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I. EINLEITUNG
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"DENN DU BILDETEST MEINE NIEREN. DU WOBST

MICH IN MEINER MUTTER LEIB. ICH PREISE DICH
DARUBER, DAR ICH AUF EINE ERSTAUNLICHE,
AUSGEZEICHNETE WEISE GEMACHT BIN.
WUNDERBAR SIND DEINE WERKE, UND MEINE
SEELE ERKENNT ES SEHR WOHL."

PsaLm 139; 13,14

GRUNDLAGEN DER ENTWICKLUNG

Eine einzige Zelle, die befruchtete Eizelle, Zygote genannt, steht am Beginn
der Entwicklung aller hoheren Lebewesen dieser Erde. Sie enthalt samtliche
Informationen Uber den sich aus ihr entwickelnden Organismus. Die dazu
notwendige Datenmenge befindet sich chemisch kodiert als Sequenz von vier
Basen (Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin) auf den Molekulen der
Desoxyribonukleinsdure (DNS) im Zellkern. Man kann die Abfolge dieser
Basen, ihre Sequenz auf dem DNS-Molekdl, in Funktion und Bedeutung mit der
Buchstabenfolge eines Textes vergleichen. In den kodierenden DNS-Bereichen
besteht dabei ein "Buchstabe"”, Kodon genannt, aus jeweils drei Basen und jedes

dieser Basentriplets reprasentiert eine Aminosdure (Crick, 1966). Aus
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I. EINLEITUNG

Aminosauren bestehen wiederum die funktionellen Einheiten des Lebens, die
Proteine. Dabei stutzt sich samtliches Leben dieser Erde auf die Verwendung
von lediglich 20 verschiedenen Aminosauren. Alle in der Natur beobachtbaren
Funktionen und Strukturen von Proteinen und Eiwei3en basieren demnach
letztendlich auf einer Variation nur dieser 20 Molekile (Moldave, 1985).

Die Proteine konnen sich aus einer oder mehreren Aminosaureketten
zusammensetzen und finden entsprechend der ihnen von der
Aminosauresequenz vermittelten Eigenschaften Verwendung als Bausteine,
Katalysatoren fur chemische Reaktionen (Enzyme) oder Regulatoren von
Genaktivitat (Transkriptionsfaktoren) innerhalb der Zelle (Blout et al., 1960).

Die Bauanleitung ftr all diese verschiedenen Proteine entspricht der
Basensequenz auf der DNS im Zellkern. Genetische Aktivitat in einer lebenden
Zelle bedeutet das Umsetzen solcher Basensequenzen der DNS in die
entsprechenden Aminosauresequenzen. Der im Zellkern gespeicherte "Text"
mul3 also abgelesen werden (Transkription), auf einer "Blaupause” (Transport -
Ribonukleinsaure, mRNS) aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert und
dort von den Ribosomen in die entsprechende Aminosduresequenz Ubersetzt
werden (Translation) (Darnell et al., 1986).

Die DNS ist die bisher grofite bekannte kovalente chemische Verbindung des
Universums; jedes einzelne der bei Zellteilungsprozessen mikroskopisch
sichtbar werdenden Chromosomen repréasentiert ein einziges DNS-Molekul.
Vom Umfang der im Kern vorhandenden Basensequenzen kann jedoch nicht
unmittelbar auf die Menge der darin gespeicherten Daten geschlossen werden.
Beim Menschen dienen beispielsweise nur drei Prozent der zur Verfigung
stehenden Sequenzen tatséachlich als Informationstrager fur seine etwa 40.000
Gene (Flam, 1994). Man spricht bei diesen von den kodierenden Sequenzen. Der
Rest der Basenfolgen dient entweder der Regulation kodierender Bereiche oder
hat offenbar keine Funktion. Trotzdem werden grolle Bemuhungen
unternommen, das Genom vollstandig zu sequenzieren (Venter et al., 2001).

Die Regulation von Genen ist fur die Identitat und die Funktion einer Zelle
von entscheidender Bedeutung. Alle biochemischen Prozesse, die wahrend der

Individualentwicklung, der Ontogenese, und der spateren Wahrnehmung
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funktioneller Aufgaben auf zelluldrer Ebene notwendig sind, finden ihren

Anfang in der differenziellen Expression von kernkodierten Genen.

DIE NOTWENDIGKEIT DER REGULATION VON
GENAKTIVITAT

Unm einen funktionellen Organismus bilden zu kdnnen, mussen die aus der
Zygote durch Teilung hervorgegangenen Tochterzellen nach und nach
verschiedenste Aufgaben Ubernehmen. Man unterscheidet dabei den Vorgang
der Differenzierung von dem der Determinierung. Die Differenzierung ist ein in
der Regel beobachtbarer ProzeR, bei dem die Zelle durch Veradnderung ihrer
Eigenschaften beginnt, sich auf eine definierte Aufgabe zu spezialisieren. Die
Determinierung ist dagegen nicht von auflen erkennbar und geht der
Differenzierung voraus. Dabei wird die Zelle durch endogene Prozesse auf
einen bestimmten Entwicklungsweg festgelegt, was die Einschrankung ihrer
Differenzierungsmaglichkeiten bedeutet (Abb.1; Harrison, 1933; Slack, 1991).

Eine determinierte bzw. differenzierte Zelle ist demzufolge nicht mehr auf
eine so groRe Informationsmenge angewiesen wie eine Zygote, da ihr
Aufgabenbereich im Vergleich zu der totipotenten befruchteten Eizelle
eingeschrankt ist. Trotzdem ist in jeder Korperzelle der komplette
Chromosomensatz mit allen Informationen tber den gesamten Organismus
vorhanden. Den wissenschaftlichen Nachweis dieser Tatsache liefert das
Klonen. Dabei wird ein Zellkern einer differenzierten Zelle in eine Eizelle oder
Zygote gebracht, der zuvor der eigene Kern entfernt wurde. Unter gewissen
Bedingungen kann sich aus dieser Zelle ein dem Kernspender genetisch

identisches Tier, ein Zwilling bzw. Klon, entwickeln (Abb.2; Wilmut et al., 1997).
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Abb.1: Experiment zum Nachweis der Zelldeterminierung

Sekundare
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bildet sich

Das Transplantationsexperiment von Saxén und Toivonen von 1962 zeigt, dal3 bei
Amphibien die Zellen des prasumptiven Ektoderms wéhrend der Entwicklung von der
frihen zur spaten Gastrula determiniert werden, ohne daf Veranderungen von auf3en
erkennbar sind. Wird dieser Bereich aus der frilhen Gastrula in eine Region
transplantiert, die sich spéater zu Epidermis entwickelt, ist das Transplantat in der
Lage, sich dieser neuen Umgebung anzupassen und bildet ebenfalls Epidermis.
Diese Fahigkeit ist in der spaten Gastrula jedoch verloren gegangen, das
Transplantat folgt seiner Determination entsprechend dem urspringlichen
Entwicklungsweg. Die frihe Gastrula stellt also ein Beispiel flur regulative
Entwicklung, die spate fiir Mosaikentwicklung dar.

Determinierung und Differenzierung beruhen also nicht auf dem Verlust von
genetischer Information einzelner Zellen, sondern auf Regulation der
entsprechenden Genaktivitat (Davidson, 1991).

Bezlglich dieser Genregulation sind in der Natur zwei Tendenzen zu
beobachten, die als Regulativ- und Mosaikentwicklung bezeichnet werden
(Driesch, 1892; Roux, 1888).
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Zellkern- Eizell-
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Abb.2: Das Prinzip des Klonens am Beispiel der Maus

Der Kern einer somatischen Zelle aus einer Spendermaus wird in die entkernte
Eizelle einer anderen Maus eingebracht. Die so hergestellte Zygote entwickelt sich in
einer Leihmutter zu einem dem Spender genetisch identischen Organismus. Das
Klonen ist der Nachweis dafiir, da auch somatische Zellen alle Erbinformationen
enthalten. Schema vereinfacht nach Wakayama et al., 1998.

Bei der regulativen Entwicklung nimmt die Umgebung einer Zelle
entscheidenden Einflu3 auf die Steuerung ihrer Gene. Das Potential, auf alle im
Kern vorhandenen Informationen zurickzugreifen, ist grol und der

Entwicklungsweg, den die Zelle einschlagt, ist flexibel (Wilkins, 1993). Die
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prasumptive Potenz, d.h. die Anzahl der Differenzierungsmaoglichkeiten fur die
Zelle, Ubersteigt somit die prasumptive Bedeutung, also die Anzahl der
Aufgaben, die schlie3lich auch tatsachlich tUbernommen werden. Als typisches
Beispiel fur eine stark regulative Entwicklung gelten die Ontogenese von Frosch
oder Maus. Bei Transplantationsversuchen stellte sich heraus, dall die
Transplantate in vielen Féallen in der Lage waren, sich auf die neue zytologische
Situation einzustellen und sich ihrer neuen Umgebung entsprechend zu
entwickeln (Abb.1a).

Im Gegensatz dazu ist die Genregulation bei der Mosaikentwicklung von der
zytologischen Umgebung weitestgehend unabhangig. Das Zytoplasma der Zelle
dominiert die Regulation ihrer eigenen Erbinformation. Somit entspricht bei der
Mosaikentwicklung die prasumptive Potenz der prasumptiven Bedeutung, was
sich darin aufRert, dal} sich die Zellen auch nach einer Transplantation ihrer
ursprunglichen Herkunft entsprechend verhalten und entwickeln (Abb.1b). Der
EinfluB der Umgebung und die Mdglichkeit, Entwicklungswege der Zelle zu
variieren, sind gering. Ein bekanntes Beispiel fur Mosaikentwicklung ist der
Fadenwurm Caenorhabditis elegans, bei dem nahezu keine Variation des
Zellstammbaums auftritt (Abb. 3).

In der Regel findet man in Organismen eine Kombination beider

Regulationsmoéglichkeiten wahrend der Ontogenese (Horstadius, 1939).

MECHANISMEN DER GENREGULATION

Die Regulation des im Zellkern vorhandenen Erbguts kann folglich von der
Umgebung einer Zelle oder von ihrem eigenen Zytoplasma beeinfluf3t werden.
Dabei gibt es vier Ebenen, auf denen Genaktivitat prinzipiell beeinfluBbar ist
(Abb. 4). Die erste Mdoglichkeit bietet sich bei der Transkription, d.h. dem

Ablesen der Basensequenz im Zellkern und deren Ubertragung auf die
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"Blaupause”, die mRNS. Transkriptionsfaktoren nehmen dabei durch Bindung
an cis-regulatorische Bereiche der DNS in der Umgebung eines Gens auf dessen

Expression Einflul3 (Jacob und Monod, 1961).

Zygote
PO
AB | P
Hvooder mi EMS P2
ypodermis
Nervenzellen MS E C Ps
Pharynxmuskeln
Ein KB;%anUSkeI Korpermuskeln ~ Darm D | P
(389 Zellen) Pharynxmuskeln (20 Zéellen) ’J—‘
Nervenzellen dermi
(80 Zellen) Zwei Neurone Keimbahn
(47 Zéellen)
K or permuskeln
(20 Zéellen)

Abb.3: Mosaikentwicklung beim Fadenwurm C.elegans nach Strome und Wood

Zu den beeindruckendsten Beispielen der Mosaikentwicklung zahlt der Fadenwurm
Caenorhabditis elegans. Bei dieser Art ist der Zellstammbaum wéhrend der
Entwicklung zwischen den einzelnen Individuen bezlglich fast jeder Einzelzelle
identisch. Daher erhielten die ersten aus der Zygote hervorgehenden Zellen einen
Buchstabenkode, der hier dargestellt ist. Mit P werden dabei immer die Zellen
bezeichnet, aus denen sich spater einmal die Keimbahn entwickeln wird.

Der kodierende Bereich von Genen ist bei Eukaryoten in mehrere sogenannte
Exons aufgeteilt, die durch die entsprechende Anzahl von Introns raumlich
getrennt werden. Nach der Transkription erfolgt noch im Zellkern das
Ausschneiden dieser Introns aus dem sogenannten Primartranskript, das
Prozessieren der RNS. Dieser Vorgang bietet gleichzeitig eine zweite
Moglichkeit, die Aktivitdt von Genen zu beeinflussen, indem auf die

Geschwindigkeit oder auch die Nutzung verschiedener
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Kombinationsmdglichkeiten beim Prozessierungsvorgang Einflull genommen
wird (Sharp, 1986).

DN SN %»»-

Wand des
Zellkerns

Kon-
trolle
der RNS-
rozessierun

Trans
lations-
kontrolle

Abb.4: Mégliche Ebenen von Genregulation

Auf dem Weg von der DNS zum Protein ergeben sich vier Stationen, an denen
enzymatisch auf die am Ende resultierende Aktivitat des jeweiligen Gens Einflu
genommen werden kann.

Nach Transport der mRNS aus dem Kern ins Zytoplasma ist die Translation
die dritte Ebene mdglicher Regulation. Von der Stabilitdt der mRNS und der
Aktivitat der Ribosomen, die die mMRNS-Sequenz in eine Aminosauresequenz
Ubersetzen, hangt die Menge des jeweils produzierten Proteins ab (Moldave,
1985).

Schliel3lich besteht noch die Méglichkeit, am Protein selbst Einflu auf dessen
Aktivitat zu nehmen. Durch Manipulation der Faltung der Aminosaurekette,
durch Phosphorylierung bestimmter Domanen zur Steuerung von deren
Aktivitat oder durch Bildung unterschiedlicher Proteinkomplexe laufen viele
biologische Regulationsprozesse ab. Abhangig von seiner Konstitution kann ein
Protein an bestimmte Aufgaben und Zellkompartimente delegiert werden
(Koshland, 1973).

10
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TRANSKRIPTIONSFAKTOREN REGULIEREN (EN-
EXPRESSION BEREITS IM ZELLKERN

Im Brennpunkt der Entwicklungsbiologie steht die zu Beginn der Gen-
aktivitat mogliche Regulation der Transkription. Diese erfolgt durch Bindung
von spezialisierten Enzymen, den Transkriptionsfaktoren, an cis-regulatorische
DNS-Bereiche eines Gens (Abb.5). Diese Basensequenzen, die sich in der
Nachbarschaft des zu regulierenden Gens befinden, werden anhand ihrer

spezifischen Basenfolge von den Proteinen erkannt (Jacob und Monod, 1961).

GIn 30

Abb.5: Der Transkriptionsfaktor engrailed lagert sich direkt an DNS an

Mittels kristallografischer Untersuchungen konnen die durch die Anlagerung von
Transkriptionsfaktoren an DNS entstehenden Komplexe strukturell analysiert werden.
In diesem Schema wird durch die Andeutung der Lage von drei O-Helices des
engrailed Proteins - Helix 1 und 2 reprasentieren dabei das Helix-turn-Helix-Motiv der
Homdéo-Box - sowie einzelner fir die Bindung ausschlaggebender Aminosauren, klar,
dall das Protein in gebundenem Zustand beide Furchen des DNS-Molekils zur
Erkennung des richtigen DNS-Motivs nutzt. Nach Pabo und Sauer, 1992.

11
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Durch Bindung an solche DNS-Bereiche nimmt der jeweilige
Transkriptionsfaktor auf chemischem Wege EinfluR auf die Transkription. Die
Transkriptionskontrolle ermdglicht eine sehr spezifische und prazise Regulation
der Genaktivitat (Nusslein-Volhard et al., 1987). Man bezeichnet die Gesamtheit
der fur die Genexpression verantwortlichen cis-regulatorischen Sequenzen als
den Promotor eines Gens (Wilder et al., 2001). Haufig wird dieser Begriff in der
Literatur aber auch zur Beschreibung des minimalen, fur die reine Expression
ausreichenden genomischen DNS-Bereiches verwendet. In diesem Fall
unterscheidet man den Promotor von sogenannten "Enhancern”, d.h. im aktiven
Zustand auf die Transkription verstarkend wirkende Regionen, und "Silencern”,
die bei Bindung des entsprechenden Transkriptionsfaktors die Expression
abschwachen. Einem einzigen cis-regulatorischen Element koénnen dabei -
abhangig vom daran bindenden Faktor - unterschiedliche Funktionen zufallen

(Diamond et al., 1990).

Im Laufe der Evolution bildete sich in den verschiedensten Arten eine Reihe
von Regulationskaskaden und Netzwerken zur Steuerung der Entwicklung aus,
bei denen ein Transkriptionsfaktor direkt Einflul} auf die Expression eines
anderen nimmt (Stanojevic et al., 1989). Auf diese Weise ist es mdglich,
Entwicklungsprozesse in der Abhangigkeit von Genaktivitdten in einem
komplexen Netzwerk von Steuerungsvorgangen zu kontrollieren, wobei sich
die Zellen an den Expressionsmustern verschiedener Gene orientieren kdnnen
(Wolpert, 1971). Handelt es sich in diesem Fall um eine
konzentrationsabhangige Wirkung von diffundiblen Faktoren, so spricht man
bei diesen von Morphogenen (Struhl et al., 1989).

Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dal}
die von der Natur einmal entwickelten Regulationsmechanismen wahrend der
Evolution immer neue Einsatzbereiche Ubernahmen (wie zum Beispiel das
Konzept der lateralen Inhibition Uber Notch: Bray, 1998). Das bedeutet, dal} man
nicht nur einzelne Transkriptionsfaktoren oder entsprechende Genfamilien,
sondern haufig auch ganze Regulationskaskaden von Genen gleichsam kopiert

vorfindet, wobei die so entstandenen Duplikate unterschiedliche physiologische

12
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Aufgabenbereichen tibernommen haben oder auch mit gleichen oder &hnlichen
Funktionen in unterschiedlichen Spezies vorkommen (Shelton und
Wassermann, 1993). Mittlerweile ist allgemein akzeptiert, dal die Genfamilien
durch wiederholte Verdoppelungsprozesse von Einzelgenen innerhalb des
Genoms entstanden sind (McGinnis, 1984). Die neu entstandenen Gene
Ubernahmen daraufhin neue Aufgaben. So bildeten sich wahrend der Evolution
verschiedene Klassen von gegenseitig voneinander abstammenden
Transkriptionsfaktoren heraus, die sich alle durch die biochemische Eigenschaft,
bestimmte  Sequenzmotive der DNS zu erkennen, auszeichnen
(Ubersichtsartikel: Struhl, 1989). Die Konservierung von derart wichtigen
Eigenschaften auch Uber Artgrenzen hinweg war fir die Evolution von
entscheidender Bedeutung. Denn die Natur ware nicht so vielfaltig, wenn jede
Tier- und Pflanzenart die hochspezialisierten Regulationsmechanismen der

Transkriptionskontrolle immer wieder neu hatte erfinden mussen.

Dem Bestreben und der Mdglichkeit der Natur, altgediente biochemische
Mechanismen immer wieder neuen Aufgaben und Spezies zuzufihren,
verdanken wir also die Tatsache, dal einige Gene und Genfamilien in
hochkonservierter Form gleichzeitig in so verschiedenen Organismen wie
Hydra, Fliege und Mensch zu finden sind (McGinnis et al., 1984). Dieses
Phanomen wiederum ermoglicht es der Biologie, von in Modellorganismen
erforschten Prozessen auf fur die Humanmedizin relevante Vorgange im
menschlichen Kdrper zu schlieBen (Beispiel: Hann und Balmain, 2001). Daruber
hinaus eréffnet es die Perspektive, genetische Ahnlichkeiten zur Interpretation
von phylogenetischen Zusammenhangen und Abstammungen heranzuziehen
(Beispiel: Kundu et al., 2001). Die fur Systematiker oft schwierige
Differenzierung zwischen Homologie und Analogie ist durch das Studium der

Genome der einzelnen Arten stark vereinfacht worden.

13
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WICHTIGE TRANSKRIPTIONSFAKTOR-FAMILIEN

Die DNS-bindende Eigenschaft eines Transkriptionsfaktors wird durch eine
bestimmte Domane innerhalb des jeweiligen Proteins vermittelt (Scott et al.,
1989). Dementsprechend ist dieser Bereich der Aminosduresequenz einer
strikten Selektion unterworfen, da die kleinste Veranderung hier die Gefahr des
Verlustes der Affinitdt vom Protein zum DNS-Molektl in sich birgt.
Demzufolge findet sich im fur derart ausschlaggebende Proteinbereiche
kodierenden DNS-Sequenzabschnitt ein hohes MaR an Ubereinstimmung
zwischen den Transkriptionsfaktoren einer Familie, wahrend andere
Sequenzbereiche einzelner Gene untereinander starker variieren konnen
(Ubersichtsartikel Pax-Gene: Noll, 1993). Das eroffnet die Mdglichkeit, sich bei
der Analyse der kodierenden DNS-Sequenzbereiche von Transkriptionsfaktoren
an den fur die DNS-Bindedoméane des Proteins verantwortlichen
Sequenzmotiven, die auch als Kassette oder "box" bezeichnet werden, zu
orientieren (Ubersichtsartikel: Schughart et al., 1988).

Doch nicht nur fur Protein-Nukleinsaure-Interaktionen, sondern auch fur die
Bindung von Proteinen untereinander finden sich derart wiederkehrende
Sequenzmotive (wie z.B. die Lim-Domaéne: Sanchez-Garcia und Rabbitts, 1994).

Haufig enthalten Transkriptionsfaktoren verschiedene Motive
unterschiedlicher Kategorien, da oft nicht nur einzelne Faktoren, sondern ganze
Proteinkomplexe durch variable Bindung an verschiedene cis-regulatorischen
Bereiche die Genexpression regulieren (Beispiel Dachshund: Chen et al., 1997).
Die bereits an der kodierenden DNS-Sequenz erkennbare gleichzeitige
Bindungsmoglichkeit sowohl an DNS als auch an andere Faktoren stellt
beispielsweise ein typisches Erkennungsmerkmal eines innerhalb eines
Proteinkomplexes auf Transkription kontrollierend einwirkenden Proteins dar
(Steroidhormonrezeptoren: Beato, 1989).

Man nutzt die Zusammensetzung und die graduellen Ahnlichkeiten solcher

Motive zur Einteilung der Transkriptionsfaktoren in verschiedene Klassen und

14
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ordnet diese anhand der jeweils vorhandenen Kassetten und dem Grad ihrer
Ubereinstimmung bestimmten Familien zu. Die wichtigsten bisher bekannten
Transkriptionsfaktorfamilien und insbesondere solche, die fur die Entwicklung
der Bauchspeicheldrise eine entscheidende Rolle spielen, sollen im Folgenden

anhand der jeweiligen Sequenzmotive vorgestellt werden:

Wegen ihrer umfassenden Bedeutung fur die Regulation der Entwicklung
verschiedenster Tier- und auch Pflanzenarten auf der einen und den sich fur die
Entwicklungsbiologie daraus ergebenden weitreichenden Erkenntnissen tber
molekulare Regulationsvorgange wahrend der Ontogenese auf der anderen
Seite sind an erster Stelle die Homdo-Box-Gene zu nennen (Mdller et al., 1988).
Die Proteine enthalten ein 60 Aminosduren umfassendes "helix-turn-helix"
Motiv und haben als Transkriptionsfaktoren unter anderem entscheidenden
Einflul3 auf die regionale Spezifizierung entlang der anterior-posterioren Achsen
im gesamten Tierreich (Ubersichtsartikel: Kappen und Ruddle, 1993).
Ursprunglich wurden sie in der Fliege Drosophila melanogaster entdeckt (Lewis,
1978).

In diesem Insekt liegen einige Homg@o-Box-Gene zu zwei Gruppen lokal
zusammengefallit auf dem Chromosom drei. Man spricht daher wvon
Genkomplexen bzw. Klustern. Bei der Fliege wird einer davon entsprechend
einem darin enthaltenen Gen "Antennapediakomplex”, der andere
"Bithoraxkomplex" genannt (Lewis, 1978). Man nimmt an, dal? diese grof3e Zahl
benachbarter Homoo-Box-Gene durch Duplikationsereignisse wahrend der
Evolution entstanden ist (Kappen und Ruddle, 1993). Daruber hinaus sind im
weiteren Verlauf der Evolution offenbar die gesamten Komplexe sowie auch
einzelne Gene daraus mehrfach kopiert worden und konnten anschliel3end
ahnliche oder aber ganz neue Aufgaben in den sich entwickelnden hoheren
Organismen ubernehmen. Augenscheinlichstes Beispiel dafir sind die vier
"Hox-kluster" bei Saugetieren (Kessel, 1992).

In manchen Proteinen wird die Homéo-Domane von einem weiteren DNS-
bindenden Motiv begleitet. In einem speziellen Fall falit man eine solche

Kombination verschiedener Doméanen in der Nomenklatur als POU-Doméne
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zusammen, benannt nach den Genen Pit-1, Oct-1 und unc-86, in denen dieses
spezielle Motiv zuerst entdeckt worden ist (Herr et al., 1988).

Die recht heterologe Gruppe der NK-Homodo-Box-Gene geht zurtck auf eine
Durchmusterung einer Drosophila-Genbank mit Oligonukleotiden aus Homgo-
Domanen. Dabei wurden vier Gene, NK1-4, entdeckt (Kim und Nierenberg,
1989). Seitdem kam eine Reihe weiterer, diesen Genen ahnlicher Homoo-Box-
Gene in unterschiedlichen Arten hinzu (so die Nkx-Gene der Maus, McMahon,
2000).

Die erst in den vergangenen Jahren definierte Onecut-Genfamilie besitzt
zwei benachbarte Homoo-Doménen, die durch eine  variable
Verbindungssequenz getrennt sind. Eine der beiden Homdo-Domanen ist durch
das "cut"-Gen bekannt, das bei der Entwicklung der Sinnesorgane der
Fruchtfliegen eine wichtige Rolle spielt. Sie wird deshalb cut-Doméane genannt
(Lannoy et al., 1998).

Die fur Interaktionen zwischen Proteinen verantwortliche LIM-Domane ist
ebenfalls nach den ersten Genen benannt, in denen dieses Sequenzmotiv
beschrieben wurde (lin-11, isl-1, mec-3). Es handelt sich dabei um Bereiche, die
auffallig haufig die Aminosaure Cystein enthalten und Uber diese in der Lage
sind, zwei Zinkionen zu binden. Von der richtigen Anordnung dieser Zinkionen
hangt offensichtlich die Effektivitdt der Bindungseigenschaften an andere
Proteine ab. Die LIM-Domane findet in den unterschiedlichsten Bereichen der
Protein-Protein-Interaktion Verwendung. Sie tritt in Kombination mit DNS-
bindenden Motiven von Transkriptionsfaktoren, Phosphorylierungsdoménen
von Kinasen, aber auch als einziges funktionelles Motiv eines Gens auf (Dawid
etal., 1995).

Bei den Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren treten ebenfalls Zinkionen in
Kombination mit in charakteristischen Abstdnden auftretenden Cysteinen auf.
Die sich daraus ergebende Struktur hat in diesem Fall allerdings DNS-bindende
Eigenschaften und dient einer Reihe von Transkriptionsfaktoren als DNS-
erkennendes Element (Rosenberg et al.,, 1986). Haufig findet man eine
Kombination mehrerer Zinkfingermotive (Kaptein, 1992). Ein typisches Beispiel

fur die  Verwendung der DNS-bindenden  Eigenschaften  von
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Zinkfingerdomanen in Kombination mit anderen funktionellen Einheiten sind
die strukturell hochkonservierten Steroidhormon-Rezeptor-Proteine (Kumar et
al., 1987). Sie besitzen sowohl eine Hormon-bindende, als auch eine DNS-
bindende und daruber hinaus eine Transaktivierungsdoméane. Letztere
vermittelt nach Erkennen des Hormons durch das Protein und die dadurch
moglich gewordene Bindung am Promotor des Zielgens dessen gewinschte
Regulation.

Bei der Klasse der Helix-Schleife-Helix-Proteine (basic helix-loop-helix,
bHLH) wird die DNS-Bindung durch einen Strang von basischen Aminosauren
vermittelt, die mit der negativ geladenen DNS interagieren kdnnen. Die bHLH-
Proteine binden DNS in Form von Dimeren, wobei die Regulation der
Genaktivitat von der jeweils verwendeten Zweierkombination abhangt (Murre
et al., 1989). Haufig findet man ubiquitar exprimierte bHLH-Proteine, die als
Homodimer kaum Einflul3 auf die Transkription nehmen. In Kombination mit
anderen Partnern kann dann aber eine spezifische Aktivitat vermittelt werden
(Beispiel MyoD: Benezra et al., 1990).

Den bHLH-Proteinen sehr ahnlich, wird bei den Transkriptionsfaktoren der
bZip-Klasse (basischer Leucin-Reifl3verschluld (Zipper)) die Dimerisierung
durch einen "Leucin-Reil3verschlufl3" vermittelt. Die regelmaRig in einer a-Helix
angeordneten Aminosauren sind wasserabweisend und lagern sich deshalb
leicht in enger Nachbarschaft aneinander an (Landschultz et al., 1988).

Transkriptionsfaktoren mit dem Sequenzmotiv "fork head/winged helix"
besitzen eine dem "helix-turn-helix"-Motiv @hnliche Struktur. Die Bezeichnung
"winged helix", also "Helix mit Fligeln" ergibt sich aus der Struktur des
Proteins, wenn es an die DNS gebunden ist. Die spezifische Basensequenzen
erkennenden Bereiche liegen dann in der gréReren der beiden DNS-Furchen
und unspezifische, die Zuckerphosphate bindende Bereiche ragen wie Flugel
bei einem Schmetterling von dort ausgehend aus der Furche heraus. Das fork
head Gen ist der namensgebende Reprasentant dieser Genfamilie, der in der

Fliege entdeckt worden ist (Kaufmann und Knéchel, 1996).
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DIE FAMILIE DER PAX-GENE

Das gemeinsame Merkmal der Pax-Gene ist die 128 Aminosauren
umfassende "Paired-Box". Sie wurde in der Fliege als gemeinsames
Sequenzmotiv der Gene paired, gooseberry-distal und gooseberry-proximal entdeckt
(Bopp et al., 1986). Seitdem gelang der Nachweis von Vertretern dieser
Genfamilie in nahezu jeder daraufhin untersuchten Tierart (Ubersichtsartikel
zum Beispiel Pax6: Callaerts et al., 1997). Durch Ausbildung von zwei Helix-
Drehung-Helix-Strukturen ermdglicht die Paired-Doméane (PD) dem jeweiligen
Protein sequenzspezifische DNS-Bindung (Breitling und Gerber, 2000). Dartber
hinaus findet sich in einigen Vertretern dieser Genfamilie zuséatzlich eine Homoo-
Domane (HD) und eine konservierte Okta-Box (O), deren Funktion die
Steuerung der Methylierung (Ziman und Kay, 1998) oder Interaktion mit
anderen Proteinen sein koénnte (Eberhard et al., 2000). Je nach
Zusammenstellung des jeweiligen Pax-Gens erfolgt die Einteilung der Pax-Gene
in vier Klassen (Abb. 6, Ubersichtsartikel: Underhill, 2000; Noll, 1993). Bei der
Maus konnten neun Pax-Gene isoliert werden (Walther et al., 1991). Vier von
ihnen besitzen neben der namensgebenden Paired-Domane noch eine Homgo-
Domane. Im Gegensatz zu den Hox-Genen sind die Pax-Gene jedoch nicht in
Komplexen organisiert, sondern finden sich tiber das Genom verstreut (Walther
etal., 1991).

Pax-Gene spielen eine wichtige Rolle bei der Zellspezifizierung wahrend
musterbildender Prozesse sowie beim Erhalt regionaler Identitaten (Stoykova
und Gruss, 1994). lhre Aktivitat ist entscheidend fur die Entwicklung so
unterschiedlicher Organe wie Gehirn, Auge, Mittelohr, Bauchspeicheldrse,
Niere, Schilddrise sowie von aus der Neuralleiste hervorgehenden Strukturen
(Ubersichtsartikel: Mansouri et al., 1996). Das konnte durch gezielte Gen-
Inaktivierungen der einzelnen Pax-Gene in der Maus gezeigt werden
(Ubersichtsartikel: Wehr und Gruss, 1996). Dariiber hinaus stellte sich heraus,
dall die menschlichen Erbkrankheiten Waardenburg-Syndrom (Pax3) und
Aniridie (Pax6) sowie vererbbare Nieren- und Sehnervfehlbildungen (Pax2),

Schilddrisen- (Pax8) und Zahndefekte (Pax9) auf Fehlfunktion von Pax-Genen
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zuriickzufuihren sind (Ubersichtsartikel: Mansouri et al., 1994 und Mansouri et
al., 1998; Peters et al., 1998).

Daruber hinaus konnen Pax-Gene als Protoonkogene fungieren. Eine
Uberexpression von Mitgliedern der Pax-Familie in 3T3 Fibroblasten hatte deren
Transformation zur Folge (Sarris und Ford, 1999; Maulbecker und Gruss, 1993).

Aulerdem konnte nachgewiesen werden, dal} die humanen Gene PAX3 und

PAX7 eine Rolle im Rhabdomyosarkom, einer Tumorerkrankung im
Kindesalter, spielen (Barr, 2001).
Gen |[Klasse|L okus| Struktur Mausmutante| Erbkrankheit K.O. Phanotyp
PD o HD
Pax1 III 20p11 ——1+—m— undulated Skelettdefekte
Pax9 III 1?9&:23 B T Zahndefekte Zahndefekte
Defektein Neural-
Pax3 - 2q35 |-, — splotch Waar denburg rohr, Muskel und
Neuralleiste
Fehlfunktion von
Pax7 - 1p36.2| -1 Neuralleistenzell-
derivaten
Nierenhypoplasie | Defektein Uro-
. — )
Pax2 - 10g25 INeu Sehner vfehlbildung Sﬁg'ﬁiﬁ'ggm
B-Zelldefekt,
Pax5 - 9013 |-, —— Gehirndefekte
2q12 Schilddr tisen- Keine Thyroxin-
. — ;
Paxg) [l | %315 fehlbildung | der Senilddy e
Diabetes, keine
Pax4 7q R P m— L anger hansinsein
. Defektein Auge,
Pax6 11p13 |-mmmm————1—| small eye Aniridia Gehirn und Bauch-
speicheldruse

Abb. 6: Ubersicht tiber die Pax-Gene und entsprechende menschliche Syndrome

Die Tabelle zeigt die neun in der Maus isolierten Pax-Gene. Aus der Aufstellung ist

die Einteilung in vier Klassen erkennbar, die vom Vorhandensein von Paired-Doméne
(PD), Oktabox (O) und Homéo-Doméane (HD) abhéngt. Die Kartierung der Gene zeigt
ihre Verteilung Gber das Genom. AuRRerdem sind die bereits vor der Entdeckung der

entsprechenden Pax-Gene bekannten Mausmutanten, auf Mutationen von Pax-

Genen beruhende Erbkrankheiten sowie die in der Maus beobachteten Null-

Mutanten-Phanotypen (Knockout-Phanotypen, K.O.) beschrieben.
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PAX4 UND PAX6

Die zur Gruppe IV zusammengefaliten Gene Pax4 und Pax6 besitzen eine
Paired- und eine Homdo-Domane, jedoch keine Oktabox (Abb. 6). Verglichen mit
den anderen Genen der Pax-Familie weichen diese beide Kandidaten in ihrer
Basensequenz recht stark von der Konsenussequenz innerhalb der
konservierten Sequenzbereiche der Ubrigen Pax-Gene ab. Dies gilt fur Pax4 in
noch weit starkerem Male als fur Pax6 (Walther et al., 1991). Eine weitere
Gemeinsamkeit findet sich in der Expression beider Gene in der sich
entwickelnden Bauchspeicheldrise. Hier ist keines der Ubrigen Pax-Gene aktiv
(Mansouri et al., 1999). Davon abgesehen ist die Expression der beiden Gene
jedoch  sehr unterschiedlich. Pax4 kann in Vorlauferzellen der
Bauchspeicheldrise beginnend von Stadium E 9,5 an in der Maus nachgewiesen
werden (Sosa-Pineda et al., 1997). Lediglich vereinzelte Pax4-positive Zellen
tauchen vortbergehend im Neuralrohr auf. Beobachtet man in frihen
Entwicklungsstadien noch eine Koexpression mit Glukagon und Insulin, so ist
die Pax4-Aktivitat spater auf Insulin- und Somatostatin- produzierende Zellen
des Organs beschrankt (Dohrmann et al., 2000). Gleichzeitig mit der Geburt der
Maus findet schlief3lich ein komplettes Abschalten der Pax4-Expression statt.

Waéahrend die Aktivitdt von Pax4 also im Wesentlichen auf ein Organ
beschrankt bleibt, findet sich Pax6-Protein beginnend vom embryonalen Tag
acht der Entwicklung an (E 8,0) weit verbreitet in Auge, Nase, Neuralrohr und
verschiedensten Gehirnbereichen (Stoykova und Gruss, 1994; Kammandel et al.,
1999). Die bereits in der Genexpression erkennbare unterschiedliche Rolle beider
Gene findet sich auch bei der Analyse der Knockout-Mausmutanten. Bereits in
Pax6-Heterozygoten kann namlich ein Augendefekt beobachtet werden, der der
menschlichen Aniridia und der Mausmutante "small eye", entspricht (Hill et al.,
1991). Heterozygote Pax4-Mause zeigen dagegen keine Beeintrachtigungen. Erst
bei komplettem Ausschalten der Pax4 Funktion fehlen der Bauchspeicheldrtise
die Insulin- und Somatin- produzierenden Zellen, stattdessen ist die Zahl der
Glukagonomazellen erhoht. Die Mause sterben nach der Geburt an Diabetes

(Sosa-Pineda et al., 1997).
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Mause, denen funktionelles Pax6-Protein fehlt, zeigen ein gréReres Spektrum
an Defekten. Den Tieren fehlen Augen und Nase (Quinn et al., 1996; Grindley et
al., 1995). Es lassen sich schwere Entwicklungsdefekte in Telencephalon und
Diencephalon beobachten (Stoykova et al., 1996) und in der Bauchspeicheldrise
unterbleibt sowohl die Ausbildung der Langerhans-Inseln als auch die
Differenzierung von Glukagon produzierenden Zellen (St.Onge et al., 1997).

Besonderes Interesse erweckte jedoch die Rolle von Pax6 wéahrend der
Augenentwicklung. Zum einen gelang der Nachweis der Homologie zum
eyeless-Gen der Fliege (Quiring et al., 1994). Trotz der unterschiedlichen Struktur
der optischen Organe in Fliege und Maus stellt Pax6 in beiden Fallen einen
Hauptschalter am Beginn der Augenentwicklung dar (Gehring, 1996). So fuhrt
das Ausschalten des Gens in beiden Fallen zu einem Verlust der Augen.
Dartber hinaus gelang es, dieses Phdnomen bei der Fliege durch ektopische
Reaktivierung eines menschlichen PAX6-Allels rickgangig zu machen. Durch
starkes ubiquitares Einschalten des murinen Pax6-Gens gelang aufl’erdem die
Induktion ektopischer Augen in Fliege und Fisch (Ubersichtsartikel: Oliver und
Gruss, 1997).

Zum anderen konnte gezeigt werden, dal} Pax6 nach einer ersten Induktion
eine  Reihe entscheidender Aufgaben auch spater wahrend der
Augenentwicklung Ubernimmt (Ashery-Padan und Gruss, 2001). Durch
zielgerichtetes Abschalten des Gens in Linse und Retina gelang der Nachweis,
dal das Gen zum einen fir die Diversifizierung von Zelltypen in der Retina
verantwortlich ist (Marquardt et al., 2001) und zum anderen fur die
Differenzierung und Reifung der Linse (Ashery-Padan et al., 2000). Ohne intakte
Linse ist auch die anatomische Retinaentwicklung gestdrt und anstatt einer
einzigen ausgerichteten Netzhaut beobachtet man als Folge bei diesem
Experiment mehrere ungeordnete Epithelschichten innerhalb des optischen

Vesikels.
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DIE ENTWICKLUNG DER BAUCHSPEICHELDRUSE

Die Bauchspeicheldrise bei Saugetieren ist ein im Ursprung anatomisch
sowie auch funktionell zweigeteiltes Organ. Seine Entwicklung im Rahmen der
Ontogenese ist in genetischer Hinsicht in der Maus intensiv untersucht worden
(Ubersichtsartikel: Huang und Tsai, 2000; Yamaoka und Itakura, 1999; Edlund,
1998; Slack, 1995).

Nach einer Induktion durch die Chorda dorsalis beginnt am Tag E 8,5 des
sich entwickelnden Mausembryos im oberen Bereich des Zwdlffingerdarms die
Knospung eines dorsalen und eines ventralen Teils des Organs (Abb. 7a). Durch
eine Drehung des Darms fusionieren beide Kompartimente im Laufe der
Entwicklung und sind funktionell nicht voneinander zu unterscheiden.
Trotzdem nimmt das Organ zwei vollig unterschiedliche Aufgaben wabhr.
Funktionell unterscheidet man bei der Bauchspeicheldrise einen exokrinen Teil,
der Verdauungsenzyme produziert, und einen endokrinen Teil, der durch
Hormonproduktion den Blutzuckerspiegel reguliert. Im exokrinen Pankreas
findet man dementsprechend Drusenzellen, die Verdauungsenzyme
synthetisieren und uber ein Gangsystem, das aus den sogenannten Gangzellen
besteht, an den Darm abgeben. Das endokrine Pankreas setzt sich aus vier
Zelltypen zusammen, die zellmorphologisch in den Langerhans-Inseln
zusammengefalt und in exokrines Gewebe eingebettet sind (Abb. 7b). Die vier
Zelltypen unterscheiden sich durch ihre jeweilige Produktion der Hormone
Insulin, Glukagon, Somatostatin und pankreatisches Polypeptid (PP) und

werden als -, a-, 6- und PP-Zellen bezeichnet.

DIE GENETIK DER PANKREASENTWICKLUNG

Im Rahmen der Analyse von genetischen Aspekten der Pankreasentwicklung
gelang in den vergangenen Jahren die Isolation und funktionelle
Charakterisierung einer Reihe von Genen, die fur die Reifung des Organs

essenziell sind. Die wichtigsten von ihnen werden im Folgenden anhand ihrer
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Expressionsdaten und der Funktionsanalyse durch Geninaktivierung
vorgestellt.

Die Genprodukte Sonic hedgehog (Shh) und Activin vermitteln als
Signalmolektle die zu Beginn der Pankreasentwicklung stehende Induktion
durch die Chorda dorsalis (Hebrok et al., 2000). Das im Endoderm exprimierte
Shh unterdrickt dort normalerweise Pdx1-Aktivitat (Apelqvist et al., 1997).
Durch Kontakt des friithen Darms zur Activin exprimierenden Chorda dorsalis
wird in einem definierten Bereich, aus dem sich das Organ bilden wird, die Shh-

Aktivitat jedoch reprimiert und Pdx1-Expression induziert (Roy et al., 2001).

L eber

i Ventrales
7 Pankreas

Abb.7: Die Bauchspeicheldriise, Langerhans-Insel
a) Lage des Organs im Embryo wahrend der frithen Entwicklung.

b) Langerhans-Inseln: Wéhrend sich die in der Insel mehrheitlich vorkommenden
Insulin-produzierenden Zellen im Zentrum der Insel aufhalten, findet man die Ubrigen
Zellsorten in der Peripherie. 1) Azinare Zellen des exokrinen Pankreas. 2)
Glukagonoma (Qt-) Zellen. 3) Insulinoma ([5-) Zellen. 4) Somatostatinoma (-) Zellen.
5) PP-Zellen. 6) Gangzellen
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Das Gen Pdxl1 wurde ursprunglich als ein die Insulin-Transkription
regulierendes Gen entdeckt (Ohlsson et al., 1991). Es gehort zu den Homdo-Box-
Transkriptionsfaktoren (Ohlsson et al., 1993). Pdx1-Expression im Duodenum
am Tag 8,5 der Mausentwicklung ist der erste Hinweis auf dieses Organ im sich
entwickelnden Organismus (Johnsson et al., 1994). Fehlt der Maus Pdx1, so
stoppt die Pankreasentwicklung zu einem sehr frihen Zeitpunkt bereits bei der
Knospung, und die Ausbildung der Bauchspeicheldrise bleibt aus (Offield et
al., 1996). Wahrend man Pdx1 zu einem frihen Zeitpunkt der Entwicklung in
allen Zellen des sich entwickelnden Organs exprimiert vorfindet, so ist die
spatere Expression und die Aktivitdt in der adulten Maus auf die
insulinproduzierenden B-Zellen beschrankt und nimmt hier auf die Regulation
der Insulinaktivitat Einflul? (Macfarlane et al., 2000).

Die drei Faktoren HNF-6, ngn3 und NeuroD spielen bei der Abgrenzung des
endokrinen vom exokrinen Pankreas eine entscheidende Rolle (Jacquemin et al.,
2000; Gradwohl et al., 2000; Naya et al., 1997). HNF-6 ist ein Onecut-Protein, ngn3
und NeuroD gehdren zu den bHLH-Proteinen. Alle drei Faktoren sind frih in
der sich entwickelnden Bauchspeicheldrise exprimiert und spater in allen
Zellen des endokrinen Pankreas aktiv. HNF-6 und ngn3 fuhren nach
Inaktivierung in der Maus zu einem Verlust der Langerhans-Inseln, und nur
vereinzelte, nicht ausdifferenzierte endokrine Zellen kénnen detektiert werden.
Im NeuroD-Knockout ist die Population aller vier endokriner Zelltypen deutlich
reduziert. NeuroD ist in der Lage, als Heterodimer mit Pan-Genprodukten an
E-Box-Motive der DNS zu binden (Mutoh et al., 1997).

Das Isl1-Protein ist namensgebendes Genprodukt der Lim/Homgdo-Doménen-
Familie von Transkriptionsfaktoren (Karlsson et al., 1990). Expression dieses
Gens findet sich in der gesamten Bauchspeicheldriise und dem dorsalen
Mesenchym, das das Organ umgibt. Nach Inaktivierung des Isl1-Gens in der
Maus fehlt den homozygoten Tieren der dorsale Teil der Bauchspeicheldrise
und das umgebende Mesenchym (Ahlgren et al., 1997).

Die beiden mit dem Drosophila NK-2 Gen verwandten Faktoren Nkx2.2 und
Nkx6.1 nehmen EinfluR auf die Differenzierung einer bereits als endokrine

Zellen determinierten Zellpopulation (Sander et al., 2000). Dabei ist Nkx2.2 in
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allen p-Zellen, 80 Prozent der a-Zellen und den meisten 8-Zellen aktiv. Ohne
Nkx2.2 bleibt eine Ausdifferenzierung dieser Zelltypen entsprechend der
Expressionsrate aus; somit fuhrt hier das Fehlen ausdifferenzierter g-Zellen zu
Diabetes (Sussel et al., 1998). Nkx6.1 findet sich nach einer anfanglichen recht
ubiquitéaren Expression hauptsachlich in p-Zellen. In der Knockout-Situation
bleibt deren endguiltige Differenzierung aus. Nkx6.1 wird vermutlich von Nkx2.2

reguliert (Sander et al., 2000).

PAX4 UND PAX6

Pax4 und Pax6 tragen mafgeblich zur Entwicklung der Bauchspeicheldrise
bei (Ubersichtsartikel: Mansouri et al., 1996). Dabei ist Pax6 fur die anatomische
Struktur der Langerhans-Inseln verantwortlich (St.Onge et al., 1997). Das Gen ist
in allen endokrinen Zelltypen exprimiert, und ohne seine Aktivitat bleibt die
Zusammenlagerung der endokrinen Zellen zu Inseln aus. Ferner finden sich
unter den somit ohne Struktur im exokrinen Gewebe verstreuten endokrinen
Zellen keine a-Zellen. Weitere endodermale Veranderungen sind im Magen der
Mause zu beobachten (Larsson et al., 1998). Im distalen Magenbereich, dem
Antrum, liegt ohne Pax6 eine signifikante Verringerung von Gastrin- und
Somatostatin-Produktion vor. Die Anzahl der entsprechenden endokrinen
Zellen ist reduziert.

In der frihen Entwicklungsphase der Bauchspeicheldrise ist Pax4 in vielen
Vorlauferzellen exprimiert. Spéter erfolgt jedoch eine Begrenzung der Aktivitat
auf B- und o§-Zellen (Ubersichtsartikel: Dohrmann et al., 2000). Ein
Expressionsmaximum ist zwischen den Stadien E 135 und E 155 der
Mausentwicklung zu beobachten. Nach der Geburt ist Pax4 inaktiv.

Die Deletion von Pax4 fuhrt zum Verlust der Insulin-produzierenden f- und
der Somatostatin synthetisierenden d-Zellen. In den anatomisch nach wie vor
intakten Inseln ist eine entsprechend erhdhte Anzahl von a-Zellen vorzufinden,
was auf einen alternativ beschrittenen Differenzierungsweg der urspruglich als
B-Zellen vorgesehenen Zellpopulation hinweist (Sosa-Pineda et al., 1997). Ferner

ist Pax4 fur die Differenzierung aller endokrinen Zellen im Zwoélffingerdarm
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verantwortlich. Die Serotonin-, Sekretin-, Gastrin-, und Glukagonkonzentration

ist in den Pax4-Knockout-Mausen signifikant reduziert (Larsson et al., 1998).
Wie zu erwarten, hat ein gleichzeitiges Ausschalten beider Pax-Gene einen

Verlust von Inselstruktur, sowie der a-, -, und 8-Zellen im Pankreas zur Folge

(StOnge et al., 1997).

REGULATION VON PAX4 UND PAX6

Zu Beginn dieser Arbeit lag bereits eine detaillierte Promotoranalyse des
Pax6-Gens vor. Demzufolge stellt Pdx1 einen der Hauptregulatoren der fur die
Pankreas-Expression verantwortlichen cis-regulatorischen Bereiche im Pax6-
Promotor dar (Plaza et al., 1999; Kammandel et al., 1999).

Fir Pax4 konnte ein genomisches 7,8 kb DNS-Fragment isoliert werden,
durch das eine der naturlichen Pax4-Expression entsprechende Regulation des
lacZ-Reporter-Gens gelang. Daruber hinaus lag die genomische Sequenz des

genomischen humanen PAX4-Lokus vor (Brink, 1998).

ZIEL DIESER ARBEIT

Ziel dieser Arbeit ist eine Eingrenzung des funktionellen Pax4-Promotors
und eine detaillierte Analyse der cis-regulatorischen Elemente, die gleichzeitig
Einblick in die Rolle der an der Regulation von Pax4 beteiligten

Transkriptionsfaktoren gibt.
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1. ERGEBNISSE

"UNSER ZIEL IST ES, HERAUSZUFINDEN, OB

STRUKTUR UNMITTELBAR DURCH DNS-KODIERTE
INFORMATION IN DER ZYGOTE DETERMINIERT IST -
INWIEWEIT STRUKTUR AUF REINE INFORMATION
REDUZIERT WERDEN KANN."

JONATHAN BARD (1990)

Grundlage dieser Arbeit stellt die Isolation eines 7,8 kb grof3en funktionellen
genomischen DNS-Fragments innerhalb des murinen Pax4-Lokus dar, das in der
Lage ist, das Reportergen lacZ in der Bauchspeicheldrise raumlich und zeitlich
dem Pax4-Gen entsprechend zu aktivieren (Brink, 1998). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde das regulatorische Potential dieses Promotors hinsichtlich der
Parallelen zur Pax4-Expression genauer untersucht. Dabei gelang eine
Prazisierung und weitere Eingrenzung der regulativen Bereiche und schlie3lich
die ldentifikation einzelner funktioneller Elemente des Pax4-Promotors, die
Rickschlisse auf die an der Regulation wvon Pax4 beteiligten

Transkriptionsfaktoren erlaubt.
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EXPRESSIONSANALYSE DES 7,8 KB-PROMOTORS

Das in einer ersten Analyse untersuchte 7,8 kb groe genomische DNS-
Fragment enthalt die ersten beiden, sowie Teile des dritten Exons. Das
Reportergen lacZ wurde dem Translationsrahmen entsprechend in das dritte
Exon eingesetzt, so dall dem daraus resultierenden Protein noch ein kurzer

Pax4-kodierter Bereich anhaftet (Abb. 8).

a)
cctgtccttctgtgaggagt accagt gt gaagcat gcagcaggacgg
B
]
67 8 91011
accaggcagcagat t gt gcagct agcaat aagagggat gcgaccctg
1,0 kb
Notl - N
- ———
= i
: 2 * lacz

Abb. 8: Reporterkonstrukt mit 7,8 kb genomischer Sequenz

a) Physikalische Karte des Pax4-Lokus. Dargestellt sind die Elf Exons des Gens
(blau, mit roter Numerierung) und die Schnittstellen der Restriktionsenzyme BamHI
(B), EcoRI (E), Hindlll (H), Nhel (N), Smal (S) und Stul (St), sowie Ausschnitte der
Sequenzen des zweiten (oben) und dritten (unten) Exons. In der Sequenz sind der
Translationsstart im zweiten Exon und die zur Klonierung verwendete Nhel-
Schnittstelle des dritten Exons hervorgehoben.

b) Reporterkonstrukt mit dem an das dritte Exon anschlieBenden Reportergen.
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Wahrend zu Beginn dieser Arbeit die bis dahin vorliegende Analyse des
7,8 kb Promotorfragments lediglich auf Daten von transient transgenen Mausen
beruhte, wurde nun, um durch eine stabile Insertion des Konstruktes in das
Mausgenom reproduzierbare Daten erheben zu kdnnen, die Expression anhand
von transgenen Mauslinien studiert. Bei der Analyse der auf diese Weise auch in
den Folgegenerationen von aktiven Promotorkonstrukten vermittelten
Reportergenaktivitat konnen Effekte aufgund einer unkontrollierten schimaren
Situation, die bei transienten Tieren durchaus wahrscheinlich ist,
ausgeschlossen werden.

Deshalb wurden mit dem 7,8 kb Reporterkonstrukt durch Mikroinjektion vier
transgene Mauslinien hergestellt und analysiert. Die Effektivitat der
Mikroinjektion betrug 9 Prozent transgene Tiere und 7 Prozent exprimierende
Transgene pro Gesamtzahl der aus der Mikroinjektion hervorgegangenen

Mause.

Tabelle 1:
Konstrukt | Tiere Davon Transgene
insgesamt. | Transgene | mit
Expression
7,8 kb 45 4 (8,9%) 3 (6,7%)

Tab. 1: Effektivitat der Mikroinjektion des 7,8 kb Konstruktes

Die Genotypisierung der Tiere wurde mittels Southern-Blot-Hybridisierung
einer lacZ-Probe und mittels PCR unter Verwendung von Primern aus dem lacZ-
Gen vorgenommen (Abb. 10 - 12). Dabei erkannte die radioaktiv markierte
Probe fur den Southern-Blot nach BamHI-Verdau der genomischen DNS ein
5,2 kb groRes DNS-Fragment (Abb. 10). Mit der PCR wurde ein 415 Basenpaare
grolles DNS-Fragment innerhalb des lacZ-Gens amplifiziert (Abb. 12). Die
Verpaarung der transgenen FO-Mause mit Tieren des Mausstammes FVB (bei

der Mikroinjektion werden Eizellen des FVB-Mausstammes verwendet) fuhrte,
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wie zu erwarten, zu einem 50 prozentigen Anteil transgener Tiere in der F1-

Generation (Abb. 11).

_Probe
Notl Bam Bam Nhe Bam
- L el
(] { ]
1,0kb 1 2 3 |
> I 1
52kb
Abb. 10: Lage von Probe und markiertem DNS-Fragment auf dem Promotorkonstrukt
Die genomische DNS wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten. Die
relevanten Schnittstellen auf dem Konstrukt sind angegeben (Bam). Eine fiir Teile des
lacZ-Gens kodierende Probe markiert dadurch ein 5,2 kb grol3es DNS-Fragment.
141 M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
85 -
7.2 k_
64——=
5,7 7 -
4,8 _
4,3 -
3,7 —
2,3
19
1,4
8,5 7:
712 /—
6,4
57
4,8

Abb. 11: Genotypisierung der Mauslinien durch Southern-Blot-Analyse

Zu erkennen ist, dafl Acht der 17 untersuchten Mausembryonen transgen sind. Zur
Bestimmung der GroRRe des markierten DNS-Fragments wurde ein Lambda-
Langenstandard verwendet. Mit Hilfe eines Lineals wurde der MaRRstab vom Gel auf
das autoradiographische Bild Ubertragen.
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M1 2 3 456 7 8 9 1011 12 13

— 415 bp

Abb. 12: PCR zur Genotypisierung der Mause der F1-Generation

Die Primer amplifizieren ein 415 Basen langes DNS-Fragment, das nach
Gelelektrophorese mit einem geeigneten LAngenmarker nachgewiesen werden kann.
Auch hier ist zu erkennen, dal} die Rate der transgenen Mause bei 50 Prozent liegt.
Sieben von 13 Tieren (Maus 1,2,4,6,8,9 und 13) tragen das Reporterkonstrukt.

In Abb. 11 zeigen acht der 17 im Southern-Blot genotypisierten Mause die zu
erwartende 5,2 kb Bande nach Hybridisierung mit der radioaktiven Probe und
sind somit transgen (Méause No. 1, 4, 6, 7, 8, 12, 15 und 16).

Wegen der grofleren Schnelligkeit erfolgte spater die Genotypisierung durch
Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Abb. 12 zeigt ein Beispiel
zur Genotypisierung der F1-Generation. Sieben der 13 analysierten Tiere sind
transgen (Nummer 1, 2, 4, 6, 8, 9 und 13) und zeigen demzufolge die von den

Primern definierte und somit amplifizierte 415 Basen-Bande.

PAX4-EXPRESSION WAHREND DER MAUSENTWICKLUNG

Alle im Folgenden vorgestellten in-vivo-Analysen beruhen auf einem
Vergleich der von genomischen DNS-Fragmenten des Pax4-Gens vermittelten
Expression des Reportergens lacZ einerseits mit der naturlichen Expression von
Pax4, die durch den vollstdndigen, intakten Pax4-Promotor vermittelt wird,
andererseits. Als Referenz fur diese Expression diente die lacZ-
Reportergenaktivitat in heterozygoten Pax4-Knockout-Mausen, bei denen durch

die homologe Rekombination des Konstruktes das lacZ Gen unter der Kontrolle
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des nattrlichen Pax4-Promotors steht. In diesen Mausen fehlt lediglich der die
Homdo-Box enthaltene kodierende Bereich von 1,3 kb, der zum Zweck der
Geninaktivierung deletiert wurde. Da dieser Bereich relativ klein ist und
daruber hinaus recht weit entfernt in 3’-Richtung vom Transkriptionsstart liegt,
kann davon ausgegangen werden, dal} die Expression des Reportergens in den
heterozygoten Tieren der naturlichen Pax4-Expression entspricht. In diesen
Mausen konnte ein Beginn der Expression in der Bauchspeicheldrise ab Tag
E 10,0 der Mausentwicklung beobachtet werden. Diese blieb bis zur Geburt (P0)
der Foten erhalten. Nach der Geburt nimmt die Expression rapide ab und

verschwindet schlieldlich (Abb. 13).

E 10,5 ~ P1

Abb. 13: Expression von lacZ in einer heterozygoten Pax4-Knockout-Maus

Dargestellt ist der Verlauf der Expression von Pax4 wahrend der
Embryonalentwicklung. Bereits deutlich zu sehen im Stadium E 10,5 (a), bleibt diese
spezifische Aktivitat in den endokrinen Pankreaszellen im Organ verstreut (E 16,5; b),
um mit der Zusammenlagerung dieser Zellen zu Langerhans-Inseln im Stadium E17,5
auf diese beschrankt zu werden. Diese Aktivitét in den Inseln ist deutlich kurz nach
der Geburt zu sehen (PO; c¢). Bald darauf geht die Pax4-Aktivitat in den Inseln jedoch
zuriick (P1; d), um schlie3lich ganz zu verschwinden.

32



Il. ERGEBNISSE

DAs 7,8 KB PROMOTORFRAGMENT VERMITTELT FRUHE PANKREASEXPRESSION

Zunachst erfolgte eine Kontrolle der vom 7,8 kb Promotorfragment
vermittelten Aktivierung des Reportergens im frihen Stadium der
Pankreasentwicklung in E 11,5 - Mausen. Drei der vier transgenen Linien wiesen
Ubereinstimmend eine Expression in der Bauchspeicheldrise auf, eine Linie
zeigte trotz genomischer Insertion des Reporterkonstruktes keine Expression.
Bei zwei der drei das Reportergen exprimierenden Linien zeigte sich aufgrund

von Positionseffekten zusatzlich ektopische Expression (Abb. 14 b).

a) b)

SN,

P~ E” 2
. P
E115 E 115

Abb.14: lacZ-Expression in der Bauchspeicheldrise (P) in fir das 7,8 kb-Konstrukt
transgenen E 11,5 Embryos

a) Transgene Mauslinie fur das 7,8 kb Promotorkonstrukt: schwache Expression,
allerdings ohne EinfluBnahme benachbarter Kontrollbereiche, dadurch zeigt sich eine
mit der heterozygoten Knockout-Maus (Abb. 13) vergleichbare Expression.

b) Beispiel fur eine transgene Mauslinie fir das 7,8 kb Promotorkonstrukt in der durch
Positionseffekte nicht nur starke pankreatische Expression, sondern auch ektopische
Aktivitat (E) des Reportergens an unterschiedlichen Stellen auftritt.
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Diese wird durch EinfluBnahme von nach zufalliger Insertion des
Konstruktes im Genom in enger Nachbarschaft zu liegen kommenden
Enhancern anderer Gene vermittelt, die nun auf die Expression des
Reportergens einwirken. Es zeigte sich jedoch, daf? die Expressionsdoméanen der
ektopischen Genaktivitat zwischen den einzelnen Linien variierten, wahrend

die Expression innerhalb der Bauchspeicheldrise konstant blieb (Abb. 14).

NACHWEIS SPATER EXPRESSION DER STADIEN E 16,5 UND PO

Die Aktivitdt des Reportergens unter der Kontrolle des 7,8 kb
Promotorfragents wurde daraufhin auch in Stadium E 16,5 der Maus-
Embryonalentwicklung und kurz vor (E 17,5) sowie kurz nach der Geburt der

Mausfoten (P0) kontrolliert.

a) . . E 16,5 b) - ventral

ventral dorsal E 16,5

Abb.15: Reportergenexpression im Pankreas von E 16,5 Embryos

a) Die Reportergenexpression unter der Kontrolle des 7,8 kb Promotorelements ist
sowohl in der dorsalen, als auch in der ventralen Bauchspeicheldriise deutlich zu
erkennen. Die Expression findet sich in den zentralen Bereichen des Organs. Gut zu
erkennen ist auch, daf? sich die Zellen noch nicht zu Inseln formiert haben, da dieses
erst im Stadium E 17,5 geschieht.

b) Negativkontrolle: Bauchspeicheldriise einer Maus, an der zwar dieselbe
Farbeprozedur wie bei a) durchgefihrt wurde, die aber nicht transgen fir das
Reporterkonstrukt ist. Sie zeigt eine nur eine sehr schwache unspezifische
Hintergrundfarbung.
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Da sich die endokrinen Zellen erst im Entwicklungsstadium E 17,5 zu
Langerhans-Inseln zusammenlagern, zeigte sich bei der Kontrolle des Stadiums
E 16,5 erwartungsgemal’ eine uUber das Organ in einzelne Zellen verstreute
Expression (Abb. 15).

NACHWEIS DER EXPRESSION IN ENDOKRINEN 3-ZELLEN

Wie bei der naturlichen Pax4-Expression, so ist auch die Aktivitat des unter
der Regulation des 7,8 kb Promotorfragments stehenden Reportergens kurz vor
der Geburt auf die Langerhans-Inseln beschrankt. Ein Vergleich zwischen der
lacZ-Expression in  den transgenen Mauslinien und der Insulin-

Antikorperfarbung zur Kennzeichnung der Inseln machte dies deutlich.

a) lacZz b) Insulin

't;'

E1l/5 E1/5

Abb.16: Vergleich von Reportergen- und Insulinexpression in der Bauchspeicheldrise

a) Die Expression des lacZ-Gens unter der Kontrolle des 7,8 kb Promotorelements
zeigt in E 17,5-Embryos eine deutliche Beschrankung auf distinkte Bereiche des
Pankreas kurz vor der Geburt der transgenen Mause.

b) Die Struktur der Langerhans-Inseln im Stadium E 17,5, hier durch einen Insulin-
Antikdrper sichtbar gemacht, zeigt ebenfalls ein locker verteiltes Muster von in
exokrinem Gewebe eingebetteten und von diesem deutlich abgegrenzten
Zellgruppen.
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In lacZ-gefarbten Mikrotomschnitten von Bauchspeicheldriisen transgener
Tiere des Stadiums E 17,5 zeigten sich deutliche Parallelen in der Anfarbung von
im Pankreas verstreut liegenden Zellgruppen zum Muster der Anfarbung mit
einem Insulinantikorper, der die Langerhans-Inseln markiert (Abb. 16).

Daruber hinaus gelang der Nachweis von Koexpression des Reportergens
und Insulin in den p-Zellen der transgenen Tiere. Dazu wurde die Farbung des
Insulins mit einem Fluoreszenz-Antikdrper im Anschluf an die Blaufarbung der
B-Galaktosidase durch Gabe des Substrates x-Gal auf einem Schnitt
vorgenommen. In der Tat stellte sich heraus, daf3 beide Farbungen in denselben
Zellgruppen vorlagen. Somit handelt es sich bei den Strukturen, in denen der
Reporter duch das Pax4 Promotorelement angetrieben wird, tatsachlich um die

Langerhans-Inseln (Abb. 17)

a) i s 'y | Insulin

LV

Abb.17: Die Reportergenaktivitat kolokalisiert mit Insulinexpression (E 17,5)

a) Blaufarbung der durch das 7,8 kb Promotorfragment vermittelten
Reportergenexpression.

b) Anfarbung des selben Schnittes mit einem Fluoreszenz-Insulin-Antikérper. Beide
Farbungen finden sich in den selben Zellen, es handelt sich hierbei also um die
Langerhans-Inseln.
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DAs 7,8 KB PROMOTORELEMENT SCHALTET DIE EXPRESSION NACH DER GEBURT AB

Die durch das 7,8 kb Promotorelement vermittelte Genaktivitat endet wie
auch die endogene Pax4-Aktivitdt nach der Geburt. Wahrend kurz vor der
Geburt noch deutliche Reportergenaktivitat zu beobachten ist (Abb. 16), nimmt
diese wie die naturliche Pax4-Expression nach der Geburt schnell ab und
verschwindet schlieRlich. Das zeigte sich bei einer x-Gal-Farbung von Organen
transgener Mausembryonen der entsprechenden Stadien. Ein Beispiel fur die
Farbung der Bauchspeicheldrise eines transgenen Tieres des Stadiums P2 ist in

Abb.18 dargestellt.

P2

Abb. 18: Das 7,8 kb Promotorfragment vermittelt keine adulte Expression

In transgenen Mausen mit dem 7,8 kb Promotorfragment stoppt die Expression kurz
nach der Geburt. Dargestellt ist die Bauchspeicheldriise einer Maus zwei Tage nach
der Geburt. Wie bei der natillichen Pax4-Expression ist auch hier bereits die Aktivitat
fast vollstandig zurtickgegangen. Aufer einigen wenigen gefarbten Bereichen (Pfeile)
ist keine Aktivitdt mehr zu erkennen.
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EXPRESSION IN PANKREATISCHEN TUMORZELLINIEN

Auller der in-vivo-Analyse der durch das 7,8 kb Promotorfragment
vermittelten Reportergenexpression fand auch eine in-vitro-Studie der
Expression in aus der Bauchspeicheldriise gewonnenen Tumorzellinien statt.
Diese Zellen wurden mittels einer chemischen Behandlung durch Lipofektamin

mit dem Reporterkonstrukt transformiert.
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Abb. 19: Aktivitat des 7,8 kb Promotorfragments in 3TC1b-Zellen

a) Positivkontrolle. Das vom ubiquitdren CMV-Promotor kontrollierte /lacZ Gen ist nach
der Transformation in etwa 20 Prozent der Zellen aktiv.

b) Unter Kontrolle des 7,8 kb Promotorfragments zeigen nur noch 5-10 Prozent der
Zellen Reportergenaktivitat.

c) Negativkontrolle. Die Transformation des Reportergens unter der Kontrolle eines
nicht aktiven Promotorelements fiihrt zu einer leichten Hintergrundreaktion.

Als Referenz der daraufhin detektierbaren Expression diente zum einen die
zu gleichen Bedingungen durchgefthrte Transformation eines Konstruktes, in
dem das lacZ-Gen unter der Kontrolle eines starken, ubiquitaren Promotors, in
diesem Fall des CMV-Promotors, steht. Die in dieser Positivkontrolle zu

beobachtende  Reportergenaktivitdt gibt einen  Hinweis auf die
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Transformationseffizienz. Zum Zweck einer Negativkontrolle wurde das lacZ
Gen unter der Kontrolle eines unwirksamen Promotors transformiert. Auch
dabei war vereinzelt die Farbung von Zellen zu beobachten, die einen Hinweis
auf die Starke von unspezifischer, spontaner Hintergrundaktivitat zuléit. Die
auf diese Weise mit p-TClb-Zellen durchgefuhrte Analyse ist in Abb. 19
dargestellt. Zwar konnte nach Transfektion des Promotorkonstrukts eine leicht
hohere Anzahl von das Reportergen exprimierenden Zellen als in der
Negativkontrolle beobachtet werden; die Effektivitat lag allerdings deutlich
unter derjenigen, die mit dem lacZ Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors
erzielt werden konnte.

In derselben Art und Weise erfolgte die Uberprifung weiterer Zellinien
(aTC1-9, BHC13), von denen jedoch keine eine deutliche, oder gar mit der

Positivkontrolle vergleichbare Aktivierung des Reportergens zeigte.

PDX UND ISL1 AKTIVIEREN DEN 7,8 KB PROMOTOR IN COS-ZELLEN NICHT, NEUROD
FUHRT ZU EINER LEICHTEN AKTIVIERUNG

Zu Beginn dieser Arbeit lag die Information vor, daf innerhalb des 7,8 kb
Promotorfragments anhand der Basensequenz eine Reihe von potentiellen
NeuroD- und Isl1- Bindestellen zu finden sind (Brink, 1998). Pdx1 stellt als
Hauptschalter der Pankreasentwicklung ebenfalls einen wichtigen Kandidaten
fur Pax4-Regulation dar. Um zu Uberprufen, ob sich eine direkte Regulation des
Pax4-Promotors durch diese Faktoren nachweisen 1aBt, wurde eine parallele
Transfektion des Reporterkonstrukts mit jeweils CMV-kontrollierten Pdx1-,
NeuroD- und Isl1- cDNA-Sequenzen in cos-Zellen durchgeftihrt (Abb. 20).

Es konnte keine Aktivierung des Promotors durch Pdx1 und Isl1 festgestellt
werden. Bei NeuroD ergab sich bei einigen Kotransfektionen ein leichter Anstieg
der Anzahl gefarbter Zellen. Dieses Ergebnis war in Folgeversuchen jedoch
nicht zuverlassig reproduzierbar. Auch eine Kotransfektion des
Promotorkonstruktes mit mehreren Expressionsvektoren fur verschiedene Gene
gleichzeitig fuhrte zu keinem signifikanten Anstieg der Reportergenaktivitat in

den Zellen.
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Abb. 20: Pdx1, Isl1 und NeuroD zeigen bei Kotransfektion mit dem 7,8 kb-Konstrukt in
Cos-Zellen keine deutliche Aktivierung des Pax4-Promotors

Obere Reihe: Kontrolltransfektionen. In a) wurde als Positivkontrolle ein CMV-laczZ-
Konstrukt transfiziert, in b) erfolgte Transfektion des lacZ-Gens ohne funktionellen
Promotor und in c¢) die Transfektion des 7,8 kb-Konstruktes allein.

Untere Reihe: Die Kotransfektion von Pdx1 (d), NeuroD (e) und /s/1 (f) mit dem 7,8
kb-Konstrukt. Nur die Kotransfektion mit NeuroD fuhrte in einigen Versuchen zu einer
vermehrten Reportergenaktivitat in den Cos-Zellen (e).

ERMITTLUNG DES

Um einen genaueren Einblick in die genomische Organisation des Pax4-
Gens zu bekommen und um dadurch Hinweise auf die Lage von cis-regulativen

Elementen zu erhalten - diese liegen in der Regel im 5’-Bereich eines Gens
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(Dynan, 1989) - wurden Untersuchungen zur Ermittlung des

Transkriptionsstarts durchgefuhrt. Durch einen Vergleich von genomischer-
und bereits publizierter cDNS-Sequenz (Inoue et al., 1998) war bereits ein
Transkriptionsstart definiert worden. Dieser weist jedoch in seiner Nahe kein
ubliches Promotormotiv, wie eine TATA oder Spl-box, auf (Kadonaga et al.,
1988; Abb. 21). Lediglich eine CAAT-Box-adhnliche Sequenz ist hier vorhanden
(Smith et al., 2000). Auch ein Initiatorelement, wie es bereits zuvor in anderen
Promotoren beschrieben worden ist (O’Shea-Greenfield und Smale, 1992), sorgt
nicht fur die Positionierung des Transkriptionsstarts von Pax4 (Abb. 21).
Oberhalb der mdglichen CAAT-box befindet sich anstelle von
Promotorelementen eine 16-fache Wiederholung des Basentripletts CTC.
Anhand der Sequenzdaten erscheint ein Transkriptionsstart an dieser Stelle also
recht unwahrscheinlich. 2 kb stromaufwarts dieses Bereiches findet sich
dagegen ein potentieller Minimalpromotor mit TATA- und Spl-Box, der
Vermuten laRt, dalR hier der eigentliche Transkriptionsstart verbunden mit
einem weiteren, kleinen Exon liegt. Um diese Hypothese zu Uberprifen,

wurden Versuche durchgefuhrt, die ein weiteres Exon nachweisen wirden.

5 -TGCCTCAGGG CCAGTGTCAG CCAGCCCCAT GCACACTTCC

CTCCTCCTCC TCCTCCTCCT CCTCCTCCTC CTCCTCCTCC

TCCTCCTCTG CTCATGGCCT GTGACATCAC TGGCTACTCC

[—>

—
CAGAAGGCTG
GCTCTGGACC
TTACAAGACC
GGACCCTGAG
TCCATCCAGG
GTCTTCCATA

CCCTCTGCTC
CCCTGGCAGG
AGACCACCAG
ACCTCTTCCT
TAGCTCACCA
CTATCCCCAT

CTGAGTGAAG
ACTGAAGCAG
CAAACCCTGG
GGAATTCCCA
GCAGGCTCAT
GTCTTTGTGT

Abb. 21: Sequenzbereich des Pax4-Transkriptionsstarts

GCTCTGTGAA
CTGGAGGCTG
AGCCTGCACA
CCTTTTTTCC
TGTCTTCTCT

Erstes
Exon

GGCCAGACTC -3

Der Pax4-Transkriptionsstart (schwarzer Pfeil) weist nicht das haufig begleitende

Motiv einer TATA-box auf. Stattdessen liegt vor dem ersten Exon ein Bereich 16-

facher CTC-Wiederholung (gelb hervorgehoben) und eine mogliche CAAT-box
(unterstrichen). Roter Pfeil: Transkriptionsstart nach Xu und Murphy, 2000.
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DIE REPORTERGENAKTIVITAT IST VOM PAX4-TRANSKRIPTIONSSTART UNABHANGIG

Zunéachst wurde unter Ausnutzung gunstig gelegener Restriktionsenzym-
Schnittstellen (Ncol, Abb. 22) das erste Exon mit den um den Transkriptionsstart
liegenden DNS-Bereichen zur Untersuchung von dessen Bedeutung aus dem

Promotorfragment herausgeschnitten.

Ncol Ncol
1,0kb
78Kkb — L g | g o
1 2 3
5,3kb 0 T
2 3

Abb. 22: Bau eines Reporterkonstruktes ohne den Bereich des Pax4-
Transkriptionsstarts

Das Schneiden des 7,8 kb Reporterkonstrukts mit Ncol fuhrte nach Religation zu
einem neuen, 5,3 kb genomische Sequenz enthaltenen Promotorkonstrukt.

Das daraus gewonnene, nun ein lediglich 5,3 kb grof3es genomisches DNS-
Fragment enthaltende Reporterkonstrukt, wurde erneut mikroinjiziert. Die
daraus erhaltenen, transgenen Méause zeigten Expression in der gleichen Weise,
wie sie durch das 7,8 kb Fragment vermittelt wird (Abb. 23). Dieses war
moglich, obwohl das verwendete lacZ-Reportergen keinen eigenen
Minimalpromotor enthalt.

Auf diese Weise gelang der Nachweis, dall die von dem 7,8 kb
Promotorfragment vermittelte Genaktivitat unabhangig von dem zuvor fir Pax4
ermittelten Transkriptionsstart ist. Eine Deletion dieses Bereiches fuhrte namlich

nicht zu einem Verlust der Reportergenaktivitat.
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E 11,5

Abb. 23: Expression aufgrund von Injektion des 5,3 kb Promotorkonstruktes

Beispiel fur einen E 11,5 Embryo, der transgen fir das 5,3 kb Reporterkonstrukt ist.
AufBer einer schwachen unspezifischen Hintergrundfarbung (H) ist in diesem Fall nur
die Blaufarbung der Bauchspeicheldriise ohne ektopische Expressionsdomanen zu
erkennen. Dieser positive Befund laRt einen weiter Stromaufwérts gelegenen
Transkriptionsstart als den zuvor angenommenen vermuten.

DER TRANSKRIPTIONSSTART LIEGT NICHT 2 KB STROMAUFWARTS DES ERSTEN EXONS

Aufgrund dieser Daten wurde in einem weiteren Versuchsansatz versucht,
den Transkriptionsstart auf direktem Wege nachzuweisen. Da es sich wegen der
in der Bauchspeicheldruse in groRen Mengen vorhandenen RNS-zerstérenden
Enzyme als schwierig herausstellte, grolere Mengen unbeschadigter RNS aus
der Bauchspeicheldrise zu gewinnen, wurde dabei eine Methode angewendet,
mit der es moglich ist, auch mit kleinsten Mengen intakter RNS den
Transkriptionsstart zu ermitteln.

Aufgrund der Sequenzdaten konnte ein potentieller Minimalpromotor 2 kb
stromaufwarts des ersten Exons identifiziert werden, der sowohl eine TATA-,
als auch eine Sp1-Box enthalt. Dieser ist innerhalb des 7,8 kb Promotorfragments
sowohl der dem ersten Exon am nachsten gelegene sowie der seine Sequenz

betreffend vielversprechendste Minimalpromotor. Aus diesem Grunde wurde

43



Il. ERGEBNISSE

versucht unter Verwendung von an diesen potentiellen Minimalpromotor in 3’
Richtung anschlielende genomischen Sequenzen reprasentierenden Primern

durch RT-PCR ein weiteres Exon nachzuweisen (Abb. 24).

TATA-box Spl-box
M
5-GTTAATGTATAATTGTGAGCAGATGGCGGGGGCTGGCAGCAGCCTGGGGGCTGGGCACAGCTAATGAGGGACAATTAGCCCE-3
Primer 1 AGCAGATGGCGGGGGCTGGC
Primer 2 ATGGCGGGGGCTGGCAGCAG
Primer 3 GGGGGCTGGCAGCAGCCTGG
Primer 4 CTGGCAGCAGCCTGGGGGCT
Primer 5 AGCAGCCTGGGGGCTGGGCA
Primer 6 CCTGGGGGCTGGGCACAGCT
Primer 7 GGGCTGGGCACAGCTAATGA
Primer 8 GGGCACAGCTAATGAGGGAC
1 10 20 30 40 50 60 70 80

Abb. 24: Zur Amplifikation eines potentiellen zwélften Exons benutzte Primer

Die Abbildung zeigt die Lage von TATA- und Spl-box und die acht Primer, die
definiert wurden, um ein potentielles Exon, das von diesen Promotorelementen initiiert
wirde, zu amplifizieren. Der zweite Primer war jeweils innerhalb des bekannten

ersten Exons definiert worden. Das resultierende cDNS-Stlick hatte eine Grol3e von
etwa 150 Basen.

Dieses Verfahren wurde mit RNS durchgefthrt, die aus Tumorzellinen und
aus Bauchspeicheldrisen gewonnen wurde. Aber auch mit einer aus der
Bauchspeicheldrise  gewonnenen cDNS-Bank wurde der Versuch
unternommen, mit Hilfe der in Abb. 24 gezeigten Primer neue, weiter 5’
liegende cDNS-Fragmente zu amplifizieren und somit zu identifizieren. Alle
drei Ansatze fuhrten jedoch zu keinem positiven Ergebnis. Es gelang nicht,
DNS-Fragmente definierter Ladnge zu amplifizieren. Ein bei der RT-Reaktion
amplifiziertes, etwa 400 Basen grof3es DNS-Fragment erwies sich nach dessen
Sequenzierung als Produkt einer unspezifischen Wechselwirkung der Primer
mit ribosomaler RNS.

Im Laufe der weiteren Untersuchungen stellte sich heraus, dal es sich bei
dem untersuchten genomischen DNS-Bereich nicht um den Transkriptionsstart
handelt, sondern vielmehr um die wichtigsten cis-regulatorischen Sequenzen,
die zur Expressionskontrolle des Pax4-Gens notwendig sind. Der Nachweis

dieser Tatsache wird in den folgenden Kapiteln dargelegt.
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EIN GENOMISCHER BEREICH VON 254 BASEN
REGULIERT PAX4-EXPRESSION

Basierend auf den aus der Mikroinjektion der 7,8 kb und 5,3 kb -Konstrukte
gewonnenen Ergebnissen, wurde nun eine fortschreitende Eingrenzung des die
Reportergenaktivitat vermittelnden genomischen DNS-Bereichs vorgenommen.
Dabei erfolgte zunachst eine stufenweise Deletion des 5,3 kb

Promotorkonstruktes durch Ausschneiden weiterer DNS-Bereiche (Abb. 25).

@ Apal e Nhel Nhel stul
7.,5kb ‘ T \—l—l—H—i
1 2 3 6 7 8 9 10
@ Nhel
ATG
7.8kb f
1 2 3
@ Ncol Ncol
ATG
5,3kb \_H
2 3
Ball ATG
3,9kb ‘ i 2
2 3
Avrll Avrll
2,8kb @ J Ll
3
@ Smal Ncol
0,9kb \_/

Abb. 25: Ubersicht iiber die analysierten Promotorkonstrukte

Dargestellt sind die genomischen DNS-Bereiche des Pax4 Promotors, die jeweils
beziglich ihrer Regulation des lacZ-Reportergens in transgenen Mausen untersucht
wurden. Die zur Herstellung des jeweiligen Konstruktes verwendeten
Restriktionsenzyme sind angegeben, die Lage der Exons, des Transkriptionsstarts
(Pfeil) und des Translationsstarts (ATG) ist markiert. Auf der linken Seite ist die
Gesamtlange des im Konstrukt enthaltenen genomischen Bereiches angegeben, in
den Kreisen ist mit "Plus” bzw. "Minus" angegeben, ob eine der Pax4-Aktivitat
entsprechende Expression beobachtet werden konnte. Bei dem Konstrukt mit 7,5 kb
genomischer DNS handelt es sich um das 'Knockout-Konstrukt.
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Durch diese Vorgehensweise konnte der funktionelle Promotor auf 0,9 kb
eingegrenzt werden (Abb. 25, 27, 28). Die fur eine weitere Einengung
verwendeten genomischen Fragmente wurden durch PCR aus einem Vektor mit
der entsprechenden genomischen DNS amplifiziert und anschlieend vor das
Reportergen lacZ kloniert. Zum Zweck der Eingrenzung des fur die Regulation
von Pax4 ausreichenden minimalen genomischen DNS-Bereiches erfolgte auf
diese Weise eine Uberpriifung von genomischen Fragmenten bis hinab zur

GroRe von 254 Basen (Abb. 26).

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

kb | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
Smal Hindl 11 Ncol

0,9 kb 898 | ®
cb 11 545 ®
b8 437 @
b9 409 @
cb 12 254 ©

88% Identitat

Abb. 26: Lage der den 0,9 kb Promotor weiter einengenden Konstrukte

In der Abbildung ist die Lage der fur die Konstrukte 0,9 kb, cb 8, cb 9, cb 11 und cb 12
verwendeten genomischen Fragmente zueinander, sowie die Position von fir die
Ligation an das lacZ-Reportergen eine Rolle spielenden Schnittstellen der
Restriktionsenzyme Smal, Hindlll und Ncol angegeben. Der gelbe Kasten markiert
einen DNS-Bereich, der 88 Prozent Identitdt zur homologen Sequenz des
menschlichen Pax4-Lokus aufweist. Die Zahlen im Kasten geben die Lange der
Fragmente (Basenpaare) an. Alle Konstrukte waren in der Lage, die der natirlichen
Pax4-Expression entsprechende Aktivitat des Reporters zu vermitteln (+).

Die Effektivitat der aus der Mikroinjektion dieser Konstrukte erhaltenen

transgenen Tiere schwankte je nach Konstrukt zwischen 2,5 und 4,5 Prozent und
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betrug demzufolge im Mittel 3,5 Prozent. Die Effektivitat der Injektion der
Konstrukte aus Abb. 26 ist im Einzelnen in Tabelle 2 aufgefuhrt. Mit nur
wenigen Ausnahmen zeigten alle transgenen Tiere Expression des
Reportergens. Lediglich bei den aus Reporterkonstrukten cb 9 und cb 12
hervorgehenden Tieren waren nicht alle transgenen Linien in der Lage,
Expression in der Bauchspeicheldriise zu vermitteln. Bei cb 12 konnten nur zwei
der insgesamt vier Linien analysiert werden, da bei nur diesen Linien die

Verpaarung zur F1-Generation gelang.

Tabelle 2:
Konstrukt | Tiere Davon Transgene
insgesamt | Transgene | mit

Expression
0,9 kb 44 2 (4,5%) 2 (4,5%)
ch 8 57 2 (3,5%) 2 (3,5%)
ch9 90 4 (4,4%) 3 (3,3%)
ch 11 79 2 (2,5%) 2 (2,5%)
cb 12 128 4 (3,1%) 1 (0,8%)
Gesamt 398 14 (3,5%) | 10 (2,5%)

Tab. 2: Effektivitat der Mikroinjektion

Bei den Mikroinjektionen zeigte sich eine Effektivitdt beziglich der Produktion
transgener Tiere von durchschnittlich 3,5 Prozent. Der Gesamtwert flr Transgene
Tiere mit Expression muf im Hinblick auf das negative Ergebnis von cb 12 gewertet
werden und weicht deshalb nach unten hin vom Mittel ab. Ohne Einbeziegung von cb
12 liegt der prozentuale Anteil zu den Gesamtmausen hier bei 3,3 Prozent.

Alle in Abbildung 26 dargestellten genomischen Fragmente konnten durch
die Reporterkonstrukte nach deren Mikroinjektion die charakteristische
Blaufarbung der Bauchspeicheldrise in den daraus hervorgehenden transient
transgenen Mausen bzw. Mauslinien vermitteln (Abb. 27-31). Das kleinste
verwendete und zu einem positiven Resultat fuhrende genomische Fragment

hat eine Lange von 254 Basenpaaren (Abb. 30, 31).
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a) b)

E 12,0 E 10,5

Abb. 27: Transgene Linien fur das 0,9 kb-Konstrukt

Beide Linien exprimieren das Reportergen in der Bauchspeicheldriise (rote Kreise).
Wahrend a) ektopische Expression zeigt (E), ist in b) unspezifische
Hintergrundfarbung (H) der Nabelschnur zu erkennen, aber auch Bereiche des
Hinterhirns zeigen haufig ein Hintergrundsignal (a, H).

Abb. 28: Die cb 9-Reportergenaktivitat kolokalisiert mit Insulinomazellen

Mit einer aus der Injektion mit dem Konstrukt 0,9 kb hervorgehenden Linie wurde eine
detaillierte histologische Analyse vorgenommen. Es konnte nachgewiesen werden,
daB die Farbung aufgrund der Reportergenaktivitdt (a) und die durch einen
Insulinantikdrper markierten |3-Ze||en (b) kolokalisieren.
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E 12,0 E 12,0

Abb. 29: Expression der Linien cb 11 (a) und cb 8 (b) (E 12,0)

Auch Hier Gibereinstimmende Expression in der Bauchspeicheldrise (rote Kreise). cb
8 (b) ist gleichzeitig ein Beispiel fur positionsbedingte starke ektopische Expression.

E 12,0 E 12,0
Abb. 30: Transgene Linien fur das Konstrukt cb 9 und cb 12 im Stadium E 12,0

Die Expression in der Bauchspeicheldriise ist jeweils mit einem roten Kreis
gekennzeichnet. Detailliertere Ansicht von b) in Abb. 31. Auch hier treten ektopische
Expression (E) sowie Hintergrundférbung in Hinterhirn und Nabelschnur (H) auf.
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Bei Verwendung des Konstruktes 0,9 kb wurde neben der frihen Aktivitat
(Abb. 27, E 12,0) auch die spatere spezifische Expression in -Zellen (Abb. 28)
und eine abgeschwachte Aktivitat nach der Geburt beobachtet.

Das genomische 254 Basenpaar-Fragment liegt inmitten eines
Sequenzbereichs, der 88 Prozent ldentitdt zum homologen Humanen DNS-
Bereich aufweist (Abb. 26). Die Mikroinjektion des entsprechenden
Reporterkonstruktes cb 12 fuhrte in einer von zwei analysierten Linien zu einem
positiven Ergebnis. Die Expression war zwar recht schwach, jedoch auch hoch
spezifisch in der Bauchspeicheldrise zu erkennen (Abb. 30, 31). Das 254-
Basenpaar-Fragment wird aufgrund dieses positiven Ergebnisses im Folgenden

als Pax4-Promotor bezeichnet.

| E 115

Abb. 31: Pankreatische Expression der transgenen Linie cb 12 im Stadium E 11,5

Die Linie cb 12 mit einem 254 Basen umfassenden genomischen DNS-Bereich des
Pax4-Promotors zeigt eine schwache, aber spezifische Farbung der
Bauchspeicheldriise. In a) der durch Nadeln fixierte Embryo, in b) das geféarbte Organ
(Kreise) in starkerer VergrofRerung.
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Die Sequenz des Pax4-Promotors ist in Abb. 32 wiedergegeben. Es handelt
sich dabei um den genomischen Bereich, der aufgrund des darin enthaltenen
TATA- und Spl-Motivs bereits zuvor auf kodierende cDNS-Sequenzen getestet
worden war (Abb. 24). Bei der Sequenz in den hochkonservierten Bereichen

(ohne Sterne) fallen mehrere TAAT-Motive auf.

57— CCTCTGAGTT AATGTATAAT TGTGAGCAGA TGGCGGGGGC
*
TGGCAGCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA ATGAGGGACA ATTAGCCCCA
* * * *

AACCCGGTGG GGGCAGTTAG GAGAGTCAGA CAGTGAAGGC AGATATTTGC

**x X **x

TCCTCAAACA GTCTGGCGCG TTGGGCAGAG GGCTGAGTGA CTGAGCTTGC
* * * * **x

TAGGCCCCCC GCCAGGGCCC TTTCCCCCTT TTCCCTCTCC CTATCACCTC
*

**x **x *x * *xx *x * *xx

CGGGTCGAAA GCTT =37
*

Abb. 32: Fir Expression notwendige Sequenz des Pax4-Promotors

Die fur Pax4 ausschlaggebende DNS-Sequenz umfafit lediglich die hier dargestellten
254 Basen. Diese liegen in einem chromosomalen Bereich, der 88 Prozent Identitat
zur homologen humanen Sequenz aufweist. Die nicht mit der homologen
menschlichen genomischen Sequenz Ubereinstimmenden Basen sind mit einem
Stern markiert. Die gelbe Raute markiert eine Position, an der die Maussequenz
gegeniiber der menschlichen Sequenz eine Deletion von Acht Basen aufweist.

Derartige Motive finden sich haufig auf von Homoo-Box-Genen erkannten cis-
regulatorischen DNS-Sequenzen von Promotoren, wobei meistens zwei in
unmittelbarer Nachbarschaft liegende und durch einen wenige Basen
umfassenden Verbindungsbereich getrennte TAAT-Motive (Kalousova et al.,
1999) von den Transkriptionsfaktoren erkannt werden. Ein derartiges
Sequenzmotiv findet sich gleich zu Beginn der Pax4-Promotorsequenz. Vor
einer weiteren experimentellen Analyse des Pax4-Promotors wurde der

Promotorbereich im Folgenden eingehend auf weitere derartige, bereits
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bekannte und beschriebene DNS-Erkennungsmotive von

Transkriptionsfaktoren untesucht.

CIS-REGULATORISCHE MOTIVE DES PAXx4-
PROMOTORS

Eine detailierte Analyse des Pax4-Promotors fuhrte zu der Entdeckung
verschiedener Sequenzmotive, die bereits als cis-regulatorische Elemente in
Promotoren anderer, ebenfalls in der Bauchspeicheldrise aktiver Gene

beschrieben wurden (Abb. 33).

TGAGTTAATGTAATAAT]
CTQTGAGTTAATGTA*TAATITGT GGGGGCTGE GCAGCAGC CTGGGGGCTG
GCAGATGGCTGGGGGCTG CTGGGGGCTG

GGCACAGCTAATE AGGGACAA TTAGCCCCAA ACCCGGTGGG GGCAGTTAGG AGAGTCA

Abb. 33: Sequenzmotive innerhalb des funktionellen Pax4-Promotorelements

Der 5'-Bereich der Sequenz des Pax4-Promotors ist als durchlaufende Basenfolge
dargestellt, die Sequenz &hnlicher und identischer Motive zu anderen Promotoren
befindet sich dariiber bzw. darunter und ist in farbigen Ké&sten hervorgehoben.
Fehlende Ubereinstimmung aufgrund fehlender Basen ist mit einem Stern markiert.
Gelber Kasten: Homologie zu der im Amylin-Peptid-Promotor gefundenen
Erkennungssequenz fur den PdxI-Transkriptionsfaktor (A2-Element). Roter Kasten:
Zum E1l-Element des Insulin-Promotors identisches Motiv. Griiner Kasten:
Kernsequenz der von Is/1 erkannten Motive. Blauer Kasten: Zum Insulin-Promotor
identische Bereiche.

So befindet sich ein 17 Basen umfassendes Sequenzmotiv auf dem Pax4

Promotor, das zu 94 Prozent mit einer Pdx1l-bindenden Domane des Amylin-
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Peptid-Promotors identisch ist (A2-Element, Carty et al., 1997). Perfekte
Ubereinstimmung besteht zwischen einer 10 Basen umfassenden Sequenz des
im Insulinpromotor entdeckten E1-Elements (German et al., 1995) und einem
Motiv des Pax4-Promotors. Des weiteren findet sich die Kernsequenz des von
Isl1 erkannten Sequenzmotivs (Karlsson et al., 1990). Bindestellen fir Pax6 (Xu et
al., 1999) und HNF-6 (Lemaigre, pers. Mitteilung) konnten nicht identifiziert
werden.

Der zum Insulinpromotor identische Bereich umfalit nicht nur das E1-
Element, sondern es konnten weitere 18 Basen identifiziert werden, die mit

Sequenzen aus dem Insulinpromotor identisch sind.

ANALYSE DER PAX4-PROMOTORELEMENTE

Um zu Uberprifen, inwieweit diese Elemente tatsachlich EinfluR auf Pax4-
Expression nehmen, wurden durch PCR-Amplifikation genomische DNS-
Fragmente hergestellt, bei denen einzelne Elemente selektiv aus dem
Sequenzkontext entfernt wurden (Abb. 34). Die Deletionen wurden durch die
Wahl entsprechender 5’-Primer definiert und durch Sequenzierung der
entsprechenden Konstrukte verifiziert. Die auf diese Weise gewonnenen DNS-
Fragmente wurden ihrerseits wie die Konstrukte zuvor an das lacZ-Gen ligiert.

Die Auswahl der deletierten Elemente erfolgte nach folgenden Kriterien: Das
von Pdxl erkannte AZ2-Element (cb 13) und das zum E1-Element des
Insulinpromotors identische Motiv (cb 16) wurden deletiert, da diese bereits auf
anderen Promotoren gefunden worden waren, welche spezifische Expression
im endokrinen Organ vermitteln. Bei dem Konstrukt cb 14 fehlen beide
Elemente, in cb 19 fehlt zusatzlich dazu ein Teil der sich an E1 anschlieRenden
zum Insulinpromotor identischen Sequenz. Daruber hinaus wurden zwei

Deletionen ausgewahlt, die den zum Insulinpromotor identischen Bereich allein
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betreffen (cb 17, cb 18). Fur diese Bereiche sind noch keine Funktion oder ein
Bindungspartner beschrieben worden. Ein Deletionskonstrukt ftr die potentiell
von Isl1l erkannte Sequenz wurde nicht erstellt, da die Expression von Isl1 nicht
auf das Organ beschrankt ist und auch die Inaktivierung von Isl1 zu keinem
spezifisch das (endokrine) Pankreas betreffenden Phanotyp fuhrt (Ahlgren et al.,
1997). Nach Injektion dieser Konstrukte erfolgte erneut eine Analyse der

Expression wahrend unterschiedlicher Stadien der Mausentwicklung.

Pdx1 NeuroD
Cb12 CCTCTGAGTT AATGTATAAT

ch13
Ch14  exesns .

GGGGGC TGGCAGCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA

GGGGGC TGGCAGCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA

GGGGGC TGGCAGCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA
GGGGGC TGGCAGCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA
Cb16 cCTATGAGTT AATGTATAAT| TGT GGGGGC TGGCAGCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA

Cb17 ccTATGAGTT AATGTATAAT| TGT GF*HxHA FHXAFXXCAGC CTGGGGGCTG GGCACAGCTA

cb18 cCTATGAGTT AATGTATAAT] TGT GGGGGC TGGCAGCAGC *H*F*xkx GGCACAGCTA

Abb. 34: Deletionskonstrukte zur Ermittlung der Funktion der entdeckten Elemente

Dargestellt ist der am weitesten 5' gelegene Bereich des Pax4-Promotors. Die
deletierten Bereiche sind durch Sterne markiert. cb 12 reprasentiert die intakte
Sequenz. Im Konstrukt cb 13 fehlt das potentiell von Pdx1 erkannte Motiv, bei cb 14
und cb 19 fehlt zusétzlich das intakte E1-Element (NeuroD). In cb 16 fehlt selektiv nur
das E1-Element und bei cb 17 und cb 18 wurden die Elemente entfernt, fir die zwar
bisher keine Funktion beschrieben ist, die aber auch im Insulinpromotor vorkommen.

Die Effizienz der Mikroinjektion lag beziglich transgener Tiere bei diesen
Konstrukten zwar etwas hoher als die der vorherigen Mikroinjektionen (Tab. 3).
Im Durchschnitt blieb sie aber ebenfalls deutlich unter der Zehn-Prozent-Marke.
Dieser Umstand fuhrte dazu, daB zum jeweiligen Konstrukt selten mehr als funf
Mauslinien zur Analyse zur Verfiigung standen. Zuséatzlich ergaben sich bei der
Verpaarung einiger Linien zur F1-Generation wie bereits bei der Linie cb 12
Ausfalle, sodall der in Tabelle 3 angegebene prozentuale Anteil der

exprimierenden Linien sehr gering ausfallt. Bei der Linie cb 14 flhrte daruber
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hinaus die Deletion selbst offenbar meist zu einem kompletten Verlust der
Expression, sodal? bei der Beurteilung der Gesamteffektivitat der Mikroinjektion
hinsichtlich exprimierender Linien der prozentuale Durchschnittswert ohne

Aussage und demzufolge nicht angegeben ist.

Tabelle 3:
Konstrukt | Tiere Davon Transgene
insgesamt | Transgene | mit

Expression
cb 13 114 3 (2,6%) 2 (1,8%)(#)
ch 14 100 4 (4,0%) 1 (1,0%)(*)
cb 16 65 2 (3,1%) 2 (3,1%)
ch 17 79 7 (8,9%) 3 (3,8%) (#)
ch 18 49 4 (8,2%) 2 (4,1%) (#)
cb 19 KA. (+) KA. (+) KA. (+)

Tab. 3: Effektivitat der Mikroinjektionen der Deletionskonstrukte

Die Effektivitat transgener Tiere bezogen auf die Gesamtzahl von Tieren liegt
zwischen 2,6 Prozent (cb 13) und 8,9 Prozent (cb 17).

(+) Das Konstrukt cb 19 kam nicht mehr zur Injektion, da bereits cb 14 kaum
Expression zeigte.

(#) Diese Werte reprasentieren die zur Zeit bereits analysierten Linien.

(*) Die fehlende Expression ist hier offenbar eine Folge der Deletion.

VERSPATETE REPORTERGENAKTIVITAT OHNE PDX1-BINDEMOTIV

Das Reporterkonstrukt, dem das von Pdx1 erkannte A2-Element fehlt (cb 13),
war nicht in der Lage, das Reportergen in der frithen Entwicklung der Maus zu
aktivieren. Wahrend das nattrliche Pax4-Signal bereits in heterozygoten
Knockout-Tieren des Stadiums E 10,5 deutlich zu sehen ist, taucht die von cb 13

vermittelte Aktivitat erst ab dem Stadium E 12,5 auf (Abb. 35).
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a) b)

E 10,5 E 125
Abb. 35: Verspatetes Einsetzen der Reportergenaktivitat mit cb 13

Im Stadium E 10,5, in dem der Pax4 Promotor normalerweise bereits eine deutliche
pankreatische Genaktivitat vermittelt (Abb. 13), zeigt sich bei den transgenen Tieren
mit dem die PdxI-Erkennungssequenz A2 entbehrenden Promotorkonstrukt cb 13
noch keine Aktivitét (a). In spateren Stadien, so wie hier bei einer E 12,5-Maus (b),
taucht unter Kontrolle von ch 13 pankreatische Reportergenexpression auf.

a)

-

E 175 PO

Abb. 36: Reportergenaktivitat mit cb 13 in spaten Stadien

a) Im embryonalen Stadium E 17,5 zeigt sich eine der natiirlichen Pax4-Expression
gleichwertige Expression in zentralen Bereichen der Bauchspeicheldriise (Pfelil).

b) Auch im Organ von Neugeborenen zeigen - vergleichbar mit der natirlichen Pax4-
Expression - zentrale Bereiche des Organs noch deutliche Aktivitat (Pfeil).
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In den spéateren Stadien bleibt diese Aktivitat bis zur Geburt erhalten und ist -
wie auch die nattrliche Pax4-Aktivitat - ab dem Stadium E 17,5 auf einzelne,

zentral im Organ liegenden Inseln beschrankt (Abb. 36).

SCHWACHE REPORTERGENAKTIVITAT OHNE E1-ELEMENT

Von den Mauslinien mit dem Konstrukt, dem das E1-Element entfernt
worden war (cb 16) zeigt eine Linie zwar die Expressionsdynamik, die der
Aktivitat des Pax4-Gens entspricht, allerdings ist die Intensitat der Expression

des Reportergens hier nur sehr schwach (Abb. 37).

a) b)

E 11,5 PO

Abb. 37: Reportergenexpression der transgenenen Mauslinie cb 16b

a) Die Expression des lacZ-Gens wird in dieser Linie entsprechend der Pax4-Aktivitat
ebenfalls frih in der Entwicklung angeschaltet. Die pankreatische Expression (Kreis)
ist jedoch sehr schwach.

b) Auch im Stadium E 16,5 ist die dem Pax4-Expressionsmuster entsprechende,
jedoch sehr schwache Aktivitdt auszumachen.

c) Bei den neugeborenen Embryos ist eine Blaufarbung durch Reportergenaktivitat
kaum noch detektierbar.
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In einer zweiten fur cb 16 transgenen Linie konnte keine Expression

beobachtet werden (Abb. 38).

E 11,5 E 16,5

Abb. 38: Keine Expression in der transgenen Mauslinie cb 16a

Weder im Stadium E 11,5 (a) noch in spaten Stadien (b, hier E 16,5) ist in der Linie cb
16 a Expression des Reportergens vorhanden.

EXPRESSION NACH ENTFERNEN VON SOWOHL A2- ALS AUCH E1-
ELEMENT AUS DEM PAX4 PROMOTOR

Deletion beider Sequenzmotive - sowohl des E1-Elements als auch des A2-
Bindemotivs - fuhrte zu einem Verlust der Expression des Reportergens in der
Mehrzahl der beobachteten Mauslinien. In Abb. 39 ist ein Beispiel der
entsprechenden nicht exprimierenden Linien, die transgen fur das Konstrukt cb
14 sind, dokumentiert. In einer Linie (cb 14 b) konnte jedoch eine schwache,
spezifische Farbung der Bauchspeicheldrise beobachtet werden. Diese ahnelt
der Expression in der Linie cb 16 b (Abb. 40). Die Reportergenaktivitat in dieser
Linie ist in spéateren Stadien allerdings nicht mehr vorhanden; in neugeborenen
Mausembryonen der Linie cb 14 b taucht keinerlei Blaufarbung mehr auf (Abb.

40).
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a) b)

E115 PO

Abb. 39: Keine Expression in der transgenen Mauslinie cb 14 ¢

AuRer unspezifischer Hintergrundfarbung ist weder in E11,5 - Embryonen (a) noch in
Organen von Neugeborenen (b) der Linie cb 14 ¢ lacZ-Farbung zu erkennen.

E115 PO

Abb. 40: Expression der Linie cb 14 b

Die Linie cb 14 ¢ Zeigt in E 11,5 - Embryos zwar eine schwache Farbung (a,
vergroRert in b), diese ist in spateren Stadien jedoch nicht mehr vorhanden (c, PO).
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KEINE VERANDERUNG DER EXPRESSION DURCH DELETION DER DEM
INSULINPROMOTOR IDENTISCHEN SEQUENZEN

Neben dem E1l-Element befindet sich eine ebenfalls zu Motiven des
Insulinpromotors identische Sequenz wvon weiteren 18 Basenpaaren im
funktionellen Pax4-Promotor, fur die bisher keine Funktion oder ein daran
bindender Faktor beschrieben wurde. Um zu ermitteln, ob diese Bereiche
Einflul? auf die Pax4-Expression nehmen, wurden Konstrukte hergestellt, denen
diese Regionen fehlen und mikroinjiziert. Die Deletion dieser Bereiche (cb 17, cb
18) flhrte jedoch zu keiner erkennbaren Veranderung des Expressionsmusters

(Abb. 41-46).

DELETIONSKONSTRUKT CB 17: SEHR SCHWACHE BIS SEHR STARKE AKTIVITAT GEMAR
DER EXPRESSIONSDYNAMIK VON PAX4

Mit dem Konstrukt cb 17, bei dem der sich an das E1-Element anschlieRende
Sequenzbereich deletiert ist, zeigen die Linien aufgrund von Insertionseffekten
zwar zum Teil nur sehr schwache Expression. Diese, wie auch die Expression
von Linien mit starkerer Reportergenaktivitat, folgte in seiner Dynamik jedoch
der natdrlichen Pax4-Expression. So konnte in allen Fallen eine deutliche
Expression im Stadium E 11,5 beobachtet werden. Diese war spéter in der
Bauchspeicheldrise im Stadium E 16,5 nachweisbar und bei der Geburt auf die
Langerhans-Inseln konzentriert (Abb. 41-43). An dieser Stelle sind drei Linien
dokumentiert, von denen die Linie cb 17 g eine sehr stark exprimierende Linie
darstellt, bei der auch deutliche ektopische Expression zu beobachten ist (Abb.
41). Im Gegensatz dazu zeigt sich in der Linie 17 a eine sehr schwache, kaum
detektierbare Expression. Auch diese folgt aber der Dynamik nattrlicher Pax4-
Expression (Abb. 42). In der Linie cb 17 f ist eine deutliche Expression ohne

ektopische Effekte vorhanden (Abb. 43).
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E 11,5

Abb. 41: Starke Expression in der Mauslinie cb 17g

a) Neben ektopischer Expression (E) ist im E 11,5 Embryo eine starke Expression in
der Bauchspeicheldrise (P) zu erkennen. b) Auch in der E 16,5-Bauchspeicheldriise
ist eine starke Expression vorhanden. c) Diese starke Aktivitdt halt sich bis zum
Stadium PO.

b)

" E1L5 PO

Abb. 42: Schwache Expression in der Linie cb 17a

a) Im E 10,5 Embryo ist eine nur sehr schwache Farbung auszumachen (durch den
Kreis markiert). b) Auch im neugeborenen Embryo ist eine -ebenfalls sehr schwache-
Farbung zu erkennen.

61



Il. ERGEBNISSE

E 16,5
C) ,igf
E 11,5 PO e

Abb.43: Expression der transgenen Linie cb 17f

a) Eine relativ schwache pankreatische Expression zeigt sich bei der Linie cb 17 fim
E 11,5 Embryo (Kreis). b) Auch in transgenen Tieren des Stadiums E 16,5 ist eine
relativ schwache Farbung zu erkennen. c) Die schwache Reportergenaktivitat bleibt
bis zum Stadium PO erhalten.

DELETIONSKONSTRUKT CB 18: BEISPIEL FUR EIN DOPPELTES INSERTIONSEREIGNIS,
EXPRESSIONSDYNAMIK WIE PAX4

Auch die Expressionsdynamik des Reportergens in transgenen Mauslinien
fur das Konstrukt cb 18 folgt derjenigen der nattrlichen Pax4-Expression.

Bei der Linie cb 18 d konnte darlber hinaus das Phadnomen einer
(mindestens) doppelten Insertion des Reporterkonstruktes auf offenbar
(zumindest) zwei verschiedenen Chromosomen beobachtet werden. Zuné&chst
fiel die Linie bereits durch den tberdurchschnittlichen Anteil transgener Tiere

in der Fl1-Generation auf. Nur elf Prozent der Nachkommen waren nicht
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transgen. Bei der lacZ Farbung konnte dann beobachtet werden, dal zwei

verschiedene Expressionsmuster auftraten (Abb. 44).

Abb. 44: Expression der transgenen Mauslinie cb 18d im Stadium E 11,5

In der Linie cb 18 d hat offensichtlich die Insertion von zwei Konstrukten auf zwei
unterschiedlichen  Chromosomen  stattgefunden. Die Folge davon sind
unterschiedliiche Expressionsmuster. a) Eines der Expressionsmuster zeigt eine
Reihe von ektopischen Expressionsdoménen (rote Pfeile), aber nur sehr schwache
Aktivitét in der Bauchspeicheldrise (P). b) Im zweiten Expressionsmuster zeigt sich
neben starker ektopischer Expression (gelbe Pfeile) starke pankreatische Aktivitat
(P). ¢) Einige Mause vereinen beide Expressionsmuster.

Nur eines davon zeigt starke Aktivitit des Reportergens in der
Bauchspeicheldrise. Die meisten der Tiere zeigen jeweils nur eines der
Expressionsmuster, wahrend einige wenige beide Muster in sich vereinen (Abb.
44). Dieses Phanomen ist die Folge eines doppelten Insertionsereignisses auf
zwei unterschiedlichen Chromosomen.

Bezuglich der Expressionsdynamik des Reportergens war in dieser Linie, wie
auch in einer anderen cb 18 - Linie kein Unterschied zu naturlicher Pax4-

Expression auszumachen (Abb. 45, 46).
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Abb. 45: Expression der transgenen Mauslinie cb 18 d in spaten Stadien

a) Im Stadium E 16,5 ist bei den pankreatisch stark exprimierenden cb 18 d - Mausen
das charakteristische Expressionsmuster in intensiver Form zu sehen. b) Auch bei
den Neugeborenen folgt das Expressionsmuster der von cb 18 vermittelten
Reportergenaktivitat der Pax4-Expression.

E 11,5

Abb. 46: Reportergenexpression in der transgenen Mauslinie cb 18 ¢

a) - ¢) Auch in dieser Linie, in der offensichtlich nur ein Insertionsereignis
stattgefunden hat, entspricht das Expressionsmuster der natlrlichen Pax4-
Expression.
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HERSTELLUNG EINER TRANSGENEN MAUS MIT
PAX4-KONTROLLIERTER CRE-REKOMBINASE

Das funktionelle genomische Promotorelement aus dem Reporterkonstrukt
cb 9 wurde dazu genutzt, eine Transgene Maus herzustellen, bei der die Cre-
Rekombinase (Brocard et al., 1998) unter der Kontrolle des Pax4 Promotors
aktiviert wird. Mit dieser Maus ist es moglich, durch Verpaarung mit anderen
transgenen Mausen, die ein von loxP-Motiven flankiertes Gen besitzen, dieses
spezielle Gen spezifisch in den Zellen auszuschalten, in denen Pax4 aktiv ist,

also bereits in frihen p-Zell-Vorlaufern.

Pax4 Promotor IRES Intron
400 Basen 600 Basen 650 Basen
— S | 20 [ e -
NLS-Cre GFP PolyA-Signal
1100 Basen 700 Basen 250

Abb. 47: Aufbau des Rekombinasekonstruktes cb 15

Das genomische 400 Basenpaar-Fragment enthalt den Pax4 Promotor und treibt die
Cre-Rekombinase an. Als Reporter fir die Aktivitdt der Cre-Rekombinase wurde das
Reportergen GFP nachgeschaltet. Der Intron-Poly-A-Schwanz gewahrleistet die
korrekte Translation.

Tabelle 4:
Konstrukt | Tiere Davon Transgene
insgesamt. | Transgene | mit
Expression
cb 15 153 11 (7,2%) 2 (1,3%)

Tab. 4: Effektivitat der Mikroinjektion des cb 15 - Konstruktes.
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Abb. 48: Expression des Reportergens GFP in der Mauslinie cb 15g

Neben leichter Ektopischer Expression im Gehirnbereich (E) ist deutlich das Signal in
der Bauchspeicheldriise (P) des E 11,5-Embryos zu erennen.

Zu diesem Zweck wurde das in Abb. 47 dargestellte Konstrukt mikroinjiziert.
Die Effektivitat der Mikroinjektion dieses Konstruktes ist in Tab. 4 angegeben.
Die positiven, exprimierenden Mauslinien, zeigen die in Abb. 48 dargestellte

pankreatische Reportergenaktivitat.
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MOGLICHE PAX4-BINDESTELLE IM PDX1-
PROMOTOR

In zwei kiirzlich erschienenen Publikationen werden mogliche DNS-
Erkennungssequenzen des Pax4-Proteins diskutiert (Smith et al., 1999;
Kalousova et al., 1999). Eine mogliche, in beiden Veroffentlichungen
Ubereinstimmend beschriebene Bindesequenz stellt das Palindrom ATTA-TAAT
mit drei bis funf dazwischenliegenden beliebigen Basen dar. Ein derartiges
Motiv findet sich im Pdx1-Promotor (Abb. 49). Allerdings ist diese Sequenz
knapp aufRerhalb eines Bereiches, der zuvor bereits als Hypersensitive Region

beschrieben worden ist (Wu et al., 1997).

-800
5- CTCTGTGCCT TCCGCACATT TGGGAGTGTG TTCTGAGTTA ATCAAATAAG

TTCCAATCCC CAAANTNNNIRNBINNEMAACT TCAACTTAAG AAAAAACATA

AGCCACTGTG ATTCCCCCCC CCCCAGACCT AACAGTCAGA AGGCTAGAAG -3
-650

Abb. 49: Mégliches Pax4-Bindendes Motiv im Maus-Pdx1-Promotor

Im Abstand von 780 Basen stromaufwarts zum Transkriptionsstart von Pdx1 befindet
sich eine mogliche Pax4-Bindesequenz (hervorgehoben). Diese liegt allerdings knapp
auRRerhalb einer Region, die zuvor als Hypersensitiver Bereich beschrieben worden
ist.
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[1l. DISKUSSION

"Es i1sT UNs NICHT ERLAUBT, DIE AUGEN VOR DER
TATSACHE ZU  VERSCHLIEREN,  DAR DIE
BIOLOGISCHE GRUNDLAGENFORSCHUNG EINE DER
GRORTEN HERAUSFORDERUNGEN, WENN NICHT DIE
SCHWIERIGSTE PROBLEMSTELLUNG UBERHAUPT
DARSTELLT, DIE DER MENSCHLICHE INTELLEKT JE ZU
LOSEN VERSUCHT HAT, UND DAR DIESE
WISSENSCHAFT - WIE GRUNDLAGENFORSCHUNG
INSGESAMT - NIEMALS EINEN ZUSTAND DER
VOLLSTANDIGEN ERKENNTNIS ERREICHEN WIRD, DA
JEDE ERFORSCHTE GRUNDLAGE LEDIGLICH WIEDER
NEUE FRAGEN NACH DEN GRUNDLAGEN DIESER
GRUNDLAGE AUFWIRFT."

WILHELM ROuUX (1894)

Aufgrund ihrer Bedeutung bei der Regulation des Blutzuckerspiegels spielt
die endokrine Bauchspeicheldrise eine entscheidende Rolle bezuglich wichtiger
Lebensfunktionen héherer Organismen. Dementsprechend gravierend wirken
sich Fehlfunktionen des endokrinen Pankreas aus. Diabetes und
Bauchspeicheldrisenkrebs beispielsweise sind nicht nur lebensbedrohliche,
sondern dariber hinaus auch weitverbreitete Krankheiten unserer Zivilisation.

Das Verstandnis der Molekularbiologischen Prozesse, die der Entwicklung,
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Regeneration und Funktion dieses Organs zugrundeliegen, ist in den
vergangenen Jahren verstarkt in das 6ffentliche Interesse gertickt, da man sich
von der Aufklarung dieser Mechanismen Hinweise auf Moglichkeiten zur
Therapie der Erkrankungen erhofft. Pax4 kommt bei diesen Untersuchungen
eine Schlusselrolle zu, da dieser Transkriptionsfaktor offensichtlich am Beginn
der Differenzierung von endokrinen Vorlauferzellen zu Insulin-produzierenden
B-Zellen steht (Dohrmann et al.,, 2000). Die in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse tragen zu einem genaueren Verstandnis der Pax4 regulierenden
biochemischen Prozesse, und somit zum Gesamtverstandnis der genetischen
Interaktionen, die der Entwicklung der Bauchspeicheldrise zugrunde liegen,
bei. Sollte es eines Tages moglich sein, sich dieses Wissen fur eine Steuerung der
Differenzierung z.B. von Stammzellen oder kdrpereigenen Pankreaszellen
zunutze zu machen, dann waéren damit erste Voraussetzungen fur einen
Therapieansatz geschaffen, bei dem durch gezielte Aktivierung von
pankreatischen Genen wie Pax4 bestimmte endokrine Zellen (re-)generiert
werden kdonnten. Mit Hilfe von Gentherapie oder Zelltherapie konnte man diese
Zellen dem Patienten zur Verfugung stellen und es wird unter Umstanden auf

diese Weise eines Tages maoglich sein, eine Krankheit wie Diabetes zu heilen.

DIE ROLLE VON PAx4 WAHREND DER
PANKREASENTWICKLUNG

Der Vverlust von Pax4-Expression fuhrt zu einem Verlust der Insulin-
produzierenden B-Zellen. Die Langerhans-Inseln bestehen in einer Pax4(-/-) -
Maus ausschlieBlich aus Glukagon-exprimierenden a-Zellen (Sosa-Pineda et al.,
1997). Dieses Ergebnis 1aBt vermuten, dal} die Rolle von Pax4 wahrend der
Pankreasentwicklung darin besteht, nach einer ersten Determinierung der

endokrinen Zellpopulation innerhalb der Bauchspeicheldriise durch andere
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Gene die meisten dieser Zellen von der ansonsten standardmaRigen
Differenzierung zu a-Zellen abzubringen, um sie stattdessen in den
Differenzierungsweg zu p- und d-Zellen oder auch PP-Zellen zu Uberfuhren.
Diese Aufgabe dhnelt der Rolle von Pax6 wéahrend der Retinaentwicklung des
Auges. Hier hat der Verlust dieses Mitglieds aus der Pax-Genfamilie ebenfalls
eine EinbuRBe der Zelldiversitat zur Folge (Marquardt et al., 2001). Dabei ist es
bei Pax4 - wie auch bei Pax6 in der Retina - durchaus denkbar, dal} das Gen
weniger fur die Erlangung und den Erhalt einer bestimmten Zellidentitat
verantwortlich ist, als vielmehr fir die Vermittlung des Potentials zur
Entwicklung mehrerer verschiedener Zelltypen. Pax4 ist bereits als Repressor
von Transkription beschrieben worden (Fujitani et al., 1999; Smith et al., 1999).
Dabei beschrankt sich diese Repression nicht nur auf Glukagon (Petersen et al.,
2000), sondern betrifft auch die in - und 6-Zellen Exprimierten Faktoren Insulin
und Amylin-Peptid (Campbell et al., 1999). Diese Tatsache, sowie der im adulten
Tier auch ohne Pax4 mdogliche Erhalt von p-Zell-ldentitat bekréaftigen die
Hinweise auf eine mogliche Rolle von Pax4 bei der Aufgabe, endokrine Zellen in
einem undifferenzierten Stadium zu halten, bis die - eventuell auf indirektem
Wege von Pax4 selbst initiierte - Aktivierung von fur die Differenzierung zu
endokrinen nicht-a-Zellen notwendigen Transkriptionsfaktoren abgeschlossen
ist. Das wurde bedeuten, dal3 eine sehr frihe Aktivierung von Pax4 notwendig
ware, um diese Aufgabe erfullen zu kdnnen. Die Expressionsdaten von Pax4, die
in dieser Studie nachgewiesene fruhe Aktivierung durch den ersten Pankreas-
Marker Pdx1 sowie ein von Activin vermittelter positiver Effekt auf Pax4-
Expression (Ueda, 2000) unterstiutzen diese Hypothese.

Die sich an eine von Pax4 vermittelte "Umprogrammierung” der ansonsten
der a-Zell-Differenzierung zufallenden Zellen anschliel}ende Determinierung
zur Entwicklung von f-, 8- und PP-Zellen und der Erhalt der Identitat dieser
endokrinen Zellen fallt daraufhin offenbar nachgeschalteten Genen wie z.B.
Nkx2.2 und Nkx6.1 zu, die selektiv in bestimmten Zellpopulationen der
endokrinen Bauchspeicheldrise aktiv sind und hier eine wichtige Rolle bei
deren Differenzierung spielen (Sussel et al., 1998; Sander et al., 2000). Bisher

existieren allerdings lediglich Hinweise auf die Einwirkung dieser Nkx-Gene
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auf Pax4 (s.u.). Aufgrund ihrer Rolle in der Entwicklung der Bauchspeicheldrise
ist allerdings trotzdem zu erwarten, dal’ diese Gene letztenendes stromabwarts
von Pax4 in der Regulationskaskade liegen.

Als direkte Regulatoren von Pax4 kommen dagegen Gene in Frage, die in der
frihen Pankreasentwicklung fur die Identitéat der endokrinen Zellen insgesamt
oder -zu einem noch friheren Zeitpunkt- fur die Determinierung der ersten
Pankreasvorlauferzellen verantwortlich sind. Zu diesen Genen gehéren neben
Pdx1 und Activin die Faktoren, HNF-6, ngn3 und NeuroD (Offield et al., 1996;
Jacquenmin et al., 2000; Gradwohl et al., 2000; Naya et al., 1997). Fur Pdx1 und
NeuroD konnten in dieser Studie deutliche Hinweise flr einen entsprechenden
Einflul? auf Pax4-Expression vorgelegt werden.

Waéhrend jungsten Veroffentlichungen zufolge auch ngn3 -wie bereits
NeuroD- auf die Regulation des E1-Elements EinfluR nimmt (Smith et al., 2000),
ergaben sich fur HNF-6 und Pax6 anhand der Promotorsequenzen keine
Hinweise auf eine direkte Einwirkung auf Pax4-Expression. Der funktionelle
Pax4-Promotor weist weder potentielle HNF-6- (Lemaigre, pers. Mitteilung),
noch Pax6-Bindestellen (Czerny und Busslinger, 1995) auf.

Eine direkte Regulation von Pax4 durch Pax6 ist aufgrund des
Expressionsverhaltens der beiden Gene nicht zu erwarten, da Pax6-Aktivitat in
adulten Stadien der Maus in allen endokrinen-, also auch p-Zellen, aktiv bleibt,
wahrend Pax4 kurz nach der Geburt abgeschaltet wird (St.Onge et al., 1997).

Zwar ist Pax6 offensichtlich an der Vermittlung der Zellidentitat von a-Zellen
beteiligt, die Funktion von Pax6 im ausgereiften Organ liegt vermutlich aber
gleichzeitig in einer Aufrechterhaltung der morphologischen Struktur der
Langerhans-Inseln, da in der Pax6-Knockout-Situation neben dem Verlust der a-
Zellen eine Ausbildung der Struktur von Langerhans-Inseln im Stadium E 17,5
ausbleibt. Aus diesem Grund ist eine Prasenz dieses Gens in allen endokrinen
Zelltypen auch im adulten Tier notwendig. Weiterhin konnte bereits eine
Wechselwirkung zwischen Pax6 und NeuroD in Xenopus nachgewiesen werden.
Diese Wechselwirkung koénnte auch in der Bauchspeicheldrise beztglich der
stufenweisen Differenzierung der endokrinen Zellen eine Rolle spielen

(diskutiert unter "Der endokrine Zellstammbaum").
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HNF-6
ngn3 ;
PaX6 enaocCr
NeuroD

Abb. 50: Genexpression wahrend der Pankreasentwicklung im Uberblick

Nach einer von Activin vermittelten Induktion durch die Chorda dorsalis (Not) wird
Sonic hedgehog (Shh) Expression im Endoderm (Ed) zuruckgedrangt und ermdglicht
in diesen Bereichen PdxI-Expression. Aus den PdxI-exprimierenden Zellen
entwickelt sich die Bauchspeicheldriise (Pancr). Auch Is/1 spielt bei der frihen
Entwicklung des dorsalen Organs eine Rolle. Fir die Identitat und Determinierung der
endokrinen Zellen (endocr) sind die Gene HNF-6, ngn3, Pax6 und NeuroD
verantwortlich. Wahrend Pax6 die Identitéat der Glukagon-produzierenden O-Zellen
vermittelt, ermdglicht Pax4 einem Teil der Zellen einen davon abweichenden
Entwicklungsweg - einer davon ist die Differenzierung zu Insulin-produzierenden [3
Zellen. Nkx6.1 und Pdx1 in spéateren Stadien sind innerhalb der Bauchspeicheldrise
nur in B-Zellen aktiv.
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PAX4-EXPRESSION IN-VIVO UND IN-VITRO

Pax4-Expression folgt einer streng regulierten Dynamik. In der frihen
Pankreasentwicklung, am Tag E 