellen verwendet und aus einem anderen Teil
RNA isoliert. Ohne die Zugabe von 4-OH-TM zeigt die Immunfluoreszenz deutlich ein
starkes Kernsignal bei 600 mosmol/kg. Dieselbe Farbung zeigt bei Zugabe von 4-OH-TM
nur noch ein diffuses NFAT5-Signal (Abbildung 29A). Erneut l&sst sich der
Funktionsverlust von NAFT5 durch die quantitative Analyse mittels eines
Signalintensitatsdiagramms verifizieren. In Abbildung 29B ist zu erkennen, dass in der
Kontrolle das NFAT5-Signal aufgrund der Kernlokalisation mit dem DAPI-Signal
Uberlagert ist. Dies ist bei den 4-OH-TM behandelten Zellen nicht mehr der Fall, weswegen

von einem Funktionsverlust des NFAT5-Proteins als Transkriptionsfaktor auszugehen ist.
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Abbildung 29: NFAT5-Immunfluoreszenzaufnahmen primarer IMCD-Zellen mit und ohne 4-OH-TM
Behandlung.

A) Die murinen IMCD-Zellen wurden aus Mausnieren von Ube-Cre/ERT2 *- NFATS "X Mausen isoliert und
auf Deckglésern in 24-well Platten ausgesetzt. Nach 48 h Inkubation wurde 1 pg/ml 4-OH-TM, aulRer bei den
Kontrollwells, zugegeben und 24 h weiter inkubiert. Es erfolgte ein Mediumswechsel und nach weiteren 72 h
Inkubation wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikdrpern gegen NFAT5 (3446-Abcam)
behandelt. Unter einer 4-OH-TM Behandlung kann kein nukledres NFAT5-Signal mehr detektiert werden. Als
Kernmarker diente DAPI (Mafstabsleiste: 100 um). B) Die Signalintensitat des NFAT5 und DAPI Signals
Uber dem Praparat zeigt bei dem Kontrollpraparat iberlappende Peaks in beiden Kanalen, wéhrend bei dem 4-
OH-TM Préparat nur unspezifische NFATS5 Signale identifiziert werden konnten. Die Quantifizierung erfolgte
durch die Zen Blue-Software fur den mit dem weillen Pfeil markierten Bereichs. Die Farbung der Zellen mit
dem NFAT5-Antikérper sowie die Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten
Bedingungen mit gleicher Beleuchtungsdauer fir die Kontroll- und 4-OH-TM-Probe.

1 pg der isolierten RNA wurde in cDNA umgeschrieben und fur gPCRs verwendet, die mit
spezifischen Primern, die Exon 4 von NAFT5 binden (Primer siehe 3.11.4, Nfat5 exon 4-5),
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durchgefihrt wurde. Da bei einer Aktivierung der Cre-Rekombinase Exon 4 vom murinen
Nfat5 herausgeschnitten wird, kann mit diesen Primern die tamoxifen-induzierte-NFAT5-
Deletion quantitativ nachgewiesen werden. Als Kontrolle dienten sowohl Ube-Cre/ERT2 -
Nfat5 ™™ Maus-Primarkulturzellen mit einer 4-OH-TM Behandlung, sowie Ube-
Cre/ERT2 * NFATS5 ™/ ohne 4-OH-TM. Bei allen isolierten Kontrollproben (o und e) ist
das Nfat5-Expressionsniveau auf einem dhnlichen Niveau (Abbildung 30), weswegen auch
ein toxischer Nebeneffekt von 4-OH-TM ausgeschlossen werden kann. Weiterhin zeigen die
Daten, bei fast allen isolierten Ube-Cre/ERT2 *- NFAT5 ™/ proben mit einer 4-OH-TM
Behandlung (o) eine deutliche Herunterregulation der Nfat5-Expression im Vergleich zu
beiden Kontrollgruppen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: gPCR Analyse der Nfat5-Expression in NFAT5-defizienten-Zellen sowie den
Kontrollgruppen.

IMCD-Zellen wurden aus Mausnieren isoliert und in 24-well Platten ausgesetzt. Nach 48 h Inkubation wurde
den Ube-Cre/ERT2 *- NFATS5 X |MCD-Zellen 1 pg/ml 4-OH-TM zugegeben (o) und 24 h weiter inkubiert.
Es dienten Ube-Cre/ERT2 *"NFATS5 ™ + 4.0H-TM (o) und Ube-Cre/ERT2 *- NFATS5 ™/ ghne 4-OH-TM
Gabe (o) als Kontrolltiere. Es erfolgte ein Mediumswechsel und nach weiteren 72 h Inkubation erfolgte die
RNA Isolation, c-DNA Umschreibung und qPCR Analysen (3.11.4, Nfat5 exon 4-5, Gapdh-real). Es konnte
festgestellt werden, dass die relative Nfat5-Expression (relativ zu Gapdh) in den Kontrollgruppen (Ube-
Cre/ERT2 "NFAT5 ™/fx gder Ube-Cre/ERT2 *"NFATS ™/ ohne 4-OH-TM Zugabe) nicht signifikant
verandert vorlag, wahrend eine 4-OH-TM Gabe in den Ube-Cre/ERT2 *- NFAT5 ™/x zy einer signifikanten
Herunterregulation von Nfat5 fuhrte (Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken), mitn=3-9, n.s., p > 0,5, **, p < 0,01.
1-Weg-ANOVA) [85].
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5.4.2 Expressionsanalyse einer NFATS5-defizienten-Primarkultur

Nach erfolgreicher Etablierung einer 4-OH-TM-induzierbaren-NFAT5-KO-Maus-
Primérkultur sollte nun untersucht werden, ob das Fehlen von NFATS5 einen Effekt auf die
Expression von Ranbp3l unter Hyperosmolalitét hat.

Fur eine globale Genexpressiosnanalyse wurden je zwei Ube-Cre/ERT2 *- NFAT5 ¥ mit
4-OH-TM behandelten IMCD-Kulturen sowie zwei nicht mit 4-OH-TM behandelte Ube-
Cre/ERT2 - Nfat5 ™/ Kontrollen verwendet. Auch hier konnte der Knockout anhand der
Verteilung der RNA-Seg-Reads im Nfat5-Maus-Genom verifiziert werden, da in Abbildung
31A deutlich zu sehen ist, dass das Exon 4 in der 4-OH-TM Gruppe fehlt (durch Pfeil
markiert). Weiterhin konnten Genexpressionsdaten zeigen, dass kanonische NFATS-
regulierte-Gene (Akrlb3, Agp2, Slc5a3 etc.) sowie auch Ranbp3l in der behandelten Gruppe
nicht mehr mittels Hyperosmolalitét in ihrer Expression induziert werden (Abbildung 31B).
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Abbildung 31: NGS-Analyse von primaren IMCD-Zellen mit und ohne 4-OH-TM Behandlung.

A) Dargestellt sind die RNAS-Seq-Reads einer Probe (schwarz = Kontrolle, rot = 4-OH-TM Behandlung)
gemapped auf die Exon-Intron-Struktur von murinem Nfat5. Dieser Plot verifiziert den 4-OH-TM-
vermittelten-NFAT5-Knockout, da eindeutig gezeigt werden kann, dass Exon 4 fehlt. B) FPKM-Werte
kanonischer NFAT-Zielgene. Wéhrend die Kontrolle unter 600 mosmol/kg eine Induktion der Gene zeigt, ist
dies in der 4-OH-TM Gruppe nicht mehr der Fall [85].

5.5 Ranbp3l als direktes NFAT5-Target

5.5.1 Evolutionar konservierte NFAT5-Bindestellen im Ranbp3l-
Promotorbereich

Es konnte bislang gezeigt werden, dass in-vitro sowie ex-vivo die Ranbp3l-Expression lber

NAFT5 reguliert wird. Bei vielen kanonischen-NFAT5-regulierten-Genen konnte bereits
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eine direkte Bindung von NFATS an den Promotorbereich gezeigt werden [40, 42, 51, 53].
Weiterhin sollte untersucht werden, ob diese Regulation uber die Bindung von NFAT5 an
Ranbp3Il-Promotorbereiche ebenfalls direkt vermittelt wird. Dafiir wurden zunéchst mit der
freizugéanglichen online Datenbank ECR evolutionar-konservierte-Bereiche in der Ranbp3l-
Promotorregion (2000 bp uptream vom Startcodon) identifiziert (Abbildung 32A). Die mit
Pfeil markierten Bereiche stellen stark konservierte Bereiche Uber die gezeigten Spezies dar.
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Ratte TGTTTACAGAATCCGAGAGTTCCTGCAGTACATTTCCATGAGCTCATGAGCAGCTCCAGCTGTACCTTTTCCATTTCAC

Maus TeTTTACAGAGTCCGAGAGTCECAGCAGTACATTTCCATGCGCTCCTGACCAGATCCAGCEGGATETTTTCCATTTCGE

Hund TeTTTACAGAAACTGAAAGTTCCAGCAGTATATTTCCATGAGCTCATTACCAGTTCTGTTATATCCT T TRBARGTTGCE
Rhesusaffe TGTTTACAGAAATTGAAAGTTCCAGCAGTACATTTCCATGAGCTCATTACCAGTTCCATTTATACCTTTTAGATTTCAC
Schimpanse TGITTACAGAARTTGARAGTTCCAGCAGTACATTTCCATGAGCTCATTACCAGTTCCATTTATACCTTTTAGATTTCAC

Mensch TGTTTACAGAAATTGAAAGT TCCAGCAGTACATTTCCATGAGCTCATTACCAGTTCCATTTATACCTTTTAGATTTCAC

Bindestelle 1 Bindestelle 2

Abbildung 32: Analyse von NFAT5-Bindestellen im Ranbp3I-Promotor tber diverse Spezies.

A) Screenshot aus einem Bereich der menschlichen Ranbp3l-Promotorregion von der ECR-Browser-Website
mit evolutiondr konservierten Regionen (ECR) in den Genomen von Ratte, Maus, Hund, Makaken und
Schimpansen. Die rosafarbenen Linien (siehe Pfeile) zeigen die ECR zwischen dem Menschen und den
angegebenen Saugetieren. B) Der 800 bp groRe Bereich vor der Ranbp3l-Starttranskriptionsstelle ist in den
angegebenen Sdugetieren konserviert und enthalt eine konservierte NFAT5-Konsensussequenz (NNTTTCCA
ist gelb dargestellt, Bindestelle 1) und eine nur teilweise konservierte Sequenz (nicht konservierte Nukleotide
sind rot dargestellt. Bindestelle 2) [85].

Die nun identifizierten Bereiche wurden mit einer weiteren freizugénglichen Software
(JASPAR) auf putative Transkriptionsfaktorbindestellen  untersucht  (NFAT5-
Konsensussequenz = NNTTTCCA, siehe Anhang Abbildung 59). Darunter konnten zwei
nah beieinander gelegene Bindestellen fir NFATS5 ca. 800 bp upstream vom Startcodon

identifiziert werden (Abbildung 32B). Wéhrend eine dieser Bindestellen eine starke
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Konservierung aufweist (Bindestelle 1), zeigt die andere (Bindestelle 2) eine verénderte

Basenabfolge bei hoher entwickelten Vertebraten.

5.5.2 Analyse der Promotoraktivitat von unterschiedlichen Ranbp3l-
Promotorfragmenten

Um zu untersuchen ob auch der Ranbp3I-Promotor unter der direkten Kontrolle von NFAT5
steht, wurden verschiedene Promotorfragmente in einen PGL3-Luciferasevektor kloniert
(Primer siehe 3.11.5 RANBP3L-Prom1-2 kb, RANBP3L-Prom2-0,8 kb) (4.9). Dazu wurde
ein langes 2 kb grolles Promotorfragment als auch ein kirzeres (800 bp), welches aber
immer noch beide putative NFAT5-Bindesequenzen enthalt, in einen PGL3-Vektor kloniert
(3.7, PGL3-2 kb-mRanbp3l, PGL3-0,8 kb-mRanbp3l). Zuséatzlich wurden die zwei NFAT5-
Bindestellen im Ranbp3I-Promotor mittels quick change mutagenese mutiert (3.7, jeweils
eine = PGL3-0,8 bp-quickl-mRanbp3l, PGL3-0,8 bp-quick2-mRanbp3l sowie beide
zusammen = PGL3-0,8 bp-quickl+2-mRanbp3l). Das jeweilige Ranbp3l-Promotor-
Fragment wurde vor die fur Luciferase-kodierende-Region kloniert (Primer siehe 3.11.5
RANBP3L-Prom1-2 kb, RANBP3L-Prom2-0,8 kb). Bindet nun NFAT5 an die putativen
Erkennungssequenzen des Promotor-Fragments aktiviert es als Transkriptionsfaktor die
Expression der Luciferase, welche durch eine Lumineszenzmessung quantifiziert werden
kann (4.9.4). Somit kann durch die Lumineszenz die Promotoraktivitat angegeben werden.
Die Promotoraktivitat wurde nachfolgend in HEK-293T-Zellen untersucht (4.9.4). Ebenfalls
wie die mpkCCD-Zellen transloziert NFATS5 in HEK-293T-Zellen unter Hyperosmolalitat
in den Kern (siehe Anhang Abbildung 58) und kann nachfolgend die Expression von
Zielgenen aktivieren. HEK-293T-Zellen wurden mit dem gewdinschten Plasmidkonstrukt
transfiziert und 24 h unter 450 mosmol/kg Medium inkubiert und nachfolgend die
Lumineszenz gemessen. Da HEK-293T-Zellen im Gegensatz zu mpKCCD-Zellen nicht
differenzierte Nierenzellen sind, fluhrt eine kurzfristige Inkubation dieser Zellen bei
600 mosmol/kg zu unerwiinschten apoptotischen Nebeneffekten [26]. In Abbildung 33 sind
die Ergebnisse der Lumineszenzmessung dargestellt. In Abbildung 33A ist zu erkennen, dass
das 2 kb Promotor-Konstrukt eine ca. zweifache Induktion der Ranbp3I-Promotoraktivitét
im Vergleich zur isoosmolaren Kontrolle zeigt. Die weiteren Daten aus Abbildung 33B
zeigen auBerdem, dass das 0,8 kb Konstrukt ebenfalls die Promotoraktivitat induziert in etwa

in der gleichen Relation wie das 2 kb Konstrukt.
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Abbildung 33: Promotoraktivitat von mutierten Ranbp3I-Promotorfragmenten in HEK-293T-Zellen.
A) Gesteigerte Promotoraktivitdt des kompletten (2kb) Ranbp3l-Konstrukts unter 450 mosmol/kg im
Vergleich zu 300 mosmol/kg. Mittelwerte £ SEM (Fehlerbalken), n = 4 (mit jeweils technischen Duplikaten)
** p<0,01, Student's-T-Test. B) Relative Promotoraktivitat nach Inkubation der Zellen unter 450 mosmol/kg
Mediumsosmolalitét. Es ist kein signifikanter Unterschied in der Promotoraktivitat zwischen dem 2 kb und
dem 0,8 kb Promotor-Konstrukt zu erkennen. Die Mutation der ersten Bindestelle sorgt fur eine signifikant
geringere Aktivitat, wahrend eine Mutation der zweiten Bindestelle kein Unterschied in der Aktivitat erkennen
lasst. Eine Kombination beider Mutationen sorgt wiederum fiir eine tendenzielle Reduktion der Aktivitat (Mut-
1 = erste Bindestelle mutiert, Mut 2 = zweite Bindestelle mutiert, Mut-1+2 = beide Bindestellen mutiert.
Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken), n = 4 (mit jeweils technischen Duplikaten), n.s, p > 0,05, *, p < 0,05, 1-
Weg-ANOVA) [85].

Dagegen zeigt eine Mutation der ersten Bindestelle (konservierte Bindestelle 1 aus
Abbildung 32B) eine deutlich verringerte Aktivierung um etwa 50 %, wohingegen eine
Mutation der zweiten Bindestelle (teilweise konservierte Bindestelle 2 aus Abbildung 32B)
zu keiner signifikanten Reduktion der Promotoraktivitat gefihrt hat. Eine Kombination
beider Mutationen zeigt erneut eine Verringerung der Promotoraktivitat (Abbildung 33 B).
Zusammenfassend kann aber gesagt werden, dass anhand der gezeigten Daten eine direkte
NFAT5-Beteiligung an der Ranbp3l-Expression stattfinden konnte.

5.6 Generierung einer CRISPR/Cas9-vermittelten-RANBP3L-defizienten-
mpkCCD-Zelllinie

5.6.1 Genomische Charakterisierung des RANBP3L-Knockouts

Die meisten NFAT5-abhangigen-Gene haben in der Niere eine osmoprotektive-Eigenschaft
[40, 53]. RANBP3L konnte mit den hier gezeigten Daten als neues osmolalitats-induziertes-
NFATS5-Zielgen beschrieben werden dessen physiologische Rolle in der Niere bislang noch
ungeklart ist. Da die mpkCCD-Zelllinie ein gutes Modellsystem fiir hyperosmolalitéts-
vermittelte-Adaptionsprozesse widerspiegelt, wurde folgend die zelluldare Funktion von
RANBP3L in diesen Zellen untersucht. Dafuir wurde, analog zu den NFAT5-CRISPR/Cas9-
Experimenten, die funktionelle Expression von RANBP3L in den mpkCCD-Zellen
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verhindert. Es wurden hierfur Ranbp3l-gRNAs designed (Tabelle 19, Nutzung der Oligos
aus 3.11.1 fir Ranbp3l nach 4.4.1.2) und in den Crispr lenti v2-Vektor Kloniert (3.7, Crispr
lenti v2-gRNA1-mRanbp3l, Crispr lenti v2-gRNA2-mRanbp3l und Crispr lenti v2-gRNA3-
mRanbp3l).

Tabelle 19: Verwendete gRNAs flir den murinen Ranbp3l-Lokus

Name gRNA-Sequenz Exon
RANBP3L-gRNA1 CTTTGTCTCAAACGCGTCTG 5
RANBP3L-gRNA2 TTGCGACTGAACGACACGGC 13
RANBP3L-gRNA3 CAGCTGACGCGTGCACGAAC 1

Die erzeugten Plasmide wurden zur Virusproduktion in HEK-293T-Zellen transfiziert, die
Viruspartikel in mpkCCD-Zellen transduziert und die erhaltene Mischkultur mittels PCR
und Sangersequenzierung untersucht (Primer flir Zielsequenzamplifizierung 3.11.2,
mRanbp3l-gRNAL, mRanbp3l-gRNA2, mRanbp3l-gRNA3). Hier zeigte sich, dass
RANBP3L-gRNA2 transduzierte mpkCCD-Zellen zwar unter 2 pg/ml Puromycin
kultivierbar waren, aber keine Sequenzveranderungen aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Aus
diesem Grund wurde nur die RANBP3L-gRNA1 und gRNA3 mpkCCD-Mischkulturen
mittels Verdinnungsreihe in Einzelklone separiert (4.4). Final gelang es so zwei RANBP3L-
Knockout-Klone (R1 und R3) verschiedener gRNAs zu gewinnen (Abbildung 34). Als
Kontrollzellen dienten wieder die bereits etablierten Scr-mpkCCD-Zellen.
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Abbildung 34: Genomische Struktur von murinem Ranbp3l nach gRNA-Transduktion.

A) Schematische genomische Struktur von Maus Ranbp3l. Grau = nicht kodierende Exons, gelb = Exon mit
Zielsequenz, Schwarz = kodierende Exons. B) Sequenzanalyse von Scr, R1 und R3 Zellen fir Zielsequenz-
enthaltendes DNA-Fragment. Beide Klone weisen multiple Peaks an derselben Stelle auf, was auf eine
Genomveranderung durch die gRNA zuriickzufthren ist. PAM = protospacer adjacent motif, rot = PAM
Sequenz, griin = Zielsequenz.
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Der Vergleich der WT-Sequenz gegen die Sequenz beider RANBP3L-defizienten-Klone
durch die TIDE-Analyse (4.4.3.3) ergibt Mutationen, welche einen Frameshift in beiden
Einzelklonen auf beiden Allelen aufweist (Abbildung 35).
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Abbildung 35: TIDE-Analyse der RANBP3L-defizienten-mpkCCD-Zellen.

Das PCR-Amplifikat wurde mit einer jeweiligen Kontrollsequenz sowie der gRNA Sequenz in die TIDE
Software geladen. Die Zahlen Uber den Balken beziehen sich auf den Anteil des InDels an der Gesamtsequenz
angegeben in %. Klon R1 (oben) weist, eine Deletion von 2 bp sowie eine Insertion von 1 bp auf. Klon R3
(unten) dagegen zeigt eine Deletion von 4 bp sowie 1 bp (rot = signifikant, schwarz = nicht signifikant) [85].

Ebenfalls wie fir NFAT5 wurden mittels TOPO-TA-Klonierung (4.4.3.4) die Ergebnisse
aus der bioinformatischen TIDE-Analyse bestatigt (Tabelle 20). Hierfur wurde in den R1-
und R3-Zellen der gRNA-tragende-Ranbp3l-Lokus mittels PCR amplifiziert (Primer siehe
Primer fir Zielsequenzamplifizierung 3.11.2, mRanbp3l-gRNA1, mRanbp3l-gRNA3) und
das Amplifikat in den TOPO-TA-Vektor kloniert. Auch hier wurden, nach Transformation
des zwischenklonierten Plasmids auf Ampicillin + X-Gal-Aagar Platten, jeweils 10 weil3e
Klone eines jeden Amplifikats gepickt, die DNA aufgereinigt und mit dem M13 sense
Primer (3.11.3) sequenziert. Der Einzelklon R1 weist eine Insertion von 1 bp (T) und eine
Deletion von 2 bp (TC) auf, wahrend in R3 zwei Deletionen von je 1 bp (G) und 4 bp
(CGTG) gezeigt werden konnen.
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Tabelle 20: Zusammenfassung der Sequenzanalyse aller R1 und R3-TOPO-TA-Klone.

WT-Sequenz

AACTTTGTCTCAAACGCGTCTGAGGTCCTCGTCA CCAGTTCGTGCACGCGTCAGCTGCAGGTGCAGG
RANBP3L-gRNA1-KO RANBP3L-gRNA3-KO
AACTTTGTCTCAAACGCGTTCTGAGGTCCTCGTCA CCAGTT----CACGCGTCAGCTGCAGGTGCAGGA
AACTTTGTCTCAAACGCG--TGAGGTCCTCGTCA CCAGTTC-TGCACGCGTCAGCTGCAGGTGCAGGA

Auf DNA-Ebene konnte eindeutig eine Leserasterverschiebung festgestellt werden, was zu
einem Funktionsverlust des RANBP3L-Proteins fihren misste. Folgend wurde die
analysierte DNA-Sequenz der Einzelklone R1 und R3 mittels Expasy in Proteinsequenzen
umgerechnet (komplette AS-Sequenz siehe Anhang 8.10.2). Es zeigt sich, dass es in beiden
Einzelklonen N-terminal vor der RAN-Bindedoméne zu einem Translationsabbruch kommt
und somit ein Funktionsverlust von RANB3L zu erwarten ist. In Abbildung 36 sind die
berechneten Knockout-Varianten schematisch dargestellt, wobei in Klon R1 ein langeres
RANBP3L-Protein synthetisiert wird als in R3.

RBD

WT NI
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der trunkierten RANBP3L Varianten.

Wahrend die WT RANBP3L Sequenz C-terminal eine RAN Bindedomane (RBD) beinhaltet, die Uber viele
RANBP Familienmitglieder konserviert ist, konnte gezeigt werden, dass in den Klonen R1 und R3 es durch
die Leserasterverschiebung zu einem frihzeitigen N-terminalen Translationsabbruch kommt (Grau = nicht
konservierter Bereich, braun = RAN Bindedomane, Gelb = durch CRISPR/Cas9-vermittelte de-novo-Sequenz,
die zu einem fruhzeitigen Abbruch wahrend der Translation fiihrt).

Es existiert zum Zeitraum der Anfertigung dieser Dissertation kein kommerziell erhéltlicher
Antikorper gegen murines RANBP3L. Aus diesem Grund konnte die CRISPR/Cas9-
vermittelte-RANBP3L-Defizienz in den mpkCCD-Zellen nicht, wie fur NFAT5, durch
Western Blot oder Immunfluoreszenz verifiziert werden. Nachfolgend sind die

ausgewahlten Klone R1 und R3 morphologisch und phénotypisch charakterisiert worden.

5.6.2 Morphologische Untersuchungen der RANBP3L-KO-Zellen

Um zu Uberpriifen, ob ein RANBP3L-Knockout (RANBP3L-KO) in den mpkCCD-Zellen
zu morphologischen Veranderungen von Zell-Zell-Kontakten fiihrt, wurde das F-Aktin als
Bestandteil des Zytoskeletts angeféarbt. Durch die Affinitat von Phalloidin zum F-Aktin
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lassen sich Anteile des Aktin-Zytoskeletts anfarben [118]. Bei der Scr-Kontrolle sind die
Aktin-Filamente hauptsachlich membranassoziiert (Abbildung 37A).
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Abbildung 37: Morphologische Analyse von Scr-, R1- und R3-mpkCCD-Zellen.

A) Férbung von F-Aktin mit Alexa-568-gekoppeltem Phalloidin in Scr-, R1- und R3-mpkCCD-Zellen,
Féarbung des Zellkerns mit DAPI (MaRstabsleiste: 10 um). Weile Pfeile zeigen die Grenze der Lamellipodien
an. B) Fold change der Lamellipodien-Fldche von RANBP3L-KO-Zellen im Vergleich zu Scr-Zellen. Die von
Lamellipodien-bedeckte-Flache wurde mit der Zen Blue-Software gemessen. Die Farbung der Zellen mit
Phalloidin-Alexa Fluor™ 568 und die Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten
Bedingungen mit gleicher Beleuchtungsdauer fir die Scr-, R1 und R3-Probe. Fiir jede Bedingung wurden 2-4
Zellen aus 3 unabhéngigen biologischen Replikaten gemessen (n = 3, Mittelwerte £ SEM (Fehlerbalken), n.s.,
p > 0,05, * p < 0,05, *** p <0,001, 1-Weg-ANOVA) [85].

Dadurch lassen sich einzelne Zellen voneinander unterscheiden. Weiterhin sind zwischen
den Zellen kaum Lucken zu erkennen, was auf einen starken Zell-Zell-Kontakt schlie3en
lasst. Dieser Effekt verstarkt sich bei Anpassung an die Hyperosmolalitat enorm. Im
Kontrast dazu weisen die Zellverbédnde der RANBP3L-KO-Zellen auch starke intrazellulare
Stressfaser-Signale auf (Abbildung 37A). Die Zellgrenzen sind nicht weniger deutlich zu
erkennen. Auch die Anpassung an das hyperosmolare Medium ist morphologisch nicht mehr
zu erkennen. Zur genaueren Quantifizierung wurden aus den Bildern die Flache der
Lamellipodien gemessen (4.2.16.2) (Abbildung 37B). Deutlich dabei zu erkennen ist die
Vergrolierung der Lamellipodien in den RANBP3L-KO-Klonen um das 1.5- bis 3-fache.

5.6.3 Funktionelle Charakterisierung der RANBP3L-KO-Zellen

Die Fluoreszenzaufnahmen konnten zeigen, dass RANBP3L-KO-Zellen im Vergleich zu
Scr-Zellen deutlich reduzierte Zell-Zell-Kontakte ausprédgen sowie vergrolerte

Lamellipodien besitzen. Deswegen wurde im né&chsten Schritt das Migrationsverhalten der

Zellen untersucht.
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5.6.3.1 Migrationsanalysen

Das Migrationsverhalten von Scr- und RANBP3L-KO-Zellen wurde tber das Live-Zell-
Imaging-System von Incucyte tiber 24 h bestimmt (4.5.1.2). Dabei ist zu erkennen, dass sich
bereits nach 8 h bei RANBP3L-defizienten-Zellen die Wunde fast komplett geschlossen hat,
wahrend die Scr-Zellen deutlich langsamer migrieren. Dieses Phdnomen ist zusétzlich unter
600 mosmol/kg verstarkt zu beobachten (Abbildung 38A). Mittels IncuCyte®-Software
konnte die Zellmigration auch quantitativ ausgewertet werden. Abbildung 38B zeigt die
relative Migrationsanderung nach 8 h, wahrend Abbildung 38C die relative Wunddichte
(relative wound density, RWD) in Prozent Uber die gesamten 24 h angibt. Zu erkennen ist,
dass die RANBP3L-defizienten-Zellen nach 16 h keinen offenen Wundrasen mehr
aufweisen, wohingegen die Scr-Zellen zu diesem Zeitpunkt erst bei 50-70 % relativer
Wunddichte sind.
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Abbildung 38: Untersuchung der Migrationsgeschwindigkeit von Scr-, R1- und R3-mpkCCD-Zellen.
A) Représentative Bilder der WundschlieBung. Scr-, R1- und R3-mpkCCD-Zellen wurden in 96-well Platten
kultiviert, und die Zellmigration wurde durch Live-Zell-Imaging mit dem IncuCyte S3-System tiberwacht. Die
Bilder zeigen die fortschreitende SchlieRung einer induzierten Wunde zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h
und 8h). Die Wundbereiche sind dunkelgrin markiert (MaRstabsbalken: 400 um). B) Die relative
Migrationsédnderung nach 8 h wurde durch lineare Regressionsanalyse mit GraphPad Prism berechnet. C)
Diagramm der Wunddichte Uber die Zeit. Der Migrationstest wurde 24 h lang durchgefiihrt (Mittelwerte +
SEM (Fehlerbalken), n = 6 (mit 4 technischen Wiederholungen), n.s., p > 0,05, *, p < 0,05, ***, p < 0,001, 1-
Weg-ANOVA) [85].
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5.6.3.2 Proliferationsanalysen

Ebenfalls Uber das Live-Zell-Imaging-System von Incucyte wurde die Proliferation der
mpkCCD-Zellen bestimmt (4.5.1.2). Mittels einer exponentiellen Wachstumsgleichung
(4.5.1.2) wurde die Verdopplungszeit der Scr-, R1- und R3-Zellen berechnet. Diese
Ergebnisse zeigen unter isoosmolaren Bedingungen eine signifikant erhohte
Verdopplungszeit der RANBP3L-KO-Zellen auf ca. 13-14 h. Im Vergleich dazu weisen die
Scr-Zellen eine mittlere Verdopplungszeit von 11 h auf (Abbildung 39). Ein &hnlicher Effekt

lasst sich ebenfalls unter Hyperosmolalitat beobachten.
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Abbildung 39: Proliferationsanalysen von Scr-, R1- und R3-mpkCCD-Zellen.

Die Zellen wurden in 96-well-Platten kultiviert und die Proliferation wurde durch Live-Zell-Imaging mit dem
IncuCyte S3-System gemessen, wobei alle 4 h Uber 24 h ein Bild aufgenommen wurde. Die relative Zelldichte
wurde mit der IncuCyte S3-Software berechnet und auf die Zelldichte bei 0 h normiert. Die Datenpunkte
wurden durch eine nichtlineare exponentielle Wachstumsgleichung mit GraphPad Prism angepasst um die
mittleren Verdopplungszeiten zu berechnen (Mittelwerte £ SEM (Fehlerbalken), n = 3 (mit 4 technischen
Wiederholungen), n.s.,p > 0,05, **, p <0,01; *** p <0,001, Student's-T-Test) [85].

5.6.3.3 Soft-Agar-Assay

Zusétzlich zu den Migrations- und Proliferationsversuchen wurde mittels des Soft-Agar-
Assays die verankerungsunabhdngige Koloniebildung beobachtet [119] (4.5.2). Diese
Eigenschaft wird als ein Kennzeichen der Karzinogenese betrachtet [120]. Die Auswertung
zeigte nach zwei Wochen Kultivierung eine deutlich groRRere Kolonie-Anzahl in RANBP3L-
KO-Zellen (Abbildung 40A). Die quantitative Auswertung ergibt zwar deutliche Streuungen
innerhalb der Koloniezahl, ist aber stets in den RANBP3L-KO-Zellen erhéht (Abbildung
40B). Im Mittel liegt die Koloniezahl bei ca. 300-400. Weiterhin ist die Grofle der
vorhandenen Kolonien der RANBP3L-KO-Zellen deutlich erhoht. Zusatzlich ist zu
beobachten, dass unter 600 mosmol/kg aus Scr-Zellen keine Kolonien anwachsen konnten.
Wahrenddessen kommt es bei RANBP3L-KO-Zellen immer noch zu zwar kleinem, aber
deutlichem Kolonienwachstum (Abbildung 40C).
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Abbildung 40: Analyse der Fahigkeit zur Koloniebildung in Scr, R1 und R3 mpkCCD-Zellen.

A) Reprasentative Bilder von Scr-, R1- und R3-Zellen wéhrend des Koloniebildungstests. Nach zweiwdchiger
Inkubation wurden 4-5 Bilder pro Vertiefung aufgenommen und mit dem Image-J-Softwaretool
Ubereinandergelegt (MaBstabsleiste: 500 Pixel). B-C) Koloniezahl und Koloniegréfie bei 300 mosmol/kg (B)
und 600 mosmol/kg (C). Die Werte sind in einem Whisker-Plot mit 1-99 Perzentilen dargestellt (n.d. = nicht
detektierbar, n = 4 (mit je mindestens 4 technischen Replikaten), *, p < 0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001,
Student's-T-Test) [85].

5.6.4 Genexpressionanalyse von RANBP3L-defizienten-Zellen

5.6.4.1 Globale Genexpressionsveranderung

Ein Verlust von RANBP3L in mpkCCD-Zellen fuhrt zu starken morphologischen und
phanotypischen Veranderungen. Um zu analysieren welche Gene diese Veranderungen
bedingen, wurde mittels Next-Generation-Sequenzierung (NGS) das globale
Genexpressionsprofil von Scr- und RANBP3L-KO-Zellen (folgend nur fur R1 gezeigt) unter
isoosmolaren sowie hyperosmolaren Bedingungen bestimmt. Wie schon in den
vorangegangenen Versuchen U(bernahm die Firma Novogene Co. Ltd dabei die
Qualitéatskontrolle der RNA-Proben, die RNA-Sequenzierung und die bioinformatische
Auswertung der erhaltenen Daten (siehe Anhang 8.3). Im Folgenden wird ein Teil der
erhaltenen Ergebnisse beschrieben. Die in Abbildung 41A dargestellten Volcano-Plots
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zeigen alle signifikant differentiell-regulierten-Transkripte im Vergleich zu den Scr-
Kontrollzellen, jeweils bei 300 mosmol/kg (links) und bei 600 mosmol/kg (rechts).
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Abbildung 41: Signifikant-deregulierte-Gene zwischen RANBP3L-defizienten-Zellen und Scr-Zellen bei
300 mosmol/kg und 600 mosmol/kg.

A) Scr- und R1-mpkCCD-Zellen wurden 7 d in 300 mosmol/kg und 600 mosmol/kg Medium kultiviert.
AnschlieBend wurde die RNA isoliert, die Reinheit bestimmt und durch die Firma Novogene durch NGS
analysiert. Der hier dargestellte Volcano-Plot gibt Auskunft dariber, welche Gene in welchem Ausmal
differentiell exprimiert werden sowie auch wie signifikant diese Veranderung ist. Die x-Achse stellt den log:
fold change dar. Die Y-Achse dagegen gibt den -logio(padjust)- Wert an. Pagjus-Werte von > 0,05 wurden als
nicht signifikant eingestuft (gestrichelte Linie). Dargestellt sind alle unterschiedlich regulierten Gene zwischen
den bei 300 mosmol/kg (links) und 600 msomol/kg (rechts) ermittelten Transkripten. Die Punkte in den
Volcano-Plots reprasentieren Gene (Blaue Punkte stehen fiir herunterregulierte Gene, die rote Punkte dagegen
flr hochreguliere Gene, schwarz = nicht signifikant regulierte Gene, n =2 flr jede Osmolalitat). B) Venn-
Diagramm zeigt die Uberschneidung von 1771 Genen, deren Genexpression bei 300 und 600 mosmol/kg in
R1-Zellklonen verandert ist [85].

Es ist zu erkennen, dass bei 300 mosmol/kg Mediumsosmolalitat kultivierte RANBP3L-
defiziente-Zellen im Vergleich zu den Scr-Zellen 2689 Gene signifikant differentiell
exprimiert wurden, wovon ein GroR3teil der Gene (2071Gene) in den RANBP3L-Knockouts

signifikant herunterreguliert ist. Dagegen sind 618 Gene signifikant in ihrer Expression
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hochreguliert. Bei héheren Mediumsosmolalitaten nimmt die differenzielle Genexpression
zwischen RANBP3L-KO-Zellen und Kontrolle zu. Dort werden insgesamt 3782 Gene
signifikant differentiell reguliert. Fir die weitere statistische Analyse wurden alle
differentiell-regulierten-Gene in RANBP3L-defizienten-Zellen im Vergleich zur Scr-
Kontrolle bei 300 mosmol/kg sowie 600 mosmol/kg zusammengefasst. Dies ergab eine
Gruppe von 4699 signifikant-regulierten-Genen (Abbildung 41B). Die Gesamtheit dieser
Gene beschreibt final die Veranderung der Genexpression von mpkCCD-Zellen bei einer
RANBP3L-Defizienz. Die weitere Analyse der 4699 differenziell exprimierten Gene
(DEGs) ergab eine Deregulierung von 1771 Genen, die sich unter iso- und hyperosmotischen
Bedingungen uberschneiden. Interessanterweise waren fast alle Gene (1767) zwischen 300
und 600 osmol/kg gemeinsam hoch (468) beziehungsweise herunter (1299) reguliert
(komplette Liste siehe Anhang 8.11.1). Im Gegensatz dazu waren 917 Gene ausschlieBlich
unter isoosmolaren Bedingungen verandert, wahrend 2011 Gene nur unter

hyperosmotischen Bedingungen differenziell exprimiert wurden.

5.6.4.2 Analyse von Signalwegen und angereicherten Gensets

Abbildung 42A zeigt die 4699 Gene als Heatmap. Hierarchisches Clustering trennte die Scr-
Zellen eindeutig von den RANBP3L-KO-Zellen und innerhalb dieser Gruppen gruppierten
sich die Proben nach ihren Zellkulturbedingungen (300 mosmol/kg oder 600 mosmol/kg).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass osmolalitatsregulierte-Gene aus den Scr-Zellen keine
Regulation in RANBP3L-defizienten-Zellen aufweisen (Abbildung 42A). Die in-silico-
Analysen von biologischen Prozessen (Abbildung 42B) und KEGG Signalwegen
(Abbildung 42C) der 4699 DEGs (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) wurden mit
dem DAVID tool (4.11.3.5) generiert und ergab eine signifikante Anreicherung von Genen
in Verbindung mit ribosomalen Signalwegen (translation, Ribosome) sowie Krebs-
assoziierten-Pfaden (angiogenesis, cell migration, Pathways in Cancer, Proteoglycans in
Cancer und PI3K-Akt pathway) (Abbildung 42B-C). Diese Ergebnisse sind durch eine
Gensatzanreicherungsanalyse (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis) bestatigt. Der zu
untersuchende Datensatz aus den 4699 Genen ergab als Top 2 angereicherte Gensets in der
Klasse Hallmarks eine Anreichung von EMT- (Epithelial-to-mesenchymal transition) und
TGF-B-assoziierten-Pfaden. Weiterhin zeigt sich die Tendenz zu einer Anreicherung von
Genen aus dem KEGG-Genset fir Nierenzellkarzinom in RANBP3L-KO-Zellen
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(Abbildung 42C, weitere Genset-Anreicherungen sind dem Anhang unter 8.11.2 zu
entnehmen).
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Abbildung 42: Bioinformatische Gruppierung und Analysen von angereichten Gensets nach Verlust von
RANBP3L.

A) Heatmap und hierarchisches Clustering aller 4699 differenziell-regulierter-Gene zwischen Scr und R1-
Zellen. B-C) Die Liste der unterschiedlich exprimierten Gene zwischen Scr und R1 mpkCCD-Zellen, die unter
300 und 600 mosmol/kg kultiviert wurden, wurde auf Anreicherung biologischer Prozesse (B) oder von
KEGG-Pfaden (C) analysiert. Die 10 am starksten angereicherten Pfade sind hier jeweils dargestellt. D) Die
Gensatz-Anreicherungsanalyse (GSEA) der RNA-Seq-Ergebnisse zeigt die Induktion von EMT- und TGF-§-
Signalwegen sowie eine positive Korrelation mit Nierenzellkarzinom-Signalwegen. Ein GSEA-Plot ist dabei
aufgeteilt in drei verschiedene Bereiche. Im oberen Teil der Grafik (griiner Graph) befindet sich der laufende
Enrichment Score (ES) fiir den Gensatz, wahrend die Analyse die Rangliste ablauft. Der Wert an der Spitze
des Diagramms entspricht dem ES fir den Gensatz. Der zweite Teil des Diagramms (Mitte mit roter bis blauer
Abstufung) zeigt, wo die Mitglieder der Gengruppe, die mit dem Pfad oder dem Merkmal in Verbindung
stehen, sich in der Rangliste befinden. Der dritte Teil des Graphen (unten in grau) zeigt die Anzahl sowie die
Verteilung von positiv zu negativ des zu analysierenden Gensets entlang der Liste [85].
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5.6.4.3 Assoziation einer RANBP3L-Defizienz mit der Expression prognostischer
Gene im RCC

Als né&chstes wurde untersucht, ob die in den RANBP3L-KO-Zellen RCC-tendierende-
Gensignatur mit den Expressionsprofilen der menschlichen KIRC-, KIRP- oder KICH-
Proben aus der TCGA-Nierenzellkarzinom-Kohorte Ubereinstimmt, indem die
Hauptkomponentenanalyse (PCA) verwendet wurde. Die Hauptkomponentenanalyse ist
dabei ein statistisches Verfahren, mit dem viele Variablen (Gene) zu wenigen
Hauptkomponenten zusammengefasst werden, um so eine Darstellung der Daten in wenigen
Plots zu ermdglichen (4.11.3.4). Von den unter 300 und 600 mosmol/kg gemeinsam
regulierten 1771 Genen (Abbildung 42D) wurden fiir die PCA die 30 am starksten hoch- und
herunterregulierten Gene verwendet (Abbildung 43) (komplette Liste siehe Anhang 8.11.1).
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Abbildung 43: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der top 30 hoch- und herunterregulierten Gene nach
RANBP3L-Verlust.

PCA der top 30 herunterregulierten Gene (links), PCA der top 30 hochregulierten Gene (Mitte), PCA der top
30 hoch und herunterregulierten Gene (rechts) (Liste siehe Anhang 8.11.1.). Die PCA ist ein statistisches
Verfahren, mit dem viele Variablen (Gene) zu wenigen Hauptkomponenten zusammengefasst werden. Dafur
wird mathematisch eine Trendkurve tber alle Werte gelegt (PC1) und wiederum eine zweite Trendkurve, die
senkrecht zur ersten steht (PC2). Dies kann weiterhin wiederholt werden fiir die Anzahl an existierenden
Variablen. Meistens decken aber bereits PC1 und PC2 den GrofRteil der Daten ab, womit durch einen einzigen
Plot (X = PC1 und Y = PC2) eine Aussagekraft fur alle Gene beschrieben werden kann. Die Grafik wurde
durch GEPIA2 erstellt [70] (Datenstand 14.07.2022). (Rot = KICH-Tumor, Braun = KIRC-Tumor, Blau =
KIRP-Tumor, grin = KICH-Normal, tiirkis = KIRC-Normal, dunkelgriin = KIRP-Normal [85])

Die Visualisierung der ersten beiden Hauptkomponenten ergibt fiir die 30 am stérksten
herunterregulierten Gene eine leichte Separierung des KIRC-Phéanotyps wahrend die 30
hochregulierten Gene ein starkes Subtypen-spezifisches-Clustering zeigen. Insbesondere die
Kombination von hoch- und herunterregulierten Signaturen trennt die KIRC-Proben deutlich
vom Rest. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Verlust von RANBP3L stark mit
einer KIRC-Gensignatur assoziiert ist.

Im ndchsten Schritt wurde analysiert, ob die RANBP3L-abhdngige-Genregulation mit

bereits bekannten Nierenkarzinom-assoziierten-Genen korreliert. Daflir wurden die Daten
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aus dem Protein-Atlas (4.11.3.3) verwendet, der fur das Nierenzellkarzinom 3209
prognostisch unvorteilhafte und 2755 vorteilhaft-regulierten-Genen aufweist (gesamte Liste
siehe Anhang 8.11.4). Aus den vorher etablierten 1771 regulierten Gene konnten insgesamt
290 gunstige und 333 ungunstige Ubereinstimmende Gene identifiziert werden (siehe
Anhang Abbildung 63). Interessanterweise sind giinstige und unguinstige Gene gleichmaRig
in der Gruppe der Gene verteilt, die in den RANBP3L-defizienten-Zellen herunterreguliert
sind (18 % bzw. 17 %). Im Gegensatz dazu werden in RANBP3L-KO-Zellen eine gréRere
Anzahl ungiinstiger Gene (23 %) induziert als glnstige Gene (11 %).

Da der humane Protein-Atlas fur das Nierenzellkarzinom die mit Abstand meisten
prognostischen Gene aufweist, wurde der erhaltene Datensatz von 623 prognostisch
ubereinstimmenden Genen weiter eingeschrankt- Dazu wurden nur Gene mit einem log. fold
change von mindestens > 3 oder < -3 und einem mittleren FPKM-Wert von mehr als 10
extrahiert. So konnten final nur die signifikantesten und am meisten veranderten Transkripte

eingeschlossen werden. Dies ergab final eine Liste von 17 Genen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Expression prognostischer Gene des RANBP3L-regulierten-Gensets.

Die prognostischen Gene sind nach ihrem korrespondierenden log, fold change sortiert. Dabei sind vorteilhafte
Gene blau und unvorteilhafte gelb dargestellt. Nach bioinformatischer Selektion sind von 1771 regulierten
Genen 17 Gene (brig. Dabei ist zu erkennen, dass 7 von 8 hochregulierten Genen unvorteilhaft sind und 6 von
9 herunterregulierten Genen vorteilhaft sind. Damit ergibt sich in Summe ein unvorteilhafter Phanotyp [85].

Die Mehrheit der 17 verbleibenden Gene ist mit einer insgesamt ungunstigen Prognose fur
das Nierenzellkarzinom verbunden. VVon insgesamt 8 hochregulierten Genen sind 7 (87,5 %)
unvorteilhaft (gelb) und 6 von 9 herunterregulierten Genen (66,7 %) sind als vorteilhaft
(blau) Klassifiziert. Um diese Daten zu bestatigen wurde mit weiteren RANBP3L-
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defizienten-Klonen, fir ausgewahlte Gene, die Expressionsdnderung mittels gPCR
analysiert (siehe Anhang 8.11.3).
Weiterhin ist in Tabelle 21 die Funktion der Proteine laut Proteinatlas aufgezeigt.

Zusammenfassend legen die Daten nahe, dass der Verlust von RANBP3L zu einer

ungunstigen Gensignatur fur das Nierenzellkarzinom fuhrt.

Tabelle 21: Funktion aller 17 im RCC prognostischen Gene laut Proteinatlas.

Gensymbol prognostischer Faktor im Funktion laut Proteinatlas [106], Stand
1.08.2022

Sh3gl2 vorteilhaft Endozytose

ATP6v0e2 vorteilhaft lon-Trasnport

Phactr2 vorteilhaft Actin-Bindung

Aldh2 vorteilhaft Oxidoreductase

CCdc91 unvorteilhaft Protein Trasnport

Hoxa7 vorteilhaft Transkriptionsfaktor, Entwicklung

Trafl unvorteilhaft Apoptose

Cp unvorteilhaft lon-Trasnport

Dbnl vorteilhaft Actin-Bindung

Glipr2 unvorteilhaft keine Information beziiglich Funktion

Adgra2 unvorteilhaft Angiogenese

Colda2 unvorteilhaft Bestandteil der Basalmembran, Angiogenese

Col4al unvorteilhaft Bestandteil der Basalmembran, Angiogenese

Cbrl vorteilhaft Oxidoreductase

Sparc unvorteilhaft Zellmatrixinteraktion

Pmp22 unvorteilhaft Wachstumsregulations

Uncbb unvorteilhaft Apoptose

Die RNA-Seg-Analysen von RANBP3L-defizienten-Zellen zeigen einen signifikanten
Einfluss von prognostischen Genen fiir das Nierenzellkarzinom. Allerdings unterscheidet
der humanen Protein-Atlas nicht zwischen den Nierenzellkarzinom-Subtypen KIRC, KICH
und KIRP. Da die PCA-Analysen (Abbildung 43) eine deutliche Gruppierung der Daten flr
den KIRC-Phanotyp zeigten, wurde das etablierte Genset (17 Gene, Abbildung 44) genauer
analysiert. Dazu dienten die TCGA-Daten fur die Nierenzellkarzinom-Subtypen (KIRC,
KICH und KIRP). Im Vergleich zu normalem Gewebe (N, weiR) ist die mittlere Expression
der 8 hochregulierten Gene in der KIRC-Kohorte (rot) besonders stark erhoht, wahrend die
mittlere Expression der 9 herunterregulierten Gene in allen drei Nierenzellkarzinom-
Subtypen (KIRC, KICH und KIRP) gleich stark abnimmt (Abbildung 45).



Ergebnisse 93

hochreguliert herunterreguliert
*k*k
| |
14+ A 14+
*k*%k
] aEx
5 T 5
g @ S kkk L kkk L kkk
o L [ ] o ) ' ) ’ ) ’
n . T n o .
o 10 ° o 104
° ° o
: : =oR
5z - 3
E g- E g
[ X J
4 L [ )
gL N=72 N=533 n=25 n=66 n=32 n=290 6LN=72 =533 =25 n=66 n= 32 n= 290
1 1 1 1 1 1 I 1 1 1
N KIRC N KICH N KIRP N KIRC N KICH N KIRP

Abbildung 45: Expression des prognostischen Gensets in den TCGA-RCC-Kohorten.

Mittlere log.-Expression der 8 hochregulierten (ohne ADGRA2, nicht in TCGA Datenset enthalten) (links)
und 9 herunterregulierten (rechts) RCC-Biomarker aus Abbildung 44 in RCC-Subtypen KIRC (rot), KICH
(blau) und KIRP (gelb) im Vergleich zu normalem Gewebe (N, weiR). Die Werte wurden mit einem Student's-
T-Test analysiert und sind in einem Whisker-Plot mit 1-99 Perzentilen dargestellt (*, p < 0,05, ***, p < 0,001).
Die Daten stammen aus der TCGA-Datenbank [82, 84] [85] (Datenstand 14.07.2022).

5.6.5 Analyse ausgewahlter regulierter Gene bei RANBP3L-Defizienz

Bis zu diesem Punkt wurde immer ein Ranbp3l-assoziiertes-Genset betrachtet. In den
weiterfolgenden Analysen wurden einzelne Gene und ihre Regulation im Zusammenhang
mit der Ranbp3l-Expression und dem Nierenzellkarzinom charakterisiert. Fur diesen
Sachverhalt wurden die Gene Sparc (Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich), Col4al
(Collagen Type IV Alpha 1 Chain) und Col4a2 (Collagen Type 1V Alpha 2 Chain) verwendet,
da sie neben einer starken relativen Expressionsinduktion (Sparc log. fold change = 5,47,
Col4al log: fold change = 4,69, Col4a2 log: fold change = 4,65) auch sehr abundant in den
RANBP3L-defizienten-Zelle vorliegen (Tabelle 22). Weiterhin existieren Studien die
bereits einen Zusammenhang von Sparc und Col4al1/2 im Nierenzellkarzinom zeigten [121].

Tabelle 22: mittlere FPKM-Werte der Gene Sparc, Col4al und Col4a2 in Scr- und R1-Zellen

Name Scr - 300 Scr - 600 R1 - 300 R1 - 600
Sparc 1,38 2,61 93,42 88,70
Col4al 3,18 6,55 130,11 106,97

Col4a2 3,89 6,43 144,28 115,17
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Zu Beginn wurde daftr mittels der TCGA-Datenbank die Expression dieser Gene im
Nierenzellkarzinom (grau) und der Subtypen KIRC (rot), KICH (blau) und KIRP (gelb)
verglichen (Abbildung 46). Zu sehen ist deutlich, dass alle drei Gene eine signifikant

verstarkte Expression aufweisen, die nur in der KIRC-Entitat auftritt.
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Abbildung 46: Expression von Sparc, Col4al und Col4a2 im Nierenzellkarzinom

Die logz-Expression von SPARC (A), COL4A1 (B) und COL4A2 (C) in RCC (grau) und seinen Subtypen KIRC
(rot), KICH (blau) und KIRP (gelb) im Vergleich zu normalem Gewebe (N, weiR). Die Werte wurden mit
einem Student's-T-Test analysiert und sind in einem Whisker-Plot mit 1-99 Perzentilen dargestellt (n.s. > 0,05,
** p<0,01, *** p<0,001). Die Daten stammen aus der TCGA-Datenbank [82, 84] (Datenstand: 14.07.2022).

Weitere Analysen ergeben ebenfalls eine signifikant-negative-Korrelation zwischen der
RANBP3L- und SPARC-, COL4A1- oder COL4A2-Expression in der KIRC-Kohorte (rot)
(Abbildung 47).
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Abbildung 47: Pearson-Korrelation der RANBP3-Expression mit SPARC und COL4A1/2 in RCC und
dem Subtypen KIRC.
Die log.-Expressionswerte von RANBP3L wurden in RCC (A, grau) und dem Subtypen KIRC (B, rot) jeweils
gegen die log, Expressionswerte von SPARC, COL4A1 und COL4A2 gegeneinander aufgetragen und die
Korrelation ermittelt. Die jeweiligen Signifikanzen sind den Grafiken zu entnehmen. Die Daten stammen aus
der TCGA-Datenbank [82, 84] (Datenstand: 14.07.2022).

Zusammengefasst zeigt die Analyse der TCGA-Daten einen starken Zusammenhang der

RANBP3L-Expression mit den aus Abbildung 44 identifizierten Zielgenen SPARC und

COL4AL1/2 in Bezug auf das Nierenzellkarzinom und speziell dem KIRC-Subtyp. Inwieweit

diese bioinformatischen Expressions-Korrelationen eine echte physiologische Signifikanz

aufweisen, wurde in weiteren Analysen untersucht.
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5.7 Charakterisierung von SPARC und RANBP3L-defizienten-Zellen
5.7.1 Etablierung von SPARC und RANBP3L-defizienten-Zellen

Um die bioinformatische Auswertung des RANBP3L-Knockout-Genexpressionsprofils
sowie die Korrelationsanalysen der TCGA-Kohorten zu verifizieren, wurde folgend
untersucht, ob der beobachtete RANBP3L-KO-Phanotyp aus 5.6.3 durch eine zuséatzliche
Defizienz von SPARC abgemildert werden kann. Dafir wurde folgend mittels
CRISPR/Cas9 SPARC inaktiviert und die Morphologie sowie die karzinogenen Merkmale
wie Migration oder Koloniebildung analysiert.

Der CRISPR/Cas9-vermittelte-Knockout von SPARC in RANBP3L-defizienten-Zellen
wurde mit einem Plasmid durchgefihrt, welches weder den kodierenden Bereich fir die
Cas9-Nuklease noch eine Resistenzkassette enthélt, sondern nur die SPARC-spezifische
gRNA-Sequenz  sowie eine  fir dtTomato  kodierende  Sequenz  trégt
(SGL40C.EFS.dTomato). Dadurch kdnnen stabil transfizierte Zellen rot fluoreszieren und
im Anschuss danach sortiert werden. Zu Beginn wurden erneut verschiedene gRNAS
(Tabelle 23, Nutzung der Sparc-Oligos aus 3.11.1) in den Vektor kloniert (3.7,
SGL40C.EFS.dTomato-gRNAL-Sparc, SGL40C.EFS.dTomato-gRNA2-Sparc).

Tabelle 23: Verwendete gRNAs fiir den murinen Sparc-Lokus

Name gRNA-Sequenz Exon
SPARC-gRNAl CGGTGCAGAGGAAACGGTCG 2
SPARC-gRNA2 GGGCCCTCCCGGCCAGGCAA 4

Die Klonierung und Virusproduktion erfolgte analog zu NFAT5 und RANBP3L. Nach
Selektion mit 2 pg/ml Puromycin zeigte nur die SPARC-gRNA2-transduzierten Zellen eine
Mischkultur nach der Analyse der Sangersequenzierung (Primer siehe 3.11.2, mSparc-
gRNAZ2). Nachfolgend wurde die SPARC-gRNA2-Mischkultur nach rotfluoreszierenden
Zellen als Einzelklone sortiert und mittels TIDE analysiert (Abbildung 48). Hierfiir wurde
mittels PCR und spezifischen Primern (Primer siehe 3.11.2, mSparc-gRNA2) der
Zielbereich im Sparc-Lokus amplifiziert und im Anschluss sequenziert mit den oben
erwéhnten sense und antisene Primern. Es lasst sich ein SPARC-KO-Einzelklon mit einer
Deletion von 11 bp sowie 2 bp feststellen. Dieser Klon wird nachfolgend als R1-S2
bezeichnet. Als Kontrollen diente eine doppelt Scr transfizierte Linie (Scr-Puro + Scr-dt

tomato, normaler Phé&notyp), nachfolgend als Scr-Scr bezeichnet, sowie eine RANBP3L-KO
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Scr transfizierte Linie (R1-Scr dt tomato, onkogener Phénotyp), nachfolgend als R1-Scr

benannt.
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Abbildung 48: Etablierung eines SPARC und RANBP3L-Doppel-Knockout-Einzelklons.

A) Selektion mittels dtTomato zeigt eine Rotfluoreszenz (rot, unten) aller mpkCCD-Zellen. DAPI (blau, oben)
diente als Kernmarker. Die Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten
Bedingungen mit gleicher Beleuchtungsdauer fir die Scr-Scr, R1-Scr und R1-S2-Probe
(MaRstabsleiste:100 um). B) TIDE-Analyse des Klons R1-S2 zeigt eine Deletion von 11bp sowie eine Deletion
von 2bp. Das PCR-Amplifikat wurde mit einer jeweiligen Kontrollsequenz sowie der gRNA Sequenz in die
TIDE Software geladen. Die Zahlen (iber den Balken beziehen sich auf den Anteil des InDels an der
Gesamtsequenz angegeben in % (rot = signifikant, schwarz = nicht signifikant) [85].

Im Anschluss wurde ebenfalls, wie fir Nfats und Ranbp3l, die TIDE-Analyse durch eine
TOPO-TA Kilonierung verifiziert. Erneut wurde das PCR-Amplifikat (3.11.2, mSparc-

gRNAZ2) in einen TOPO-TA-Vektor zwischenkloniert. Es wurden nach Transformation des
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zwischenklonierten Plasmids jeweils 10 weilRe Klone des R1-S2 Amplifikats gepickt, die
DNA aufgereinigt und mit dem M13 sense Primer (3.11.3) sequenziert. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 24 dargestellt. So weist Klon R1-S2 eine 11 bp Deletion von TCTCCTTTGCC

und eine 2 bp Deletion auf dem anderen Allel von TG auf.

Tabelle 24: Zusammenfassung der Sequenzanalyse aller R1-S2-TOPO-TA-Klone.
WT-Sequenz
GCCTGGATCTTCTTTCTCCTTTGCCTGGCCGGGAGGGCCCTGGCAGCCCCTGTAAG
SPARC-gRNA2-KO

GCCTGGATCTTCTTTCTCCTT--CCTGGCCGGGAGGGCCCTGGCAGCCCCTGTAAG

GCCTGGATCTTCTT-—————————— TGGCCGGGAGGGCCCTGGCAGCCCCTGTAAG

Folgend wurden die analysierten DNA-Sequenzen des Einzelklons mittels Expasy in
Proteinsequenzen konvertiert (komplette AS Sequenz siehe Anhang 8.10.3). Es zeigt sich,
dass nur ein kurzer N-terminaler-Bereich des SPARC-Proteins im Einzelklon gebildet wird,
bevor es zu einem Translationsabbruch kommt (Abbildung 49). Nachfolgend wurde dieser

Klon untersucht.

acidic region Follistatin-like E-C-Domain
< > > « »
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Abbildung 49: Schematische Darstellung der trunkierten SPARC Proteinvariante in R1-S2-Zellen im
Vergleich zum WT-SPARC Protein.

Proteinstruktur von WT-SPARC kann in drei konservierte Doménen aufgeteilt werden. griin = acidic region,
blau = follistatin-like domain, orange = Extracellular-Ca?*-binding domain. Die trunkierte SPARC Variante
des R1-S2 Klons zeigt dagegen nur einen stark verkdirzten Bereich der aziden Doméne sowie eine unspezifische
Proteinabfolge (gelb) bis zum vorzeitigen Translationsabbruch.

5.7.2 Phéanotypische Untersuchungen von SPARC und RANBP3L-
defizienten-Zellen

5.7.2.1 qPCR Analyse von Col4al und Col4a2

Die NGS-Daten der RANBP3L-defizienten-Zellen zeigen eine Hochregulation von Col4al
und Col4a2 im Vergleich zu den Kontrollzellen. Weiterhin zeigen Studien als auch die
TCGA-Daten eine assoziierte Expression von SPARC und COL4A1/2 [121]. So wurden eine
gPCR-Analyse fir Col4al und Col4a2 in mpkCCD-Zellen durchgefihrt (Primer siehe
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3.11.4, Col4al-real, Colda2-real). Als housekeeping gene wurde Gapdh ((Primer siehe
3.11.4, Gapdh-real) verwendet. Die Analyse zeigt eine erwartete Hochregulation von
Col4al sowie Col4a2 in R1-Scr-Zellen im Vergleich zu Scr-Scr-Zellen. Dagegen zeigt die
R1-S2-Zellen zwar immer noch eine 4-5-fache Hochregulation von Col4al und Col4a2 im
Vergleich zu den Scr-Scr-Zellen, aber im Vergleich zu den R1-Scr-Zellen kann hier eine ca.
50 %-ige Herunterregulation von beiden Collagen 4 Transkripten gezeigt werden
(Abbildung 50).
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Abbildung 50: gPCR Analyse fiir Col4al und Col4a2 in Scr-Scr, R1-Scr und R1-S2-mpkCCD-Zellen.
Die RNA von den jeweiligen Zellen wurde isoliert und 1 pg RNA zu cDNA umgeschrieben. Durch die
Verwendung spezifischer Primer (Primer siehe 3.11.4, Col4al-real, Col4a2-real, Gapdh-real) konnten gPCR
Daten fiir Col4al und Col4a2, mit Gapdh als house keeping gene generiert werden. Als Kontrollen dienten
Scr-Scr und R1-Scr Zellen (Mittelwerte £ SEM (Fehlerbalken), n =3, n.s., p > 0,05, *, p < 0,05, *** p <0,001.
1-Weg-ANOVA).

5.7.2.2 Morphologische Untersuchung

Morphologische Analysen der Zellen mittels Phalloidin-Alexa-Fluor™-488-Farbung
ergaben fir die Kontrollzellen ein &hnliches Bild wie in Abbildung 37. Wéhrend die Scr-
Scr-Zellen ein membranassoziiertes Signal zeigen, weisen die R1-Scr-Zellen eher ein
mesenchymalen Phanotyp mit unklareren Zellgrenzen auf. Die R1-S2-Zellen zeigen

dagegen einen verbesserten Zell-Zell-Kontakverbund, der sich aber immer noch in seiner
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Polaritat und Membranassoziation des Phalloidin-Signals von der Kontrolle unterscheidet
(Abbildung 51).

Scr-Scr R1-Scr R1-S2

DAPI, F-ACTIN

Abbildung 51: Farbung des Zytoskeletts mittels Phalloidin.

Farbung von F-Aktin mit Alexa-488-gekoppeltem Phalloidin in Scr-Scr, R1-Scr und R1-S2 -mpkCCD-Zellen.
Farbung des Zellkerns erfolgte mit DAPI. Die Farbung der Zellen mit Phalloidin-Alexa-Fluor™-488 sowie die
Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit gleicher
Beleuchtungsdauer fiir die Scr-Scr-, R1-Scr- und R1-S2-Probe (Oben = Ubersichtsbild des Zellsubtyps, Unten
= detaillierte Aufnahme des Zellsubtyps, Mal3stabsleiste: oben 100 um, unten 10 pm).

5.7.2.3 Phanotypische Charakterisierung

Die morphologische Untersuchung konnte bereits einen tendenziell verbesserten Zell-Zell-
Kontakt feststellen, weswegen auch hier anschlieRend die Migration der Scr-Scr-, R1-Scr-
und R1-S2-Zellen untersucht wurde. Analog zu 5.6.3 wurde die Migration nach dem
Erreichen eines konfluenten Zellrasens mit dem Incucyte-Sytsem durchgefuhrt. Pro well
wurde dem Monolayer eine definierte Wunde zugefugt und die Zellmigration unter live
Imaging 24 h verfolgt (4.5.1.1). Auch hier konnte, analog zu den Ergebnissen aus Abbildung
38, eine schnellere Wundschlieung der R1-Scr-Zellen im Vergleich zu den Scr-Scr-Zellen
beobachtet werden. Wéhrend nach 8 h die R1-Scr-Wunde bereits geschlossen ist, ist dies fir
Scr-Scr noch nicht der Fall (Abbildung 52A, C). Die R1-S2-Zellen dagegen migrierten
wieder in einem &hnlichen Mal wie die Scr-Scr-Kontrollen. Die quantitative Analyse der
relativen Migrationsdnderung nach 8 h ergibt einen erwarteten signifikanten Unterschied
zwischen Scr-Scr und R1-Scr, aber keinen signifikanten Unterschied zwischen Scr-Scr- und
R1-S2-Zellen (Abbildung 52B).
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Abbildung 52: Migrationsverhalten von Scr-Scr-, R1-Scr- und R1-S2-mpkCCD-Zellen.

A) Représentative Bilder der WundschlieBung nach angebenenen Zeitpunkten. Scr-Scr-, R1-Scr- und R1-S2-
mpkCCD-Zellen wurden in 96-well-Platten kultiviert und die Zellmigration wurde durch Live-Zell-Imaging
mit dem IncuCyte S3-System Uberwacht. Die Bilder zeigen die fortschreitende SchlieBung einer induzierten
Wunde zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h und 8h). Die Wundbereiche sind dunkelgriin markiert
(MaRstabsbalken: 400 um). B) Die relative Migrationsanderung nach 8h wurde durch lineare
Regressionsanalyse mit GraphPad Prism berechnet. C) Diagramm der Wunddichte (ber die Zeit. Der
Migrationstest wurde 24 h lang durchgefiihrt (Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken), n = 3 (mit 4 technischen
Wiederholungen), *, p < 0,05, ***, p < 0,001, 1-Weg-ANOVA).

Auch die Bildung von Kolonien im Soft-Agar wurde hier erneut untersucht (Abbildung 53).
Fur Scr-Scr und R1-Scr lassen sich analoge Ergebnisse einer verstarkten Koloniebildung
zeigen wie flr die Scr- und R1-Zellen aus Abbildung 40. Die R1-S2-Zellen dagegen weisen
im Vergleich zu den R1-Scr-Zellen eine deutlich verringerte Koloniezahl auf, die sich auf

einem ahnlichen Niveau wie der Scr-Scr-Zellen befindet.
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Abbildung 53: Koloniebildung von Scr-Scr, R1-Scr und R1-S2-mpkCCD-Zellen.

A) Reprasentative Bilder von Scr-Scr, R1-Scr und R1-S2-mpkCCD-Zellen wéhrend des Koloniebildungstests.
Nach zweiwdchiger Inkubation wurden 4-5 Bilder pro Vertiefung aufgenommen und mit dem Image-J-
Softwaretool Ubereinandergelegt (Malstabsleiste: 500 Pixel). B) Koloniezahl, die Werte sind in einem
Whisker-Plot mit 1-99 Perzentilen dargestellt (n.s., p > 0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001, 1-Weg-ANOVA).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass ein Knockout von SPARC in RANBP3L-
deifzienten-Zellen nicht nur die Koexpression von weiteren RANBP3L-regulierten-Genen
wie Col4al und Col4a2 herunterreguliert, sondern auch, dass zuvor beobachtbare
morphologische und phénotypische Besonderheiten von RANBP3L-defizienten-Zellen
abgeschwaécht werden.

5.8 Madagliche Assoziation zum TFG-B-Signalweg

Bis jetzt zeigen die hier beschriebenen Ergebnisse, dass eine RANBP3L-Defizienz mit einer
KIRC-ahnlichen und unvorteilhaften Gensignatur einhergeht und im Wesentlichen
Transkripte wie Sparc und Col4al oder Col4a2 eine onkogene Rolle zu spielen scheinen.
Bao et al. konnten im Nierenzellkarzinom bereits eine Rolle von SPARC (iber den TGF-p1-
Signalweg feststellen [122]. Die Gensignatur von RANBP3L-defizienten-mpkCCD-Zellen
zeigt ebenfalls eine Assoziation zu TGF-B-Signalwegen (Abbildung 42C). Auch die TCGA-
Daten fur das Nierenzellkarzinom (Abbildung 54A-B) zeigten die starkste Expression von
TGFB1 (kodierendes Gen fir TGF-1) in KIRC (rot) im Vergleich zur Kontrollkohorte
(Abbildung 54B). Ebenfalls weisen Expressionsanalysen zwischen TGFB1 und RANBP3L,
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SPARC sowie COL4A1/2 eine Korrelation innerhalb der KIRC-Kohorte (rot) auf (Abbildung
54C-D).
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Abbildung 54: Box-Plot fur TGFB1-Expression im Nierenzellkarzinom

A) Die logz-Expression von TGFB1 in RCC (grau) gegen die Kontrollkohorte. B) Die log.-Expression von
TGFBL1 in RCC-Subtypen KIRC (rot), KICH (blau) und KIRP (gelb) im Vergleich zu normalem Gewebe (N,
weill). Die Werte wurden mit einem Student's-T-Test analysiert und sind in einem Whisker-Plot mit 1-99
Perzentilen dargestellt (n.s. > 0,05, *, p <0,05, ***, p < 0,001). Die Daten stammen aus der TCGA-Datenbank
[82, 84] (Datenstand: 14.07.2022). C-D) Die log,-Expressionswerte von TGFB1 wurden in RCC (C, grau =
RCC, weil = normales Gewebe)und seinem Subtypen, KIRC (D, rot = KIRC, weiR = normales Gewebe) gegen
die log.-Expressionswerte von RANBP3L, SPARC, COL4A1 und COL4A2 aufgetragen und die Korrelation
ermittelt. Die jeweiligen Signifikanzen sind den Grafiken zu entnehmen. Die Daten stammen aus der TCGA-
Datenbank [82, 84].
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Scr-Zellen unter TGF-B1-Kultivierung (4.8) nach
48 h eine deutlich veranderte Morphologie aufweisen, die der von RANBP3L-defizienten-
Zellen &hnelt (Abbildung 55A). Neben einer deutlichen Reduktion der Zell-Zell-Kontakte
konnte ebenfalls eine verstarkte Auspragung von Lamellipodien beobachtet werden (weiRe
Pfeile Abbildung 55A).
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Abbildung 55: Effekt von TGF-B1 auf den Phanotyp von unterschiedlichen mpkCCD-Zellen.

A) Fluoreszenzaufnahmen nach Phalloidin-568-Farbung mit und ohne TGF-B1-Zugabe von Scr- und R1-
mpkCCD-Zellen (Maf3stabsleiste: 10 um). B) Die relative Migrationsénderung nach 8 h firr Scr- und R1-Zellen
mit und ohne TGF-B1 Zugabe wurde durch lineare Regressionsanalyse mit GraphPad Prism berechnet. C)
Diagramm der Wunddichte tber die Zeit. Der Migrationstest wurde 24 h lang durchgefihrt. (Mittelwerte +
SEM (Fehlerbalken). n = 3 (mit 4 technischen Wiederholungen). n.s., p > 0,05, *, p < 0,05, ***, p < 0,001, 1-
Weg-ANOVA). D) qPCR Analysen fiur Sparc, Col4al und Col4a2 (Primer siehe 3.11.4, Sparc-real, Col4al-
real, Col4a2-real, Gapdh-real) mit und ohne TGF-B1 Zugabe in RANBP3L-berexprimierenden-Zellen (OE,
grtin) im Vergleich zu Kontrollzellen (mock, weil). Als housekeeping gene diente Gapdh (Mittelwerte + SEM
(Fehlerbalken),n = 3, n.s., p < 0,05, *, p < 0,05, ***, p < 0,001, 1-Weg-ANOVA).
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Diese Beobachtung geht konform mit einer signifikant erh6hten Migrationsfahigkeit der Scr-
Zellen unter TGF-B1-Kultivierung um das Zweifache. Dies entsprach einem dhnlichen
Niveau wie von RANBP3L-KO-Zellen (Abbildung 55B-C). Eine Zugabe von TGF-1 zu
R1-Zellen verstarkt den beobachteten migratorischen Effekt durch ein erneutes Ansteigen
der Migration auf das 2,5-fache im Vergleich zu Scr-Zellen. Um zu untersuchen, ob
RANBP3L und TGF-B1 in funktioneller Verbindung stehen, wurden RANBP3L-
uberexprimerende-mpkCCD-Zellen durch eine stabile Transfektion des V180-RANBP3L-
Flag-Plasmids etabliert (OE-Zellen) (3.7, 4.10.2). Die erfolgreiche Uberexpression wurde
mittels qPCR auf Ranbp3l (Primer siehe 3.11.4, Ranbp3l-real, Gapdh-real) und durch
Immunfluoreszenzanalysen mit einem Flag-Antikorper nachgewiesen (siehe Anhang 8.13).
Als Kontrollen dienten stabil transfizierte mpkCCD-Zellen mit einem V180-Leervektor
(mock-Zellen) (3.7). RANBP3L (berexprimierende mpkCCD-Zellen als auch die
Kontrollzellen wurden jeweils mit oder ohne TGF-B1 inkubiert. Mittels gPCR-Analysen
(Primer siehe 3.11.4, Sparc-real, Col4al-real, Col4a2-real, Gapdh-real) kann gezeigt
werden, das RANBP3L-assoziierte-Gene wie Sparc eine signifikante mMRNA-
Expressionsinduktion in mock-Zellen unter TGF-B1 zeigen. Fir Col4al und Col4a2 kann
nur eine leichte Expressionsinduktion beobachtet werden. Gleichzeitig ist zu erkennen, dass
die TGF-B-vermittelte-Induktion von Sparc bei den RANBP3L-uberexprimierenden Zellen
(OE-Zellen) signifikant vermindert ist (Abbildung 55D). Fur Col4al und Col4a2 zeigt sich
erneut kein signifikanter Zusammenhang aber eine tendenzielle Reduktion der Expression
durch die RANBP3L-Uberexpression.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass eine TGFB1-Expression in starker Korrelation mit
RANBP3L und RANBP3L-abhangigen-Genen in der KIRC-Kohorte steht und dass eine
TGF-B1-Behandlung einen RANBP3L-defizienten-Zell-Ph&notyp annimmt. Weiterhin zeigt
eine TGF-B1-Behandlung in mpkCCD-Zellen eine Induktion der Sparc-mRNA-Expression,
welche in RANBP3L-lberexprimierenden-Zellen signifikant reduziert war. Daher l4sst sich
auf einen gemeinsamen Signalweg schlussfolgern, der allerdings noch in weiteren Assays

genauer untersucht werden muss.
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6 Diskussion

6.1 Die mpkCCD-Zelllinie als geeignetes Modellsystem fir
Hyperosmolalitats-assoziierte-Anpassungen

Um den Mechanismen der hyperosmolalitats-induzierten-Anpassung von Zellen genauer
analysieren zu konnen, war es wichtig auf Modelle zuriickzugreifen, die bereits
grundlegende physiologische Niereneigenschaften besitzen und des Weiteren, im Gegensatz
zu primar-kultivierten-Nierenzellen, ihre Manipulation zulassen. In der Literatur wird die
aus dem kortikalen Sammelrohr von SV-PK/Tag-Mausen gewonnene Sammelrohrzelllinie
mpkCCD als solch ein Model beschrieben [51, 88, 111, 123, 124]. In der Vergangenheit
wurden nierenphysiologische Analysen in diesen Zelllinien mittels AVP-Gabe untersucht.
Die hier gezeigten Daten sowie bereits altere Arbeiten aus unserer Gruppe zeigten, dass
bereits mittels Osmolalitdtsdnderung des Mediums die Genexpression der Zellen verandert
werden kann [51, 112]. Die Erstellung von Genexpressionsprofilen in diesen Zellen zeigte,
dass Hyperosmolalitdt zu umfangreichen Transkriptionsveranderungen fuhrt. Ranbp3l
gehorte zu den Transkripten mit dem hochsten Anstieg der Expression. Der Vergleich der
regulierten Gene zwischen primar-kultivierten-IMCD-Zellen und der mpkCCD-Zelllinie
unter Hyperosmolalitat ergab eine signifikante Gesamtkorrelation (Abbildung 20). Somit
konnte nicht nur eine vergleichbare Induktion von Ranbp3l zu der murinen IMCD-
Primarkultur gezeigt werden, sondern ebenfalls, dass ein vergleichbares Genset wie in der
murinen IMCD-Primérkultur exprimiert wird.

Eine weitere Verifizierung in anderen Sammelrohrmodell-Zelllinien wirde die hier
aufgefiihrten Daten verstéarken, allerdings existieren nach heutigem Wissen keine geeigneten
kommerziell-verfiigbaren-Linien. Die Zelllinie mIMCD3 ist zwar ebenfalls aus epithelialen
murinen Sammelrohrzellen gewonnen, zeigte aber in vorangegangen Experimenten der AG
wenig Ansprechen auf bereits etablierte osmolalitatsregulierte-Markergene wie Agp2, Fxyd?2
oder Slc6al2. Deswegen wurde sie fiir die weitere Forschung nicht verwendet. Weiterhin ist
die MDCK-Zelllinie ein anderes Nieren-Modell. Diese Linie ist zwar als manipulationsfahig
beschrieben, wird allerdings fir EMT und virale Infektionsstudien eingesetzt [125] und ist
im Gegensatz zu den mpkCCD und der mIMCD3 aus der Niere eines Cocker Spaniels
gewonnen und damit vom Sdugersystem unpassend, da nur wenig Antikorper speziell auf

Hundeantigene getestet werden.



Diskussion 107

6.2 NFAT5 ist an der hyperosmolalitats-regulierenden Expression von
Ranbp3l beteiligt

6.2.1 NFAT5-Defizienz sorgt fur einen Verlust der Expressionsinduktion von
Ranbp3l unter Hyperosmolalitat

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Hyperosmolalitat einen Faktor darstellt, der die
Expression von Ranbp3l in IMCD-Zellen der Ratte und Maus induziert. In dieser Arbeit
wurde der Befund erweitert, indem Ranbp3l als neues NFAT5-Zielgen unter
hyperosmotischen Bedingungen mit NFAT5-defizienten-mpkCCD- und primar-
kultivierten-IMCD-Zellen nachgewiesen wurde.

Wie bereits fir viele Zellmodelle gezeigt [39, 126], kommt es auch in der mpKCCD-
Zelllinie zu einer NFAT5-Aktivierung unter Hyperosmolalitat (Abbildung 21), weswegen
sie als Modellsystem verwendet werden kann. Die NFAT5-Defizienz in den mpkCCD-
Zellen wurde mittels einer CRISPR/Cas9-vermittelten-Inaktivierung und Vereinzelung in
zwei unabhédngige Klone (N1 und N3) erreicht (Abbildung 24 -Abbildung 26). Off-target-
Effekte sind durch die Nutzung von zwei unabhangigen gRNAs minimiert [127], weswegen
die beobachteten Ergebnisse auf den Verlust von NFATS5 zuriickzufiihren sind. Die Daten
zeigten eine deutliche Reduktion der Expression von Ranbp3l sowie bereits etablierten
Markern wie Agp2 und Slc6al2 [40] in den NFAT5-defizientne-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollen (Abbildung 27). Dies wird durch Daten von Izumi et al [54] bestétigt, die zeigen,
dass nach NFAT5-Verlust ebenfalls Gene wie Aqp2 oder Slc6al2 unter Hyperosmolalitét
keine Aktivierung ihrer Expression mehr aufweisen [54]. Allerdings nutzte diese Studie
keine nierenspezifischen Zellen, sondern murine embryonale Fibroblasten-Zellen. Weitere
in-vitro-Studien die wiederum Nierenzelllinien (mpkCCD oder IMCD3) verwendeten,
nutzten ein siRNA-vermittelte-NFAT5-Knockdown-Modell [51, 126, 128]. Durch siRNAs
wird zwar die Expression von Nfat5 signifikant verringert aber es kann kein kompletter
Funktionsverlust der Zielstruktur erzielt werden [129]. Somit bietet diese Arbeit die ersten
Daten eines nierenspezifischen NFAT5-Knockout-Modells unter Iso- und Hyperosmolalitét.
Neben den zelluldaren Modellen existieren aber unterschiedliche NFATS5-Knockout-
Mausmodelle. Sie zeigen abseits der spezifischen Nierenfunktion eine weitere wichtige
Rolle in der Embryonalentwicklung [130-132]. Experimente mehrerer Arbeitsgruppen
zeigten eine hohe embryonale Sterblichkeitsrate von Mdusen mit homozygotem NFAT5-
Knockout [40, 133, 134]. Der Knockout &uRerte sich durch ein stark verringertes

Korpergewicht, Herzentwicklungsstorungen sowie in der Atrophie der Nieren-Medulla.
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Aufgrund der hohen Sterblichkeit der NFAT5-KO-Tiere scheint ein globaler Knockout nicht
geeignet zu sein, um die Funktionen von NFATS5 im adulten Tier zu bestimmen. Um solche
Einschrankungen zu tberwinden, entwickelten KUPER et al. ein induzierbares NFAT5-KO-
Mausmodell [96]. Mit Hilfe dieser Méuse wurden nun primére IMCD-Zellen isoliert und
NFATS5 ex-vivo durch Hydroxytamoxifen (4-OH-TM) deaktiviert (Abbildung 28). Die NGS-
Analyse zeigte auf, dass die primarkultivierten NFAT5-KO-Zellen dhnliche Merkmale der
NFATS5-vermittelten-Osmoregulation wie die transgenen Mause von KUPER et al. [96] oder
LOPEZ-RODRIGUEZ et al. [40], denen die NFAT5-Aktivitdt fehlte, aufwiesen. So waren
klassische Zielgene wie Aqp2, diverse Solute-Carrier-Gene, Hitzeschockproteine als auch
das hier zu untersuchende Ranbp3l betroffen (Abbildung 31).

6.2.2 NFATS5 ist direkt an der hyperosmolalitat-assoziierten-Ranbp3lI-
Expressionsinduktion beteiligt

Anhand beider Modelle (in-vitro- und ex-vivo-NFAT5-KO) konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von NFATS5 dazu fuhrt, dass kanonische-Osmolalitatsgene wie Agp2, Slc5a3, Slc6a6
oder Slc6al2 [40, 51, 54, 135] weniger oder gar nicht auf Osmolalitatsanderung reagieren
(Abbildung 27 und Abbildung 31). Fur viele dieser Gene konnte eine direkte
Expressionsregulierung durch NFATS nachgewiesen werden [40, 42, 51, 53].

Dieser Zusammenhang konnte ebenfalls fir Ranbp3l gezeigt werden. Mittels eines
Luciferase-Assays und Quick change mutagenese Studien wurden putative NFAT5-
Bindestellen auf ihre Promotoraktivitat untersucht. Es zeigte sich, dass eine Mutation der
Bindestellen zu einem Aktivitatsverlust fihrte. (Abbildung 33). Im Vergleich zu der
Erhéhung der Ranbp3l-mRNA-Expression wirkt dies allerdings gering. Mdgliche Ursachen
daftir kénnen sein, dass die HEK-293T-Zellen nur bei 450 mosmol/kg kultiviert wurden.
Eine weitere mogliche Erklarung fir diese leichte Induktion ist, dass nur eine kurze Sequenz
des Ranbp3I-Promotors untersucht wurde. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen
haben HASLER et al. [51] und CHEN et al. [136] gezeigt, dass die Aktivitit der AQP2- und
SGK1-Promotoren (die jeweils ein NFAT5-bindendes Element enthalten) nach
hyperosmolaler Stimulation um das ~1,5- bzw. 5-Fache anstieg. Im SMIT-Promotor wurden
mindestens finf NFAT5-bindende-Elemente (iber 50 kb verteilt nachgewiesen, die an der
NFAT5-vermittelten-Transkriptionsstimulation beteiligt sind [137]. Ahnliches gilt auch fr
den AKR1B1-Promotor, wo drei NFAT5-bindende-Sequenzen identifiziert wurden [138].

Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere andere NFAT5-Bindestellen in
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weiter upstream gelegenen Regionen des Ranbp3I-Promotors vorhanden sind. Es kdnnten
auch bislang nicht identifizierte NFAT5-Sequenzen an der Bindung zu NFATS fiihren oder
weitere bislang nicht untersuchte Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls durch
Hyperosmolalitat aktiviert werden, an der Ranbp3l-Induktion beteiligt sein. Hier konnte
ELF5 als Transkriptionsfaktor [56], weiter untersucht werden, da Aqp2 ebenfalls tiber ELF5
reguliert werden kann [139].

Eine weniger artifizielle Methode zur Untersuchung der direkten Induktion von Ranbp3l
durch NFAT5 kodnnte mittels Chromatin-Immunprazipitations-Sequenzierung (CHIP-Seq)
verifiziert werden [140]. Dabei werden Zellen in Ethanol fixiert und somit die bindenden
Proteine an DNA konserviert. Durch nachfolgende DNA-Fragmentierung, Inkubation dieser
Fragmente mit speziellen NFAT5 Antikorpern und finaler DNA-Aufreinigung kann mittels
RNA-Seq untersucht werden, ob sich unter den enthaltenen Fragmenten Ranbp3l-Promotor
Fragmente befinden. Damit konnten auch mdogliche weiter entfernte Promotorbereiche

identifiziert werden.

6.3 Die Expression osmolalitatsregulierter-Gene zeigt eine prognostische
Rolle beim Nierenzellkarzinom

Neben der nierenphysiologischen Funktion von NFAT5 als Transkriptionsfaktor, haben
verschiedene Studien die Beziehung zwischen NFAT5 und mehreren Tumorentitaten
aufgezeigt [141-147]. Die Resultate der Arbeiten sind allerdings divers. So zeigen einige
Daten eine karzinogene  Wirkung im Mammakarzinom [141], in
Lungenadenokarzinomzellen [142], in Melanomzellen [143] oder auch in Thymomen [144].
Im Gegensatz dazu konnte beobachtet werden, dass NFATS5 im hepatozelluldren Karzinom
die Apoptose induzieren [145] oder die T-Zellen-Aktivierung in der Nahe von Tumormassen
fordern kann [146]. Weiterhin zeigen Daten auch eine signifikant verringerte Expression von
NFAT5 sowie kanonischen NFAT5-Zielgenen im Nierenzellkarzinom. Die Studie von
BocusLAWSKA et al. [147] wurden mittels der TCGA (The Cancer Genome Atlas)
Datenbank erstellt [82].

Die TCGA-Datenbank ermdglicht hier weitere Einblicke in die Entstehung und Progression
des Nierenzellkarzinoms (RCC), wie durch die Identifizierung von Gensignaturen, die eine
Unterscheidung zwischen den Nierenzellkarzinom-Subtypen mit gesundem Gewebe
ermoglichen [82]. Sie beinhaltet Daten zu den drei hdufigsten RCC-Entitaten, dem
klarzelligen (KIRC), dem papillaren (KIRP) und dem chromophoben (KICH)
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Nierenzellkarzinom [76]. Neben der Studie von BOGUSLAWSKA et al. [147] zeigen auch
Daten von GRoss et al. [112] und KANDABARAU et al. [56] erste Berichte, welche ein
Expressionsmuster von Genen definiert, das nicht nur zur Unterscheidung zwischen
normalem- und Tumorgewebe verwendet werden kann und mit dem tumorspezifischem
Uberleben in unabhangigen KIRC-Kohorten assoziiert ist, sondern einen gemeinsamen
physiologischen Mechanismus aufweist, der deren Expression osmolalitats-vermittelt
reguliert. Eine physiologische Erklarung fir die Regulation vieler osmolalitats-assoziierter-
Gene im Nierenzellkarzinom bietet ein RCC-induzierendes-Mausmodell von
SCHONEBERGER et al. [148]. Wie in 1.5.2 beschrieben gilt die Mutation des Hippel-Lindau
Proteins (VHL) als einer der wesentlichsten Aspekte in der RCC-Entwicklung [76]. Dabeli
ist bekannt, dass es bei einem VHL-Knockout zu einer Daueraktivierung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 und zu einer damit verbundenen Uberexpression HIF-1-
abhangiger Gene kommt. Dazu zéhlt unter anderem der angiogene Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), was die Ausbildung neuer BlutgefédBe stimuliert [149].
SCHONEBERGER et al. [148] postulieren, dass ein VHL-Knockout zu einer verstarkten
Vaskularisation im Interstitium fuhrt, welches darin resultiert, dass die M&use den
hyperosmotischen Gradienten in den Nieren nicht aufbauen koénnen, der fir die
Urinkonzentration notwendig ist, da ein Grofteil der lonen bereits im proximalen Tubulus
resorbiert werden (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Verlust des osmotischen Gradienten bei der Urinbildung in VhI~A Mausen.

A) In gesunden Mausen wird durch Permabilititsunterschiede und das Gegenstromprinzip in den Nephronen
der Niere Wasser passiv ruckresorbiert wodurch der Urin bis zu einer Osmolalitdt 1200 mosmol/kg
aufkonzentriert wird. B) Ein Verlust von VHL fiihrt zu einer verstérkten Ausbildung von BlutgeféRen wodurch
es zu einer verstarkten Resorption der Solute und folglich zu einer vergroRerten Urinabgabe kommt (verdndert
nach [148]).
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Somit scheint es einen erklarbaren physiologischen Ansatz fur die inverse Regulation von
osmolalitatsregulierten-Genen im Nierenzellkarzinom zu geben aber es bleibt ungeklart, wie
das prognostische Potential dieses Gensets funktionell mit der Entstehung oder Progression
des Nierenzellkarzinoms zusammenhéngt. Die Untersuchung einzelner Gene aus diesem Set
ist daher wichtiger Bestandteil aktueller Forschung [56, 112, 126, 150, 151].

Diese Arbeit nutzte die etablierten mpkCCD-Zelllinie um mittels eines CRISPR/Cas9-
vermittelten-Knockouts die Funktion des stark osmolalitatsregulierten-RANBP3Ls naher zu
analysieren. Aufgrund der hohen Aminosauresequenzhomologie zu RANBP3 und dem
Vorhandensein einer konservierten RAN-Bindedoméane (siehe Anhang 8.2) wird eine
ahnliche Kernexport-Funktion von RANBP3L in der Niere angenommen. RANBP3 ist
bereits als TGF-B-terminierendes-Protein Kklassifiziert, da gezeigt werden konnte, dass es
TGF-B-vermittelte-Proteine aus dem Zellkern zuriick in das Zytoplasma transportiert [58,
60]. Fur RANBP3L konnte bislang eine Translokation fir die Proteine Smad1/5/8 gezeigt
werden [62]. Weitere Arbeiten, die die prognostische Relevanz mit einem funktionellen
Mechanismus vergleichen exisiteren nicht. Diese Arbeit liefert erste mechanistische
Erklarungen fir den prognostischen Wert von RANPB3L (Abbildung 10) beim
Nierenzellkarzinom, da der Verlust der Expression von Ranbp3l in Sammelrohrzellen der
Niere eine zelluldre Transformation hin zu einem tumoréhnlichen-Phanotyp auslost (5.6.2-
5.6.3.3) welcher durch einen mogliche Translokation von TGF-B-abhéngigen-Proteinen

vermittelt werden konnte (5.8).

6.4 Ein RANBP3L-Verlust in mpkCCD-Zellen fuhrt zu einem tumor-
assoziierten-Phanotyp

6.4.1 Morphologische Veranderungen

Die morphologische Untersuchung lieR zu Beginn ein Verlust der epithelialen Struktur und
der Anpassung der mpkCCD-Zellen an die Hyperosmolalitat durch eine F-Aktin-Farbung
mittels Phalloidin erkennen [118] (Abbildung 37A). Wahrend Scr-Zellen unter
600 mosmol/kg ein dichteres Aktin-Netz im Vergleich zu der isoosmolaren Behandlung
(Abbildung 37 - Abbildung 39) zeigen, ist dies fur RANBP3L-defiziente-Zellen nicht mehr
der Fall. Diese Daten gehen einher mit bereits publizierten Arbeiten in MDCK-Zellen [152].
Die Verdnderungen im Zytoskelett der RANBP3L-defizienten-mpkCCD-Zellen ist direkt
auf den Verlust von RANBP3L zurtickzufuhren, da den Zellen keine weiteren genetischen

Veranderungen zugrunde liegen und fiir die Untersuchungen zwei unabhangige RANBP3L-
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Knockout-Klone (R1 und R3) genutzt wurden (Abbildung 34). Aktin ist ein Hauptbestandteil
des eukaryotischen Zyotskeletts und sorgt tiber Verankerungen mit Adherens junction (AJ)
[153] und Tight junction (TJ) [153] an der Zellmembran fir die Stabilitdt und Polaritat der
Zelle sowie Zell-Zell-Kontakten mit benachbarten Epithelzellen. Ein Verlust oder eine
Reduktion dieser Eigenschaften ist oft mit der Annahme eines migratorischen und invasiven
Phanotyps verbunden [154], welches durch die verstarkte Auspragung von Lamellipodien
[155] beobachtet werden konnte, besonders bei solchen Zellen, die an zellfreien Regionen
angrenzten (Abbildung 37B). Die Entstehung von Lamellipodien wird durch F-Aktin-
Filamente verursacht, die gegen die Membran driicken und somit eine Fortbewegung der
Zelle ermdglichen [156]. Eine solche Reorganisationen des Zytoskellets hinzu einem
invasiven Phanotyps wird als Kennzeichen einer beginnenden epithelial-mesenchymal
transition (EMT) gewertet [154].

Um diesen Befund zu bekréftigen konnten weitere klassische Marker der EMT in
RANBP3L-deifzienten-Zellen analysiert werden [157]. Wie bereits beschrieben ist Aktin
durch seine Verbindung von AJ und TJ ein wesentlicher Bestandteil fur die Integritat und
Stabilitdt von Epithelzellen. Uber eine Farbung des Adherens junctions-Proteins f-Catenin
konnte verifiziert werden, dass zwischen den veranderten mpkCCD-Zellen weniger Zell-
Zell-Kontakte ausgebildet werden. Dies wurde bereits fir VHL-defiziente-mpkCCD-Zellen
von GRoss et al. [112] gezeigt. p-Catenin assoziiert mit der zytoplasmatischen Doméne von
E-Cadherinen [154]. Eine reduzierte Expression von E-Cadherin wurde in diversen
Krebsentitaten, wie dem Kolorektal-, Pankreas-, Prostata- oder Mammakarzinom [154]
beschrieben und gilt als klassischer Marker der EMT. Neben der Analyse von AJs kdnnte
ebenfalls die Expression Tight junctions wie ZO-1 (zonula occludens-1) analysiert werden.
ZO-1 agiert als Verbindungsstiick zwischen den Transmembranproteinen Occludin und
Claudin und dem Aktin-Zytoskelett [153]. Fur VHL-defiziente-mpkCCD-Zellen [112] als
auch diverse Krebsentitaten, unter anderem dem hepatozellularen Karzinom [158], konnte
bereits eine reduzierte ZO-1-Expression in Verbindung mit einer erhohte Invasivitat

festgestellt werden.

6.4.2 Veranderung der Migration und Proliferation

Als weiteres Zeichen eines malignen-Phénotyps konnte eine beschleunigte Zellmigration der
RANBP3L-defizienten-Zellen im Vergleich zu den Scr-Zellen gezeigt werden (Abbildung

38). Wie flr die morphologische Untersuchung, zeigte sich ebenfalls keine Anpassung an



Diskussion 113

die extrazelluldare Osmolalitat, wie sie andere Studien bereits fir MDCK und mpkCCD-
Zellen zeigen konnten [112, 152]. Diese Daten werden weiterhin verifiziert durch eine
verlangsamte Proliferation der RANBP3L-KO-Zellen in einem 2D-Monolayer-Modell
(Abbildung 39). Der beobachtete beschleunigte Wundschluss tritt somit nicht durch eine
verstérkte Proliferation der Zellen auf. Es wird deutlich, dass ein RANBP3L-Verlust in
Sammelrohrzellen eher einen malignen Phanotyp induziert, der sich durch ein starkes
Migrationspotential und eher geringe Proliferation der Zellen auszeichnet. Trotzdem liel3
sich feststellen, dass die Klone R1 und R3 im Soft-Agar-Assay signifikant groRere Kolonien
bilden konnte im Vergleich zu Scr (Abbildung 40). Der gut etablierte Soft-Agar-Assay stellt
durch sein verankerungsunabhéngiges Wachstum eine in-vitro Methode dar, mit der ein
mdogliches Transformationspotential von Zelllinien untersucht werden kann [119]. Ein
Transformationspotential von Tumorzellen ist nicht nur durch die invasive Eigenschaft
gekennzeichnet in die Blutlaufbahn des Korpers zu gelangen, sondern ebenfalls in einem
fremden Gewebe zu kolonialisieren [159]. Den RANBP3L-defizienten-Zellen ist es
demnach mdoglich beide Ph&notypen auszubilden. In einem adhédrenten 2D-Monolayer-
System zeigen die KO-Zellen eher einen migratorischen Phanotyp. Durch die Ausbildung
der groReren Kolonien lasst sich jedoch ebenfalls auf einen proliferativen Phénotyp der
Zellen riickschlielen. Diese Beobachtung wird au3erdem durch den ,,Go or Grow*- Ansatz
unterstutzt [160, 161]. Er besagt, dass die gesteigerte Proliferation oder Migration von
Tumorzellen nicht allein auf genetische Mutationen zurtickzufiihren sind, sondern ebenfalls
aulleren Einflissen bedingen und die Zellen somit zwischen zwei Zustanden wechseln.

Um die erzeugten in-vitro Daten eines mesenchymalen Phé&notyps auch in-vivo zu
verifizieren, sollten zukinftig Xenograft-Studien (subkutanes Tumorwachstum und
Tumormetastasierung) mit den hier etablierten RANBP3L-KO-mpkCCD-Zellen im
Vergleich zu Scr-mpkCCD-Zellen durchgefiihrt werden. Dabei wéren ein vergroRertes
Tumorvolumen sowie eine verstarkte Tumormetastasierung der RANBP3L-defizienten-
Zellen im Vergleich zu den Scr-Zellen zu erwarten. Als mogliche Positivkontrollen wiirden
sich bekannten Nierenzellkarzinom-Zelllinien wie 786-0 (KIRC, primar) oder Caki-1
(KIRC, metatstasiert) anbieten [162-164].
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6.5 Ein RANBP3L-Verlust fuhrt zu einer prognostisch unvorteilhaften
Gensignatur im Nierenzellkarzinom

Neben funktionellen Unterschieden geht der Verlust von RANBP3L mit einer massiven
Genexpressionsanderung einher. Im Vergleich zu den Kontrollzellen konnten insgesamt
4699 Gene identifiziert werden, die in ihrer Expression signifikant reguliert sind (300 und
600 mosmol/kg  zusammengefasst, Abbildung 42). Diese Verschiebung des
Genexpressionsprofils geht einher mit verschiedenen krebsassoziierten-Signalwegen,
darunter die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt-, EMT- oder TGF-f-
Signalkaskaden (Abbildung 42B-C). Dies steht im Einklang mit Nierenzellkarzinom-
Studien, die Uber eine hohe Aktivitat von PI3K/Akt berichten [165] und stimmt mit den
Ergebnissen (siehe 5.6.2 und 5.6.3) einer mesenchymaleren Morphologie sowie einer
beschleunigten Migration Uberein [166]. Dartiber hinaus werden diese Daten durch die
einzig weitere existierende Arbeit GUber RANBP3L unterstitzt, dass der Kernexport von
Smad-Proteinen mittels RANBP3L durch knochenmorphogenetische Proteine (BMP)
reguliert wird, die zur TGF-B-Superfamilie gehdren [62, 167]. Auffallend war, dass eine
RANBP3L-regulierte-Gensignatur mit einer Nierenzellkarzinom-Signatur einherging
(Abbildung 42C) und sich die KIRC-Kohorte durch eine Hauptkomponentenanalyse (PCA)
deutlich von den anderen RCC-Subtypen (KICH und KIRP) und dem normalen
Kontrollgewebe unterschied (Abbildung 43). Weiterhin zeigte der Vergleich der Daten mit
Daten aus dem humanen Pathologie-Atlas [106, 135], dass ein RANBP3L-Mangel vor allem
die Expression von Genen induziert, die mit einer unglinstigen Prognose bei Patienten mit
Nierenzellkarzinom assoziiert sind (Abbildung 44). Zum jetzigen Kenntnisstand ist dies die
einzige Arbeit, die eine differenzierte Gensignatur beschreibt, die durch den
Funktionsverlust eines bestimmten Gens vermittelt wird und die KIRC eindeutig von
anderen RCC-Entitdten und normalem Gewebe unterscheidet. Bekannte Studien haben
bislang nur Gensignatur mit dem Uberleben von RCC-Patienten [135, 168-171] oder dem
Metastasierungspotential des Tumors [172] in Verbindung gebracht. Obwohl dazu keine
humanen, sondern murine Zelllinien verwendet wurden, deuten diese Daten zusammen mit
einer verdffentlichten Studie mit primédren Ratten-IMCD-Zellen [56] auf einen
translationalen Wert fiir KIRC-Patienten hin. Eine weitere potenzielle Einschrankung dieser
Arbeit ist die Verwendung von Sammelohrzellen [88]. Es herrscht zwar traditionell die
Auffassung, dass KIRC aus Zellen des proximalen Tubulus entsteht [71] aber schon 1989

konnte NOGUEIRA et al. in einem Rattenmodell zeigen, dass klarzellige Nierenzellkarzinome
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aus Segmenten des Sammelrohres stammten [173]. Unterstitzt wird diese Vermutung durch
modernere Untersuchungen, die gezeigt haben, dass in manchen KIRC-Tumorproben
Marker exprimiert sind, die typisch fur den distalen Tubulus oder das Sammelrohr sind [174,
175]. Jedoch werden zusatzlich zu den Haupt-RCC-Entitaten (KIRC, KICH und KIRP) auch
andere Subtypen beschrieben. Darunter stellt das Nieren-Sammelrohr-Zellkarzinom (CDC;
auch Ductus-Bellini -Karzinom genannt) eine weitere seltene (weniger als 2 %) aber hoch
aggressive RCC-Entitat dar [176]. Fir CDCs liegen nur wenige Studien vor, von denen noch
weniger Genexpressionsprofile erstellten. Diese wenigen zeigen aber, dass ein CDC-
spezifischer Gensatz mit dem KIRC-Subtyp clustert [135, 177, 178] und dass eine starke
Herabregulierung von RANBP3L fur CDC-Proben im Vergleich zur Kontrollgruppe
charakteristisch ist (siehe Anhang 8.12).

So ware es sinnvoll in den nachsten Schritten Genexpressionsanalysen von globalen sowie
nierenspezifischen RANBP3L-defizienten-Mausen gegen Kontrollgruppen zu vergleichen,
um zu untersuchen, ob ein dhnliches tumor-assoziiertes-Genexpressionsprofil auch in einem
in-vivo Modell beobachtet werden kann. Die Generierung von globalen RANBP3L-
defizienten-Mausen wurde auch bereits in Auftrag gegeben, erfordert aber mehr Zeit als
gedacht, weswegen diese Daten kein Bestandteil dieser Dissertation werden konnten.
Etablierte nierenspezifsiche-Knockout-Mausmodelle existieren bereits, die unter anderem
Ksp-Cadherin als Nierenmakrer [179] oder Aquaporin 2 als Sammelrohrzell-Marker [180]
verwenden. Eine erste phénotypische Analyse der Mause (Aussehen, Verhalten,
Metabolismus, Pathologie etc., siehe Anhang 8.15) kdnnte in einer Kooperation mit der

deutschen Mausklinik (german mouse clinic, GMC) erfolgen [181].

6.6 Der Knockout von SPARC in RANBP3L-defizienten-Zellen minimiert
den malignen Phanotyp

In den weiterfolgenden Analysen wurden einzelne Gene aus dem RANBP3L-anhangigen-
Genset bestehend aus 17 Genen (Abbildung 44) intensiver charakterisiert. Fir diesen
Sachverhalt wurden die Gene Sparc, Col4al und Col4a2 verwendet, da sie neben einer
starken relativen Expressionsinduktion auch sehr abundant in den RANBP3L-defizienten-
Zellen vorliegen. Weiterhin existieren Studien, die bereits einen Zusammenhang von Sparc
und Col4al/2 im Nierenzellkarzinom zeigen [121].

SPARC beeinflusst viele molekulare Funktionen wie Gewebewachstum, Zell-Matrix-
Adhésion, Wachstumsfaktoraktivitat und die ECM-Dynamik [182]. Dies deutet auf eine
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wichtige Rolle bei der Karzinomentwicklung und -progression hin. Die Studienlage ist
allerdings sehr divers, da sowohl erhohte als auch verringerte SPARC-Niveaus wahrend der
Tumorentstehung bekannt sind. Eine verminderte SPARC-Expression wurde bei der akuten
myeloischen Leukédmie, dem duktalen Adenokarzinom des Pankreas und dem
Ovarialkarzinom [183-185] ermittelt, wahrend eine Uberexpression von SPARC mit
Tumorentitaten wie dem Mammakarzinom, Melanom, Glioblastom und Nierenzellkarzinom
in Verbindung gebracht wurde [121, 186-188]. Es ist weiterhin bekannt, dass SPARC mit
Kollagen I-V in Assoziation stehen. Dies wird durch Arbeiten an C. elegans [189],
Drosophila [190, 191] sowie Mausen [192] unterstlitzt. Sie gehen davon aus, dass SPARC
die Loslichkeit von Kollagenen fordert, indem es als Chaperon fungiert und somit
verhindert, dass Kollagen mit Zelloberflachenrezeptoren interagiert. Somit wird die
Hypothese aufgestellt, dass die betroffenen Gewebe bei einem erhohten SPARC-Spiegel
leichter von malignen Zellen durchdrungen werden kénnen [189].

Das RANBP3L-defiziente-Genexpressionsprofil korreliert ebenfalls mit einem von FREw et
al. etabliertem KIRC-ahnlichen-Mausmodell [77, 193]. In diesem Modell ist Ranbp3l
herunterreguliert und neu identifizierte, von RANBP3L-abhangige-Gene wie Sparc, Col4al
und Col4a2 sind hochreguliert (siehe Anhang 8.12.1). So wurde nachfolgend mittels TCGA-
Analyse die Korrelation der Expression von RANBP3L mit SPARC, COL4A1 und COL4A2
im Nierenzellkarzinom, besonders im KIRC-Subtyp, bestétigt (Abbildung 46). Um zu
untersuchen, ob diese Ergebnisse phanotypische Relevanz haben, wurde ein CRISPR/Cas9-
vermittelten-Knockout von SPARC in RANBP3L-defizienten-Zellen durchgefihrt.
Zusammenfassend zeigen die ersten Daten eine Abschwéchung des onkognene Phé&notyps
von RANBP3L-defizienten-Zellen durch einen zusétzlichen SPARC-Knockout und
verifizierten die vorangegangenen Genepxressionsanalysen (Abbildung 50-Abbildung 53).
Weiterfuhrend ware ebenfalls eine globale Genexpressionsanalyse der doppelt-defizienten-
Zellen im Vergleich zu einfach-defizienten-Zellen und den Kontrollzellen sinnvoll.
Ebenfalls sollten die in 6.4 erwdhnten Xenograft-Analysen zusétzlich mit den doppelt-
defizienten-Zellen (RANBP3L-KO + SPARC-KO) durchgefuhrt werden, um die
Abschwachung des malignen Phanotyps in-vivo zu bestatigen. Es wurde auch berichtet, dass
die Uberexpression von SPARC in Lungenmetastasen von Mammakarzinomen allein nicht
ausreicht, um eine Zelle mit metastatischen Fahigkeiten zu bilden [194], sondern stattdessen
die Malignitat von Zellen fordert, die bereits ein basales Mal} an invasiver Fahigkeit besitzen.

Daher sollte die Rolle anderer, nicht charakterisierter nachgeschalteter Zielgene von
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RANBP3L analysiert werden. Dazu z&hlen zum Beispiel Sh3gl2 (SH3 Domain Containing
GRB2 Like 2), auch Endophilin Al genannt, von dem bekannt ist, dass ein Mangel die
Malignitat bei Urothelkarzinomen und nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC)
fordert [195, 196] oder diverse Hox Gene (Hoxal0, Hoxa9 oder Hoxa7), welche in vielen
Tumorentitaten eine Rolle zu spielen scheinen [197]. Weitere unter RANBP3L-regulierte-
Transkripte waren das Unc5b (Unc-5 Netrin Receptor B), welches im Mammakarzinom die
Proliferation und Metastasierung fordert [198] und das Pmp22 (peripheral myelin protein 2),
dessen erhdhte Expression bereits im Magenkarzinom beobachtet werden konnte [199]. Ob
und wie diese und weitere regulierte Gene in Assoziation zu RANBP3L stehen ist bislang
nicht untersucht.

6.7 RANBP3L ist an der Translokation von TGF-B abh&ngigen Proteinen
beteiligt

Die TGF-B-Signalkaskade fiihrt tber Faktoren wie Smad2/3 oder c-JUN zu einer
Aktivierung von Genen wie SNAIL oder ZEB die wiederum die Expression klassische EMT
Marker wie Fibronectin, Vimentin oder N-Cadherin aktivieren. [200]. Daten aus in-vitro-
und in-vivo-Experimenten zeigen ebenfalls eine TGF-B-vermittelte-Expressionsinduktion
fur Sparc [122] und Col4al/2 [201]. Weiterhin zeigen die TCGA-Daten fur das RCC eine
erhdhte Expression von TGFB1 (kodierendes gen fir TGF-B1) im Vergleich zur
Kontrollkohorte sowie eine Korrelation mit der Expression von SPARC, COL4A1/2 und
auch RANBP3L (Abbildung 54). Darlber hinaus fiihrt eine TGF-B1-Behandlung der
mpkCCD-Zellen zu der Induktion eines Phanotyps, der einer RANBP3L-Defizienz ahnelt
sowie einer erhdhten Sparc-Expression  (Abbildung 55). Eine RANBP3L-
uberexprimierende-mpkCCD-Zellkultur zeigt dagegen eine signifikant verringerte Sparc-
Induktion unter einer TGF-p1-Behandlung (Abbildung 55), weswegen von einer
reprimierenden Eigenschaft von RANBP3L auf die TGF-B-Signalkaskade geschlossen
werden kann. Studien zeigen, dass die SPARC-Expression Uber eine c-JUN/ JNK-Kaskade
aktiviert wird [182] und, dass der JNK-Signalweg durch verschiedene Stimuli aktiviert
werden kann, die mit akuten und chronischen Nierenschadden in Verbindung gebracht
werden [202, 203]. Erste Immunfluoreszenz Daten zeigen, dass bei 600 mosmol/kg die
phosphorylierte aktive Form von c-JUN im Kern weniger stark vorliegt als unter
isoosmolaren Bedingungen (siehe Anhang 8.14). Diese Beobachtung konnte im RANBP3L-
KO-Zellen nicht mehr gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, dass RANBP3L unter
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physiologischen Bedingungen in Sammelrohrzellen der Niere die Translokation von c-JUN
oder c-JUN-abhangiger-Faktoren in den Kern hemmen oder vermindern und damit eine
Signalkaskade von c-JUN-abhéngigen-Genen terminieren konnte (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Schematische Darstellung der mdglichen Funktion von RANBP3L.

Dargestellt ist der kanonische sowie nicht kanonische Signalweg nach TGF-B Aktivierung. Im kanonischen
Signalweg werden SMAD2/3-Proteine an ihren C-terminalen Serinresten phosphoryliert und bilden einen
Komplex mit SMAD4 (auch co-SMAD genannt). Dieser Komplex transloziert in den Kern und bindet dort an
weitere Co-Faktoren, wodurch eine Reihe von biologischen Prozessen durch transkriptionelle Regulierung von
Zielgenen in Gang gesetzt werden. Nicht kanonische TGF-B Kaskaden konnen iiber Ras und RhoA JNK
phosphorylieren, welches wiederum im Nucleus c-JUN aktiviert. Final werden Zielgene fur verstéarkte
Invasion, Migration oder auch Inflammation transkriptionell aktiviert. RANBP3L kénnte nach diesem Schema
direkt die Translokation von Smad2/3, c-JUN oder upstream geschalteten Proteinen inhibieren. Smad2/3/4 =
mothers against decapentaplegic homolog 2/3/4, Ras = Rat sarcoma, RhoA = Ras Homolog Gene Family
Member A, JNK = c-Jun-N-terminale Kinasen, c-JUN = AP-1 transcription factor subunit (verandert nach
[203-205])

Weitere Experimente, die die nachgeschaltete Signalubertragung von RANBP3L aufzeigen,
sind somit erforderlich. So konnte die Signalkaskade genauer mittels CO-
Immunprazipitation (CO-IP) in der bereits etablierten RANBP3L-uberexprimierenden-
mpkCCD-Zelllinie untersucht werden. Daflr wiirden durch ein spezifisches Protokoll nur
RANBP3L-gebundene-Faktoren aufgearbeitet und nachfolgend massenspektrometrisch

untersucht werden. Hier konnte final bewiesen werden, ob RANBP3L direkt c-JUN oder
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andere Protein in dieser Kaskade (JNK, Smad2/3) hemmt. Nachfolgend kénnten diese
Ergebnisse dazu fiihren den Verlust von RANBP3L durch eine Inhibitortherapie gegen TGF-
B, Smad2/3, cJUN oder andere identifizierte Faktoren zu kompensieren. Im Gegensatz zu
einem SPARC-Knockout wére dieser Ansatz auch therapeutisch im Nierenzellkarzinom
denkbar. Momentan befinden sich solche Inhibitoren noch in experimenteller Testung und
mussen hinreichend auf ihre Spezifitat und Wirksamkeit analysiert werden [206, 207].
Bislang ist keine nierenspezifische Tumortherapie in der Anwendung. Erste medikamentdse
Therapien wurden in den 1980er -1990er Jahren mittels Zytokintherapie durch Interferon
alpha (IFN-a) [208] und Interleukin 2 (IL-2) [209] durchgefuhrt. Ein deutlicher Fortschritt
konnte ab 2005 mit den Multityrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib und Sunitinib erzielt
werden [210]. Neuere Ansatze in der onkologischen Therapie haben den Einsatz von
Immuncheckpoint-Inhibitoren hervorgebracht [211]. Dabei werden Antikorper gegen
Rezeptoren wie PDL-1 und CTLAA4 hergestellt, die eine Abschwachung des Immunsystems
durch Tumorzellen verhindern [211]. Zum heutigen Zeitpunkt stehen nun unterschiedliche
Kombinations- und Monotherapien zur Verfiigung [71]. Dabei muss allerdings beachtet
werden, dass in den meisten Studien nur klarzellige Nierenzellkarzinome eingeschlossen
wurden. Aktuell werden Nierenzellkarzinome mit einer Kombination von Axtitinib mit
Avelumab [212] oder Axitinib mit Pembrolizumab [213] unabh&ngig vom Risikofaktor oder
histologischer Entitat behandelt (siehe Anhang Abbildung 61). Somit geht dieses Konzept
eher auf die generelle Inhibierung der Vaskularisation (Axtitinib) sowie auf die
immunmodulatorische  Funktion durch die PD-L1 Inhibitoren Avelumab oder
Pembrolizumab aber nicht auf Nierenkarzinom-spezifische-Faktoren. Studien zeigten
bereits, dass eine TGF-f induzierte SPARC-Expression durch Smad- und JNK-Inhibitoren
herunterreguliert werden kann [214, 215]. Diese Daten konnten in den RANBP3L-
defizienten-mpkCCD-Zellen, den zuvor erwahnten RCC-Xenograft-Modellen (6.4.2) oder
der in-vivo RANBP3L-KO-Maus (6.5) verifiziert werden.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

In den menschlichen Nieren herrscht ein osmotischer Gradient zwischen dem Cortex und
der Medulla, wobei sich die Osmolalitidt in Richtung Medulla bis zu 1200 mosmol/kg
aufkonzentriert. Um diesen Belastungen standzuhalten, besitzen die Zellen in den einzelnen
Tubulussegmenten ein zu Grunde liegendes Geneexpressionsprofil. Wie dieses spezifische
Expressionsprofil erreicht wird, ist nicht vollkommen verstanden. Die Zellen aktivieren
gezielte Adaptionsmechanismen, die hauptsachlich tber den Transkriptionsfaktor Nuclear
factor of activated T-cells 5 (NFATS5) reguliert sind. VVorarbeiten zeigen, dass in IMCD-
Zellen der Niere die extrazellulare Osmolalitdt die Expression von hunderten
nierenzellspezifischen-Genen reguliert. Weiterhin zeigen Studien, dass viele dieser
beschriebenen Gene zusatzlich invers mit der Expression in Nierenzellkarzinomen (RCC)
korrelieren. VVon einigen Genen ist eine RCC-assoziierte-Funktion bereits beschrieben, aber
flir viele fehlt dies noch. Eines der dabei am stérksten regulierten Gene mit prognostischer
Relevanz ist das kaum charakterisierte Ran-binding protein 3-like (RANBP3L). Somit war
es Ziel dieser Arbeit Uber die Untersuchung der RANBP3L-Expression und Funktion erste
Ruckschlusse auf den zugrundeliegenden Signalweg zu schlieRRen.

Innerhalb dieser Arbeit konnte in murinen Systemen tiber einen CRISPR/Cas9-vermittelten-
NFAT5-Knockout (KO) in-vitro als auch tber ein induzierbares KO-System ex-vivo gezeigt
werden, dass die Expressionsinduktion unter Hyperosmolalitat bekannter und unbekannter
NFAT5-abhangigen-Gene, einschliellich Ranbp3l verloren geht. Weiterhin konnte durch
Promotoraktivitatsanalysen eine direkte Interaktion von NFATS bei der Regulation von
Ranbp3l aufgezeigt werden.

AnschlieBend wurde RANBP3L ebenfalls mittels CRISPR/Cas9 ausgeknockt und die
Zelllinie mpkCCD nachfolgend phéanotypisch charakterisiert. Die Ergebnisse zeigten eine
onkogene Wirkung des RANBP3L-Verlustes durch eine mesenchymalere Morphologie,
eine verstarkte Migration sowie eine verstarkte Koloniebildung. Um zu untersuchen, welche
Gene diese phéanotypischen Veranderungen bedingen, wurde mittels RNA-Seq das globale
Genexpressionsprofil von RANBP3L-defizienten-Zellen analysiert. Die Ergebnisse zeigen
ein stark KIRC (klarzelliges Nierenzellkarzinom)-abhangiges-Expressionsprofil. VVor allem
fiel eine Anreichung der Gene Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich (Sparc), Collagen
Type 1V Alpha 1 Chain (Col4al) sowie Collagen Type IV Alpha 2 Chain (Col4a2) auf, die
nachfolgend untersucht wurden. In-silico-Analysen zeigten, dass alle drei Gene im KIRC-

Subtyp stark mit der RANBP3L-Expression korrelieren. Um die bioinformatischen NGS-
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Analysen zu verifizieren, wurde ein CRISPR/Cas9-vermittelter-SPARC-Knockout in
RANBP3L-defizienten-Zellen etabliert. Der zuvor beobachtete onkogene Phanotyp zeigte
durch die zusétzliche SPARC-Defizienz eine deutliche Abmilderung bezlglich der
Migration und Koloniebildung der Zellen.

Andere Arbeiten zeigen bereits eine Rolle von SPARC im Nierenzellkarzinom, welche TGF-
B1 vermittelt zu sein scheint, da TGFB1 (fur TGF-B1 kodierendes Gen) in RCC im Vergleich
zu den Kontrollkohorten hochreguliert vorliegt. In diesem Zusammenhang zeigen unsere
Daten, dass eine TGF-1-Behandlung zu einem &hnlichen Phanotyp fuhrt, wie eine erzeugte
RANBP3L-Defizienz. Weiterhin zeigen die Daten, dass eine RANBP3L-Uberexpression die
TGF-B1-vermittelte-Expression von Sparc hemmt. Das l&sst Riickschlusse darauf zu, dass
RANBP3L in der Niere ein TGF-B-terminierende Funktion besitzen konnte, indem
RANBP3L TGF-B-vermittelten-Faktoren aus dem Zellkern in das Cytosol transloziert.
Darunter fallen kanonische Faktoren wie Smad2/3 oder Smad4 sowie nicht-kanonische
TGF-p Proteine wie JNK oder c-JUN. Da bereits c-JUN als Transkriptionsfaktor fiir SPARC
bekannt ist, wére diese Signalkaskade ein denkbarer Ansatz.

Interessant bleibt zu untersuchen, ob die hier gezeigten in-vitro-Ergebnisse sich in
RANBP3L-defizienten-Mausmodellen oder Xenograft-Studien verifizieren lassen. In
diesem Zusammenhang wird es ebenfalls wichtig sein den zugrundeliegenden Signalweg
von RANBP3L genauer aufzuschliisseln. Diese Daten konnten zukinftig helfen die
Behandlung von bestimmten Nierenzellkarzinom-Entitaten, durch das Targeting bislang

nicht genutzter RANBP3L-assoziierter-Pfade, zu verbessern.
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8 Anhang
8.1 Vektorkarten

lentiCRISPRV2 puro (Plasmid #98290)

(1) SgrDI pRS-marker (47 . 66)
14,526) Amp-R / Spel (256
. ,

(14.327) Pwul \ SnaBl (597)
(14179) Fspl \ /oM

(4,

796)

Notl (1529}

(13.205 .. 13.224) pBR3220ri-F

A

BbvCl (1805)
Alel (1958)

it
(12,736 .. 12.758)

4. 12, L44
M13/pUC Reverse ™\
(12,723 . 12,739) M13 Reverse |

\\
(12,685 BStZ171 \
(12,644 .. 12,663) EBV-rev
112,590 .. 12,600) SW40pA-R acl (2602)
(12.325) Fsel / AccB5l (2606)
Kpnl (2610}

2612 . 2632)

(12,163) SgrAl 1
—— LKO.15' (2783 2802)

111.920) Avrll _
SV40pro-F —

— BstBI (3471)

lentiCRISPRvZ puro
14,877 bp

(10,888 .. 10.905) BGH-rev — BspDI - Clal (3899)
(10,872) Pmel

" Swal (4254)

EcoRl (4824
110,022 .. 10.042) WPRE-R — = Nhel (4830
(2954) Miul ~ Bmtl (4834)
oot Xbal (5098

(3851
Afel (5105)

(9410)
(9396) PAIFI -

(9201) BamHI

EcoRV (6968)

SGL40C.EFS.dTomato (Plasmid #89395)

118)

M13/pUC Reverse
/ M13 Reverse
4 (368 ..

3 Peil
pBR322011-F

i
L .

1ac promater o L Gl
M3, 2 oy =B

o g

(6812) Scal _
4. 6743) Amp-R

Kasl (1489
Narl (1490}
Sfol_i1491)
~ PluTl (1493)

- Nrul * {1685)

(6217 .. 6238) Flori-F —J
—— Eagl - Notl (1996)

SGL40C.EFS.dTomato
8178 bp

7 BbvCl - BpulOl 2272)

15712) Avrll ~

15665) Sfil ~
SV40pro-F
7) EBV-rev "
) SVAOpAR

TKENl - PpuMl (2782)

(4949) Sacll —
a719) Pfol ——

VPRER —— T EcoRl (317

(4431) Miul — . Xbal (3456)

14420) BsrGl " 'PaeR7l - PspXI - Xhol (3163}
(4374) Afel ~ . Agel (3548)

BamHI (3714)
FspAl (3777)
R (3850 3877)

(4321 .. 4344) DsRed1-C

w275 Msal/ \
14271 BstXl mChe

(4127 .. 4146) mChe| BsiWI (3940)
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pGL3-pomMx1 (Plasmid #30536)

(7033 .. 7052) RVprimer3 Acc651 (1)
\ [
(6924) Notl { K

P (5)
P Eco53kl (9)

(6642 .. 6663) Flori-F

(6578) Dralll _— Pstl - Sbfl (145)
: PfiM1 (488)
~ _Agel (593)
PaeR71 - Xhol (666)
B

(6432 .. 6451) Flori-R
N

glil (670
Hindlll (687)
——— LucNrev (788..806)

P | pause site
(6025) Xmnl o oty sianal
"

/ N //‘
(5976... 5995) AMP-R _ et
~ o

_ BSrGl (1212)

- Bell* (1302)

_ Xeml (1457)
(5598) Asel
(5426) Ahdl —

pPGL3-pomMx1
7091 bp

~— PpuMI (1901}

“SgrAl (2150)

— Xbal (2376)
/. Fsel (2335)

2N
™ EBV-rev (2426..2445)
SVAORA-R (2480 .. 2499)

‘Hpal (2536)

(4674 .. 4693) pBR3IZ207I-F

(4533) Peil
(4423 .. 2440) 14440~

(a209) Afel

N "PBABE 3' (2665 .. 2685)
(4348) PshaAl

SexAl * (2751)

N
SVAOpro-F (2912 .. 2931)

/ \ sfil (2937)
\
(4016 .. 4035) TK-pA-R NeoR (3086 . 3107)
/ Mscl (3244)
(3698 .. 3717) Neo-F PfIFI - Tth1111 (3280)

(3678) Rsril

V180 pLP Triple-Flag (Plasmid #11707)

(4497) AflIIl - Pcil Asel (7)
(4342 _ 4361) pBR322ori-F |

| Ndel (234)
! SnaBl (340)

_CMVF (519 .539)
“ Nhel (591
Bmtl (595)

_Bglll (676)

(3677) Eco01091

_Hrul* (301)

Pvul (905)
(3568) Bsal

— Blpl (1043}
(3433 .. 3452) TK-pA-R —

V180 pLP Triple-Flag SD - Acceptor
4555 bp

BmgBIl (1211}
- amHl (1214)
(3354) Pfol Xbal = (1226)

Bell * (1236)

_ Mfel (1329}
Hpal (1342}

. SV40pA-R (1380 . 1399)
Btsal (1418)

EBV-rev (1434 . 1453)
‘A"III 1461)

(3261) BstBI

(3115 .. 3134) Neo-F
(3095) Rsrll

(2812) BsrDI —
(2681) Fspl

(2661) Mscl

(2582) PluTl —
(2580) Sfol —

(2579) Narl

A
(2578) Kasl /,// /
(2505 .. 2524) Neo-R /
(2485) Eagl
(2419) BspDI =-Clal*
(2400) Stul
(2354) sfil SV40pro-F (2329 .. 2348)

“Flori-F (1608 .. 1629)

N
Flori-R (1820 ..1839)

pBABE 3' (2082 .. 2102)
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pET28:GFP (Plasmid # 6085-1)

Asel (7)
CAG_enhancer
Ndel (234)

Bglll (509)
Xhol (613)
Sacl (620)
Hindill (622)
EcoRI (629)
Psil (638)

CMV_immearlypromaigr 53g)

ApaLl (4361) CMV_Twd_primer
pBR322_origin CMV_promoter
Nhel (591)

TK_PA_terminator

4733 bp

ORF frame 3
NeoR/KanR
ORF frame 1

Fspl (2859)
Mscl (2839)
)
)

1_origin
AmpR_promoter
pBABE_3_primer

Narl (2757

Clal (2597’

Stul (2578)
SV40pro_F_primer
SV40_origin
SV40_promoter
SV40_enhancer

PCR 2.1-TOPO TA Vektor (451641)

MI13 reverse

priming site @
[

M13

Hind 1l
Kpn |
BamH |
Spe |
BsiX1
EcoR |
-
EcoR |
EcoR V
BstX |
Not |

Kpnl (649)
Sacll (652)
Xmal (B56)
Apal (857)
Smal (658)
BamHi (660)
Agel (568)
EGFP_N_primer
Y65 (EGFP)
ORF frame 1
EGFP

EGFP_C_primer
Notl (1401)
Xbpal (1411)
Hpal (1520)
EBV_rev_primer

Aflll (1639)

& PCR-TOPO"
2 3.9kb
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8.2 RANBP3 und RANBP3L Aminosaure-Sequenz und Doméanen

NH, | | I C0OH  RanBP3L
NH, -] | I | COOH  RanBP3

Murines RANBP3L-UniProtKB - Q6PDH4

MSTTQRKDDSHLFTSSCTROLOVQEDRQOQEKYVIAQPIFVFEKGEHNFKRPAEDSLEETAEPEFT
GELRKRVRSSSVTLHTTDPQSQGVATLSQTRLRSSSETDVPTEFPPCRPVRKNNVEMTSRLLQRSDD
MNNVEQGPPMRSSEQVLRPAVLOPSQTQSCOKAGTTFGPGALKSYKKEKAEHEISEVGSSSSLLSE
NLPNARSSIQLSTDPCISEAPSGCQPKEDKCSFTSCSSDEVEFGENMVERVLGTQKLTQPPLONLSY
AKEKTFKSVLKFPNAVSNSDSIENISLVESAAAFSSKPSQKCLLEKIDVITGEETEHNVLKINCKI
FVENKATESWSERGQGILRLNDTAGRECGTLOSRLIMRNQGSLRLVLNSRLWAQMKIQRASQKNLR
ITATDLEDDGIKIFLIQASAKDTGFLYAATHHRLVALRSLAKQGDGGPAESQSDTALPQLNGESCD
EDEDETIAQVTKNGSDPSRWSHRQSIVCS

Murines RANBP3-UniProtKB - Q9CT10

MADLANEEKPAVAPSVEVFQKDKGQKRSAGSSSPEAGEDSDHEDGNYCPPVKRERTSSLTHSEEKS
SGFRLKPPTLIHGQAPSAGLPSQKPREQORGVLRPAVLOAPQPKVLSQTVPSSGTNGVSMPADCTG
PATSVSPENLTQRSPSESAEETHTLEEKVPQKTPHGTSEEGHCEEEQAAPQAFVEFGONLRDRVKLM
NENASVADVDSAAHPSSETPSATNYFLQYISSSADNATHSADNSTKEVEGONMSERVLSPPKLNEA
NSDTSRETTHAQSGSESSSQEAAPKKESLAESAAAYTKATAWTCLLEKVEVITGEEAESNVLQIQC
KLEVEFDKTSQSWVERGRGLLRLNDMASTDDGTLOSRLVMRTQGSLRLILNTKLWAQMOMDKASEKS
IRITATDAEDQGVKVELISASSKDTGQLYAALHHRILALRSRAEQEQEAKAPPPEPGATRATEEED
SDEDAVLAPSGVTGAGTGDEGDGQAPGST

Rot = konservierte Aminoséduren in der Ran Bindedoméne (RBD)

Grin = NLS (nuclear localisation signal, Kernlokalisationssignal)
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8.3 Novogene NGS Vorgehen

Die NGS Sequenzierung und nachfolgende Datenanalyse wurde von Novogene
durchgefthrt. Dies geschah wie von Novogene vorgesehen und beschrieben [216-227].

RNA-Quantifizierung und -Qualifizierung

Der RNA-Abbau und die Kontamination wurden auf 1%igen Agarosegelen Uberwacht. Die
RNA-Reinheit wurde mit dem NanoPhotometer®-Spektralphotometer (IMPLEN, CA,
USA\) uberprift. Die RNA-Integritat und -Quantifizierung wurde mit dem RNA Nano 6000
Assay Kit des Bioanalyzer 2100 Systems (Agilent Technologies, CA, USA) bewertet.

Bibliotheksvorbereitung fur die Transkriptomsequenzierung

Eine Gesamtmenge von 1 ug RNA pro Probe wurde als Ausgangsmaterial fiir die RNA-
Probenvorbereitung verwendet. Die Sequenzierungsbibliotheken wurden mit dem
NEBNext® UltraTM RNA Library Prep Kit fir lllumina® (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) gemél den Empfehlungen des Herstellers erstellt, wobei Indexcodes hinzugefiigt
wurden, um jeder Probe die jeweiligen Sequenzen zuzuordnen. Die mRNA wurde aus der
Gesamt-RNA mit an Poly-T-Oligos gebundenen durch magnetischen Beads aufgereinigt.
Die Fragmentierung erfolgte unter Verwendung zweiwertiger Kationen bei erhohter
Temperatur in NEBNext First Strand Synthesis Reaction Buffer (5X). Die cDNA-
Erststrang-Synthese erfolgte unter Verwendung von Random-Hexamer-Primern und M-
MuLV Reverse Transcriptase (RNase H-). Die Synthese des zweiten cDNA-Strangs erfolgte
anschlieRend mit DNA-Polymerase | und RNase H. Die verbleibenden Uberhinge wurden
durch Exonuklease/Polymerase-Aktivitaten in stumpfe Enden umgewandelt. Nach der
Adenylierung der 3'-Enden der DNA-Fragmente wurden NEBNext Adaptor mit
Haarnadelschleifenstruktur ligiert, um die Hybridisierung vorzubereiten. Zur Auswahl von
cDNA-Fragmenten mit einer L&nge von vorzugsweise 150 bis 200 bp wurden die
Bibliotheksfragmente mit dem AMPure XP-System (Beckman Coulter, Beverly, USA)
gereinigt. Dann wurden 3 ul USER-Enzym (New England Biolabs, USA) mit
groRenselektierter, adaptorgeligierter cDNA bei 37°C fir 15 Minuten verwendet, gefolgt
von 5 Minuten bei 95°C vor der PCR. Dann wurde die PCR mit Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase, Universal PCR Primern und Index (X) Primer durchgefihrt. SchlieRlich wurden
die PCR-Produkte gereinigt (AMPure XP System) und die Qualitat der Bibliothek mit dem
Agilent Bioanalyzer 2100 System bewertet.
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Clustering und Sequenzierung

Das Clustering der indexkodierten Proben wurde mit einem cBot Cluster Generation System
unter Verwendung des PE Cluster Kits cBot-HS (Illumina, San Diego, CA, USA) gemal
den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Nach der Clustergenerierung wurden die
Bibliothekspraparate auf einer Illumina-Plattform sequenziert und Paired-End-Reads

generiert.
Datenanalyse und Qualitatskontrolle

Die Rohdaten (Raw Reads) im FASTQ-Format wurden zunéchst mit firmeneigenen Skripten
verarbeitet. In diesem Schritt wurden saubere Daten (Clean Reads) erhalten, indem Reads,
die Adapter- und Poly-N-Sequenzen enthalten, sowie Reads mit geringer Qualitat aus den
Rohdaten entfernt wurden. Gleichzeitig wurden Q20, Q30 und der GC-Gehalt der sauberen
Daten berechnet. Alle nachgeschalteten Analysen basierten auf den sauberen Daten mit
hoher Qualitét.

Mapping auf das Referenzgenom

Referenzgenom- und Genmodell-Annotationsdateien wurden direkt vom Genom-Website-
Browser (NCBI/UCSC/Ensembl) heruntergeladen. Paired-End Clean Reads wurden mit der
Software HISAT2 auf das Referenzgenom gemappt. HISAT2 verwendet einen groflen Satz
von kleinen GFM-Indizes, die zusammen das gesamte Genom abdecken. Diese kleinen
Indizes (so genannte lokale Indizes) ermdglichen in Kombination mit verschiedenen

Alignment-Strategien ein schnelles und genaues Alignment von Sequenzierungs-Reads.
Quantifizierung

HTSeq wurde verwendet, um die Anzahl der Lesungen zu zahlen, die von jedem Gen,
einschlieBlich bekannter und neuer Gene, zugeordnet wurden. Anschlielend wurde die
RPKM jedes Gens auf der Grundlage der Lange des Gens und der Anzahl der auf dieses Gen
gemappten Reads berechnet. RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per million mapped
reads) bertcksichtigt die Auswirkungen der Sequenziertiefe und der Genldnge auf die
Anzahl der Reads gleichzeitig und ist derzeit die am haufigsten verwendete Methode zur

Schétzung der Genexpressionswerte.
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Differenzielle Expressionsanalyse

Die Analyse der differentiellen Expression zwischen zwei Bedingungen/Gruppen (drei
biologische Replikate pro Bedingung) wurde mit dem R-Paket DESeq2 durchgefihrt.
DESeq2 bietet statistische Routinen zur Bestimmung der differentiellen Expression in
digitalen  Genexpressionsdaten unter Verwendung eines auf der negativen
Binomialverteilung basierenden Modells. Die resultierenden P-Werte wurden mit dem
Ansatz von Benjamini und Hochberg zur Kontrolle der Falschentdeckungsrate (FDR)
angepasst. Gene mit einem bereinigten p-Wert < 0,05, die durchDESeq2 gefunden wurden,

wurden als differenziell exprimiert eingestuft.
Anreicherungsanalyse

Eine gingige Methode fir die Suche nach gemeinsamen Funktionen von Genen ist die
Einbeziehung des biologischen Wissens, das durch biologische Ontologien bereitgestellt
wird. Die Gene Ontology (GO) annotiert Gene zu biologischen Prozessen, molekularen
Funktionen und zelluldren Komponenten in einer gerichteten azyklischen Graphenstruktur,
und die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) annotiert Gene zu Pfaden.
KEGG ist eine Datenbankressource fiir das Verstandnis von Funktionen und Funktionen auf
hoher Ebene des biologischen Systems, wie z. B. der Zelle, des Organismus und des
Okosystems, aus Informationen auf molekularer Ebene, inshesondere aus groRen
molekularen Datensatzen, die durch Genomsequenzierung und andere experimentelle
Technologien mit hohem Durchsatz erzeugt werden (http://www.genome.jp/kegg/). Wir
verwendeten die KOBAS-Software, um die statistische Anreicherung von Genen mit

unterschiedlicher Expression in KEGG-Pfaden zu testen.
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8.4  Differenziell exprimierte Gene unter Hyperosmolalitat in Maus IMCDs
und mpkCCDs.

Tabelle 25: Log: fold changes signifikant differenziell exprimierte Gene unter Hyperosmolalitéat in Maus

IMCD Zellen

Aufgelistet sind alle signifikant-regulierten-Gene unter Hyperosmolalitdt in Maus-IMCD-Zellen. Die hier
gelisteten Gene sind in Abbildung 18 als Volcano Plot dargestellt.

signifikant herunterregulierte Gene IMCD

Genname

Chil3
Ferls
Dnahl4
Ccer5
Mrcl
Wfdcl17
Pf4
Parvg
Bcl2ald
FoxI20s
Dpysl4
Ccl6
Themis2
Al593442
Igfbp2
Slco2bl
Cd4
Itgax
Lrrc25
Sla
Clec4n
Selp
FoxI2
Adamts16
Krtl7
lgfbpll
Fbxo40
Capn6
Msil
Fcgrd
1fi202b
Cx3crl
Treml
Clec7a
Msda7
Dgkk
Bclllb

-3,0506

300 vs. 600
L;?;Jgéd Genname
6,2774  Wntl0b
53339  Assl
46630 Gliprl
-4,2479 Scarf2
-4,1085  Cntfr
39773  DB30003M21Rik
-3,8972  Ca40
-3,8008  Strab
-3,7442  Phyhdl
-3,7347 Pdgfc
-3,6491 Tir13
-3,5899 Sema3d
-35850  Inha
-3,5484 Pik3apl
-3,5440  Pirb
-3,5178 Dmrta2
-3,5025 ~ Widcs
-3,4594 Obsl1
-3,4504  Ctss
-3,4480 Slco5al
-3,4215  Cldn6
33923  9930111J21Rik2
-3,3923  S0x9
-3,3854 Tead2
-3,2770  Myel
-3,2370  Trpv2
-3,2352  Adeyl
-3,2115 Slc29a4
-3,1745  Cythd
-3,1546  Lmedl
-3,1098 Cypdal2b
-3,0875  Tenm4
-30753  Lhxl
-3,0704  Cend2
-3,0685  Pesks
-3,0589  Anpep
Maf

Log: fold
change

-1,6530
-1,6455
-1,6433
-1,6396
-1,6391
-1,6330
-1,6240
-1,6218
-1,6195
-1,6176
-1,6155
-1,6071
-1,5994
-1,5964
-1,5919
-1,5850
-1,5759
-1,5655
-1,5579
-1,5475
-1,5472
-1,5419
-1,5319
-1,5308
-1,5300
-1,5295
-1,5258
-1,5245
-1,5242
-1,5224
-1,5185
-1,5085
-1,5076
-1,5057
-1,4873
-1,4797
-1,4719

signifikant hochregulierte Gene IMCD

Genname

Chptl
Fam20c
Megf9
Hsd17b11
Loxl4
Bcl6
Fam84a
Srgap3
Llcam
Cldn8
Ctdspl
Tgfbr3
Cd14
Blnk
Reps2
Nipall
Cdol
Nadk2
Lgals3bp
Ctnnall
Lpin2
Hcfclrl
4932438A13Rik
Nyapl
Ampd3
Ppm1k
Bcatl
Tiaml
Gm7694
Lynx1
Itpr2
Tspanl2
Semadb
Napepld
Egin3
Faml149a
Wisl

300 vs. 600
Lcor?;r:‘g(id Genname

0,8263 Defbl
0,8513 M|Xip|
0,8582 Esrrb
0,8587 Nr3c2
08689  Car2
08748  EIfS
0,8772 Gsttl
0,8789 Slc4as
08817  Fegbp
08842  Cibl
08860  Volll
0,9025 Gstm1l
0,9170 Prkar2b
0,9193 Cldn19
09214  Rhof
0‘9273 Aldhlal
0,9286 Pletlos
0’9301 Clcnka
0,9333 Al839979
0,9387 Hspalb
0,9420 Ifit2
09444  Adp4
0,9514 Lectl
09530  Sponl
09534  Galm
0,9613 Selenbpl
0,9615 Haverl
0,9655 Hspa4l
0,9733 Prtn3
09772  Ziml
0,9831 Carll
0,9852 Strip2
09885  Pppard
0,0887 Timd2
09888  Bic
09925  Geml
09932  Scdl

Log: fold

change
1,5280
1,5289
1,5309
1,5352
1,5353
1,5387
1,5489
1,5514
1,5573
1,5794
1,5911
1,5921
1,5939
1,5947
1,5957
1,5977
1,5985
1,6041
1,6047
1,6108
1,6131
1,6196
1,6215
1,6265
1,6346
1,6360
1,6370
1,6482
1,6534
1,6584
1,6640
1,6668
1,6699
1,6699
1,6843
1,6851
1,6894
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signifikant herunterregulierte Gene IMCD

300 vs. 600
Msrl 30467 Msda6d
Cd3oo0lf 3,036  Trankl
Syndigl 30100 Lfng
Ifi205 30000 GmB113
Pamrl -2,9386 Mnda
Clqc 2072 TN
Klhi1 28826  Ltbpl
Foxfl 28651  Ogdhl
Tifab 28455  Cd200r3
Cerl -2,8244 Fcerlg
Dcx 27080  4632428NO5Rik
Ptpn7 2,7776 Dbnl
Gpnmb 27611  Nmed
P2rx2 -2,7570 Map7d2
Tfec 27500  Dab2
Ms4ada 27370  Moxdl
Eyad -2,7309 Nox4
Clga 27166  Adamts5
Lairl 27162 Cda
Argl 27139  Sdc3
Mmp12 2,7108  Scara3
Itgal 26684  Cd36
Capn8 -2,6668 Runx2
Pygol -2,6630 Pvrl4
P2ry13 26521  Olfm2
Shc2 26469  Nuakl
Csf2rb 26451 Jagl
Ms4a6c 22,6057 Tnc
F13al 25987 Adra2a
Cthrcl 25930 Prrg3
Lilrb4a -2,5874 Gprl76
Mmp16 -2,5850 P2ry6
Coll4al -2,5607  Gsap
Cdh10 25546  GmB8995
Tyrobp 25506  Rasll2
Hck -2,5449 Fbliml
Dpp6 25433  Adaml2
Mmp8 -25394  Des
Tofbi 25325  2310007BO3Rik
Coro6 25250  Pdlimd
Plch2 25025  Dpysi3
Clgb -2,4849 Gmb424
Pld4 -2,4695  Lrp2
Hsd11b2 -2,4464 Pappa

Fnl

Al607873 -2,4344

-1,4556
-1,4541
-1,4495
-1,4493
-1,4397
-1,4378
-1,4315
-1,4257
-1,4219
-1,4176
-1,4116
-1,4055
-1,3998
-1,3965
-1,3911
-1,3844
-1,3789
-1,3789
-1,3653
-1,3511
-1,3503
-1,3479
-1,3468
-1,3430
-1,3422
-1,3421
-1,3327
-1,3293
-1,3283
-1,3235
-1,3189
-1,3090
-1,2902
-1,2895
-1,2821
-1,2810
-1,2786
-1,2785
-1,2754
-1,2718
-1,2689
-1,2680
-1,2655
-1,2595
-1,2522

signifikant hochregulierte Gene IMCD

Gprl46
Map3kl
Rtnl
Hifla
Pfkp
Bcam
Tspan33
Haus4
Histlhlc
Cdc42ep2
Ermpl
Tmprss2
Hgfac
Clca3a2
Sptb
Gramdlb
Epn3
Bmprlb
Diap3
Cysl
Ptgsl
Fam174b
Tspanls
Lmo7
Homer2
Stykl
Cdh16
Mapk11
Hspb2
Bnip3
Ak4
Tspan8
Pdzklipl
Arhgef37
Folrl
Hagh
Ndrg4
Kbtbd11l
Lifr
Gm10241
Camkld
Tspanl
Rasgrf2
Mapt
Kenj15

300 vs. 600

09967  Epor
0,9970 Tmem45b
1,0065  Ptprh
1,0117 Sicla3
1,0123 Plcxdl
10127  GmB665
1,0154  Fabp3
10166  Gm5868
10244  GM12868
1,0265 Tmem27

10285  Bsnd
10335  Oxtr
1,0346 Rasl11b
1,0350 Prom2
1,0443 Histlh2be
1,0466  Slcd5a3

1,0478 Shisa7
10480  Nrip3
10545  Vephl
1,0616 Dnasell2
10638  Fut2
1,0659 Serpinal0
1,0706 Serpina6
10750  Slcida2
1,0755 ~ Podn
10766  Rhpn2
10778  Gentl
10788  Them?
10812  Gm2260
1,0814 Sorcs3
10815  Histlhdk
1,0818 Slc6al9

1,0825 Rasall

1,0875 Kcns3
1,0942 Gm42528

1,0957 Cldn10

1,0082 Flrtl
10092 Mitibll
1,1015 Arldd
1,025  Apela
11046  Stel
11108 Oitl
11150  Urah
11175  Car8

1,1217 Gm21960

1,6930
1,7003
1,7058
1,7065
1,7123
1,7360
1,7411
1,7521
1,7526
1,7533
1,7583
1,7600
1,7614
1,7626
1,7634
1,7695
1,7822
1,7830
1,7873
1,7934
1,7952
1,7959
1,7987
1,8090
1,8153
1,8192
1,8308
1,8427
1,8541
1,8580
1,8613
1,8698
1,8979
1,9033
1,9117
1,9186
1,9260
1,9260
1,9296
1,9303
1,9329
1,9386
1,9551
1,9645
1,9668



Anhang

XLVII

signifikant herunterregulierte Gene IMCD

Wispl
Ly6h
Pkpl
Laptm5
Cd300a
Selplg
Mmp13
Lilrdb
Aoah
Fcgr3
C3arl
Abca9
Ccl9
Cacnalh
Mafb
Bin2
Fyb
Cnrl
Plek
Fcgr2b
Rampl
Rab3ill
Fbin5
Cyp2lal
St8sia2
Serpina3g
Arl1l
Anol
Dkk3
Arhgap30
Cdldl
Gm9821
Gm16574
Cxcl12
Nat8l
Slc35f1
Ikzfl
Pramef12
Adgrbl
Gxylt2
Auts2
Galnt6
Samsnl
Mmp15

Sumo2

-2,3810
-2,3744 Akrlcl9

300 vs. 600
-2,4209  Ctsw
-2,4150  Pdgfb
24044  Cotll

D8Ertd82e

-2,3576 Zc3havil

23536 Laxi
-2,3424  Nrep
-2,3074  Sfn
-2,3055 Pmp22
-2,2573 Lmol

-2,2395  Foxil
-2,1908 Prss22
-2,1898 Ctla2b

-2,1783 Cd38
2,699 Ltk
-2,1553  Sox8
-2,1414  lgsfo
-2,1333  Gria3

-2,1293 Cdknlc

-2,1293 Plin2
21011  Col27al
-2,0856 1111
-2,0849 Sox17
-2,0834 Gdpd5
-2,0661  Seppl
20566  Serpinel
-2,0566 Gm16907
-2,0302 Micall
-2,0124 Cyplbl
-2,0000  Sorcs2
-2,0000 Palld
-2,0000 Creb3l1
-1,9887 Ptpru
-1,9875 Lrrnl
-1,9787 Arrdc4
-1,9709 ~ Mcam

-1,9584 Arntl2
-1,9553 Nfatc4

-1,9524 Rhobtb1
-1,9519 Marcksl1
19500 GmM14005
-1,9386  Bylap3
-1,9328 Jam2
-1,9319 Stk26

-1,2466
-1,2418
-1,2393
-1,2387
-1,2381
-1,2306
-1,2274
-1,2150
-1,2126
-1,2116
-1,2052
-1,2049
-1,2049
-1,2044
-1,1961
-1,1944
-1,1923
-1,1903
-1,1844
-1,1828
-1,1676
-1,1633
-1,1625
-1,1511
-1,1444
-1,1408
-1,1399
-1,1375
-1,1358
-1,1307
-1,1278
-1,1266
-1,1264
-1,1171
-1,1085
-1,1074
-1,1066
-1,1033
-1,0933
-1,0903
-1,0764
-1,0737
-1,0663
-1,0649
-1,0640

signifikant hochregulierte Gene IMCD

Ociad2
Pfkfb3
Frem2
Pmvk
Ugdh
Pegl0
Unc13d
Gprc5b
Glt28d2
Dnm3
1d2
Lparl
Arhgap24
Pgapl
Acer2
Zbth16
Npnt
Prrl5
Mucl
Fbxo2
Sema3c
Pax2
Mel
Irs2
Coro2a
Akrib8
Mal
Hacd4
Sgk1
Wnt4
Cab39l
Entpd5
Acapl
Layn
Nuprl
Tnfaip2
Upk3b
Gstt3
Bspry
Phyhipl
Taslr3
Cited4
P3h2
Mrps6
Aldoc

300 vs. 600
1,1222  Cldnl5
1,1236 Slc25a48
11243  Fndc9
1,1323  Ckmtl
11341  Rasdl
11351 bl
1,1481  Lipg
1,1503 ~ Maarp
1,1528 Pletl
1,1592 Fbinl
1,1604 Slc34a2
11629  Faml07a
1,1644 Gm17750
1,1647 Tmem229a
1,654  Gml5753
1,1770 Neurllb
1,1773  Sod3
11826  [fitl
1,1844  Ccl20
1,1868  Krt4
11955  1700016C15Rik
1,1969  Adpl
1,1994 Sultldl
1,2005  Inmt
12007  Clca2
1,2077 Cnnml
12160  Svepl
12170  lgfbp5
1,2202  Irs3
1,2324  Fazh
12398  Itga8
12575  Pex
12602  Gsdmcl2
12610  Ppef2
1,2642 Gm16310
1,2647  S€g5
1,2689  Psca
1,2697  Psg22
12719  Gm42835
1,2758 Serpinalf
1,2773 Slcl4al
12801  Pik3c2g
12866  B230312CO2Rik
1,2872  Mucd
1,2884  AdpS

1,9769
1,9777
1,9974
1,9986
2,0041
2,0106
2,0111
2,0373
2,0629
2,0641
2,0658
2,0704
2,0728
2,0817
2,0943
2,1393
2,1418
2,1553
2,1670
2,1677
2,1802
2,1841
2,1949
2,2039
2,2224
2,2367
2,2370
2,2383
2,2461
2,2495
2,2854
2,2872
2,2966
2,3038
2,3129
2,3262
2,3290
2,3382
2,3606
2,3618
2,3668
2,4150
2,4190
2,4303
2,4374



Anhang

XLVII

signifikant herunterregulierte Gene IMCD

300 vs. 600
Gatm 10313  Cdh2
Spock3 -1,9269 Arid5a
Vcaml 19218 Gjb2
Siglecl -1,9175  Cdhll
Marchl -1,9175  VYwaz
Fbin2 -1,8838  Tmem86a
Vash2 -1,8745 Gm10282
Mmp9 18725  Kit
Fgl2 -1,8699  Tcf7
Gpr50 -1,8662 Tspan7
Fermt3 -1,8573  Ltbp2
Btbd11 -1,8504  5730559C18Rik
Fam163a -1,8480  Tmeffl
Cd33 -1,8456  Bmp7
KIf8 -1,8430  Csrp2
Tmem151b -1,8240 Vangl2
Pard6g -1,8231  Inhbb
Col7al -1,8083  Malrdl
Ms4a6b 1,8030  Slc16a2
Ncfl -1,8017  Pxdn
Thxasl -1,7965  Cldnl
Nckap1l -1,7952  Clcfl
Csf2rb2 -1,7879  Ncaml
Pltp -1,7824 Epb4112
Serpinb9b -1,7731  MyoTa
Nkainl -1,7697  Ccbel
Acp5 -1,7687 Reep6
1123a -1,7643  Pdedd
Megf6 1,7562  Gpca
Apobecl 1,753  Kifla
Cds3 -1,7514  Zdhhcl5
Npr3 -1,7350  Prnp
GmM14206 17348  Ecml
Hpgd -1,7342 Sox4
Adra2c -1,7145  Rin2
9930111J21RikL 3 773p  Angptl4
Lcpl -1,7101 Mgstl
Sh3pxd2b -1,6924  Sbkl
Csdc2 16818  Chd7
Marcks -1,6790 Fyn
Straél -1,6679  Neké
vl -1,6663 Synpo
Lcp2 -1,6641 Fstll
Palmd -1,6614 Prkcdbp
Zdhhc2 -1,6593 Rpl17-ps10

-1,0616
-1,0571
-1,0567
-1,0492
-1,0454
-1,0452
-1,0441
-1,0433
-1,0407
-1,0364
-1,0348
-1,0241
-1,0131
-1,0126
-1,0096
-1,0060
-0,9982
-0,9944
-0,9925
-0,9919
-0,9917
-0,9859
-0,9847
-0,9842
-0,9815
-0,9738
-0,9711
-0,9633
-0,9512
-0,9510
-0,9437
-0,9368
-0,9342
-0,9341
-0,9311
-0,9288
-0,9211
-0,9116
-0,8955
-0,8954
-0,8926
-0,8888
-0,8825
-0,8672
-0,8632

signifikant hochregulierte Gene IMCD

Kap
Wnt16
Tmprss4
Oat
Agfg2
Kenj16
Gm6736
ldh1
Kctd12
Crispld2
Muc20
Acssl
Tert
Adoral
Lzts3
Cyfip2
Vstm5
Dbp
Ppap2b
Plch2
Slcl7a4
Akrlb3
Ldhd
Fut9
Oas2
Hspal2a
Ddit4l
Fbxo41
Sultlal
Pdela
Rftn2
Tmem30b
2210011C24Rik
Nipal4
Rassf6
Mycbpap
Sprrla
A330023F24Rik
Hs3stl
Klhi14
Srpx2
Hsphl
Trabd2b
Vsig10l
Atplbl

300 vs. 600
1,2957 Slc6al2
1,3064  Ptprr
1,3070 Ghrhr
13121 Foa
1,3209 Tmem254c
1,3245 Serpinal6
1,3276  Dgkg
1,3285 Abcal3
1,3292  Ngol
1,3311  Plat
1,3323 Rnf186
1,3451  Gstaz
1,3453  Olfm4
1,3468 Slc38a3
1,3477 Slc5a3
13583  Gm42586
13726  9530052E02Rik
13744  Fxyd4
1,3762  Lypd2
13765  Cav3
13794  Diol
13833  0610012D04Rik
1,3837  Cypllbl
1,3867 Rnf183
1,3893  Kenjl
13905  Gm43003
1,3912 Slc12al
1,3913  Aldob
1,4015  Gucazb
1,4000  Enpp2
1,4113  Adgrfl
1,4116 Slcbal
14139  Cdkil
1,4166 Slc6al8
14358  GucyZg
1,4365 Slc38all
14441  HtrSb
1,4480  Nptxl
14488  Zan
14522  Gm7893
1,4536  ll5ra
14545  Pabpnil
14550  Fndcl
14584  Eln
1,4618 Gm13418

2,4670
2,4838
2,4854
2,4919
2,5236
2,5546
2,5707
2,5850
2,6106
2,6235
2,6396
2,6554
2,6586
2,6630
2,6868
2,6889
2,7279
2,7316
2,7753
2,7814
2,7885
2,8875
2,8962
2,9023
2,9260
2,9475
2,9500
2,9740
2,9814
2,9948
3,0221
3,0605
3,1394
3,1751
3,2039
3,2167
3,2410
3,2479
3,2749
3,2977
3,3021
3,3219
3,3373
3,3540
3,3750



Anhang XLIX

signifikant herunterregulierte Gene IMCD signifikant hochregulierte Gene IMCD
300 vs. 600 300 vs. 600

Apbblip 1,6500  Lrrcge 0,8590 | Nckap5 1,4654 Gmb567 3,3897
Bmpl 08456 | Slcodal 14672  BC016548 34150

Cd59b 1,4699 Gsdmcl-ps 3,4500

Gent4 14704  GmM37320 35166

Depdclb 1,4757 Calml3 3,6439

Gem 14766 ~ Gsdmcd 3,6476

Paqr5 14833  Lgi2 3,6480

Ros1 1,4876 Pou2f3 3,6724

5730508BO9RIk 14984  Gsdme3 37325

Gstm2-psl 14924  Npyar 3,7682

Gm17281 14937  Slc17al 37732

Hs3st3bl 14983  GM11749 3.8826

Gstm2 15002 Rsl 3,9069

Hipk4 15009 ~ Gsdme2 3,9686

Hspala 15013 Tlde2 4,1699

Cobll1 15037 Fxydz 4,4892

Atp7b 1,5070  Ranbp3l 46226

Cbr2 15106  GmS210 49773

Pglyrpl 15123 ~ GMS043 51293

Piges 15172 Meox2 5,7944

Gent3 1,5198  Prss35 5,8200

Gm12138 15207 Adp2 59813




Anhang L

Tabelle 26: Log: fold changes signifikant differenziell exprimierte Gene unter Hyperosmolalitat in
mpkCCD Zellen

Aufgelistet sind alle signifikant-regulierten-Gene unter Hyperosmolalitit in mpkCCD Zellen. Die hier
gelisteten Gene sind in Abbildung 20A als Volcano Plot dargestellt.

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
Genname L;?;:géd Genname LCo#;:;éd Genname Lcolg;rfgéd Genname Lcohg;rrgtled
Sprr2b -4.8777 B230118H07Rik -0,6921 Col4a3bp 0,3605 Homez 0,9179
Pdzm3 46430  Chmp2b 06018 | Ptk 03641  4632404HI2RKK 09190
2610528A11Rik 45593  Tmem64 -0,6917 Itpripl2 0,3702 Tacc2 0,9217
Krts -4,0692  Polr3g -0,6916 | Ber 03734  Slc6ad 0,9241
Serpinale -4.0297 Impal -0,6910 Gm6206 0,3748 Fzd8 0,9251
Gm20796 -3,7814  Rps29 -0,6909 | Sik2 03802  Adgrgl 09251
Serpinb9b 37769 ~ Gm11263 -0,6903 Pdrgl 0,3822 Adcy6 0,9266
Prss52 -36553  Ruvbl2 -0,6887 | Nxfl 03886  Nrk 0,9271
Krtl6 -3,5443  Pmml -0,6883 | Stk4 03948  Rnf24 09274
Fmol 35236  Gm10243 .0,6881 | Ccarl 03952  Dennd2d 0,9281
Nts -3,4594  KIf10 -0,6879 | Ddhd2 03993  Abxn7ll 0,9283
Anks4b 33219  Rpsl3-ps2 -0,6878 Sema4d 0,3999 Atrn 0,9288
Clea3b 32653  Medz2l -0,6875 | PsmdS 04014  Ppmild 0,9296
Clip4 32479  A430005L14Rik -0,6869 Ppplr21 0,4051 Ahr 0,9297
Rab7b -3,1876  Hslbp3 -0,6866 | Pkp4 04051  Gpdl 0,9304
Aldh3al 31352 2310009B1SRik  ggey | Gfod2 04072  Nfat 0,9308
Nmnat2 30589 Gm15710 -0,6856 Rock2 04113  Cadml 0,9309
Krti4 -3,0255  Myzap -0,6851 | Mppl 04141  Trims6 0,9343
Sprrza3 -2,8745  Tspanl8 -0,6850 | Cstf2t 04149  Lirg 0,9349
Crocc2 -2,8365  Rpsl0-ps2 06843 | Zbtb4l 04171  Mapdkl 0,9386
Cntfr -2,8301  Sdhe -0,6842 | Rabif 04171 Mapdk3 0,9399
Klrad 22,8220 Gml2751 -0,6842 Lars2 0,195  Apobr 0,9404
Kif26a 28074 Gaddash 06830 | Mydss 04215  Rhbdil 0.9413
Sprrla 27957 Fam65b -0,6838 Ube2g1 0,4219 Neurllb 0,9452
Gm37131 27944  Rahcel 0,6834 | Smekl 04232 Manla 0,9456
Cavl 27662  2410006H16Rik -0,6820 Bmil 04233  Cede62 0,9475
Veaml -2,7600  RpI9 -0,6819 | CybSb 04242 ~ Dramz 0,9487
Scara5 -2,7305  Dhfr -0,6818 | Agtpbpl 04258  Diap2 0,9490
Cysrtl 22,7249  Exosc3 -0,6817 Map2k7 0,4295 Serpinil 0,9497
H2-M2 26781  Aprt -0,6814 | Nisch 04296  STX8 0,9566
Nrcam -2,6724  Mapkl3 -0,6810 | Myol0 04208  Traf4 0,9567
Gm4070 -2,6503  EpbA1l2 -0,6804 | Atpod 04311  Eda 09571
Hacdl 26400  Plekhhl -0,6788 Cnotl1 0,4312 Pak6 0,9578
Meox1 26245 Dse 06784 |Bazlb 04315 ~ Eme2 0,9581
Gm2115 -2,6189  Rel27a -0,6784 | Posl 04317  Arid3b 0,9588
11 -2,6040  Ttc9 -0,6778 | Gondl 04335  Gpdll 0,9595
Dmkn 25629  Dpyloll -0,6778 | Btbdd 04336  Nof 0,9597
Drd3 -2,5203  ArlBIpS -0,6778 | Zfp384 04337  Litaf 0,9601
Tigit 25075 Gl -0,6775 | Spint2 04337  Algl6I2 0,9628
Nalcn -2,4883  Chd7 06768 | Setdla 04340  Dapkl 0,9630




Anhang

LI

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD

Grinl
Cbs

B230303012Rik

Eps8
Slc26a9
Ereg
Mro
Ppplr42
Gjal
Pkpl
Liph
Enho
Upk3bl
Serpina3h
Gabrp
Sprr2al
Aldh3b2
1115ra
Gm10010
Cacna2d1
Cardl14
Gvinl
1124
S100a14
Gm43202
Sfta2
P2rx3
Flt4

Gek
Gm2895
Mb
Gdnf
Mirtl
Timpl
Ash2
Prss27
Rwdd3
Efhd1
Ramp3
Mall
Terg-C4
Fbin2
Figf
Krt79
Cda

300 vs. 600
-2,4386  Cat
-2,4315 Bcap29
-2,4288 Arfgef3
-2,4272 Notch3
24116  Rpl27
-2,4053 Gm6311
-2,4021 Tmem256
22,4021  Pkia
-2,4017 Tnfrsf23
-2,3692 Gm10177
-2,3536 Prkch
-2,3505 Gm6472
-2,3265 Gprcba
-2,3219 Gm15682
-2,3140  Rps27
-2,2928 Gm4735
-2,2863 Rrml
2,201  Rpl18
-2,2801 Gm12854
-2,2479 Rps15a
-2,2429 Adck4
-2,1940 Fam83b
-2,1794 Gm8730
-2,1573 Fut10
-2,1538 Rpsa-ps10
-2,1155  Asph
-2,1043 Shisa4
-2,0094  Impdhl
-2,0019  Itgb2
-2,0834 Sapcd2
20641 Higdla
2,0563  9430038I01Rik
-2,0559  Dgka
-2,0507 Enol
-2,0395 Ahnak
-2,0395  Rbks
-2,0368 Eiflb
-2,0324 Baiap2
-2,0319 Maoa
-2,0297 Gm11518
20199 1904
-2,0036  RpI37
-1,0827 ler3ipl
-1,9740  Mapb6

Slc30al

-1,9664

-0,6763
-0,6755
-0,6753
-0,6743
-0,6740
-0,6726
-0,6720
-0,6717
-0,6713
-0,6700
-0,6680
-0,6678
-0,6671
-0,6662
-0,6662
-0,6660
-0,6659
-0,6642
-0,6637
-0,6634
-0,6632
-0,6632
-0,6626
-0,6620
-0,6617
-0,6614
-0,6609
-0,6605
-0,6572
-0,6566
-0,6566
-0,6563
-0,6543
-0,6543
-0,6541
-0,6537
-0,6531
-0,6530
-0,6519
-0,6518

-0,6516
-0,6504
-0,6502
-0,6484
-0,6470

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Hsd17b4
Ccdc88c
Mthfd2l
Gm23935
Gm14420
Cdclda
Ncorl
Tmppe
Wasl
Acsl5
Zfand5
Phf20
Rdh13
Pank2
Ubl3
Arhgefl8
Zfp672
Galnt4
Atg2a
Rab11lb
Zcchel4
Tmem63b
Zfp408
Socs5
Tsen54
Sshl
Zfp629
Alg13
Cgnll
Tmem132a
Tmem127
Tancl
Tulp4
Neurl4
Tspanl4
Ints3
B3glct
Arhgefl7
Caskin2
Brd2
Sec22c
Ttyh3
Slc39a9
Zbed4
Tsc22d1

300 vs. 600
04351  Ptpreap
0,4352 Plxnb1
04355  Sh2b2
04360  2700081015Rik
04368  Tapbp
0,4397 Dnasell2
04402 ~ GmM21887
0,4404  Sparc
0,4410 Bahccl
04411  Rltpr
04433 llirl
04462  6330403L08Rik
04466  Kdm7a
04476  SO0Cs2
0,4477 H2-DMb1l
04486  SPNs2
04489  Ppmik
04491  Tgif2
04495  6330403KO07Rik
0,4506 Gm43597
04523  Lgals9

04554  Tor3a
04556  Mastl

04559  Fam3c
04567  Zbtbl8
0,4570 Dclrelb
04574  SCX
04579  Dsg2
04585  Tspan33
04590  Tfdp2
0,4591 Tmem140

04594  Nfkbid
04596  Dhx58

0,4606 Pcdh19
04609  6430550D23Rik
04614  B230208H11Rik
04616  Hsf4
04618  Jak3
04630  Zfp950
04632  Hsphl

RP23-
04636  114E15.18
04642  Tert

04650  Sponl

04652  Paaqrs
04661  2900093K20Rik

0,9639
0,9670
0,9683
0,9694
0,9698
0,9709
0,9711
0,9738
0,9742
0,9759
0,9765
0,9780
0,9802
0,9807
0,9813
0,9833
0,9836
0,9840
0,9846
0,9848
0,9852
0,9853
0,9854
0,9856
0,9874
0,9875
0,9893
0,9925
0,9925
0,9936
0,9943
0,9948
0,9956
0,9976
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0047
1,0055

1,0067
1,0073
1,0095
1,0107
1,0108



Anhang LIl
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
RP23-200M5.7  _1gg5p  Prodh 06463 | Akap13 04661  Shank2 1,0109
Entpd3 -1,9639  FralOacl -0,6461 Rapgef6 0,4662 Pgapl 1,0121
Mrvil -1,9511  Rpsa -0,6459 | Kmt2b 04669  Pla2gdc 1,0124
RP23-200M58 19517  Gm9493 06458 | Ponxi3 04678  Phf3 10126
Nod2 -1,9449  Gpxl -0,6448 | Mrpl45 04681  Mycbpap 1,0144
Fegrt -1,0431  Rpl23a -0,6444 | Semabb 04688 ~ Cds%a 1,0145
Chrnd -1,9419  Gm13436 -0,6439 Sptbn2 0,4689 Bex1 1,0146
Dab2 10411  Gm11703 -0,6436 Gclm 04696  Cx3cll 1,0158
Urocl -1,9156  Vegfb -0,6435 | Cdks 04698  Dixdcl 1,0161
Cyp2sl -1,9120 Al413582 -0,6423 Kansl2 0,4709 Lmo4 1,0181
Anxa8 -1,0060  1110007CO9Rik -0,6420 Phactr4 0,4709 Lipe 1,0216
Gm6634 -1,8745  Chchds -0,6418 | Hmg20b 04710  Plscr2 1,0226
Tnip3 18745  Gm15500 -0,6410 Eif2ak2 0,4710 Hifla 1,0233
Aim1l -1,8679  Ppp3ce -0,6400 | Arhgefl6 04716  Mypopos 1,0236
Faml167a 18663  Krtd -0,6399 Zfp513 0,4717 Tspanl 1,0245
Prkg2 -1,8659  Rpsax -0,6385 | TPm1 04728  Nuak2 1,0262
Cyp26b1 -1,8598 ~ Hddc2 -0,6378 | Bspry 04731  Hoxb4 1,0328
Kndcl -1,8515 ~ Def6 -0,6377 | Fbxwl7 04731  Dmtn 1,0338
GmM11451 18301 GmB467 06366 | Pop5 04732  Slc3sgl 1,0363
Klk10 -1,8224  Hspel -0,6360 | Llgl2 04744  H2-DMb2 1,0389
Krt4 -1,8159  Rps3al -0,6359 | Macfl 04751  Rell2 1,0390
Trankl -1,8074  Npm3 -0,6353 | Hdact 04752  lzumo4 1,0401
RP24-363021.3 -1,7975  Pms2 -0,6351 Edem3 0,4752 Btgl 1,0409
Lamc3 -1,7970  Rpl19-psil -0,6350 | Cenpj 04752  Extl 1,0458
Vicnl -1,7910  Syne3 -0,6345 Atf6b 0,4753 Gm12276 1,0458
Btbdl1l -1,7847  Nabpl .0,6344 | Spintl 04763  GmM14276 1,0478
Cldn1 17748  Atpl0a -0,6341 Sdhaf2 0,4769 Yjefn3 1,0487
1133 -1,7737  Eefld -0,6335 | Anxas 04771  Abccd 1,0503
Dsg3 -1,7726  Mast4 -0,6328 | Fbxo33 04771 ~ Gm8783 1,0539
Pla2g16 -1,7714  Bachl -0,6328 | Gskip 04772 Agapl 1,0553
Mfi2 -1,7687 ~ Rab2s -0,6326 | Fams3h 04784  Helz2 1,0565
Pbp2 -1,7661  RpI21-ps15 -0,6325 | Kifl2 04788  Kank3 1,0575
PodxI 1,7326 ~ Gm4332 10,6323 | Slc4da2 04797  Fazh 1,0576
S100a7a -1,7318 Hspbapl -0,6323 Mepce 0,4798 Csf2ra 1,0583
Serpinb5 .1,7201  Eif2d -0,6308 Speccl 0,4808 1700067K01Rik 1,0584
BB557941 17199  Theld2za 10,6304 | Ubeda 04814  Wikknl 1,0589
Rpsa-psl -1,7162  Acypl -0,6301 Asbl13 0,4821 4930481B07Rik 1,0597
Ahnak?2 -1,7162 Mipoll -0,6291 Bthd7 0,4821 Frem2 1,0608
Fafbpl -1,7051 Gm10288 -0,6201 Camta2 0,4822 Ptpdal 1,0665
Tmeff1 17018  1700024P16Rik g gogg | Pipskic 04835  Cdsl 1,0676
Cep830s -1,6997  Gm14322 06286 | Zfp319 04837 Fam63a 1,0687
Sgk2 -1,6011  Rras -0,6285 | Hagh 04846  Sh3bpd 1,0698
Gm15848 -1,6881 Pold2 -0,6283 Mtmr2 0,4859 Itprl 1,0719
Selenbp2 -1,6881 Gm9115 -0,6280 Camsapl 0,4860 Avil 1,0721
1810011010Rik 1 ggg;  Cdca7l 06270 | Zfp318 04861  Fmni3 1,0747



Anhang LI
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
Fkbp1l -1,6827  Camkl -0,6268 | Otud3 04871  Lord 1,0777
4930481A15RIk 14781  Gipe2 06261 | Ocell 04831  Gli3 10786
Lincencl -1,6630 Stk10 -0,6260 40787 0,4898 Histlh4i 1,0790
Slc22a4 -1,6603 Gm15501 -0,6260 Atxn7I2 0,4913 Cul7 1,0851
AKS -1,6554  Acyl -0,6256 | Rbpms 04915  Tmésf2 1,0875
Fxyd5 16547  Tprg -0,6253 2410089E03Rik 0,4923 Cpe 1,0875
Empl 16510 GmM7665 06250 | D1Ertd622e 04924  Gm37422 1,0875
Fam71f2 -1,6439 Prrcl -0,6249 TIr3 0,4930 Slc39a8 1,0881
Ggtal 16343 Tmsb10 06241 | Zf608 04930  AT30017L22RKk 1 0go1
Gm3716 -1,6150 Fancl 10,6237 Map3k10 0,4947 Gm11696 1,0958
Abeg2 -1,6006  Rps28 -0,6231 | Swap70 04949  Tiaml 1,0974
Cst6 -1,6090  RpIPO -0,6218 | Zfp46 04968  Faml60al 1,0976
Hspbl -1,6079  Rpl10 -0,6218 | Dockl 04971  Trpé3 1,0995
Myh14 15062  RpI29 -0,6217 | Nfxl1 04978  Cpnes 1,1008
Ankl -1,5880 Rps6-ps4 10,6217 Noal 0,4982 Gm10524 1,1028
Gm37145 -1,5850 Epb41l4aos -0,6213 Morc2a 0,4990 Cdh17 1,1069
Cpm -1,5811  Cdea? -0,6210 | Hoxb6 04993  Vof 1,1103
Gsdma -1,5742  Pold4 -0,6192 | H2afj 05022  Fgd4 1,1106
Etv5 -1,5716 Nafl -0,6186 Micalll 0,5023 Limchl 1,1123
Tmem71 -1,5705 1ft46 10,6177 lvnslabp 0,5028 Trim21 1,1150
1700007L15Rik 1 5pg3  Pus? 06174 | Slc22a23 05039  Ndufb2 11161
Ltf -1,5641  Nsa2 -0,6168 | Mier3 05042  Gpris2 1,1169
Gm11613 -1,5629  RpI8 -0,6160 | Ttcl3 05059  Ybx2 1,1174
MIf1 15503  Phida2 06157 | Sh2bl 05067  Gm27028 11186
Lgalsl -1,5519 Gmb5884 -0,6155 Kat6b 0,5068 D630039A03Rik 1,1192
Cers3 15514  Mybl2 -0,6151 | Pigw 05070  Tle6 1,1198
Abliml -1,5436 Ctsh -0,6151 Plod3 0,5088 Taccl 1,1198
Tnfrsflb -1,5406 Rps12-ps3 -0,6150 Trim39 0,5098 Kenj10 1,1232
Myolb -1,5208 Snhg5 -0,6145 Smarcadl 0,5101 A930004D18Rik 1,1245
Fam198b -1,5052 Rps3 -0,6136 Speccll 0,5108 Irs2 1,1254
2310069B03RIk 15045  Hk2 0,6109 | Crampil 05108  Ndstl 11272
Rasa4 -1,5036 Dnajc19 -0,6103 Epcl 0,5119 Tmem120b 1,1281
Tmem53 -1,5025 Rinl -0,6101 Cfap43 0,5120 Icosl 1,1289
Anxa2 -1,5005  RpI7 -0,6099 | Birc2 05127  Slesbl 1,1312
Krtl9 14982 KIfS -0,6006 | Lhfp 05130  Straé 1,1315
St6galnac2 -1,4982 Rpl4 -0,6095 AU040320 0,5136 Dock8 1,1318
Dusp5 -1,4975  Rpsl8-ps3 -0,6070 | Mprip 05138  Adamll 1,1355
Spoll -1,4960 Dus2 -0,6070 Tsc22d4 0,5141 Slc45a4 1,1367
Adssl1 -1,4894 Synpo -0,6060 Mtmr10 0,5149 Gm26880 1,1427
Slc26al -1,4854 Clstnl -0,6060 Fam208a 0,5170 I1tgh6 1,1430
Gm4535 14800 Sill 06059 |Dlgt 05176 Plekhh2 11442
C920009B18RIk 1 4764  Ifrd2 0,6058 | Secisbp2 05180  Gm10143 1.1449
Pecr 14695  Cct8 -0,6049 | Lrfn4 05192  Usp46 1,1450
Gap43 -1,4695 Smox -0,6043 Slc27a4 0,5192 Gm14230 1,1455
Fgf5 -1,4658  Oxctl -0,6043 | Fosl2 05196  Lynxl 1,1464




Anhang LIV
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
Cdc34-ps -1,4639  Nphpl -0,6034 Torlaipl 0,5206 B4galt6 1,1466
Hix -1,4584  Cdk6 -0,6029 | Etsl 05206  Abhdllos 1,1540
Fam163a -1,4529 Isocl -0,6026 Parp6 0,5211 Lurapl 1,1569
Cd44 -1,4305  Dis3 -0,6023 | Lactb 05217  Jadel 1,1609
Gucala -1,4190 Gm7846 -0,6012 Map3kl 0,5223 Natl14 1,1631
9030617003Rik 1 4187  Pycr2 06000 | Smad7 05234  5330438DI2Rik 11631
Endod1 14150  'po5 06006 | Map3ko 05235  F730043MI19RIk 1 1636
Fam8la 14142 Gga2 -0,5996 Gm53 0,5253 Histlh2bc 1,1644
Scarb2 -1,4113 Cds1i -0,5976 1gf2bpl 0,5258 Ankrd44 1,1675
Padil -1,4069 ~ Snrpal 055970 | ZfP715 05263  Opn5 11721
Wdr72 -1,4005  RpI34-psl -0,5967 Zbth48 0,5285 Smtnl2 1,1747
Dclk3 13094 3110082117Rik 5957 | BCO37034 05206  Pletl 11752
Grasp -1,3067  Focad -0,5048 | Mon2 05206  Fut4 1,179
Fst -1,3942  GmI625 .0,5944 | Futll 05302  Serpinel 1,1803
Cog3 -1,3032  Acatl -0,5942 | Mbd5 05309  Orai2 1,1842
Gekr 13899 Famdéb 05037 | Zfp523 05310  4933415A04Rik 1 1gs4
Faml6la -1,3870 Rpl15 -0,5934 FbxI19 0,5315 Izumol 1,1859
Ccdc122 13843  Mrpl2 -0,5929 Zfp251 0,5320 Pik3c2a 1,1871
Tpm2 -1,3798  Neill 05917 | Ube2ql 05328  Zglpl 1,1876
Fgfll -1,3781  Ephad 05914 | Hipl 05335  Glil 1,1883
RP23-143)244 13750  S100al3 05004 | Kansll 05340  Konkl 11889
Tomm?7 -1,3731  Ppap2a -0,5895 | Rab3ip 05342  Apbb2 1,1893
Pter 13720  Eif2sl 05884 |2 05340 RP24-143K111 1 1gos
Csrp2 -1,3698  Fchol -0,5884 | Prmt2 05354  Psca 1,1904
Slpi -1,3675 ~ GmI794 -0,5883 | Sumo3 0530  Omp 1,1918
Tmprss4 -1,3630  Toml -0,5882 | Deunld2 05364  Epor 1,1944
Evalc -1,3626  Adsl -0,5880 | Pipakze 05373 Mzl 1,1950
Csdc2 -1,3608  Rps2l -0,5879 | Gpresc 05374  Nyapl 1,1983
Steap3 -1,3563  Impact 05875 | Taok2 05383  Rimbp3 1,1988
Gm43742 13559  Pyroxdl -0,5872 Rnf145 0,5384 Mcf2l 1,1995
A530016L24Rik g 3558 Tsr2 05866 | Aacs 05386  RP23-380L19.3 17001
Bckdhb 13506  Cnihl 05849 | Cpd 05380  B330016D10RKK 1 2025
Gm14306 -1,3297 Rpli8a 0,5845 | Nekipsd 05390 Gm43305 1,2047
Hist1h3c 13219 Svip -0,5840 Mmgt2 0,5420 Gm17396 1,2070
Tubb6 -1,3169 ~ Endog -0,5830 | Acp6 05426  Radob 12116
Myo15 11,3103  AA465934 -0,5829 | Tcirgl 05431  Sle3al 1,2118
Tmem15la -1,3093  Sorbs3 -0,5827 Navl 05434  Gm43460 1,2184
Fhadl -1,3040  Zfp930 05824 | Maz 05436  Ttbk2 1,2187
Krt80 -1,3025  Rpsll -0,5824 Reep3 0,5444 4632428C04Rik 1,2199
Famll4al 13017  Rpl9-ps4 05821 |Gramd4 05445  GmMA43457 1,2224
Ltbp2 -1,3013  Gm5428 05816 | Slc18a2 05451  1imp3 1,2224
Adam8 -1,2977 Tfcp2ll -0,5812 Zmym6 0,5452 Cldn15 1,2224
Incal -1,2042  Mrpl48 -05811 | Wdfy3 05453  Hirsb 12224
Fam71f1 -1,2939  Arrb2 -0,5811 Zbtb12 0,5465 Chds 1,2241
Zdhhc2 12017 Mrrf 10,5800 | Nucb2 05467  GMA43860 12261




Anhang LV
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
S100a10 12860  Zfpl185 -0,5799 Iffo2 0,5469 Ppp2r3a 1,2288
Gm14005 -1,2829  Sgmsl -0,5788 Pankl 0,5473 Rasgrp2 1,2306
Gm28119 12768  Pfdn5 05774 | Gpris7 05479  4933405L10Rik 17308
Tmem40 -1,2652  Ostml 05771 Prkcd 0,5482 Cysltrl 1,2347
ltgab -1,2603  Sh3bpl -0,5769 | Tmem13l 05511 Myl 1,2355
Wnt4 -1,2544  Tritl 05755 | Zfp12 05525  Bends 1,2359
Pik3cd -1,2542  Eif5a2 -0,5746 Tmem68 0,5531 Phactr2 1,2382
Pltp -1,2526 ~ Susd4 -0,5746 | Zfp6es 05536  Tlcd2 1,2388
Cda3 -1,2508  Snrpd2 -0,5746 | Mpp6 05537 ~ Gm16793 1,2436
Dhrs7 12496 Emd -0,5739 BC031181 05539  Runx2 1,2453
Gm37800 -1,2377  Prpsap2 -0,5735 | Snn 05544  Rasipl 1,2469
Zfpm1 12358  Nup37 05731 | Rbm15b 05548  2010016118Rik 12521
Emp3 -1,2328  Rpll4 05726 | Bid 05549  Lpin2 1,2544
Slcl6al 12263  Rpl22 .0,5726 | Gm15800 05551  Shroom4 1,2545
Akrlc19 12208 Mexad 05725 Dpy1914 0,5560 Idhl 1,2559
Has2 -1,2127  Tmeml175 -0,5704 Trim45 0,5560 Cnbd2 1,2584
Tns4 -1,2118  Bircs 05604 | Zfp428 05577 Irf9 1,2586
Tmie -1,2089 ~ Binl -0,5693 | Sphkl 05585  Pelo 1,259
Trappc6a 12039  Wdr83o0s -0,5693 | Smpdl 05594  A230083G16Rik 1,2599
Rpp40 -1,2033  Rpl17-ps5 -0,5692 Map3k11 0,5594 Slc5a5 1,2622
Galkl 1,994  Tubada -0,5688 Elovl6 055600  Sh2dda 1,2659
Gm13056 -1,1091  Arhgap8 05679 | Zfp276 05603  Comp 1,2721
Peytlb -1,1036  Cstb 05678 | C2cd2l 05607  lkef4 1,2726
Meis2 11924 Gm5805 05674 | Zfn235 05611  Slcsad 12731
Ccndl -1,1885  Gm16477 05672 | Scmhl 05616  Zswimé 1,2751
Lrrc51 -1,1852  Gm11560 -0,5670 Armc5 0,5619 Llcam 1,2784
5930403N24Rik -1,1844  Tubalb .0,5666 | Slc38a2 055620  Trim34a 1,2789
Thsd7a -1,1842  Uck2 05651 | Bbs2 05634  Csfl 1,2824
P4ha2 1,1834  Sival 05650 | Slc25a20 05635  Scin 1,2834
Sdchp2 -1,1833  Slc25a24 -0,5646 Plxna3 0,5638 A3galt2 1,2835
Serpinb6a -1,1820  Gm13394 05637 |Als2 05643  Apom 1,2880
Krt20 -1,1798  Gasd -0,5633 | Beam 05652  Glt28d2 1,2887
Dnphl -1,1750 Gm10443 -0,5631 Steap?2 0,5652 Ttc22 1,2895
P4hal 11740  Tmeml192 -0,5630 Letmdl 05657  Fndc9 1,2895
Shsn -1,1674  Gnb2ll -0,5630 Bcatl 0,5663 Serpinb6b 1,2920
Gmb5297 1,669 ~ Wdr34 -0,5629 Baz2b 0,5669 Plekhal 1,2936
Gprl37b -1,1576  RIf -0,5625 Fkrp 0,5675 E230013L22Rik 1,2946
Slc22a21 -1,1561  Rps20 -0,5602 | Rhot2 05675  Serpinb9 1,2950
Ptrhl -1,1528  Krtl8 -0,5600 Trim47 0,5678 Olfm4 1,2994
Atp6voa4d -1,1489  Pgml -0,5596 | Cep104 05679 ~ H2-T10 1,3007
Aifm3 11468  Rablifips 05586 | 4930522L14Rik  (5g7g  Hsd11b2 1.3020
Poflb -1,1464  Nhp2 -0,5562 | Tcfrl2 05680  Sytll 1,3049
Msinl -1,1457  Eif3e -0,5562 | Ppfibpl 05681  Jam3 1,3049
A330009N23Rik -1,1436 Nme6 -0,5559 Gpraspl 0,5682 Itgh8 1,3053
Amdhd1 1,435  Mt-Rnr2 -0,5557 | Cacnb3 05684 G©mM12932 1,3081




Anhang LVI
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
Sema3b -1,1412  Tbrgl -0,5550 | Exog 05686  Hi 1,3099
0610038B21Rik -1,1342 Rassf8 -0,5548 Prss16 0,5687 Ksr2 1,3126
Tnfrsf9 -1,1339 Rpl9-ps6 -0,5528 Gm24270 0,5689 Aldh4al 1,3135
Mrto4 -1,1331 Mrpl48-ps -0,5522 B4galt3 0,5692 Adamla 1,3184
Msx2 -1,1306 ~ Smadl -0,5509 | Syde2 05695  Gpresh 1,3188
Xk -1,1291  Ckap2l -0,5505 | Tlr4 05707  Cedc40 1,3219
1500011K16Rik  _11p77  Ppplri3l 05500 | Smyd4 05736 Sledall 13221
Muc4 -1,1268  Cdk20 -0,5493 | Smad2 05741  Them6 1,3230
RP24-174G2.1 -1,1227 Nsun2 -0,5491 Iscu 0,5749 Cdk5r1 1,3239
Fstl3 11193  Sms 05490 | Agpat3 05752 RP24-143K112 13786
Lypd3 -1,1190  TbI2 -0,5486 | Cic 05767  Matk 1,3310
Cav2 -1,1135  Rbm3 -0,5481 | Aftph 05775  Glipr2 1,3312
Stbd1 11126 2B10417HI3RK 5477 |F2r 05778 Criml 13332
Gsta4 1,078  Rps19-ps6 -0,5476 Fchsd2 0,5794 Gm7160 1,3349
Ephx1 -1,1071 Elp4 -0,5470 Serinc2 0,5795 Gm17399 1,3388
Rpl21-psi1 -1,0051  Chchdé -0,5458 | Enpp4 05796  ImMpg2 1,3429
Lmna 1,047  ©Gm10132 -0,5456 Hs6stl 0,5804 Ccdc64 1,3430
Dok? -1,1039  Sox9 -0,5449 | Gent2 05805  Pdesb 1,3503
Gls2 -1,5003  Tomms5 .0,5448 | Exoc8 05811  GmM20559 1,3508
5031415H12Rik -1,0095  Osgep -0,5434 Nprl2 0,5811 Slc7a6 1,3512
Sorbs2 -1,0093  Mettll -0,5433 | Wnt7b 05816  Nprl 1,3516
Gprl37b-ps -1,0052  lgf2bp2 -0,5425 Gramdlc 0,5817 4930563E22Rik 1,3555
Ppargclb -1,0048 Rbm8a -0,5423 Patzl 0,5825 Pik3r3 1,3560
Speg -1,0938  Sgoll 05417 | Mras 05836  1810019D21Rik 1,3564
MsIn 10036 1110059E24Rik (5415 |4931414P19Rik  g5gq  Pdlims 13571
Numbl -1,0818  Rpl6 05414 | Trim46 05843  Colda3 1,3599
Tgml -1,0807  Rasef 05411 | Ntn4 05852  Hspalb 1,3601
Spal7 11,0794  Subl 05400 | Trak2 05855  8430422M14Rik 13661
Gesh -1,0790  Dus4l -0,5407 | Mist8 05858 Ifit2 1,3701
Hmgal -1,0763 T2 -0,5403 | Camkk2 05861  Akna 1,3785
Card6 -1,0740 Malsul 05389 | Usp27x 05878  Lgals4 1,3890
Nrpl -1,0727  Plodl -0,5389 | Lemd2 05889 ~ Dnahl0 1,3899
Anol -1,0721  Rpl37rt 05386 | ZP94 05801  Atplbl 1,3946
Katnal2 -1,0683  Snrpg -0,5380 Rab15 0,5898 Lurapll 1,3969
Akrlel -1,0668  Toplmt -0,5376 | Klrg2 05906  Grbl4 1,3976
Angptl2 10616 E2f2 -0,5371 Sec23b 0,5908 Malatl 1,3981
Plazg12a -1,0559 ~ Gm9843 -0,5370 | Nox4 05910  Gbp4 1,399
11176 10556 Nudt2 0532 | Rnfl67 05019  Gm43034 1.4021
Pnkp -1,0556  Tmems4 -0,5360 | Plekha3 05920 Hal 1,4030
Btnlal 10541 Gm6136 05353 | 4930523C07Rik  gs5gpp  Syne2 14032
BC029722 10521 Arfrpl 05352 |3110062MO4RK 5928  Irgq 14036
Map3k6 -1,0506  Lsm7 -0,5346 | Samhdl 05943  Ddx58 14116
Tarsl2 -1,0476  Zfandl 05346 | Bst2 05956  Chptl 1,4121
Gsap -1,0466 ~ GM13680 -0,5346 | DenndSa 05957  Fgd3 14143
Rem2 10466  Pmsl 05337 | Skil 05062  6820408CISRk 14150




Anhang

LVII

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD

Eef2kmt
Marcks
Akapl2
Gm10169
Gm8129
4933421A08Rik
Hmgal-rsl
Plau
Ttc39a
Vsnll
Blvra
Slc16a6
Inhbb
Spirel
Sult2bl
Sord
Fam65c
5100216
Rps27rt
Nfic
Rpsl15a-ps7
Rpl36
Epdrl
Pxdcl
Areg
Slc2a8
Drapl
Plekho2
Ifi205
Reck
Gcehfr
Miip
Ccdc34
Tekt5
Arldc
Ada
Mornl
Alad
Rpl36a-psl
Gm5786
Tpi-rs1l
Cdkn3
Pdlim2
Pctp
Mettl20

300 vs. 600
-1,0463 Ptrf
-1,0453  Bnipl
-1,0374 Chmp6
-1,0356 Gm4737
-1,0302  Rgsl2
-1,0275 Gm13092
-1,0232  Fau
-1,0208 Tmem97
-1,0204 Cdc34
-1,0191  Neapg
-1,0166 Cast
-1,0141 Tctn3
-1,0137  Rpl9-ps7
-1,0131  Bzw2
-1,0130  Nipsnapl
10116 Nel
-1,0008  AtpSg2
-1,0096 Rpl23
-1,0001 Ltadh
-1,0066 Mettl22
-1,0062 Znrdl
-1,0020 Pet100
-1,0016 Capnsl
-1,0012 Fbxo10
-1,0000  Gltscr2
-0,9969 Cdkn2aipnl
-0,9965 Mettl2
-0,9917 Ybx3
-0,9916 Ctsc
-0,0881 Ccdc107
00865  Plcb3
-0,0822 Kctd10
-0,9820  Hprt
-0,9806  Cenpa
-0,0788 Mrpl28
-0,9787 Kif2la
-0,9781 Slc18bl
-0,9775  Piga
-0,9765 Dpagtl
-0,9745 Rps6ka4
-0,9744 Ttc32
-0,9722 Itga7
-0,9707 Gm7536
-0,9695 Nfatc2

-0,9657

Ipp

-0,5333
-0,5329
-0,5326
-0,5320
-0,5320
-0,5312
-0,5307
-0,5307
-0,5302
-0,5295
-0,5294
-0,5293
-0,5290
-0,5288
-0,5283
-0,5282
-0,5281
-0,5279
-0,5275
-0,5272
-0,5224
-0,5219
-0,5213
-0,5211
-0,5208
-0,5208
-0,5207
-0,5207
-0,5203
-0,5202
-0,5202
-0,5201
-0,5200
-0,5196
-0,5192
-0,5191
-0,5183
-0,5182
-0,5179
-0,5178
-0,5164
-0,5162
-0,5157
-0,5152
-0,5137

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Shk1
Pde7a
Acap3
Fhodl
Atxn7
D630045J12Rik
Zbtb44
Tpenl
Jmjd4
Dtnb
Rnf5
Zbth38
Tprn
Col4ab
Plekhg3
Tfap2a
Zhx3
Wasfl
Gnaq
Epb41l4b
Zfp628
Tef711
Gripapl
Bdnf
Hsd17b7
Pikfyve
Prr3
Adgril
R3hdm2
Rdh10
Lrrcl
Gm17491
Zbthl
Ppia
Atxn713
Dsnl
Stat2
Prune
St3gal3
Fam13b
Lbh
Thc1d8
Rnf213
Gba2
Usp35

300 vs. 600
0597  Mel
0,5978 Hoxa4
05996  Lbp
0,5998 Vstm5
0,6000  Tepp
0,6008 Slco2al
0,6018  Ppede
06025  Pnpla6
0,6025 Frat2
0,6030 Slcola5
0,6050  Pex
0,6055 InslI3
06055  Gm11946
06068  RP24-157012.2
0,6069 Grin3b
0,6071 Fscn2
0,6071  Lats3
06081  Mxd4
06086  2900052L18Rik
06003  Sortl
0,6100 Spata20
0,6100  Aspa
0,6103 Ctnnall
0,6122 Muc20
06133  Faf9
06135  Tbrl
06137  1700102PO8Rik
06148  B230206HO7Rik
0,6150 Filipll
0,6165 Elfnl
0,6168 Kifc2
0,6183 Wdr66
06183  Arhgap9
0,6188 Pou2f2
0,6189 Rnf225
0,6200 P2rx2
06200 Galr2
06201  D630024DO3Rik
06202  RP23-134H19.4
06209  Cyp4bl
0,6221 Derl3
06223  Zmynd10
06224  A330058E17Rik
06209  Fxyd4
06234  Cul9

1,4187
1,4206
1,4211
1,4219
1,4245
1,4306
1,4307
1,4329
1,4337
1,4371
1,4403
1,4436
1,4463
1,4530
1,4558
1,4594
1,4614
1,4615
1,4626
1,4649
1,4687
1,4721
1,4735
1,4737
1,4881
1,4883
1,4975
1,4988
1,5016
1,5096
1,5100
1,5102
1,5125
1,5146
1,5182
1,5185
1,5217
1,5220
1,5236
1,5250
1,5251
1,5305
1,5325
1,5377
1,5406



Anhang

LVIII

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD

Arpin

Mif
Gm10275
Rpl13-ps6
Rpl35a
Rps27a
Plxna2
Perp
Cadm4
1134
Anxa3
Msh5
Matn3
Chst13
Plek2
FbxI2
Tnfaip8Ii1
Ctsl
Bmp7
Rpl35a-ps2
Dnajcl5
Znrdlas
Pgm2
Gltld1l
Gm12602
Rpl38
Gpd2
Atg9b
Rpl41
Ribcl
Arntl2
Gm7993
Rpia
Gm29630
Rpl38-ps2
Socsl
Plekhg6
Rpl35
Bphl
Wipil
Smim3
Hspb11
Tmemé4la
Terfl

Smimé

300 vs. 600
-0,9599  Rpsl3-psl
-0,9579 Fam185a
-0,9566  TsPans
-0,9526 ~ Tead2
-0,9511  Lsmd
09466 1013
-0,9452  Adil
-0,9430 Cnot6l
-0,9423  Tpst2
09417 1d1
09399  Rpf2
-09386  Lage3
-0,9386 Smim15
09384 et
09365  Pabpcl
09326 ~ Nsmaf
09317  Ppid
09309  Klc3
-0,9303  Pam
_019292 Ccdc66
09283  Psmb3
09281 RpB3
09260 Rpl2l
-0,9227  Rpl3-ps2
-0,9223 Gatsl3
09222 Xyl
-0,9197  Naal0
-0,9194  Gm6863
09175  Pgap2
-0,9153  Npml
-0,9148 Kifl3a
-0,9128 Epb4113
-0,9120 Gm4294
-0,9069 40422
-0,9066 Zfplll
-0,9060 Rp|l7-p510
09038  Parpbp
_0,9037 Hpcall
-0,9001 MpzI3
-0,8991  Baspl
0,899  AXl
-0,8944 Fam83d
-0,8901 MrpslG
-0,8894 Ube2el

-0,8892

Nfyb

-0,5133
-0,5131
-0,5123
-0,5116
-0,5112
-0,5112
-0,5108
-0,5107
-0,5099
-0,5092
-0,5087
-0,5082
-0,5081
-0,5080
-0,5077
-0,5077
-0,5069
-0,5061
-0,5059
-0,5040
-0,5024
-0,5024
-0,5021
-0,5013
-0,5007
-0,5004
-0,5003
-0,5002
-0,5001
-0,4979
-0,4974
-0,4971
-0,4964
-0,4963
-0,4962
-0,4962
-0,4960
-0,4951
-0,4950
-0,4948
-0,4946
-0,4942
-0,4938
-0,4935
-0,4934

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Gm43737
Afapll2
Acvr2a
Gm26809
Mavs
Lmo7
Sh2d3c
Fmnl2
Limd2
Mob3b
Rab20
Ajuba
Hsph2
Zfp646
P3h2
Usp49
Zmynd8
Apls2
Cdh24
Prkx
Zfp182
Pkd212
Ptms
Anxal
2810403A07Rik
Gm6548
Bink
Pafah2
4931406CO07Rik
Slc25a45
Ndufa6
Tns3
Fermtl
Epb41ll4a
Trp53bp2
5033430115Rik
Arhgap42
Gdf11
Amotl2
Fat2
Ndrg3
1ft80
Kenk5
Papd7
Zfp84

300 vs. 600
06235  Gm20492
0,6236 Lrrdl
06243  Fofr2
0,6244  Ptgs?
06246  Biccl
06248  Ccdcll6
06257  Oaslc
06265 Cd24a
06273  Repld
06280 Myoml
0,6286 Camk2n1
0,6288 Gm5602
0,6296  Myen
06297 Rrad
06319  Scarfl
06322  Clatnf6
06322  Cldn4
0,6340  Akrlb8
06345 Oasla
06349  B230217C12Rik
06350  Psd2
06353  Pglyrp2
06357  Adgral
06358  Ccl5
06362  Chrnb2
06366  Hhipl2
06369 Adraza
06372  GM11537
06375  Eps8il
0,6379 4933408B17Rik
06393 115
0,6394  Slc39%a4
06395  Kctdé
0,6397  Infsf13b
0,6407  Arid3a
06411  Prr22
06416  Dok3
0,6422  Cytip
0,6425 Plekha4
0,6427 Arhgef37
06443  GM27343
06444  1600020E01Rik
06452  Strip2
06453  Espnl
0,6458  Sptb

1,5406
1,5425
1,5426
1,5427
1,5470
1,5475
1,5486
1,5488
1,5493
1,5528
1,5541
1,5569
1,5576
1,5577
1,5587
1,5642
1,5765
1,5801
1,5841
1,5850
1,5850
1,5850
1,5903
1,5963
1,5972
1,6020
1,6041
1,6049
1,6054
1,6194
1,6253
1,6261
1,6307
1,6323
1,6340
1,6349
1,6392
1,6415
1,6485
1,6538
1,6540
1,6543
1,6556
1,6605
1,6652



Anhang LIX
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
2010204K13Rik  gggg;  GIrx3 04929 | Haplna 06470  4930533K18RIk 16704
Aiml -0,8887 Zfp37 -0,4918 Pitpnm2 0,6493 Secl411 1,6764
Kdelc2 -0,8879  Rpl14-psl -0,4016 | Cdanl 06494  Dsg4 1,6781
Akap7 08878 syl 04913 | Myléb 06505  1700001022Rik 1 gggy
Rpl36a-ps2 -0,8878 Ybx1 -0,4903 Mcam 0,6505 Prkar2b 1,6895
Rad9a .0,8867 Uncll9 -0,4891 Vps37c 0,6509 Fhod3 1,6931
Nphp3 -0,8840  Efhd2 -0,4801 | Ctxnl 06510  Ecscr 1,7004
Pstpip2 -0,3806 Ing2 -0,4889 Gm43719 0,6510 Gm27209 1,7004
Rpl12 -0,8803 ~ Psmd8 -0,4877 | Man2a2 06510  Hspadl 1,7021
Dph5 -0,8800  RpsS 04872 | Ptgerl 06511  Ltbpl 1,7059
Rps16 08778 Fntb -0,4867 Slc12a6 0,6516 Adora2a 1,7078
Adoral -0,8774 Mrpll -0,4867 Chst7 0,6521 Gm13418 1,7078
Sepwl .0,8773  5031439GO7Rik -0,4864 Slc30a4 0,6533 Gm43693 1,7078
Blvrb -0,8773  Mfges -0,4863 | Csmpl 06534  Famd3a 1,7088
Nkpd1 08769  Zswim3 -0,4863 Fndc3b 0,6552 Gm17971 1,7105
Nsmeel -0,8764  Fibp -0,4858 | ZpS79 06560  Rn7sk 1,7151
Odcl 08759  Fbxw9 .0,4846 | Lrrc24 06569  Faml69a 1,7199
Rps19-ps7 08758  Srp72 -0,4841 Stard10 0,6569 Baiap3 1,7264
Coa4 08745  RpI3-psl 04839 | Ptpri 0,6580  A530084CO6Rik 1,7306
Gsn 08742  Fhl -0,4837 | Slco3al 06587  Plekhgd 1,7327
Ckmtl 08742  Thoc? 04835 |2610507B1IRik (@509 ~ Fam20c 17362
Ropn1l .0,8708  Stambpll -0,4831 BC051226 0,6607 Gpr153 1,7370
Tpil 08701  Nxn -0,4831 | Snapcl 06613 ~ Gm15753 1,7485
Tomm70a -0,8692  Scpepl -0,4826 | Wdrsl 06617  Uvrag 1,7506
Gm21710 -0,8684 Gk -0,4814 | Trafs 06620  Arhgap24 1,7535
Zfp3612 -0,8655  Pofutl -0,4804 | Estp2 06622  Irgml 1,7558
Gm4604 08648  Manea -0,4804 Stykl 0,6624 Gm42878 1,7574
Arhgap40 .0,8646  Pesl -0,4800 | GM15545 06630 15915 1,7600
Cmss1 08631  Coa5 -0,4798 | Xreel 06644  Ncald 1,7614
Grhpr 08622  Cetn3 -0,4797 Iba57 0,6645 Gm43270 1,7618
Gadd45g .0,8614  Nin 04795 | Anapcl6é 0,6649  2310068J16Rik 1,7655
Gm12254 -0,8603  Tctexld2 04795 | Ulk2 06652  CP 1,7670
Rps26 -0,8603 Pgrmcl -0,4791 Ermpl 0,6653 4930402H24Rik 1,7693
Pifl -0,8577  Psd4 -0,4790 | ltgalo 06663 ~ Gm20544 1,7723
Gm2223 -0,8568  Snx6 -0,4789 Slc25a38 06671  Colllaz 1,7767
Clybl 08551 Gtf3a 04789 | Pfn2 0,6682  Histlh2bg 1,7776
Akap17b -0,8532  Mrpl30 -0,4779 | InppSf 06685  Megfo 1,7813
vill -0,8528  Ores -0,4779 | Edrfl 06685  Hs3stl 1,7853
Tmbim1 -0,8523  Rps9 -0,4769 | Fanca 06686  Tmem9l 1,7885
Plcdl -0,8519 Gm10282 -0,4761 Znrf2 0,6687 Spire2 1,7996
Gm2000 08517  Zfpm2 -0,4758 | Hoxb8 06687  Acox2 1,8000
Gm10156 -0,8509 Ahcy -0,4755 Prr14l 0,6687 Cldn8 1,8000
Rpl28-psl .0,8470  Hmees 04744 | Slc35a5 06688  Ccl9 1,8074
Entpd2 -0,8458  Phykpl 04743 | Teskl 06691  Spaca 1,8074
Krt7 08454  Tmemd 04742 | Samd1i4 06702  GmM9955 1,8074




Anhang LX
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600

Mdfi 08453 GM10094 04741 |Hapl 06703  4930426D0SRik 18074
Lor -0,8451  Mrps9 -0,4741 | BC0O21891 06717  Foxal 1,8159
Pgkl -0,8445  Fer -0,4737 | Ano8 06722  Cilp2 18171
Geat -0,8424  RP9 -0,4734 | Atplal 06723  Slcl6as 18179
Rpl36a 08401  Kxdl 04730 | Kif3c 06723  Gm38056 18231
Rpl34 08391  Krtcap3 10,4710 Cxxc5 0,6724 FbxI22 1,8255
Rpl28 08377 Gm15427 04705 | Slc25a10 06726  2210016F16Rik 1 gogp
Cregl 08373 1110004F10RKk  _g4g09 |Slc12a7 06737  Gm43310 18278
Clu .0,8341  Prelidl -0,4695 Mfhasl 0,6738 Ddx60 1,8285
Rplpl -0,8339  Ugerb -0,4692 | Coql0b 06738 ~ Gm42940 1,8365
Rps2 08333  Cctd -0,4690 | Cfp 06753  Oitl 1,8389
Gm10420 .0,8326  Lrrc40 -0,4685 Raplgap2 06754  Vegfa 1,8411
Eif2s3x .0,8294  Dhps -0,4681 Zfp697 0,6794 Coldad 1,8473
Rps10-psl 08284 Ptpn21 04676 | A4931428F04Rik  gg795 ~ Gm37621 1.8501
Sfn .0,8276  Rpl10a -0,4669 Mypop 0,6798 4933413G19Rik 1,8541
Yifla .0,8273  Ruvhll -0,4669 Mast2 0,6798 Arrbl 1,8591
Esrl -0,8265  FEifdi -0,4666 | Smap2 06803  Fabp3 1,8667
Gm14388 -0,8253  Tdg -0,4659 | Cpne2 06805 Clra 1,8669
Adam12 -0,8235 Garl -0,4648 Arhgef3 0,6806 Hsd17b11 1,8685
Rpl39 -0,8235  Serbpl -0,4645 | Zscan2 06808  19sf5 1,8698
Enkur 08231  Chtf18 04644 | TIn2 0,6809  Sorcs2 1,8701
Bbs12 08223 Farsb -0,4644 Cxcl5 0,6818 Serpinf2 1,8908
Rps14 -0,8201  Cengl -0,4641 | Ruscl 06831  Ugtsa 1,8946
Rps16-ps2 -0,8185  Uspénl -0,4637 Fxr2 06837 GmM9522 1,8995
Morn4 -0,8170 ~ Hmbs -0,4635 | Lin9 06848  Agmo 1,9018
1110004E09RIk g gig7 ~ Gm4204 04634 | Zp236 06849  Oasl2 1,908
Azin2 -0,8156  Mrplis -0,4608 | Sft2d3 06851  ltgal 1,9120
Tmem238 .0,8154 Phlda3 04605 | Slc25a19 06853  Tc2n 1,9147
Rps12 -0,8153  S9k3 -0,4604 | Psd3 06859  Trimi2a 1,9303
1117re .0,8130 Dtdl -0,4599 Galm 0,6876 Fam179a 1,9329
Tmem98 08127  Smurfl .0,4592 | Gm16314 06882 Gm16209 1,9329
Gm2a .0,8117  Fundc2 -0,4591 Ednl 06898  Slc25a48 1,9344
Rpl17 08111  Slc3%all .0,4582 | Rnl8s-rs5 06900 Caspl4 1,9381
Dis3l2 -0,8108  Vars2 -0,4582 | Glis3 06900  Tnsl 1,9414
Eya2 -0,8103  Nufipl -04582 | Rere 06902  Gem 1,9441
Tmem205 08100  Thbs3 -0,4580 Frmd4b 06910  Nos2 1,9475
Apool -0,8092  Znhit3 -0,4575 | Bpgm 06915  Oaslg 1,9497
Adamtsl4 .0,8085 Rad23a 04560 | MIt11 06940  Heyl 1,9502
Mumi1 -0,8078  Mrpsl0 -0,4558 | Pdesa 06940  Mucl 1,9522
Eeflg -0,8076 Lrrc8b -0,4548 Epn2 0,6945 Histlhlc 1,9619
Celf2 -0,8070  Lnp -0,4544 | Hipkl 06956  Trabd2b 1,9709
Rpl31 08061  Clicl -04544 | Atplla 06961  Mapkd 19733
Rps23 08060 Fams7a 04540 |A4932438A13Rik (@970  Cfap69 19763
Hilpda -0,8057  Capzal -0,4527 | Ehd4 06971  Gfap 1,9866
Tagln2 -0,8043  NdufbS 04524 | Milt3 06972  Myom3 1,9938




Anhang LXI
signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD signifikant hochregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600 300 vs. 600
Stom -0,8029 Zcchcl7 -0,4524 Aktip 0,6981 Gm15418 2,0000
Cep4l -0,8024 Krtcap2 -0,4507 Parp8 0,6983 4930511MO6Rik 2,0000
Gm11942 -0,8019  Dhrsl -0,4503 | Asbl 06983 Dao 2,0082
Gstol -0,8015 Plekha7 -0,4501 Ppt2 0,6986 Tbhxa2r 2,0116
Ifitm10 -0,7995 Eeflb2 -0,4499 Arhgef9 0,6989 Pppl1r3f 2,0128
Map3k8 -0,7976 ~ Sde2 -0,4498 | Acapl 06994  Cenil 2,0169
Irfg -0,7968 ~ EMC2 -0,4497 | Mal 06997  Trpv3 2,0224
Tatdn3 -0,7962  Banfl -0,4496 | Phf6 0,7000 ~ Cish 2,0240
Rp|26 -0,7961 Me2 -0,4493 Slc39a6 0,7002 Fam188b 2,0300
Gm10076 -0,7955 Sﬂl’pdl -0,4493 Pomgntl 0,7019 Sycp3 2,0410
RhbdI2 _017953 Polr2h _014472 Foxcl 0,7022 4930512B01Rik 2,0561
Sptssa -0,7951  Ckap2 -0,4471 | Kmt2d 07028  Hicl 2,0641
Garnl3 -0,7922 Tmem9 -0,4461 Gm9958 0,7032 Ampd3 2,0678
Dip2c -0,7916 ~ Zranb2 04461 | LOT6 0,7033  Slcsad 2,0704
Klf4 -0,7915 Nt5dcl -0,4452 Tmem62 0,7035 Tgfhr3 2,0716
Rps2-ps13 -0,7904  Cpt2 -0,4447 | Casdl 07051  Rnasel 2,0734
Rp|31-ps8 _07903 Adamtsl5 -0,4446 KIf13 017053 B230312C02Rik 2,0780
Rps10 -0,7898  Hatl -0,4443 | Roml 07058  Ggtl 2,0875
Mov10 -0,7894  Ppmll -0,4435 | SP97 07074  Crb2 2,0995
Adgre5 -0,7890 Fkbp5 -0,4423 Rac3 0,7077 Tmem59l 2,1008
Slc29al -0,7888  Fbl -04422 | PIs3 07084 lgtp 2,1035
2610301B20Rik -0,7870 Slc25a4 -0,4417 Zfp239 0,7096 Lpprd 2,1065
Dusp10 -0,7867 ~ B9dl -0,4414 | Atp8bl 07096  Bpi 2,1155
Rpl27-ps3 -0,7863  Ppaz -0,4413 | Camkzd 07101  Ppara 2,1155
A630095E13Rik -0,7858 Gm13736 _0’4410 Gm27003 017110 2310014F06Rik 2’1155
RpI30 07851  Clnsla -0,4409 | Dock9 07115  Gpx2 2,1197
Rpsl5a-ps6 -0,7846 Timm13 -0,4407 Mex3b 0,7121 1111 2,1414
Acsf2 -0,7841  Priml -0,4399 | Phf8 07122  Anxad 2,1449
Dgat2 -0,7836  Appll -0,4395 | Mtusl 0,7137  Cldn22 2,1497
Aldoa -0,7831  Mpzi2 -0,4394 | Cythl 07146 ~ Gfodl 2,1510
Nudt19 -0,7822 Ccdc85b -0,4389 Rhof 0,7149 Mir8102 2,1699
Serpina3g -0,7815 2810428115Rik -0,4389 Cep95 0,7151 Cxcl3 2,1699
|gSf3 -0,7805 Celsrl -0,4387 Trp53inp2 0,7165 Cxcl10 2,1707
Nadsynl -0,7796 ~ Mrpls0 -0,4383 | Voll4 07166  Srgap3 21782
Ghr -0,7794 ~ Chmp4c -0,4382 | Rol3 07174  Itgb3 2,1852
Gdpd5 -0,7788 ~ Tubalc -0,4378 | Apoe 07183 ~ Gm7329 2,1926
Alg3 -0,7785 ~ Mcm10 -0,4371 | Stn2 07187 ~ Ceno 2,1975
Rps25 -0,7780 Iraklbpl -0,4370 Samd4 0,7201 Rnf43 2,2042
Rpl32 0,7774 2700029MO09Rik -0,4370 Stxbpl 0,7205 Got7 2,2101
Ehd2 -0,7763 Rnf219 -0,4370 Cdc42sel 0,7205 Gmb5082 2,2130
Rps7 -0,7756 ~ Nudt -0,4357 | Re3h2 07208  Tnf 2,2278
Rpl5 07753  Cct4 -0,4355 | Ppp2rsb 0,7209  Phyhipl 2,2288
Scd2 -0,7733  Eif3f -0,4354 | GmM21967 0,7209 ~ Cmpk2 2,2321
Nif3l1 -0,7720 Wnt7a -0,4348 Gyltllb 0,7211 Mxra8 2,2353
Pgk1-rs7 -0,7719 Gm11847 -0,4346 Rundc3a 0,7215 Adh7 2,2479




Anhang

LXI1

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD

Elk3

Bsg
9130008F23Rik
Map3k7cl
Pcolce2
Gm14648
Cc2d2a
Neil3
Casp6
Pla2g7
Gm13192
Rpl1l
Fosl1
Gm14586
Rps26-psl
Acpl
Tnfaip3
E330009J07Rik
Rab31
Dusp7
1sg20
Hdhd3
Vamp5
Gm4366
Chid1
Apin
Gm3756
Gm12918
Avpil
Rps19
1117rd
Stoml2
Frmd4a
Dll1
Abhd14a
Rplp2
Sirt5

Tjpl

Rps8
Rps2-ps10
Txnrd1
Rhoc
D8Ertd82e
Trdmtl
Sec61g

300 vs. 600
-0,7715 Cltb
.0,7715  Pitrml
-0,7707 Shisa5
-0,7692 Eif3h
.0,7691  Eefsec
-0,7683 Wrfdc2
.0,7631  Tubb5
-0,7612 Ddx56
-0,7610 Prmt7
-0,7608 Relll
-0,7603 Cpsf3
-0,7582 Cks2
-0,7578 Bacel
-0,7554  AlgS
.0,7552  Ydcerh
.0,7550  Naas0
-0,7545 Xxyltl
07525  Slc25a12
0,7522 Edem2
.0,7518  Clasp2
-0,7514  Ctbpl
-0,7507 ~ Memol
.0,7506  Tmem209
-0,7504  Naca
07491 Sarlb
07482  Ebnalbp2
07465  AW209491
-0,7450  Ppib
.0,7448  Hausl
07445  GmM15210
-0,7437  Nsf
07428  Mrpl13
-0,7428  Gpc4
-0,7427  Nao2
07419  Hdgfrp3
-0,7417 ~ Cnbp
-0,7403 Ndufb10
-0,7398  Atic
-0,7387 Sap30
-0,7387  Pkig
-0,7385  Ppplr2
-0,7377 Eif5a
-0,7370 Ddahl
-0,7370 Cdc20

-0,7363

Dctppl

-0,4345
-0,4338
-0,4333
-0,4327
-0,4324
-0,4322
-0,4321
-0,4303
-0,4294
-0,4288
-0,4287
-0,4281
-0,4279
-0,4276
-0,4269
-0,4252
-0,4249
-0,4241
-0,4237
-0,4234
-0,4234
-0,4233
-0,4226
-0,4210
-0,4208
-0,4204
-0,4203
-0,4201
-0,4200
-0,4189
-0,4184
-0,4179
-0,4178
-0,4173
-0,4166
-0,4162
-0,4159
-0,4153
-0,4152
-0,4149
-0,4145
-0,4145
-0,4143
-0,4113
-0,4108

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Sardh
Junb
Nol4
Kctd2
Rgmb
Cd14
Hexim1
Arhgap32
Bok
Slc4a7
Mrps6
Fcho2
Lmbrd2
Btg2
Probl
Nmrkl
Slc7a4
Slc7al
Ahcyl2
Spagl
Elf1
Klhdc8a
Gaa

Cda
Arap2
D930015E06Rik
Steapl
Dusp8
Gm29170
Dagl
Cdc42bpg
Pip5k1lb
2410131K14Rik
Slc35b4
Usp20
Gm37795
Rilpl1
Rab11fip2
Gpsml
Wwcl
Epn3
Vwaba
Mfsd11
St3gall
Nav2

300 vs. 600
0,7221  Spock2
07224  Gm14057
0,7240  Car2
07242 Was
0,7244  Otoa
07245  Plagll
0,7252  Sytl2
0,7256 ~ Clsl
0,7257  Tmprss6
0,7258 ~ Spon2
0,7308  Coblll
0,7317  Ptprr
07321  Pinlyp
07325  1700016C15Rik
0,7332  lrgm2
0,7338  Nacad
0,7351  Lrp2
0,7357 Slc46a2
0,7362  Pdelc
0,7370  Adpé
0,7374 ~ S100g
0,7379  Scube3
0,7383  Atpl0b
0,7385  Cdkl1
0,7388  Fam53b
0,7408  GmM9959
0,7412 Gm43162
0,7426 ~ Maf
0,7452 Gmi5411
0,7472  Ctdf
0,7475 Sema7a
0,7483  Cyp2dd
0,7485  Papln
07502  Lgals7
0,7516  Pmepal
0,7517 Taslr3
0,7519  Nadk2
07542  Mir681
0,7557  Pgas
0,7565 Slc16al2
07565  Abi3bp
0,7571  Lypd2
0,7595  Akap4
0,7607 Alcam
0,7615  Cd79b

2,2587
2,2599
2,2650
2,2709
2,2854
2,3198
2,3219
2,3219
2,3219
2,3334
2,3366
2,3366
2,3370
2,3370
2,3394
2,3450
2,3479
2,3576
2,3599
2,3717
2,3720
2,3720
2,3767
2,3814
2,3837
2,3890
2,3923
2,3923
2,3945
2,3948
2,3968
2,4021
2,4025
2,4060
2,4067
2,4086
2,4212
2,4330
2,4406
2,4406
2,4412
2,4535
2,4594
2,4594
2,4594



Anhang

LXI11

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD

Trpm4
Gm10736
Gm3788
9530053A07Rik
Snrpe
Mthfd1l
P2rx4
Marc2
Tspo
Dusp4
Hint2
Nipal4
Eif3s6-ps2
Rpl37a
Got2
Rpl39-ps
Wdr54
Fmnll
Yiflb
Rps18
Gm11361
Vatl
Reep4
Prss23
Anp32a
Chchd10
Rpl7a-ps5
Syngr2
Xrcc6bpl
Foxnl
Trim16
Rps13
Lactb2
Rps15
Slc25a17
Ghel
Gjb3
Rpl13
Ptk2b
Eepdl
Atp5k
Sh3bp5
Rpl19
Rps17
Tigd2

300 vs. 600
-0,7346 Utpl1l
-0,7340  Vamp3
-0,7333 Duspl4
-0,7331 S5
-0,7327  Sgppl
-0,7324 Sashl
-0,7319  Prpsl
-0,7309 Hmgn5
-0,7293 Al
-0,7289  Clabp
-0,7288 Nup43
0,7273 Nbeal2
-0,7267 Psma6
07267  Bekdk
-0,7259  Tpm3
-0,7256 Map7dl
-0,7225  AtpSd
-0,7224 Cct2
-0,7222 Sod2
-0,7218 Tra2b
-0,7217 Serpinhl
-0,7213 Ndufv2
-0,7196 Pebpl
-0,7190 Galnt3
-0,7187 Tafld
-0,7180 Smnl
-0,7174 Ddx49
-0,7169 Cenf
-0,7165  Drg2
-0,7164 Prdx3
07162  Enhbplll
-0,7161 Olal
-0,7151 Cctba
-0,7143  Dpy30
-0,7139 Dcunld5
-0,7131  Pmpcb
-0,7125  Llph
07117 Nsflic
-0,7111 Rpl36al
07109 Slclla2
-0,7099 ~ Ap2a2
-0,7091 Tex10
07089  Ndufa10
-0,7085  Dlst

-0,7078

Xrccé

-0,4103
-0,4083
-0,4079
-0,4069
-0,4064
-0,4046
-0,4040
-0,4040
-0,4035
-0,4021
-0,4019
-0,4001
-0,3996
-0,3973
-0,3955
-0,3951
-0,3949
-0,3944
-0,3940
-0,3939
-0,3938
-0,3937
-0,3937
-0,3918
-0,3917
-0,3912
-0,3911
-0,3908
-0,3908
-0,3899
-0,3887
-0,3883
-0,3875
-0,3860
-0,3850
-0,3844
-0,3832
-0,3824
-0,3823
-0,3814
-0,3794
-0,3770
-0,3757
-0,3757
-0,3756

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Tmem2
Pelil
Tle2
Mybl1
Ppplr10
Xbpl
Rcanl
Gpr157
Arhgefl12
E030030106Rik
Mthfd2
Dfna5
Slc24a5
Ehf
Fam102a
Ptchl
Mppel
Semadc
Gmb27
Arhgef25
Rgs2
Furin
App
Snx30
Kif5a
Sh3tc2
Dagx1
Sipall2
Tmco3
Rbbp9
Nbeall
Grk5
Slc22a15
Leng9
Ngfrapl
Mocos
Zcche2
Stap2
Mfsd6l
5930420M18Rik
Efnb3
Pla2g6
Fbxo2
Stradb
Six5

300 vs. 600
07617  Nrip3
07650  A4921506MO7Rik
07656  1700039E22Rik
0,7666 Clec2l
07672  Edar
07708  Gm6736
0,7713 Tnfsf15
0,7718 Ffar4
0,7723 Clstn3
0,7724 Slc45a3
0,7726 Itgb2I
07738  Gm6445
0,7748 Gal3stl
07752 38231
0,7767 Col27a1
0,7768 Cfap46
07782 19
07780  Cdhl6
07795  Bmf
07803  Duspé
0,7805 Car5b
07808  Irf7
0,7820 Pth2r
07836 il
0,7845 Lectl
07855  l9fbp?
0,7863 Rasl11lb
07878  Gias
07883  ArC
0,7900 Crifl
0,7900 Abcc6
07909  Raplgap
07015 Gm42528
07923  Xafl
07924  Ip6k3
07931 PIbl
07937  Ccl2
0,7945 Cypdal2a
07950  Nqol
0,7959 Rsad2
0,7970 Oaslb
07085  Gm13986
0,7998 Stard8
08015  Ppap2b
08017  Klhi14

2,4767
2,4814
2,4854
2,4948
2,4975
2,4983
2,4996
2,5004
2,5004
2,5025
2,5078
2,5146
2,5239
2,5366
2,5443
2,5443
2,5489
2,5519
2,5539
2,5755
2,5760
25772
2,5850
2,5911
2,5943
2,6003
2,6034
2,6082
2,6219
2,6242
2,6323
2,6375
2,6410
2,6420
2,6630
2,6630
2,6738
2,6910
2,6977
2,6979
2,7337
2,7370
2,7442
2,7526
2,7631



Anhang

LXIV

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD

Rps24
Vrk2
Kdelr3
Bbs7
Hmga2
Gm15772
Rundc3b
2700094K13Rik
Gm10154
2810025M15Rik
Plekha2
Ddx19b
Rps6
Necapl
Pcnxl4
Gm11249
S100al1l
Eif2b3
I11rap
Pa2g4
Enolb
Cdsn
Tmem231

300 vs. 600
-0,7057 2700060E02Rik
-0,7049  Crep
-0,7037 Eif3m
-0,7037  Magoh
-0,7019 Ndufc2
-0,7019 Tmem109
-0,7017 ~ Pmfl
.0,7016  Spcs3
-0,7012 Ascc3
-0,7012 Tars2
-0,7009  AdPs
-0,7006 Sl
-0,7000 Pdcd6
-0,6998 ~ Gmps
-0,6993 Rwdd1
06978 Famosb
-0,6972 Mrpl47
-0,6969 Fkbp9
-0,6969 Cfl2
-0,6945 Rcn2
-0,6942 Cops4
-0,6932 Ugcre2
06926 Erh
-0,6921 Eifde

-0,3753
-0,3740
-0,3720
-0,3720
-0,3718
-0,3716
-0,3715
-0,3707
-0,3703
-0,3694
-0,3694
-0,3682
-0,3676
-0,3609
-0,3602
-0,3567
-0,3558
-0,3546
-0,3503
-0,3477
-0,3476
-0,3470
-0,3438
-0,3336

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Crebzf
Znfx1
Col4a2
Cdkls
Efnad
Tulp3
Mecom
Nuakl
Nol4l
Asicl
Kritl
Gentl
Dmd
Zswim8
Smocl
Ifitm3
Dcafll
Spns3
Myo9a
Snx9
Npnt
Nrip2
Zfp438
Mex3a
Dvil
Pax8
Hépd
Zfp651
Gm16536
Wisl
Uba7
5430405H02Rik
Ampd2
Met
Pgm2I1
Eps8I2
Fam234a
Hic2
Myo5c
Arl15
Cited4
Ncor2
Gsel
Slc2al
Gm20045

300 vs. 600
0,8025 Cxcll1l
0,8026  Gmpr
08034  Kegl
0,8039  Rph3a
0,8047 Slc4a5
0,8057 Uckllos
08078 Pax2
08079  Cdh5
0,8095 Trim30a
0,8100 Slc6al9
08105  Sod3
0,8106 Pou2f3
08112  Adgrg3
0,8119 Camk2b
0,8141 Ifit3b
0,8152 Akrib3
08169  Pabpnil
08170  Oasle
08173  Secl
0,8177 Ifi27
08186  2210406010Rik
0,8189 Ifid4
0,8205 Meox2
0,8207  Tgtp2
08222  2410004101Rik
0,8224 Gm43011
08225  Chdh
08233 Laxi
08235  Maspl
0,8246 Eddm3b
0,8254 Nrlh4
08255  Fxyd6
08262 Gm12138
08263 ©m42586
08265 GM13594
08265  Lifr
08269  Nuprl
0,8271 Alox12e
0,8293  Apon
08301  Cyp2d22
08305  Adgrbl
08317  Angptl4
0,8342 Lgals3bp
08350  Tgtpl

0,8353

Hpgds

2,7655
2,8024
2,8074
2,8074
2,8301
2,8413
2,8809
2,8845
2,9143
2,9210
2,9260
2,9307
2,9313
2,9537
2,9652
2,9841
3,0000
3,0000
3,0000
3,0020
3,0051
3,0064
3,0444
3,0589
3,0635
3,0661
3,0783
3,0797
3,0875
3,0969
3,1012
3,1043
3,1455
3,1699
3,1699
3,1809
3,1881
3,2016
3,2141
3,2150
3,2150
3,2200
3,2288
3,2479
3,2789
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LXV

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Lrchl
Rab3a
Ggt6
Selo
Rassf6
Gm12319
Trpv4
Rusc2
Kankl
Gm7120
Cebpd
Inpp5j
Cnksr3
3110056K07Rik
Smarcal
Tle4

Rfk
Cnnm2
Fes
Tmem171
Slc16a8
Slc26a10
Ccdc68
Cyp4al2b
Caszl
Shb

Pon3
CIn3
Tssk4
Slc9a5
Cacnalg
Nipal3
Sowahb
Rassf2
Hspall
Socs7
N4bp20s
Gm14321
Cacnala
Erichl
Zbth20
Letm2
Spaca6
Gm43681

Smtn

300 vs. 600
08362 ©m11374
0,8391  Uspl8
0,8397 117rb
0,8400 Ifit3
08414  1700054A03Rik
08420 Lta
08452  Cacnald
0,8476 Sectmla
08478  Gm11373
0,8480  ldgap2
08516  Rtp4
08520  Mksl
0,8527 Cnnml
08532 Mxl
0,8541 Thbsl
08543  Gbp2
08546  Mx2
08550  Fry
0,8554  Agpl
08559  9130409J20Rik
08564  RP23-1320215
08600  Afaplll
0,8617 Obscn
0,8622 Scnda
08635  Ifi47
0,8636 Gm38244
0,8643 Slcodal
08648  Foxql
08651  Oas3
08664  Sultldl
08688  Gbp3
0,8697  Gucy2g
0,8711 Krt23
08714  Zbpl
08745  Plat
0,8750 Rnf183
08754  Tmemé6l
08769  Ifitbll
08781  Sgkl
0,8794 Slc6al9os
08816  Sost
0,8826 Fam107a
0,8842 Clenka
0,8845  ligpl

Tmem252

0,8851

3,2854
3,2914
3,2919
3,2973
3,3219
3,3286
3,3877
3,3923
3,4594
3,4594
3,4825
3,5305
3,5677
3,5699
3,6172
3,6477
3,6503
3,6941
3,6965
3,7079
3,7162
3,8018
3,8176
3,8244
3,8244
3,8329
3,8437
3,8467
3,8580
3,8715
3,9372
3,9542
3,9827
4,0100
4,0268
4,0271
4,0404
4,0492
4,0496
4,1155
4,1293
4,1353
4,1699
4,2288
4,3038
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LXVI

signifikant herunterregulierte Gene mpkCCD
300 vs. 600

signifikant hochregulierte Gene mpkCCD

Wbp5
Mef2a
Kazn
Eyal
Tspanl2
Fam129c
Rnf19b
Rasl10a
Ss18I1
Parp10
Lambl
Dhcr24
Nckap5lI
Plac8
Cpeb4
Wwc2
Noxol
P3h1
Grebll
Cryab
Slc31a2
Fasn
Sh3d19
Spefl
Nedd9
17
Gstml

300 vs. 600
0,8856 Sema3d
0,8871 Mroh4
0,8896 Gm7631
08905  C4bp
0,8918 Rbm20
0,8931 Adgrfl
08959  Ptprb
08981  Vephl
08989  Sogal
09006  Gperl
0,9009 Ghrhr
019012 Kcnj16
09012  Oas2
09017  Bsnd
0,9019 Gmb567
09023  Inmt
0,9027 Slcl7al
09030  Dnm3
0,9031 Slcla3
09037  Npydr
09089  Kenil
0,9103 Slc6al2
0,9116 Tldc2
09135  Fxyd2
0,9149 Prss35
0,9161 Ranbp3|

0,9168

4,3083
4,3219
4,3219
4,3615
4,4051
4,4195
45110
4,6310
4,6743
4,7827
5,0444
5,1651
5,2605
5,3461
5,4263
5,4419
5,4919
5,7500
5,8517
5,8621
6,1799
7,6795
7,7795
7,9012
8,4998
8,9542



Anhang

LXVII

Tabelle 27: Log: fold changes gemeinsamer differenziell exprimierte Gene unter Hyperosmolalitét in
Maus IMCDs und mpkCCD.
Aufgelistet sind die am stérksten signifikant-regulierten-Gene unter Hyperosmolalitit in Maus-IMCDs und

mpkCCD-Zellen mit einem log: fold change von < -1/> 1. Die hier gelisteten Gene sind in Abbildung 20B

dargestellt.

Genname

1700016C15Rik
1700027F09Rik
1700036G14Rik
1700039E22Rik
2010110E17Rik
2210406010Rik
2310007B03Rik
2410004101Rik
2410004P03Rik
2600006K01Rik
2610528A11Rik
2810407A14Rik
4632428C04Rik
4930426D05Rik
4930500F10Rik
4930512B01Rik
4930513D17Rik
4930578106Rik
4930580E04Rik
4933408B17Rik
4933421A08Rik
4933429H19Rik
5031414D18Rik
5730420D15Rik
5830416119Rik
5930403N24Rik
9330161L09Rik
Abcc2

Abcc6
Abhd1los
Abi3bp

Acox|

Actl10

Adam4
Adcyaplrl
Adgrbl

Adgrfl

Adra2a

Adssl1

Log: fold change Log: fold change

IMCD
300 vs. 600
2,1802
1,8073
2,8073
2,5187
-1,2630
1,2928
-1,2754
1,1275
1,1699
1,0000
1,7004
1,5850
1,4926
1,5482
1,2224
1,4938
2,0000
1,3219
-1,5850
1,7549
-2,1699
-1,5850
-2,0875
-1,3219
-1,7004
-1,7549
1,2095
-1,0995
2,0000
1,5607
1,4044
-1,0589
-1,3219
-1,0356
2,3735
-1,9553
3,0221
-1,3283
-1,1180

mpkCCD
300 vs. 600
2,3370
-1,3219
1,3219
2,4854
1,7004
3,0051
-1,4839
3,0635
1,5850
1,3870
-4,5593
-2,0000
1,2199
1,8074
1,2630
2,0561
1,5850
-1,4594
1,1699
1,6194
-1,0275
1,1699
-2,3785
2,0000
-1,6521
-1,1844
1,0275
1,3785
2,6323
1,1540
2,4412
1,1783
1,2081
1,2955
1,8074
3,2150
4,4195
1,6041
-1,4894

Genname

Gm8318
Gm8935
Gm8989
Gm9772
Gm9955
Gm9968
Gpbarl
Gprl53
Gpr61
Gpré5
Gprc5b
Gpx2
Gpx2-psl
Grin3b
Gsap
Gsdmc2
Gsdmc4
Gsdmcl2
Gsdmcl-ps
Gsgl
Gstal
Gucaz2b
Gucy2g
H2-M2
Hal
Has?2
Hifla
Histlhlc
Histlh2be
Histlh3c
Histlhd4i
Histlh4k
Hnmt
Homer2
Hp
Hpgds
Hs3stl
Hsd11b2
Hspala

Log: fold change Log: fold change

Maus
300 vs. 600
1,8073
-1,1699
-1,1699
-1,9386
-1,7370
1,9635
1,1375
-1,0375
1,5850
-1,2895
1,1503
2,4448
2,3219
1,0875
-1,2902
3,9686
3,6476
2,2966
3,4500
-1,3219
2,4739
2,9814
3,2039
-1,5850
1,3785
-1,0224
1,0117
1,0244
1,7634
1,0000
1,0171
1,8613
1,4427
1,0755
-1,7312
-1,4948
1,4488
-2,4464
1,5013

mpkCCD
300 vs. 600
-1,0589
-1,1375
-1,4594
-1,0875
1,8074
1,2730
-1,7162
1,7370
1,1699
-1,4594
1,3188
2,1197
1,2630
1,4558
-1,0466
2,9069
2,1293
1,1375
1,3785
-1,7004
-1,8365
1,6521
3,9542
-2,6781
1,4030
-1,2127
1,0233
1,9619
1,1375
-1,3219
1,0790
1,0952
2,9069
1,3219
1,2479
3,2789
1,7853
1,3020
1,1234



Anhang

LXVIII

Genname

Agmo
Al118078
Akrlb3
Akrlb8
Akrlcl9
Aldoc
Anol
Apela
Apoc2
Apol9a
Apom
Apon
Agpl
Agpl10-ps
Agp2
Agp6
Arhgap24
Arhgef37
Atplbl
Avil
B230303012Rik
B230312C02Rik
Baiap3
BC006965
Bhlha9
Bnip3

Bpi
Bpifb6
Bsnd
Btbd11l
C920009B18Rik
Cacnalh
Cacna2d1
Calmi3
Caly
Capn8
Car2
Card14
Caspl4
Casr
Chr2
Ccdcl121
Ccl2

Ccl9

Log: fold change Log: fold change

IMCD
300 vs. 600
1,1481
-1,5850
1,3833
1,2077
-1,2381
1,2884
-2,0566
1,9303
-1,2016
1,4594
1,4330
1,1926
2,1841
1,3923
5,9813
2,0000
1,1644
1,0875
1,4618
-1,1651
-1,5850
2,4190
1,4406
-1,8073
-1,4263
1,0814
-1,1375
-1,8073
1,7583
-1,8504
-1,3219
-2,1898
-1,0080
3,6439
1,3219
-2,6668
1,5353
1,3585
-1,1333
-1,5850
1,5106
1,3219
-1,0299
-2,1908

mpkCCD
300 vs. 600
1,9018
-1,3536
2,9841
1,5801
-1,2208
-1,6200
-1,0721
1,3219
2,0875
1,7221
1,2880
32141
3,6965
1,1699
2,2224
2,3717
1,7535
1,6538
1,3946
1,0722
-2,4288
2,0780
1,7264
1,2630
-1,6215
-1,5118
2,1155
1,1699
5,3461
-1,7847
-1,4764
1,3219
-2,2479
1,3785
-1,3219
-1,1699
2,2650
-2,2429
1,9381
-1,3626
1,3252
1,5850
2,6738
1,8074

Genname

Hspalb
Hspadl
Hsphl
Htr5b
Htr6
1dh1
Ifi47
Ifitl
Ifitlbll
Ifitlbl2
Ifit2
Ifit3
Ifit3b
1111
1119
111rn
Inmt
Irf7
Irs2
Irs3
1sg15
Itih4
Kbtbd11l
Kenjl
Kcnj16
Kcnn4
Kif21b
Kif26a
Klhi14
Klk11
Klral4-ps
Krtl4
Krtl6
Krt4
Krt5
Krt79
Lax1
Lcpl
Lectl
Lifr
Lincencl
Lrp2
Lrp2bp
Ltbpl

Log> fold change Log: fold change

Maus
300 vs. 600
1,6108
1,6482
1,4545
3,2410
-1,1375
1,3285
-1,0719
2,1553
1,9260
1,3344
1,6131
1,5042
1,6423
-1,1625
1,4594
-1,1201
2,2039
1,0316
1,2005
2,2461
1,1832
-1,1699
1,0992
2,9260
1,3245
-1,8480
-1,0436
-1,3833
1,4522
-2,9386
1,5850
-1,3187
-2,0000
2,1677
1,3293
1,0704
-1,2274
-1,7101
1,6215
1,1015
-1,1520
-1,2655
1,4150
-1,4315

mpkCCD
300 vs. 600
1,3601
1,7021
1,0055
1,2224
1,3785
1,2559
3,8244
2,5911
4,0492
1,3626
1,3701
3,2973
2,9652
2,1414
-1,0589
-2,6040
5,4419
25772
1,1254
1,4854
1,7601
1,2479
2,1699
6,1799
5,1651
-1,1024
1,3219
-2,8074
2,7631
-1,5850
-1,2801
-3,0255
-3,5443
-1,8159
-4,0692
-1,9740
3,0797
-1,4475
2,5943
3,1809
-1,6630
2,3479
-1,2630
1,7059



Anhang

LXIX

Genname

Ccnd2

Ccno

Cd109

Cd36

Cdé

Cd79b

Cda

Cdhl6

Cdhr2

Cdkl1

Cdknlc

Cemip

Cfap53

Clca3a2

Clca3b

Clcnka

Cldn11

Cldn15

Clecl0a

Clec2l

Cnfn

Cnnml

Cntfr

Cobli1

Col27al

Crb2

Creb3lI3
Crispld2

Crocc2

Csdc2

Csrp2

Cst6

Cwh43

Cyp2d34
Cyp2d9
Cyp4al2a

Cytip
D130052B06Rik
D630024D03Rik
D630029K05Rik
D630039A03Rik
D830025C05Rik
D830044D21Rik
Dab2

Log: fold change Log: fold change

IMCD
300 vs. 600
-1,5057
-1,1844
-1,0728
-1,3479
-1,3219
1,9652
-1,3653
1,0778
1,5361
3,1394
-1,1828
1,0395
1,1339
1,0350
-2,1120
1,6041
-1,1844
1,9769
-2,7370
1,2928
2,3219
2,2367
-1,6391
1,5037
-1,1633
-1,3587
-1,8073
1,3311
1,0435
-1,6818
-1,0096
-2,3219
1,2479
2,0000
2,0000
-1,1110
-1,1766
-1,7162
2,1375
1,1699
1,1459
-2,0000
1,3785
-1,3911

mpkCCD
300 vs. 600
-1,4150
2,1975
-1,3219
-1,8074
1,6630
2,4594
-1,9664
2,5519
-1,3219
2,3814
1,5850
1,9475
1,1699
-1,4594
-3,2653
4,1699
1,4594
1,2224
1,3219
2,4948
-1,4406
3,5677
-2,8301
2,3366
2,5443
2,0995
1,2801
2,3692
-2,8365
-1,3608
-1,3698
-1,6090
-1,4060
1,3219
2,4021
2,6910
1,6415
-1,0704
1,5220
-1,3536
1,1192
1,1699
-1,2955
-1,9411

Genname

Ltbp2
Lypd2
Lzts3
Maf
Mafb
Marcks
Mel
Meox2
Milll
Mir5100
Mir5135
Mir681
Mir7213
Mir8102
Mirtl
Mmp15
Mmp24
Moxd1
Mroh4
Mucl
Mucl6
Muc20
Muc4
Mx1
Mx2
Mybph
Mycbpap
Myh15
Myl7
Myoc
Myom3
Naipl
Nptx1
Npy4r
Ngol
Nrep
Nrip3
Nts
Nuprl
Nxf3
Nxnl1
Oas?2
Oas3
Oaz3

Log: fold change
Maus
300 vs. 600
-1,0348
2,7753
1,3477
-1,4719
-2,1783
-1,6790
1,1994
5,7944
2,5850
-1,4854
-2,0000
2,0000
-1,4406
1,5850
-1,2630
-1,9328
-1,5146
-1,3844
1,0668
1,1844
-2,3219
1,3323
2,4303
3,8580
1,4150
1,8073
1,4365
-1,6845
1,3219
-1,2224
2,0000
1,4406
3,2479
3,7682
2,6106
-1,2150
1,7830
-1,0641
1,2642
-1,5850
2,5236
1,3893
2,0875
-1,7776

Log2 fold change
mpkCCD
300 vs. 600
-1,3013
2,4535
1,4614
2,3923
-1,5850
-1,0453
1,4187
3,0444
1,1699
-1,3219
1,1699
2,4330
-1,4594
2,1699
-2,0559
1,5719
-1,7814
1,2701
4,3219
1,9522
-1,5850
1,4737
-1,1268
3,5699
3,6503
-1,1699
1,0144
1,3785
-1,6630
1,7655
1,9938
-1,3785
1,3626
5,8621
2,6977
1,6439
2,4767
-3,4594
3,1881
1,1699
1,2955
5,2605
3,8580
1,5850



Anhang

LXX

Genname

Dao
Dbp
Defbl
Dhx580s
Diol
Dio2
Dkk3
Dmkn
Dnajc5b
Dnm3
Dock3
Draxin
Dscl
Dusp15
Edar
Eddm3b
EIf5
Entpd3
Epor
Espnl
Fa2h
Fabp3
Fam107a
Fam163a
Fam65c
Fam83e
Fbinl
Fbin2
Fbxo41
Fbxw26
Fcerlg
Fegr2b
Fcna
Ferll6
Ffard
Fgf5
Fgfbpl
Fgll
Figf
Fndc9
Folrl
Frem2
Fxyd2
Fxyd3

Log: fold change Log: fold change

IMCD
300 vs. 600
1,4770
1,3744
1,5280
2,3219
2,7885
1,7580
-2,0302
1,1047
1,3219
1,1592
-1,0740
-1,5850
1,8073
-1,9260
1,8688
-1,0444
1,5387
-1,3384
1,6930
-2,5850
2,2495
17411
2,0704
-1,8480
1,1975
1,8745
2,0641
-1,8838
1,3913
-1,7472
-1,4176
-2,1293
-3,4150
1,0525
-2,0875
-1,3219
1,5850
-1,8480
1,9027
1,9974
1,0942
1,1243
4,4892
1,1520

mpkCCD
300 vs. 600
2,0082
-1,3098
1,5850
2,0000
2,7549
-1,1699
-1,3785
-2,5629
2,0000
5,7500
1,1155
1,2895
1,4594
1,8074
2,4975
3,0969
1,3219
-1,9639
1,1944
1,6605
1,0576
1,8667
4,1353
-1,4529
-1,0098
1,0973
1,2224
-2,0036
2,0875
2,5850
1,3785
-1,1699
-1,1926
-1,9594
2,5004
-1,4658
-1,7051
1,1699
-1,9827
1,2895
1,7370
1,0608
7,9012
-1,1155

Genname

Obscn
Ogdhl
Oitl
Olfm4
Omp
Opn5
Oprd1
Oormz2
P2rx2
P2ry6
Pabpnil
Palmd
Paqr5
Pax2
Pckl
Pcsk5
Pcx
Pdelc
Pecr
Pgapl
Phf20-ps
Phyhd1
Phyhipl
Pinlyp
Pkpl
Plat
Plb1
Plbd1
Pletl
Pltp
Pmepalos
PodxI
Pou2f2
Pou2f3
Pou6f2
Ppap2b
Ppplrl4d
Ppplr3fos
Ppplr42
Ppp4r4
Prkar2b
Prl2c3
Prss27
Prss35

Log> fold change Log: fold change

Maus
300 vs. 600
1,6944
-1,4257
1,9386
2,6586
1,0317
1,2630
1,8073
-1,4150
-2,7570
-1,3090
3,3219
-1,6614
1,4833
1,1969
1,6630
-1,4873
2,2872
1,1367
-1,1399
1,1647
-1,2630
-1,6195
1,2758
1,8413
-2,4044
2,6235
2,0000
-1,8260
2,0629
-1,7824
-1,8606
-1,3305
-1,7162
3,6724
1,8073
1,3762
-1,0231
1,0780
-1,3785
1,6699
1,5939
1,4739
-1,2918
5,8200

mpkCCD
300 vs. 600
3,8176
1,3626
1,8389
1,2994
1,1918
1,1721
-1,2630
2,4594
1,5185
-1,3219
3,0000
1,1926
1,0107
2,8809
2,0875
1,1699
1,4403
2,3599
-1,4695
1,0121
1,1468
1,8074
2,2288
2,3370
-2,3692
4,0268
2,6630
1,1699
1,1752
-1,2526
1,5850
-1,7326
1,5146
2,9307
1,7225
2,7526
-1,1293
1,1699
-2,4021
1,5850
1,6895
-1,1575
-2,0395
8,4998



Anhang

LXXI

Genname

Fxyd4
Fyb
Gabrp
Gabrr2
Gap43
Gbp3
Gbp4
Gek

Gdnf
Gem
Ghrhr
Gipc3
Glrpl
Glt28d2
Gm10129
Gm10305
Gm11189
Gm11373
Gm11534
Gm11725
Gm12089
Gm12138
Gm12349
Gm12527
Gm12788
Gm12868
Gm12932
Gm12974
Gm13418
Gm13532
Gm13594
Gm14005
Gm14057
Gm15384
Gm15410
Gm15513
Gm15562
Gm15687
Gm15753
Gm15775
Gm15900
Gm15998
Gm16090
Gm16170

IMCD

300 vs. 600

2,7316
-2,1553
-1,4566
1,3219
1,3219
1,0749
1,1476
1,2303
-2,0780
1,4766
2,4854
2,2224
-1,8745
1,1528
1,4150
-1,2630
1,1155
1,5850
-1,5850
1,0995
1,7370
1,5207
-2,7004
-1,1926
1,3219
1,7526
1,4150
1,2224
3,3750
1,2224
1,1926
-1,0737
1,0000
-1,0995
2,6439
-1,8073
-1,4150
1,2224
2,0943
-1,1829
1,3219
1,4919
1,5850
-1,0106

Log: fold change Log: fold change
mpkCCD
300 vs. 600

1,5377
-1,5850
-2,3140
1,5850
-1,4695
3,9372
1,3996
-2,0919
-2,0563
1,9441
5,0444
1,2538
-1,2895
1,2887
1,4854
-1,5850
1,0780
3,4594
-1,0995
-1,1699
1,9069
3,1455
-1,2224
1,2578
1,3026
1,4594
1,3081
1,1699
1,7078
-1,5850
3,1699
-1,2829
2,2599
1,3219
1,1699
1,8301
1,3219
1,2630
1,7485
1,4448
1,0995
1,5850
1,3049
-1,4150

Genname

Prtn3

Psca

Ptafr

Ptges

Pth2r

Ptpn7

Ptprh

Ptprq

Ptprr

R3hdml
Ranbpa3l
Rasl1lb
Rbfox3

Rgs9

Rgsl1

Rimbp3
Rnf183
RP23-132J215
RP23-142A1412
RP23-200M57
RP23-470G184
RP24-3630213
Rpl7a-ps10
Rps12-psl
Rpsa-psl
Rsad2

Rsflos2

Runx2
S100a7a
$100g

Shsn

Scarab

Scnda

Scube2
Selenbpl
Sema3d
Serpina3h
Serpina3di
Serpinbla
Serpinb9b
Serpinel

Sfta2

Sged

Sgkl

Log: fold change
Maus
300 vs. 600
1,6534
2,3290
-1,5850
1,5172
1,5361
-2,7776
1,7058
-1,1027
2,4838
2,7004
4,6227
1,7614
2,0444
1,0562
1,2224
1,1375
2,9023
2,0356
3,1699
1,1008
-1,3334
-1,1561
-1,3219
-1,3219
-1,3923
1,0055
1,3219
-1,3468
1,6859
2,3219
1,5040
-2,5850
2,4594
1,2854
1,6360
-1,6071
-1,2064
-1,5850
-1,1605
-1,7731
-1,1399
1,0375
1,1155
1,2202

Log2 fold change
mpkCCD
300 vs. 600
1,5564
1,1904
-1,7370
-1,1024
2,5850
2,0000
1,1375
1,2955
2,3367
1,6477
8,954,191
2,6034
1,4854
1,2224
1,6630
1,1988
4,0271
3,7162
2,9542
-1,9652
-1,3410
-1,7975
-1,0704
1,2224
-1,7162
2,6979
-1,6881
1,2453
-1,7318
2,3720
-1,1674
-2,7305
3,8244
1,7004
-1,6843
4,3083
-2,3219
-1,2801
-2,5236
-3,7769
1,1803
-2,1155
-2,3923
4,0496



Anhang

LXXII

Genname

Gm16178
Gm16253
Gm16351
Gm16546
Gm16599
Gm17382
Gm17545
Gm17833
Gm19552
Gm19791
Gm21859
Gm21963
Gm23171
Gm23966
Gm24289
Gm25493
Gm25520
Gm26446
Gm26640
Gm26681
Gm26710
Gm27206
Gm27271
Gm27343
Gm28119
Gm28198
Gm2885

Gm29155
Gm29480
Gm34240
Gm36551
Gm36938
Gm36955
Gm37012
Gm37078
Gm37145
Gm37691
Gm37800
Gm38056
Gm38218
Gm38220
Gm38244
Gm4134

Gm4211

Log: fold change

IMCD
300 vs. 600
1,1247
1,8480
-1,5850
-1,3219
-2,9069
1,5850
-1,5850
-1,0704
1,4150
1,4150
-1,7004
-1,1699
-1,2224
-1,0780
-1,4150
1,1699
-1,3219
-2,0000
-1,2224
1,3626
1,0000
1,3985
1,4150
1,3536
-1,1553
-1,7162
2,1375
1,5025
-2,0000
-1,2224
-1,5850
1,3219
1,4594
-1,2224
1,3785
-1,4854
1,4594
-1,4150
1,5194
1,2410
1,8745
2,2730
-1,8073
1,5025

Log: fold change

mpkCCD
300 vs. 600
-1,2224
1,1575
-1,7004
1,1699
1,1699
1,4150
-1,0780
1,0875
1,5850
1,6781
2,0000
-1,1375
-1,3219
1,0506
-1,0641
-1,1375
1,1699
1,1699
-2,0875
1,0875
1,0489
-1,2895
1,1375
1,6540
-1,2768
-1,0704
-1,0931
1,1155
-1,1375
1,5850
-1,1110
-1,1699
1,1375
1,3219
1,5850
-1,5850
1,0641
-1,2377
1,8231
1,5850
-1,1155
3,8329
1,5850
1,0589

Genname

Sgk2
Shd
Slc16a5
Slcl7al
Slc17a4
Slcla3
Slc25a48
Slc35f1
Slc45a3
Slc46a2
Slc4ab
Slc5a3
Slc5a9
Slc6al2
Slc6al8
Slc6al9
Slc6al9os
Slc6a20a
Slc9a9
Slcolab
Slcodal
Slfn4
SIfn8
Slpi
Snora69
Snord83b
Sobp
Sod3
Sorcs2
Sost
Spata20
Spata25
Spink10
Sponl
Sprrla
Sprr2a3
Sprr2e
Sptb
Stra6
Strip2
Sultldl
Sumo2
Syna
Tal2

Log> fold change Log: fold change

Maus
300 vs. 600
1,3134
-1,6698
1,1234
3,7732
1,3794
1,7065
1,9777
-1,9787
1,7695
1,1822
1,5514
2,6868
-1,0531
2,4670
3,1751
1,8698
1,7370
1,7549
-1,1019
-1,1876
1,4672
1,1699
-1,3126
-2,4330
-1,8073
-1,9069
-1,2630
2,1418
-1,1278
1,3219
1,3890
-1,2224
1,1699
1,6265
1,4441
-1,5361
1,1699
1,0443
-1,6218
1,6668
2,1949
-1,9319
1,0000
1,3479

mpkCCD
300 vs. 600
-1,6911
1,4594
1,8179
5,4919
1,1699
5,8517
1,9344
-1,3785
2,5025
2,3576
2,8301
1,2731
2,0704
7,6795
1,8931
2,9210
4,1155
1,4594
-1,0740
1,4371
3,8437
1,4854
1,2895
-1,3675
-1,2224
1,1043
-1,1699
2,9260
1,8701
4,1293
1,4687
1,8074
2,2224
1,0095
-2,7957
-2,8745
-1,3476
1,6652
1,1315
1,6556
3,8715
1,0477
1,4475
1,1575



Anhang

LXXII

Genname

Gm42504
Gm42507
Gm42528
Gm42586
Gm42889
Gm42922
Gm43070
Gm43137
Gm43336
Gm43460
Gm43571
Gm43652
Gm43684
Gm43693
Gm43742
Gm43800
Gm4631
Gm4825
Gm5043
Gmb5210
Gm5432
Gm553
Gm5615
Gm567
Gm6445
Gm6736
Gm6811
Gm7452
Gm7535
Gm7631
Gm7832
Gm7893
Gm8225

Log: fold change Log: fold change

IMCD
300 vs. 600
1,3219
1,2224
1,9117
2,6889
1,5025
-1,1699
-1,5850
1,3626
-1,6521
1,2718
1,1375
1,9069
1,4739
1,4150
2,0000
1,4713
2,3923
1,5850
5,1293
49773
-1,3219
-1,1926
-2,4594
3,3897
1,7105
1,3276
-1,3219
1,8745
1,5850
1,3785
1,1255
3,2977
1,4594

mpkCCD
300 vs. 600
1,5850
1,1155
2,6410
3,1699
1,3785
-1,3219
1,1699
1,5546
1,1699
1,2184
1,3219
1,1155
1,1699
1,7078
-1,3559
1,4594
-2,8413
-1,3626
2,9069
2,0875
-1,1375
1,3219
-1,1444
5,4263
2,5146
2,4983
-1,2224
-1,5850
-1,0780
4,3219
-1,4406
2,4330
-1,7776

Genname

Taslr3
Tenm2
Tert

Tg
Tldc2
Tmeffl
Tmem145
Tmem179
Tmem61
Tmprsslle
Tmprss4
Tnfrsf9
Tnnil
Tnxb
Trabd2b
Trankl
Trim75
Tspanl
Tspanll
Tsskl
Tubb3
unc79
Upk3bl
Urocl
Vcaml
Vephl
Vglll
Vstm5
Wnt4
Zbtb7c
Zewpw?2
Zdhhc2

Log: fold change

Maus
300 vs. 600
1,2773
1,4594
1,3453
-1,1009
4,1699
-1,0131
1,1155
-1,5850
1,3219
-1,4300
1,3070
-1,1015
1,4594
1,7935
1,4550
-1,4541
1,5850
1,1108
1,0875
1,1926
-1,0444
1,7370
1,0969
1,3626
-1,9218
1,7873
1,5911
1,3726
1,2324
-2,1964
1,2538
-1,6593

Log2 fold change

mpkCCD
300 vs. 600
2,4086
1,6147
1,0073
2,5489
7,7795
-1,7018
1,4854
-1,6630
4,0404
-2,1468
-1,3630
-1,1339
1,2630
1,0000
1,9709
-1,8074
1,2224
1,0245
1,4800
1,1699
1,0000
-1,1699
-2,3265
-1,9156
-2,7600
4,6310
-1,5850
1,4219
-1,2544
-1,4330
1,2224
-1,2917
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8.5 Immunfluoreszenzfarbung von NFATS in HEK293-T-Zellen

--

Abbildung 58: Immunfluoreszenzaufnahmen von HEK-293T-Zellen unter 300 und 450 mosmol/kg fur
NFATS.

Die HEK293-T Zellen wurden auf Deckglédsern in 24-well Platten ausgesetzt. Nach 24 h Inkubation wurde das
Medium von 300 mosmol/kg auf 450 mosmol/kg hochgesetzt. Nach weiteren 24 h Inkubation erfolgte die
Fixierung der Zellen in 5 %iger Formaldehydlésung. Die Zellen wurden mittels Immunfluoreszenz auf NFATS
gefarbt. DAPI diente als Kernmarker (Oben = Zellen unter 300 mosmol/kg, Unten = Zellen unter
450 mosmol/kg, Mal3stabsleiste: 100 um).

8.6 NFATS5 putative Bindesequenz

L

00 == C | C -

1 2 10

Abbildung 59: Putative Bindesequenz von NFAT5 laut JASPAR
Die putative Bindesequenz von NFATS5 wurde aus der online Datenbank JASPAR bezogen [104] (Datenstand:
14.07.2022). Fur die Analysen wurde somit die Sequenz NTTTCCA verwendet.
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8.7 Differentiell exprimierte Gene in NFAT5-defizienten-IMCD-Primarzellen

vs. Wildtyp-Kontrollen

Tabelle 28: Log: fold change von differentiell exprimierten, hyperosmolalitats-regulierten-Genen in

NFATS5 defizienten-IMCD-Primarzellen unter 600 mosmol/kg im Vergleich zur Kontrolle.

Genname

1700016C15Rik
4932438A13Rik
9530052E02Rik
A330023F24Rik
Acer2

Adam12

Adcyl

Adgrfl

Akrib3

Ampd3

Anol

Apela

Agpl

Agp2

Agp4

Arhgef37
B230312C02Rik
Bsnd

Cab39l

Calmi3

Ccl6

Cd14

Cd59b

Cdh16

Cdh2

Cdkl1

Cdknlc

Ckmtl

Clca2

Clca3a2

Cldnl

Cldn15

Cldn19

Cnnml

Cobll1
Cyp4al2b

Cysl

Defbl

Log: fold
change
Kontrolle
300 vs. 600

2,1802
0,9514
2,7279
1,4480
1,1654
-1,2786
-1,5258
3,0221
1,3833
0,9534
-2,0566
1,9303
2,1841
5,9813
1,6196
1,0875
2,4190
1,7583
1,2398
3,6439
-3,5899
0,9170
1,4699
1,0778
-1,0616
3,1394
-1,1828
1,9986
2,2224
1,0350
-0,9917
1,9769
1,5947
2,2367
1,5037
-1,5185
1,0616
1,5280

Log: fold change
+4-OH-TM 600 vs.
Kontrolle 600

-4,6341
-1,6410
-3,4060
-1,8603
-1,4681
1,3142
2,0301
-2,1171
-2,5216
-1,3753
1,6478
-2,8720
-1,7206
-5,5702
-2,0566
-1,7218
-2,4831
-2,1836
-1,9376
-2,7694
-2,6303
-1,5421
-1,9587
-1,6153
1,8192
-3,2119
2,1929
-1,9929
-3,0704
-1,8573
1,8944
-2,7254
-1,6386
-3,4173
-1,3271
4,4962
-1,4989
-3,0144

Genname

Hspa4l
Hsphl
Ifi202b
Irs3
Kbtbd11l
Kenjl
Klhi14
Lectl
Lgals3bp
Lparl
Lypd2
Muc20
Muc4
Neurllb
Nipal4
Nkainl
Npnt
Nptx1
Ngol
Nuprl
Oas?2
Ociad2
P2rx2
Pabpn1l
Pcx
Pdela
Pfkfb3
Phyhipl
Pik3c2g
Plat
Pletl
Pletlos
Plin2
Pmp22
Podn
Pou2f3
Ppp4r4
Prkar2b

Log: fold
change
Kontrolle
300 vs. 600

1,6482
1,4545
-3,1098
2,2461
1,0992
2,9260
1,4522
1,6215
0,9333
1,1629
2,7753
1,3323
2,4303
2,1393
1,4166
-1,7697
1,1773
3,2479
2,6106
1,2642
1,3893
1,1222
-2,7570
3,3219
2,2872
1,4090
1,1236
1,2758
2,4150
2,6235
2,0629
1,5985
-1,1676
-1,2116
1,8153
3,6724
1,6699
1,5939

Log: fold change
+4-OH-TM 600
vs. Kontrolle 600

-2,1198
-1,7000
1,6807
-2,2232
-2,3369
-4,5560
-2,8307
-4,3219
-1,4611
-1,5368
-3,8908
-1,4127
-2,5877
-2,7849
1,7066
1,7938
-2,2155
-2,8494
-1,8714
-1,6359
-2,6650
-1,9869
2,4436
-2,7142
-1,5497
-2,0800
-1,3896
-1,9808
-3,7370
-2,2800
-2,1187
-2,4343
1,6407
2,8216
-3,0986
-3,3505
-1,9334
-1,7701
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Genname

Dgkg
Dgkk
Diol
Dnasell2
Egln3
Fa2h
Fam163a
Fam20c
Fcgbp
Firtl
Fndcl
FoxI20s
Frem2
Fut2
Fut9
Fxyd2
Fxyd4
Gent4
Gjbl
Gm11749
Gm12138
Gm15753
Gm16310
Gm37320
Gm42586
Gm43003
Gm5043
Gmb5210
Gm567
Gm6665
Gpr50
Gprc5b
Gramdlb
Gsdmc2
Gsdmc3
Gsdmc4
Gsdmcl-ps
Gstm2
Gucy2g
Hacd4
Hsd11b2
Hspala
Hspalb

Log: fold
change
Kontrolle
300 vs. 600

25707
-3,0589
2,7885
1,7934
0,9888
2,2495
-1,8480
0,8513
15573
1,9260
3,3373
-3,7347
1,1243
1,7952
1,3867
4,4892
2,7316
1,4704
15794
3,8826
1,5207
2,0943
2,3129
35166
2,6889
2,9475
5,1293
49773
3,3897
1,7360
-1,8662
1,1503
1,0466
3,9686
37325
3,6476
3,4500
1,5002
3,2039
1,2170
-2,4464
15013
1,6108

Log: fold change
+4-OH-TM 600 vs.
Kontrolle 600

-3,8509
1,7092
-3,9260
-1,5455
-2,1178
-2,1093
2,0790
-2,0931
-2,5384
-1,6107
-4,3373
2,5078
-1,8584
-2,9758
-1,6101
-4,4811
-2,8379
-1,9982
-1,7095
-4,2977
-2,2277
-2,0184
-2,4060
-2,5166
-3,0875
1,9351
-4,5443
-4,3923
-2,9003
-2,0628
2,4207
-1,3769
-1,3481
-5,8687
-6,3502
-4,5568
-3,9355
-2,0755
-3,6189
-2,3358
1,5932
-2,4690
-2,9620

Genname

Prom2
Psca
Ptges
Ptprh
Ptprr
Ranbp3l
Rasall
Rasd1
Rasl11b
Rassf6
Rnf183
Ros1
Rtnl
Scgs
Serpinal0
Serpina6
Shisa7
Slc12al
Slc14a2
Slc17al
Slcl7a4
Slc1a3
Slc25a48
Slc38all
Slc45a3
Slc4ab
Slc5a3
Slc6al2
Slcodal
Sod3
Sorcs3
Sponl
Srpx2
St8sia2
Sultlal
Sumo2
Syndigl
Taslr3
Tmem45b
Tmprss2
Tspanl
Vephl

Log: fold
change
Kontrolle
300 vs. 600

1,7626
2,3290
1,5172
1,7058
2,4838
4,6226
1,8979
2,0041
1,7614
1,4358
2,9023
1,4876
1,0065
2,3262
1,7959
1,7987
1,7822
2,9500
1,8090
3,7732
1,3794
1,7065
1,9777
3,2167
1,7695
1,5514
2,6868
2,4670
1,4672
2,1418
1,8580
1,6265
1,4536
-2,0834
1,4015
-1,9319
-3,0100
1,2773
1,7003
1,0335
1,1108
1,7873

Log: fold change
+4-OH-TM 600
vs. Kontrolle 600

-1,7447
-1,8990
-1,6212
-1,4975
-2,2359
-5,2205
-2,1622
-1,8342
-2,0714
-2,0542
-3,3034
-3,1239
-1,4085
-1,7698
-2,2445
-2,2138
-2,0057
-2,4552
-4,1984
-4,1623
-1,9821
-3,0284
-1,3860
-5,3866
-1,4537
-2,0518
-2,4558
-2,8279
-2,8253
-3,5061
-2,0990
-2,5455
-2,3251
1,5160
-1,9678
2,0070
2,5443
-1,5384
-1,6350
-1,5669
-2,3337
-1,6201
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8.8 Nierenzellkarzinom - Klassifikation, Einteilung und

Therapieentwicklung

8.8.1 Histologische Beispiele der haufigsten Nierenzellkarzinom Entitaten

wiiie 2
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Abbildung 60: Pathohistologie des Nierenzellkarzinoms.
Typische histomorphologische Erscheinungsbilder von klarzelligen (A), papillaren (B, Typ 1 und Typ 2),
chromophoben (C) Nierenzellkarzinomen und Sammelrohrkarzinomen (D). HE-Farbungen, (MaRBstabsleiste:

100 um) (Veréndert nach [228])

8.8.2 Nierenzellkarzinom-Stadien Einteilung

Tabelle 29: Einteilung der Stadien des Nierenzellkarzinoms

R
5

Stadium Priméartumor Lymphknoten Fernmetastasen

| Tl NO MO
Tla
T1b

I T2a NO MO
T2b

1 T3a NO MO
T3b
T3c
T1-3 N1

v T4 NO, N1 MO
alleT alleN M1
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8.8.3 Medikamentdse Therapie-Entwicklung beim Nierenzellkarzinom

= 7ytokin-Therapie

m Anti-VEGF TKI

= Anti-VEGF Antikorper
m m-TOR Inhibitoren
= PDL-1 Inhibitoren

Sunitinib Everolimus  Axitinib Pembrolizumab  Avelumab
1980-1990 [—— — — — — 2006 H 2007 |— —[ 2009 } — —{ 2012 } — 4 2015 }— —[ 2017 | ——»[ 2021 |
IL-2, IFN-a Sorafenib Temsirolimus Bevacizumab Nivolumab Ipilimumab

Abbildung 61: Medikamentdse Therapie-Entwicklung beim Nierenzellkarzinom.

Innerhlab der letzten 40 Jahre hat sich die medikamenttse Therapie des Nierenzellkarzinoms stark veréndert.
Wéhrend in den 1980er und 90er Jahren eine Zytokintherapie mit IFN-o und 1L-2 das Standardverfahren war,
wurde in den frihen 2000er Jahren das Nierenzellkarzinom durch gezieltere Angiogenese- und
Proliferationshemmung mittels Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) sowie m-TOR Inhibitoren behandelt. Seit 2015
werden zusétzlich Immun-Check-PointInhibitoren bei der Behandlung eingesetzt. Erstlinientherapie ist derzeit
eine Kombination aus Axitinib und Avelumab oder Axitinib mit Pembrolizumab (Verandert nach [71, 212,
213])
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8.9 GEPIA2 Tumorentitaten

Tabelle 30: Auflistung aller in GEPIA2 enthaltenen Tumorentitaten mit den jeweiligen Abkiirzungen

TCGA Name
ACC

BLCA
BRCA
CESC
CHOL
COAD
DLBC
ESCA
GBM
HNSC
KICH
KIRC
KIRP
LAML
LGG
LIHC
LUAD
LUSC
MESO
ov
PAAD
PCPG
PRAD
READ
SARC
SKCM
STAD
TGCT
THCA
THYM
UCEC
ucs
UVM

Tumorentitat
Adrenocortical carcinoma

Bladder Urothelial Carcinoma
Breast invasive carcinoma

Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma

Cholangio carcinoma
Colon adenocarcinoma

Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma

Esophageal carcinoma

Glioblastoma multiforme

Head and Neck squamous cell carcinoma
Kidney Chromophobe

Kidney renal clear cell carcinoma
Kidney renal papillary cell carcinoma
Acute Myeloid Leukemia

Brain Lower Grade Glioma

Liver hepatocellular carcinoma

Lung adenocarcinoma

Lung squamous cell carcinoma
Mesothelioma

Ovarian serous cystadenocarcinoma
Pancreatic adenocarcinoma
Pheochromocytoma and Paraganglioma
Prostate adenocarcinoma

Rectum adenocarcinoma

Sarcoma

Skin Cutaneous Melanoma

Stomach adenocarcinoma

Testicular Germ Cell Tumors

Thyroid carcinoma

Thymoma

Uterine Corpus Endometrial Carcinoma
Uterine Carcinosarcoma

Uveal Melanoma
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8.10 Expasy-Analyse

8.10.1 NFATS

NFAT5-WT-Proteinsequenz-Q9WV30:

MGGACSSFTTSSSPTIYSTSVTDSKAMQVESCSSAVGVSNRGVSEKQLTGNTVQQHPSTPKRHTVLY I SPPPEDLLDNSRMSCQDEGCGLESEQSCSMWMEDS PSNFSNMS
TSSYNDNTEVPRKSRKRNPKQRPGVKRRDCEESNMDI FDADSAKAPHYVLSQLT TDNKGNSKAGNGTLDSQKGTGVKKS PMLCGQY PVKSEGKELKIVVQPETQHRARYLT
EGSRGSVKDRTQQGFPTVKLEGHNE PVVLQVEVGNDSGRVKPHGFYQACRVTGRNTTPCKEVDIEGTTVIEVGLDPSNNMTLAVDCVGI LKLRNADVEARTGIAGSKKKST
RARLVFRVNITRKDGSTLTLQTPSSPILCTQPAGVPEILKKSLHSCSVKGEEEVFLIGKNFLKGTKVIFQENVSDENSWKSEAE I DMELFHONHLIVKVPPYHDQHI TLPV
SVGIYVVTNAGRSHDVQPFTYTPDPAAGALNVNVKKEISSPARPCSFEEAMKAMKTTGCNVDKVTILPNALITPLISSSMIKTEDVTPMEVTSEKRSSPIFQTTKSIGSTQ
OTLETISNIAGGAPFSSPSSSSHLTPESENQQQLQPKAYNPETLTTIQTQDISQPGTFPAVSAASQLPSSDALLQQATQFQTREAQSRDTIQSDTVVNLSQLTEASQQQQS
PLOEQAQTLQQQTIPSNIFPSPSSVSQLOSTIQQLOAGSFTGSAAGGRSGSVDLVQQVLEAQQQLSSVLFSTPDGNENVOEQLNADI FQVSQIQNSVSPGMFSSAESAVHTR
PDNLLPGRADSVHQQTENTLSNQQQOQQQQQQVMES SAAMVMEMQQS T COAAAQTQSELFPSAASASGSLQQSPVYQQPSHMMSAL PTNEDMOMQCELFSSPPAASGNETS
TTTTPQVATPGSTMFQTPSSGDGEETGAQAKQTQONSVFQTMVOMORSGDSQPQVNLEFSSTKNTIMSVONNGTQQOGNSLFQQGSEMMSLOSGNFLOQS SHSQAQLFHPQNPT
ADAQNLSQETQGSIFHSPNPIVHSQTSTASSEQLOPSMFHSONT IAVLQGSSVPODQQSPNIFLSQSSINNLQTNTVAQEEQT SFFAAQNS T SPLQSTSNTEQQAAFQQQP
PISHIQTPILSQEQAQPSQQGLFQPQVALGSLPPNPMPONQQGPIFQTORPIVGMQSNSPSQEQQQQQ0000000000000000S I LESNQNAMATMASQKQPPPNMMES PN
ONPMASQEQQNQS I FHOQSNMAPMNQEQQPMOFQNQPTVSSLONPGPTQSESPQTSLFHSSPQIQLVOGSPSSQDOQVTLFLSPASMSALQTS INQPDMOQS PLY SPONNT
PGTQGSTSSPQPQATLFHNTTGGT INQTONSPGSSQQTSGMFLFGIQNNCSQLLTSGPATLPDOLMATNQQGQPONEGQSSVTTLLSQOMPETSPLASSVNSSONMEKI DL
LVSLQSQGNNLTGSF

NFAT-N1-Proteinsequenz:

MGGACSSFTTSSSPTIYSTSVTDSKAMQVESCSSAVGVSNRGVSEKQLTGNTVQQOHPSTPKRHTVLYISPPPEDLLDNSRMSCQDEGCGLESEQSCSMWMEDSPSNEFSNMS
TSSYNDNTEVPRKSRKRNPKQRPGSNDEIVKNLIWIYLMPTVPKHLTMCFLSLPRTTKATQKLEMEHWTAKRELE -

NFATS5 -N3-Proteinsequenz:

MGGACSSFTTSSSPTIYSTSVTDSKAMQVESCSSRGGK—
MGGACSSFTTSSSPTIYSTSVTDSKAMQVESCSSWG—

8.10.2 RANBP3L

RANBP3L-WT-Proteinsequenz-Q6PDH4:

MSTTQRKDDSHLFTSSCTRQLQVQEDRQQOEKYVIAQPIFVFEKGEHNFKRPAEDSLEETAEPEFTGFLRKRVRSSSVTLHTTDPQSQGVATLSQTRLRSSSFTDVPTFPPC
RPVRKNNVFMTSRLLORSDDMNNVEQGPPMRSSEQVLRPAVLOPSQTQSCOKAGTTFGPGALKSYKTKEKAEHEISEVGSSSSLLSENLPNARSSIQLSTDPCISEAPSGCQ
PKEDKCSFTSCSSDFVFGENMVERVLGTQKLTQPPLONLSYAKEKTFKSVLKFPNAVSNSDSIENISLVESAAAFSSKPSQKCLLEKIDVITGEETEHNVLKINCKIFVENK
ATESWSERGQGILRLNDTAGRECGTLQSRLIMRNQGSLRLVLNSRLWAQMKIQRASQKNLRITATDLEDDGIKIFLIQASAKDTGFLYAATHHRLVALRSLAKQGDGGPAES
QSDTALPQLNGESCDEDEDEIAQVTKNGSDPSRWSHRQSIVCS

RANBP3L-R1-Proteinsequenz:
MSTTQRKDDSHLFTSSCTRQLQVQEDRQQQEKYVIAQPIFVFEKGEHNFKRPAEDSLEETAEPEFTGFLRKRVRSSSVTLHTTDPQSQGVATLSQTRLEVLVIH-
MSTTQRKDDSHLFTSSCTRQLQVQEDRQOQEKYVIAQPIFVFEKGEHNFKRPAEDSLEETAEPEFTGFLRKRVRSSSVTLHTTDPQSQGVATLSQTREVLVIH-
RANBP3L-R3-Proteinsequenz:

MSTTQRKDDSHLFTSSRVSCRCRRIGNSKKNMSLLSQYLFLRKENTILRDLOKTAWKKRQSLNSLVS—
MSTTQRKDDSHLFTSSARVSCRCRRIGNSKKNMSLLSQYLFLRKENTILRDLOKTAWKKRQSLNSLVS—

8.10.3 SPARC

SPARC-WT-Proteinsequenz-P07214:

MRAWIFFLLCLAGRALAAPQQTEVAEEIVEEETVVEETGVPVGANPVQVEMGEFEDGAEETVEEVVADNPCONHHCKHGKVCELDESNTPMCVCQDPTSCPAPIGEFEKVCS
NDNKTFDSSCHFFATKCTLEGTKKGHKLHLDYIGPCKYIAPCLDSELTEFPLRMRDWLKNVLVTLYERDEGNNLLTEKQKLRVKKIHENEKRLEAGDHPVELLARDFEKNYN
MYIFPVHWQFGQLDQH PIDGYLSHTELAPLRAPLIPMEHCTTRFFETCDLDNDKYIALEEWAGCFGIKEQDINKDLVI

SPARC-S2-Proteinsequenz:

MRAWIFFLLPGREGPGSPSD—
MRAWIFFLLGREGPGSPSD-



Anhang LXXXI

8.11 RANBP3L-Knockout-Analysen

8.11.11771 regulierte Gene in RANBP3L-defizienten-mpkCCD-Zellen im
Vergleich zu Scr-Kontrollen

Tabelle 31: Log: fold change von 1771 differentiell-regulierten-Genen in RANBP3L-defizienten-Zellen
unter 300 und 600 mosmol/kg

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Hoxal0 -9,9189 -8,5906 -9,2547
Zfp422 -9,2877 -9,1072 -9,1975
Hoxa9 -10,2363 -8,1408 -9,1886
Sh3gl2 -8,7756 -8,7108 -8,7432
Atp6v0e2 -8,8098 -8,4402 -8,6250
Epdrl -9,3939 -7,8073 -8,6006
Hdgfrp3 -9,3106 -7,5721 -8,4414
Phactr2 -8,6493 -7,9805 -8,3149
Galnt11 -7,9527 -8,3891 -8,1709
Smocl -7,7392 -8,1383 -7,9387
Inmt -7,8486 -7,8643 -7,8565
Asb4 -6,9578 -8,4498 -7,7038
Plagll -6,4998 -8,8196 -7,6597
Eif5a2 -8,3320 -6,7574 -7,5447
Aldh2 -7,4998 -7,5780 -7,5389
Hebp2 -7,6635 -7,3685 -7,5160
Ccdc91 -7,4892 -7,3912 -7,4402
Slc9a7 -7,2621 -7,1472 -7,2046
Hoxd9 -7,4625 -6,8503 -7,1564
Sim1 -7,2503 -7,0458 -7,1480
Arrbl -5,8745 -8,3185 -7,0965
Enox2 -6,9692 -6,9986 -6,9839
Tspanl3 -7,0279 -6,7781 -6,9030
Sipall2 -7,1510 -6,6169 -6,8840
Nrk -6,6653 -7,0075 -6,8364
Neil3 -6,3808 -7,2046 -6,7927
Kitl -6,5999 -6,9009 -6,7504
Hoxa7 -6,6214 -6,6408 -6,6311
Hoxd8 -7,2940 -5,9122 -6,6031
Adgral -6,0821 -7,0875 -6,5848
Prdm5 -6,6865 -6,3129 -6,4997
Myb -6,5812 -6,3837 -6,4824
Zfthx4 -5,8857 -7,0389 -6,4623
Rnf217 -7,7275 -5,0497 -6,3886
Kengl -6,5288 -6,1137 -6,3213
Dclk2 -6,5999 -6,0371 -6,3185
Olfm4 -6,5709 -5,9447 -6,2578

3830403n18rik -5,5721 -6,5242 -6,0482
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Genname

Hoxd10
Tmem159
Pankl
Epha7
Bckdhb
Gm13394
Ust

Bbs7
Rgs20
Tet2
Simol
Smarcal
Fzd8
Pdlim1
Ano9
Rorb
Tex101
Dapk1
Cbs
Ugt8a
Thsd7a
Gsttl
Nat2
Samd12
Hoxd3os1
Scarab
Pcdh19
9130019022rik
Slc39a8
Ai429214
Mtusl
Zfp493
Gk5
Serpina3g
St6galnac6
Gm773
Trafl
A730020e08rik
Fam92a
Tmeffl
Ptp4a3
Fsd1l
Hoxd4
Lrfn3
Opn5

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-6,7347
-6,4703
-6,0639
-6,6110
-7,0580
-6,5323
-5,9600
-5,9658
-5,6439
-6,5999
-6,2479
-6,2969
-6,0056
-6,6830
-5,7987
-5,3663
-6,0056
-5,3923
-6,0625
-6,2117
-6,3193
-5,3322
-5,1548
-5,3219
-5,0804
-5,8413
-5,6366
-4,8988
-4,0768
-5,5924
-4,7248
-4,6795
-5,2946
-5,9341
-4,5392
-5,1241
-5,0987
-5,7814
-5,3651
-5,4207
-5,5495
-4,7004
-5,1293
-4,1015
-4,2288

logz fold change — R1 vs.
600

-5,3438
-5,5546
-5,8743
-5,1699
-4,7074
-5,1279
-5,6935
-5,6771
-5,8887
-4,9069
-5,2432
-5,0636
-5,3458
-4,5131
-5,3820
-5,8009
-5,0444
-5,5480
-4,8009
-4,5973
-4,4831
-5,4553
-5,5850
-5,3750
-5,5799
-4,6958
-4,8269
-5,5025
-6,1649
-4,6439
-5,3840
-5,4150
-4,7495
-4,0531
-5,4094
-4,8202
-4,8402
-4,0149
-4,4305
-4,3038
-4,1744
-5,0224
-4,5546
-5,5314
-5,4009

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-6,0393
-6,0125
-5,9691
-5,8905
-5,8827
-5,8301
-5,8267
-5,8215
-5,7663
-5,7534
-5,7455
-5,6802
-5,6757
-5,5980
-5,5904
-5,5836
-5,5250
-5,4702
-5,4317
-5,4045
-5,4012
-5,3938
-5,3699
-5,3485
-5,3302
-5,2686
-5,2317
-5,2007
-5,1209
-5,1182
-5,0544
-5,0473
-5,0221
-4,9936
-4,9743
-4,9721
-4,9694
-4,8982
-4,8978
-4,8622
-4,8619
-4,8614
-4,8419
-4,8165
-4,8148



Anhang

LXXXII

Genname

Gm28230
Stox2
Lectl
Gpr153
Htrlb
Ccl5
Zfp941
Trim12a
Capsl
Apol9b
Tmprss4
Clcal
Apol9a
Gm14295
Asrgll
Sytl4
Hoxd3
Xlr
Ccserl
Fmol
Tenm4
Tnc
Oaslg
Sycpl
Celsr2
Lparl
Aldh5al
Lpprd
Nirx1
Nfix
Arhgef38
Lifr
Gm20559
C130071c03rik
Dnaic2
1133
Tmemd45b
Zfp870
Kenj15
Rtp4
2010300c02rik
Slc9a2
Cfap74
Bnc2
Sytl2

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-4,9658
-5,6600
-3,6818
-3,8704
-4,9864
-4,5978
-5,3398
-3,7279
-4,5699
-3,8074
-4,7977
-5,0732
-4,0000
-4,2682
-4,2808
-4,9542
-4,2094
-4,3910
-4,6448
-5,0541
-4,6724
-4,4703
-3,3692
-4,1155
-5,0196
-4,5353
-4,1170
-3,9542
-3,7415
-3,4102
-3,6639
-4,8580
-2,8908
-4,5698
-3,8580
-5,4071
-4,4101
-4,2288
-3,6147
-2,7188
-5,0924
-3,8771
-4,1293
-3,9069
-3,5236

logz fold change — R1 vs.
600

-4,6438
-3,8875
-5,8611
-5,6073
-4,4827
-4,8315
-4,0875
-5,6582
-4,7814
-5,4958
-4,4346
-4,1565
-5,2075
-4,9248
-4,7655
-4,0589
-4,7682
-4,4535
-4,1350
-3,7004
-4,0732
-4,2250
-5,3189
-4,5546
-3,6323
-4,0000
-4,3452
-4,4757
-4,5546
-4,8329
-4,5622
-3,2840
-5,2416
-3,5236
-4,1898
-2,6333
-3,5843
-3,7549
-4,3575
-5,2013
-2,8225
-3,9396
-3,6818
-3,8826
-4,2605

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-4,8048
-4,7738
-4,7715
-4,7388
-4,7345
-4,7146
-4,7137
-4,6931
-4,6756
-4,6516
-4,6161
-4,6149
-4,6037
-4,5965
-4,5232
-4,5065
-4,4888
-4,4222
-4,3899
-4,3772
-4,3728
-4,3476
-4,3441
-4,3350
-4,3259
-4,2676
-4,2311
-4,2150
-4,1480
-4,1216
-4,1131
-4,0710
-4,0662
-4,0467
-4,0239
-4,0202
-3,9972
-3,9918
-3,9861
-3,9601
-3,9575
-3,9084
-3,9055
-3,8948
-3,8920



Anhang

LXXXIV

Genname

Myt1l
Wwdr72
Rsad2
Oasla
Fkbp11l
1115
1700011h14rik
Fagy
Poflb
Nr1lh4
Dnajcl2
Agpll
5830444h04rik
Klhl14
Cxcl10
Vsnll
Zc4h2
117rb
1fi205
Ppplrlb
Nipal2
Slc18b1
Slc5al
Trpsl
Cmpk2
Rnf43
Inpp4b
17
Aldhlal
Zdhhc14
Heyl
Dagla
Accs
9130409j20rik
Ai662270
Adamts7
Firtl
Has2
Gm43742
Ntpcr
1115

Cp
Tgfbr3
Slc26al
Clstn3

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-4,6771
-4,0444
-2,6118
-3,0771
-4,9773
-2,9696
-4,4811
-4,3038
-3,8329
-3,4263
-4,0258
-4,7142
-3,5236
-4,7004
-2,6766
-4,0780
-3,4790
-3,0149
-3,4179
-3,7347
-3,4342
-3,6834
-3,5850
-3,3219
-2,7090
-4,0149
-4,8497
-3,8826
-4,4263
-2,9740
-3,2977
-3,4795
-3,5443
-3,8826
-3,7814
-3,7300
-2,4391
-4,0371
-3,6647
-3,0318
-2,3985
-2,8898
-2,9413
-4,0189
-3,5850

logz fold change — R1 vs.
600

-3,0976
-3,6438
-5,0467
-4,5763
-2,5942
-4,5949
-3,0719
-3,2479
-3,6865
-4,0680
-3,4556
-2,7655
-3,9542
-2,6562
-4,6740
-3,2288
-3,8093
-4,2479
-3,8413
-3,5036
-3,7415
-3,4578
-3,5443
-3,8073
-4,4191
-3,1037
-2,2479
-3,1743
-2,6041
-4,0356
-3,6630
-3,4594
-3,3923
-3,0360
-3,1293
-3,1516
-4,4263
-2,8244
-3,1832
-3,7965
-4,4263
-3,0273
-3,8670
-2,7814
-3,1593

Scr

mittlerer logz fold change — R1

vs. Scr
-3,8874

-3,8441
-3,8292
-3,8267
-3,7857
-3,7823
-3,7765
-3,7758
-3,7597
-3,7472
-3,7407
-3,7399
-3,7389
-3,6783
-3,6753
-3,6534
-3,6442
-3,6314
-3,6296
-3,6192
-3,5878
-3,5706
-3,5646
-3,5646
-3,5640
-3,5593
-3,5488
-3,5284
-3,5152
-3,5048
-3,4803
-3,4694
-3,4683
-3,4593
-3,4553
-3,4408
-3,4327
-3,4308
-3,4240
-3,4142
-3,4124
-3,4086
-3,4042
-3,4001
-3,3721



Anhang

LXXXV

Genname
Tprg
Ppplr9a
Cntn4
Gabrp
Tetl
Dtna
Fam171b
Got7
E430018j23rik
Cep126
Slc22a18
Naip2
Kbtbd6
Ifitl
Slc16a10
Ankrd35
Nxped
Clqtnf6
Rassf4
D630039a03rik
Cda1
Dbn1
Tfpi
Psrcl
Vephl
Lypd2
Limchl
I15ra
Fcgrt
Map3k7cl
Chadl
Gm43305
Smimé
Synpo
Steap3
Epstil
Carl3
Fhod3
Renbp
Nfkbid
Taslr3
Chdh
Sgsml
Parpl4
Gstm7

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-4,2844
-3,1175
-3,8073
-2,9920
-4,1085
-3,8455
-3,2479
-2,9773
-3,6273
-3,4703
-3,5484
-2,3559
-3,8074
-1,8166
-2,8751
-4,3923
-3,0179
-2,3219
-3,2895
-4,3219
-2,9275
-2,8215
-2,7395
-4,0753
-2,8220
-2,0031
-3,7430
-3,2599
-2,1259
-4,0822
-3,0000
-2,4405
-3,3385
-3,5416
-3,2143
-2,9635
-2,3431
-3,4594
-2,7460
-2,6491
-2,3773
-3,1149
-3,048
-1,7241
-3,2192

logz fold change — R1 vs.
600

-2,4368
-3,5844
-2,8480
-3,5662
-2,4330
-2,6765
-3,2730
-3,5435
-2,8893
-3,0000
-2,8074
-3,9619
-2,5096
-4,4964
-3,4244
-1,9005
-3,2695
-3,8861
-2,8826
-1,7781
-3,1226
-3,2082
-3,2882
-1,9320
-3,1729
-3,9395
-2,1922
-2,6743
-3,8074
-1,7796
-2,8365
-3,3826
-2,4493
-2,2126
-2,5361
-2,7334
-3,3491
-2,1323
-2,8329
-2,8554
-3,1197
-2,3279
-2,3404
-3,7024
-2,1883

Scr

mittlerer logz fold change — R1

vs. Scr
-3,3606

-3,3510
-3,3277
-3,2791
-3,2707
-3,2610
-3,2605
-3,2604
-3,2583
-3,2352
-3,1779
-3,1589
-3,1585
-3,1565
-3,1497
-3,1464
-3,1437
-3,1040
-3,0861
-3,0500
-3,0250
-3,0148
-3,0139
-3,0036
-2,9974
-2,9713
-2,9676
-2,9671
-2,9666
-2,9309
-2,9182
-2,9115
-2,8939
-2,8771
-2,8752
-2,8484
-2,8461
-2,7959
-2,7894
-2,7522
-2,7485
-2,7214
-2,7176
-2,7133
-2,7037



Anhang

LXXXVI

Genname

Zfp28
Bcl2l14
Agpl
Fkbpl4
9330182106rik
LoxI3
Gpr182
Akapl7b
Gmfg
Ramp3
1113ral
Hsf2bp
Matn2
5730596b20rik
Ifitm3
Tmem173
Spaca’
Hoxa6
Vcaml
Tmem121
Ferll4
6330403k07rik
Rasl10b
Dok3
Ppmle
Thcld30
Ly6e
Cxcl5
Chd9
11rl1
Ppp2r2c
Hoxa5
Cxcl2
Tnfrsf9
Dgat2
Fat2
Oasll
Ppbp
Ntn4
Hpca
Peg13
Gnalb
Vtenl
Stra6
Aoc3

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-2,7643
-3,3825
-4,1890
-2,7655
-3,0603
-2,7370
-2,9449
-2,0601
-2,1553
-2,9281
-2,5003
-2,5850
-3,3785
-2,6135
-1,9064
-2,4162
-2,6724
-2,5157
-3,0191
-2,8224
-3,1799
-2,7472
-2,7279
-2,7051
-2,1468
-2,7549
-1,4285
-1,9454
-2,4423
-2,9469
-2,5767
-2,4658
-1,5295
-2,5668
-1,9919
-2,1699
-1,6567
-2,6269
-2,7815
-1,9260
-2,4529
-1,9175
-2,3665
-2,4535
-2,0310

logz fold change — R1 vs.
600

-2,6333
-2,0000
-1,1673
-2,5236
-2,2180
-2,5090
-2,2962
-3,1766
-3,0661
-2,2587
-2,6855
-2,5916
-1,7901
-2,5311
-3,2055
-2,6915
-2,3770
-2,5236
-2,0199
-2,2155
-1,8248
-2,2172
-2,1876
-2,1744
-2,7318
-2,0896
-3,3977
-2,8726
-2,3746
-1,8692
-2,2285
-2,3238
-3,2412
-2,1699
-2,7116
-2,5131
-3,0170
-2,0297
-1,8717
-2,7258
-2,1979
-2,7162
-2,2479
-2,1375
-2,5535

Scr

mittlerer logz fold change — R1

vs. Scr
-2,6988

-2,6912
-2,6782
-2,6445
-2,6392
-2,6230
-2,6205
-2,6184
-2,6107
-2,5934
-2,5929
-2,5883
-2,5843
-2,5723
-2,5559
-2,5539
-2,5247
-2,5196
-2,5195
-2,5190
-2,5023
-2,4822
-2,4578
-2,4397
-2,4393
-2,4223
-2,4131
-2,4090
-2,4085
-2,4080
-2,4026
-2,3948
-2,3853
-2,3684
-2,3517
-2,3415
-2,3368
-2,3283
-2,3266
-2,3259
-2,3254
-2,3169
-2,3072
-2,2955
-2,2922



Anhang

LXXXVII

Genname

Firt3
Fgf9
Snx32
Cyp4v3
Tspyl4
Tgfb3
Slc16all
Rltpr
Rps19-ps7
Sultlc2
Mroh6
D630045j12rik
Gm43719
Slc5a5
Clqgtnfl
Zfp111
P2rx2
Rp23-263b18.5
Cgrefl
Ifihl
Itgal
Fbp2
Vax2
Akap6
FbxI22
5930403n24rik
Gprl55
Adam8
Lrpapl
Phyhipl
Megf6
S100al
Amdhd1
Pclo
Isg15
Nap1l3
Mt-rnr2
Dll1
Man2al
Rnf225
Kif12
Nrg2
Cdh16
Eyad
Eidl

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-2,5729
-2,6818
-2,9149
-2,3448
-1,9943
-2,7673
-2,7694
-2,1806
-2,2278
-2,4334
-2,8278
-2,0458
-3,0806
-2,2574
-2,3883
-2,2907
-2,3350
-2,1592
-2,9206
-1,4944
-2,5575
-2,1155
-2,1352
-2,7914
-2,4964
-1,7179
-2,2261
-2,0704
-1,9290
-1,7668
-2,1618
-2,2393
-1,6029
-1,8931
-1,0367
-1,8365
-2,4282
-2,1932
-2,1796
-1,9758
-2,5006
-2,5850
-2,5979
-1,8406
-2,1246

logz fold change — R1 vs.
600

-2,0078
-1,8969
-1,6280
-2,1979
-2,5382
-1,7549
-1,7513
-2,3355
-2,2780
-2,0402
-1,5997
-2,3624
-1,3190
-2,1273
-1,9542
-2,0319
-1,9553
-2,1115
-1,3489
-2,7706
-1,7045
-2,1210
-2,0952
-1,4330
-1,7030
-2,4594
-1,9115
-2,0483
-2,1817
-2,3158
-1,9163
-1,8284
-2,4594
-2,1526
-3,0015
-2,1822
-1,5719
-1,8020
-1,8148
-2,0086
-1,4799
-1,3864
-1,3600
-2,1124
-1,8143

Scr

mittlerer logz fold change — R1

vs. Scr
-2,2904

-2,2894
-2,2715
-2,2714
-2,2663
-2,2611
-2,2604
-2,2580
-2,2529
-2,2368
-2,2138
-2,2041
-2,1998
-2,1924
-2,1712
-2,1613
-2,1452
-2,1354
-2,1347
-2,1325
-2,1310
-2,1182
-2,1152
-2,1122
-2,0997
-2,0886
-2,0688
-2,0593
-2,0554
-2,0413
-2,0391
-2,0339
-2,0312
-2,0229
-2,0191
-2,0094
-2,0000
-1,9976
-1,9972
-1,9922
-1,9903
-1,9857
-1,9790
-1,9765
-1,9694



Anhang LXXXVIII

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Pletl -1,3469 -2,5837 -1,9653
Mucl -2,0047 -1,9125 -1,9586
Rundc3b -2,3422 -1,5741 -1,9581
Kalrn -2,0439 -1,8712 -1,9575
Smim5 -2,1626 -1,7370 -1,9498
Fuz -2,0943 -1,7942 -1,9443
Cnp -2,0295 -1,8534 -1,9415
Vcan -2,4150 -1,4507 -1,9328
Gm15347 -1,8638 -1,9932 -1,9285
Mylk -2,8496 -1,0055 -1,9276
Ada -2,4248 -1,4048 -1,9148
Nipal -1,6421 -2,1848 -1,9134
Hist3h2ba -2,3219 -1,4792 -1,9005
Cpe -2,2393 -1,5496 -1,8944
1700024p16rik -1,7896 -1,9862 -1,8879
Cdo3 -2,6920 -1,0667 -1,8794
Aa474331 -1,6090 -2,0303 -1,8197
Tanc2 -2,1229 -1,5160 -1,8195
SIfn9 -1,7584 -1,8730 -1,8157
Ptgerl -2,0931 -1,5356 -1,8143
Nup210I -2,2026 -1,4014 -1,8020
Gyg -1,9002 -1,7037 -1,8020
Pctp -1,8177 -1,7706 -1,7941
Lta -1,6323 -1,9455 -1,7889
Stégalnac2 -1,8621 -1,7097 -1,7859
Sptb -2,4141 -1,1574 -1,7857
lldr1 -1,9040 -1,6542 -1,7791
Semas3a -2,1427 -1,4122 -1,7774
Gstt3 -1,7667 -1,7855 -1,7761
Cbfa2t3 -1,6802 -1,8691 -1,7747
Lynx1 -1,3200 -2,2066 -1,7633
Dnajc22 -1,8901 -1,5642 -1,7271
Tmem86a -2,2755 -1,1781 -1,7268
Abhd3 -1,8413 -1,6110 -1,7262
Tpd5211 -2,5660 -0,8689 -1,7174
Immp2I -1,5410 -1,8841 -1,7125
Sgk2 -1,8034 -1,6171 -1,7103
Gltgd2 -1,8188 -1,5954 -1,7071
Tmc4 -1,9267 -1,4730 -1,6998
Dll4 -2,0685 -1,3159 -1,6922
Collla2 -1,1806 -2,1988 -1,6897
Fermtl -1,5832 -1,7884 -1,6858
Ptchl -1,3409 -2,0103 -1,6756
Poln -2,3083 -1,0412 -1,6748

Ccrl2 -1,4525 -1,8791 -1,6658



Anhang

LXXXIX

Genname

Nsmaf
Ptprcap
Mppel
Plscr4
Esrp2
Hoxb50s
ler5l
Gm13237
Skapl
Atplla
Cd14
Wnk4
Serpinb5
Eno2
Inpp5j
Vash2
Tssk6
Ophnl
Sh3bgrl
$100a16
Agpat3
Slc3al
1700052k11rik
Faml7la2
Lurapll
Hspbl
Serpinil
Rundc3a
Palld
Map2
Syn3
Creb3l2
Adgrg6
Tnfsf15
Galnt12
Thcld2b
Dmpk
Mapre2
Hmgb2
Ttc30al
Aoc2
Biccl
Bahccl
Cldn15
Myo15b

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-1,8457
-2,0179
-1,8346
-2,2038
-1,5776
-1,7497
-1,7693
-1,5694
-1,8256
-1,5583
-1,6304
-1,7736
-1,4505
-2,1158
-1,4169
-1,1329
-1,8220
-1,8719
-1,4782
-1,6764
-1,5994
-1,7078
-1,6197
-1,7179
-0,9790
-1,8364
-1,9918
-2,0185
-1,7419
-1,7766
-1,9584
-1,6108
-1,5996
-2,2095
-1,5192
-1,5023
-2,1191
-1,3303
-1,7439
-1,9180
-1,4479
-1,8999
-1,3642
-1,7549
-1,3089

logz fold change — R1 vs.
600

-1,4763
-1,3038
-1,4862
-1,1155
-1,7265
-1,5486
-1,5266
-1,7188
-1,4622
-1,7269
-1,6397
-1,4798
-1,7975
-1,1155
-1,8027
-2,0866
-1,3962
-1,3281
-1,7183
-1,5185
-1,5838
-1,4690
-1,5571
-1,4499
-2,1885
-1,3282
-1,1721
-1,1386
-1,4144
-1,3741
-1,1833
-1,5289
-1,5318
-0,9212
-1,6030
-1,6194
-0,9929
-1,7726
-1,3516
-1,1772
-1,6283
-1,1616
-1,6961
-1,3049
-1,7429

Scr

mittlerer logz fold change — R1

vs. Scr
-1,6610

-1,6609
-1,6604
-1,6596
-1,6521
-1,6492
-1,6480
-1,6441
-1,6439
-1,6426
-1,6351
-1,6267
-1,6240
-1,6156
-1,6098
-1,6098
-1,6091
-1,6000
-1,5982
-1,5974
-1,5916
-1,5884
-1,5884
-1,5839
-1,5838
-1,5823
-1,5819
-1,5786
-1,5781
-1,5754
-1,5709
-1,5699
-1,5657
-1,5653
-1,5611
-1,5608
-1,5560
-1,5514
-1,5478
-1,5476
-1,5381
-1,5307
-1,5302
-1,5299
-1,5259



Anhang

XC

Genname

Zfp759
Fjx1
Lor
Pcyox1l
Adamtsl4
Matk
Pter
Fzdl
Mmd
Cmtrl
Grb14
Dnasell2
Gprc5b
Slc24a5
Tyro3
Vashl
Gdf15
Crif1
Pstpip2
Dmrt2
Creb3l4
Kifc3
Asah2
Rasl11b
Usp20
Sphkl
Samd9l
Rasllla
Itga7
Pgm2I1
Eme2
Sh2d4b
Phf19
S100a14
Ngf
Bach2
Phyh
Futl0
Hoxa2
Rnf130
Naprt
$100a13
Ankrdl
Nt5¢c3b
Stat5a

logz fold change — R1 vs.

Scr 300
-1,3594

-1,8186
-1,7023
-1,2309
-1,5676
-1,5055
-1,5361
-1,9793
-1,5222
-1,5185
-1,9343
-1,7179
-1,3207
-1,9556
-1,4375
-1,2262
-1,0982
-1,5948
-1,6807
-1,3299
-1,8699
-1,6680
-1,1696
-1,3969
-1,3312
-1,3405
-1,5470
-1,1608
-1,8240
-1,3999
-1,4254
-1,7027
-1,5178
-1,2877
-1,3347
-1,3585
-1,3256
-1,8120
-1,5162
-1,5256
-1,9314
-1,2595
-1,2257
-1,4716
-1,2085

logz fold change — R1 vs.

600
-1,6818

-1,2211
-1,3285
-1,7954
-1,4218
-1,4739
-1,4425
-0,9913
-1,4316
-1,4238
-0,9934
-1,2087
-1,6034
-0,9674
-1,4786
-1,6794
-1,8052
-1,3028
-1,2108
-1,5594
-1,0138
-1,2141
-1,7094
-1,4813
-1,5245
-1,5096
-1,3023
-1,6818
-1,0093
-1,4317
-1,4021
-1,1245
-1,2967
-1,5268
-1,4734
-1,4342
-1,4618
-0,9675
-1,2602
-1,2465
-0,8343
-1,4977
-1,5245
-1,2713
-1,5278

vs. Scr
-1,5206

-1,5198
-1,5154
-1,5131
-1,4947
-1,4897
-1,4893
-1,4853
-1,4769
-1,4711
-1,4638
-1,4633
-1,4620
-1,4615
-1,4581
-1,4528
-1,4517
-1,4488
-1,4457
-1,4447
-1,4419
-1,4410
-1,4395
-1,4391
-1,4279
-1,4251
-1,4247
-1,4213
-1,4167
-1,4158
-1,4138
-1,4136
-1,4072
-1,4072
-1,4040
-1,3963
-1,3937
-1,3897
-1,3882
-1,3860
-1,3829
-1,3786
-1,3751
-1,3714
-1,3682

mittlerer logz fold change — R1



Anhang

XClI

Genname

Lrrc8e
Sep 04
Fndc4
Rp24-174g2.1
Taccl
Trmtll
Sgch
2610005107rik
Carbb
Trpm6
Tall
Zfp239
Scin

Itga2
Agtrap
Tm6sf2
Gm17201
Ankrd52
Zdhhcl
Gm6548
Hmgn5
Gm21769
Stat5h
Grebll
Mme
Slc9a3rl
Hspalb
Golm1
Prr7
Gm10557
Gca
Mylip
Smarcc2
Irf9
Gm11914
Kcnjl14
Tmem40
D8ertd82e
Dph7
Gm13160
Neurllb
Usp36
Gpc4
Spin4
Tysndl

logz fold change — R1 vs.

Scr 300
-1,6555

-1,7732
-1,4408
-1,9662
-1,4573
-1,8146
-1,3819
-1,2945
-1,5105
-1,8101
-1,8160
-1,3858
-1,7116
-1,5305
-1,3826
-1,3899
-1,2640
-1,3659
-1,4673
-1,1476
-1,4825
-1,4406
-1,4398
-1,5405
-1,2124
-1,5056
-1,6520
-1,2615
-1,4487
-1,2419
-1,1523
-1,4770
-1,2779
-0,8640
-1,4978
-1,2599
-1,4508
-1,1290
-1,3187
-1,2701
-1,8159
-1,2007
-1,5411
-1,2401
-1,3587

logz fold change — R1 vs.

600
-1,0746

-0,9534
-1,2800
-0,7424
-1,2504
-0,8773
-1,3014
-1,3872
-1,1587
-0,8586
-0,8416
-1,2688
-0,9311
-1,1003
-1,2380
-1,2269
-1,3500
-1,2401
-1,1354
-1,4494
-1,1123
-1,1526
-1,1500
-1,0406
-1,3563
-1,0595
-0,9095
-1,2989
-1,1068
-1,3047
-1,3937
-1,0462
-1,2382
-1,6500
-1,0031
-1,2410
-1,0395
-1,3416
-1,1516
-1,1859
-0,6361
-1,2492
-0,8971
-1,1909
-1,0714

vs. Scr
-1,3651

-1,3633
-1,3604
-1,3543
-1,3538
-1,3460
-1,3417
-1,3409
-1,3346
-1,3343
-1,3288
-1,3273
-1,3214
-1,3154
-1,3103
-1,3084
-1,3070
-1,3030
-1,3013
-1,2985
-1,2974
-1,2966
-1,2949
-1,2906
-1,2844
-1,2825
-1,2808
-1,2802
-1,2777
-1,2733
-1,2730
-1,2616
-1,2581
-1,2570
-1,2504
-1,2504
-1,2452
-1,2353
-1,2352
-1,2280
-1,2260
-1,2249
-1,2191
-1,2155
-1,2151

mittlerer logz fold change — R1



Anhang XClII

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
St5 -1,1003 -1,3289 -1,2146
Dtx3l -1,1259 -1,3018 -1,2138
Tob2 -1,3939 -1,0297 -1,2118
Nek3 -1,4374 -0,9780 -1,2077
Zikl -1,1662 -1,2479 -1,2071
Manla -1,4161 -0,9963 -1,2062
Ptpn22 -1,3704 -1,0301 -1,2003
Ctsh -1,5341 -0,8630 -1,1986
Arl6ipl -1,1376 -1,2582 -1,1979
Serinc5 -1,1051 -1,2835 -1,1943
D030028a08rik -0,9813 -1,4071 -1,1942
Rnf213 -0,6430 -1,7448 -1,1939
Pak3 -1,2905 -1,0872 -1,1888
Smpd3 -1,1633 -1,2114 -1,1873
Camkmt -1,2299 -1,1442 -1,1871
Blnk -0,8452 -1,5284 -1,1868
Col18al -1,2424 -1,1298 -1,1861
Uba7 -1,0393 -1,3261 -1,1827
Fbxw17 -0,8636 -1,4896 -1,1766
Gjcl -1,2367 -1,1129 -1,1748
Cst6 -1,4433 -0,8968 -1,1701
Tspyll -1,3096 -1,0217 -1,1656
Kifc2 -1,1026 -1,2282 -1,1654
Cstb -1,2792 -1,0417 -1,1605
Camkk2 -0,8673 -1,4501 -1,1587
Acoxl -1,2935 -1,0237 -1,1586
Naaladl2 -1,3612 -0,9543 -1,1577
Gm21811 -1,1408 -1,1745 -1,1576
Top2a -1,2208 -1,0822 -1,1515
Rasef -1,0399 -1,2623 -1,1511
Kenh? -1,1850 -1,1172 -1,1511
RhbdI2 -1,5882 -0,7137 -1,1509
Coa3 -1,3124 -0,9873 -1,1498
Ank3 -1,5589 -0,7355 -1,1472
Foxnl -0,9875 -1,3061 -1,1468
Sh2d3c -1,1254 -1,1661 -1,1457
Fam20c -1,4542 -0,8352 -1,1447
Eeal -1,0048 -1,2763 -1,1406
Aamdc -1,3519 -0,9260 -1,1389
Cripl -1,6812 -0,5946 -1,1379
Itga2b -1,2770 -0,9963 -1,1367
Dcbldl -0,9632 -1,3090 -1,1361
Stat3 -1,0136 -1,2571 -1,1353
Fam195b -1,0950 -1,1722 -1,1336

Dusp14 -1,3273 -0,9355 -1,1314



Anhang

XCIl

Genname
Zfp862-ps
Denndla
Hoxb3
Emx20s
Ehf
Hexim1
A630095e13rik
Torlb
Fzd7
Morf4l1
Gpr157
lds
Hddc2
Pcch
Lrchl
Ifngrl
Glt28d2
Slc16a8
Gm4524
Epcam
Irgq
Tpgsl
Endov
Zfp324
4632415105rik
Ube2d1
Slc39all
Ric8b
Arl2bp
Faml71al
Mkrn2os
Zfpm2
Parp9
Ezhl
Hoxa3
D3ertd254e
Herc6
H2-d1
Gm5860
Rbms3
Slc7a7
Ttl3
Dtx4
Sydel
170001991 7rik

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-1,1237
-1,2833
-1,3630
-1,4139
-1,3399
-1,2840
-0,9158
-1,1875
-1,1534
-1,2995
-1,1365
-1,0012
-1,5376
-1,2059
-1,0120
-1,1659
-1,5816
-1,1993
-1,2269
-1,1922
-0,6485
-1,3659
-0,8235
-1,1049
-1,0598
-0,8151
-1,2178
-1,0500
-1,1814
-1,1054
-0,9789
-1,0621
-0,7443
-1,0818
-1,4065
-1,1717
-1,1107
-0,9558
-1,2757
-1,3846
-1,0623
-1,0547
-0,9655
-1,3074
-0,9309

logz fold change — R1 vs.
600

-1,1355
-0,9747
-0,8883
-0,8280
-0,8987
-0,9538
-1,3114
-1,0370
-1,0650
-0,9144
-1,0769
-1,2077
-0,6705
-0,9980
-1,1914
-1,0348
-0,6182
-0,9904
-0,9621
-0,9950
-1,5350
-0,8159
-1,3506
-1,0686
-1,1114
-1,3370
-0,9342
-1,0950
-0,9633
-1,0327
-1,1526
-1,0690
-1,3859
-1,0420
-0,7146
-0,9468
-1,0050
-1,1589
-0,8373
-0,7280
-1,0497
-1,0555
-1,1399
-0,7958
-1,1679

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-1,1296
-1,1290
-1,1257
-1,1209
-1,1193
-1,1189
-1,1136
-1,1122
-1,1092
-1,1070
-1,1067
-1,1044
-1,1041
-1,1019
-1,1017
-1,1004
-1,0999
-1,0949
-1,0945
-1,0936
-1,0918
-1,0909
-1,0871
-1,0867
-1,0856
-1,0761
-1,0760
-1,0725
-1,0723
-1,0691
-1,0657
-1,0655
-1,0651
-1,0619
-1,0606
-1,0593
-1,0579
-1,0574
-1,0565
-1,0563
-1,0560
-1,0551
-1,0527
-1,0516
-1,0494



Anhang XCIV

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Gm17435 -1,0324 -1,0589 -1,0457
Tmem64 -1,3671 -0,7242 -1,0457
Bc021891 -1,2543 -0,8302 -1,0422
Arf2 -1,0250 -1,0582 -1,0416
Ehhadh -1,0978 -0,9847 -1,0412
Mob3b -1,0218 -1,0585 -1,0402
1117rc -1,0144 -1,0641 -1,0393
Npnt -1,1782 -0,8975 -1,0379
Srd5al -1,4490 -0,6190 -1,0340
Fasn -0,7600 -1,3079 -1,0339
Zbtb39 -1,0533 -1,0141 -1,0337
Sesnl -1,0577 -1,0064 -1,0320
Lmnb2 -1,0236 -1,0404 -1,0320
Grk5 -1,2157 -0,8483 -1,0320
Arpin -1,1845 -0,8778 -1,0312
Thkl -1,0693 -0,9914 -1,0303
Cisd3 -1,4074 -0,6511 -1,0292
Cdsl -1,0350 -1,0218 -1,0284
Lman2 -1,1892 -0,8635 -1,0264
Ndufa8 -1,1547 -0,8978 -1,0262
Ssbp4 -1,1636 -0,8887 -1,0261
Mroh2a -1,3367 -0,7145 -1,0256
Zfp319 -1,0669 -0,9841 -1,0255
Rad51c -1,1791 -0,8709 -1,0250
Ttc7 -1,3197 -0,7282 -1,0239
Rassf3 -0,9460 -1,1002 -1,0231
Cradd -1,0753 -0,9664 -1,0209
Gm6483 -0,9750 -1,0627 -1,0188
Arhgap6 -1,1953 -0,8376 -1,0164
Ilvbl -1,1302 -0,9007 -1,0154
Cdcl4b -0,9667 -1,0573 -1,0120
Ncln -1,1090 -0,9079 -1,0084
Gm21092 -1,0623 -0,9539 -1,0081
Rhbdl1 -1,0089 -1,0046 -1,0067
Mfnl -1,0944 -0,9158 -1,0051
Fancc -1,1418 -0,8678 -1,0048
lars -0,6570 -1,3411 -0,9990
Pard6a -1,0769 -0,9178 -0,9974
Strada -0,8768 -1,1127 -0,9948
Baiap?2 -1,3270 -0,6583 -0,9927
Ercc6l2 -1,0138 -0,9697 -0,9918
Cd59a -1,1391 -0,8420 -0,9905
Gins3 -1,0641 -0,9164 -0,9903
Gprc5c¢ -0,8889 -1,0840 -0,9865

Snf8 -1,0841 -0,8884 -0,9862



Anhang

XCV

Genname

CkIf
Krt4
1117re
Clmn
RbI2
Cltb
Mxd3
Hnrnph3
Ncoa7
1810019d21rik
Ernl
Syne2
Caskin2
Ptprm
Vps37a
Psen2
Itgh2
Unk
Cutal
Sap30
Esytl
B2m
Txnrd3
Plscr2
Psme3
2700099c18rik
Dennd4b
Rnd2
Zfp358
MIkI
Llcam
Phb
Abca2
Mau2
Aktip

Ell
Slc7a6
Gm10039
Zfp866
Slc25a16
Tor2a
Btgl
Traf3ip2
Tcf19
Grb7

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-1,1122
-3,1279
-0,9081
-1,2144
-1,2598
-1,1234
-1,2148
-0,9562
-0,8977
-0,8702
-0,9687
-0,7396
-0,9202
-1,1446
-1,0394
-0,9529
-1,2984
-1,0590
-1,3372
-1,2517
-0,9055
-0,7594
-1,1640
-0,8888
-1,0283
-1,1994
-0,8213
-1,2522
-1,1422
-1,0226
-0,9600
-1,1576
-1,0504
-0,9659
-0,8255
-1,0597
-1,2475
-1,0241
-1,1167
-0,9337
-1,1766
-0,9752
-0,9946
-1,0587
-1,2934

logz fold change — R1 vs.
600

-0,8593
1,1610
-1,0588
-0,7516
-0,7054
-0,8408
-0,7477
-1,0029
-1,0605
-1,0859
-0,9867
-1,2101
-1,0281
-0,8026
-0,9069
-0,9931
-0,6465
-0,8854
-0,6067
-0,6916
-1,0332
-1,1790
-0,7738
-1,0482
-0,9032
-0,7307
-1,1088
-0,6745
-0,7835
-0,9026
-0,9630
-0,7653
-0,8708
-0,9543
-1,0946
-0,8602
-0,6688
-0,8906
-0,7955
-0,9765
-0,7293
-0,9301
-0,9085
-0,8425
-0,6073

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,9858
-0,9834
-0,9834
-0,9830
-0,9826
-0,9821
-0,9813
-0,9796
-0,9791
-0,9780
-0,9777
-0,9749
-0,9741
-0,9736
-0,9732
-0,9730
-0,9725
-0,9722
-0,9720
-0,9716
-0,9694
-0,9692
-0,9689
-0,9685
-0,9657
-0,9651
-0,9651
-0,9634
-0,9628
-0,9626
-0,9615
-0,9614
-0,9606
-0,9601
-0,9600
-0,9600
-0,9582
-0,9574
-0,9561
-0,9551
-0,9529
-0,9527
-0,9515
-0,9506
-0,9504



Anhang

XCVI

Genname

2810428i15rik
Ppplr21
Agtpbpl
Gm6485
Atf3
Prpsapl
Plekhh3
Hcfc2
Pomgnt2
Hoxb6
Pfn2
Cpeb3
Helz
Zfp639
Sh3glb2
Gm11808
Zdhhcl7
Nlel
Gstm5
Evpl
Pax9
Galnt4
Garem
Amfr
Akapl
Nup85
Sep 09
Acaca
Bex1
Exosc2
Uncl3d
Eya2
Psmd3
Rbms2
Tprn
Prrc2b
Zfp213
Nt5dcl
L3mbtI3
Cdc40
Slc25a10
2010111i01rik
Rrpl
Smarcel
Ano10

logz fold change — R1 vs.

Scr 300
-1,1188

-0,9827
-0,8933
-1,0618
-0,8361
-1,1417
-0,8799
-1,0627
-0,8100
-0,9775
-1,0368
-0,8129
-1,0789
-0,9980
-1,0729
-1,0013
-0,9429
-1,1738
-1,2626
-1,0129
-1,1514
-0,8738
-0,8161
-0,9704
-0,9828
-1,0991
-0,8991
-0,7834
-1,3888
41,0175
-1,0136
-1,0313
-1,0752
-0,9705
-0,9964
-0,8806
-0,9870
-0,7594
-0,7860
-1,0761
-0,9442
-0,7958
-1,0816
-1,0503
-0,8731

logz fold change — R1 vs.

600
-0,7813

-0,9169
-1,0060
-0,8339
-1,0509
-0,7399
-1,0016
-0,8178
-1,0704
-0,9000
-0,8363
-1,0569
-0,7887
-0,8682
-0,7923
-0,8634
-0,9217
-0,6899
-0,5997
-0,8481
-0,7087
-0,9834
-1,0372
-0,8736
-0,8607
-0,7393
-0,9376
-1,0521
-0,4433
-0,8127
-0,8122
-0,7937
-0,7472
-0,8517
-0,8216
-0,9370
-0,8291
-1,0542
-1,0262
-0,7356
-0,8664
-1,0142
-0,7275
-0,7545
-0,9301

vs. Scr
-0,9501

-0,9498
-0,9496
-0,9478
-0,9435
-0,9408
-0,9408
-0,9402
-0,9402
-0,9388
-0,9365
-0,9349
-0,9338
-0,9331
-0,9326
-0,9323
-0,9323
-0,9318
-0,9311
-0,9305
-0,9301
-0,9286
-0,9266
-0,9220
-0,9217
-0,9192
-0,9184
-0,9178
-0,9160
-0,9151
-0,9129
-0,9125
-0,9112
-0,9111
-0,9090
-0,9088
-0,9080
-0,9068
-0,9061
-0,9058
-0,9053
-0,9050
-0,9045
-0,9024
-0,9016

mittlerer logz fold change — R1



Anhang

XCVII

Genname
Atp5g1
Irs2
Ubr3
Gm5141
Rnf128
Lgalsl
Ulk2
Ddhd2
Pknl
Prpsap2
Pcnt
Scoc
Fbxo7
Fnbpl
Kat6a
Fbxw5
Slc6al7
Armc6
Uimcl
Rufy2
Slc27a4
LrpS
Sec24d
Mfsd7b
Ap3dl
Tmco3
Lrrc59
Mshé
Trim25
Rnftl
Tmbim4
Ceptl
Rev3l
Cythl
Sirtl
Etl4
Nenf
Slc39a3
Appl2
H3f3b
Slc7a6os
Lrrcl4
Ggh
Sppl2b
3830406¢13rik

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-1,0353
-0,8152
-0,8957
-0,9584
-1,1240
-1,1252
-0,7260
-0,8113
-0,9876
-0,8530
-0,9355
-0,8128
-1,0197
-0,8679
-0,9624
-0,9595
-0,9731
-0,8676
-0,9869
-0,9429
-0,8130
-1,0728
-0,7301
-1,0979
-1,0139
-0,7974
-0,9318
-1,0935
-0,6242
-0,9111
-0,9867
-0,7723
-0,9587
-0,7654
-0,9758
-0,7273
-0,8410
-0,8762
-0,9112
-0,9764
-1,0006
-0,8112
-1,0160
-0,8552
-1,0776

logz fold change — R1 vs.
600

-0,7667
-0,9832
-0,9010
-0,8349
-0,6675
-0,6647
-1,0610
-0,9740
-0,7962
-0,9301
-0,8419
-0,9641
-0,7572
-0,9087
-0,8139
-0,8156
-0,8016
-0,9069
-0,7875
-0,8314
-0,9606
-0,6999
-1,0423
-0,6729
-0,7551
-0,9710
-0,8352
-0,6723
-1,1392
-0,8520
-0,7759
-0,9891
-0,7998
-0,9915
-0,7799
-1,0269
-0,9035
-0,8677
-0,8316
-0,7662
-0,7418
-0,9300
-0,7236
-0,8787
-0,6536

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,9010
-0,8992
-0,8984
-0,8966
-0,8958
-0,8950
-0,8935
-0,8927
-0,8919
-0,8916
-0,8887
-0,8885
-0,8885
-0,8883
-0,8882
-0,8875
-0,8873
-0,8872
-0,8872
-0,8872
-0,8868
-0,8864
-0,8862
-0,8854
-0,8845
-0,8842
-0,8835
-0,8829
-0,8817
-0,8815
-0,8813
-0,8807
-0,8793
-0,8785
-0,8778
-0,8771
-0,8723
-0,8719
-0,8714
-0,8713
-0,8712
-0,8706
-0,8698
-0,8670
-0,8656



Anhang

XCVII

Genname

Cox11
Gm12715
Naccl
Map3k14
Cenpb
Cdr2l
Itgb4
Amigol
Serincl
Mettl23
Tmal6
Cc2dla
Hook3
Med26
Hapl
Nup210
Tmem62
Crem
Mtfr2
Syngr2
Gm13092
Gpsm1l
Foxn2
Ghdc
D10wsu102e
Samhd1
Ppmld
Slc35el
Cogl
Sh3kbpl
Ext2

Fnta
Pcytlb
Ash6
Trim47
Tmem19
Rundcl
Cenpu
E130307al4rik
Nmel
Atpl3al
6820431f20rik
Oazl
Hmgn3
6430548m08rik

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-1,0388
-1,0630
-0,9711
-1,0646
-0,7667
-0,9214
-0,8946
-0,9358
-0,7389
-1,2305
-1,0809
-0,9150
-0,9075
-0,8671
-0,9274
-0,6726
-0,9933
-0,9610
-0,8590
-1,0640
-1,0433
-0,8100
-0,8706
-0,7662
-0,9575
-0,7439
-0,9297
-0,9718
-0,9316
-1,1313
-0,9337
-1,0612
-1,0343
-0,9091
-0,9351
-0,7926
-1,0058
-0,8731
-1,0214
-1,0464
-0,9266
-0,8037
-1,1623
-1,0873
-0,9573

logz fold change — R1 vs.
600

-0,6917
-0,6670
-0,7588
-0,6653
-0,9629
-0,8076
-0,8332
-0,7916
-0,9874
-0,4953
-0,6431
-0,8062
-0,8128
-0,8509
-0,7905
-1,0415
-0,7203
-0,7524
-0,8518
-0,6462
-0,6663
-0,8985
-0,8360
-0,9402
-0,7469
-0,9605
-0,7746
-0,7319
-0,7721
-0,5706
-0,7678
-0,6401
-0,6646
-0,7888
-0,7618
-0,8988
-0,6823
-0,8129
-0,6643
-0,6374
-0,7562
-0,8787
-0,5159
-0,5890
-0,7189

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,8653
-0,8650
-0,8649
-0,8649
-0,8648
-0,8645
-0,8639
-0,8637
-0,8631
-0,8629
-0,8620
-0,8606
-0,8601
-0,8590
-0,8589
-0,8570
-0,8568
-0,8567
-0,8554
-0,8551
-0,8548
-0,8543
-0,8533
-0,8532
-0,8522
-0,8522
-0,8521
-0,8519
-0,8519
-0,8509
-0,8508
-0,8506
-0,8494
-0,8490
-0,8484
-0,8457
-0,8441
-0,8430
-0,8428
-0,8419
-0,8414
-0,8412
-0,8391
-0,8382
-0,8381



Anhang

XCIX

Genname
Pgs1
Grké
Itprl
Gnall
Aspscrl
Prosc
2210011c24rik
Crat
Tfdpl
Rnf170
D8ertd738e
Hgsnat
Mb21d1
Lactb
Rab5b
Ttl7
Anklel
Pip5kic
Traf2
Mrm1
Fadd
Sin3b
Mcm5
Cdk2
Ddx42
Acd
Kiflbp
Tsen54
Rwdd1
Tmem5
Scx
Zwint
Pomtl
Tmeml6la
Tnip2
Priml
Timeless
Prdx2
Gm7335
2310036022rik
Tecr
Hoxb8
Rffl
Scpepl
Dhrs11

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-0,8777
-0,8044
-0,7801
-0,9339
-0,9000
-1,0230
-1,1624
-1,0311
-0,9674
-0,8087
-1,0637
-0,7970
-0,7937
-1,0715
-0,8211
-0,9422
-1,0561
-0,8431
-1,0137
-0,7997
-0,7977
-0,9076
-0,9733
-0,9481
-0,8857
-1,0364
-0,9988
-0,9526
-1,1118
-0,9769
-0,8340
-0,7967
-0,8185
-0,7368
-0,6690
-0,8875
-0,9255
-0,9171
-0,8121
-0,9176
-0,8428
-0,7698
-0,8741
-0,9102
-0,8210

logz fold change — R1 vs.
600

-0,7937
-0,8633
-0,8875
-0,7334
-0,7672
-0,6433
-0,5033
-0,6333
-0,6958
-0,8531
-0,5979
-0,8608
-0,8618
-0,5828
-0,8331
-0,7104
-0,5948
-0,8070
-0,6343
-0,8467
-0,8485
-0,7363
-0,6698
-0,6943
-0,7547
-0,6032
-0,6380
-0,6827
-0,5202
-0,6544
-0,7944
-0,8305
-0,8084
-0,8900
-0,9562
-0,7350
-0,6962
-0,7043
-0,8084
-0,7006
-0,7725
-0,8451
-0,7379
-0,7010
-0,7896

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,8357
-0,8339
-0,8338
-0,8337
-0,8336
-0,8331
-0,8328
-0,8322
-0,8316
-0,8309
-0,8308
-0,8289
-0,8277
-0,8271
-0,8271
-0,8263
-0,8254
-0,8250
-0,8240
-0,8232
-0,8231
-0,8220
-0,8216
-0,8212
-0,8202
-0,8198
-0,8184
-0,8176
-0,8160
-0,8156
-0,8142
-0,8136
-0,8134
-0,8134
-0,8126
-0,8113
-0,8109
-0,8107
-0,8103
-0,8091
-0,8077
-0,8074
-0,8060
-0,8056
-0,8053



Anhang

Genname

Mpv17I2
Casc3
Bripl
Lbhd1
Heatr3
Usp38
Tmc6
Gm43737
Arhgap42
Madd
urml
Brca2
Grb2
Pcml
Ap2b1
Gm26917
Trappcl0
Culda
Apba3
Cpd
Bicdl
Myo5c
Pkp3
1110051m20rik
Slc43a2
Rab8a
OrmdI3
Gpr107
Sap30bp
Myo19
Dcexr
Ppp2rd
Dcaf7
Farsa
Tnrc6e
Naaa
Gga3
Aatf
Gadd45g
H2-k1
Cantl
Psmb3
2310067b10rik
Pla2g15
Chptl

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-0,8146
-0,9066
-0,8392
-1,0429
-0,9574
-0,9127
-0,8632
-0,7973
-0,9457
-0,8263
-0,9052
-0,7563
-0,9220
-0,9937
-0,9453
-0,9020
-0,7975
-0,9390
-0,8978
-0,6598
-0,7838
-0,8056
-0,8982
-0,9885
-0,6781
-0,8998
-0,7003
-0,8107
-0,9114
-0,7630
-0,8349
-0,8869
-0,7850
-0,9024
-0,8160
-0,8813
-0,8367
-0,8728
-0,9086
-0,7225
-0,6931
-0,9151
-0,8792
-0,6926
-0,9872

logz fold change — R1 vs.
600

-0,7953
-0,7033
-0,7705
-0,5660
-0,6511
-0,6939
-0,7415
-0,8052
-0,6565
-0,7753
-0,6962
-0,8444
-0,6776
-0,6052
-0,6504
-0,6929
-0,7969
-0,6546
-0,6912
-0,9278
-0,8028
-0,7809
-0,6877
-0,5900
-0,9001
-0,6778
-0,8773
-0,7666
-0,6625
-0,8083
-0,7363
-0,6828
-0,7831
-0,6638
-0,7502
-0,6847
-0,7290
-0,6923
-0,6553
-0,8410
-0,8703
-0,6469
-0,6817
-0,8680
-0,5732

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,8050
-0,8049
-0,8048
-0,8044
-0,8042
-0,8033
-0,8023
-0,8013
-0,8011
-0,8008
-0,8007
-0,8003
-0,7998
-0,7995
-0,7979
-0,7975
-0,7972
-0,7968
-0,7945
-0,7938
-0,7933
-0,7932
-0,7930
-0,7892
-0,7891
-0,7888
-0,7888
-0,7887
-0,7869
-0,7856
-0,7856
-0,7848
-0,7840
-0,7831
-0,7831
-0,7830
-0,7828
-0,7826
-0,7819
-0,7818
-0,7817
-0,7810
-0,7805
-0,7803
-0,7802



Anhang

Cl

Genname

Micul
Cstf2t
Muml
Dip2a
Fzd2
Sptanl
Mrps7
Gm9824
Vmpl
Smarcd2
Arl16
Pigf
Slc25a42
Neurl3
Fn3krp
E2f4
Slc25a15
Rab3ip
Vps53
Dolk
Mast3
Zc3h10
Map1ls
St7l
Phc3
Ccdc53
Ralgds
Rps6kbl
Uckl
Nfatc3
Zbth24
Rab33b
Polr3h
Heatr6
Nploc4
Cactin
Mrps28
Tmem263
Pip4k2b
Caml
Athl1
Dusll
Thcel
Fam32a
Actgl

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-0,8855
-0,7562
-0,8584
-0,7522
-0,9743
-0,7724
-0,9603
-0,7177
-0,6695
-0,8356
-0,9333
-0,8033
-0,8266
-0,6358
-0,9237
-1,0034
-1,0197
-0,9003
-0,8187
-0,7192
-1,0587
-0,9294
-0,9175
-0,7117
-0,8419
-1,0279
-0,7963
-0,9671
-0,8307
-0,7455
-0,9604
-0,6633
-0,9243
-0,7801
-0,8048
-0,9840
-1,0279
-0,8835
-0,7448
-0,6654
-0,6547
-0,9722
-0,7899
-0,8131
-0,8518

logz fold change — R1 vs.
600

-0,6732
-0,8015
-0,6993
-0,8028
-0,5803
-0,7811
-0,5901
-0,8326
-0,8807
-0,7133
-0,6150
-0,7447
-0,7210
-0,9111
-0,6232
-0,5434
-0,5268
-0,6459
-0,7269
-0,8260
-0,4844
-0,6123
-0,6239
-0,8276
-0,6934
-0,5071
-0,7384
-0,5656
-0,7012
-0,7852
-0,5684
-0,8633
-0,6015
-0,7451
-0,7162
-0,5351
-0,4907
-0,6339
-0,7705
-0,8492
-0,8589
-0,5352
-0,7166
-0,6923
-0,6528

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,7793
-0,7789
-0,7788
-0,7775
-0,7773
-0,7768
-0,7752
-0,7752
-0,7751
-0,7744
-0,7742
-0,7740
-0,7738
-0,7735
-0,7735
-0,7734
-0,7732
-0,7731
-0,7728
-0,7726
-0,7716
-0,7708
-0,7707
-0,7696
-0,7677
-0,7675
-0,7674
-0,7663
-0,7660
-0,7653
-0,7644
-0,7633
-0,7629
-0,7626
-0,7605
-0,7596
-0,7593
-0,7587
-0,7576
-0,7573
-0,7568
-0,7537
-0,7532
-0,7527
-0,7523



Anhang

Cil

Genname

Stonl
1700030k09rik
Pax8
Mta3
Alg5
Nol11
Uqgcerll
Rad51d
Cherp
Fam160al
Sikl
Ntmtl
1190002n15rik
Rabepk
Cd82
Jund
Slc16a13
Torla
Rexol
Tobl
Cenpt
Slc22a15
Mknk2
TIk2
Spticl
Mtmrl
Eftud2
Ndufb7
Recql5
Arhgdia
Aldh9al
Dgke
Sf3a2
Pnpo
Nt5¢c
Med22
Pgrmc2
Dhx40
Gm10232
Zfp398
Gosr2
Coasy
Dohh
Itgab
Pcsk7

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-0,8624
-0,8175
-0,9219
-0,8218
-0,8622
-0,8205
-0,9808
-0,9007
-0,7781
-0,9091
-0,7668
-0,9146
-0,8055
-0,8374
-0,9457
-0,6719
-0,7398
-0,7869
-0,8604
-1,0285
-0,7586
-0,7493
-0,9113
-0,7665
-0,5651
-0,7944
-0,8408
-0,9337
-0,7420
-0,7989
-0,7284
-0,7893
-0,8880
-0,6684
-0,8214
-0,8434
-0,8392
-0,8728
-0,8797
-0,6479
-0,7831
-0,7754
-0,8314
-0,8606
-0,7282

logz fold change — R1 vs.
600

-0,6418
-0,6865
-0,5794
-0,6795
-0,6388
-0,6804
-0,5188
-0,5965
-0,7164
-0,5850
-0,7272
-0,5776
-0,6853
-0,6534
-0,5437
-0,8163
-0,7483
-0,6987
-0,6251
-0,4569
-0,7262
-0,7354
-0,5729
-0,7176
-0,9171
-0,6870
-0,6404
-0,5471
-0,7386
-0,6786
-0,7474
-0,6858
-0,5840
-0,8020
-0,6484
-0,6249
-0,6274
-0,5933
-0,5862
-0,8173
-0,6810
-0,6881
-0,6302
-0,6005
-0,7326

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,7521
-0,7520
-0,7507
-0,7506
-0,7505
-0,7504
-0,7498
-0,7486
-0,7473
-0,7470
-0,7470
-0,7461
-0,7454
-0,7454
-0,7447
-0,7441
-0,7440
-0,7428
-0,7427
-0,7427
-0,7424
-0,7423
-0,7421
-0,7421
-0,7411
-0,7407
-0,7406
-0,7404
-0,7403
-0,7388
-0,7379
-0,7375
-0,7360
-0,7352
-0,7349
-0,7342
-0,7333
-0,7331
-0,7329
-0,7326
-0,7320
-0,7318
-0,7308
-0,7306
-0,7304



Anhang ci

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Psmd12 -0,9562 -0,5039 -0,7301
Fbfl -0,7659 -0,6925 -0,7292
Gm15920 -0,9109 -0,5471 -0,7290
Nedd1 -0,6765 -0,7813 -0,7289
Borcs8 -0,7773 -0,6759 -0,7266
Tspan33 -0,8241 -0,6289 -0,7265
Mrpl23 -0,7584 -0,6945 -0,7264
Sema4d -0,6859 -0,7661 -0,7260
Slc10a7 -0,7351 -0,7164 -0,7257
Vdac3-psl -0,7881 -0,6633 -0,7257
Mbd3 -0,9395 -0,5115 -0,7255
Atp6v1b2 -0,7111 -0,7384 -0,7247
Zhx3 -0,8181 -0,6312 -0,7247
Ints2 -0,6357 -0,8134 -0,7246
Atpllb -0,9386 -0,5101 -0,7243
Ccdc47 -0,8122 -0,6337 -0,7230
Abca3 -0,6466 -0,7986 -0,7226
DynlI2 -0,8622 -0,5796 -0,7209
Gpsl -0,8869 -0,5531 -0,7200
Snrpd3 -0,8764 -0,5635 -0,7199
Tmem243 -0,7282 -0,7103 -0,7192
Ttcl4 -0,8592 -0,5781 -0,7186
Nhsl1 -0,9336 -0,5024 -0,7180
H2afy -0,9522 -0,4832 -0,7177
Mgatda -0,8441 -0,5877 -0,7159
Mecom -0,8848 -0,5461 -0,7155
TIr3 -0,6677 -0,7619 -0,7148
Erbb2 -0,7887 -0,6402 -0,7144
Twf2 -0,6123 -0,8161 -0,7142
Ippk -0,6717 -0,7566 -0,7142
Aes -0,9617 -0,4666 -0,7141
Vps26a -0,8766 -0,5510 -0,7138
D1iwsu47e -0,7929 -0,6340 -0,7134
Socs? -0,6603 -0,7645 -0,7124
Vdac3 -0,8283 -0,5940 -0,7112
Usbl -0,7200 -0,7006 -0,7103
Ptprk -0,5526 -0,8659 -0,7092
Hexdc -0,8429 -0,5733 -0,7081
Glol -0,8766 -0,5394 -0,7080
Jtb -0,6602 -0,7557 -0,7080
Inpp5e -0,6797 -0,7354 -0,7075
Dnajbl -0,8630 -0,5501 -0,7066
2310011j03rik -0,7309 -0,6815 -0,7062
Acly -0,6884 -0,7237 -0,7061

Rspryl -0,7178 -0,6941 -0,7060



Anhang

Clv

Genname

Exoc7
Vps36
Cneplrl
Kpna2
D230025d16rik
Prkar2a
Wdr83os
Tsc22d1
Poclb
Polrmt
Parp3
Psd
Slc35b1
Tmem259
Hdacl
Rsul
Spcs3
Erlinl
Dhx32
Abhd2
Cc2d1b
Dazapl
Zbth43
Abhd16a
Atp5h
Tmed9
Dcun1d2
U2afl
Usp44
Psmc5
Homer3
B3gnt3
Tubb2a
Ftsj3
Bmp2k
Abcb10
Ipmk
Fpgs
Dhx8
Sbno2
Ocell
Btbd3
Scrn2
Nr2f6
Fto

logz fold change — R1 vs.

Scr 300
-0,8333

-0,7693
-0,6403
-0,8090
-0,7417
-0,8186
-0,8675
-0,5215
-0,8343
-0,7296
-0,7991
-0,7270
-0,6799
-0,7434
-0,8553
-0,7856
-0,8932
-0,7799
-0,6072
-0,5957
-0,6481
-0,7512
-0,8559
-0,7673
-0,9369
-0,7476
-0,7384
-0,8109
-0,7328
-0,7888
-0,6423
-0,7031
-0,6437
-0,7680
-0,7357
-0,6764
-0,6189
-0,7560
-0,7161
-0,7252
-0,7581
-0,7508
-0,6563
-0,7885
-0,8097

logz fold change — R1 vs.

600
-0,5746

-0,6379
-0,7650
-0,5961
-0,6628
-0,5853
-0,5363
-0,8810
-0,5672
-0,6673
-0,5971
-0,6685
-0,7152
-0,6504
-0,5379
-0,6072
-0,4988
-0,6120
-0,7833
-0,7928
-0,7392
-0,6358
-0,5306
-0,6188
-0,4488
-0,6369
-0,6447
-0,5691
-0,6471
-0,5901
-0,7313
-0,6696
-0,7286
-0,6042
-0,6350
-0,6918
-0,7475
-0,6100
-0,6487
-0,6394
-0,6051
-0,6095
-0,7031
-0,5697
-0,5476

vs. Scr
-0,7039

-0,7036
-0,7027
-0,7025
-0,7022
-0,7020
-0,7019
-0,7013
-0,7008
-0,6985
-0,6981
-0,6978
-0,6975
-0,6969
-0,6966
-0,6964
-0,6960
-0,6960
-0,6952
-0,6942
-0,6936
-0,6935
-0,6932
-0,6930
-0,6928
-0,6923
-0,6916
-0,6900
-0,6900
-0,6894
-0,6868
-0,6863
-0,6861
-0,6861
-0,6854
-0,6841
-0,6832
-0,6830
-0,6824
-0,6823
-0,6816
-0,6801
-0,6797
-0,6791
-0,6786

mittlerer logz fold change — R1



Anhang

Cv

Genname
Mifdgd
Paics
Ubginl
Rab15
Gfod2
Ranbp10
Gm53
Lemd3
Crtap
St14
Gipcl
Zswim4
Edfl
Myo9b
Ddx28
Gm10146
Mocs2
Nael
Ccdc59
Afapll2
Akapll
Capn7
Kat2a
Eif2ak3
Wdr83
Larplb
Prkca
D10jhu81e
Tnpo2
Plekhj1
Dapk3
Aplml
Tubgcp3
Dctn2
Alyref
Brcal
Sashl
Tubgl
Rfng
Cabinl
Ptrf
Recql
Iscal
Ranbp2
Mcfd2

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-0,8053
-0,8364
-0,8392
-0,7959
-0,7745
-0,8134
-0,7015
-0,7382
-0,8823
-0,7967
-0,7184
-0,6928
-0,8112
-0,6979
-0,8410
-0,6958
-0,8438
-0,6799
-0,7696
-0,8205
-0,6835
-0,6665
-0,7382
-0,7072
-0,6686
-0,7949
-0,7817
-0,8056
-0,7526
-0,8144
-0,8533
-0,5764
-0,7683
-0,7260
-0,8641
-0,7627
-0,8568
-0,7373
-0,6446
-0,6978
-0,7986
-0,8053
-0,6942
-0,7180
-0,7687

logz fold change — R1 vs.
600

-0,5518
-0,5205
-0,5171
-0,5598
-0,5811
-0,5417
-0,6522
-0,6140
-0,4680
-0,5525
-0,6301
-0,6532
-0,5322
-0,6432
-0,4969
-0,6418
-0,4931
-0,6567
-0,5666
-0,5153
-0,6523
-0,6688
-0,5971
-0,6260
-0,6644
-0,5373
-0,5502
-0,5240
-0,5761
-0,5143
-0,4733
-0,7501
-0,5582
-0,6002
-0,4615
-0,5624
-0,4681
-0,5872
-0,6793
-0,6248
-0,5229
-0,5160
-0,6264
-0,6006
-0,5499

Scr

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,6785
-0,6785
-0,6781
-0,6779
-0,6778
-0,6776
-0,6769
-0,6761
-0,6751
-0,6746
-0,6743
-0,6730
-0,6717
-0,6706
-0,6689
-0,6688
-0,6684
-0,6683
-0,6681
-0,6679
-0,6679
-0,6677
-0,6677
-0,6666
-0,6665
-0,6661
-0,6659
-0,6648
-0,6644
-0,6643
-0,6633
-0,6633
-0,6633
-0,6631
-0,6628
-0,6626
-0,6625
-0,6623
-0,6620
-0,6613
-0,6608
-0,6607
-0,6603
-0,6593
-0,6593



Anhang CVI

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Yipf6 -0,6722 -0,6453 -0,6587
Mcphl -0,7423 -0,5740 -0,6582
Pbx3 -0,7824 -0,5335 -0,6579
Stx17 -0,5712 -0,7447 -0,6579
Rbm17 -0,8060 -0,5098 -0,6579
Msh2 -0,7671 -0,5481 -0,6576
Mon2 -0,6903 -0,6246 -0,6575
Psmc3ip -0,7157 -0,5981 -0,6569
Rnf146 -0,7154 -0,5973 -0,6563
Sarla -0,8009 -0,5116 -0,6562
Dcunldl -0,8057 -0,5059 -0,6558
Fanca -0,7016 -0,6093 -0,6554
Ppp2r3a -0,7581 -0,5526 -0,6554
Ndfipl -0,6756 -0,6339 -0,6548
Spns2 -0,8116 -0,4978 -0,6547
P4hb -0,8150 -0,4940 -0,6545
Wrn -0,7001 -0,6085 -0,6543
Taok2 -0,7555 -0,5508 -0,6532
Gm9816 -0,7363 -0,5691 -0,6527
Pxdn -0,7356 -0,5686 -0,6521
Asfla -0,7890 -0,5142 -0,6516
Zzefl -0,6089 -0,6933 -0,6511
Mcu -0,7216 -0,5781 -0,6498
Mrps2 -0,7228 -0,5744 -0,6486
Plk4 -0,7277 -0,5695 -0,6486
Smarcab -0,8592 -0,4363 -0,6478
Tomlll -0,7710 -0,5224 -0,6467
Man2b2 -0,6620 -0,6311 -0,6465
Rabl14 -0,7182 -0,5732 -0,6457
Gm10093 -0,7705 -0,5174 -0,6439
Hnl -0,7162 -0,5688 -0,6425
Stard3 -0,6910 -0,5931 -0,6420
Med24 -0,7421 -0,5402 -0,6411
Snx3 -0,8199 -0,4620 -0,6410
Cdk4 -0,8011 -0,4797 -0,6404
Bc017643 -0,7045 -0,5756 -0,6401
Phf2 -0,7156 -0,5643 -0,6399
Mtfrl -0,6468 -0,6327 -0,6397
B4galntl -0,6779 -0,6007 -0,6393
OrmdI2 -0,5875 -0,6874 -0,6374
Tmem147 -0,7381 -0,5364 -0,6372
Stxbp4 -0,6931 -0,5801 -0,6366
Prepl -0,6834 -0,5894 -0,6364
Thoc3 -0,6774 -0,5947 -0,6361

Stk11l -0,7360 -0,5341 -0,6350



Anhang CVvil

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Samd14 -0,6728 -0,5955 -0,6341
Cbfb -0,6070 -0,6582 -0,6326
Lgals8 -0,6543 -0,6088 -0,6315
Smg8 -0,6543 -0,6077 -0,6310
Pwpl -0,7463 -0,5148 -0,6305
0s9 -0,6059 -0,6545 -0,6302
Rab5c -0,6846 -0,5731 -0,6288
Wdr41 -0,5806 -0,6769 -0,6288
Trntl -0,6747 -0,5823 -0,6285
Tusc3 -0,7733 -0,4836 -0,6285
Vpsda -0,6581 -0,5962 -0,6272
Nup188 -0,6613 -0,5908 -0,6260
Liph -0,7604 -0,4846 -0,6225
Trappcll -0,6927 -0,5513 -0,6220
Anapcll -0,6530 -0,5903 -0,6217
Stiml -0,7343 -0,5080 -0,6212
Fam120a -0,8128 -0,4290 -0,6209
Fzd6 -0,6587 -0,5829 -0,6208
Hoxb4 -0,6212 -0,6188 -0,6200
Zdhhc12 -0,5813 -0,6585 -0,6199
Suptda -0,8045 -0,4349 -0,6197
Vps35 -0,7560 -0,4809 -0,6185
Cs -0,8103 -0,4266 -0,6185
Cdk1 -0,7765 -0,4599 -0,6182
Smim12 -0,6859 -0,5506 -0,6182
Sephs2 -0,7196 -0,5163 -0,6179
Eogt -0,5876 -0,6461 -0,6169
Setd7 -0,6855 -0,5476 -0,6165
Hacel -0,6546 -0,5783 -0,6164
Bc005624 -0,6518 -0,5809 -0,6163
Slc30a7 -0,6884 -0,5425 -0,6154
Nrbf2 -0,6640 -0,5631 -0,6136
Prmt2 -0,5745 -0,6523 -0,6134
Atxn713 -0,7275 -0,4916 -0,6095
Thapll -0,7009 -0,5167 -0,6088
Cd164 -0,7303 -0,4870 -0,6086
Ube2n -0,8343 -0,3828 -0,6085
Mus81 -0,4923 -0,7230 -0,6077
D17h6s53e -0,6580 -0,5572 -0,6076
Polr2e -0,7499 -0,4632 -0,6066
Mtmr4 -0,7189 -0,4941 -0,6065
Selk -0,7442 -0,4682 -0,6062
Nup93 -0,7540 -0,4564 -0,6052
Faf2 -0,6152 -0,5950 -0,6051

Tex2 -0,7157 -0,4939 -0,6048



Anhang Cvill

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Ash2l -0,6329 -0,5764 -0,6046
Slc35b4 -0,5864 -0,6213 -0,6039
Zc3h7b -0,7170 -0,4897 -0,6033
Rtch -0,7014 -0,5020 -0,6017
Arll -0,7406 -0,4628 -0,6017
Pym1 -0,6763 -0,5254 -0,6009
Synrg -0,5926 -0,6087 -0,6006
Abl1 -0,7132 -0,4875 -0,6003
Swi5 -0,7426 -0,4542 -0,5984
Whsc1l1 -0,7062 -0,4897 -0,5979
Atp2b1 -0,6870 -0,5074 -0,5972
Fam207a -0,6024 -0,5910 -0,5967
Mrpl38 -0,7232 -0,4695 -0,5964
Lsr -0,5746 -0,6180 -0,5963
Yeats4 -0,7699 -0,4227 -0,5963
Mfge8 -0,7937 -0,3981 -0,5959
Appbp2 -0,7109 -0,4804 -0,5956
Chx1 -0,7424 -0,4485 -0,5954
Acad9 -0,7178 -0,4716 -0,5947
Zbtb7a -0,6887 -0,4996 -0,5942
Nup214 -0,6335 -0,5543 -0,5939
Fam96b -0,6875 -0,5001 -0,5938
Spag9 -0,7110 -0,4763 -0,5937
Gpatch8 -0,6292 -0,5580 -0,5936
Calm2 -0,7924 -0,3918 -0,5921
Fam107b -0,7435 -0,4398 -0,5917
Sgta -0,6778 -0,5049 -0,5913
Zmpste24 -0,5655 -0,6169 -0,5912
Cdc16 -0,7084 -0,4723 -0,5903
Hgs -0,6241 -0,5560 -0,5901
Thada -0,6415 -0,5367 -0,5891
Gnal3 -0,6205 -0,5571 -0,5888
Map2k2 -0,7050 -0,4711 -0,5881
Prkci -0,7229 -0,4520 -0,5875
Eifdebp2 -0,7418 -0,4310 -0,5864
Mcm3ap -0,6493 -0,5225 -0,5859
Abcel -0,7168 -0,4534 -0,5851
Gopc -0,6168 -0,5461 -0,5815
Dcakd -0,6695 -0,4929 -0,5812
Tpm4 -0,6216 -0,5403 -0,5810
Lampl -0,6378 -0,5211 -0,5795
Ligl2 -0,6476 -0,5071 -0,5773
Mpc2 -0,6031 -0,5491 -0,5761
Gtf3c6 -0,6630 -0,4880 -0,5755

Eps1511 -0,6209 -0,5291 -0,5750



Anhang

CIX

Genname
Ppapdclb
Ythdf3
Sirt7
Hintl
Tmem184c
Cdc123
Golga7
Herc4
Zmynd19
Spop
Cep83
Gpat4
Fucal
Zfp280b
Acol
Slc35¢1
Fam134c
Abhd13
Ube2g2
Cdanl
Ddx49
Arhgef7
Atxn713b
Ccdc43
Mppl
Gins4
Amd1l
Gfer
Psmb4
Nusl
Dnajb12
Taf5
Cipc
Foxk2
Fbxo3
Hiatl
Tspan31
Cers5
Rfk
Map2k7
Itghl
Cyb5b
Hacd3
SmpdI3b
Chd3

logz fold change — R1 vs.

Scr 300
-0,6081

-0,7210
-0,5869
-0,6025
-0,5211
-0,6794
-0,6500
-0,6899
-0,5598
-0,6742
-0,6081
-0,6147
-0,6686
-0,5899
-0,6225
-0,5323
-0,6535
-0,6084
-0,6316
-0,5953
-0,6280
-0,5266
-0,6030
-0,6629
-0,5526
-0,6520
-0,6601
-0,5794
-0,5825
-0,6336
-0,6944
-0,5743
-0,5998
-0,6073
-0,6003
-0,5976
-0,6172
-0,5814
-0,5934
-0,5633
-0,5162
-0,5753
-0,4649
-0,5090
-0,4828

logz fold change — R1 vs.

600
-0,5389

-0,4254
-0,5591
-0,5398
-0,6195
-0,4610
-0,4903
-0,4502
-0,5769
-0,4597
-0,5228
-0,5099
-0,4538
-0,5290
-0,4950
-0,5806
-0,4579
-0,5023
-0,4789
-0,5151
-0,4819
-0,5805
-0,5027
-0,4419
-0,5494
-0,4475
-0,4385
-0,5175
-0,5134
-0,4606
-0,3956
-0,5140
-0,4848
-0,4594
-0,4627
-0,4611
-0,4352
-0,4654
-0,4498
-0,4613
-0,5048
-0,4349
-0,5320
-0,4807
-0,4685

vs. Scr
-0,5735

-0,5732
-0,5730
-0,5711
-0,5703
-0,5702
-0,5702
-0,5700
-0,5683
-0,5670
-0,5655
-0,5623
-0,5612
-0,5594
-0,5588
-0,5565
-0,5557
-0,5554
-0,5552
-0,5552
-0,5550
-0,5536
-0,5528
-0,5524
-0,5510
-0,5497
-0,5493
-0,5485
-0,5480
-0,5471
-0,5450
-0,5441
-0,5423
-0,5333
-0,5315
-0,5294
-0,5262
-0,5234
-0,5216
-0,5123
-0,5105
-0,5051
-0,4985
-0,4948
-0,4757

mittlerer logz fold change — R1



Anhang

CX

Genname

Slc35a4
Lgré
Cyplbl
Fxyd5
Ppplri2b
Blcap
Kctd3
Stk4
Wfdc2
Rbck1
Strn3
Rrp36
Dgkd
Lrigl
Rrn3
Ephb3
Rtell
Baspl
Polh
Kpnal
Ai661453
Cenpq
Pitrm1
Slc39a10
Kif3b
Rras2
Sep 02
Peal5a
Hspal3
Src
Ptbp2
Abccl
Stambpl1
Ctsl
Wars
Ets2

Qk

Ttil
Nif3l1
Gpcl
Rbmx
Tnk2
Rbm38
Atpl3a3
9130008f23rik

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

-0,4905
-1,2168
0,8899
-0,9143
0,7648
0,5536
0,5578
0,5543
0,6412
0,5703
0,6348
0,5008
0,5684
0,5483
0,6098
0,6618
0,5928
0,5678
0,6205
0,5908
0,6522
0,6356
0,5096
0,6594
0,7225
0,4776
0,5569
0,7366
0,5372
0,6402
0,6070
0,7488
0,6624
0,5396
0,6836
0,8930
0,5675
0,6368
0,6071
0,9026
0,8588
0,6880
0,5976
0,7165
0,7164

logz fold change — R1 vs. Scr
600

-0,4396
0,6729
-1,0349
0,8855
-0,6735
0,5153
0,5271
0,5340
04717
0,5584
0,4955
0,6332
0,5821
0,6101
0,5557
0,5250
0,5983
0,6391
0,6457
0,6825
0,6254
0,6445
0,7824
0,6370
0,5765
0,8331
0,7704
0,5921
0,7926
0,6970
0,7408
0,6023
0,6936
0,8198
0,6806
0,4778
0,8094
0,7409
0,7766
0,4946
0,5437
0,7192
0,8108
0,6922
0,6955

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

-0,4651
-0,2719
-0,0725
-0,0144
0,0457
0,5345
0,5425
0,5442
0,5564
0,5644
0,5651
0,5670
0,5753
0,5792
0,5827
0,5934
0,5955
0,6034
0,6331
0,6367
0,6388
0,6401
0,6460
0,6482
0,6495
0,6553
0,6636
0,6644
0,6649
0,6686
0,6739
0,6755
0,6780
0,6797
0,6821
0,6854
0,6885
0,6889
0,6918
0,6986
0,7012
0,7036
0,7042
0,7043
0,7060



Anhang CXI

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Thoc6 0,5861 0,8307 0,7084
Rab23 0,7810 0,6361 0,7086
Lrrfipl 0,5932 0,8302 0,7117
Trip10 0,5846 0,8413 0,7129
Snx18 0,6946 0,7320 0,7133
Psd3 0,9174 0,5280 0,7227
Klcl 0,6545 0,7915 0,7230
SIc25a33 0,7314 0,7239 0,7276
Tm9sf2 0,7234 0,7320 0,7277
Wdr70 0,5335 0,9307 0,7321
Ugcel 0,7300 0,7390 0,7345
Lama5 0,5558 0,9185 0,7371
Rabba 0,7168 0,7620 0,7394
Dock8 0,7834 0,6965 0,7400
Zfp462 0,7241 0,7639 0,7440
Gprc5a 0,7829 0,7066 0,7448
Prkaal 0,6201 0,8786 0,7494
Klhdc3 0,7365 0,7685 0,7525
Lpp 0,8600 0,6503 0,7552
Lmbrd2 0,8386 0,6785 0,7585
Mbp 0,5954 0,9238 0,7596
Smurfl 0,6731 0,8467 0,7599
Prdx6 0,6832 0,8503 0,7667
Pvrl2 0,8997 0,6373 0,7685
Med20 0,6576 0,8806 0,7691
Bmpl 0,5629 0,9888 0,7758
Crebbp 0,6843 0,8752 0,7797
Phldb2 1,0279 0,5327 0,7803
Chpf 0,7490 0,8132 0,7811
Thcld5 0,5796 0,9872 0,7834
Gtf3c3 0,7387 0,8288 0,7837
Trp53inp2 0,8867 0,6811 0,7839
Efna5 0,7966 0,7748 0,7857
Il4ra 0,6459 0,9291 0,7875
Znrf2 1,0394 0,5360 0,7877
Coql0b 0,7089 0,8701 0,7895
Supt3 0,8039 0,7857 0,7948
Dus3l 0,6101 0,9807 0,7954
Pardéb 0,7010 0,8913 0,7961
Lamc2 0,6447 0,9497 0,7972
1gsf9 0,6866 0,9087 0,7976
Ldlrapl 0,6502 0,9518 0,8010
Nup155 0,7036 0,9070 0,8053
Igfbp7 1,0570 0,5537 0,8054

Pdia4 0,7209 0,8915 0,8062



Anhang

CXll

Genname

Rassf5
Dnajc21
Cflar
Fkbp5
Dpy19I1
Snx5
Eepdl
Cables2
Tead4
Prpf6
Brixl
Kdm7a
Wtip
Fyttdl
Nipbl
Itm2c
Dock9
Klhi28
Foxp4
Etohil
Mrgbp
Stk1lip
Gstzl
Baiap2I2
Utpl4b
Syt12
Maff
Nfkbiz
Rab31
Epb41l1
Ube2v2
Tmem63b
5730559¢18rik
Rpl36
Tnfrsf22
Fez2
Gas5
Morc4
Anxa3
Pdzklipl
Prkch
Esyt2
Dcbld2
Ttc33
Adgrl2

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

0,7283
0,6534
0,6053
0,8586
0,5425
0,6283
0,8120
0,7298
0,6505
0,7069
0,6821
1,0944
0,8537
0,6230
0,7051
0,8372
0,9632
0,9637
0,7588
0,8247
0,8165
0,7893
0,8103
0,6996
0,9284
0,8571
0,8282
1,1422
0,7399
0,6557
0,5474
0,8122
1,1340
0,5511
0,8381
0,7769
0,8132
0,7779
0,5504
1,1324
0,8474
0,8540
0,7925
0,7953
1,0007

logz fold change — R1 vs. Scr
600

0,8861
0,9635
1,0314
0,7792
1,1100
1,0304
0,8480
0,9350
1,0171
0,9666
0,9923
0,5800
0,8260
1,0575
0,9813
0,8503
0,7273
0,7342
0,9414
0,8914
0,9018
0,9432
0,9411
1,0526
0,8293
0,9022
0,9395
0,6263
1,0287
1,1166
1,2306
0,9678
0,6474
1,2346
0,9485
1,0116
0,9783
1,0157
1,2456
0,6695
0,9620
0,9614
1,0294
1,0277
0,8245

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

0,8072
0,8084
0,8183
0,8189
0,8263
0,8293
0,8300
0,8324
0,8338
0,8368
0,8372
0,8372
0,8399
0,8403
0,8432
0,8438
0,8453
0,8489
0,8501
0,8581
0,8591
0,8662
0,8757
0,8761
0,8788
0,8796
0,8839
0,8843
0,8843
0,8861
0,8890
0,8900
0,8907
0,8928
0,8933
0,8943
0,8958
0,8968
0,8980
0,9009
0,9047
0,9077
0,9110
0,9115
0,9126



Anhang

CXIll

Genname

Igf2r
DmxI2
Tnsl
Lrrc58
Rictor
Empl
Dyrk3
Drosha
Mcam
Rpl37rt
Stk24
C79130
Ubac2
Tgif2
Thcld2
Ggtal
Bbsl
Ptgerd
Arhgef3
Bcatl
Bel2l1
Noval
Afapl
Ghr
Fam49b
Plekhh1l
A130014a01rik
Sep 05
Slc4ad
Dlg1l
Rpl37
Inf2
Radl
Gm13655
6030458c11rik
Psmgl
Lrpl2
Stom
Rbm25
Gtf2a2
Sox12
Kdm5b
Ddahl
Asap?2
Runx2

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

0,8876
0,8469
0,7768
0,7811
0,6793
0,8682
0,9855
0,8417
0,9706
0,7559
0,8135
0,9678
0,8304
1,0776
0,9260
0,5562
0,8556
1,1405
0,9521
1,0052
1,0354
0,7272
1,0912
1,0012
0,9050
0,8505
11114
1,2405
1,1070
1,0953
0,7379
0,9030
0,9106
0,8111
0,9614
0,8755
1,1335
0,8859
0,9682
0,8255
0,8970
0,8556
0,8256
0,9814
1,4913

logz fold change — R1 vs. Scr
600

0,9394
0,9887
1,0602
1,0576
1,1687
0,9808
0,8703
1,0450
0,9239
1,1416
1,0922
0,9416
1,0800
0,8381
0,9926
1,3700
1,0798
0,8043
0,9962
0,9438
0,9197
1,2310
0,8735
0,9636
1,0709
1,1350
0,8972
0,7704
0,9087
0,9271
1,2888
1,1251
1,1180
1,2216
1,0746
1,1660
0,9105
1,1650
1,0857
1,2290
1,1689
1,2204
1,2560
1,1038
0,6091

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

0,9135
0,9178
0,9185
0,9193
0,9240
0,9245
0,9279
0,9433
0,9472
0,9488
0,9528
0,9547
0,9552
0,9578
0,9593
0,9631
0,9677
0,9724
0,9742
0,9745
0,9776
0,9791
0,9824
0,9824
0,9879
0,9928
1,0043
1,0055
1,0079
1,0112
1,0133
1,0141
1,0143
1,0163
1,0180
1,0207
1,0220
1,0254
1,0269
1,0273
1,0330
1,0380
1,0408
1,0426
1,0502



Anhang

CXIV

Genname

Syne3
2810408i11rik
Wnt9a
Cregl
Ripk4
Foxn3
Cul7
Cd68
1700025g04rik
Mrpl48-ps
Fam101b
Ppp1rl8
Lsm14b
Atxn7I1
Fblim1
Ntnl
Trim16
Slc9a3r2
Flotl
Fermt2
Rabl3
Sumfl
9530053a07rik
Rfx2

Hk2
Rbpsuh-rs3
Rbpj

ler3
Prss22
Ptk7
Hcfclrl
Fbin2
Ulbpl
Cyp4al2b
Mttp
Pcdhl
Plek2
Snora28
Kenj10
Aim1l
St3gal4
Slc4a3
Tnfrsf23
VglI3

Wrb

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

0,9672
1,0726
1,1022
1,0256
0,8480
1,1513
1,1779
1,2649
0,8006
0,7502
0,8129
1,1025
1,0053
0,8439
0,9386
1,4497
0,9339
0,9153
1,4431
0,9271
0,9529
0,9851
0,9092
1,1525
0,9182
1,0546
0,9835
0,8685
1,2107
1,1331
1,0521
0,6125
1,3559
1,4285
0,8522
1,0425
1,0044
1,2047
1,5887
1,2974
1,1494
1,0122
1,0731
1,3201
1,1902

logz fold change — R1 vs. Scr
600

1,1336
1,0397
1,0265
1,1164
1,3043
1,0067
0,9823
0,8976
1,3703
1,4251
1,3677
1,0968
1,2102
1,3752
1,2813
0,7773
1,2957
1,3152
0,7904
1,3064
1,2855
1,2606
1,3528
1,1113
1,3491
1,2182
1,2894
1,4184
1,0762
1,1590
1,2411
1,6814
0,9428
0,8721
1,4572
1,2700
1,3356
1,1361
0,7604
1,0605
1,2087
1,3486
1,2914
1,0456
1,1820

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

1,0504
1,0562
1,0644
1,0710
1,0761
1,0790
1,0801
1,0813
1,0854
1,0877
1,0903
1,0996
1,1078
1,1095
1,1100
1,1135
1,1148
1,1153
1,1168
1,1168
1,1192
1,1228
1,1310
1,1319
1,1337
1,1364
1,1364
1,1434
1,1435
1,1461
1,1466
1,1469
1,1494
1,1503
1,1547
1,1562
1,1700
1,1704
1,1745
1,1790
1,1790
1,1804
1,1822
1,1829
1,1861



Anhang

CXV

Genname

Bc022687
Bstl
Zbth21
Subl
Dock5
Cdsn
Krt20
Ikbke
MIh3
Me3
Clybl
Bc034090
Ppdpf
Cald1l
Hmgal-rsl
Gm20544
Aw549877
Ipo5
Asapl
Pxdcl
Lmo7
Ss18I1
Sema3b
Amacr
Mycl
Ablim2
Raplgap2
Apobr
Rilpl2
Susd4
Csf3
Rps6ka5
C2cd2
Prked
Gm7862
Nxpe3
Dusp4
Cldné
Brwd1
Glrx
Cepl70
Ai467606
Padi2
Plcxd2
Myole

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

1,2904
1,0591
1,0822
0,7772
1,3483
1,4693
1,0254
1,4754
0,9720
1,5352
1,0101
0,8612
0,9698
1,1500
0,8050
1,3028
1,0665
1,0042
1,2523
0,8955
1,5829
1,1628
0,9619
1,1113
1,5757
1,6490
1,5819
1,2095
0,9402
1,0600
1,6523
1,3561
1,2255
1,3837
1,3744
1,0696
0,8461
1,1051
1,3526
1,4277
1,3658
1,2656
0,8670
1,2300
1,1926

logz fold change — R1 vs. Scr

600
1,0914

1,3302
1,3079
1,6162
1,0516
0,9380
1,3842
0,9399
1,4504
0,8985
1,4265
1,5824
1,4749
1,3038
1,6522
1,1575
1,4035
1,4696
1,2283
1,5897
0,9044
1,3330
1,5407
1,4056
0,9488
0,8839
0,9608
1,3362
1,6140
1,4959
0,9064
1,2086
1,3456
1,1899
1,2056
1,5195
1,7551
1,4998
1,2579
1,1839
1,2466
1,3622
1,7625
1,4085
1,4466

1,1909
1,1946
1,1950
1,1967
1,2000
1,2036
1,2048
1,2076
1,2112
1,2169
1,2183
1,2218
1,2224
1,2269
1,2286
1,2302
1,2350
1,2369
1,2403
1,2426
1,2437
1,2479
1,2513
1,2584
1,2622
1,2664
1,2714
1,2728
1,2771
1,2780
1,2793
1,2824
1,2856
1,2868
1,2900
1,2946
1,3006
1,3025
1,3052
1,3058
1,3062
1,3139
1,3147
1,3192
1,3196

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr



Anhang

CXVI

Genname

Gstol
Aa414768
Wnt7a
Tmtc4
Tcf7

Ten2
Dusp10
Mex3b
Inhbb
Arhgap40
Sdcbp2
Cpeb2
Bdnf

Sgkl
Gm4262
Sema3e
Evl

Axl
Mical2
Hmgnl
Olfr1372-psl
F730043m19rik
Dock4
Ankrd44
Bnip2
Zbth46
Farpl
Prss23
Arvcf
Crabp2
Hmhal
Zc3havll
Ephb2
Tgfh2
Ppargclb
Etv5
Vangl2
Rex2
Gm14286
DIk2
Wnt10a
Slc16a5
Camtal
B230208h11rik
Hist2h2be

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

1,2549
0,9581
1,2233
1,3274
1,4295
1,6015
1,5106
1,6620
1,0543
0,6705
1,3845
1,7427
1,8130
1,9445
1,2276
1,6400
1,3157
1,0384
1,3561
1,2114
1,3112
1,1167
15711
1,6689
1,2898
1,3758
1,5456
1,4001
1,4154
2,0022
1,4843
1,4722
1,6401
1,3904
1,3183
1,0231
1,4337
1,7370
1,4557
1,1699
1,5446
1,5475
1,3500
1,8634
1,2166

logz fold change — R1 vs. Scr
600

1,4019
1,7035
1,4608
1,3617
1,2702
1,1125
1,2147
1,0679
1,6817
2,0695
1,3559
1,0000
0,9433
0,8421
1,5609
1,1707
1,4964
1,8089
1,4979
1,6456
1,5465
1,7838
1,3449
1,2602
1,6407
1,5574
1,3930
1,5386
1,5541
0,9685
1,5135
1,5403
1,3725
1,6460
1,7244
2,0393
1,6391
1,3479
1,6374
1,9447
1,5733
1,6110
1,8179
1,3386
1,9891

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

1,3284
1,3308
1,3420
1,3446
1,3498
1,3570
1,3627
1,3649
1,3680
1,3700
1,3702
1,3714
1,3782
1,3933
1,3942
1,4053
1,4061
1,4237
1,4270
1,4285
1,4288
1,4502
1,4580
1,4646
1,4653
1,4666
1,4693
1,4739
1,4847
1,4854
1,4989
1,5062
1,5063
1,5182
1,5213
1,5312
1,5364
1,5424
1,5466
1,5573
1,5590
1,5792
1,5840
1,6010
1,6028



Anhang

CXVII

Genname

Pdlim2
4930556m19rik
B930095g15rik
Pmepal
Nrdal
Tsku
Arapl
2410004i01rik
Tmem144
Coro6
Prkg2
Eno3
Gucala
Gpsm3
Slc26a9
Pglyrp3
Plekhol
Padil
1134
Bmp7
Nkainl
Ybx2
Tnfrsf21
Klk10
Adgrg3
Gm13056
Gm14230
Zfp9
Tekt5
Prss27
Chd7
Fuom
1kzf2
Sh2b2
Serpinhl
Serpinel
Mb21d2
Rail4
Col8al
Spoll
Abcc3
Ttc7b
Gja5

Plat

Zan

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

0,7386
1,4512
1,6805
2,5025
1,6336
1,9596
1,5150
2,1324
1,5046
1,4150
1,1158
1,9656
1,1976
1,6688
1,2528
1,9054
1,8350
0,9536
1,0796
1,2267
2,1220
1,7370
1,8896
1,2575
2,3112
0,9848
1,7546
1,9275
1,2806
1,1800
1,6452
1,8205
1,9701
2,3591
1,7112
2,5602
1,7145
1,9003
1,0485
1,0766
1,9717
1,9023
2,0687
1,9036
1,5002

logz fold change — R1 vs. Scr
600

2,5065
1,7971
1,5688
0,7486
1,6464
1,3344
1,7897
1,1753
1,8084
1,9008
2,2328
1,4158
2,1993
1,7521
2,1790
1,5525
1,6453
2,5536
2,4319
2,3078
1,4192
1,8090
1,6583
2,2962
1,2468
2,5965
1,8705
1,7244
2,3760
2,4835
2,0287
1,8689
1,7240
1,3474
2,0378
1,2314
2,0788
1,9414
2,8150
2,7914
1,9042
2,0000
1,8383
2,0119
2,4634

mittlerer logz fold change — R1
vs. Scr

1,6225
1,6242
1,6247
1,6256
1,6400
1,6470
1,6524
1,6538
1,6565
1,6579
1,6743
1,6907
1,6985
1,7104
1,7159
1,7290
1,7401
1,7536
1,7557
1,7672
1,7706
1,7730
1,7740
1,7769
1,7790
1,7906
1,8125
1,8259
1,8283
1,8318
1,8369
1,8447
1,8470
1,8532
1,8745
1,8958
1,8967
1,9209
1,9317
1,9340
1,9379
1,9511
1,9535
1,9577
1,9818



Anhang

CXVII

Genname

C130074919rik
Bdhl
Col7al
Cenpv
Tmem15la
Gm42835
Crocc2
Abcbla
Emp3
Irf8

Sdc3
Zbth32
Rin2
Hvenl
Adam12
FoxI20s
Manlcl
Gm37855
Rps6ka2
R74862
DIx3
Gpr132
Slc2a4
Gm1045
Rab19
Srgap3
Gm14317
Rp23-143j24.4
Rapgef5
Nbl1
Lama3
Ereg
Nol4l
Trapla
Sox11
H2-m3
Fst

Jphl
Coll6al
Platr21
Slc2a3
Gm8909
Tmem37
Synpo2I

Evalc

logz fold change — R1 vs.
Scr 300

1,5887
2,0194
2,5406
2,1892
1,8360
1,6408
1,3674
1,6197
1,2417
1,8727
2,5223
2,2451
1,8656
2,1699
2,0800
1,7063
2,2924
2,3512
2,0044
2,1290
2,0962
2,1623
2,1375
1,9584
2,1506
2,9411
2,3597
2,2224
2,7070
2,6714
2,1130
2,3591
2,5594
2,8863
2,4235
2,3747
2,6972
2,7279
2,5531
2,6630
2,3692
2,9621
2,1995
2,2249
2,4775

logz fold change — R1 vs. Scr

600
2,3963

2,0175
1,5017
1,8598
2,2709
2,4908
2,8651
2,6477
3,0442
2,4217
1,8194
2,1101
2,5005
2,2548
2,3605
2,7370
2,1553
2,0969
2,4475
2,3410
2,3831
2,3785
2,4429
2,7325
2,5670
1,8016
2,4824
2,6294
2,1579
2,1982
2,7954
2,6234
2,4516
2,1444
2,6077
2,6731
2,3540
2,3521
2,5850
2,4824
2,8301
2,2801
3,0854
3,0809
2,8707

vs. Scr
1,9925

2,0184
2,0211
2,0245
2,0534
2,0658
2,1162
2,1337
2,1429
2,1472
2,1709
2,1776
2,1831
2,2123
2,2203
2,2216
2,2238
2,2240
2,2259
2,2350
2,2396
2,2704
2,2902
2,3454
2,3588
2,3714
2,4210
2,4259
2,4324
2,4348
2,4542
2,4913
2,5055
2,5154
2,5156
2,5239
2,5256
2,5400
2,5690
2,5727
2,5997
2,6211
2,6425
2,6529
2,6741

mittlerer logz fold change — R1



Anhang CXIX

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
1124 2,1244 3,2614 2,6929
Nirc3 3,0544 2,3410 2,6977
Hegl 2,3720 3,0488 2,7104
Acapl 2,7932 2,6467 2,7200
Gm15894 2,2210 3,2224 2,7217
B3gnt7 29175 2,6699 2,7937
Ash2 3,3458 2,2563 2,8011
GmM6650 2,5842 3,0919 2,8380
Tigit 2,0338 3,6672 2,8505
4930461g14rik 2,4627 3,2528 2,8578
Tuba8 29175 2,9133 2,9154
Igf2os 3,2016 2,6323 2,9170
Padi3 2,8707 3,0753 2,9730
Caspl4 3,5995 2,3488 2,9741
Arap3 2,4911 3,5760 3,0336
Igf2 3,7127 2,3704 3,0415
Elfnl 3,3219 2,8382 3,0801
Ccdcl14 2,8164 3,3530 3,0847
Tmem130 2,5850 3,5850 3,0850
Camk2nl 3,1793 3,0232 3,1013
Card14 2,5961 3,6323 3,1142
Sp8 2,6316 3,6283 3,1300
Spon2 3,1926 3,1075 3,1501
Slc15a3 3,2606 3,0478 3,1542
Fam198b 2,7802 3,7695 3,2748
Tgm2 3,5236 3,0704 3,2970
Itgbh7 4,6378 1,9696 3,3037
Cntfr 1,7625 4,8509 3,3067
Als2cr12 3,0940 3,6215 3,3577
Lypd5 2,7033 4,0324 3,3678
Ly6f 3,2612 3,4854 3,3733
Glipr2 3,8270 3,1119 3,4695
Speer3 3,1783 3,8625 3,5204
Trim54 3,2410 3,8365 3,5388
Serpinb9b 3,2424 4,1699 3,7061
Adgra2 3,7965 3,6304 3,7134
Dmkn 45971 2,8443 3,7207
Dhrs9 3,3219 4,1699 3,7459
Nid1 3,3528 4,1430 3,7479
Cptlc 3,6439 3,9117 3,7778
Cbr3 3,7689 3,8598 3,8144
Inhba 4,1226 3,5110 3,8168
Ociad2 3,6577 4,1155 3,8866
Lrrc6l 4,3621 3,4330 3,8975

Col4ad 4,1814 3,7970 3,9892



Anhang CXX

Genname logz fold change — R1 vs. logz fold change — R1 vs. Scr mittlerer logz fold change — R1

Scr 300 600 vs. Scr
Sftpd 3,7324 4,2479 3,9902
Parvg 3,4330 4,7726 4,1028
Mcpt8 3,6304 4,6356 4,1330
Myo7h 4,4263 4,2297 4,3280
Lrrc32 5,5546 3,2801 4,4173
Col4a2 5,1525 4,1369 4,6447
Coldal 5,3219 4,0565 4,6892
Cbrl 4,5502 4,8428 4,6965
Gstk1 5,2094 4,3458 4,7776
Parvb 4,6242 4,9682 4,7962
Parml 4,8908 4,9157 4,9032
Col4a3 5,0398 4,8047 4,9223
Acp5 5,3557 4,8260 5,0908
Gent3 5,5131 5,0875 5,3003
Sparc 5,8540 5,0887 54714
Siglecg 4,7138 6,4757 5,5948
Gnaol 5,8413 5,8606 5,8509
Ical 5,6630 6,6390 6,1510
Bc025446 6,0813 6,5512 6,3163
Sytl7 6,1974 7,5353 6,8663
Tmem30b 6,8421 7,4142 7,1281
Pmp22 7,5644 7,6553 7,6099

Uncsh 7,3540 8,8877 8,1209



Anhang CXXI
8.11.2 Weitere angereicherte Gensets
Tabelle 32: Top 20 angereicherte Gensets aus der Klasse Hallmarks
Nummer Name Enrichment FDR
Score (ES)
1 HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 0,44 1
2 HALLMARK_TGF_BETA_SIGNALING 0,36 1
3 HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 0,5 1
4 HALLMARK_MYOGENESIS 0,28 1
5 HALLMARK_APICAL_JUNCTION 0,28 1
6 HALLMARK_UV_RESPONSE_DN 0,26 1
7 HALLMARK_COAGULATION 0,25 1
8 HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 0,20 1
9 HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM 0,21 1
10 HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 0,22 1
11 HALLMARK_XENOBIOTIC_METABOLISM 0,21 1
12 HALLMARK_COMPLEMENT 0,21 1
13 HALLMARK_HYPOXIA 0,20 1
14 HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 0,20 1
15 HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 0,16 1
16 HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_EARLY 0,13 1
17 HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 0,16 1
18 HALLMARK_GLYCOLYSIS 0,18 1
19 HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION 0,09 1
20 HALLMARK_HEME_METABOLISM 0,07 0,998
Tabelle 33: Top 20 angereicherte Gensets aus der Klasse Reactome
Nummer Name Enrichment FDR
Score (ES)
1 REACTOME_LAMININ_INTERACTIONS 0,64 1
2 REACTOME_SIGNALING_BY_PDGF 0,52 1
3 REACTOME_NON_INTEGRIN_MEMBRANE_ECM_INTERAC 0,53 1
TIONS
4 REACTOME_DEGRADATION_OF THE_EXTRACELLULAR_ 0,62 1
MATRIX
5 REACTOME_CELL_CELL_COMMUNICATION 0,46 1
6 REACTOME_ASSEMBLY_OF COLLAGEN_FIBRILS AND O 0,61 1
THER_MULTIMERIC_STRUCTURES
7 REACTOME_ECM_PROTEOGLYCANS 0,53 1
8 REACTOME_COLLAGEN_FORMATION 0,54 1
9 REACTOME_EXTRACELLULAR_MATRIX_ORGANIZATION 0,39 1
10 REACTOME_INTEGRIN_CELL_SURFACE_INTERACTIONS 0,41 1
11 REACTOME_COLLAGEN_DEGRADATION 0,61 1
12 REACTOME_CELL_JUNCTION_ORGANIZATION 0,46 1
13 REACTOME_COLLAGEN_BIOSYNTHESIS_AND_MODIFYIN 0,59 1
G_ENZYMES
14 REACTOME_NUCLEAR_EVENTS_KINASE_AND_TRANSCR 0,52 1
IPTION_FACTOR_ACTIVATION
15 REACTOME_CELL_CELL_JUNCTION_ORGANIZATION 0,38 1
16 REACTOME_COSTIMULATION_BY_THE_CD28 FAMILY 0,42 1
17 REACTOME_NEGATIVE_REGULATION_OF MAPK PATHW 0,43 1
AY
18 REACTOME_SIGNALING_BY_VEGF 0,38 1
19 REACTOME_FCGAMMA_RECEPTOR_FCGR_DEPENDENT_ 0,34 1
PHAGOCYTOSIS
20 REACTOME_ACTIVATION_OF _NMDA_RECEPTORS AND_ 0,28 1

POSTSYNAPTIC_EVENTS



Anhang CXXII

8.11.3qPCR weiterer RANBP3L-Knockout Klone
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Abbildung 62: gPCR Analyse weiterer RANBP3L-KO-Klone fur ausgewéahlte Zielgene.

Zustzélich zu den in dieser Arbeit ndher beschriebenen R1 und R3 Klonen wurden weitere RANBP3L
defiziente Klone generiert, die nach der bioinfomatischen Analyse von Klon R1 ebenfalls auf ausgewahlte
Zielgene untersucht wurden. Es wurde von 4 weiteren Klonen RNA isoliert und cDNA umschrieben, welche
nachfolgend flr die qPCR-Analyse verwedent wurde. A) Als hochregulierte Transkripte wurden Sparc, Col4al
und Col4a2 analysiert. B) Fur die herunterregulierten Gene dienten Sh3gl2, Aldh2 und Hoxa7 als Zielgene. Als
housekeeping gene wurde Gapdh benutzt (Primer siehe 3.11.4) (Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken), n = 15 (je
Klon 3 Replikate inklusive R1), n.s., p > 0,05, *, p < 0,05, **, p < 0,01, *** p < 0,001. Student's-T-Test [85]).



Anhang CXXIII

8.11.4 Prognostische Gene des Nierenzellkarzinoms laut Protein-Atlas

A)
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Abbildung 63: Regulation prognostische Gene im Nierenzellkarzinom nach RANBP3L-Defizienz.

A) Alle im Protein-Atlas hinterlegten prognostischen Gene [106]. B) Einordnung der 1771 deregulierten Gene
nach RANBP3L-Defizienz als prognostisch vorteilhaft oder unvorteilhaft. Vorteilhafte Gene (blau) zeigen
starkste Herunterregulation, wahrend unvorteilhafte (gelb) Gene stérkste Hochregulation aufweisen [85].

Tabelle 34: Liste aller prognostisch unvorteilhaften und vorteilhaften Gene im Nierenzellkarzinom aus
dem Humanen Protein Atlas

prognostisch unvorteilhaft im RCC prognostisch vorteilhaft im RCC

ANLN ALDOC CLDND1 COL8A2 CD4 GNG7 C90rf78 MRPS18C  PGAP3
CEPS5 NUDTL RBM26 FAM89B MGST1 KIF13B HDHD3 ITPRID2 PPDPF
TPX2 B3GNT5 RARRES1 PCSK5 PSMG4 CRB3 UBAC1 VPS9D1 IRGQ
CCNB2 YJEFN3 CAPN12 APLN DRAM2 PAFAH2 FDX1 PEX19 TMEM200A
PRR11 COL4AL ANKRD13B  PLEKHH3 ~ HCN3 ACATL PRMT9 ABHD14B  CEP68
CCNA2 BAZ1A RPL11 TSPANS DMXL2 CRAT MRPS25 RORC ZNF845
CDK1 CRLF3 CBR3 TRIM47 MEF2D SLC25A4 ZMIZL GMPR TACSTD2
CDCAS5 RBMS1 IGLV5-45 U2AF1L4 SEMASB CDs1 PDZRN3 MARCHF9  PLPP6
FOXM1 CRTC2 SNX20 MUC13 KIF3C ACO2 CIRBP CDKN2AIP  FUT1
PLK1 HNRNPAB MAPK11 TTYH2 GUCY1AL ACSS3 ABHD11 STOML2 ZNF704
TRIP13 TAF12 TMEM150B  ZNF385A TMEM67 AUH WLS PLCH1 RSPH14
TOP2A EED SsB ATF4 HSF2 Clorf210 SLC3AL GLYATLL CTCF
KIF11 PDLIM2 H4C8 PRDM1 PRKCSH HADH IGF1R MY GFER
COLGALTL  IGLV2-11 C200rf27 ERGIC3 CCDCoL IMPA2 PDSS2 MPP6 CFAP410
SPC24 CXCR4 FCHSD1 CD86 RTN4RL1 IRF6 TMEMS82 THAP10 REPS?2
MELK RECS CBLN3 BOLA3 TMAL6 METTL7A LIMCH1 TMEM139  SMIM6
KIF20A IGHV4-59 SACS LARP6 STARD3 PCCA PLCL1 GSPTL TMEM178B
RIPK2 UPF3B NAT9 TLDC2 TRNPL TMEM25 KIAAL549  GTPBPS DAO
FKBP10 KIN SLC7A7 PDCD7 LILRAS ZNF844 SUGCT RENBP UPRT
TNNTL DIPK1A RNASEH2A  CCR1 KIF26A TOLLIP ZNF468 CAMSAPL  B9D1
CDCA8 RAN PHLDB1 PLS3 TRAM1 PINK1 ALPK3 SDSL PET117
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MKI67 GXYLT2 IGHV4-31 ZDHHC20  BRDS8 SYNJ2BP ZSCAN18 HACD3 PPP2R5E
€DC20 DNAH11 C3orf70 ZNF121 FAM207A DHRS12 POMGNT2 ~ ARHGEF18  ARPIN
CENPF IGHV3-15 FOSL1 IGHV3-73  NECAB3 BAG1 PLEKHH1  GDE1 TSPAN14
SNRPAL PANX1 LSM10 MEF2C KPTN LRBA AP1AR HID1 PLG
RRM2 IGLV2-23 TTLL3 EHD3 RASSF2 WDR72 EPM2A NME6 UBL3
PRC1 EDNRA LAMP5 CEP350 PGBD2 RBM47 TTC398 SOSTDC1 Corfe4
KIFC1 ASAP1 ELF4 RBM4B ADH1B AP3S2 DHDDS P4HTM RHOB
BIRCS CIRL HSH2D CDKN2B NRAS ASTN2 CLSTN1 ADAMTS16 ~ FNDC3A
PAEP ANGPT2 DYRK4 TNFSF9 LIMSL CLYBL LIAS MANSC1 ASH2L
CKAP4 TMEM878 SRSF11 JUNB TAX1BP3 ANK3 XPC HDAC5 KLF7
KIF2C ABCB6 F13A1 UBE2Z VIRMA PTPN3 HSDL1 NDUFB5 AASDHPPT
UBE2C TOPIMT BIRC3 LMOD1 RNF113A ATP5F1A FOXI2 TRMT10C ~ AMD1
MYBL2 ATG12 NRARP VPS45 RC3H1 NNT C170rfl13  MRPL1 SSTR1
DONSON SAP30 SEPTINS TYROBP CROCC SOWAHB ASRGL1 RAB9A cé
RAPGEFL1  DUSP12 PNRC1 RBM33 ZNF587 SPRYD3 NR1D2 ST7 CTSL
CDKN3 IRF3 TRMT13 RPS12 HTATIP2 TMEM8B SPTLC3 CLDN3 C150rf40
PSRC1 CENPT IL1R1 IF144L KCTD20 SETD3 MAT2B FBXW4 KLF3
P3H1 NMI RPS3 PFN1 UBA2 PLEKHA7 ZNF669 NDUFB9 BCL7B
PTTG1 MRTFA HEPH GZMK RAP2A ALDH6AL MICcU1 LRP2 NEO1
CAPZAL UBE2F MDM4 SMOX PRAM1 GPDIL FNBP1L RARB ANGPT1
INTS8 NME4 STAC3 CSFIR RAP1B DGLUCY ZMYND11  HMGCS2 CIAPINL
IQGAP3 PREX2 cD8B NCK1 SPNS3 DAB2IP SUOX COXT7A2 ANKEF1
CIQTNF6  LPAR2 ARHGEF2 PKP3 HECA MRPL49 SUMF1 ANKS6 ADGRL1
CENPW RAB34 ENY2 ARHGDIB  ZMYM4 GRAMDIC FAM53B ATP5F1D RNF167
AURKB ASPN MIER2 IGLV7-46 S100A9 TCTA NDUFS7 DUS2 SEC16A
IL20RB IGHV3-30 CHD1 ARGLU1 SIPALL2 CRY2 GPR160 THAP9 DCTN5
MSTO1 TNFRSF25 PTPN12 UBE2J1 SH3BP5 NEDDA4L KCNK5 SF3B2 ZNF823
SLC7A5 MT1G HLX TLR2 KCTD13 CDKL2 SYNGR1 ABTB2 UBE2D3
PDCD5 TGM2 PRIM2 POLR2G AFAP1 ZNF433 MAP7 DENND4C  TSC22D1
TACC3 SIRT? AKT1S1 cLic3 PCDHGC3 AP5M1 PPFIBP1 HDHD2 ISTL
CARS1 STX10 ZEB1 GIMAP4 NDE1 AKTIP TSPYL4 FAM13B RAB36
FKBP11 CCDC74A MCUB TJAPL NCAM1 OGDHL BPHL LzIC ARHGEF35
EIF4EBPL  CCDC167 APOL1 ZNF511 SEMA4A PDPK1 TMISF2 CACNB2 FBX033
PDGFRL DDR2 AP2M1 ABTB1 TMPRSS3 PAQR5 ZNF618 SOWAHC TBL1X
RBIS SF3B4 SFN FMO3 HDAC7 ZCCHC14 ACOX1 SNX19 PLPP3
SRPX2 C190rf38 LSM8 PTCD1 AP4M1 PPARGCIA  SIM1 RHOU TMEM106C
STEAP3 JPTL ZNF746 TBXAS1 OSBPL7 TIP2 ATPAF1 RBL2 HSPALL
MTHFD2 ABL2 IGHA2 RPL37A PPAT ENAM FAM71E1 PEX12 PTARL
CCNB1 CDON SLC15A4 NAPB CSNK1D DLAT DUSP15 SLC25A39  TUBB2A
CALR IGHV3-23 CSPG4 WIPF1 SENP1 OGDH ZC3HT7B ALG12 EXOC6
STX16 ME1 PROCR PDCDILG2  ST6GALNAC4 | TMEM192 CYP17A1 RCHY1 FRAS1
PPP1R18 NUDT17 RPL10 PHETAL CDKN1B ERBB2 MFSD3 WDFY3 LGMN
IFI16 IGHAL RLF CDH24 CD34 BEX4 SACMI1L EPB41L4A  SLC27A1
ASF1B POSTN NXPH4 SYT7 MFSD13A MPP7 TSPAN7 SBF2 FBXWS5
NOP56 UCN NXPE3 THRSP LMAN2 FAHD1 ADGRG1 HADHA CBR1
RFC4 IGLV2-18 PRRC2C TXNDC5 TFPI2 SLC30A9 TMEM213 ~ SLC22A11  CTSC
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UBE2T TLNRD1 LTBP1 C5AR1 TRBV19 LDHD NLN BCAT2 PRAG1
SHC1 DNMT3B ucpP2 CACNA2D1  FAM204A RAI2 TRIM35 CTTNBP2 OXALL
SEC61A2 PFKFB3 FBX06 GSTA2 RAB32 CBR4 HERC3 TOM1 KAT6B
SLC38A5 INAFM2 CARM1 VEGFC FBLIM1 NMNATL EIF5 ITM2B GGT1
CERCAM LAMP3 POLD3 L1CAM MGAT1 BSPRY VAPA RALGAPA2  AQR
LMNBL TOX SIPR3 RABL2A PTGS1 AFG3L2 cuxi CREB3 ss18
GTPBP2 SUV39H1 SLC4AT MARCKSLL ~ SLC35C2 MUL1 SLC2A11 GATD1 CLN6
cbc? EFNA5 TMEM237 LY6D RPS14 CTDSPL KITLG G6PC PLCG2
SLC17A9 RNF2 BRSK1 ATP2B4 PSENEN VWAS PPP2CB ATOHS8 TTC8
SERPINH1 ~ BTG1 PLEC GZMM ATG5 TRIM2 PTGES2 CCDC9% GLRB
LTB4R T™MC8 UBE2D1 RPL18 TRIAPL DENND1C F2RL1 CRTC1 DCAF4
RUNX1 KRBOX4 RPL31 CNRIP1 ATIC SUCLA2 ZNF79 IRF2BP1 HAO2
PABPCIL  PTMA TAFIC DTYMK TNFRSF12A | OvoL1 SLC41A3 DISP1 PMVK
RAD51AP1  KCNE4 TPST1 SRC SBSPON PACSIN2 ALASL TIMM13 PIK3C3
SKP2 MT1F cCT5 AKR1C3 FCGR2B KAT5 COX5A WDR25 PCGF5
CENPH RPS6KB2 GNPAT STARD13 RBM6 FBX034 UGT2A3 GAB1 LYPLA2
c1s TBC1D7 MAP3K7CL  NKIRAS2 TPPP3 MYORG YLPM1 GGA2 TGFBR3
NUMBL P2RY1 CNOT11 KCNC3 CDK9 TSPYLL RAB3A KLF4 ZNF839
ATAD2 HILPDA ANGEL2 SLC52A2 PIVK SHROOM3 ARFGEF?2 ZNF135 FRMD4B
PRCC IGHV1-24 KPNB1 TMEM97 DTX4 CAB39L BTBD1 BICDL1 WDR11
PCLAF RFC2 ITGB3BP TSPAN15 MAN2A2 PEBP1 MPPE1 ENTPD5 SLC39A5
KCNN4 TAGLN RPIA CACYBP PFDN6 MFSD4A PCCB SLK McU
CTHRC1 ILIRAP MAP7D1 ALG3 DDX59 EMX2 C30rf33 DHRS7B CPNE3
RNASET2 POLRIH SFRP2 TMCO1 S100PBP COL4A4 HIPIR MIEF1 NCOA2
FAM83D DNAJC10 DENR GRK2 RGS5 FAAH2 COX6AL MRPS18B ZBTB6
CIR F2R IGKV5-2 LRWD1 TAF9 MARVELD2 ~ OTUD1 PDE4D SMARCAL
CDCA2 CHST15 NUDCD1 ASPSCR1 ISYNAL KDF1 ENDOD1 EPG5 ANGPTL1
ADAM12 CA9 RAB37 RAB4B DDX42 BEX2 THEM6 PCNX1 AGMAT
GFPT2 BOP1 CRKL FBXO4 HGFAC RAB17 RAPGEF3 ZNF570 SKP1
JAK3 CHACL CTswW FRMD6 KHDRBS1 DCAF11 LONP2 DMAC2 TNS3
ADA ZNF783 DUSP7 SPAG4 GRIK5 GOT1 DNAAF2 MTRES1 BAMBI
BCL3 ST3GAL5 KCTD3 ABLIM3 DCHS1 BTBD9 FBP1 ATP5MG CCDC68
BAGALNTL  CGAS PMM2 CAV1 TMPO ENPP5 DHCR7 FAMISIA  SRP14
CNTNAP1  IL2RG ENGASE GIMAP2 TRBJ2-1 BDH2 ZNF627 SLC35A5 CHMP3
NUSAP1 EMP3 FRZB TNK2 TMEM256 ZC2HC1C ENPP4 TMEM101  ZNF189
PLCXD1 C120rf57 ADRM1 CEMIP2 CD55 OSBPL1A SLC5AL DENNDIA  TBC1D15
COL6A2 BICD1 GMFG RHOJ FILIPIL COBLL1 ATP1B1 TRPV4 VSTM2A
MSC TMED2 POLR3D CLECT7A PSMC3IP RAB3IP GSTO2 RASSF10 ZBTB45
KPNA2 KCNK3 RUSC1 ELL2 EIF1 FUCAL SYNGR3 ADAP1 LYRM9
PSMD13 GRK5 GLRX3 TMEM100  PRDX6 CDC42BPG  CTNNAL MAVS DCTN6
TRIB3 FANCG TRAFD1 BET1 SLX4IP PPP1R26 VAV2 TC2N COX6B1
SCNM1 PSTPIP2 LZTS1 HOOK3 TARS1 PRR15L MTM1 usP11 RHOT2
TF PGM3 ISM1 KRT20 ILF3 LNX2 UNC45A LAMPL EIF3K
RCN1 SEPTIN1 ZBTB2 PSMB9 BUD31 ZNF132 NT5DC1 ANKRD33B  PALM
FANCI PABPN1 HIC1 FSTLL TRBJ2-7 APBB1 CAMSAP3  NDFIP2 RABGGTA
GALNT2 MTF2 NAB2 MKS1 SREK1IP1 ATP6V1D PIGV OSBPL2 FAM174A
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CDC25B P2RY6 GOLGA8B MMP14 IRAG1 MTURN NDUFB2 ANTKMT RC3H2
CRABP2 NOTCH3 IGHV2-70 STRADB RAIL4 NKIRAS1 RPUSD2 BRD30S DOLK
RNASE2 AXL EOMES PDE7A comT RGP1 ARFGAP2 RTCB PTGR1
BID RAB24 RNF166 TTC21B COX4I12 MMUT H1-0 FAAH CDKL5
SLC43A3 TMEM74B usP21 CCAR1 ARHGAP30 COX16 ZFP3 TMEM9B FER
HAPLN3 OTULIN CPNE7 HK2 PTGS2 SLC25A23 DEGS?2 GET3 REPINL
CCSAP PRIMAL C1QB ITGAX PPOX DYNLL2 RBM18 XPA POLR2L
STAT?2 TONSL QSOX2 RBM15 HSP90AB1 DLST SLC25A3 USP4 LACTB2
uCK2 SNAIL PRELID2 ACTR5 SMARCD2 MYO6 cox18 ERG28 CCAR2
SPAG5 LPCAT1 EIF3B BCAT1 ANKRD49 APOOL FUT3 C3orf14 NMRK1
CLEC2B MEIS2 SEMA4F RASGRP2 NDRG2 ATP6VOE2  SCAP KIT
CENPO c2 PDGFRA CCN1 KIF3B LRFN3 SUPT6H CENPC
RHNO1 SLC7A2 CNPY3 JCHAIN CPT2 HHAT FXYD6 SWT1
LTV1 RNF24 ILKAP SMCHD1 NDUFS1 CX3CL1 RNF19B ARHGEF10
TNFSF14 PQBP1 CD247 PNISR MPP5 TUSC2 FUBP3 Il\_/ICOLNl
NAP1L1 CD248 IGKVIOR2-  PILRB SPTAN1 DGCR2 MERTK EPHA4
YBX3 TNFRSF1A éOIEATCHZ CIP2A HSD17B8 GLYR1 WFDC2 TTC19
TMEM44 ZNF703 ZNF579 ERIL PNPLA4 SNX2 Clorf226 OGFOD3
SMN1 VNN2 TMEM39A WRAP73 HTT AKR7A3 CYFIP1 LRSAM1
MAST2 XAF1 SRSF10 GSDMD LARGE2 NICN1 PPTC7 TSTD2
HP STXBP5 MZT1 FYN TOX3 FZD1 WWOX PWWP2B
DERL3 P4HA2 MXI1 TLCD3A CYFIP2 CTSF ZNF502 FTCD
SRPX IGHV1-69 NOL8 TXNDC15 VTILB TNFRSF19  WDR6 MGAT48B
APOBEC3  GPRIN1 Cllorfgé EHBP1L1 CISH HSDL2 ADHFE1 EVALA
SLFMLZB SNF8 CLEC11A TBXA2R ATP6V1A TRIMS50 SLC35A4 CFAP53
PBK LG4 EPSTI1 PIP4K2A NCR3LG1 GGT6 ZNF649 PDCD10
IL15RA CEBPD SMIM13 BUD23 MBP KCNJ16 NAXD ABCB8
TXNDC12 ~ PMEPAL NFATC2IP PIGL SLC16A12 VCP ARHGAP12  VATL
IMPDH1 PRELID1 CADM3 VAV1 PTGR2 FRK KAT14 MSLN
PLOD1 MBNL1 OSM RPL18A scoc sco1 POMTL GMDS
COL5AL SKA2 KCNK6 FLOT1 ZFYVEL PDP2 ACBD5 RSF1
THBS3 TRBC2 RPP21 RAB3IL1 COBL ZYG11B ZNF136 ZNF510
XPOT LOXL2 CPOX MLPH GPHN NECTIN3 TDRD7 DNAJBL
CEBPB DIPK2A HDAC1 BTBD16 MTFRIL SULTIC4 PURA MDP1
TUBA1B RPS25 UBA7 GNLY ACADSB SRSF8 ATG2A HNF1B
FNTA SKIV2L NOCT DSE SOX6 RWDD4 MAPK1IP1  CNKSR3
MOCOS RPS2 RBM38 ZBTB12 SH3GL2 KTN1 IF_QNF185 FAM120A0
LBP RTN4RL2 IGKV1-16 PIDD1 PRKN DCAF10 ABCD3 i/IKRNZ
ZWINT EIF3E FLVCR1 FBXW7 PAIP2B NUDT16L1  LPCAT3 KDM6B
ADAM19 PHTF2 CSNK2B KCNS3 PHYH ZNF772 CTSD EIF3L
HIKESHI IER3 wwc3 SLC6A8 VPS13D ZADH2 CDKNIA PDF
MLLT11 IGKV3-15 TRIM3 TCF3 MIPEP AGFG2 PRKAA2 GAS2
SAAL MRPL17 PRF1 cziB LMO7 LANCL2 CMTR2 NOX4
HM13 TAF1D STAMBPL1  SUPT7L MTMR10 EPCAM NDUFC2 ABI3BP
MYDGF ADGRA2 FBX041 DAGLB coQ7 NDUFA6 SNX4 HMGB3
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KCTD17 SCNN1G CAMLG RFLNB DBT PHF7 MYCBP2 ClB2
RPL22L1 ITGALL c3 RPS13 FITM2 SLC39A9 PIGR ZNF462
SH2D2A MSANTD3 NEMP1 LRRC45 OPA3 GKAP1 PLGRKT McC
UNC13D LINGO1 HSPAL4 UNC5B IQGAP2 CoQ6 ASAP3 MRTFB
IL1R2 SEPTIN4 ZNF22 TMEM132E TBC1D4 HINT3 LARP1B DNAJC4
PABPC1 EPHA3 TRBV20-1 CCDC74B ABHD6 SLC44A4 MED29 F2RL3
NUP62 LENGS CD3E SERPING1 ESRRG ATPBVOC DMXL1 NAPRT
RCN3 GLRX2 RFX7 FEM1C HOMEZ DYNCIH1  ACTN4 GPRC5B
USF1 IGHV5-51 COA6 H1-2 MAPK8IP1 METTL27 LRRC8A INO8O
TTLL4 LTB SYTL1 CHIC2 GBA2 HEATR5A ZNF287 YJu2
NFKB2 ATF5 DNAJC2 NFATC2 PPA2 SCAMP2 PAK4 ATP8BL
F2 SLC6A3 LEMD2 MX1 SLC2A9 STN1 FAM168B SCGB2AL
NUDT5 FAM189B RABGGTB DERL1 LARS?2 RCAN2 C150rf61 BPNTL
COL1AL IGKV1-17 ADTRP NECAB2 CRPPA RAPIGAP  SLC43A2 EMC8
PYCR1 EXOSC5 CD68 MARS1 MYO5B EPHA1 CPQ TNK1
NFE2L3 IGKV6D-21 LPIN3 GFUS MPV17L CDIPL WWP1 STUM
HMGB2 LHFPL2 TXNDC17 ADGRL4 GNAL1 STX3 UQCR10 CsDC2
RPLPO CEBPZOS FAML111A CXCL1 Cdorf19 SLC25A35  HPN BCAS2
GORAB PDCD1 CD209 SP100 HYALL DMRTAL TADA3 CALM1
GRAMDIA  SH3BP1 TRNAUIAP  PILRA ACADL SMARCBL  ANO4 ETNK2
EZH2 ARFGAPL NCKAP5L MED15 LIN7A RABLIFIPL  DUSP3 SLIT2
MCM6 IL2RB PGS1 IGKV1D-16 ARHGAP24  TXN2 MVP UBE2D4
POFUT2 RPS11 POLG2 UACA SPRING1 TOB2 CTDP1 RIPK4
APOBEC3  TMEM91 SP110 EMILIN2 DMAC1 KAZN AP5S1 ARIH2
guvm AKAP17A ANAPC4 TRIM11 CWH43 MRPS28 MFSD1 RGL3
DDX55 CSGALNACT2 ~ C1QC OFD1 ITGA6 HECTD1 UsP20 IL17RB
CSF1 TNFAIPSL2 TRPC4AP ATP13A3 SESTD1 DNAL4 TTC28 COA3
SLC2A6 NPAS2 HACE1 RPS9 USP2 TSR2 ATP9A TMEM141
YARS1 FOXC2 MSX1 STK10 NR3C2 CHL1 ACO1 FAM155B
VAMP1 GAS2L3 ECT2 GTPBP3 PPP1R13B NARS2 DACT2 FAIM
IL6 YBX1 C100rf99 P3H3 GNBS PARS2 IP6K1 MARCHF8
ATP6VIC2  HMCN1 TXNRD1 HCK FYco1 RABEP2 C6orfg9 KDM3B
PIM2 SLC5A6 EWSR1 RAB27A TEF FARS2 SLC10A2 CHCHD6
CALU cCL5 STAT1 CPSF4 MED22 KLHL26 SPAG7 FAM161B
MITD1 HSPA12A CREM ERN1 FNIP2 SMARCA2  OXR1 TMBSF1
MOV10 SLC16A3 PDCD2L ccL4 TMCO4 SMG6 TMEM30B ~ TNFRSF11B
TCIRG1 CCDC142 APOL3 MEIS1 UNC13B ESRP2 MTHFD1 TXNDC16
PADI3 PROSER3 IL4R SEC23A SIAE SPX TTC12 ATMIN
TTC13 APOBEC3D DARS1 PCGF1 LRPAP1 GLYAT SEMA6D cMCL
HNRNPL IGLV3-25 PHF12 cD47 MPC1 ATP6VOA4  PIP DPEP1
PPIB SLC39A14 PPPIRI14A  XXYLT1 ST14 SCAMP5 ATPAF2 ARHGEF37
ZNF117 BUB3 CCNT2 ATG16L1 ZER1 FMO5 APTX SCEL
ARPC3 cuTC IGKV3-7 DLG4 NUDT? SLC48AL TAPBPL MEF2A
P4HB SLC50AL VAMP5 NT5C3A MEGF9 ZBTB7A AOX1 TLE4
RCC1 STAB1 ZNF608 SERTAD2 HIBADH VPS50 NSDHL ZNF41
SEMAT7A MPHOSPH10  ATP1B3 PTPRS PRDX2 DPP4 DTWD2 FMO4
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TNFSF13B  GRIPAP1 GBP4 RGS16 DCTN3 ZFYVE28 BTC LRRC4
GNL2 METTL23 ZNF354B LCAT WWP2 VPS37B HS6ST3 NR4AL
TIMP1 ACTG2 ETS1 sDC3 RALGPS1 HERC1 MARS2 PDCL
MZT2A MPZL1 ANXA6 SMG9 OCLN RAPIGAP2  MGAM NFIA
MAD2L1 FAAP24 H4C9 SOD2 TADA2B SPTLC1 CYB561D2  STX18
WDR75 TGFB3 SLC7AL PMP22 CCDC106 DHX30 FBXL5 ARSG
CASP4 ACBD6 ANGPTL4 DDX27 NUDT9 CGNL1 ZNF697 MPND
PLBD2 UsP39 TRBV7-9 CsK MMP24 PRUNE2 CREBBP PGP
DOK3 PPP1R3B DCAF15 SF3B6 SLC49A4 FBXW2 SPG11 CRYBG3
RHBDF2 RASGEF1A HAX1 EIF2D CLDN7 RAB25 c1QL3 ZC3H14
PSMAL PARP12 PARPL PLK3 COQ9 FN3K FBX044 SLC12A2
GABRE IGKV1-8 SFRP4 c2cD2L PLCD1 FAN1 LTF MACO1
RELT PIP5K1A NDUFA4L2  IGKV2D-40 GNE GLUD1 LRP10 POLR2B
VIN ARHGEF25 SLC38A6 APIM1 MEPCE LMBR1 AOPEP KIAAQ586
NVL BAAT ZBED6CL TNFRSF10 HIBCH ARAF FRAT1 TLN1
FHL3 GRAMD1B ccbes E/IMRNl GATB CLASP2 PARD6B DNAJC16
TNFRSF18  HGS TCP11L1 RPS17 MRPL50 PTCHD4 CYB5B FRMD3
NACA ANKRD16 IGLV1-51 RND3 ARHGEF16  EFL1 ADNP2 RALGAPB
LAG3 TMEMT79 NR1H3 PARP14 BAHD1 PCIF1 B4GALT6 RNF146
TCERG1 TBC1D10C FMOD GAL3ST1 ACAA2 SAMD12 FAM168A  TBL3
HDAC10 ADAMTSL4 ALKBH2 AP1G2 CPLANE2 PELI2 ETFB HNRNPH2
PLOD2 ZC3H3 INTS7 CD6 CD59 OPLAH cD9 ATP11A
NIFK PDE10A ATP23 CCDC34 FAM210B EMX1 BTBD6 ZSCAN2
PTP4A2 LMBRLL RPL13A BICRA PANK1 ZFYVE26 AGAP1 AGXT2
GSDMB PHF11 MRPL9 ZNF266 CNPPD1 BCL7A BRMS1L ARNT2
BASP1 PSMD3 IL10RA CAD STRBP ZDHHC1 G3BP2 RANBP10
LIMD2 RNF122 MAGOH IGLV8-61 DLG3 VAC14 TMEM127  PNPLA6
GINS1 FOXJ3 DCN CLIP4 AGL WBP1L LIMD1 MOCS3
COL6A3 ADPGK HOXC8 CYBA cIPC SLMAP ZMYND10  TFDP1
AQP9 CBX3 MYEOV SLC16A2 PEX7 VPS18 GTPBP10 ZNF91
PEDS1 PA2G4 AP2S1 LSM5 DHRS7 TBC1D9 R3HCC1 MAGEF1
CLEC2D LGALS12 IGLV10-54 MARCHF7 RETSAT RNF20 UBIAD1 MLST8
ZNF706 SRGAP2 ZFC3H1 TRABD EPHX2 BTBD? RNF180 APPL2
C8orf76 CHST1 SCARB1 RBMS3 SDHD GAK PCNX4 C200rf194
TMEM45A  TTC9C PAXBP1 CHORDC1 CYB5D2 ZKSCAN2 EXOC4 SH3YL1
LY96 ODF2L MKNK1 ZC3H8 WDR61 FGF9 €oQ3 TLES
PLEKHO1 ~ CNN2 LTO1 CSEIL PRSS8 ARL3 DIXDC1 C2orf8s
TK1 ZNF239 NRGN SH3PXD2B Jup SLC45A4 STK24 TOMMA4OL
CYBC1 UBE2Q1 LGALS9 ABCC10 DDX28 CHMP2B KCTD14 TEK
IGFBP1 RPS27 LRP1 UVSSA ABCC4 SMIM19 GIGYF2 FBXL15
MELTF LRR1 IGHV3-11 OGN GHITM USF3 EIF4E3 SINHCAF
PLPPR2 LGALS8 DPH7 RNF207 MOB3B NCOA7 FCHO2 IMPACT
POU2F2 MRC2 SLC26A6 ARHGAP25 UQCRC1 TRIP11 HERC6 TsC1
CHST11 PDLIM3 CFB MOB3A FECH HAGH FGD4 NUMA1
cp7 DEDD MTMR4 PERM1 TACC2 TLN2 EDNRB TMEM38B
ENO2 ZNF600 PLEKHF1 PLEK FBXO7 PRR15 ANKRD29  RABI11FIP3
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PDIA5 DCLRE1B CFAP298 ENPP3 PARD3B NSMF PI4KA DENND11
PADI1 CcCM2 DSN1 CCDC130 KLHDC2 PNPLAS APPLL H2AZ2
IGHG3 IGFBP3 PHKA2 ORC2 SUCLG2 PRKACB VTI1A DYNC1I2
RPL36A RPS6KBL AFAP1L2 KCNN3 ARFIP1 ARHGEF28  SURF6 TLEL
SHFL IFT20 INO8OB S100A13 CDC14B GORASP1 MT-ND5 CTTNBP2N
CERS5 CDK2AP1 ARNTL2 CDCA7L PLCL2 SHANK2 TRAK2 IF_’IMS
GEMIN7 SLC38A10 PHF10 PRR7 TMEM38A BSG PJAL LSR
KRTCAP2  IKBKE GEM SAP30BP PIGO CHMP4C EP300 AURKAIPL
HSP90B1 CBX8 CHKB IQSEC2 RPP14 BCL2L2 DCAF1 CCNC
SLC19A1 SPINKL ASPH UBE2J2 DSG2 PLEKHB1 BIK NAPG
RPS24 LILRB2 ROCK2 LAMA4 TIMM10B GHDC CLDN10 TNPO2
IFNGR2 ZFAND2A USP15 MYRF DDRL GRPEL1 HUNK FIG4
RPS18 CYP2J2 NLRP1 UsB1 APEH FOXRED1  ZNF48 PELI3
CXCL13 SLC9A9 MSN IGHV1-2 CLDN4 PICALM PCDH1 SLC3A2
LGALSL IGLONS CSTF3 SRSF3 LRP5 ECI2 BSCL2 RAB38
H2AC20 SYDE1 PPM1M CHTOP KIAA0232 WIPI2 MAML3 DBN1
ARPC5 FNDC3B PUSL1 PRPF38B TMEM171 PIP4K2C MICOS13 NUDT18
IL411 IGHV1-3 EIF5A GEMIN5 PXMP4 SH3BP4 UTRN SPACA9
TPM4 SLC35B1 IGLV1-36 EVI2B KCNJ15 MRPL46 SLC44A3 GPRIN3
FAM104A  IGLV2-14 BAK1 HPS5 SMIM24 GSTK1 Corf36 KIAA2026
C170rf58 CORO1A DGKA TCF7L1 PSKH1 AKAP9 HBP1 PDPR
ZDHHC18  CDKN2A KCNT2 IRAK1 EPB41LL GIPC2 PIN1 SLC22A5
RPN2 IFITM3 HECTD2 PAFAH1B3 AIFM1 DNAJB14 MBLAC1 DSCAML1
CDK2 SMCO4 PCOLCE SF3A2 ZNF629 PMPCA NCORL ATP7A
PFDN4 GTF2E2 IGHV4-4 PLK2 ADH5 TK2 METTL15 TOGARAM1
NARF ALPK1 GARS1 TRAF2 TRMO 0SCP1 ZBTB47 ATP6V1B2
DDX39A R3HDM1 PPP3R1 SYTL4 ZNF684 NUDT22 MAP2K5 RGS12
COL5A2 IGHV1-18 PHIP MRPL58 RGN GLOD4 ANKS1A LYG1
CLIP3 CD99 GPR132 CsTB RETREG1 EVI5L EPS15L1 GAS2L1
HCST VASP P2RY14 CERKL TBC1D14 ATRN TMEM159  ARHGAP31
ACAP1L PLXND1 FAM229A IGHV3-20 BCKDHA ATP6VOD2  ARHGAP10  TAB3
POLR2H CENPM cLic2 RAC1 KLHL36 SLC31A1 MYL12B BPTF
CDKN2C PSAT1 H2BC4 CPSF6 ATP8AL TRAPPC6A  PLRG1 CUEDC1
IRF7 IGLV3-9 FAM89A CSRP1 TRUB2 EAPP PC RMDN1
MT1X CKS1B SIT1 GSTO1L ETFDH GALNT11 GRB7 TAPTL
TDG FAM126A CENPJ CYGB ERMPL THSD7A NACC2 VPS26C
GMPPA CASP10 VEGFA ARL6IPE CGN ATXN7L3B  NAIF1 TTCS
TAGLN2 STRADA CKS2 COA4 ZNF821 SLC12A4 MED18 ZXDA
HSD11B1 CHRD WDR27 RPS23 PHYHD1 NDUFAF5  TOX4 TAF1B
DNAJC12 PYCARD CACNAIH ACSF2 ACADS8 EPB41L5 TKFC XYLB
SPACA6 PIR AOC3 GDF6 UNC119B ACOT2 ZNF229 RAB20
SSBP4 ASNS ALOX5 CuL7? MARVELD3 ~ CADMA4 ACOT4 GPX4
PPDPFL TUBALC PTP4A3 CCT6A NDUFB6 DHFR2 INTS5 KCTD6
VKORC1 DAXX AGO2 FLT1 NDUFV1 ZNF853 CAVIN2 GFOD2
GBP2 SEC31B TRIM65 DOK2 GLRX5 ATP5MC3  SLC51B MAPK8
SH3BGRL3  DBF4 DNAAF3 SPRY4 HDAC11 NUMB DNAJC27 TRAPPC13
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NOP2 FCGR2A CALD1 IGLV7-43 MITF SEC24B DYNC2H1  PTPRN2
TMEM214  PEA15 MAMLL MRPL36 CDC42BPB  TREH RILP SMYD2
IL27RA GLIPR2 SLC5A9 FPR1 SIRT5 SLC24A1 UGT8 ZBTB43
CPNEL MICAL1 TAF10 OLFM2 BCR SRR SLC40AL FAM229B
KHDC4 S1PR5 STK4 SERPINB6 KLHL9 DIP2C uspP7 JHY
RPL27A PPRC1 POLR3C ARID4B FAXDC2 PTPN9 ECHS1 TSFM
PSMB4 EME2 ABCC9 SFR1 L2HGDH COX8A FZD4 DYRK1B
TRAF5 MTG1 LXN TM4SF1 PIP5K1B PIGQ IPO8 uTP20
PABPC4 DEGS1 QSOX1 RHBDD3 MFAPL PACRG CHCHD4 LETM1
FBLN1 MFAP4 CASP8AP2 FYB1 ZNF385B CROT TMED1 FCSK
CYRIB NPLOC4 TBL2 ITGAL EDA SLC16A9 DDO NCBP2AS2
TCF19 SH2B2 IGLV4-69 NMB BOK APOO MED7 SLC22A7
COL3AL POGLUT1 CKAP2 ZNF248 SIK2 ZNF426 ERCC6L2 THAPS
TSEN15 PCSK6 CD8A PWPL DNAJA2 ZFYVE21L TES SLC13A2
SRP19 B4GALT3 CCN4 LGALS4 SYPL1 NAGLU TSPAN33 MAPK13
GABBR1 TXLNA cwcis DNAJB4 KL NLRX1 TINAG CPXM2
AMPD2 ADAMTS4 CD300A TOR1AIP2 GPR108 MIOX NCOA6 TMEM135
ADAMS RPS15A HSPB6 RFC5 TNFSF13 NDUFS3 ADGRF5 SLC39A4
SPINK13 UPK2 HEG1 SNX3 APLP2 AP3D1 SLC16A7 HOGA1
NMU RPL12 VEZT PTRHD1 HADHB RUNDC3B  SEMA3G SLC25A13
CRP IFFO1 ABCC2 ZNF37A TIMM21 GPN3 CLINTL NUDCD3
FAM216A  IFNAR2 MAN2B1 RPL36 HERPUD1 PRCP BCL2L1 MSMO1
RGS10 JMJID6 LEPROTLL  BLZF1 ATP5F1B GUF1 SLC13A1 DIRAS3
S1PR2 RASA2 GAS1 PHC2 ECSIT TUFM SMIM20 SLC18B1
LYAR NRP2 PCOLCE2 ORM1 CLN5 SLC6A12 KLHL7 LYSMD3
ANAPC7 MYADM HSPA6 CHRDL1 DSP RNF121 GALM ATP5F1C
FBXL6 ST8SIA4 APOL4 NRBF2 ELOVLY DUSP8 EPN2 CDHR2
C120rf45 PRR3 NRBP2 IERS DFFA APP TIGDS wwc2
CPXM1 MORF4L.2 ZNF700 EEF2K PPM1A CHP1 ABHD5 ATP5PO
FABP5 UBC SRF SLC22A23 CPPED1 TAX1BP1 LIPH PITPNA
GOLT1B HTRAL PODN NOL3 PRKCZ EMC3 ETFRF1 Swis
SRD5A3 MYL9 FOXJ1 GUCY1B1 ZBTB4 SH2B1 GAB2 CA13
KRI1 DYNLL1 IGHV3-53 PTPRC THTPA BBS2 PTPRK USH1C
CEP83 ATXN2L GPR4 TSPAN13 IBA57 GJB1 FAM185A  AGPS
SP140L NES SPI1 Clorf54 LAMTOR3 SLC30A2 SOWAHA ZNF277
1SG15 SMC4 UBE2D2 TRAPPC12 TPRGIL IGSF3 SNRK PAOX
TARBP1 TIAL SYCE1L NLRC5 PEX11G AP4S1 MON1B CRIM1
FTSJ1 NGF FERMT3 RAB8B TRAPPC8 RNF38 CHCHD? MISP3
AVEN FSCN1 CD1D CCDC40 WDR31 KIF1B GMFB PHOSPHO2
MAP3K12  TSPYL2 SENP5 NSMCE4A CLPX ADCYAP1 REST ARFIP2
UGDH NABP1 CD79A RABSIF EXD2 CLEC16A HSD11B2 ATG7
PLP2 MIIP POLB ADAMTS5 KIF1C RAB40B NUPR2 PGRMC2
ANKRD13D  EXOSC8 MCTP2 ERFE CRYL1 UPF1 FOXN3 NXNL2
KDELR3 SAMD9 FXR1 GPR173 ZBTB42 ARSJ PDK2 FRY
PDLIM? DDX56 BNIP2 FAM162B SMDT1 LRRK2 DNAI4 STRN3
GAPDH LUCT7L3 MED10 DLGAP4 TMEM170A  POLR2C TRMT61B DDX1
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RNF215 TSPAN2 ZNF133 SEC22A KLF13 SORBS2 AMN GTF2F1
PRRX1 TMSB10 IGFBP2 DNMT3A VPS51 PTPRG NUBP2 TFDP2
PSMD4 CHI3L2 RASD2 ARHGAP4 FBXO3 CBLC CERS4 RTN3
PSMA4 cCL19 OAS3 NDUFAF2 PLA2G12A MOAP1 CYSTM1 ALDH8AL
SCG2 DGUOK TADA2A MSANTD2 BTD EYA3 RABLIFIP2  MRPS24
Clorf216 HMGN1 GPX7 EGLN3 SCAPER EARS2 ZNF253 TMEM102
KXD1 MAP3K8 PCNX2 VNN1 GPAT3 NPM2 ADCK2 MDH1
TGFBI U2SURP AIF1 GABPB1 GRSF1 KIAA1671 VPS35 SNX9
MAP4K1 MARVELD1 CASP3 JCAD KRT7 TTC7B RALGAPAL  NDUFC1
PLPP5 PIEZO1 SCN9A PCDH12 C3orf18 RHOA UBR7 HIPK2
TPM2 S100A8 QKI KHSRP MED9 POLR2E GOLGA2
TRBV9 KIAA0930 WFDC5 ZWILCH SLC25A11 KIAA1143 ZNF407
APOBEC3C  ERICH2 C110rfo6 NUTF2 MRPS30 MIOS CIAO3
ACTNL AGER ATAD2B LUCT7L GOT2 PTPRA TSPAN31L
FAM20A SSTR2 MYO1B CD53 IVD TMEM174  KIAA1191
CALHM6 DDOST GTPBP4 CPE TMEM125 SLC12A6 USP10
IGLV3-19 IGLV3-16 LY75 ZNF444 IL17RD ACADS CNTN4
EIF252 PLIN3 IGHV3-43 MCM4 HINT2 NDUFAFL  TMEM72
EFNA3 ANXAS UBD MMP11 RPP25L ELP6 PIP4P1
AGAP6 RIN1 COLA4A5 ZNF107 DDX24 POC1B SLC20A2
MMP1 GPR176 ZNF182 CD109 ADRB2 FLNB SOCS6
SLFN11 DYRK3 BTN3A3 SGSH PTPN21 RNF26 PTPRB
IGLC3 CDK7 CXCR6 HLA-F MGST2 FBX02 THUMPD3
CKLF POCIA LAMB3 L7 FXYD2 BOD1L1 LRCH1
CENPU SEMA4C RFFL NELFE GK CNDP2 MFSD6
ORM2 FAM171B KLHL23 RPS6KC1 WDR20 ENTPD2 LIN54
PTK6 FIGNL1 CXCL5 TOE1 ATP5PB IMMT API5
BCL6 HNRNPA3 IDH1 ACER3 CC2D2A NATD1 NBPF1
CEP170 PIEZO2 SLIT3 CD93 CDS2 HLF CSRNP1
CHDIL CORO6 SP3 PPMEL SYNE2 IQSECL UBB
ADCY3 EBF1 HEBP2 PAN2 CHTF8 GOLGA4 NFATS
CRELD2 ROR2 HENMT1 CNOT3 SPATAL8 ATP6VOB MAGI2
TAF5 TRMT1 RRP36 MAP3K14 MKKS SusD1 TMEM116
RPL30 ZNF202 RHBDF1 APOBEC3B HSPA4L CTR9 LIN7C
TRAM2 IPMK CARS2 TRMT112 PRRG2 CAPZA2 CLCN3
ZNF251 FGG EPS8L3 SEPTIN? CPEB3 TINAGL1 TMEM251
DKC1 CMTM7 TRANK1 POLR2D DMTN MROH1 TPMT
FADS3 RPP30 RRP12 DAAM2 PHKB TMLHE C160rfo1
COL1A2 CCNL1 TPTL SNRPB2 PDCD6IP MOCS2 FNDC10
ECM1 SRRT AKNA ATG4B UQCRFS1 ACAD10 IPP
RRAS NNMT PDCL3 ccDcssc DAZAP2 APIM2 CSTF2
RNF7 zP3 HOXA11 SRSF6 MAL WDR24 SMIM5
TMEM132A  HSPB11 TTYH3 ATP5F1E NDUFA5 0SBP2 sLCo4c1
Cllorf24 NR2C1 EEF1D SSR3 CRADD SCFD2 CUBN
HTRA3 PNCK DUSP23 DCAF13 ZNF57 TOM1LL OARD1
COL12A1 RAC2 GPR35 TMEM267 OXSM GCLC BRF1
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DTL
RPL39
L3HYPDH
Cborf46
PPIH
EIF2B1
PTHLH
NPEPL1
GATA6
FADS1
ANAPC5
RGS19
NME1
IL2RA
NRDC
IGKC
RPLP1
IFITM2
CDH11
IGHG1
Clorf131
AP2A1
STX4
MT2A
CLK2
RRP1B
SNRPA
AUP1
BRIX1
MSL3
P4HA3
BMP1
NOP58
DNAJB11
COPz2
SLN
BST2
ALDH18A1
OASL
FXYD5
CRYGS
BATF
ITPKA
DPYSL3
EXOSC1
BLOC1S3

RNF181
IGKV3-20
LGALS3BP
SNRPG
SOCS1
SPSB1
ELMOD3
CDK17
LAMTOR2
APOH
ALG13
C20rf68
DDX39B
CCNL2

IGKV30R2-
268
QTRT1

TMEM92
DENNDSA
FXYD3
CDK11A
SMOC2
UTP6
RASAL3
CXCL10
RANBP1
DOCK5
TRPV2
LRRC59
CD27
H3-3A
ZSCAN9
PHTF1
RASSF5
STC1
OR51E1
ZNF558
PAG1
CABLES2
ANKRD10
GZMA
CASP8
NUP107
MEA1
FOLH1
ICAM1
PRDX4

TTC39C
LCK
ZNF281
RABIF
TIMELESS
TCOF1
MRNIP
RP9
ODF3B
DCP2
NKD2
NAGPA
ITGAL
NABP2
OSCAR
IGFBP4
RPL24
TRPC1
SMTN
HYI

EMB
ZNF335
BCL2A1
SSPN
RBM39
SCARF2
WASF1
CDC42EP5
FOXN2
RADYA
IGKV2-24
CCDC80
TMEM273
REEP4
CEP164
UBAP2L
RGS2
CENATAC
KLF16
NFASC
TNIP2
SRSF1
ENC1
SLC43A1
KRT19
POU2F1

MMD
CYP2R1
IPO9
TMX3
S1PR4
ATXN7L3
FATE1
ARHGAP40
TUBALA
S100A4
TSHZ3
MLXIP
P2RX7
AAAS
GIT2
DDX60L
GEMING
SLC29A1
CREB3L1
IGKV2D-29
KLHL42
GPSM2
INHBB
RBM41
NOVA2
INAFM1
HSPA5
C150rf39
PRSS23
MYO7A
PPP1R14D
GATAD2B
TAF4B
S100A1
SORCS2
IGHV2-70D
GNGT2
CASP1
ZBED1
GATA3
EFNA4
AMZ2
G0S2
SMC6
JMJID4
IFIT3

prognostisch vorteilhaft im RCC

AMOT
NAPA
PPARA
TMEM245
CMTM4
ABHD10
SIRT3
TPRN
INSYN1
GRHPR
PRKAB1
BCKDHB
EVC
LCMT2
MACC1
ILDR1
VPS37D
RNF43
AK3
LLGL2
PLLP
TOM1L2
STUB1
PEPD
TECPR2
UQCRC2
FDFT1
CLTRN
MAGIX
SURF1
MRPS2
ACAAL
Cllorf71
USP19
MECP2
DLD
ADAL
VEPH1
KLHDC7A
AKAP1
ACTR8
CAAP1
TEX264
AKR1C1
RBM23
NTN4

SAV1
NDUFS4
HMGCS1
ATAD1
FAM50B
TMEM47
ORC4
SLC6A19
TRIM68
PEX10
NDUFA8
RASGEF1B
GULP1
MYOMS3
PCYT2
MRPL34
NELFB
COX10
STARD7
PIK3R4
PPP6C
GPAM
DHRS4
SMPD1
PPP1R21
TMEM150C
MPP1
GPRASP2
SLC25A25
AREL1
MACROD1
CABLES1
NFS1
ARLSB
VDR
STK33
MYO1D
FA2H
KYAT3
Cllorf68
MRPS36
AMOTL1
Cllorf54
TRAPPC9
RAVER2
HIRA

C21lorf62
AK7
KCTD12
MID1IP1
CCDC12
CHCHD3
ZNF561
SF3Al

Cs
MED20
FBRSL1
LDAH
ZNF440
SLC4A4
SLC26A1
NMRK2
FCER1A
PPP2R1A
UsSP38
POLR3B
NAPSA
ZNF516
C2orfl5
VPS4B
NFYC
GTF3C1
MYO7B
MBIP
SLC4A2
CHUK
NUDT4
KIAA0319L
RABGEF1
ARMC7
SGPP2
BEX3
SNX24
TRAPPC2B
SMTNL2
ATP6VOAL
PRXL2B
FAM219B
ZDHHC21
ZNF75D
LYPLAL1
TM7SF3
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RUNX2
COL16A1
AHI1
CHFR
UBE20
FABP6
IGLC2
SCG5
PCGF6
SLC2A1
ADAMTS10
TBX19
IKBIP
NSMAF
CNOT9
TUBA3D
AKR1B10
ATP8B3
HAPLN1
MICB
IGLV3-27
RESF1
TMEM39B
GBP1
GPX8
PDIA4
RBM45
TMEM158
NPTX2
H2AX
ATAD3B
LSM2
IL10RB
ADAM15
IFITM1
ORMDL1
GDPD3
MFGES8
EFHD2
MICALL2
ERO1A
GDPD5
TMEMS81
JTB
PLEKHG4
ANKRD39

PGF
FAM136A
VMO1
SYNGAP1
INTS3
0STM1
ZCRB1
NFKBIE
GPR162
RPL35A
GNB4
CCDC59
ADRA1B
PYCR2
EIF5B
IGHV3-49
KRT13
ACAN
CDCA4
SIRPG
MCHR1
PIK3R6
COPS7B
cCDC112
COMP
SYNPO
SLC25A32
NENF
FLNA
PFDN5
PROM2
ABCC1
NME2
GALK1
IGHV1-46
ZNF267
C1QA
GLT8D2
FASLG
ARAP3
HSD3B7
CYP2s1
S100A3
IGLC?
MRPL55
KCNJ8

IGLV2-8
WTAP
GUCY1A2
DTX1
AGAP9
C1QL4
TENT5A
CD3D
ITGA4
TRIO
TPM3
ZNF83
HAUS6
CDK4
HLA-DOB
EDRF1
GPR180
SRGN
LIX1L
PRPF3
FARSB
HHEX
ELK1
PRXL2C
ELMO1
ZBTB17
SEMA6B
sUsD2
MEDAG
MFNG
PCDH17
SERPINBS
ANGPTL2
DCBLD2
SAMD11
TRAC
GPS2
SLC20A1
OLFML3
GBGT1
PSME2
COL4A2
CAPRIN2
KCNAB2
SPARC
TET3

1PO4
PCDH18
ARID3A
PMF1-BGLAP
SV2A
CD70
P14KB
RSL1D1
IGHJ3
NDNF
SLC26A2
MYO1F
EFHC1
GPSM1
PLIN2
G3BP1
SEC22B
SLC41A2
CD48
ZNF276
ATG16L2
MTX1
LZTS2
GGA3
DNER
LYN
C12orf29
NLGN2
DEK
HNRNPH1
GYS1
TRIM52
NR2F1
PRUNE1
TUBG2
GNAS
PTGER3
GSAP
PLAU
RASL11A
KLHL6
MRPS15
SMIM10L1
ZNF789
ADARB1
CAPZB
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PDP1
ZNF329
SYNE4
C180rf32
SECISBP2
CCDCT71
DCTPP1
RPH3AL
AR

UFSP2
VAPB
RNF208
RNF152
ELMOD2
MYL3
RHPN2
NAA30
PARP3
TP53INP2
BCL2
VPS35L
AQP1
RNF123
KLHL22
MFAP3L
TBC1D1
DDB1
PSEN1
TMC4
BPGM
ARHGAP6
PGAP4
BAG5
PPARG
STK32B
PLEKHB2
UMAD1
ATP6VOD1
SVIP
RAB14
ZDHHC3
OXCT1
CHDH
MAPKAPK3
ILVBL
TMEM186

CCNB1IP1
DDAH1
COPS4
USP30
GALNT16
ALDH2
ABCB7
JADE2
DMKN
RALBP1
TPPP
RORA
NPR3
ARHGEF12
GAREM1
TSG101
SGCB
AIF1L
CA2
QARS1
IDH3G
CoQ4
RAD17
NFE2L1
MECR
ADCK1
cvcl
NEK11
BCAM
KIF9
ACSF3
SNX13
FANCC
RABGAP1
SLC4A11
GALT
IGIP
GCSH
HSD17B4
TRIP4
SLC39A8
GTF2I
ANO10
PTER
SLC2A8
ASBS

ZNF551
IFT88
C170rf75
HS3ST2
PTN
SMCR8
JKAMP
FHIT
PCSKIN
TRAF6
AAGAB
DBR1
TMED4
SGMS2
SREBF2
GATM
PEX26
MYH10
Cllorfl
BICD2
TIMM22
LRRC20
RREB1
FBX025
SH2D3A
NEK1
ZNF260
VPS11
ZNF24
C220rf39
PIFO
WARS2
THAP4
IDI1
RBPMS2
PLEKHF2
SLAIN2
TIMP3
OSBPL10
GSK3B
SLC25A51
AZGP1
SHISA9
ABRAXAS1
ATP2C1
BRD7
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SEC61A1
YEATS2
GPSM3
DUSP14
RAD51D
PSTPIP1
RBCK1
PRAME
ZNF692
NCSTN
CHEK2
PLAUR
KNSTRN
ARHGAP9
GNRH1
EMILINL
NPHP3
XCL2
RBMX2
MMP19
GLIPR1
RPS8
IGLV3-1
C1QTNF1
FIX1
DENND4B
AEBP1
SOCs3
PAHAL
LDHA
TEAD4
PTRH2
DEF6
PUS7
CHEK1
EBI3
KMT5C
COL6AL
STAT4
NTM
FOXS1
PDK1
IGLV9-49
KIRREL1
ITGAE
DTX2

ARPC1B
LIN37
EDEM3
FABP7
SERPINB9
AARSD1
CXCR3
MED30
NDUFAF8
PSMB3
MASTL
NR3C1
PDE3A
CDH13
METTL26
GZMH
EPB41
LUM
ACKR3
SH3D21
Clorf159
TMCC1
MEIS3
H3C4
Clorf35
TRA2A
THOC1
NFATC4
IGKV3D-15
SLC36A1
FCER1G
CYRIA
REM1
ANGPTLS8
PMS1
IGLV4-60
ADGRES
FAM118A
E2F5
DNTTIP1
HOXD10
CFH
CSAD
FNDC1
ELOVL5
VSIG4

MCM5
PSMG1
FMNL3
RBM22
CNPY4
CDK5RAP3
B4GALT2
MICAL2
RAD18
RHOC
TRERF1
HGH1
OLFML2A
DRAP1
DBI
DCAF8
DHRS2
TCEAL
SPOCK1
CCDC85B
ACTB
KMT2E
KIF2A
RAP2C
ACTR3
PHYKPL
HERC4
ORAI3
ACHE
S100A16
CCNH
POGZ
LRRC32
IGHV3-64
CPSF3
EFEMP2
NUCB2
GABPA
GMIP
MRPL24
PDE6D
INHA
IF135
BTAF1
MMP9
ASPHD?2

USE1
SFT2D1
LPARG
NAT14
NOS3
P2RY10
IAH1
MDFIC
THOC5
MAK16
FUT11
PHLDA3
DUSP10
GPATCH4
PWWP2A
ADPRS
GSTAL
GPCPD1
JAM3
MIA3
TMED3
MAF
XPO1
LRRC8C
RPL10A
KPNA3
MTDH
NOTCH4
HLA-E
NRP1
RAPGEF6
SPAG1
LYL1
BRAT1
DIAPH2
DRAM1
HMGN2
HAUS7
ERG
SPRN
TRIM66
CRLF1
RGS4
PTGFRN
FCN1
EHD2

prognostisch vorteilhaft im RCC

WwC1
DEF8
ITFG1
LRATD2
BCL2L13
ESRP1
CAT

INIP
RNF13
SLC38A11
FBX021
CLCNS
TTC9
HSD17B12
MRRF
SUCLG1
MFN2
RAB19
DMAC2L
CNNM2
ALDH1L1
COX411
CGRRF1
MAGI3
NSUN7
NEBL
PDHB
CACFD1
SLC1A1
SLC25A12
PMPCB
AP1G1
MINDY2
NIPSNAP2
ACOT11
ASAH1
FOCAD
FUT6
LMTK3
NDUFS8
MTEMT
VPS41
MINDY1
USP53
PDE12
NUBPL

KLF9
SETMAR
EMC10
TOPORS
LRPPRC
CASB
ERLIN2
EIF4EBP2
PTHIR
COX7B
MAGEE1
SELENOP
KLC4
KHDRBS3
ABCG1
TNFRSF21
MAPKAP1
AP1B1
ZNF330
GSS
NAPEPLD
TRIM4
URM1
PTPRD
ADCY5
SLC27A2
UBAP1
LCMT1
TST
SIGIRR
KIF16B
ZNF718
CNOT4
DNAJC5
TFCP2L1
DENND6A
ALKBH7
QDPR
TMPRSS2
AP3B1
SETD2
KMT2C
SCGB1D2
NCOA4
GLIS2
SLC25A5

MMAB
TUNAR
PACS2
KCNJ11
EIF4ENIF1
MUC20
SNX18
EVC2
TATDN3
PDE7B
AKS
AMBRAL
ACVR2A
GIN1
SMIM4
ALAD
UQCRI1
PIK3C2A
ACTR3B
EIF4G2
TTLLL
ZBED3
SLC16A4
TIMM8A
CNOT6L
CTBP2
NAASO
RNF14
KLHL21
SAP30L
TIPL
ARPP19
METAP1
MCCD1
DARS2
SLC25A15
CPTP
RCBTB1
SIRT4
BMERB1
NMES
NFKB1
TRAPPC6B
VPS4A
ITGBS
MSH3



Anhang

CXXXV

prognostisch unvorteilhaft im RCC

MZB1
SMIM3
MRPL53
TMEM165
TGFB1
IL13RAL
ATXN7L2
PTPN2
RPS20
IGFN1
IGHMBP2
SAA2
c1QL1
ITGAS
NAA25
RPS7
WDR76
IFl144
ACTA2
GORASP2
SERPINF1
KAT2A
uTP11
CHTF18
PIGC
TIPRL
AURKA
DVL3
TCN1
ZRANB2
PAQR6
CARDS
E2F3
APOA1L
CLASRP
H2BCS
ADAMTS2
PPFIA4
TPD52L2
TPSG1
EIF4AL
cD44
FHOD1
ANKLE2
NASP
FNBP4

PLEKHA2
CEP250
CRISPLD2
RASA3
H4C5
YY1AP1
ANKZF1
CD96
YWHAZ
SPIDR
MYLK
SH3PXD2A
TMEM119
APBB3
RPF2
CXCL2
SLAMF6
IGHV2-5
SCNN1B
SH3KBP1
TP53113
DNAJB13
SNRPF
ANXA2
IGKV1D-8
SPDL1
H2AZ1
GOLGASA
FEZ1

EPO

HSF4
RPLP2
CDC42SE1
IGKV3D-11
UBE2A
DDX41
RAD52
HEYL
CCDC57
DEPP1
IGLV6-57
TPST2
CES4A
ADAP2
OGT
BRD9

NCAPG2
PTPRE
EFS
PHLDB3
NBPF15
TMEM234
TMEM255B
AATF
SLFN12
BTN3Al
SIDT2
RPL23
DESI2
TBL1XR1
PLCB3
RBM17
MCTS1
IGHV3-7
TLCD2
SNRPE
DMTF1
FTL
USP31
TIGD1
TRAF1
FST
EGFLAM
CSRP2
CLSTN3
Clorf198
ZNF343
UBE2V1
RNF217
KATNBL1
VRK2
GNA12
CDK19
DGKZ
DPT
SIGLEC10
NRN1
EVA1B
1SG20L2
ACTL6A
ZRSR2
RGS1

ADAM9
ESM1
YWHAG
AGBL3
SULF2
BCL6B
ZDHHC8
HEATR1
METTL18
RNF125
AGPAT4
GTF2H4
LAT2
TNFAIP2
PLN
PLSCR4
NDRG1
GAL3ST4
TBPL1
SPAST
C2CD4A
SNRNP48
PTGER2
POLRIC
ATP1B2
DUSP4
GRPEL2
NIT1
PAPOLG
PSMC3
BTN3A2
SETDB1
RBM25
ENG
DPY30
SETD5
SRSF4
PEAR1
TCEAL7
GNAI3
NAGK
AK4
AIDA
SMIM29
HPS3
PRKRIP1

prognostisch vorteilhaft im RCC

SEMASA
PGPEP1
MED21
ACADM
ALDH3A2
AMT
MYRIP
MYH14
ARHGAP5
HIGD1A
CKB
ICA1
SCIN
FAM110B
ACAD9
KIAA1109
ZNF880
SEPHS2
VWA7
CLN8
SAMM50
WASL
BCAR1
MAGI1
FBXL17
KCTD1
VAV3
NDUFA4
CASKIN2
TRAK1
DNAJC30
CPEB4
ATP10D
ETFA
HMGCL
ACOT1
DNAL1
ADCY9
ATP6AP1
ATXNI1L
PHLPP1
SATB2
RAB21
PPFIBP2
ABAT
SH3RF1

GADD45A
ZNF14
JADE1
ATP5MC1
RIN2
ANXA3
SHMT1
RTN4IP1
PPP1R9A
RHBDD2
SPIN1
ANXA9
PLS1
NIPSNAP1
TMEM238
MT-ND6
COLCA2
HMOX2
FBXL14
CAB39
MTCH2
MCF2L
UBE3C
DOCK8
COX15
PBXIP1
TSPAN1
KIDINS220
ZNF768
FAM131C
NOP9
HMGCR
NDUFB10
TLE2
KDSR
LYRM7
ACSM3
SNX1
BBS12
ZC3H12C
VPS36
MRPL35
TMBIM6
Clorfl16
TMEM53
ARHGEF9

ZFP90
DNAJA3
GSR
ALKBH1
DCTD
PTPN23
TTC33
PRKAG1
ZNF420
VRK3
RPS6KAL
OPA1
MLLT3
CHD9
TENT4B
CRTAC1
ART5
SLC44A1
BBS9
CYP39A1
FBXL16
COMTD1
FAT4
PCYOX1
MAEA
URGCP
MAML2
SCAMP1
cCcDC198
SERP2
RAD50
ATG14
UBAP2
SLC39A13
PLIN5
SLC5A8
BEX5
ZNF503
sLU7
TEKT2
ANXA7
GLUD2
PHACTR2
HNRNPAO
RAP1GDS1
MRPL44



Anhang

CXXXVI

prognostisch unvorteilhaft im RCC

STX6

PI3

F3

MYBL1
RNF149
PTGIR
PDIA3
TNKS1BP1
BYSL
QPCTL
ARHGAP22
C2orf76
TFE3
IGKV3-11
OPN1SW
SNCG
OSTC
CNPY2
RPS19
CYTH4
PTPN7
CD72
MFAP2
RNASEH2B
SLC11A1
PHF21A
TUBB
TNFRSF9
IGHV1-69D
VMP1
MOGS
METTL22
TSKU
MZF1
EMP2
CBFB
SAA2-SAA4
TRMT2A
ZAP70
METTL5
ARHGAP33
EML3
SRSF7
POLE
NAA10
SEMA4B

THY1
ANK2
CDC123
LEF1
LEFTY1
THPO
IGHV6-1
MRGBP
NAMPT
PDIA6
EBF2
RBL1
IGKV4-1
HOXA3
GJB2
CCDC71L
DDIT4
IGHV4-34
FLAD1
ACOT7
SELENOM
NOL12
RPS10
IGHV4-39
CSTA
RPS27A
UFC1
EVI2A
PHLDA2
ALG6
HDAC3
ILIRN
RPL37
CDT1
KLHL17
SLC35A1
MBD4
Clorfl74
TANK
PSMB2
EMG1
MDFI
ROM1
ZNF337
IGHV3-66
NPM1

FBX045
SELL
PLEKHN1
DUSP2
IGHV2-26
LAIR1
UGT1A9
LIME1
PPIE
MT1E
PPHLN1
C2orf49
PAMR1
HYOU1
UAP1
PNKD
F10

STX2
TRAF3IP2
HECW2
FTH1
RPL4
IGHM
TCF12
MAPKS8IP3
UBXN8
LYST
CLDN15
ENTPD1
ARHGAP23
TRBV6-5
LAGE3
SPINDOC
SLAMF8
SLC2A5
MT1H
MED26
SLC29A3
FAM219A
NSUNG6
RUNX3
PIGZ
PLXNAL
SAC3D1
SYNPO2
MFSD10

THOC6
IGHV3-72
DCLK1
FAM110A
TYK2
FAM172A
CD40
SOGAl
CcCL2
MTARC1
NDN
IL18R1
BNIP3
PPIG
LDLRAD4
CPN2
FLI1
CENPX
FOXJ2
RNF34
TP53I11
DDX58
PSMD8
TRIP10
SHROOM4
MOB4
LCA5
STON1
SSC4D
SLC5A3
MYCT1
POGLUT2
C2orf72
Cdorfa7
RPS5
WDRA46
LYRM1
SRRM2
CXCL6
POP5
MARCKS
CENPN
SLC1A4
CPED1
NEFL
SLC12A9

prognostisch vorteilhaft im RCC

ARHGAP35
SECISBP2L
RIPOR1
LZTS3
GABARAPL2
HS3ST1
SH2D4A
THRA
HCCs
SETBP1
MccC2
IDH3A
SPTLC2
ANXA11
RMDN3
IDH3B
GCDH
SIPALL1
UBE2QL1
PHLDB2
CAPN1
LRRC19
BDH1
PPIP5K1
RMND5B
CHMP1B
PLEKHG3
NUBP1
PUM1
CCDC186
ATP6VIEL
RABL1FIP4
scp2
NBEA
LMF1
KIF21A
RNF40
HTATSF1
BEX1
TMEM51
FASTKD5
GABARAPL1
NPNT
SMIM10L2A
CACNAILD
CLPB

BCDIN3D
NINL
PAQRY
TACC1
SLC47AL
TFEB
CuL5
UBQLN1
CCDC110
EIF1B
RAB1B
ENOX2
TMEM42
PLEKHJ1
CCDC28A
PABPCAL
ZMYND12
MED16
ZDHHC7
SIK3
PHF2
PTPRJ
WDR7
CRACDL
GLB1
SMIM12
PPP2R3A
ACACB
SCRN1
HOXA7
SNRNP25
DMGDH
RAPGEF1
NUDT14
HSP90AAL
HAGHL
ZNF165
CDADC1
FHOD3
NCKIPSD
ZNF416
PARP4
PMS2
COXT7C
PRDX5
CERT1

MOB2
HOXA6
ZNF480
ACSS2
GATA2
MTHFS
ALDH1B1
CCNDBP1
CDH1
RAB11B
PRKAR2A
SMIM14
SPTY2D1
RDH13
CCNI
SDHAF1
AKT1
MTHFR
DCXR
SDAD1
MYO9A
LRRC57
SUSD6
MCAT
GPT
CAPN2
RSPH3
DNASE1L1
SDHC
ZBTB16
PLD3
ABR
CCDC160
LSM4
CYB561D1
PNP
SMAGP
SH3BGRL2
EMCN
APH1B
NFE2L2
FCF1
GOSR1
FAMT76A
STRN
KLF6



Anhang

CXXXVII

prognostisch unvorteilhaft im RCC

SFSWAP
Clorf21
ARHGEF1
DPP9
FN1
AHCTF1
PUS1
CCDC14
TYMP
NRM
1L34
GJC1
STING1
KCTD15
ARLAC
FAM193B
PLEKHG2
SRM
S100A10
ANP32E
HK3
EFEMP1
PFKFB4
CHMP4A
LOX
RACGAP1
RCC2
DGKD
POLA2
Klz
MRTO4
GABRD
HAUS5
STC2
ZNF207
BTBD19
FMNL1
ARID5A
ARRDC3
SSC5D
INTS6L
OLFML1
PON2
IGHG2
NFKBIZ
IGKV1-5

CCDC102B
IL18BP
ELK4
ERCC5
RELB
SFTPB
NEURL1B
VATIL
PAQR4
ATP1A3
PCNA
CALHM2
DENND2A
KIF20B
MSL1
ZNF18
MDK
RARG
LILRB1
NAV1
PSMD14
PSMC5
CXCL8
Clorfl62
PMAIP1
DHX34
INTS13
DOK1
ZNF300
CEP290
FCGR3A
NFIL3
S100A11
LRRC37A3
CXCL11
WDR26
NUP85
NKG7
KISS1R
ST3GAL2
ANTXR2
MAP3K20
SEC24D
PARVG
GTF3A
MXRA8

GNL3
NSUN2
ZNF395
SUV39H2
LRRK1
CTsz
FGB
H3C10
PAM16
C120rf76
LIG1
CEP95
H2BC12
SAAL1
COL14A1
OPTN
GC
NRBP1
RIOK1
PAICS
TMED9
MTERF3
DUSIL
LAPTM5
STARD4
BTN2A1
IL12RB1
BNIP3L
ZC3H12A
CCDC127
EID3
LST1
CPNE5
PPM1F
ZEB2
INPP5B
SNRNP70
SIGLEC9
PTMS
MEST
LCP2
RRP1
CD276
DKK3
CHSY1
GOLT1A

LUC7L2
FAR2
SFXN3
TLR5
PLAT
STT3A
PGBD1
GPR65
ADSS1
BCORL1
CEP126
TAF3
NKTR
S100A12
PDE4B
IGKV6-21
IL6ST
CCPG1
CLNS1A
GAB3
CHN1
DES
SAMHD1
RNF220
MCAM
CDH5
MAZ
PPIL3
VCAN
WEE1
MTCL1
CDK2AP2
SPATS2
KDM3A
GIMAP6
EGFL7
VPS33A
ZNF224
FBXO46
DIABLO
ZCCHCS8
SYNGR2
ZNF302
SNAPIN
METTL21A
NOTCH1

prognostisch vorteilhaft im RCC

ELAC1
RRAGD
SOS2
ACTR10
TM7SF2
THUMPD1
PATZ1
MMP15
LURAP1
WDTC1
SNRPN
ATP1A1
ECI1
N4BP1
BORCS7
TMEM187
C6orf136
C190rf25
SCNN1A
AQP7
MSI2
TIP3
THRB
SDHA
EZR
TMEM129
CLDN23
PKHD1
VAMP2
SLC25A30
OXNAD1
CADPS2
SNX30
CDH16
TMEM115
ANKMY2
NUDT16
ZNF610
DNASE1L3
ENDOG
LMBRD1
SC5D
FAM120A
AHCYL2
DNAJA4
FIS1

EEF2
ACSL1
GPC4
MSANTD4
CYS1
EHHADH
BAGALNT2
PGAP6
USP8
KIAA1522
DIAPH1
CYCS
NDUFB1
ELP3
VGLL4
FHDC1
GFM2
FOXO1
FAM122A
ADGRF1
PDGFC
TMEM33
PECR
CCDC134
ZFHX3
AIMP2
SH3D19
FARP1
ALG5
TSPYL5
MCRIP2
GOLM2
BBOX1
METTL14
RAB11A
UTP14C
PCK1
PATJ
CLIC4
MTOR
MDH2
CES2
GRTP1
FUz
TMEM203
MRPS35

ZNRF2
AGPAT3
MPV17L2
LEMD3
HS1BP3
STPG1
SH3GLB2
NDUFS2
DNAJC1
SGTA
SLC7A60S
VAMP3
ZNF471
NOA1
N4BP3
ACMSD
SEPTIN11
NDUFB7
SHISA2
EXPH5
TOP2B
ZSWIM9
ILK
RCBTB2
TMEM80
ARFGEF1
IFRD2
PTBP3
LDHB
IQCAL
FRAT2
ABHD17B
DAG1
KIFBP
RNF141
AGO1
ZNF134
AP2B1
SLC22A12
EPAS1
NOXAL
0GG1
REXO4
JAKL
ATEL
AKR7A2



Anhang

CXXXVIII

prognostisch unvorteilhaft im RCC

PFDN2
ITIH3
UFD1
MTCP1
ETV6
SNAI2
PTGIS
TOR3A
FCGR1A
SHMT2
1SG20
IGHV3-48
ISLR
MGAT3
MAGOHB
LDLRAD3
SLC25A43
IGLV1-47
TAP2
DDX11
NID1
EIF2B4
MYC
GBP5
TBX15
INHBE
STK17B
PDGFRB
SERPINE1
GLMN
IGLL5
CCDC88A
BGN
IGKV1-9
TGFB1I1
RPL38
PML
ANXA2R
SLC2A3
RWDD3
KMO
MORC2
IGLV1-44
IGKV1-12
SEC61G
LIMK1

ZNF354A
USP13
FAM102B
TRIM27
B3GNT4
SIPA1
CREB3L3
HOXC6
METTL1
ZBTB25
ZNF841
SPIN4
IGKV3D-20
C8orf58
MAP4K4
EEF1B2
FAM114A1
LRG1
SMIM10
AP4B1
NEDD4
PSMB1
ERGIC2
THBS2
GNG2
THGIL
GART
OSMR
OR2I1P
FAM160B1
SYNJ2
C11orf98
ECM2
ANO1
IGHV3-33
INSIG2
LRRC17
TMEM138
IGHV4-61
KCNMB1
DAP3
EVL

MGP
TCAF2
KCMF1
TBK1

GGT5
CDC27
FHL2
REN
GOLGA3
TUBG1
SASH3
CPSF1
RABSA
TAP1
MAP1A
ATP10A
RPL28
MBOAT7
SAMDIL
SCNN1D
FKBP1A
GFOD1
TRBV29-1
POC5
ZSCAN26
CD14
RPL5
APOC3
STK26
RPL19
SLPI
ITGAM
ARHGAP15
SEPTINS
MINPP1
LYVEL
HCN2
UBAG
UBE2G2
ZMYND8
TRIM62
ITGB1BP1
ZDHHC17
CTSK
FASN
FAM76B
RASL12
PLCB2
IGHV3-13
TCF4

IFNGR1
TMTC1
E4F1
ABCD1
COTL1
PCDHB6
CRIPT
SLC12A8
ILF2
MAX
ZC3H11A
MRPL38
RXRA
HGF
TNFAIP6
SSRP1
AFF3
WFDC12
RELA
DGCR8
ALOX5AP
FLNC
SQLE
CSF3R
SORCS3
KRT17
SREK1
TSC22D2
CD52
SELPLG
C5orf24
PRPF40A
CASP7
LTBR
LDLR
SLC6A9
PSMB6
RPGRIP1L
MYBBP1A
POP1
BZW2
POP7
TAF1
PPP4R3B
TNFAIP3
ANXA4

prognostisch vorteilhaft im RCC

GAS8
HABP4
TXNRD2
ccbe2s
GNAQ
LMTK2
GSTZ1
INPP5J
PDHAL
MTCH1
GFM1
ANKRD9
ZDHHC4
TBC1D19
PLCXD2
KATNAL2
CLCNKB
ADD1
FBXO8
MTMR12
RDH11
HOXB8
ESRRA
RANBP6
ZNF324
SHROOM2
SEC22C
SPINTL
SNX29
MICU2
LIFR
HERC2
EPS8
LUZP1
ATP6VIH
ZDHHC23
FLRT3
CYP4V2
SNX12
ZNF304
TMEM143
uspP22
TRHDE
FABP3
GLG1
TBC1D13

BAIAP3
SLC25A40
EPN3
KLHL8
ZNF112
SLC6A20
TMX2
VWASA
ARMCX3
PANK4
SLC25A38
GPRC5C
STX17
ZBTB3
SMU1
C12orf75
KANK3
C8orf82
CEP104
RBBP8
PCBP1
RAD54L2
SLC44A2
SLC35F5
CccDC8
WDR1
BCAS3
SLC25A26
FAM189A2
ZNF837
SPIN2B
SP2
PDHX
PGM5
SNN
RBM15B
NDUFAF3
CCDC121
GPR107
GALK2
DEFB1
INTS9
SMAD4
CLUH
PNMAGA
FIBIN

C170rf107
EXOSC7
ZC3H13
TAL2
MCRS1
TXNRD3
MTMR14
LRRC47
PXMP2
MYO10
CHIC1
HELQ
MTUS1
SLC29A2
LIMAL
CMTM8
MIA2
DNAJC6
FMO1
LYNX1
VAMP7
ZNF775
NEMF
ANKRD28
SLC38A7
PODXL
UQCRB
SPCS1
ACY1
CABIN1
EIF2B2
ABCB1
CAPG
RHOBTB2
GTF3C4
PRR14L
PIP5K1C
MRM3
C4orf33
SYPL2
ALDH7A1
GON7
ALKBH4
MTARC2
QRFPR
ST13



Anhang

CXXXIX

prognostisch unvorteilhaft im RCC

CARD11
LY6E
SLA2

LIF
SLC16A1
KDELR2
IGLV3-10
VOPP1
PAK1IP1
NCF4
TRIT1
ZBTB8OS
COL5A3
EBPL
TEPSIN
TOX2
TRBV28
RPP40
IRF9
FXYD1
ST20
PRR5L
RPL27
KNTC1
INHBA
DACT3
LOXL3
SBNO2
PARP6
UTP14A
UBE2S
SMPD4
RER1
ZNF7
DCBLD1
VIM

KCNK1
MYO1G
CBX4
MSRB3
DCLRE1C
IGHG4
PLXDC1
CCL20
IGHV3-21
SH3GL1

MFSD2A
FGA
PCID2
GNA15
CNIH4
ERCC3
OAS2
TFAP4
ADGRE2
SLC25A37
csT7
IGKV1-6
CYP1B1
TRPM2
HPCAL1
CMTM3
BTF3L4
P3H4
RPS4X
FBL
SAMSN1
TNFRSF4
IGKV2-30
PCED1B
LIMK2
MAPKAPK2
FKBP7
OSGEP
CSNKIE
ABCC3
IGHV3-74
PSMD12
TARBP2
TTC17
EDEM2
DXO
PDE1B
TPD52
IGHV4-28
EIF3I
cD2
PLAGL1
SH2D1A
UBE2V2
0BI1
ZFP69

MUTYH
THUMPD2
MAP7D2
SLC25A28
HNRNPC
ALG9
ADAR
OST4
SPRED1
PRPF38A
PLEKHAS
FBN1
DDX49
COPz1
MRPL14
ARHGAP19
IL1B
NOL10
RNF135
SCD
CCDC88B
TRDC
C2CD2
CwWC22
ATAT1
DNTTIP2
GMNN
TSPANS
SMS
ZSWIM4
CD69
IDUA
EPHB3
ZNF195
CLTB

ZYX

SAMD1
TENT4A
RNF19A

HNRNPA2B
1
VPS16

SNX10
KLHL4
TTPAL
CLIC1
SAE1

TUBD1
IP6K3
SENP6
PCDHB14
GTF2H5
SEC63
MCMBP
SH2B3
TMSB4X
CANT1
PLPPR5
DYNLT2B
IRAK3
RPP38
UROS
HES4
C1QTNF3
KLHL29
ADM
SLC27A3
CCT3
LRRC41
RNASEH2C
UGGT1
TMCO6
NEMP2
IRF2BP2
SPPL2B
TRIM54
ZNF432
DAPK3
DERL2
EXOSC9
CLASP1
ATP13A1
CSRNP2
SLC44A5
FRRS1
KSR1
TPI1

CORO2A
IL11RA
GTDC1
NPL
RPL13
LSM6

prognostisch vorteilhaft im RCC

PHYHIPL
WDR48
ISCA2
NARS1
ATP6V1G1
MIEF2
TBC1D5
TMEM252
RAPGEF2
TMEM61
DECR1
SORL1
NRXN3
SLC22A2
PCP4
AJAP1
SALL1
SETDB2
GCNT4
NDUFAB1
SGMS1
SATB1
ARHGEF3
LGR4
PRRG1
NDUFA10
MTSS1
C160rf86
CHCHD10
FAM200A
MEGF8
ABHD2
TCAIM
LRRC1
UCK1
FREM2
PFKM
ALG2
ANKDD1B
TRMT2B

TMEM184C
DCTN1
VPS37C
NDFIP1
ATG4D
RCL1

MMGT1
SDHAF4
NMNAT3
ARSD
ZNF554
NBR1
DDRGK1
ATP6AP2
C19orf71
ZNF543
REEP5
FMC1
ACE2
CDK20
RNH1
DDX10
TERF2IP
ZSCAN31
PER3
GMPR2
MBTPS1
TFAM
MMAA
RAB11FIPS
TRIM69
CREBL2
SFXN2
AP5B1
SCD5
TUB
AFTPH
ATP5PF
NUP214
STATSB
MAL2
SMIM10L2
B

DBP
PRKD1
CBX7
GPR143
DEPDC5
EXTL3
CCNG2
MYO5C
ATP6V1F
UBE3B

PRKCI
EIFAEBP3
MAPK10
SPON1
PDXDC1
CFAP94
COG7
RNF11
INPP5A
DHDH
ALCAM
UTP3
PAFAH1B1
GMPPB
ACOT8
CTIF
MYO18A
TBCK
HPGD
TANGO6
GID8
RBMS2
ZDHHC2
GALNT12
DHRS11
LETMD1
TPD52L1
CEP170B
HOOK?2
FTCDNL1
CLDN8
MCUR1
ZNF611
FBXL2
C6orf226
POLDIP3
TIMD4
TMBIM1
CITED2
DNAJAL
SPINT2
ECHDC3
DHTKD1
COQ10A
SMIM27
FAM135A



Anhang

CXL

prognostisch unvorteilhaft im RCC

MZT2B
COL8AL
RHOG
PLTP
IGLV3-21
AP3S1
FADS2
SSR2
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8.11.5 Mutationen im RANBP3L-Genom
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Abbildung 64: Mutationsprofil von RANBP3L im RCC.
Mittels der TCGA-Datenbank wurde das Mutationsprofil von RANBP3L in KIRC (A), KICH (B) und KIRP
(C) untersucht [82, 84] [85] (Datenstand: 1.08.2022).

8.12 Expressionsanalysen in anderen RCC-Datensets
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8.12.1 Expression ausgewahlter Gene in einem KIRC-anhlichen Mausmodell
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Abbildung 65: Expression von Ranbp3l, Sparc, Col4al und Col4a2 in WT und VhI** Trp534/A Rh14/4
Maéusen (VpR).
Die NGS-Analysen aus einem KIRC-induzierenden-Mausmodell zeigen im Vegleich zu WT-Kontrolltieren
eine signifikante Herunterregulation von Ranbp3l sowie eine Hochregulation von Sparc, Col4al und Col4a2
(Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken), n = 7-12, **, p<0,01, ***, p<0,001, Student's-T-Test, Daten bezogen aus
aus [77, 148] [85]).
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8.12.2 RANBP3L-Expression im CDC
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Abbildung 66: Expression von RANBP3L in zwei unabhéngigen CDC-Datenséatzen.

Die Genexpressionsanalysen beider Studien, links [178] und rechts [229], zeigen eine Herunterregulation von
RANBP3L in dem Nieren-Sammelrohrkarzinom-Subtyp (CDC = Collecting duct carcinoma) (Mittelwerte +
SEM (Fehlerbalken), n = 2-8, **, p<0,01, Student's-T-Test).

8.13 RANBP3L Uberexprimierende mpkCCD-Zellen
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Abbildung 67: Uberepxression von RANBP3L in mpkCCD-Zellen.

A) gPCR Analyse bei 300 mosmol/kg sowie 600 mosmol/kg von Kontrollzellen (mock, grau) und RANBP3L
Uberexprimierenden (OE, grin) mpkCCD-Zellen. Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken), n =3, n.s, p > 0,05, **,
p<0,01, 1-Weg-ANOVA. B) Die mpkCCD-Zellen (mock und OE) wurden auf Deckglasern in 24-well Platten
ausgesetzt. Bei gewinschter Konfluenz erfolgte die Fixierung der Zellen in 5 %iger Formaldehydldsung.
Immunfluoreszenzaufnahmen nach Flag-Farbung, gekoppelt mit Alexa Fluor-568, zeigt spezifisches
Kernsignal in RANBP3L-Uberexprimierenden-Zellen. DAPI diente als Kernmarker. Die Farbung der Zellen
mit dem FLAG-Antikdrper sowie die Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten
Bedingungen mit gleicher Beleuchtungsdauer fir die mock- und OE-Probe (OE =over expression, unten) aber
nicht in Kontrollzellen (mock, oben) (MaBstabsleiste: 500 um).
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8.14 Immunfluoreszenzanalyse von c-JUN und Smad?2

8.14.1c-JUN-Farbung
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Abbildung 68: Immunfluoreszenzanalyse von ¢c-JUN in Scr- und R1-mpkCCD-Zellen.

Die mpkCCD-Zellen (Scr und R1) wurden auf Deckglasern in 24-well Platten ausgesetzt. Bei gewinschter
Konfluenz erfolgte die Fixierung der Zellen in 5 %iger Formaldehydldsung. Immunfluoreszenzaufnahmen
nach Farbung von Scr- und R1-mpkCCD-Zellen mit c-JUN Antikdrper. Bei 300 momsol/kg ist eine starke
Kernlokalisation beider Signale zu erkennen. Dieses ist unter 600 mosmol/kg in Scr-Zellen allerdings nicht
mehr nachweisbar. Allerdings zeigen R1-mpkCCD-Zellen auch bei 600 mosmol/kg weiterhin eine starke
Kernlokalisation des c-Jun-Signals. Die Férbung der Zellen mit dem c-JUN-Antikdrper sowie die Generierung
der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit gleicher Beleuchtungsdauer flr
die Scr- und R1-Probe.
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8.14.2 Phospho c-JUN-Farbung
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Abbildung 69: Immunfluoreszenzanalyse von phosphoryliertem c-JUN in Scr- und R1-mpkCCD-
Zellen.

Die mpkCCD-Zellen (Scr und R1) wurden auf Deckglasern in 24-well Platten ausgesetzt. Bei gew(inschter
Konfluenz erfolgte die Fixierung der Zellen in 5 %iger Formaldehydldsung Immunfluoreszenzaufnahmen nach
Férbung von Scr- und R1-mpkCCD-Zellen mit phosphoryliertem c-JUN (Antikdrper. Bei 300 momsol/kg ist
eine starke Kernlokalisation beider Signale zu erkennen. Dieses ist unter 600 mosmol/kg in Scr-Zellen
allerdings nicht mehr nachweisbar. Allerdings zeigen R1-mpkCCD-Zellen auch bei 600 mosmol/kg weiterhin
eine starke Kernlokalisation des phospho-cJun-Signals. Die Farbung der Zellen mit dem phospho-c-JUN-
Antikorper sowie die Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen
mit gleicher Beleuchtungsdauer fur die Scr- und R1-Probe.

R1-300

R1-600
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8.14.3 SMAD2-Farbung
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Abbildung 70: Immunfluoreszenzanalyse von SMAD2 in Scr- und R1-mpkCCD-Zellen.

Die mpkCCD-Zellen (Scr und R1) wurden auf Deckglasern in 24-well Platten ausgesetzt. Bei gewinschter
Konfluenz erfolgte die Fixierung der Zellen in 5 %iger Formaldehydlésung Immunfluoreszenzaufnahmen nach
Féarbung von Scr- und R1-mpkCCD-Zellen mit SMAD2 Antikdrper. Bei 300 momsol/kg ist eine starke
Kernlokalisation beider Signale zu erkennen. Dieses ist unter 600 mosmol/kg in Scr-Zellen allerdings nicht
mehr nachweisbar. Allerdings zeigen R1-mpkCCD-Zellen auch bei 600 mosmol/kg weiterhin eine starke
Kernlokalisation des SMAD2-Signals. Die Féarbung der Zellen mit dem SMAD2-Antikdrper sowie die
Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit gleicher
Beleuchtungsdauer fir die Scr- und R1-Probe.
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8.14.4 Phospho SMAD2-Farbung
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Abbildung 71: Immunfluoreszenzanalyse von phosphoryliertem SMAD?2 in Scr- und R1-mpkCCD-
Zellen.

Die mpkCCD-Zellen (Scr und R1) wurden auf Deckglasern in 24-well Platten ausgesetzt. Bei gew(inschter
Konfluenz erfolgte die Fixierung der Zellen in 5 %iger Formaldehydlésung Immunfluoreszenzaufnahmen nach
Farbung von Scr-und R1-mpkCCD-Zellen mit phosphoryliertem SMAD2 Antikorper. Bei 300 momsol/kg ist
eine starke Kernlokalisation beider Signale zu erkennen. Dieses ist unter 600 mosmol/kg in Scr-Zellen
allerdings nicht mehr nachweisbar. Allerdings zeigen R1-mpkCCD-Zellen auch bei 600 mosmol/kg weiterhin
eine starke Kernlokalisation des phospho-SMAD?2-Signals. Die Farbung der Zellen mit dem phospho-SMAD?2-
Antikorper sowie die Generierung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte unter standardisierten Bedingungen
mit gleicher Beleuchtungsdauer fir die Scr- und R1-Probe.
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8.15 Analyse der Mausklinik
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Abbildung 72: Mdéglicher Analyse-Screen der RANBP3L-defizienten-Maus in der German Mouse Clinic
Pipeline der Charakterisierung einer neuen Knockout-Mauslinie der German Mouse Clinic [181], Datenstand:
1.08.2022.
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