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I. EINLEITUNG 

 Das Nephrotische Syndrom (NS) ist ein glomerulären Erkrankungen der Niere 

zugrunde liegender Symptomenkomplex, dessen treibende Kraft das Kardinalsymptom der 

Proteinurie ist. Definiert als erhöhter Verlust von Eiweißen über den Urin, stellt die Proteinurie 

das Resultat gesteigerter Permeabilität durch Schädigung des Nierenkörperchens 

(Glomerulus) dar (Radhakrishnan und Cattran, 2012). Negative, die Ätiologie umfassende 

Einflüsse auf die Feinstrukturen des Nierenfilters sind komplex und teilweise nicht vollständig 

geklärt. Resultierende Erkrankungen des Glomerulus sind eine der Hauptursachen für die 

Entstehung chronischer Nierenerkrankungen (Hsu und Powe, 2017). Die Intaktheit des 

Nierenfilters wird durch die Integrität des Podozyten und der Schlitzmembran sowie das 

dazwischenliegende engmaschige Signalnetzwerk bestimmt. Eine physiologische 

Funktionsweise vorausgesetzt, sorgen molekulare Bestandteile für Urin, der nur in geringen 

Mengen Proteine enthält und somit für das Verhindern der Ausbildung proteinurischer 

Nierenerkrankungen. Über die statische Filtrationsarbeit hinaus, kommt der Schlitzmembran 

eine fundamentale dynamische Schlüsselrolle zu, die Signaltransduktionswege zur 

Kommunikation mit dem Podozyten beinhaltet (Huber und Benzing, 2005; Grahammer et al., 

2013). Einwandfrei funktionierende Zellprozesse innerhalb des Podozyten, der als post-

mitotischer Zelltyp in Bezug auf seine Regenerationsfähigkeit deutlich eingeschränkt ist 

(Nagata et al., 1998), gewährleisten wiederum die Intaktheit der Schlitzmembran. Kommt es 

jedoch zu molekularen Unstimmigkeiten und Veränderungen, sind Pathologien in Form von 

Instabilität und Loslösung bis hin zum Verlust dieser Komponenten des Nierenfilters die 

Konsequenz (Kestilä et al., 1998; Huber et al., 2001; Huber et al., 2003).  
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II. LITERATUR  

1. Nephrotisches Syndrom  

1.1. Aufbau des Harntrakts und des glomerulären Nierenfilters  beim 

Menschen  

Der Harntrakt des Menschen besteht aus den beidseits retroperitoneal gelegenen 

Nieren sowie den paarigen Harnleitern, der Harnblase und der Harnröhre als harnableitende 

Wege. Die links und rechts der Wirbelsäule, dicht unter dem Zwerchfell gelegenen, 

bohnenförmigen Nieren sind durch eine bindegewebige Kapsel sowie einen 

Fettgewebsmantel geschützt und übernehmen überlebenswichtige Prozesse im Organismus 

aller Säugetiere (Schünke et al., 1956). Die Eliminierung von Endprodukten des Stoffwechsels 

im Rahmen der Harnproduktion ist gleichermaßen Aufgabe der Niere wie die Funktion als 

Entgiftungsorgan zur Ausscheidung von Toxinen. Darüber hinaus ist sie zentraler Regulator 

der gesamten Homöostase des Körpers. Die Aufrechterhaltung des Elektrolythaushaltes, der 

Osmoregulation und des Säure-Basen-Gleichgewichtes sowie die Volumenregulation zur 

langfristigen Blutdruckregulierung werden von der Niere übernommen. Von gleicher 

Bedeutung ist die endokrinologische Funktion sowie die Produktion von Calcitriol (Lote, 2000). 

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron. Ein einzelnes Nephron setzt 

sich zusammen aus dem Nierenkörperchen (Glomerulus und Bowman-Kapsel) und den sich 

anschließenden Nierenkanälchen (Tubuli) (Cohen et al., 2002). Das Malpighi-Körperchen 

übernimmt die Aufgabe der Ultrafiltration, das Tubulussystem ist verantwortlich für Absorption 

und Sekretion des filtrierten Primärharns (Lote, 2000). Jeder einzelne Tubulus besteht aus 

Proximal-, Intermediär- und Distaltubulus, wobei die geraden Tubulusabschnitte und der 

Intermediärtubulus die sogenannte Henle-Schleife bilden. Das Nierentubulussystem endet mit 

der Mündung der Sammelrohre in das Nierenbecken (Cohen et al., 2002).  

In Form von täglich 1200 Litern, durchströmt 25% des Herzausstoßes die überaus gut 

durchbluteten renalen Komponenten. Schätzungsweise 20% des Plasmavolumens werden 

filtriert und charakterisieren sich als Primärurin durch die Abwesenheit von Zellen und einer 

geringen Konzentration an Proteinen (Pavenstädt et al., 2003). Diese enorme Effizienz der 

Filtrationsleistung beruht auf der Funktionsfähigkeit der Glomeruli, die die tadellose Retention 

überlebenswichtiger Serumproteine bestimmt. Der glomeruläre Nierenfilter besteht aus drei 

wesentlichen anatomischen Bestandteilen, die das Blutplasma auf seinem Weg der Filtration 

passieren muss: Das vaskuläre Endothel der Nierenkapillaren, die glomeruläre Basalmembran 
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und die podozytäre Schlitzmembran (Tryggvason, 2005). Die Retention des physiologischen 

Zellübertrittes durch die Blut-Harn-Schranke basiert auf Ladung, Form und Größe (Gagliardini 

et al., 2010). 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Nierenfilters des Menschen. Die Darstellung 
beginnt mit einer Übersicht über die Niere und den Glomerulus. Die zuführende Arteriole tritt in den 
Glomerulus ein, verzweigt sich zum Kapillarknäuel und verlässt das Nierenkörperchen als efferente 
Arteriole. (B) Der schematische Feinbau zeigt die Bestandteile des glomerulären Nierenfilters. Das 
Blut passiert auf seinem Filtrationsweg das fenestrierte Kapillarendothel, die glomeruläre 
Basalmembran und die Schlitzmembran. (C) Veranschaulicht werden zwei benachbarte Podozyten-
Fußfortsätze, zwischen die sich die interagierenden, ineinandergreifenden Schlitzmembranmoleküle 
Nephrin und Neph1 spannen.   
 
Modifiziert nach: Wanner et al. (2011). Functional and Spatial Analysis of C. elegans SYG-1 and 
SYG-2, Orthologs of the Neph/Nephrin Cell Adhesion Module Directing Selective Synaptogenesis. 
Figure 1. PLoS ONE; 6(8): e23598. Copyright © 2011. Wanner, Noutsou, Baumeister, Walz und 
Huber. Creative Commons Attribution License (CC BY). 

Das renale Kapillarendothel erhält seinen Zufluss von der in den Glomerulus 

eintretenden Arteriola afferens. Sich dort zu einem Kapillarknäuel verzweigend, verlässt das 

Gefäß das Nierenkörperchen als Arteriola efferens. Mesangiumzellen stützen als interstitielles 

Gewebe der Niere die glomerulären Kapillaren (Lote, 2000). Als erste Filtrationsschicht sorgt 

das fenestrierte Endothel mit seinen 60-70 nm breiten Öffnungen für ein definiertes 

Zurückhalten der Blutbestandteile. Der selektive Effekt des Kapillarendothels beruht jedoch 

überwiegend auf der negativen Ladung, die durch das Überspannen einer Glykokalyx 

zustande kommt (Jeansson, 2006). Das Filtrat erreicht im weiteren Verlauf die glomeruläre 

Basalmembran, die sich aus der Basalmembran der Endothelzellen und jener der Podozyten 

zusammensetzt. Die ladungsselektive Retention dieser Schicht beruht auf Proteoglykanen, die 

sich in den Kollagenfasern des Typs IV als Hauptbestandteil befinden. Die Basalmembran mit 

ihrer negativen Ladung wird als Fokus der ladungsselektiven Filtration angesehen (Rohrbach, 
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1993). Der Podozyt breitet sich in Form seiner verflochtenen podozytären Fußfortsätze in 

regelmäßigen Abständen über die glomerulären Kapillarknäuel aus und bildet ein Netzwerk 

um diese (Pavenstädt et al., 2003). Podozyten sind hochspezialisierte, atypische Epithelzellen 

der Niere, die sich auf der Harnseite des Glomerulus befinden und drei grundlegende 

strukturelle Regionen aufweisen: Den Zellkörper, die Zellfortsätze und die Fußfortsätze 

(Quaggin und Kreidberg, 2008). Die Schlitze, die sich zwischen die Fußfortsätze spannen, 

stellen die letzte, als zentral angesehene Barriere des glomerulären Filters dar. Mit einer 

Schlitzgröße von lediglich 30-40 nm erzielt die Schlitzmembran die stärkste größenbedingte 

Wirkung des Nierenfilters. Nach Passage ist das Lumen der Bowman-Kapsel, deren viszerales 

Blatt von den Podozyten, das parietale Blatt von einschichtigem Plattenepithel gebildet wird, 

für das Auffangen des Primärharns verantwortlich (Lote, 2000), bevor die Weiterleitung vom 

Kapselraum ins Tubulussystem erfolgt. 

1.2. Definition des Nephrotischen Syndroms  

Der als NS bezeichnete Symptomenkomplex ist das Markenzeichen glomerulärer 

Erkrankungen der Niere und setzt sich zusammen aus der klinischen Präsenz der Proteinurie, 

gefolgt von den Kardinalsymptomen Hypoalbuminämie, Ödemen, Hyperlipidämie und 

Lipidurie (Radhakrishnan und Cattran, 2012). Per definitionem stellt die Proteinurie mit einem 

Wert über 3,0 g/d die erhöhte Ausscheidung von Proteinen im Urin dar und ist Resultat 

gesteigerter Permeabilität durch Schädigung des Nierenkörperchens. Im gesunden 

Organismus enthält der Urin geringfügige Mengen an Protein und ist mit einem Wert bis zu 1,5 

g/d als physiologisch einzustufen (Radhakrishnan und Cattran, 2012). Als treibende Kraft des 

Symptomenkomplexes resultiert die Proteinurie erst mit der Überschreitung des 

Schwellenwertes in der Entstehung hypoalbuminämischer, ödematischer, hyperlipidämischer 

und lipidurischer Zustände. Als Folge des massiven Proteinverlustes über den defekten 

Nierenfilter kommt es zu einer verminderten Konzentration des Gesamteiweißes im 

Blutplasma (Hypoproteinämie). Mit 60% des gelösten Proteins stellt das überlebenswichtige 

Albumin den größten Bestandteil und folglich den höchsten Anteil des Verlustes dar 

(Hypoalbuminämie). Der Abfall des kolloidosmotischen Drucks resultiert im Übertritt von 

Wasser aus dem Gefäßsystem ins Interstitium. Hyperlipidämie und Lipidurie sind Folgen der 

Kompensationsreaktion der Leber, die sich in einer erhöhten Produktion von Lipoproteinen 

und in einem Anstieg an Blutfetten niederschlägt.  
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1.3. Ätiologie und Inzidenz  

 Das NS ist eine Pathologien des Nierenkörperchens und dessen Filterapparates 

zugrunde liegende Konstellation aus verschiedenen klinischen Symptomen. Glomeruläre 

Erkrankungen stellen eine der Hauptursachen für die Entstehung chronischer 

Nierenerkrankungen dar (Hsu und Powe, 2017). Prinzipiell wird in primäre, auf die Niere 

zurückzuführende und in sekundäre Formen unterteilt. Weiter muss zwischen dem Auftreten 

im Neugeborenen-, Kindes- oder Erwachsenenalter unterschieden werden. Das kongenitale 

NS beruht in den meisten Fällen auf einer Genmutation (Trautmann et al., 2015). Das NS im 

Kindesalter ist eines der häufigsten pädiatrischen Nierenerkrankungen (McKinney et al., 

2001). Aus therapeutischer Sicht erfolgt eine Unterteilung in das Steroid-sensible (SSNS), das 

Steroid-abhängige und das Steroid-resistente (SRNS) NS. Per definitionem besteht ein SRNS, 

wenn nach achtwöchiger Kortikosteroidgabe kein vollständiger Rückgang der Proteinurie 

erzielt wird (Radhakrishnan und Cattran, 2012). 

 Der histopathologischen Diagnose entsprechend wird innerhalb der primären Formen 

des NS in die Minimal-Change-Disease (MCD), die fokale und segmentale Glomerulosklerose 

(FSGS) sowie die membranöse Glomerulonephritis (GN) unterteilt. Das Auftreten wird hierbei 

überwiegend vom Alter des Patienten bestimmt. Die MCD ist die dem NS im Kindesalter am 

häufigsten zu Grunde liegende Ursache, wohingegen Adulte im größeren Umfang von der 

membranösen GN betroffen sind (Gipson et al., 2016). Während in der kaukasischen 

Bevölkerung die membranöse GN überwiegt, besteht bei Afroamerikanern die weltweit 

höchste Frequenz diagnostizierter FSGS in Nierenbiopsien (Haas et al., 1997; Braden et al., 

2000). Die jeweilige Histopathologie beruht auf einer primären oder sekundären Ätiologie. 

Primäre bzw. idiopathische Ursachen stellen undefinierte zirkulierende Faktoren dar, die durch 

Schädigung des Podozyten in einer abnormalen Filterfunktion münden. Sekundäre Ursachen 

umfassen genetische, infektiöse, immunologische (Lupus erythematodes) und metabolische 

(Diabetes mellitus, Amyloidose) Faktoren sowie maligne Tumorerkrankungen. 

1.4. Pathophysiologie  

 Das NS sowie dessen zugrunde liegende Ursache (MCD, FSGS, GN) ist 

vergesellschaftet mit Verletzungen bzw. Veränderungen des Podozyten und/oder der 

Schlitzmembran, die sowohl genetischer als auch nicht-genetischer Natur sein können. 

 Die podozytäre Schlitzmembran, die erstmals im Jahre 1955 mittels 

Transmissionselektronenmikroskopie dargestellt wurde, überbrückt den Raum benachbarter 

Fußfortsätze (Yamada, 1955). Rodewald und Karnovsky gelang im Jahre 1974 die erste 
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Demonstration der Schlitzmembran als spezialisierte Zell-Zell-Verbindung. Die Forscher 

beschrieben die sich zwischen den Fußfortsätzen benachbarter Podozyten ausbreitenden, 

interzellulären Erweiterungen als ineinandergreifende Elemente, die gemeinsam eine parallel 

zur Zellmembran gelegene Mittellinie bilden. Diese ausgespannten Zell-Zell-Verbindungen 

wurden als Reißverschlussähnliches Phänomen betitelt, dessen 4 x 14 nm großen Öffnungen 

eine gezielte Passage des Blutalbumins verhindern (Rodewald und Karnovsky, 1974). 

 Diese ausnahmslos fehlerfreie Retention ist unabdingbare Grundvoraussetzung für die 

Produktion nahezu proteinfreien Primärurins aus dem Blut. Mit der Entdeckung des für das 

autosomal rezessiv kongenitale NS vom Finnischen Typ verantwortliche Gen NPHS1 und 

dessen Genprodukt Nephrin, gelang die Entschlüsselung des ersten Schlitzmembranmoleküls 

(Kestilä et al., 1998; Ruotsalainen et al., 1999). Mit diesem einschneidenden Befund wurde 

nicht nur der Beweis erbracht, dass die Schlitzmembran im Zentrum der Funktionsfähigkeit 

des Nierenfilters steht, sondern zeitgleich auch ein Meilenstein für das Verständnis der 

Entstehung proteinurischer Nierenerkrankungen gesetzt (Kestilä et al., 1998). Mutationen von 

NPHS1 führen zum Scheitern der Entwicklung intakter Fußfortsätze und Schlitzmembranen, 

massiver Proteinurie und schließlich zum Nierenversagen bereits in utero (Putaala et al., 

2001). Mutationen des Gens NPHS1 stellen die weltweit häufigste Ursache für das kongenitale 

NS dar (Cil et al., 2015). Nur drei Jahre später wurde das Fehlen eines weiteren Bausteins mit 

dem Verursachen des NS in Verbindung gebracht: Neph1 als bedeutender Interaktor Nephrins 

(Wartiovaara et al., 2004) ist verantwortlich für die strukturelle Aufrechterhaltung der 

Schlitzmembran (Donoviel et al., 2001). Mutationen des für das Transmembranprotein 

Podocin kodierende Gen NPHS2 wurden erstmals an SRNS erkrankten Patienten 

beschrieben. Podocin ist notwendig für die Rekrutierung Nephrins an die Schlitzmembran 

(Boute et al., 2000). Fortlaufend wurden mit dem CD2-assoziierten Protein (CD2AP), dem 

Atypischen Cadherin 1 (FAT1) und dem Transienten Rezeptor-Potential-Kationenkanal C6 

(TRPC6) nicht nur weitere entscheidende Elemente der Schlitzmembran aufgedeckt 

(Freemont et al., 1999; Boute et al., 2000; Inoue et al, 2001; Reiser et al., 2006). Auch für 

diese Komponenten konnte gezeigt werden, dass Mutationen des jeweilig verantwortlichen 

Gens das NS verursachen und somit zweifelsfrei in der mitwirkenden Verantwortung der 

Bildung einer strukturellen, intakten Siebfunktion stehen (Freemont et al., 1999). CD2AP ist 

ein entscheidender Brückenbildner zwischen Schlitzmembran und Aktinzytoskelett (Shih et al., 

1999; Huber et al., 2003; Kim et al., 2003). TRPC6 sorgt als im Fußfortsatz lokalisierter 

Kalziumkanal für die Interaktion mit Nephrin und Podocin (Reiser et al., 2006). 
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Abbildung  2: Molekulare  Komponenten  des Podozyten und der Schlitzmembran.  (A) 
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der verschiedenen Anteile des Nierenfilters. Blau 
umrahmt ist die Schlitzmembran, die den Spalt zwischen zwei Podozyten-Fußfortsätzen überbrückt. 
(B) Schematische Darstellung der miteinander in Kommunikation stehenden 
Schlitzmembranproteine, die die Filtrationsbarriere bilden. Darüber hinaus werden deren 
Interaktionen mit dem Aktinzytoskelett, mit Proteinen des Podozyten-Fußfortsatzes sowie mit der 
glomerulären Basalmembran (GBM) veranschaulicht. Zu sehen sind zwei benachbarte Podozyten 
und die sich zwischen den Fußfortsätzen ausspannende Schlitzmembran. Der Verlust molekularer 
Komponenten führt zum Bruch des Nierenfilters und Proteinurie im Rahmen des Nephrotischen 
Syndroms. CD2AP: Cd2-assoziiertes Protein. 
 
Modifiziert nach: Gigante et al. (2011). Molecular and Genetic Basis of Inherited Nephrotic Syndrome. 
Figure 1. International Journey of Nephrology. Copyright © 2011. Gigante, Piemontese, Gesualdo, 
Iolascon und Aucella. Creative Commons Attribution License (CC BY). 

 Bereits aus den genannten Interaktionen geht hervor, dass die Schlitzmembran mit 

Nephrin und assoziierenden Proteinen über eine statische Filteraufgabe hinaus, ein mit dem 

Podozyten im Einklang stehendes dynamisches Signalzentrum verkörpert. Mittels komplexer 

Signaltransduktionswege gewährleistet dieses die Aufrechterhaltung von Architektur und 

Funktion des Podozyten (Huber et al., 2001; Huber et al., 2003). Als Podozytopathien werden 

glomeruläre Erkrankungen bezeichnet, die in ihrem Ursprung der Proteinurie auf eine 

Schädigung oder Dysfunktion zurückzuführen sind. Das unterhalb der Plasmamembran 

gelegene kortikale Aktinnetzwerk formt die architektonische Struktur der Fußfortsätze und 

verankert darüber hinaus den Podozyten durch Bindung der Schlitzmembranproteine 

(insbesondere Nephrin, Podocin und Neph1). Um im Rahmen des dynamischen 

Filtrationsvorgangs auf Veränderungen kontraktil reagieren zu können, ist dieses 

hochorganisierte Aktinzytoskelett für die Aufrechterhaltung der Podozytenstruktur 

unabdingbar. Kommt es zur Schädigung des Podozyten, wirkt sich dies in der Regel durch 

den Zusammenbruch des Zytoskeletts auf die Morphologie der Fußfortsätze aus. Das 

resultierende Ausstreichen und Ausbreiten der Fortsätze mündet in einer Reduktion der 

Filtrationsintegrität (Shankland, 2006; Kriz et al., 2013). Mutationen zahlreicher Gene, deren 
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Proteine das Aktinzytoskelett regulieren, stehen in Zusammenhang mit dem SRNS (Kaplan et 

al., 2000; Gbadegesin et al., 2014). Darüber hinaus muss der Podozyt der glomerulären 

Basalmembran (GBM) eng anhaften, um den sich ändernden Filtrationskräften standzuhalten 

und die Aufrechterhaltung der Filtrationsbarriere zu gewährleisten. Das Integrin Ŭ3ɓ1, als 

Adhäsionsrezeptor des Podozyten, verbindet beispielsweise (bspw.) die GBM via fokalem 

Adhäsionskomplex mit dem Aktinzytoskelett (Sadowski et al., 2015). 

 Auslöser, die allgemein zur strukturellen und funktionellen Verletzung des Podozyten 

führen, sind in ihrer Anzahl weitgreifend. Intrinsische Faktoren beinhalten die bereits 

beschriebenen Genmutationen. Extrinsische Faktoren umfassen infektiöse, toxische und 

mechanische Reize gleichermaßen wie immunologische und metabolische Hintergründe. Im 

Rahmen der MCD wird postuliert, dass die Schädigung des Podozyten-Aktinzytoskeletts und 

der GBM aus einer Zirkulation überproduzierter Mediatoren bedingt durch eine T-Lymphozyten 

Dysregulation resultiert (Shalhoub, 1974). Bei der membranösen GN handelt es sich um eine 

Autoimmunerkrankung gegen den Phospholipase-A2-Rezeptor (PLA2R) (Salant et al., 2010). 

 Der Podozyt als Zielscheibe des Nierenfilters für innere und äußere Einflüsse ist als 

hochspezialisierter, post-mitotischer Zelltyp durch seine begrenzte Fähigkeit zur Regeneration 

im besonderen Maße anfällig (Nagata et al., 1998). Verletzungen des Podozyten resultieren 

in Proteinurie und beeinflussen folglich das Fortschreiten glomerulärer Krankheits- und 

Alterungsprozesse. Effiziente Säuberungsmaßnahmen im Sinne der Autophagie und der 

Endozytose sind elementar, um den Podozyten von fehlgefalteten Proteinen und 

funktionslosen Organellen zu befreien und die zelluläre Homöostase aufrechtzuerhalten. 

Charakteristisch ist die bereits unter basalen Bedingungen hohe Aktivität an Autophagie im 

Podozyten (Hartleben et al., 2010). Die ersten Schritte der Autophagie umfassen die Initiierung 

der Bildung einer doppelwandigen Isolierungsmembran (Phagophore) (Yang und Klionsky, 

2010; Mizushima und Levine, 2010). Verantwortlich hierfür sind der (ATG13) -FIP 200 

Komplex und der Beclin-1 interagierende Komplex, zu dem Vps34 sowie Vps15 gehören. Die 

Ausschaltung von Vps34 im Podozyten führt zur spontanen Entstehung von 

Glomerulosklerose (Bechtel et al., 2013a; Bechtel et al., 2013b). Als nächster Schritt erfolgt 

die Verlängerung der Phagophore, mediiert durch das ATG5-ATG12 sowie das LC3 

Konjugationssystem (Yang und Klionsky, 2010; Mizushima und Levine, 2010). Abschließend 

erfolgt die Beladung mit Zellresten, die Reifung zum Autophagosom, die Verschmelzung zum 

Autolysosom und letztlich die Degradierung bzw. Wiederverwertung. Das Ausbleiben von 

Autophagie geht mit einer erhöhten Empfänglichkeit des Podozyten für verschiedene 

glomeruläre Erkrankungen einher, wohingegen eine funktionierende Autophagie protektive 

Effekte auf die Gesunderhaltung des Glomerulus und ein Fortschreiten von Podozytopathien 

wie bspw. der FSGS verlangsamt (Zeng et al., 2014). Das Ausschalten wichtiger Elemente der 
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Autophagiemaschinerie wird begleitet von allmählicher Podozytendegeneration sowie der 

Entstehung von Glomerulosklerose (Hartleben et al., 2010). Im Rahmen der FSGS kommt es 

durch den Podozytenverlust zu einem Gefäßverschluss der Kapillaren mit degenerativen 

Folgen. Diverse Studien zeigen, dass eine Störung der Autophagie glomerulären 

Erkrankungen zugrunde liegt. Histopathologische Ergebnisse von Patienten, die an der IgA-

Nephropathie erkrankt sind, zeigen das Vorhandensein akkumulierender Autophagosomen 

(Sato et al., 2009). Erhöhte LC3-Werte bestehen in Biopsien bei Patienten mit membranöser 

GN (Hartleben et al., 2010). 

1.5. Klinik und Diagnose  

 Grundsätzlich wird mit den laboratorischen Befunden (Proteinurie, Hypoalbuminämie, 

Hyperlipidämie, Lipidurie) aus Urin- und Blutanalyse sowie Mikroskopie verknüpft mit einem 

ödematösen Erscheinungsbild, der klinische Verdacht auf das Bestehen eines NS bestätigt 

(Avner et al., 2016). Im Kindes- und Jugendalter stellen Ödeme das klinische Hauptsymptom 

dar, wohingegen ältere Patienten vermehrt mit Bluthochdruck vorstellig werden (Waldman et 

al., 2007). Charakteristisch sind die beginnenden periorbitalen Ödeme bis hin zur Entwicklung 

von Anasarka mit Aszites sowie pleuralen und perikardialen Ergüssen (Avner et al., 2016). 

Häufige begleitende Vorstellungsgründe sind ein aus den Ödemen resultierender abdominaler 

Schmerz und das Vorhandensein von Dyspnoe (Avner et al., 2016). Niedriger Blutdruck sowie 

kalte Extremitäten vervollständigen oftmals das klinische Erscheinungsbild (Avner et al., 

2016). Weitere Folge des Proteinverlustes ist eine insbesondere bei Kindern erhöhte 

Anfälligkeit gegenüber Infekten (Sepsis, Pneumonie, Peritonitis) (Shalhoub, 1974). Durch den 

Mangel an Antithrombin III besteht eine erhöhte Thromboseneigung (Kodner, 2009). Obwohl 

ein akutes Nierenversagen häufiger Erwachsene betrifft (Waldman et al., 2007), sind 50% der 

Kinder, die aufgrund des NS in eine Klinik eingewiesen wurden, gleichermaßen betroffen 

(Rheault et al., 2015). Um das dem NS zugrundeliegende Ausmaß an Veränderungen zu 

diagnostizieren und passende Therapieansätze einzuleiten, ist eine Nierenbiopsie im 

Erwachsenenalter unabdingbar (Waldman et al., 2007). Für Kinder wird ein genetischer Test 

als diagnostisches, weniger invasives Instrument empfohlen (Santín et al., 2011). 
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1.6. Therapie und Prognose  

 Die Wahl des Therapeutikums sowie die Prognose werden von der Ansprechbarkeit 

des NS auf Steroide (SSNS, SRNS), dem Alter des Patienten und der Tatsache, ob es sich 

um eine kongenitale, genetische oder erworbene Form handelt, bestimmt. 

 Unterstützende Maßnahmen wie blutdrucksenkende und antiproteinurische Medikation 

sowie diätetische Aspekte stellen die Basis der Therapie dar (Ruggenenti et al., 2008). Akute 

Maßnahmen in Form einer Salz- und Flüssigkeitsrestriktion sind zwingend notwendig für die 

Behandlung der Ödeme (Teoh et al., 2015; McCaffrey et al., 2016) und dem Entgegenwirken 

des Bluthochdrucks (Carrero et al., 2014). Als Diuretikum empfiehlt sich die Verwendung von 

Furosemid (Floege und Amann, 2016). Das Ausmaß der Proteinurie kann durch die nutritive 

Umgestaltung und Reduktion an gesättigten FS und dem Gehalt an Proteinen positiv 

begünstigt werden. Von Bedeutung ist eine hohe biologische Wertigkeit des Proteins oder ein 

hoher Gehalt an essentiellen Aminosäuren (AS) (Carrero et al., 2014). Eine hinreichende 

Nierenfunktion vorausgesetzt, sind Albumininfusionen zur Reduzierung der Ödeme, 

Steigerung der Urinproduktion sowie Verbesserung der Ernährung beim kongenitalen und 

infantilen NS üblich (Reynolds et al., 2015). Eine Therapie mit Antikoagulantien zur 

Behandlung der erhöhten Thromboseneigung sollte individuell entschieden werden (Glassock, 

2007). 

 Zur initialen Behandlung des NS wird die mehrwöchige orale Gabe hochdosierter 

Kortikosteroide empfohlen (Radhakrishnan und Cattran, 2012). Die Prognose für Patienten, 

die nach Erstvorstellung ein auf die Behandlung ansprechendes SSNS zeigen, ist sehr gut 

(Trautmann et al., 2015). Das hingegen teilweise oder vollständig fehlende Ansprechen der 

Steroide ist mit einem bis zu 50%igen Risiko einer Progression zur Nierenerkrankung im 

Endstadium behaftet (Mekahli et al., 2009; Abrantes et al., 2006; Gipson et al., 2009; 

Trautmann et al., 2017) und mündet häufig in der Notwendigkeit einer Dialyse oder der 

Durchführung einer Nierentransplantation (Gipson et al., 2009). In diesen Fällen ist die Gabe 

von Calcineurin-Inhibitoren (CNI), wie Cyclosporin (Goumenos et al., 2006) oder Tacrolismus 

(Duncan et al., 2004), indiziert (Garin et al., 1988; Ponticelli et al., 1993). Der antiproteinurische 

Effekt beruht vielmehr auf der Stabilisierung des Aktinzytoskeletts des Podozyten, als auf der 

Immunmodulation der T-Lymphozyten (Faul et al., 2008). Bei den in der Regel häufigen 

Rezidiven (Troyanov et al., 2005) ist die Anwendung einer kombinierten Therapieform aus 

Cyclosporin und Steroid für Patienten mit SRNS als sinnvoll zu erachten (Hamasaki et al., 

2009). Die Prognose wird durch die Langzeitgabe von Cyclosporin verbessert, da dieses eine 

Progression zum chronischen Nierenversagen deutlich entschleunigt (Ingulli et al., 1995). Für 

Patienten, bei denen Kortikosteroide kontraindiziert sind (z.B. Diabetes) oder zu starken 
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Nebenwirkungen führen, sollte grundsätzlich von Beginn an die Therapie mit CNI eingeleitet 

bzw. die Gabe von Kortikoiden durch Ergänzung mit CNI reduziert werden.  

 Sprechen die aufgeführten Medikationsmöglichkeiten nicht an, bestehen weitere, in 

bisherigen Studien jedoch begrenzte Therapeutika. Hierzu zählen RAAS-Inhibitoren (z.B. 

Fosinopril, Captopril) (Yi et al., 2006; Soliman et al., 2009), ACE-Hemmer (Bagga et al., 2004). 

Weitere Steroidsparende Alternativen stellen monoklonale Antikörper (Rituximab) (Suyama et 

al., 2016) sowie Mycophenolat Mofetil (MMF) (Radhakrishnan und Cattran, 2012) dar. 

2. Drosophila  melanogaster  als Modellorganismus  

2.1. Bedeutung und Vorteile des Modellorganismus  

 Die Bedeutung der Taufliege Drosophila melanogaster in der naturwissenschaftlichen 

Forschung geht in ihrem Ursprung bereits auf das 20. Jahrhundert zurück. Zur Klärung 

genetischer Fragestellungen setzte der Zoologe und Genetiker Thomas Hunt Morgan mithilfe 

von D. melanogaster im Jahre 1910 wichtige Meilensteine in der Vererbungslehre. Aufgrund 

des einfachen Chromosomensatzes von 4 Chromosomen diente die Fruchtfliege anfänglich 

als Plattform für die Analyse genetischer Grundkenntnisse (Morgan, 1910). Die Verwendung 

als Modellorganismus erlangte erstmals Bedeutung durch den amerikanischen Entomologen 

Charles W. Woodworth. Im darauffolgenden Jahrhundert stand das Vorantreiben innovativer 

genetischer Werkzeuge maßgeblich im Fokus der zu gewinnenden Erkenntnisse. Den 

Meilenstein für die gegenwärtige Bedeutung des Modellorganismus, insbesondere für die 

biologische Grundlagenforschung sowie für neuartige Therapieansätze, setzten im Jahre 2000 

Adams et al. (2000) in Form der vollständigen Sequenzierung des Genoms von D. 

melanogaster. In Verbindung mit der endgültigen Entschlüsselung des humanen Genoms 

(Lander et al., 2001) und die aus einem Abgleich beider Genome hervorgehende enorme 

Sequenzhomologie, konnte die evolutionäre Brücke zwischen Vertebraten und Nicht-

Vertebraten endgültig geschaffen werden. Die Homologie der Gene liegt auch nach 400 

Millionen Jahren Evolution bei einem Prozentsatz von über 70%. Rund 65% der 

Krankheitsverursachenden Gene im Menschen weisen ein entsprechendes funktionelles 

Sequenzhomolog in Drosophila auf (Rubin et al., 2000; Chien et al., 2002; Yamamoto et al., 

2014). Ein signifikanter Teil dieser Homologe ist wiederum in Geweben oder Organen 

Drosophilas exprimiert, die in ihrer Funktion der des äquivalenten Gewebes im Menschen 

entsprechen (Chintapalli et al., 2007). 
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 Dieses Ausmaß an Errungenschaften zur Analogie öffnete Türen zur Untersuchung der 

funktionellen Rolle potentieller krankheitsauslösender Gene und forderte zeitgleich Ideen zur 

Schaffung innovativer Strategien. Mit dem Ziel der Kreation von Mutationen zur funktionellen 

Untersuchung eines Gens und dessen Phänotyp, wurde mit der Technologie der RNA-

Interferenz (RNAi) die Möglichkeit der Stummschaltung eines Genhomologs geschaffen 

(Mohr, 2014). Meiotische Rekombination verhindernde Balancer-Chromosomen schafften die 

Realisierung des Ansetzens komplexer Kreuzungen, bei denen in einem Fliegenstamm über 

Generationen hinweg rezessiv letale Mutationen erhalten bleiben. Zahlreiche mutante Allele 

sowie dominante genetische Marker wurden geschaffen, die die Identifikation von Genotypen 

im Rahmen komplexer Kreuzungen erlauben. Mithilfe des sogenannten Gal4/UAS-Systems, 

welches die Expression von Transgenen in spezifischen Geweben als Ziel hat, wurde nicht 

nur die Weitläufigkeit des Methodenspektrums erheblich erweitert, sondern auch die 

Verwendbarkeit des Modellorganismus bekräftigt (Brand und Perrimon, 1993). Heutzutage ist 

in Form von Stammsammlungen ein umfangreicher Zugang zu unterschiedlichsten 

Fliegenlinien mit enthaltenen stabilen Mutationen gewährleistet. Internetplattformen bieten den 

unkomplizierten Zugang zur Bestellung RNAi ausgestatteter Linien (Vienna Drosophila 

Research Center (VDRC) und Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC)). Die Homepage 

Flybase.org ermöglicht den Zugang zu biologischen Informationen für die jeweiligen Linien. 

 Die Verwendung Drosophilas als Modellorganismus charakterisiert sich zum einen 

durch eine simple und kosteneffektive Haltung, die überschaubarer Materialien und 

Gebrauchsgegenstände bedarf. Zum anderen ermöglicht die hohe Reproduktionsrate in 

Verbindung mit dem kurzen Generationszyklus eine erhebliche Zeitersparnis in Bezug auf die 

Möglichkeit durchzuführender Versuchsreihen. Pro weiblicher Fliege ist mit einer Produktion 

von bis zu 1000 Eiern auszugehen und der Entwicklungszyklus ist unter standardisierten 

Laborbedingungen nach 10 bis 12 Tagen bereits vollständig durchlaufen und abgeschlossen 

(Stocker und Gallant, 2008). Durch die für Vertebraten, aber nicht für Drosophila geltenden 

Tierschutzbestimmungen rückt insbesondere die ethische Vertretbarkeit der Nutzung als 

Versuchstier in den Vordergrund. Somit unterliegt die Fliege nicht den Gesetzesbestimmungen 

eines genehmigungspflichtigen Tierversuches, wie es bspw. bei der Verwendung der Maus 

als Modell der Fall ist. Obgleich durchaus Unterschiede zwischen Säuger und Fliege zu 

beachten sind, präsentiert sich Drosophila zusammenfassend als ein starkes 

Forschungsmodell, dessen Attraktivität auf der Vielzahl zur Verfügung stehender Werkzeuge 

in Verbindung mit der hohen Konservierung humaner Krankheits-assoziierter Gene beruht 

(Wangler et al, 2015). 
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3. Genetische  Werkzeuge  

 In der vorliegenden Arbeit kamen das Gal4/UAS-System in Verbindung mit der RNA 

Interferenz (RNAi) als genetische Werkzeuge zum Einsatz. Ziel dieser Kopplung ist der 

Knockdown (KD) des jeweils im Fokus der Untersuchung stehenden Gens innerhalb eines 

festgelegten Gewebes. Dadurch konnten gezielt Effekte und Reaktionen nach Stilllegung des 

Gens innerhalb der definierten Zelllinie untersucht werden, ohne dass die restlichen Anteile 

des Fliegenkörpers vom KD betroffen waren (Yamamoto-Hino und Goto, 2013). 

3.1. Das Gal4/UAS-System  

 Wie eingangs dargestellt, handelt es sich bei dem Gal4/UAS-System um eine Methode, 

die das Ziel der zell- und gewebespezifischen Expression von Transgenen beinhaltet (Brand 

und Perrimon, 1993). Um dieses Ziel genetisch umzusetzen, bedarf es zweier 

unterschiedlicher Komponenten. Der Transkriptionsfaktor Gal4 charakterisiert sich dadurch, 

dass er unter der Kontrolle spezifischer Elemente steht. Durch diese reguliert, wird die Gal4-

Expression initiiert. Hierfür bedarf es die zweite Komponente UAS (Upstream Activating 

Sequence), die entsprechende Bindungsstellen für den Faktor Gal4 besitzt. Nach erfolgter 

Bindung kommt es zur erwünschten Expression des beliebigen Zielgens. Diese beiden 

notwendigen Komponenten werden durch die Kreuzung zweier Fliegenlinien miteinander 

kombiniert. Mittels Klonierung beinhaltet die sogenannte Treiberlinie Gal4 als erstes Element 

des Zweikomponentensystems, wodurch der spezifische Ort der Expression bestimmt wird. 

Die zweite Fliegenlinie, die sogenannte Effektor- oder Responderlinie, ist in Besitz des 

Zielgens, welches unter der Kontrolle der UAS steht und das exprimierte Produkt festlegt. Als 

Ergebnis der Kreuzung beider Linien entsteht die sogenannte F1-Generation, die als 

Konsequenz beide Komponenten in ihrem Genom vereint. Das dem UAS nachgeschaltete 

Gen wird folglich nur in den Zellen exprimiert, in denen spezifisch Gal4 vorhanden ist. Restliche 

Zellen, die kein Gal4 enthalten, erfahren auch keine Expression des Zielgens, da die Bindung 

von Gal4 an UAS ausbleibt. 
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Abbildun g 3: Das Gal4/UAS -System Drosophilas als genetisches Werkzeug.  (A) Treiberlinie, die 
Gal4 beinhaltet. (B) Effektorfliege, die das UAS-Zielgen Konstrukt in sich trägt. (C) Als Ergebnis der 
Kreuzung entsteht die F1-Generation, die das Zweikomponentensystem vereint und folglich nur in 
spezifischem Gewebe Gal4 exprimiert. Durch Bindung von Gal4 an UAS erfolgt die nachgeschaltete 
Transkription des Zielgens.  
 
Modifiziert nach: Yamamoto-Hino und Goto (2013). In Vivo RNAi-Based Screens: Studies in Model 
Organisms. Figure 1. Genes (Basel); 4(4): 646ï665. Copyright © 2013 Yamamoto-Hino und Goto. 
Creative Commons Attribution License (CC BY 3.0). 

3.2. RNA Interferenz  (RNAi)  

 Die Verwendung der RNAi dient der zielgerichteten Abschaltung von Genen und 

entsprechend kodierten Proteinen, mit dem Ziel deren Funktion anhand ihres KD zu studieren. 

Dieses genetische Werkzeug wurde in Experimenten im Fadenwurm Caenorhabditis elegans 

(C. elegans) entdeckt, in denen gezeigt werden konnte, dass das Vorhandensein 

doppelsträngiger RNA (dsRNA) in einer Gen-Unterdrückung resultiert (Fire et al., 1998). 

Hammond et al. (2000) erforschten die Thematik kurz darauf im Drosophila-Modellorganismus 

und stellten fest, dass der Gehalt an mRNA bei Anwesenheit von dsRNA vermindert ist. Im 

Jahre 2004 folgte dann die Anwendung des RNAi-Instruments in Drosophila, mit dem 

Bestreben verschiedene Gene auf ihre Funktion hinweg zu untersuchen. Prinzipiell beruht die 

Stilllegung mittels RNAi darauf, dass zu übertragende Information zerstört oder die Translation 

des Proteins verhindert wird. Im Nachfolgenden wird die Funktionsweise der Kopplung des 

eingängig beschriebenen Gal4/UAS-Systems mit dem Prinzip der RNAi erklärt.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/copyright/
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 Die Transkription des Zielgens, das aus dem Gal4/UAS-System hervorgeht, ist so 

ausgelegt, dass für eine dsRNA kodiert wird. Im ersten Schritt sorgt das Ribonuklease-Enzym 

Dicer dafür, dass die dsRNA in kurze interferierende RNA-Stränge (siRNA; small interfering 

RNA) und somit in kleine Fragmente geschnitten wird (Zamore et al., 2000). Im zweiten Schritt 

erfolgt eine erneute Spaltung der siRNA, mit dem Ergebnis der Zerlegung in Einzelstränge. 

Als dritter Schritt dient der antisense Strang dieses Einzelstranges dem RISC-Enzymkomplex 

(RNA-Induced Silencing Complex) als Schablone zur Erkennung und anschließenden 

Spaltung einer sequenzkomplementären messenger RNA (mRNA). Durch dieses Prinzip wird 

die endogene komplementäre mRNA zerstört und der KD des Zielgens erreicht (Meister und 

Tuschl, 2004; Tomari und Zamore, 2005). Die UAS-RNAi-Linien, von denen in dieser Arbeit 

Gebrauch gemacht wurde, stammen aus dem VDRC. 

4. Drosophila  melanogaster  Nephrozyten als 

Forschungsm odell für den  Nierenfilter  

4.1. Aufbau des Exkretionstrakts und Filtersystem Drosophilas  

Das exkretorische System Drosophilas setzt sich zusammen aus den Nephrozyten und 

den separat gelegenen Malpighischen Schläuchen (Hollande, 1921). Die Nephrozyten sind 

verantwortlich für die Filter- und Reinigungsfunktion der Bestandteile der Hämolymphe, die 

das fluide Äquivalent zum Säugerblut darstellt (Denholm und Skaer, 2009). Nach getätigter 

Toxinfiltration des Blutes fungieren sie durch Endozytose und intrazelluläre Aufnahme und 

Speicherung von Substraten als sogenannte ,,Speicherniereóó (Hollande, 1921). Basierend auf 

ihrer Lokalisation im Fliegenkörper können die Nephrozyten in zwei Gruppen unterteilt werden. 

Die zweikernigen sogenannten Garlandzellen gehören dem thorakalen Abschnitt an und liegen 

ihrer Namensgebung entsprechend in Form einer Girlande um den Oesophagus (Aggarwal 

und King, 1971). Die perikardialen Nephrozyten sind abdominal gelegen und charakterisieren 

sich durch zwei entlang des Herzens lokalisierter perlschnurartiger Zellreihen (Na und Cagan, 

2013). Anterior und posterior paarig vertreten, münden die Malpighischen Schläuche 

zusammenlaufend in den Mitteldarm (Sözen et al., 1997). Trotz ihrer simpel gehaltenen 

Architektur sind die Funktionen der Malpighischen Gefäße für die Fliege überlebenswichtig. 

Die Nephrozyten unterstützend, sind sie für die Entfernung toxischer Bestandteile, die 

Harnsäurebildung und die Regulation des Elektrolyt-, Säuren- und Wasserhaushaltes 

verantwortlich (Beyenbach et al., 2010). Gleichzeitig sorgen sie durch die finale Exkretion für 

die Beseitigung von Toxinen und Stoffwechselendprodukten.  
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 Das Filtrationssystem Drosophilas basiert auf dem zweischichtigen Aufbau einer außen 

gelegenen, negativ geladenen Basalmembran und einer sich darunter befindlichen 

Plasmamembran. Diese Nephrozytenmembran charakterisiert sich durch ihre Oberfläche 

vergrößernden Invaginationen und die daraus resultierenden extrazellulären Lakunen (Chang 

et al., 2002). Nachdem die Hämolymphe über die Filtrationsschichten hinweg filtriert wird, 

gelangen Proteine und andere Stoffe in diese Labyrinthgänge, wo sie abgebaut, 

wiederverwendet und durch aktive Endozytose in das Zellinnere transportiert werden.  

4.2. Struktureller Vergleich zum Harn - und Filtersystem des  

Menschen  

 Das Exkretionssystem Drosophilas und der Harntrakt des Menschen haben das 

Vorhandensein zweier funktioneller Untereinheiten gemeinsam: Die Nephrozyten als Analogie 

zu den Glomeruli und die Malpighischen Tubuli als Analogie zum renalen Tubulussystem. Im 

Vergleich zu dieser Übereinstimmung zwischen Vertebrat und Nichtvertebrat, stellt das 

humane Harnsystem jedoch eine geschlossene Einheit dar, was sich architektonisch von den 

exkretorischen Organen Drosophilas unterscheidet. Das Nephron, mit integriertem 

Glomerulus als Filterapparat und Tubulussystem sowie den harnableitenden Wegen gehen in 

räumlichem Kontakt ineinander über. Die Nephrozyten als Filtereinheit Drosophilas liegen 

separiert von den Malpighischen Gefäßen (Denholm und Skaer, 2009; Weavers et al., 2009).  

Anstelle von 3 Filtrationsanteilen, wie es beim Menschen der Fall ist, besitzt das 

Filtersystem Drosophilas 2 Schichten. Diese Tatsache ist auf dem Fehlen einer dem 

Endothelium äquivalenten Hämolymph-Filtrationsbarriere begründet. Das Blut des Menschen 

sowie die Hämolymphe der Fliege werden auf dem Weg der Filtration gleichermaßen anhand 

von Größe und Ladung selektiert. In beiden Systemen übernimmt eine negativ geladene 

Basalmembran die ladungsselektive Aussonderung molekularer Bestandteile. Die 

überwiegend größenselektive Wirkung der zwischen den Fußfortsätzen der Podozyten 

ausgespannten Schlitzmembran ist auch im Filtersystem der Fliege vertreten. Ultrastrukturelle 

Aufnahmen der Nephrozytenmembran zeigen das Bestehen von Labyrinthähnlichen 

Verzweigungen in Form von Lakunen, zwischen denen wie beim Menschen ca. 40 nm breite 

schlitzartige Membranen ausgespannt sind. Das Filtern von Bestandteilen in die 

extrazellulären Lakunen erinnert an das Auffangen des Ultrafiltrates durch die Bowman-

Kapsel. Die ebenfalls in den Lakunen stattfindende hohe Endozytoseaktivität gleicht jener der 

podozytären Fußfortsätze, die eine hohe Menge an Clathrin-bedeckten Invaginationen 

aufweisen. Im Gegensatz zum Podozyten des Säugers wird das produzierte Filtrat nicht in ein 

proximales Tubulussystem weitergeleitet, sondern vom Nephrozyten endozytiert und 
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gespeichert (Weavers et al., 2009; Zhuang et al., 2009; Na und Cagan, 2013). Somit verbindet 

der Nephrozyt zwei Funktionen in einer Zelle. Für die Proteinabsorption aus der Hämolymphe 

bestehen die gleichen zwei Hauptrezeptoren wie es im renalen Proximaltubulus der Fall ist: 

CG32702 als Homolog für Cubilin und CG11592 für Amnionless im Säuger (Boute et al., 2000; 

Storm et al., 2011; Wahlstedt-Fröberg et al., 2003). Die durch die Faltung der 

Nephrozytenmembran entstehenden Lakunen gleichen dem Bürstensaum der proximalen 

Tubuluszellen in seiner oberflächenvergrößernden Wirkung. Nephrozyten charakterisieren 

sich durch eine hohe Anzahl von Organellen in Form von Endosomen, Lysosomen und 

Vakuolen. Nicht zuletzt die hohe Endozytoseaktivität lässt darauf schließen, dass der 

Nephrozyt nicht nur analog zum Podozyten, sondern auch analog zum proximalen 

Tubulussystem ist (Zhang et al., 2013).  

4.3. Molekularer Vergleich zur Schlitzmembran des Menschen  

Bereits embryonal, aus dem Mesoderm hervorgehend, zeigen Podozyten und 

Nephrozyten erste Gemeinsamkeiten (Mandal et al., 2004). Im Jahre 1972 wurde beschrieben, 

dass die Membraninvaginationen von einer auto-zellulären Membran überbrückt sind, die 

gezielt nach Größe selektierend die Passage kontrolliert (Crossley, 1972). Den 

ultratrukturellen Beweis dafür erbringend, gelang Weavers et al. (2009) die Entschlüsselung 

der molekularen Komponenten der Schlitzmembran Drosophilas und deren bemerkenswerte 

Konservierung. Mit der Betitelung der Nephrozyten als Podozyten-ähnliche Zelle war die 

Analogie der finalen Filtrationsbarriere zwischen Drosophila und Säuger geschaffen (Weavers 

et al., 2009).  

Nephrozyten und Podozyten sind die einzigen bislang bekannten Zelltypen, in denen 

Sns und Kirre, bzw. Nephrin und Neph1, die für das Funktionieren der Filtrationsleistung 

maßgeblich sind, in einer Zelle vorkommen (Weavers et al., 2009). Wie beschrieben führt das 

Fehlen von Neph1 zum Schlitzmembranverlust und verursacht das NS (Donoviel et al., 2001, 

Liu et al., 2003). Analog zu diesen Erkenntnissen zeigen sich in Drosophila charakteristische 

strukturelle Defekte, die darauf schließen lassen, dass diese Proteine nicht nur in ihrer 

Existenz mit denen im Menschen übereinstimmen, sondern auch in ihrer Bedeutung für die 

Aufrechterhaltung der Schlitzmembran (Weavers et al., 2009; Zhuang et al., 2009; Hermle et 

al., 2017). Nephrozyten zeigen nach Ausschalten entsprechender Gene Verdickungen der 

Basalmembran, fehlende Labyrinthgänge sowie eine Glättung der Zelloberfläche bis hin zum 

vollständigen Verlust der Nephrozytenmembran (Weavers et al., 2009; Zhuang et al., 2009). 



 

18|  
 

 

Abbildung  4: Lokalisierung der Podozyten -ähnlichen Nephrozyten und Vergleich des 
Filterapparates zwischen Säuger und Fliege. (A) Schematische Darstellung der Nephrozyten einer 
Larve des 3. Stadiums (L3). (B) Veranschaulichung der Lage der Nephrozyten in der adulten Fliege. 
Die Nephrozyten werden ihrer Lokalisation entsprechend in die Garlandzellen und in die perikardialen 
Nephrozyten unterteilt. Die Garlandzellen liegen als perlschnurartige Zellen um den Pharynx nahe 
des Proventrikulus. Die perikardialen Nephrozyten liegen zweireihig entlang des Herzens. (C) Die 
Filtrationsbarrieren des Säugers in schematischer Darstellung. Die Passage erfolgt über das 
fenestrierte Kapillarendothel, über die glomeruläre Basalmembran und als letzte Filtereinheit über die 
Schlitzmembran in Richtung Urinseite der Bowman-Kapsel. (D) Vergleichende Gegenüberstellung 
zum Filtrationsapparat Drosophilas. Aus der Hämolymphe erfolgt die Filtration über die 
Basalmembran und über die Schlitzmembran in Richtung Lakune. 
 
Modifiziert nach: Helmstädter et al. (2017). Using the Drosophila nephrocytes to model podocytes 
function and disease. Figure 1. Front. Pediatr; 5:262. Copyright © 2017. Helmstädter, Hermle und 
Huber. Creative Commons Attribution License (CC BY). 

Nicht zuletzt begründet auf der Tatsache, dass Zellkultursysteme eine Limitation der in 

vivo Untersuchung der Podozytenfunktion beinhalten (Pavenstädt et al., 2003; Yaoita et al., 

2001), bezeichnen Simons und Huber (2009) die Nephrozyten als ,,fliegende Podozytenóó. In 

Kombination mit den einschlägigen Vorteilen des Modellorganismus im Allgemeinen und der 

enormen Analogie zum humanen Nierenfilter im Speziellen, tritt der Nephrozyt als valides 

Modellsystem in den Fokus innovativer Studien zur Podozyten Biologie und Pathophysiologie 

sowie zur Nierengesundheit und Erkrankung.  
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4.4. Die Verbindung molekularer Schlitzmembran elemente mit der 

Bedeutung dieser Proteine im Drosophil a Facettenauge  

Das Auge Drosophilas setzt sich in der Gestalt eines biologischen Kristalls aus 

zahlreichen einzelnen Bestandteilen, den sogenannten Ommatidien, zusammen. Rund 750 

Ommatidien formen in ihrer Gesamtheit das Komplexauge der Fruchtfliege (Ready et al., 

1976). Jedes dieser Einzelteile ist jeweils aufgebaut aus 8 Photorezeptoren (R1 bis R8), 4 

Kristallkugelzellen, 3 Borstenzellen und 11 Pigmentzellen (Ready et al., 1976; Kumar, 2012). 

In der adulten wildtypischen Fliege zeigt sich das Facettenauge als gleichmäßig ausgebildetes 

Organ, in der die Ommatidien klar voneinander abgrenzt und durch jeweils 3 im maximalen 

Abstand zueinanderstehenden Borstenzellen umgrenzt sind. Für diese erstaunlich präzise 

Geometrie sind die sogenannten Interommatidialzellen (IOC) und die primären Pigmentzellen 

verantwortlich, die im Laufe der Augenentwicklung die Separation benachbarter Ommatidien 

initiieren. Exakt diese Trennung ist essentiell für das Sehvermögen der Fliege (Bao et al., 

2010). Bao et al. gelang im Jahre 2010 das Aufdecken eines Meilensteins, der für die 

fortlaufende Drosophila Forschung von prägender Bedeutung war. Während die primären 

Pigmentzellen für die Expression von Sns und Hbs (Drosophila-Homologe für Nephrin) sorgen, 

konnte die Arbeitsgruppe entschlüsseln, dass die Interommatidialzellen Kirre und IrreC/Rst 

(Drosophila-Homologe für Neph1) exprimieren. Mit dem Ziel Verständnis darüber zu erlangen, 

welche Auswirkungen die Expression auf die Entwicklung und Morphologie des Facettenauges 

hat, wurden die verschiedenen Adhäsionsmoleküle im KD untersucht. Die alleinige Reduktion 

von Sns oder Hbs ging mit milden Defekten des Auges in Form von Borstenfehlstellungen 

einher. Im Vergleich dazu zeigte der simultane KD eine fehlende Separation der Ommatidien, 

was als ,,rough eyeóó Phªnotyp betitelt wurde. Ein ähnlicher Effekt konnte auch bezüglich Kirre 

und Rst verzeichnet werden. Der separate KD von Kirre oder Rst resultierte in minimalen 

Effekten. Wurden Kirre und Rst hingegen gemeinsam in ihrer Expression reduziert, war eine 

fehlende Teilung der Ommatidien die Folge. Mit diesem Zugewinn an Wissen konnte gezeigt 

werden, dass die Drosophila-Homologe für Nephrin und Neph1 nicht nur für die Integrität der 

Schlitzmembran, sondern auch für die Integrität der separierten Ommatidien des 

Facettenauges verantwortlich sind. Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass Kirre und Rst 

beziehungsweise Sns und Hbs im Zusammenspiel erforderlich sind, um im Laufe der 

Augenentwicklung separierte Ommatidien zu erhalten. Diese Annahme konnte in der selbigen 

Versuchsreihe durch die Visualisierung der Kolokalisation von Kirre und Rst bekräftigt werden 

(Bao et al., 2010). Diese Befunde im Facettenauge Drosophilas decken sich mit der Interaktion 

von Nephrin und Neph1 im Rahmen der Integrität der Schlitzmembran. Die Möglichkeit die 

Auswirkungen des KD der Nephrin und Neph1 Moleküle auch in einem weiteren Organsystem 

zu untersuchen, erweiterten Methodenspektrum und Interpretationskraft erheblich. Nach 
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durchgeführten Versuchen zu Funktionalität und Intaktheit der Nephrozytenschlitzmembran, 

kann diesen Untersuchungen die REM-Betrachtung des Auges nachgeschaltet werden. 

5. Interessante podozytäre Proteine des  Nierenf ilters  

 Die nephrologische Arbeitsgruppe (AG) des Labors von Univ.-Prof. Dr. Tobias B. Huber 

unter der Leitung von PD Dr. Florian Grahammer setzt den Fokus ihrer Untersuchungen auf 

die molekularen Bestandteile der glomerulären Schlitzmembran, mit dem Ziel das Verständnis 

über Architektur und Interaktion des Nierenfilters zu fundieren und zu komplementieren. Die 

meisten der mutierten Gene, die eine Proteinurie verursachen, exprimieren für Genprodukte, 

die eine hohe Anreicherung im Podozyten aufweisen. Nach vorangegangener Präparation von 

Glomeruli aus Ratten und Mäusen und anschließender Extraktion, führte die AG daher mithilfe 

hochauflösender Massenspektrometrie Proteomanalysen des Podozyten durch (Rinschen et 

al., 2016). Ausgewählt aus diesen Proteomanalysen werden in der vorliegenden Arbeit die in 

der Zellmembran lokalisierten Proteine (Tsachaki et al., 2011; Lai und Lemke, 1991) der Gene 

ITM2B, MERTK und NPR3, da sie als potentielle Interaktoren der Schlitzmembran in Frage 

kommen. Aus anderen Forschungsgebieten ist bekannt, dass die Genprodukte von ITM2B, 

MERTK und NPR3 in diverse Zellprozesse involviert sind. Diese Tatsache macht die 

genannten Gene zusätzlich interessant, gerade weil es sich bei dem Podozyten um einen post-

mitotischen Zelltyp mit limitierter Regenerationskapazität handelt (Nagata et al., 1998), der 

architektonisch sowie funktionell im besonderen Maße auf zelluläre Prozesse angewiesen ist. 

 Mit dem Ziel weitere für den Podozyten bedeutsame biologische Prozesse wie 

Aktinzytoskelettverlinkung, Zelladhäsion, Autophagie und Endozytose abzudecken, werden 

mit FERMT2, BECN1 und VASN zudem Gene aus dem Untersuchungsgebiet der 

verschiedenen AG unter der Leitung von Dr. Dr. Christoph Schell, Dr. Tillmann Bork und Dr. 

Pierre-Louis Tharaux beleuchtet. Darüberhinaus sind die Proteine in Signaltransduktionswege 

involviert, die Wachstums- und Differenzierungsvorgänge (Proliferation, Apoptose, 

Inflammation) beeinflussen. Die verschiedenen AG beschäftigen sich intensiv mit den Effekten 

auf die jeweiligen Zellprozesse des Podozyten nach KO genannter Gene, deren podozytäre 

Proteinexpression in der nephrologischen Forschung bereits bekannt ist.  

 Die ausgewählten Gene und die dazugehörigen Proteine sind der Tabelle 1 zu 

entnehmen. Im Anschluss sollen die genannten Gene und deren Proteine basierend auf 

aktueller Literatur und hinsichtlich bislang bekannter Eigenschaften und Funktionen vorgestellt 

werden, um im Rahmen der vorliegenden Arbeit im Modellorganismus Drosophila untersucht 

zu werden. 
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Tabelle 1: Ausgewählte Gene, deren Proteine in Zellprozesse involviert sind. 

Gen Kodiertes Protein Zelluläre Prozesse, in die die Proteine aus bislang 
bekannten Forschungsgebieten involviert sind 

ITM2B Integrales  
Membranprotein 
2B 

- Apoptose bei Genmutationen (Fleischer et al., 2002; 
Fleischer und Rebollo, 2004) 

- Wachstum und Differenzierung (Choi et al., 2004) 

- Großes Interaktom im Gehirn (Martins et al., 2018) 

MERTK Mer Rezeptor-
Tyrosinkinase 

- Aktivierung von Signalwegen (Wachstum, 
Differenzierung, Migration) durch Tyrosinkinaseaktivität 
(Kolibaba und Druker, 1997) 

- Apoptotische Phagozytose, Homöostase und 
Gewebereperatur (Lu und Lemke, 2001; Rothlin et al., 
2007; Cohen et al., 2002) 

NPR3 Natrium Peptid 
Rezeptor C 

- G-Protein gekoppelter Rezeptor mit Einfluss auf 
Homöostase und Aktinzytoskelett (Maack et al., 1987; 
Almeida et al., 1989) 

FERMT2 Fermitin2 - Verlinkung mit fokalen Adhäsionen sowie Einfluss auf 
Aktivität des Aktomyosinzytoskeletts und Migration 
(Yasuda-Yamahara et al., 2018) 

- Verlinkung des Zytoskeletts mit 
Transmembranproteinen (Chishti et al., 1998) 

- Zelladhäsion (Tu et al., 2003) 

- Regeneration von Gehirngewebe (Ellison et al., 1998) 

BECN1 Beclin-1 - Protektive, antiapoptotische und antivirale Funktionen 
(Liang et al., 1998) 

- Autophagie, Endozytose und Phagozytose (Wirawan et 
al., 2012) 

VASN Vasorin - Wachstums- und Reperaturprozesse (Ikeda et al., 2004) 
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5.1. ITM2B 

 Das Gen ITM2B kodiert für ein Glykoprotein, das zu der Familie der integralen 

Transmembranproteine des Typs II gehört (Deleersnijder et al., 1996; Vidal et al., 1999; Vidal 

et al., 2000). Ubiquitär im humanen Organismus exprimiert, verzeichnet ITM2B die höchsten 

Expressionsspiegel in der Niere und dem Gehirn (Vidal et al., 1999). Unter physiologischen 

Bedingungen stimuliert das Protein den Auswuchs von Axonen (Choi et al., 2004) und steht in 

direkter Interaktion mit dem Amyloid-Precursor-Protein (APP) (Matsuda et al., 2005). 

Mutationen dieses auch als BRI2 bezeichneten Gens sind ursächlich für die Entstehung der 

Familiären Britischen Demenz (FBD) sowie der Familiären Dänischen Demenz (FDD) (Vidal 

et al., 1999; Vidal et al., 2000). Es handelt sich um ein Vorläuferprotein, das durch 

Spaltungsprozesse ein Peptid entlässt, das für die Inhibierung von Amyloidaggregationen 

verantwortlich ist (Matsuda et al., 2005; Fotinopoulou et al., 2005). Kommt es durch Mutationen 

zur Bildung eines längeren Peptids, formt dieses fehlgefaltete ɓ-Strukturen, die sich in Form 

von Oligomeren und Fibrillen niederschlagen. Diese neurotoxischen Peptide stellen die 

Hauptkomponenten der sogenannten Amyloidplaques dar, die für die charakteristischen 

neurodegenerativen Ablagerungen bei Patienten mit FBD und FDD verantwortlich sind (Choi 

et al., 2004). Auch im Drosophila-Modellorganismus für Demenz gehen diese Peptide mit 

Neurotoxizität einher (Marcora et al., 2014). Eine Beteiligung von ITM2B wird ebenfalls für die 

Alzheimererkrankung postuliert (Del Campo et al., 2014). Im Rahmen von Missense-

Mutationen, in denen der Einbau einer weiteren AS eine Punktmutation verursacht, konnten 

entsprechende Ablagerungen in Netzhaut- und Ganglienzellen von Patienten mit 

Retinadystrophie detektiert werden (Audo et al., 2014). Mutationen, die in Form von ITM2BS 

zu kurzen Formen des Proteins führen, sind in IL-2 stimulierten Zellen mit der Initiierung der 

Apoptose beschrieben (Fleischer et al., 2002; Fleischer und Rebollo, 2004). Eine Publikation 

aus dem Jahre 2013 rückt ITM2B in den Fokus nephrologischer Untersuchungen. 

Proteomische Analysen humanen Urins zur Identifizierung von Proteinen im Podozyten 

bestätigten, dass das Genprodukt von ITM2B renal lokalisiert ist (Prunotto et al., 2013). 

5.2. MERTK 

Bei MERTK handelt es sich um jenes Gen, das für die Rezeptor-Tyrosinkinase kodiert, 

die der TAM-Familie innerhalb der Proteinkinasen angehört (Lai und Lemke, 1991). MERTK 

ist entsprechend der erstmalig identifizierten Expression in Monozyten, Epithelzellen und 

Reproduktionsorganen benannt (Graham et al., 1994). In der Zellmembran angesiedelt, stellen 

Tyrosinkinasen allgemein Rezeptoren dar, die intrazellulär über eine enzymatische Domäne, 

die sogenannte Tyrosinkinase (TK) verfügen. Durch Phosphorylierung werden Signalwege in 
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der Zelle aktiviert, die mit wichtigen Prozessen wie Wachstum, Differenzierung und Migration 

korrelieren. Die starke Expression in der Niere ist sowohl auf mRNA-, als auch auf 

Proteinebene bestätigt (Graham et al., 1994; Behrens et al., 2003). Bisherige Untersuchungen 

zu MERTK zeigen eine protektive Wirkung auf das Nierengewebe. Schwere Nephritiden und 

hochgradige Proteinurie sind bei KO-Mäusen im Rahmen einer nephrotoxisch induzierten 

Nephritis zu verzeichnen. Tiere ohne KO zeigen hingegen ein deutlich langsameres 

Fortschreiten der Proteinurie (Shao et al., 2011). Die Korrelation zwischen KO und 

hochgradigen Glomerulonephritiden ist in weiterer Literatur beschrieben (Zhen et al., 2016). 

Außerhalb des Forschungsgebietes der Nephrologie ist bislang bekannt, dass MERTK in 

myeloiden Zellen wichtige Funktionen in der apoptotischen Phagozytose übernimmt. Durch 

Attenuierung von Entzündungsreaktionen steht MERTK in Verbindung mit der 

immunologischen Homöostase. Mittels Phagozytose sowie Hochregulierung von 

Suppressoren von Signalwegen und der Sekretion antiinflammatorischer Zytokine besteht 

eine wichtige Rolle für die Gewebereparatur (Lemke und Rothlin, 2008; Rothlin et al., 2007; 

Cohen et al., 2002; Lu, 2001). Der Wegfall dieser Signalwege steht mit einer unzureichenden 

Entfernung apoptotischer Zellreste und dem Fehlen inhibitorischer Wirkung auf das 

Immunsystem in Assoziation (Lu, 2001). Lupus-ähnliche autoimmune Funktionsstörungen 

zeigen sich im KO-Modell (Cohen et al., 2002; Lu, 2001). Im Pigmentepithel der Retina ist 

MERTK ebenfalls an der Regulierung der Phagozytose beteiligt. Mutationen führen zur 

Retinitis pigmentosa (RP) (Feng et al., 2002). CG2272 als homologes Gen in Drosophila ist im 

Zusammenspiel mit weiteren Komponenten Teil eines Signalkomplexes, der die Phagozytose 

im Gehirn initiiert (MacDonald et al., 2013). 

5.3. NPR3 

Das Gen NPR3 kodiert für den Natriumpeptidrezeptor C (NPRC), welcher zusammen 

mit den Natriumpeptidrezeptoren A und B (NPRA, NPRB) zu den Rezeptoren, die von der 

Familie der Natriuretischen Peptide (Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF), B-Typ 

Natriuretisches Peptid (BNP) und C-Typ Natriuretisches Peptid (CNP)) gebunden werden 

(Samson et al., 1998). Die Effekte Natriuretischer Peptide auf die Körperfunktionen im 

Allgemeinen und die Nierenfunktion im Speziellen beinhalten die Regulation des Elektrolyt- 

und Wasserhaushaltes sowie die Regulation des Blutdruckes. Studien zur Dexamethason-

induzierten Hypertonie im Mausmodell entschlüsseln neben weiteren Genen das 

Vorhandensein von NPR3 im Zusammenhang der Blutdruckregulation (Sheen et al., 2015). 

Anhand von mRNA wurde NPR3 in situ in der Niere, im Herzen und im Gehirn detektiert 

(Wilcox et al., 1991). NPRC interagiert in seiner Rezeptorfunktion mit allen der drei 

Natriuretischen Peptide. Die stärkste Affinität besteht jedoch in der Bindung zu ANF, gefolgt 
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von jener zu CNP und BNP (Nashida et al., 1996). NPRA und NPRB gehören zu den 

Guanylcyclasen, wohingegen NPRC über keine Guanylcyclaseaktivität verfügt (Fuller et al., 

1988), dafür aber einen G-Protein gekoppelten Rezeptor darstellt. Entgegengesetzt zu NPRA 

und NPRB, besteht die Funktion des NPRC in der Entfernung natriuretischer Peptide aus der 

Zirkulation und demnach in der Homöostase zirkulierender Peptide (Maack et al., 1987; 

Almeida et al., 1989). Diese natriuretischen Peptide spielen eine wichtige Rolle in der 

Abstimmung des intravaskulären Volumens sowie des vaskulären Tonus (Potter et al., 2006). 

Genmutation von NPR3 im Mausmodell gehen mit einer fehlenden Entfernung zirkulierender 

Peptide einher, führen zu einer herabgesetzten Fähigkeit der Konzentrierung des Urins sowie 

zu niedrigem Blutdruck (Matsukawa et al., 1999). Aktuelle Proteomik zeigt, dass NPRC der 

am opulentesten exprimierte Rezeptor in kultivierten Podozyten ist (Rinschen et al., 2016).  

5.4. FERMT2 

 Das Genprodukt von FERMT2, auch als Kindlin-2 bezeichnet, gehört gemeinsam mit 

FERMT1 und FERMT3 der Familie der Kindlin-Proteine an, die sich durch ihre identische 

Architektur und durch das Vorhandensein einer C-terminalen FERM-Domäne charakterisiert 

(Siegel et al., 2003). Die FERM (4.1 (Four-point-one), Ezrin, Radixin, Moesin) -Domäne 

vermittelt die Verlinkung des Zytoskeletts mit Transmembranproteinen (Chishti et al., 1998). 

Das Gen kodiert für ein extrazelluläres Matrixprotein, dessen Gewebsexpression breit 

gefächert ist. Erstmalige Beschreibungen gehen auf das Vorhandensein von FERMT2 in 

Fibroblasten, Muskelzellen sowie in Endothel- und Epithelzellen zurück (Rogalski et al., 2000). 

Die subzelluläre Lokalisation im Bereich fokaler Adhäsionen (Ussar et al., 2006) geht einher 

mit der Rolle des Proteins auf dem Gebiet der Zelladhäsion (Tu et al., 2003). FERMT2 bindet 

die zytoplasmatische Seite von ɓ1- und ɓ3-Integrin (Harburger et al., 2009), die Verbindungen 

mit dem Aktinzytoskelett mediiert. Integrine sind Transmembranproteine, die als 

Adhäsionsrezeptoren wichtige Aufgaben in der Verbindung von Zellen untereinander sowie 

Zellen mit der extrazellularen Matrix (=Adhäsion) übernehmen (Harburger et al., 2009). Für die 

Zelle bedeutsame Schlüsselprozesse (Proliferation, Differenzierung, Apoptose) werden via 

Signalübertragung von der Matrix auf das Zytoskelett übermittelt. Dass FERMT2-defiziente 

Zellen nicht in der Lage sind, ihre Integrine zu aktivieren (Montanez et al., 2008), wird 

untermauert durch die Ausschaltung der F3-Untereinheit, die speziell für die Bindung 

verantwortlich ist (Garcia-Alvarez et al., 2003). Resultat dessen ist eine reduzierte Interaktion 

mit ɓ1- und ɓ3-Integrin (Shi et al., 2007). Als Coaktivator von ɓ3-Integrin (Ma et al., 2008) ist 

FERMT2 in die Regeneration von Gehirngewebe nach einem Schlaganfall integriert (Ellison 

et al., 1998). In Schwann-Zellen, als Gliazellen des peripheren Nervensystems, ist FERMT2 

essentiell für Adhäsion und Migration (Ji et al., 2012). Die Aufgabe besteht zudem im 
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Rekrutieren von Migfilin an die fokalen Adhäsionsbereiche. Migfilin verlinkt 

Zelladhäsionsstrukturen mit dem Aktinzytoskelett und reguliert die Umgestaltung von Aktin 

sowie die Morphologie und Motilität von Zellen (Tu et al., 2003). Erste klinische Relevanz ist 

für FERMT2 in Assoziation mit der Alzheimererkrankung beschrieben (Lambert et al., 2013). 

Autopsien zur Pathologie sind gekennzeichnet durch Ablagerungen, vornehmlich bestehend 

aus ɓ-Amyloid und Tau-Protein. In Drosophila, ein für Alzheimerstudien etablierter 

Modellorganismus (Wittmann et al., 2001), ist das FERMT2 Homolog als ein an der Modulation 

der Neurotoxizität von Tau beteiligtes Gen beschrieben (Shulman et al., 2014). Der KD des 

Genhomologs Fit1 verstärkt im Facettenauge Drosophilas den durch Tau-KD initiierten rauen 

Augenphänotyp (Shulman et al., 2014). Neueste Untersuchungen zeigen, dass FERMT2 als 

Hauptmodulator des im Zentrum der Alzheimererkrankung stehenden APP fungiert und somit 

als entscheidender Risikofaktor für Amyloidmetabolismus und Produktion verantwortlich ist 

(Chapuis et al., 2017). Die Korrelation des Genlokus mit einer Abnahme kognitiver Leistung 

zeigt die Rolle von FERMT2 für degenerative Alzheimerveränderungen (Andrews et al., 2017). 

Insbesondere in der milden Entwicklungsstufe einer Verschlechterung der Wahrnehmungs- 

und Denkprozesse von Patienten ist FERMT2 mit einer Gehirn-Amyloidose assoziiert 

(Apostolova et al., 2018). Das ebenfalls zur Kindlin-Familie gehörende FERMT1 ist klinisch im 

sogenannten Kindler-Syndrom beschrieben, dass sich durch das Auftreten kongenitaler 

Hautbläschen charakterisiert (Has et al., 2011). Mutationen von FERMT3 sind an der 

Entstehung des Leukozyten-Adhäsionsdefizit vom Typ III beteiligt (Mory et al., 2008; Kuijpers 

et al., 2009).  

 Als Bestandteil der vorliegenden Arbeit beinhaltet die Publikation der AG Dr. Dr. 

Christoph Schell erste Erkenntnisse zu FERMT2 auf dem Bereich des Nierenfilters. Auf Basis 

der Ergebnisse aus dem Mausmodell, wurde in der vorliegenden Arbeit das FERMT2 Homolog 

in Drosophila untersucht (Yasuda-Yamahara et al., 2018). Im Podozyten hoch angereichert, 

überlappt die Expression von FERMT2 mit Proteinen, die in essentieller Verlinkung mit fokalen 

Adhäsionsrezeptoren und kortikalen Aktinproteinen stehen (Yasuda-Yamahara et al., 2018). 

Ein Fehlen resultiert für den Podozyten in verkleinerten fokalen Adhäsionen, einer 

Umorganisierung des internen Aktinzytoskeletts sowie einer Reduktion der Geschwindigkeit 

der Zellmigration. Darüber hinaus zeigt die Blasenbildung der Plasmamembran des Podozyten 

nach KO, dass FERMT2 der Destabilisierung der Zellkortex vorbeugt. FERMT2 besitzt 

hochrelevante Aktin- und Integrinbindungsstellen für die Stabilisierung des kortikalen 

Aktinzytoskeletts. Weiter reguliert es die Aktivität des Aktomyosinzytoskeletts: Nach Verlust 

von FERMT2 zeigen Podozyten eine Hyperkontraktilität. Im Zebrafischmodellorganismus führt 

eine Suppression von FERMT2 zur Proteinurie (Yasuda-Yamahara et al., 2018). 
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5.5. BECN1 

 Das ubiquitär exprimierte humane Gen BECN1 kodiert für das Protein Beclin-1, mit 

einer Größe von 60 kDa (Liang et al., 1998) und ist auf dem Chromosom 17q21 lokalisiert (Aita 

et al., 1999). Beclin-1 zeigt eine zelluläre Lokalisation nahe des trans-Golgi-Netzwerks, des 

ER und der Mitochondrien (Kihara et al., 2001; Pattingre et al., 2005). Die Funktion des 

evolutionär hochkonservierten Autophagieproteins ist in der Hefe (Kametaka et al., 1998), in 

Dictyostelium discoideum (Otto et al., 2004), in Pflanzen (Liu et al., 2005), in Caenorhabditis 

elegans (Melendez et al., 2003), im Mausmodell (Yue et al., 2003; Qu et al., 2003) sowie in 

humanen Zellen (Liang et al., 2001) beschrieben. Beclin-1 wurde erstmals im ZNS als 

Interaktor von Bcl-2 identifiziert, einem apoptotischen Zelltodregulator, in dessen 

Zusammenspiel Beclin-1 protektive, antiapoptotische und antivirale Funktionen einnimmt 

(Liang et al., 1998). Beclin-1 ist Kernkomponente des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K (III)) -

Komplexes, der von Bedeutung ist für die Prozesse der Autophagie, der Endozytose und der 

Phagozytose (Wirawan et al., 2012). Gemeinsam mit Vps34, Vps15, UVRAG und Bif-1 bildet 

Beclin-1 einen Komplex, der die Autophagosombildung sowie die Fusion von Endosom zu 

Lysosom orchestriert (Liang et al., 2010; Juhász et al., 2008). Das Ausschalten von Vps34, 

das von Beclin-1 moduliert wird, hat die Blockade der Autophagosombildung sowie die 

Beeinträchtigung der Formation der späten Endosomen zur Folge (Jaber und Zong, 2013). 

Die Deletion von Vps34 im Podozyten resultiert in einer spontanen Glomerulosklerose (Bechtel 

et al., 2013a; Bechtel et al., 2013b) sowie der Degeneration des Podozyten und Proteinurie 

(Chen et al., 2013; Bechtel et al., 2013a). In Drosophila sind sowohl Vps34, als auch Vps15 

notwendig für die Autophagieinduktion und das Überleben adulter Fliegen (Juhász et al., 2008; 

Lindmo et al., 2008). Der KD von Vps34 in Garlandzellen Drosophilas geht mit Veränderungen 

des endosomalen Transports, der Endozytose sowie der Reifung zu späten Endosomen 

einher (Bechtel et al., 2013a; Bechtel et al., 2013b). Die Reduktion via siRNA KD von Beclin-

1, welches mit weiteren Autophagieproteinen in den Glomeruli hochangereichert ist, führt im 

Podozyten zur Inhibierung der Autophagie (Fang et al., 2013). Mutationen des entsprechenden 

Beclin-1 Homologes in Drosophila (Atg6) führen zu Beschädigungen der Funktion von 

Autophagie und Endozytose im Fettgewebe der Fliege (Shravage et al., 2013). Darüber hinaus 

ist Beclin-1 essentiell für den sogenannten UVRAG-Vps34 Komplex, der für die Regulation der 

Endozytose verantwortlich ist (McKnight et al., 2014). Die KO-Untersuchungen dieser AG 

zeigen, dass ein Verlust im Gehirn mit Störungen der Formation und Reifung von Endosomen 

einhergeht und eine Neurodegeneration zur Folge hat (McKnight et al., 2014). Studien zur 

Alzheimererkrankung belegen die neuroprotektive Rolle von Beclin-1 durch die Entfernung 

krankheitsverursachender Proteine wie APP (Pickford et al., 2008). Die Inhibierung von Atg6 

in Neuronen der Fliege resultiert in einer herabgesetzten Lebensspanne sowie in einer 
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Reduktion der lokomotorischen Aktivität (MóAngale und Staveley, 2016). Zusätzlich steht das 

Fehlen von Beclin-1 in Verbindung mit der Tumorgenese (Liang et al., 2001) und ist von 

klinischer Bedeutung bei Brust-, Ovar- und Prostatakarzinomen (Aita et al., 1999). 

5.6.  VASN 

 

 Im Rahmen der Suche nach Molekülen, die im kardiovaskulären System potentiell für 

Wachstums- und Reparaturprozesse von Bedeutung sein könnten, entschlüsselten erstmals 

Ikeda et al. (2004) das in den vaskulären glatten Muskelzellen exprimierte 

Zelloberflächenprotein Vasorin, kodiert durch das Gen VASN (Ikeda et al., 2004). Bei Vasorin 

handelt es sich um ein Membran-Glykoprotein vom Typ I, bestehend aus einer C-terminalen 

Transmembrandomäne und einer extrazellulären Domäne, die über eine N-terminale Leukin-

reiche Region (LRR), eine EGF (epidermal growth factor) Region und eine Fibronektin-3 (FN3) 

Domäne verfügt (Ikeda et al., 2004). Aufgrund dieses strukturellen Aufbaus zählt Vasorin, das 

auch als Slit-like (Slitl2) bezeichnet wird, zur Familie der Slitproteine, die bekannt sind für ihre 

Funktion in der neuronalen Entwicklung (Ypsilanti et al., 2010). Ob die Funktion von Vasorin 

mit den Aufgaben der Slit-Proteine überlappt, ist bislang jedoch unklar. Über die dominierende 

Expression in der Aorta hinaus ist Vasorin in den interstitiellen Zellen der Niere und in der 

Plazenta exprimiert (Ikeda et al., 2004). Zudem korreliert das Expressionsmuster in 

Abhängigkeit von Wachstums- und Differenzierungsprozessen (Ikeda et al., 2004). Im 

Zebrafischmodell charakterisiert es sich durch eine embryonale Expression im ZNS sowie im 

vaskulären System (Chen et al., 2005). In den sich entwickelnden Nieren im Mausmodell ist 

eine deutlich ansteigende Expression im Laufe der Embryogenese auffällig (Krautzberger et 

al., 2012). Durch Bindung von TGF-ɓ attenuiert Vasorin die durch TGF-ɓ initiierten Signalwege 

in vitro (Ikeda et al., 2004; Malapeira et al., 2011). Die TGF-ɓ Superfamilie umfasst in ihrer 

Initiierung essentielle Vorgänge wie die Embryonalentwicklung und die Gewebshomöostase 

(Wu und Hill, 2009). Proliferation, Apoptose, Differenzierung und Entzündung sind zelluläre 

Prozesse, die durch TGF-ɓ Aktivierung reguliert werden (Massagué und Wotton, 2000). In der 

Niere spielt der Signalweg eine zentrale Rolle in der Pathogenese der renalen Fibrose 

(Verrecchia und Mauviel, 2007). Im Rahmen der diabetischen Nephropathie nimmt TGF-ɓ eine 

essentielle Stellung ein, da erhöhte Glukosespiegel die Freisetzung von TGF-ɓ stimulieren 

und die daraus resultierende gesteigerte Kollagensynthese zu einer fortschreitenden 

Nierenschädigung führt. 
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6. Hypothese und Fragestellung  

 Erkrankungen des Nierenkörperchens und dessen Filterapparates sind eine 

maßgebliche Ursache für chronische Nierenerkrankungen. Voraussetzung für das Verständnis 

pathophysiologischer Vorgänge, die zum Symptomenkomplex des Nephrotischen Syndroms 

führen, sind molekulare Erkenntnisse zur präzisen Komposition und Maschinerie der finalen 

Selektionsbarriere. Mutationen bekannter Schlitzmembranmoleküle führen zum Wegfall der 

Intaktheit der Filtrationsbarriere und folglich zur Proteinurie. Werden Proteine, deren 

Anreicherung im Podozyten des Nierenfilters bekannt ist, mittels Gen-Knockdown in ihrer 

Funktionalität herunterreguliert, so ist es möglich, Erkenntnisse über entsprechende 

Auswirkungen auf die Filtereinheit zu gewinnen. Je mehr Einzelbausteine untersucht werden, 

desto besser kann auch die Interaktion aller molekularen Verbindungen der Filtrationsbarriere 

untereinander sowie deren Interaktion mit dem Podozyten verstanden werden. Dies ist gerade 

deswegen wichtig, weil es sich bei der Schlitzmembran viel mehr um ein dynamisches 

Signalzentrum handelt, als um einen statischen Filterapparat. Je mehr Ergebnisse zu 

Molekülen generiert werden können, desto eher können innovative Ausgangspunkte für 

Patientenorientierte Therapieansätze geschaffen werden. Dies spielt insbesondere für post-

mitotische Zellen wie dem Podozyten, der über eine reduzierte Regenerationsfähigkeit verfügt, 

eine große Rolle. Durch die Ähnlichkeit der filtrierenden Nephrozyten Drosophilas mit den 

Podozyten des Säugers sowie durch die hohe Genhomologie zwischen Fliege und Mensch 

eignet sich das Fliegenmodell zur Beantwortung dieser nephrologischen Fragestellungen.  

 Untersucht werden in der vorliegenden Arbeit zum einen die Drosophila-Homologe für 

das Integrale Transmembranprotein 2B (ITM2B), die Mer Tyrosin Kinase (MERTK) und der 

Natrium Peptid Rezeptor 3 (NPR3) als potentielle Interaktoren der Schlitzmembran. Zum 

anderen soll die Bedeutung biologischer Zellprozesse innerhalb des Podozyten und die von 

dieser Seite ausgehende Beeinflussung der Filterarbeit der Schlitzmembran beleuchtet 

werden. Hierzu werden die Homologe für Fermitin2 (FERMT2), Beclin-1 (BECN1) und Vasorin 

(VASN) untersucht, die in diverse Zellprozesse verwickelt sind. Übergeordnetes Ziel ist es zu 

untersuchen, welche Auswirkungen das Knockdown der Homologe auf den funktionellen 

Filtrationsvorgang der Podozyten-ähnlichen Nephrozyten der Fruchtfliege sowie auf die 

Morphologie und Intaktheit der Schlitzmembran hat. Darüberhinaus stellt sich die Frage, ob es 

zu morphologischen Veränderungen der Nephrozyten kommt. Da die Drosophila-Homologe 

der Schlitzmembranmoleküle Nephrin und Neph1 nicht nur für deren Integrität, sondern auch 

für jene der Augenstruktur der Taufliege verantwortlich sind, soll abschließend beantwortet 

werden, ob der Einfluss auf die Entwicklung beider Organsysteme für die putativen 

Genhomologe konserviert ist.  
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III. Material und Methoden  

1. Material  

1.1. Geräte und Verbrauchsmaterial  

Tabelle 2: Allgemeine Laborgeräte und Arbeitsutensilien. 

Geräte Hersteller  

Bechergläser Schott, Mainz, Deutschland 

Binokular Mikroskop  Leica, Wetzlar, Deutschland 

Flypad und CO2-Pistole Genesee Scientific, San Diego, USA 

Gefrierschränke -20 °C Liebherr, Bulle, Schweiz 

Inkubator 19 °C Lucky Reptile, Import Export Peter Hoch, Waldkirch, 

Deutschland 

Inkubator 29 °C Sanyo, Moriguchi, Japan 

Kühlschränke  Liebherr, Bulle, Schweiz 

Laborabzug Wesemann, Wangen im Allgäu, Deutschland 

Laborflaschen  Schott, Mainz, Deutschland 

Magnetrührer  Phoenix Instrument, Garbsen, Deutschland 

Magnetrührplatte Heidolph Instruments, MR Hei-Tec, Schwabach, 

Deutschland 

Mikrowelle Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Pinsel  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Pipetten Gilson, Middleton, USA 

Schnorchel für Fliegen selbst gebaut, bestehend aus gekürzter 

Pasteurpipette, Schlauch (Gummi), Filter aus 

Ceaprenstopfen, Pipettenspitze 

Stoppuhr Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Thermomixer  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Vortexmischer VWR, Deutschland, VV3 

Wärmeschrank Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 
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Tabelle 3: Spezielles Drosophila Präparierwerkzeug und Mikroskope. 

Geräte Hersteller  

Alu Rack   Ratiolab, Dreieich, Deutschland 

Durchlichtmikroskop  Axioimager Z1, Carl Zeiss MicroImaging, Göttingen, 

Deutschland 

Eismaschine AF20, Scotsman Ice, Milan, Italien 

Eisbank 

 

Fischer Elektronik, Mittenwalde, Deutschland 

Konfokales Mikroskop  TCS4D / Leica; A1 CLEM Eclipse TI. / Nikon 

Hecht Assistent, Sondheim vor der Rhön, 

Deutschland 

Pinzetten Nr. 5 und Nr. 7, Dumont, Montignez, Schweiz 

Präparierschale aus Glas Hecht Assistent, Sondheim vor der Rhön, 

Deutschland 

Tabelle 4: Geräte für Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie. 

Geräte Hersteller  

Laborabzug Wesemann, Wangen im Allgäu, Deutschland 

Rasterelektronenmikroskop 

"LEO Modell 1450VP" 

1450VP  

LEO Electron Microscopy, Cambridge, England 

Sputter Coater Cressington, Watford, England 

Thermomixer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Transmissionselektronenmikroskop, 

ZEISS LEO 912 OMEGA 

Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Wärmeschrank Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Tabelle 5: Allgemeine Verbrauchsmaterialien. 

Verbrauchsmaterialien  Hersteller  

0,2 ml PCR-Gefäße Biozym, Oldendorf, Deutschland 

Adhäsions-Objektträger  

76 x 26 x 1 mm 

Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutschland 

Akupunkturnadeln  Dongbang, Korea 

Aluminiumprobenteller Plano, Wetzlar, Deutschland 

Alufolie Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Ceaprenstopfen für Drosophila 

Gefäß 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

 

Deckgläschen High Precision  

22 x 22 mm 

Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Drosophila Gefäß 68 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Erlenmeyerkolben  Schott, Mainz, Deutschland 

Filterpapier Typ 714  Machery-Nagel, Düren, Deutschland 

Haftaufkleber, leitfähig, 12 mm Plano, Wetzlar, Deutschland 

Kanülen, Sterican B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland 

Latexhandschuhe Ansell, Richmond, Australien 

Nagellack Essence the gel Cosnova, Sulzbach, Deutschland 

Nitrilhandschuhe powderfree  Ansell, Richmond, Australien 

Objektträger 76 x 26 mm R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland 

Objektträgermappe  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Parafilm Bemis, Neenah, USA  

Pipettenspitzen  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Präzisionstücher, Kimtech Science Kimberly-Clark Professional, Koblenz, Deutschland  

Rasierklingen American safety razor, Verona, USA 

Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Rollrandgläser  Bruno Kummer, Freiburg, Deutschland 

Skalpell Surgical Disposable Scalpels, Braun, Deutschland 

Spritzen Omnifix-F B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland 

Spritzen, Insulin, U-100 B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland 

Transferpipetten  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Wärmeschrank Memmert, Schwabach, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen 15 ml  Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 

1.2. Chemikalien      

Tabelle 6: Auflistung verwendeter Chemikalien. 

Chemikalien Herkunft 

1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan (HMDS)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

25% Glutardialdehyd Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Agarose, UltraPureTM Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen, Deutschland 
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Backhefe, frisch  Edeka AG & Co. KG, Hamburg, 

Deutschland 

Bleicitrat  angesetzt nach Reynolds 

Bouin-Lösung Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Durcupan verschiedene Komponenten Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Ethanol (EtOH) 100% Roth, Karlsruhe, Deutschland 

FITC-Albumin Sigma-A9771 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Glutardialdehyd 25%  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Mitespray (Milbenspray) Genesee Scientific, San Diego, USA 

Osmiumtetroxid 4% (in H20)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Propylenoxid  Polysciences, Eppelheim, Deutschland 

Silica Gel Orange Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Uranyl Acetate Dihydrate Powder  Ted Pella, Redding, USA 

Tween 20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Vectashield Vector Laboratories; Vertrieb Linaris, 

Wertheim, Deutschland 

1.3. Medien und Lösungen  

Tabelle 7: Auflistung verwendeter Medien und Lösungen. 

Bezeichnung Medium/Lösung  Zusammensetzung  

0,1 M PB  Sigma, Steinheim, Deutschland 

1% Osmiumtetroxid Vermischen von 1 Teil Osmiumtetoxid (4% gelöst 

in H2O) mit 4 Teilen 6,86% Saccharosepuffer,  

unter dem Abzug 

1% Uranylacetat in 70% Ethanol Mischen von 1 g Pulver Uranylacetat mit 100 ml 

70%igem Alkohol, anschließend lichtgeschützte 

Lagerung 

4% PFA, 1% Glutaraldehyd in 

PBS  

 

Frisches Ansetzen der Fixationslösung am 

Präparationstag. Teilproben mit 100 µl 4%igem PFA 

werden aus -20 °C entnommen. 4 µl 25%igem 

Glutardialdehyd werden in jede Teilprobe pipettiert; 

gut durchmischen am Vortexer     

6,86% Saccharosepuffer  Ansatz von 0,1 M PB mit 6,86 g Saccharose 

Agar für TEM-Einbettung 1,125 g UltraPureTM Agarose werden mit 25 ml Aqua 

ad iniectabilia angesetzt; mehrere Stunden quellen 
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lassen; unter Sichtkontrolle mehrfach in der 

Mikrowelle hochkochen lassen, in Reaktionsgefäße 

aliquotieren und bis zur Weiterverarbeitung auf 40 °C 

im Wärmerüttler halten 

Bleicitrat  angesetzt nach Reynolds 

Aufsteigende Alkoholreihe  

(70%, 80%, 90% und 100%) 

Die jeweilige Verdünnung mit destilliertem 

Wasser und Ethanol ansetzen 

Bouin-Lösung 75% Pikrinsäure (1,2%) 

20% Formaldehyd (37%) 

5% Essigsäure (Eisessig)  

Sigma, Steinheim, Deutschland  

Drosophila Futtermedium 88 g Agarose in 7 l kochendes Leitungswasser 

einrühren; 2-3 min aufkochen; 686 g Hefeflocken,  

560 g Maisgrieß und 756 g Sojamehl einrühren; 15 

min kochen lassen; 280 g Zuckerrübensirup und 560 g 

Gerstenmalzextrakt einrühren; 30 ml Propionsäure 

und 7 g Nipagin in 70 ml Ethanol zugeben; In 

Drosophila-Gläser überführen; nach Erkalten mit 

Schaumstoffstopfen verschließen 

Ethanol/ HDMS  Mischen von 1 Teil Ethanol mit 1 Teil HMDS unter 

dem Abzug 

FITC-Albumin Lösung 0,2 mg/ml PBS 

20 mg Pulver werden mit 100 ml PBS angesetzt, gut 

vermischt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert 

Frische Hefe  

 

Ein im -20 °C-Schrank gelagerter Hefe-Würfel wurde 

entnommen und bei 4 °C aufgetaut, Die Hefe wird mit 

wenigen Tropfen destilliertem Wasser vermischt bis 

ein zäher Brei entsteht. Dieser Brei wird für gute 

Portionierbarkeit in eine 30 ml Spritze gefüllt. 

PBS Sigma, Steinheim, Deutschland 

PBST  PBS mit 0,4% Triton X-100 

PFA 4% 40 g Paraformaldehydpulver 95% in 1 l PBS bei  

65 °C im Wasserbad lösen. Aliquotieren und bei 20 °C 

lagern.  

PFA 8% PFA 32% mit PBS auf 8% verdünnt. 



 

34|  
 

Propylenoxid/Durcupangemisch 

2:1  

2 Teile  

Propylenoxid und 1 Teil Durcupan werden in einem 

Zentrifugenröhrchen gemischt bis eine schlierenfreie 

Lösung entsteht. 

Propylenoxid/Durcupangemisch 

1:1  

 

1 Teil Propylenoxid und 1 Teil Durcupan werden in 

einem Zentrifugenröhrchen invertiert bis eine 

schlierenfreie zähe Lösung entsteht. 

1.4. Antikörper  

Tabelle 8: Antikörper aufgeteilt in primär und sekundär. 

Primärantikörper  Tier  Konzentration  Herkunft  

126i (anti-kirre) Kaninchen 1:200 Labor Fischbach, 

Freiburg, 

Deutschland 

Sekundärantikörper  Tier  Konzentration  Herkunft  

Alexa Fluor® 488 

anti-rabbit 

Ziege 1:100 Invitrogen, 

Karlsruhe, 

Deutschland 

1.5. Fliegenstämme  

Der Übersicht halber werden die in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstämme unterteilt 

in zwei Gruppen: Gal4-Treiberlinien und UAS-RNAi-Linien. 

Tabelle 9: Gal4-Treiberlinien. 

Lokalisation der 
Expression  

Genotyp  Ursprung  

GCN-Treiberlinie 

(Garlandzellen) 

w[*]; P(Prospero-Gal4) Barry Denholm,  

Edinburgh, 

Schottland 

Augen-Treiberlinie  

(Augen- 

Immaginalscheiben) 

w[*]; GAL4-ninaE.GMR Bloomington 1104 
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Tabelle 10: UAS-RNAi-Linien für die humanen Gene unter Angabe der prozentualen Homologie. 

Drosophila  

Gen 

(Internes 

Symbol)  

Genotyp  Ursprung  Humanes  

Gen 

Homologie  

der 

kodierenden 

Sequenz  

(BLAST)  

Homologie  

der 

exprimierten 

Proteine  

(DIOPT DRSC) 

WTB WildtypBerlin Karl Friedrich 

Fischbach, 

Freiburg, 

Deutschland 

 

        

 

 

 

 

 

Kirre  

(C1) 

UAS-CG3653-

RNAi  

CG3653 

VDRC 

27227/GD 

KIRREL 93,55% Identisch: 27% 

Ähnlich: 41% 

Hattifattener  

(haf) 

(A10) 

UAS-CG14351-

RNAi 

CG14351 

VDRC 

Konstrukt: 

106986 

101124/KK 

VASN 87,50% Identisch: 24% 

Ähnlich: 37% 

CG3662 

(A12) 

w[1118]; 

PBac{w[+mC]= 

RB}CG3662[e04

640] 

CG3662 

VDRC 

Konstrukt: 

18281 

ITM2B 82,61% Identisch: 24% 

Ähnlich: 44%  

Slipper 

(A14) 

UAS-CG2272-

RNAi 

CG2272 

VDRC 

Konstrukt: 

9771 

33518/GD 

MERTK I 95,83% Identisch: 36% 

Slipper 

(A15) 

UAS-CG2272-

RNAi 

CG2272 

VDRC 

Konstrukt: 

100726 

106449/KK 

MERTK II 95,83% Identisch: 36% 

CG14877 

(A17) 

UAS-CG14877-

RNAi 

CG14877 

VDRC 

45324/GD 

NPR3 95,24% Identisch: 26% 

Ähnlich: 47% 
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Autophagy-

related 6 

(Atg6) 

(A20) 

UAS-CG5429-

RNAi 

CG5429 

BDSC 

Lager-  

nummer: 

110197/KK 

BECN1 75,57% Identisch: 50% 

Ähnlich: 68% 

Fermitin1 

(Fit1) 

UAS-CG14991-

RNAi 

CG14991 

BDSC 

Lager- 

nummer: 

46494/GD 

FERMT2 69,23% Identisch: 45% 

Ähnlich: 62% 

Fermitin2 

(Fit2) 

UAS-CG7729-

RNAi 

CG7729 

BDSC 

Lager- 

nummer: 

37010/GD 

FERMT2 75,27% Identisch: 44% 

Ähnlich: 63% 

Mithilfe der angegebenen CG-Nummer sowie der entsprechenden Konstrukt- oder 

Lagernummer ist es möglich, weitere Details zu den kommerziell erworbenen Fliegenstämmen 

zu erhalten. Sowohl die Plattform FlyBase als auch die Homepage des VDRC können hierzu 

verwendet werden.   

1.6. Software  

Tabelle 11: Software. 

 Name der Software   Hersteller  

Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems, München, Deutschland 

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, La Jolla, USA 

ImageJ Wayne Rasband (NIH), Bethesda, USA 

NIS-Elements AR Analysis Nikon, Tokio, Japan 

NIS-Elements Viewer 4.20 Nikon, Tokio, Japan 
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1.7. Online -Programme  

Tabelle 12: Online-Programme mit dazugehöriger URL. 

Name des 

Programms  

Verwendung  URL 

BLAST - Basic Local 

Alignment Search Tool, 

National Center for 

Biotechnology 

Information (NCBI) 

Homologabgleich https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

DIOPT - DRSC 

Integrative Ortholog 

Prediction Tool, 

Harvard Medical 

School 

Homologsuche 

 

http://www.flyrnai.org/diopt 

FlyBase Details zu 

Fliegenstämmen 

www.flybase.org 

NCBI - National Center 

for Biotechnology 

Information 

DNA-, RNA- und 

Proteindatenbank  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

The Human Gene 

Database 

Details zu humanen 

Genen 

www.genecards.org 

 

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.flybase.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genecards.org/
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2. Methoden  

2.1. Bioinformatik: Auswahl geeigneter Genhomologe  und 

Bestellung passender RNAi -Linien  

 Vor Beginn der Arbeit mit Drosophila ist zunächst die bioinformatische Analyse zum 

Genabgleich zwischen Mensch und Fliege notwendig. Ziel ist es, für das jeweilige im Fokus 

der Untersuchungen stehende humane Gen, das maximale Äquivalent im Fliegengenom 

aufzufinden, um dieses in den nachfolgenden Versuchsreihen im KD zu untersuchen.  

 Zur Erforschung der Homologie auf DNA-Ebene wurde das sogenannte DIOPT DRSC 

Integrative Ortholog Prediction Tool der Harvard Medical School genutzt (Hu et al., 2011). 

Hierbei handelt es sich um eine Software, die beruhend auf Algorithmen zutreffende Homologe 

der Fliege für das humane Gen vorschlägt. Nach erfolgter Festlegung der Eingangsspezies 

(Homo sapiens), der Ausgangsspezies (Drosophila melanogaster) sowie der Nennung des im 

Interesse stehenden Gens, werden ein oder mehrere adäquate Homologe generiert. Als 

wegweisende Charakteristika in der Entscheidungsfindung für das am besten 

korrespondierende Homolog, ermittelt die Software diverse Informationen. ,,Best Scoreóó, 

,,Best Score Reverseóó sowie ,,Rankóó geben Auskunft ¿ber die Qualitªt der ermittelten 

Homologie. In Form von ,,Scoresóó wird auf Basis der Anzahl von Algorithmen eine Punktzahl 

errechnet. Erhªlt ein Homolog den ,,Best Scoreóó so bedeutet dies, dass kein anderes Homolog 

als das vorgeschlagene eine höhere Punktzahl im genetischen Verwandtschaftsgrad von 

Mensch zu Fliege aufweist. Der ,,Best Score Reverseóó steht f¿r den besten Treffer, wenn die 

Eingangs- und Ausgangsspezies in der Sucheinstellung umgekehrt werden. Aus der 

Verbindung von ,,Best Scoreóó und ,,Best Score Reverseóó wird abschließend der Rang 

(,,Rankóó) analysiert, der je nach Punktzahl als niedrig, moderat oder hoch konkretisiert wird 

(Hu et al., 2011). Im generierten Suchergebnis wird neben dem humanen Symbol (z.B. ITM2B) 

das sogenannte Fliegensymbol (z.B. CG3662) angezeigt. Dieses steht für das Gen 

Drosophilas und ist im Nachfolgenden für die Suche geeigneter Bestellungen notwendig. Da 

Algorithmen einer Software kontinuierlich erweitert und aktualisiert werden, werden in der 

vorliegenden Arbeit jene Ergebnisse vorgestellt, die zum Zeitpunkt der Ermittlungen 

vorgeschlagen wurden. Desweiteren gibt die Software Auskunft über den Grad der Homologie 

zwischen den resultierenden Proteinen des humanen Gens und des Fliegengens. Unter 

,,Alignment & Scoresóó wird der Abgleich beider Proteine in Form einer prozentualen Angabe 

identischer sowie ähnlicher Aminosäuresequenzen angezeigt.  

 Zusätzlich zu der DIOPT DRSC Software, wurde im Rahmen der bioinformatischen 

Analyse das Programm BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) genutzt. Mithilfe von 
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BLAST erfolgt ein Sequenzabgleich mittels Eingabe des sogenannten FASTA-Formats. 

Hierbei handelt es sich um ein textbasiertes Format, das die Primärstruktur von wahlweise 

Nukleinsäure- oder Proteinsequenzen in Form von Buchstaben darstellt. Zugang zum FASTA-

Format findet man bspw. über die Datenbank der Homepage des zentralen Institutes für 

Datenverarbeitung und Datenspeicherung in der Molekularbiologie (NCBI; National Center for 

Biotechnology Information). Das Programm BLAST gibt abschließend die analysierte 

Homologie in Form einer prozentualen Auswertung an. Je höher hierbei der sogenannte 

,,scoreóó ist, desto hºher ist die Identitªt der miteinander verglichenden Sequenzen.  

 Nach Auswahl des homologen Fliegengens mithilfe der dargestellten Programme wird 

zur Untersuchung der Folgen eines KD eine RNAi-Linie benötigt. Die Bestellung der 

passenden RNAi-Linie erfolgt mithilfe des Vienna Drosophila Resource Center (VDRC). Beim 

VDRC handelt es sich um eine Online-Bibliothek, die es Forschern weltweit ermöglicht, 

Fliegenstämme kommerziell zu erwerben. Nach Eingabe des Fliegensymbols (z.B. CG3662) 

werden die zur Verfügung stehenden Bestellmöglichkeiten angezeigt. Transgene Drosophila 

Bestände werden durch dieses Ressource-Zentrum aufrechterhalten und die benötigten 

Fliegen durch Versendung an bestellende Labore verteilt. Nach Erhalt der bezogenen RNAi-

Linie können die ausgewählten Fliegenstämme für die unterschiedlichen Experimente 

verwendet werden.  

2.2. Arbeiten mit Drosophila  

 Für die Arbeit mit Drosophila ist ein übersichtliches Maß an speziellen Instrumenten 

notwendig, die in Abbildung 5 dargestellt sind. Wesentlich für den täglichen Gebrauch ist das 

Vorhandensein einer CO2-Pistole, mithilfe derer die Betäubung der Fliegen erfolgt und die 

Handhabung Drosophilas, bspw. im Rahmen von Kreuzungen, ermöglicht wird. Das Flypad, 

welches kontinuierlich mit CO2 durchströmt wird, erlaubt wiederum die Ruhigstellung der 

Fliegen während der Untersuchung unter dem Mikroskop. Ein Pinsel erleichtert das vorsichtige 

Hantieren adulter Fliegen im Rahmen der Geschlechtsidentifizierung, auf die im 

Nachfolgenden eingegangen wird. Mithilfe eines selbstpräparierten Schnorchels erfolgt der 

Transfer gesammelter Fliegen in die zuvor mit Nahrungsbrei, Hefe und Filterpapier 

vorbereiteten Fliegengläser (Abbildung 6). Mithilfe der Pinzetten werden die für die Präparation 

notwendigen L3-Larven entnommen. 

Im nachfolgenden Verlauf werden diese allgemein notwendigen Drosophila 

Instrumente mit der jeweiligen Methode in Verbindung gebracht. Es wird zunächst auf die 

Fliegenhaltung eingegangen, gefolgt von der geschlechtsspezifischen Erkennung mit dem Ziel 

des Ansatzes von Kreuzungen. Anschließend erfolgt die Differenzierung der 
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Entwicklungsstadien mit einhergehender Auswahl des larvalen Entwicklungsstadiums und der 

abschließenden Präparationsmethode der Nephrozyten. 

 
Abbildung  5: Arbeiten mit Drosophila . Die für die Arbeit mit Drosophila wesentlichen Utensilien 
bestehend aus (1) CO2-durchströmtes Flypad zur Betrachtung der Fliegen unter dem Mikroskop (2) 
CO2-Pistole zur Betäubung der Fliegen (3) Erlenmeyer-Kolben und (4) Trichter zum Verwerfen von 
Fliegen (5) wasserfester Stift zum Beschriften (6) Pinsel zur Handhabung der Fliegen (7) stumpfe 
Pinzette zur Entnahme von Larven (8) spitze Pinzette (9) Filterpapier (19) Fliegenglas mit 
Nahrungsmedium und Schaumstopfstopfen (11) 20 ml Spritze mit frisch angesetzter Hefe zur 
Befüllung der Fliegengläser (12) selbst gebauter Schnorchel bestehend aus gekürzter 
Pasteurpipette, Gummischlauch, Filter aus Ceaprenstopfen und Pipettenspitze zum Transfer. 
Eigene Aufnahme. 

2.2.1. Haltung von  Drosophila  

 Die einfache Haltung Drosophilas charakterisiert sich durch ein geringes Maß an 

notwendigen Materialien und ist zudem platzsparend. Die Fliegen werden in durchsichtigen 

Kunststoffgläsern gehalten, deren Boden zu ca. einem Drittel mit Nahrungsmedium bedeckt 

ist (Abbildung 6). Ein aus Filterpapier geformter Trichter wird im Medium platziert, um eine 

Vergrößerung der Oberfläche zu schaffen sowie gleichzeitig ein Aufsaugen überschüssiger 

Feuchtigkeit zu gewährleisten. Da der Nahrungsbrei hauptsächlich der Eiablage und 

anschließender Ernährung und Entwicklung der drei Larvenstadien dient, wird zusätzlich zur 

Fütterung Adulter ein Kegel frisch zubereiteter Hefe auf dem Boden des Mediums platziert. 
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Ein Schaumstoffstopfen ermöglicht den sauerstoffdurchlässigen Verschluss des Glases und 

beugt gleichzeitig der Gefahr eines Milbenbefalls vor. Durch regelmäßiges Einsprühen der 

Gläser mit Milbenspray wird zudem das Risiko reduziert. Die Gläser werden wiederum in 

Plastikbehältern gelagert, deren Boden mit Wasser und Spülmittel bedeckt ist. Durch diese 

Herabsetzung der Oberflächenspannung soll die Wanderung von Milben zwischen den 

Gläsern verhindert werden. Die Kontaminationsgefahr der Fliegenstämme wird somit erheblich 

minimiert. 

Die Kunststoffgläser werden von außen mit einem wasserabweisenden Stift beschriftet 

und können somit entsprechend identifiziert werden. Die überwiegende Haltung der Gläser 

erfolgt bei Raumtemperatur (RT) im Labor oder in Inkubatoren bei 19 °C. Für Experimente 

angesetzte Gläser und die aus diesen Kreuzungen hervorgehenden Entwicklungsstadien 

werden in Inkubatoren mit einer Temperatur von 29 °C aufbewahrt. Der natürliche zirkadiane 

Rhythmus Drosophilas wird mittels Zeitschaltuhr gesteuerter Beleuchtung gewährleistet. Nach 

spätestens 4 Wochen werden die Fliegen in ein frisch vorbereitetes Glas umgesetzt, um eine 

mit der Zeit ansteigende Infektionsgefahr zu umgehen. 

 

 
Abbildung  6: Haltung Drosophilas . (A) Übersichtsaufnahme eines Fliegenglases mit vollständiger 
Beschriftung (B) Bestandteile des Fliegenglases mit (1) Futtermedium, das zu einem Drittel den 
Boden des Glases ausfüllt (2) Kegel frisch mit Wasser angesetzter Hefe zur Ernährung adulter 
Fliegen (3) Trichterförmiges Filterpapier zur Vergrößerung der Oberfläche und Aufnahme 
überschüssiger Flüssigkeit. 
Eigene Aufnahmen. 
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2.2.2. Geschlechtsmorphologie und Erkennung  

Die Differenzierung des Geschlechts erfolgt anhand verschiedener morphologischer 

Unterschiede und ist für das korrekte Ansetzen von Kreuzungen von wesentlicher Bedeutung.  

Das erste wichtige geschlechtsmorphologische Merkmal ist die Größe des Fliegenkörpers 

(Abbildung 7). Weibliche Fruchtfliegen sind deutlich größer als männliche. Für die präzise 

Identifizierung des Geschlechts ist die Betrachtung des Kaudalendes von Nutzen. Männliche 

adulte Fliegen weisen ein schmales und leicht gekrümmtes kaudales Ende auf, das sich durch 

prägnante Geschlechtsteile charakterisiert, die dunkel pigmentiert sind. Weibliche adulte 

Fliegen besitzen hingegen einen Unterleib, der oval und rundlich geformt ist. Zudem ist die 

Kutikula der Spitze seitlich sowie dorsal mit dunklen Streifen versehen. Ein dritter 

morphologischer Unterschied liegt in dem Besitz von Geschlechtskämmen an den 

Tibiakanten, die lediglich bei der männlichen Fliege vorkommen. Auch die Unterscheidung der 

weiblichen adulten von der jungfräulichen Fliege ist von Bedeutung. Um die F1-Generation 

eines bestimmten Genotyps zu erhalten, müssen männliche Adulte mit Weibchen gepaart 

werden, die zum Zeitpunkt des Sammelns unbefruchtet sind. Dies ist in den ersten 6 Stunden 

nach Schlupf aus dem Puppenstadium der Fall. Danach werden die weiblichen Fliegen 

geschlechtsreif. Diese sogenannten Jungfrauen können anhand ihrer überdurchschnittlichen 

Größe sowie ihrer hellen, fast durchsichtigen Körperfarbe erkannt werden (Abbildung 7). 

Zudem tragen sie einen abdominalen Mekoniumfleck. Dieser ist das Überbleibsel der letzten 

Mahlzeit der Larve und zeigt, dass die Fliege erst vor wenigen Stunden geschlüpft ist. Nach 

der Sammlung werden die Jungfrauen bis zum Ansatz der Kreuzung in 19 °C Inkubatoren 

aufbewahrt. 

 

 
Abbildung  7: Geschlechtsmorphologie und Erkennung . Die Abbildung zeigt von links nach 
rechts eine adulte männliche Fliege, eine adulte weibliche Fliege und eine weibliche Jungfrau. 
Eigene Aufnahme. 
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2.2.3. Ansatz von Kreuzungen  

Zum Ansetzen der Kreuzung wird ein Kunststoffglas mit frisch zubereiteter Hefe befüllt 

und mit Filterpapier versehen. Zehn männliche adulte Fliegen des einen Stammes werden 

gesammelt und mit ebenfalls 10 Jungfrauen des anderen Stammes gekreuzt, in dem diese 

gemeinsam in das Glas transferiert werden. Nach Beschriften des Schaumstoffstopfens mit 

Nennung der Kreuzung sowie Datum, erfolgt die Aufbewahrung des Fliegenglases in einem 

Inkubator mit einer Temperatur von 29 °C. 

2.2.4. Gal4/UAS-System  

Das Gal4-UAS-System ist in der Einleitung ausführlich beschrieben. In der 

vorliegenden Arbeit wurde von diesem genetischen Werkzeug Gebrauch gemacht, um eine 

zelltypspezifische Verminderung der Expression des zu untersuchenden Proteins zu erlangen 

und entsprechende Auswirkungen auf die Filterbarriere zu untersuchen. Durch Verwendung 

des Treibers óóProsperoóó erfolgt die spezifische Expression von Gal4 in den Garlandzellen. Die 

Haltung der Kreuzungen auf 29 °C ermöglicht eine maximale Expression des 

temperaturabhängigen Gal4/UAS-Systems. 

2.2.5. RNA-Interferenz  (RNAi)  

Die Funktionsweise der RNAi ist in der Einleitung ausführlich beschrieben. Die in der 

vorliegenden Arbeit verwendeten und über das VDRC bezogenen UAS-RNAi-Linien, wurden 

mit Gal4-Linien gekreuzt. Als Ergebnis dieser Kreuzung entsteht die F1-Generation, in der 

beide Elemente des Zweikomponentensystems zusammenkommen.  

2.2.6. Kombination des Gal4/UAS -Systems mit der RNA i 

Die Schritte der Kombination der beiden genetischen Werkzeuge sind in der Einleitung 

ausführlich beschrieben. Sowohl für das Albuminaufnahme-Experiment und die 

Immunfluoreszenzfärbung, als auch für die REM- und TEM-Aufnahmen wurden Garlandzellen 

untersucht. Entsprechend wurden weibliche Jungfrauen des Reporterstammes Prospero-Gal4 

mit Männchen des jeweiligen UAS-RNAi-Stammes gekreuzt.  

2.2.7. Differenzierung von Entwicklungsstadien  

Nach Ansatz der Kreuzung kann von einem Entwicklungszyklus von 7 bis 10 Tagen 

ausgegangen werden. Hierbei werden unterschiedliche larvale Stadien durchlaufen, bis die 

adulte Fliege schließlich in ihrer Vollständigkeit entwickelt ist. Nach der Kreuzung erfolgt die 
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Eiablage ins Futtermedium des Fliegenglases. Larven des ersten Stadiums (L1) befinden sich 

prinzipiell im Medium, da die Nahrungsaufnahme und die damit einhergehende intensive 

Größenzunahme im Fokus stehen (Abbildung 8). Charakteristisch für Larven des zweiten 

Stadiums (L2) ist der Wechsel aus der stationären Phase in die Wanderphase. Dies zeigt sich 

deutlich dadurch, dass sie im Bereich des Überganges zwischen Futtermedium und der Wand 

des Glases aufzufinden sind. Larven des dritten Stadiums (L3) sind ihrem 

Entwicklungsfortschritt entsprechend größer und befinden sich weiter oben im Wandbereich 

des Glases. Präpupa sowie Puppenstadium charakterisieren sich durch die bräunliche 

Färbung. 

 
Abbildung  8: Differenzierung von larvalen Entwicklungsstadien . (A) Fliegenglas nach 10-
tägiger Haltung mit der vollständigen Entwicklung aller Stadien in der Übersichtsaufnahme (B) 
Fokussierte Aufnahme mit Beschreibung der unterschiedlichen Larvenstadien (1) Nahrungsmedium 
mit darin enthaltenen, sich entwickelnden L1 (2) Aus dem Nahrungsbrei in die Wanderphase 
austretende L2 (3) Larven der dritten Generation (L3) im höheren Wandbereich des Glases (4) 
Puppenstadium (C) Sicht von oben auf das Innere eines Fliegenglases nach 10 Tagen nach 
Entnahme des Schaumstoffstopfens. 
Eigene Aufnahmen.  
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2.2.8. Auswahl des larvalen Entwicklungsstadiums  

Nach beschriebener Unterscheidung der verschiedenen larvalen und pupalen 

Entwicklungsstadien werden für die nachfolgenden Versuche stets Larven des dritten 

Stadiums verwendet (Abbildung 9). Insbesondere für die Präparation der Nephrozyten ist dies 

von Bedeutung, da die Garlandzellen der Larven des 1. und des 2. Stadiums noch nicht 

hinreichend entwickelt sind. Jene Zellen der L3 sind am besten geeignet für experimentelle 

Untersuchungen, was im weiteren Verlauf die Verwendung dieses Stadiums begründet. 

 
Abbildung  9: Larve des 3. Entwicklungsstadiums (L3) . Zur Präparation und sich 
anschließenden Experimenten eignet sich die Larve des 3. Entwicklungsstadiums (L3) am besten. 
Eigene Aufnahme. 

2.2.9. Präparation der Nephrozyten  

Die Präparation der Nephrozyten vereint alle nachfolgend beschriebenen Versuche in 

ihrem Beginn und wird daher im weiteren Verlauf ausführlich anhand verschiedener 

Abbildungen (Abbildungen 10 und 11) erläutert.  

Die perlschnurartigen Garlandzellen wurden mithilfe einer 18 Gauge Kanüle am 

Binokularmikroskop aus dem 3. Larvenstadium präpariert. Mit einer stumpfen Pinzette wurde 

zunächst vorsichtig eine Larve aus dem Fliegenglas entnommen und in den mit frischem, 

eiskalten PBS befüllten Mikroskopiernapf überführt. Durch das zusätzliche Lagern auf einer 

Eisbank erfolgte die Betäubung der L3 sowie ein zeitgleiches Herabsetzen der larvalen 

Eigenbewegungen.  
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Abbildung  10: Utensilien für die Pr äparation der Nephrozyten aus L3 . (1) PBS (2) Falkon mit 
eiskaltem PBS (3) Alu-Rack auf Eis für PCR-Gefäße (4) Binokularmikroskop (5) Mit PBS gefülltes 
Mikroskopierglas, Lagerung auf Eis (6) CO2-Pistole zur Betäubung der Fliegen und Larven (7) 
Becherglas mit Trichter (8) wasserabweisender Stift zur Kennzeichnung der PCR-Gefäße (9) 
stumpfe Pinzette (10) Pasteurpipette zum Transfer der präparierten Zellpakete (11) 1 ml Spritzen 
mit aufgesetzten Kanülen (16 G) als Präparierwerkzeug (12) Stoppuhr zur Kontrolle der 
Präparierzeit 
Eigene Aufnahme.  

Ziel des ersten Präparationsschrittes war der Zugang zum Organkonvolut der Larve, 

da die Garlandzellen an der Basis des Proventrikulus gelegen sind. Hierzu wurde zunächst 

das Kopfende der Larve aufgesucht, welches sich durch die dunklen Fresswerkzeuge 

charakterisiert und so vom Hinterende unterschieden werden kann. Mithilfe der Kanüle wurde 

der Kopf senkrecht fixiert und in Form einer scherenartigen Schnittbewegung entfernt. Durch 

das Abtrennen des Kopfes trat das Organkonvolut hervor. Um das Konvolut nicht zu 

beschädigen, wurde es in einem scharfen Schnitt von der leeren Larvenhülle getrennt.  

Im nächsten Schritt lag das Ziel darin, das Gehirn, die Speicheldrüsen sowie den Fettkörper 

vom Mitteldarm zu trennen. Diese Separation gelang durch eine schnelle Bewegung, wodurch 

wiederum die Loslösung des Proventrikulus samt Garlandzellen erfolgte. Durch diesen rasch 

durchgeführten Schnitt wird die perlschnurartige Struktur der Garlandzellen nicht beschädigt. 

Das fertig präparierte Garlandzellpaket wurde abschließend mithilfe einer Pipette 

vorsichtig in ein mit PBS gefülltes PCR-Gefäß oder direkt auf einen vorbereiteten Objektträger 

transferiert. Im Anschluss folgte die sofortige Fortführung des jeweils angewandten Protokolls. 
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Abbildung  11: Vorgehensweise der Präparation . (A) Fixation der L3 und anschließender Schnitt 
zur Entfernung des Kopfes (B) Hervortreten des Organkonvoluts nach Trennung des Kopfes (C) 
Entfernung der leeren Larvenhülle (D) Vollständiges Organkonvolut (E) Aufteilung des 
Organkonvolutes (F) Separation des Proventrikulus mit Garlandzellen von Kopfteil, Fettkörper und 
Malpighischen Schläuchen (G), (H) Oesophagus, Proventrikulus mit Girlandenzellen, Mitteldarm (I) 
Trennung des Proventrikulus mit Garlandzellen vom Darm (J) Vom Rest des Konvolutes separiertes 
Zellpaket (K) Nahaufnahme des Garlandzellpaketes bestehend aus Oesophagus (grüner Pfeil), 
Proventrikulus (blauer Pfeil) und Nephrozyten als girlandenförmige Zellkette (roter Pfeil) 
Eigene Aufnahmen.  
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2.3. Histologische Methoden  

2.3.1. Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment  

Garlandzellen aus L3-Larven werden wie beschrieben präpariert und mithilfe einer Pipette 

auf einen zuvor vorbereiteten Objektträger transferiert. Unter Einhaltung der Temperaturen 

sowie der festgelegten Inkubationsmenge, erfolgt der ex vivo Versuch an den präparierten 

Garlandzellen nach dem nachfolgend in der Tabelle dargestellten Schema.  

Tabelle 13: Gepulstes Experiment mit FITC-Albumin. 

Arbeitsschritt  Inkubation  Temperatur  

Waschen mit PBS (RT) 1 x Objektträger 
auf 
ungekühlter 
Box lagern 

PBS abpipettieren, Rest mit Filterpapier abtrocknen   

20 µl FITC-Albumin (RT) auf Zellen geben 
Lichtschutz mittels Alufolie 

30 s  

Waschen mit PBS (4 °C) 4 x  

20 µl PFA 8% (4 °C) als Stoppreaktion 
Lichtschutz mittels Alufolie 

10 min Lagerung auf 
Eisbank zur 
Unterstützung 
der Stopp-
reaktion 

Waschen mit PBS (4 °C) 1 x  

PBS abpipettieren, Rest mit Filterpapier abtrocknen   

20 µl Vectashield auf Zellen geben  
Mithilfe einer Pinzette vorsichtig Deckgläschen auflegen 

  

Präparat in Objektträgermappe geben, trocknen lassen 2 h  
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Sowohl zum Schutz vor Austrocknung, als auch zum mechanischen Schutz vor dem 

Ölobjektiv des Mikroskops, werden die Ränder des Deckgläschens vorsichtig mit Klarlack 

versiegelt. Die Lagerung erfolgt in einer Objektträgermappe bei 4 °C. Im Anschluss werden 

die Präparate im Konfokalmikroskop untersucht. Hierzu wird zunächst eine 10er Vergrößerung 

verwendet, um das Auffinden der Zellpakete leichter zu gestalten. Mit der 60er Vergrößerung 

werden im GFP-Kanal die Bilder angefertigt. Durchlichtaufnahmen ermöglichen zeitgleich das 

Überprüfen des Verlaufes der Zellgrenzen. 

2.3.2. Immunfluoreszenzfärbung der Nephrozyten  

Die Garlandzellen werden wie beschrieben aus Larven des 3. Stadiums präpariert und 

im Anschluss in ein 0,2 ml PCR-Gefäß transferiert. Die nachfolgenden Arbeitsschritte der 

Antikörper-Färbung sind der Tabelle zu entnehmen. 

Tabelle 14: Kirre-Immunfluoreszenzfärbung. 

Arbeitsschritt  Inkubation  Temperatur  

Fixierung der Nephrozyten mit 4% PFA 20 min Auf Eis 

Erster Waschschritt mit PBS kurz  

Drei weitere Waschschritte mit 0,4% PBS-T jeweils 5 min  

Hinzugabe Primärantikörper über Nacht 4 °C 

Abpipettieren Primärantikörper 1 d später  

Drei Waschschritte mit PBS-T jeweils 5 min  

Hinzugabe Sekundärantikörper, Inkubation im Dunkeln 4 h 4 °C 

Drei Waschschritte mit PBS jeweils 5 min  

Vorbereitung und Beschriftung des Objektträgers 
Überführung der Nephrozyten auf Objektträger 

Entfernung überschüssiges PBS-T 
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Im Anschluss werden die Präparate vorsichtig mit Vectashield HardSet mit DAPI 

eingedeckelt und für 2 Stunden in der Objektträgermappe getrocknet. Abgedichtet wird das 

Deckglas mit Klarlack. Die Lagerung bis zur Aufnahme erfolgt im Dunkeln bei 4 °C. Nach 

erfolgter Aushärtung des Klarlackes werden unmittelbar die Aufnahmen am 

Konfokalmikroskop in 10facher und 60facher Vergrößerung im GFP-Kanal angefertigt.  

Durchlichtaufnahmen ermöglichen das spätere Auffinden der Zellgrenzen. Zusätzlich werden 

Aufnahmen im DAPI-Kanal mit dem Ziel der Zellkerndarstellung angefertigt. 

2.3.3. Immunfluoreszenzfärbung der Nephrozyten oberfläche  

 Die Immunfluoreszenzfärbung der Nephrozytenoberfläche entspricht der obig 

beschriebenen Durchführung der Immunfluoreszenzfärbung des Nephrozyten. Um jedoch den 

Abstand zwischen Konfokalmikroskop und Oberfläche des Objektträgers so gering wie 

möglich zu halten, wird die Verwendung von Klarlack ausgelassen. Dadurch kann im 

abschließenden Schritt die Darstellung der Oberfläche der Garlandzellen durchgeführt 

werden. Die Anfertigung der Aufnahmen erfolgt in 60facher Vergrößerung im GFP-Kanal. 

2.3.4. Rasterelektronenmikroskopie  (REM) 

2.3.4.1. Probenvorbereitung der Nephrozyten für die Untersuchung im REM 

Für die Verwendung zur REM werden Nephrozyten aus L3-Larven des entsprechenden 

Genotyps präpariert. Die Überführung der Zellpakete erfolgt in ein zuvor vorbereitetes 0,2 ml 

PCR-Gefäß mit darin enthaltender Bouin-Lösung (200 ɛl). Die Fixierung findet über einen 

Zeitraum von 2 bis 3 Tagen bei einer Temperatur von 4 °C statt. Im Anschluss folgt die 

Anwendung einer aufsteigenden Alkoholreihe in den Konzentrationen 70%, 80%, 90% und 

100%. Jeweils 200 ɛl Ethanol werden pro Schritt verwendet und mit einer jeweiligen Dauer 

von 1 Stunde inkubiert. Beginnend mit 70% Ethanol, der mehrfach ausgetauscht wird, wird 

das Herauslösen der in der Bouin-Lösung enthaltenen Pikrinsäure erzielt. Es folgen die 

Inkubationsschritte mit 80%igem und 90%igem Ethanol. Nach Inkubation mit 100%igem 

Ethanol, wird dieser im Anschluss abpipettiert und durch ein Gemisch aus gleichen Teilen 

Ethanol und Hexamethyldisilazan (HMDS) ersetzt. Nach einstündiger Inkubation wird die 

50%ige HMDS/Ethanolmischung durch 100%iges HMDS ersetzt, die im Anschluss unter dem 

Abzug bei RT verdunstet. Nach vollständiger Verdunstung, werden die dehydrierten 

Nephrozyten mithilfe einer Akupunkturnadel auf die klebende Leitfolie eines 

Aluminiumprobentellers überführt. Hierbei werden die einzelnen Präparate so auf der Folie 

platziert, dass der Ventrikulus auf dem Grund befestigt ist und die Nephrozytengirlande dem 

Betrachter entgegenragt. Im Anschluss werden die Probenteller in einer mit Silica gefüllten 

https://de.wiktionary.org/w/index.php?title=%CE%BCl&action=edit&redlink=1
https://de.wiktionary.org/w/index.php?title=%CE%BCl&action=edit&redlink=1
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Box aufbewahrt, um eine Rehydrierung der Nephrozyten und somit eine negative 

Beeinflussung der Zelloberfläche zu verhindern. Die Lagerung erfolgte bei RT. 

Abschließend erfolgte die Bedampfung mit Gold unter Argonatmosphäre mittels 

Sputter Coater sowie die Aufnahme der Bilder am Rasterelektronenmikroskop ("LEO Modell 

1450VP") freundlicherweise durch Dr. Martin Helmstädter.  

2.3.4.2. Probenvorbereitung adulter Fliegen für die Untersuchung des Facettenauges 

im REM 

Für die Untersuchung der Facettenaugen adulter Fliegen im REM werden zunächst 

Kreuzungen mit einem GMR-Gal4-Treiberstamm für die zelltypspezifische Expression im Auge 

mit der jeweils im Fokus der Untersuchung stehenden RNAi-Linie gekreuzt. Nach einwöchiger 

Inkubation im 29 °C Wärmeschrank und zu erkennender Entwicklung unterschiedlicher 

Larvenstadien, werden die Elterntiere verworfen. Dadurch wird sichergestellt, dass die später 

gesammelten Adulten ausschließlich der aus der angesetzten Kreuzung hervorgehenden F1-

Generation angehören. Nach erfolgtem Schlupf werden die Fliegen mit CO2 anästhesiert und 

in ein mit Bouin-Lösung vorbereitetes PCR-Gefäß transferiert. Die nachfolgenden Schritte der 

Vorbereitung für die REM entsprechen der oben geschilderten Vorgehensweise. Wichtig ist 

es, die Fliegenkörper abschließend so auf den Aluminiumprobentellern zu platzieren, dass 

diese seitlich gelegen sind. Diese laterale Befestigung soll das vollständige Erfassen des 

gesamten Facettenauges im REM ermöglichen. 

2.3.5. Transmissionselektronenmikroskopie  (TEM) 

 Zur Vorbereitung von Proben für die TEM werden Garlandzellen wie 

beschrieben präpariert und auf Eis in ein 0,2 ml PCR-Gefäß überführt. Die Fixation der 

Nephrozyten erfolgt mittels einer zuvor frisch angesetzten Lösung mit 4% PFA in PBS und 1% 

Glutardialdehyd als Bestandteile. Daraufhin folgt eine Voreinbettung in niedrigschmelzender 

Agarose. Dieser Arbeitsschritt ermöglicht im weiteren Vorgehen der Probenbehandlung eine 

leichtere Handhabung der sehr kleinen Zellpräparate. Die Agarose wird hierfür mit Wasser für 

Injektionszwecke vermischt und unter Sichtkontrolle mehrfach in der Mikrowelle bei 450 Watt 

aufgekocht. Da auf circa 90 °C erhitzt wird, erfolgt im Anschluss ein Herunterkühlen auf 40 °C 

mittels Wärmerüttler bei 400 Umdrehungen pro Minute (rpm). In der Zwischenzeit erfolgte ein 

einstündiges Waschen der Proben mit PBS bei 4 °C. Im Anschluss wurde in dreifacher 

Wiederholung jeweils für 5 Minuten mit PBS-T gewaschen. Abschließend folgte ein letzter 

Waschschritt mit Aqua ad injectabilia für 5 Minuten. Hierdurch wird ein Ausfallen der 

Mineralstoffe des PBS im Agar verhindert.  Die auf 40 °C temperierte Agarose wird im gerade 
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noch flüssigen Zustand in das PCR-Gefäß gegeben und abschließend die Nephrozyten mittels 

27 G Kanüle so vom Boden des Gefäßes vorsichtig aufgewirbelt, dass diese etwa mittig liegen. 

Zur endgültigen Erstarrung der Agarose werden die Proben bei 4 °C auf Eis gelagert. Die 

Spitze der PCR-Gefäßes wird im Anschluss mithilfe einer Rasierklinge entfernt. Die vollständig 

erstarrten Agarosezylinder werden in kleinere Stücke geschnitten. Ziel dessen ist es, die 

Strecke der Diffusion für die unterschiedlichen Einbettungschemikalien zu verringern. In 

beschrifteten Rollrandgläsern erfolgt die Lagerung im Kühlschrank über Nacht. Die Einbettung 

der Proben erfolgt im jeweiligen Rollrandglas, in welchem die Proben verbleiben und lediglich 

die jeweiligen Chemikalien mithilfe von Transferpipetten ausgetauscht werden. Der detaillierte 

Ablauf ist dem Protokoll der Tabelle zu entnehmen. Nach durchgeführtem Protokoll erfolgt die 

Anfertigung von Ultradünnschnitten sowie die Nachkontrastrierung der Proben mit Bleicitrat. 

Abschließend wurden die Aufnahmen der TEM-Bilder freundlicherweise durch Dr. Martin 

Helmstädter durchgeführt.  
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Tabelle 15: Einbettung der Proben für TEM-Aufnahmen. 

Arbeitsschritt  Inkubation  

1% Osmiumtetroxid in 6,86% Saccharosepuffer,  
Beachtung der Photosensitivität des Schwermetalls 

1 h 

Waschen in 0,1 M PB 3 x 

50% Ethanol 
60% Ethanol 

jeweils 10 min 

Stückkontrastierung in 1% Uranylacetat in 70% Ethanol,  
Abdeckung mit Alufolie wegen Lichtempfindlichkeit des Schwermetalls 

1 h 

80% Ethanol 
90% Ethanol 
96% Ethanol 

 
jeweils 10 min 

100% Ethanol 2 x 10 min 

Propylenoxid 2 x 10 min 

Propylenoxid/ Durcupangemisch 2:1  
Propylenoxid/ Durcupangemisch 1:1 

jeweils 1 h 

Reines Durcupan, Rollrandgläser unter Abzug offenstehen lassen,  
damit restliches Propylenoxid verdampfen kann 

mehrere 
Stunden 

Wechsel in frisches reines Durcupan,  
Rollrandgläser mit Parafilm verschließen 

über Nacht 
bei 4 °C lagern 

Vorbereitung von Beschriftungszetteln für jeden Genotyp (Schriftgröße 5) 
und Platzierung in Vertiefungen einer Silikonform 

 

Übertragung der Agarstücke in die Vertiefungen einer Silikonform mithilfe 
eines Zahnstochers aus Holz  
Auffüllen einer jeden bestückten Vertiefung mit frischem Durcupan 

 

Silikonform in 55 °C-Wärmeschrank zur Auspolymerisation 48 h 
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2.4. Statistische Methoden  

2.4.1. Statistische Vorgehensweise und Auswertung  der untersuchten 

Nephrozyten  mit GraphPad Prism  

 Für die Experimente der Albuminaufnahme und der Immunfluoreszenfärbung 

der Nephrozyten wurden grundsätzlich für jede Untersuchung jeweils 10 Larven (L3) zur 

Präparation verwendet und im Anschluss jeweils 10 konfokalmikroskopische Aufnahmen 

angefertigt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Pro Aufnahme wurden 4 Nephrozyten 

zur Ausmessung der fluoreszierenden Zellgrenzen ausgewählt, sodass sich durch die 

Auswertung der 10 Aufnahmen eine Gesamtzahl von 40 Nephrozyten (n=40) zur Bildung des 

statistischen Mittelwertes ergab. Die aus den Experimenten hervorgegangenen Daten wurden 

mithilfe der Software GraphPad Prism objektiviert und statistisch aufbereitet. Um den 

jeweiligen Genotyp mit der Positivkontrolle, bzw. die Genotypen untereinander zu vergleichen, 

erfolgte ein ungepaarter t-Test für unabhängige Proben. Die statistische Signifikanz wurde ab 

einem P-Wert von < 0,05 angenommen. Die jeweilige Signifikanz wurde durch Sterne in den 

Graphiken gekennzeichnet. In Form von Säulen wurden die Daten dargestellt.  

<0,0001 **** extrem signifikant,  

0,0001 bis 0,001 *** extrem signifikant,  

0,001 bis 0,01 ** sehr signifikant,  

0,01 bis 0,05 * signifikant,  

Ó 0,05 n.s.; nicht signifikant 

2.4.2. Statistische Vorgehensweise und Auswertung des Facettenauges  mit 

ImageJ und GraphPad Prism  

 Die REM-Aufnahmen des Facettenauges wurden mithilfe der Software ImageJ 

ausgewertet. Da wildtypische Facettenaugen über einzelnstehende Borsten verfügen, 

beinhaltet die Definition der Fehlstellung das Vorhandensein von mindestens 2, bis hin zu 5 

zusammenstehenden Borsten. Hierbei erfolgte eine Auszählung ohne Beachtung 

wildtypischer Borstenstellungen von insgesamt 5 Augen pro Wild- und Genotyp, die von 5 

adulten Fliegenkörpern stammen. Mithilfe der Software GraphPad Prism wurden die 

Auszählungen statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt. Es erfolgte ein ungepaarter 

t-Test für unabhängige Proben. Ab einem P-Wert von < 0,05 wurde das Ergebnis als statistisch 

signifikant angesehen. Die Vergabe der jeweiligen Signifikanz und ihre entsprechende 

Kennzeichnung durch Sterne, entspricht der obig dargestellten Auswertung des gepulsten 

Albuminaufnahme-Experimentes sowie der Immunfluoreszenzfärbung mit GraphPad Prism. 
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IV. ERGEBNISSE 

1. Molekulare Analysen  

1.1.  Bioinformatische Analyse : DNA-Sequenzhomologie  

 Eingeleitet wurde der Beginn der experimentellen Arbeit durch bioinformatische 

Analysen. Das grundlegende Ziel bestand darin, für die im Interesse der Untersuchung 

stehenden Gene des Menschen, entsprechende Homologe in Drosophila zu ermitteln. 

Beabsichtigt wird die Untersuchung des Gens im KD mithilfe unterschiedlicher Experimente. 

Notwendig ist hierfür die Bestellung einer RNAi-Linie, die sich an den vorgeschalteten 

Genabgleich anschließt. Für diesen wurde das sogenannte DIOPT DRSC Integrative Ortholog 

Prediction Tool der Harvard Medical School genutzt (Hu et al., 2011). Auf DNA-Ebene 

generiert die Software ein oder mehrere Homologvorschläge zum humanen Gen, die 

entsprechend ihrer Übereinstimmung in verschiedene Ränge eingeteilt werden. Nach Auswahl 

des maximalen Äquivalents wird unter Angabe des jeweiligen Gensymbols der Fliege die 

entsprechende RNAi-Linie bestellt. Hierfür wurde die Online-Bibliothek VDRC verwendet, die 

den kommerziellen Erwerb erforderlicher Fliegenstämme ermöglicht. Die detaillierte 

Beschreibung und Verwendung zur Bioinformatik ist dem Methodenteil zu entnehmen.  

  Algorithmen einer Software werden stets aktualisiert und erweitert. Aufgrund dessen 

werden nachfolgend die Ergebnisse der Homologfindung nacheinander geordnet für die 

unterschiedlichen Gene erläutert, die zum Zeitpunkt der Ermittlungen vorgeschlagen wurden. 

1.1.1. ITM2B 

 Für das Gen ITM2B des Menschen besteht laut DIOPT das Sequenzhomolog CG3662, 

das sich durch einen hohen Rang in der Homologie auszeichnet. DIOPT gibt im Rahmen des 

Genabgleiches an, dass CG3662 den besten Treffer für das humane ITM2B darstellt. 

 
Abbildung 1 2: Suchergebnis für das humane Gen ITM2 B. Die Suche nach DNA-Homologen des 
humanen ITM2B ergibt das Fliegengen CG3662. Das Symbol für das humane Gen ist blau umrandet, 
das Symbol für das Drosophila Gen ist grün umrandet, Ergebnisse bezüglich Rang und Treffer sind 
rot umrandet. 
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1.1.2. MERTK 

 Die bioinformatische Analyse für das humane Gen MERTK schlägt das Drosophila- 

Homolog CG2272 vor. Für dieses Gen sind zwei unterschiedliche Arten von RNAi-Linien 

kommerziell erhältlich: 33518/GD und 106449/KK, die sich in ihrem Insertionsort im Genom 

sowie in der verwendeten Sequenz unterscheiden. 33518/GD hat eine unwillkürliche Insertion, 

wohingegen die definierte Insertionsstelle von 106449/KK auf dem Chromosom 2 liegt. 

 
 
Abbildung 1 3: Suchergebnis der kommerziell verfügbaren RNAi -Linien für das humane  Gen 
MERTK. Für das Drosophila-Homolog CG2272 (rot umrandet) sind die RNAi-Linien 33518/GD (grün 
umrandet) und 106449/KK (blau umrandet) verfügbar. 

1.1.3. NPR3 

 Im Rahmen der Homologsuche für das humane NPR3 ergeben sich insgesamt drei 

Vorschläge, von denen jedoch das Gen CG14877 deutlich hervorsticht. In Form der besten 

Punktzahl nimmt dieses Gen in der Homologie einen hohen Rang ein. Die anderen beiden 

aufgelisteten Homologe charakterisieren sich hingegen durch einen niedrigen Rang, da sie 

sich in der algorithmisch ermittelten Punktzahl nicht durch das beste Ergebnis auszeichnen. 

 
 
Abbildung 1 4: Suchergebnis für das  humane Gen NPR3.  Die Software schlägt für NPR3 (blau 
umrandet) das am höchsten in der Korrespondenz stehende Drosophila-Homolog CG14877 (grün 
umrandet) vor, das sich durch den besten Rang und Treffer (rot umrandet) charakterisiert.  
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1.1.4. FERMT2 

 Für das Gen FERMT2 des Menschen können mithilfe des DIOPT Softwaretools zwei 

Sequenzhomologe in Drosophila gefunden werden: CG14991 (FBgn0035498) und CG7729 

(FBgn0036688). Bei dem Homolog CG14991 handelt es sich um Fit1, welches die beste 

analysierte Punktzahl erreicht (invers und revers) und somit dem Homolog einen hohen Rang 

verschafft. Bei dem zweiten Homolog CG7729 handelt es sich um Fit2, welches im Vergleich 

zu Fit1 einen moderaten Rang, jedoch nur in reverser Abfolge den besten Treffer aufweist.  

 
 

Abbildung  15: Suchergebnis für das  humane Gen  FERMT2. Die zwei für die nachfolgenden 
Untersuchungen in Frage kommenden Homologe zum humanen FERMT2 (blau umrandet) sind Fit1 
(grün umrandet) und Fit2 (hellgrün umrandet). Im Vergleich zu den Ergebnissen für Fit2 (rosa 
umrandet), nimmt Fit1 aufgrund einer höheren Punktzahl den besten Rang ein (rot umrandet). 

1.1.5. BECN1 

 Laut DIOPT wird für das humane BECN1 ausschließlich ein Sequenzhomolog 

vorgeschlagen: CG5429 (FBgn0264325). Bei CG5429 handelt es sich um Atg6, welches sich 

durch die beste algorithmische Trefferzahl auszeichnet und somit einen hohen Rang in der 

genetischen Vergleichsanalyse einnimmt. 

 
 
Abb ildung 16: Suchergebnis für das  humane Gen BECN1. Die Software DIOPT ermittelt für das 
humane BECN1 (blau umrandet) einen eindeutigen Vorschlag: Atg6 (CG5429; FBgn0264325). Das 
Homolog (grün umrandet) zeichnet sich bezüglich Rang und Punktzahl durch eine bestmögliche 
Wertung (rot umrandet) aus.  
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1.1.6. VASN 

 Für das humane VASN schlägt die Homologsoftware basierend auf aktuellen 

Algorithmen zum Zeitpunkt der Anfrage folgendes Drosophila Gen vor: CG14531 

(FBgn0261509). Synonym für das ermittelte Gen ist hattifattener, bzw. die Abkürzung haf. Als 

Ergebnis der Analyse erzielt haf einen vergleichsweise niedrigen Rang. Dennoch zeichnet sich 

CG14531 durch eine am höchsten ermittelte Punktzahl aus und nimmt mit diesem Ergebnis 

einhergehend in der Liste vorgeschlagener Homologien erste Stelle ein.  

 
 

Abbildung  17: Suchergebnis für das  humane Gen VASN. Die Homologsuche für VASN (blau 
umrandet) ergibt das Auffinden von haf (CG14531) (grün umrandet). Hattifattener (haf) erzielt zwar 
lediglich einen niedrigen Rang, erhält aber dennoch in der Liste der gefundenen Homologien die 
beste Trefferzahl (rot umrandet). 
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2. Funktionelle Analyse: Gepulste s FITC-

Albumin aufnahme -Experiment  zur Beurteilung der 

Filtrationsleistung  

Nach erfolgter Auswahl geeigneter Homologe auf Grundlage bioinformatischer 

Analysen, folgte im nächsten Schritt die funktionelle Untersuchung des Einflusses der 

verschiedenen Gene auf die Intaktheit der Schlitzmembran. Verwendet wurde hierzu der 

gepulste Albuminaufnahme-Versuch. 

Grundlegendes Ziel des Experimentes ist die Untersuchung der Filtrationsleistung der 

Nephrozyten. Appliziertes FITC-Albumin wird von den Garlandzellen als Entgiftungsorgan 

Drosophilas vollständig von der Schlitzmembran filtriert. Dadurch dass Albumin 

fluoreszenzmarkiert ist, kann die Filtration dieses Proteins im 488 nm Kanal 

konfokalmikroskopisch dargestellt und die Filtrationsleistung anhand der subjektiven sowie 

objektiven Analyse der Fluoreszenzintensität abgeleitet werden.  

Einheitlich festgelegte Applikationsmengen des Albumins sollen Vergleichbarkeit und 

Gegenüberstellbarkeit der aus diesem Experiment hervorgehenden Ergebnisse garantieren.  

Ebenso erfolgte eine festgesetzte Zeitspanne der Inkubation, die nach exakt 30 Sekunden 

durch 8%iges PFA gestoppt wurde. Es handelt sich somit um ein gepulstes Experiment, das 

gezielt die Aufnahmeleistung der Entgiftungszellen in einem definierten Zeitintervall 

widerspiegelt und somit einen ersten Eindruck über Intaktheit und Funktionalität des 

Filtrationsprozesses liefern soll. Die detaillierten Arbeitsschritte sind dem Methodenteil zu 

entnehmen. 

Pro Durchgang wurden 10 Larven aus dem 3. Stadium der zu untersuchenden F1-

Generation des jeweiligen Genotyps präpariert und der Versuch angewandt. Im unmittelbaren 

Anschluss wurden in der konfokalmikroskopischen Untersuchung pro Durchführung 10 

qualitativ verwendbare Aufnahmen angefertigt. Insgesamt wurde dieses Vorgehen für jedes 

Gen mindestens zweimal, in der Regel dreimal wiederholt. Um den ersten subjektiven 

Eindruck einer Veränderung in der Filtrationsleistung im Anschluss zu objektivieren, erfolgte 

mithilfe des Programms NIS-Elements Analysis eine Quantifizierung der Fluoreszenzintensität 

pro Fläche von insgesamt 40 Nephrozyten aller Garlandzell-Ringe. Anhand der 

Messungsergebnisse können zusammenfassend Rückschlüsse auf die Funktionalität der 

Schlitzmembran gezogen werden. Mittels der Software GraphPad Prism wurden die 

generierten Daten abschließend graphisch visualisiert.  
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2.1. Ergebnisse aus Konfokalmikroskopie und Quantifizierung   

2.1.1. Validierung der Positivkontrolle: Wildtyp  Berlin  

 Ziel ist es zunächst eine valide Positivkontrolle zu schaffen, um Vergleichbarkeit und 

Interpretation der im Fokus der Untersuchung stehenden Genotypen zu gewährleisten. Hierzu 

wurde im ersten Schritt der sogenannte Wildtyp Berlin in Bezug auf seine Verwendbarkeit als 

funktionierendes Filtrationsmodell geprüft (Abbildung 18 A und B).  

Die wildtypischen Nephrozyten charakterisieren sich in den konfokalmikroskopischen 

Aufnahmen durch einen kräftigen und deutlich darstellbaren Albuminsaum. Es zeigt sich eine 

einheitlich starke und über die vollständige Zirkumferenz verlaufende Intensität.  

 
Abbildung  18: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment Wildtyp Berlin (WTB). Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen im GFP -Kanal . (A) Übersichts- und 
Nahaufnahme zeigen die kräftige fluoreszenzintensive Zirkumferenz mit Ausziehungen ins 
zytoplasmatische Zellinnere. (B) Validierung des Wildtyp Berlins als Positivkontrolle. Zwei 
unabhängige Präparationen mit anschließenden Quantifizierungen bestätigen die hohe 
Albuminaufnahme des Wildtyp Berlin. Es besteht kein signifikanter Unterschied. 
 
Genotyp: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), Größenbalken: 20µm, Vergrößerung: 60x Öl-
Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error 
of the Mean), n.s. = nicht signifikant 

Der erste subjektive Eindruck einer starken Aufnahme fluoreszenzmarkierten Albumins 

kann durch die Quantifizierung eindeutig objektiviert werden. Demnach kann der Wildtyp Berlin 

als Referenz für eine intakte Filtrationsbarriere validiert und als Vergleichs- und 

Interpretationsmöglichkeit für die Untersuchungen fortlaufend als Positivkontrolle 

herangezogen werden. 
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2.1.2. ITM2B 

 Beginnend mit der Untersuchung des Einflusses des KD von CG3662 auf die 

Funktionalität der Filtration, fallen Nephrozyten mit einer deutlich abgeschwächten 

fluoreszierenden Zirkumferenz im Vergleich zum kräftigen Saum der wildtypischen Zelle auf 

(Abbildung 19 A). Die Fluoreszenzintensität ist in ihrer Reduktion gleichmäßig. 

 

Abbildung  19: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment nach KD des Gens  ITM2B. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Es besteht ein 
deutlicher Unterschied in der Fluoreszenzintensität im Vergleich zur Positivkontrolle. (B) Die 
Quantifizierung bestätigt, dass sich die ITM2B-RNAi signifikant von der Positivkontrolle unterscheidet. 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) ĄWildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG3662-RNAi (Blo 18281) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 

Dieser erste sich aus den lichtmikroskopischen Aufnahmen ergebende Eindruck einer 

herabgesetzten Filtration kann durch die quantitative Analyse der Fluoreszenzintensität 

(Abbildung 19 B) bestätigt werden. Die Aufnahme des GFP-gekoppelten Albumins ist 

signifikant verringert. 

2.1.3. MERTK 

 Im Rahmen der Leistungsuntersuchung der Filtration vom Gen MERTK, zeigen beide 

RNAi-Linien (33518/GD; 106449/KK) des homologen Drosophila Gens CG2272 eine deutliche 

Verringerung der Aufnahme fluoreszenzmarkierten Albumins. Ein einheitlich schwacher Saum 
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filtrationspflichtiger Substanz umgibt die Nephrozyten beider KD-Linien in ihrer Gesamtheit 

(Abbildung 20 A). Auch quantitativ findet dies Bestätigung in Form stark signifikant 

herabgesetzter Fluoreszenzmesswerte (Abbildung 20 B). Da für alle auffälligen Gene die 

nachfolgenden Untersuchungen anhand einer RNAi-Linie durchgeführt werden und eine 

gleichsam verringerte Menge filtrierten Albumins für beide Linien vorliegt, wird ohne weitere 

Begründung die Fliegenlinie 33518/GD ausgewählt. 

 

Abbildung  20: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment nach KD des Gens MERTK. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Beide RNAi-
Linien des Gen-Äquivalents (CG2272) zu MERTK charakterisieren sich durch eine gleich starke 
Verminderung der Fluoreszenzintensität. (B) Die Quantifizierung der Fluoreszenzmenge bestätigt für 
beide KD-Linien eine signifikant verringerte Aufnahme im Vergleich zur Positivkontrolle. Zwischen den 
beiden untersuchten Kandidaten besteht kein signifikanter Unterschied.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi (33518/GD), 
Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi (106449/KK) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 

2.1.4. NPR3 

 Der KD des Gens NPR3 charakterisiert sich in der Untersuchung der Filtrationsleistung 

durch eine gut erkennbare Fluoreszenz, die dennoch im Vergleich zur wildtypischen Zelle 

deutlich verringert ist (Abbildung 21 A). Die Zirkumferenz ist breit, in ihrer Darstellung 
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fluoreszenzmarkierter Filtrationsprodukte jedoch sichtbar abgeschwächt. Die beschriebene 

subjektive Verminderung der Fluoreszenzmenge kann durch die Messung der Intensität pro 

Fläche objektiviert werden (Abbildung 21 B). Es besteht eine signifikante Reduktion des 

fluoreszenzmarkierten Albumins im Vergleich zur Positivkontrolle. 

 
Abbildung  21: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment nach KD des Gens  NPR3. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen im GFP-Kanal . (A) Übersichts- 
und Nahaufnahme zeigen eine mittlere Reduktion des fluoreszenzmarkierten Albumins der 
Nephrozyten in Form einer ausgeprägten, aber dennoch sichtbaren Zirkumferenz. (B) Ausmessung 
und Quantifizierung des Saums objektivieren die Reduktion der Filtrationsleistung. Es besteht ein 
signifikanter Unterschied der aufgenommenen Menge an Albumin im Vergleich zum Wildtyp. 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14877-RNAi (45324/GD) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), **: 0,001 bis 0,01 

2.1.5. FERMT2 

 Aufgrund des als hoch eingeschätzten Homologes zum humanen FERMT2, rückte 

zunächst der KD des Gens Fit1 (CG14991; 46494/GD) in den Fokus der Untersuchungen. 

Fit1-RNAi charakterisiert sich in den konfokalmikroskopischen Bildern durch eine deutlich 

wahrnehmbare Reduktion fluoreszenzmarkierten Albumins (Abbildung 22 A). Die 

Zirkumferenz der Nephrozyten ist in ihrer Darstellung dünn und lässt sich teilweise nicht 

vollständig darstellen. Einige Zellen lassen sich sogar nur so abgeschwächt visualisieren, dass 

eine Überprüfung der verlaufenden Zellgrenzen im Durchlichtmodus notwendig ist.  

Ganz im Gegensatz zu dem im Ranking hocheingeschätzten Fit1, zeigt das als 

moderat zum humanen FERMT2 bezeichnete Homolog Fit2 (CG7729; 37010/GD) einen 

kräftig und durchgängig ausgeprägten Zirkumferenzbereich, vergleichbar mit dem des 

Wildtyps (Abbildung 22 A). Die fluoreszenzmarkierten Bereiche der Filtrationsbarriere des 
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Nephrozyten entsprechen in ihrer Darstellung einer voll funktionsfähigen Wildtypzelle. 

Zytoplasmatische Ausziehungen zeigen sich ebenfalls wildtypähnlich und lassen laut Literatur 

auf eine an die Filtration anschließende intakte Endozytose schließen, sodass für Fit2 keine 

weiteren Untersuchungen erfolgen. 

Sowohl die subjektive Einschätzung des KD von Fit1, als auch die des KD von Fit2 

können quantitativ bestätigt werden (Abbildung 22 B). Die Quantifizierung des ersten 

Homologes Fit1 deckt sich in Form einer signifikant reduzierten Filtrationsmenge mit der 

Visualisierung einer vermindert darstellbaren Zirkumferenz. Ausmessung sowie 

Quantifizierung des zweiten FERMT2 Homologes Fit2 ergeben eine nicht signifikante 

Reduktion des fluoreszenzmarkierten Albumins, was sich ebenfalls mit der subjektiven 

Einschätzung einer unveränderten, wildtypähnlichen Zirkumferenz verbindet. 

 
Abbildung  22: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment nach KD des Gens FERMT2. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Die 
Filtrationsergebnisse der verschiedenen KD-Linien unterscheiden sich. Fit1 (CG14991) zeigt einen 
deutlich abgeschwächten Saumbereich im Vergleich zum Wildtyp. Fit2 (CG7729) hingegen weist eine 
kräftige Zirkumferenz in Folge filtrierten fluoreszenzmarkierten Albumins auf. (B) Messungen des KD 
von Fit1 bestätigen eine deutlich signifikante Reduktion der Filtration. Die Fluoreszenzmenge des KD 
von Fit2 zeigt hingegen keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Positivkontrolle.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14991-RNAi (46494/GD), 
Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG7729-RNAi (37010/GD) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), n.s. = nicht signifikant, ****: <0,0001 
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2.1.6. BECN1 

 Die Untersuchung der Garlandzellen aus der Kreuzung mit Atg6-RNAi zeigt eine 

deutlich sichtbar verminderte Aufnahme des fluoreszenzmarkierten Albumins (Abbildung 23 

A). Der die Zelle umgebende Saum ist sehr dünn und lässt eine unregelmäßige Struktur in 

Form von Punkten entlang der Zirkumferenz vermuten. Unabhängig von der 

Fluoreszenzintensität ist eine variierende Zellgröße der dargestellten Nephrozyten auffällig. 

Quantitativ bestätigen lässt sich diese starke sichtbare Reduktion durch ein deutlich 

signifikantes Messungsergebnis (Abbildung 23 B).   

 
Abbildung  23: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment nach KD des Gens BECN1. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Eine deutlich 
subjektiv visualisierbare Reduktion der Fluoreszenzmenge zeigt die RNAi-Linie CG5429. Teilweise 
ist das fluoreszenzmarkierte Albumin auf punktförmige Ausprägungen entlang der Zirkumferenz 
reduziert. (B) Die Quantifizierung bestätigt eindeutig eine signifikante Verminderung der Filtration. 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG5429-RNAi (110197/KK) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 

2.1.7. VASN 

 Im Rahmen der Untersuchung der Auswirkungen des KD des Drosophila-Homologes 

zu VASN, wurde das Gen CG14351 analysiert. Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen 

zeigen eine deutliche Reduktion des filtrierten fluoreszenzmarkierten Albumins (Abbildung 24 

A). Die Zirkumferenz von haf lässt sich in ihrer Ausprägung sichtbar schwach darstellen. Die 

Ergebnisse aus der Quantifizierung decken sich mit den Aufnahmen der Konfokalmikroskopie 
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(Abbildung 24 B). Die Verringerung der Fluoreszenzaufnahme des Genotyps lässt sich 

quantitativ in Form eines signifikanten Ergebnisses bestätigen. 

 
Abbildung  24: Gepulste s FITC-Albumin aufnahme -Experiment nach KD des Gens VASN. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garlan dzellen  im GFP-Kanal . (A) 
Vergleichende Darstellung der KD-Linie für das humane VASN und der Wildtypkontrolle. Die RNAi-
Linie zeigt eine deutliche Abschwächung der Fluoreszenzmenge im Zirkumferenzbereich. (B) Die 
Quantifizierung bestätigt, dass die Aufnahme im Vergleich zur Positivkontrolle signifikant reduziert ist.  

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14351-RNAi 
(FBgn0261509) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 

 

3. Phänotypische Analysen  

3.1. Immunfluoreszenzfärbung  der Nephrozyten  

 Die Immunfluoreszenzfärbung ist eine biochemische Methode, die es ermöglicht ein 

gezieltes Antigen sichtbar zu machen. In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um das 

Antigen Kirre. Kirre ist das Drosophila-Homolog für das humane Neph1, welches als Element 

und Schlüsselkomponente der podozytären Schlitzmembran maßgeblich und im 

Zusammenspiel mit weiteren Interaktoren verantwortlich für die Intaktheit und demnach die 

Funktionalität der Schlitzmembran ist. Dezimierung oder gar Defizite im Vorhandensein von 

Kirre führen zu Fragilität der Filtrationseinheit. Mithilfe des primären Antikörpers 126i erfolgt 

zunächst eine gezielte Bindung gegen Kirre. Die prinzipiellen Anforderungen an einen 

Antikörper in Form hoher Spezifität sowie Affinität gegenüber dem Antigen sind durch den 

primären Antikörper 126i gewährleistet. Zur abschließenden Sichtbarmachung des zuvor 



 

67|  
 

erfolgreich markierten Antigens, ist im zweiten Schritt ein Sekundärantikörper mit 

fluoreszierenden Eigenschaften notwendig. Dieser bindet wiederum an den Primärantikörper 

und ermöglicht somit die Visualisierung im Konfokalmikroskop wellenlängenspezifisch (Alexa 

rab488). Durch abschließende Quantifizierung der Fluoreszenzmenge kann das 

Vorhandensein des markierten Antigens darüber hinaus nicht nur subjektiv, sondern auch 

objektiv beurteilt werden. Die detaillierten Arbeitsschritte sowie Inkubationszeiten sind dem 

Methodenteil zu entnehmen. 

Zusätzlich zur Immunfluoreszenzfärbung dienen die konfokalmikroskopischen 

Aufnahmen der Beurteilung der Zellgröße und des Zellkerns. Hierzu wird der 

Fluoreszenzfarbstoff DAPI verwendet, der an die DNA bindet. Nach lichtmikroskopischer 

Anregung fluoresziert DAPI im sichtbaren Bereich in blauer Farbe. 

3.1.1. Validierung der Positivkontrolle: Wildtyp Berlin  

 Zur Überprüfung einer validen Positivkontrolle wurde zunächst der Wildtyp Berlin 

untersucht. Es erfolgte die Durchführung von zwei unabhängigen Präparationen. 

Anschließend wurden jeweils 20 Nephrozyten quantifiziert. Diese erste Voraussetzung 

ermöglicht im weiteren Verlauf die Gegenüberstellung sowie die Interpretation der 

nachfolgenden Ergebnisse. 

 Der Wildtyp Berlin verzeichnet ein starkes Fluoreszenzsignal, was sich in Form eines 

kräftigen Saumes entlang der Nephrozyten widerspiegelt (Abbildung 25 A). Die Verteilung von 

Kirre kann anhand der Immunfluoreszenzfärbung als durchgängig ausgeprägt beschrieben 

werden. Die Nephrozyten erscheinen einheitlich in ihrer Größe und in ihrer Form und weichen 

somit in der Morphologie nicht von dem Erscheinungsbild der wildtypischen Zelle ab. Die 

Färbung der Nuclei mittels DAPI zeigt ausschließlich zweikernige Nephrozyten. Die 

Quantifizierung bestätigt darüber hinaus die subjektive Wahrnehmung einer starken 

Immunfluoreszenzfärbung der Wildtypkontrolle (Abbildung 25 B). Zusammenfassend kann 

gesagt werden, dass die Untersuchungsergebnisse den Aufführungen der Literatur 

entsprechen und der Wildtyp Berlin somit als valide Positivkontrolle nachfolgend 

herangezogen werden kann. 
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Abbildung  25: Immunfluoreszenzfärbung  gegen  Kirre des Wildtyp Berlins. Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen im GFP -Kanal . (A) Übersichts- und 
Nahaufnahme des wildtypischen Nephrozyten. Die Fluoreszenzintensität der Zirkumferenz stellt sich 
in Form eines kräftigen Saumes entlang des Nephrozyten dar. Merge und Durchlichtmodus (DT) 
zeigen die Zellmorphologie und die Ausbildung von zwei kräftigen Zellkernen (DAPI). (B) Es besteht 
keine Signifikanz in der Fluoreszenzaufnahme, was den Wildtyp Berlin als solide Positivkontrolle für 
eine intakte Filtrationsbarriere validiert.  
 
Genotyp: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), Größenbalken: 20µm, Vergrößerung: 60x Öl-
Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error 
of the Mean), n.s. = nicht signifikant 

3.1.2. ITM2B 

 Die Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre nach CG3662-KD charakterisiert sich durch 

eine Zirkumferenz, die im Vergleich zur Positivkontrolle sichtbar schwach ausgeprägt ist 

(Abbildung 26 A). Im DT- und DAPI-Kanal zeigen sich neben zweikernigen Nephrozyten 

vereinzelt einkernige Zellen. Der subjektive Eindruck eines reduzierten Färbungsergebnisses 

lässt sich anhand der durchgeführten Quantifizierung objektiv bestätigen. Die 

Fluoreszenzintensität ist signifikant reduziert im Vergleich zur Wildtypkontrolle (Abbildung 26 

B). 
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Abbildung  26: Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre  nach KD des Gens ITM2B. Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  nach KD  im GFP-Kanal . (A) Die Aufnahmen 
zeigen eine sichtbar verringerte Fluoreszenzintensität und vereinzelt vorkommende einkernige 
Nephrozyten. (B) Die statistische Auswertung ergibt ein signifikant reduziertes Ergebnis der 
Fluoreszenzmenge, verglichen zur Intensität des Wildtyp Berlins. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG3662-KO (Blo 18281) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 

3.1.3. MERTK 

 Der KD von CG2272 als Homolog für das humane MERTK zeigt in der 

Immunfluoreszenfärbung gegen Kirre eine deutlich schwache Zirkumferenz (Abbildung 27 A). 

Die Zirkumferenz entlang des Nephrozyten erscheint gleichmäßig schmal und ist im Vergleich 

zum kräftigen Saum der wildtypischen Zelle auffallend verringert. Die Quantifizierung der 

Intensität bestätigt dies in Form einer signifikanten Reduktion (Abbildung 27 B). Auffällig ist im 
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Rahmen der Immunfluoreszenzfärbung die hohe Anzahl von Nephrozyten mit nur einem 

Zellkern (Abbildung 28). 

 
Abbildung  27: Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre  nach KD  des Gens MERTK. 
Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Sowohl 
die Übersichts- als auch die Nahaufnahme lassen bereits eine deutliche Reduktion der 
Fluoreszenzmenge vermuten. Auffällig ist auch die hohe Anzahl einkerniger Garlandzellen. (B) 
Die Reduktion der Immunfluoreszenzfärbung lässt sich in Form eines signifikant verringerten 
Ergebnisses bestätigen.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi 
(33518/GD) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 
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Abbildung  28: Darstellung der Morphologie der Nuclei im Rahmen der Kirre -
Immunfluoreszenzfärbung  nach KD des Gens MERTK. Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen 
lassen eine hohe Anzahl einkerniger Nephrozyten verzeichnen. Darstellungen neben dem Merge-
Kanal auch im Durchlichtmodus (DT), um die Zellgrenzen zu bestätigen. Die dunkelblauen Pfeile 
markieren den Nukleus der jeweiligen Zelle.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi (33518/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, 
Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.1.4. NPR3 

 Auch die Untersuchung des KD des Gens CG14877 charakterisiert sich durch die 

Auffälligkeit einer abgeschwächten Immunfluoreszenz (Abbildung 29 A). Die im GFP- und 

Merge-Modus dargestellte Intensität der Färbung gegen Kirre ist im Vergleich zu jener der 

wildtypischen Zelle deutlich verringert. Die Quantifizierung bestätigt diesen Eindruck in Form 

eines signifikanten Ergebnisses (Abbildung 29 B). Neben der Reduktion der Kirre-Ausprägung, 

zeigen die Aufnahmen der Konfokalmikroskopie darüber hinaus eine Vielzahl von Nephrozyten 

mit nur einem Nucleus (Abbildung 30 A-Aóó). Zudem zeigen sich Zellen, die im Vergleich zur 

wildtypischen Größe auffallend klein sind (Abbildung 30 B-Bó). 
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Abbildung  29: Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre  nach KD des Gens NPR3. Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen im GFP-Kanal . (A) Darstellung einer 
deutlichen Verringerung des anwesenden Kirre. Die Intensität ist erheblich abgeschwächt. (B) Das 
Resultat der Quantifizierung zeigt, dass die Fluoreszenzmenge signifikant reduziert ist. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14877-RNAi (45324/GD) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 
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Abbildung  30: Darstellung der Morphologie der Nuclei im Rahmen der Kirre -
Immunfluoreszenzfärbung  nach KD des Gens NPR3. (A-Aóóó) Aufnahmen der Konfokalmikroskopie 
zeigen eine hohe Menge an Garlandzellen mit nur einem Nucleus, anstelle einer wildtypischen Anzahl 
zweier Zellkerne pro Nephrozyt. Dunkelblaue Pfeile weisen auf die Einkernigkeit der Zellen hin. (B-
Bó) Ebenfalls auffªllig ist das Vorhandensein vergleichbar kleiner Zellen. Die gr¿nen Pfeile weisen auf 
Zellen hin, die in ihrer Größe deutlich reduziert sind im Vergleich zur wildtypischen Positivkontrolle. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14877-RNAi (45324/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, 
Probenanzahl: 40 (n = 40)  

3.1.5. FERMT2 

 Die immunhistologische Untersuchung des KD des Genhomologes zum humanen 

FERMT2 zeigt eine deutliche Verringerung der Fluoreszenzintensität vorhandenen Kirres 

(Abbildung 31 A). Die Zirkumferenz, die den Nephrozyten in seiner Gesamtheit umgibt ist in 

seiner Ausprägung dünn. Zudem fallen punktförmige Aussparungen des Saumes auf, die 

Hinweis auf ein vollständiges Fehlen des Antigens an diesen Stellen geben. Die 

Messergebnisse der Quantifizierung bestätigen diesen Eindruck einer deutlichen Reduktion 

der dargestellten Immunfluoreszenz. Die CG14991-RNAi zeigt eine signifikant reduzierte 

Intensität im Vergleich zur Wildtypkontrolle (Abbildung 31 B). 
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Abbildung  31: Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre  nach KD des Gens FERMT2. Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Die Zirkumferenz der 
Garlandzellen ist im Vergleich zum kräftigen Saum der Wildtypzelle abgeschwächt und an 
vereinzelten Stellen fehlend. (B) Messergebenisse der Quantifizierung bestätigen die deutliche 
Reduktion dargestellter Immunfluoreszenz. Die Intensität ist signifikant reduziert. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14991-RNAi (46494/GD) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 

3.1.6. BECN1 

 Konfokalmikroskopische Aufnahmen der Immunfluoreszenzfärbung zeigen im Fall von 

CG5429-RNAi eine auffällig herabgesetzte Intensität im Vergleich zu jener der Wildtypzelle 

(Abbildung 32 A). Im GFP-Kanal ist eine dünne Zirkumferenz charakteristisch, die sich im 

Merge-Kanal kaum noch darstellen lässt. Messungen im Rahmen der Quantifizierung decken 

sich signifikant mit den Darstellungen einer abgeschwächten Färbung der Zirkumferenz 

(Abbildung 32 B). 
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Abbildung  32: Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre  nach KD des Gens BECN1. Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Die Garlandzellen 
charakterisieren sich durch eine dünne Zirkumferenz. Im Vergleich zu Aufnahmen im GFP-Kanal, ist 
die Darstellung im Merge-Kanal fast nicht mehr möglich. (B) Die Quantifizierung bestätigt, dass die 
Intensität pro Fläche im Vergleich zur Positivkontrolle signifikant reduziert ist.  

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG5429-RNAi (110197/KK) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 
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3.1.7. VASN 

Die Immunfluoreszenzfärbung des KD für das Gen VASN erscheint in den unterschiedlichen 

Kanälen der konfokalmikroskopischen Aufnahmen dünn und deutlich verringert im Gegensatz 

zur Positivkontrolle (Abbildung 33 A). Die Quantifizierung deckt sich mit diesem Eindruck und 

repräsentiert ein signifikant reduziertes Messergebnis (Abbildung 33 B). 

 
Abbildung  33: Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre  nach KD des Gens VASN. Konfokale 
lichtmikroskopische Aufnahmen von Garland zellen  im GFP-Kanal . (A) Die Immunfluoreszenz ist 
in ihrem Gehalt deutlich verringert. Die Zirkumferenz erscheint blass und dünn im Vergleich zum 
Fluoreszenzsaum der Wildtypzelle. (B) Die Immunfluoreszenzfärbung ist signifikant reduziert. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14351-RNAi (36221/GD) 
ROI: Bereich von Interesse (Region of Interest), KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, 
Größenbalken: 20 µm, Vergrößerung: 60x Öl-Objektiv, Probenanzahl: 40 (n = 40), Fehlerbalken 
bezeichnet SEM: Standardfehler (Standard Error of the Mean), ****: <0,0001 
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3.2. Rasterelektronenmikroskopie  der Nephroz yten  

 Die weiterführende Untersuchung auf Ebene der Rasterelektronenmikroskopie dient 

der morphologischen Darstellung der Nephrozyten jener Gene, die im Albuminaufnahme-

Experiment eine Verringerung der Filtrationsleistung aufweisen und wurde in Kooperation mit 

Dr. Martin Helmstädter durchgeführt. Im Fokus der zellmorphologischen Analyse steht hierbei 

die Beurteilung von Größe und Form. Auch im Rahmen dieser Untersuchungsmethode wird 

zunächst die Morphologie des Wildtyp Berlins untersucht und auf die Verwendbarkeit als valide 

Positivkontrolle geprüft. Wie dem Methodenteil zu entnehmen ist, wurden hierfür grundsätzlich 

präparierte Garlandzellen aus Larven der 3. Generation verwendet.  

3.2.1. Validierung der Positivkontrolle: Wildtyp Berlin  

 Die Garlandzellen des Wildtyp Berlins charakterisieren sich in Bezug auf Größe und 

Form durch ihre Gleichmäßigkeit. Ihrer Namensgebung entsprechend sind die Garlandzellen 

in Form einer Girlande um den Oesophagus gelegt (Abbildung 34). Diese morphologischen 

Eigenschaften entsprechen der Aufführung und Darstellung in der Literatur (Zhung et al., 2009) 

und bestätigen somit die geeignete Verwendbarkeit als vergleichsorientierende 

Positivkontrolle.  

 
Abbildung  34: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Nephrozyten  des Wildtyp 
Berlin s. Dargestellt ist die charakteristische Zellgirlande, zusammengesetzt aus gleich großen 
Nephrozyten. Die wildtypischen Zellen kennzeichnen sich durch eine beständige Morphologie und 
können in Anlehnung an die Darstellung in der Literatur als valide Positivkontrolle bestätigt werden.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB) 
Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 



 

78|  
 

3.2.2. ITM2B 

 Die Garlandzellen des KD für das humane Gen ITM2B weisen unterschiedliche 

Auffälligkeiten auf. Zum einen charakterisiert sich CG3662-RNAi durch eine Vielzahl deutlich 

kleinerer Zellen im Vergleich zur Positivkontrolle. Zum anderen kommen zum 

Größenunterschied der Zellen auftretende Agglutinationen hinzu (Abbildung 35). 

 
Abbildung  35: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von  Nephrozyten  nach K D des  
Gens ITM2B. Im Vergleich zum WTB fallen die Größenunterschiede im Verlauf der girlandenförmigen 
Zellkette auf. Hellgrüne Pfeile markieren Beispiele für Zellen, die auffällig klein sind. Rote Pfeile 
weisen auf Zellagglutinationen hin, die das morphologische Bild des untersuchten Genotyps prägen. 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG3662-RNAi (Blo 18281) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.2.3. MERTK 

 Auch der KD des Gens CG2272 als Vertreter des humanen MERTK fällt durch das 

Vorhandensein von Zellen auf, die deutlich kleiner sind und in dieser Form nicht in der 

Morphologie der wildtypischen Positivkontrolle vorkommen (Abbildung 36). 
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Abbildung  36: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Nephrozyten nach KD des  
Gens MERTK. Hellgrüne Pfeile markieren kleine Nephrozyten im Verlauf der Zellgirlande.  

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi (33158/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.2.4. NPR3 

 In der Untersuchung der Garlandzellen der RNAi-Linie CG14877 fallen im Vergleich 

zur Positivkontrolle die schwankenden zellmorphologischen Größenunterschiede auf. Zum 

einen beinhaltet die Zellgirlande sehr kleine Nephrozyten. Zum anderen zeigen sich Zellen, 

die in ihrer Größe über jener der wildtypischen Ausprägung liegen (Abbildung 37). 

 
Abbildung  37: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Nephrozyten  nach KD  des 
Gens NPR3. Kleinere Zellen (grüne Pfeile) sowie vergrößerte Nephrozyten (blaue Pfeile) fallen auf. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14877-RNAi (45324/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 
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3.2.5. FERMT2 

 Im Vergleich zur wildtypischen Positivkontrolle kennzeichnet sich der KD des 

Homologes zum humanen FERMT2 durch Garlandzellen, die in ihrer Größe stark variieren, 

wodurch ein unregelmäßiges Erscheinungsbild entsteht. Auffällig kleine Nephrozyten reihen 

sich in der girlandenförmigen Zellkette aneinander. Die morphologische Untersuchung des 

Gens charakterisiert sich darüber hinaus durch auftretende Agglutinationen (Abbildung 38). 

 
Abbildung  38: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Nephrozyten nach KD des  
Gens FERMT2. In der morphologischen Untersuchung ist das Auftreten kleiner Nephrozyten im 
Vergleich zur Größe der wildtypischen Zelle (grüne Pfeile) hervorzuheben. Das Vorhandensein von 
Agglutinationen wird in Form von roten Pfeilen markiert.  

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG7729-RNAi (37010/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.2.6. BECN1 

 Der KD des Homologs zum humanen BECN1 fällt in der zellmorphologischen 

Untersuchung durch seine Unterschiede hinsichtlich der Größe auf. Sehr kleine sowie 

gleichermaßen sehr große, über dem Maß der wildtypischen Zellgröße liegende Nephrozyten, 

kennzeichnen die Gestalt der zellulären Girlande. Hinzukommend zu dieser unregelmäßigen 

Größenverteilung sind Agglutinationen benachbarter Garlandzellen ein Merkmal der 

rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung nach KD des Gens BECN1 (Abbildung 39).  
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Abbildung  39: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Nephrozyten nach KD des  
Gens BECN1. Dargestellt werden verschiedene morphologische Auffälligkeiten innerhalb der frei 
präparierten Zellgirlande der CG5429-RNAi. Auffällig kleine Zellen (grüne Pfeile) sowie 
vergleichsweise große Zellen (blaue Pfeile) charakterisieren das rasterelektronenmikroskopische 
Erscheinungsbild. Rote Pfeile markieren bestehende Zellagglutinationen im Vergleich zum Wildtyp.  

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG5429-RNAi (110197/KK) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.2.7. VASN 

 Die REM-Darstellung der Nephrozyten aus dem KD des Gens CG14351 liefert 

unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der morphologischen Eigenschaften. Die Zellgirlande 

weist auffällig große sowie auffällig kleine Garlandzellen auf. Darüber hinaus zeigen sich im 

Vergleich zur Wildtypkontrolle vielfache Zellagglutinationen (Abbildung 40).  
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Abbildung  40: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Nephrozyten nach KD des 
Gens VASN. Größenunterschiede sowie Agglutinationen charakterisieren das morphologische Bild 
der untersuchten Nephrozyten im Vergleich zum Wildtyp Berlin. Grüne Pfeile markieren kleine Zellen 
des Genotyps. Als Hinweis für vergleichsweise große Zellen dienen blauunterlegte Pfeile. 
Agglutinationen werden mithilfe von roten Pfeilen markiert. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14351-RNAi (36221/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 80 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.3. Immunfluoreszenzfärbung der Nephrozyten oberfläche  

Nach vorangegangenen molekularen, funktionellen sowie phänotypischen 

Experimenten, steht abschließend die morphologische Untersuchung der Intaktheit der 

Filtrationsbarriere im Fokus des Interesses.  

Im Jahre 2017 gelang es Hermle et al. (2017) die Anordnung von Kirre und Sns an der 

Oberfläche der Nephrozyten in hochauflösender Vergrößerung im REM darzustellen. Als 

Resultat dieses erstmals durchgeführten Versuches konnten Kirre und Sns in Form parallel 

angeordneter Linien, die an das Muster eines Fingerabdruckes erinnern, dargestellt werden. 

Bei Verlust des jeweiligen Interaktionspartners ist die Morphologie der Schlitzmembran gestört 

und stellt sich anhand der Anordnung verklumpter Punkte dar (Hermle et al., 2017). Die 

Arbeitsschritte entsprechen jenen der Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre, lediglich die 

Durchführung der Aufnahmen der konfokalmikroskopischen Bilder unterscheidet sich. Anstelle 

der Aufnahme als Schnitt durch die Zelle, werden die Aufnahmen direkt über der Oberfläche 

der Nephrozyten angefertigt (Hermle et al., 2017). 
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Diese im nachfolgenden Verlauf der Arbeit angewandten Erkenntnisse erlauben eine 

innovative Methode zum Erlangen eines ersten Eindruckes über den Zustand der 

Schlitzmembran. Es wird an vorangegangene Untersuchungen angeknüpft, noch vor dem 

Schritt der anspruchsvollen Anfertigung transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen 

der Filtrationsbarriere.  

3.3.1. Validierung der Positivkontrolle: Wildtyp Berlin  

 Zur Untersuchung des fingerabdruckähnlichen Musters der Zelloberfläche der 

Nephrozyten der unterschiedlichen Genotypen ist die Validierung einer Positivkontrolle von 

Bedeutung. Die Abbildung 41 zeigt das Ergebnis der Anfärbung gegen Kirre in hoher 

konfokalmikroskopischer Vergrößerung für den Wildtyp Berlin. Kirre stellt sich charakteristisch 

in parallelen Linien angeordnet in Form eines Fingerabdruckes dar. Dieses Erscheinungsbild 

der angefärbten Oberfläche umgibt den Nephrozyten in seiner Gesamtheit, sodass die 

Verwendung des Wildtyp Berlins als valide Positivkontrolle zur Gegenüberstellung und zur 

Vergleichbarkeit nachfolgender Untersuchungen bestätigt werden kann.   

 
Abbildung  41: Konfokalmikroskopie der Nephrozyten oberfläche  des Wildtyp Berlins nach 
Kirre -Immunfluoreszenzfärbung . Die Schlitzmembran ist durch die Anordnung Kirres in Form 
paralleler Linien Fingerabdruckähnlich ersichtlich und erlaubt die Verwendung als valide 
Positivkontrolle.  
 
Genotyp: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB) 
Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 
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3.3.2. ITM2B 

 Die Darstellung der Oberfläche der Nephrozyten nach KD des Gens ITM2B zeigt 

einerseits eine Fingerabdruckähnliche Anordnung Kirres in Form parallel gelegener Linien. 

Andererseits fallen im Vergleich zur Wildtypkontrolle zahlreiche einzelne Punkte in der 

Immunfluoreszenfärbung der Oberfläche auf (Abbildung 42). Auf den 

konfokalmikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen, dass die vollständige Filterzelle von 

einem abwechselnden Muster aus parallelen Linien und angehäuften Punkten umgeben ist. 

 
Abbildung  42: Konfokalmikroskopie der Nephrozyten oberfläche nach  KD des Gens ITM2 B 
mittels  Kirre -Immunfluoreszenzfärbung . Das Fingerabdruckähnliche Muster wird im Vergleich zur 
Positivkontrolle auf der gesamten Nephrozytenoberfläche von einer auffälligen Anhäufung 
zahlreicher Punkte unterbrochen (markiert durch rote Pfeile). 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG3662-RNAi (Blo 18281) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.3.3. MERTK 

 Die Immunfluoreszenzfärbung der Nephrozytenoberfläche nach KD des Gens CG2272 

charakterisiert sich mithilfe hochauflösender konfokalmikroskopischer Aufnahmen 

gleichermaßen durch die streifenförmige Anordnung Kirres sowie durch das Vorhandensein 

zahlreicher Punkte (Abbildung 43). Auf der einen Seite entspricht die parallele Darstellung 

durch die Anordnung von Kirre dem wildtypischen Erscheinungsbild eines Fingerabdrucks. Auf 

der anderen Seite ergibt sich ein unregelmäßiges Muster durch das sich wiederholende 

Auftreten vermehrter Punkte entlang der gesamten untersuchten Oberfläche.  
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Abbildung  43: Konfokalmikroskopie der Nephrozyten oberfläche nach KD des Gens M ERTK 
mittels  Kirre -Immunfluoreszenzfärbung . Die Nephrozyten charakterisieren sich durch eine 
gestreifte Oberfläche des Nephrozyten. Gleichzeitig fallen zahlreiche Punkte (markiert durch rote 
Pfeile) entlang der gesamten, untersuchten Oberfläche auf.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi (33518/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.3.4. NPR3 

 Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der Zelloberfläche nach KD des Gens NPR3, 

die mithilfe der Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre sichtbar gemacht wurden, zeigen 

sowohl eine Anordnung Kirres in Form paralleler Linien sowie das Auftreten zahlreicher Punkte 

(Abbildung 44). Das an einen Fingerabdruck erinnernde Muster der Nephrozytenoberfläche 

der Filterzellen deckt sich zum einen mit den Oberflächendarstellungen des Wildtyp Berlins 

und beinhaltet zum anderen von der Positivkontrolle abweichende punktförmige Anordnungen. 

Die Überprüfung der Oberfläche zeigt im Laufe der angefertigten Aufnahmen, dass dieses 

Muster die gesamte Zelloberfläche umfasst.  
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Abbildung  44: Konfokalmikroskopie der Nephrozyte noberfläche nach  KD des Gens NPR3  
mittels  Kirre -Immunfluoreszenzfärbung . Die Oberfläche der Nephrozyten zeigt zum einen eine 
Fingerabdruckähnliche Anordnung, unterscheidet sich in ihrer Ausprägung jedoch von der 
Wildtypkontrolle durch das Vorhandensein von Punkten (markiert durch rote Pfeile).  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14877-RNAi (45324/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.3.5. FERMT2 

 Nach KD des Gen Homologes für FERMT2 ergibt sich nach Anfärbung der 

Nephrozytenoberfläche eine von dem wildtypischen Muster abweichende Darstellung. Zum 

einen zeigen sich erkennbare parallele Linien, die begleitet sind von zahlreichen Punkten 

(Abbildung 45). Andere Bereiche charakterisieren sich in Form fehlender Schlitzmembranen 

durch das Ausbleiben einer Fingerabdruckähnlichen Anordnung und weisen stattdessen eine 

Vielzahl an Punkten auf. Daraus resultiert im Laufe der Anfertigung konfokalmikroskopischer 

Aufnahmen ein unruhiges und ungleichmäßiges Erscheinungsbild der Nephrozytenoberfläche, 

welches die Zelle in ihrer Gesamtheit umgibt.  
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Abbildung  45: Konfokalmikroskopie der Nephrozyten oberfläche nach K D des Gens FE RMT2 
mittels Kirre -Immunfluoreszenzfärbung . Die roten Pfeile markieren die auffälligen, von der Norm 
abweichenden Punkte, die die teilweise erkennbaren, Wildtyp entsprechenden 
Fingerabdruckähnlichen Muster der Oberfläche überschatten. Die rot gestrichelte Umrandung stellt 
das ausschließliche Vorhandensein von Punkten ohne erkennbare Schlitzmembranen dar.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG7729-RNAi (37010/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.3.6. BECN1 

 Die durch Immunfluoreszenfärbung gegen Kirre sichtbar gemachte Oberfläche der 

Nephrozyten nach Herunterregulierung des BECN1 Homologes zeigt ein dem Wildtyp Berlin 

ähnliches Muster eines Fingerabdruckes (Abbildung 46). Es fällt auf, dass die Anordnung der 

Oberfläche von den parallelen Linien der Positivkontrolle abweicht und nicht der 

gleichmäßigen Ausprägung des Wildtyps entspricht. Das Muster erscheint stattdessen 

teilweise wellenförmig und beinhaltet vereinzelte von der Norm abweichende Punkte. Die 

gesamte Oberfläche der Filterzellen zeigt sich in der Untersuchung via Konfokalmikroskopie 

in Form dieses Erscheinungsbildes. 
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Abbildung  46: Konfokalmikroskopie der Nephrozyten oberfläche nach K D des Gens BECN1 
mittels Kirre -Immunfluoreszenzfärbung.  Wellenförmige Linien und vereinzelt punktförmige 
Anordnungen (roter Pfeil) kennzeichnen die Oberfläche, die sich deutlich von der Kontrolle abhebt. 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG5429-RNAi (110197/KK) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 

3.3.7. VASN 

 Im Rahmen der Immunfluoreszenzfärbung gegen Kirre charakterisiert sich die 

Oberfläche der Nephrozyten nach KD von CG14351 durch schwer darstellbare parallel 

angeordnete Linien, die der Form eines Fingerabdruckes und somit der Morphologie der 

Positivkontrolle entsprechen. Auffällig ist die Vielzahl an Punkten, die dieses wildtypische 

Muster in seiner Gleichmäßigkeit vollständig unterbrechen (Abbildung 47). Die Aufnahmen 

zeigen eine Oberfläche, die gleichmäßig diesen Auffälligkeiten entspricht.  
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Abbildung  47: Konfokalmikroskopie der Nephrozyten oberfläche nach K D des Gens VASN 
mittels Kirre -Immunfluoreszenzfärbung. Schwer darstellbare, parallel angeordnete Linien formen 
die Oberfläche des Nephrozyten. Auffällig sind die das Muster prägende punktförmige Anordnungen, 
die durch rote Pfeile markiert sind. 
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB), Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14351-RNAi (36221/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: 2 µm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 
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3.4. Transmissionselektronenmikroskopie  der 

Nephrozyten schlitzmembran  

3.4.1. Validierung der Positivkontrolle: Wildtyp Berlin  

Im Rahmen der TEM-Untersuchungen wurde einleitend der Wildtyp Berlin auf seine 

Validität als Positivkontrolle für eine intakte Filtrationsbarriere untersucht. Die 

Übersichtsaufnahme zeigt den ultrastrukturellen Aufbau eines Nephrozyten, der den Wildtyp 

charakteristischen Eigenschaften entspricht (Abbildung 48). Die äußerste Umgrenzung des 

Nephrozyten gegenüber der Hämolymphe in Form der Basalmembran lässt sich als 

gleichmäßig dick und vollständig ausgebildet darstellen. Die darunter gelegene 

Nephrozytenmembran formt charakteristische Membraneinstülpungen in Form von Lakunen. 

Diese von Schlitzmembranen überspannten Lakunen, in denen der Hauptvorgang der 

Filtration in Form von Endozytose des Nephrozyten stattfindet, stellen sich gleichmäßig in ihrer 

Verteilung dar. Sie sind als einzeln gelegene Erweiterungen unterhalb der Schlitzmembran 

erkennbar und somit klar voneinander abgegrenzt. Aufgrund dieser ultrastrukturellen 

Eigenschaften kann der Wildtyp Berlin als valide Positivkontrolle bestätigt und für die 

nachfolgende Gegenüberstellung mit dem jeweilig zu untersuchenden Genotyp herangezogen 

werden. 
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Abbildung  48: Transmissionselektronenmikroskopie des Podozyten -ähnlichen 
Nephrozyten (Wildtyp Berlin) zur Darstellung der Morphologie der Schlitzmembran. (A) 
Übersichtsaufnahme der als Positivkontrolle validierten Filterzelle. (B) Nahaufnahme der 
wildtypischen Ultrastruktur: Basalmembran, darunter gelegene Nephrozytenmembran und 
Lakunen (durch Sterne markiert), überspannt von Schlitzmembranen (durch Pfeile markiert).  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB) 
Größenbalken: (A) 500 nm; (B) 100 nm, Probenanzahl: 40 (n = 40) 
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3.4.2. ITM2B 

 Die Abbildung 49 zeigt die transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 

eines Nephrozyten Drosophilas aus dem KD des Gen Homologes für ITM2B. Die 

Basalmembran stellt sich gleichmäßig dick und vollständig ausgebildet dar und 

unterscheidet sich nicht von jener der Wildtypzelle. Die Ultrastruktur der 

Schlitzmembran ist konserviert, zeigt sich in ihrer Ausbildung jedoch nur 

streckenweise vorhanden. Es zeigen sich Abschnitte, in denen die Schlitzmembran 

ebenso wie die Membranausstülpungen in ihrer Morphologie konserviert sind. In 

diesen Abschnitten zeigen sich nur wenige Fusionen der Lakunen. Andere Abschnitte 

charakterisieren sich jedoch durch eine auffällige Reduktion an Schlitzmembranen. 

Insbesonderen in diesen Bereichen fehlender Filtermembranen zeigen sich eine 

Vielzahl miteinander verschmolzen erscheinender Membraneinstülpungen.  
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Abbildung  49: Transmissionselektronenmikroskopie des Podozyten -ähnlichen 
Nephrozyten nach K D des Gens ITM2 B zur Darstellung der Morphologie der 
Schlitzmembran.  (A) Während Pfeile das Vorhandensein wildtypisch ausgebildeter 
Schlitzmembranen kennzeichnen, fallen fehlende Bereiche sowie wenige wildtypische Lakunen 
(durch Sterne markiert) bereits in der Übersichtsaufnahme auf. (B) Die Nahaufnahme zeigt 
überwiegend fusionierte Lakunen (durch Rauten markiert) sowie eine intakte Basalmembran. 

 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB); Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG3662-KO (Blo 18281) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken:(A) 250 nm; (B) 100 nm, Probenanzahl: 
40 (n = 40) 
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3.4.3. MERTK 

 Der ultrastrukturelle Aufbau der in der Abbildung 50 dargestellten 

Schlitzmembran des Nephrozyten aus dem KD des Gens MERTK entspricht den 

wildtypischen Charakteristika. Auch die Membraneinstülpungen unterscheiden sich 

morphologisch nicht von den Lakunen des Wildtyp Berlins. Ebenso stellt sich die 

Basalmembran als gleichmäßige und einheitlich dicke Struktur dar. Es fällt jedoch auf, 

dass die Anzahl ausgebildeter Schlitzmembranen deutlich reduziert ist. Dort wo 

Schlitzmembranen nicht ausgebildet sind, fehlen ebenfalls Lakunen. Im Vergleich zur 

Positivkontrolle liegen die Schlitzmembranen nicht dicht benachbart nebeneinander, 

sondern fehlen streckenweise. Dadurch entstehen Lücken zwischen den nebeneinander 

gelegenen Filtermembranen.  
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Abbildung 50: Transmissionselektronenmikroskopie des Podozyten -ähnlichen 
Nephrozyten nach KD des Gens MERTK zur Darstellung der Morphologie der 
Schlitzmembran. (A) Die Übersichtsaufnahme zeigt konservierte Schlitzmembranen (markiert 
durch Pfeile) und wildtypische Lakunen (markiert durch Sterne), die in ihrer Anzahl deutlich 
reduziert sind. (B) Auffällig sind die Lücken zwischen benachbarten Schlitzmembranen. Lakunen 
fehlen dort, wo Schlitzmembranen nicht ausgebildet sind. Die Basalmembran ist unverändert.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB); Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG2272-RNAi 
(33158/GD); KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken: (A) 250 nm; (B) 250 nm, 
Probenanzahl: 40 (n = 40) 
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3.4.4. NPR3 

 Auch in den Nephrozyten des KD des Gens NPR3 fällt auf, dass die Anzahl an 

Schlitzmembranen verringert ist (Abbildung 51). Neben Abschnitten, in denen die Membranen 

und Membraneinstülpungen der Nephrozyten in Form von Lakunen wildtypisch ausgebildet 

sind, reihen sich Abschnitte ein, in denen weniger Schlitzmembranen zu erkennen sind. Die 

Basalmembran stellt sich als solide ausgebildete Struktur dar, die in ihrer Erscheinung 

gleichmäßig ist und demnach den wildtypischen Charakteristika entspricht.  
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Abbildung  51: Transmissionselektronenmikroskopie des Podozyten -ähnlichen Nephrozyten 
nach KD des Gens NPR3 zur Darstellung der Morphologie der Schlitzmembran. (A) Pfeile 
markieren die in der Übersichtsaufnahme zu sehenden konservierten Schlitzmembranen. Sterne 
markieren die darunter gelegenen Membraneinstülpungen. Abschnittsweise fehlen 
Schlitzmembranen in ihrer Ausbildung. (B) Auch in der Nahaufnahme zeigen sich die 
Schlitzmembranen ebenso wie die Lakunen in ihrem Vorhandensein konserviert. Elektronendichte 
Nadeln überlagern teilweise die Basalmembran, deren Beurteilung als gleichmäßig dicke Struktur 
dennoch möglich ist.  
 
Genotypen: Pros-Gal4 (2) Ą WildtypBerlin (WTB); Pros-Gal4 (2) Ą UAS-CG14877-RNAi (45324/GD) 
KD: Knockdown, RNAi: RNA Interferenz, Größenbalken:(A) 250 nm; (B) 100 nm, Probenanzahl: 40 
(n = 40) 


