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1. Einleitung 
 

In der Phase der Gastrulation erfolgt die Einteilung der Zellschichten in die drei 

Keimblätter Mesoderm, Ektoderm und Endoderm. Aus dem Endoderm gehen unter 

anderem die Organe des Verdauungstraktes wie Darm, Harnblase, Thymus, 

Schilddrüse, Leber und Pankreas hervor.  

Im Folgenden wird auf die zellulären Kompartimente des murinen Pankreas‘ und 

deren Funktion eingegangen. Es werden grundlegende morphogenetische 

Mechanismen angesprochen mit einem Schwerpunkt auf der Beschreibung der für die 

Prankreatogenese relevanten Transkriptionsfaktoren und deren Interaktion.  

 

1.1 Morphologie und Funktion der Bauchspeicheldrüse 
 

Die Bauchspeicheldrüse (das Pankreas) spielt eine entscheidende Rolle in der 

Nahrungshomöostasis durch die Sezernierung von Hormonen und 

Verdauungsenzymen. Die Zelltypen aus denen die Bauchspeicheldrüse aufgebaut ist 

lassen sich gemäß ihrer Eigenschaften in exokrine (Azinus- und Duktus-Zellen) und 

endokrine Zellen unterteilen. Exokrine Azinus-Zellen produzieren 

Verdauungsenzyme wie Amylasen, Proteinasen und Lipasen und sezernieren diese in 

den Duktus pankreatikus, ein verzweigtes Netzwerk aus Ausführungsgängen. Duktus-

Zellen produzieren Bikarbonate welche zusammen mit den Verdauungsenzymen 

durch den Hauptduktus transportiert und schließlich in den Zwölffingerdarm entlassen 

werden (Githens et al., 1994). Endokrine Zellen aggregieren typischerweise in 

kugelförmigen Anordnungen die als Langerhans’sche Inseln bezeichnet werden 

(Abb.1). Diese sind aus fünf verschiedenen endokrinen Zellsubtypen aufgebaut: Beta-

, Alpha-, Delta-, PP- und Epsilon-Zellen welche die Hormone Insulin, Glucagon, 

Somatostatin, Pankreatisches Polypeptid (PP) bzw. Ghrelin produzieren. Insulin und 

Glucagon wirken in der Kontrolle der Glukose-Homöostasis gegensätzlich. Insulin 

wird in Folge der Nahrungsaufnahme sezerniert und dient als Signal für periphere 

Zellen Glukose aus dem Blut aufzunehmen. Zudem induziert Insulin die Lagerung 

von Glukose in Form von Glykogen in der Leber. Im Gegensatz dazu stimuliert 

Glucagon in der Leber die Glykogenolyse um niedrigen Blutzuckerkonzentrationen 
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angefärbt. In das exokrine Gewebe sind kugelförmige Anordnungen aus endokrinen Zellen (I 

= Langerhans’sche Insel) eingebettet. Typischerweise ist die Insel in direktem Kontakt mit 

einem Duktus (D). Die Zellgrenzen sind mittels E-Cadherin angefärbt. Innerhalb der Insel 

sind Blutkapillaren sichtbar. (III) Färbung der endokrinen Hormone in einer Insel. Der innere 

Kern aus insulin-exprimierenden Beta-Zellen (grün) ist von den anderen endokrinen 

Zellsubtypen Alpha, Delta, PP und Epsilon (rot) umgeben. Kernfärbung mit DAPI. 

 

Grundsätzlich lässt sich die murine Pankreasentwicklung in zwei Phasen einteilen, die 

als "First Transition" und "Second Transition" bezeichnet werden (Pictet et al., 1972). 

Die "First Transition" beschreibt den Zeitraum zwischen Embryonaltag (E) 8 bis 13. 

Diese Phase ist maßgeblich durch die Proliferation von pankreatischen 

Vorläuferzellen und einer ersten Kompartimentalisierung des Epitheliums 

gekennzeichnet. Die frühesten morphologischen Anzeichen der Pankreasentwicklung 

sind in der Maus an E 9 durch das Auswachsen der dorsalen Pankreasknospe aus dem 

primitiven Darmepithelium sichtbar. Zu diesem Stadium sind bereits erste Glucagon-

produzierende Zellen detektierbar (Herrera et al., 1991, Teitelmann et al., 1993, 

Upchurch et al., 1994). Einen Tag später (E10.5) entstehen einige Insulin-

produzierende Zellen welche oft Glucagon co-exprimieren (Teitelmann et al., 1993). 

Zu diesem Stadium sind auch die ersten Ghrelin-exprimierenden Zellen detektierbar 

(Prado et al., 2004, Heller et al., 2005). An Embryonaltag 13.5 beginnt dann die 

Hauptwelle der endokrinen Zellentstehung. Während dieser sogenannten "Second 

Transition" bilden sich zahlreiche Insulin-produzierende Beta-Zellen und Glucagon-

produzierende Alpha-Zellen. Um E15.5 entstehen die ersten Somatostatin-

produzierenden Delta-Zellen (Pictet et al., 1972) gefolgt von PP-exprimierenden PP-

Zellen. Beginnend an E13.5 expandiert die Masse der endokrinen Zellen und 

organisiert sich zunehmend in Inseln, ein Prozess der ungefähr vier Wochen nach der 

Geburt abgeschlossen ist (Miller et al., 2009).  

 

1.2 Die Etablierung der pankreatischen Anlage 
 

Vor der Organogenese wird das primitive Darmrohr in einer Serie von 

anterior/posterioren sowie dorsal/ventralen Musterungsvorgängen in unterschiedliche 

Organregionen unterteilt. Maßgeblich in diese Musterung involviert sind 

Signalmoleküle wie FGFs, BMPs, Aktivin und Retinsäuren (RS) welche vom 
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angrenzenden lateralen Mesoderm sezerniert werden (Bayha et al., 2009, Kumar et 

al., 2003, Dessimoz et al., 2006).  

 

Prägung der dorsalen Pankreas-Anlage 

 

Retinsäuren sind im Besonderen für die Definition der dorsalen Pankreasdomäne 

notwendig (Martin et al., 2005, Stafford et al., 2004). An E8.0 kommen induzierende 

Signale vom angrenzenden Notochord wie FGF2 und Aktivin-beta, welche lokal die 

Expression von Sonic Hedgehog (Shh) im primitiven Darmrohr inhibieren (Hebrock 

et al., 1998, Kim et al., 1997). Gleichzeitig erfolgt dort die Aktivierung des pro-

pankreatischen Gens Pdx1. Pdx1 markiert somit die frühesten pankreatischen 

Vorläuferzellen. Pdx1-defiziente Tiere entwickeln kein Pankreas, die Entwicklung 

stoppt im frühen Knospenstadium ohne die Bildung Hormon+ oder Amylase+ Zellen 

(Jonsson et al., 1994, Offield et al., 1996). Beginnend mit der Expression von Pdx1 

wird an E8.5 das Notochord durch die Fusion der angrenzenden Aorten vom 

Endoderm separiert (Slack 1995). Signale von den Endothelzellen der fusionierten 

Aorta (VEWFs = vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktoren) sind wiederrum 

notwendig zur Initiierung der endokrinen Entwicklung sowie zur Aktivierung von 

Ptf1a. Ptf1a ist ein essenzielles Gen zur Ausbildung des exokrinen Zellstammbaums. 

(Lammert et al., 2001). In Flk-/- Knockout-Mäusen, welche keine Endothel-Zellen 

ausbilden, erfolgt keine Initiierung der Ptf1a-Expression im dorsalen Pankreas 

(Yoshimoto et al., 2004). Ein entscheidender Schritt für die weitere Entwicklung der 

dorsalen Knospe ist die Akkumulation des lateralen Mesoderms um das dorsale 

Pankreasepithelium, wodurch die Aorta separiert wird (Wessells et al., 1967). 

Lösliches FGF10 aus dem Mesenchym fördert die Proliferation der multipotenten 

Pankreas-Vorläuferzellen und somit das Knospenwachstum (Jacquemin et al., 2006). 

Mäusen mit beeinträchtigter Mesenchym-Kondensation zeigen massive Defekte in der 

Ausbildung exokriner und endokriner Zellen (Esni et al., 2001, Martin et al., 2005). 

Eine wichtige Rolle spielt der Faktor Isl1, der sowohl im dorsal gelegenen 

Mesenchym als auch im pankreatischen Epithelium exprimiert ist. In Isl1-defizienten 

Tieren bleibt die Akkumulation des Mesenchyms aus, mit massiven Defekten in der 

Entwicklung der exokrinen und endokrinen Zellstammbäume. Interessanterweise 

kann die Entwicklung exokriner Zellen, jedoch nicht die endokriner Zellen, durch 

transplantiertes Wildtyp-Mesenchym kompensiert werden (Ahlgren et al., 1997). Dies 
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zeigt, dass die orchestrierte Interaktion mensenchymaler und epithelialer Faktoren die 

korrekte Ausbildung der pankreatischen Zelltypen steuert (Abb.2).  

 

Prägung der ventralen Anlage 

 

Im Gegensatz zur dorsalen Pankreasentwicklung unterliegt die frühe Entwicklung des 

ventralen Pankreas‘ anderen Signalen, welche hauptsächlich vom angrenzenden 

lateralen Mesoderm der Herzanlage (FGFs), des Septum transversums (BMPs) sowie 

von den anliegenden Dottervenen kommen. Das frühe ventrale Endoderm ist bi-

potentiell in der Weise, dass ventraler Pankreas und die Leber daraus hervorgehen. 

FGFs vom Herzmesoderm unterdrücken Pankreas-spezifische Gene (Pdx1) im 

Endoderm durch die Aktivierung von Shh zu Gunsten von Faktoren notwendig zur 

Leberentwicklung (Deutsch et al., 2001, Rossi et al., 2001). Im Gegensatz zur 

dorsalen Pankreasentwicklung welche von Mesoderm Signalen abhängt, werden im 

mesodermfrei-kultivierten ventralen Endoderm pankreasspezifische Gene aktiviert. 

Deutsch et al schlussfolgerten daraus, dass die Entwicklung des ventralen Pankreas‘ 

der Standardpfad ventraler Endodermzellen ist und FGFs vom Herzmesoderm in 

einem Teil dieser Zellen die Leberentwicklung initiieren (Deutsch et al., 2001). Eine 

Studie von Bort et al offenbarte dass die Expression von Hex im ventralen Endoderm 

entscheidend für die Definition ist welche Zellen einen pankreatischen oder 

hepatischen Pfad einschlagen (Bort et al., 2004). Hex ist zwar im bi-potentiellen 

Endoderm exprimiert, Hex-Knockout Mäusen fehlt jedoch speziell der ventrale 

Pankreas während sich die Leber zu Beginn normal entwickelt. Weitere Analysen 

erbrachten, dass Hex in einem Teil der Endodermzellen zur Aufrechterhaltung der 

Proliferation notwendig ist. Durch die Vermehrung dieser Zellen kommt es zu einer 

Positionsänderung wodurch ein Teil des Endoderms hinter das Herzmesoderm und 

damit aus dem Einflussbereich der pro-hepatischen FGFs wächst (Bort et al., 2004). 

Interessanterweise kommt es auch in kultiviertem Hex-/- ventralem Endoderm zur 

Aktivierung pankreasspezifischer Gene. Dies zeigt, das Hex eher morphogenetisch 

wirkt als direkt gewebe-spezifische Programme zu aktivieren (Bort et al., 2004). 

Zusammengefasst definieren die zwischen E8 und E10 ablaufenden endoderm-

mesodermalen Interaktionen die frühen pankreatischen Anlagen, welche sich durch 

die profunde Expression von Pdx1 und Ptf1a vom benachbarten Endoderm abgrenzen 

(Abb.2).  
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Duktus-Zellen (orange), wobei jeder Duktus in einem "Kranz" aus Azinus-Zellen 

mündet. 

 

1.3.1 Spezifizierung Azinarer- contra Duktus/Endokriner-Zellen 
 

Wie oben erwähnt ist das frühe pankreatische Epithelium durch die Expression von 

Pdx1+ multipotenten Vorläufern charakterisiert. Die weitere Differenzierung dieser 

Zellen in Richtung eines exokrinen bzw. Duktus/endokrinen Zellpfades wird 

maßgeblich durch die Faktoren Ptf1a und Nkx6.1 gesteuert. Die Misexpression von 

Nkx6.1 unter der Kontrolle des Pdx1-Promoters führt zur fast vollständigen 

Suppression von Ptf1a im Epithelium bei gleichzeitiger Zunahme an Zellen die 

endokrine (Ngn3, Pax6 und Insulin/Glucagon) - und Duktus-Marker (Sox9, Hnf1beta) 

exprimieren (Schaffer et al., 2010). Der gegenteilige Effekt wird mit einem Transgen 

erzielt bei dem Ptf1a durch den Pdx1-Promoter gesteuert wird, und führt zu einer 

Zunahme Amylase+ Azinus-Zellen auf Kosten Endokriner-/Duktus-Zellen. 

Biochemische Analysen offenbarten zudem dass Nkx6.1 direkt und in repressiver 

Weise an ein "Enhancer"-Element des Ptf1a-Promoters bindet. Interessanterweise 

führt die Misexpression von Nkx6.1 in reifen Azinus-Zellen nicht zu einem 

Pfadwechsel in Richtung des endokrinen oder duktalen Schicksals, was zeigt, dass die 

gegenseitige Repression von Nkx6.1 und Ptf1a auf ein multipotentes Zellstadium 

begrenzt ist (Schaffer et al., 2010). Weitere Analysen offenbarten, dass die Expression 

von Nkx6.1 und Ptf1a in multipotenten Vorläufern maßgeblich durch den Notch-

Signalweg kontrolliert werden. Die Missexpression der intrazellulären Notch-Domäne 

(NotchIC) (Murtaugh et al., 2003) in Pdx1+ Vorläufern simuliert einen aktivierten 

Notch-Weg und führt zur Suppression von Ptf1a im Epithelium zu Gunsten Nkx6.1+ 

Zellen (Schaffer et al., 2010). Somit initiiert die Notch-kontrollierte Expression von 

Nkx6.1 und Ptf1a in multipotenten Vorläufern deren Differenzierung in Richtung des 

duktalen bzw. azinaren Pfades (Murtaugh et al., 2003, Schaffer et al., 2010). 

 

1.3.2 Spezifizierung des endokrinen Zellstammbaums 
 

Der bHLH ("basic helix-loop-helix") Transkriptionsfaktor Ngn3 ist der Hauptinitiator 

der endokrinen Zellpfade. Ngn3 ist hauptsächlich embryonal exprimiert, mit den 
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meisten Ngn3+ Zellen um E15.5. Im adulten Tier ist Ngn3 kaum detektierbar. Die 

genauen Mechanismen der Segregation endokriner Vorläufer aus dem Pool 

pankreatischer Vorläufer sind bis dato nur teilweise bekannt. Wie bei der Segregation 

der duktalen Linie spielt auch hier der Notch-Signalweg mit rein. Einige Studien 

postulieren das Model der Notch-vermittelten lateralen Inhibition. Dabei induzieren 

Ngn3+ Zellen die Expression von Notch-Liganden (z.b. Dll (Delta-like 1) und Jagged) 

was in den angrenzenden Zellen zur Aktivierung des Notch-Signalwegs, inklusive der 

Aktivierung von Hes1 führt. Hes1 inhibiert in diesen Zellen die Expression von Ngn3 

und verhindert somit ein endokrines Schicksal dieser Zellen (Apelqvist et al., 1999, 

Jensen et al., 2000a,b). Offen bleibt ob die Aktivierung der Notch-Liganden durch 

Ngn3 erfolgt oder durch einen anderen Faktor, was in der Konsequenz die Initiation 

von Ngn3 erlaubt.  

Mehrere Studien haben die proendokrine Eigenschaft von Ngn3 offenbart: In Ngn3-/- 

Tieren entwickelt sich keine endokrinen Zellen wohingegen die Entwicklung von 

Azinus- und Duktus–Zellen nicht beeinträchtigt ist (Gradwohl et al., 2000). Die 

Misexpression von Ngn3 in Pdx1+ Vorläufern führt zu einer verfrühten 

Differenzierung dieser Vorläufer in endokrine-, hauptsächlich Alpha-Zellen 

(Schwitzgebel et al., 2000, Apelqvist et al., 1999). "Lineage-tracing"-Studien 

offenbarten, dass alle fünf Inselzellsubtypen von Ngn3+ Vorläufern abstammen (Gu et 

al., 2003). Die Gesamtheit aller Ngn3+ Zellen ist somit multipotent. 

Interessanterweise ergab eine "Lineage-tracing"-Studie einzelner Ngn3+ Zellen in 

vivo, dass diese kaum proliferieren und immer nur in einen endokrinen Zellsubtyp 

differenzieren, somit unipotent sind (Desgraz et al., 2009). Diese Ergebnisse 

implizieren, dass das Zellschicksal einer endokrinen Vorläuferzelle mit der 

Expression von Ngn3 bereits feststeht. Johansson et al. zeigten, dass die zeitliche 

Expression von Ngn3 den entscheidenden Ausschlag für die weitere Entwicklung in 

einen spezifischen endokrinen Subtyp gibt. Die Autoren kreuzten ein durch den Pdx1 

Promoter kontrolliertes chemisch-induzierbares Ngn3 in einen Ngn3-defizienten 

Hintergrund und aktivierten Ngn3 zu verschiedenen Entwicklungsstadien. Dabei 

zeigte sich, dass frühe Ngn3+ Zellen ausschließlich in Glucagon-produzierende 

Alpha-Zellen differenzieren. Die Aktivierung von Ngn3 zu späteren embryonalen 

Stadien offenbarte weitere Kompetenzfenster in denen sich nun hauptsächlich Beta-

und PP-Zellen (E11.5-E14.5) oder Delta-Zellen (nach E14.5) entwickelten, 

wohingegen kaum noch Alpha-Zellen entstanden (Johansson et al., 2007). 
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Epithelium/Mesenchym Austauschexperimente zeigten, dass dem Epithelium 

intrinsische Signale für die unterschiedlichen Kompetenzen verantwortlich sind. Eine 

interessante und aktuelle Frage ist die nach der Identität dieser kompetenz-

vermittelnden Signalmoleküle/Kaskaden. 

 

1.4 Transkriptionsfaktoren in der Spezifizierung endokriner Zellsubtypen 
 

Wie bereits angesprochen deuten jüngste Studien an, dass Vorläuferzellen bereits mit 

der Expression von Ngn3 auf einen endokrinen Zellsubtyp prädeterminiert sind, 

wobei bisher unbekannte Entwicklungsstadium-abhängige Signale aus dem 

Epithelium ausschlaggebend sind. Ngn3 selber steht am Beginn einer Kaskade in der 

zahlreiche weitere Transkriptionsfaktoren, mit entscheidenden Funktionen in der 

Ausdifferenzierung einzelner endokriner Zelltypen, aktiviert werden. Mittels 

transgener Manipulationen und/oder konventionellen/konditionalen Knockout–

Modellen sind die Eigenschaften dieser Faktoren näher charakterisiert worden. Im 

Folgenden sind einige Transkriptionsfaktoren, sowie deren Relevanz in der 

Spezifizierung und Aufrechterhaltung der verschiedenen endokrinen Zellschicksale 

beschrieben (Abb.4). 

 

1.4.1 Ngn3 
 

Wie bereits erwähnt spielt Ngn3 eine entscheidende Rolle in der Initiierung des 

endokrinen Zellschicksals. Die Expression von Ngn3 ist deutlich in Vorläuferzellen 

detektierbar, jedoch kaum in Hormon-produzierenden Zellen (Gradwohl et al., 2000). 

Dies führte zur Annahme, dass Ngn3 exklusiv Vorläuferstadien markiert und 

erlässlich ist für die Aufrechterhaltung differenzierter endokriner Zellen. Mittels 

stärkerer Nachweismethoden wurde kürzlich von Wang et al. die Expression von 

Ngn3 auch in Inseln adulter Tiere nachgewiesen. Die konditionelle Inaktivierung von 

Ngn3 in Beta-Zellen adulter Tiere führt zur selektiven Runterregulierung einiger 

essentieller Beta-Zell Marker und zur Beeinträchtigung normaler Beta-Zell 

Funktionen in der Maus (Wang et al., 2009). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass 

Ngn3 nicht nur für die Initiierung eines endokrinen Zellschicksals essentiell ist, 



EINLEITUNG 

11 
 

sondern darüber hinaus auch eine entscheidende Rolle in der Reifung von Inselzellen 

sowie der Aufrechterhaltung normaler Inselzell-Funktionen spielt. 

 

1.4.2 Pdx1 
 

Wie bereits erwähnt ist Pdx1 in verschiedenen pankreatischen Zelltypen 

(multipotenten Vorläuferzellen, frühen Azinus-Zellen, Beta-Zellen) und zu 

verschieden Stadien der Pankreasentwicklung exprimiert. Die unterschiedlichen 

Pdx1-Expressionslevel in diesen Zelltypen werden maßgeblich durch vier 

hochkonservierte 5‘ cis- regulatorische Elemente (Area I, II, III, IV) gesteuert 

(Gannon, et al., 2000, Gerrish et al., 2004). Diese Elemente beinhalten Bindestellen 

für diverse Transkriptionsfaktoren inklusive Pdx1, HNF1alpha, Pax6 und MafA 

(Gerrish et al., 2001, Marshak et al., 2000, Samaras et al., 2002, 2003). Während Area 

I + II die Expression von Pdx1 in Inselzellen negativ beeinflussen, ist Area III 

essenziell zur Beta-Zell spezifischen Aktivierung von Pdx1 (Gannon, et al., 2000). 

Mit dem Beginn der "Second Transition" (E13.5) sind vermehrt Zellen mit deutlich 

erhöhten Pdx1-Expressionsleveln im pankreatischen Kern detektierbar (Jensen et al., 

2000). Diese entsprechen entstehenden Beta-Zellen. Neben entstehenden und reifen 

Beta-Zellen ist Pdx1 auch in vereinzelten somatostatin-produzierenden Delta-Zellen 

exprimiert. In diesen Zelltypen fungiert Pdx1 als Aktivator für die Expression von 

Insulin bzw. Somatostatin (Leonard et al., 1993, Miller et al., 1994, Ohlsson et al., 

1991, 1993). Die konditionelle Inaktivierung von Pdx1 in reifen Beta-Zellen adulter 

Tiere führt zum Funktionsverlust der Zellen und in der Konsequenz zu Diabetes 

(Ahlgren et al., 1998). Zusammengenommen charakterisieren diese Erkenntnisse 

Pdx1 als entscheidenden Faktor der Pankreatogenese mit spezifischen Funktionen in 

der Aufrechterhaltung der Beta-Zell Identität.  

 

1.4.3 Nkx2.2 
 

Nkx2.2 gehört zur Familie der NK-Klasse Homöobox-Transkriptionsfaktoren und ist 

ein Marker des frühen pankreatischen Epitheliums (Sussel et al., 1998, Sander et al., 

2000). Bereits an Embryonaltag 8.5 ist Nkx2.2 in der dorsalen Pankreasknospe und an 

E9.5 auch in der ventralen Knospe breit exprimiert. Die Expression von Nkx2.2 
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überlappt in der frühen Entwicklung größtenteils mit der von Pdx1 im pankreatischen 

Kern, ist jedoch abwesend in den sich entwickelnden Pdx1+/Ptf1a+ Azinus-Zellen. Mit 

Beginn der "Second transition" (E13.5) begrenzt sich die Expression von Nkx2.2 

zunehmend auf endokrine Zellen. In adulten Tieren exprimieren alle Beta-Zellen, 

80% der Alpha-Zellen und ein Teil der PP-Zellen diesen Faktor. Es ist keine Nkx2.2-

Expression in der Population der Delta-Zellen detektierbar. Dem entsprechend 

entwickeln sich in Pankreata Nkx2.2-defizienter Tiere keine Beta-Zellen und nur 

wenige Alpha- und PP-Zellen, wogegen die Population der Delta-Zellen nicht 

betroffen ist (Sussel et al., 1998). Alternativ entwickelt sich in solchen Pankreata eine 

hyperplastische Population an Ghrelin-exprimierenden Zellen (Prado et al., 2004). 

Weitere Studien haben aufgezeigt, dass Nkx2.2 Repressor-Aktivität zur 

Differenzierung der Alpha-Zellen und zur partiellen Differenzierung der Beta-Zellen 

notwendig ist (Doyle et al., 2007). In reifen Beta-Zellen ist Nkx2.2 notwendig zur 

Aufrechterhaltung der Expression von MafA (Insulin-Aktivator) und Glut-2 (Glukose-

Transporter) sowie der Expression von Pax6 (Hormon-Aktivator) (Doyle und Sussel, 

2007, Prado et al., 2004, Raum et al., 2006). Zusammengenommen offenbaren diese 

Daten die grundlegende Rolle von Nkx2.2 in der Bildung und Aufrechterhaltung fast 

aller endokriner Zelltypen durch die Aktivierung und Aufrechterhaltung der 

Expression essentieller Abwärts-Faktoren.  

 

1.4.4 Nkx6.1 
 

Nkx6.1, ein weiterer Vertreter aus der NK-Klasse der Homöobox-Faktoren, zeigt in 

der frühen Pankreasentwicklung ein zu Nkx2.2 sehr ähnliches spatiotemporales 

Expressionsmuster. Im frühen Stadium exprimiert ein Großteil der Nkx2.2+ Zellen 

Nkx6.1 und alle Nkx6.1+ Zellen exprimieren Nkx2.2 (Sander et al., 2000). Mit Beginn 

der "Second Transition" begrenzt sich die Expression zunehmend und exklusiv auf 

entstehende Beta-Zellen (Sander et al., 2000). Der funktionelle Verlust von Nkx6.1 

hat im Gegensatz zu dem Verlust von Nkx2.2 keine komplette Beta-Zell-Agenesie zur 

Folge, sondern resultiert in einem Arrest der Beta-Zell Neogenese zwischen 

Embryonaltag 14.5-16.5. Der Verlust von Nkx6.1 hat keinen signifikanten Einfluss 

auf die Entwicklung der anderen endokrinen Zellsubtypen (Sander et al., 2000). Die 

Expression von Nkx6.1 ist deutlich reduziert in Nkx2.2-defizienten Pankreata 



EINLEITUNG 

13 
 

wogegen die Expression von Nkx2.2 in Nkx6.1-defizienten Pankreata unverändert ist, 

woraus man annehmen kann, dass Nkx2.2 aufwärts von Nkx6.1 im Prozess der Beta-

Zell Entstehung wirkt. Diese Annahme wird unterstützt durch die Tatsachen, dass (1) 

Nkx2.2/Nkx6.1 Doppelmutanten den gleichen Phänotyp wie Nkx2.2 Mutanten 

aufweisen (Sander et al., 2000) und (2) biochemische Studien gezeigt haben, dass 

Nkx2.2 direkt an den Nkx6.1 Promoter bindet und die Expression von Nkx6.1 reguliert 

(Watada et al., 2000). Neben der frühen Funktion von Nkx6.1 in der Spezifizierung 

der endokrinen und duktalen Zellpfade, ist Nkx6.1 somit später in der Entwicklung 

ein exklusiver Marker für mature Beta-Zellen. 

 

1.4.5 Pax6 
 

Pax6 wird in allen endokrinen Subtypen während der Pankreasentwicklung und 

danach exprimiert. Eine Ausnahme bilden einige Epsilon-Zellen während der 

Embryogenese (Prado et al., 2004, St-Onge et al., 1997). In Ngn3-/- Pankreata ist keine 

Pax6-Expression detektierbar (Gradwohl et al., 2000). Bisherige Analysen führten zu 

der Annahme, dass Pax6 nicht an der Determinierung endokriner Zellschicksale 

beteiligt ist, jedoch eine essentielle Rolle in späteren Stadien der endokrinen 

Differenzierung sowie in der Aufrechtrechterhaltung der Hormonexpression spielt. 

Pax6 agiert unter anderem als Transkriptionsaktivator von Insulin, Somatostatin und 

Glucagon (Andersen et al., 1999a,b, Hill et al., 1999, Sander et al., 1997). In 

Übereinstimmung mit der Annahme einer späteren Funktion von Pax6, resultiert 

dessen konditionelle Inaktivierung nicht in einer Reduktion der endokrinen 

Zellzahlen, jedoch in der Deaktivierung später endokriner Zellmarker sowie einiger 

Hormon-kodierender Gene (Ashery-Padan et al., 2004). In konventionellen Pax6-/- 

Pankreata ist die Anzahl an Alpha-, Beta-, Delta- und PP-Zellen stark reduziert 

(Heller et al., 20004, St-Onge et al., 1997). Ähnlich wie in Nkx2.2-/- Pankreata besteht 

die endokrine Population in Pax6-/- Pankreata größtenteils aus Ghrelin-

exprimierenden Zellen (Heller et al., 2004). In Nkx2.2-/- Pankreata ist die Expression 

von Pax6 stark reduziert, was zum Teil die ähnlichen Phänotypen erklärt und eine 

Pax6-regulatorische Funktion von Nkx2.2 nahe legt (Prado et al., 2004, Wang et al., 

2004).  
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1.4.6 Pax4 
 

Pax4, ein weiteres Mitglied der Pax-Familie, spielt eine entscheidende Rolle in der 

Bildung der Beta- und Delta-Zellen (Sosa-Pineda et al., 1997, Wang et al., 2004, 

Collombat et al., 2009). Während der "Second Transition" zeigt Pax4 eine teilweise 

überlappende Expression mit Ngn3 und ist hauptsächlich in hormon-negativen 

endokrinen Vorläufern aktiv (Wang et al., 2004). Im Gegensatz zu den meisten 

anderen endokrin-spezifischen Genen ist Pax4 kaum in reifen Inselzellen zu 

detektieren (Sosa-Pineda et al., 1997, Wang et al., 2004). Jedoch haben mittlerweile 

einige Arbeitsgruppen sehr niedrige Level an Pax4 Transkript und Protein in den 

Inselzellen von Menschen, Ratten (Brun et al., 2004) sowie Mäusen (Collombat et al., 

2009) nachgewiesen. "Lineage tracing" Studien Pax4+ Vorläuferzellen offenbarten, 

dass diese sich in alle endokrine Zellsubtypen entwickeln (Epsilon-Zellen nicht 

analysiert, Greenwood et al., 2007). In der Abwesenheit funktionalen Pax4 ist jedoch 

hauptsächlich die Entwicklung von Beta- und Delta-Zellen verhindert und 

Vorläuferzellen differenzieren in einen Alpha-Zell-ähnlichen Typ, charakterisiert 

durch die Co-Expression von Glucagon und Ghrelin (Wang et al., 2008). 

Interessanterweise ist deren Anzahl gleich der totalen endokrinen Anzahl in Wildtyp 

Pankreata (Collombat et al., 2005). Daraus kann man schließen, dass Pax4 

maßgeblich an der frühen Initiierung des Beta-Zell Pfades auf Kosten des Alpha-

Zellpfades beteiligt ist. Diese Annahme wird durch eine neue Studie unterstützt, 

welche demonstriert, dass die in vivo Misexpression von Pax4 in 

pankreatischen/endokrinen Vorläuferzellen größtenteils in der Bildung von Beta-

Zellen resultiert (Collombat et al., 2009). Pax4/Nkx2.2-doppelmutante Tiere zeigen 

die gleichen Veränderungen wie sie in Nkx2.2-/- Pankreata detektierbar sind, woraus 

man schließen kann, dass Pax4 abwärts von Nkx2.2 agiert (Wang et al., 2004). Diese 

Annahme wird unterstützt durch die Tatsachen, dass (1) die Expression von Nkx2.2 

unverändert ist in Pax4-defizienten Tieren (Wang et al., 2004) und (2) der Tatsache 

dass Pax4 im Gegensatz zu Nkx2.2 durch Ngn3 aktiviert werden muss (Gradwohl et 

al., 2000, Smith et al., 2000). Zusammen genommen zeigen diese Erkenntnisse, dass 

Pax4 in einem frühen Differenzierungstadium aktiv ist, an dem endokrine Vorläufer 

grundsätzlich noch das Potenzial haben verschiedene Pfade einzuschlagen, Pax4 

jedoch hauptsächlich für die Initiierung des Beta-Zell Pfads notwendig ist.  
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1.4.7 Arx 
 

Arx ("aristaless related homeobox gene”) ist ein weiterer Transkriptionsfaktor aus 

der großen Familie der Homöodomäne-Proteine. Mit Beginn der "Second Transition" 

ist Arx vereinzelt in hormon-negativen Zellen und dann zunehmend in entstehenden 

Alpha- und PP-Zellen exprimiert (Collombat et al., 2003). In Pankreata adulter Tiere 

ist Arx ebenfalls in diesen beiden Zelltypen zu finden. Keine Arx-Transkripte sind in 

Ngn3-/- mutanten Pankreata detektierbar. Somit ist Arx neben Pax4 und Pax6 ein 

weiteres Ngn3-abhängiges Gen (Collombat et al., 2003). Interessanterweise zeigen 

Arx-Knockout Mäuse einen den Pax4-/- Mäusen gegensätzlichen pankreatischen 

Phänotyp. In Arx-Mutanten ist spezifisch die Entwicklung Glucagon-produzierender 

Alpha-Zellen verhindert, wohingegen die Populationen der Beta- und Delta-Zellen 

entsprechend vergrößert sind. Die Anzahl der PP- und Epsilon-Zellen ist hingegen 

unverändert (Collombat et al., 2003, 2005, Heller et al., 2005). Weitere biochemische 

Analysen offenbarten, dass Arx und Pax4 die Expression des anderen Gens inhibieren 

und somit maßgeblich an der Spezifizierung der Alpha- contra Beta-/Delta-

Zellstammbäume beteiligt sind (Collombat et al., 2005). Dieses Modell wurde durch 

die forcierte Expression von Arx in pankreatischen/endokrinen Vorläufern bestätigt, 

was in der Bevorzugung der Alpha- aber auch PP-Zellpfade auf Kosten der Beta-/ 

Delta-Zellentwicklung resultiert. Ebenso führt die konditionelle Misexpression von 

Arx in Beta-Zellen adulter Tiere zu deren Transdifferenzierung in Glucagon-

produzierende Alpha-Zellen (Collombat et al., 2007). Zusammen zeigen diese 

Erkenntnisse, dass Arx eine entscheidende Rolle in der Spezifizierung endokriner 

Vorläufer in Richtung eines Alpha-Zell Schicksals spielt. 

 

1.4.8 Brn4 
 

Brn4 ist ein Mitglied der Klasse 3 POU Homöodomain Faktoren und von E9 an im 

Pankreas exprimiert. Mit der Bildung endokriner Zellen ist die Expression von Brn4 

mit Alpha-Zellen und vereinzelten PP-Zellen assoziiert. Es wurde demonstriert, dass 

Brn4 in aktivierender Art und Weise an den Glucagon-Promotor bindet (Hussain et 

al., 1997). Es ist keine Brn4-Expression in Beta- oder Delta-Zellen detektierbar 

(Heller et al., 2004). Die Misexpression von Brn4 in Pdx1+ Vorläuferzellen führt zur 

Bildung von Beta-Zellen, die neben Insulin auch Glucagon produzieren (Hussain et 
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al., 2002). Dies zeigt, dass Brn4 nicht die Zellpfad-bestimmenden Eigenschaften wie 

Arx hat und deshalb eher abwärts von Arx in der Differenzierung der Alpha-Zelle 

eine Rolle spielt. Diese Annahme wird unterstützt durch die Tatsache, dass in Arx-

defizienten Pankreata kein Brn4 exprimiert ist (Collombat et al., 2003). 

Interessanterweise haben Brn4-Knockout Mäuse jedoch keinen offensichtlichen 

pankreatischen Phänotyp und entwickeln eine normale Anzahl an funktionalen Alpha-

Zellen (Heller et al., 2005). Diese Daten zeigen, dass Brn4 eher spät während der 

Alpha-Zellbildung wirkt und Glucagon aktiviert, eine Funktion, die jedoch 

offensichtlich durch andere Faktoren kompensiert werden kann. 

 

1.4.9 MafA 
 

MafA ist ein Vertreter der v-maf Familie ("musculoaponeurotic fibrosarcoma 

oncogene"). Die Expression von MafA ist in embryonalen und adulten Stadien der 

Pankreasentwicklung auf Beta-Zellen beschränkt. Auf zellulärer Ebene erfolgt die 

Aktivierung von MafA relativ spät, nach der von Pax6 und Pdx1hoch (Nishimura et al., 

2006). MafA ist maßgeblich und direkt an der Glukose-stimulierten Aktivierung von 

Insulin beteiligt (Kataoka et al., 2002, Matsuoka et al., 2004, Zhao et al., 2005). 

 

Weitere Gene, welche zu den physiologischen Grundfunktionen der Beta-Zelle 

beitragen sind: der membranständige Glukosetransporter Typ2 (Glut-2) welcher als 

Glukose-Sensor fungiert (Jörns et al., 1996) sowie die zur Proteolyse von Präinsulin 

in die aktive Form notwendigen Prohormon-Konvertasen 1/3 (PC1/3) (Zhu et al., 

2002). Neben Insulin sezernieren Beta-Zellen auch das Peptidhormon iAPP ("islet 

amyloid polypeptide") welches in synergistischer Art und Weise mit Insulin an der 

glykämischen Kontrolle beteiligt ist (Pittner et al., 1994). 
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1.5 Zielsetzung 
 

Ziel dieser Arbeit war es, weitere Einsichten in das Zusammenspiel der 

Transkriptionsfaktoren Nkx2.2 und Arx in der Entwicklung des murinen Pankreas‘ zu 

erhalten. In Nkx2.2-defizienten Pankreata bilden sich keine Beta- und kaum Alpha-

Zellen wohingegen ein Ghrelin-exprimierender Zelltyp vornehmlich gebildet wird. 

Interessanterweise ist die Expression des Alpha-Zell Spezifizierers Arx  in Nkx2.2-

defizienten Pankreata im Vergleich zu Wildtyp Pankreata fünf-fach erhöht, was eine 

regulatorische Einflussnahme von Nkx2.2 auf Arx nahe legt (Chao et al., 2007). Um 

eine solche Einflussnahme einem endokrinen Zellsubtypen zuzuordenen, wurde die 

Expression von Arx in Relation zu zahlreichen Alpha-und Beta-Zell Marker-Genen in 

Nkx2.2-defizienten Pankreata untersucht. Durch die Generierung und Analyse von 

Nkx2.2/Arx-Doppelknockout Mäusen sollten zusätzliche Einsichten in das 

Zusammenspiel dieser Faktoren erhalten werden. Ein weiteres Charakteristikum von 

Nkx2.2-defizienten Pakreata ist, neben der übermäßigen Expression von Arx, eine 

deutlich verminderte Expression des Transkriptionsfaktors Pax6 (Prado et al., 2004). 

Pax6-defiziente Tiere weisen zudem einen sehr ähnlichen pankreatischen Phänotyp 

wie Nkx2.2-defiziente Tiere auf, mit stark reduzierten Beta- und Alpha-Zell 

Populationen und einem Übermaß an Ghrelin-exprimierenden Zellen (St-Onge et al. 

1997, Heller et al., 2005). Dadurch war eine ähnliche Funktion von Pax6 und ein 

Einfluss auf die Expression von Arx naheliegend. Zur Klärung dieser Frage wurde die 

subzelluläre Expression von Arx in Pax6-Mutanten untersucht. 

 

Collombat et al zeigten, dass die forcierte Expression von Arx in Pdx1+ 

pankreatischen Vorläuferzellen in der Bildung zahlreicher Glucagon- und PP-

exprimierender Zellen resultiert (Collombat et al., 2007) woraus geschlossen werden 

kann, dass Arx+ Vorläuferzellen bipotentiell sind. Eine Studie von Johansson et al 

offenbarte, dass multipotente pankreatische Vorläuferzellen, je nach dem zu welchem 

Entwicklungsstadium sie auftreten, in verschiedene endokrine Zellsubtypen 

differenzieren (Johansson et al., 2007). Aus diesen beiden Studien ergab sich die 

Fragestellung ob die Differenzierung von Arx+ Zellen in entweder Glucagon- oder 

PP-exprimierende Zellen ebenfalls einer temporalen Kontrolle unterliegen. Zur 

Beantwortung dieser Frage wurde eine transgene Mauslinie generiert, mit Hilfe derer 

Arx chemisch induziert werden konnte. Durch die Rückkreuzung dieses Transgens in 
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einen Arx-defizienten Hintergrund und die anschließende Aktivierung von Arx zu 

verschiedenen Entwicklungsstadien wurde das entwicklungsabhängige 

Differenzierungpotenzial von Arx ermittelt. 

 

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war welche Rolle dem Transkriptionsfaktor 

Pax4 in Inselzellen adulter Tiere zukommt. In embryonalen Stadien ist die Expression 

von Pax4 deutlich detektierbar, wogegen in Inseln adulter Tiere nur geringe Mengen 

an Pax4 produziert werden. Pax4 ist essenziell für die Bildung von Beta-Zellen: In 

Pankreata von konventionellen (globalen) Pax4-Knockout-Mäusen entwickeln sich 

keine Insulin-produzierenden Zellen und einige Beta-Zell relevante Gene werden 

nicht aktiviert (Sosa-Pineda et al., 1997, Wang et al., 2004). Zahlreiche Studien an 

Menschen haben zudem ergeben das Mutationen auf Pax4 der Grund für verschiedene 

Ausprägungen des Diabetes Mellitus sind. Da Pax4-Knockout Tiere nach der Geburt 

sterben, und somit bisher nur die Funktion im embryonalen Pankreas bestimmt 

werden konnte, wurde eine konditionale Pax4-Knockout Linie erzeugt. Zur 

Bestimmung der Funktion von Pax4 in Beta-Zellen wurde Pax4 mittels einer Insulin-

Cre Linie konditionell deaktiviert.  
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2. Ergebnisse 
 

2.1 Analyse der subzellularen Expression von Arx in Wildtypen, Nkx2.2- 
und Pax6-Nullmutanten   
 
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Arx eine entscheidende Rolle in der 

Spezifizierung endokriner Vorläuferzellen in Richtung eines Alpha-Zell Pfades spielt 

(Collombat et al., 2003, 2005, 2007). In Nkx2.2-/- Pankreata ist die Anzahl an Alpha-

Zellen, trotz deutlich erhöhter Arx-Transkripte, im Vergleich zu Wildtyp Pankreata 

stark reduziert (Sussel, et al., 1997, Chao et al., 2007). Um dieses scheinbare Paradox 

aufzuklären wurde eine genaue Analyse der subzellularen Expression von Arx in 

Pankreta Nkx2.2-defizienter Tiere durchgeführt. Zusätzlich wurde die Expression von 

Arx in Pax6-/- Mausmutanten analysiert. Pankreata Pax6-defizienter Tiere weisen 

einen ähnlichen Phänotyp wie Nkx2.2-/- Pankreata auf: Alpha- und Beta-Zellmengen 

sind reduziert, wohingegen sich überwiegend Ghrelin-produzierende Zellen bilden.  

 

2.1.1 Expression von Arx und Brn4 in E16.5 Pankreata von Wildtypen, Nkx2.2- 
und Pax6-Nullmutanten. 
 

In Wildtyp Pankreata co-exprimieren die meisten Arx+ Zellen Glucagon (Abb. 5A). 

Daneben sind vereinzelte Arx+/Glucagon- Zellen detektierbar, welche wahrscheinlich 

Alpha-Zell Vorläufer repräsentieren, die noch keine Glucagon-Produktion initiiert 

haben. Nur wenige Arx+ Zellen exprimieren Ghrelin (Abb. 5B). 

Beachtenswerterweise geht in Nkx2.2-defizienten Pankreata die Reduktion der Beta-

und Alpha-Zellmengen mit einer 5-fachen Erhöhung der Arx-Transkripte einher 

(Chao et al., 2007, Abb. 5D, M). Die Anzahl Arx-positiver Zellen ist in Nkx2.2-/- 

Pankreata im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp Mäusen 2,4 fach erhöht, woraus 

man schließen kann, dass eine erhöhte Arx-Produktion auf zellulärer Ebene stattfindet 

(Abb. 5N). Um einen möglichen gegenseitigen Effekt der Nkx2.2- und Arx-

Aktivitäten zu ermitteln wurden die Menge an Nkx2.2 Transkripten in Pankreata Arx-

defizienter Tiere ermittelt. Die Menge an Nkx2.2-Transkripten war jedoch im 

Vergleich zu Pankreata von Wildtypen nicht signifikant verändert, was andeutet, dass 

die Transkription von Nkx2.2 nicht von Arx reguliert wird (Abb. 5M). Weitere 
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Analysen zeigten, dass der Großteil der Arx+ Zellen in Nkx2.2-/- Pankreata das 

Hormon Ghrelin exprimiert. Ungefähr 90% der Ghrelin+ Zellen exprimierten Arx 

(Abb. 5E, K). Dies zeigt, dass der Verlust von Nkx2.2 in einer erhöhten Anzahl 

Ghrelin+ Zellen resultiert, welche offensichtlich mehr Arx produzieren als Wildtyp 

Alpha-Zellen. Neben der Population an Ghrelin+/Arx+ Zellen waren in diesem 

Genotyp nur vereinzelte Arx+/Ghrelin- und Ghrelin+/Arx- Zellen detektierbar. 

Überraschenderweise exprimierten die meisten der verbliebenen Glucagon+ Zellen in 

Nkx2.2-defizienten Pankreata kein Arx (Abb. 5 D Einsatz, J). Um die Population der 

Ghrelin+/Arx+ Zellen genauer zu charakterisieren wurde zudem die Expression des 

Alpha-Zell Markers Brn4 untersucht. Vorherige Analysen von Nkx2.2-/- Pankreata 

offenbarten, dass die Anzahl Brn4 positiver Zellen deutlich reduziert ist und mit der 

Anzahl Glucagon-positiver Zellen korreliert (Sander et al., 2000). Übereinstimmend 

mit diesen Ergebnissen war keine Brn4 Expression in der hyperplastischen 

Gherlin+/Arx+ Population in diesem Genotyp detektierbar (Abb. 5F, L). 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass in der Abwesenheit von Nkx2.2 die 

Beta- und Alpha-Zelldifferenzierung zugunsten eines Ghrelin+/Arx+/Brn4- Zelltyps 

verhindert ist. Angesichts der essentiellen Rolle von Arx in der Alpha-

Zellentwicklung, ist es vorstellbar, dass solche Zellen Alpha-Zell Vorläufer 

repräsentieren, die nicht alle Alpha-Zell Charakterisika ausbilden. Jedoch ist die 

Anzahl der Ghrelin+/Arx+ Zellen in Nkx2.2-/- Pankreata vergleichbar mit der an Beta-

Zellen in Wildtyp Pankreata. Dies lässt alternativ die Hypothese zu, dass solche 

Zellen korrekt einen Beta-Zell Pfad eingeschlagen haben, jedoch nicht weiter 

differenzieren und ektopisch Arx und Ghrelin exprimieren. 

In Nkx2.2-/- Pankreata ist die Expression von Arx erhöht und die des 

Transkriptionsfaktors Pax6 deutlich vermindert (Prado et al., 2004, Sander et al., 

2000, Wang et al., 2004). Daher wurden zudem Pankreata Pax6-defizienter Tiere auf 

die Expression von Arx hin untersucht mit der Absicht weitere Einsichten in das 

mögliche Zusammenspiel dieser drei Faktoren zu erhalten. In Pax6 Knockout Mäusen 

ist die Anzahl Glucagon+ Zellen stark reduziert (Abb. 1G, St-Onge et al., 1997, Heller 

et al., 2004). Zudem entwickeln sich deutlich weniger Beta-Zellen in solchen 

Mutanten, wohingegen die Anzahl Ghrelin-exprimierender Zellen 5,6 fach erhöht ist 

(St. Onge et al., Heller et al., 2005). Die Menge an Nkx2.2-Transkripten sowie das 

Nkx2.2-Expressionsmuster sind in Pax6-/- Pankreata im Vergleich zu Wildtypen 

unverändert (Abb. 5M  und Heller et al., 2004). Überraschenderweise war jedoch eine 
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2,9 fach erhöhte Menge an Arx-Transkripten bei gleicher Anzahl an Arx+ Zellen in 

E16.5 Pankreata im Vergleich zu Wildtypen detektierbar. Dies zeigt, dass die 

Abwesenheit von Nkx2.2 oder Pax6 zu einer ähnlichen Erhöhung der Arx-Transkripte 

auf zellulärer Ebene führt (Abb. 5M, N). Ähnlich wie die Population der Arx+ Zellen 

in Nkx2.2-/- Pankreata, exprimierte die Mehrheit der Pax6-/- Arx+ Zellen das Hormon 

Ghrelin (Abb. 5H, Einsatz). Ungefähr 80% der Ghrelin+ Zellen exprimierten Arx. 

Zudem waren vereinzelte Arx+/Ghrelin- und Arx-/Ghrelin+ Zellen detektierbar (Abb. 

5K). Die Expression von Brn4 war in Pax6-/- Pankreata bei E14.5 und E16.5 

unverändert im Vergleich zu Wildtypen (Heller et al., 2004 bzw. Abb. 5I). Aus 

technischen Gründen war keine Arx/Brn4 Co-Detektion möglich. Jedoch die 

Tatsache, dass ungefähr 45% der Ghrelin+ Zellen Brn4 exprimierten, lässt den Schluss 

zu, dass zumindest eine partielle Überlappung mit der Expression von Arx besteht 

(Abb. 5L). Neben der Ghrelin+ Zellpopulation war Brn4 auch außerhalb Ghrelin-

gefärbter Bereiche detektierbar (Abb. 5I). Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass 

der Verlust von Nkx2.2 oder Pax6 in einer Verminderung der Alpha- und Beta-Zell 

Mengen resultiert, wohingegen eine hyperplastische Population an Ghrelin+ Zellen 

auftritt, welche zudem Arx exprimieren.  
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Vereinzelte Arx+/Ghrelin- und Arx-/Ghrelin+ Zellen sind detektierbar. (I, Einsatz) In Pax6-

defizienten Pankreata ist Brn4 teilweise in Ghrelin+ Zellen exprimiert und markiert zudem 

eine Population Ghrelin-negativer Zellen (Originalvergrößerung 400x, Einsätze 2x). (J-L) Die 

Prozentualen Anteile an Arx+/Glucagon+, Arx+/Ghrelin+ und Brn4+/Ghrelin+ co-positiven 

Zellen innerhalb der gesamten Glucagon+ bzw. Ghrelin+ Zellpopulationen in Wildtyp (WT), 

Nkx2.2-/- (N2.2) und Pax6-/- (P6) Pankreata ist dargestellt. (M) Quantitative RT-PCR der Arx- 

und Nkx2.2-Transkripte in E16.5 Pankreata von Wildtyp, Arx-, Nkx2.2-/- und Pax6-/- Mäusen. 

n=3 Pankreata/Genotyp, p-Werte <0,05 im Vergleich zu Wildtypen wurden als statistisch 

signifikant angesehen. 

 

2.1.2 Vergleichende Analyse der Ghrelin-exprimierenden Populationen in 
embryonalen Pankreata von Wildtypen, Nkx2.2- und Pax6-Nullmutanten. 
 

Um die in Nkx2.2-/- und Pax6-/- Pankreata auftretenden Ghrelin+/Arx+ Populationen 

genauer zu charakterisieren wurden des Weiteren die Expression verschiedener Beta-

Zell Marker, inklusive Insulin, iAPP, PC1/3 und Pdx1 untersucht. Die meisten dieser 

Markergene wurden bereits in beiden Mutanten detektiert, ihre relative Expression zu 

Arx und Ghrelin jedoch nicht beschrieben (Prado et al., 2004, Heller et al., 2005, 

Nishimura et al., 2008).  

Die Population der Ghrelin+ Zellen in Wildtyp Pankreata ist in Glucagon+/Ghrelin+ 

Alpha-Zellen und Glucagon-/Ghrelin+ Epsilon-Zellen unterteilbar. Nur ein kleiner 

Teil der Alpha-Zellen exprimiert zu diesem Entwicklungsstadium Ghrelin. 

Glucagon+/Ghrelin+ Alpha-Zellen exprimieren zudem Arx und Brn4 (Abb. 5B, C, 

Prado et al., 2004, Heller et al., 2004). In der folgenden Analyse der Wildtyp 

Pankreata wurde aus technischen Gründen nicht zwischen diesen beiden Ghrelin+ 

Populationen unterschieden. Keine der Wildtyp Ghrelin+ Zellen exprimierte Insulin, 

PC1/3 oder Pdx1 (Abb. 6A-D). Ungefähr 20% exprimierten jedoch iAPP bei E17.5 

(Abb. 6B Pfeil, N). 

Als nächstes wurde die Expression dieser Marker in der hyperplastischen Ghrelin+ 

Population von Nkx2.2-/- Pankreata untersucht. Die Expression von Pdx1 wurde in 

diesen Zellen detektiert, obgleich zu wesentlich niedrigeren Expressionsleveln als in 

Wildtyp Pankreata (Sussel et al., 1998). Ungefähr 80% der Ghrelin+ Zellen 

exprimierten iAPP und niedrige Level an Pdx1 in diesem Genotyp (Abb. 6H, P). 

Zudem wurden regelmäßig Pdx1+ Zellen außerhalb der Ghrelin-gefärbten Bereiche 
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detektiert (Abb. 6H Pfeil). Die Prohormon-Konvertase 1/3 war in ungefähr 54% der 

Ghrelin+ Zellen exprimiert (Abb. 6G, O). Somit unterscheiden sich die Nkx2.2-/- 

Ghrelin+ Zellen signifikant von den Ghrelin+ Zellen in Wildtyp Pankreata. Die direkte 

Assoziation dieser Beta-Zell Marker mit Ghrelin und damit auch Arx, zeigt, dass 

zumindest eine Subpopulation dieser Ghrelin+/Arx+ Zellen festgelegte Beta-Zell 

Charakteristika aufweisen und nicht aus putativen Alpha-Zell Vorläufern besteht. 

Interessanterweise offenbarte die gleiche Analyse der Ghrelin+ Zellen in Pax6-/- 

Pankreata zusätzliche Unterschiede: In Pax6-/- Pankreata entwickeln sich einige 

scheinbar normale Beta-Zellen. Diese exprimieren Insulin, Pdx1, Hb9, Nkx6.1 und 

MafA korrekt (Heller et al., 2005, Nishimura et al., 2008). Außer in sehr vereinzelten 

Fällen ist in diesen Beta-Zellen kein Ghrelin detektierbar (Abb. 6I Pfeil, M). Ebenso 

rar waren Ghrelin+/iAPP+ Zellen zu finden; der Großteil der Ghrelin+ Zellen 

exprimierte kein iAPP (Abb. 6J, N). Im Gegensatz zu Nkx2.2-/- Ghrelin+ Zellen, war 

darüberhinaus keine Co-Expression von Pdx1 und Ghrelin in Pax6-/- Pankreata 

detektierbar (Abb. 6L, Heller et al., 2005). Überraschenderweise exprimierten jedoch 

fast alle Ghrelin+ Zellen PC1/3 (Abb. 6K, O).  

Diese Ergebnisse zeigen signifikante Unterschiede im Expressionsprofil der Ghrelin+ 

Zellpopulationen in Wildtyp, Nkx2.2-/- und Pax6-/- Pankreata auf. Während die 

meisten Nkx2.2-/- Ghrelin+ Zellen iAPP und Pdx1 exprimieren, sind Pax6-/- Ghrelin+ 

Zellen negativ für die Expression von iAPP und Pdx1. Beachtenswerterweise ist die 

Expression von iAPP und Pdx1 nicht grundsätzlich verhindert in Pax6-/- Pankreata, da 

sie außerhalb der Ghrelin+ Bereiche detektierbar sind und höchstwahrscheinlich die 

verbleibenden Beta-Zellen markieren. Zusammengenommen verstärken diese Daten 

die Annahme, dass endokrine Vorläuferzellen auch in der Abwesenheit von Nkx2.2 

oder Pax6 auf einen Beta-Zellpfad festgelegt werden und die Expression einiger Beta-

Zell spezifischer Marker initiieren, jedoch kein reifes Beta-Zell Stadium erreichen 

und Arx eher misexprimieren.  
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(Collombat et al., 2003), waren keine Insulin+ Zellen in Pankreata von 

Doppelmutanten zu detektieren, was die essentielle Rolle von Nkx2.2 in der 

Differenzierung der Beta-Zelle bestätigt (Abb. 8A-D). Übereinstimmend mit 

vorherigen Analysen Arx-defizienter Pankreata und der daraus geschlossenen 

Relevanz von Arx für den Alpha-Zellpfad, waren keine Glucagon+ Zellen in 

Doppelmutanten zu detektieren (Abb. 8E-H, Collombat 2003, 2005, 2007). PP+ 

Zellen waren in allen Genotypen detektierbar, jedoch nur sehr wenig in Nkx2.2-/- und 

Nkx2.2-/-Arx- Mutanten (Abb. 8Q-T).  

Außerdem wurde die Präsenz somatostatin-exprimierender Delta-Zellen untersucht. 

Wildtyp Delta-Zellen exprimieren kein Nkx2.2. Dementsprechend ist die Anzahl der 

Delta-Zellen in Nkx2.2-defizienten Pankreata unverändert (Abb. 8K, Sussel et al., 

1998, Sander et al., 2000). Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Anzahl 

der Delta-Zellen in Arx-Mutanten im Vergleich zu Wildtypen 2,4 fach erhöht sind 

(Abb. 8J, Collombat et al., 2003). Daher war eine ungehinderte Differenzierung der 

Delta-Zellpopulation in der Abwesenheit beider Faktoren anzunehmen. 

Übereinstimmend wurden zu allen untersuchten Stadien (E14.5, E18.5 und P0) 

signifikant erhöhte Mengen an Somaotstatin+ Zellen im Vergleich zu Wildtyp, Arx- 

oder Nkx2.2-defizienten Pankreata detektiert (Abb. 8I-L, Daten nicht gezeigt). 

In P0 Wildtyp Pankreata ist eine kleine Population an Ghrelin-exprimierenden 

Epsilon-Zellen neben einer Population an Glucagon+/Ghrelin+ Alpha-Zellen 

detektierbar (Heller et al., 2005). Der Verlust funktionalen Arx verhindert spezifisch 

die Differenzierung der Glucagon+/Ghrelin+ Zellen hat aber keinen Einfluss auf die 

Menge der Epsilon-Zellen (Collombat et al., 2003, Heller et al., 2005). 

Glugacon+/Ghrelin+ Zellen fehlen ebenfalls in Nkx2.2-/- Pankreata (Prado et al., 2004).  

In Nkx2.2-/-Arx- Pankreata, war eine deutlich vergrößerte Menge an Ghrelin+ Zellen 

detektierbar, ähnlich wie in Nkx2.2-Einfachmutanten (Abb. 9O-P). Unerwarteterweise 

offenbarte eine Co-Detektion dass ein Großteil der Ghrelin+ Zellen auch Somatostatin 

exprimierte (Abb. 9D). Dieses Resultat wurde durch die Benutzung zweier 

verschiedener Antikörpersets bestätigt. Solche bi-hormonalen Zellen waren weder in 

Wildtyp noch in Arx- oder Nkx2.2-/- Pankreata zu detektieren (Abb. 9A-C). 
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Einfach- und Doppelmutanten. Die Balken repräsentieren den prozentualen Anteil der 

fluoreszierenden Zellfläche an der gesamten Pankreasfläche. n=3 Pankreata/Genotyp, p-

Werte <0,05 im Vergleich zu Wildtypen wurden als statistisch signifikant angesehen. 

 

2.1.4 Nkx2.2-/-Arx- defiziente endokrine Zellen exprimieren iAPP und niedrige 
Level an Pdx1 und Pax6. 
 

Zur genaueren Einordung des bi-hormonalen Zelltyps in Nkx2.2-/-Arx- Pankreata 

wurde die Expression von Pdx1 und iAPP innerhalb der Somatostatin+ und Ghrelin+ 

Zellpopulationen bestimmt. Außerdem wurde die Expression des Nkx2.2-abhängigen 

Faktors Pax6 in solchen Mutanten ermittelt (Prado et al., 2004). 

Im Gegensatz zu der mosaiken Expression von Pdx1 in Delta-Zellen von Wildtyp, 

Nkx2.2-/- oder Arx- Mutanten, war die Expression von Pdx1 in fast allen Somatostatin+ 

Zellen von Nkx2.2-/-Arx- Mäusen detektierbar. Jedoch erschienen die Pdx1-

Expressionslevel auf zellulärer Ebene wesentlich geringer als in Wildtyp-Pankreata, 

aber vergleichbar zu denen in Nkx2.2-/- Einfachmutanten (Abb. 10D, Wang et al., 

2004). Darüberhinaus exprimierten alle Somatostatin+ Zellen iAPP und niedrige Level 

an Pax6 (Abb. 10E). Anschließende Analysen der Ghrelin+ Zellpopulation 

offenbarten erwartungsgemäß, dass die große Mehrheit ebenfalls diese Faktoren 

exprimierte (Abb. 10J-L). Somit erscheinen die Veränderungen der Expressionen von 

Pdx1 und Pax6 in Nkx2.2-/-Arx- Doppelmutanten ähnlich zu denen in Nkx2.2-/- 

Mutanten, was wiederrum die Wichtigkeit von Nkx2.2 in der Aufrechterhaltung 

normaler Expressionslevel dieser Gene darlegt. Zusammengefasst ist der 

prominenteste endokrine Zelltyp in Nkx2.2-/-Arx- Pankreata durch die Expression von 

Ghrelin, Somatostatin, iAPP, Pdx1niedrig und Pax6niedrig charakterisiert. Somit weisen 

diese Zellen die gleichen Beta-Zell-ähnlichen Eigenschaften wie die Ghrelin+ Zellen 

in Nkx2.2-/- Pankreata auf, und unterscheiden sich einzig in der Expression von 

Somatostatin. Angesichts der Tatsache, dass die Population der Ghrelin+ Zellen in 

Nkx2.2-/- Pankreata vermehrt Arx produzieren, ist es vorstellbar, dass der zusätzliche 

Verlust von Arx die ektopische Expression von Somatostatin in solchen Zellen 

erlaubt.  
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2.1.5 Expression von Pax4 und Nkx6.1 in Pankreata von Wildtypen,  

Nkx2.2-/-/Arx- Einfach- und Doppelmutanten. 
 

Um aufzuklären zu welchem Entwicklungsstadium die Beta-Zell Differenzierung in 

Nkx2.2-/-Arx- Mutanten verhindert ist, wurde die Expression des endokrinen 

Vorläufermarkers Pax4 analysiert (Sosa-Pineda et al., 1997, Greenwood et al., 2007). 

Die Expression von Pax4 ist in embryonalen Pankreata bei E16.5 deutlich zu 

detektieren. Sie nimmt allerdings in den folgenden Tagen ab und ist in Pankreata 

Neugeborener kaum vorhanden (Wang et al., 2004). Mehrere Studien haben die 

essenzielle Rolle von Pax4 in der Bildung von Beta- und Delta-Zellen aufgezeigt 

(Sosa-Pineda et al., 1997, Wang et al., 2004, Collombat et al., 2009). 

In Übereinstimmung mit vorangegangenen Studien, welche die Präsenz von Pax4 

Transkripten in Arx- und Nkx2.2-defizienten Pankreata beschrieben haben, wurden 

zahlreiche Pax4+ Zellen in E16.5 Pankreata solcher Mutanten mittels 

Immunhistochemie detektiert (Abb. 11B-C , Collombat et al., 2003, Wang et al., 

2004). Zudem haben frühere Studien gezeigt, dass Arx in repressiver Weise an den 

Pax4-Promoter bindet, was in der Konsequenz die Spezifizierung des Alpha- contra 

den Beta-Zellpfad einleitet (Collombat et al., 2005, 2007). In E16.5 Nkx2.2-/- 

Pankreata war jedoch eine normale Anzahl Pax4+ Zellen trotz deutlich erhöhter Arx-

Transkripte detektierbar. Daraus kann man schließen, dass in diesem Genotyp die 

Expression von Pax4 nicht durch Arx runterreguliert wird. Die kombinierte Defizienz 

von Nkx2.2 und Arx hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Anzahl Pax4-positiver 

Zellen, was anzeigt das deren Bildung weder von Nkx2.2 noch von Arx abhängig ist 

(Abb. 11D). In keinem Genotyp war Pax4 in Ghrelin+ Zellen exprimiert. 
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2.2 Konditionelle Aktivierung von Arx in Pankreata Arx-defizienter 
Tiere. 
 

Mehrere Studien haben die wichtige Rolle von Arx in der Spezifizierung von 

Alphazellen aufgezeigt. Arx-Mutanten entwickeln keine Glucagon-produzierenden 

Alphazellen wohingegen die creLoxP basierte Überexpression von Arx in 

pankreatischen Vorläuferzellen zu einem Übermaß an Alpha- aber auch PP-Zellen im 

Vergleich zu Wildtypen führt (Collombat et al., 2003, 2005, 2007). Um die Frage zu 

klären ob Arx ausreichend ist um die Alpha- und PP- Zell 

Differenzierungsprogramme zu initiieren und um Informationen zu erhalten in 

welchem spatio-temporalen Kontext diese Initiierungen erfolgen, wurde eine 

transgene Mauslinie generiert. Das integrierte Transgen erlaubt die konditionelle 

Aktivierung von Arx in pankreatischen Vorläuferzellen zu verschiedenen Zeitpunkten 

der Pankreasentwicklung.  

Dazu wurde ein Fusionsprotein aus Arx und der mutierten Liganden-Binde-Domäne 

des ERs (Estrogen Rezeptor) vor ein unabhängig translatierbares GFP (nGFP) kloniert 

(Hayashi und McMahon, 2002, Johansson et al., 2007). Beide kodierenden DNAs 

unterliegen der Steuerung des Pdx1-Promoters, was die Expression in frühen 

pankreatischen Vorläuferzellen erlaubt (Abb. 13A). Als intrazellulärer Rezeptor ist 

ER natürlicherweise im Cytosol lokalisiert. Die Bindung von Estrogen (Estradiol) an 

ER führt zur Rekrutierung weiterer Cofaktoren und letztendlich zur Migration des 

ERs in den Zellkern. Die in diesem Transgen verwendete mutierte Form des ERs 

(ERTM) ist spezifisch sensitiv für die Bindung des Estrogenanalogons Tamoxifen 

jedoch nicht mehr für die endogenen Estrogens (Feil et al., 1996). Durch die Fusion 

von nukleär aktiven Proteinen mit ER ist es somit möglich deren Wirken durch die 

Injektion von Tamoxifen zu kontrollieren. 

 

2.2.1 Analyse der Transgen-Expression in Pankreata adulter und ungeborener 
Tiere 
 

Die detaillierte Klonierung des Transgens ist im Methodenteil einzusehen. Es wurden 

drei, das Transgen transmittierende, Gründertiere identifiziert. Adulte sowie 

embryonale Pankreata transgener Tiere wurden immunhistochemisch auf die korrekte 

Expression des Transgens hin untersucht (Abb. 13). In allen drei Linien rekapitulierte 
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Quantifizierung nur an einer der transgenen Linie durchgeführt. Als Vergleich dienten 

Pankreta gleichaltriger nicht-induzierter ArxER/Arx- Tiere sowie Wildtyp Pankreata.  

Nach der Aktivierung von ArxER zum Embryonalstadium 9.5, also einen Tag nach 

der Ausbildung der dorsalen Pankreasknospe, war bei der Analyse an E14.5 im 

Vergleich zu nicht induzierten Pankreata eine signifikant erhöhte Anzahl Glucagon-

produzierender Zellen detektierbar. Die Menge an Glucagon+ Zellen entsprach dabei 

21% der Glucagon+ Zellen in gleichaltrigen Wildtyp Pankreata. PP-exprimierende 

Zellen waren nur vereinzelt detektierbar, in ihrer Anzahl jedoch nicht signifikant über 

der Anzahl in Kontrolltieren (Abb. 18.A). Die Aktivierung von ArxER zum 

Embryonaltag 11.5 resultierte ebenfalls in einer signifikant erhöhten Anzahl 

Glucagon+ Zellen wie bei der Analyse an E16.5 erkennbar war. Ihr Anteil entsprach 

dabei ungefähr 23% der Glucagon+ Zellen in E16.5 Wildtyp Pankreata. Vergleichbar 

zu der Aktivierung von ArxER an E9.5 hatte die Aktivierung an E11.5 keinen 

signifikanten Einfluss auf die Anzahl der PP+ Zellen im Vergleich zu 

Kontrollpankreata. (Abb. 18B). Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass 

Arx+ Vorläuferzellen die früh in der Pankreasentwicklung auftreten bevorzugt in 

Richtung einer Alpha-Zell-Identität differenzieren. Die Quantifizierung von E13.5 

induzierten Pankreata an Embryonaltag 16.5 offenbarte eine signifikante Erhöhung 

der Glucagon+ sowie der PP+ Populationen im Vergleich zu nicht-induzierten 

Pankreata. Die Menge an Glucagon+ Zellen erreichte dabei ungefähr 36% der Alpha-

Zell Menge in Wildtyp Pankreata und erschien damit auch größer als die Menge an 

Glucagon+ Zellen in E11.5 induzierten/ E16.5 analysierten Pankreata, was sich jedoch 

aufgrund der geringen Stückzahl (n=3) als nicht signifikant darstellt. Der Zeitraum 

zwischen Injektion und Analyse hatte keinen Einfluss auf die Menge an Glucagon+ 

Zellen wenn E13.5 induzierte Pankreata zu verschiedenen Zeitpunkten (E16.5 bzw. 

E18.5) analysiert wurden, was wohl auf die zeitlich begrenzte Wirkung des 

Tamoxifens zurückzuführen ist.  

Da vorherige Studien einen umgekehrt proportionalen Zusammenhang von Arx-

Aktivität und Delta-Zell Menge aufgezeigt haben, wurden zudem Somatostatin+ 

Zellen quantifiziert (Collombat et al., 2003, 2007). Deren Anteil erschien in 

induzierten Pankreata etwas geringer als in nicht-induzierten ArxER/Arx- Pankreata. 

Dies war im Vergleich jedoch nicht statistisch signifikant.  

Die Quantifizierung der induzierten Zelltypen zeigte auf, dass sich früh in der 

Pankreasentwicklung auftretende Arx+ Zellen bevorzugt in Richtung einer Alpha-Zell 
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Wie erwartet exprimierten Wildtyp Alpha- und PP-Zellen kein Insulin (Abb. 19A,B). 

In ArxER/Arx- Pankreata waren an E11.5 induzierte Glucagon+ Zellen größtenteils in 

Insulin-negativen Bereichen vorhanden, weshalb man annehmen kann, dass diese aus 

Pdx1+ Vorläuferzellen hervorgegangen sind (Abb. 19C,D). Die Analyse E13.5 

induzierter Pankreata jedoch offenbarte, dass die Mehrheit der Glucagon+ Zellen in 

Insulin-positiven Bereichen angesiedelt war (Abb. 19E,F). Interessanterweise war die 

Expression von Insulin in Bereichen induzierter Zellen wesentlich geringer als die in 

benachbarten Glucagon-negativen Beta-Zellen (Abb. 19F oben). Diese Ergebnisse 

lassen den Schluss zu, dass ab E13.5, ArxER auch in frühen Beta-Zellen aktiviert 

wird und deren Konvertierung zu Glucagon-exprimierenden Zellen initiiert. 

Interessanterweise war die Expression von GFP grundsätzlich schwächer in 

induzierten Zellen im Vergleich zu GFP+ Zellen welche nicht Glucagon oder PP 

exprimierten (Abb. 19D,F). Dies lässt sich dadurch erklären, dass Alpha- und PP-

Zellen normalerweise kein Pdx1 exprimieren, und es folglich im Zuge ihrer 

Differenzierung zu einer verminderten Expression des Transgens und somit von GFP 

kommt. E13.5 induzierte PP+/GFP+ Zellen waren größtenteils in Insulin-negativen 

Bereichen angesiedelt woraus man schließen kann, dass die Aktivierung von ArxER 

in Insulin- Zellen stattgefunden hat und dass diese ab E13.5 vermehrt die Kompetenz 

erlangen in Richtung PP-Zell Schicksal zu differenzieren.  

Um weitere Informationen über die Funktionalität induzierter Zellen zu erhalten 

wurden E13.5 injizierte Embryonen kurz vor der Geburt (E18.5) per Kaiserschnitt 

entbunden und Ammenmüttern zur Aufzucht überlassen. Interessanterweise bewirkte 

die Rekonstitution Glucagon-produzierender Zellen eine Verlängerung der 

Lebensspanne ArxER/Arx- Tiere. Bei drei unabhängingen Würfen lebten induzierte 

Tiere dabei 1, 3 bzw. 7 Tage länger als "normale" Arx-Nullmutanten, welche zwei 

Tage nach der Geburt starben (Collombat et al., 2003). Daraus läßt sich schließen, 

dass induzierte Zellen nicht nur Glucagon produzieren sondern auch sezernieren.  
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2.3 Herstellung einer konditionalen Pax4-Knockout Linie. 
 

Der Transkriptionsfaktor Pax4 spielt eine entscheidende Rolle in der Differenzierung 

endokriner Zellen und ist von Beginn der Pankreasentwicklung zu detektieren. Zum 

Zeitpunkt der endokrinen Zellentstehung (E15.5) erreicht die Anzahl Pax4+ Zellen 

einen Höhepunkt. Mit beginnender Hormonexpression wird die Expression von Pax4 

herunter reguliert (Wang et al., 2004). Eine niedrige Expression von Pax4 ist jedoch 

in Beta-Zellen im adulten Tier zu detektieren (Collombat et al., 2009). "Lineage-

tracing" Studien haben offenbart, dass Pax4+ Zellen in alle vier endokrinen Zelltypen 

differenzieren können (Greenwood et al., 2007). Zahlreiche Studien haben jedoch 

eine vorwiegende Rolle von Pax4 in der Beta-und Delta-Zell Enstehung offenbart: (1) 

In Pax4-defizienten Pankreata entwickeln sich nur sehr wenige Beta-Zellen und gar 

keine Delta-Zellen, wohingegen eine Population von Glucagon+/Ghrelin+ 

doppelpositiven Zellen vermehrt auftritt (Sosa-Pineda et al., 1997, Wang et al., 2007). 

(2) Zudem wurde gezeigt, dass die ektopische Expression von Pax4 in Alpha-Zellen 

zu deren Transdifferenzierung in insulin-produzierende Beta-Zellen führt (Collombat 

et al., 2009).  

Die Analyse konventioneller Nullmutanten lässt immer nur einen Schluss über die 

Genfunktion in der frühen Entwicklung zu. Um Einsichten in die potenzielle Funktion 

von Pax4 in adulten Beta-Zellen zu gewinnen wurden konditionale Pax4 Knockout-

Mäuse durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES) erzeugt. 

 

2.3.1 Herstellung des konditionalen Pax4-Konstruktes  
 

Zur Herstellung des Pax4 "Targeting"-Konstrukts wurde das Recombineering-

Verfahren angewendet (Baudin et al., 1993, Zhang et al., 1998, Muyrers et al., 2001, 

Copeland et al., 2001, Liu et al., 2003).  

Die Herstellung erfolgte in vier Rekombinationsschritten (Abb. 20) Zuerst wurde der 

Pax4-Lokus von einem BAC ("Bacterial artificial chromosome") in den eigentlichen 

"Targeting" -Vektor rekombiniert. Diesen Schritt nennt man "gap repair" und das 

dabei entstehende, den Pax4-Lokus enthaltende Plasmid "gap repaired plasmid" (im 

folgenden GRP) (Abb. 20A). Danach erfolgte die Integration einer LoxP-flankierten 

Neo-Kassette (Abb. 20B). Durch die Elektroporation dieses Plasmids in Cre-
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exprimierende Zellen wurde in einem weiteren Schritt die Neo-Kassette entfernt. Eine 

Einzelne LoxP-Sequenz bleibt dabei zurück (Abb. 20C). Im nächsten Schritt erfolgte 

die Integration einer weiteren Neo-Kassette welche von zwei Frt-Sequenzen und einer 

einzelnen LoxP-Sequenz flankiert ist (Abb. 20D). Das Konstrukt in D repräsentiert 

das fertige "Targeting"-Konstrukt, welches zur späteren Rekombination in ES-Zellen 

eingesetzt wurde. Mittels Cre-und Flp-exprimierender E.coli-Stämme wurde zudem 

die Funktionalität der integrierten LoxP- bzw. Frt-Sequenzen überprüft (Abb. 20E,F). 

Mit der Integration der LoxP-Sequenzen wurden zusätzlich Restriktionsschnittstellen 

eingefügt, um die einzelnen Integrationen verfolgen zu können. Das fertige Pax4-

"Targeting"-Konstrukt wurde zudem mittels EcoR1- und Spe1-Verdau überprüft 

(Abb. 21).  
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3. Diskussion 
 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Konsequenzen des Funktionsverlustes von 

Pax6, Arx und Nkx2.2, sowie die des kombinierten Funktionsverlusts von Nkx2.2 und 

Arx, untersucht.  

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass der Verlust von Nkx2.2 oder Pax6 in 

einer Reduktion von Beta-und Alpha-Zellen und der Entstehung zahlreicher Ghrelin+ 

Zellen resultiert (Prado et al., 2004, Wang et al., 2004). Die vorliegende Arbeit zeigt, 

dass die Mehrheit dieser Ghrelin+ Zellen den Alpha-Zellmarker Arx exprimieren. 

Weitere Expressionsanalysen von Alpha- oder Beta-Zell spezifischen Markergenen 

lassen jedoch den Schluss zu, dass diese mutanten Ghrelin+/Arx+ Populationen zum 

Teil dem Beta-Zellstammbaum zugeordnet werden können. Der kombinierte Verlust 

von Nkx2.2 und Arx resultiert ebenfalls in der Bildung zahlreicher Ghrelin+ Zellen zu 

Lasten der Alpha- und Beta-Zellmengen, wobei die Mehrheit der Ghrelin+ Zellen 

wiederrum Beta-Zell-assoziierte Markergene exprimiert. Darüber hinaus ist in diesen 

Zellen aber auch das Hormon Somatostatin detektierbar, was andeutet, dass der 

zusätzliche Verlust von Arx die ektopische Expression von Somatostatin erlaubt. 

 

3.1.1 Maus-Mutanten mit reduzierter Beta-Zell Population entwickeln mehr 
Ghrelin+ Zellen. 
 

Frühere Studien haben gezeigt, dass der Funktionsverlust von Pax4, Nkx2.2 sowie 

Pax6 in einer deutlichen Zunahme Ghrelin-exprimierender Zellen bei gleichzeitiger 

Reduktion der Beta-Zellzahlen resultiert (Prado et al., 2004, Heller et al., 2004, Wang 

et al., 2008). Beachtenswerter Weise ist aber in jedem der mutanten Genotypen die 

Expression der anderen beiden Gene unverändert, womit es schwierig ist einem der 

Kandidaten Ghrelin-suppressive Eigenschaften zuzuordnen. Zumindest für Pax4 

wurden solche Ghrelin-suppressiven Eigenschaften in vitro demonstriert, wohingegen 

Nkx2.2 Ghrelin-aktivierende Funktionen in Zellkulturexperimenten zeigte (Wang et 

al., 2008, Hill et al., 2010). Die Tatsache, dass die Expression von Pax4 jedoch in 

Nkx2.2-/- und Pax6-/- defizienten Pankreata detektierbar ist, zeigt, dass die 

Unterdrückung von Ghrelin komplexerer Natur ist. Interessanterweise sind in allen 

drei mutanten Genotypen die Transkriptmengen von Arx erhöht und Arx ist häufig mit 
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Ghrelin-exprimierenden Zellen assoziiert (Wang et al., 2008, Chao et al., 2007, diese 

Arbeit). Die Möglichkeit, dass Arx ein putativer Ghrelin-Aktivator ist erscheint 

jedoch unwahrscheinlich angesichts der vergrößerten Ghrelin+ Zellpopulation in 

Nkx2.2-/-Arx- Doppelmutanten.  

 

3.1.2 Arx co-lokalisiert mit Beta-Zell spezifischen Markern in Nkx2.2-/- und  
Pax6-/- Pankreata. 
 

Um die mutanten Ghrelin+ Population zu charakterisieren wurde die Co-Expression 

von Beta- und Alpha-Zell assoziierten Markergenen in Wildtyp, Pax6-/- und Nkx2.2-/- 

Pankreata untersucht. Der Großteil der Nkx2.2-/- Ghrelin+ Zellen exprimiert Arx, 

iAPP, PC1/3 und Pdx1 und unterscheidet sich damit signifikant von der Epsilon-

Zellpopulation (Ghrelin+, Arx-, Pdx1-, PC1/3-) in Wildtypen, womit eine spezifische 

Vermehrung von Epsilon-Zellen aufgrund von Nkx2.2-Defizienz, ausgeschlossen 

werden kann. Wie bereits früher angenommen, verstärken die in dieser Arbeit 

dargestellten Ergebnisse die Annahme, dass Ghrelin+ Zellen in Nkx2.2-/- Mäusen 

determinierte Beta-Zellen repräsentieren, die nicht korrekt differenzieren (Sussel et 

al., 1998, Sander et al., 2000).  

Eine Studie von Wang und Kollegen offenbarte, dass die synergistische Aktivität von 

Nkx2.2 und Pax4 in der frühen Beta-Zelletablierung notwendig ist (Wang et al., 

2004). In Pax4-/- Pankreata kommt es ebenfalls zur vermehrten Bildung Ghrelin+ 

Zellen auf Kosten der Beta-Zellpopulation. Interessanterweise teilen die Ghrelin+ 

Zellen in Pax4-/- Pankreata einen Großteil der Charakteristika mit den Ghrelin+ Zellen 

in Nkx2.2-/- Tieren, inklusive der Expression von Arx, iAPP, Pdx1niedrig und PC1/3 

(Wang et al., 2008, Daten nicht aufgeführt). Im Gegensatz zu den Nkx2.2-/- Ghrelin+ 

Zellen exprimieren jedoch die Ghrelin+ Zellen in Pax4-/- Pankreata zusätzlich das 

Hormon Glucagon. Deshalb ist es vorstellbar, dass solche Zellen ebenfalls 

determinierte Beta-Zellen repräsentieren, aber die kombinierte Präsenz von Nkx2.2 

und Arx deren Reifung zu einem Glucagon-exprimierenden Stadium erlaubt. Wang et 

al. zeigten zudem, dass Nkx2.2 und Pax4 für die frühe Beta-Zell Entwicklung durch 

die Aktivierung entscheidender Beta-Zellfaktoren, inklusive Hb9, Nkx6.1 und hohen 

Expressionsleveln an Pdx1 (Pdx1hoch), essenziell sind (Wang et al., 2004). Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass Pax4 die Expression von Arx unterdrückt (Collombat et 

al., 2003, 2005). Zusammen mit den in dieser Arbeit gewonnen Daten, lassen diese 
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Erkenntnisse den Schluss zu, dass die synergistische Aktivität von Nkx2.2 und Pax4 

notwendig ist, um die Expression von Arx in der frühen Beta-Zellentwicklung zu 

unterdrücken. Eine strikte Kontrolle der Arx-Produktion in Beta-Zellen erscheint 

essenziell, da Arx ausreichend ist um reife Beta-Zellen in Alpha- und PP-ähnliche 

Zellen zu transdifferenzieren (Collombat et al., 2007). Die Tatsache, dass Nkx2.2 auch 

in Alpha-Zellen exprimiert ist und die Alpha-Zell Entwicklung in Nkx2.2-/- Pankreata 

beeinträchtigt ist (Sussel et al., 1998), führt zu der Annahme, dass die Zellpfad-

bestimmenden Eigenschaften von beiden Faktoren Arx und Pax4 der zusätzlichen 

Aktivität von Nkx2.2 bedürfen um wirksam zu werden. 

 

Wie in dieser Arbeit gezeigt resultiert der Funktionsverlust von Pax6 ebenfalls in der 

Bildung zahlreicher Ghrelin+/Arx+ Zellen. Pax6 wird eine allgemeinere Rolle in der 

Aufrechterhaltung der Beta-Zellidentität zugesagt. Die Präsenz einiger, anscheinend 

normaler, Beta-Zellen in Pax6-defizienten Pankreata führte sogar zu der Annahme, 

dass ein alternativer, Pax6-unabhängiger Pfad zur Ausbildung reifer Beta-Zellen führt 

(Nishimura et al., 2008).  

Alternativ ist es vorstellbar, dass sich Beta-Zellen in Pax6-/- Pankreata normal 

entwickeln, jedoch ab einem gewissen Differenzierungsstadium in Ghrelin+ Zellen 

umwandeln. Die Präsenz von Insulin+/Ghrelin+ co-positiven Zellen in diesen 

Mutanten könnte als Hinweis auf so eine Konvertierung gedeutet werden. Eine 

"lineage-tracing" Studie der Insulin+ Zellen in Pax6-/- Pankreata würde sicherlich zur 

Aufklärung dieses Sachverhalts beitragen. Beachtenswerter Weise exprimieren 

Ghrelin+ Zellen in Pax6-/- Pankreata weder iAPP noch Pdx1 und unterscheiden sich 

damit von den Ghrelin+ Populationen in Nkx2.2- oder Pax4-defizienten Pankreata. Da 

die Expression von iAPP und Pdx1 aber in den verbleibenden Beta-Zellen 

detektierbar ist, erscheint Pax6 per se nicht notwendig für die Aktivierung von iAPP 

und Pdx1. Es ist jedoch vorstellbar, dass Pax6-Aktivität für deren Expression 

notwendig ist, sobald eine Beta-Zelle ein bestimmtes Differenzierungstadium erreicht 

hat. 
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3.1.3 Ghrelin+/Somatostatin+ Zellen in Nkx2.2-/-Arx- Doppelmutanten 
repräsentieren einen nicht-Delta-Zelltyp. 
 

Diese Arbeit zeigt, dass der kombinierte Verlust von Nkx2.2 und Arx die Bildung von 

Alpha-und Beta-Zellen verhindert und bestätigt damit die Notwendigkeit von Arx 

bzw. Nkx2.2 für die Generierung dieser Zelltypen. Die Anwesenheit von Pax4+ Zellen 

zeigt jedoch, dass ein endokrines Vorläuferstadium ohne Nkx2.2 und/oder Arx erreicht 

wird.  

Diese und vorangegangene Studien deuten an, dass Nkx2.2 für die Aufrechterhaltung 

hoher Expressionslevel an Pdx1 und Pax6 sowie für die Aktivierung von Nkx6.1 in 

differenzierenden Beta-Zellen notwendig ist (Wang et al., 2004, Prado et al., 2004, 

Sussel et al., 1998). Bei einem Vergleich von Nkx2.2-Einfach und Nkx2.2/Arx-

Doppelmutanten erscheinen die Veränderungen in der Expression von Pdx1, Pax6 

und Nkx6.1 ähnlich. Diese Daten bestätigen zum einen, dass Arx für den Beta-

Zellpfad entbehrlich ist und zeigen zudem dass die korrekte Expression von Pdx1, 

Pax6 und Nkx6.1 alleine Nkx2.2 zugeschrieben werden kann.  

Der kombinierte Verlust von Nkx2.2 und Arx resuliert jedoch in der Bildung 

zahlreicher Ghrelin+/Somatostatin+ co-positiver Zellen. Weder in Pankreata von 

Wildtypen noch in Nkx2.2-/- oder Arx- Einfachmutanten wurde Ghrelin in 

somatostatin-produzierenden Delta-Zellen detektiert. Einschließlich der Beobachtung, 

dass weder Nkx2.2 noch Arx in Wildtyp Delta-Zellen exprimiert sind, lassen diese 

Ergebnisse den Schluss zu, dass Ghrelin+/Somatostatin+ Zellen keine Delta-Zellen 

sind, sondern eher eine zu den in Nkx2.2-/- Pankreata detektierbaren Ghrelin+ Zellen 

vergleichbare Population repräsentieren. Die Tatsache, dass Ghrelin+/Somatostatin+ 

Zellen dieselbe ausgeprägte Expression von Pdx1niedrig zeigen wie Nkx2.2-/- Ghrelin+ 

Zellen, unterstützt diese Annahme. Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass 

ungefähr 80% der Ghrelin+ Zellen aufgrund des zusätzlichen Arx-Verlustes anfangen 

Somatostatin zu exprimieren. Jedoch exprimieren nicht alle Ghrelin+ Zellen in  

Nkx2.2-/-Arx- Pankreata Somatostatin. Dies mag auf deren unterschiedliche 

Prädeterminierungen zurückzuführen sein und teilweise die Gegenwart von normalen 

Epsilon-Zellen reflektieren. Jedenfalls implizieren diese Ergebnisse auch, dass Arx, 

oder ein noch nicht identifizierter nachgeschalteter Mediator, einen suppressiven 

Effekt auf die Expression von Somatostatin ausübt. In diesem Kontext haben mehrere 

Studien aufgezeigt, dass Arx-Aktivität der Delta-Zell Bildung entgegenwirkt 
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(Collombat et al., 2003, 2005, 2007). Ob Arx die Expression von Somatostatin direkt 

inhibiert bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.  

Die im ersten Teil dieser Arbeit gesammelten Daten führen gemeinsam mit früheren 

Ergebnissen anderer Studien zu der Schlussfolgerung, dass sowohl Pax4 als auch Arx 

der zusätzlichen Aktivität von Nkx2.2 bedürfen, um die in frühen Beta- bzw. Alpha-

Zellvorläufern angestoßenen Transkriptionskaskaden aufrechtzuerhalten. Diese 

Ergebnisse deuten zudem an, dass eine der gekoppelten Funktionen von Nkx2.2 und 

Pax4 die Suppression von Arx in determinierten Beta-Zellvorläufern ist. 
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3.2.1 ArxER initiiert die Bildung von Glucagon- sowie PP-exprimierenden Zellen  
 

Collombat und Kollegen haben gezeigt, dass die künstlich forcierte Expression von 

Arx in Pdx1+ pankreatischen Voräuferzellen zu einer signifikanten Vermehrung 

Glucagon+ aber auch PP+ Zellen auf Kosten der Beta-und Delta-Zellzahlen führt 

(Collombat et al., 2007). Diese Ergebnisse bestätigten zum einen die Rolle von Arx 

als "Alpha-Zell Spezifizierer", offenbarten aber auch ein bis dahin unterschätzten 

Einfluss von Arx auf die Entwicklung der PP-Zelle. Aus diesen Studien leiteten sich 

die Fragen ab ob (1) Arx ausreichend ist um die Alpha- und PP-Zell 

Differenzierungsprogramme zu initiieren und (2) ob sich die Kompetenz Arx-

positiver Vorläufer in beide Zelltypen zu differenzieren im Laufe der Entwicklung 

ändert. 

 

Die vorliegenden Arbeit zeigt dass die Aktivierung eines ArxER Fusionsproteins auch 

in Arx-defizienten Pankreata zur Bildung Glucagon+ sowie PP+ Zellen führt. Dies 

zeigt, dass die Aktivität von Arx ausreichend ist um die Prägung dieser Zelltypen zu 

initiieren. Nur wenige ausschließliche Alpha- oder PP-Zellmarker sind bis dato 

bekannt, was es erschwert eine Aussage über den Differenzierungsstatus der 

induzierten Zellen zu treffen. Brn4, als einziger exklusiver Alpha-Zell Marker war 

weder in den früh- noch in den spät-induzierten Glucagon+ Zellen zu detektieren 

(Daten nicht gezeigt). Allerdings haben Knockout-Studien belegt, dass trotz der 

exklusiven Expression von Brn4 in Alpha-Zellen, dessen Fehlen kein Einfluss auf 

Entwicklung und Funktion der Alpha-Zelle hat (Heller et al., 2005). Ein Grund für die 

Nicht-Aktivierung von Brn4 könnte eine mögliche Funktionsbeeinträchtigung von 

Arx durch die Fusion mit ER sein. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Arx bi-

funktionale Eigenschaften in der Transkriptionsregulation hat. Dabei werden 

repressive Eigenschaften maßgeblich durch N-terminal gelegene Domänen (Okta-

Peptid, Poly-Alanin TraktAS400-495) gesteuert (Seufert et al., 2004, McKenzie et al., 

2007). Eine entscheidende Funktion in der Transkriptions-Aktivierung kommt der C-

terminal gelegenen "aristaless"-Domäne (oder auch OAR-Domäne) zu (Furukawa et 

al., 1997, Seufert et al., 2004, McKenzie et al., 2007). In dem ArxER Fusionsprotein 

liegt die "aristaless"- Domäne nur 20 Aminosäuren (AS) vor dem Beginn der ER-

Proteinsequenz. Bisher ist noch wenig darüber bekannt ob die "aristaless"-Domäne 
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auf DNA/Protein- oder Protein/Protein-Ebene interagiert. Jedoch ist in beiden Fällen 

eine sterische Hinderung durch die Fusion mit ER nicht auszuschließen. Somit ist es 

vorstellbar, dass ArxER nur repressive oder nur aktivierende Eigenschaften besitzt 

und in der Folge nicht alle Transkriptionskaskaden initiiert werden. 

 

Die Expression der Alpha-und PP-Zell-typischen Hormone, sowie die verlängerte 

Lebensspanne der induzierten Tiere, zeigen, dass die zur Hormonproduktion und -

sekretion nötigen Mechanismen aktiviert wurden. Die Überlebensdauer 13.5-

induzierter Tiere war mit 3-9 Tagen jedoch recht kurz. Dies ist wahrscheinlich darauf 

zurückzuführen, dass die Anzahl an Glucagon+ Zellen stagniert wohingegen Beta-

Zellen in ArxER/Arx- Tieren kontinuierlich gebildet werden. Somit ist es 

wahrscheinlich, dass bereits einige Tage nach der Geburt ein deutliches 

Ungleichgewicht zwischen Glucagon- und Insulin-produzierenden Zellen besteht, was 

in der Konsequenz zu einer Hypoglykämie und schließlich zum Tod der Tiere führt. 

Aufgrund des unvorhersehbaren Zeitpunkts des Absterbens war leider keine direkte 

Analyse der Tiere mit verlängerter Lebensspanne möglich. Zudem ist anzumerken, 

dass das Transgen im Prinzip selbstdeaktivierende Eigenschaften besitzt. Da weder 

Alpha- noch PP-Zellen Pdx1 exprimieren wird die Expression des Transgens und 

damit auch die von ArxER mit zunehmender Differenzierung runterreguliert. Somit 

kann man davon ausgehen, dass die Anzahl induzierter Zellen nicht nur stagniert, 

sondern induzierte Zellen auch mit der Zeit in ihrer Funktion beeinträchtigt sind.  

 

3.2.2 Entwicklungsabhängige Kompetenzänderung pankreatischer Zellen 
 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von ArxER in 

der frühen Pankreasentwicklung hauptsächlich in der Bildung Glucagon+ Zellen 

resultiert, während nach E13.5 zudem PP+ Zellen gebildet werden. Johansson und 

Kollegen zeigten bereits, dass multipotente pankreatische Vorläuferzellen zu 

verschiedenen Stadien der Pankreasentwicklung in verschiedene endokrine Subtypen 

differenzieren (Johansson et al., 2007). Mittels heterochronischer 

Mesenchym/Epithelium-Austauschexperimente konnte gezeigt werden, dass dabei 

hauptsächlich Signale aus dem Epithelium eine Rolle spielen.  
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Bei der Aktivierung von ArxER an E13.5 werden zahlreiche Glucagon+ Zellen 

induziert. diese sind jedoch größtenteils in Insulin+ Bereichen angesiedelt, woraus 

man schließen muss, dass die Aktivierung von ArxER in Insulin-produzierenden 

Beta-Zellen stattgefunden hat und in der Folge deren Transdifferenzierung eingeleitet 

wurde. Ähnliches mag auch für die PP+ Zellen gelten die nach einer E13.5-

Aktivierung entstehen. Beachtenswerter Weise ist die Anzahl an PP-Zellen in 

"normalen" Arx-Mutanten im Vergleich zu Wildtypen unverändert (Collombat et al., 

2005) was zeigt, dass Arx für die Bildung der PP-Zelle grundsätzlich nicht notwendig 

ist. In Folge der ArxER-Aktivierung an E13.5 treten jedoch vermehrt PP+ Zellen auf. 

Ob die induzierten PP+ Zellen tatsächlich aus Vorläuferzellen hervorgegangen sind 

lässt sich mit der experimentellen Aufstellung (Pdx1-Promoter) nicht eindeutig 

klären. Tatsache ist, dass um E13.5-E15.5 eine hochgradig heterogene Population an 

Pdx1-exprimierenden Zellen (multipotente Vorläufer sowie alle Zwischenstadien des 

Beta-Zellpfades bis hin zu reifen Beta-Zellen) präsent ist. Die induzierten PP+ Zellen 

sind größtenteils nicht in Insulin+ Bereichen lokalisiert, womit eine 

Transdifferenzierung reifer Beta-Zellen unwahrscheinlich ist. Jedoch ist es nicht 

auszuschließen, dass die ArxER-Aktivierung bei E13.5 in bereits determinierten Beta-

Zellvorläufern stattfindet und es dann zu anderen phäntoypischen Ausbildungen 

kommt als es bei einer Aktivierung in multipotenten Vorläufern käme. Da nicht 

eindeutig auseinander gehalten werden kann in welchem Zelltyp die Aktivierung bei 

E13.5 stattfindet, bleibt es offen ob die scheinbar bipotentiellen 

Differenzierungseigenschaften von Arx tatsächlich auf verschiedene Stadium-

abhängige extrinsische Signale zurückzuführen sind oder nur das Resultat einer 

ArxER-Aktivierung in unterschiedlichen Zelltypen sind.  

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse aus der Analyse des ArxER-Transgens das 

Arx während der frühen Pankreatogenese die Alpha-Zell Differenzierung in 

pankreatischen Vorläuferzellen initiiert. 
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3.3.1 Pax4 ist nicht essenziell zur Aufrechterhaltung normaler Beta-Zell 
Funktionen 
 

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Relevanz des Transkriptionsfaktors Pax4 in 

reifen Beta-Zellen ermittelt. In der frühen endokrinen Zellentwicklung ist Pax4 

essenziell für die Differenzierung von Beta- und Delta-Zellen. Die Deletion von Pax4 

resultiert in einem fast vollständigen Verlust beider Zellpopulation (Sosa-Pineda et 

al., 1997). Pax4+ Zellen sind mit Beginn der Pankreasentwicklung (E9.5) zu 

detektieren. Zwischen E13.5 und E16.5, also der Phase vermehrter endokriner 

Zellbildung, erreicht ihre Anzahl einen Höhepunkt (Sosa-Pineda et al., 1997, Wang et 

al., 2004). Auf zellulärer Ebene wird die Expression von Pax4 mit beginnender 

Hormonexpression runterreguliert. Ob eine niedrige Expression von Pax4 in Insel-

Zellen adulter Tiere aufrechterhalten bleibt, war lange Zeit Gegenstand einer 

Kontroverse. Mittlerweile wurden jedoch von verschiedenen Arbeitsgruppen niedrige 

Level an Pax4-mRNA in Inseln adulter Mäuse (Kojima et al., 2003) und Ratten (Brun 

et al., 2004) detektiert. Im Gegensatz zur murinen Expression ist die Expression von 

Pax4 in humanen Inseln sehr offensichtlich (Heremans et al., 2002). Zudem haben 

genetische Studien an Menschen einen Zusammenhang von Mutationen auf Pax4 und 

verschiedenen Ausprägungen des Diabetes Mellitus offenbart (rezensiert in Brun und 

Gauthier 2008).  

Um die Relevanz von Pax4 in adulten Beta-Zellen genauer zu ermitteln wurde eine 

konditionale Pax4-Knockout Linie erzeugt.  

Die konditionelle Inaktivierung von Pax4 mittels Insulin-Cre (Herrera et al., 2001) 

hatte keinen offensichtlichen Effekt auf die Entwicklung und Funktion der Insel-

Zellen in der Maus. Wie bereits erwähnt, ist Pax4 zur Aufrechterhaltung der Nkx6.1 

Expression, ebenso wie zur Initiierung von Pdx1hoch notwendig. Die normale 

Expression dieser Beta-Zell Marker in Pankreata adulter InsCre Pax4-/lacZ Tiere lässt 

den Schluss zu, dass deren Aufrechterhaltung mit beginnender Insulin-Produktion von 

anderen Faktoren übernommen wird und Pax4 einzig in der frühen Spezifizierung 

essenziell ist. Einschränkend ist zu sagen, dass aus zeitlichen Gründen keine 

Reporterlinie mehr eingekreuzt werden konnte, um in jedem analysierten Pankreas die 

Effizienz der Insulin-Cre-vermittelten Rekombination zu überprüfen.  
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Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse an, dass die Rolle von Pax4, zumindest in 

der Maus, auf endokrine Vorläuferstadien begrenzt ist und Pax4 mit beginnender 

Insulinproduktion redundant wird.  

Mit der hier generierten konditionalen Mauslinie ist es darüberhinaus nun möglich die 

Rolle von Pax4 in vielen anderen Zellen/Organen genauer zu untersuchen wie zum 

Beispiel in den anderen pankreatischen endokrinen Subtypen sowie in den endokrinen 

Zellen des Gastrointestinalen Traktes (Larsson et al., 1998). Darüber hinaus wurde 

kürzlich die Expression von Pax4 in der Epiphyse und den Photorezeptor-Zellen der 

Retina nachgewiesen (Rath et al., 2009a, b). 
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4. Material und Methoden 
 

4.1 Molekularbiologische Methoden 
 

4.1.1 Isolation von Plasmid DNA aus E. coli 
 

Das Anwachsen von Bakterienkulturen erfolgte in Standard1-Medium (Merck) bei 

37°C über Nacht. Selektioniert wurde entweder mit Ampicillin (100ug/ml), 

Kanamycin (50ug/ml) oder Chloramphenicol (25ug/ml). Die Isolation von Plasmid-

DNA erfolgte je nach Menge entweder mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 

oder dem Highspeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen) entsprechend den Angaben des 

Herstellers. 

 

4.1.2 Extraktion von BAC-DNA aus E.coli 
 

Aufgrund der Göße der BAC-DNA wurde zur Extraktion das NucleoBond BAC 100 

Kit von Macherey-Nagel entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. 

 

4.1.3 Ligation von DNA 
 

DNA-Ligationen erfolgten bei 16°C über Nacht in 10ul Ansätzen bestehend aus: 

 

  1ul  T4-Ligase (3u/uL) (Promega) 

  1ul  10x T4-Ligasepuffer (Promega) 

  2ul  Vektor-DNA (25ng/ul) 

  6ul  DNA-Fragment (50ng/ul) 

 

4.1.4 Agarosegelelektrophorese 
 

Je nach Art der Verwendung wurden verschieden prozentige Gele aus Agarose 

(Roth), 1xTBE-Puffer (89mM Tris/HCL ph 8,3, 2mM EDTA-Na2-Salz, 89mM 
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Borsäure) und 0,5ug/ml Ethidiumbromid (Roth) hergestellt. Als Laufpuffer wurde 

ebenfalls 1x TBE verwendet. 

 

4.1.5 DNA-Extraktion aus Agarosegel 
 

Die Extraktion von DNA aus Agarosegel erfolgte mit dem Geneclean Spin Kit (MP 

Biomedicals) nach den Angaben des Herstellers. 

 

4.1.6 Transformation von Plasmid-DNA 
 

0,1-50ng Plasmid-DNA wurde zu einer Lösung aus CaCl2-kompetenten Bakterien 

gegeben und 45 min auf Eis inkubiert. Nach 90 Sekunden Hitzeschock bei 42°C 

erfolgte eine 2 minütige Abkühlphase auf Eis. Die Bakterienlösung wurde dann mit 

dem 9-fachen Volumen an Standard1-Medium (37°C) ohne Antibiotikum aufgefüllt. 

Nach einer 30-minütigen Anwachsphase wurde die Lösung auf Antibiotika-haltigen 

Agar-Platten ausplattiert. Die Selektion erfolgte über Nacht bei 37°C. 

 

4.1.7 Phenol-Chloroform Extraktion von DNA 
 

DNA, die zur Herstellung transgener Mauslinien (Vorkerninjektion) oder Knockout-

Linien (Elektroporation von ES-Stammzellen) eingesetzt werden sollte, wurde nach 

der Gelisolation mit einer kombinierten Phenol-Chloroform Extraktion mit 

anschließender Ethanolfällung aufgereinigt. Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 

 

Extraktion 1 Zugabe von gleichem Volumen Phenol (Roth) 

  2 1 Minute Mixen 

  3 1 Minute Zentrifugation bei 14.000 rpm  

  4 Überführen der wässrige Phase in neues Eppi  

 5 Wiederholen der Schritte 1-4 mit Chloroform 

Fällung 6 Zugabe von 2 Volumen eiskaltem Ethanol (100%), Mixen                 

   und 30 Minuten Lagerung bei -20°C 

  7 15 Minuten Zentrifugation bei 14.000 rpm   

 8 Verwerfen des Überstandes 
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 9 Zugabe von 70% Ethanol  

 10 1 Minute Zentrifugation bei 14.000 rpm 

 11 Verwerfen des Überstandes und 5 Minütige Trocknung  

   des Pellets 

  

Anschließend wurde die DNA in 10% TE-Puffer (Qiagen) resuspendiert. Je nach 

Verwendung wurden DNA-Lösungen mit 100ng/ul (Vorkerninjektion) oder 1ug/ul 

(ES-Zell-Elektroporation) angesetzt. 

 

4.1.8 Southern Blot und radioaktive Markierung der Sonden  
 

10ug genomischer DNA wurden 16 Stunden bei 37°C mit den entsprechenden 

Restriktionsenzymen verdaut und auf einem 0,5%-igen Agarosegel bei einer 

Spannung von 25V über Nacht aufgetrennt. Das Gel wurde photografiert und 

anschließend 15 Minuten in 0,25M HCl und 30 Minuten in einer Mischung aus 0,5M 

NaOH und 1,5M NaCl denaturiert und anschließend 45 Minuten in einer Lösung aus 

0,5M Tris/HCl pH7,5 und 1,5M NaCl neutralisiert. Der Transfer der DNA erfolgte 

mittels Kapillar-Blot System über Nacht auf eine Nitrozellulosemembran 

(GeneScreen). Transferierte DNA wurde mittels UV-Strahlung (0,3J/cm2 bei 320nm) 

kovalent an die Membran gebunden. Nach der Trocknung der Membran (1 Stunde bei 

80°C) wurde diese entweder bei 4°C gelagert oder bei 68°C in einer Lösung aus 0,5M 

Na2HPO4 pH7,2, 1mM EDTA und 7% SDS für mindestens eine Stunde inkubiert. 

Parallel dazu wurde die Sonde radioaktiv markiert. Die Markierung der DNA und die 

Aufreinigung der markierten Sonde erfolgten mit dem RediPrime II Random 

Labelling Kit (GE Healthcare) bzw. dem illustra ProbeQuant G-50 (GE-Healthcare) 

entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Markierungseffizienz wurde durch 

Messung mit einem LS1701 Scintillation Counter (Beckman) ermittelt. Nach 5 

Minütiger Denaturierung der Sonde bei 100°C wurde diese zusammen mit 10ml 

Hybridisierungslösung (1x106 cpm/ml) zu der Membran gegeben und über Nacht bei 

68°C hybridisiert. Am nächsten Tag wurde die Membran einmal 15 Minuten mit 

Waschpuffer (40mM Na2HPO4, 1%SDS) bei 68°C und zweimal 30 Minuten mit 

kaltem Waschpuffer von nicht-gebundener Sonde befreit. Die Membran wurde dann 

in Klarsichtfolie verpackt und zusammen mit einem Röntgenfilm in eine 



MATERIAL und METHODEN 

71 
 

Entwicklungskassette gelegt. Der Film wurde eine Woche bei -80°C exponiert. Die 

Entwicklung des Filmes erfolgte mit der Curix 60 Entwicklermaschine (Agfa). 

 

4.1.9 Isolierung genomischer DNA aus murinem Gewebe 
 

Gewebeteile wurden über Nacht in 500ul Lysispuffer (100mM Tris/Hcl, pH 8, 

200mM NaCl, 0,2% SDS, 0,5mM EDTA) und 10ul ProteinaseK (10mg/ml in 50mM 

Tris/HCl pH8,0 und 1,5M Ca(C2H3O2)2) bei 56°C lysiert. Zur Fällung der DNA 

wurden 500ul 100% Isopropanol zugegeben. Nach 10 minütiger Zentrifugation 

(14000 rpm) wurde der Überstand abgegossen und das Pellet in 1mL 70% Ethanol 

gewaschen. Nach weiteren 2 Minuten Zentrifugation wurde der Überstand erneut 

abgegossen, das Pellet 5 Minuten bei RT getrocknet und anschließend in 50ul H2O 

resuspendiert.  

 

4.1.10 Polymerase Kettenreaktion 
 

PCR-Reaktionen erfolgten in 33ul Ansätzen: 

 

26ul   H2O   (gefiltert und autoklaviert) 

7ul  PCR-Puffer  (5x, GoTaq, Promega) 

0,3ul  dNTP-Mix   (20mM, GeneCraft) 

0,1ul  Primer   (100uM, Sigma Aldrich) 

0,1ul  Polymerase  (5u/ul, GoTaq, Promega) 

 

Für alle PCR-Reaktionen, außer der Genotypisierung von Arx-Mutanten, wurde ein 

Standardprogramm angewendet: 

 

Standardprogramm: 

  

1 94°C    4 Minuten 

 2 94°C  30 Sekunden  

 3 62°C  30 Sekunden 

 4 72°C  30 Sekunden 
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Schritte 2-4  in 38 Zyklen 

5 72°C    5 Minuten 

6   4°C  

 

Programm zur Genotypisierung von Arx-Mutanten: 

 

1 94°C    4 Minuten 

 2 94°C  60 Sekunden  

 3 62°C  60 Sekunden 

 4 72°C  60 Sekunden 

 Schritte 2-4 in 45 Zyklen 

5 72°C    5 Minuten 

6  4°C  

 

 

4.1.11 Total RNA-Isolation, cDNA-Synthese und quantitative-PCR 
 

Nach der Präparation wurden die Pankreata über Nacht bei 4°C in RNAlater 

(Ambion) eingelegt. Die Lagerung der Gewebe erfolgte in RNAlater bei -80°C. Total 

RNA wurde aus ganzen Pankreata (E16.5) mit dem RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) 

entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Die mechanische Zerkleinerung 

der Pankreata erfolgte mit einer Kugelmühle für 3 Minuten bei 50 Hertz (Tissuelyser, 

Qiagen). Konzentration und Qualität der RNA wurden mittels Spektrometrie 

(Nanodrop, Peqlab) und anschließender Agarosegeleletrophorese bestimmt. Nur RNA 

mit einem OD 260/280 Verhältnis >1.8 und OD260/230 Verhältnis >1.8 sowie 

exzellentem Gelbild wurden zur cDNA-Synthese weiterverwendet. Pro Pankreas 

wurden 5ug total RNA zur cDNA Synthese mit dem SuperScript II Reverse 

Transcriptase Kit (Invitrogen) eingesetzt. Die Menge an Arx (QT00162904), Nkx2.2 

(QT00495502) and Pax6 (QT01052786) Transkripten wurde relative zu Gusb 

(QT00176715) mit Hilfe des QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) ermittelt. 

Alle Reaktionen erfolgten in 25ul Ansätzen und wurden in Triplikaten ausgeführt. Pro 

Ansatz wurden folgende Mengen eingesetzt: 
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4.2.1 Herstellung des induzierbaren ArxER-Tansgenkonstrukts  
 

In einem ersten Schritt wurde im Plasmid pCIG4-Ngn3ERnGFP (Johansson et al., 

2007) die 1,6 kb Not1-flankierte Ngn3ER-DNA durch eine 46 b große "Mehrfache 

Klonierungs Stelle (MCS) 5'-Not1-Pac1-Pme1-Not1-3' (5'-

GGCCGCTCATTAATTAAAACTGTAACCTAGGCAGTTTAAACGCTGC-3') 

ersetzt. Aus diesem Plasmid wurde dann ein 6,3kb Sal1-flankiertes Fragment 

(inklusive Pdx1-Promoter, Beta-globin Intron, neuer MCS, IRES und nGFP) in Sal1 

verdauten pBluescript KSII kloniert. In das so entstandene Plasmid (pBS-

pPdx1nGFP) wurde in einem weiteren Schritt die fusionierte ArxER-DNA inseriert 

(siehe nächster Abschnitt). 

 

Fusionierung der Arx und ER DNAs 

 

In einem ersten Schritt wurde eine 89b Multiple Cloning Site 5'-Xho1- Pac1-EcoR1-

Sfi1-HindIII-Xba1-Pme1-Xba1*-3' (5'-

TCGAGTTAATTAAGAATTCGGACTAGGCCGACCCGGCCCTAGGATAACCG

AAGCTTTGAATCTAGACGCTTTGTTTAAACTAAGGACCG-3') in Xho1/Xba1 

verdautes pBluescript KSII kloniert. In weiteren 4 Klonierungsschritten wurden die 

Arx DNA und die ER DNA eingefügt und über eine HindIII Schnittstelle "in frame" 

fusioniert. Dabei wurden erstens ein bestelltes 129b 5'-Sfi1-Arx(b)-HindIII-3' 

Fragment (5'- 

CGGCCACCGCCGCGGCAGACAGACGCGCGTCAAGCATAGCCGCGCTGAG

GCTCAAGGCTAAGGAGCACGCCGCGCAGCTCACGCAGCTCAACATCCTGC

CGGGCACCAGCACGGGGAAGGAGGTGTGCA-3'), zweitens ein durch PCR-

generiertes 5'-HindIII-ER(a)-Xba1-3' Fragment (P1: 5'- 

CCCCCCCAAGCTTGCGAAATGAAATGGGTGCTTCAGGAGACATGAGGGC-

3', P2: 5'- GCTCTAGAAGGATCATATTCAGAATAGATCATGGGCGGTTCAG-

3', "Template": pCIG4-Ngn3ERnGFP), drittens ein 1,5 kb 5'-EcoR1-Arx(a)-Sfi1-3' 

Fragment (ausgeschnitten aus pBS-Arx-DNA, Laborstock) und viertens ein 0,9kb 5'-

Xba1-ER(b)-Pme1-3' Fragment (ausgeschnitten aus pPax4ERnGFP, Laborstock) 

nacheinander in die neue MCS inseriert. Die so hergestellte 2,8kb große 5'-Pac1- 

ArxER- Pme1-3' Fusion wurde im Folgenden in das Pac1/Pme1 verdaute pBS-

pPdx1nGFP (siehe vorheriger Abschnitt) subkloniert. Aus dem so entstandenen 
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Plasmid pBS-pPdx1-ArxERnGFP wurde das fertige 11kb Konstrukt mit EcoRV 

ausgeschnitten. (* = Schnittstelle nach Ligation zerstört).  

 

4.2.2 Generierung transgener Mäuse 
 

Nach der pronuklearen Injektion wurden aus 38 Tieren 5 positive, das Transgen 

tragende Tiere mittels Genotypisierung identifiziert. Dabei wurden Primer gegen GFP 

(P1: 5'- ACCCTGAAGTTCATCTGCACCA-3', P2: 5'- 

TGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGT-3') sowie die ArxER-Fusion eingesetzt (P1: 5'- 

GACTGCGGCTGCGCTCCTGAGACAGCCCACACCCG-3', P2: 5'- 

AGCTGTCAAGGACAAGGCAGGGCTATTCTTCTTAG-3'). Drei von den 5 

Gründertieren transmittierten das Transgen in die nächste Generation. Von diesen 

Tieren wurden stabile Linien etabliert. 

 

4.2.3 Tamoxifenlösung und Injektion 
 

Tamoxifen (T5648-1G, Sigma) wurde in Maisöl (C8267, Sigma) 3 Stunden bei 37°C 

gelöst. Tamoxifeninjektionen erfolgten intraperitoneal mit einer Stammlösung von 20 

mg/ml. Adulten Mäusen wurden 5ug Tamoxifen/g Körpergewicht appliziert.  

 

4.2.4 Herstellung des konditionalen Pax4-Knockout Konstruktes 
 

Zur Herstellung des konditionalen Pax4-Konstrukts (P4CKO) wurde das 

Recombineering-Verfahren verwendet (Baudin et al., 1993, Zhang et al., 1998, 

Muyrers et al., 2001, Copeland et al., 2001, Liu et al., 2003). Dieses Verfahren erlaubt 

die Modifizierung von klonierter DNA in E.coli (Stamm=SW102) durch homologe 

Rekombination (Yu et al., 2000, Lee et al., 2001). Die Rekombination wird dabei 

durch die Red-Proteine des Bakteriophagen Lambda vermittelt (Stahl et al., 1998). 

Dieses Verfahren der DNA-Modifikation hat den Vorteil, dass weder 

Restriktionsenzyme noch DNA-Ligasen notwendig sind. Dadurch wird die 

Notwendigkeit einzigartiger Restriktionsschnittstellen umgangen, was die 

Modifikation großer DNA-Fragmente erlaubt. Die Herstellung eines konditionalen 

Targeting-Konstrukts erfolgt grundsätzlich in drei aufeinanderfolgenden 
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Rekombinierungsschritten. Dabei wird erstens der zu modifizierende Gen-Lokus von 

einem BAC ("bacterial artificial chromosome") in den Targeting-Vektor PL253 

rekombiniert (Liu et al., 2003). In zwei weiteren Schritten werden dann die LoxP-

Sequenzen mittels den Plasmiden PL452 und PL451 in den Gen-Lokus rekombiniert 

(Liu et al., 2003). Die Kultivierung und Elektroporation der verwendeten 

Bakterienstämme SW106, SW105 und SW102 erfolgten nach dem von Soren 

Warming etablierten Protokoll (Warming et al., 2005).  

 

Retrieving-Vektor (PL253) 

 

Dieser Vektor enthält eine durch den MC1-Promoter gesteuerte Thymidin Kinase-

Kassette (TK), welche der negativen Selektion in ES-Zellen dient (Liu et al., 2003). 

Aufwärts der Kassette wurden zwei je 500 b große Fragmente inseriert, die homolog 

zu den den Pax4-Lokus flankierenden Sequenzen sind. Die homologen Fragmente 

wurden mittels PCR gewonnen ("Template": BAC-bmq372K14). Primerpaar1 

(aufwärts vom Pax4-Lokus) (5'-

ATAAGAATGCGGCCGCTGCTGGCCTGGGAAATGGATGTTGAATATATGCC-

3'; 5'-

GACTAGTCCTCCGCTCGCCCCAGAAAGATAGTGAAAAGCGCACCCTCCAT-

3'), Primerpaar2 (abwärts vom Pax4-Lokus): (5'-

GACTAGTGATAGATGCCCTGGCGACAGGGCAATAGCTGA-3'; 5'- 

CGGGATCCATTCCCCAACACCCACATAAGAAGCTGGGTGTTGT-3'). Die so 

generierten Not1-Spe1 und Spe1-BamH1 Fragmente wurden in einer Triple-Ligation 

in das Not1/BamH1 verdaute PL253 kloniert. Im Folgenden wurde dieses Plasmid mit 

Spe1 linearisiert und zusammen mit der BAC-DNA in die, zur homologen 

Rekombination fähigen Bakterien (SW102) elektroporiert. Selektioniert wurde gegen 

PL253 (Ampicillin) und gegen die BAC-DNA (Chloramphenicol), sodass nur Klone 

anwachsen in denen eine Rekombination stattgefunden hat. Dieser Prozess der 

homologen Rekombination von BAC-DNA in das linearisierte PL253 nennt sich "gap 

retrieving" und das fertige Plasmid "gap repaired plasmid "(GRP). In dieses, den 

Pax4-Lokus enthaltende GRP wurden in zwei weiteren Schritten mit Hilfe der 

Targeting-Vektoren PL452 und PL451, zwei LoxP-Sequenzen rekombiniert. Die 

Insertion der LoxP-Sequenzen erfolgte 543 b aufwärts und 2.154 b abwärts vom 

Pax4-Startcodon. 
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Targeting-Vektor 1 (PL452)  

 

Dieser Vektor enthält eine von LoxP-Sequenzen flankierte Neomycin-Kassette (Liu et 

al., 2003). Es wurden 130 b große homologe Bereiche aufwärts und abwärts der 

Neomycin-Kassette inseriert. Aufwärts der Kassette wurde ein Sal1-

HomologerBereich-Spe1-Nde1-EcoR1 Fragment inseriert. Die Spe1-, Nde1-und 

EcoR1-Schnittstellen wurden zusätzlich eingefügt um in einer späteren Southern Blot-

Analyse die korrekte Insertion des fertigen Knockout-Konstrukts in die genomische 

DNA nachvollziehen zu können. 

5'-

GAAGTCATCACCTTAGGCTTTGTGTACCTCTTTCCAATGGGTGGGACCAAT

GCCCAGGACCTGAGGTATTACTGAGCCCCAGATTCTGCCCCCAAGAGTTT

CCTGGAGAACACAGAAAACAAGAGTCTGGACTAGTCATATG-3' 

 

Abwärts der Kassette wurde ein BamH1-HomologerBereich-Not1 Fragment inseriert: 

5'-

GATCCATTTCCTTGAAGTGCTTTGAAGAAAGTGTTTGACTGATACTTGGGA

AAACTGGACTCGGGACTGTCCAACAGTGAAACCTGAACTTGAGAACTCTG

AGCTCAAGAGTCTCTGGCTCAAGAGTGTCAACCAGC-3' 

 

Die Neomycin-Kassette inklusive der flankierenden homologen Arme wurde mit 

einem Sal1/Not1-Verdau herausgeschnitten und zusammen mit dem "gap repaired 

plasmid" (GRP) in die zur homologen Rekombination fähigen Bakterien (SW102) 

elektroporiert. Selektioniert wurde auf Kanamycin-haltigen Agar-Platten. Mehrere 

Klone wurden mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung auf die korrekte 

Insertion hin untersucht. Das so entstande GRP-Insert1 wurde im Folgenden in Cre-

exprimierende E.coli Bakterien (SW106) elektroporiert um die von LoxP-Sequenzen 

flankierte Neomycin-Kassette zu entfernen. Eine einzelne LoxP-Sequenz bleibt dabei 

nach der Cre-Rekombination übrig. In das so entstandene Plasmid GRP-LoxP1 wurde 

im Folgenden eine weitere LoxP-Sequenz mit Hilfe des Targeting-Vektors 2 (PL451) 

eingefügt. 

 

Targeting-Vektor 2 (PL451)  
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Dieser Vektor enthält eine von Frt-Sequenzen flankierte Neomycin-Kassette gefolgt 

von einer einzelnen LoxP-Sequenz (Liu et al., 2003). Folgende 130 b große homologe 

Bereiche wurden in die die Neomycin-Kassette flankierenden MCS' inseriert: 

 

Aufwärts der Kassette wurde ein Sal1-HomologerBereich-HindIII-Spe1-EcoR1 

Fragment inseriert: 

5'-

TCGACAGAAAGGTGCTGGACTTGGGTAGACAGTGGGAAAGATGCTGCTGG

TATGGTGGCAAGGCAACAAACAGTCTTGAGACTTATGGGTGAAGGCTGAC

AGGGTCCAGGCTGTGGGTGGCTTGACCTTGGGAAGCTTACTAGTG -3' 

 

Abwärts der Kassette wurde ein BamH1-HomologerBereich-Not1 Fragment inseriert: 

5'- 

GATCCACGGGTTATTTAGGCTTTTAAGAAGTAGGGAGTGGGGACTGACAA

GGAGACCATTCCTTACTCCTTCCCTTACCCTCACTGTGAGAGCCTCTGTCT

CTACAGAGTTTCAGCGTGGGCAGTATCCAGATTCGC -3' 

 

Die von den homologen Sequenzen flankierte Neomycin-Kassette wurde mit einem 

Sal1/Not1-Verdau herausgeschnitten und zusammen mit dem im vorherigen Schritt 

generierten GRP-LoxP1 in die zur Rekombination fähigen Bakterien (SW102) 

elektroporiert. Selektioniert wurde auf Kanamycin-haltigen Agar-Platten. Mehrere 

Klone wurden mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung auf die korrekte 

Insertion hin untersucht. Der so entstandene fertige Knockout-Targeting-Vektor 

(GRP-LoxP1-Insert2) wurde vor der Elektroporation in ES-Zellen mit Not1 

linearisiert. Außerdem wurde die Funktionalität der Frt - und LoxP-Sequenzen in Flp- 

bzw. Cre-exprimierenden Bakterien getestet (SW105 bzw. SW106) (Abb. 20). 

 

4.2.5 ES-Zell Analyse und Generierung von Pax4CKO-Mäusen 
 

Die Generierung von rekombinanten ES-Zell Klonen sowie von P4CKO-Mäusen 

erfolgte nach dem Protokoll von A. Mansouri (Mansouri 2001). Nach der 

Elektroporation des P4CKO-Konstruktes in ES-Zellen des Stamms 129/sv und 
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anschließender Selektion mit Gancyclovir und G418 wurden 200 stabil transfizierte 

ES-Zell Klone etabliert. Alle 200 Klone wurden mittels Southern Blot auf die 

korrekte Insertion des P4CKO-Konstrukts hin untersucht. Dazu wurden eine externe 

512b große 5'- Sonde (P1: 5'- 

CTGAGAGATTAACCCAGGGGAACTTAGATGTGGTG-3', P2: 5'- 

TAACATGATACTTGCATTATAGTTAATAGAACATA-3') eine externe 253 b 

große 3'-Sonde (P1: 5'- AGAACTCGGGTCTTCACACTGGTGTAGCAGGTGCT-3', 

P2: 5'- CTGTTCCGATGTTTTACAGGGTTGGGGTGGGGATT-3') sowie eine 528 

b große interne Sonde (P1: 5'-

GCTCCCCATTGCTTCCTCTGGCTCTTATGACCTTT-3', P2: 5'- 

GACTGGTTCCAGATTTCAGCATGAGATGAATGAGA-3') verwendet. Als PCR-

"Template" diente jeweils genomische DNA vom Mausstamm 129/sv. Es wurde ein 

positiver Klon ermittelt, welcher anschließend mit NMRI-ES-Zellen im 8-Zellstadium 

aggregiert wurden. Die daraus entstandenen männlichen Chimären wurden mit NMRI 

CD-1 Weibchen verpaart um heterozygote Mäuse zu erhalten. Nachkommen 

transmittierender Chimären wurden mit P1 : 5'-

AGCTCCAGTGAGTTTAGAAACTGCTAGGAGGTG-3' und P2: 5'- 

CTTCCTCAAGTGGGCAACTTGACATCTGGCCCA-3' genotypisiert. Die 

verwendeten Primer flankieren die erste LoxP-Sequenz womit sich bei heterozygoten 

Tieren eine 358b Bande (Wildtyp-Allel) und eine 466b-Bande (konditionales Allel) 

ergeben (Abb. 23). 

 

4.2.6 Genotypisierung von Pax4CKO-Mutanten  
 

Zur Generierung von Pax4 Knockout-Mäusen wurde wie in Abbildung 24 abgebildet 

vorgegangen. Es wurden verschiedene Cre-Linien zur zellspezifischen Inaktivierung 

von Pax4 eingesetzt, inklusive CMV-Cre (alle Zellen) und Insulin-Cre (Beta-Zelle). 

Zur Steigerung der Effizienz wurde ein konventionelles Pax4-Knockout Allel 

eingekreuzt, bei dem die Exons 2, 3 und 4 durch ein lacZ-Gen ersetzt wurden (Sosa-

Pineda et al., 1997). In der F2-Generation besteht dann die Möglichkeit das Pax4 

Nullmutaten mit einem rekombinierten sowie einem konventionellen Knockout-Allel 

geboren werden (Abb. 24, umrahmt). Zur Genotypisierung wurden Primer gegen Cre 

(P1: 5'-ATGCTTCTGTCCGTTTGCCG-3', P2: 5'-CCTGTTTTGCACGTTCACCG-
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3'), lacZ (P1: 5'-TTGGCGTAAGTGAAGCGAC-3', P2: 5'-

AGCGGCTGATGTTGAACTG-3') und die erste LoxP-Sequenz (siehe vorheriger 

Abschnitt) eingesetzt. Im Falle von CMV-Cre Verpaarungen wurden außerdem noch 

Primer gegen das rekombinierte Pax4-Allel eingesetzt. Diese Binden vor der ersten 

bzw. hinter der zweiten LoxP-Sequenz, sodass nur im Falle einer Rekombination ein 

Amplifikat (515b) entsteht. Rek (P1: 5'-

AGCTCCAGTGAGTTTAGAAACTGCTAGGAGGTG-3' , P2: 5'- 

CAGTATACATTCGTCTCCTTTACAGACCCTCACAC-3') (Abb.25). 

 

4.2.7 Blutzuckermessung 
 
Blutzuckermessungen erfolgten mit Hilfe des One Touch Glucose Monitoring Kit von 

Johnson & Johnson. Es wurden jeweils 15ul peripheren Blutes eingesetzt.  

 

4.3 Gewebepräparation und Färbungen 
 

4.3.1 Gewebepräparation zur immunhistochemischen Färbung 
 

Mäuse wurden entweder durch zervikale Dislokation (adult) oder Dekapitation 

(Embryos und Mäuse jünger als 10 Tage) getötet. Präparierte Pankreata wurden wie 

folgt behandelt: 

 

3x 10 Minuten waschen in   1x PBS (4°C) (AccuGene, Lonza) 

30      Minuten Fixierung in   4% Paraformaldehyd (4°C) 

3x 10 Minuten waschen in   1x PBS (4°C) 

 

Pankreata zur Einbettung in Kryomatrix (Jung) wurden wie folgt 

weiterbehandelt: 

 

25% Saccharoselösung in  1xPBS bei 4°C über Nacht 

2 Stunden Inkubation in Kryomatrix bei 4°C 

 

Kryomatrix inklusive Gewebe wurde auf Trockeneis ausgehärtet. Gefrorene Blöcke 

wurden bei –80° C gelagert oder es wurden mit Hilfe eines Kryostaten Schnitte 
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angefertigt. Dabei wurden von adulten Pankreata 8um und von embryonalen 

Pankreata 5um Schnitte angefertigt. Zur anschließenden Immunfärbung wurden die 

Schnitte 3x 10 Minuten in 1x PBS von der Kryomatrix befreit. 

 

Pankreata zur Einbettung in Paraffin wurden wie folgt behandelt: 

 

1 Stunde   0,89% Saline 

1 Stunde  30% Ethanol 

1 Stunde   60% Ethanol 

1 Stunde  90% Ethanol 

1 Stunde  100% Ethanol 

1 Stunde  100% Isopropanol 

1 Stunde  100% Toluol 

3x 1Tag   Paraffin (60°C) (Paraplast, McCormick) 

 

Ausgehärtete Paraffinblöcke wurden bei 4°C gelagert oder es wurden mit Hilfe eines 

Mikrotoms 8um (adulte Pankreata) oder 5um (embryonale Pankreata) dicke Schnitte 

angefertigt. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte wie folgt behandelt: 

 

3x 3 Minuten   Tissueclear (Tissue-Tek) 

2x 5 Minuten   100% Ethanol 

1x5 Minuten   90% Ethanol 

1x5 Minuten   60% Ethanol 

1x5 Minuten   30% Ethanol 

1x5 Minuten  H2O 

2x5 Minuten  1xPBS 

 

4.3.2 Immunfluoreszenzfärbung und verwendete Antikörper  
 

Die Blockierung unspezifischer Bindestellen sowie Antikörperinkubationen erfolgten 

in 10%-igem inaktivierten fötalem Kälberserum (FCS) in 1xPBS. Gewebeschnitte 

wurden 60 Minuten mit FCS blockiert. Primärantikörperinkubationen erfolgten bei 

4°C über Nacht. Nach 3-maligem waschen in 1x PBS wurden die Schnitte 1 Stunde 
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bei RT mit Sekundärantikörpern inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte 

nochmals 3x in 1xPBS gewaschen und schließlich mit DAPI Einbettmedium 

(Vectashield H-1200) eingedeckelt.  

 

Folgende Primärantikörper wurden verwendet: Kaninchen anti-Brn4 1/200 [zur 

Verfügung gestellt von A. Ryan (McGill University, Montreal, QC)]; 

Meerschweinchen anti-Insulin 1/1000 (Dako); Meerschweinchen anti-Insulin 1/1000 

(Linco), Meerschweinchen anti-Glucagon 1/1000 (Linco); Kaninchen anti-

Somatostatin 1/600 (Dako); Ratte anti-Somatostatin 1/200 (Millipore); Kaninchen 

anti-Pankreatisches Polypeptid, 1/200 (Linco); Maus anti-Ghrelin 1/1500 [zur 

Verfügung gestellt von C. Tomasetto (Université Louis Pasteur, Strasbourg, France)]; 

Ziege anti-Ghrelin 1/50 (Santa Cruz), Kaninchen anti-Ghrelin 1/1000 (Millipore), 

Kaninchen anti-Amylin 1/300 (Phoenix Pharmaceuticals); Kaninchen anti-Nkx6.1 

1/3000; Kaninchen anti-Pdx1 1/1000 [zur Verfügung gestellt von C. Wright 

(Vanderbilt University, Nashville, TN)]; Kaninchen anti-Pax6 1/1000 (Covance); 

Kaninchen anti-Pax4 1/1000 [zur Verfügung gestellt von B. Sosa-Pineda (St. Jude 

Children’s Research Hospital, Memphis, TN)], Kaninchen anti-PC1/3 1/500 

(Millipore) und Kaninchen anti-Arx 1/250. 

Folgende Sekundärantikörper (Invitrogen) wurden in einer Verdünnung von 1/1000 

eingesetzt: 594-Alexa anti-Maus; 488-Alexa anti-Maus, 594-Alexa anti-Kaninchen; 

488-Alexa anti-Kaninchen; 594-Alexa anti-Meerschweinchen; 488-Alexa anti-

Meerschweinchen; 594-Alexa anti-Ziege und 488-Alexa anti-Ziege. Bilder wurden 

entweder mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX60) oder einem konfokalem 

Mikroskop (Leica TCS) aufgenommen. 

 

4.4 Morphometrische und statistische Analysen 
 

Um die Anzahl Arx+ Zellen in E16.5 Pankreata von Wildtypen, Nkx2.2-/- und Pax6-/- 

Mäusen zu bestimmen wurden die Gewebe geschnitten (5um) und von jedem achten 

Schnitt die Anzahl Arx+ Zellen bestimmt (Abb. 5) 

Um die prozentualen Anteile an Co-positiven Zellen zu bestimmen (Arx+/Glucagon+, 

Brn4+/Ghrelin+, Arx+/Ghrelin+, Insulin+/Ghrelin+, Pdx1+/Ghrelin+, iAPP+/Ghrelin+ 
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und PC1/3+/Ghrelin+) wurden 10 repräsentative Mikroskopfelder (pro Pankreas, n=3) 

ausgezählt (Abb. 5,6). 

Zur Quantifizierung der hormon-exprimierenden Zellen in Pankreata von Wildtypen, 

Nkx2.2-/-/Arx- Einzel- und Doppelmutanten wurden P0 Pankreata seriell geschnitten 

(8um), und jeder zwölfte Schnitt (10 Schnitte/Pankreas) gegen Insulin, 

Glucagon/Ghrelin oder Somatostatin/Ghrelin gefärbt. Von jedem Schnitt wurden 

nicht-überlappende Bilder aufgenommen bei 10-facher Vergrößerung und gleicher 

Belichtungszeit. Die totale Pankreasfläche und die fluoreszierende Fläche wurden 

mittels der Histogramm- und Farbbereich- Funktionen in Adobe Photoshop bestimmt. 

Resultate sind als  fluoreszierende Fläche pro Pankreasfläche angegeben (Abb. 9). 

Zur Ermittlung der Somatostatin+, Glucagon+ oder PP+ Zellen in Wildtypen, 

induzierten und nicht-induzierten ArxER/Arx- Tieren wurden ganze Pankreata (E14.5, 

E16.5 und E18.5) geschnitten (5um) und ausgezählt (Abb. 19). 

Bei allen Quantifizierungen wurden 3 Pankreata pro Genotyp ausgewertet. Zur 

statistischen Analyse wurde ein einfaktorieller ANOVA gekoppelt mit einem 

Newman-Keuls Test angewendet. p-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant 

angesehen. Die Fehlerbalken repräsentieren jeweils den Standardfehler des 

arithmetischen Mittels.  
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7. Zusammenfassung 
 

Die Bauchspeicheldrüse lässt sich gemäß ihrer funktionalen Eigenschaften in zwei 

Kompartimente unterteilen: Exokrine Zellen zur Produktion von Verdauungsenzymen 

und endokrine Zellen zur Produktion Blutzucker-regulierender Hormone. Endokrine 

Zellen aggregieren typischerweise in kugelförmigen Anordnungen, den 

Langerhans'schen Inseln, die im exokrinen Gewebe eingebettet sind. Es werden fünf 

endokrine Zelltypen aufgrund ihrer Hormonproduktion unterschieden: Beta-Zellen, 

Alpha-, Delta-, PP- und Epsilon-Zellen welche Insulin, Glucagon, Somatostatin, 

Pankreatisches Polypeptid bzw. Ghrelin produzieren.  

Die Differenzierung pankreatischer Vorläuferzellen in diese fünf Zelltypen unterliegt 

der Steuerung durch diverse Transkriptionsfaktoren.  

Knockout- und Überexpressions-Studien haben offenbart, dass der 

Transkriptionsfaktor Arx für die Ausbildung Glucagon-produzierender Alpha-Zellen 

essenziell ist. Arx-Knockout Mäuse entwickeln keine Alpha-Zellen wohingegen die 

Populationen der Beta- und Delta-Zellen vergrößert ist (Collombat et al., 2003). Die 

Überexpression von Arx in pankreatischen Vorläufern resultiert in einer Zunahme von 

Alpha- aber auch PP-Zellen auf Kosten der Beta-und Delta-Zellpopulation 

(Collombat et al., 2007). In Nkx2.2-Knockout-Mäusen sind die Beta- und Alpha-Zell 

Populationen stark reduziert, wohingegen ein Ghrelin-exprimierender Zelltyp 

dominiert. Interessanterweise sind in Nkx2.2-defizienten Pankreata fünf-fach erhöhte 

Arx-Transkriptmengen zu detektieren (Sussel et al., 1998, Chao et al., 2007). Daraus 

ergab sich die Frage nach der funktionellen Verbindung von Nkx2.2 und Arx. 

Detaillierte Analysen der Pankreata von Wildtypen, Nkx2.2-/- / Arx- Einfach- und 

Doppelmutanten, lassen den Schluss zu, dass die synergistische Aktivität von Nkx2.2 

und Arx zur Entwicklung der Alpha-Zellen notwendig ist. Im Gegensatz dazu 

erscheint Nkx2.2 in entstehenden Beta-Zellen involviert in die Suppression von Arx. 

Wie bereits angesprochen resultiert die Überexpression von Arx in pankreatischen 

Vorläufern in der Bildung zahlreicher Glucagon- aber auch PP-exprimierender Zellen 

(Collombat et al., 2007). Daraus ergaben sich die Fragen ob (1.) Arx ausreichend ist 

um diese Differenzierungsprogramme zu aktivieren und (2.) in welchem spatio-

temporalen Kontext diese Programme initiiert werden. Zur Beantwortung dieser 

Fragen wurde eine transgene Linie erzeugt, mit Hilfe derer ein chemisch 
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induzierbares ArxER-Fusionsprotein in pankreatischen Vorläuferzellen Arx-

defizienter Tiere aktiviert werden konnte. Die Aktivierung von ArxER zu frühen 

Stadien der Pankreatogenese resultierte dabei in der vornehmlichen Bildung Glucgon+ 

Zellen wohingegen die Aktivierung ab Embryonaltag 13.5 zusätzlich in der Bildung 

zahlreicher PP+ Zellen resultiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass Arx ausreichend ist 

um diese Differenzierungsprogramme zu aktivieren.  

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Funktion des Transkriptionsfaktors Pax4 in 

Beta-Zellen adulter Mäuse. Mehrere Studien offenbarten, das Pax4 zur Bildung der 

Beta-Zellen essenziell ist. In Pax4-Knockout-Tieren ist die Entwicklung von Beta-

Zellen fast vollständig verhindert (Sosa-Pineda et al., 1997). Aufgrund der daraus 

resultierenden frühen Letalität dieser Mutanten (2 Tage nach der Geburt) blieb jedoch 

offen ob Pax4 auch in reifen Beta-Zellen adulter Tiere eine Funktion zukommt. Zur 

Beantwortung dieser Frage wurde eine konditionale Pax4-Knockout Linie erzeugt. 

Die Beta-Zell spezifische Deletion von Pax4 mit Hilfe einer Insulin-Cre Linie führte 

zu keiner offensichtlichen Beeinträchtigung normaler Beta-Zellfunktionen in der 

Maus. Diese Ergebnisse zeigen, dass Pax4 zwar maßgeblich an der Spezifizierung 

endokriner Vorläufer in Richtung eines Beta-Zellschicksals beteiligt ist, aber mit 

beginnender Insulin-Produktion redundant wird. 
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