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1 Einleitung

1.1 Die chronische Nierenerkrankung

Die Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung (Chronic Kidney Disease, CKD) ist mit 17,3
% im Nordosten von Deutschland besonders hoch (Briick et al. 2016). Grundlegende
Aufgaben der Niere, wie die Kontrolle des Blutdrucks, des Saure-Basen-Haushalts und des
Wasser- und Elektrolythaushalts, sind durch die CKD in ihrer Funktion eingeschrankt.
Gleichzeitig werden die Hormonproduktion und die Ausscheidung harnpflichtiger

Substanzen limitiert (Wallace 1998).

Die zwei haufigsten Ursachen der CKD sind der Diabetes mellitus und die arterielle
Hypertonie. Durch eine optimale Einstellung des Blutzuckerspiegels bzw. Blutdrucks und den
Einsatz von SGLT2 Inhibitoren kann ein Voranschreiten der CKD verlangsamt werden. Eine
kausale Therapie ist damit allerdings nicht moglich (Thomas et al. 2015; Lv et al. 2013; Yau
et al. 2022; Hill et al. 2016; Hsu et al. 2009).

Glomerulonephritiden stellen die dritthaufigste Ursache der CKD dar und treten haufig
schon im jlingeren Lebensalter auf (Webster et al. 2017; Floege und Amann 2016). Die
therapeutischen Optionen sind meist auf den Einsatz immunsuppressiver Medikamente
begrenzt, die durch zahlreiche Nebenwirkungen charakterisiert sind (Yamamoto et al. 2022;
Grennan und Wang 2019). Der Mangel an Therapiemdglichkeiten kann das Fortschreiten der
Erkrankung bis zum terminalen Nierenversagen bedingen. Eine Nierentransplantation stellt
dann die einzig kurative Therapieoption dar. Die Wartezeit flr eine Spenderniere betragt in
Deutschland durchschnittlich 8,9 Jahre (Zecher et al. 2023). Bis dahin miissen die Patienten
in regelmaligen Abstdanden dialysiert werden. Neben einer aullerordentlichen Belastung
und erhéhten Mortalitat fir die Patienten, stellen hohe Kosten und personelle Limitationen
eine bedeutende Herausforderung fir unser Gesundheitssystem dar (Hill et al. 2016; Bello
et al. 2015; Webster et al. 2017). Dazu kommt, dass die Dialyse durch die Produktion von
625.000 Tonnen Abfall pro Jahr einen enormen 6kologischen FuRabdruck hinterlasst (Agar

2012; Sehgal et al. 2022).



1.2 Der Aufbau des Glomerulus

Die kleinste Funktionseinheit der Niere bilden die Nephrone. Pro Niere gibt es eine Million
Nephrone, die jeweils aus einem Glomerulum mit angrenzender Bowman-Kapsel und einem
angeschlossenen Tubulussystem bestehen (Wallace 1998; Bertram et al. 2011; Kanzaki et al.
2020). Das Glomerulum beschreibt ein GefaBknauel, welches Blut (iber das Vas afferens zur
Filtration in die Kapillare leitet und anschlieffend Uber das Vas efferens zurilick in den
Blutkreislauf transportiert. Die Filtration des Blutes erfolgt Uber das fenestrierte
Kapillarendothel, der glomeruldren Basalmembran (GBM) und den Fulifortsdtzen der
Podozyten. Zusammen bilden diese Komponenten die glomerulare Filtrationsbarriere (GFB).
Abbildung (Abb.) 1 gibt einen Uberblick tber das Glomerulum und die einzelnen
Bestandteile der GFB.

Der Podozyt ist ein hochspezialisierter Zelltyp. Er bildet Primarfortsatze aus, die sich weiter
in kleine FuRfortsatze aufzweigen, Uber diese die Zelle an der GBM adhériert. Die
FuBfortsdatze benachbarter Podozyten interdigitieren reiRverschlussartig und bilden
zwischen sich eine 30 - 40 nm breite Schlitzmembran aus, die durch ihre GroRenselektivitat
eine herausragende Bedeutung fir die Filtration hat. Das Protein Nephrin stellt eines von
vielen Bestandteilen dieser Schlitzmembran dar. Die Podozyten bilden als viszerale Zellen
zusammen mit den parietalen Epithelzellen (PECs) die Bowman-Kapsel. Der durch die
Filtration gebildete Primarharn wird vom Bowman‘schen Kapselraum Uber den Harnpol in
den proximalen Tubulus abgegeben. Innerhalb des angeschlossenen Tubulussystems erfolgt
die Konzentrierung des Primdrharns und anschliefend die Ausscheidung liber die
ableitenden Harnwege (Kawachi et al. 2000; Pavenstadt et al. 2003; Kriz et al. 1998; Wallace

1998).
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Abb. 1: Der Aufbau des Glomerulus und der GFB. A Schematische Darstellung des Glomerulus modifiziert
nach Kriz et al. 1998 (Kriz et al. 1998): 1 Glomeruladre Kapillarschlinge, 2 GBM, 3a Podozytenzellkérper, 3b
PodozytenfuRRfortsatz, 4 Proximaler Tubulus, 5 PEC, 6 Bowman‘scher Kapselraum, 7 Mesangium, 8a Vas
afferens, 8b Vas efferens. B Elektronenmikroskopische Darstellung der GFB. 1 Podozytenzellkorper, 2
PodozytenfuRRfortsatz, 3 Schlitzmembran, 4 GBM, 5 Endothelzelle. Abb. aufgenommen und zur Verfligung
gestellt von der AG Endlich, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie Greifswald.



1.3 Der Podozytenschaden als Ursache der CKD

In den vergangenen Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass ein Schaden der Podozyten
zur Ausbildung einer CKD filihren kann. Diese Falle werden als Podozytopathien bezeichnet
(Kriz et al. 1998; Kriz 2002). Der initiale Schaden kann mechanischer, inflammatorischer,
immunologischer oder toxischer Genese sein (Pavenstdadt et al. 2003; Nagata 2016;
Rosenberg und Kopp 2017; Kopp et al. 2020). Der Podozyt verliert dabei seine
hochspezialisierte dreidimensionale Struktur. Die FuRfortsdtze erscheinen verbreitert und
abgeflacht. Dieser Zustand wird als Effacement der PodozytenfulRfortsatze beschrieben. Die
einwirkenden mechanischen Krafte an der GFB erschweren dem geschadigten Podozyten
die Adhdsion an der GBM. Folglich kommt es kompensatorisch zum Ersatz der
Schlitzmembranproteine durch Tight Junctions. Wenn durch die genannten Mechanismen
die am Podozyten einwirkenden Krafte nicht mehr kompensiert werden kénnen, kommt es
zur Ablosung der Zelle, dem sogenannten Detachment (Shono et al. 2007; Kriz und Lemley
2015). Als Folge erscheinen ,nackte” Bereiche der GBM, die nicht mehr von
PodozytenfulRfortsatzen bedeckt sind. Die GroRenselektivitdit der GFB ist nicht langer
gewadhrleistet. Da ausdifferenzierte Podozyten postmitotische und statische Zellen
darstellen, sind die gesunden Podozyten nicht in der Lage diese Liicken auszugleichen
(Nagata et al. 1993; Endlich et al. 2014, Siegerist et al. 2017b). Stattdessen kommt es zu
einer Ausbreitung der glomerularen Kapillarschlingen in Richtung der Bowman-Kapsel mit
anschliefender Verbindung zwischen der ,nackten” GBM und den PECs. Durch Produktion
von extrazelluldrer Matrix durch PECs folgt die Ausbildung fibroser parieto-viszeraler
Adhasionen. Im Verlauf kommt es zur Auspragung der fokal-segmentalen Glomerulosklerose
(FSGS) mit Bildung sklerotischer Lasionen in den betroffenen Glomeruli. Klinisch zeigt sich
das Bild des nephrotischen Syndroms: Proteinurie, Hypalbuminidmie und Odeme (Wang und

Greenbaum 2019; Kuppe et al. 2019; Smeets et al. 2011; Jefferson und Shankland 2014).

1.4 Podozytenprogenitorzellen

Aufgrund der fatalen Auswirkung des Podozytenschadens auf die Filterfunktion der Niere
stiegen die Nachforschungen zur Regenerationsfahigkeit der Podozyten in den letzten
Jahren stark an. Macconi et al. konnten in einem glomeruldren Schadensmodell der Ratte
nach Gabe von Lisinopril eine Zunahme der Podozytenanzahl nachweisen (Macconi et al.

2009). Die Herkunft dieser mutmaRlich regenerierten Podozyten blieb jedoch offen. Auch



die Gabe von Prednison an Mausen mit FSGS wies laut Zhang et al. eine Steigerung der
Podozytenanzahl auf (Zhang et al. 2013). In einer Arbeit von Siegerist et al. konnte gezeigt
werden, dass im Zebrafischmodell innerhalb von 24 Stunden nach Schadensinduktion keine
Podozyten entlang der GBM wandern und somit versuchen, die unbedeckten Bereiche
aufzufillen (Siegerist et al. 2017b). Eine Regenerationsfahigkeit, die von verbleibenden

Podozyten ausgeht, scheint somit unwahrscheinlich.

Verschiedene Arbeitsgruppen forschen an Progenitorzellen, die die geschadigten Podozyten
nach Schadensinduktion in Funktion und Lage ersetzen. Pippin et al. konnten in einem FSGS-
Modell mit Hilfe von Lineage Tracing an Renin-Reporter-Mausen intraglomerular Zellen
nachweisen, die Renin-produzierenden Zellen entstammten. Neben der Expression
Podozyten-spezifischer Proteine wie Nephrin und Podocin konnte die Ausbildung von
FuBfortsatzen, die an der GBM adharieren, elektronenmikroskopisch an diesen Zellen
dargestellt werden (Pippin et al. 2013; Pippin et al. 2014). Andere Experten vertreten die
Theorie der Transdifferenzierung von PECs in Podozyten (Appel et al. 2009; Kaverina et al.
2019). Eng et al. konnten mittels Lineage Tracing in einem FSGS-Schadensmodell an PEC-
Reporter-Mausen intraglomerular zwei Phanotypen der PECs darstellen: Zunachst erschien
eine gesteigerte Expression von CD44, einem Marker fiir aktivierte PECs, innerhalb
sklerotischer Ladsionen. Im weiteren Verlauf stieg die Expression Podozyten-spezifischer
Proteine in den PECs. CD44 lieB sich nicht mehr nachweisen. Zu Beginn des
Podozytenschadens wird den PECs somit durch Bildung extrazellularer Matrix eine
schadigende Wirkung zugesprochen, im weiteren Verlauf wird ein protektiver Einfluss
postuliert (Smeets et al. 2009; Eng et al. 2015). Die Arbeitsgruppe um Romagnani wies am
Adriamycin-FSGS-Modell einer Pax2-Reportermaus regenerierte Podozyten nach, deren
FulRfortsatze mit denen von pradexistenten Podozyten interdigitieren und eine
Schlitzmembran ausbilden. Pax2 ist ein Transkriptionsfaktor, der essentiell fir die
Nierenentwicklung ist. Die Expression beschrankt sich in ausdifferenzierten Nieren allerdings
auf PECs und proximale Tubuluszellen (PTCs), sodass ein intraglomeruldrer Nachweis von
Pax2 auf diese Zellen als Progenitoren hinweist (Ryan et al. 1995; Lasagni et al. 2015; Romoli

et al. 2018).

Ab welchem Punkt die protektive Wirkung der eingewanderten Zellen gegeniiber der

schadigenden Komponente durch Ausbildung sklerotischer Lasionen (berwiegt, ist bislang
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ungeklart. Es wird allerdings vermutet, dass durch Hemmung der unkontrollierten
Hyperplasie und gezielter Steuerung der PECs, eine Differenzierung zum Podozyten sowohl

in Maus als auch Mensch moglich ist (Melica et al. 2022).

1.5 Der Zebrafisch als Modellorganismus

Der Zebrafisch (Danio rerio) ist ein tropischer StiRwasserfisch, der 1822 durch F. Hamilton
beschrieben wurde (Hamilton 1822). Die Forschung bekam im Jahr 1981 erstmals Zugang
zum Zebrafisch als Modellorganismus (Streisinger et al. 1981). Er (iberzeugt durch seine
einfache Haltung und einer hohen Anzahl an Nachkommen (Westerfield 2000; Pickart und
Klee 2014). Ein Weibchen ist nach 12 Wochen geschlechtsreif und kann in einer Woche
mehr als 200 Eier legen, welche sich innerhalb von 3 Tagen nach der Fertilisation (days post
fertilisation, dpf) ex utero zu Larven entwickeln (Zon 1999; Kimmel et al. 1995; Drummond
2005). Das Genom des menschlichen Organismus deckt sich mit dem Genom des
Zebrafisches zu 70 % (Howe et al. 2013). Der Zebrafisch erfillt somit optimale

Voraussetzungen als Modellorganismus (Abb. 2).

A B

250 pm

Abb. 2: Die Zebrafischlarve. A Stereomikroskopische Aufnahme einer 5 dpf alten Zebrafischlarve in
Seitenansicht. Die gestrichelte Linie zeigt die Schnittebene der in B abgebildeten Larve. B Transversalschnitt
einer 9 dpf alten Zebrafischlarve aufgenommen am Laser-Scanning-Mikroskop. Die Podozyten sind durch
mCherry in magenta dargestellt, die Zellkerne sind durch Hoechst 33342 in weiR abgebildet. 1 Zentrales
Nervensystem (ZNS), 2 Notochord, 3 Myotom, 4 Tubulus, 5 Brustflosse, 6 Gastrointestinaltrakt.

1.5.1 Pronephros

Die Zebrafischlarve entwickelt innerhalb von 48 Stunden eine erste funktionsfahige Niere,
das Pronephros. Dieses besteht aus einem fusionierten Glomerulum, welches uber
Halssegmente an zwei Tubulussysteme angeschlossen ist. Innerhalb des Glomerulus
befinden sich Podozyten, die liber interdigitierende FuRfortsatze an einer trilamindren GBM

adhdrieren und zusammen mit den Endothelzellen der Kapillaren die GFB ausbilden. Die
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FuRfortsatze sind Uber eine Schlitzmembran miteinander verbunden, die die Podozyten-
spezifischen Proteine Nephrin und Podocin exprimiert. Ein Verlust eines dieser Proteine
fiihrt zur Proteinurie und Ausbildung von Odemen. Elektronenmikroskopisch ldsst sich ein
Effacement der PodozytenfuRRfortsatze abbilden. Das Glomerulum ist analog zum Menschen
von einer Bowman-Kapsel umschlossen, die durch Podozyten und PECs gebildet wird
(Kramer-Zucker et al. 2005; Drummond 2005, 2004; Drummond et al. 1998). Diese
morphologischen und molekularen Ubereinstimmungen zwischen dem Pronephros der
Zebrafischlarve und dem menschlichen Nierenkoérperchen ermoglichen den Einsatz der
Zebrafischlarve als validen Modellorganismus in der Nierenforschung (Abb. 3) (Ebarasi et al.

2011).

Abb. 3: Das Glomerulum der Zebrafischlarve. A Transversalschnitt eines Glomerulus (G) gefarbt mit
Hamatoxylin-Eosin. BK Bowman‘scher Kapselraum, PEC Parietale Epithelzelle. Abb. aufgenommen und zur
Verfliigung gestellt von der AG Endlich, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie Greifswald. B Transversalschnitt
eines Glomerulus aufgenommen am Laser-Scanning-Mikroskop. Die Podozyten sind durch mCherry in magenta
markiert, das Schlitzmembranprotein Nephrin ist durch eine Antikérperfarbung in cyan dargestellt, die
Zellkerne sind durch Hoechst 33342 in weiR abgebildet.

1.5.1.1 Pax2a in der Entwicklung des Pronephros

Pax2a stellt den ersten genetischen Marker fir das intermedidre Mesoderm dar, dem
Ursprungsgewebe des Pronephros (Naylor et al. 2017). Das Gen codiert fir den
gleichnamigen Transkriptionsfaktor. Bis zu 24 Stunden nach der Fertilisation (hours post
fertilization, hpf) erstreckt sich die Expression auf das gesamte intermedidre Mesoderm.
Dementsprechend exprimieren bis zu diesem Zeitpunkt auch Podozytenprogenitoren pax2a.
Danach nimmt die Expression ab und beschrankt sich auf den posterioren Anteil des
Mesoderms. Ab 30 hpf wird pax2a nur noch von Zellen des Halssegments, dem
Ubergangsbereich zwischen Podozyten und PTCs, exprimiert (Drummond et al. 1998; Miceli
et al. 2014; O'Brien et al. 2011). Eine mangelnde Expression fiihrt aufgrund einer gestorten
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Differenzierung des Pronephros zur Ausbildung von Ganzkoérperodemen und an 5 dpf
letztendlich zum Tod der Larve (Majumdar et al. 2000). Pax2a ist somit ein essentieller

Faktor zur Entwicklung des Pronephros.

1.5.2 Transgene Zebrafischlinien

Transgene Zebrafischlinien werden seit Jahren als etablierte Modellorganismen in der
Forschung eingesetzt. Durch Fluoreszenzproteine, die an die Aktivitdat eines spezifischen
Promotors gekoppelt sind, erfolgt die Darstellung bestimmter Zellen innerhalb des
Organismus (Chen et al. 2016). Die Abbildung der Podozyten wird im Stamm
Tg(nphs2:GAL4);  Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry)  durch mCherry  ermoglicht. Das
Fluoreszenzprotein mCherry ist mit der bakteriellen Nitroreduktase (NTR) an den Promotor
flr nphs2 gekoppelt. Dieses Gen codiert fiir das Protein Podocin, welches spezifisch in
Podozyten vorkommt. Bei Aktivierung des nphs2 Promotors kommt es Gber das UAS/GAL4-
System (upstream activating sequence) zur Expression der beiden Proteine innerhalb der

Podozyten (Zhou und Hildebrandt 2012; Asakawa und Kawakami 2008).

Fir in vivo Beobachtungen ist eine Transparenz der Zebrafischlarven sinnvoll. Bis zu 24 hpf
sind die Larven pigmentlos. Ab dann beginnt die Ausbildung der schwarzen Melanophoren,
der gelben Xanthophoren und der silbernen Iridophoren (Kimmel et al. 1995; Patterson und
Parichy 2019; Singh und Nusslein-Volhard 2015). Um weiterhin eine detailgetreue
Darstellung der Podozyten zu ermoglichen, etablierten Siegerist et al. den Stamm
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa**"% roy**®. Dieser Stamm stellt eine
Kreuzung aus Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry) und dem vollstandig

transparenten mitfa"?"%; roy®®® dar (Siegerist et al. 2017b; White et al. 2008).

Zur Abbildung von pax2a generierten Picker et al. den Stamm Tg(pax2a:GFP). Die Expression
des grin fluoreszierenden Proteins (GFP) ist in diesem Stamm an ein pax2a
Promotorfragment gekoppelt. GFP™ Zellen stellen somit Zellen mit aktiviertem pax2a

Promotor dar (Picker et al. 2002).

1.5.3 2-Photonenmikroskopie der Zebrafischlarve
Die 2-Photonenmikroskopie (2-PM) ist eine Methode, um Langzeitbeobachtungen an
lebenden Zebrafischlarven durchzufiihren. Die Fluoreszenzentstehung ist durch die Nutzung

von energiedrmeren, langwelligen Photonen auf die Fokusebene begrenzt (Goeppert-Mayer
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1931). Es resultieren eine erhohte Eindringtiefe (iber mehrere 100 um, weniger Bleaching
Effekte der Fluoreszenzfarbstoffe und eine geringere Phototoxizitdt innerhalb des Gewebes
verglichen mit der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (c-LSM) (Rubart 2004; Siegerist
et al. 2018; Denk et al. 1990).

Zur Anwendung ist eine Transparenz der Larven notwendig, da es durch Pigmente zur
Reflektion und Streuung des Laserlichts kommt. Die Transparenz kann durch den Einsatz

w22, oy*%%9 oder durch die Anwendung von 1-

transgener Linien mit dem Hintergrund mitfa
Phenyl-2-thiourea (PTU) erzeugt werden. Durch Zugabe von PTU in das Medium der Larven
vor 24 hpf wird die Melanogenese blockiert und eine transparente Darstellung ermoglicht

(White et al. 2008; Karlsson et al. 2001).

In unserer Arbeitsgruppe zeigten sich bei kontinuierlichen in vivo Aufnahmen sowohl
wahrend als auch nach den Experimenten keine negativen Auswirkungen auf die transgenen

Zebrafischlarven (Simon 2016).

1.5.4 Podozyten-spezifische Schadensmodelle

In den letzten Jahren wurden mehrere Podozyten-spezifische Schadensmodelle an
Zebrafischlarven etabliert. Mithilfe mikroskopischer Techniken ermdéglichen diese Modelle
Untersuchungen an geschadigten Podozyten und der umliegenden Zelltypen. Durch den
Einsatz von Morpholinos konnten Kramer-Zucker et al. einen Knockdown der Proteine
Nephrin und Podocin induzieren. Die Folge waren Odeme und histologische Merkmale der
humanen CKD, wie z. B. ein Fehlen der Schlitzmembran und ein Effacement der
PodozytenfuRRfortsatze (Kramer-Zucker et al. 2005). Diese Form der Schadensinduktion

erfordert allerdings eine zeit- und kostenaufwendige Injektion der Substanzen.

Die Etablierung des Nitroreduktase/Metronidazol (NTR/MTZ) Modells durch Zhou et al.
stellte einen enormen Fortschritt in der Entwicklung Podozyten-spezifischer
Schadensmodelle der Zebrafischlarve dar. Durch Zugabe des Prodrugs MTZ in das Medium
transgener Larven, die das Enzym NTR ausschlieRlich in Podozyten exprimieren, kommt es
zur Ausbildung eines selektiven Schadens. Dabei wandelt die bakterielle NTR das
Antibiotikum MTZ in ein Toxin um, welches wiederum mit der DNA interagiert und zur
Apoptose der Podozyten fiihrt. Als Folge lassen sich Odeme, Proteinurie und Effacement

beobachten (Zhou und Hildebrandt 2012).



Siegerist et al. haben in vivo Langzeitaufnahmen an mit 5 mM MTZ behandelten Larven
durchgefiihrt. Neben der Ausbildung von Odemen und Proteinurie lieR sich ein statisches
Verhalten der Podozyten im Schadensfall darstellen (Siegerist et al. 2017b; Siegerist et al.
2017a). Das durch Hansen et al. etablierte 80 uM MTZ-Modell zeigt phanotypische
Charakteristika der humanen FSGS, weshalb es die Bezeichnung FSGS-ahnliche Erkrankung
tragt (Hansen et al. 2020). Beide genannten Modelle wurden in der vorliegenden Arbeit

angewandt.

1.6 Ziele dieser Arbeit

Angesichts der steigenden Pravalenz der CKD und begrenzter therapeutischer Moglichkeiten
ist ein vertieftes pathophysiologisches Verstdandnis essenziell. Neue Erkenntnisse (iber
potenzielle Progenitorzellen von Podozyten kénnten erhebliche Fortschritte in der
Diagnostik und Therapie ermdoglichen. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der pax2a
Expression in gesunden Zebrafischlarven und in einem pharmakogenetisch induzierten
nephrotischen Syndrom, um podozytdre Progenitorzellen zu identifizeren. Zudem wurde
eine Datenbankanalyse zur PAX2-Expression im menschlichen Organismus durchgefihrt, um

Parallelen zu den erhobenen Daten im Zebrafischmodell aufzuzeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zebrafischhaltung

Die Pflege und Zucht der Zebrafische erfolgte nach den von Westerfield publizierten
Vorgaben (Westerfield 2000). Die adulten Fische wurden in einem Aquariensystem (Aqua
Schwarz, Gottingen, Deutschland) mit einer komplexen Wasseraufbereitungsanlage (Aqua
Schwarz, Gottingen, Deutschland) gehalten, welche ausfihrlich in der Dissertation von Dr.
med. Ole Simon beschrieben ist (Simon 2016). Die Wassertemperatur betrug durchgangig 27
°C bei einem pH-Wert von 6,9 bis 7,2 und einer Leitfahigkeit von 600 bis 700 pSv. Die
Raumtemperatur lag bei 24 °C. Die Fiutterung wurde zweimal taglich um 10.00 Uhr und
14.00 Uhr mit eigens gezlichteten Artemialarven und Zebrafischgranulat (Nutramare,
Rostock, Deutschland) durchgefiihrt. Um einen konstanten Tag-Nacht-Rhythmus zu

erzeugen, erfolgte eine zeitschaltuhrgesteuerte Beleuchtung von 8.00 Uhr bis 22.00 Uhr.

Zur Verpaarung wurden zwei oder mehrere Fische unterschiedlichen Geschlechts ein- bis
zweimal wochentlich um 16.00 Uhr in separierte Becken (Aqua Schwarz, Gottingen,
Deutschland) gesetzt. Innerhalb dieser Becken befand sich ein Sieb (Aqua Schwarz,
Gottingen, Deutschland), durch das die befruchteten Eier zu Boden sinken konnten. Am
nachsten Tag wurden die Zebrafische mittels Kescher (EBI Europet Bernina, Iserlohn,
Deutschland) zurlick in ihr Aquarium gesetzt. Die befruchteten Eier wurden aus dem
Verpaarungsbecken mit einer Transferpipette (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) in 10 cm
Petrischalen (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) Gberfihrt, in der sie mehrmals mit E3-
Medium gespilt wurden. Bis zum Beginn der Experimente wurden die Eier in einem
Inkubator (B15, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bei 28,5 °C in Dunkelheit

inkubiert (Kimmel et al. 1995). Zweimal taglich erfolgte der Wechsel des E3 Mediums.

Mittels Epifluoreszenzmikroskopie (DMI 6000B, Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar,
Deutschland) wurde auf homogene Transgenexpression selektiert. Dies erfolgte an 1 dpf
bzw. 2 dpf fir GFP und an 3 dpf bzw. 4 dpf fir mCherry. Eine atypische Morphologie oder
ein fehlender Fluoreszenznachweis fiihrte zum Ausschluss der Larven von den

Experimenten.
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2.2 Zebrafischlinien

Fir die Durchfiihrung der Experimente wurden drei transgene Zebrafischlinien verwendet.
Alle Versuche wurden dabei gemaR des Deutschen Tierschutzgesetzes unter Aufsicht des
Landesamts fir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Rostock des
Bundeslandes Mecklenburg-Vorpommern und des 6rtlichen Veterindramtes des Landkreises

Vorpommern-Greifswald praktiziert.

Der Stamm Tg(pax2a:GFP) exprimiert GFP unter der Kontrolle eines 5,3 Kilobasenpaare
(kbp) langen pax2a Promotorfragments. Dazu wurde das GFP Reportergen mit dem
Promotorfragment fusioniert und in Form einer Plasmid DNA in Ein- bis Zwei-Zell-Stadien
der dechorionierten Embryonen injiziert. Dementsprechend weisen nur Zellen mit
aktiviertem pax2a Promotorfragment eine GFP Expression auf, wie in Abb. 4 dargestellt.
Diese Zebrafischlinie wurde aus dem Labor von Prof. Dr. Brand (Center For Regenerative
Therapies Dresden, TU Dresden) zur Verfligung gestellt und in seiner Arbeitsgruppe

publiziert (Picker et al. 2002).

—| | paxZ2a Promotor | | GFP | l—

Aktivierung

—| | pax2a Promotor | | GFP | l—

Abb. 4: Transgeniibersicht Tg(pax2a:GFP). Schematische Darstellung der Zebrafischlarve und des GFP
Reportergens unter Kontrolle eines pax2a Promotorfragments. Oben: Keine Expression von GFP bei inaktivem
pax2a Promotor. Unten: Expression von GFP bei aktivem pax2a Promotor.

Die homozygote Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry);  mitfa"?"?;,  roy*/®
Zebrafischlinie exprimiert mCherry und die NTR unter der Kontrolle des nphs2 Promotors
und somit ausschlielRlich in Podozyten (Abb. 5). Die Transgenexpression wird dabei durch
Bindung des GAL4 Proteins an seine UAS ausgeldst. AuRerdem weist der Stamm weder
Melanozyten noch Iridophoren auf. Er wurde in unserer Arbeitsgruppe durch Einkreuzen des
Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry) mit mitfa“¥"“?; roy*/*° generiert und
publiziert (Siegerist et al. 2017b; Zhou und Hildebrandt 2012; Asakawa und Kawakami 2008;
White et al. 2008).
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Abb. 5: Transgeniibersicht Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry). Vereinfachte Darstellung der
Genexpression der Zebrafischlarve. Aktivierung von GAL4 unter Kontrolle des nphs2 Promotors. Bindung des
GALA4 Proteins an seine Upstream Activating Sequence (UAS) fihrt zur Expression von mCherry und der NTR.

Der dritte Zebrafischstamm ist eine Kreuzung der beiden oben beschriebenen:
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"¥"“?; roy*/®; Tg(pax2a:GFP). Podozyten
exprimieren die bakterielle NTR und mCherry, wohingegen Zellen mit aktiviertem pax2a
Promotor GFP aufweisen. Dieser Stamm wurde in unserem Labor generiert und wird in
dieser Arbeit erstmalig beschrieben. Alle Experimente wurden an heterozygoten Larven der

F1 Generation mit positiver Transgenexpression durchgefihrt.

2.3 Schadensmodell

Zur Erzeugung einer spezifischen Schadigung der Podozyten wurde das NTR/MTZ
Schadensmodell verwendet (Davison et al. 2007). MTZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
ist ein Prodrug, welches durch das Enzym NTR in ein Toxin umgewandelt wird. In den zwei
verwendeten Stimmen Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa“?"?; roy**/* und
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"*"% roy**/*: Tg(pax2a:GFP) wird dieses
Enzym unter der Kontrolle des nphs2 Promotors exprimiert. Nach Zugabe von MTZ in das

Medium findet dementsprechend nur eine selektive Schadigung der Podozyten statt (Zhou

und Hildebrandt 2012). Eine skizzenhafte Darstellung des Modells findet sich in Abb. 6.
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Abb. 6: Ubersicht des MTZ-Schadensmodells. Umwandlung des Prodrugs MTZ in ein Toxin durch die spezifisch
in Podozyten exprimierte NTR. Die Schadigung und spater auch der Verlust der Podozyten fiihren zur Abnahme
der mCherry Expression und zur Ausbildung von Odemen in der Larve.

Die transgene Zebrafischlinie Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"*"?;
royag/ag Tg(pax2a:GFP) wurde an 4 dpf mit einer Konzentration von 5 mM MTZ Uber 24
Stunden behandelt. 6, 12, 24 und 48 Stunden ab Beginn der Behandlung wurde eine

zufallige Auswahl an Larven aus Behandlungs- und Kontrollgruppe zur Auswertung fixiert.

Die Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa‘”z/‘”z; royag/ag
wurden nach dem Modell der FSGS-ahnlichen Erkrankung mit einer Konzentration von 80
UM MTZ Uber 48 Stunden behandelt (Hansen et al. 2020). Die Fixierung wurde nach

zufalliger Auswahl der Larven aus beiden Gruppen an 9 dpf durchgefiihrt.

In der Behandlungsgruppe wurde das MTZ in 0,1 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) in E3 Medium gelost. Die Kontrollgruppen wurden ausschlieBlich mit 0,1
% DMSO in E3 Medium behandelt. Zu Beginn bzw. zum Ende der Versuche wurden die
Lésungen mittels Transferpipette dreimal ein- bzw. ausgewaschen. Die Bestimmung der
Odemgrade erfolgte an definierten Zeitpunkten in beiden Gruppen nach der von Hansen et

al. beschriebenen Klassifikation (Hansen et al. 2020).

2.4 Immunfluoreszenzfarbung

Fiir die Immunfluoreszenzfarbung (IF-Farbung) wurden die Larven zu den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten in 2 % Tricain (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in E3 Medium
euthanasiert. Es folgte das Einwaschen von 2 % Paraformaldehyd (PFA, SERVA
Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Die Larven wurden 3 Stunden bei Raumtemperatur (RT) auf
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einem Schittelgerdt KS-10 (Edmund Blhler, Bodelshausen, Deutschland) in der Losung
fixiert. Zur Kryoprotektion wurden die fixierten Larven in 30 % Sucrose (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) in 1 x PBS (berfiihrt und inkubierten bei 4 °C Gber Nacht. AnschlieRend
erfolgte eine Inkubation in einem 1:1 Gemisch aus TissueTek (Sakura Finetek Germany,
Staufen im Breisgau, Deutschland) und 30 % Sucrose in 1 x PBS fur 30 Minuten, bevor die
Larven in aufrechter Position in einem 1,5 ml MikroreaktionsgefaR (Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland) gefullt mit TissueTek in flissigem Stickstoff schockgefroren wurden. Daraufhin
erfolgte die Anfertigung von 4 um bzw. 7 um Kryoschnitten mithilfe eines CM 1950
Kryostats (Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland) auf SuperFrost Plus
Objekttragern (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland). AnschlieRend wurden die

Schnitte bei Raumtemperatur getrocknet und mit der IF-Farbung begonnen.

Die IF-Farbungen wurden in einer Feuchtkammer durchgefiihrt. Zunachst wurden die
Schnitte mit 0,3 % Triton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 1 x PBS fiir 2 Minuten
permeabilisiert. Daraufhin folgte ein Waschvorgang in 1 x PBS fiir 5 Minuten. Nach
Aufbringen der Blockierungslésung (siehe Anhang) fiir 1 Stunde bei RT und einem weiteren
Waschschritt von 5 Minuten mit 1 x PBS erfolgte das Auftragen der Primarantikorper.
Hierbei wurden polyklonale Kaninchen-Nephrin-Antikorper (Innovagen, Lund, Schweden,
Konzentration: 1:1000) (Endlich et al. 2014), Kaninchen-Pax2a-Antikdrper (ab229318,
abcam, Cambridge, UK, Konzentration: 1:500) oder Kaninchen-Laminin-Antikorper (L9393,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Konzentration: 1:35) verdiinnt in Blockierungslosung
verwendet, welche bei 4 °C tGiber Nacht inkubierten. Nach 5 x 5 Minuten Waschen in 1 x PBS
wurde Blockierungslosung fiir 45 Minuten bei RT aufgetragen. Die Inkubation der
polyklonalen Sekundarantikorper Alexa Fluor-647- konjugierter Esel-Anti-Kaninchen IgG
(H+L) (A31573, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oder Alexa Fluor-
488-konjugierter Ziege-Anti-Kaninchen IgG (H+L) (111-545-144, Jackson ImmunoResearch
Europe, Cambridgeshire, UK) erfolgte in einer Verdiinnung von 1:300 in Blockierungslésung
bei 4 °C fur 45 Minuten. Die Farbung der Zellkerne fand nach einem erneuten Waschzyklus
von 5 x 5 Minuten in 1 x PBS mit 0,1 mg/ml Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) in 1 x PBS fiir 5 Minuten statt. Danach wurden die Schnitte erneut fiir 2 x 1 Minuten in
1 x PBS und 1 x 1 Minute in destilliertem Wasser (A. dest.) gewaschen. Zum Mikroskopieren

wurden die Schnitte mit einem Tropfen Mowiollésung (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)

15



mit #1.5 High precision Deckglaschen (VWR, Radnor, PA, USA) eingedeckt und friihestens

nach 24 Stunden mikroskopiert.

2.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgte mit einem TCS SP5 c-LSM (Leica
Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland). Verwendet wurde das 63x 1.4 NA
Olimmersionsobjektiv (Immersionsdl 518 F, n=1,518 bei 23 °C, Carl Zeiss Microscopy, Jena,
Deutschland). Mithilfe der Software LAS AF (Version 2.7.2.9586, Leica Mikrosysteme
Vertrieb, Wetzlar, Deutschland) wurden die Einstellungen festgesetzt und die Schnitte als
Einzelaufnahmen aufgenommen. Die Laserpower wurde bei allen Experimenten auf 20 %
festgesetzt. Die Einstellungen der jeweiligen Kandle (GFP, mCherry, Hoechst 33342, Alexa

Fluor-488, Alexa Fluor-647) erfolgten fiir alle Versuche standardisiert.

2.6 Mikroinjektion in die Schwanzvene

Zur Darstellung der glomeruldren Kapillarschlingen fand eine Injektion von 5 mg/ml 70
Kilodalton (kDa) oder 50 mg/ml 2000 kDa 5(6)-Tetramethylrhodamin Isothiocyanat (TRITC)-
gekoppeltem Dextran (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) an 3
dpf bis 6 dpf alten Larven statt. Dazu wurde als Vorbereitung eine Injektionsplatte
bestehend aus einer Petrischale gefillt mit zwei Schichten 1,2 % LE Agarose (Biozym
Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland) gel6st in E3 Medium zur Herstellung eines
feuchten Milieus erstellt. Die obere Schicht hat die Schale nur zur Halfte ausgefillt, um eine
Grenzflaiche zu erzeugen (Abb. 7). Vor der Injektion wurden die Larven mit 0,5 %
Tricainloésung in E3 Medium andasthesiert und in schrager Bauchlage an der Grenzflache der
oberen Agaroseschicht auf der Injektionsplatte platziert. Anschlieend folgte die Injektion
von 3 nl der Substanz in die Schwanzvene mithilfe eines Mikroinjektors (Transjector 5246;
Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Dies erfolgte unter einem SV11 Stereomikroskop (Carl
Zeiss Microimaging, Jena, Deutschland). Nach erfolgreicher Durchfiihrung wurden die
Larven zurick in eine 6 cm Petrischale (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) mit

frischem E3 Medium Uberfihrt.
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Abb. 7: Skizzenhafte Darstellung der Injektionsplatte. Der Pfeil deutet dabei auf die Grenzflache der zwei
Agaroseschichten hin, an der die Larven zur Injektion platziert wurden.

2.7 Invivo 2-Photonenmikroskopie

Zur Darstellung der Zebrafischlarve in vivo wurde die 2-PM genutzt. Dazu wurden die Larven
nach 12 hpf in 0,0045 % PTU (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in E3 Medium aufgezogen,
um die Pigmentierung zu verhindern (Karlsson et al. 2001). Am jeweiligen Tag der Aufnahme
wurden die Larven in 0,5 % Tricainlosung anasthesiert. Parallel dazu erfolgte die Herstellung
von 0,6 % LE Agarose geldst in PTU in E3 Medium. Diese wurde in einer Mikrowelle (Privileg,
Stuttgart, Deutschland) erhitzt und auf einer Heizplatte (IKA, Staufen im Breisgau,
Deutschland) warmgehalten. Um die Larven in einer definierten Position zu fixieren, wurden
diese im Deckel einer 96-Well-Platte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) in der
angefertigten Agaroselosung eingebettet. Dazu wurden sie mithilfe einer Wimper fixiert an
einem Holzstabchen in 1 - 2 Tropfen der Losung in Bauchlage positioniert. Nach Ausharten
der Agarose wurde der Deckel mit 0,5 % Tricainlosung in 0,0045 % PTU in E3 Medium
aufgeflllt. Bei Durchfiihrung einer MTZ-Behandlung erfolgte zusatzlich die Zugabe von 5
mM MTZ in der Behandlungs- bzw. 0,1 % DMSO in der Kontrollgruppe. Der Deckel mit den
Larven wurde anschlieBend auf dem Mikroskopiertisch eines LSM 7 MP Laser Scanning
Mikroskops (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland) eingespannt. Die Durchfiihrung aller

Experimente erfolgte in einem abgedunkelten Raum bei einer RT von 22 °C.

Mit der Software ZEN (Version 3.3.89.0000, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland)

wurden samtliche Einstellungen der Experimente festgelegt:

Die Positionen der Larven wurden in allen drei Ebenen definiert. Dazu wurde zundchst die
Region fokussiert, die im Versuch untersucht werden sollte. Verwendet wurde bei allen
Experimenten ein 20x 1.4 NA Wasser-Immersionsobjektiv und ein Coherent Chameleon
Ti:Sapphire Femtosekunden Laser (Coherent, Santa Clara, CA, USA). Zur Anregung von
mCherry wurde eine Wellenlange von 760 nm eingestellt, GFP wurde mit 890 nm angeregt.

Die Laserpower variierte je nach Kanal zwischen 4 % bis 40 %.
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Der Stamm Tg(pax2a:GFP) wurde an festgelegten Zeitpunkten zwischen 1 dpf und 6 dpf in
vivo aufgenommen. Erstellt wurden sowohl Einzelaufnahmen als auch Langsschnitte der
Larven entlang der Z-Achse. Diese sogenannten Z-Stapel reichten je nach Fragestellung liber
eine Lange von 20 um bis 200 um. Zur Darstellung des Glomerulus erfolgte eine Injektion in
die Schwanzvene mittels TRITC-gekoppeltem Dextran oder eine Kreuzung mit der Linie
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa“?“?; roy**. Die Aufnahmen wurden

anschlieBend in dreidimensionale (3D) Projektionen umgewandelt.

Die MTZ-Behandlung in vivo wurde an den Zebrafischlarven der Linie Tg(nphs2:GAL4);
Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa“?"?; roy*®/*; Tg(pax2a:GFP) durchgefiihrt. Aufgenommen
wurden Z-Stapel an 4 dpf alten Larven von 0 h bis zu 29 h nach Behandlungsbeginn. In dieser
Zeitreihe wurde pro Larve jede Stunde ein Z-Stapel erstellt. Aufgrund von
Verdunstungsprozessen verschob sich die Z-Ebene der Larven, weshalb diese wahrend eines
Versuches bis zu dreimal neu fokussiert worden sind. Nach Abschluss des Experiments
wurden die Aufnahmen zur Bildauswertung in Maximumintensitatsprojektionen (MIP) pro
Zeitpunkt zusammengefasst. Zur Darstellung wurden auflerdem 3D-Rekonstruktionen

erstellt.

Wahrend der Versuche erfolgten regelmaRige Kontrollen des Zustands der Larven. Dabei
wurde auf eine durchgangige Blutzirkulation und eine ausreichende Herzfrequenz von ca.

120 Schlagen pro Minute geachtet.

2.8 Bildanalyse und Statistik

Die Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte mit dem Bildverarbeitungsprogramm
Imagel) (Version 1.53i, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
(Schindelin et al. 2012). Fiir die Aufnahmen am 2-PM wurde anhand der erstellten MIPs die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der jeweiligen Kandle zu den einzelnen Zeitpunkten
bestimmt. Die einzelnen Bilder des c-LSMs wurden ebenfalls hinsichtlich der MFI in den
jeweiligen Kanilen analysiert. AuRerdem wurden pax2a’ Zellen manuell im Programm
gezahlt und auf die jeweilige Flache des Glomerulus bezogen. Die Dicke der Basalmembran

wurde mithilfe eines Plug-Ins als ,Full width at half maximum® (FWHM) gemessen.

Zur Bildbearbeitung wurde ebenfalls Image) genutzt. Kontrast und Belichtung wurden

optimiert und die Farben der entsprechenden Kanéle in allen Gruppen einheitlich angepasst.
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Die Kandle wurden am Ende der Bearbeitung wieder zusammengefihrt und eine

MafBstabskala eingefligt.

Die mit Imagel) gewonnen Datensdtze wurden zunachst in Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corperation, Redmond, WA, USA) verarbeitet. Aus den Aufnahmen des c-LSMs wurden
Mittelwerte, sowohl von der MFI als auch von den pax2a® Zellen/Flache, der einzelnen
Schnitte pro Larve bestimmt. Die MFIs der Bilder vom 2-PM wurden zum Zeitpunkt O h auf 1

normiert.

Die statistische Auswertung wurde mit der Software GraphPad Prism (Version 6.01,
GraphPad Software, CA, USA) durchgefiihrt. Mittels der ROUT Methode (Q = 1) wurden
statistische AusreilRer definiert und daraufhin von weiteren Auswertungen ausgeschlossen.
Der D'Agostino-Pearson-Test wurde ab einer Anzahl von 8 Larven pro Gruppe (n = 8) als Test
auf Normalverteilung angewandt. Bei n < 8 wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test eingesetzt.
Auf signifikante Gruppenunterschiede normalverteilter Daten wurde mittels t-Test getestet.
Der Mann Whitney-U-Test wurde zur Analyse nicht normalverteilter Daten genutzt. Als
statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen. Zur Berechnung von
Korrelationen wurde der Spearman Korrelationskoeffizient r verwendet. Dieser beschreibt
die Starke des Zusammenhangs der zwei untersuchten GréRen: r 2 0,1 schwach; r 2 0,3
mittel; r > 0,5 stark. Die Regressionsanalysen wurden mittels linearer Regression

durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Modell der FSGS-dhnlichen Erkrankung

In der von Hansen et al. publizierten Arbeit konnte unsere Arbeitsgruppe ein

Schadensmodell der Zebrafischlarve dhnlich der humanen FSGS etablieren (Hansen et al.

2020). Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa“*"?; roy*¥*

wurden an 4 dpf fir 48 Stunden mit 80
UM MTZ bzw. 0,1 % DMSO behandelt.
Ab 6 dpf erfolgte die tagliche
Einstufung des Phanotyps in vier
Gruppen: kein, mildes, moderates
oder ausgepragtes Odem
(Zusatzabbildung 1). Drei Tage nach
Auswaschen der Substanzen wiesen
88 % der Larven in der
Behandlungsgruppe ein Odem
jeglicher Schwere auf, wohingegen

sich nur bei 6 % der Larven in der

10099 9 9 =3 1
c |
g 80 7 o
©
€ 601 1
a I )
© 407 ] M 3
@
e
X 207 —
0 T T T 1 1 T T T T
AP NP S ) AP S N \
® AV P P AV P D
0,1 % DMSO 80 uM MTZ

Abb. 8: Verteilung der Odemgrade x Stunden nach
Behandlung mit 80 uM MTZ. Auswertung aus drei
unabhdngigen Versuchen mit n = 105 MTZ-behandelten
Larven und n = 77 Kontrolllarven. 0 kein Odem, 1 mildes
Odem, 2 moderates Odem, 3 ausgeprigtes Odem.

Kontrollgruppe ein Odem zeigte (Abb. 8).

Durch partielle Schadigung der Podozyten fanden sich Merkmale, die denen der humanen

FSGS stark &hneln: Proteinurie, Effacement der PodozytenfulRfortsatze, Ausbildung

subpodozytarer Pseudozysten, Erweiterung der Bowman-Kapsel, Zunahme der Schichtdicke

der PECs und parieto-viszerale Adhdsionen (Hansen et al. 2020). Zur Untersuchung einer

vermehrten Ansammlung von Bestandteilen extrazelluldarer Matrix erfolgte eine IF-Farbung

gegen Laminin. Hier zeigte sich eine signifikant gesteigerte intraglomerulare Akkumulation

in Behandlungs- gegeniiber Kontrolllarven mit deutlicher Verdickung der GBM (Abb. 9).
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Abb. 9: Intraglomeruldre Akkumulation von Laminin im Modell der FSGS-dhnlichen Erkrankung. A IF-Farbung
gegen Laminin an 9 dpf zeigt eine gesteigerte Expression bei mit 80 uM MTZ-behandelten Larven gegeniber

Kontrolllarven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfawz/wz; royag/ag. Die Podozyten

sind durch mCherry markiert. Zellkerne sind durch Hoechst 33342 abgebildet. B Statistische Auswertung der
Dicke der GBM an n = 18 MTZ-behandelten Larven und n = 16 Kontrolllarven aus drei unabhdngigen
Versuchen. Gemessen wurde die FWHM finf Mal pro Schnitt an 1 - 3 Schnitten pro Larve. Die FWHM wurde
anschlieBend gemittelt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung (standard deviation, SD).
***% p <0,0001.

3.1.1 Etablierung einer Pax2a Antikérper Férbung

Nach Schadensinduktion zeigten sich innerhalb des Glomerulus Zellen mit kuboidalem
Phanotyp. Im weiteren Vorgehen wurde die Herkunft dieser untersucht. Dazu wurde eine IF-
Farbung gegen das Protein Pax2a, einem Marker fir PECs und PTCs, entwickelt (Miceli et al.
2014). Anhand des beschriebenen Protokolls farbten wir 9 dpf gesunde Zebrafischlarven mit
einem polyklonalen Kaninchen-Pax2a-Antikorper. Hierbei zeigte sich ein spezifisches
Fluoreszenzsignal in PECs und PTCs. Zusatzlich fand sich ein positives Signal in Zellen des
ZNS. Bei ausschlieBlicher Inkubation des Sekundarantikdrpers blieb die Farbung aus (Abb.
10A).

3.1.2 Anwendung des Pax2a Antikérpers nach MTZ-Behandlung

Die etablierte Farbung konnte nun am Schadensmodell angewandt werden. Hierbei fand
sich an 9 dpf eine vermehrte Expression von Pax2a in den PECs und eine signifikant hohere
Anzahl Pax2a® Zellen auf den glomeruldren Kapillarschlingen in der Behandlungs- im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 10B, C). Hansen et al. konnten in weiteren Experimenten
zeigen, dass diese Zellen eine Co-Expression mit atplal aufweisen, einem Marker fir

Tubuluszellen (Hansen et al. 2020).
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Abb. 10: Pax2a Proteinexpression in der Zebrafischlarve. A IF-Firbung mit einem Antikérper gegen Pax2a:
Positivkontrolle mit Pax2a Proteinexpression in PECs (Pfeilspitze), PTCs (Stern) und ZNS (Pfeil),
Negativkontrolle ohne Expression. Zellkerne dargestellt durch Hoechst 33342. B IF-Farbung fir Pax2a an 9 dpf
weist eine verstarkte Pax2a Expression der PECs in der Behandlungs- gegeniiber der Kontrollgruppe im Stamm
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa*™%  roy*®® auf. AuRerdem lassen sich in der
Behandlungsgruppe Zellen eines kuboidalen Phanotyps innerhalb des Glomerulus erkennen, die ebenfalls
Pax2a’ sind (Pfeilspitzen). Die Podozyten, markiert durch mCherry, weisen keine Pax2a Expression auf.
Zellkerne markiert durch Hoechst 33342. C Statistische Auswertung viszeraler Pax2a’ Zellen an n = 20 MTzZ-
behandelten Larven und n = 16 Kontrolllarven aus drei unabhingigen Versuchen. Die Anzahl Pax2a’ Zellen
wurde an 1 - 3 Schnitten pro Larve bestimmt und auf die Flache bezogen. AnschlieBend wurden die Werte
gemittelt. Dargestellt sind der Mittelwert und die SD. **** p < 0,0001.
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3.2 Eigenschaften des Stammes Tg(pax2a:GFP)

Um Untersuchungen hinsichtlich Progenitorzellen und speziell der Rolle von Pax2a
vorzunehmen, wurde fir die folgenden Experimente der Stamm Tg(pax2a:GFP) verwendet.
Dieser Stamm exprimiert GFP unter der Kontrolle eines pax2a Promotorfragments. In
Voruntersuchungen wurde, verglichen mit Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4);
Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"*"%  roy*®°, eine zeitgerechte Entwicklung und
regelrechte Morphologie sichergestellt, sodass dieser Stamm flir weitere Experimente

geeignet war.

3.2.1 Pax2a Expression der gesamten Larve

Zunachst wurden Verdanderungen der Expression von pax2a wahrend der Entwicklung der
Zebrafischlarve beobachtet. Dazu wurde das pax2a Expressionsmuster an 1, 2, 3, 4 und 6
dpf alten Larven anhand des GFP Fluoreszenzsignals untersucht. Es erfolgte die Aufzucht der
Larven mit anschliefender Fixierung zu den benannten Zeitpunkten. Nach Anfertigung von
Kryoschnitten wurde eine Farbung mit Hoechst 33342 zur Darstellung der Zellkerne

durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die Auswertung am c-LSM.

Larven im Alter von 1 dpf wiesen eine deutliche Expression von pax2a im Bereich der
Ohrbldschen und des ZNS auf. Zusitzlich fanden sich pax2a® Zellen im Bereich des
Pronephros. 2 dpf alte Larven wiesen ein dhnliches Expressionsmuster auf, allerdings lieRen
sich keine pax2a® Zellen speziell dem Bereich des Pronephros zuordnen. Ab 3 dpf fand sich
die Expression ausschlieRlich in Zellen des ZNS. Das Expressionsmuster nahm mit
steigendem Alter ab. Zum Zeitpunkt 6 dpf fanden sich nur noch vereinzelte pax2a® Zellen im

ZNS (Abb. 11).

3.2.2 Pax2a Expression im Bereich des Glomerulus

Zur genaueren Untersuchung des pax2a Expressionsmusters im Bereich des Glomerulus
erfolgte eine IF-Farbung gegen das Schlitzmembranprotein Nephrin. Dieses wird ab 24 hpfin
Vorlauferzellen der Podozyten exprimiert und wurde zur Lokalisation dieser genutzt
(Drummond 2005). Die Farbung wurde an 1, 2, 3 und 4 dpf alten Larven durchgefiihrt und

die Schnitte anschlieBend am c-LSM betrachtet.
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Abb. 11: Untersuchung der Expression von pax2a in Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP). Pax2a Expression
an 1 und 2 dpf in Zellen des ZNS (Pfeil) und der Ohrblaschen (Stern), an 1 dpf zusatzlich Expression im Bereich
des Pronephros (Pfeilspitzen). Ab 3 dpf ist die Expression auf Zellen des ZNS begrenzt. Allgemein nimmt das
Expressionsmuster mit dem Alter ab. Pax2a dargestellt durch GFP, Zellkerne markiert durch Hoechst 33342.
Insgesamt wurden n = 95 Larven in drei unabhdngigen Durchgdngen am c-LSM analysiert.

24



Nephrin Merge + Nuclei
5—.' AT w7

4

-

-

~

Abb. 12: Darstellung der Expression von pax2a und Nephrin in Glomeruli. Abgebildet sind Glomeruli von
Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP). Pax2a Expression an 1 dpf im Bereich des Pronephros (Pfeilspitzen), kein
Nachweis von Nephrin. An 2 dpf schwache Expression von pax2a an einzelnen Zellen im Glomerulum,
allerdings vereinzelt Co-Expression von pax2a und Nephrin (siehe VergroBerung). An 3 und 4 dpf keine pax2a
Expression intraglomeruldr nachweisbar. Pax2a markiert durch GFP, Nephrin dargestellt mittels IF-Farbung,
Zellkerne gefarbt mit Hoechst 33342. Die Auswertung erfolgte an n = 95 Larven in drei unabhangigen
Durchgangen am c-LSM.




Larven im Alter von 1 dpf wiesen vereinzelt pax2a® Zellen auf, die zytomorphologisch dem
Bereich des Pronephros zuzuordnen sind. Eine Nephrinexpression war zu diesem Zeitpunkt
noch nicht darstellbar. An 2 dpf alten Larven zeigte sich ein deutliches Fluoreszenzsignal fir
Nephrin. Einzelne Podozyten wiesen eine schwache Expression von pax2a auf. An 3 dpf und
4 dpf lieRen sich keine pax2a® Zellen im Bereich des Glomerulus darstellen, bei deutlich

positivem Nephrin-Signal (Abb. 12).

3.2.3 Invivo Darstellung am 2-PM

Zur Darstellung der Zebrafischlarve in vivo wurde die 2-PM genutzt. Dazu wurden die Larven
nach dem beschriebenen Protokoll vorbereitet und anschlieBend die Aufnahme von Z-
Stapeln an definierten Zeitpunkten durchgefiihrt. In Abb. 13A ist eine Aufnahme einer 1 dpf
alten Zebrafischlarve mit deutlicher pax2a Expression im ZNS dargestellt: Links ist eine 3D-
Rekonstruktion eines Z-Stapels des Kopfbereichs abgebildet (a), rechts erkennt man einzelne

Schnitte dieser Aufnahme (b - e).

Die Darstellung des Glomerulus gelang durch Injektion von 70 kDa bzw. 2000 kDa TRITC-
gekoppeltem Dextran in die Schwanzvene der Larven direkt vor Beginn der Aufnahmen.
Abb. 13B zeigt zwei 3D-Rekonstruktionen injizierter Larven: Die BlutgefdaBe erscheinen in
rot, pax2a” Zellen sind durch GFP in griin dargestellt. Innerhalb des Glomerulus und auch in

unmittelbarer Ndhe lassen sich keine pax2a® Zellen nachweisen.
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Abb. 13: In vivo Darstellung des Stammes Tg(pax2a:GFP) am 2-PM. A Z-Stapel des Kopfbereichs einer 1 dpf
alten Zebrafischlarve: Pax2a® Zellen sind durch GFP in griin dargestellt. Erkennbar ist eine deutliche pax2a
Expression im ZNS. Die Aufnahmen erstrecken sich lber ein Intervall von 204 um. Der Abstand der einzelnen
Schnitte betrdgt 4 um, sodass insgesamt 51 Schnitte aufgenommen wurden. In a ist eine 3D-Rekonstruktion
des Z-Stapels dargestellt. In b - e lassen sich vier Schnitte des Z-Stapels auf den Z-Ebenen 15, 23, 29 und 37
erkennen. B Z-Stapel injizierter Zebrafischlarven mit TRITC-gekoppeltem Dextran: Pax2a® Zellen sind durch
GFP in grin markiert, das Blut ist durch TRITC in rot dargestellt. In a ist eine 3D-Rekonstruktion einer 6 dpf
alten Zebrafischlarve abgebildet. Deutlich erkennbar sind die pax2a® Zellen im Gehirn (Pfeilspitze) und die
BlutgefalRe (Pfeil). Die Injektion erfolgte mit 70 kDa TRITC-gekoppeltem Dextran. Das Intervall des Z-Stapels
betrdagt 22 um mit einem Abstand von 0,6 um und somit insgesamt 36 Schnitten. Abbildung b zeigt eine 3D-
Rekonstruktion des Glomerulus (G) einer 3 dpf alten Larve. Die glomeruldren Kapillarschlingen lassen sich
durch die Injektion mit 2000 kDa TRITC-gekoppeltem Dextran anschaulich in rot darstellen. Pax2a” Zellen
lassen sich keine finden. Die Aufnahmen erstrecken sich (iber 21 um und insgesamt 34 Schnitten bei einem
Abstand von 0,6 um.
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3.3 Etablierung des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry);
mitfa“?"?; roy*®*°; Tg(pax2a:GFP)
Nach Untersuchung des pax2a Expressionsmusters an gesunden Larven, folgten weitere
Experimente an einem Schadensmodell. Dazu wurde ein Zebrafischstamm generiert, an dem
das etablierte MTZ-Modell angewandt werden konnte. Durch Einkreuzen der zwei
Zebrafischlinien Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa“*"% roy**®® und
Tg(pax2a:GFP) wurde ein neuer Stamm entwickelt, der die Transgene der Elterntiere
kombiniert: Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"“*"%; roy®*’®°: Tg(pax2a:GFP).
In diesem Stamm werden die bakterielle NTR und mCherry spezifisch in Podozyten
exprimiert wohingegen Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor GFP exprimieren (Abb. 14A,

B).

In Vorexperimenten verlief die Entwicklung der Larven im Vergleich zu den Elternstammen
zeitgemaR. Makroskopisch fanden sich keine morphologischen Besonderheiten und das
Expressionsmuster zeigte sich wie erwartet. Die folgenden Experimente wurden an der F1

Generation des neu etablierten Stammes durchgefihrt.

3.3.1 Charakterisierung des Glomerulus im Zeitverlauf

Zunachst erfolgte die Aufnahme des Glomerulus an gesunden Larven zu definierten
Zeitpunkten, um die naturgemaBe Morphologie der Podozyten sicherzustellen. Dazu
wurden Kryoschnitte an 2, 3 und 4 dpf alten Larven angefertigt und anschlieBend mit einem
Antikorper gegen das Schlitzmembranprotein Nephrin gefarbt. Die Aufnahmen wurden am

c-LSM durchgefihrt.

Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wiesen die Larven eine deutliche mCherry Expression
innerhalb der Podozyten auf. Morphologisch zeigten sich hierbei keine Auffalligkeiten im
Vergleich zum Stamm Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa“*"%; roy*%/®
(Vergleich Kontrolllarven Abb. 9A, 10B). Das Nephrinmuster konnte ebenfalls zu jedem
Zeitpunkt deutlich dargestellt werden und glich dem der Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP)
(Vergleich Abb. 12). Eine intraglomeruldre pax2a Expression konnte zu keinem Zeitpunkt

nachgewiesen werden (Abb. 14C).
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Abb. 14: Darstellung des neu etablierten Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfawz/wz;
royag/ag; Tg(pax2a:GFP). A c-LSM Aufnahme einer 4 dpf alten Zebrafischlarve: Pax2a” Zellen sind durch GFP
dargestellt und finden sich vereinzelt im ZNS. Podozyten sind durch mCherry markiert, Zellkerne lassen sich
durch eine Farbung mit Hoechst 33342 abgrenzen. B 3D-Rekonstruktion einer am 2-PM in vivo
aufgenommenen 2 dpf alten Zebrafischlarve: Pax2a” Zellen markiert durch GFP, Podozyten dargestellt durch
mCherry. Der Z-Stapel erstreckt sich (iber eine Ldnge von 42 um. Insgesamt wurden 21 Schnitte im Abstand
von 2 um aufgenommen. C Darstellung des Glomerulus gesunder Zebrafischlarven: Es finden sich zu keinem
Zeitpunkt pax2a” Zellen innerhalb der Glomeruli. Nephrin weist eine regelrechte Darstellung auf. Podozyten
markiert durch mCherry, pax2a® Zellen dargestellt durch GFP, Nephrin abgebildet durch IF-Farbung, Zellkerne
markiert durch Hoechst 33342.
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3.3.2 Anwendung des 5 mM MTZ-Modells

Da die Podozyten gesunder Larven eine regelrechte Morphologie aufwiesen, erfolgten
weitere Untersuchungen am Podozyten-spezifischen Schadensmodell. Fir die folgenden
Versuche wurde das von Siegerist et al. erfolgreich etablierte 5 mM MTZ-Modell angewandt
(Siegerist et al. 2017b). Dazu wurden die Larven an 4 dpf fiir 24 Stunden mit 5 mM MTZ bzw.
0,1 % DMSO behandelt. Die Einteilung des Phanotyps erfolgte taglich ab 5 dpf in kein,
mildes, moderates oder ausgeprigtes Odem gleich dem Modell der FSGS-dhnlichen
Erkrankung (Hansen et al. 2020). Innerhalb von 24 Stunden entwickelten 88 % der MTZ-
behandelten Larven ein Odem. Alle Kontrolllarven wiesen zu diesem Zeitpunkt einen

gesunden Phanotyp auf. Drei Tage

nach Beginn der Behandlung stellten 1004 — = = —

sich bei 100 % der Larven der MTZ- % 801 | 0o

Gruppe Odeme dar, wohingegen 4—5 60- g i

lediglich 1,4 % der Larven der % 404 .

Kontrollgruppe ein Odem zeigten = 207 | [ ]

(Abb. 15). S EEE . E——_—
SO KA

Die erfolgreiche Anwendung des 0,1 % DMSO 5mM MTZ

Modells ermoglichte die folgenden Abb. 15: Verteilung der Odemgrade x Stunden nach
Behandlung mit 5 mM MTZ. Auswertung aus sechs
vergleichenden Untersuchungen unabhéangigen Versuchen mit n = 139 MTZ-behandelten Larven
und n = 118 Kontrolllarven. 0 kein Odem, 1 mildes Odem, 2

zwischen Behandlungs- und moderates Odem, 3 ausgepragtes Odem.

Kontrollgruppe an histologischen

Schnitten und in vivo Darstellungen.

3.3.2.1 Darstellung der Nephrinexpression

Zunachst wurde die Auswirkung der MTZ-Behandlung auf die Podozyten an histologischen
Schnitten untersucht. Dazu wurden die Zebrafischlarven 6, 12, 24 und 48 Stunden nach
Behandlungsbeginn fixiert und anschlieBend Kryoschnitte der Glomeruli angefertigt. Es

folgte eine IF-Farbung gegen Nephrin zur exakten Abbildung der Schlitzmembran.

Glomeruli der Kontrolllarven wiesen zu jedem Zeitpunkt eine deutliche mCherry Fluoreszenz
der Podozyten auf. AuRerdem fand sich in den Glomeruli jederzeit ein regelrechtes Nephrin-

Signal. Eine pax2a Expression konnte intraglomerular nicht dargestellt werden
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Larven der Behandlungsgruppe wiesen zum Zeitpunkt 6 Stunden ein regelrechtes mCherry
Signal auf. Das Nephrinmuster war im Vergleich zur Kontrollgruppe schwacher ausgepragt.
Auffillig zeigten sich pax2a® Zellen innerhalb der Glomeruli. Ein Teil dieser Zellen wies eine
Co-Expression mit mCherry auf. 12 Stunden nach der Behandlung lie8 sich eine deutliche
Abnahme der mCherry Fluoreszenz aufzeigen. Eine Darstellung von Nephrin war zu diesem
Zeitpunkt nicht moglich. Vereinzelte mCherry” Zellen exprimierten auch hier pax2a.
Innerhalb einiger Tubuluszellen lieR sich ebenfalls eine Co-Expression von mCherry und
pax2a abbilden (Abb. 16). 24 Stunden nach Behandlungsbeginn wiesen nur noch wenige
Podozyten eine mCherry Fluoreszenz auf. Nephrin und pax2a lieSen sich nicht darstellen.

Zum Zeitpunkt 48 Stunden zeigten sich weder mCherry, Nephrin noch pax2a (Abb. 17).

Zur statistischen Analyse wurden die MFIs von mCherry, Nephrin und GFP zu den jeweiligen
Zeitpunkten bestimmt. Hierbei ergaben sich signifikant geringere Werte der MFIs von
mCherry und Nephrin in der Behandlungs- im Vergleich zur Kontrollgruppe zu den
Zeitpunkten 12, 24 und 48 Stunden. Die MFI von GFP war 6 Stunden nach
Behandlungsbeginn signifikant hoher in MTZ-behandelten Larven im Vergleich zu
Kontrolllarven. In den darauffolgenden Zeitpunkten wurden keine Unterschiede mehr
festgestellt. Zur Quantifizierung der Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor erfolgte eine
Z3hlung der viszeralen GFP* Zellen in Bezug auf die Fliche des jeweiligen Glomerulus. Die
Auswertung ergab eine signifikant hohere Anzahl der Zellen in Glomeruli MTZ-behandelter

Larven im Vergleich zur Kontrolle zu den Zeitpunkten 6, 12 und 24 Stunden (Abb. 18).
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Abb. 16: Darstellung des Glomerulus 6 und 12 Stunden nach Behandlung mit 5 mM MTZ. Aufgenommen
wurden Kryoschnitte von Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfawz/wz; royag/ag;
Tg(pax2a:GFP), die zuvor mit einem Antikdrper gegen Nephrin gefirbt worden sind. Pax2a® Zellen markiert
durch GFP, Podozyten dargestellt durch mCherry, Zellkerne gefarbt mittels Hoechst 33342. Die Aufnahmen
vergleichen Glomeruli von 5 mM MTZ-behandelten Larven mit 0,1 % DMSO behandelten Kontrolllarven. A 6
Stunden nach Behandlung: mCherry Expression der Podozyten in beiden Gruppen darstellbar. Zusatzlich zeigt
sich in der Behandlungsgruppe eine Co-Expression mit pax2a (siehe VergréRerung). Die Nephrinexpression
behandelter Larven zeigt sich schwacher im Vergleich zur Kontrolle. B 12 Stunden nach Behandlung:
Kontrolllarven mit dhnlicher Darstellung im Vergleich zur 6 Stunden Aufnahme. Verminderte mCherry
Expression in der Behandlungsgruppe. Verbleibende mCherry® Zellen exprimieren zusatzlich pax2a (siehe
VergroBerung). Nephrin hier nicht mehr darstellbar. C Darstellung von Glomerulum und Tubulus 12 Stunden

nach Behandlung. Innerhalb der Tubuluszellen erscheint eine Co-Expression von mCherry und pax2a (Pfeil).
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Abb. 17: Darstellung des Glomerulus 24 und 48 Stunden nach Behandlung mit 5 mM MTZ. Aufgenommen
wurden Kryoschnitte von Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"**%; roy**/;
Tg(pax2a:GFP), die zuvor mit einem Antikdrper gegen Nephrin gefirbt worden sind. Pax2a® Zellen markiert
durch GFP, Podozyten dargestellt durch mCherry, Zellkerne gefarbt mittels Hoechst 33342. Die Aufnahmen
vergleichen Glomeruli von 5 mM MTZ-behandelten Larven mit 0,1 % DMSO behandelten Kontrolllarven. A 24
Stunden nach Behandlung: Kontrolllarven zeigen ein regelrechtes Expressionsmuster von mCherry und
Nephrin. In der Behandlungsgruppe lassen sich noch vereinzelte Podozyten mit schwachem mcCherry Signal
erkennen. Nephrin und pax2a sind nicht darstellbar. B 48 Stunden nach Behandlung: Expression von mCherry
und Nephrin in Kontrollgruppe vergleichbar zum Zeitpunkt 24 Stunden. Kein Nachweis von pax2a, mCherry

oder Nephrin in Glomeruli behandelter Larven.
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Abb. 18: Statistische Analysen zur 5 mM MTZ-Behandlung. Verglichen werden 0,1 % DMSO behandelte
Kontrolllarven (Ctrl) mit 5 mM MTZ-behandelten Larven (MTZ) zu den Zeitpunkten 6, 12, 24 und 48 Stunden.
Die Auswertung erfolgte an c-LSM Aufnahmen von n = 48 Kontrolllarven und n = 70 MTZ-behandelten Larven
in drei unabhéangigen Versuchen. Dargestellt sind der Mittelwert und die SD. ns (nicht signifikant) p > 0,05; * p
< 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. A Vergleichende Analyse der MFIs von mCherry, Nephrin
und GFP beider Gruppen. Die MFI von mCherry ist ab dem Zeitpunkt 12 Stunden signifikant geringer in der
MTZ-behandelten Gruppe gegeniliber der Kontrollgruppe. Zu jedem Zeitpunkt lasst sich eine signifikant
niedrigere MFI von Nephrin in der Behandlungsgruppe nachweisen. Die MFI von GFP ist 6 Stunden nach
Behandlungsbeginn signifikant héher in der MTZ-behandelten Gruppe. Die weiteren Zeitpunkte zeigen keine
signifikanten Unterschiede der MFI von GFP auf. Die MFI wurde an Glomeruli von 1 - 4 Schnitten pro Larve
bestimmt und anschlieBend gemittelt. B Auswertung intraglomeruldrer Zellen mit aktiviertem pax2a
Promotor. Erkennbar ist eine signifikant hohere Anzahl der Zellen in der Behandlungsgruppe bis zum Zeitpunkt
24 Stunden. Zur Analyse wurde die Anzahl pax2a® Zellen, dargestellt durch GFP, an 1 - 4 Schnitten pro Larve
bestimmt und auf die Flache des Glomerulus bezogen. AnschlieRend wurden die Werte gemittelt.

In weiteren Analysen wurden Korrelationen zwischen den MFIs der drei betrachteten
Proteine und der Zeit erstellt und anschlieBend eine Regressionsanalyse mittels linearer
Regression durchgefiihrt. Dabei zeigte sich in der Behandlungsgruppe sowohl fiir mCherry
und Nephrin als auch fiir GFP eine negative Korrelation mit der Zeit. In der Kontrollgruppe
korrelierte Nephrin positiv mit der Zeit. Fir mCherry und GFP zeigte sich kein

Zusammenhang (Abb. 19A).
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Abb. 19: Korrelationen und Analysen der MFI mittels linearer Regression. Dargestellt sind statistische
Zusammenhange der ermittelten MFIs von 0,1 % DMSO behandelten Kontrolllarven (Ctrl) und 5 mM MTZ-
behandelten Larven (MTZ) aus Abb. 18. Der Spearman Korrelationskoeffizient wird durch r beschrieben. Die
Regressionsgrade wurde mittels linearer Regression erstellt. Die Analysen wurden an insgesamt n = 48
Kontrolllarven und n = 70 MTZ-behandelten Larven in drei unabhangigen Versuchen durchgefiihrt. ns p > 0,05;
*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001. A Abbildung von Korrelationen der MFIs von mCherry,
Nephrin und GFP mit der Zeit. In der oberen Reihe ist die Kontrollgruppe dargestellt. Die untere Reihe bildet
die MTZ-behandelte Gruppe ab. B Darstellung der Korrelationen der MFIs von mCherry, Nephrin und GFP
untereinander. Die obere Reihe zeigt die Kontrollgruppe. In der unteren Reihe ist die Behandlungsgruppe
abgebildet.

Zusatzliche Analysen wurden durchgefiihrt, um die MFIs der drei Proteine untereinander zu
korrelieren. Dabei fand sich in beiden Gruppen eine stark positive Korrelation zwischen den

MFIls von mCherry und Nephrin bzw. zwischen mCherry und GFP. Die MFls von Nephrin und
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GFP zeigten in der Behandlungsgruppe einen positiven Zusammenhang, der in der

Kontrollgruppe nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 19B).

3.3.2.2 Darstellung der Pax2a Proteinexpression

In  weiteren Experimenten erfolgte eine vergleichende Darstellung der pax2a
Promotoraktivitdt und der Pax2a Proteinexpression. Dazu wurden die Larven nach dem 5
mM MTZ Protokoll behandelt und 6, 12, 24 und 48 Stunden nach Behandlungsbeginn fixiert.
Es folgte die Anfertigung von Kryoschnitten der Glomeruli. Zur Darstellung der Pax2a

Proteinexpression wurde eine IF-Farbung mit einem Antikorper gegen Pax2a durchgefiihrt.

Larven der Kontrollgruppe wiesen zu jedem Zeitpunkt eine regelrechte mCherry Fluoreszenz
der Podozyten auf. Eine pax2a Promotoraktivitdt konnte intraglomerular nicht abgebildet
werden. Mittels Antikérperfarbung konnte eine Pax2a Proteinexpression in den PECs zu den
untersuchten Zeitpunkten dargestellt werden. Es zeigte sich keine pax2a Promotoraktivitat

innerhalb der PECs.

Die MTZ-behandelten Larven wiesen 6 Stunden nach Behandlungsbeginn intraglomerular
pax2a’ Zellen auf. Diese Zellen zeigten eine Co-Expression mit mCherry. Die mCherry
Fluoreszenz stellte sich dabei regelrecht dar. Das Protein Pax2a konnte ahnlich der
Kontrolllarven nur in den PECs abgebildet werden. Zum Zeitpunkt 12 Stunden nahm die
mCherry Fluoreszenz deutlich ab. Die Co-Expression mit pax2a war weiterhin nachweisbar.
Die Pax2a Proteinexpression war zu diesem Zeitpunkt nur in den PECs zu erkennen. 24
Stunden nach Beginn der Behandlung lie8 sich keine pax2a Promotoraktivitdit mehr im
Glomerulum darstellen. Vereinzelte Podozyten wiesen eine schwache mCherry Fluoreszenz
auf. Intraglomeruldr konnten nun Zellen eines kuboidalen Phanotyps mit einer positiven
Pax2a Proteinexpression abgebildet werden. Zum Zeitpunkt 48 Stunden lieB sich keine
mCherry Fluoreszenz mehr darstellen. Eine pax2a Promotoraktivitat lield sich ebenfalls nicht
nachweisen. Die kuboidalen Zellen des vorherigen Zeitpunkts konnten auch hier abgebildet
werden und erschienen als viszerale Zellen mit positiver Pax2a Proteinexpression (Abb. 20,

21).
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Abb. 20: Pax2a Proteinexpression im Glomerulum 6 und 12 Stunden nach Behandlung mit 5 mM MTZ.
Abbildung von Kryoschnitten von Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfawz/wz;

royag/ag; Tg(pax2a:GFP). Die Schnitte wurden mit einem Antikorper (AK) gegen Pax2a gefarbt. Podozyten
dargestellt durch mCherry, pax2a Promotoraktivitat gekennzeichnet durch GFP, Pax2a Proteinexpression
durch IF-Farbung abgebildet, Zellkerne markiert durch Hoechst 33342. Verglichen werden 5 mM MTZ-
behandelte Larven mit 0,1 % DMSO behandelten Kontrolllarven an definierten Zeitpunkten. A 6 Stunden nach
Behandlung: Regelrechte mCherry Expression in Kontroll- und Behandlungsgruppe. Pax2a Proteinexpression
nachweisbar in PECs (Pfeile). Die Behandlungsgruppe weist mCherry® Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor
auf (Pfeilspitzen), Kontrollgruppe ohne intraglomeruldre Promotoraktivitdt von pax2a. B 12 Stunden nach
Behandlung: Expression von mCherry, Pax2a Protein und pax2a Promotoraktivitdat simultan zu 6 Stunden in der
Kontrollgruppe. MTZ-Gruppe mit deutlich reduzierter mCherry Fluoreszenz. Verbliebene mCherry® Zellen

weisen eine pax2a Promotoraktivitat auf (Pfeilspitzen).
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Abb. 21: Pax2a Proteinexpression im Glomerulum 24 und 48 Stunden nach Behandlung mit 5 mM MTZ.
Abbildung von Kryoschnitten von Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfawz/wz;

royag/ag; Tg(pax2a:GFP). Die Schnitte wurden mit einem Antikorper (AK) gegen Pax2a gefarbt. Podozyten
dargestellt durch mCherry, pax2a Promotoraktivitat gekennzeichnet durch GFP, Pax2a Proteinexpression
durch IF-Farbung abgebildet, Zellkerne markiert durch Hoechst 33342. Verglichen werden 5 mM MTZ-
behandelte Larven mit 0,1 % DMSO behandelten Kontrolllarven an definierten Zeitpunkten. A 24 Stunden nach
Behandlung: Kontrollgruppe mit regelrechter mCherry Expression und keinem Nachweis von Zellen mit
aktiviertem pax2a Promotor. Pax2a Proteinexpression in PECs. MTZ-behandelte Larven mit deutlicher
Reduktion der mCherry Fluoreszenz der Podozyten. Keine pax2a Promotoraktivitat darstellbar. Intraglomerular
finden sich Zellen eines kuboidalen Phanotyps mit positiver Pax2a Proteinexpression (Pfeil). B 48 Stunden nach
Behandlung: Kontrollgruppe mit dhnlichem Expressionsmuster wie zum Zeitpunkt 24 Stunden. Larven der
MTZ-Gruppe ohne Expression von mCherry. Pax2a Promotoraktivitdt nicht darstellbar. Kuboidale Zellen mit
Pax2a Proteinexpression auch hier intraglomerular nachweisbar (Pfeile). Deutlich erkennbar ist das Bowman-
Kapselodem (Sterne).
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Statistische Analysen belegten die histologischen Beobachtungen. Zu den Zeitpunkten 6 und
12 Stunden fand sich eine signifikant hohere Anzahl der Zellen mit aktiviertem pax2a
Promotor in Glomeruli MTZ-behandelter Larven gegeniber Kontrolllarven. Zu diesen
Zeitpunkten konnte kein signifikanter Unterschied der intraglomeruldren Zellzahl mit Pax2a
Antikorperexpression in beiden Gruppen nachgewiesen werden. 24 und 48 Stunden nach
Behandlungsbeginn fand sich eine signifikant hohere Zellzahl mit Pax2a
Antikorperexpression in der MTZ-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Anzahl der

Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 22).
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Abb. 22: Statistische Analyse von intraglomeruldren Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor und Pax2a
Proteinexpression. Verglichen werden 0,1 % DMSO behandelte Kontrolllarven (Ctrl) mit 5 mM MTZ-
behandelten Larven (MTZ) zu den Zeitpunkten 6, 12, 24 und 48 Stunden. Links ist die Anzahl der Zellen mit
aktiviertem pax2a Promotor dargestellt. Es findet sich eine signifikant héhere Anzahl der Zellen in der MTZ-
Gruppe zu den Zeitpunkten 6 und 12 Stunden. Rechts ist die Anzahl der Zellen mit positiver Pax2a
Proteinexpression (Pax2a AK') abgebildet. Hier zeigt sich eine signifikant hohere Zellzahl in MTZ-behandelten
Larven zu den Zeitpunkten 24 und 48 Stunden. Die Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor wurden anhand der
GFP Fluoreszenz bestimmt. Die Bestimmung der Zellen mit Pax2a® Proteinexpression erfolgte mittels
Antikorperfarbung. Die Zdhlung wurde an 2 - 4 Schnitten pro Larve durchgefiihrt und anschlieRend auf die
Flache des Glomerulus bezogen. AnschlieRend wurden die Mittelwerte bestimmt. Die Auswertung erfolgte an
c-LSM Aufnahmen von n = 21 Kontrollarven und n = 33 MTZ-behandelten Larven in drei unabhangigen
Versuchen. Dargestellt sind der Mittelwert und die SD. ns p 2 0,05; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; ****
p <0,0001.
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3.3.2.3 Invivo Darstellung im Zeitverlauf

Um den Ablauf der Verdanderungen innerhalb des Glomerulus wahrend einer MTZ-
Behandlung kontinuierlich verfolgen zu kdnnen, wurden in vivo Darstellungen im Zeitverlauf
am 2-PM durchgefiihrt. Dazu wurde der neu etablierte Stamm an 4 dpf nach dem
beschriebenen Protokoll fiir die 2-PM vorbereitet. AnschlieBend erfolgte je nach Gruppe die
Zugabe von 5 mM MTZ bzw. 0,1 % DMSO. Zur Langzeitbeobachtung wurden stiindlich Z-
Stapel der Glomeruli aller Larven sowohl im mCherry als auch im GFP Kanal aufgenommen.
Die Gesamtdauer eines Experiments betrug 29 Stunden. Die Vitalitat der einzelnen Larven

wurde dabei anhand der Herzfrequenz regelmaRig kontrolliert.

In Abb. 23 ist die mCherry Expression einer Behandlungs- und einer Kontrolllarve zu
ausgewahlten Zeiten dargestellt. Das Glomerulum der Kontrolllarve wies eine geringe
Abnahme des Fluoreszenzsignals von mCherry mit der Zeit auf. Das Grundgeriist des
Glomerulus war bis zum Zeitpunkt 24 Stunden deutlich abzugrenzen. In der MTZ-
behandelten Larve lieRen sich ab dem Zeitpunkt 4 Stunden mCherry* Elemente auRerhalb
des Glomerulus nachweisen, die mit zunehmender Zeit aus dem Fokus verschwanden. Die
mCherry Expression nahm zwischen den Zeitpunkten 8 und 14 Stunden deutlich ab. Das
glomeruldre Grundgerist lieR sich ab 14 Stunden nach Behandlungsbeginn nicht mehr

abbilden.

Die intraglomeruldre pax2a Promotoraktivitat ist durch GFP in Abb. 24 vergleichend an einer
Behandlungs- und einer Kontrolllarve dargestellt. Zur Lokalisation des Glomerulus wurde
dieses zuvor im mCherry Kanal markiert. Die Kontrolllarve wies zu keinem Zeitpunkt eine
intraglomerulare GFP Fluoreszenz auf. Somit konnte keine pax2a Promotoraktivitat
nachgewiesen werden. In der MTZ-behandelten Larve konnte ab dem Zeitpunkt 4 Stunden
intraglomeruladr ein GFP Fluoreszenzsignal dargestellt werden, was auf einen aktiven pax2a
Promotor hindeutete. Ab 14 Stunden nach Behandlungsbeginn lieR sich die GFP Fluoreszenz
nicht mehr abbilden. Bis zum Ende der Untersuchung zeigte sich nicht erneut ein positives

Fluoreszenzsignal fir GFP.
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Abb. 23: In vivo Darstellung des Glomerulus im Zeitverlauf im mCherry Kanal. Dargestellt ist jeweils ein
Glomerulum einer 0,1 % DMSO behandelten Kontrolllarve und einer 5 mM MTZ-behandelten Larve des
Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"™%  roy”®; Tg(pax2a:GFP) zu sechs
verschiedenen Zeitpunkten. Die einzelnen Grafiken bilden MIPs der aufgenommenen Z-Stapel ab. Das mCherry
Fluoreszenzsignal markiert die Podozyten. Die oberen zwei Reihen zeigen das Glomerulum der Kontrolllarve.
Die mCherry Fluoreszenz nimmt gering Uber die Zeit ab. Das Glomerulum der MTZ-behandelten Larve ist in den
unteren zwei Reihen sichtbar. Die Pfeilspitzen markieren mCherry” Elemente, die sich Uber die Zeit vom
Glomerulum entfernen. Ab 14 Stunden ist ein deutlicher Verlust des Fluoreszenzsignals erkennbar. Die
Aufnahmen erstrecken sich Gber ein Intervall von 67,5 um. Der Abstand der einzelnen Schnitte zueinander

betragt 1,5 um. Insgesamt wurden 45 Schnitte aufgenommen.
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Abb. 24: In vivo Darstellung des Glomerulus im Zeitverlauf im GFP Kanal. Abgebildet ist jeweils ein
Glomerulum einer 0,1 % DMSO behandelten Larve und einer 5 mM MTZ-behandelten Larve des Stammes
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"”*%; roy*®®; Tg(pax2a:GFP) an sechs verschiedenen
Zeitpunkten. Die Grafiken entsprechen 3D-Projektionen der aufgenommenen Z-Stapel. GFP bildet die pax2a
Promotoraktivitdat ab. Die weillen Umrandungen markieren das Glomerulum, welches im mCherry Kanal
definiert wurde. Die oberen zwei Reihen bilden die glomeruldre Region der Kontrollarve ab. Hier zeigt sich
keine spezifische GFP Fluoreszenz. Die unteren beiden Reihen zeigen das Glomerulum der MTZ-behandelten
Larve. Hier lasst sich zu den Zeitpunkten 4 und 8 Stunden eine GFP Fluoreszenz innerhalb des Glomerulus
abbilden. Insgesamt wurden 45 Schnitte mit einem Abstand von 1,5 um aufgenommen. Das Gesamtintervall

der einzelnen Aufnahmen betragt 67,5 um.
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Die statistische Auswertung erfolgte anhand der MFIs fiir mCherry und GFP. Abb. 25A gibt
einen Uberblick tber den stiindlichen Verlauf der auf den Zeitpunkt 0 Stunden normierten
MFIs von mCherry und GFP in Kontroll- und Behandlungsgruppe. Die MFI von GFP nahm
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum in den Kontrolllarven Werte zwischen 0,980
und 1,127 an. In MTZ-behandelten Larven stieg die MFI zunachst bis zum Zeitpunkt 8
Stunden auf ein Maximum von 1,252. Dann zeigte sich ein Abfall der MFI bis auf ein
Minimum von 0,638 zum Ende des Experiments. Die MFI von mCherry nahm bis zum
Zeitpunkt 10 Stunden zunachst in beiden Gruppen einen &hnlichen Verlauf. Die
Kontrollgruppe wies einen Wert von 0,787 auf, in der MTZ-Gruppe lag der Wert bei 0,794.
Danach kam es innerhalb von 4 Stunden zu einem starken Abfall der MFI von mCherry in der
Behandlungsgruppe, sodass zum Zeitpunkt 14 Stunden ein Wert von 0,275 bestimmt wurde.
Im Vergleich dazu liel8 sich in der Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt ein Wert von 0,698
nachweisen. Am letzten Untersuchungszeitpunkt 29 Stunden wurde die MFI der
Kontrolllarven mit einem Wert von 0,630 bestimmt. MTZ-behandelte Larven wiesen einen

Wert von 0,129 auf.

In Abb. 25B sind Unterschiede der normierten MFIs von mCherry und GFP beider Gruppen
zu ausgewahlten Zeitpunkten dargestellt. Die MFI von GFP war 4 und 8 Stunden nach
Behandlungsbeginn signifikant héher in Behandlungs- gegeniber Kontrolllarven. Zu den
Zeitpunkten 14 und 24 Stunden fanden sich signifikant niedrigere Werte in der
Behandlungs- im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die MFI von mCherry wies zu den
Zeitpunkten 4 und 8 Stunden keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen
auf. 14 und 24 Stunden nach Behandlungsbeginn fanden sich signifikant niedrigere Werte in

MTZ-behandelten Larven. Die Gesamtauswertung zeigt die Zusatzabbildung 2.
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Abb. 25: Statistische Analysen der in vivo Aufnahmen. Dargestellt ist die MFI von mCherry und GFP der in vivo
Aufnahmen am 2-PM. Verglichen werden 0,1 % DMSO behandelte Kontrolllarven mit 5 mM MTZ-behandelten
Larven. Die MFI wurde an MIPs der aufgenommenen Z-Stapel pro Zeitpunkt bestimmt und anschliefend zum
Zeitpunkt 0 Stunden auf 1 normiert. Die Auswertung wurde an n = 14 Kontrolllarven und n = 21 MTZ-
behandelten Larven in zwei unabhdngigen Versuchen durchgefiihrt. A Zeitlicher Verlauf der normierten MFls
von mCherry und GFP beider Gruppen Uber 29 Stunden. B Vergleichende Analyse der normierten MFls von
GFP und mCherry zwischen Kontroll- (Ctrl) und Behandlungsgruppe (MTZ) zu den Zeitpunkten 4, 8, 14 und 24
Stunden. In behandelten Larven lassen sich 4 und 8 Stunden nach Behandlungsbeginn signifikant héhere
Werte der MFI von GFP gegeniiber der Kontrollgruppe aufzeigen. Zu den Zeitpunkten 14 und 24 Stunden ist
die MFI von GFP in behandelten Larven signifikant geringer. Die MFI von mCherry weist zu den Zeitpunkten 14
und 24 Stunden signifikant geringere Werte in der Behandlungs- gegeniiber der Kontrollgruppe auf. Dargestellt
sind der Mittelwert und die SD. ns p 2 0,05; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001.
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Um statistische Zusammenhdnge zwischen den MFIs von mCherry und GFP aufzuzeigen,
erfolgte die Erstellung von Korrelationen mit anschliefenden Regressionsanalysen. Dazu
wurden die MFls differenziert von 0 - 10 Stunden und 11 - 29 Stunden betrachtet. In der
Kontrollgruppe korrelierten die MFIs von mCherry und GFP in beiden Zeitrdumen negativ
miteinander. In MTZ-behandelten Larven konnte im Zeitraum O - 10 Stunden ein negativer
Zusammenhang der MFIs beider Proteine nachgewiesen werden. Zwischen 11 und 29
Stunden bestand ein positiver Zusammenhang zwischen den MFIs von mCherry und GFP

(Abb. 26).
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Abb. 26: Korrelationen und Analysen der MFI mittels linearer Regression von in vivo Aufnahmen. Abgebildet
sind Korrelationen zwischen den normierten MFIs von mCherry und GFP aus Abb. 25. Der Spearman
Korrelationskoeffizient wird durch r bestimmt. Die Regressionsanalyse wurde mittels linearer Regression
durchgefiihrt. Die Analysen erfolgten an n = 14 Kontrolllarven und n = 21 MTZ-behandelten Larven aus zwei
unabhangigen Versuchen. ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. A Zeitraum 0 - 10
Stunden: In der oberen Abbildung ist die Kontrollgruppe dargestellt. GFP und mCherry weisen eine negative
Korrelation auf. Die untere Abbildung zeigt die Korrelation in der MTZ-Gruppe. GFP und mCherry korrelieren
negativ. B Zeitraum 11 - 29 Stunden: Oben sind die Kontrolllarven abgebildet. GFP und mCherry zeigen eine
negative Korrelation. Unten lasst sich die Korrelation MTZ-behandelter Larven erkennen. GFP und mCherry
korrelieren positiv.
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3.4 PAX2 Expression in der menschlichen Niere

Um einen Uberblick Giber die Verteilung des Expressionsmusters von PAX2 in der gesunden
menschlichen Niere zu bekommen, wurde mit der Proteinatlas Datenbank gearbeitet
(www.proteinatlas.org, (Uhlén et al. 2015) PAX2 IF-Farbungen von menschlichem Gewebe
wiesen intraglomeruldr keine spezifische PAX2 Expression auf. Eine deutliche Expression
konnte hingegen in PECs, PTCs, distalen Tubuluszellen (DTCs) und in Zellen des Sammelrohrs

dargestellt werden (Abb. 28).

Podozyten Sammelrohr

Abb. 27: PAX2 Expression in der gesunden Niere des Menschen. IF-Farbung gegen PAX2 aus dem Human
Protein Atlas (Version 15) (Uhlén et al. 2015; The Human Protein Atlas 2023). Links ist eine Ubersicht
dargestellt, rechts ist ein einzelnes Glomerulum abgebildet. Die PAX2 Expression ist auf die PECs, PTCs, DTCs
und auf Zellen des Sammelrohrs begrenzt. Die Podozyten weisen kein Fluoreszenzsignal fiir PAX2 auf.

Zum Vergleich der Expression von PAX2 an gesunden und kranken Nieren des Menschen
erfolgten statistische Tests an Microarray Daten von Nephroseq (www.nephroseq.org,
02/2023, University of Michigan, Ann Arbor, Ml). Die Daten von Nakagawa et al. ergaben
eine signifikant hohere Expression von PAX2 in chronisch kranken Nieren im Vergleich zu
gesunden Nieren (Nakagawa et al. 2015). An Daten von Hodgin et al. konnte zudem eine
signifikant hohere Expression von PAX2 speziell in Nieren mit FSGS nachgewiesen werden

(Abb. 29) (Hodgin et al. 2010).
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Abb. 28: Vergleich der PAX2 Expression an gesunden und erkrankten menschlichen Nieren. Abbildung von
Daten aus der Microarray Datenbank Nephroseq (Nephroseq Research Edition 2023). ns p 2 0,05; * p < 0,05;
**p<0,01; *** p<0,001; **** p < 0,0001. A Vergleich der Expression von PAX2 an gesunden Nieren und CKD
Nieren. CKD Nieren weisen eine signifikant héhere Expression von PAX2 auf (Nakagawa et al. 2015). B
Vergleichende Darstellung der PAX2 Expression an gesunden Nieren und FSGS Nieren. Die Expression des
Proteins ist dabei signifikant hoher in FSGS Nieren (Hodgin et al. 2010).
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4 Diskussion

Der weltweite Anstieg der CKD ist ein relevantes Problem des Gesundheitswesens. Ein
Mangel an therapeutischen Optionen stellt das Gesundheitssystem aktuell vor enorme
Herausforderungen, die in den folgenden Jahrzehnten zunehmen werden (Lv und Zhang
2019). Zur Etablierung therapeutischer Ansatze ist das pathophysiologische Verstandnis der
Erkrankung essentiell. Bei der Entstehung von Podozytopathien nimmt der Untergang des
Podozyten eine Schlisselrolle ein (Kriz 2002). Ein Ersatz dieser hochspezialisierten Zelle
durch gezielte Induktion von Vorlauferzellen kénnte einen vollig neuen therapeutischen
Ansatz ermoglichen. Pax2 ist ein Transkriptionsfaktor, der in Mausmodellen bereits als
Marker flr Vorlauferzellen von Podozyten postuliert wurde (Lasagni et al. 2015). Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Expression von pax2a an der Zebrafischlarve zu

untersuchen.

4.1 Etablierung des Modells der FSGS-dhnlichen Erkrankung

Mit der Anwendung von 80 uM MTZ an Zebrafischlarven des Stammes Tg(nphs2:GAL4);
Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa”?*%  roy*®® entwickelte unsere Arbeitsgruppe ein
Schadensmodell, dass Charakteristika der humanen FSGS aufweist. Neben der in dieser
Arbeit beschriebenen Ausbildung von Odemen wiesen Hansen et al. zusitzlich eine
Proteinurie und eine Hypoproteindmie nach (Hansen et al. 2020). Diese klinischen
Merkmale definieren das nephrotische Syndrom beim Menschen (Politano et al. 2020;
Wang und Greenbaum 2019; Shabaka et al. 2020). Histopathologisch fand sich ein
Effacement der PodozytenfuRRfortsatze, die Ausbildung von Tight Junctions und
subpodozytirer Pseudozysten sowie der Nachweis parieto-viszeraler Adhasionen (Hansen et
al. 2020). Die Farbung gegen das Protein Laminin, einer extrazellularen Matrixkomponente,
zeigte eine gesteigerte Expression in unserem Schadensmodell bei gleichzeitig Zunahme der
Schichtdicke der GBM (Aumailley 2013). Diese Beobachtungen lassen sich mit den
histologischen Merkmalen der humanen FSGS vereinbaren (Kriz 1996; Kriz und Lemley

2015).

Mit ihrer kurzen Entwicklungszeit und der hohen Anzahl an Nachkommen stellt die
Zebrafischlarve eine gute Alternative als Modellorganismus in der Nierenforschung dar

(Drummond 2005; Poureetezadi und Wingert 2016). Das Modell der FSGS-dhnlichen
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Erkrankung ermoglicht, den Einfluss von Medikamenten auf den Verlauf der FSGS im
Rahmen eines High-content Screenings zu beobachten. Schindler et al. konnten somit
bereits in einem Assay einen protektiven Effekt von Belinostat und verwandten Histon-
Deacetylase-Inhibitoren auf FSGS-erkrankte Zebrafischlarven darlegen (Schindler et al.

2023).

4.2 Anstieg der Pax2a Proteinexpression im Modell der FSGS-ahnlichen
Erkrankung
Unter gesunden Bedingungen fand sich innerhalb des Pronephros der Zebrafischlarve ein
spezifisches Signal fur Pax2a in PECs und PTCs. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von
O'Brien et al., die eine Expression von Pax2a im Ubergangsbereich zwischen Podozyten und
PTCs beschrieben haben (O'Brien et al. 2011). Im Modell der FSGS-dhnlichen Erkrankung
zeigten sich signifikant vermehrt Pax2a® Zellen auf den glomeruldren Kapillarschlingen.
Gleichzeitig liel} sich eine gesteigerte Expression des Proteins in den PECs darstellen. Die
erhobenen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die intraglomeruldren Pax2a® Zellen
von PECs oder PTCs abstammen. Kuppe et al. beschrieben in einem FSGS-Modell der Maus
eine vermehrte Proliferation von intermedidren und kubischen PECs, die an der Bildung
sklerotischer Lasionen beteiligt waren (Kuppe et al. 2019). In unserem Modell wiesen die
intraglomeruldren Pax2a’ Zellen ebenfalls einen kubischen Phinotyp auf. Daraus resultiert

die Annahme, dass diese Zellen Unterformen von PECs darstellen konnten.

Die Rolle der PECs nach glomerularem Schaden wird aktuell unterschiedlich betrachtet. Zum
Teil werden PECs als Ausloser fiir die Bildung sklerotischer Lasionen gesehen (Puelles et al.
2019; Ito et al. 2020). Smeets et al. konnten in einem FSGS-Modell an PEC-Reportermausen
innerhalb extrakapillarer Lasionen aktivierte PECs nachweisen, die zur Entwicklung und
Progression der Sklerose beitrugen. Neben der Expression von CD44 wiesen die PECs
morphologische Auffilligkeiten, wie z. B. ein erhohtes Zellvolumen mit resultierender
Verdickung der Bowman-Kapsel, auf (Smeets et al. 2009; Smeets et al. 2011). Ahnliche
Ergebnisse zeigten Untersuchungen durch Dijkman et al. an humanen FSGS-Biopsien
(Dijkman et al. 2005). Den aktivierten PECs wird somit eine profibrotische und keine
regenerative Rolle zugesprochen. Miesen et al. wiesen in ihrer Arbeit allerdings auch einen
positiven Effekt der PEC Proliferation nach. Ein Subtyp der aktivierten PECs begrenzt die
sklerotischen Areale, sodass weiterhin eine Verbindung zwischen der Bowman-Kapsel und
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dem nicht geschadigten Anteil des Glomerulus besteht und eine intakte Filtration

stattfinden kann (Miesen et al. 2022).

Andere Expertengruppen postulieren PECs als Progenitorzellen von Podozyten nach
Schadensinduktion (Appel et al. 2009; Eng et al. 2015; Ravaglia et al. 2022). Kaverina et al.
haben am FSGS-Schadensmodell an dualen PEC-Podozyten-Reportermdusen PECs mit
aktiviertem Nephrin Promotor auf den glomeruldren Kapillarschlingen nachweisen kdonnen.
Neben einer Expression des Podozyten-spezifischen Proteins Podocin wiesen die PECs
FulRfortsatze auf, die mit denen von prdexistenten Podozyten interdigitieren. Eine
Expression von CD44 zeigte sich in diesem Subtyp der PECs zu keinem Zeitpunkt (Kaverina et
al. 2019). Durch den Einsatz von Medikamenten konnte die Arbeitsgruppe um Romagnani
im Adriamycin-Schadensmodell an einer Pax2-Reportermaus neben einer erhéhten Anzahl
von PEC-abstammenden Podozyten zudem einen Rickgang der Proteinurie nachweisen

(Lasagni et al. 2015; Romoli et al. 2018).

Die Beobachtungen am Modell der FSGS-dhnlichen Erkrankung unterstiitzen die Hypothese
der aktivierten PECs als Teil sklerotischer Lasionen. Die abgebildete Morphologie der Zellen
mit positiver Pax2a Proteinexpression passt zu der oben beschriebenen Literatur. Zukiinftige
Co-Farbungen von Laminin und Pax2a kdnnten die Frage nach einer vermehrten Lokalisation
innerhalb sklerotischer Areale beantworten. In unseren Untersuchungen lief§ sich eine
Transdifferenzierung der Zellen mit positiver Pax2a Proteinexpression in Podozyten nicht
abbilden. Es fand sich weder eine Expression von mCherry noch konnten
podozytenspezifische phanotypische Merkmale dargestellt werden. Da die aufgenommenen
Grafiken Momentaufnahmen aufzeigen, kann ein Ersatz von Podozyten durch
Vorlduferzellen in der Zebrafischlarve zu diesem Zeitpunkt nicht grundsatzlich dementiert
werden. Es liegt die Vermutung nahe, dass PECs nach podozytiarem Schaden beide
Funktionen ausfiihren konnen: Sklerose und Regeneration (Shankland et al. 2014). Eine
unkontrollierte Proliferation verstarke die Sklerose, wobei eine gezielte Steuerung die
Umwandlung zum Podozyten ermdglichen kénnte (Peired et al. 2021). Melica et al. konnten
durch den Einsatz des Histon-Deacetylase-Hemmers Panobinostat die ungesteuerte
Proliferation eventueller Podozytenvorldauferzellen hemmen und eine gezielte
Differenzierung dieser Zellen in Podozyten induzieren (Melica et al. 2022). Weitere

Untersuchungen zur Regenerationsfahigkeit der PECs bilden die Basis fiir den zukiinftigen
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Einsatz zielgerichteter Therapien. Die in vivo Beobachtung der PECs nach Schadensinduktion

stellt eine mogliche Option dar.

4.3 Pax2a Promotoraktivitat im Pronephros gesunder Zebrafischlarven

Durch das GFP Reportergen in Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP) konnte kontinuierlich die
Aktivitdit des pax2a Promotors beobachtet werden, was sowohl histologische
Untersuchungen als auch in vivo Aufnahmen ermoglichte. Fir histologische Analysen wurde
das Schlitzmembranprotein Nephrin als podozytarer Marker genutzt, welches fiir die
Entwicklung der Zellstruktur inklusive der Ausbildung von PodozytenfuRfortsatzen
entscheidend ist (Kramer-Zucker et al. 2005). Es zeigte sich eine pax2a Promotoraktivitat
innerhalb von Podozytenvorlduferzellen an 1 und vereinzelt 2 dpf. Ab 3 dpf konnte keine
pax2a Promotoraktivitat in Podozyten nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen decken
sich mit der Literatur, die durch Hochregulation von wtla in den Podozytenvorlauferzellen
zwischen 30 - 40 hpf eine Abnahme der Expression von pax2a beschreibt (Drummond 2004;
O'Brien et al. 2011; Miceli et al. 2014). Die vereinzelt beobachteten pax2a® Zellen zum

Zeitpunkt 2 dpf lassen sich durch minimale Entwicklungsunterschiede der Larven erklaren.

Limitationen bestehen zu dem Zeitpunkt 1 dpf. Die Antikorperfarbung zeigte kein
spezifisches Signal flir Nephrin, da das Protein erst ab 24 hpf innerhalb von
Podozytenvorlauferzellen exprimiert wird (Kramer-Zucker et al. 2005). Auch eine in vivo
Darstellung des Glomerulus war zu diesem Zeitpunkt limitiert. Da die glomerulare Filtration
erst ab 40 hpf mit dem Einsprossen von Kapillaren aus der dorsalen Aorta beginnt,
ermoglichte eine Injektion mit Dextran keine Abbildung des Glomerulus (Kramer-Zucker et
al. 2005; Drummond 2005). Eine eindeutige Zuordnung der pax2a* Zellen als Vorlduferzellen
war somit erschwert und erfolgte anhand raumlicher Kriterien. An 2 dpf liel} sich ein
spezifisches Signal fiir Nephrin innerhalb des fusionierenden Glomerulus abbilden. Die Co-
Expression von GFP und Nephrin deutet darauf hin, dass die pax2a”® Zellen an 1 dpf ebenfalls
Podozytenvorlauferzellen darstellen. Dies lieRe sich auch mit der Literatur vereinbaren, die
eine Expression von pax2a als ersten genetischen Marker des intermedidren Mesoderms zu
diesem Zeitpunkt beschreibt (Naylor et al. 2013). Eine fehlende Expression von pax2a wiirde
die Entwicklung des Pronephros einschranken, was sich durch Ausbildung von

Ganzkorperodemen und im weiteren Verlauf durch den Tod der Larven zeigen wiirde
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(Naylor et al. 2017). Das lieR8 sich in den durchgefiihrten Experimenten zu keinem Zeitpunkt

beobachten.

4.4 Pax2a Promotoraktivitat in Podozyten nach Schadensinduktion
Die Etablierung des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa"?"%;
a9/a9,

roy”’*”; Tg(pax2a:GFP) ermoglichte durch Anwendung des MTZ-Modells die Beobachtung

der pax2a Promotoraktivitdt unter Schadensbedingungen.

6 Stunden nach Schadensinduktion zeigte sich an c-LSM Aufnahmen eine intraglomerulare
Co-Expression von mCherry, GFP und Nephrin in MTZ-behandelten Zebrafischlarven. Die
Expression von mCherry ist an den Promotor fiir nphs2 gekoppelt, der fiir das Podozyten-
spezifische Protein Podocin codiert (Zhou und Hildebrandt 2012). Nephrin ist ein Protein der
podozytaren Schlitzmembran und GFP spiegelt einen aktivierten pax2a Promotor wider. Da
sich die Co-Expression in der Kontrollgruppe nicht beobachten liel3, legen die Ergebnisse
nahe, dass es sich bei den mCherry® und GFP* Zellen um Podozyten handelt, die initial nach
Schadensinduktion eine pax2a Promotoraktivitdt aufweisen. Zudem lasst sich anhand des
signifikant niedrigeren Nephrin-Signals der MTZ-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle bereits 6
Stunden nach Schadensinduktion eine eingeschrankte Funktion der Schlitzmembran

annehmen.

12, 24 und 48 Stunden nach Behandlungsbeginn nahm die Expression von mCherry und
Nephrin in MTZ-behandelten Larven deutlich ab und zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle
signifikant geringer. Das spiegelte sich in der negativen Korrelation mit der Zeit wider und
lasst sich durch die spezifisch in Podozyten ablaufende Apoptose erkldaren. Klinisch
resultierte in MTZ-behandelten Larven eine stetige Zunahme von Odemen. Eine GFP
Expression der Podozyten liell sich nur noch vereinzelt bis gar nicht darstellen. Insgesamt
nahm die Anzahl an pax2a® Podozyten als Folge des zunehmenden Podozytenverlustes in

der MTZ-Gruppe ab.

Kontinuierliche Aufnahmen am 2-PM ermoglichten detailgetreuere Darstellungen von GFP
und mCherry an lebendigen Zebrafischlarven. In der MTZ-Gruppe fand sich 4 Stunden nach
Behandlungsbeginn erstmals ein GFP Fluoreszenzsignal innerhalb mCherry” Zellen. Zum
Zeitpunkt 8 Stunden wurde ein Maximum des GFP Signals erreicht, welches sich als

statistisch signifikant hohere MFI in der MTZ-Gruppe gegenliber der Kontrollgruppe
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widerspiegelte. Das Fluoreszenzsignal von mCherry verhielt sich bis zu diesem Zeitpunkt
annadhernd konstant. Korrelationen wiesen folglich einen negativen Zusammenhang beider

Proteine im ersten Untersuchungsabschnitt der MTZ-Gruppe auf.

8 Stunden nach Behandlungsbeginn fiel die mCherry Fluoreszenz in MTZ-behandelten
Larven rapide ab. Es zeigten sich zudem mCherry” Elemente, die sich im Zeitverlauf vom
Glomerulum entfernten und aus der Fokusebene verschwanden. Parallel dazu sank das GFP
Signal. Somit ergab der zweite Untersuchungszeitraum eine positive Korrelation zwischen

mCherry und GFP.

Es ist anzunehmen, dass es in der Friihphase des Schadens zu einer podozytaren Expression
von pax2a kommt. Ab 8 Stunden ist der podozytire Schaden so erheblich, dass die
Podozyten untergehen und eine pax2a Promotoraktivitat nicht langer nachweisbar ist. Mit
dem Beginn der Zellfragmentierung wird neben mCherry auch GFP freigesetzt, wodurch das
Fluoreszenzsignal beider Proteine abfiel. Die geringere Fluoreszenzabnahme von GFP im
Vergleich zu mCherry lasst sich durch eine erhohte Autofluoreszenz des renalen Gewebes im

GFP Kanal erklaren (Zhang et al. 2018; Sanderson 2023).

Eine geringe Abnahme des mCherry Fluoreszenzsignals liel8 sich auch in der Kontrollgruppe
Uber die Zeit beobachten. Im Vergleich zur MTZ-Gruppe war die MFI allerdings zum
Zeitpunkt 24 Stunden signifikant hoher, sodass die Abnahme in der Kontrollgruppe am
ehesten auf erhohtes Photobleaching des rot fluoreszierenden Proteins zurlickzufiihren ist
(Drobizhev et al. 2022). Die MFI von GFP verhielt sich in Kontrolllarven laut statistischer
Analysen konstant. Korrelationen ergaben somit einen negativen Zusammenhang zwischen
GFP und mCherry. Die Anregung von mCherry mit 1100 nm kdnnte zukiinftig eine Reduktion
des Bleaching Effekts schaffen.

Eine Erhebung der Expression von PAX2 an humanen Patientenproben zeigte keinen
Nachweis in gesunden, ausdifferenzierten Podozyten laut Daten des Human Protein Atlas
(Uhlén et al. 2015; The Human Protein Atlas 2023). Statistische Analysen ergaben jedoch
eine signifikant erhohte PAX2-Expression in Nierenbiopsien FSGS-erkrankter Patienten im
Vergleich zu gesunden Probanden (Hodgin et al. 2010). Diese Ergebnisse decken sich mit

den Beobachtungen an der Zebrafischlarve.
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Es ist beschrieben, dass PAX2 in Podozyten gesunder Individuen nach Verlassen des
Mitosezyklus herunterreguliert wird (Dressler und Woolf 1999). Da Podozyten
postmitotische Zellen sind, erklart sich warum in ausdifferenzierten Podozyten der
Kontrollgruppe zu keiner Zeit eine pax2a Expression nachgewiesen werden konnte (Nagata
et al. 1993). Es ergab sich allerdings die Frage, warum Podozyten MTZ-behandelter Larven

eine pax2a Promotoraktivitat zu den genannten Zeitpunkten aufwiesen.

Ohtaka et al. beobachteten an Biopsien von Menschen mit primarer FSGS phanotypisch
veranderte Podozyten mit positiver PAX2 Expression. Die Re-Expression von PAX2 wurde auf
die Herunterregulierung von WT1 zurickgefiihrt (Ohtaka et al. 2002). WT1 ist ein in
Podozyten exprimiertes Gen, das fir den gleichnamigen Transkriptionsfaktor codiert und
eine wichtige Rolle in der Podozytenentwicklung einnimmt (Dressler 2006; Pritchard-Jones
et al. 1990). Die Expression des Proteins WT1 fuhrt wahrend der Entwicklung zu einer
Herunterregulierung von PAX2 und zur Ausdifferenzierung der Podozytenvorlauferzellen
(Ryan et al. 1995). Dieses Phanomen ist auch in der Zebrafischlarve mit den Orthologen
wtla und pax2a beschrieben (Miceli et al. 2014). Durch den Podozytenschaden sinkt die
Expression von WT1, wobei die Herunterregulierung von PAX2 aufgehoben wird. Ohtaka et
al. beobachteten die phanotypisch veranderten Podozyten mit positiver PAX2 Expression
vermehrt innerhalb zelluldrer Lasionen. Die Autoren vermuteten, dass die Re-Expression von
PAX2 fir die Bildung der Lasionen mitverantwortlich ist und den glomeruldaren Schaden

beschleunigt (Ohtaka et al. 2002).

Eine mogliche Erklarung der pax2a Expression nach podozytirem Schaden wadre die
Dedifferenzierung ausgereifter Podozyten zu Vorlauferzellen. Folglich kame es zu einer
phanotypischen  Veranderung der Podozyten mit erneuter Expression des
Entwicklungsmarkers. Diese Hypothese steht mit den erhobenen Ergebnissen dieser Arbeit
in Einklang. Hintergrund der Dedifferenzierung ware die Aufhebung des postmitotischen
Zustands der Zelle mit Anstreben eines Teilungsprozesses. Der Podozyt verliert allerdings
aufgrund des Schadens seine dreidimensionale Struktur. Die mechanischen Kréfte
erschweren die Adhédsion an der GBM und es folgt das Detachment. Die nackten Bereiche
der GBM werden folglich durch sklerotische Lasionen bedeckt und der glomerulare Schaden

bildet sich weiter aus.
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Wagner et al. etablierten ein Mausmodell zur gezielten Aktivierung von Pax2 in adulten
Podozyten gesunder Mause. Die dauerhafte Re-Expression fihrte innerhalb von drei
Wochen neben einem dedifferenzierten Phanotyp der Podozyten zur Ausbildung
intraglomeruldrer sklerotischer Lasionen mit der Folge von Proteinurie. Im weiteren Verlauf

wiesen die Podozyten verschiedene Proliferationsmarker auf (Wagner et al. 2006).

Die Abbildung von Proliferationsmarkern innerhalb Pax2 exprimierender Zellen unterstitzt
die Hypothese des verzweifelten Teilungsversuches der Podozyten zur Abwendung des
glomeruldren Schadens. Ein Ansatz flir zuklinftige Experimente ware die Untersuchung von
Proliferationsmarkern in geschadigten Podozyten der Zebrafischlarve, womit sich das

Anstreben einer Teilung darstellen lieBe.

Grundlegend wird in den beiden genannten Arbeiten von einer negativen Auswirkung der
Re-Expression auf den Krankheitsverlauf ausgegangen, da den betroffenen Zellen eine
Mitbeteiligung an der Ausbildung sklerotischer Lasionen zugesagt wird. Allerdings stellt die
vermehrte Existenz PAX2 exprimierender Podozyten innerhalb sklerotischer Lasionen keinen
direkten Beweis fir die Bildung dieser dar. Mitverantwortlich fiir die Entstehung der
Lasionen sind in erster Linie die PECs (Smeets et al. 2011; Jefferson und Shankland 2014).
Das Vorhandensein PAX2 exprimierender Podozyten in dieser Umgebung spricht am
ehesten fir einen besonders geschadigten Bereich des Glomerulus, da bereits eine
Dedifferenzierung der Podozyten erfolgt. PAX2 stellt vermutlich nicht den Ausloser der
Zunahme des glomerularen Schadens dar, sondern ist lediglich das Resultat des Verlustes
von WT1. Das kontrdare Verhalten wird in den Beobachtungen von Wagner et al. im
Mausmodell besonders deutlich, da die sekunddre Aktivierung von Pax2 in gesunden
Podozyten durch unmittelbare Repression von Wt1 einen glomeruldren Schaden initiiert

(Wagner et al. 2006).

Der zukinftige Einsatz verschiedener Konzentrationen des MTZs konnte ein Muster der
Expression von pax2a in den Podozyten der Zebrafischlarve nach Krankheitsschwere
aufdecken. Die Ahnlichkeit des humanen Orthologs PAX2 erméglicht zudem bei einer
Sequenzidentitdit von 89 % in der Abfolge der Aminosduren eine zuverlassige
Ubertragbarkeit der erhobenen Erkenntnisse auf den Menschen (Zusatzabbildung 3)

(Cunningham et al. 2022). Die anfangliche Expression innerhalb der Podozyten nach
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Schadensinduktion konnte somit zukiinftig in der Frihdiagnostik von Podozytopahien
genutzt werden. Therapeutisch erscheint eine Hemmung der Abnahme von wtla mit
resultierender Unterdriickung der Re-Expression von pax2a als vielversprechender
Angriffspunkt. Die Umwandlung des Podozyten in einen dedifferenzierten Phanotyp wirde

verzogert werden und ein Voranschreiten der Erkrankung hemmen.

4.5 Limitation: Diskrepanz der pax2a Promotoraktivitit und der Pax2a
Proteinexpression
Wahrend der Untersuchungen liel sich eine Abweichung zwischen der Expression des
Proteins Pax2a und der Promotoraktivitdt des Gens pax2a feststellen. Das Protein Pax2a
wurde durch eine Antikorperfarbung dargestellt, wohingegen die pax2a Promotoraktivitat
anhand der GFP Expression der transgenen Zebrafischlarve Tg(pax2a:GFP) erfasst wurde.
Unter gesunden Bedingungen zeigte sich eine Pax2a Proteinexpression in den PECs. Eine
Promotoraktivitat innerhalb dieser Zellen wurde zu keinem Zeitpunkt in dem transgenen
Fisch nachgewiesen. Im 5 mM MTZ-Modell lieBen sich ab 24 Stunden phéanotypisch
veranderte Zellen mit Pax2a Proteinexpression auf den glomeruldren Kapillarschlingen
abbilden. Diese Zellen wurden als Unterform der PECs gedeutet und glichen den Aufnahmen
der FSGS-dhnlichen Erkrankung. In Podozyten zeigte sich unter Schadensbedingungen zu
keinem Zeitpunkt eine Proteinexpression von Pax2a. Eine pax2a Promotoraktivitat liel sich
hingegen zu den Zeitpunkten 6, 12 und teilweise auch 24 Stunden innerhalb der Podozyten
darstellen, woraufhin sich die Frage stellte, wie diese Unterschiede zwischen Protein und

Promotor zustande kommen.

Zur Etablierung des transgenen Stammes Tg(pax2a:GFP) wurde das GFP Reportergen mit
einem 5,3 kbp langen pax2a Promotorfragment fusioniert und anschlieend in die
Embryonen injiziert (Picker et al. 2002). Dieses Fragment spiegelt somit weder den
gesamten endogenen pax2a Promotor wider noch berlicksichtigt es regulatorische
Elemente. Dies kdnnte eine mogliche Erklarung der mangelnden GFP Expression innerhalb
der PECs in Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP) darstellen. Picker et al. konnten dhnliche

Unterschiede der Expression im ZNS aufzeigen (Picker et al. 2002).

Die mangelnde Pax2a Proteinexpression der Podozyten unter Schadensbedingungen liel3e

sich durch die schon ablaufende Apoptose, induziert durch Hinzugabe von MTZ, erklaren.
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Denkbar ware, dass der pax2a Promotor zunachst aktiviert wird, doch noch bevor das
Protein nachweisbar ist, der Zelluntergang folgt. Eine Dosisreduktion des MTZs konnte
zukiinftig einen geringeren podozytdaren Schaden auslésen, was eine Proteinbildung
ermoglichen konnte. In menschlichen Biopsien wiesen Ohtaka et al. das Protein innerhalb
der Podozyten nach Schadensinduktion nach (Ohtaka et al. 2002). Es ware denkbar, dass

dies auch in der Zebrafischlarve moglich ist.

Die Hauptlimitation lasst sich am ehesten auf den transgenen Stamm Tg(pax2a:GFP)
zuriickfihren. Da das GFP nur an ein Promotorfragment gekoppelt ist und nicht an den
endogenen Promotor, besteht die Option, dass aufgrund des Fehlens der regulatorischen
Elemente nicht alle pax2a exprimierenden Zellen abgebildet werden. Zweifel an der
Antikorperfarbung lassen sich hingegen nicht vermuten. Die Farbung spiegelt das
Expressionsmuster der Zebrafischlarve wider, das in der Literatur beschrieben ist (O'Brien et
al. 2011). Hinzu kommt, dass die Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP) Mosaike darstellen.
Eine Aktivitat des endogenen pax2a Promotors innerhalb der PECs ist bei positivem
Proteinnachweis mittels Antikorperfarbung auch ohne sichtbare Promotoraktivitat

anzunehmen.

Alternativ lieRe sich anstatt der transgenen Linie zukiinftig eine Knock-In Linie verwenden.
Durch Einsatz von CRISPR/Cas konnten Kesavan et al. das GFP Reportergen direkt vor den
endogenen Promotor von pax2a einbauen (Kesavan et al. 2017). Die Expression des
Reportergens spiegelt somit durch Nutzung des endogenen Promotors und der nativen

regulatorischen Elemente die exakte Aktivitat wider.
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5 Zusammenfassung

Die steigende Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung stellt angesichts mangelnder
therapeutischer Optionen eine erhebliche Herausforderung fir unser Gesundheitssystem
dar. Im fortgeschrittenen Stadium kann die Erkrankung eine lebenslange Dialyse oder eine
Transplantation erforderlich machen. Glomerulonephritiden sind fiir etwa 20 % der
chronischen Nierenerkrankungen verantwortlich und treten haufig bereits im jungen
Erwachsenenalter auf. Ursachlich ist eine Schadigung der Podozyten — spezialisierte Zellen,
die mit ihren interdigitierenden Fullfortsatzen und der dazwischenliegenden
Schlitzmembran fir die GroRenselektivitdit der glomeruldren Filtrationsbarriere
verantwortlich sind. Diese Funktion geht bei einer Schadigung dieser postmitotischen,
ausdifferenzierten Zellen verloren. Ein potenzieller Therapieansatz konnte daher die
Regeneration durch Progenitorzellen sein, um das Fortschreiten der Erkrankung zu
verlangsamen. Ziel dieser Arbeit war es, die Expression des podozytdren
Entwicklungsmarkers pax2a unter physiologischen Bedingungen sowie im Schadensmodell
zu untersuchen, um potenzielle podozytare Progenitorzellen zu identifizieren. Daflir wurden
transgene Zebrafischlarven als etablierte Modellorganismen in der Nierenforschung
verwendet und das Nitroreduktase/Metronidazol (NTR/MTZ)-Modell zur gezielten
Schadigung der Podozyten eingesetzt. Mithilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie und in vivo

2-Photonenmikroskopie erfolgten Analysen zu definierten Zeitpunkten.

Im 80 uM MTZ-Modell wurde neben einer erhéhten intraglomeruldren Lamininexpression
die Ausbildung von Odemen beobachtet — Eigenschaften, die Parallelen zur humanen fokal
segmentalen Glomerulosklerose aufweisen. Zudem zeigten sich morphologisch verdanderte
parietale Epithelzellen mit Pax2a Proteinexpression auf den glomeruldaren Kapillarschlingen.
Da jedoch kein podozytirer Marker exprimiert wurde, konnte eine direkte
Transdifferenzierung nicht nachgewiesen werden. Im 5 mM MTZ-Modell wurde mithilfe
eines neu etablierten transgenen Zebrafischstammes eine pax2a Promotoraktivitat in
Podozyten nach Schadensinduktion festgestellt — eine Aktivitdt, die unter gesunden
Bedingungen nach vollstandiger Differenzierung nicht nachweisbar war. Diese Re-Expression
von pax2a konnte als Dedifferenzierung mit dem Ziel der Zellteilung interpretiert werden.
Ein Einsatz der pax2a Re-Expression als Biomarker in der Frihdiagnostik von

Podozytopathien sollte in zuklinftigen Studien untersucht werden.
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7 Anhang

7.1 Erganzende Abbildungen

A

Zusatzabbildung 1: Phinotypische Einteilung der Odemgrade nach Hansen et al. (Hansen et al. 2020)
Dargestellt sind stereomikroskopische Aufnahmen von 5 bis 8 dpf alten Zebrafischlarven in Draufsicht und in
Seitenansicht. A Kein Odem. B Mildes Odem. C Moderates Odem. D Ausgepragtes Odem.
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Zusatzabbildung 2: Gesamtauswertung der in vivo Aufnahmen. Dargestellt ist die MFI von GFP und mCherry
der in vivo Aufnahmen aus Abschnitt 3.3.2.3. Verglichen werden 0,1 % DMSO behandelte Kontrolllarven (Ctrl)
mit 5 mM MTZ-behandelten Larven (MTZ) zu den Zeitpunkten 1 bis 28 Stunden nach Beginn der Behandlung.
Die MFI wurde an MIPs der aufgenommenen Z-Stapel pro Zeitpunkt bestimmt und anschlieRend zum Zeitpunkt
0 Stunden auf 1 normiert. Die Auswertung wurde an n = 14 Kontrolllarven und n = 21 MTZ-behandelten Larven
in zwei unabhdngigen Versuchen durchgefihrt. ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,0001.
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Zusatzabbildung 3: Aminosduresequenzen der Proteine pax2a und PAX2. Dargestellt ist der Vergleich
zwischen den Aminosauresequenzen von Zebrafisch und Mensch. Das Protein pax2a des Zebrafisches besteht
aus 391 Aminosduren. PAX2 des Menschen weist 394 Aminosduren auf. In der untersten Reihe ist die
Ubereinstimmung der Sequenzen abgebildet. Diese betrigt 89 %. Die Sequenzen basieren auf den Daten des
Genombrowsers Ensembl (Veroffentlichung 109) (Cunningham et al. 2022). Die Darstellung erfolgte mithilfe
des Programms MultAlin (Corpet 1988).
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7.2 Materialliste
96-Well-Platte

Aquarien

Artemialarven

Autoklav

c-LSM TCS SP5

Citavi 6.14

Deckglaser #1,5 High Precision

Epifluoreszenzmikroskop

DMI 6000B

Glaskapillaren Femtotips

GraphPad Prism V6.01

Heizplatte

Imagel) 1.53i

Inkubator B15

Katzenschnurrbarthaar

Kescher

Kryostat CM 1950

LAS AF 2.7.2.9586

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Agua Schwarz, Gottingen, Deutschland

Eigenzucht AG Endlich

Systec, Linden, Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland

Swiss Academic Software, Wadenswil, Schweiz

VWR, Radnor, PA, USA

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland

Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Eigenproduktion Labor AG Endlich

EBI Europet Bernina, Iserlohn, Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland
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LSM 7 MP

Messinstrumente Aquarien

Microsoft Excel 2010

Microsoft Word 2010

Mikroinjektor Transjector 5246

Mikrotomklingen

Mikrowelle

Objekttrager SuperFrost Plus

Osmoseanlage

Petrischale grol

Petrischale mittel

Pipetten Research Plus

Pipettenspitzen

Pumpentechnik

Reaktionsgefall 0,5 ml

ReaktionsgefaR 1,5 ml/2 ml

Schraubrohrchen 15 ml

Schraubrohrchen 50 ml

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

Agua Medic, Bissendorf, Deutschland

Microsoft Corperation, Redmond, WA, USA

Microsoft Corperation, Redmond, WA, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FEATHER Safety Razor, Osaka, Japan

Privileg, Stuttgart, Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

ROWA Aquaristik, Osnabriick, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

OASE, Horstel, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland
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Schiittelgerat KS-10

Sicherheitswerkbank

Sieb

Skalpell

Stereomikroskop SV11

Ti:Sapphire Femtosekunden Laser

Transferpipetten 1 mi/3,5 ml

Verpaarungsbecken

Vortexer

Waage

Wasseraufbereitungsanlage

Wasserbad FBH 606

Zebrafischgranulat 0,5-1,0 mm

ZEN 3.3.89.0000

Zentrifuge Micro Star 17R

7.3 Chemikalien
2000 kDa TRITC-gekoppeltes

Dextran

70 kDa TRITC-gekoppeltes

Edmund Biihler, Bodelshausen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Agua Schwarz, Gottingen, Deutschland

FEATHER Safety Razor, Osaka, Japan

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

Coherent, Santa Clara, CA, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Agua Schwarz, Goéttingen, Deutschland

IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Agua Schwarz, Gottingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Nutramare, Rostock, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

VWR, Radnor, PA, USA

Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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Dextran

Agarose LE

Albumin

CaC|2

DMSO

FBS

Fischgelatine

Glycerol

HOECHST 33342

Immersionsol 518 F,

n=1,518 bei 23 °C

KCI

MgSO4

Mowiol

MTZ

NaCl

NaOH

NGS

PBS

MA, USA

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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PFA

Polyklonaler Alexa Fluor-
488-konjugierter Ziege-Anti-
Kaninchen IgG (H+L) -20 °C

Polyklonaler Alexa Fluor-
647-konjugierter Esel-Anti-
Kaninchen IgG (H+L) 4 °C

Polyklonaler Kaninchen-

Laminin-Antikdrper -20 °C

Polyklonaler Kaninchen-

Nephrin-Antikérper -20 °C

Polyklonaler Kaninchen-

Pax2-Antikorper -20 °C

PTU

Sucrose

TissueTek

Tricain

TRIS

Triton

SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland

111-545-144, Jackson ImmunoResearch Europe,

Cambridgeshire, UK

A31573, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

L9393, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sonderanfertigung (Endlich, Simon et al. 2014),

Innovagen, Lund, Schweden

ab229318, abcam, Cambridge, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sakura Finetek Germany, Staufen im Breisgau,

Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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7.4 Losungen

0,0045 % PTU

0,1 % DMSO

0,3 % Triton

0,6 % Agarose

1 x E3 Medium

1,2 % Agarose

100 % NGS

2 % PFA

0,0225 g PTU auf 500 ml 1 x E3 Medium

100 pl 100 % DMSO in 100 ml 1 x E3 Medium

0,3 ml Triton auf 100 ml 1 x PBS

0,12 g auf 20 ml 0,0045 % PTU in 1 x E3 Medium

8,5 ml 60 x Stocklésung auf 500 ml
autoklaviertes Wasser

60 x Stocklésung:

17,2 g NaCl

0,76 g KCI

2,9 g CaCl,

4,9 g MgS0,

pH-Wert auf 7,5 einstellen
Auffillen mit A. dest. auf 11

Autoklavieren

1,2 gin 100 ml 1 x E3 Medium

600 mg Pulver + 10 ml A. dest.
Vortexen

5 Minuten zentrifugieren (2000 rcf)

10 g PFA in 250 ml A. dest. [6sen

15 Minuten im Wasserbad bei 60-65 °C riihren
Zugabe von 2-3 Tropfen NaOH (10 mM)
Abkuhlen auf Eis

Zugabe von 50 ml 10 x PBS

Zugabe von 200 ml A. dest.

pH-Wert auf 7,4 einstellen
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5 mM MTZ

80 uM MTZ

Blockierungslosung

Mowiol

Tricainlésung

7.5 Zebrafischstimme
Tg(nphs2:GAL4);
Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry);

w2/w2, a9/a9
?

mitfa roy

Lagerung bei -20 °C

0,086 g MTZ in 100 ml 0,1 % DMSO

600 pul 10 mM Stocklésung in 75 ml 0,1 % DMSO
10 mM Stocklosung: 0,086 g MTZ in 50 ml 0,1 % DMSO

2 ml FBS

2 g Albumin aus Rinderserum Fraktion V
0,2 g Fischgelatine

2 ml 100 % NGS

Auffillen mit 1 x PBS auf 200 ml

Lagerung bei-20 °C

40 ml PBS

10 g Mowiol

Mixen tber Nacht

20 ml Glycerol, 8-10 Stunden riihren lassen
15 Minuten zentrifugieren (15000 rcf)

Lagerung bei -20 °C

400 mg Tricain in 97,9 ml 1 x E3 I6sen
0,26 g TRISin 2,1 ml 1 x E3 I6sen
Mischen von Tricain- und TRIS-L6sung
pH-Wert auf ca. 7 einstellen

Lagerung bei-20 °C

Podozyten: mCherry Siegerist, Blumenthal et al. 2017

transparent

80



Tg(pax2a:GFP) Pax2a’ Zellen: GFP Picker, Scholpp et al. 2002

Tg(nphs2:GAL4); Pax2a® Zellen: GFP, Kreuzung AG Endlich 2018
Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); Podozyten: mCherry
mitfa"*"%; roy®*/*; transparent

Tg(pax2a:GFP)

7.6 Publikationsliste
Daniel, S. Vortrag: ,,Pax2a is upregulated in podocytes in a zebrafish injury model” 31.

Treffen der European Renal Cell Study Group in Korinth, Griechenland (2019)

Hansen, K. U. |., Siegerist F., Daniel, S., Schindler, M., lervolino, A., Blumenthal, A., Daniel, C,,
Amann, K., Zhou, W., Endlich, K., Endlich, N. ,,Prolonged podocyte depletion in larval
zebrafish resembles mammalian focal and segmental glomerulosclerosis” The FASEB Journal

2020, 34, 15961-15974, https://doi.org/10.1096/ fj.20200 0724R

Klawitter, M., Mattias, F., Kliewe, F., Hammer, E., Volker, U., Simm, S., Siegerist, F., Daniel,
S., Schindler, M., Endlich N. ,Investigating FSGS-like injury in zebrafish larvae by nifurpirinol:
efficacy and molecular insight” American Journal of Physiology - Renal Physiology 2024, 327
(3) F463-F475, https://doi.org/10.1152/ajprenal.00116.2024

81



8 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbstandig verfasst und keine
anderen als die angegebenen Hilfsmittel (einschlieRlich Werkzeuge der Kinstlichen

Intelligenz) benutzt habe.

Die Dissertation ist bisher keiner anderen Fakultdt, keiner anderen wissenschaftlichen

Einrichtung vorgelegt worden.

Ich erkldre, dass ich bisher kein Promotionsverfahren erfolglos beendet habe und dass eine

Aberkennung eines bereits erworbenen Doktorgrades nicht vorliegt.

26.03.2025

82



9 Danksagung

Ein groRer Dank gilt meiner Doktormutter Prof. Dr. rer. nat. Nicole Endlich. Ihre standige
Erreichbarkeit und Offenheit fir all meine Fragen haben mir in schwierigen Momenten
Sicherheit und Zuversicht gegeben. Ihr Glaube an das Projekt und an meine Fahigkeiten hat
mich immer wieder angespornt weiterzumachen und mein Bestes zu geben. Ohne ihre

Ermutigungen ware diese Arbeit in dieser Form nicht moglich gewesen.

Prof. Dr. med. Karlhans Endlich danke ich fir die Moglichkeit der Durchfiihrung der
Promotion an seinem Institut sowie flr die Bereitstellung der notwendigen Mittel. Zudem
bin ich sehr dankbar fiir die innovativen Ideen wund konstruktive Kritik der

Freitagsbesprechungen, die wertvolle Impulse fiir meine Arbeit geliefert haben.

Ein ganz besonderer Dank gilt Dr. med. Florian Siegerist, der mich wahrend meiner
gesamten Promotionszeit mit reichlich Engagement, groRem Fachwissen und inspirierenden
Ideen begleitet hat. Diese Arbeit ware ohne sein unermidliches Interesse an der
Wissenschaft und der Fahigkeit, immer wieder neue Ansadtze und kreative Perspektiven
einzubringen, nicht in diesem Umfang moglich gewesen. Zudem danke ich ihm fir die Zeit
und Unterstlitzung beim Erlernen der erforderlichen Methoden und den spateren

Korrekturen beim Verfassen der Arbeit.

Weiterer Dank gilt der gesamten AG Endlich des Instituts fir Anatomie und Zellbiologie fiir
den regen Austausch von Ideen und die Unterstiitzung bei Experimenten und
Herausforderungen. Eure Hilfsbereitschaft hat die vorliegende Arbeit in vielerlei Hinsicht
bereichert. Ich bin auch sehr dankbar fir die vielen Momente, die mir mit Humor und
Teamgeist den Arbeitsalltag erleichtert haben und auch noch heute dafiir verantwortlich
sind, dass ich gerne ins Institut zurlickkomme. Danke, dass ich Teil einer so grof3artigen

Arbeitsgruppe sein durfte.

Ich danke auBRerdem dem  Gerhardt-Domagk-Nachwuchsforderprogramm  der
Universitatsmedizin Greifswald fir die Unterstiitzung der vorliegenden Promotion mit
einem Stipendium. Durch ein zuséatzliches Reisestipendium war mir zudem friihzeitig ein

Einblick in die internationale Forschung moglich, worlber ich zutiefst dankbar bin.

83



Ich mochte an dieser Stelle auch Jonas Menz danken, der mich wahrend der Promotion
stark unterstitzt hat und mich in die Welt der Statistik eingefiihrt hat. Ein besonders grof3er
Dank gilt meinen Freunden, die jederzeit ein offenes Ohr fiir meine Sorgen hatten und mir
durch gemeinsame Unternehmungen und Zuspruch neue Kraft geschenkt haben. Danke,

dass ihr an meiner Seite wart und seid und diese Reise mit mir geteilt habt.

Von Herzen mochte ich zu guter Letzt meinen Eltern danken. Ihr habt mich immer ermutigt,
meinen Traumen zu folgen und mich in jeder Phase meines Lebens gestarkt. Danke, dass ihr
immer flr mich da seid und immer an mich glaubt. Ihr habt mir die Werte mitgegeben, die
mich durch diese herausfordernde Zeit getragen haben. Mama und Papa, euch ist diese

Arbeit gewidmet.

84



