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1 Einleitung 

1.1 Die chronische Nierenerkrankung 

Die Prävalenz der chronischen Nierenerkrankung (Chronic Kidney Disease, CKD) ist mit 17,3 

% im Nordosten von Deutschland besonders hoch (Brück et al. 2016). Grundlegende 

Aufgaben der Niere, wie die Kontrolle des Blutdrucks, des Säure-Basen-Haushalts und des 

Wasser- und Elektrolythaushalts, sind durch die CKD in ihrer Funktion eingeschränkt. 

Gleichzeitig werden die Hormonproduktion und die Ausscheidung harnpflichtiger 

Substanzen limitiert (Wallace 1998). 

Die zwei häufigsten 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 möglich (Thomas et al. 2015; Lv et al. 2013; Yau 

et al. 2022; Hill et al. 2016; Hsu et al. 2009). 

Glomerulonephritiden stellen die dritthäufigste Ursache der CKD dar und treten häufig 

schon im jüngeren 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 Therapiemöglichkeiten kann das Fortschreiten der 

Erkrankung bis zum terminalen Nierenversagen bedingen. Eine Nierentransplantation stellt 

dann die einzig kurative Therapieoption dar. Die Wartezeit für eine Spenderniere beträgt in 

Deutschland durchschnittlich 8,9 Jahre (Zecher et al. 2023). Bis dahin müssen die Patienten 

in regelmäßigen Abständen dialysiert werden. Neben einer außerordentlichen Belastung 

und erhöhten Mortalität für die Patienten, stellen hohe Kosten und personelle Limitationen 

eine bedeutende Herausforderung für 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 ökologischen Fußabdruck hinterlässt (Agar 

2012; Sehgal et al. 2022). 
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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 Gefäßknäuel, welches Blut über das Vas afferens zur 

Filtration in die Kapillare leitet und anschließend über das Vas efferens zurück in den 

Blutkreislauf transportiert. Die Filtration des Blutes erfolgt über das fenestrierte 

Kapillarendothel, der glomerulären Basalmembran (GBM) und den Fußfortsätzen der 

Podozyten. Zusammen bilden diese Komponenten die glomeruläre Filtrationsbarriere (GFB). 

Abbildung (Abb.) 1 gibt einen Überblick über das Glomerulum und die einzelnen 

Bestandteile der GFB. 

Der Podozyt ist ein hochspezialisierter Zelltyp. Er bildet Primärfortsätze aus, die sich weiter 

in kleine Fußfortsätze aufzweigen, über diese die Zelle an der GBM adhäriert. Die 

Fußfortsätze benachbarter Podozyten interdigitieren reißverschlussartig und bilden 

zwischen sich eine 30 - 40 nm breite Schlitzmembran aus, die durch ihre Größenselektivität 

eine herausragende Bedeutung für 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 Primärharn wird vom Bowman‘schen Kapselraum über den Harnpol in 

den proximalen Tubulus abgegeben. Innerhalb des angeschlossenen Tubulussystems erfolgt 

die Konzentrierung des Primärharns und anschließend die Ausscheidung über die 

ableitenden Harnwege (Kawachi et al. 2000; Pavenstädt 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 Glomeruläre Kapillarschlinge, 2 GBM, 3a Podozytenzellkörper, 3b 
Podozytenfußfortsatz, 4 Proximaler Tubulus, 5 PEC, 6 Bowman‘scher Kapselraum, 7 Mesangium, 8a Vas 
afferens, 8b Vas efferens. B Elektronenmikroskopische Darstellung der GFB. 1 Podozytenzellkörper, 2 
Podozytenfußfortsatz, 3 Schlitzmembran, 4 GBM, 5 Endothelzelle. Abb. aufgenommen und zur Verfügung 
gestellt von der AG Endlich, Institut für Anatomie und Zellbiologie Greifswald. 
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1.3 Der Podozytenschaden als Ursache der CKD 

In den vergangenen Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass ein Schaden der Podozyten 

zur Ausbildung einer CKD führen kann. Diese Fälle werden als Podozytopathien bezeichnet 

(Kriz et al. 1998; Kriz 2002). Der initiale Schaden kann mechanischer, inflammatorischer, 

immunologischer oder toxischer Genese sein (Pavenstädt et al. 2003; Nagata 2016; 

Rosenberg und Kopp 2017; Kopp et al. 2020). Der Podozyt verliert dabei seine 

hochspezialisierte dreidimensionale Struktur. Die Fußfortsätze erscheinen verbreitert und 

abgeflacht. Dieser Zustand wird als Effacement der Podozytenfußfortsätze beschrieben. Die 

einwirkenden mechanischen Kräfte an der GFB erschweren dem geschädigten Podozyten 

die Adhäsion an der GBM. Folglich kommt es kompensatorisch zum Ersatz der 

Schlitzmembranproteine durch Tight Junctions. Wenn durch die genannten Mechanismen 

die am Podozyten einwirkenden Kräfte nicht mehr kompensiert werden können, kommt es 

zur Ablösung der Zelle, dem sogenannten Detachment (Shono et al. 2007; Kriz und Lemley 

2015). Als Folge erscheinen „nackte“ Bereiche der GBM, die nicht mehr von 

Podozytenfußfortsätzen bedeckt sind. Die Größenselektivität der GFB ist nicht länger 

gewährleistet. Da ausdifferenzierte Podozyten postmitotische und statische Zellen 

darstellen, sind die gesunden Podozyten nicht in der Lage diese Lücken auszugleichen 

(Nagata et al. 1993; Endlich et al. 2014; Siegerist et al. 2017b). Stattdessen kommt es zu 

einer Ausbreitung der glomerulären Kapillarschlingen in Richtung der Bowman-Kapsel mit 

anschließender Verbindung zwischen der „nackten“ GBM und den PECs. Durch Produktion 

von extrazellulärer Matrix durch PECs folgt die Ausbildung fibröser parieto-viszeraler 

Adhäsionen. Im Verlauf kommt es zur Ausprägung der fokal-segmentalen Glomerulosklerose 

(FSGS) mit Bildung sklerotischer Läsionen in den betroffenen Glomeruli. Klinisch zeigt sich 

das Bild des nephrotischen Syndroms: Proteinurie, Hypalbuminämie und Ödeme (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 Regenerationsfähigkeit der Podozyten in den letzten 

Jahren stark an. Macconi et al. konnten in einem glomerulären Schadensmodell der Ratte 

nach Gabe von Lisinopril eine Zunahme der Podozytenanzahl nachweisen (Macconi et al. 

2009). Die Herkunft dieser mutmaßlich regenerierten Podozyten blieb jedoch offen. Auch 
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die Gabe von Prednison an Mäusen 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 

aufzufüllen (Siegerist et al. 2017b). Eine Regenerationsfähigkeit, die von verbleibenden 

Podozyten ausgeht, scheint somit unwahrscheinlich. 

Verschiedene Arbeitsgruppen forschen an Progenitorzellen, die die geschädigten Podozyten 

nach Schadensinduktion in Funktion und Lage ersetzen. Pippin et al. konnten in einem FSGS-

Modell mit Hilfe von Lineage Tracing an Renin-Reporter-Mäusen intraglomerulär Zellen 

nachweisen, die Renin-produzierenden Zellen entstammten. Neben der Expression 

Podozyten-spezifischer Proteine wie Nephrin und Podocin konnte die Ausbildung von 

Fußfortsätzen, die an der GBM adhärieren, 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-Mäusen intraglomerulär zwei Phänotypen der PECs darstellen: Zunächst erschien 

eine gesteigerte Expression von CD44, einem Marker für aktivierte PECs, innerhalb 

sklerotischer Läsionen. Im weiteren Verlauf stieg die Expression Podozyten-spezifischer 

Proteine in den PECs. CD44 ließ sich nicht mehr nachweisen. Zu Beginn des 

Podozytenschadens wird den PECs somit durch Bildung extrazellulärer Matrix eine 

schädigende 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 

Fußfortsätze mit denen von präexistenten Podozyten interdigitieren und eine 

Schlitzmembran ausbilden. Pax2 ist ein Transkriptionsfaktor, der essentiell für die 

Nierenentwicklung ist. Die Expression beschränkt sich in ausdifferenzierten Nieren allerdings 

auf PECs und proximale Tubuluszellen (PTCs), sodass ein intraglomerulärer 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 gegenüber der 

schädigenden Komponente durch Ausbildung sklerotischer Läsionen überwiegt, ist bislang 
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ungeklärt. 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 möglich ist (Melica et al. 2022). 

1.5 Der Zebrafisch als Modellorganismus 

Der Zebrafisch (Danio rerio) ist ein tropischer Süßwasserfisch, 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 überzeugt 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 erfüllt somit optimale 

Voraussetzungen als Modellorganismus (Abb. 2). 

 

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 weiß 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 funktionsfähige Niere, 

das Pronephros. Dieses besteht aus einem fusionierten Glomerulum, welches über 

Halssegmente an zwei Tubulussysteme angeschlossen ist. Innerhalb des Glomerulus 

befinden sich Podozyten, die über interdigitierende Fußfortsätze an einer trilaminären GBM 

adhärieren und zusammen mit den Endothelzellen der Kapillaren die GFB ausbilden. Die 
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Fußfortsätze sind über eine Schlitzmembran miteinander verbunden, die die Podozyten-

spezifischen Proteine Nephrin und Podocin exprimiert. Ein Verlust eines dieser Proteine 

führt zur Proteinurie und Ausbildung von Ödemen. Elektronenmikroskopisch lässt sich ein 

Effacement der Podozytenfußfortsätze 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 Übereinstimmungen zwischen dem Pronephros der 

Zebrafischlarve und dem menschlichen Nierenkörperchen ermöglichen 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) gefärbt mit 
Hämatoxylin-Eosin. BK Bowman‘scher Kapselraum, PEC Parietale Epithelzelle. Abb. aufgenommen und zur 
Verfügung gestellt von der AG Endlich, Institut für 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 Antikörperfärbung in cyan dargestellt, die 
Zellkerne sind durch Hoechst 33342 in weiß abgebildet. 

1.5.1.1 Pax2a in der Entwicklung des Pronephros 

Pax2a stellt den ersten genetischen Marker für das intermediäre Mesoderm dar, dem 

Ursprungsgewebe des Pronephros (Naylor et al. 2017). Das Gen codiert für den 

gleichnamigen Transkriptionsfaktor. Bis zu 24 Stunden nach der Fertilisation (hours post 

fertilization, hpf) erstreckt sich die Expression auf das gesamte intermediäre Mesoderm. 

Dementsprechend exprimieren bis zu diesem Zeitpunkt auch Podozytenprogenitoren pax2a. 

Danach nimmt die Expression ab und beschränkt sich auf den posterioren Anteil des 

Mesoderms. Ab 30 hpf wird pax2a nur noch von Zellen des Halssegments, dem 

Übergangsbereich zwischen Podozyten und PTCs, exprimiert (Drummond et al. 1998; Miceli 

et al. 2014; O'Brien et al. 2011). Eine mangelnde Expression führt aufgrund einer gestörten 
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Differenzierung des Pronephros zur Ausbildung von Ganzkörperödemen 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 Aktivität 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 ermöglicht. Das 

Fluoreszenzprotein mCherry ist mit der bakteriellen Nitroreduktase (NTR) an den Promotor 

für nphs2 gekoppelt. Dieses Gen codiert für das Protein Podocin, welches spezifisch in 

Podozyten vorkommt. Bei Aktivierung des nphs2 Promotors kommt es über das UAS/GAL4-

System (upstream activating sequence) zur Expression der beiden Proteine innerhalb der 

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

Für 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 Nüsslein-Volhard 2015). Um weiterhin eine detailgetreue 

Darstellung der Podozyten zu ermöglichen, etablierten Siegerist et al. den Stamm 

Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9. Dieser Stamm stellt eine 

Kreuzung aus Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry) und dem vollständig 

transparenten mitfaw2/w2; roya9/a9 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 grün 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 durchzuführen. Die Fluoreszenzentstehung ist durch die Nutzung 

von energieärmeren, langwelligen Photonen auf die Fokusebene begrenzt (Goeppert-Mayer 
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1931). Es resultieren eine erhöhte Eindringtiefe über mehrere 100 µm, weniger Bleaching 

Effekte der Fluoreszenzfarbstoffe und eine geringere Phototoxizität 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 

transgener Linien mit dem Hintergrund mitfaw2/w2; roya9/a9 oder durch die Anwendung von 1-

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 ermöglicht 

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

In unserer Arbeitsgruppe zeigten sich bei kontinuierlichen in vivo Aufnahmen sowohl 

während 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 ermöglichen diese Modelle 

Untersuchungen an geschädigten 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 Ödeme und histologische Merkmale der 

humanen CKD, wie z. B. ein Fehlen der Schlitzmembran und ein Effacement der 

Podozytenfußfortsätze (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 ausschließlich 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 führt. Als Folge lassen sich Ödeme, Proteinurie und Effacement 

beobachten (Zhou und Hildebrandt 2012). 
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Siegerist et al. haben in vivo Langzeitaufnahmen an mit 5 mM MTZ behandelten Larven 

durchgeführt. Neben der Ausbildung von Ödemen und Proteinurie ließ sich ein statisches 

Verhalten der Podozyten im Schadensfall darstellen (Siegerist et al. 2017b; Siegerist et al. 

2017a). Das durch Hansen et al. etablierte 80 µM MTZ-Modell zeigt phänotypische 

Charakteristika der humanen FSGS, weshalb es die Bezeichnung FSGS-ähnliche Erkrankung 

trägt (Hansen et al. 2020). Beide genannten Modelle wurden in der vorliegenden Arbeit 

angewandt. 

1.6 Ziele dieser Arbeit 

Angesichts der steigenden Prävalenz der CKD und begrenzter therapeutischer Möglichkeiten 

ist ein vertieftes pathophysiologisches Verständnis essenziell. Neue Erkenntnisse über 

potenzielle Progenitorzellen von Podozyten könnten erhebliche Fortschritte in der 

Diagnostik und Therapie ermöglichen. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der pax2a 

Expression in gesunden Zebrafischlarven und in einem pharmakogenetisch induzierten 

nephrotischen Syndrom, um podozytäre Progenitorzellen zu identifizeren. Zudem wurde 

eine Datenbankanalyse zur PAX2-Expression im menschlichen Organismus durchgeführt, 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, Göttingen, Deutschland) mit einer komplexen Wasseraufbereitungsanlage (Aqua 

Schwarz, Göttingen, Deutschland) gehalten, welche ausführlich in der Dissertation von Dr. 

med. Ole Simon beschrieben ist (Simon 2016). Die Wassertemperatur betrug durchgängig 27 

°C bei einem pH-Wert von 6,9 bis 7,2 und einer Leitfähigkeit von 600 bis 700 µSv. Die 

Raumtemperatur lag bei 24 °C. Die Fütterung wurde zweimal täglich um 10.00 Uhr und 

14.00 Uhr mit eigens gezüchteten Artemialarven und Zebrafischgranulat (Nutramare, 

Rostock, Deutschland) durchgeführt. 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 wöchentlich um 16.00 Uhr in separierte Becken (Aqua Schwarz, Göttingen, 

Deutschland) gesetzt. Innerhalb dieser Becken befand sich ein Sieb (Aqua Schwarz, 

Göttingen, Deutschland), durch das die befruchteten Eier zu Boden sinken konnten. Am 

nächsten Tag wurden die Zebrafische mittels Kescher (EBI Europet Bernina, Iserlohn, 

Deutschland) zurück in ihr Aquarium gesetzt. Die befruchteten Eier wurden aus dem 

Verpaarungsbecken mit einer Transferpipette (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) in 10 cm 

Petrischalen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) überführt, in der sie mehrmals mit E3-

Medium gespült 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 täglich 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 für GFP und an 3 dpf bzw. 4 dpf für mCherry. Eine atypische Morphologie oder 

ein fehlender Fluoreszenznachweis führte zum Ausschluss der Larven von den 

Experimenten. 
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2.2 Zebrafischlinien 

Für die Durchführung der Experimente wurden drei transgene Zebrafischlinien verwendet. 

Alle Versuche wurden dabei gemäß des Deutschen Tierschutzgesetzes unter Aufsicht des 

Landesamts für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Rostock des 

Bundeslandes Mecklenburg-Vorpommern und des örtlichen Veterinäramtes 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 Verfügung gestellt und in seiner Arbeitsgruppe 

publiziert (Picker et al. 2002). 

 

Abb. 4: Transgenübersicht 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); mitfaw2/w2; roya9/a9 

Zebrafischlinie exprimiert mCherry und die NTR unter der Kontrolle des nphs2 Promotors 

und somit ausschließlich in Podozyten (Abb. 5). Die Transgenexpression wird dabei durch 

Bindung des GAL4 Proteins an seine UAS ausgelöst. Außerdem 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 mitfaw2/w2; roya9/a9 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: Transgenübersicht Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry). Vereinfachte Darstellung der 
Genexpression der Zebrafischlarve. Aktivierung von GAL4 unter Kontrolle des nphs2 Promotors. Bindung des 
GAL4 Proteins an seine Upstream Activating Sequence (UAS) führt 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); mitfaw2/w2; roya9/a9; 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 durchgeführt. 

2.3 Schadensmodell 

Zur Erzeugung einer spezifischen Schädigung 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 Stämmen Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9 und 

Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9; 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 Schädigung der Podozyten statt (Zhou 

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

Die transgene Zebrafischlinie Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; 

roya9/a9; Tg(pax2a:GFP) wurde an 4 dpf mit einer Konzentration von 5 mM MTZ über 24 

Stunden behandelt. 6, 12, 24 und 48 Stunden ab Beginn der Behandlung wurde eine 

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

Die Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9 

wurden nach dem Modell der FSGS-ähnlichen Erkrankung mit einer Konzentration von 80 

µM MTZ über 48 Stunden behandelt (Hansen et al. 2020). Die Fixierung wurde nach 

zufälliger Auswahl der Larven aus beiden Gruppen an 9 dpf durchgeführt. 

In der Behandlungsgruppe wurde das MTZ in 0,1 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) in E3 Medium gelöst. Die Kontrollgruppen wurden ausschließlich mit 0,1 

% DMSO in E3 Medium behandelt. Zu Beginn bzw. zum Ende der Versuche wurden die 

Lösungen mittels Transferpipette dreimal ein- bzw. ausgewaschen. Die Bestimmung der 

Ödemgrade erfolgte an definierten Zeitpunkten in beiden Gruppen nach der von Hansen et 

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

2.4 Immunfluoreszenzfärbung 

Für die Immunfluoreszenzfärbung (IF-Färbung) 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 Salzlösung (PBS, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Die Larven wurden 3 Stunden bei Raumtemperatur (RT) auf 
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einem Schüttelgerät KS-10 (Edmund Bühler, Bodelshausen, Deutschland) in der Lösung 

fixiert. Zur Kryoprotektion wurden die fixierten Larven in 30 % Sucrose (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) in 1 x PBS überführt und inkubierten bei 4 °C über Nacht. Anschließend 

erfolgte eine Inkubation in einem 1:1 Gemisch aus TissueTek (Sakura Finetek Germany, 

Staufen im Breisgau, Deutschland) und 30 % Sucrose in 1 x PBS für 30 Minuten, bevor die 

Larven in aufrechter Position in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefäß (Sarstedt, Nümbrecht, 

Deutschland) gefüllt mit TissueTek in flüssigem Stickstoff schockgefroren wurden. Daraufhin 

erfolgte die Anfertigung von 4 µm bzw. 7 µm Kryoschnitten mithilfe eines CM 1950 

Kryostats (Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland) auf SuperFrost Plus 

Objektträgern (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland). Anschließend wurden die 

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

Die IF-Färbungen wurden in einer Feuchtkammer durchgeführt. Zunächst wurden die 

Schnitte mit 0,3 % Triton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 1 x PBS für 2 Minuten 

permeabilisiert. Daraufhin folgte ein Waschvorgang in 1 x PBS für 5 Minuten. Nach 

Aufbringen der Blockierungslösung (siehe Anhang) für 1 Stunde bei RT und einem weiteren 

Waschschritt von 5 Minuten mit 1 x PBS erfolgte das Auftragen der Primärantikörper. 

Hierbei wurden polyklonale Kaninchen-Nephrin-Antikörper (Innovagen, Lund, Schweden, 

Konzentration: 1:1000) (Endlich et al. 2014), Kaninchen-Pax2a-Antikörper (ab229318, 

abcam, Cambridge, UK, Konzentration: 1:500) oder Kaninchen-Laminin-Antikörper (L9393, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Konzentration: 1:35) verdünnt in Blockierungslösung 

verwendet, welche bei 4 °C über Nacht inkubierten. Nach 5 x 5 Minuten Waschen in 1 x PBS 

wurde Blockierungslösung für 45 Minuten bei RT aufgetragen. Die Inkubation der 

polyklonalen Sekundärantikörper 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 Verdünnung von 1:300 in Blockierungslösung 

bei 4 °C für 45 Minuten. Die Färbung 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 für 5 Minuten statt. Danach wurden die Schnitte erneut für 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 Mowiollösung (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) 
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mit #1.5 High precision Deckgläschen (VWR, Radnor, PA, USA) eingedeckt und frühestens 

nach 24 Stunden mikroskopiert. 

2.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

Die Auswertung der gefärbten Schnitte erfolgte mit einem TCS SP5 c-LSM (Leica 

Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland). Verwendet wurde das 63x 1.4 NA 

Ölimmersionsobjektiv (Immersionsöl 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 Kanäle (GFP, mCherry, Hoechst 33342, Alexa 

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

2.6 Mikroinjektion in die Schwanzvene 

Zur Darstellung der glomerulären 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 gefüllt mit zwei Schichten 1,2 % LE Agarose (Biozym 

Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland) gelöst in E3 Medium zur Herstellung eines 

feuchten Milieus erstellt. Die obere Schicht hat die Schale nur zur Hälfte ausgefüllt, um eine 

Grenzfläche zu erzeugen (Abb. 7). Vor der Injektion wurden die Larven mit 0,5 % 

Tricainlösung in E3 Medium anästhesiert und in schräger Bauchlage an der Grenzfläche der 

oberen Agaroseschicht auf der Injektionsplatte platziert. Anschließend 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 Durchführung wurden die 

Larven zurück in eine 6 cm Petrischale (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) mit 

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

2.7 In vivo 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 % Tricainlösung anästhesiert. Parallel dazu erfolgte die Herstellung 

von 0,6 % LE Agarose gelöst 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 Agaroselösung eingebettet. Dazu wurden sie mithilfe einer Wimper fixiert an 

einem Holzstäbchen in 1 - 2 Tropfen der Lösung in Bauchlage positioniert. Nach Aushärten 

der Agarose wurde der Deckel mit 0,5 % Tricainlösung in 0,0045 % PTU in E3 Medium 

aufgefüllt. Bei Durchführung einer MTZ-Behandlung erfolgte zusätzlich die Zugabe von 5 

mM MTZ in der Behandlungs- bzw. 0,1 % DMSO in der Kontrollgruppe. Der Deckel mit den 

Larven wurde anschließend auf dem Mikroskopiertisch eines LSM 7 MP Laser Scanning 

Mikroskops (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland) eingespannt. Die Durchführung 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 sämtliche Einstellungen der Experimente festgelegt: 

Die Positionen der Larven wurden in allen drei Ebenen definiert. Dazu wurde zunächst 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 Wellenlänge 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 Längsschnitte der 

Larven entlang der Z-Achse. Diese sogenannten Z-Stapel reichten je nach Fragestellung über 

eine Länge von 20 µm bis 200 µm. 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); mitfaw2/w2; roya9/a9. Die Aufnahmen wurden 

anschließend in dreidimensionale (3D) Projektionen umgewandelt. 

Die MTZ-Behandlung in vivo wurde an den Zebrafischlarven der Linie Tg(nphs2:GAL4); 

Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9; Tg(pax2a:GFP) durchgeführt. 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 während eines 

Versuches bis zu dreimal neu fokussiert worden sind. Nach Abschluss des Experiments 

wurden die Aufnahmen zur Bildauswertung in Maximumintensitätsprojektionen (MIP) pro 

Zeitpunkt zusammengefasst. Zur Darstellung wurden außerdem 3D-Rekonstruktionen 

erstellt. 

Während der Versuche erfolgten regelmäßige Kontrollen des Zustands der Larven. Dabei 

wurde auf eine durchgängige Blutzirkulation und eine ausreichende Herzfrequenz von ca. 

120 Schlägen pro Minute geachtet. 

2.8 Bildanalyse und Statistik 

Die Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte mit dem Bildverarbeitungsprogramm 

ImageJ (Version 1.53i, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) 

(Schindelin et al. 2012). Für die Aufnahmen am 2-PM wurde anhand der erstellten MIPs die 

mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der jeweiligen Kanäle zu den einzelnen Zeitpunkten 

bestimmt. Die einzelnen Bilder des c-LSMs wurden ebenfalls hinsichtlich der MFI in den 

jeweiligen Kanälen analysiert. Außerdem wurden pax2a+ Zellen manuell im Programm 

gezählt und auf die jeweilige Fläche des Glomerulus bezogen. Die Dicke der Basalmembran 

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

Zur Bildbearbeitung wurde ebenfalls ImageJ genutzt. Kontrast und Belichtung wurden 

optimiert und die Farben der entsprechenden Kanäle in allen Gruppen einheitlich angepasst. 
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Die Kanäle wurden am Ende der Bearbeitung wieder zusammengeführt und eine 

Maßstabskala eingefügt. 

Die mit ImageJ gewonnen Datensätze wurden zunächst 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/Fläche, der einzelnen 

Schnitte pro Larve bestimmt. Die MFIs der Bilder vom 2-PM wurden zum Zeitpunkt 0 h auf 1 

normiert. 

Die statistische Auswertung wurde mit der Software GraphPad Prism (Version 6.01, 

GraphPad Software, CA, USA) durchgeführt. Mittels der ROUT Methode (Q = 1) wurden 

statistische Ausreißer 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 Stärke des Zusammenhangs der zwei untersuchten Größen: r ≥ 0,1 schwach; r ≥ 0,3 

mittel; r ≥ 0,5 stark. Die Regressionsanalysen wurden mittels linearer Regression 

durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Modell der FSGS-ähnlichen Erkrankung 

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

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

2020). Larven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9 

wurden an 4 dpf für 48 Stunden mit 80 

µM MTZ bzw. 0,1 % DMSO behandelt. 

Ab 6 dpf erfolgte die tägliche 

Einstufung des Phänotyps in vier 

Gruppen: kein, mildes, moderates 

oder ausgeprägtes Ödem 

(Zusatzabbildung 1). Drei Tage nach 

Auswaschen der Substanzen wiesen 

88 % der Larven in der 

Behandlungsgruppe ein Ödem 

jeglicher Schwere auf, wohingegen 

sich nur bei 6 % der Larven in der 

Kontrollgruppe ein Ödem zeigte (Abb. 8). 

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

FSGS stark ähneln: Proteinurie, Effacement der Podozytenfußfortsätze, Ausbildung 

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

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

vermehrten Ansammlung von Bestandteilen extrazellulärer Matrix erfolgte eine IF-Färbung 

gegen Laminin. Hier zeigte sich eine signifikant gesteigerte intraglomeruläre Akkumulation 

in Behandlungs- gegenüber Kontrolllarven mit deutlicher Verdickung der GBM (Abb. 9). 

Abb. 8: Verteilung der Ödemgrade x Stunden nach 
Behandlung mit 80 µM MTZ. Auswertung aus drei 
unabhängigen Versuchen mit n = 105 MTZ-behandelten 
Larven und n = 77 Kontrolllarven. 0 kein Ödem, 1 mildes 
Ödem, 2 moderates Ödem, 3 ausgeprägtes Ödem. 
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Abb. 9: Intraglomeruläre Akkumulation von Laminin im Modell der FSGS-ähnlichen Erkrankung. A IF-Färbung 
gegen Laminin an 9 dpf zeigt eine gesteigerte Expression bei mit 80 µM MTZ-behandelten Larven gegenüber 
Kontrolllarven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa

w2/w2
; roy

a9/a9
. 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 unabhängigen 
Versuchen. Gemessen wurde die FWHM fünf Mal pro Schnitt an 1 - 3 Schnitten pro Larve. Die FWHM wurde 
anschließend gemittelt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung (standard deviation, SD). 
**** p < 0,0001. 

3.1.1 Etablierung einer Pax2a Antikörper Färbung 

Nach Schadensinduktion zeigten sich innerhalb des Glomerulus Zellen mit kuboidalem 

Phänotyp. Im weiteren Vorgehen wurde die Herkunft dieser untersucht. Dazu wurde eine IF-

Färbung gegen das Protein Pax2a, einem Marker für PECs und PTCs, entwickelt (Miceli et al. 

2014). Anhand des beschriebenen Protokolls färbten wir 9 dpf gesunde Zebrafischlarven mit 

einem polyklonalen Kaninchen-Pax2a-Antikörper. Hierbei zeigte sich ein spezifisches 

Fluoreszenzsignal in PECs und PTCs. Zusätzlich fand sich ein positives Signal in Zellen des 

ZNS. Bei ausschließlicher Inkubation des Sekundärantikörpers blieb die Färbung aus (Abb. 

10A). 

3.1.2 Anwendung des Pax2a Antikörpers nach MTZ-Behandlung 

Die etablierte Färbung konnte nun am Schadensmodell angewandt werden. Hierbei fand 

sich an 9 dpf eine vermehrte Expression von Pax2a in den PECs und eine signifikant höhere 

Anzahl Pax2a+ Zellen auf den glomerulären 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 atp1a1 aufweisen, einem Marker für 

Tubuluszellen (Hansen et al. 2020). 
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Abb. 10: Pax2a Proteinexpression in der Zebrafischlarve. A IF-Färbung mit einem Antikörper gegen Pax2a: 
Positivkontrolle mit Pax2a Proteinexpression in PECs (Pfeilspitze), PTCs (Stern) und ZNS (Pfeil), 
Negativkontrolle ohne Expression. Zellkerne dargestellt durch Hoechst 33342. B IF-Färbung für Pax2a an 9 dpf 
weist eine verstärkte Pax2a Expression der PECs in der Behandlungs- gegenüber der Kontrollgruppe im Stamm 
Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfa

w2/w2
; roy

a9/a9 
auf. Außerdem lassen sich in der 

Behandlungsgruppe Zellen eines kuboidalen Phänotyps 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 MTZ-
behandelten Larven und n = 16 Kontrolllarven aus drei unabhängigen Versuchen. Die Anzahl Pax2a

+
 Zellen 

wurde an 1 - 3 Schnitten pro Larve bestimmt und auf die Fläche bezogen. Anschließend 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 für 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); mitfaw2/w2; roya9/a9, eine zeitgerechte Entwicklung und 

regelrechte Morphologie sichergestellt, sodass dieser Stamm für weitere Experimente 

geeignet war. 

3.2.1 Pax2a Expression der gesamten Larve 

Zunächst wurden Veränderungen der Expression von pax2a während 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 anschließender Fixierung zu den benannten Zeitpunkten. Nach Anfertigung von 

Kryoschnitten wurde eine Färbung mit Hoechst 33342 zur Darstellung der Zellkerne 

durchgeführt. Anschließend erfolgte die Auswertung am c-LSM. 

Larven im Alter von 1 dpf wiesen eine deutliche Expression von pax2a im Bereich der 

Ohrbläschen und des ZNS auf. Zusätzlich fanden sich pax2a+ Zellen im Bereich des 

Pronephros. 2 dpf alte Larven wiesen ein ähnliches Expressionsmuster auf, allerdings ließen 

sich keine pax2a+ Zellen speziell dem Bereich des Pronephros zuordnen. Ab 3 dpf fand sich 

die Expression ausschließlich 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-Färbung gegen das Schlitzmembranprotein Nephrin. Dieses wird ab 24 hpf in 

Vorläuferzellen der Podozyten exprimiert und wurde zur Lokalisation dieser genutzt 

(Drummond 2005). Die Färbung wurde an 1, 2, 3 und 4 dpf alten Larven durchgeführt und 

die Schnitte anschließend 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 Ohrbläschen (Stern), an 1 dpf zusätzlich 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 unabhängigen Durchgängen am c-LSM analysiert. 
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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 Vergrößerung). An 3 und 4 dpf keine pax2a 
Expression intraglomerulär nachweisbar. Pax2a markiert durch GFP, Nephrin dargestellt mittels IF-Färbung, 
Zellkerne gefärbt mit Hoechst 33342. Die Auswertung erfolgte an n = 95 Larven in drei unabhängigen 
Durchgängen am c-LSM. 
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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 für 

Nephrin. Einzelne Podozyten wiesen eine schwache Expression von pax2a auf. An 3 dpf und 

4 dpf ließen sich keine pax2a+ Zellen im Bereich des Glomerulus darstellen, bei deutlich 

positivem Nephrin-Signal (Abb. 12). 

3.2.3 In vivo 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 anschließend die Aufnahme von Z-

Stapeln an definierten Zeitpunkten durchgeführt. 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 Blutgefäße erscheinen in 

rot, pax2a+ Zellen sind durch GFP in grün dargestellt. Innerhalb des Glomerulus und auch in 

unmittelbarer Nähe 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 grün dargestellt. Erkennbar ist eine deutliche pax2a 

Expression im ZNS. Die Aufnahmen erstrecken sich über ein Intervall von 204 µm. Der Abstand der einzelnen 
Schnitte beträgt 4 µm, 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 grün 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 

Blutgefäße (Pfeil). Die Injektion erfolgte mit 70 kDa TRITC-gekoppeltem Dextran. Das Intervall des Z-Stapels 
beträgt 22 µm mit einem Abstand von 0,6 µm und somit insgesamt 36 Schnitten. Abbildung b zeigt eine 3D-
Rekonstruktion des Glomerulus (G) einer 3 dpf alten Larve. Die glomerulären 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 über 21 µm und insgesamt 34 Schnitten bei einem 
Abstand von 0,6 µm. 
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3.3 Etablierung des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); 

mitfaw2/w2; roya9/a9; 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); mitfaw2/w2; roya9/a9 und 

Tg(pax2a:GFP) wurde ein neuer Stamm entwickelt, der die Transgene der Elterntiere 

kombiniert: Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9; 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 Elternstämmen 

zeitgemäß. 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 durchgeführt. 

3.3.1 Charakterisierung des Glomerulus im Zeitverlauf 

Zunächst erfolgte die Aufnahme des Glomerulus an gesunden Larven zu definierten 

Zeitpunkten, um die naturgemäße Morphologie der Podozyten sicherzustellen. Dazu 

wurden Kryoschnitte an 2, 3 und 4 dpf alten Larven angefertigt und anschließend mit einem 

Antikörper gegen das Schlitzmembranprotein Nephrin gefärbt. Die Aufnahmen wurden am 

c-LSM durchgeführt. 

Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wiesen die Larven eine deutliche mCherry Expression 

innerhalb der Podozyten auf. Morphologisch zeigten sich hierbei keine Auffälligkeiten im 

Vergleich zum Stamm Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9 

(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 intraglomeruläre 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); mitfa
w2/w2

; 
roy

a9/a9
; 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 Färbung 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 über eine Länge von 42 µm. Insgesamt wurden 21 Schnitte im Abstand 
von 2 µm 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-Färbung, 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. Für 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 für 24 Stunden mit 5 mM MTZ bzw. 

0,1 % DMSO behandelt. Die Einteilung des Phänotyps erfolgte täglich ab 5 dpf in kein, 

mildes, moderates oder ausgeprägtes Ödem gleich dem Modell der FSGS-ähnlichen 

Erkrankung (Hansen et al. 2020). Innerhalb von 24 Stunden entwickelten 88 % der MTZ-

behandelten Larven ein Ödem. Alle Kontrolllarven wiesen zu diesem Zeitpunkt einen 

gesunden Phänotyp auf. Drei Tage 

nach Beginn der Behandlung stellten 

sich bei 100 % der Larven der MTZ-

Gruppe Ödeme dar, wohingegen 

lediglich 1,4 % der Larven der 

Kontrollgruppe ein Ödem zeigten 

(Abb. 15). 

Die erfolgreiche Anwendung des 

Modells ermöglichte die folgenden 

vergleichenden Untersuchungen 

zwischen Behandlungs- und 

Kontrollgruppe an histologischen 

Schnitten und in vivo Darstellungen. 

3.3.2.1 Darstellung der Nephrinexpression 

Zunächst 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 anschließend Kryoschnitte der Glomeruli angefertigt. Es 

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

Glomeruli der Kontrolllarven wiesen zu jedem Zeitpunkt eine deutliche mCherry Fluoreszenz 

der Podozyten auf. Außerdem fand sich in den Glomeruli jederzeit ein regelrechtes Nephrin-

Signal. Eine pax2a Expression konnte intraglomerulär nicht dargestellt werden  

Abb. 15: Verteilung der Ödemgrade x Stunden nach 
Behandlung mit 5 mM MTZ. Auswertung aus sechs 
unabhängigen Versuchen mit n = 139 MTZ-behandelten Larven 
und n = 118 Kontrolllarven. 0 kein Ödem, 1 mildes Ödem, 2 
moderates Ödem, 3 ausgeprägtes Ödem. 
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Larven der Behandlungsgruppe wiesen zum Zeitpunkt 6 Stunden ein regelrechtes mCherry 

Signal auf. Das Nephrinmuster war im Vergleich zur Kontrollgruppe schwächer ausgeprägt. 

Auffällig zeigten sich pax2a+ Zellen innerhalb der Glomeruli. Ein Teil dieser Zellen wies eine 

Co-Expression mit mCherry auf. 12 Stunden nach der Behandlung ließ sich eine deutliche 

Abnahme der mCherry Fluoreszenz aufzeigen. Eine Darstellung von Nephrin war zu diesem 

Zeitpunkt nicht möglich. Vereinzelte mCherry+ Zellen exprimierten auch hier pax2a. 

Innerhalb einiger Tubuluszellen ließ 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 ließen 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 höher 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 

Zählung der viszeralen GFP+ Zellen in Bezug auf die Fläche des jeweiligen Glomerulus. Die 

Auswertung ergab eine signifikant höhere 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); mitfa

w2/w2
; roy

a9/a9
; 

Tg(pax2a:GFP), die zuvor mit einem Antikörper gegen Nephrin gefärbt worden sind. Pax2a
+
 Zellen markiert 

durch GFP, Podozyten dargestellt durch mCherry, Zellkerne gefärbt 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. Zusätzlich zeigt 
sich in der Behandlungsgruppe eine Co-Expression mit pax2a (siehe Vergrößerung). Die Nephrinexpression 
behandelter Larven zeigt sich schwächer im Vergleich zur Kontrolle. B 12 Stunden nach Behandlung: 
Kontrolllarven mit ähnlicher Darstellung im Vergleich zur 6 Stunden Aufnahme. Verminderte mCherry 
Expression in der Behandlungsgruppe. Verbleibende mCherry

+ 
Zellen exprimieren zusätzlich pax2a (siehe 

Vergrößerung). 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

w2/w2
; roy

a9/a9
; 

Tg(pax2a:GFP), die zuvor mit einem Antikörper gegen Nephrin gefärbt worden sind. Pax2a
+
 Zellen markiert 

durch GFP, Podozyten dargestellt durch mCherry, Zellkerne gefärbt 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 mCherry 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. 



34 
 

 

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 unabhängigen 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 gegenüber der Kontrollgruppe. Zu jedem Zeitpunkt lässt sich eine signifikant 
niedrigere MFI von Nephrin in der Behandlungsgruppe nachweisen. Die MFI von GFP ist 6 Stunden nach 
Behandlungsbeginn signifikant höher 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 anschließend gemittelt. B Auswertung intraglomerulärer Zellen mit aktiviertem pax2a 
Promotor. Erkennbar ist eine signifikant höhere 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 Fläche des Glomerulus bezogen. Anschließend wurden die Werte gemittelt. 

In weiteren Analysen wurden Korrelationen zwischen den MFIs der drei betrachteten 

Proteine und der Zeit erstellt und anschließend eine Regressionsanalyse mittels linearer 

Regression durchgeführt. Dabei zeigte sich in der Behandlungsgruppe sowohl für mCherry 

und Nephrin als auch für GFP eine negative Korrelation mit der Zeit. In der Kontrollgruppe 

korrelierte Nephrin positiv mit der Zeit. Für 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 
Zusammenhänge 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 unabhängigen Versuchen durchgeführt. 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. 

Zusätzliche Analysen wurden durchgeführt, um die MFIs der drei Proteine untereinander zu 

korrelieren. Dabei fand sich in beiden Gruppen eine stark positive Korrelation zwischen den 

MFIs von mCherry und Nephrin bzw. zwischen mCherry und GFP. Die MFIs 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 

Promotoraktivität 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-Färbung mit einem Antikörper gegen Pax2a durchgeführt. 

Larven der Kontrollgruppe wiesen zu jedem Zeitpunkt eine regelrechte mCherry Fluoreszenz 

der Podozyten auf. Eine pax2a Promotoraktivität konnte intraglomerulär nicht abgebildet 

werden. Mittels Antikörperfärbung konnte eine Pax2a Proteinexpression in den PECs zu den 

untersuchten Zeitpunkten dargestellt werden. Es zeigte sich keine pax2a Promotoraktivität 

innerhalb der PECs. 

Die MTZ-behandelten Larven wiesen 6 Stunden nach Behandlungsbeginn intraglomerulär 

pax2a+ Zellen auf. Diese Zellen zeigten eine Co-Expression mit mCherry. Die mCherry 

Fluoreszenz stellte sich dabei regelrecht dar. Das Protein Pax2a konnte ähnlich 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 ließ sich keine pax2a Promotoraktivität mehr im 

Glomerulum darstellen. Vereinzelte Podozyten wiesen eine schwache mCherry Fluoreszenz 

auf. Intraglomerulär konnten nun Zellen eines kuboidalen Phänotyps mit einer positiven 

Pax2a Proteinexpression abgebildet werden. Zum Zeitpunkt 48 Stunden ließ sich keine 

mCherry Fluoreszenz mehr darstellen. Eine pax2a Promotoraktivität ließ 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); mitfa

w2/w2
; 

roy
a9/a9

; Tg(pax2a:GFP). Die Schnitte wurden mit einem Antikörper (AK) gegen Pax2a gefärbt. Podozyten 
dargestellt durch mCherry, pax2a Promotoraktivität gekennzeichnet durch GFP, Pax2a Proteinexpression 
durch IF-Färbung 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 intraglomeruläre Promotoraktivität von pax2a. B 12 Stunden nach 
Behandlung: Expression von mCherry, Pax2a Protein und pax2a Promotoraktivität simultan zu 6 Stunden in der 
Kontrollgruppe. MTZ-Gruppe mit deutlich reduzierter mCherry Fluoreszenz. Verbliebene mCherry

+
 Zellen 

weisen eine pax2a Promotoraktivität 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); mitfa

w2/w2
; 

roy
a9/a9

; Tg(pax2a:GFP). Die Schnitte wurden mit einem Antikörper (AK) gegen Pax2a gefärbt. Podozyten 
dargestellt durch mCherry, pax2a Promotoraktivität gekennzeichnet durch GFP, Pax2a Proteinexpression 
durch IF-Färbung 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 Promotoraktivität darstellbar. Intraglomerulär 
finden sich Zellen eines kuboidalen Phänotyps mit positiver Pax2a Proteinexpression (Pfeil). B 48 Stunden nach 
Behandlung: Kontrollgruppe mit ähnlichem Expressionsmuster wie zum Zeitpunkt 24 Stunden. Larven der 
MTZ-Gruppe ohne Expression von mCherry. Pax2a Promotoraktivität nicht darstellbar. Kuboidale Zellen mit 
Pax2a Proteinexpression auch hier intraglomerulär nachweisbar (Pfeile). Deutlich erkennbar ist das Bowman-
Kapselödem (Sterne). 
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Statistische Analysen belegten die histologischen Beobachtungen. Zu den Zeitpunkten 6 und 

12 Stunden fand sich eine signifikant höhere Anzahl der Zellen mit aktiviertem pax2a 

Promotor in Glomeruli MTZ-behandelter Larven gegenüber Kontrolllarven. Zu diesen 

Zeitpunkten konnte kein signifikanter Unterschied der intraglomerulären Zellzahl mit Pax2a 

Antikörperexpression in beiden Gruppen nachgewiesen werden. 24 und 48 Stunden nach 

Behandlungsbeginn fand sich eine signifikant höhere Zellzahl mit Pax2a 

Antikörperexpression in der MTZ-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Anzahl der 

Zellen mit aktiviertem pax2a Promotor wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 22). 

 

Abb. 22: Statistische Analyse von intraglomerulären 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 höhere 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 höhere 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 

Antikörperfärbung. Die Zählung wurde an 2 - 4 Schnitten pro Larve durchgeführt und anschließend auf die 
Fläche des Glomerulus bezogen. Anschließend wurden die Mittelwerte bestimmt. Die Auswertung erfolgte an 
c-LSM Aufnahmen von n = 21 Kontrollarven und n = 33 MTZ-behandelten Larven in drei unabhängigen 
Versuchen. Dargestellt sind der Mittelwert und die SD. ns p ≥ 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** 
p < 0,0001. 
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3.3.2.3 In vivo Darstellung im Zeitverlauf  

Um den Ablauf der Veränderungen innerhalb des Glomerulus während einer MTZ-

Behandlung kontinuierlich verfolgen zu können, wurden in vivo Darstellungen im Zeitverlauf 

am 2-PM durchgeführt. Dazu wurde der neu etablierte Stamm an 4 dpf nach dem 

beschriebenen Protokoll für die 2-PM vorbereitet. Anschließend erfolgte je nach Gruppe die 

Zugabe von 5 mM MTZ bzw. 0,1 % DMSO. Zur Langzeitbeobachtung wurden stündlich Z-

Stapel der Glomeruli aller Larven sowohl im mCherry als auch im GFP Kanal aufgenommen. 

Die Gesamtdauer eines Experiments betrug 29 Stunden. Die Vitalität der einzelnen Larven 

wurde dabei anhand der Herzfrequenz regelmäßig kontrolliert. 

In Abb. 23 ist die mCherry Expression einer Behandlungs- und einer Kontrolllarve zu 

ausgewählten Zeiten dargestellt. Das Glomerulum der Kontrolllarve wies eine geringe 

Abnahme des Fluoreszenzsignals von mCherry mit der Zeit auf. Das Grundgerüst des 

Glomerulus war bis zum Zeitpunkt 24 Stunden deutlich abzugrenzen. In der MTZ-

behandelten Larve ließen sich ab dem Zeitpunkt 4 Stunden mCherry+ Elemente außerhalb 

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 

glomeruläre Grundgerüst ließ sich ab 14 Stunden nach Behandlungsbeginn nicht mehr 

abbilden. 

Die intraglomeruläre pax2a Promotoraktivität 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 

intraglomeruläre GFP Fluoreszenz auf. Somit konnte keine pax2a Promotoraktivität 

nachgewiesen werden. In der MTZ-behandelten Larve konnte ab dem Zeitpunkt 4 Stunden 

intraglomerulär ein GFP Fluoreszenzsignal dargestellt werden, was auf einen aktiven pax2a 

Promotor hindeutete. Ab 14 Stunden nach Behandlungsbeginn ließ sich die GFP Fluoreszenz 

nicht mehr abbilden. Bis zum Ende der Untersuchung zeigte sich nicht erneut ein positives 

Fluoreszenzsignal für 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

w2/w2
; roy

a9/a9
; 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 über die Zeit ab. Das Glomerulum der MTZ-behandelten Larve ist in den 
unteren zwei Reihen sichtbar. Die Pfeilspitzen markieren mCherry

+
 Elemente, die sich über die Zeit vom 

Glomerulum entfernen. Ab 14 Stunden ist ein deutlicher Verlust des Fluoreszenzsignals erkennbar. Die 
Aufnahmen erstrecken sich über ein Intervall von 67,5 µm. Der Abstand der einzelnen Schnitte zueinander 
beträgt 1,5 µm. 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

w2/w2
; roy

a9/a9
; Tg(pax2a:GFP) an sechs verschiedenen 

Zeitpunkten. Die Grafiken entsprechen 3D-Projektionen der aufgenommenen Z-Stapel. GFP bildet die pax2a 
Promotoraktivität ab. Die weißen Umrandungen markieren das Glomerulum, welches im mCherry Kanal 
definiert wurde. Die oberen zwei Reihen bilden die glomeruläre Region der Kontrollarve ab. Hier zeigt sich 
keine spezifische GFP Fluoreszenz. Die unteren beiden Reihen zeigen das Glomerulum der MTZ-behandelten 
Larve. Hier lässt 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 µm aufgenommen. Das Gesamtintervall 
der einzelnen Aufnahmen beträgt 67,5 µm. 
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Die statistische Auswertung erfolgte anhand der MFIs für mCherry und GFP. Abb. 25A gibt 

einen Überblick über den stündlichen Verlauf der auf den Zeitpunkt 0 Stunden normierten 

MFIs von mCherry und GFP in Kontroll- und Behandlungsgruppe. Die MFI von GFP nahm 

über den gesamten Untersuchungszeitraum in den Kontrolllarven Werte zwischen 0,980 

und 1,127 an. In MTZ-behandelten Larven stieg die MFI zunächst 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 zunächst in beiden Gruppen einen ähnlichen 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 ließ 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 ausgewählten Zeitpunkten dargestellt. Die MFI von GFP war 4 und 8 Stunden nach 

Behandlungsbeginn signifikant höher in Behandlungs- gegenüber 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 anschließend zum 
Zeitpunkt 0 Stunden auf 1 normiert. Die Auswertung wurde an n = 14 Kontrolllarven und n = 21 MTZ-
behandelten Larven in zwei unabhängigen Versuchen durchgeführt. A Zeitlicher Verlauf der normierten MFIs 
von mCherry und GFP beider Gruppen über 29 Stunden. B Vergleichende Analyse der normierten MFIs 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 höhere 
Werte der MFI von GFP gegenüber 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- gegenüber der Kontrollgruppe auf. Dargestellt 
sind der Mittelwert und die SD. ns p ≥ 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. 
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Um statistische Zusammenhänge zwischen den MFIs von mCherry und GFP aufzuzeigen, 

erfolgte die Erstellung von Korrelationen mit anschließenden Regressionsanalysen. Dazu 

wurden die MFIs differenziert von 0 - 10 Stunden und 11 - 29 Stunden betrachtet. In der 

Kontrollgruppe korrelierten die MFIs von mCherry und GFP in beiden Zeiträumen negativ 

miteinander. In MTZ-behandelten Larven konnte im Zeitraum 0 - 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). 

 

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 
durchgeführt. Die Analysen erfolgten an n = 14 Kontrolllarven und n = 21 MTZ-behandelten Larven aus zwei 
unabhängigen 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 lässt 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 Überblick über 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-Färbungen von menschlichem Gewebe 

wiesen intraglomerulär 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). 

 

Abb. 27: PAX2 Expression in der gesunden Niere des Menschen. IF-Färbung gegen PAX2 aus dem Human 
Protein Atlas (Version 15) (Uhlén et al. 2015; The Human Protein Atlas 2023). Links ist eine Übersicht 
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 für 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, MI). Die Daten von Nakagawa et al. ergaben 

eine signifikant höhere 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 höhere 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 ≥ 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 höhere 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 höher 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 Ansätze ist das pathophysiologische Verständnis der 

Erkrankung essentiell. Bei der Entstehung von Podozytopathien nimmt der Untergang des 

Podozyten eine Schlüsselrolle ein (Kriz 2002). Ein Ersatz dieser hochspezialisierten Zelle 

durch gezielte Induktion von Vorläuferzellen könnte einen völlig neuen therapeutischen 

Ansatz ermöglichen. Pax2 ist ein Transkriptionsfaktor, der in Mausmodellen bereits als 

Marker für Vorläuferzellen 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-ähnlichen Erkrankung 

Mit der Anwendung von 80 µM MTZ an Zebrafischlarven des Stammes Tg(nphs2:GAL4); 

Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; roya9/a9 entwickelte unsere Arbeitsgruppe ein 

Schadensmodell, dass Charakteristika der humanen FSGS aufweist. Neben der in dieser 

Arbeit beschriebenen Ausbildung von Ödemen wiesen Hansen et al. zusätzlich eine 

Proteinurie und eine Hypoproteinämie 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 Podozytenfußfortsätze, die Ausbildung von Tight Junctions und 

subpodozytärer Pseudozysten sowie der Nachweis parieto-viszeraler Adhäsionen (Hansen et 

al. 2020). Die Färbung gegen das Protein Laminin, einer extrazellulären 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-ähnlichen 
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Erkrankung ermöglicht, 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-ähnlichen 

Erkrankung 

Unter gesunden Bedingungen fand sich innerhalb des Pronephros der Zebrafischlarve ein 

spezifisches Signal für Pax2a in PECs und PTCs. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von 

O'Brien et al., die eine Expression von Pax2a im Übergangsbereich zwischen Podozyten und 

PTCs beschrieben haben (O'Brien et al. 2011). Im Modell der FSGS-ähnlichen Erkrankung 

zeigten sich signifikant vermehrt Pax2a+ Zellen auf den glomerulären Kapillarschlingen. 

Gleichzeitig ließ sich eine gesteigerte Expression des Proteins in den PECs darstellen. Die 

erhobenen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die intraglomerulären Pax2a+ Zellen 

von PECs oder PTCs abstammen. Kuppe et al. beschrieben in einem FSGS-Modell der Maus 

eine vermehrte Proliferation von intermediären und kubischen PECs, die an der Bildung 

sklerotischer Läsionen beteiligt waren (Kuppe et al. 2019). In unserem Modell wiesen die 

intraglomerulären Pax2a+ Zellen ebenfalls einen kubischen Phänotyp auf. Daraus resultiert 

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

Die Rolle der PECs nach glomerulärem Schaden wird aktuell unterschiedlich betrachtet. Zum 

Teil werden PECs als Auslöser für die Bildung sklerotischer Läsionen gesehen (Puelles et al. 

2019; Ito et al. 2020). Smeets et al. konnten in einem FSGS-Modell an PEC-Reportermäusen 

innerhalb extrakapillärer Läsionen aktivierte PECs nachweisen, die zur Entwicklung und 

Progression der Sklerose beitrugen. Neben der Expression von CD44 wiesen die PECs 

morphologische Auffälligkeiten, wie z. B. ein erhöhtes Zellvolumen mit resultierender 

Verdickung der Bowman-Kapsel, auf (Smeets et al. 2009; Smeets et al. 2011). Ähnliche 

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 geschädigten 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-Reportermäusen PECs mit 

aktiviertem Nephrin Promotor auf den glomerulären Kapillarschlingen nachweisen können. 

Neben einer Expression des Podozyten-spezifischen Proteins Podocin wiesen die PECs 

Fußfortsätze auf, die mit denen von präexistenten 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 erhöhten Anzahl 

von PEC-abstammenden Podozyten zudem einen Rückgang der Proteinurie nachweisen 

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

Die Beobachtungen am Modell der FSGS-ähnlichen Erkrankung unterstützen die Hypothese 

der aktivierten PECs als Teil sklerotischer Läsionen. Die abgebildete Morphologie der Zellen 

mit positiver Pax2a Proteinexpression passt zu der oben beschriebenen Literatur. Zukünftige 

Co-Färbungen von Laminin und Pax2a könnten die Frage nach einer vermehrten Lokalisation 

innerhalb sklerotischer Areale beantworten. In unseren Untersuchungen ließ sich eine 

Transdifferenzierung der Zellen mit positiver Pax2a Proteinexpression in Podozyten nicht 

abbilden. Es fand sich weder eine Expression von mCherry noch konnten 

podozytenspezifische phänotypische Merkmale dargestellt werden. Da die aufgenommenen 

Grafiken Momentaufnahmen aufzeigen, kann ein Ersatz von Podozyten durch 

Vorläuferzellen in der Zebrafischlarve zu diesem Zeitpunkt nicht grundsätzlich dementiert 

werden. Es liegt die Vermutung nahe, dass PECs nach podozytärem Schaden beide 

Funktionen ausführen können: Sklerose und Regeneration (Shankland et al. 2014). Eine 

unkontrollierte Proliferation verstärke die Sklerose, wobei eine gezielte Steuerung die 

Umwandlung zum Podozyten ermöglichen könnte (Peired et al. 2021). Melica et al. konnten 

durch den Einsatz des Histon-Deacetylase-Hemmers Panobinostat die ungesteuerte 

Proliferation eventueller Podozytenvorläuferzellen hemmen und eine gezielte 

Differenzierung dieser Zellen in Podozyten induzieren (Melica et al. 2022). Weitere 

Untersuchungen zur Regenerationsfähigkeit der PECs bilden die Basis für den zukünftigen 
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Einsatz zielgerichteter Therapien. Die in vivo Beobachtung der PECs nach Schadensinduktion 

stellt eine mögliche Option dar. 

4.3 Pax2a Promotoraktivität im Pronephros gesunder Zebrafischlarven 

Durch das GFP Reportergen in Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP) konnte kontinuierlich die 

Aktivität des pax2a Promotors beobachtet werden, was sowohl histologische 

Untersuchungen als auch in vivo Aufnahmen ermöglichte. Für histologische Analysen wurde 

das Schlitzmembranprotein Nephrin als podozytärer Marker genutzt, welches für die 

Entwicklung der Zellstruktur inklusive der Ausbildung von Podozytenfußfortsätzen 

entscheidend ist (Kramer-Zucker et al. 2005). Es zeigte sich eine pax2a Promotoraktivität 

innerhalb von Podozytenvorläuferzellen an 1 und vereinzelt 2 dpf. Ab 3 dpf konnte keine 

pax2a Promotoraktivität in Podozyten nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen decken 

sich mit der Literatur, die durch Hochregulation von wt1a in den Podozytenvorläuferzellen 

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 erklären. 

Limitationen bestehen zu dem Zeitpunkt 1 dpf. Die Antikörperfärbung zeigte kein 

spezifisches Signal für Nephrin, da das Protein erst ab 24 hpf innerhalb von 

Podozytenvorläuferzellen exprimiert wird (Kramer-Zucker et al. 2005). Auch eine in vivo 

Darstellung des Glomerulus war zu diesem Zeitpunkt limitiert. Da die glomeruläre Filtration 

erst ab 40 hpf mit dem Einsprossen von Kapillaren aus der dorsalen Aorta beginnt, 

ermöglichte eine Injektion mit Dextran keine Abbildung des Glomerulus (Kramer-Zucker et 

al. 2005; Drummond 2005). Eine eindeutige Zuordnung der pax2a+ Zellen als Vorläuferzellen 

war somit erschwert und erfolgte anhand räumlicher Kriterien. An 2 dpf ließ sich ein 

spezifisches Signal für Nephrin innerhalb des fusionierenden Glomerulus abbilden. Die Co-

Expression von GFP und Nephrin deutet darauf hin, dass die pax2a+ Zellen an 1 dpf ebenfalls 

Podozytenvorläuferzellen darstellen. Dies ließe sich auch mit der Literatur vereinbaren, die 

eine Expression von pax2a als ersten genetischen Marker des intermediären Mesoderms zu 

diesem Zeitpunkt beschreibt (Naylor et al. 2013). Eine fehlende Expression von pax2a würde 

die Entwicklung des Pronephros einschränken, was sich durch Ausbildung von 

Ganzkörperödemen und im weiteren Verlauf durch den Tod der Larven zeigen würde 
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(Naylor et al. 2017). Das ließ sich in den durchgeführten Experimenten zu keinem Zeitpunkt 

beobachten. 

4.4 Pax2a Promotoraktivität in Podozyten nach Schadensinduktion 

Die Etablierung des Stammes Tg(nphs2:GAL4); Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry); mitfaw2/w2; 

roya9/a9; Tg(pax2a:GFP) ermöglichte durch Anwendung des MTZ-Modells die Beobachtung 

der pax2a Promotoraktivität unter Schadensbedingungen. 

6 Stunden nach Schadensinduktion zeigte sich an c-LSM Aufnahmen eine intraglomeruläre 

Co-Expression von mCherry, GFP und Nephrin in MTZ-behandelten Zebrafischlarven. Die 

Expression von mCherry ist an den Promotor für nphs2 gekoppelt, der für das Podozyten-

spezifische Protein Podocin codiert (Zhou und Hildebrandt 2012). Nephrin ist ein Protein der 

podozytären Schlitzmembran und GFP spiegelt einen aktivierten pax2a Promotor wider. Da 

sich die Co-Expression in der Kontrollgruppe nicht beobachten ließ, legen die Ergebnisse 

nahe, dass es sich bei den mCherry+ und GFP+ Zellen um Podozyten handelt, die initial nach 

Schadensinduktion eine pax2a Promotoraktivität aufweisen. Zudem lässt sich anhand des 

signifikant niedrigeren Nephrin-Signals der MTZ-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle bereits 6 

Stunden nach Schadensinduktion eine eingeschränkte 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 

lässt sich durch die spezifisch in Podozyten ablaufende Apoptose erklären. Klinisch 

resultierte in MTZ-behandelten Larven eine stetige Zunahme von Ödemen. Eine GFP 

Expression der Podozyten ließ 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 ermöglichten 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 höhere MFI in der MTZ-Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe 
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widerspiegelte. Das Fluoreszenzsignal von mCherry verhielt sich bis zu diesem Zeitpunkt 

annähernd 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 Frühphase des Schadens zu einer podozytären Expression 

von pax2a kommt. Ab 8 Stunden ist der podozytäre Schaden so erheblich, dass die 

Podozyten untergehen und eine pax2a Promotoraktivität nicht länger 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 lässt sich durch eine erhöhte Autofluoreszenz des renalen Gewebes im 

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

Eine geringe Abnahme des mCherry Fluoreszenzsignals ließ sich auch in der Kontrollgruppe 

über die Zeit beobachten. Im Vergleich zur MTZ-Gruppe war die MFI allerdings zum 

Zeitpunkt 24 Stunden signifikant höher, sodass die Abnahme in der Kontrollgruppe am 

ehesten auf erhöhtes Photobleaching des rot fluoreszierenden Proteins zurückzuführen 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 könnte zukünftig 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 erhöhte 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, erklärt 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 Promotoraktivität zu den genannten Zeitpunkten aufwiesen. 

Ohtaka et al. beobachteten an Biopsien von Menschen mit primärer FSGS phänotypisch 

veränderte Podozyten mit positiver PAX2 Expression. Die Re-Expression von PAX2 wurde auf 

die Herunterregulierung von WT1 zurückgeführt (Ohtaka et al. 2002). WT1 ist ein in 

Podozyten exprimiertes Gen, das für den gleichnamigen Transkriptionsfaktor codiert und 

eine wichtige Rolle in der Podozytenentwicklung einnimmt (Dressler 2006; Pritchard-Jones 

et al. 1990). Die Expression des Proteins WT1 führt während der Entwicklung zu einer 

Herunterregulierung von PAX2 und zur Ausdifferenzierung der Podozytenvorläuferzellen 

(Ryan et al. 1995). Dieses Phänomen ist auch in der Zebrafischlarve mit den Orthologen 

wt1a 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 phänotypisch veränderten Podozyten mit positiver PAX2 Expression 

vermehrt innerhalb zellulärer Läsionen. Die Autoren vermuteten, dass die Re-Expression von 

PAX2 für die Bildung der Läsionen mitverantwortlich ist und den glomerulären Schaden 

beschleunigt (Ohtaka et al. 2002). 

Eine mögliche Erklärung der pax2a Expression nach podozytärem Schaden wäre die 

Dedifferenzierung ausgereifter Podozyten zu Vorläuferzellen. Folglich käme es zu einer 

phänotypischen Veränderung der Podozyten mit erneuter Expression des 

Entwicklungsmarkers. Diese Hypothese steht mit den erhobenen Ergebnissen dieser Arbeit 

in Einklang. Hintergrund der Dedifferenzierung wäre die Aufhebung des postmitotischen 

Zustands der Zelle mit Anstreben eines Teilungsprozesses. Der Podozyt verliert allerdings 

aufgrund des Schadens seine dreidimensionale Struktur. Die mechanischen Kräfte 

erschweren die Adhäsion an der GBM und es folgt das Detachment. Die nackten Bereiche 

der GBM werden folglich durch sklerotische Läsionen bedeckt und der glomeruläre Schaden 

bildet sich weiter aus. 
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Wagner et al. etablierten ein Mausmodell zur gezielten Aktivierung von Pax2 in adulten 

Podozyten gesunder Mäuse. Die dauerhafte Re-Expression führte innerhalb von drei 

Wochen neben einem dedifferenzierten Phänotyp der Podozyten zur Ausbildung 

intraglomerulärer sklerotischer Läsionen 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 unterstützt 

die Hypothese des verzweifelten Teilungsversuches der Podozyten zur Abwendung des 

glomerulären Schadens. Ein Ansatz für zukünftige Experimente wäre die Untersuchung von 

Proliferationsmarkern in geschädigten Podozyten der Zebrafischlarve, womit sich das 

Anstreben einer Teilung darstellen ließe. 

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 Läsionen zugesagt wird. Allerdings stellt die 

vermehrte Existenz PAX2 exprimierender Podozyten innerhalb sklerotischer Läsionen keinen 

direkten Beweis für die Bildung dieser dar. Mitverantwortlich für die Entstehung der 

Läsionen 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 für einen besonders geschädigten Bereich des Glomerulus, da bereits eine 

Dedifferenzierung der Podozyten erfolgt. PAX2 stellt vermutlich nicht den Auslöser der 

Zunahme des glomerulären Schadens dar, sondern ist lediglich das Resultat des Verlustes 

von WT1. Das konträre Verhalten wird in den Beobachtungen von Wagner et al. im 

Mausmodell besonders deutlich, da die sekundäre Aktivierung von Pax2 in gesunden 

Podozyten durch unmittelbare Repression von Wt1 einen glomerulären Schaden initiiert 

(Wagner et al. 2006). 

Der zukünftige Einsatz verschiedener Konzentrationen des MTZs könnte ein Muster der 

Expression von pax2a in den Podozyten der Zebrafischlarve nach Krankheitsschwere 

aufdecken. Die Ähnlichkeit des humanen Orthologs PAX2 ermöglicht zudem bei einer 

Sequenzidentität von 89 % in der Abfolge der Aminosäuren eine zuverlässige 

Übertragbarkeit der erhobenen Erkenntnisse auf den Menschen (Zusatzabbildung 3) 

(Cunningham et al. 2022). Die anfängliche Expression innerhalb der Podozyten nach 
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Schadensinduktion könnte somit zukünftig in der Frühdiagnostik von Podozytopahien 

genutzt werden. Therapeutisch erscheint eine Hemmung der Abnahme von wt1a mit 

resultierender Unterdrückung der Re-Expression von pax2a als vielversprechender 

Angriffspunkt. Die Umwandlung des Podozyten in einen dedifferenzierten Phänotyp würde 

verzögert werden und ein Voranschreiten der Erkrankung hemmen. 

4.5 Limitation: Diskrepanz der pax2a Promotoraktivität und der Pax2a 

Proteinexpression 

Während der Untersuchungen ließ sich eine Abweichung zwischen der Expression des 

Proteins Pax2a und der Promotoraktivität des Gens pax2a feststellen. Das Protein Pax2a 

wurde durch eine Antikörperfärbung dargestellt, wohingegen die pax2a Promotoraktivität 

anhand der GFP Expression der transgenen Zebrafischlarve Tg(pax2a:GFP) erfasst wurde. 

Unter gesunden Bedingungen zeigte sich eine Pax2a Proteinexpression in den PECs. Eine 

Promotoraktivität innerhalb dieser Zellen wurde zu keinem Zeitpunkt in dem transgenen 

Fisch nachgewiesen. Im 5 mM MTZ-Modell ließen sich ab 24 Stunden phänotypisch 

veränderte Zellen mit Pax2a Proteinexpression auf den glomerulären Kapillarschlingen 

abbilden. Diese Zellen wurden als Unterform der PECs gedeutet und glichen den Aufnahmen 

der FSGS-ähnlichen Erkrankung. In Podozyten zeigte sich unter Schadensbedingungen zu 

keinem Zeitpunkt eine Proteinexpression von Pax2a. Eine pax2a Promotoraktivität ließ 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 anschließend in die 

Embryonen injiziert (Picker et al. 2002). Dieses Fragment spiegelt somit weder den 

gesamten endogenen pax2a Promotor wider noch berücksichtigt es regulatorische 

Elemente. Dies könnte eine mögliche Erklärung der mangelnden GFP Expression innerhalb 

der PECs in Larven des Stammes Tg(pax2a:GFP) darstellen. Picker et al. konnten ähnliche 

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

Die mangelnde Pax2a Proteinexpression der Podozyten unter Schadensbedingungen ließe 

sich durch die schon ablaufende Apoptose, induziert durch Hinzugabe von MTZ, erklären. 
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Denkbar wäre, dass der pax2a Promotor zunächst aktiviert wird, doch noch bevor das 

Protein nachweisbar ist, der Zelluntergang folgt. Eine Dosisreduktion des MTZs könnte 

zukünftig einen geringeren podozytären Schaden auslösen, was eine Proteinbildung 

ermöglichen könnte. In menschlichen Biopsien wiesen Ohtaka et al. das Protein innerhalb 

der Podozyten nach Schadensinduktion nach (Ohtaka et al. 2002). Es wäre denkbar, dass 

dies auch in der Zebrafischlarve möglich ist. 

Die Hauptlimitation lässt sich am ehesten auf den transgenen Stamm Tg(pax2a:GFP) 

zurückführen. 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 

Antikörperfärbung lassen sich hingegen nicht vermuten. Die Färbung 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 Aktivität des endogenen pax2a Promotors innerhalb der PECs ist bei positivem 

Proteinnachweis mittels Antikörperfärbung auch ohne sichtbare Promotoraktivität 

anzunehmen. 

Alternativ ließe sich anstatt der transgenen Linie zukünftig 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 Aktivität wider. 
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5 Zusammenfassung 

Die steigende Prävalenz der chronischen Nierenerkrankung stellt angesichts mangelnder 

therapeutischer Optionen eine erhebliche Herausforderung für unser Gesundheitssystem 

dar. Im fortgeschrittenen Stadium kann die Erkrankung eine lebenslange Dialyse oder eine 

Transplantation erforderlich machen. Glomerulonephritiden sind für etwa 20 % der 

chronischen Nierenerkrankungen verantwortlich und treten häufig bereits im jungen 

Erwachsenenalter auf. Ursächlich ist eine Schädigung der Podozyten – spezialisierte Zellen, 

die mit ihren interdigitierenden Fußfortsätzen und der dazwischenliegenden 

Schlitzmembran für die Größenselektivität der glomerulären Filtrationsbarriere 

verantwortlich sind. Diese Funktion geht bei einer Schädigung dieser postmitotischen, 

ausdifferenzierten Zellen verloren. Ein potenzieller Therapieansatz könnte daher die 

Regeneration durch Progenitorzellen sein, um das Fortschreiten der Erkrankung zu 

verlangsamen. Ziel dieser Arbeit war es, die Expression des podozytären 

Entwicklungsmarkers pax2a unter physiologischen Bedingungen sowie im Schadensmodell 

zu untersuchen, um potenzielle podozytäre Progenitorzellen zu identifizieren. Dafür wurden 

transgene Zebrafischlarven als etablierte Modellorganismen in der Nierenforschung 

verwendet und das Nitroreduktase/Metronidazol (NTR/MTZ)-Modell zur gezielten 

Schädigung der Podozyten eingesetzt. Mithilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie und in vivo 

2-Photonenmikroskopie erfolgten Analysen zu definierten Zeitpunkten. 

Im 80 µM MTZ-Modell wurde neben einer erhöhten intraglomerulären Lamininexpression 

die Ausbildung von Ödemen beobachtet – Eigenschaften, die Parallelen zur humanen fokal 

segmentalen Glomerulosklerose aufweisen. Zudem zeigten sich morphologisch veränderte 

parietale Epithelzellen mit Pax2a Proteinexpression auf den glomerulären Kapillarschlingen. 

Da jedoch kein podozytärer Marker exprimiert wurde, konnte eine direkte 

Transdifferenzierung nicht nachgewiesen werden. Im 5 mM MTZ-Modell wurde mithilfe 

eines neu etablierten transgenen Zebrafischstammes eine pax2a Promotoraktivität in 

Podozyten nach Schadensinduktion festgestellt – eine Aktivität, die unter gesunden 

Bedingungen nach vollständiger Differenzierung nicht nachweisbar war. Diese Re-Expression 

von pax2a könnte als Dedifferenzierung mit dem Ziel der Zellteilung interpretiert werden. 

Ein Einsatz der pax2a Re-Expression als Biomarker in der Frühdiagnostik von 

Podozytopathien sollte in zukünftigen Studien untersucht werden. 



59 
 

6 Literaturverzeichnis 

Agar, John W. M. (2012): Personal viewpoint: hemodialysis--water, power, and waste 

disposal: rethinking our environmental responsibilities. In: Hemodialysis international. 

International Symposium on Home Hemodialysis 16 (1), S. 6–10. DOI: 10.1111/j.1542-

4758.2011.00639.x. 

Appel, Daniel; Kershaw, David B.; Smeets, Bart; Yuan, Gang; Fuss, Astrid; Frye, Björn et al. 

(2009): Recruitment of podocytes from glomerular parietal epithelial cells. In: Journal of the 

American Society of Nephrology : JASN 20 (2), S. 333–343. DOI: 10.1681/ASN.2008070795. 

Asakawa, Kazuhide; Kawakami, Koichi (2008): Targeted gene expression by the Gal4-UAS 

system in zebrafish. In: Development, growth & differentiation 50 (6), S. 391–399. DOI: 

10.1111/j.1440-169X.2008.01044.x. 

Aumailley, Monique (2013): The laminin family. In: Cell adhesion & migration 7 (1), S. 48–55. 

DOI: 10.4161/cam.22826. 

Bello, Aminu K.; Levin, Adeera; Manns, Braden J.; Feehally, John; Drueke, Tilman; Faruque, 

Labib et al. (2015): Effective CKD care in European countries: challenges and opportunities 

for health policy. In: American journal of kidney diseases : the official journal of the National 

Kidney Foundation 65 (1), S. 15–25. DOI: 10.1053/j.ajkd.2014.07.033. 

Bertram, John F.; Douglas-Denton, Rebecca N.; Diouf, Boucar; Hughson, Michael D.; Hoy, 

Wendy E. (2011): Human nephron number: implications for health and disease. In: Pediatric 

nephrology (Berlin, Germany) 26 (9), S. 1529–1533. DOI: 10.1007/s00467-011-1843-8. 

Brück, Katharina; Stel, Vianda S.; Gambaro, Giovanni; Hallan, Stein; Völzke, Henry; Ärnlöv, 

Johan et al. (2016): CKD Prevalence Varies across the European General Population. In: 

Journal of the American Society of Nephrology : JASN 27 (7), S. 2135–2147. DOI: 

10.1681/ASN.2015050542. 

Chen, Xiaowen; Gays, Dafne; Santoro, Massimo M. (2016): Transgenic Zebrafish. In: 

Methods in molecular biology (Clifton, N.J.) 1464, S. 107–114. DOI: 10.1007/978-1-4939-

3999-2_10. 

Corpet, F. (1988): Multiple sequence alignment with hierarchical clustering. In: Nucleic acids 

research 16 (22), S. 10881–10890. DOI: 10.1093/nar/16.22.10881. 



60 
 

Cunningham, Fiona; Allen, James E.; Allen, Jamie; Alvarez-Jarreta, Jorge; Amode, M. Ridwan; 

Armean, Irina M. et al. (2022): Ensembl 2022. In: Nucleic acids research 50 (D1), D988-D995. 

DOI: 10.1093/nar/gkab1049. 

Davison, Jon M.; Akitake, Courtney M.; Goll, Mary G.; Rhee, Jerry M.; Gosse, Nathan; Baier, 

Herwig et al. (2007): Transactivation from Gal4-VP16 transgenic insertions for tissue-specific 

cell labeling and ablation in zebrafish. In: Developmental biology 304 (2), S. 811–824. DOI: 

10.1016/j.ydbio.2007.01.033. 

Denk, W.; Strickler, J. H.; Webb, W. W. (1990): Two-photon laser scanning fluorescence 

microscopy. In: Science (New York, N.Y.) 248 (4951), S. 73–76. DOI: 

10.1126/science.2321027. 

Dijkman, Henry; Smeets, Bart; van der Laak, Jeroen; Steenbergen, Eric; Wetzels, Jack (2005): 

The parietal epithelial cell is crucially involved in human idiopathic focal segmental 

glomerulosclerosis. In: Kidney international 68 (4), S. 1562–1572. DOI: 10.1111/j.1523-

1755.2005.00568.x. 

Dressler, G. R.; Woolf, A. S. (1999): Pax2 in development and renal disease. In: The 

International journal of developmental biology 43 (5), S. 463–468. 

Dressler, Gregory R. (2006): The cellular basis of kidney development. In: Annual review of 

cell and developmental biology 22, S. 509–529. DOI: 

10.1146/annurev.cellbio.22.010305.104340. 

Drobizhev, Mikhail; Molina, Rosana S.; Franklin, Jacob (2022): Multiphoton Bleaching of Red 

Fluorescent Proteins and the Ways to Reduce It. In: International journal of molecular 

sciences 23 (2). DOI: 10.3390/ijms23020770. 

Drummond, I. A.; Majumdar, A.; Hentschel, H.; Elger, M.; Solnica-Krezel, L.; Schier, A. F. et al. 

(1998): Early development of the zebrafish pronephros and analysis of mutations affecting 

pronephric function. In: Development (Cambridge, England) 125 (23), S. 4655–4667. DOI: 

10.1242/dev.125.23.4655. 

Drummond, Iain A. (2004): Zebrafish kidney development. In: Methods in cell biology 76, S. 

501–530. DOI: 10.1016/s0091-679x(04)76023-9. 



61 
 

Drummond, Iain A. (2005): Kidney development and disease in the zebrafish. In: Journal of 

the American Society of Nephrology : JASN 16 (2), S. 299–304. DOI: 

10.1681/ASN.2004090754. 

Ebarasi, Lwaki; Oddsson, Asmundur; Hultenby, Kjell; Betsholtz, Christer; Tryggvason, Karl 

(2011): Zebrafish: a model system for the study of vertebrate renal development, function, 

and pathophysiology. In: Current opinion in nephrology and hypertension 20 (4), S. 416–424. 

DOI: 10.1097/MNH.0b013e3283477797. 

Endlich, Nicole; Simon, Ole; Göpferich, Achim; Wegner, Henny; Moeller, Marcus J.; Rumpel, 

Elisabeth et al. (2014): Two-photon microscopy reveals stationary podocytes in living 

zebrafish larvae. In: Journal of the American Society of Nephrology : JASN 25 (4), S. 681–686. 

DOI: 10.1681/ASN.2013020178. 

Eng, Diana G.; Sunseri, Maria W.; Kaverina, Natalya V.; Roeder, Sebastian S.; Pippin, Jeffrey 

W.; Shankland, Stuart J. (2015): Glomerular parietal epithelial cells contribute to adult 

podocyte regeneration in experimental focal segmental glomerulosclerosis. In: Kidney 

international 88 (5), S. 999–1012. DOI: 10.1038/ki.2015.152. 

Floege, Jürgen; Amann, Kerstin (2016): Primary glomerulonephritides. In: Lancet (London, 

England) 387 (10032), S. 2036–2048. DOI: 10.1016/S0140-6736(16)00272-5. 

Goeppert-Mayer, Maria (1931): Über Elementarakte mit zwei Quantensprüngen. Göttingen. 

Math.-naturwiss. Diss., 1930. Leipzig: J. A. Barth. 

Grennan, Dara; Wang, Sheila (2019): Steroid Side Effects. In: JAMA 322 (3), S. 282. DOI: 

10.1001/jama.2019.8506. 

Hamilton, Francis (1822): An account of the fishes found in the river Ganges and its 

branches. Edinburgh. 

Hansen, Kerrin Ursula Ingeborg; Siegerist, Florian; Daniel, Sophie; Schindler, Maximilian; 

Iervolino, Anna; Blumenthal, Antje et al. (2020): Prolonged podocyte depletion in larval 

zebrafish resembles mammalian focal and segmental glomerulosclerosis. In: FASEB journal : 

official publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology. DOI: 

10.1096/fj.202000724R. 



62 
 

Hill, Nathan R.; Fatoba, Samuel T.; Oke, Jason L.; Hirst, Jennifer A.; O'Callaghan, Christopher 

A.; Lasserson, Daniel S.; Hobbs, F. D. Richard (2016): Global Prevalence of Chronic Kidney 

Disease - A Systematic Review and Meta-Analysis. In: PLoS ONE 11 (7), e0158765. DOI: 

10.1371/journal.pone.0158765. 

Hodgin, Jeffrey B.; Borczuk, Alain C.; Nasr, Samih H.; Markowitz, Glen S.; Nair, Viji; Martini, 

Sebastian et al. (2010): A Molecular Profile of Focal Segmental Glomerulosclerosis from 

Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded Tissue. In: The American Journal of Pathology 177 (4), S. 

1674–1686. DOI: 10.2353/ajpath.2010.090746. 

Howe, Kerstin; Clark, Matthew D.; Torroja, Carlos F.; Torrance, James; Berthelot, Camille; 

Muffato, Matthieu et al. (2013): The zebrafish reference genome sequence and its 

relationship to the human genome. In: Nature 496 (7446), S. 498–503. DOI: 

10.1038/nature12111. 

Hsu, Chi-yuan; Iribarren, Carlos; McCulloch, Charles E.; Darbinian, Jeanne; Go, Alan S. 

(2009): Risk factors for end-stage renal disease: 25-year follow-up. In: Archives of internal 

medicine 169 (4), S. 342–350. DOI: 10.1001/archinternmed.2008.605. 

Ito, Naoko; Sakamoto, Kazuo; Hikichi, Chihiro; Matsusaka, Taiji; Nagata, Michio (2020): 

Biphasic MIF and SDF1 expression during podocyte injury promote CD44-mediated 

glomerular parietal cell migration in focal segmental glomerulosclerosis. In: American 

Journal of Physiology-Renal Physiology 318 (3), F741-F753. DOI: 

10.1152/ajprenal.00414.2019. 

Jefferson, J. Ashley; Shankland, Stuart J. (2014): The Pathogenesis of Focal Segmental 

Glomerulosclerosis. In: Advances in chronic kidney disease 21 (5), S. 408–416. DOI: 

10.1053/j.ackd.2014.05.009. 

Kanzaki, Go; Tsuboi, Nobuo; Shimizu, Akira; Yokoo, Takashi (2020): Human nephron number, 

hypertension, and renal pathology. In: Anatomical record (Hoboken, N.J. : 2007) 303 (10), S. 

2537–2543. DOI: 10.1002/ar.24302. 

Karlsson, J.; Hofsten, J. von; Olsson, P. E. (2001): Generating transparent zebrafish: a refined 

method to improve detection of gene expression during embryonic development. In: 

Marine biotechnology (New York, N.Y.) 3 (6), S. 522–527. DOI: 10.1007/s1012601-0053-4. 



63 
 

Kaverina, Natalya V.; Eng, Diana G.; Freedman, Benjamin S.; Kutz, J. Nathan; Chozinski, Tyler 

J.; Vaughan, Joshua C. et al. (2019): Dual lineage tracing shows that glomerular parietal 

epithelial cells can transdifferentiate toward the adult podocyte fate. In: Kidney 

international 96 (3), S. 597–611. DOI: 10.1016/j.kint.2019.03.014. 

Kawachi, H.; Koike, H.; Kurihara, H.; Yaoita, E.; Orikasa, M.; Shia, M. A. et al. (2000): Cloning 

of rat nephrin: expression in developing glomeruli and in proteinuric states. In: Kidney 

international 57 (5), S. 1949–1961. DOI: 10.1046/j.1523-1755.2000.00044.x. 

Kesavan, Gokul; Chekuru, Avinash; Machate, Anja; Brand, Michael (2017): CRISPR/Cas9-

Mediated Zebrafish Knock-in as a Novel Strategy to Study Midbrain-Hindbrain Boundary 

Development. In: Frontiers in Neuroanatomy 11, S. 52. DOI: 10.3389/fnana.2017.00052. 

Kimmel, C. B.; Ballard, W. W.; Kimmel, S. R.; Ullmann, B.; Schilling, T. F. (1995): Stages of 

embryonic development of the zebrafish. In: Developmental dynamics : an official 

publication of the American Association of Anatomists 203 (3), S. 253–310. DOI: 

10.1002/aja.1002030302. 

Kopp, Jeffrey B.; Anders, Hans-Joachim; Susztak, Katalin; Podestà, Manuel A.; Remuzzi, 

Giuseppe; Hildebrandt, Friedhelm; Romagnani, Paola (2020): Podocytopathies. In: Nature 

reviews. Disease primers 6 (1), S. 68. DOI: 10.1038/s41572-020-0196-7. 

Kramer-Zucker, Albrecht G.; Wiessner, Stephanie; Jensen, Abbie M.; Drummond, Iain A. 

(2005): Organization of the pronephric filtration apparatus in zebrafish requires Nephrin, 

Podocin and the FERM domain protein Mosaic eyes. In: Developmental biology 285 (2), S. 

316–329. DOI: 10.1016/j.ydbio.2005.06.038. 

Kriz, W. (1996): Progressive renal failure--inability of podocytes to replicate and the 

consequences for development of glomerulosclerosis. In: Nephrology Dialysis 

Transplantation 11 (9), S. 1738–1742. DOI: 10.1093/oxfordjournals.ndt.a027660. 

Kriz, W.; Gretz, N.; Lemley, K. V. (1998): Progression of glomerular diseases: is the podocyte 

the culprit? In: Kidney international 54 (3), S. 687–697. DOI: 10.1046/j.1523-

1755.1998.00044.x. 



64 
 

Kriz, Wilhelm (2002): Podocyte is the major culprit accounting for the progression of chronic 

renal disease. In: Microscopy research and technique 57 (4), S. 189–195. DOI: 

10.1002/jemt.10072. 

Kriz, Wilhelm; Lemley, Kevin V. (2015): A potential role for mechanical forces in the 

detachment of podocytes and the progression of CKD. In: Journal of the American Society of 

Nephrology : JASN 26 (2), S. 258–269. DOI: 10.1681/ASN.2014030278. 

Kuppe, Christoph; Leuchtle, Katja; Wagner, Anton; Kabgani, Nazanin; Saritas, Turgay; 

Puelles, Victor G. et al. (2019): Novel parietal epithelial cell subpopulations contribute to 

focal segmental glomerulosclerosis and glomerular tip lesions. In: Kidney international 96 

(1), S. 80–93. DOI: 10.1016/j.kint.2019.01.037. 

Lasagni, Laura; Angelotti, Maria Lucia; Ronconi, Elisa; Lombardi, Duccio; Nardi, Sara; Peired, 

Anna et al. (2015): Podocyte Regeneration Driven by Renal Progenitors Determines 

Glomerular Disease Remission and Can Be Pharmacologically Enhanced. In: Stem cell reports 

5 (2), S. 248–263. DOI: 10.1016/j.stemcr.2015.07.003. 

Lv, Jicheng; Ehteshami, Parya; Sarnak, Mark J.; Tighiouart, Hocine; Jun, Min; Ninomiya, 

Toshiharu et al. (2013): Effects of intensive blood pressure lowering on the progression of 

chronic kidney disease: a systematic review and meta-analysis. In: CMAJ : Canadian Medical 

Association journal = journal de l'Association medicale canadienne 185 (11), S. 949–957. 

DOI: 10.1503/cmaj.121468. 

Lv, Ji-Cheng; Zhang, Lu-Xia (2019): Prevalence and Disease Burden of Chronic Kidney 

Disease. In: Advances in experimental medicine and biology 1165, S. 3–15. DOI: 

10.1007/978-981-13-8871-2_1. 

Macconi, Daniela; Sangalli, Fabio; Bonomelli, Maria; Conti, Sara; Condorelli, Lucia; 

Gagliardini, Elena et al. (2009): Podocyte repopulation contributes to regression of 

glomerular injury induced by ACE inhibition. In: The American Journal of Pathology 174 (3), 

S. 797–807. DOI: 10.2353/ajpath.2009.080227. 

Majumdar, A.; Lun, K.; Brand, M.; Drummond, I. A. (2000): Zebrafish no isthmus reveals a 

role for pax2.1 in tubule differentiation and patterning events in the pronephric primordia. 

In: Development (Cambridge, England) 127 (10), S. 2089–2098. DOI: 

10.1242/dev.127.10.2089. 



65 
 

Melica, Maria Elena; Antonelli, Giulia; Semeraro, Roberto; Angelotti, Maria Lucia; Lugli, 

Gianmarco; Landini, Samuela et al. (2022): Differentiation of crescent-forming kidney 

progenitor cells into podocytes attenuates severe glomerulonephritis in mice. In: Science 

translational medicine 14 (657), eabg3277. DOI: 10.1126/scitranslmed.abg3277. 

Miceli, R.; Kroeger, Pt; Wingert, Ra (2014): Molecular Mechanisms of Podocyte 

Development Revealed by Zebrafish Kidney Research. In: Cell & developmental biology 3. 

DOI: 10.4172/2168-9296.1000138. 

Miesen, Laura; Bándi, Péter; Willemsen, Brigith; Mooren, Fieke; Strieder, Thiago; Boldrini, 

Eva et al. (2022): Parietal epithelial cells maintain the epithelial cell continuum forming 

Bowman's space in focal segmental glomerulosclerosis. In: Disease models & mechanisms 15 

(3). DOI: 10.1242/dmm.046342. 

Nagata, M.; Yamaguchi, Y.; Ito, K. (1993): Loss of mitotic activity and the expression of 

vimentin in glomerular epithelial cells of developing human kidneys. In: Anatomy and 

embryology 187 (3), S. 275–279. DOI: 10.1007/BF00195765. 

Nagata, Michio (2016): Podocyte injury and its consequences. In: Kidney international 89 (6), 

S. 1221–1230. DOI: 10.1016/j.kint.2016.01.012. 

Nakagawa, Shunsaku; Nishihara, Kumiko; Miyata, Hitomi; Shinke, Haruka; Tomita, Eri; 

Kajiwara, Moto et al. (2015): Molecular Markers of Tubulointerstitial Fibrosis and Tubular 

Cell Damage in Patients with Chronic Kidney Disease. In: PLoS ONE 10 (8). DOI: 

10.1371/journal.pone.0136994. 

Naylor, Richard W.; Przepiorski, Aneta; Ren, Qun; Yu, Jing; Davidson, Alan J. (2013): HNF1β is 

essential for nephron segmentation during nephrogenesis. In: Journal of the American 

Society of Nephrology : JASN 24 (1), S. 77–87. DOI: 10.1681/ASN.2012070756. 

Naylor, Richard W.; Qubisi, Sarah S.; Davidson, Alan J. (2017): Zebrafish Pronephros 

Development. In: Results and problems in cell differentiation 60, S. 27–53. DOI: 

10.1007/978-3-319-51436-9_2. 

Nephroseq Research Edition (2023): Nephroseq Research Edition, Ann Arbor, MI: Universitiy 

of Michigan. Online verfügbar unter https://www.nephroseq.org/resource/main.html, 

zuletzt aktualisiert am 24.02.2023, zuletzt geprüft am 24.02.2023. 



66 
 

O'Brien, Lori L.; Grimaldi, Michael; Kostun, Zachary; Wingert, Rebecca A.; Selleck, Rori; 

Davidson, Alan J. (2011): Wt1a, Foxc1a, and the Notch mediator Rbpj physically interact and 

regulate the formation of podocytes in zebrafish. In: Developmental biology 358 (2), S. 318–

330. DOI: 10.1016/j.ydbio.2011.08.005. 

Ohtaka, Akihiko; Ootaka, Tetsuya; Sato, Hiroshi; Soma, Jun; Sato, Toshinobu; Saito, Takao; 

Ito, Sadayoshi (2002): Significance of early phenotypic change of glomerular podocytes 

detected by Pax2 in primary focal segmental glomerulosclerosis. In: American journal of 

kidney diseases : the official journal of the National Kidney Foundation 39 (3), S. 475–485. 

DOI: 10.1053/ajkd.2002.31391. 

Patterson, Larissa B.; Parichy, David M. (2019): Zebrafish Pigment Pattern Formation: 

Insights into the Development and Evolution of Adult Form. In: Annual review of genetics 53, 

S. 505–530. DOI: 10.1146/annurev-genet-112618-043741. 

Pavenstädt, Hermann; Kriz, Wilhelm; Kretzler, Matthias (2003): Cell biology of the 

glomerular podocyte. In: Physiological reviews 83 (1), S. 253–307. DOI: 

10.1152/physrev.00020.2002. 

Peired, Anna Julie; Melica, Maria Elena; Molli, Alice; Nardi, Cosimo; Romagnani, Paola; 

Lasagni, Laura (2021): Molecular Mechanisms of Renal Progenitor Regulation: How Many 

Pieces in the Puzzle? In: Cells 10 (1). DOI: 10.3390/cells10010059. 

Pickart, Michael A.; Klee, Eric W. (2014): Zebrafish approaches enhance the translational 

research tackle box. In: Translational research : the journal of laboratory and clinical 

medicine 163 (2), S. 65–78. DOI: 10.1016/j.trsl.2013.10.007. 

Picker, Alexander; Scholpp, Steffen; Böhli, Heike; Takeda, Hiroyuki; Brand, Michael (2002): A 

novel positive transcriptional feedback loop in midbrain-hindbrain boundary development is 

revealed through analysis of the zebrafish pax2.1 promoter in transgenic lines. In: 

Development (Cambridge, England) 129 (13), S. 3227–3239. 

Pippin, Jeffrey W.; Glenn, Sean T.; Krofft, Ronald D.; Rusiniak, Michael E.; Alpers, Charles E.; 

Hudkins, Kelly et al. (2014): Cells of renin lineage take on a podocyte phenotype in aging 

nephropathy. In: American journal of physiology. Renal physiology 306 (10), F1198-209. DOI: 

10.1152/ajprenal.00699.2013. 



67 
 

Pippin, Jeffrey W.; Sparks, Matthew A.; Glenn, Sean T.; Buitrago, Sandra; Coffman, Thomas 

M.; Duffield, Jeremy S. et al. (2013): Cells of renin lineage are progenitors of podocytes and 

parietal epithelial cells in experimental glomerular disease. In: The American Journal of 

Pathology 183 (2), S. 542–557. DOI: 10.1016/j.ajpath.2013.04.024. 

Politano, Seth Anthony; Colbert, Gates B.; Hamiduzzaman, Nida (2020): Nephrotic 

Syndrome. In: Primary care 47 (4), S. 597–613. DOI: 10.1016/j.pop.2020.08.002. 

Poureetezadi, Shahram Jevin; Wingert, Rebecca A. (2016): Little fish, big catch: zebrafish as a 

model for kidney disease. In: Kidney international 89 (6), S. 1204–1210. DOI: 

10.1016/j.kint.2016.01.031. 

Pritchard-Jones, K.; Fleming, S.; Davidson, D.; Bickmore, W.; Porteous, D.; Gosden, C. et al. 

(1990): The candidate Wilms' tumour gene is involved in genitourinary development. In: 

Nature 346 (6280), S. 194–197. DOI: 10.1038/346194a0. 

Puelles, Victor G.; van der Wolde, James W.; Wanner, Nicola; Scheppach, Markus W.; Cullen-

McEwen, Luise A.; Bork, Tillmann et al. (2019): mTOR-mediated podocyte hypertrophy 

regulates glomerular integrity in mice and humans. In: JCI insight 4 (18). DOI: 

10.1172/jci.insight.99271. 

Ravaglia, Fiammetta; Melica, Maria Elena; Angelotti, Maria Lucia; Chiara, Letizia de; 

Romagnani, Paola; Lasagni, Laura (2022): The Pathology Lesion Patterns of Podocytopathies: 

How and why? In: Frontiers in cell and developmental biology 10, S. 838272. DOI: 

10.3389/fcell.2022.838272. 

Romoli, Simone; Angelotti, Maria Lucia; Antonelli, Giulia; Kumar VR, Santhosh; Mulay, 

Shrikant R.; Desai, Jyaysi et al. (2018): CXCL12 blockade preferentially regenerates lost 

podocytes in cortical nephrons by targeting an intrinsic podocyte-progenitor feedback 

mechanism. In: Kidney international. DOI: 10.1016/j.kint.2018.08.013. 

Rosenberg, Avi Z.; Kopp, Jeffrey B. (2017): Focal Segmental Glomerulosclerosis. In: Clinical 

Journal of the American Society of Nephrology : CJASN 12 (3), S. 502–517. DOI: 

10.2215/CJN.05960616. 

Rubart, Michael (2004): Two-photon microscopy of cells and tissue. In: Circulation research 

95 (12), S. 1154–1166. DOI: 10.1161/01.RES.0000150593.30324.42. 



68 
 

Ryan, G.; Steele-Perkins, V.; Morris, J. F.; Rauscher, F. J.; Dressler, G. R. (1995): Repression of 

Pax-2 by WT1 during normal kidney development. In: Development (Cambridge, England) 

121 (3), S. 867–875. DOI: 10.1242/dev.121.3.867. 

Sanderson, Jeremy (2023): Multi-Photon Microscopy. In: Current protocols 3 (1), e634. DOI: 

10.1002/cpz1.634. 

Schindelin, Johannes; Arganda-Carreras, Ignacio; Frise, Erwin; Kaynig, Verena; Longair, Mark; 

Pietzsch, Tobias et al. (2012): Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. In: 

Nature methods 9 (7), S. 676–682. DOI: 10.1038/nmeth.2019. 

Schindler, Maximilian; Siegerist, Florian; Lange, Tim; Simm, Stefan; Bach, Sophia-Marie; 

Klawitter, Marianne et al. (2023): A Novel High-Content Screening Assay Identified 

Belinostat as Protective in a Focal Segmental Glomerulosclerosis-like Zebrafish Model. In: 

Journal of the American Society of Nephrology : JASN. DOI: 

10.1681/ASN.0000000000000235. 

Sehgal, Ashwini R.; Slutzman, Jonathan E.; Huml, Anne M. (2022): Sources of Variation in the 

Carbon Footprint of Hemodialysis Treatment. In: Journal of the American Society of 

Nephrology : JASN 33 (9), S. 1790–1795. DOI: 10.1681/ASN.2022010086. 

Shabaka, Amir; Tato Ribera, Ana; Fernández-Juárez, Gema (2020): Focal Segmental 

Glomerulosclerosis: State-of-the-Art and Clinical Perspective. In: Nephron 144 (9), S. 413–

427. DOI: 10.1159/000508099. 

Shankland, Stuart J.; Pippin, Jeffrey W.; Duffield, Jeremy S. (2014): Progenitor cells and 

podocyte regeneration. In: Seminars in nephrology 34 (4), S. 418–428. DOI: 

10.1016/j.semnephrol.2014.06.008. 

Shono, Akemi; Tsukaguchi, Hiroyasu; Yaoita, Eishin; Nameta, Masaaki; Kurihara, Hidetake; 

Qin, Xiao-Song et al. (2007): Podocin participates in the assembly of tight junctions between 

foot processes in nephrotic podocytes. In: Journal of the American Society of Nephrology : 

JASN 18 (9), S. 2525–2533. DOI: 10.1681/ASN.2006101084. 

Siegerist, F.; Zhou, W.; Endlich, K.; Endlich, N. (2017a): 4D in vivo imaging of glomerular 

barrier function in a zebrafish podocyte injury model. In: Acta physiologica (Oxford, England) 

220 (1), S. 167–173. DOI: 10.1111/apha.12754. 



69 
 

Siegerist, Florian; Blumenthal, Antje; Zhou, Weibin; Endlich, Karlhans; Endlich, Nicole 

(2017b): Acute podocyte injury is not a stimulus for podocytes to migrate along the 

glomerular basement membrane in zebrafish larvae. In: Scientific reports 7, S. 43655. DOI: 

10.1038/srep43655. 

Siegerist, Florian; Endlich, Karlhans; Endlich, Nicole (2018): Novel Microscopic Techniques 

for Podocyte Research. In: Frontiers in endocrinology 9, S. 379. DOI: 

10.3389/fendo.2018.00379. 

Simon, Ole (2016): In vivo Beobachtung von Podozyten in der Zebrafischlarve mit der 2-

Photonenmikroskopie. Online verfügbar unter https://epub.ub.uni-

greifswald.de/frontdoor/deliver/index/docId/1971/file/Diss_Ole_17.07.2016_final_print_bi

b.pdf. 

Singh, Ajeet Pratap; Nüsslein-Volhard, Christiane (2015): Zebrafish stripes as a model for 

vertebrate colour pattern formation. In: Current biology : CB 25 (2), R81-R92. DOI: 

10.1016/j.cub.2014.11.013. 

Smeets, Bart; Kuppe, Christoph; Sicking, Eva-Maria; Fuss, Astrid; Jirak, Peggy; van Kuppevelt, 

Toin H. et al. (2011): Parietal epithelial cells participate in the formation of sclerotic lesions 

in focal segmental glomerulosclerosis. In: Journal of the American Society of Nephrology : 

JASN 22 (7), S. 1262–1274. DOI: 10.1681/ASN.2010090970. 

Smeets, Bart; Uhlig, Sandra; Fuss, Astrid; Mooren, Fieke; Wetzels, Jack F. M.; Floege, Jürgen; 

Moeller, Marcus J. (2009): Tracing the origin of glomerular extracapillary lesions from 

parietal epithelial cells. In: Journal of the American Society of Nephrology : JASN 20 (12), S. 

2604–2615. DOI: 10.1681/ASN.2009010122. 

Streisinger, G.; Walker, C.; Dower, N.; Knauber, D.; Singer, F. (1981): Production of clones of 

homozygous diploid zebra fish (Brachydanio rerio). In: Nature 291 (5813), S. 293–296. DOI: 

10.1038/291293a0. 

The Human Protein Atlas (2023): Tissue expression of PAX2 - Staining in kidney - The Human 

Protein Atlas. Online verfügbar unter https://www.proteinatlas.org/ENSG00000075891-

PAX2/tissue/kidney#img, zuletzt aktualisiert am 24.02.2023, zuletzt geprüft am 24.02.2023. 



70 
 

Thomas, Merlin C.; Brownlee, Michael; Susztak, Katalin; Sharma, Kumar; Jandeleit-Dahm, 

Karin A. M.; Zoungas, Sophia et al. (2015): Diabetic kidney disease. In: Nature reviews. 

Disease primers 1, S. 1–19. DOI: 10.1038/nrdp.2015.18. 

Uhlén, Mathias; Fagerberg, Linn; Hallström, Björn M.; Lindskog, Cecilia; Oksvold, Per; 

Mardinoglu, Adil et al. (2015): Proteomics. Tissue-based map of the human proteome. In: 

Science (New York, N.Y.) 347 (6220), S. 1260419. DOI: 10.1126/science.1260419. 

Wagner, Kay-Dietrich; Wagner, Nicole; Guo, Jian-Kan; Elger, Marlies; Dallman, Margaret J.; 

Bugeon, Laurence; Schedl, Andreas (2006): An inducible mouse model for PAX2-dependent 

glomerular disease: insights into a complex pathogenesis. In: Current biology : CB 16 (8), S. 

793–800. DOI: 10.1016/j.cub.2006.02.072. 

Wallace, M. A. (1998): Anatomy and physiology of the kidney. In: AORN journal 68 (5), 800, 

803-16, 819-20. DOI: 10.1016/s0001-2092(06)62377-6. 

Wang, Chia-Shi; Greenbaum, Larry A. (2019): Nephrotic Syndrome. In: Pediatric clinics of 

North America 66 (1), S. 73–85. DOI: 10.1016/j.pcl.2018.08.006. 

Webster, Angela C.; Nagler, Evi V.; Morton, Rachael L.; Masson, Philip (2017): Chronic Kidney 

Disease. In: Lancet (London, England) 389 (10075), S. 1238–1252. DOI: 10.1016/S0140-

6736(16)32064-5. 

Westerfield, Monte (2000): The zebrafish book. A guide for the laboratory use of zebrafish 

(Danio rerio). Eugene, OR: Univ. of Oregon Press. Online verfügbar unter 

http://zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.html. 

White, Richard Mark; Sessa, Anna; Burke, Christopher; Bowman, Teresa; LeBlanc, Jocelyn; 

Ceol, Craig et al. (2008): Transparent adult zebrafish as a tool for in vivo transplantation 

analysis. In: Cell stem cell 2 (2), S. 183–189. DOI: 10.1016/j.stem.2007.11.002. 

Yamamoto, Ryohei; Imai, Enyu; Maruyama, Shoichi; Yokoyama, Hitoshi; Sugiyama, Hitoshi; 

Takeda, Asami et al. (2022): Time to remission of proteinuria and incidence of relapse in 

patients with steroid-sensitive minimal change disease and focal segmental 

glomerulosclerosis: the Japan Nephrotic Syndrome Cohort Study. In: Journal of nephrology 

35 (4), S. 1135–1144. DOI: 10.1007/s40620-022-01279-z. 



71 
 

Yau, Kevin; Dharia, Atit; Alrowiyti, Ibrahim; Cherney, David Z. I. (2022): Prescribing SGLT2 

Inhibitors in Patients With CKD: Expanding Indications and Practical Considerations. In: 

Kidney International Reports 7 (7), S. 1463–1476. DOI: 10.1016/j.ekir.2022.04.094. 

Zecher, Daniel; Tieken, Ineke; Wadewitz, Josephine; Zeman, Florian; Rahmel, Axel; Banas, 

Bernhard (2023): Regional Differences in Waiting Times Before Kidney Transplantation in 

Germany. In: Deutsches Arzteblatt international (Forthcoming). DOI: 

10.3238/arztebl.m2023.0098. 

Zhang, Jiong; Pippin, Jeffrey W.; Krofft, Ronald D.; Naito, Shokichi; Liu, Zhi-Hong; Shankland, 

Stuart J. (2013): Podocyte repopulation by renal progenitor cells following glucocorticoids 

treatment in experimental FSGS. In: American journal of physiology. Renal physiology 304 

(11), F1375-89. DOI: 10.1152/ajprenal.00020.2013. 

Zhang, Yang; Wang, Yang; Cao, Wei-Wei; Ma, Ke-Tao; Ji, Wei; Han, Zi-Wei et al. (2018): 

Spectral Characteristics of Autofluorescence in Renal Tissue and Methods for Reducing 

Fluorescence Background in Confocal Laser Scanning Microscopy. In: J Fluoresc 28 (2), S. 

561–572. DOI: 10.1007/s10895-018-2217-4. 

Zhou, Weibin; Hildebrandt, Friedhelm (2012): Inducible podocyte injury and proteinuria in 

transgenic zebrafish. In: Journal of the American Society of Nephrology : JASN 23 (6), S. 

1039–1047. DOI: 10.1681/ASN.2011080776. 

Zon, Leonard I. (1999): Zebrafish: A New Model for Human Disease: Figure 1. In: Genome 

Res. 9 (2), S. 99–100. DOI: 10.1101/gr.9.2.99. 

 



72 
 

7 Anhang 

7.1 Ergänzende Abbildungen 

 

Zusatzabbildung 1: Phänotypische Einteilung der Ödemgrade 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 Ödem. B Mildes Ödem. C Moderates Ödem. D Ausgeprägtes Ödem. 

 

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 anschließend zum Zeitpunkt 
0 Stunden auf 1 normiert. Die Auswertung wurde an n = 14 Kontrolllarven und n = 21 MTZ-behandelten Larven 
in zwei unabhängigen Versuchen durchgeführt. ns p ≥ 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 
0,0001. 
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Zusatzabbildung 3: Aminosäuresequenzen der Proteine pax2a und PAX2. Dargestellt ist der Vergleich 
zwischen den Aminosäuresequenzen von Zebrafisch und Mensch. Das Protein pax2a des Zebrafisches besteht 
aus 391 Aminosäuren. PAX2 des Menschen weist 394 Aminosäuren auf. In der untersten Reihe ist die 
Übereinstimmung der Sequenzen abgebildet. Diese beträgt 89 %. Die Sequenzen basieren auf den Daten des 
Genombrowsers Ensembl (Veröffentlichung 109) (Cunningham et al. 2022). Die Darstellung erfolgte mithilfe 
des Programms MultAlin (Corpet 1988). 
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7.2 Materialliste 

96-Well-Platte Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

  Aquarien Aqua Schwarz, Göttingen, Deutschland 

  Artemialarven Eigenzucht AG Endlich 

  Autoklav Systec, Linden, Deutschland 

  c-LSM TCS SP5 Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland 

  Citavi 6.14 Swiss Academic Software, Wädenswil, Schweiz 

  Deckgläser #1,5 High Precision VWR, Radnor, PA, USA 

  Epifluoreszenzmikroskop  Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland 

DMI 6000B 

 

  Glaskapillaren Femtotips Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

  GraphPad Prism V6.01 GraphPad Software, San Diego, CA, USA 

  Heizplatte IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland 

  ImageJ 1.53i Wayne Rasband, National Institutes of Health,  

 

Bethesda, MD, USA 

  Inkubator B15 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

  Katzenschnurrbarthaar Eigenproduktion Labor AG Endlich 

  Kescher EBI Europet Bernina,  Iserlohn, Deutschland 

  Kryostat CM 1950 Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland 

  LAS AF 2.7.2.9586 Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Deutschland 
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  LSM 7 MP  Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 

  Messinstrumente Aquarien Aqua Medic, Bissendorf, Deutschland 

  Microsoft Excel 2010 Microsoft Corperation, Redmond, WA, USA 

  Microsoft Word 2010 Microsoft Corperation, Redmond, WA, USA 

  Mikroinjektor Transjector 5246 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

  Mikrotomklingen FEATHER Safety Razor, Osaka, Japan 

  Mikrowelle Privileg, Stuttgart, Deutschland 

  Objektträger SuperFrost Plus  R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland 

  Osmoseanlage ROWA Aquaristik, Osnabrück, Deutschland 

  Petrischale groß Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

  Petrischale mittel Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

  Pipetten Research Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

  Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

  Pumpentechnik OASE, Hörstel, Deutschland 

  Reaktionsgefäß 0,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

  Reaktionsgefäß 1,5 ml/2 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

  Schraubröhrchen 15 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

  Schraubröhrchen 50 ml BD, Heidelberg, Deutschland 
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Schüttelgerät KS-10 Edmund Bühler, Bodelshausen, Deutschland 

  Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

  Sieb  Aqua Schwarz, Göttingen, Deutschland 

  Skalpell FEATHER Safety Razor, Osaka, Japan 

  Stereomikroskop SV11 Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 

  Ti:Sapphire Femtosekunden Laser Coherent, Santa Clara, CA, USA 

  Transferpipetten 1 ml/3,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

  Verpaarungsbecken Aqua Schwarz, Göttingen, Deutschland 

  Vortexer IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland 

  Waage Sartorius, Göttingen, Deutschland 

  Wasseraufbereitungsanlage Aqua Schwarz, Göttingen, Deutschland 

  Wasserbad FBH 606 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

  Zebrafischgranulat 0,5-1,0 mm Nutramare, Rostock, Deutschland 

  ZEN 3.3.89.0000 Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 

  Zentrifuge Micro Star 17R VWR, Radnor, PA, USA 

 

7.3 Chemikalien 

2000 kDa TRITC-gekoppeltes  Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham,  

Dextran MA, USA 

  70 kDa TRITC-gekoppeltes  Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
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Dextran MA, USA 

  Agarose LE Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

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

  CaCl2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

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

  FBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

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

  Glycerol Merck, Darmstadt, Deutschland 

  HOECHST 33342 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

  Immersionsöl 518 F,  Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 

n=1,518 bei 23 °C 

 

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

  MgSO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

  Mowiol Merck Millipore, Billerica, MA, USA 

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

  NaCl Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

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

  NGS Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, UK 

  PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
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  PFA SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland 

  Polyklonaler Alexa Fluor- 111-545-144, Jackson ImmunoResearch Europe,  

488-konjugierter Ziege-Anti- Cambridgeshire, UK 

Kaninchen IgG (H+L) -20 °C 

 

  Polyklonaler Alexa Fluor- A31573, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,  

647-konjugierter Esel-Anti- Waltham, MA, USA 

Kaninchen IgG (H+L) 4 °C 

 

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

Laminin-Antikörper -20 °C 

 

  Polyklonaler Kaninchen- Sonderanfertigung (Endlich, Simon et al. 2014),  

Nephrin-Antikörper -20 °C Innovagen, Lund, Schweden 

  Polyklonaler Kaninchen- ab229318, abcam, Cambridge, UK 

Pax2-Antikörper -20 °C 

 

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

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

  TissueTek Sakura Finetek Germany, Staufen im Breisgau, 

 

Deutschland 

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

  TRIS Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

  Triton Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
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7.4 Lösungen 

0,0045 % PTU 0,0225 g PTU auf 500 ml 1 x E3 Medium 

  0,1 % DMSO 100 µl 100 % DMSO in 100 ml 1 x E3 Medium 

  0,3 % Triton 0,3 ml Triton auf 100 ml 1 x PBS  

  0,6 % Agarose 0,12 g auf 20 ml 0,0045 % PTU in 1 x E3 Medium 

  1 x E3 Medium 8,5 ml 60 x Stocklösung auf 500 ml  

 

autoklaviertes Wasser 

 

60 x Stocklösung: 

 

17,2 g NaCl 

 

0,76 g KCl 

 

2,9 g CaCl2 

 

4,9 g MgSO4 

 

pH-Wert auf 7,5 einstellen 

 

Auffüllen mit A. dest. auf 1 l  

 

Autoklavieren 

  1,2 % Agarose 1,2 g in 100 ml 1 x E3 Medium 

  100 % NGS 600 mg Pulver + 10 ml A. dest.  

 

Vortexen 

 

5 Minuten zentrifugieren (2000 rcf) 

  2 % PFA 10 g PFA in 250 ml A. dest. lösen 

 

15 Minuten im Wasserbad bei 60-65 °C rühren 

 

Zugabe von 2-3 Tropfen NaOH (10 mM) 

 

Abkühlen 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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Lagerung bei -20 °C 

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

  80 µM MTZ 600 µl 10 mM Stocklösung in 75 ml 0,1 % DMSO 

 

10 mM Stocklösung: 0,086 g MTZ in 50 ml 0,1 % DMSO 

  Blockierungslösung 2 ml FBS 

 

2 g Albumin aus Rinderserum Fraktion V 

 

0,2 g Fischgelatine 

 

2 ml 100 % NGS 

 

Auffüllen mit 1 x PBS auf 200 ml  

 

Lagerung bei -20 °C 

  Mowiol 40 ml PBS 

 

10 g Mowiol 

 

Mixen über Nacht 

 

20 ml Glycerol, 8-10 Stunden rühren lassen 

 

15 Minuten zentrifugieren (15000 rcf) 

 

Lagerung bei -20 °C 

  Tricainlösung 400 mg Tricain in 97,9 ml 1 x E3 lösen 

 

0,26 g TRIS in 2,1 ml 1 x E3 lösen 

 

Mischen von Tricain- und TRIS-Lösung  

 

pH-Wert auf ca. 7 einstellen 

 

Lagerung bei -20 °C 

 

7.5 Zebrafischstämme 

Tg(nphs2:GAL4);  Podozyten: mCherry Siegerist, Blumenthal et al. 2017 

Tg(UAS:Eco.nfsb-mCherry);  transparent 

 mitfaw2/w2; roya9/a9 
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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 

 mitfaw2/w2; roya9/a9; transparent 

 Tg(pax2a:GFP) 
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