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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die Umwandlung der in der DNA gespeicherten genetischen Information in physiologisch
aktive Proteine, die sogenannte Genexpression, ist einer der entscheidenden Vorgange in
der biologisch aktiven Zelle. In einem multizellularen Organismus enthalten alle Zellen
dieselbe genetische Information. Dennoch exprimiert jeder Zelltyp daraus nur eine bestimmte
Anzahl von Genen. Es existieren demnach Mechanismen, die eine sequenzspezifische
Aktivierung eines Gens in einem speziellen Zelltyp regulieren. Einige Gene, die strukturelle
Proteine und Enzyme zur Katalyse von Reaktionen des basalen Metabolismus kodieren,
werden in allen Zellen und zu jeder Zeit exprimiert. Andere Gene werden nur unter
bestimmten Bedingungen transkribiert (Calkhoven und Ab, 1996). Welche Gene transkribiert
werden und welche nicht, wird unter anderem durch Transkriptions-Regulations-
mechanismen gesteuert (Mitchell und Tijan, 1989; Tijan und Maniatis, 1994; Latchman,
1997). Bei der Transkription wirken verschiedene Strukturen zusammen. Am 5’-Ende eines
Gens befindet sich die Promotor-Region, die mehrere kurze DNA-Abschnitte enthalt, welche
Promotorelemente oder cis-aktive Elemente genannt werden (Dynan, 1989; Tijan und
Maniatis, 1994; Latchman, 1997; Merika und Thanos, 2001). Wahrend der Differenzierung, in
bestimmten Stoffwechselsituationen oder als Antwort auf extra- und intrazellulare Signale
(Alberts et al., 1997) binden an diese Kontrollelemente sequenzspezifisch Proteine, die
sogenannten  Transkriptionsfaktoren oder ftrans-aktiven Faktoren. Verstarkt ein
Promotorelement die Transkription eines Gens, wird es als Enhancer bezeichnet, hemmt es
dagegen die Transkription, als Silencer. Einige Transkriptionsfaktoren binden im inaktiven
Zustand an die DNA und werden erst auf ein Signal hin, z.B. nach Ligandenbindung aktiviert.
Transkriptionsfaktoren bestehen aus mindestens zwei funktionellen Domanen, einer DNA-
Bindedoméne und einer Transaktivierungsdomane. Die DNA-Bindedomane hat meistens
eine charakteristische dreidimensionale Struktur, die dem Transkriptionsfaktor Spezifitat
verleiht. Die Sekundarstruktur dieser Doméane wird zur Klassifizierung von
Transkriptionsfaktor-Familien herangezogen, deren Mitglieder &hnliche, aber distinkte
Sequenzen binden. Die Transaktivierungsdomane ist dagegen in ihrer Aminosaure-Sequenz
haufig flexibel und weniger genau definiert. Zusatzlich besitzen viele Transkriptionsfaktoren
eine Domane zur Dimerisierung oder zur Bildung ternarer Komplexe, tber die Interaktionen
mit weiteren Proteinen hergestellt werden kénnen.

Die Initiation der Transkription erfolgt nach Bildung des allgemeinen Transkriptionsapparats,
einem Multiproteinkomplex am Transkriptionsstartpunkt des Gens, bestehend aus dem
TATA-Box-bindenden Protein (TBP), basalen Transkriptionsfaktoren und der RNA-
Polymerase. Die Transkriptionsfaktoren binden Uber ihre DNA-Bindedomane an

entsprechende Kontrollelemente des Promotors und die Transaktivierungsdomane
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interagiert direkt oder Uber Cofaktoren mit dem basalen Transkriptionsapparat, was die
Zusammenlagerung beschleunigt oder den basalen Komplex aktiviert (Ptashne, 1988;
Johnson und McKnight, 1989; Frankel und Kim, 1991; Tijan und Maniatis, 1994; Latchman,
1997). Transkriptionsfaktoren kénnen nicht nur aktivierend auf die Transkription wirken,
sondern auch hemmend. Transkriptionelle Aktivitat kann durch Verdrangung eines trans-
Aktivators von seiner Bindungsstelle (kompetitive Hemmung), Verhinderung der DNA-
Bindung, Beeintrachtigung seiner transkriptionellen Aktivitdt durch Blockade der
Transaktivierungsdomane (,Quenching“) oder die Kompetition um allgemeine Cofaktoren
(,Squelching®) aufgehoben werden. Es wurde aber auch die direkte Hemmung der
Transkription durch trans-Repressoren in Abwesenheit aktivierender Faktoren beobachtet
(Latchman, 1997). Mit jedem Gen hat sich ein eigener Regulationsmechanismus entwickelt,
dessen Grundlage aber stets die spezifische Wechselwirkung zwischen trans-Aktivatoren

und -Repressoren mit DNA-Kontrollelementen im Promotor-Bereich ist.

1.1 Der paired-Hom6éodomanen-Transkriptionsfaktor Pax6

Ein in der Evolution hoch konservierter Transkriptionsfaktor ist Pax6. Das Pax6-Protein der
Maus besteht aus 422 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 48 kDa (Glaser at al.,
1992). Pax6 ist ein Mitglied der Pax-Protein-Familie, die durch eine evolutionar hoch
konservierte DNA-Bindungsdoméane, die Paired-Doméane charakterisiert ist (Bopp et al.,
1986; Treisman et al., 1991) (Abb. 1).

N Exon5—%|4——Exon6 —» |« Exon7 > C
PD L HD TAD
1 f 128 210 269 422 AS
Exonb5a

Abb. 1: Aufbau des paired-Homoéodoméanen-Transkriptionsfaktors Pax6. Das Pax6-Protein ist in
verschiedene Domanen unterteilt, aminoterminal die Paired-Doméane (PD), eine Glutamin/Glycin-
reiche Linkerregion (L), eine paired-Homéodomane (HD) sowie carboxyterminal eine Prolin-, Serin-,
Threonin-reiche Transaktivierungsdomane (TAD). Durch alternatives SpleiRen kann es zur Insertion
von 14 AS (Exon 5a) kommen.
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Wahrend der Embryonalentwicklung, aber auch nach Abschlufd der Differenzierung tibt Pax6
in Vertebraten und Invertebraten wesentliche Funktionen aus. So steuert Pax6 die
Entwicklung des Auges, der Nase, des Gehirns und der Pankreasinseln. Daneben spielt
Pax6 im Prosencephalon, bei der Musterbildung des Neokortex (Bishop et al., 2000) und bei
der Entwicklung des Di- und Mesencephalons (Matsunaga et al., 2000) eine Rolle.

Die Rolle von Pax6 wahrend der Embryonalentwicklung wurde anhand von transgenen
Tiermodellen untersucht: In der Maus (Hill et al., 1991) und in der Ratte (Matsuo et al., 1993)
fuhrten heterozygote Mutationen im Pax6-Gen zum Phanotyp small eye (sey), der sich u.a.
durch Mikrophthalmie aulierte. Beim Menschen ftritt Aniridie auf (Glaser et al., 1992; Jordan
et al., 1992), wobei die Iris in Teilen oder vollstandig fehlt; Cornea, Linse, optischer Nerv und
Retina zeigen Defekte. Homozygote Sey-Mutanten und Pax6-/-Mause (St. Onge et al., 1997)
versterben kurz nach der Geburt, u.a. fehlen Augen und Nase. Aulierdem besitzen Pax6-/-
Mause eine stark reduzierte Anzahl an glukagonproduzierenden o-Zellen in den
Pankreasinseln und zeigen eine Desorganisation der Insel-Struktur (St. Onge et al., 1997).
Bislang sind nur wenige Zielgene des Transkriptionsfaktors Pax6 bekannt (Simpson und
Price, 2002): Im Auge wird die Expression von Maf, einem Mitglied der v-Maf-Onkogen-
Familie (Blank und Andrews, 1997) und die der basische-Region/Helix-Loop-Helix-
Transkriptionsfaktoren Mash1, Math1 und Neurogenin1 (Marquardt et al., 2001; Scardigli et
al., 2001) von Pax6 kontrolliert. Die Expression von Strukturgenen des Auges, wie die der
Keratin-Gene (Liu et al., 1999), wird auch von Pax6 beeinflullt. Pax6 ist Aktivator der o-
Kristallin-Gene der Linse (Cvekl und Piatgorsky, 1996), und gleichzeitig Repressor der -
Kristallin-Gene (Duncan et al.,, 1998). Auch auflerhalb des Auges reguliert Pax6 die
Expression von Proteinen wie die des Zelladhdsions-Molekils L1, einem Mitglied der
Immunglobulin-Superfamile (Meech et al., 1999), oder die von Cadherinen, einer
Superfamilie von Transmembran- und Zelloberflachen-Molekilen (Matsunami und Takeichi,
1995; Redies und Takeichi, 1996). Auflerdem wurde flr Pax6 ein onkogenes Potential
beschrieben: Uberexpression von Pax6 induziert in Mausen die Tumorbildung und fihrt in
Zelllinien zur Transformation (Maulbecker und Gruss, 1993).

Von entscheidender Bedeutung ist Pax6 in den Pankreasinseln. Einerseits ist Pax6 wahrend
der Entwicklung fiur die Differenzierung der glukagonproduzierenden o-Zellen der
Pankreasinseln notwendig (St. Onge et al., 1997; Sander et al., 1997). Ab E 9,0 entwickelt
sich das Pankreas und ab E 9,5 kénnen glukagonproduzierende Zellen detektiert werden,
die Pax6 koexprimieren (Hill et al., 1999). Andererseits wird Pax6 in ausdifferenzierten
Pankreasinseln exprimiert (St. Onge et al., 1997) und scheint im adulten Pankreas bei der

Glukagon-Synthese eine Rolle zu spielen.
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1.2 Das Peptidhormon Glukagon

Das Peptidhormon Glukagon wird in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas gebildet,
die 1-2 % des Pankreasgewebes ausmachen. Die differenzierten Pankreasinselzellen
enthalten phanotypisch unterschiedliche Zellen, die aus einer gemeinsamen Vorganger-Zelle
abstammen und Glukagon (a-Zellen), Insulin (B-Zellen), Somatostatin (3-Zellen) und das
pankreatische Polypeptid (P-Zellen) produzieren (Bonner-Weir, 1991). Im Zentrum der
Pankreasinseln liegen die B-Zellen und stellen mit 60 % den gréten Anteil an Zellen im
endokrinen Pankreas dar. Die restlichen Zelltypen liegen in der Peripherie verteilt, wobei die
a-Zellen 20 % der Inselzellen ausmachen. Das Polypeptid Somatostatin wirkt im
Hypothalamus inhibierend auf das Wachstumshormon Somatotropin. Es hat eine parakrine
Wirkung auf die benachbarten o~ und B-Zellen und inhibiert die Sekretion von Glukagon und
Insulin (Reichlin, 1983a; Reichlin, 1983b). Das Pankreaspolypeptid hemmt als Gegenspieler
des Gastrins die Saureproduktion des Magens.

Glukagon steigert die Glukoseabgabe aus der Leber und ist somit zur Aufrechterhaltung
eines ausreichenden Blutglukosespiegels wahrend der Hungerphase notwendig. Als
biologischer Antagonist des Insulins steigert Glukagon in der Leberzelle die Glukoneogenese
und die Glykogenolyse und fordert die Ketonkdorperbildung und die Lipolyse. Insulin dagegen
senkt den Blutglukosespiegel, indem es die Aufnahme von Glukose aus dem Blut in Leber-,
Muskel- und Fettgewebszellen stimuliert (Ashcroft und Ashcroft, 1992) und in der Leber die
Glykogenolyse und der Glukoneogenese hemmt.

Storungen in der Glukagon-Biosynthese und -Sekretion tragen zur Pathogenese des
Diabetes mellitus bei, der sich durch hyperglykamische Zustande aufert. Insulin hemmt die
Glukagon-Produktion und Glukagon-Sekretion (Philippe et al., 1989). Durch die
Insulindefizienz beim Diabetes mellitus kommt es zur Hyperglukagonamie, die zur
Hyperglykamie beitragt (Unger und Orci, 1981a/b; Léfébvre, 1996). Neben der Expression in
a-Zellen der Pankreasinseln wird das Glukagon-Gen auch in enteroendokrinen Zellen des
Darms (Habener et al.,, 1991) sowie in einigen Neuronen des Gehirns wie im Hirnstamm,
dem Hypothalamus (Drucker und Asa, 1988) und im Thymus (Throsby, 1989) exprimiert. In
allen Geweben wird ein Vorlaufer-Molekul des Glukagons gebildet, das Proglukagon. Durch
gewebsspezifische, posttranslationale Prozessierung wird aus Proglukagon in den Inseln des
Pankreas Glukagon (Mojsov et al., 1986; Orskov et al., 1986) und das Glukagon-ahnliche
Peptid GLP-1 (Glucagon-like peptide 1) freigesetzt (Habener et al., 1991). Im Darm werden
in den intestinalen Zellen aus Proglukagon die biologisch aktiven Peptide Oxyntomodulin,
Glicentin, GLP-1, GLP-2 und Enteroglukagon-37 gebildet.
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1.3 Regulation der Glukagon-Genexpression durch Pax6

Das Glukagon-Gen besteht aus 6 Exons und 5 Introns und ist ein single-copy-Gen (Habener
et al.,, 1991). Die Pankreasinsel-spezifische Genexpression wird auf transkriptionellem
Niveau kontrolliert. In vitro sind Transkriptionsfaktoren bekannt, die an die 5-flankierende
Region des Glukagon-Gens binden und in glukagonproduzierenden Pankreasinselzelllinien
die Glukagon-Gentranskription steigern (Abb. 2). Da keiner dieser Transkriptionsfaktoren a-
zellspezifisch exprimiert wird, erfolgt die Aktivierung des Glukagon-Gens in den a-Zellen der
Pankreasinseln vermutlich durch eine zellspezifische Kombination von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren ~ (Knepel, 2001). Bisher ist die Bedeutung dieser
Transkriptionsfaktoren fiir die Aktivierung in primaren a-Zellen und in Pankreasinseln in vivo
nicht gezeigt. Untersuchungen an Zellkulturen und in vitro-Untersuchungen demonstrieren,
dass 350 Basenpaare der 5-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte flir eine
spezifische Aktivierung der Genexpression in von pankreatischen o-Zellen abgeleiteten
Zelllinien ausreichen (Drucker et al., 1987; Philippe et al., 1988; Knepel et al.; 1993). Im
Gegensatz zu Pankreasinselzelllinien sind 350 Basenpaare des Glukagon-Promotors der
Ratte in transgenen Mausen fiir eine a-zellspezifische Aktivierung der Transkription nicht
ausreichend (S. Beimesche, unveroéffentlichte Ergebnisse). Dafir sind etwa 1,3 kb der 5’-
flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte notwendig (Efrat et al., 1988). Fir eine
Expression des Glukagon-Gens in intestinalen Geweben der Ratte sind zuséatzliche 5'-
flankierende Sequenzen nétig, insgesamt 2,3 kb (Lee et al., 1992).

Abbildung 2 zeigt 350 Basenpaare des Glukagon-Promotors der Ratte mit den bisher
charakterisierten DNA-Kontrollelementen und dort interagierenden Transkriptionsfaktoren.
Der Transkriptionsfaktor Pax6 bindet in vitro Uber seine Paired-Domane an ein
Sequenzmotiv, PISCES (pancreatic islet cell-specific enhancer sequence (Knepel et al.,
1991). Das PISCES-Konsensusmotiv aus 12 Basenpaaren zeigt eine hohe Homologie zu der
Pax6-Konsensus-Bindungsstelle der Paired-Domane (Abb. 2) und findet sich innerhalb des
Upstream Elements (UE) des Somatostatin-Gens und des C2-Elements des Insulin I-Gens
der Ratte (Knepel et al.,, 1991). AuBerdem in zwei zellspezifischen Kontrollelementen des
Glukagon-Promotors der Ratte: im proximalen G1-Element und im distalen Enhancer-artigen
Element G3 (Sander et al., 1997; Andersen et al., 1999; Beimesche et al., 1999; Hussain
und Habener, 1999; Ritz-Laser et al., 1999; Knepel et al., 1990b) (Abb. 2).

Das G1-Element (Basenpaar -63/-99; Abb. 2) zeigt nur eine geringe eigenstandige
transkriptionelle Aktivitat, ist aber fir die a-zellspezifische Expression des Glukagon-Gens
notwendig. Es enthalt zwei nahezu identische AT-reiche Sequenzen (Morel et al., 1995), die
von Homdéodomanen-Transkriptionsfaktoren gebunden werden. Das 5’-AT-reiche Motiv
bindet der pit-oct-une (POU) Transkriptionsfaktor Brain-4, welcher spezifisch in

pankreatischen a-Zellen exprimiert wird und die Glukagon-Gentranskription steigert (Hussain
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et al., 1997). Das caudal-verwandte Protein Cdx2/3 (Jin und Drucker, 1996) bindet an das 3’-
AT-reiche Motiv. Pax6 bindet entweder als Monomer oder als Heterodimer mit Cdx2/3 an G1
(Jin et al., 1997; Andersen et al., 1999; Ritz-Laser et al., 1999). Ein weiterer positiv auf die
Glukagon-Gentranskription wirkender Homéodomanen-Transkriptionsfaktor, der an G1

bindet, ist der LIM Homéodomanen Transkriptionsfaktor Isl-1 (Wang und Drucker, 1995).

o\ é& »
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-350 CRE G3 CS G2 G5 G4 G1 TATAT

G1
AAAACCCCATTATTTACAGATGAGAAATTTATATTGTCAGCGTAATATCTG
TTTTGGGGTAATAAATGTCTACTCTTTAAATATAACAGTCGCATTATAGAC

PISCES ASTCCRCAYTTT
Paired Y-MKT-ASTWCGCACTT--A
Brain4 ATTATTT
Cdx2/3 ATTTATA
G3
A B

TAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTGAAGGG

PISCES TTTYACRCCTSA
Paired ANNTTCACGCWTSANTKMNY

Abb. 2: Die 5’-regulatorische Region des Glukagon-Gens der Ratte mit DNA-Kontrollelementen
und bindenden Transkriptionsfaktoren. Oben: 350 Basenpaare der 5'-flankierenden Region des
Glukagon-Gens der Ratte enthalten sechs wesentliche bisher charakterisierte DNA-Kontrollelemente.
CRE, cAMP-responsives Element; CS, C/EBP-Bindungsstelle; G1, Glukagon-Element 1; G2,
Glukagon-Element 2; G3, Glukagon-Element 3; G4, Glukagon-Element 4; G5, Glukagon-Element 5.
Unten: Basensequenz des proximalen Promotorelements G1 und des Enhancer-Elements G3 mit
Sequenzvergleichen. Domane A des G3-Elements und des G1-Elements (in umgekehrter
Orientierung) beinhalten das Sequenzmotiv PISCES (pancreatic islet cell specific enhancer
sequence), W=A/T; K=G/T; M=A/C; R=A/G; S=G/C; N=beliebiges Nukleotid.
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Das G3-Element (Basenpaar -268/-238; Abb. 2) umfasst zwei Abschnitte: Domane A und
Doméane B (Knepel et al., 1990b). Pax6 bindet lber seine Paired-Domane an Domane A. Die
Doméane B des G3-Elements dient als Bindungsstelle der praktisch ubiquitar exprimierten
Homoéodomanen-Proteine der TALE- (Three Amino Acid Loop Extension) Familie Pbx/Prep1
(Berthelsen et al., 1998; Monica et al., 1991; Herzig et al. 2000), die in nicht-
glukagonproduzierenden Zelllinien die Glukagon-Gentranskription hemmen (Herzig et al.,
2000).

Neben der Expression von Pax6 wurde im endokrinen Pankreas die von zwei weiteren
paired-Homobéodomanen-Proteinen gezeigt, die von Pax2 und Pax4. Beide kompetieren mit
Pax6 um die Bindung an die 5’-regulatorischen Kontrollelemente G1 und G3 des Glukagon-
Promotors der Ratte (Smith et al., 1999; Petersen et al., 2000; Ritz-Laser et al., 2000). Pax2
aktiviert in glukagonproduzierenden Zellinien die Glukagon-Gentranskription (Ritz-Laser et
al., 2000). Pax4 wird wahrend der Entwicklung des endokrinen Pankreas exprimiert und ist in
a-Zelllinien ein Repressor der Glukagon-Gentranskription (Smith et al., 1999; Petersen et al.,
2000). In Pankreasinseln werden zwei Isoformen von Pax6 exprimiert, die unterschiedliche
DNA-Bindungseigenschaften besitzen (Epstein et al., 1994a). Durch alternatives Spleil3en
der mMRNA kommt es bei der Isoform Pax6-5a zu einer Insertion von 14 Aminosauren in die
Paired-Domane, dem sogenannten Exon 5a (Walther und Gruss, 1991; Glaser et al., 1992)
(Abb.1), wodurch die Bindungsfahigkeit an das PISCES-Motiv unterbunden (Beimesche et
al., 1999) wird. An das PISCES-Motiv im G1- und G3-Element bindet in vitro die Pax6-
Isoform ohne Exon 5a (Beimesche et al., 1999).

Pax6 scheint neben der a-zellspezifischen Aktivierung des Glukagon-Gens auch an der
Hemmung des Glukagon-Gens durch Insulin beteiligt zu sein. Sowohl die Glukagon-
Sekretion, als auch die Glukagon-Synthese werden durch Insulin gehemmt (Philippe, 1989).
Insulin hemmt die Interaktion zwischen proximalen Promotor- und distalen Enhancer-
Elementen des Glukagonpromotors (Grzeskowiak et al., 2000), wobei das an G1- und G3-
bindende Pax6 eine wichtige Rolle spielt. Es ist fir die Insulinresponsivitat des Glukagon-
Promotors notwendig und kann diese auch vermitteln (Grzeskowiak et al., 2000).

Pax6 und das Glukagon-Gen werden mit der blutzuckersenkenden Wirkung der
Thiazolidindione, einer Klasse oraler Antidiabetika, in Verbindung gebracht. Thiazolidindione,
wie z.B. Rosiglitazon sind synthetische Liganden des Peroxisomen-Proliferatoren-aktivierten
Rezeptors y (PPARy) (Saltiel und Olefsky, 1996) und hemmen die Glukagon-
Gentranskription in glukagonproduzierenden Pankreasinselzelllinien sowie die Glukagon-
Sekretion in primaren Pankreasinseln. Die Glukagon-Gentranskription wird durch PPARy und
Thiazolidindione in einer DNA-unbhangigen Weise Uber eine Hemmung der
transkriptionellen Aktivitdt von Pax6 am G1-Element blockiert (Schinner et al., 2002), was

einer Hyperglykdmie entgegenwirkt.
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1.4 Die Paired-Domane und die Homdéodomane von Pax6

Das gemeinsame Strukturmotiv der Pax-Proteine ist die Paired-Domane. Diese 128
Basenpaare lange DNA-Bindungsdomane wird von der paired box (pax) kodiert, die zuerst
im Segmentierungsgen paired von Drosophila identifiziert wurde (Bopp et al., 1986).

Die Paired-Domane von Pax6 liegt am aminoterminalen Ende des Proteins und setzt sich
aus zwei globularen Untereinheiten zusammen (Abb. 3), die unterschiedliche
Bindungseigenschaften besitzen (Czerny et al., 1993). Die aminoterminale Untereinheit (PD-
N, PAI-Doméane) enthalt ein B-Sheet-Motiv mit p-Hairpin, auf das drei o-Helices folgen
(Abb. 3). Die carboxyterminale Subdomane (PD-C, RED-Domane) (Jun und Desplan, 1996)
besteht aus weiteren drei a-Helices (Abb. 3). Die beiden Untereinheiten sind Uber eine
Linker-Region miteinander verbunden (Abb 3). Rdntgenkristallstruktur-Untersuchungen
zeigen, dass die dritte Helix jeder Subdomane an jeweils sich gegenlberliegende grofle
Furchen der DNA bindet (Xu et al., 1999), und dass die Linker-Region zur Gesamtbindung

der Paired-Domane beitragt.

. . ‘ : r'} ﬁl . “; f z f') { i “) [ ; r'} ( : :I
| [
(12 ! Helix1 l-L \ eI:)CZ\\ | Helix3 | L Helix4 N Helix5 l-L Helix6

1 20 32 37 43 47 60 80 89 97 107 120 128 AS

——{_ Heixt [F—{ Hewa F—{ e

1 10 20 28 37 42 60 AS

S

Abb. 3: Sekundarstruktur der Paired-Domédne und der Homéodomane von Pax6. Oben:
Sekundarstruktur der Pax6-Paired-Domane. Die Pax6-Paired-Domane gliedert sich in zwei globulare
Subdomanen. Sowohl die aminoterminale als auch die carboxyterminale Subdomane beinhalten drei
a-Helices, wobei jeweils die dritte spezifische Kontakte mit der groRen Furche der DNA-Doppelhelix
ausbilden kann. B1, B2, B-Sheet-Motiv. Unten: Sekundarstruktur der Pax6-Homdodomane. Die Pax6-
Homdodomane besitzt drei o-Helices, wobei die dritte Helix, die DNA-Erkennungshelix,
basenspezifische Kontakte mit der groRen Furche der DNA-Doppelhelix ausbilden kann.

Wahrend die Paired-Domane als primare DNA-bindende Domane gilt, ist die Funktion der
zweiten potentiell DNA-bindenden Domane von Pax6, die Homdodomane, bei der
Aktivierung der Glukagon-Gentranskription durch Pax6 unklar. Die aus 60 Aminosauren
bestehende Homoéodomane (McGinnis et al.,, 1984) wird von der hochkonservierten
Homdbobox kodiert und ahnelt der des Paired-Proteins in Drosophila (Walther und Gruss,

1991). Die Pax6-Hombéodomane besteht aus einem flexiblen, aminoterminalen ,Arm“ sowie
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aus drei durch Schleifen voneinander getrennten o-Helices (Billeter et al., 1990; Philips et al.,
1991; Qian et al., 1994) (Abb. 3). Helix 3 der Homéodomane dient als DNA-Erkennungshelix
und geht bei der Interaktion mit DNA durch ein Helix-Turn-Helix-Motiv Kontakte mit der
grofien Furche der DNA ein (Otting et al., 1990; Kissinger et al., 1990; Wilson et al., 1995)
(Abb 4). Zusatzlich erzeugt der aminoterminale ,Arm“ Bindungen mit der kleinen Furche der
DNA (Kissinger et al., 1990; Wolberger et al., 1991) (Abb. 4).

Die Superfamilie der Homoéodomanen-Proteine umfasst eine groRe Zahl an
sequenzspezifisch DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren, die u.a. wichtige Regulatoren der
Embryonalentwicklung sind. Sie werden z.B. von Genen des HOM-Clusters in Drosophila
(Lewis, 1978) oder des HOX-Clusters in Vertebraten (Graham et al., 1989; Boncinelli, 1988;
McGinnis und Krumlauf, 1992) kodiert. Homéodomanen der paired-Klasse, zu der auch die
von Pax6 gehort, binden mit hoher Affinitdt als Dimere an eine palindromische DNA-
Sequenz, die sogenannte P3-Stelle (Wilson et al., 1993; Wilson et al., 1995), deren Sequenz
das fir Homdodomanen-Bindungsstellen typische Tetranukleotid ATTA als Core-Motiv
enthdlt (Gehring et al., 1994). Sie unterscheiden sich damit von Homdéodomanen-
Transkriptionsfaktoren wie z. B. Antennapedia oder Ultrabithorax in Drosophila (Regulski et
al., 1985; Calzone et al., 1988), die Uber die Hombéodomane an ihre Zielsequenzen als
Monomer binden. Bindungsexperimente zeigten, dass die Bindung von Pax6-

Homoéodomanen-Dimeren an die P3-Sequenz kooperativ erfolgt (Singh et al., 2000).

Abb. 4: Darstellung der Struktur und der Bindung eines Paired-Homdodoménen-Dimers an
DNA. Bindung eines Drosophila paired-Homéodomanen-Dimers an die P3-Sequenz TAATCTGATTA
(nach R. Kratzner). (1), Helix 1; (2), Helix 2; (3), Helix 3.
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Neben einer DNA-Bindung ist die Pax6-Homdodomane auch zu Protein-Protein-
Interaktionen in der Lage. So interagiert die Pax6-Homdodomane mit dem paired-
Homoéodomanen-Transkriptionsfaktor Rax und einer Isoform von Pax6 mit deletierter Paired-
Doméane (Mikkola et al., 2001); sowie mit verschiedenen Homdodomanen-
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. mit Cdx2/3 (Jun und Desplan, 1996), Prep1 (Mikkola et al.,
2001), dem TATA-box-bindenden Protein (TBP) (Cvekl et al., 1999) und dem
Retinoblastoma-Protein (Eberhard und Busslinger, 1999).

Ein weiteres Sequenzmotiv, das bei einigen Pax-Proteinen vorkommt, ist das Oktapeptid.
Dabei handelt es sich um eine Nukleotidsequenz, die zwischen der Paired-Doméane und der
Homdéodomane liegt (Burri et al., 1989; Goulding et al., 1991). Die Transaktivierungsdomane
von Pax6 befindet sich am Carboxyterminus des Proteins und ist reich an den Aminosauren
Prolin, Serin und Threonin (PST-Region) (Tang et al., 1998). Die Aktivitat dieser Doméane
wird moglicherweise durch Phosphorylierung durch MAP-Kinasen reguliert (Mikkola et al.,
1999). In Drosophila existieren sieben Pax-Proteine, einschlieBlich Paired (Frigerio et al.,
1986), in Mensch und Maus neun (Pax1 bis Pax9) (Chalepakis et al., 1993; Walther et al.,
1991). Anhand der Sequenzahnlichkeit und der Genstruktur werden die Pax-Proteine in vier
Klassen eingeteilt: Pax3 und Pax7 besitzen die Paired-Domane, das Oktapeptid und die
Homdodomane; bei Pax4 und Pax6 fehlt das Oktapeptid; Pax1 und Pax9 enthalten keine
Homoodoméane, wahrend bei Pax2, Pax5 und Pax8 nur Helix 1 der Homoéodoméane
vorhanden ist (Walther et al., 1991).

1.5 Fragestellungen der Arbeit

Die Bedeutung der Paired-Domane von Pax6 fiir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch
Pax6 ist umfassend untersucht worden. Bekannt ist, dass die Paired-Doméane die primare
DNA-bindende Doméane von Pax6 ist (Czerny und Busslinger, 1995; Chalepakis et al., 1992).
Im Gegensatz dazu ist die Bedeutung der Homdodomane von Pax6 unbekannt. Die
Bedeutung der Pax6-Homdodomane ist nicht nur fur die Aktivierung der Glukagon-
Gentranskription durch Pax6 unklar, sondern auch fur die spezifische Regulation anderer
Pax6-Zielgene (Simpson und Price, 2003) durch Pax6.

Die erste Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob die Hombéodomane bei der
Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 Uberhaupt von Bedeutung ist. Weiter sollten
mdgliche Funktionen der Pax6-Homdodomane bei der Glukagon-Genaktivierung durch Pax6
untersucht werden. Die Funktion der Pax6-Homéodomane bei der Aktivierung des Glukagon-
Gens durch Pax6 koénnte in einer zusatzlichen DNA-Bindung liegen. Geklart werden sollte,
ob die Pax6-Homdodomane zur Bindung von Pax6 Uber die Paired-Doméane an das

Glukagon-Gen beitragt. Homéodomanen-Bindungsstellen finden sich im G1- und G3-
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Element des Glukagon-Promotors der Ratte. Zwar besitzt die Homdéodomane von Pax6
gegeniiber einer optimalen synthetischen DNA-Bindungsstelle eine etwa hundertfach
geringere Affinitat als die Paired-Domane (Czerny und Busslinger, 1995), dennoch ware eine
DNA-Bindung tUber die Hombéodomane zusatzlich zu der der Paired-Doméane innerhalb des
Glukagon-Promotors méglich. Eine weitere Funktion der Homdéodomane kénnten Protein-
Protein-Wechselwirkungen sein. Es sollte daher untersucht werden, ob unabhangig von
einer DNA-Bindung die Pax6-Homdodomane bei der Wirkung von Pax6 am Glukagon-Gen

eine Rolle spielen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 Chemikalien
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle aufgeflihrten Chemikalien des hdchsten
handelsublichen Reinheitsgrades von der Firma Applichem (Darmstadt) bezogen. Daneben

fanden folgende Chemikalien Verwendung:

Braun, Melsungen

Aqua ad iniectabilia (Ampuwa)

Merck, Darmstadt

Calciumchlorid-Dihydrat

Natriumacetat-Trihydrat

Amersham Biosciences, Freiburg
DEAE-Dextran (MW: 500000 g/mol)
Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Ficoll-400

Serva, Heidelberg

Acrylamid
N,N-Methylenbisacrylamid

Sigma, Miinchen

APS Ethidiumbromid Triton X-100
ATP Glutathion Tween 20

BSA IPTG Xylen Cyanol FF
Bromphenolblau Luciferin

DMSO TEMED
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2.2 Radiochemikalien

[a-*?P]-dCTP (spezifische Aktivitat: 3000 Ci/mmol) und [**S]-Methionin (spezifische Aktivitat:

1200 Ci/mmol) wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig)

bezogen.
23 Enzyme und Kits
2.3.1 Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Fermentas (St.

Leon-Rot) bezogen. Es wurden die jeweils empfohlenen Restriktionspuffer verwendet.

Enzym Erkennungssequenz

BamH| G'GATCC

Bglll A'GATCT

EcoRl G'AATTC

Hindlll AAGCTT

Xbal TCTAGA

Xhol CTCGAG

Scal AGTACT
23.2 DNA-/RNA-modifizierende Enzyme
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | Pharmacia (Munchen)
Pfu DNA Polymerase Fermentas (St. Leon-Rot)
RNase A (aus Rinderpankreas) Roche Diagnostics (Mannheim)
T4-DNA Ligase Fermentas (St. Leon-Rot)

Taq DNA Polymerase Promega (Mannheim)
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2.3.3 Sonstige Enzyme

Lysozym (aus Hihnereiweil})

Trypsin/EDTA-L6sung (aus Rinderpankreas)

24 Antibiotika und Protease-Inhibitoren

Ampicillin

Chloramphenicol
Penicillin-Streptomycin-Losung
(10000 U/mI-10000 pg/ml)
PMSF

2.5 Nachweis und Reinigungssysteme

Bio-Rad Protein Assay
Easy Pure DNA Purification Kit

JETstar, Plasmid-Purification System

Mini Quick Spin Oligo Columns

Poly-Prep Chromatography Columns
Quick change site directed mutagenesis kit
Thermo Sequenase Fluorescent Labelled
Primer Cycle Sequencing Kit

TNT Coupled Reticulocyte Lysate System

2.6 Filtermaterial

Sigma (Minchen)
GIBCO BRL (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Sigma (Mdnchen)

GIBCO BRL (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Bio-Rad (Minchen)
Biozym Diagnostik (Hess.
Oldendorf)

Genomed (Léhne)
Pharmacia (Minchen)
Bio-Rad (Miinchen)
Stratagene (Heidelberg)

Amersham (Braunschweig)

Promega (Mannheim)

Das Blotting-Papier der Firma Schleicher & Schuell (Dassel) wurde zum Trocknen von SDS-

und nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gelen verwendet.
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2.7 Materialien zur Anzucht von Bakterien

Die verwendeten Substanzen fir Nahrmedien wurden von der Firma GIBCO BRL (Karlsruhe)

und Sigma (Mlnchen) bezogen:

Select-Agar GIBCO BRL (Karlsruhe)
Select-Peptone GIBCO BRL (Karlsruhe)
Select-Yeast Extract GIBCO BRL (Karlsruhe)
NZY Amin Sigma (Milnchen)

Die Firma Greiner (Frickenhausen) lieferte die Petrikulturschalen (Durchmesser 10 cm), in

denen die Anzucht der Plattenkulturen erfolgte.

2.8 Material zur Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die Zellkulturmedien DMEM und RPMI 1640 wurden von GIBCO BRL (Karlsruhe) bezogen.
Dies gilt auch fir das verwendete fotale Kalberserum (auf Mykoplasmen getestet) und das
Pferdeserum (auf Mykoplasmen getestet). Die Kaultivierung der Zellen erfolgte auf
Falcon-Zellkulturschalen unterschiedlichen Durchmessers (6/10/15 cm), die von der Firma

Becton Dickinson (U. K.) vertrieben werden.

2.9 Puffer und Nahrmedien

Die Losungen flir den Routinegebrauch wurden nach Sambrook et al. (1989) angesetzt.
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Losungen mit deionisiertem und destilliertem

Wasser hergestellt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

LB-Medium

Select-Peptone 1 % (wiv)
Select-Yeast Extract 0,5 % (wiv)
NaCl 1 % (w/v)

Das Medium wurde sofort nach dem Ansetzen autoklaviert.
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Herstellung von Agarplatten:

Zu dem LB-Medium wurden 15 % (w/v) Select-Agar hinzugegeben und zur Isolierung
ampicillinresistenter Bakterienklone 50 pg Ampicillin/ml (Endkonzentration) hinzugefigt
(LBamp-Medium). Der Aufwuchs von BL21 (DE3)pLysS-Bakterien bei der bakteriellen
Expression von Proteinen (2.19.1) erfolgte unter Zusatz von 50 pg Ampicillin/ml
(Endkonzentration) und 34 ug Chloramphenicol/ml (Endkonzentration) (LBamp, ca-Medium).

NZY-broth

NZ Amin 1 % (w/v)
Select-Yeast Extract 0,5 % (w/v)
NaCl 0,5 % (wiv)

Das Medium wurde sofort nach dem Ansetzen autoklaviert.

1x PBS

NaCl 140 mM
KCI 2,5 mM
Na;HPO, 8,1 mM
KH,PO4 1,5 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

RNase A-L6sung
RNase A 0,1 mg/ml
TRIS, pH 8,0 5 mM

Zur Inaktivierung von DNase-Aktivitat wurde die Losung fur 15 min auf 90 °C erhitzt,
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

6 x Stopp-Mix (EMSA)

Glycerin 30 % (vIv)
Bromphenol Blau 0,25 % (w/v)
Xylen Cyanol FF 0,25 % (wiv)

6 x Stopp-Mix (DNA-Gelelektrophorese)

EDTA 04 g
Ficoll400 15 g
Glycerin 10 mi

Orange G 1 Spatelspitze
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5 x TBE

TRIS, pH 8,0 450 mM

Borsaure 450 mM

EDTA, pH 8,0 10 mM

5 x TAE

Tris/Eisessig, pH 8,0 40 mM

0,5 M EDTA, pH 8,0 1 mM

TE

TRIS, pH 8,0 10 mM

EDTA, pH 8,0 1 mM
Stammlésungen

Ampicillin 50 mg Amp/ml H,O
Chloramphenicol 34 mg CA/ml abs. Ethanol
Ethidiumbromid 10 mg EtBr/ml H,O
210 Medien fiir die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien
DMEM-Medium

DMEM-Pulver 13 g

NaHCO; 37 g

H.O ad 1000 ml
RPMI-Medium

RPMI 1640-Pulver 10 g

NaHCO; 2 g

H.0O ad 1000 mi

Die angegebenen Mengen DMEM-Pulver bzw. RPMI 1640-Pulver wurden zunachst in H,O
geldst und sterilfiltriert. Der Zusatz der jeweiligen Seren und Antibiotika (s. u.) erfolgte
anschlief3end unter Sterilbedingungen.

aTC2-Medium
Pferdeserum

Fotales Kalberserum

Penicillin-Streptomycin-Losung

DMEM-Medium

75 ml
12,5 ml
5 ml

ad 500 ml
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JEG-3-Medium

Fotales Kalberserum 50 mi
Penicillin-Streptomycin-Lésung 5 mi
DMEM-Medium ad 500 ml

INR1G9-Medium

Fotales Kalberserum 50 mi

Penicillin-Streptomycin-Lésung 5 ml

RPMI-Medium ad 500 ml

2.1 Art und Herkunft des biologischen und molekularbiologischen Materials
2111 DNA

Synthetische Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) oder QIAGEN (Hilden)
bezogen. Tabelle 1 zeigt die Herkunft und Bezeichnung der verwendeten Oligonukleotide.

Die DNA-Sequenzen der kodierenden Strange sind in Tabelle 2 zusammengefalit.

Bezeichnung der Einzelstrange

(kodierender und komplementarer Bezeichnung des
Oligonukleotid-Strang) Doppelstranges Herkunft
5-G3 + 3-G3 G3 QIAGEN
GUK1 + GUK2 G3A MWG
5-G3Bm + 3-G3Bm G3Bm QIAGEN
5-G3M1 + 3-G3M1 G3M1 QIAGEN
5-G3M2 + 3-G3M2 G3M2 QIAGEN
GEk110 + GEk111 G1 QIAGEN

Tab. 1: Herkunft und Bezeichnung der verwendeten Oligonukleotide. Die angegebenen
komplementéaren Einzelstrange wurden zum jeweiligen Doppelstrang vereinigt (2.12.6).
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Oligonukleotid Sequenz des kodierenden Einzelstranges

5'- -3
G3 GATCCTGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTGAAGGGTGTAGA
G3A GATCCTCACGCCTGACTGAGCG
G3Bm GATCCTGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTGAAGGGTGTAGA
G3M1 GATCCTGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTAGCGGGTGTAGA
G3M2 GATCCTGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGAACGCGCAGGCTCAA
G1 GATCCACAAAACCCCATTATTTACAGATGAGAAATTTATATTGTCAGA

Tab. 2: Oligonukleotidsequenzen. Gezeigt sind die Sequenzen der kodierenden Strange in 5'- nach
3’-Richtung. Die unterstrichenen Sequenzen stellen angefigte Linker dar, die einen 5-Uberhang
ergeben.

Die Doppelstrang-Oligonukleotide wurden im Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA,

2.20) verwendet.

Primer zur Klonierung

Die Tabellen 3, 4, 5 und 6 fassen die Primer, die in den PCR-Reaktionen zum Einsatz kamen
zusammen. Neben der Primer-Bezeichnung sind sowohl die 5’- nach 3’- Sequenzen als auch
die Literaturnachweise aufgeflihrt. Zur Klonierung der PCR-Produkte enthielten die Primer N-

terminal eine Restriktionsschnittstelle (unterstrichene Sequenz) und eine GC-reiche

Sequenz.
Primer Sequenz Referenz
Pax6fl-5 5-GAGTCGGATCCGGAGGCTGCCAACCAGCT-3 Sander et al., 1997
(BamHll)
Pax6fl-3 5-CGCCGCAAGCTTTTACTGTAATCGAGGCCA-3’ Sander et al., 1997
(Hindlll)
Pax6dHD-3 5-CGCCGCTCGAGATTTCTTTGCAGCTTCCG-3’ Sander et al., 1997
(Xhol)
Pax6dHD-5 5-CGCGCCTCGAGAGGAACCAGAGAAGACAG-3 Sander et al., 1997
(Xhol)

Pax6dH3-3 5-GCGGCCTCGAGAGGTAGATCTATTTTGGC-3’ Sander et al., 1997
(Xhol)
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Pax6dPD-3 5-GATTCCTCGAGCGGCAGTGGCCGCCCGTT-3’ Sander et al., 1997

(Xhol)

Pax6dPD-5 5-GATTCCTCGAGATGGGCGCAGACGGCATG-3 Sander et al., 1997
(Xhol)

Pax6E6-5 5-CGCGCCTCGAGGTATCCAACGGTTGTGTG-3’ Sander et al., 1997

(Xhol)

Pax6E6-3- 5-GCGGCICTAGAACTGGGTATGTTATCGTT-3’ Sander et al., 1997

Xba (Xbal)

Pax6E6-5- 5-GATATTICTAGAATGGGCGCAGACGGCATG-3’ Sander et al., 1997

Xba (Xbal)

5Gal4-Pax6 5-GAGTCGGATCCGGCTGCCAACCAGCTCCAGC-3’' Sander et al., 1997
(BamHll)

3’'Gald-Pax6 5-GAGCGGGATCCCTCTTTACTGTAATCGAGG-3’ Sander et al., 1997
(BamHll)

5-pGEX 5-GAGTCGGATCCATGCAGAACAGTCAC-3 Sander et al., 1997
(BamHll)

3’-pGEX 5-GAGCGGGATCCTTACTGTAATCGAGG-3 Sander et al., 1997
(BamHll)

-350 up 5-CGTACTCGAGATGGCCAAATAGCACATCAA Nian et al., 1999

GG-3’ (Xhol)

-350 down  5-GTAGAAGATCTCAGGTGGAGCTCCTTTGG-3’ Nian et al., 1999

(Bglll)

(Fortsetzung der Tabelle von der vorherigen Seite)

Tab. 3: Primer zur Klonierung. Ubersicht (iber die Sequenzen der verwendeten Primer fiir die PCR
(2.15.1) in 5-nach 3'-Richtung. Die Referenzen verweisen auf Literatur, die die Sequenzen des
Glukagon-Gens der Ratte und des Pax6-Gens der Maus beinhalten, nach denen die Primer entworfen
wurden.
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Primer zur Mutagenese doppelstrangiger Plasmid-DNA
Primer Sequenz Referenz
Pax6HDmMCS 5-CCTGAAGCAAGAATACAGGCATGGTTTGCTGCTC  Sander et al.,
GAAGGCAAATGG-3’ 1997
Pax6HDMNCS 5-CCATTTGGCCCTTCGAGCAGCAAACCATGCCTGT  Sander et al.,
ATTCTTGCTTCAG-3’ 1997
CS-G1-M1 5-GAACAAAACCCCATTATTTACAGATTAGAAATTTAT  Jin und Drucker,
ATTGTCAGCGTAATATC-3 1995
NCS-G1-M1 5-GATATTACGCTGACAATATAAATTTCTAATCTGTAA  Jin und Drucker,
ATAATGGGGTTTTGTTC-3 1995
NCS-G3-M1 5-GGAAATACACCCTTCAATCTCAGTCATAATTGAAA  Jin und Drucker,
AACTACTTCAGCTCTCTGAAGTG-3’ 1995
CS-G3-M1 5-CACTTCAGAGAGCTGAAGTAGTTTTTCAATTATGA  Jin und Drucker,

CTGAGATTGAAGGGTGTATTTCC-3

1995

Tab. 4: Primer zur gerichteten Mutagenese. Ubersicht (iber die Sequenzen der verwendeten Primer
zur Mutagenese-PCR-Reaktion (2.15.2) in §-nach 3’-Richtung. Die Referenzen verweisen auf
Literatur, die die Sequenzen des Glukagon-Gens der Ratte und des Pax6-Gens der Maus beinhaltet,
nach denen die Primer entworfen wurden.

Sequenzierprimer

Primer

Sequenz

M13 reverse
CMV-Promotor
T7-Promotor
LucP-Flu

5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
5-CAGAGCTGTTTAGTCAACC-3’
5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5’-CCATTTTACCAACAGTACCG-3

Tab. 5: 5’-markierte Primer zur Sequenzierung. Ubersicht (iber die Sequenzen der verwendeten
Primer fur die Sequenzierung. Die Primer waren jeweils am 5-Ende mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
IRD800 (MWG-Biotech, Ebersberg) markiert. Sie wurden in die Sequenzierungsreaktion mit dem
Sequenzierautomaten Li-Cor 4200 (2.18) eingesetzt.
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Primer Sequenzen

5’-Gal4-sequ 5-GAATAAGTGCGACATCATCAT-3
3’-Gal4-sequ 5-TTCAGGGGGAGGTGTGGGAG-3
5-pGEX-seq 5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3
3’'-pGEX-seq 5-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’
CMV-Promotor 5-CAGAGCTGTTTAGTCAACC-3’
pcDNAr 5-AGGCACAGTCGAGGCTGATC-3

Tab. 6: Sequenzierprimer. Ubersicht Uber die Sequenzen der verwendeten Primer fir die
Sequenzierung mit dem Sequenziergerat ABlI PRISM (2.18).

Reportergen-Plasmide

Fur funktionelle Untersuchungen in Tumorzelllinien wurde das Reportergen-Plasmid
-1300GluLuc hergestellt. Im -1300GluLuc Reportergen-Plasmid steht das Luciferase-Gen
unter der Kontrolle des 5’-flankierenden Bereichs von Basenpaar -1254 bis +68 des
Proglukagon-Promotors der Ratte. Ausgangsmaterial zur Herstellung von -1300GluLuc war
der Luciferase-Vektor pSK-Luc (Jin und Drucker, 1995), der 2,3 kb (Basenpaar -2292 bis
+68) des Proglukagon-Promotors der Ratte enthalt. Durch Restriktionsverdau mit Xhol und
Kpnl wurde ein DNA-Fragment isoliert, das den Promotor-Bereich -1254 bis +68 umfalite.
Dieses Fragment wurde in die Kpnl/Xhol-Schnittstelle des Luciferase-Reportervektors pXP2
(Nordeen, 1988) kloniert (2.17).

Ausgehend von dem Reportergen-Plasmid -1300GluLuc wurden die Plasmide
-1300(G1m)GluLuc, -1300(G3Am)GluLuc und -1300(G1m/G3Am)GluLuc hergestellt. Mit
Hilfe des “Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene, Heidelberg) ist im
Reportergen-Plasmid -1300(G1m)GluLuc ein Basenpaar mutiert worden (Position -79,
G—-T), in -1300(G3Am)GluLuc vier Basenpaare (Position -259/-256, CGCC—ATTA) und in
-1300(G1m/G3Am)GluLuc insgesamt funf Basenpaare (Position -79 und -259/-256, G—>T
und CGCC—ATTA). In einer PCR-Reaktion mit dem Temperaturprofii 95 °C/30 sec; 16
Zyklen 95 °C/30 sec, 55 °C/1 min; 68 °C/2 min (2.15.2, Tab. 4) wurde jeweils das gesamte
Plasmid amplifiziert und die gewlinschten Mutationen eingefiihrt. Zur Herstellung von
-1300(G1m)GluLuc diente das Plasmid -1300GluLuc als Matrize fiir das Primerpaar CS-G1-
M1 und NCS-G1-M1 (Tab. 4); zur Herstellung von -1300(G3Am)GluLuc diente -1300GluLuc
als Matrize fir das Primerpaar CS-G3-M1 und NCS-G3-M1 (Tab. 4). Zur Herstellung von
-1300(G1m/G3Am)GluLuc wurde -1300(G3Am)GluLuc als Matrize fir das Primerpaar CS-
G1-M1 und NCS-G1-M1 (Tab. 4) verwendet. Das PCR-Produkt wurde mit der
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Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut (2.15.2) und in kompetente XL1 Blue-Zellen
transformiert (2.17.2).

Um die Reportergen-Plasmide -350(G1m)GluLuc, -350(G3AmM)GluLuc und
-350(G1m/G3m)GluLuc herzustellen wurden die Reportergen-Plasmide -1300(G1m)GluLuc,
-1300(G3Am)GluLuc und -1300(G1m/G3Am)GluLuc am 5-Ende mittels PCR (2.15.1) mit
dem Temperaturprofil 94 °C/3 min; 30 Zyklen 94 °C/45 sec, 65 °C/45 sec, 65 °C/45 sec;
72 °C/10 min, verkiirzt. Sie dienten als Matrize fir das Primerpaar -350 up und -350 down
(Tab. 3). Die PCR-Produkte waren 408 bp grof3 und umfalten den Bereich -350 bis +58 des
Glukagon-Genpromotors der Ratte. Die Fragmente wurden aus einem DNA-Agarosegel
(2.13.1) isoliert (2.13.2), mit den Restriktionsendonukleasen Bgl/ll und Xhol geschnitten
(2.16.1) und in den Bglll/Xhol-geschnittenen pT81-Luciferase-Reportervektor (Nordeen,
1988) kloniert (2.16.2).

Bezeichnung des Plasmids Herkunft/Referenz
pT81Luc Nordeen, 1988
4xG3T81Luc Diedrich et al., 1997
4xG3AT81Luc Wrege et al., 1995
4xG3BT81Luc Diedrich, 1996
4xG3M1T81Luc Herzig, 1999
4xG3M2T81Luc Herzig, 1999

-350GluLuc Schwaninger et al., 1993
-350(G3Bm)GluLuc Herzig, 1999
-350(mutG3)GluLuc Grzeskowiak et al., 2000
-350(mutG1/G3)GluLuc Grzeskowiak et al., 2000
-350(G1m)GluLuc Teichler, vorliegende Arbeit
-350(G3Am)GluLuc Teichler, vorliegende Arbeit
-350(G1/G3Am)GluLuc Teichler, vorliegende Arbeit
-1300(G1m)GluLuc Teichler, vorliegende Arbeit
-1300(G3Am)GluLuc Teichler, vorliegende Arbeit
-1300(G1/G3Am)GluLuc Teichler, vorliegende Arbeit
pGFPtpz-cmv [R] control vector Canberra-Packard (Dreieich)
-292GlulLuc Firstenau et al., 1997
-238GlulLuc Firstenau et al., 1997
-200GlulLuc Firstenau et al., 1997
-169GlulLuc Firstenau et al., 1997
-60GluLuc Firstenau et al., 1997

-350/-210GlulLuc Firstenau et al., 1997
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-350/-150GlulLuc Firstenau et al., 1997
-350/-91GluLuc Firstenau et al., 1997
-350/-49GlulLuc Firstenau et al., 1997

(Fortsetzung der Tabelle von der vorherigen Seite)

Tab. 7: Reportergen-Plasmide. Die Tabelle falt die Bezeichnungen und die Literaturnachweise der
verwendeten Reportergen-Plasmide zusammen.

Expressionsplasmide

Die Identitat bereits in der Arbeitsgruppe vorhandener Expressionsplasmide wurde vor dem
Einsatz in transiente Transfektionen oder bakterielle Expression im Restriktionsverdau
(2.16.1) sowie durch Sequenzierung (2.18) Uberprift. Die Tabelle 8 fallt die verwendeten
Expressionsplasmide und deren Herkunft bzw. Referenz zusammen. Zur Herstellung von
Expressionsplasmiden zur Expression in Saugetier-Zelllinien wurde der eukaryotische
Expressionsvektor pBAT14 (3896 bp) verwendet, dessen Expression Uber einen CMV-
Promotor gesteuert wird und der ein Ampicillinresistenzgen tragt. Es wurden die
Expressionsplasmide pBAT-dHD, -dH3, -3Ala, -dPD und -dPD/E6 generiert. Der
Ausgangsvektor fir die Herstellung dieser Expressionsplasmide war das Plasmid
pBAT14.mPax6 (pBAT-Pax6-WT) (German, San Francisco; 5208 bp), das die Pax6-cDNA
auller Exon 5a der Maus enthalt.

Das Plasmid pBAT-Pax6-WT enthalt die cDNA des Pax6-Wildtyps der Maus (1266 bp, 422
AS). In dem Expressionsplasmid pBAT-dHD wurden die Basenpaare 640 bis 813 der Pax-
cDNA deletiert und durch die Restriktionsschnittstelle Xhol ersetzt. Diese Sequenz kodiert
die Pax6-Homdodomane von AS 214 bis AS 271 bis auf vier Aminosduren des
Aminoterminus der Homdodomane. Die vier Aminosauren Lysin, Leucin, Glutamin und
Arginin gehéren zu dem Kernerkennungssignal-Motiv HNLS (Leucin, Lysin, Arginin, Lysin,
Leucin, Glutamin, Arginin) von Pax6. Im Expressionsvektor pBAT-dH3 wurde Helix 3 der
Homobéodomane, Basenpaare 751 bis 813 (AS 251 bis 271), deletiert und durch die
Restriktionsschnittstelle Xhol ersetzt. pBAT-dPD umfalt die Pax6-cDNA aulier der Sequenz
zwischen Helix 1 bis 6 der Paired-Domane, was den Basenpaaren 67 bis 408 (AS 23 bis
136) von Pax6 entspricht. In pBAT-dPD/E6 wurden die Basenpaare 67 bis 141 (AS 23 bis
47), Helix 1 bis Ende Exon 5 der Paired-Domane deletiet und durch die
Restriktionsschnittstelle Xhol ersetzt. Weiter wurden die Basenpaare 352 bis 408 (AS 118
bis 136) deletiert und durch die Restriktionsschnittstelle Xbal ersetzt. Exon 6 blieb erhalten,
da es ein weiteres Kernerkennungssignal-Motiv von Pax6 enthalt. Im Expressionsplasmid,
das Pax6-3Ala kodiert, wurden innerhalb der Pax6-Homo&odomane drei Basenpaare mutiert,
um die fir die DNA-Erkennung notwendigen Aminosauren Valin-47, Serin-50, Asparagin-51

zu Alanin zu mutieren (QuickChange Site directed mutagenesis Kit, Stratagene).
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Die Expressionsplasmide wurden mittels PCR (2.15.1) hergestellt. Unter Verwendung der
folgenden Primerpaare (Tab. 3) wurden pro Pax6-Mutante pBAT-dHD, -dH3 und -dPD je
zwei PCR-Produkte erzeugt:

dHD: 1. Pax6fl-5/Pax6dHD-3

2. Pax6dHD-5/Pax6fl-3
dH3: 3. Pax6fl-5/Pax6dH3-3
4. Pax6-dH3-5/Pax6fl-3
dPD: 5. Pax6fl-5/Pax6dPD-3

6. Pax6dPD-5/Pax6fl-3
Die Annealing-Temperatur war 65 °C, das Temperaturprofil der PCR (2.15.1) war 94 °C/3
min; 30 Zyklen 94 °C/45 sec, 65 °C/45 sec, 65 °C/45 sec; 72 °C/10 min.
Die jeweiligen PCR-Produkte (dHD: 674 bp/468 bp, dH3: 785 bp/471 bp, dPD: 101 bp/
873 bp) wurden aus einem DNA-Agarosegel aufgereinigt (2.13.2), mit dem
Restriktionsenzym Xhol verdaut und die PCR-Fragmente 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6
miteinander ligiert (2.16.2). Um zur Ligation mit pBAT14 ausreichende Mengen zu erzeugen,
wurde der Ligationsansatz als Matrize fir eine PCR mit dem Primerpaar Pax6fl-5/Pax6fl-3
verwendet, so dass die miteinander ligierten PCR-Produkte amplifiziert wurden. Die PCR-
Produkte wurden aus einem DNA-Agarosegel (2.13.1) isoliert (2.13.2), mit den Restriktions-
endonukleasen BamHI| und Hindlll verdaut (2.16.1) und mit dem mit Bgl/ll und Hindlll
geschnittenen Plasmid pBAT14 ligiert (2.16.2).
Um das Expressionsplasmid pBAT-dPD/E6 herzustellen wurden zwei PCR-Reaktionen mit
insgesamt vier Primerpaaren (Tab. 3) durchgefiihrt.
dPD/EG6: 7. Pax6fl-5/Pax6E6-3-Xba

8. Pax6E6-5-Xba/Pax6fl-3

9. Pax6fl-5/Pax6E6-3

10. Pax6E6-5/Pax6fl-3
Als Matrize fir die PCR-Primerpaare 7. und 8. diente pBAT14-m.Pax6. Die beiden PCR-
Fragmente (98 bp/1140 bp) wurden aus einem DNA-Agarosgel isoliert (2.13.2), mit der
Restriktionsendonuklease Xbal verdaut (2.16.1) und miteinander ligiert (2.16.2). Die
miteinander ligierten PCR-Produkte wurden als Matrize in einer zweiten PCR mit dem
Primerpaar 9. und 10. eingesetzt. Die PCR-Produkte (323 bp/873 bp) wurden aus einem
DNA-Agarosegel aufgereinigt (2.13.2), mit der Restriktionsendonuklease Xhol verdaut
(2.16.1) und miteinander ligiert (2.16.2). Um zur Ligation mit pBAT14 ausreichende Mengen
zu erzeugen, wurde der Ligationsansatz als Matrize fur eine PCR mit dem Primerpaar
Pax6fl-5/Pax6fl-3 verwendet, so dass die miteinander ligierten PCR-Produkte amplifiziert
wurden. Das PCR-Produkt wurde aus einem Agarosegel isoliert (2.13.2), mit BamHI| und
Hindlll verdaut (2.16.1) und mit dem mit Bgl/ll und Hindlll geschnittenen Plasmid pBAT14
ligiert (2.16.2).
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In pBAT-3Ala wurden drei Basenpaare innerhalb der Helix 3 der Pax6-Homd&éodomane
verandert, um drei Aminosduren zu Alanin zu mutieren. Diese gerichtete Anderung der
Nukleotidsequenz an einem bestimmten Ort von doppelstrangiger Plasmid-DNA wurde mit
dem “Quick change site directed mutagenesis kit* (Stratagene, Heidelberg) durchgefihrt
(2.15.2). Als Matrize fir das PCR-Primerpaar HD-mut-CS/HD-mut-NCS (Tab. 4) mit den
gewlnschten Mutationen diente pBAT14-m.Pax6 (Pax6-WT). Die Mutagenese erfolgte
mittels PCR (2.15.2) im TRIO-Thermoblock (Biometra GmbH, Géttingen) nach folgendem
Temperaturprofil: 95 °C/30 sec; 16 Zyklen 95 °C/30 sec, 55 °C/1 min; 68 °C/2 min. Das PCR-
Produkt wurde mit Dpnl verdaut (2.15.2) und in kompetente E. coli XL-1 Blue-Zellen
transformiert (2.17.2).

Das Plasmid pSG424 (3396 bp) ist ein eukaryotischer Expressionsvektor, der 147
Aminosauren (AS 1-147) der DNA-Bindungsdomane des Hefetranskriptionsfaktors GAL4
kodiert. Die Expressionsplasmide pSG-Pax6-WT und pSG-dHD wurden ausgehend von den
entsprechenden pBAT14-Expressionsplasmiden mittels PCR hergestellt. Sie kodieren flr
GAL4-Pax6-Fusionsproteine, in denen Pax6-WT bzw. Pax6-dHD aminoterminal mit der
heterologen GAL4-Domane fusioniert sind. Die Expression in Saugetier-Zelllinien erfolgt Gber
einen SV40-Promotor. Auferdem tragt pSG424 ein Ampicillinresistenzgen. Fur die
Klonierung der mutierten bzw. unveranderten Pax6-cDNA diente pBAT-Pax6-WT und -dHD,
als Matrize flir das PCR-Primerpaar 5-Gal4-Pax6/3’-Gal4-Pax6 (Tab. 3). Die PCR-
Reaktionen (2.15.1) wurden im Biometra TRIO-Thermoblock (Biometra GmbH, Géttingen)
nach dem folgenden PCR-Temperaturprofil durchgeflihrt: 94 °C/3 min; 30 Zyklen 94 °C/45
sec, 65 °C/45 sec; 72 °C/10 min. Die PCR-Produkte (WT: 1301 bp, dHD: 1139 bp) wurden
aus einem DNA-Agarosegel isoliert (2.13.2), mit der Restriktionsendonuklease BamHl|
verdaut (2.16.1) und mit dem BamHI| geschnittenen (2.16.1), dephosphorylierten (2.16.3)
pSG424-Vektor ligiert (2.16.2).

Zur Herstellung der Proteine Pax6-WT, -dHD, -dH3 und -3Ala wurde das ,TnT Reticulocyte
Lysate System” (Promega, Mannheim) verwendet (2.19.2). Da in diesem System die T7-
oder SP6-Polymerase verwendet wird, mul® die zu transkribierende cDNA in einen Vektor
kloniert werden, in dem entweder ein T7- oder SP6-Promotor vor der multiplen
Klonierungsstelle liegt. Der Vektor pcDNA3 (5,4 kb, Promega, Mannheim) enthalt neben
einem prokaryotischen T7- und SP6-Promotor einen eukaryotischen CMV-Promotor und ein
Ampicillin-Resistenzgen.

Ausgehend von den Expressionsplasmiden pBAT-Pax6-WT, -dHD, -dH3 und 3Ala wurde
eine PCR-Reaktion (2.15.1) mit dem Primerpaar 5-pGEX und 3-pGEX (Tab. 3) unter
Verwendung der Pfu Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) durchgeflihrt. Die PCR erfolgte

in einem TRIO-Thermoblock (Biometra, Goéttingen) mit folgendem Temperaturprofil: 95 °C/
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2 min; 80 °C/3 min; 57 °C/1 min; 72 °C/1 min; 25 Zyklen 94 °C/1 min, 61 °C/1 min, 72 °C/
1 min; 72 °C/10 min. Die PCR-Produkte wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung
(2.13.1) aus dem Gel isoliert (2.13.2), mit der Restriktionsendonuklease BamH| geschnitten
(2.16.1) und mit dem mit BamHI-geschnittenen, dephosphorylierten (2.16.1 und 2.16.3)
Vektor pcDNAS ligiert (2.16.2).

Plasmid Herkunft Referenz
pBAT14.mPax6/pBAT-WT German (San Francisco) Sander et al., 1997
pBAT-dHD Teichler, vorliegende Arbeit

pBAT-dH3 Teichler, vorliegende Arbeit

pBAT-3Ala Teichler, vorliegende Arbeit

pBAT-dPD Teichler, vorliegende Arbeit

pBAT-dPD/E6 Teichler, vorliegende Arbeit

pSG-Pax6-WT Teichler, vorliegende Arbeit

pSG-dHD Teichler, vorliegende Arbeit
pGEX-2T/GST-Pax6-PD Maas (Boston) Epstein et al., 1994
pcDNA-Pax6-WT Teichler, vorliegende Arbeit

pcDNA-dHD Teichler, vorliegende Arbeit

pcDNA-dH3 Teichler, vorliegende Arbeit

pcDNA-3Ala Teichler, vorliegende Arbeit

pBluescript (pBS) Stratagene, Heidelberg

Tab. 8: Expressionsplasmide

211.2 Molekulargewichtstandards

DNA-Léngenstandards

Als DNA-Langenstandard wurde A-DNA (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet, welche mit
den Restriktionsendonukleasen EcoR1 und Hindlll in Fragmente bekannter GroRe
geschnitten worden war: 21226/5148/4973/4268/3530/2027/1904/1584/1375/947/831/564
bp. Alternativ wurde der ,GeneRuler 1kb-Marker® eingesetzt (Fermentas, St. Leon-Rot), der
aus DNA-Fragmenten der folgenden Lange bestand:
10000/8000/5000/4000/3500/3000/2500/2000/1500/1000/750/500/250 bp.
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Protein-Molekulargewichtstandards

Fur SDS-Polyacrylamidgele wurde als Protein-Molekulargewichtstandard der ,Prestained 7B

Marker” (Sigma, Minchen) verwendet. Die enthaltenen Markerproteine zeigt die Tabelle 9.

apparente Molekularmasse (kDa)

Protein

a2-Makroglobulin 172.5
B-Galaktosidase 112
Fruktose-6-Phosphat-Kinase 86
Pyruvatkinase 62,5
Fumarase 53
Lactat-Dehydrogenase 33,5
Triosephosphat-lsomerase 31,5

Tab. 9: Molekularmassen der Standardproteine

2.11.3 Bakterienstamme

Die E. coli-Stamme DH5a (Abkdmmling des Sicherheitsstammes K12) (Sambrook et al.,
1989) und XL-1 Blue (JM 109 Derivat, Stratagene) wurden fir die Amplifikation von
Plasmiden verwendet und sind ampicillinsensitiv. Der E. coli-Stamm XL1-Blue wurde aus
dem ,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit* der Firma Stratagene enthommen.

Der E. coli-Stamm BL21(DE3)pLysS (Abkdmmling des B-Stammes) wurde von der Firma
Novagen (USA) bezogen. Er diente zur Expression der GST-Pax6-Fusionsproteine. Dieser
Bakterienstamm  ist  ampicillinsensibel und aufgrund des DE3  Plasmids
chloramphenicolresistent. Das Plasmid pLysS enthdlt das T7-Lysozymgen, dessen
Expression durch IPTG induzierbar ist und somit flr einen schnelleren Bakterienaufschluf

sorgt. Zudem zeichnet sich dieser E. coli-Stamm durch Proteasendefizienz aus.

2114 Eukaryotische Zelllinien

Alle verwendeten Tumorzelllinien waren im Labor vorhanden. Es wurde die humane

Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 (Kohler und Bridson, 1971) und die pankreatischen

Tumorzelllinien InNR1G9 und oTC2 verwendet. Die pankreatische Goldhamsterlinie INnR1G9
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imitiert den a-Zell-Phanotyp und synthetisiert Uberwiegend Glukagon (Takaki et al., 1986).
aTC2-Zellen entstammen dem a-zellspezifischen Tumor einer transgenen Maus und

produzieren ebenfalls Glukagon (Powers et al, 1990).

212 Nukleinsaure-Standardmethoden

2121 Sterilisation

Alle hitzestabilen Gerate und Ldsungen wurden vor Gebrauch zur Inaktivierung von
Mikroorganismen, DNasen sowie Proteasen 20 min bei 120 °C und 105 Pa autoklaviert.
Hitzelabile Substanzen (z. B. Antibiotika, SDS, PEG, Lysozym) wurden den sterilen Puffern
oder Wasser direkt zugesetzt, bzw. mit Nitrocellulose-Filtern (Minisart 200 um, Sartorius,

Gottingen) sterilfiltriert.

212.2 Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Extraktion (Sambrook et al., 1989)

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsdurepraparationen wurde die DNA-haltige Lésung
mit dem gleichen Volumenanteil Phenol versetzt, kraftig geschuttelt und zur Phasentrennung
der entstandenen Emulsion 1 min bei RT und 14000 UpM (Biofuge pico, Heraeus, Hamburg)
zentrifugiert. Die obere, wassrige DNA-haltige Phase wurde abgenommen und mit 0,5
Volumenanteilen Phenol und 0,5 Volumenanteilen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 (v/v))
versetzt, kraftig geschiittelt und zentrifugiert (1 min, RT, 14000 UpM). Zur Entfernung von
Phenolresten wurde die obere Phase mit einem Volumenanteil Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1 (v/v)) extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation (1 min, RT, 14000 UpM) wurde die obere
Phase in ein neues Eppendorfgefall Gberflihrt und die DNA prazipitiert (2.12.3).

212.3 Ethanol-Prazipitation

Bei der Fallung mit Ethanol, die zur Uberfiilhrung der Nukleinsaure in neue Puffer, zum
Ankonzentrieren der Proben oder als Reinigungsschritt dient, werden Nukleinsduren
prazipitiert. Die Prazipitation von DNA erfolgte unter Zugabe von zwei Volumina eiskaltem
absolutem Ethanols und 1/10 Volumenanteil (v/iv) 3 M NaAc-Losung (pH 4,8). Nach
grundlicher Durchmischung wurde der Ansatz fiir 20 min bei -20 °C gefallt und anschlielend
15 min bei 4 °C und 14000 UpM (Biofuge pico, Heraeus, Hamburg) zentrifugiert. Zur

Entfernung von Salzresten wurde das Pellet mit 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen und
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erneut zentrifugiert (5 min/RT/14000 UpM). Das Sediment wurde fir 5 min luftgetrocknet und

anschliefiend in dem gewtlinschten Volumen Wasser oder TE-Puffer (2.9) gel6st.

2.12.4 Dialyse von DNA und Proteinen

DNA-haltige Lésungen und Proteinlésungen wurden zur Uberfiihrung in einen neuen Puffer
oder zur Abtrennung niedermolekularer, Ioslicher Substanzen in Dialyseschlauche (GIBCO
BRL, Karlsruhe) tberfiihrt, die anschlieffend mit Klemmen (Schitt Labortechnik, Goéttingen)
abgedichtet wurden. Vor Gebrauch wurden die Schlauche mehrfach mit destilliertem Wasser
gespult. Die Dialyse erfolgte Uber 20 h bei 4 °C gegen TE-Puffer (2.9) bzw. 3 h gegen

Dignam-Puffer D (2.19.3) unter einmaligem Pufferwechsel.

2125 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Lésungen (Sambrook et al. 1989)

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren in wassrigen Lésungen wurde
photometrisch (Shimadzu UV-160-Spektralphotometer, Duisburg) in Quarzkivetten
(Ultrospec Cells, 500 pl, Pharmacia Biotech) durchgefiihrt. Dazu wurde die Absorption bei
einer Wellenlange von 260 nm (ODy) gemessen, wobei fir die ODy von 1,0 folgende

Referenz-Konzentrationen zugrunde gelegt wurden:

Doppelstrang-DNA 50 ug/ml
Einzelstrang-Oligonukleotid 20 pg/mi
RNA 40 pg/ml

Neben der OD,g wurde zudem die Absorption bei einer Wellenlange von OD,gy bestimmt.
Aus dem erhaltenen Absorptionswerten wurden die Konzentration der Nukleinsaure und ihre
Reinheit abgeschatzt; die Bildung des Quotienten aus beiden Wellenlangen liel eine
Aussage uber den Reinheitsgrad der Nukleinsaure-Lésung zu. Proteine besitzen ihr
Absorptionsmaximum bei 280 nm. Proteinfreie DNA-L6sungen sollten einen ODygq : OD2gg
Quotienten von 1,8-2,0 besitzen. Eine Abschatzung der Nukleinsaure-Konzentration erfolgte
auch mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.13.1). Der visuelle Vergleich der
Bandenintensitat einer DNA-Bande mit definierter GroRe und Konzentration mit der

DNA-Probe erlaubte die Abschatzung der Konzentration.
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212.6 Herstellung von Doppelstrang-Oligonukleotiden (,Annealing®)

Zur Herstellung radioaktiv markierter Oligonukleotid-Sonden wurden Doppelstrang-
Oligonukleotide verwendet. In einem Reaktionsansatz wurden jeweils 100 pmol der
komplementaren Oligonukleotid-Einzelstrange (Tab. 1 und 2) mit 1 pl 0,5 M NaCl-Lésung
(Endkonzentration: 10 mM) und mit destilliertem H,O auf ein Endvolumen von 50 upl
gebracht. Die Denaturierung der DNA erfolgte durch Inkubation flr 1 min bei 80 °C im
Wasserbad. Durch langsames Abklhlen des Reaktionsansatzes auf RT kam es zur
Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang, was durch die Anwesenheit des NaCl

erleichtert wurde.

2.12.7 Radioaktive Markierung von DNA durch die Klenow ,Fill-in"-Reaktion (Sambrook
et al., 1989)

Nach der Herstellung von Doppelstrang-Oligonukleotiden (2.12.6) ergeben die zusatzlich
angeflgten Restriktionsschnittstellen an die Sequenzen der komplementaren Einzelstrange
einen 5-Uberhang, welcher mindestens eine Guanin-Base enthalt. Unter Anwesenheit von
[*2P]-markiertem dCTP wurden diese Uberhénge mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA

Polymerase | aufgefiilit.

Ein 20 ul Markierungsansatz, der auf Eis pipettiert wurde, enthielt folgende Komponenten:

ds-Oligonukleotid (2 pmol/ul) 1 i
dATP, dGTP, dTTP (je 1 mM) 1 ul
Klenow-Fragment (1 U/ul) 2 1]
10 x Klenow-Puffer 2 Ml
H,O 12 ul
a[* P]-dCTP (10 pCi/pl) 2 ul

10 x Klenow-Puffer

Tris 0,5M

MgCl, 0,1 M

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,6 eingestellt.

Der Markierungsansatz wurde fir 1 h bei RT inkubiert. Zur Entfernung Gberschissiger, nicht
eingebauter Desoxyribonukleotidtriphosphate wurde der Markierungsansatz nach

Reaktionsende auf eine ,,G-25 mini Quick Spin Oligo-Saule“ (Roche Diagnostics, Mannheim)
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aufgetragen. Diese wurde gemalR Herstellerangaben vorbereitet durch vortexen (5 sec) und
Entfernung des Aquilibrierungspuffers durch Zentrifugation (1 min, RT, 3300 UpM; Biofuge
15R Heraeus, Hamburg). Die Saule wurde in ein neues Eppendorf-Gefal} gestellt. Nach
Uberfihrung der radioaktiv markierten DNA-Sonde auf die Saule wurde die gereinigte Sonde
durch Zentrifugation eluiert (4 min, RT, 3300 UpM; Biofuge 15R Heraeus, Hamburg). Die
radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurden aufgefangen und der radioaktive Einbau mit

Hilfe eines Szintillationszahlers bestimmt (2.12.8). Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

212.8 Bestimmung der Radioaktivitat

Zur Bestimmung des Einbaus von radioaktivem [*2P]-dCTP in Doppelstrang-Oligonukleotide
wurde 1 pl der jeweiligen Markierungsreaktion mit 4 ml Szintillations-Flissigkeit (Quicksafe
A, Zinsser Analytic, Frankfurt) versetzt und im Szintillationszéhler (Beckmann LS 1801,

Minchen) gemessen.

213 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren ermdglicht den Nachweis und die
Grolenbestimmung sowie die Isolierung einzelner DNA-Fragmente. Agarose- und
Polyacrylamid-Gelelektrophoresen sind die Standardmethoden zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofe. Die Auftrennung im elektrischen Feld ist durch

die negative Nettoladung von Nukleinsauren bei neutralem pH maoglich.

2.131 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse oder Praparation von PCR-Produkten und Uberprifung der ldentitdt durch
Restriktionsverdau (2.16.1) isolierter DNA-Fragmente wurden diese in horizontalen
Agarosegelen im elektrischen Feld aufgetrennt. Es wurden Gele mit 100 ml Volumen in
Horizontalgelkammern (H3-Set, Scie-Plas, England; alternativ: Wide Mini Sub Cell, Bio Rad,
Minchen) mit 1 x TAE-Puffer (2.9) als Gel- und Laufpuffer verwendet. In Abhangigkeit von
der FragmentgroRe der zu trennenden DNA-Molekiile variierte die Agarosekonzentration
zwischen 0,8-1,5 % (w/v). Die entsprechende Agarosemenge (Applichem, Darmstadt) und
der 1 x TAE-Puffer wurden kurz in einer Mikrowelle aufgekocht, nach Abkuhlung auf etwa
50 °C mit 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Endkonzentration: 0,5 ug/ml) versetzt und auf die

entsprechenden Geltrager gegossen. Vor dem Auftrag wurde den Proben zur Erhéhung der
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Dichte, zur Markierung der Lauffront sowie zur Denaturierung noch vorhandener Proteine
2 ul Stopp-Mix (2.9) zugesetzt. Als Standard zum Grolenvergleich wurde ein DNA-
Langenstandard (2.11.2) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde mit einer konstanten
Spannung von 90 V durchgefiihrt. Nach Abschlul® der Elektrophorese wurden die Gele im
UV-Durchlicht fotografiert (Herolab E.A.S.Y., Wiesloch).

2.13.2 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Aufreinigung und Isolation von DNA-Fragmenten aus PCR-Reaktionen (2.15.1) oder aus
Reaktionen nach enzymatischer Modifikation (2.16) ist notwendig, um spezifische DNA-
Fragmente von verunreinigenden Salzen, Proteinen oder freien Nukleotiden zu trennen,
welche nachfolgende Reaktionen beeintrachtigen koénnten. Dazu wurde geman
Herstellerangaben der ,Easy Pure DNA Purification Kit“ (Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf) verwendet.

Bei praparativen Gelen wurde die interessierende DNA-Bande unter UV-Licht (366 nm,
Herolab E.A.S.Y., Wiesloch) mit einem Skalpell aus einem Agarosegel herausgeschnitten
und die DNA mittels ,Easy Pure DNA Purification Kit* (Biozym Diagnostik GmbH, Hess.

Oldendorf) gemal} Herstellerangaben extrahiert.

2.13.3 Denaturierende Polyacrylamid/Sequenzierungs-Gelelektrophorese

Polyacrylamidgele eignen sich zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, die sich um nur 0,2 %
ihrer Lange unterscheiden. Im Vergleich zu Agarosegelen weisen Polyacrylamidgele eine
bessere Auflosung und eine hoéhere Sensitivitat auf. Der Zusatz eines denaturierenden
Agens (z. B. Harnstoff) zum Gel bewirkt ein von Basenzusammensetzung und Sequenz
unabhangiges Migrationsverhalten (Sambrook et al., 1989). Fur die Trennung von DNA-
Fragmenten aus Sequenzierreaktionen ist dies von Vorteil. Polyacrylamid-Sequenziergele
wurden aus der SequaGel XR-Acrylamid-Fertigldsung (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf)
angefertigt.

40 ml Gellésung enthielt folgende Komponenten:

SequaGel XR-Acrylamid Fertiglésung 32 mi
SequaGel complete buffer reagent 8 ml
DMSO 400 i

Durch Zusatz von 300 pl 10 % (w/v) APS wurde die Polymerisation der Acrylamid-Monomere
gestartet.
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Nach APS-Zugabe wurde die Losung zugig und luftblasenfrei zwischen die mit 10 % (w/v)
SDS und abs. Ethanol gereinigten Glasplatten der Gelapparatur (41 cm Gelapparatur fir den
Sequenzierautomaten Li-Cor 4200; MWG Biotech, Ebersberg) gegossen und der Vorkamm
eingesetzt. Die Schichtdicke der Gele betrug 0,25 mm.

Nach vollstandiger Polymerisation (ca. 45 min-1 h) wurde der Vorkamm entfernt und ein
48-Spur Haifischzahnkamm eingesetzt und die Pufferkammern mit 1 x TBE (2.9) als
Laufpuffer geflillt. Vor Auftrag der Proben erfolgte ein Vorlauf von 20 min bei einer
konstanten Spannung von 800 V, bis eine Betriebstemperatur von 50 °C erreicht wurde. Die
4 ul Sequenzierreaktionen (2.18) wurde mit 1 pl Stopp-Mix (EDTA/Formamid, Amersham
Biosciences, Freiburg) versetzt. AnschlieRend wurde von jedem der Vvier
nukleotidspezifischen Ansatze einer Sequenz 1 pl in die grindlich gespulten Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 1500 V und 50 °C
gestartet und durch die Abschaltautomatik des Sequenziergerates beendet. Die Auswertung
der Bandenmuster erfolgte mit der Base ImaglR-Software (Base ImagIR, Data Collection,
Version 4, Li-Cor Inc. Lincoln, USA). Die Sequenzen wurden abschlieBend mit dem
GCG-Softwarepaket (2.22) bearbeitet.

214 Nachweis von Nukleinsauren im analytischen MaRstab

2.14 1 Ethidiumbromidfarbung in Agarosegelen

Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen von Nukleinsauren;
in ausreichender Menge akkumuliert, kbnnen diese somit im UV-Licht indirekt nachgewiesen
werden. Der Zusatz des Ethidiumbromids erfolgte direkt bei der Herstellung des Agarosegels
(2.13.1). Nach elektrophoretischer Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde das DNA-
Bandenmuster mit einem UV-Transilluminator (A = 254 oder 366 nm, UV-Kontaktlampe
Chroma 41 bzw. Chroma 42, Vetter GmbH, Wiesloch) sichtbar gemacht und mit Hilfe einer

Geldokumentationsanlage (Herolab E.A.S.Y., Wiesloch) ausgewertet.

2.14.2 Autoradiographie

Der Nachweis radioaktiv markierter Nukleinsauren erfolgte durch Autoradiographie unter
Verwendung von Roéntgenfiimen (Hyperfilm MP-Rdntgenfilme, Amersham, Braunschweig).
Getrocknete Polyacrylamid-Gele des EMSA (2.20) mit GST-Fusionsproteinen (2.19.1) bzw.
Kernproteinextrakten (2.19.3) und [**P]-markierten Oligonukleotid-Sonden (Tab. 2) wurden in
Rontgenkassetten mit Verstarkerfolie (Kodak X-Omatic, Stuttgart) autoradiographiert. Die

Expositionszeit eines Roéntgenfilms betrug 3-10 Tage bei -80 °C. Zur Autoradiographie von
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getrockneten  Polyacrylamidgelen des EMSA mit [*°S]-markierten in  vitro
transkribierten/translatierten Proteinen (2.19.2) und [**P]-markierte Oligonukleotid-Sonden
wurden vier Réntgenfilme Ubereinander auf das Gel gelegt. Die unteren Filme sollten die
[**S]-Strahlung abfangen und der oberste Film die [*P]-Strahlung detektieren. Die
Expositionszeit betrug 3-10 Tage bei -80 °C. Getrocknete SDS-Gele zur Kontrolle der in vitro
Transkription/Translations-Reaktion wurden 1 Tag bei RT in Rodntgenkassetten mit
Verstarkerfolie autoradiographiert. Nach der Exposition wurden die Filme fir 1 min entwickelt
(Rontgenentwickler LX 24, Kodak, Stuttgart), mit Wasser gespilt und fir 2 min fixiert
(Rontgenfixierbad AL 4, Kodak, Stuttgart). Die Filme wurden intensiv mit Wasser gewaschen
und getrocknet. Alternativ wurden die getrockneten Gele mit Hilfe eines Phosphor-Imagers
(Fujix BAS-Cassette, BAS Analyzer BAS-1500, Raytest, Straubenhardt) dokumentiert. Die
Expositionszeit betrug hier 1 h, 6 h oder 1 Tag.

215 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht, ausgehend von einem Gemisch aus Nukleinsduren, die selektive
Vervielfaltigung von spezifischen DNA-Fragmenten definierter Lange und Sequenz.

Die DNA wird durch Erhitzen in Einzelstrange zerlegt (,Denaturierung®) und ein spezifischer
Abschnitt durch Primeranlagerung (,Annealing“) und DNA-Synthese mit Hilfe von dNTP’s
und einer hitzestabilen Polymerase (Tag DNA Polymerase oder Pfu DNA Polymerase)
amplifiziert (,Elongation®). Es wird die Eigenschaft der DNA-Polymerase ausgenutzt, einen
an denaturierte DNA gebundenen Primer zum komplementaren Strang zu verlangern. Die

erhaltene DNA wird in sich wiederholenden Reaktionszyklen kopiert und somit vervielfaltigt.

2.15.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR zur Klonierung

Die PCR diente in der vorliegenden Arbeit zur Herstellung der Konstrukte -350(G1m)GlulLuc,
-350(G3Am)GluLuc und -350(G1m/G3Am)GluLuc, welche 350 Basenpaare, mutiert oder
unverandert, des Glukagon-Genpromotors der Ratte umfassen (2.11.1). Aufderdem wurden
mittels PCR die Pax6-cDNA-Mutanten im Vektor pBAT14 erzeugt (2.11.1). Auch die
Umklonierung der Pax6-Homoéodomanen-Mutanten bzw. des Pax6-Wildtyps in die Vektoren
pSG424 bzw. pcDNAS3 erfolgte mit Hilfe der PCR (2.11.1).

Ein 50 ul Standardansatz entsprach folgender Zusammensetzung:
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PCR-Ansatz

Matrizen-DNA 50-200 ng

10 x PCR Puffer 5 Ml (beinhaltet 15 mM MgCly)
dNTP-Mix (je 10 mM) 1 1]

5-Primer (10 pmol/pl) 1 Ml

3’-Primer (10 pmol/pl) 1 Ml

Taq Polymerase (5 U/ul) 0,5 Ml

H,O ad 50 pl

Die PCR-Reaktionen zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurden im TRIO Thermoblock

(Biometra, Géttingen) nach folgendem PCR-Temperaturprofil durchgefihrt:

Zyklen Temperatur Zeit

1 94 °C 3 min

30 94 °C 45 sec

je nach Tm des Primerpaars 45 sec

72 °C 45 sec

1 72 °C 10 min
1 4 °C o0

Jeweils 10 pl der PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.13.1)
analysiert und/oder zur Subklonierung aus dem Gel aufgereinigt (2.13.2). Die restlichen

Reaktionsansatze wurden bei 4 °C gelagert.

2.15.2 Site directed mutagenesis durch PCR

Die in vitro Mutagenese von Plasmid-DNA wurde mit dem ,Quick Change Site directed
mutagenesis Kit“ (Stratagene, Heidelberg) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Es handelt
sich dabei um eine ortsgerichtete, punktuelle Mutation mittels PCR-Technik unter
Verwendung von PCR-Primern, die sich in 1 bis 3 Basen von der Sequenz des Ursprungs-
Plasmids unterscheiden und die gewlinschte Mutationen in das Gen einflihren.
Die flr die ortsgerichtete Mutagenese bendtigten Primer mufiten folgende Anforderungen
erfullen: Primerlange > 25 Basen

Mutationsstelle in der Mitte der Primer

Terminale Basen G oder C, GC-Gehalt > 40 %

Schmelzpunkt T, > 78 °C
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Die parentale doppelstrangige Plasmid-DNA wird zunachst durch Erhitzen auf 95 °C
denaturiert. Die Anlagerung der Mutagenese-Primer erfolgt durch Abklhlen auf 55 °C, deren
Elongation durch die Pfu-Turbo-DNA-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) bei 68 °C. Durch
Wiederholung dieses Vorgangs wird ein Plasmid amplifiziert, welches die gewlinschte

Mutation enthalt.

Der im TRIO Thermoblock (Biometra, Goéttingen) amplifizierte Ansatz enthielt folgende

Komponenten:
Matrizen-DNA 50 ng
Sense-Primer 125 ng
Antisense-Primer 125 ng
10 x Reaktionspuffer 5 1]
Pfu Turbo DNA-Polymerase 1 ul
dNTP-Mix (20 mM) 1 ]
H.O ad 50 pl

Der Ansatz wurde mit 30 ul Mineraldl Gberschichtet.

Die PCR-Reaktionen zur Mutagenese doppelstrangiger DNA-Plasmide wurden nach

folgendem Temperaturprofil im TRIO-Thermoblock (Biometra, Gottingen) durchgeflhrt:

Segment Zyklen Temperatur Zeit
1 1 95 °C 30 sec
2 16 95 °C 30 sec
55°C 1 min
68 °C 2 min/kBp
3 1 4 °C 0

Nach dem Abkihlen des PCR-Produkts wurde 1 ul der Restriktionsendonuklease Dpnl
zugegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Endonuklease Dpnl mit der Zielsequenz 5'-
G™ATC-3 ist spezifisch fiir methylierte und hemimethylierte DNA. Da Plasmid-DNA aus E.
coli DH5a dam-methyliert ist, erfolgt durch Dpnl der Verdau der parentalen DNA, wahrend
die neusynthetisierte, mutierte DNA erhalten bleibt. Kompetente E. coli XL-1 Blue Bakterien
(2.11.3) wurden mit 1 yl des Ansatzes transformiert (2.17.2) und die Briche in den noch
offenen zirkularen Plasmiden durch die zellulare E. coli DNA-Ligase repariert. Der gesamte
Transformationsansatz wurde auf LBamp-Platten ausplattiert und fir mindestens 16 h bei

37 °C inkubiert. Von den erhaltenen Kolonien wurden Klone gepickt und nach
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Minipraparation (2.17.3) der Plasmid-DNA erfolgte die Identifizierung erfolgreich

transformierter Klone durch Sequenzierung (2.18).

Plasmid-Praparation:

Plasmid mit dem gewlinschten Gen und dem Zielpunkt

der Mutagenese.

Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese

Denaturierung und Anlagerung:

Nach dem Denaturieren des Plasmids folgt die
Anlagerung der Oligonukleotide mit der gewlinschten

Mutation.

Elongation:
Durch die Pfu Turbo-Polymerase erfolgt die Elongation

der Oligonukleotide, was schlief3lich zu zirkularen

Strangen mit einem Bruch im Phosphatgerist fiihrt.

Verdau:
Die methylierte parentale DNA (ohne Mutation) wird mit

dem Enzym Dpnl verdaut

Transformation:

Nach der Transformation der neusynthetisierten DNA in

E. coli XL1-Blue werden die Strangbriiche durch

bakterielle Enzyme repariert

Abb. 5: Schematische Darstellung der QuickChange-Mutagenese-Methode. Verandert aus
»,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual®, Stratagene, Heidelberg.
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2.16 Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren

2.16.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA erfolgte mit Typll-Restriktionsendonukleasen.
Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische, meist palindromische Sequenzen in
doppelstrangiger DNA und hydrolysieren diese. Durch Spaltung der Erkennungssequenz
(4 bis 8 Nukleotide) des jeweiligen Enzyms kénnen DNA-Fragmente mit glatten (,blunt
ends") oder einzelstrangig Uberstehenden 3’- bzw. 5’- Enden (,sticky ends") entstehen. Der
Restriktionsverdau dient der Uberpriifung von Reinheit und Identitdt von Plasmiden und
wurde zur Umklonierung von DNA-Fragmenten verwendet. In einem Standardansatz wurde
der Verdau fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Es wurden jeweils 2 U der Restriktionsendonuklease
pro ug DNA in den empfohlenen Pufferlosungen der Hersteller eingesetzt (2.3.1). Das
Volumen des eingesetzten Enzyms betrug maximal 1/10 Volumen des Gesamtansatzes. Die
Reaktionsbedingungen entsprachen den Angaben der Hersteller. Der Restriktionsverdau

wurde anschlielend mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.13.1) Uberpraft.

2.16.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Enden von Nukleinsaure-Molekilen werden durch T4-DNA-Ligase verknlpft. Die
T4-DNA-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbindung
durch Verknipfung kompatibler 3’-Hydroxyl- und 5-Phosphat-Enden (Goodman und
MacDonald, 1979). Fiur den Ligationsansatz wurde ein molares Vektor:Insert-Verhaltnis von

1:5 in Bezug auf die Molaritaten beachtet.

Ein 10 ul Standardligationsansatz enthielt folgende Komponenten:

Linearisierter Vektor (25 ng/ul) 2 ]
10 x Ligationspuffer 1 ul
T4-DNA-Ligase (4 U/pl) 1 I
PCR-Produkte 6 I

Die Reaktion wurde flir 16 h bei 16 °C im TRIO-Thermoblock (Biometra GmbH, Géttingen)
durchgefuhrt und bis zur Transformation kompetenter E. coli-Bakterien bei -20 °C gelagert.
Wurde ein Vektor vor Einsatz in eine Ligationsreaktion mit nur einer Restriktionsendo-
nuklease gespalten, so wurde der Vektor zur Verhinderung der Religation und um den Anteil

an Klonen mit Insert zu erhéhen, dephosphoryliert (2.16.3).



Material und Methoden 40

2.16.3 Dephosphorylierung eines Vektors

Die Religation eines Vektors mit kompatiblen Enden nach der Spaltung mit nur einer
Restriktionsendonuklease kann durch Entfernung der 5’-Phosphatreste
(,Dephosphorylierung®) verhindert werden. Die zur Ligation nétigen Phosphatreste beinhaltet
nur das Fragment, welches in den Vektor kloniert werden soll (Sambrook et al., 1989). Zur
Dephosphorylierung wurde die Alkalische Phosphatase (AP) aus Kalberdarm (CIP oder

CIAP, Promega, Mannheim) verwendet.

Ein 50 pl Standardansatz enthielt folgende Komponenten:

Linearisierter Vektor 100-500 ng
10 x AP-Puffer 5 i
CIAP (0,1 U/pl) 5 1]
H.O ad 50 i

Der Reaktionsansatz wurde flr 10 min bei 37 °C inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 5 pl
CIAP (0,1 U/ul) wurde der Ansatz fur weitere 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end
erfolgte eine Inkubation fir 20 min bei 65 °C zur Inaktivierung der Alkalischen Phosphatase.
Fur alle folgenden Reaktionen wurde eine Fallung mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(2.12.2) durchgefihrt.

217 Methoden zur molekularen Klonierung

Eine Klonierung ist die Einfliihrung eines DNA-Fragments in einen Vektor, welcher in einem
entsprechenden Wirtsbakterium amplifiziert werden kann. Neben einer erhohten Stabilitat
der DNA verbreitert sich auch das Anwendungsspektrum. So erlauben RNA-Polymerase-
Promotoren im Vektor eine in vitro-Transkription und -Translation (2.19.2), wahrend virale
Promotoren eine Expression der cDNA in S&ugerzellen erlauben (2.21.4). Die Klonierung
umfaBt die Ligation von PCR-Produkten (2.16.2) oder DNA-Fragmenten
restriktionsenzymatischer Spaltungen (2.16.1) in Plasmid-Vektoren sowie die Transformation
kompetenter Wirtsbakterien (2.17.2), aus denen die amplifizierte Plasmid-DNA isoliert
werden kann (2.17.3 und 2.17.4).
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2171 Herstellung kompetenter E. coli (Dagert und Ehrlich, 1979)

Die spontane Aufnahme von in Lésung befindlicher Fremd-DNA durch Bakterien wird als
Kompetenz bezeichnet. Durch die Behandlung von E. coli-Bakterien mit CaCl, und die damit
einhergehende Modifikation der Zelloberflache kann dieser Zustand induziert und die
Kompetenz erhdéht werden. 100 ml LB-Medium (2.9) wurden mit 10 ml einer Ubernachtkultur
des jeweiligen E. coli Stammes (DH5a oder BL21) (2.11.3) inokuliert und bei 37 °C mit 200
UpM im Schdttelinkubator (Inova 4300, NBS, USA) bis zu einer optischen Dichte ODg0=0,6
(UV-160, Shimadzu, Duisburg) inkubiert. Die Bakterien wurden anschliefsend fiir 10 min auf
Eis inkubiert und zentrifugiert (10 min, 4 °C, 3000 UpM; Beckmann JA-14, Minchen). Der
Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet mit 50 ml eiskalter, sterilfiltrierter 50 mM
CaCl,-Losung vorsichtig resuspendiert und erneut flr 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation (10 min, 4 °C, 3000 UpM; Beckmann JA-14, Miinchen) wurde das
Pellet in 10 ml eiskalter 50 mM CaCl,/Glycerin (15 % v/v)-LOsung aufgenommen. Die
Suspension wurde aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zum Gebrauch

wurden die Aliquots bei -80 °C gelagert.

217.2 Transformation kompetenter E. coli

Durch Transformation werden Plasmide in kompetente E. coli-Zellen Ubertragen. 30 pl
kompetente DH5a-Bakterien (2.11.3) wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 pl eines
Ligationsansatzes (2.16.2) oder 0,5 pg Plasmid-DNA versehen. Nach 30-minutiger
Inkubation auf Eis wurde die Suspension 30 sec bei 42 °C hitzegeschockt. Die Bakterien
wurden flr 2 min auf Eis gehalten und nach Zugabe von 500 ul LB-Medium (2.9) fir 1 h bei
37 °C und 250 UpM im Schuttelinkubator (Thermomixer compact, Eppendorf, KéIn) inkubiert.
Zur Ausplattierung auf LBamp,-Agarplatten (2.9) wurden 50 pl verwendet.

Die Transformation von BL21(DE3)pLys-Bakterien (2.11.3) mit GST-Fusionskonstrukten
(2.11.1) erfolgte mit einem Hitzeschock fur 30 sec bei 37 °C. Die Ausplattierung von 30 pl
erfolgte auf LBamp, ca-Platten (2.9). Alle Gbrigen Schritte entsprachen den oben genannten.
Bei Verwendung von XL1-Blue-Bakterien (2.11.3; ,Quick change site directed mutagenesis
kit“, Stratagene, Heidelberg) wurden 50 pl Bakterien eingesetzt, die mit 1 yl des PCR-
Produktes versetzt wurden. Nach einer 30-mindtigen Inkubation auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock flir 45 sec bei 40 °C. Nach weiteren 2 min Inkubation auf Eis wurde 500 pl NZY-
Broth (2.9) zugegeben und der Ansatz fur 1 h bei 37 °C im Schuttelinkubator bei 250 UpM
gemischt (Thermomixer compact, Eppendorf, Kdln). AnschlieBend wurde der gesamte
Ansatz auf einer LBamp-Platte (2.9) ausgestrichen. Die LB-Platte wurde mindestens 16 h bei
37 °C inkubiert.
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217.3 Minipraparation von Plasmid-DNA (Le-Gouill et al., 1994)

Hierbei werden Plasmide aus E. coli-Kulturen isoliert, die aus einer Einzelkolonie von einer
LB-Agarplatte angeimpft wurden (2.9 und 2.17.2). Mit diesem modifizierten Protokoll der
alkalischen Lyse wurden transformierte Bakterienzellen auf die Anwesenheit rekombinanter
Plasmide getestet. Dazu wurde eine 5 ml LBamp-Kultur mit einer Einzelkolonie transformierter
Bakterien (2.17.2) inokuliert und 0.N. (15-16 h) bei 37 °C und 200 UpM im
Inkubationsschlittler (Inova 4300, NBS, USA) aufgezogen. 800 ul dieser Bakterienkultur
wurden mit 200 yl 87%-igem (v/v) Glycerin versetzt und als Dauerkultur bei -80 °C gelagert.
1,5 ml der Bakteriensuspension wurden zur Plasmid-Praparation in ein Eppendorfgefaflt
Uberfiihrt und fir 5 min bei RT mit 6000 UpM (Biofuge pico, Heraeus, Hamburg) zentrifugiert.
Das Sediment wurde in 100 pl Lysozym-Lésung (2 mg Lysozym/5 ml Losung 1)
resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach rascher Zugabe von 200 yl NaOH/SDS-
Lésung wurde der Praparationsansatz 5 mal durch Invertierung gemischt und 5 min auf Eis
inkubiert. Dem Ansatz wurden zur Neutralisation langsam 150 pl 3 M Natriumacetat pH 4.8
zugegeben. Durch mehrmaliges Invertieren wurde der Ansatz durchmischt und 5 min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine 5-minltige Zentrifugation bei RT und 10000 UpM
(Biofuge pico, Heraeus, Hamburg). Bakterielle Zelltrimmer, genomische DNA und Proteine
hafteten als kompakte, weille Masse an der Gefallwand. Die obere DNA-haltige Phase
wurde in ein neues Eppendorfgefald Uberfuhrt und eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Extraktion durchgefihrt (2.12.2). Die Proben wurden zwischen den einzelnen
Extraktionschritten kurz gevortext. Die nach dem letzten Extraktionsschritt erhaltene obere
DNA-haltige Phase wurde mit zwei Volumenanteilen eiskaltem absolutem Ethanol und mit
1/10 Volumenanteil 3 M Natriumacetat pH 4.8 versetzt. Nach einer 5-mindtigen Fallung der
DNA bei -20 °C wurde der Ansatz bei RT flr 10 min und 14000 UpM (Eppendorfzentrifuge
5417R, Hamburg) zentrifugiert. Das Pellet wurde zur Entfernung des Ethanols fir 10 min bei
37 °C getrocknet und nach Zugabe von 20 pl 0,1 mg/ml RNase A Lésung (2.9) fur 40-45 min
bei 37 °C inkubiert, um mitgefallte RNA zu entfernen. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde
nach Kontrollrestriktionsverdau (2.16.1) im Agarosegel (2.13.1) Uuberprift und zur
DNA-Sequenzierung (2.18) oder zur Subklonierung von DNA-Fragmenten (2.17) eingesetzt.
Die Lagerung positiver Klone erfolgte bei -20 °C.

Lésung 1 NaOH/SDS-Ldsung

1M Tris/HCI pH 8.0 25 ml 1 N NaOH 1 ml
0,5MEDTA pH 8.0 2 mi 10 % SDS 500
Glukose (wasserfrei) 0,9 g H.O ad 5ml

H,O ad 100 ml



Material und Methoden 43

2174 Maxipraparation von Plasmid-DNA (Sambrook et al., 1989)

Die Isolierung grofler Mengen reiner Plasmid-DNA, z.B. fur transiente Transfektionen
(2.21.4) oder in vitro  Transkription/Translation (2.19.2), erfolgte  durch
Casiumchlorid-Dichtegradienten-Zentrifugation eines Plasmid-Rohextraktes.

1 | LBamp-Medium wurde mit 25 ml einer aus einer Einzelkolonie inokulierten Ubernachtkultur
beimpft und bei 37 °C mit 200 UpM im Schuttelinkubator (Inova 4300, NBS, USA) bis zu
einer ODgpp=0,6 aufgewachsen. Zur Erhéhung der Replikationsrate des Plasmids wurde der
Proteinbiosynthese-Hemmstoff ~ Chloramphenicol (Endkonzentration: 200 Mg/ml)
hinzugesetzt. Chloramphenicol hemmt die Replikation des Bakterienchromosoms, nicht aber
die des Plasmides (Sambrook et al., 1989). Nach 12-stlindiger Inkubation bei 37 °C und 200
UpM im Schittelinkubator wurde die Kultur auf vier 250 ml Zentrifugenbecher (Beckmann,
Minchen) aufgeteilt und fir 10 min bei 4 °C mit 4500 UpM (Beckmann JA-14 Rotor,
Minchen) sedimentiert. Das Pellet wurde in 11,25 ml iso-osmotischer STE-LOosung
resuspendiert, jeweils zwei der Suspensionen in eine 50 ml-Zentrifugengefall vereinigt und
zum Abbau der Bakterienzellwand fir 20 min auf Eis mit 1,5 ml Lysozymlésung (60 mg/ml
STE) versetzt. Die entstandenen Spharoblasten wurden durch 5-mindtige Inkubation mit
1,8 ml einer 0,5 M EDTA-Lésung (pH 8,0) auf Eis und anschlieRender Zugabe von 14,4 ml
Triton-Mix fur weitere 30 min auf Eis unter regelmafigem Schwenken lysiert. Durch
einstundige Zentrifugation der Suspension bei 4 °C und 14000 UpM (Beckmann JA-20 Rotor,
Minchen) wurden die Zelltrimmer von der DNA getrennt. Die DNA-haltigen Uberstande
wurden in einem 250 ml Zentrifugenbecher vereinigt und die DNA durch Zugabe von je 40 ml
PEG-6000-Lésung fur mindestens 1 h auf Eis prazipitiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei
4 °C mit 10000 UpM (Beckmann Ja-14 Rotor, Minchen) wurde das DNA-Pellet in je 10 ml
TNE-Puffer aufgenommen und nach Zugabe von 10,9 g Casiumchlorid und 150 ul
Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) in Quick-Seal R&hrchen (Beckmann, Minchen)
Uberfiihrt. Die Réhrchen wurden auf 0,05 g genau austariert, verschweif3t und fir 20 h bei
20 °C mit 60000 UpM (Beckmann TI-70.1 Rotor, Miinchen) zentrifugiert. Die Interkalation von
Ethidiumbromid zwischen die Basen von DNA fihrt zur Entwindung der DNA-Doppelhelix.
Lineare und zirkuldre DNA weisen Unterschiede in der Menge gebundenen Ethidiumbromids
auf, was flr eine Trennung in der Casiumchlorid-Dichtegradienten Ultrazentrifugation
ausgenutzt wird. Die zirkulare Plasmid-DNA bildet eine distinkte Bande, die unter
Verwendung einer Kanile aus dem Gradienten isoliert wurde. Das Ethidiumbromid wurde
Uber eine Isoamylalkohol-Extraktion aus der DNA-haltigen Losung entfernt. Durch Dialyse
(2.12.4) der DNA-haltigen Losung gegen TE-Puffer (2.9) wurde das Casiumchlorid aus der
Praparation beseitigt. Die dialysierte Plasmid-DNA wurde im Restriktionsverdau (2.16.1)
Uberpruft, ihre Konzentration photometrisch bestimmt (2.12.5) und bei -20 °C gelagert.
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STE-Lésung PEG-L3sung

Tris, pH 8,0 50 mM PEG 6000 30 % (w/v)
Saccharose 25 % (wiv) NaCl 1,5 M
EDTA, pH 8,0 1 mM

Triton-Mix TNE-Puffer

Tris, pH 8,0 50 mM Tris, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 60 mM NaCl 10 mM
Triton X-100 0,1 % (vIv) EDTA, pH 8,0 1 mM

Alternativ wurden fir die Maxi-Praparation von Plasmiden auch Saulen des ,Jetstar-Plasmid
Maxi-Kits® (Jetstar-Plasmid Maxi-Kit 20 2.0, Genomed, Hess. Oldendorff) nach den
Herstellerangaben verwendet.

Das Prinzip der Isolierung der Plasmid-DNA Uber die Silikat-Sdulen besteht darin, dass die
nach der Prazipitation eines groRen Teils der Bakterienproteine und der genomischen DNA
und dem Abbau der RNA durch RNasen noch im Zellysat vorhandenen Bestandteile
sukzessiv eluiert werden. Die Saulen enthalten Kieselerdepartikel, die kovalent mit einer
hydrophilen Substanz beschichtet sind. Durch die hohe Ladungsdichte auf der Oberflache
der Partikel entsteht ein weites Separationsspektrum; durch Veranderung des pH-Wertes
und der lonenstarke der Puffer werden nacheinander Proteine, Metaboliten, Polysaccharide,
dNTP’s, dann RNA und einzelstrangige DNA und schlieRlich doppelstrangige Plasmid-DNA

eluiert (Produktinformation).

218 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach dem Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977) mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Primern durchgefuhrt. Eine hitzestabile DNA-Polymerase
verlangert die Primer mit den vier dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) entlang einer
einzelstrangigen Matrize in der Sequenzierreaktion. Durch den Einbau von
Didesoxynukleotiden (ddNTP’s), die in einem statistisch balancierten Verhaltnis im
Reaktionsgemisch zu den dNTP’s vorliegen, kommt es zum Abbruch der DNA-
Strangsynthese. Es entstehen Fragmente mit unterschiedlicher Lange, die nach
elektrophoretischer Auftrennung im GroéRenvergleich die relativen Positionen der einzelnen
Basen entlang der sequenzierten DNA anzeigen. Eine Erweiterung des Sanger-Prinzips stellt
das ,Cycle Sequencing" dar, bei dem mit wiederholten Reaktionszyklen aus thermaler

DNA-Denaturierung, ,Primer Annealing" und DNA-Elongation/Termination gearbeitet wird.
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Dieses Prinzip bietet den Vorteil der Signalverstarkung bei gleichzeitig geringen Mengen an
bendtigtem DNA-Ausgangsmaterial. Alle Sequenzierreaktionen wurden mit dem ,Thermo
Sequenase Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing Kit* (Amersham, Braunschweig)
unter Verwendung der Thermo Sequenase DNA-Polymerase und IRD800-markierten
Sequenzierprimem (Tab. 5) durchgefiihrt. Mit dieser Methode wurden sowohl subklonierte
PCR-Produkte als auch Reportergen- oder Expressionsplasmide sequenziert, die mittels
DNA-Minipraparation (2.17.3) oder DNA-Maxipraparation (2.17.4) isoliert worden waren.
Diese Technik erlaubte die Sequenzierung von 500-800 bp pro Sequenzierreaktion. Es
wurden je DNA-Probe 4 Parallelreaktionen durchgefiihrt, die sich nur in ihrer

ddNTP-Komponente unterschieden:

Plasmid-DNA (100 ng/pl) 2 ul
5’-IRD800-Primer (1 pmol/pl) 0,5 pl
A/C/G/T-Reagenz (Amersham) 1 I (jeweils in vier Parallelreaktionen)

Die Reaktion wurde zugig auf Eis in 0,5 ml Eppendorfgefdle (Roche Diagnostics,
Mannheim) pipettiert und mit je einem Tropfen Mineraldl (Promega, Mannheim)
Uberschichtet.

Die Reaktionszyklen wurden im TRIO-Thermoblock (Biometra, Gottingen) durchgefihrt.

5'-IRD-800-Primer 1. Denaturierung Zyklus-Temperaturprofil Zyklen
T7Promotor 95 °C/5 min 95 °C/30sec, 55 °C/20 sec, 72 °C/45sec 25
LucPFlu 95° C/5 min 95 °C/30sec, 55 °C/20 sec, 72 °C/45sec 25
CMV 95° C/5 min 95 °C/30sec, 65 °C/20 sec, 72 °C/45sec 25

Tab. 10: Temperaturprofile der Sequenzierreaktion. Die initiale Denaturierungstemperatur sowie
deren Dauer sind der Spalte ,1. Denaturierung« zu entnehmen. Das Temperaturprofil der
Sequenzierreaktion und deren Zyklenanzahl ist in den Spalten ,Zyklus-Temperaturprofil“ und ,Zyklen*
zusammengefalit.

Nach Reaktionsende wurden die Proben mit 1 ul eines EDTA/Formamid-Puffers versetzt,
lichtgeschutzt und weitgehend auf Eis gehalten. Die Proben wurden bis zur Elektrophorese
bei -20 °C gelagert. Mit Hilfe eines denaturierenden Polyacrylamidgels wurde das Fragment-
Gemisch elektrophoretisch aufgetrennt (2.13.3), die Auswertung der Bandenmuster erfolgte

mit Base ImagIR-Software.
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Alternativ wurden die Proben nach der Dye Terminator Cycle-Sequenzierungs Methode mit
einem DNA-Sequenzierungsgerat der Firma ABI PRISM (3100 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems, Darmstadt) sequenziert:

Bei dieser Methode werden vier mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen gekoppelte
Didesoxynukleotide (ddNTP) mit nicht markierten Desoxynukleotiden (dNTP) gemischt und
eine Sequenzier-PCR-Reaktion durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren wird nur ein Primer
(Tab. 6) eingesetzt, so dass ein Strang wiederholt abgeschrieben wird. Die Zyklen von
Denaturierung, Anlagerung sowie die Elongation werden 25-mal durchlaufen. Dabei
entstehen unterschiedlich lange am 3’-Ende mit basenspezifischen Farbstoffen markierte

Fragmente.

Ein Ansatz zur Sequenzierungs-PCR enthielt folgende Komponenten:

H,O 6 ul
Plasmid-DNA (100 ng/pl) 1ul
Primer (10 pmol/ul) 1wl
Big Dye-Mix (Applied Biosystems, 2l
Darmstadt)

(Im Big Dye-Mix enthalten sind: Fluoreszenz-Farbstoff-gekoppelte ddNTP’s, dNTP’s, eine
Polymerase, 10 x Puffer)

Die PCR zur Sequenzierung wurde in einem Gradienten Cycler (PTC-200, Biozym
Diagnostik, Hess. Oldendorf) nach folgendem Temperaturprofil durchgefihrt:

Segment Zyklen Temperatur Zeit
1 1 94 °C 2 min
2 25 96 °C 15 sec
56,5 °C 15 sec
60 °C 15 sec
3 1 60 °C 4 min
4 4 °C ©

Nach Abschlul3 der Sequenzier-Reaktion wurde der Sequenzieransatz auf 40 yl mit H,O
aufgeflllt und Uber einen Sephadex-Filter (Sephadex G-50, Amersham Biosciences,
Freiburg) gereinigt. Die DNA-Fragmente wurden Uber ein Gel-Kapillarsystem
elektrophoretisch der Grolke nach aufgetrennt. Die vier unterschiedlichen Fluoreszenz-
Farbstoffgruppen, die jeweils an ein bestimmtes Nukleotid gekoppelt waren, wurden durch

einen Laser angeregt und die Fluoreszenzsignale durch ein Detektorsystem des DNA-
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Sequenzers anhand ihrer unterschiedlichen Emissionswellenlange identifiziert und

quantifiziert.

2.19 Proteinbiochemische Methoden

2.19.1 Bakterielle Expression und Aufreinigung von GST-Pax6-PD

Die Aufreinigung des rekombinanten, bakteriell Gberexprimierten Proteins GST-Pax6-PD
(Tab. 8) erfolgte Uber Affinitdts-Chromatographie. Die Expression von GST-Fusionsproteinen
der Glutathion S-Transferase (26 kDa) aus Schistosoma japonicum steht unter der Kontrolle
eines IPTG induzierbaren Promotors. Das Plasmid tragt neben einem Ampicillinresistenzgen
auch die kodierenden Abschnitte fiir das laq 19-Gen. Durch Zugabe des synthetisch
hergestellten Induktors IPTG wird die Wirkung des lag-Repressors aufgehoben und die
tac-Promotoraktivitat induziert. Die rekombinanten Proteine wurden in
Protein-DNA-Bindungsstudien (EMSA, 2.20) eingesetzt.

Nach Transformation der entsprechenden Vektoren in BL21-Zellen (2.11.3) wurden 100 ml
LBamp,ca-Medium (2.9) mit einer Kolonie angeimpft und bei 37 °C mit 200 UpM (Inova 4300,
NBS, USA) tber Nacht inokuliert. Die 1 | LBamp, ca-Hauptkultur wurde mit der Ubernachtkultur
beimpft und bei 37 °C und 200 UpM (Inova 4300, NBS, USA) bis zu einer optischen Dichte
von ODge=0,6 hochgewachsen. Fir die SDS-PAGE-Analyse wurde ein 50 pl-Aliquot
entnommen (2.19.5). Zur Induktion wurde IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM
zugefigt und die Kultur fir weitere 3 h bei 37 °C und 200 UpM (Inova 4300, NBS, USA)
inkubiert. Es wurde erneut ein 50 pl-Aliquot fir die SDS-PAGE (2.19.5) enthommen und die
Zellen bei 4 °C mit 3500 UpM fiir 15 min sedimentiert (Beckmann JA-14 Rotor, Miinchen).
Das Sediment wurde in 40 ml 1 x PBS (inkl. 1 mM DTT, 1 mM PMSF; 2.9) resuspendiert und
fur einen verbesserten Zellaufschlufl® Giber Nacht bei -80 °C eingefroren. Die Zellsuspension
wurde nach langsamem Auftauen auf Eis (~3 h) in ein 50 ml Polypropylen-Roéhrchen (Blue
Max, Falcon, Becton Dickinson, U.K.) Uberfuhrt. Der Aufschlu® der Zellen erfolgte durch
Sonifizieren der Suspension flr 9 mal 20 s bei 400 Watt (Labsonic 1510, Braun, Melsungen)
mit jeweils einer 30-sekundigen Abkuhlpause, wobei die Probe wahrend der gesamten
Ultraschallbehandlung in Eiswasser gehalten wurde. Zellfragmente wurden durch eine
Zentrifugation bei 4 °C mit 10000 Upm far 10 min (Beckmann JA-20 Rotor, Mlinchen) von
I6slichen Bestandteilen getrennt. Sowohl vom Pellet als auch vom Uberstand wurde ein
50 ul-Aliquot fiir die SDS-PAGE (2.19.5) entnommen. Der Uberstand wurde mit 500
Glutathion-gekoppelter Agarose (50 mM; Sigma, Minchen) fir 2 h bei 4 °C unter leichtem
Schwenken (2.5 Zyklen/min, Mini Rocking Platform, Biometra, Goéttingen) inkubiert. Die

proteingebundene Agarose wurde durch eine Zentrifugation bei 4 °C flr 3 min mit 1000 UpM
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(Sigma 4K-1, Aichach) sedimentiert, in 10 ml eiskaltem 1 x PBS (inkl. 1 mM DTT, 1mM
PMSF; 2.9) aufgenommen und erneut wie oben zentrifugiert. Diese Waschprozedur wurde
insgesamt dreimal wiederholt, wobei nach jedem Waschschritt ein 50 ul-Aliquot fir die SDS-
PAGE (2.19.5) entnommen wurde. Die Agarose wurde in 1 ml 1 x PBS (inkl. 1 mM DTT,
1TmM PMSF; 2.9) resuspendiert und in Polypropylen-Saulen (,Poly-Prep Chromatography
Coloumns® Bio-Rad, Minchen; 2.5) Uberfihrt, in denen die Agarose 15 min bei RT
sedimentierte. Die Elution des gebundenen GST-Pax6-PD-Konstrukts erfolgte durch Zugabe
von 2 ml frisch angesetztem Elutionspuffer. Nach einer Inkubation der Agarose mit dem
Elutionspuffer fir 10 min bei RT wurde der untere Saulenverschlul® getffnet und das Eluat in
200 pl Fraktionen in Eppendorf-Reaktionsgefallen gesammelt. Der Proteingehalt der
einzelnen Fraktionen wurde durch Zusatz von 100 yl Coomassie Brilliant Blue G-250
Reagenz (1:5 verdiinnt, Bio-Rad, Minchen; 2.19.4) zu je 5 pl Eluat in Mikrotiter-Platten
(Microplatte 96 K, Greiner Labortechnik GmbH, Solingen) getestet. Proteinhaltige Eluat-
Fraktionen wurden vereint und 3 h bei 4 °C unter einmaligem Pufferwechsel gegen 2 |
Dignam-Puffer D (2.19.3) dialysiert (2.12.4). Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
(2.19.4) und Entnahme einer Probe fir die SDS-PAGE Analyse (2.19.5) wurde das

Gesamteluat aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert.

Elutionspuffer

Hepes, pH 7,5 20 mM
NaCl 2000 mM
DTT 1 mM
PMSF 1 mM
Glutathion 50 mM

Zur Voraquilibrierung der Glutathion-gekoppelten Agarose-Matrix wurde die Glutathion-
Agarose nach Herstellerangaben mit H,O versetzt und nach 2-stindiger Quellung 2 mal mit
10 ml 1 x PBS gewaschen und anschliefend in 1 x PBS (inkl. 1 mM DTT, 1 mM PMSF) bei
4 °C aquilibriert.

2.19.2 In vitro Transkription und Translation

Mit dem ,TnT Coupled Reticulocyte Lysate System® (Promega, Mannheim) ist es mdoglich,
Plasmid-DNA in vitro zu transkribieren und die so erzeugte mRNA im Retikulozyten-Lysat
zellfrei zu translatieren. Zu diesem Zweck wurde die Protein-kodierende DNA-Sequenz in
einen Vektor kloniert (pcDNA3, Promega, Mannheim; 2.11.1), in dem sie unter Kontrolle
eines prokaryotischen T7-RNA-Polymerase-Promotors steht. Das Lysat aus Kaninchen-
Retikulozyten enthalt eine T7-RNA-Polymerase und alle zur Translation erforderlichen

Proteine, Aminosauren und Zellbestandteile. In einem einzigen Reaktionsansatz findet mit
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Hilfe der RNA-Polymerase die in vitro Transkription statt und das Transkript wird simultan
translatiert. Durch Zugabe von [**S]-markierten Methionin wurde das Translationsprodukt
markiert und konnte so in der Autoradiographie (2.14.2) nachgewiesen werden. Die

radioaktiv markierten Proteine wurden anschlieRend im EMSA eingesetzt (2.20).

Ein 50 ul Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

TnT Retikulozyten Lysat 25 Ml
TnT Reaktions-Puffer 2 Ml
TnT T7-RNA-Polymerase 1 ul
Aminosaure-Mix ohne Met (1 mM) 1 ul
RNasin (40 U/ul) 1 ul
a-[*S]-Met (1200 Ci/mmol) 4 ul
Plasmid-DNA 1 Mg
H,O ad 50 pl

Der Reaktionsansatz wurde 90 min bei 30 °C inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde das
Lysat mit 20 % (v/v) Glycerin versetzt und bei -20 °C gelagert. Die Analyse der
Translationsreaktion und die Quantifizierung der Translationsprodukte erfolgten durch SDS-
PAGE (2.19.5) unter Verwendung von 5 pl des Reaktionsansatzes. Nach der SDS-PAGE
erfolgte die Detektion der [*>S]-markierten in vitro transkribierten/translatierten Proteine durch
Autoradiographie mit Hilfe des Phosphor-Imagers und Exposition eines Rontgenfilms fir
1 Tag (2.14.2).

2.19.3 Kernproteinisolierung aus transfizierten Tumorzelllinien (Dignam et al., 1983;

modifiziert)

Fir die Kernproteinisolierung wurden 10 Gewebekulturschalen (& 150 mm) mit JEG-3-Zellen
kultiviert und pro Schale mit 20 ug der Expressionsplasmide fir Pax6-WT, -dHD, -dH3, -3Ala,
-dPD oder dPD/E6 nach der Calcium-Phosphat-Methode (2.21.4) transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurde das Medium abgesaugt und die kultivierten Zellen mit 10 ml eiskaltem
1 x PBS (2.9) gewaschen. Die Zellen wurden in 10 ml 1 x PBS mit einem Gummiabzieher
vom Boden der Gewebekulturschale abgeldst und in ein vorgekuihltes 50 ml Polypropylen-
Roéhrchen (Blue Max, Falcon, Becton Dickinson, U.K.) Uberflihrt und fir 10 min bei 4 °C und
2000 UpM (Sigma 4K-1, Sigma, Aichach) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Sediment im 5-fachen Volumen eiskaltem Puffer A resuspendiert und 10 min auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 4 °C, 2000 UpM) wurde das Zellsediment in
zweifachem Volumen Puffer A aufgenommen. Die Zellen wurden in einen vorgekuhlten
Glashomogenisator (B-Typ Pistill, Wheaton, Millville, USA) tUberfuhrt und durch 18 Hube

aufgeschlossen. Das Lysat wurde in einen 50 ml Beckmann-Zentrifugenbecher tberflihrt und
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10 min bei 4 °C und 2000 UpM (Sigma 4K-1, Sigma, Aichach) zentrifugiert. Der cytosolische
Uberstand wurde griindlich abgesaugt. Zur Abtrennung cytosolischer Restverunreinigungen
wurde die sedimentierte Kernfraktion in zweifachem Volumen eiskaltem Puffer A
resuspendiert und 20 min bei 4 °C und 14500 UpM (Beckmann JA-20 Rotor, Minchen)
zentrifugiert. Die sedimentierten Kerne wurden in 1 ml eiskaltem Puffer C resuspendiert und
in einem vorgekulhlten Glashomogenisator (B-Typ Pistill, Wheaton, Millville, USA) mit 10
Hiiben aufgeschlossen. Nach der Uberfiihrung in ein Becherglas wurde die Suspension 30
min bei 4 °C gerihrt und anschlieRend 30 min bei 4 °C und 14500 UpM (Beckmann JA-20
Rotor, Miinchen) zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein Becherglas gegeben und
festes Ammoniumsulfat (0,33 g/ml Extrakt) in mehreren Portionen langsam unter Ruhren
zugegeben (Kuhlraum, 4 °C). Die Losung wurde weitere 30 min geruhrt und anschliefend 20
min bei 4 °C und 14000 UpM (Eppendorfzentrifuge 5417 R, Koln) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt. Das Proteinpellet wurde in 200 ul Puffer D
aufgenommen und 5 h bei 4 °C gegen 1 | Puffer D dialysiert (2.12.4). Das Dialysat wurde fur
20 min bei 14000 UpM (Eppendorfzentrifuge 5417 R, Hamburg) zentrifugiert. Der Uberstand
mit den Kernproteinen wurde in 10 ul Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-20 °C gelagert. Zur Konzentrationsbestimmung der Proteine (2.19.4) wurde 1 ul des

Kernproteinextrakts eingesetzt.

Puffer A Puffer C

Hepes pH 7,9 10 mM Hepes pH 7,9 20 mM

MgCl, 1,5 mM Glycerin 27 % (vIv)

KCI 10 mM NaCl 420 mM

DTT 0,5 mM MgCl, 1,5 mM
EDTA pH 8,0 0,2 mM
DTT 05 mM
PMSF 05 mM

Puffer D

Hepes pH 7,9 20 mM

Glycerin 20 % (vIv)

KCI 0,1 M

EDTA pH 8,0 02 mM

DTT 05 mM

PMSF 0,5 mM
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2194 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen (Bradford, 1976)

Die Proteinkonzentration wurden unter Verwendung des "Bio-Rad Protein Assays" (2.5)
bestimmt. Der BioRad-Farbstoff (Coomassie Brilliant blue G-250) wurde Uber Faltenfilter
(5971/2, & 150 mm, Schleicher & Schuell, Dassel) filtriert und mit H,O 1:5 verdiinnt. Die
Bestimmung wurde in Mikrotiter-Platten durchgefiihrt. Zur Konzentrationsbestimmung
wurden 20 pl einer 1:40-, 1:20- und 1:4-Verdiinnungen der Proteinldsung hergestellt, mit 280
pl des verdunnten Farbreagenz versetzt und mit H,O auf 300 pl aufgefillt. Durch die Bindung
des Farbstoffes an Proteine verschiebt sich das Absorptionsspektrum des Farbstoffes von
A =465 nm nach A = 595 nm. Die Proben wurden zur Bildung des Farbkomplexes fur 5 min
bei RT inkubiert und die Extinktion bei einer Wellenlange von A = 550 nm (Molecular
Devices, Kinetic microplate reader) gegen den Pufferleerwert photometrisch ermittelt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer BSA-Eichkurve, die bei jeder
Messung durch eine definierte Verdiinnungsreihe mit BSA (2.1) erhalten wurde. Die
Eichkurve wurde mit BSA-Konzentrationen von 0-100 pg/ml erstellt, die aus einer 1 mg/mi

BSA-Stammldsung angesetzt wurden.

2.19.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von Proteinen (Laemmli,
1970)

Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Unter denaturierenden Bedingungen, d.h. in
der Gegenwart von SDS, wandern Proteine umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres
Molekulargewichts durch die Polyacrylamid-Matrix zur Anode. Das negativ geladene SDS
lagert sich an positiv geladene Aminosaurereste und hydrophobe Seitenketten der Proteine
an, so dass die Proteine nach SDS-Behandlung negativ geladen sind. Zusatzlich wird DTT
zugegeben, wodurch Disulfidbriicken reduziert werden und sich die Proteine entfalten. In der
Modifikation nach Laemmli (1970) wird zusatzlich ein diskontinuierliches Puffersystem zur
besseren Trennung der Proteinbanden verwendet. Eine besonders gute Auftrennung der
Proteine mit klar abgegrenzten Banden bekommt man mit der diskontinuierlichen
Elektrophorese, bei der Proteine erst in einem Sammelgel (4 %) konzentriert werden, ehe sie
im Trenngel (5-15 % Acrylamid, in Abhangigkeit vom relativen Molekulargewicht des zu
analysierenden Proteins) aufgetrennt werden. StandardmaRig wurde ein 10 %-iges
Acrylamidgel verwendet.

Die Trenngelldsung wurde gleich nach Zugabe von TEMED und APS in die Gieldvorrichtung
(Mighty Small-System, SE 250, Hoefer, San Francisco, USA) mit den zusammengesetzten

Einzelgelkammern gegeben und mit H,O Uberschichtet. Nach der Polymerisation (30 min,
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RT) wurde das H,O abgegossen, mehrfach mit Sammelgelpuffer gespllt und das
polymerisierte Trenngel mit dem Sammelgel Uberschichtet. Sofort nach dem Gielten wurde
ein Kamm in das Sammelgel eingesetzt. Nach 1 h Polymerisationszeit bei RT war das Gel
gebrauchsfertig und konnte in eine Gelelektrophoresekammer (SE 250, Hoefer, San
Francisco, USA) gespannt werden. Die Elektrodenkammern wurden mit 1 x SDS-Laufpuffer
geflllt. Die Proteinproben wurden mit 2 x SDS-Probenpuffer (Endkonzentration 1 x) versetzt,
fir 5 min bei 95 °C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA/Gel und konnte durch
mitlaufende Protein-Molekulargewichtstandards (2.11.2) verfolgt werden. Nach Ende des
Gellaufs wurde das Gel von den Glasplatten geldst und das Sammelgel verworfen. Handelte
es sich um Gele mit nicht radioaktiv markierten Proteinen (2.19.1), so wurden die Gele
anschliellend durch Coomassie-Ldsung (2.19.6) gefarbt. Diente die SDS-PAGE zur Analyse
und quantitativen Bestimmung von radioaktiv markierten in vitro Transkriptions-
Translationsprodukten, so wurde das Gel unter Vakuum (Vakuumtrockner G200, Frébel,
Blaufelden) fur 1,5 h bei 65 °C getrocknet. Zur Autoradiographie (2.14.2) wurde flr 10 min

ein Phosphor-Imager-Screen aufgelegt und anschlieRend fir 1 Tag ein Réntgenfilm.

2 x SDS-Probenpuffer 5 x SDS-Laufpuffer

Tris, pH 6,8 125 mM Tris, pH 8,3 125 mM
Bromphenolblau 0,1 % (w/v) Glycin 960 mM
SDS 4 % (w/v) SDS 0,5 % (w/v)
Glycerin 20 % (VIv)

DTT 1,25 % (wlv)

Acrylamidlosung (30 % (w/v)

Acrylamid 292 ¢
Bisacrylamid 0,8 g
H.O ad 100 ml

Lagerung bei 4 °C.

Sammelgelldsung 4 % Trenngellésung 10 %

Acrylamidlésung 670 i Acrylamidlésung 3,33 ml
Tris, pH 6,8 (0,5 M) 1,25 ml Tris,pH8,8(1,5M) 2,5 ml
SDS (10%, w/v) 50 ul SDS (10%, w/v) 100
H,O 298 ml H,O 4 ml
APS (10%, wi/v) 50 ul APS (10%, wi/v) 100
TEMED 2,4 ul TEMED 6 ul

Die Angaben der Gelldsungen beziehen sich auf 2 Minigele (80 mm x 70 mm x 0,75 mm).
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2.19.6 Coomassie-Farbung von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel

Zum Nachweis von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel (2.19.5) wird die Eigenschaft von
Coomassie Brilliant Blue R-250 ausgenutzt, unlésliche Farbstoff-Protein-Komplexe zu bilden.
Die untere Nachweisgrenze bei diesem Verfahren liegt bei 200-400 ng/0,5 cm Bande. Nach
der Elektrophorese wurden die Gele zum Fixieren (d.h. denaturieren und ausfallen) und
Anfarben fir 15 min in der Farbelosung geschwenkt (2,5 Zyklen/min, Mini Rocking Platform,
Blometra GmbH, Goéttingen). Zur Entfernung des nicht an Proteine gebundenen Farbstoffs
wurden die Gele in Entfarber bei mehrfachem Wechsel der Losung geschwenkt (2,5
Zyklen/min, Mini Rocking Platform, Biometra GmbH, Goéttingen), bis sich die Proteinbanden
deutlich vom Hintergrund abhoben. Die Dokumentation erfolgte mittels einer
Geldokumentationsanlage (E.A.S.Y. store, Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch). Zur
Lagerung wurden die Gele luftblasenfrei in Zellophanpapier eingeschlagen, zwischen zwei

Plexiglasplatten gelegt und 5 Tage an der Luft getrocknet.

Farbel6sung

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25 % (wiv)
Essigsaure 10 % (vIv)
Methanol 45 % (vIv)
Entfarber

Essigsaure 10 % (vIv)
Methanol 45 % (vIv)

Alle Lésungen wurden mit H,O angesetzt.

2.20 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) (Knepel et al., 1990b,

modifiziert)

Im EMSA werden DNA-Protein-Interaktionen untersucht. Die Proteine und die markierte DNA
werden zusammen inkubiert und anschlieBend elektrophoretisch im nativen
Polyacrylamidgel analysiert. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass Protein-DNA-
Komplexe in einem nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gel langsamer wandern als freie,
ungebundene DNA-Fragmente. Die verlangsamte Wanderungsgeschwindigkeit des Protein-
DNA-Komplexes (Retardierung) ist in der Elektrophorese durch eine abweichende
Bandenposition (,bandshift“) gekennzeichnet. In dieser Arbeit wurde der EMSA eingesetzt,

um die Bindung
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- von rekombinanten, bakteriell exprimierten GST-Pax6-PD-Fusionsproteinen (2.19.1;
Tab. 8),

- von in vitro transkribierten/translatierten Proteinen (2.19.2; Tab. 8)

- von Kernproteinen aus mit den Expressionsvektoren flr die Pax6-Mutanten transfizierten
JEG-3-Zellen (2.19.3; Tab. 8)

an [0*%-P]-dCTP-markierten Oligonukleotid-Sonden (Tab. 2) zu charakterisieren.

2.201 Bindungsreaktion

Alle Pipettierschritte und Inkubationen wurden auf Eis durchgefiihrt. Fur die
Bindungsreaktion mit bakteriell exprimiertem GST-Pax6-Fusionsprotein in steigender
Konzentration (0,25 pg; 0,5 pg; 1 pg; 2 pg) bzw. 20 ug JEG-3-Kernextrakt bzw. 10 pl in vitro
Transkriptions-Translationsansatz flr Pax6-WT, -dHD, -dH3, -3Ala wurde der Bindungspuffer
modifiziert nach Knepel et al., 1990b verwendet: 20 mM Hepes (pH 7,9), 140 mM KCI, 1 mM
EDTA (pH 8,0), 0,5 mM DTT und 10% (v/v) Glycerin. In einem Eppendorfgefald wurde den
Reaktionsansatzen mit bakteriell exprimiertem Protein jeweils 0,2 pug, den
Reaktionsansatzen mit Kernproteinextrakten jeweils 2 ug und den Reaktionsansatzen mit in
vitro transkribierten/translatiertem Protein jeweils 2,5 ug des Nukleotidpolymers poly (dI-dC)
(Sigma, Minchen) zur Minderung unspezifischer DNA-Bindungen zugesetzt und fir 10 min
auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde der 20 pl Gesamtansatz mit 5-10 fmol (15000-30000
cpm) einer radioaktiv markierten Oligonukleotid-Sonde (Tab. 2) komplettiert, fiir 15 min auf
Eis inkubiert, mit 6 x Stopp-Mix (2.9) (Enkonzentration 1 x) versetzt und auf einem nativen

Polyacrylamidgel (2.20.2) aufgetrennt.

2.20.2 Nicht-denaturierende Auftrennung der Protein-DNA-Komplexe

Protein-DNA-Komplexe aus den Bindungsreaktionen (2.20.1) wurden zur Erhaltung ihrer
nativen Struktur unter nicht-denaturierenden Bedingungen und unter Verwendung von
Puffern niedriger lonenstarke elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde mit Glasplatten
der Gréke 18 cm x 16 cm x 1,5 mm und Elektrophoresekammern (SE 600, Hoefer, San
Francisco, USA) prapariert. Nach der Zugabe von TEMED und APS wurde die Gellésung
zlgig und luftblasenfrei zwischen die mit abs. Ethanol gereinigten Glasplatten gegossen und
ein Teflonkamm flr die Auftragstaschen eingesetzt. Nach Polymerisation (1 h) wurde das
Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt, die Pufferkammern mit 0,5 x TBE (2.9) als
Laufpuffer gefiillt und die Geltaschen anschlieRend damit griindlich gespult. Es wurde eine

konstante Spannung von 180 V bei RT angelegt und nach 1 h Vorlauf die Spannung
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unterbrochen, die Proben aufgetragen und die Elektrophorese mit identischen Bedingungen
fortgesetzt. Zum Trocknen wurde das Gel auf zwei Lagen Whatman-Papier gelegt und mit
Frischhaltefolie bedeckt. Das Gel wurde unter Vakuum (Vakuumtrockner G200, Frobel,
Blaufelden) fir 1,5 h bei 65 °C getrocknet und die Protein-DNA-Komplexe

autoradiographisch nachgewiesen (2.14.2).

Acrylamidlosung 40 % (w/v)

Acrylamid 38 g
Bisacrylamid 2 g
H20 ad 100 ml

Die Lésung wurde filtriert, bei 4 °C und lichtgeschutzt gelagert.

Das 5 %-ige-Gel (Knepel et al., 1990b, modifiziert) bestand aus folgenden Komponenten:

Polyacrylamid-Gellésung Knepel et al., 1990b
Acrylamidlésung 40 % (w/v) 6,25 ml
5x TBE 5,00 ml
H,O 38,50 ml
APS 10 % (w/v) 05 mi
TEMED 50 1]
2.21 Methoden zur Behandlung eukaryotischer Zellkulturen

Samtliche Arbeiten in der Zellkultur erforderten sterile Bedingungen. Unter einer sterilen
Werkbank (Baker, Labotect GmbH, Goéttingen) wurden daher ausschlieBlich sterile, vor
Benutzung auf 37 °C vorgewarmte Kulturmedien (2.10) und Pufferldsungen (2.9) verwendet.
Die verwendeten Gefal3e und Pipettenspitzen wurden vor der Verwendung trocken sterilisiert
(4 h bei 180 °C) und direkt vor Benutzung unter der Werkbank abgeflammt. Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten fir 2 min bei RT mit 1300 UpM (Megafuge 1.0, Hereaus
Sepatech GmbH, Hamburg).

2211 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung von aTC2-, InR1G9- und JEG-3-Zellen (2.11.4) erfolgte in 30 ml des

jeweiligen Kulturmediums (2.10) in 15 cm-Kulturschalen (2.8). Die Zellen wurden bei 37 °C,
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CO,-Begasung (5%) und 93 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Steri-Kult Inkubator,
Labotect GmbH, Géttingen) kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von 80 % wurden die
Zellen passagiert. Nach Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen zur Beseitigung
abgestorbener Zellen und des restlichen Kulturmediums mit 10 ml 1 x PBS-Puffer
gewaschen. Das Ablésen der Zellen erfolgte unter Zugabe von 3 ml Trypsin/EDTA (GIBCO
BRL, Karlsruhe) und 2-3 min Inkubation im Brutschrank. Der Trypsinverdau wurde durch
Zugabe von 7 ml des entsprechenden Kulturmediums abgestoppt. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert, das Sediment in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und erneut zentrifugiert.
Auf frische 15 cm-Kulturschalen wurden jeweils 25 ml des Kulturmediums verteilt und mit je
5 ml des resuspendierten Zellpellets auf 30 ml Endvolumen aufgeflllt, so dass eine
Teilungsrate von 1: 4 (aTC2-Zellen), 1:6 (InR1G9-Zellen) bzw. 1:7 (JEG-3-Zellen) erfolgte.
Nach einer Wachstumsphase von 3-5 Tagen im Brutschrank wurden die Zellen erneut

passagiert oder in transienten Transfektionen (2.21.4) eingesetzt.

2.21.2 Gefrierkonservierung von Zellen

Zur langfristigen Lagerung von eukaryotischen Kulturzellen wurden Gefrierstocks angelegt,
die bei -196 °C in flussigem Stickstoff konserviert wurden. Die Zellen wurden nach Ablésen
von der Kulturschale zentrifugiert und mit DMSO-haltigem (10 %, v/v) Kulturmedium
gewaschen. Der Zusatz von DMSO (2.1) dient beim Einfriervorgang als Schutz der Zellen
gegen Eiskristalle. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde das Zellpellet in 10 ml des
DMSO-haltigen Mediums aufgenommen, in Einfrierréhrchen (Nalgene, Hereford, U.K.) zu je
1 ml aliquotiert und fir 24 h bei -80 °C in einem Styroporbehalter gelagert. Die
Langzeitlagerung erfolgte in einem Stickstofftank (GT 140, Schutt Labortechnik Géttingen).

2213 Revitalisierung von Zellen

Die Revitalisierung der Zellen wurde zlgig durchgefihrt, um die durch den
Konservierungsstoff DMSO (2.1) auftretenden toxischen Effekte auf die Zellen zu vermeiden.
Ein Einfrierréhrchen mit in -80 °C eingefrorenen Zellen wurde in einem 37 °C Wasserbad
geschwenkt, bis nur noch ein kleiner Eiskern sichtbar war. Die Zellen wurden in 15 ml
vorgewarmten Kulturmedium aufgenommen, zentrifugiert und mit 1 x PBS gewaschen. Das
Zellsediment wurde nach erneuter Zentrifugation in 10 ml Kulturmedium resuspendiert, auf
eine 10 cm-Kulturschale gebracht und im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Nach 12 h wurde

das Medium gewechselt, um restliches DMSO, tote Zellen und Zelltrimmer zu entfernen.
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Nach 3-5 Tagen Kultivierung wurden die Zellen zur weiteren Vermehrung auf 15

cm-Kulturschalen verteilt.

2214 Transiente Transfektionen eukaryotischer Zelllinien

Mittels Transfektion wird unverpackte, exogene DNA in eukaryotische Zellen eingeschleust.
Bei der transienten Transfektion wird die Fremd-DNA zwar in den Zellkern der Zelle
eingebracht, aber nicht in das Genom der Zelle integriert. Die Expression transient
transfizierter DNA kann daher nur bis zu 72 h nach Transfektion nachgewiesen werden, da
die Zellen die exogene DNA nach einer Kinetik 1. Ordnung wieder abgeben. Fur die
transiente Transfektion stehen verschiedene chemische Methoden zur Verfigung. Die
Transfektion von oTC2- und InR1G9-Zellen erfolgte mit dem kationischen Polymer
DEAE-Dextran (2.1). Bei dieser Transfektionsmethode wird die DNA im Komplex mit
DEAE-Dextran mittels Endocytose Uber einen noch nicht geklarten Mechanismus
aufgenommen. JEG-3-Zellen wurden mit Hilfe der Calcium-Phosphat-Methode transfiziert.
Dabei wird die DNA in Form feinkdrniger Calcium-Phosphat-Prazipitate auf die Zellen
aufgebracht und von diesen vermutlich Gber Phagocytose aufgenommen. Die Praparation

der Zellextrakte (2.21.5) wurde in allen Fallen 48-55 h nach Transfektion vorgenommen.

Transfektion mittels DEAE-Dextran (Sambrook et al, 1989, modifiziert)

Nachdem die oTC2-oder InR1G9-Zellen auf einer 15 cm-Schale zu 80 % konfluent
gewachsen waren, wurden sie durch eine Trypsin/EDTA-Behandlung (2.21.1) von der
Kulturschale abgelost. Die Reaktion wurde durch Gabe von 7 ml des entsprechenden,
inkompletten Mediums (Medium ohne Serum, 2.10) gestoppt. Die Zellsuspension wurde
mehrfach vorsichtig auf- und abpipettiert, um die Zellen zu vereinzeln, und anschlieRend
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml TD-Puffer gewaschen, zentrifugiert und die Zellen
in dem gewlnschten Volumen TD-Puffer aufgenommen. Standardmafig wurden die Zellen
einer 15 cm-Schale auf zwoIf 6 cm-Schalen aufgeteilt. Dazu wurden sie in 12 ml TD-Puffer
aufgenommen, mit 60 yl DEAE-Dextran (5 pl DEAE-Dextran/6 cm-Kulturschale) versetzt und
leicht geschwenkt. Je 1 ml dieser Suspension wurde auf 12 Polypropylenréhrchen verteilt, in
welche bereits die zu transfizierenden Reportergen-Plasmide (je 2 ug, Tab. 7) vorgelegt
worden waren. Die Ansatze wurden durch Schwenken gut durchmischt und fir 15 min bei
RT inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Aufnahme der DNA in die Zellen. Anschlieliend
wurden den Ansatzen jeweils 2 ml Kulturmedium zugefligt, die Zellen zentrifugiert und mit je

2 ml Kulturmedium gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellsedimente in
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5,5 ml Kulturmedium aufgenommen und die Zellen auf die 6 cm-Kulturschalen (5 ml
Zellsuspension/6 cm Kulturschale) ausgesat. Die Schalen wurden nach 48 h Inkubation bei
37 °C zur Zellextraktpraparation (2.21.5) geerntet. AnschlieRend wurde die Luciferase
Reportergen-Aktivitat in den Zellextrakten bestimmt (2.21.6). Durch Cotransfektion von 0,5
Mg/6 cm-Kulturschale des pGFPtpz-cmv [R] control vector-Reportergen-Plasmids (Tab. 7)
wurden die Transfektionseffizienz sowie der EinfluR unspezifischer Effekte auf das
Luciferase-Reportergen (,Squelching”) Uberprift. Um die Plasmidmengen zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen konstant zu halten, wurde mit dem pBluescript-Vektor

(Stratagene, Heidelberg) ausbalanciert.

TD-Puffer DEAE-Dextran

Tris, pH 7,4 25 mM 60 mg/ml H,O

NaCl 140 mM Die Lésung wurde sterilfiltriert.
KCI 5 mM

K:HPO4 0.7 mM

Der Puffer wurde vor Benutzung autoklaviert.

Transfektion mittels Calcium-Phosphat (Ausubel et al, 1987)

Nach Erreichen einer 80%-igen Konfluenz der Zellen auf einer 15 cm-Kulturschale wurden
JEG-3-Zellen 16-20 h vor einer Transfektion auf sechzehn 6 cm-Kulturschalen (5 ml Medium/
6 cm-Kulturschale) aufgeteilt und bis zur Transfektion bei 37 °C, 5 % CO, und 93 % relativer
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Steri-Kult Inkubator, Labotect GmbH, Goéttingen) kultiviert.
Zur Herstellung der Prazipitate wurden je 3 ug Reportergen-Plasmid/6 cm-Kulturschale mit
207 ng, 23 ng bzw. 3 ng der jeweiligen Expressionsplasmide (Tab. 8) in einem
Gesamtvolumen von 150 pl H,O aufgenommen und mit 150 ul 0,5 M CaCl,-Lésung zu
einem Endvolumen von 300 pl aufgeflllt. Nach dem Zusammenpipettieren wurde dieser
Ansatz unter permanentem Schitteln (Vortexen) zu 300 pl 2 x HeBS pipettiert und 30 min
bei RT inkubiert. In dieser Zeit bildete sich das DNA-Calcium-Phosphat-Prazipitat, was an
einer leichten Trubung der Lésung zu erkennen war. AnschlieBend wurden je 590 pl des
Ansatzes auf eine 6 cm-Kulturschale mit JEG-3-Zellen aufgetropft, durch leichtes
Schwenken der Schale gemischt und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 4-5 h wurde
das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen zur Entfernung nicht-aufgenommener
DNA-Prazipitate zweimal mit 1 x PBS gespdllt und mit 5 ml frischem DMEM-Medium (2.10)
Uberschichtet. Die Zellen wurden fir weitere 48 h bei 37 °C im Brutschrank kultiviert, zur
Zellextrakt-Praparation (2.21.5) geerntet und die Luciferase- und GFP-Aktivitaten (2.21.6 und
2.21.7) bestimmt. Die Kontrolle der Transfektionseffizienz erfolgte bei JEG-3-Zellen durch
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50 ng pGFPtpz-cmv[R] control vector-Plasmid/6 cm-Kulturschale (Tab. 7). Um die
Plasmidmengen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen konstant zu halten, wurde mit

dem pBluescript-Vektor (Stratagene, Heidelberg) ausbalanciert.

2 x HeBS

Hepes 50 mM
NaCl 140 mM
Na,HPO, 1,5 mM

Der pH-Wert wurde mit 5 N NaOH auf 7,05-7,12 eingestellt.

2215 Zellextrakt-Praparation nach einer Transfektion

Nach einer Inkubation von 48-55 h bei 37 °C im Brutschrank wurden die transfizierten Zellen
geerntet. Das Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen mit 1 x PBS (2.9) gewaschen und
in 1,5 ml Kratzpuffer mit einem Gummischaber von der Schale abgeldst. Die Zellsuspension
wurde in ein Eppendorfgefall Uberfihrt und fir 5 min bei 4 °C mit 7000 UpM
(Eppendorfzentrifuge, 5417 R, Hamburg) zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 150 pl
Kaliumphosphat-Puffer aufgenommen und zum Zellaufschluf3 in flissigem Stickstoff
eingefroren, bei 37 °C wieder aufgetaut und unter starkem Schitteln (VF2, IKA-Labortechnik,
Staufen i. Br.) resuspendiert. Insgesamt wurden drei Frier-Auftau-Zyklen durchgefiihrt. Zur
Beseitigung von Zelltrimmern wurde die Suspension fir 5 min bei 4 °C mit 14000 UpM
(Eppendorfzentrifuge 5417 R, Hamburg) zentrifugiert und je 50 ul des Uberstandes fiir die
Bestimmung von Luciferase- und GFP-Reportergen-Aktivitaten (2.21.6 und 2.21.7)

eingesetzt.

Kratzpuffer

NaCl 0,15 M
EDTA, pH8,0 1 mM
Tris, pH 7,5 40 mM

Der Puffer wurde in H,O angesetzt.

2.21.6 Bestimmung der Luciferase-Aktivitat in transfizierten Tumorzelllinien

Die Grundlage des Luciferase-Nachweises ist die enzymkatalysierte Chemilumineszenz.
Durch Verwendung des Luciferase-Assays wurde Luciferase des nordamerikanischen

Leuchtkafers (Photinus pyralis) in transfizierten Zellen nachgewiesen. Dabei bildet das
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Enzym Luciferase in Gegenwart von ATP und Mg*-lonen mit seinem Substrat Luciferin
einen Luciferase gebundenen Luciferyll-AMP-Komplex, welcher nach oxidativer
Decarboxylierung zu freier Luciferase, Oxyluciferin und AMP zerfallt, Licht der Wellenlange
562 nm sowie CO, freisetzt (De Wet et al., 1987). Die Lichtemission ist durch einen
Uberschul an Luciferin, dem Luciferase-Substrat, proportional zur Luciferasekonzentration
und kann im Luminometer (AutoLumat LB 953, E&G Berthold, Bad Wildbad) quantitativ
bestimmt werden. Die aus Zellextrakten transfizierter Zellen quantifizierte
Luciferasekonzentration erlaubte daher bei Beachtung von Kontrollen Riickschliisse auf die
Aktivitat und Starke der Promotoren transfizierter Luciferase-Reportergen-Plasmide (Tab. 7).
Fur den Nachweis der Luciferase-Aktivitat transfizierter Zellen wurden 50 pl des praparierten
Zellextraktes (2.21.5) zu 368 pl gekuhltem Luciferase-Assay-Mix in ein Luminometerrohrchen
(Sarstedt, NUrnbrecht) gegeben. Zu diesem Ansatz wurden im Luminometer (AutoLumat LB
953, E&G Berthold, Bad Wildbad) automatisch 200 ul gekihlte Luciferin-Losung injiziert. Die
Lichtemission der Luciferase-Reaktion wurde bei einer Wellenlange von 560 nm Uber einen
Zeitraum von 20 sec gemessen und als relative Luciferase-Einheit dargestellt. Reine

Luciferin-Ldsung diente als Referenz- bzw. Nullwert.

Glycylglycin-Puffer Kalium-Phosphat-Puffer (KP)
Glycylglycin, pH 7,8 25 mM Ko.HPO, 100 mM
MgSO, 15 mM KH,PO, 100 mM
EDTA, pH 8,0 4 mM Der pH-Wert wurde durch Vor-

legen der basischen Loésung und
Titration mit der sauren Ldsung
auf 7,8 eingestellt.

Luciferin-Lésung Luciferase-Assay-Mix

Luciferin 1 mM KP-Puffer 16,5 mM

DTT 10 mM Glycylglycin-Puffer 82,4 % (v/v)

in Glycylglycin-Puffer DTT 1,1 mM
ATP 2,2 mM

2.21.7 Bestimmung der GFP-Reportergen-Aktivitat in transfizierten Zelllinien

Das "Green Fluorescent Protein" (GFP) ist ein Protein mit Autofluoreszenz, welches aus der
Quallenart Aequoria victoria stammt. Unter aeroben Bedingungen wird durch Oxidation und
Protonierung spezifischer Aminosaurereste des Proteins die Fluoreszenz erzeugt (Cubitt et
al.,, 1995; Heim et al.,, 1994). Im pGFPtpz-cmv [R] control vector-Reportergen-Plasmid
(Canberra-Packard, Dreieich; Tab. 7) steht die Expression des GFP unter der Kontrolle eines

CMV-Promotors und wurde routinemafRig in transienten Transfektionen cotransfiziert
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(2.21.4). Die Transfektionseffizienz sowie die Starke unspezifischer Effekte auf die
Luciferase-Reportergen-Aktvitat (,Squelching") durch die Expression cotransfizierter
Plasmide wurde durch die Starke des Fluoreszenzsignals aus praparierten Zellextrakten
(2.2.10.4) abgeschatzt. Zur Fluoreszenzbestimmung wurden 50 ul Zellextrakt (2.21.5) in
Rundboden-Mikrotiterplatten (96 K, Greiner GmbH, Frickenhausen) pipettiert. Die
Fluoreszenz wurde bei einer Excitation von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 530
nm mit Software-Unterstiitzung (Plate Reader Software version 3.0, Packard Inc., Meriden,
USA) mit einem Fluorocount-Fluorometer bestimmt (Fusion, Packard, Dreieich).
Routinemalsig wurden eine Signalverstarkung von 1100 V und eine Mel3dauer von je 1 sec

verwendet.

2.22 Software zur Sequenzanalyse

Sequenzvergleiche und Datenabfragen wurden mit Hilfe der jeweiligen Unterprogramme der
,,Genetics Computer Groups (GCG)"-Software (Wisconsin Package Version 9.1, Genetics
Computer Groups (GCG), Madison, Wisconsin, USA) durchgeflhrt.

Die Diagramme wurden mit dem Programm SigmaPlot 4.01 der Firma SPSS Inc. erstellt.
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3 ERGEBNISSE

31 Hergestellte Reportergen- und Expressionsplasmide

Es wurden die folgenden Konstrukte hergestellt (vgl. 2.11.1; Tab. 7 und 8):
-350(G1m)GluLuc
-350(G3Am)GluLuc
-350(G1m/G3Am)GluLuc
-1300(G1m)GluLuc
-1300(G3Am)GluLuc
-1300(G1m/G3Am)GluLuc
pBAT-dHD
pBAT-dH3
pBAT-3Ala
pBAT-dPD
pBAT-dPD/E6
pSG-Pax6-WT
pSG-dHD
pcDNA-Pax6-WT
pcDNA-dHD
pcDNA-dH3
pcDNA-3Ala
Nach der Herstellung wurde die Identitdt der Konstrukte durch Restriktionsverdau (2.16.1)

und durch Sequenzierung (2.18) Gberprift.

3.2 Aktivierung von Glukagon-Promotorfragmenten durch Pax6 in den
pankreatischen Insel-Zelllinien aTC2 und InR1G9 und der heterologen
Zelllinie JEG-3

Fir transiente Cotransfektionsexperimente wurde als eine nicht-glukagonproduzierende und
nicht-Pax6-exprimierende Zelllinie die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 ausgewahlt.
Um zu prifen, ob heterologe JEG-3-Zellen ein geeignetes Modell fir die Untersuchung der
Aktivierung von Glukagon-Promotorfragmenten der Ratte durch exogenes Pax6 in
Abwesenheit weiterer a-zellspezifischer Faktoren ist, wurden Kontrolltransfektionen mit
Luciferase-Reportergen-Plasmiden durchgefihrt: Einerseits wurde in den

glukagonproduzierenden pankreatischen Insellzelllinien aTC2 und InR1G9 (2.11.4) die
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Aktivierung von Glukagon-Promotor-Reportergenen durch endogenes Pax6 untersucht und
andererseits die Aktivierung von Glukagon-Promotor-Reportergenen durch in der heterologen
Zelllinie JEG-3 (2.11.4) exprimiertes Pax6. AuRerdem wurde geprift, welchen Einflul die
selektive Mutation der Pax6-Paired-Domanen-Bindungsstellen im G1- oder G3-Element auf
die transkriptionelle Aktivitdt des Glukagon-Gens der Ratte hat. Dazu wurden Luciferase-
Fusionsgene mit 350 oder 1300 Basenpaaren der 5'-flankierenden Region des Glukagon-
Gens der Ratte mit einem vier-Basenpaar-Austausch im PISCES-Motiv (pancreatic islet cell
specific enhancer sequence) des G3A-Elements (Knepel et al., 1990) und/oder einer

Punktmutation im PISCES-Motiv des G1-Elements (Morel et al., 1995; Andersen et al., 1999)

hergestellt.

3.21 Wirkung von Mutationen innerhalb des G1- und G3-Elements auf die Aktivierung
des Glukagon-Promotors in den pankreatischen Insel-Zelllinien oTC2 und

INR1G9

Im Reporterfusionsgen -1300GluLuc steht die Expression des Luciferase-Gens unter der
Kontrolle von 1300 bp der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte.

Die Reportergen-Plasmide -1300GluLuc, -1300(G1m)GluLuc, -1300(G3Am)GluLuc oder
-1300(G1m/G3Am)GluLuc (Abb. 6; Tab 7) wurden transient in die glukagonproduzierenden
Zelllinien aTC2 und INR1G9 transfiziert.

G3 G1
— B mm (" iuciferase |
a0 0 ™ .
G3 G1
-1300 +1 +58
e ! ! AN
’ 1 1 N
,/ 1 1 N
’ 1 1 N
e \ ' R
’ 1 1 ~
s 1 1 S
’ 1 ! N
e [ N
-1300GluLuc / -350GluLuc GTTTTTCACGCCTGACTG TTTACAGATGAGAAATTT
-1300(G1m)GluLuc / -350(G1m)GluLuc GTTTTTCACGCCTGACTG TTTACAGATTAGAAATTT
-1300(G3Am)GluLuc / -350(G3Am)GluLuc GTTTTTCAATTATGACTG TTTACAGATGAGAAATTT
-1300(G1m/G3Am)GluLuc/ -350(G1m/G3Am)GluLuc GTTTTTCAATTATGACTG TTTACAGATTAGAAATTT

Abb. 6: Glukagon-Reporterfusionsgene mit Mutationen innerhalb des G1- und G3-Elements. Die
Expression des Luciferase-Gens erfolgt unter Kontrolle von 350 bzw. 1300 Basenpaaren der 5-
flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte. Innerhalb des Glukagon-Promotors wurde die
Pax6-Paired-Doméanen-DNA-Bindungsstelle in G1 (Punktmutation, G1m) oder G3 (vier-Basenpaar-
Mutation, G3Am) oder G1 und G3 (G1m/G3Am) selektiv mutiert. G1, Glukagon-Element 1; G3,
Glukagon-Element 3. Die Lange des Promotorfragments wird im weiteren durch das Préfix ,,-350“ bzw.
.~1300“ gekennzeichnet. Eingerahmt ist das PISCES-Motiv.
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Bezogen auf die Basalaktivitat von -1300GluLuc in aTC2-Zellen verminderte sowohl die
Punktmutation im G1-Element als auch die vier-Basenpaar-Mutation im G3-Element die
transkriptionelle Aktivitat des Luciferase-Gens um 70-80 % (Abb. 7A). Nach der Mutation des
G1- und G3-Elements zeigte sich eine Abnahme um etwa 90 % (Abb. 7A). Ahnliche
Ergebnisse wurden in InNR1G9-Zellen erhalten (Abb. 7B).
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Abb. 7: Die Mutation des G1 und/oder G3-Elements des Glukagon-Promotors der Ratte
vermindert die Aktivitat eines 1300 bp-Promotorfragments in den glukagonproduzierenden
Zelllinien aTC2 und InR1G9. Die Reportergen-Plasmide -1300GluLuc, -1300(G1m)GlulLuc,
-1300(G3Am)GluLuc oder -1300(G1m/G3Am)GluLuc (je 2 pg/Schale) wurden mittels DEAE-Dextran
transient in die glukagonproduzierenden Zelllinien des a-Phénotyps aTC2 (A) und InR1G9 (B)
transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich in (A) und (B) auf die Aktivitdt des -1300GluLuc-
Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse der Transfektionen sind
Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

In analogen Untersuchungen wurden die Reportergen-Plasmide -350GluLuc,
-350(G1m)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder -350(G1m/G3Am)GluLuc (Abb. 6; Tab. 7)
transient in INR1G9-Zellen transfiziert. Bezogen auf die Basalaktivitat von -350GluLuc fuhrten
sowohl die Punktmutation innerhalb des G1-Elements als auch die vier-Basenpaar-Mutation
im G3-Element zu einer Abnahme der Luciferase-Aktivitdt um 75-80 % (Abb. 8). Nach
Mutation des G1- und G3-Elements zeigte sich eine Abnahme der Aktivitat um 96 % (Abb. 8).
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Abb. 8: Die Mutation des G1 und/oder G3-Elements des Glukagon-Promotors der Ratte
vermindert die Aktivitat eines 350 bp-Promotorfragments in der glukagonproduzierenden
Zelllinie InR1G9. Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -350(G1m)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder
-350(G1m/G3Am)GluLuc (e 2 pg/Schale) wurden mittels DEAE-Dextran ftransient in die
glukagonproduzierende Zelllinie des a-Phanotyps InR1G9 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht
sich auf die Aktivitat des -350GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die
Ergebnisse der Transfektionen sind Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit
Doppelbestimmung.

3.2.2 Wirkung von Mutationen innerhalb des G1- und G3-Elements auf die Aktivierung

des Glukagon-Promotors durch Pax6 in der heterologen Zelllinie JEG-3

Zusammen mit verschiedenen Konzentrationen des Pax6-WT-Expressionsplasmids (Abb. 10;
Tab. 8) wurden die Reportergen-Plasmide -1300GluLuc, -1300(G1m)GluLuc,
-1300(G3Am)GluLuc oder -1300(G1m/G3Am)GluLuc bzw. -350GluLuc, -350(G1m)GluLuc,
-350(G3Am)GluLuc oder -350(G1m/G3Am)GluLuc (Abb. 6; Tab. 7) transient in die heterologe
Zelllinie JEG-3 (2.11.4) cotransfiziert. Die Abbildung 9A zeigt die relative Luciferase-Aktivitat
bei Verwendung der 1300 bp-Reportergen-Plasmide. In der Abbildung sind die gemessenen
Werte auf die durch Cotransfektion von -1300GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitat
normiert. Die Luciferase-Aktivtat von -1300GluLuc wurde durch 207 ng des Pax6-WT-
Expressionsplasmids 50-fach induziert (Abb. 9A). Die Punktmutation innerhalb des G1-
Elements verminderte die Aktivierung durch Pax6 um rund 45 % und die vier-Basenpaar-
Mutation im G3-Element um 65 %. Nach der Mutation von G1 und G3 zeigte sich eine
Abnahme der Aktivierung durch Pax6 um 80 % (Abb. 9A).
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Abb. 9: Die Mutation des G1 und/oder G3-Elements vermindert die Aktivierung des Glukagon-
Promotors durch Pax6 in der heterologen Zelllinie JEG-3. Die Reportergen-Plasmide
-1300GluLuc, -1300(G1m)GluLuc, -1300(G3Am)GluLuc oder -1300(G1m/G3Am)GluLuc (3 pg/Schale)
(A) bzw. -350GluLuc, -350(G1m)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder -350(G1m/G3Am)GluLuc (3
Mg/Schale) (B) wurden zusammen mit unterschiedlichen Mengen (0, 207, 23, 3 ng/Schale) eines
Pax6-WT-Expressionsvektors (pBAT-Pax6-WT) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die
humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 cotransfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich in (A) auf
die durch Pax6-WT induzierte Aktivitdt des -1300GluLuc-Plasmids und in (B) auf die durch Pax6
induzierte Aktivitdt des -350GluLuc-Plasmids, deren absoluten Werte als 100 % definiert wurden. Die
Ergebnisse sind Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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Die relativen Basalaktivitaten der mutierten -1300GluLuc Reportergen-Plasmide betrugen
2 % £ 0,4 % bei -1300GluLuc, 1,1 % £ 0,1 % bei -1300(G1m)GluLuc, 0,7 % £ 0,1 % bei
-1300(G3Am)GluLuc und 0,6 % % 0,02 % bei -1300(G1m/G3Am)GluLuc.

Die Abbildung 9B zeigt die relative Luciferase-Aktivitat bei Verwendung der 350 bp-
Reportergen-Plasmide. In der Abbildung sind die gemessenen Werte auf die durch
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitdt normiert. Das
Reportergen-Plasmid -350GluLuc wurde durch die héchste Menge des cotransfizierten Pax6-
WT-Expressionsplasmids (207 ng) rund 63-fach stimuliert (Abb. 9B). Die Punktmutation im
G1-Element verminderte die transkriptionelle Aktivitat des Reportergens um rund 90 % (Abb.
9B). Der vier-Basenpaar-Austausch und die Mutation des G1- und G3-Elements fihrten zu
einer Abnahme der transkriptionellen Aktivitat des Luciferase-Gens um rund 80 % (Abb. 9B).
Die Basalaktivitdten der mutierten -350GluLuc Reportergen-Plasmide betrugen 1,6 % +
0,2 % bei -350GluLuc, 0,5 % *= 0,1 % bei -350(G1m)GluLuc, 0,7 % + 0,1 % bei
-350(G3Am)GluLuc und 0,8 % + 0,1 % bei -350(G1m/G3Am)GluLuc. Bei Verwendung von
23 ng bzw. 3 ng Pax6-WT-Expressionsplasmid ergaben sich entsprechende Abhangigkeiten
der Luciferase-Aktivitaten von den cotransfizierten mutierten Reportergen-Plasmiden
(Abb. 9A und B).

3.3 Bedeutung der Pax6-Homoéodoméne fiir die Aktivierung des Glukagon-

Promotors der Ratte durch Pax6

Die Bedeutung der Pax6-Homdodomane fiir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6
war zentrale Frage dieser Arbeit. Zur Untersuchung der Frage, ob die Pax6-Hombéodomane
fur die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 von Bedeutung ist, wurden
Cotransfektionsexperimente mit Expressionsvektoren fir Pax6-Mutanten (Abb. 10; Tab. 8;
2.11.1) und Glukagon-Promotor-Reportergen-Plasmide durchgeflhrt.

Nachfolgend werden die verwendeten Pax6-Expressionsplasmide aufgelistet:

Pax6-WT: Dieser Expressionsvektor kodiert das gesamte Pax6-Protein der Maus mit
der Wildtyp-Sequenz

Pax6-dHD: Der Expressionsvektor kodiert flir das Pax6-Protein der Maus mit Ausnahme
der Homéodomane. Von der Hombéodomane beibehalten wurden lediglich
drei Aminosauren am Aminoterminus der Homoodomane, da diese zu einem
Motiv. gehéren, das in der Wachtel als eines von zwei
Kernerkennungssignalen des Pax6-Proteins identifiziert wurde (Carriére et
al., 1995).
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Pax6-dH3:

Pax6-3Ala:

Pax6-dPD:

Pax6-dPD/EG:

Der Expressionsvektor kodiert fur das gesamte Pax6-Protein der Maus bis
auf die Helix 3, der DNA-Erkennungshelix, am carboxyterminalen Ende der
Homdodomane.

Der Expressionsvektor kodiert flr das Pax6-Protein der Maus, jedoch
wurden in Helix 3 der Homdodomane drei Aminosauren zu Alanin mutiert:
Valin-47, Serin-50, Asparagin-51 (Wilson et al., 1995). Diese drei
Aminosauren der Homéodomane sind im Drosophila Paired-Protein fir die
DNA-Bindung notwendig und wurden deshalb gezielt mutiert.

Der Expressionsvektor kodiert flir das Pax6-Protein der Maus mit Ausnahme
der Paired-Domane.

Dieser Expressionsvektor kodiert flr ein Pax6-Protein, in dem die gesamte
Pax6-Paired-Domane auller der durch Exon 6 kodierten Region der Paired-
Domane deletiert wurde, da in Exon 6 (= Exon 5 der Wachtel) eine

Kernerkennungssequenz von Pax6 vermutet wird (Carriere et al., 1995).

Pax6-WT | Po [ L [HD] TAD |
Pax6-dHD | [ ] | |
N
Pax6-dH3 [ | [ |
V
Pax6-3Ala | [ T ] |
Vald7->Ala
Ser50—»>Ala
Asn51—Ala
Pax6-dPD |\/| [ ] |
Pax6-dPD/E6 U | [ T ] ]
V

Abb. 10: Pax6 und hergestellte Pax6-Mutanten. Es wurden Expressionsvektoren hergestellt, die fur
die folgenden Proteine kodieren: Pax6-WT (Pax6-Wildtyp); Pax6-dHD (Deletion der gesamten Pax6-
Homdodomane); Pax6-dH3; (Deletion der Helix 3, der DNA-Erkennungshelix der Hombéodomane);
Pax6-3Ala (Mutation von drei Aminosauren, Valin-47, Serin-50, Asparagin-51) der Helix 3 der Pax6-
Homobodomane in Alanin; Pax6-dPD (Deletion der gesamten Pax6-Paired-Domane); Pax6-dPD/E6
(Deletion der gesamten Pax6-Paired-Domane aufler Exon6 kodierter Abschnitte). PD, Paired-
Domane; L, Linker; HD, Homéodomane; TAD, Transaktivierungsdomane.
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3.3.1 Wirkung einer Deletion bzw. Mutation der Pax6-Homéodomane auf die
Aktivierung von Glukagon-Promotorfragmenten durch Pax6 im heterologen
Zellsystem JEG-3

Die Luciferase-Reportergen-Plasmide -1300GluLuc oder -350GluLuc (Abb. 6; Tab. 7) wurden
mit verschiedenen Konzentrationen der Expressionsvektoren fir Pax6-WT, -dHD, -dH3 -3Ala,
dPD oder dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8) transient in die heterologe Zelllinie JEG-3 cotransfiziert.
Die Abbildung 11A zeigt die relative Luciferase-Aktivitat bei Verwendung des 1300 bp-
Reportergen-Plasmids. In der Abbildung sind die gemessenen Werte auf die durch
Cotransfektion von -1300GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitat bezogen (100 % +
5 %). Die Luciferase-Aktivitdt von -1300GluLuc wurde durch 207 ng des Pax6-
Expressionsplasmids rund 31-fach stimuliert (Abb. 11A). Die Deletion der gesamten
Homoéodomane bzw. die Deletion der DNA-Erkennungshelix (dH3) bzw. die Mutation von drei
Aminosauren der DNA-Erkennungshelix in Alanin fUhrten zu einer etwa 80 %-igen Abnahme
der transkriptionellen Aktivitdt des Luciferase-Gens (Abb. 11A). Die Expressionsplasmide
dPD und dPD/EG6 verursachen keine Luciferase-Genexpression (Abb. 11A).

In Abbildung 11B ist die relative Luciferase-Aktivitdt bei Verwendung des 350 bp-
Reportergen-Plasmids gezeigt. In der Abbildung sind die gemessenen Werte auf die durch
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitat normiert (100 % +
3,3 %). Die Luciferase-Aktivitat von -350GluLuc wurde durch die Cotransfektion von 207 ng
Pax6-WT 193-fach gesteigert (Abb. 11B). Die durch 207 ng Pax6 vermittelte Reportergen-
Expression wurde als Bezugsniveau festgelegt. Die Deletion der gesamten Homéodomane
bzw. die Deletion der DNA-Erkennungshelix (dH3) bzw. die Mutation von drei Aminosauren
der DNA-Erkennungshelix in Alanin fuhrten ebenfalls zu einer etwa 80 %-igen Reduktion der
transkriptionellen Aktivitat des Luciferase-Gens (Abb. 11B). Die Expressionsvektoren dPD
und dPD/E6 flihrten zu keiner Induktion der Luciferase-Aktivitdt (Abb. 11B). Bei der
Cotransfektion von 23 ng der Pax6-Expressionsplamide wurden entsprechende
Abhangigkeiten der Luciferase-Aktivitat von den cotransfizierten Reportergen-Plasmiden
-1300GluLuc und -350GluLuc beobachtet (Abb. 11A und B).



Ergebnisse 70

A JEG-3
120
-1300GluLuc
100 1
S
T 80 -
=
]
< 60 A
[<}]
[72]
s
& 40 -
(3]
=]
-
20 A I i
0 J : ’—-r—‘ ’_——‘ e e plle
Pax6 - dH3 3Ala dPD dPD/E6

O O O q O 0. 90 0.0 0. 00
SO a0 (D4 26 40 4o

B JEG-3
120

-350GluLuc
100 A1

80 -1

60 - I

40 -

Luciferase-Aktivitat (%)

20 -

0 ' 'F—Tiaﬂ- o

Pax6 - WT 3Ala dPD dPD/E6

,\(9 o< ,\@%@ ,\(9%@ ,\@ & ,\(9 o< ,\@%@
D VD VR VDV VSV

Abb. 11: Die Deletion bzw. Mutation der Pax6-Hom6odomane verringert die Aktivierung des
Glukagon-Promotors der Ratte durch Pax6 in der heterologen Zelllinie JEG-3. Das Reportergen-
Plasmid -1300GluLuc (A) oder -350GluLuc (B) (3 pg/Schale) wurde mit unterschiedlichen Mengen
(0 ng, 207 ng, 23 ng/Schale) eines Expressionsvektors fir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT), dHD (pBAT-
dHD), dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-dPD/E6) mittels
Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3
cotransfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich in (A) auf die durch Pax6 induzierte Aktivitat des
-1300GluLuc-Plasmids und in (B) auf die durch Pax6 WT induzierte Aktivitdt des -350GlulLuc-
Plasmids, deren absoluten Werte als 100 % definiert wurden. Die Ergebnisse der Transfektionen sind
Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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3.3.2 Untersuchung des Expressionsgrades und der Kerngangigkeit der Pax6-

Homoéodomanen-Mutanten

In EMSA-Studien und Transfektionsstudien wurde Uberprift, ob die beobachtete Abnahme
der transkriptionellen Aktivitdt von Pax6 am Glukagon-Gen nach der Deletion der
Homoéodomane bzw. der Helix 3 oder nach der Mutation der Helix 3 der Pax6-Homdodomane
auf einen geringen Expressionsgrad oder eine verminderte Kerngangigkeit der Pax6-

Homoodoméanen-Mutanten zuriickzufihren ist.

Untersuchung der Bindung von in JEG-3 exprimierten Pax6-Proteinen mit deletierter oder

mutierter Hombéodoméne mittels EMSA

Mit Hilfe eines Electrophoretic mobility shift assays (EMSA, 2.20) wurde der Expressionsgrad
der Pax6-Homdodomanen-Mutanten untersucht. Indirekt wurde auch deren Kerngangigkeit
gepruft, da zur Herstellung der fir den EMSA notwendigen Pax6-Proteine die
Expressionsvektoren, die fur Pax6-WT oder die Pax6-Homéodomanen-Mutanten dHD, dH3
oder 3Ala oder fur die Paired-Domanen-Mutanten dPD oder dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8)
kodieren, transient in die heterologe Zelllinie JEG-3 transfiziert wurden (2.21.4). Aus den
transfizierten JEG-3-Zellen wurden anschlieliend die entsprechenden Kernproteinextrakte
isoliert (2.19.3; Dignam et al., 1983). Die Bindungsanalysen im EMSA wurden mit einer
radioaktiv markierten G3A-Oligonukleotid-Sonde durchgefuhrt (2.11.1; Tab. 2), da die
Proteine der Pax6-Homoéodomanen-Mutanten dHD, dH3 und 3Ala eine Paired-Doméne
enthalten Uber die prinzipiell eine Bindung an die Sequenz der Domane A des G3-Elements
des Glukagon-Promotors der Ratte mdglich ist.

Kernproteinextrakt mit dHD-, dH3-, 3Ala-, dPD oder dPD/E6-Proteinen wurde mit der [**P]-
radioaktiv.  markierten = G3A-Oligonukleotidsonde  inkubiert.  Zur  Kontrolle  der
Bindungsspezifitdt wurden Kernproteine aus nicht-transfizierten JEG-3-Zellen mit der G3A-
Sonde inkubiert. Nach Inkubation der JEG-3-Kernextrakte, die Proteine fiir den Pax6-WT
oder die Pax6-Homododomanen-Mutanten dHD, dH3 oder 3Ala enthielten, mit der G3A-
Oligonukleotid-Sonde wurden spezifische Protein-DNA-Komplexe detektiert (Abb. 12, Bahn
2, 3, 4 und 5). Keine Protein-DNA-Komplexbildung wurde bei Inkubation der G3A-
Oligonukleotid-Sonde mit Kernextrakten aus dPD, dPD/E6-transfizierten oder nicht-
transfizierten JEG-3-Zellen beobachtet (Abb. 12, Bahn 1, 6 und 7). Verglichen mit der Bande
des Pax6-WT-DNA-Komplexes zeigten dHD und dH3 eine erhdhte bzw. 3Ala eine

vergleichbare Menge an Protein-DNA-Komplexen.
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Abb. 12: Pax6-Proteine mit deletierter oder mutierter Homéodoméane zeigen im EMSA eine
Bindung an das G3A-Element des Glukagon-Promotors der Ratte. Radioaktiv markierte G3A-
Oligonukleotid-Sonde wurde mit 20 pg isolierten Kernproteinen aus mit Pax6-WT -oder den
Expressionsplasmiden fur die Pax6-Mutanten transfizierten JEG-3-Zellen inkubiert. Die
Reaktionsansatze wurden in einem 5 %-igen Polyacrylamidgel unter nicht-denaturierenden
Bedingungen aufgetrennt. Radioaktiv markierte DNA wurde anschlieBend autoradiographisch
detektiert. Der Pfeil markiert an G3A bindende Proteinkomplexe. F, freie Sonde; K, Kontrolle; WT
(pBAT-WT), dHD (pBAT-dHD), dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6
(pBAT-dPD/EG).

Wirkung einer Deletion bzw. Mutation der Hombéodoméne auf die durch Pax6 induzierte

transkriptionelle Aktivitat des G3A-Elements des Glukagon-Promotors der Ratte

Das Reportergen-Plasmid 4xG3AT81Luc (Abb. 13, Tab 7) wurde transient mit 207 ng der
Expressionsplasmide fir Pax6-WT, dHD, dH3, 3Ala, dPD oder dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8) in
JEG-3-Zellen cotransfiziert. Das dabei verwendete Reportergen-Plasmid 4xG3AT81Luc
enthalt vor dem Luciferase-Reportergen vier Kopien des Abschnitts A des G3-Elements vor
einem minimalen Thymidinkinasepromotor (Basenpaar -81 bis +52) des Herpes-Simplex

Virus.

G3A [G3A | G3a| G3A | Luciferase
ENENENEN I |
TK

-81 +52

Abb. 13: Reporterfusionsgen des G3A-Elements des Glukagon-Gens. Die Expression des
Luciferase-Gens steht unter der Kontrolle von vier Kopien des G3A-Elements des Glukagon-Gens der
Ratte (Wrege et al., 1995), die vor einen trunkierten Thymidin-Kinase-Promotor (TK, bp -81 bis +52;
Nordeen, 1988) kloniert sind.
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Die Cotransfektion der hdheren Konzentration des Pax6-Expressionsvektors (207 ng) flhrte
zu einer rund 125-fachen Steigerung der Aktivitat von 4xG3AT81Luc (Abb. 14). Wurde diese
durch Pax6 induzierte Luciferase-Aktivitat als Ausgangsniveau festgelegt (100 % + 6,8 %), so
verursachte die Cotransfektion des dHD-Expressionsplasmids eine Aktivitat von 135 %, die
des dH3-Expressionsplasmids eine von 171 % und die des 3Ala-Expressionsplasmids eine
von 88 % (Abb. 14). Die Cotransfektion von Pax6-dPD bzw. -dPD/E6 fuhrte zu keiner
Stimulation der Luciferase-Aktivitat (Abb. 14).

JEG-3
250

4xG3AT81Luc

200 -

150 1

100 -

Luciferase-Aktivitat (%)

50 -

Pax6 - WT dHD dH3 3Ala dPD dPD/E6

Abb. 14: Die Deletion oder Mutation der Homdéodomane hat keinen EinfluR auf die durch Pax6
induzierte Aktivitit des G3A-Elements in heterologen JEG-3-Zellen. Das Reportergen-Plasmid
4xG3AT81Luc (3 ug/Schale) wurde zusammen mit einem Expressionsvektor fir Pax6-WT (pBAT-
Pax6-WT), -dHD (pBAT-dHD), -dH3 (pBAT-dH3), -3Ala (pBAT-3Ala), -dPD (pBAT-dPD) oder -dPD/E6
(pPBAT-dPD/E6) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-
Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte
Aktivitdt des 4xG3AT81Luc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die
Ergebnisse der Transfektionen sind Mittelwerte und SEM aus finf unabhangigen Experimenten mit
Doppelbestimmung.

3.4 Charkterisierung der Bindung von Pax6-Proteinen mit deletierter oder
mutierter Homéodomadne an das G1- oder G3-Element des Glukagon-

Promotors der Ratte

Um die Bedeutung der Homéodomane bei der Bindung von Pax6 an das G3-Element oder
das G1-Element des Glukagon-Promotors zu untersuchen, wurde im EMSA die Bindung der
Pax6-Homoodomanen-Mutanten dHD, dH3 und 3Ala an das G3- oder G1-Element
betrachtet. Dazu wurden Pax6-WT und die bereits funktionell charakterisierten
Homoéodomanen-Mutanten Pax6-dHD, Pax6-dH3 und Pax6-3Ala (Abb. 10; Tab. 8) in vitro
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transkribiert/translatiert (2.19.2) und zusammen mit einer radioaktiv markierten G3-
Oligonukleotid-Sonde bzw. einer radioaktiv markierten G1-Oligonukleotid-Sonde im EMSA
(2.20) eingesetzt.

3.4.1 In vitro Transkription und Translation von Pax6-WT, Pax6-dHD, Pax6-dH3 und
Pax6-3Ala und Darstellung der Expressionsprodukte in der SDS-PAGE

Zur Herstellung der Proteine Pax6-WT, dHD, dH3 und 3Ala wurden die Expressionsplasmide
pcDNA-Pax6-WT, pcDNA-dHD, pcDNA-dH3 und pcDNA-3Ala (2.11.1; Tab. 8) in zellfreien
Kaninchen-Retikulozyten-Lysaten unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase in vitro
transkribiert/translatiert (2.19.2). Das in vitro transkribierte/translatierte Protein Pax6-WT
zeigte eine Proteinbande in der Grofie von 47 kDa (Abb. 15, Bahn 2). Die Proteine Pax6-
dHD, dH3 und 3Ala migrierten bei 40 kDa, 45 kDa und 47 kDa (Abb. 15, Bahn 3, 4 und 5). In
einem Kontrollansatz mit Retikulozyten-Lysat ohne Expressionsplasmid waren keine
Proteinbanden detektierbar (Abb. 15, Bahn 6). Zusatzlich wurden niedermolekulare

Fragmente nachgewiesen (Abb. 15, Bahn 2, 3, 4 und 5).

- [a] [ar) K< 4
Protein = < 5 = 3 4
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Abb. 15: In vitro Transkription/Translation von Pax6-WT, Pax6-dHD, Pax6-dH3 und Pax6-3Ala in
zellfreien Retikulozyten-Lysaten. Fir die in vitro Transkription/Translation von Pax6-WT, -dHD, -dH3
und -3Ala in Kaninchen-Retikulozyten-Lysaten wurde je 1 ug der Expressionsplasmide pcDNA-Pax6-
WT, pcDNA-dHD, pcDNA-dH3 oder pcDNA-3Ala unter Verwendung von [358]-Methionin eingesetzt. Je
5 ul des Reaktionsansatzes (Bahn 2-5) wurden zusammen mit einem Kontrollansatz ohne
Expressionsplasmid (Bahn 6) und einem Molekulargewichtstandard (Bahn 1) mittels SDS-PAGE
(10 %-iges Gel) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteinbanden wurden durch Autoradiographie
detektiert. WT (Pax6-Wildtyp), dHD (Deletion der gesamten Pax6-Homdodomane); dH3 (Deletion der
Helix 3 der Pax6-Homdodomane); 3Ala (Mutation von 3 AS der Helix 3 der Pax6-Homdodomane in
Alanin); KL, Kontroll-Lysat ohne Expressionsplasmid.
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3.4.2 Analyse der Bindung von in vitro transkribiertem/translatiertem Pax6-WT, Pax6-
dHD, Pax6-dH3 und Pax6-3Ala an das G3-Element oder das G1-Element mittels
EMSA

Retikulozyten-Lysate mit in vitro transkribiertem/translatiertem Pax6-WT, Pax6-dHD, Pax6-
dH3 oder Pax6-3Ala (2.19.2) wurden mit der radioaktiv markierten G3-Oligonukleotid-Sonde
oder mit der radioaktiv markierten G1-Oligonukleotid-Sonde (2.11.1; Tab. 2) inkubiert.

In Gegenwart der G3-Sonde zeigten die in vitro-exprimierten Proteine WT, dHD, dH3 und
3Ala eine verlangsamte Bandenmigration (Abb. 16, Bahn 2, 3, 4 und 5). Die detektierten
Signale von dHD, dH3 und 3Ala (Abb. 16, Bahn 3, 4 und 5) entsprachen der Starke des
Signals des WT-DNA-Komplexes (Abb. 16, Bahn 2), wie die Quantifizierung der
Radioaktivitat mittels Phosphor-Imager ergab. Bei Verwendung des Kontroll-Lysats, welches
kein Expressionsplasmid enthielt oder bei Einsatz der freien DNA-Sonde wurde keine Bande
nachgewiesen (Abb. 16, Bahn 1 und 6). Die Abstufungen in der Migration der Protein-DNA-
Komplexe entsprechen den Grolienunterschieden der Proteine (Abb. 15).

Bei Verwendung der G1-Oligonukleotid-Sonde zeigten die in vitro exprimierten Proteine
Pax6-WT, -dHD, -dH3 und -3Ala eine verlangsamte Bandenmigration (Abb. 16, Bahn 8, 9, 10
und 11). Das Signal, das fir die Pax6-dHD-, -dH3-, -3Ala-DNA-Komplexe nach Inkubation mit
der G1-Sonde detektiert wurde, war jedoch schwacher als das des Pax6-WT-DNA-
Komplexes. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Phosphor-Imagers. Zusatzlich zu den
WT-, dHD-, dH3- und 3Ala-DNA-Komplexen liel3 sich eine langsamer migrierende Bande
detektieren, die aber auch bei Verwendung des Kontroll-Lysats erschien (Abb. 16, Bahn 12)
und daher unspezifisch ist. Die Abstufungen in der Migration der Protein-DNA-Komplexe

entsprechen den GréRenunterschieden der Proteine (Abb. 15).
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Abb. 16: Pax6 mit deletierter oder mutierter Homéodoméne zeigt im EMSA eine geringere
Bindung an das G1-Element des Glukagon-Promotors als Pax6-WT. Radioaktiv markierte G1- und
G3-Oligonukleotid-Sonde wurden mit je 10 pyl des in vitro transkribierten/translatierten Pax6-WT, dHD,
dH3 oder 3Ala oder einem Kontroll-Lysat inkubiert. Der obere Teil zeigt die Sequenzen der
eingesetzten Sonden; die unterstrichenen Sequenzen stellen den 5-Uberhang dar. Die
Reaktionsansatze wurden auf einem 5 %-igen Polyacrylamidgel unter nicht-denaturierenden
Bedingungen aufgetrennt. Radioaktiv-markierte DNA wurde anschliefiend autoradiographisch
detektiert. Der Pfeil markiert die DNA-bindenden Pax6-Proteinkomplexe. F, freie Sonde.

3.5 Bedeutung der Pax6-Homoéodomane fiir die Aktivierung des Glukagon-Gens
der Ratte durch Pax6 allein iiber das G1-Element oder allein iliber das G3-

Element

In transienten Cotransfektionen wurde getestet, welche Wirkung die Deletion bzw. Mutation
der Pax6-Homdodomane auf die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 Uber das G1-
oder das G3-Element hat. Zu diesem Zweck wurden Glukagon-Promotorkonstrukte mit
350 Basenpaaren der 5'-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte, die entweder
Pax6-bindungshemmende Mutationen innerhalb des G1- und/oder des G3-Elements

enthielten oder in denen das G1- oder G3-Element durch Deletion entfernt worden war, mit
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den Expressionsplasmiden fur Pax6-WT, -dHD, -dH3, -3Ala, -dPD oder -dPD/E6 (Abb. 10,

Tab. 8) transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 cotransfiziert.

3.5.1 Aktivierung des Glukagon-Promotors mit mutierter Pax6-Bindungsstelle innerhalb
des G1- oder des G3-Elements durch Pax6 oder Pax6 mit deletierter oder

mutierter Homoodomane

Die Aktivierung des Glukagon-Gens durch die Pax6-Homdodomanen-Mutanten oder die
Paired-Domanen-Mutanten allein Uber das G1- oder das G3-Element wurde mit Hilfe von
Reportergen-Plasmiden untersucht, in denen die Luciferase-Expression unter der Kontrolle
von 350 bp der 5'-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte mit mutierten Pax6-
Bindungsstelle im G1- und/oder G3-Element steht (Abb. 6; Tab. 7).

Analyse der Aktivierung des Glukagon-Promotors mit intern mutiertem G3-Element durch

Pax6 oder Pax6 mit deletierter oder mutierter Hombéodoméane

Das Reportergen-Plasmid -350(G3Am)GluLuc (Abb. 6; Tab. 7) enthélt nur noch die Pax6-
Bindungsstelle im G1-Element. Es wurde mit zwei verschiedenen Konzentrationen der
Expressionsplasmide fir Pax6-WT, -dHD, -dH3, -3Ala, -dPD oder -dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8)
transient in JEG-3-Zellen cotransfiziert. Die Abbildung 17 zeigt die relative Luciferase-
Aktivitat bei Verwendung des Reportergen-Plasmids -350(G3Am)GluLuc. In der Abbildung
sind die gemessenen Werte auf die durch Cotransfektion von -350(G3Am)GluLuc und 207 ng
Pax6-WT erhaltene Aktivitdt normiert (100 % £ 0,8 %). Die Cotransfektion von 207 ng des
Pax6-WT-Expressionsplasmids induzierte die Aktivitit von -350(G3Am)GluLuc um den
Faktor 17 (Abb. 17). Die Deletion oder Mutation der Homéodomane fihrte zu einer rund
65 %-igen Abnahme der transkriptionellen Aktivitdt des Luciferase-Gens (Abb. 17). Die
Deletion der Paired-Domane bzw. Teile der Paired-Doméne fuhrte zu einer Reduktion der
Luciferase-Aktivitat um rund 90 % (Abb. 17). Bei der Cotransfektion von 23 ng der Pax6-
Expressionsplasmide ergaben sich entsprechende Abhangigkeiten der Luciferase-Aktivitat

von dem cotransfizierten mutierten Reportergen-Plasmid (Abb. 17).
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Abb. 17: Die Deletion bzw. Mutation der Pax6-Hom6odomane verringert die Aktivierung des
Glukagon-Promotors der Ratte mit intern mutiertem G3-Element durch Pax6 in der heterologen
Zelllinie JEG-3. Das Reportergen-Plasmid -350(G3Am)GluLuc (3 pg/Schale) wurde zusammen mit
unterschiedlichen Mengen (0, 207, 23 ng/Schale) eines Expressionsvektors flir Pax6-WT (pBAT-Pax6-
WT), dHD (pBAT-dHD), dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-
dPD/E6) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie
JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte Aktivitat des
-350(G3Am)GluLuc-Plasmids deren absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

Analyse der Aktivierung des Glukagon-Promotors mit intern mutiertem G1-Element durch

Pax6 oder Pax6 mit deletierter oder mutierter Hombéodoméane

Das Reportergen-Plasmid -350(G1m)GluLuc (Abb. 6; Tab. 7) enthalt nur noch die Pax6-
Bindungsstelle im G3-Element. Es wurde zusammen mit dem Expressionsplasmiden oder flr
WT, dHD, dH3, 3Ala, dPD oder dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8) transient in heterologe JEG-3-
Zellen cotransfiziert. In Abbildung 18 ist die relative Luciferase-Aktivitat bei Verwendung des
Reportergen-Plasmids -350(G1m)GluLuc dargestellt. In der Abbildung wurden die
gemessenen Werte auf die durch Cotransfektion von -350(G1m)GluLuc und 207 ng Pax6-
WT erhaltene Aktivitat bezogen (100 % + 2 %). Die Cotransfektion von -350(G1m)GluLuc
und 207 ng des Pax6-WT-Expressionsplasmids steigerte die Luciferase-Aktivitat von
-350(G1m)GluLuc um den Faktor 16 (Abb. 18).
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Abb. 18: Die Deletion bzw. Mutation der Pax6-Homéodomane verringert die Aktivierung des
Glukagon-Promotors der Ratte mit intern mutiertem G1-Element durch Pax6 in der heterologen
Zelllinie JEG-3. Das Reportergen-Plasmid -350(G1m)GluLuc (3 pg/Schale) wurde zusammen mit
einem Expressionsvektor fir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT), dHD (pBAT-dHD), dH3 (pBAT-dH3), 3Ala
(pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-dPD/EG) (0, 207, 23 ng/Schale) mittels Calcium-
Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die
Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte Aktivitat des -350(G1m)GluLuc-
Plasmids und dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind Mittelwerte und
SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

Die Deletion der Homéodoméane bewirkte eine Abnahme der transkriptionellen Aktivitat des
Luciferase-Gens um 80 % (Abb. 18). Die Deletion der Helix 3 oder die Mutation in der Helix 3
bewirkten eine Abnahme der Aktivitat um rund 60 % (Abb. 18).

Die Deletion der Paired-Domane oder Teile davon fuhrte zu einer um etwa 90 % verringerten
transkriptionellen Aktivitat. Die Cotransfektion von 23 ng der Expressionsplasmide ergab eine
vergleichbare Abhangigkeit der relativen Luciferase-Aktivititen von dem mutierten
Reportergen-Plasmid (Abb. 18).

Analyse der Aktivierung des Glukagon-Promotors mit intern mutiertem G1- und G3-Element

durch Pax6-WT oder die Pax6-Homéodomé&nen-Mutanten

Im Reportergen-Plasmid -350(G1m/G3Am)GluLuc (Abb. 6; Tab. 7) wurden sowohl innerhalb
des G1- als auch innerhalb des G3-Elements die Pax6-Bindungsstellen mutiert. Die
heterologe Zelllinie JEG-3 wurde transient mit -350(G1m/G3Am)GluLuc und zwei

verschiedenen Konzentrationen der Expressionsvektoren fir Pax6-WT, -dHD, -dH3, -3Ala,
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-dPD oder -dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8) cotransfiziert. Die Abbildung 19 zeigt die relative
Luciferase-Aktivitat bei Verwendung des Reportergen-Plasmids -350(G1m/G3Am)GluLuc. In
der Abbildung wurden die gemessenen Werte auf die durch Cotransfektion von
-350(G1m/G3Am)GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitat normiert (100 % + 5,9 %).
Die Cotransfektion der groReren Menge Pax6-WT steigerte die Luciferasegen-Aktivitat von
-350(G1m/G3Am)GluLuc um den Faktor 6 (Abb. 19). Deletion oder Mutation der Pax6-
Homoodomane, Deletion der Paired-Doméane oder Teile davon flhrten zu einer etwa

80 %-igen Abnahme der transkriptionellen Aktivitdt des Reportergens (Abb. 19).
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Abb. 19: Die Deletion bzw. Mutation der Pax6-Homéodomane verringert die Aktivierung des
Glukagon-Promotors der Ratte mit intern mutiertem G1- und G3-Element durch Pax6 in der
heterologen Zelllinie JEG-3. Das Reportergen-Plasmid -350(G1m/G3Am)GluLuc (3 pg/Schale)
wurde zusammen mit einem Expressionsvektor fir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT), dHD (pBAT-dHD),
dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-dPD/E6) (0, 207,
23 ng/Schale) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-
Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte
Aktivitat des -350(G1m/G3Am)GluLuc-Plasmids dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die
Ergebnisse sind Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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3.5.2 Aktivierung des Glukagon-Promotors der Ratte mit deletietem G3- oder G1-

Element durch Pax6 oder Pax6 mit deletierter oder mutierter Homéodomane

Analyse der transkriptionellen Aktivierung von Glukagon-Promotorfragmenten mit deletiertem

G3-Element durch Pax6-WT oder die Pax6-Hombéodoméanen-Mutanten

Mit Hilfe von 5’-Deletionsmutanten des 350 bp-Glukagon-Promotorkonstruktes wurde die
Aktivierung des Glukagon-Gens uber das G1-Element durch die Pax6-Homdodomanen-
Mutanten getestet. In den 5’-Deletionsmutanten des 350 bp-Glukagon-Promotorfragments
steht die Luciferase-Expression unter der Kontrolle von 292, 238, 200, 169 oder
60 Basenpaaren des Glukagon-Promotors der Ratte (Flrstenau et al., 1997). Die 5'-
Deletionsmutanten wurden ausgehend von 350 Basenpaaren der 5’-flankierenden Region
des Glukagon-Gens der Ratte vom 5-Ende her verkirzt, so dass in den Reportergen-
Plasmiden -238GluLuc, -200GluLuc, -169GluLuc und -60GluLuc das G3-Element mit der
Pax6-Bindungsstelle fehlt und nur noch die Pax6-Bindungsstelle im G1-Element existiert
(Abb. 20).
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Abb. 20: 5’-Deletionen der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte. Die Expression
des Luciferase-Reportergens steht unter Kontrolle von verschiedenen Abschnitten des Glukagon-Gens
der Ratte, die 350 bp (-350GluLuc), 292 bp (-292GluLuc), 238 bp (-238GluLuc), 200 bp (-200GluLuc),
169 bp (-169GluLuc) bzw. 60 bp (-60GluLuc) der 5’-flankierenden Region und 58 bp des ersten Exons
(+58) umfassen (Schwaninger et al., 1993; Wrege et al., 1995; Firstenau et al., 1997). Gezeigt sind
folgende Kontrollelemente der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens: CRE, cAMP-responsives
Element; CS, C/EBP-Bindungsstelle; G1, Glukagon-Element 1; G2, Glukagon-Element 2; G3,
Glukagon-Element 3; G4, Glukagon-Element 4; G5, Glukagon-Element 5.
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Die heterologe Zelllinie JEG-3 wurde mit 207 ng des Expressionsplasmids fir Pax6-WT oder
fur dHD (Abb. 10; Tab. 8) und -350GluLuc bzw. den 5-verkurzten Glukagon-
Promotorkonstrukten (Abb. 20; Tab. 7) transient cotransfiziert.

Die Abbildung 21A =zeigt die relative Luciferase-Aktivitat bei Verwendung der 5'-
Deletionsmutanten. In der Abbildung wurden die gemessenen Werte auf die durch
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitat normiert (100 % +
5,1 %). Die Aktivitat von -350GluLuc wurde durch die Cotransfektion von Pax6-WT rund 20-
fach stimuliert (Abb. 21A). Die Deletion der Homdéodomane flihrte zu einer Abnahme der
transkriptionellen Aktivitat des Luciferase-Gens um rund 60 % (Abb. 21A). Bei Cotransfektion
der 5’-Deletionsmutanten und des Pax6-WT-Expressionsplasmids wurde ein Niveau von
etwa 40 % erreicht (Abb. 21A). Die Deletion der Homdodoméane verminderte die
transkriptionelle Aktivitat auf rund 5 % (Abb. 21A). Die Basalaktivitaten waren 4,9 % + 0,6 %
bei -350GluLuc, 1,5 % + 0,3 % bei -292GluLuc, 2 % + 0,6 % bei -200GluLuc, 1,9 % + 0,3 %
bei -169GIluLuc und 3,7 % *+ 0,6 % bei -60GluLuc.

Um zu Uberprifen, wie sich die verschiedenen Mutationen der Homéodoméane in Pax6-dHD,
Pax6-dH3 und Pax6-3Ala auf die Aktivierung des Glukagon-Gens Uber das G1-Element
durch Pax6 auswirken, wurden diese (Abb. 10; Tab.8) mit dem Reportergen-Plasmid
-169GluLuc in heterologe JEG-3-Zellen cotransfiziert. Die Aktivitdt von -169GluLuc wurde
durch 207 ng Pax6-WT um Faktor 22 gesteigert und als Ausgangsniveau festgelegt (100 % +
2,7 %) (Abb. 21B). Die Deletion oder Mutation der Pax6-Homdéodomane, Deletion der Paired-
Domane oder Teile davon fuhrte zu einer etwa 90 %-igen Abnahme der transkriptionellen
Aktivitat des Reportergens (Abb. 21B). Cotransfektion von 23 ng der Expressionsplasmide
ergab eine vergleichbare Abhangigkeit der relativen Luciferase-Aktivitdten von dem

cotransfizierten Reportergen-Plasmid (Abb. 21B).
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Abb. 21: Die Deletion oder Mutation der Pax6-Homéodoméane vermindert die Aktivierung des
Glukagon-Promotors der Ratte durch Pax6 nach Deletion des G3-Elements in der heterologen
Zelllinie JEG-3. (A) Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -292GluLuc, -238GluLuc, -200GluLuc,
-169GluLuc oder -60GluLuc (3 pg/Schale) wurden zusammen mit Expressionsvektoren fur Pax6-WT
(pBAT-Pax6-WT) oder dHD (pBAT-dHD) (207 ng/Schale) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation
transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht
sich auf die durch Pax6 induzierte Aktivitdat des -350GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als
100 % definiert wurde. (B) Das Reportergen-Plasmid -169GluLuc (3 pg/Schale) wurde zusammen mit
Expressionsvektoren fir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT), dHD (pBAT-dHD), dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-
3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-dPD/E6) (0, 207, 23 ng/Schale) mittels Calcium-
Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die
Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte Aktivitédt des -169GluLuc-Plasmids,
dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind in (A) und (B) Mittelwerte und
SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmungen.
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Analyse der transkriptionellen Aktivierung von Glukagon-Promotorfragmenten mit deletiertem

G1-Element durch Pax6-WT oder die Pax6-Hombéodoménen-Mutanten

In den 3’-Deletionsmutanten des Glukagon-Promotors der Ratte (Abb. 22) wurde der
Glukagon-Promotor vom 3’-Ende her deletiert und mit einem minimalen Thymidin-Kinase-
Promotor fusioniert (Flrstenau et al., 1997). Die Reportergen-Plasmide -350/-210GlulLuc,
-350/-150GlulLuc, -350/-91GluLuc enthalten nur das G3-Element als Pax6-Bindungsstelle, da
das G1-Element durch Deletion entfernt wurde. Die heterologe Zelllinie JEG-3 wurde mit den
Reportergen-Plasmiden -350GluLuc, -350/-210GluLuc, -350/-150GluLuc, -350/-91GluLuc
oder -350/-49GluLuc (Abb. 22; Tab. 7) und zwei verschiedenen Konzentrationen der
Expressionsvektoren fir Pax6-WT oder -dHD (Abb. 10; Tab. 8) transient in heterologe JEG-

3-Zellen cotransfiziert.

et 37T
-350 ———— - 210 SN
350 — S .50 -] -
350 B S - -1 -

CRE G3CS G2 G5 G4 G1 _
350 —— I — . — - - -

Abb. 22: 3’-Deletionen der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte. Die Expression
des Luciferase-Reportergens steht unter Kontrolle eines minimalen Thymidinkinase-Promotors (-81 bis
+52, pT81), der mit den jeweiligen Abschnitten der 5'-flankierenden Region des Glukagon-Gens der
Ratte, bp -350 bis -210 (-350/-210GluLuc), bp -350 bis -150 (-350/-150GluLuc), bp -350 bis -91
(-350/-91GluLuc), bp -350 bis -49 (-350/-49GluLuc) fusioniert wurde. Gezeigt sind folgende
Kontrollelemente der 5'-flankierenden Region des Glukagon-Gens: CRE, cAMP-responsives Element;
CS, C/EBP-Bindungsstelle; G1, Glukagon-Element 1; G2, Glukagon-Element 2; G3, Glukagon-
Element 3; G4, Glukagon-Element 4, G5, Glukagon-Element 5.

Die Abbildung 23A zeigt die relative Luciferase-Aktivitdt bei Verwendung der 3'-
Deletionsmutanten. In der Abbildung wurden die gemessenen Werte auf die durch
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-WT erhaltene Aktivitat bezogen (100 % +
10,5 %). Die transiente Transfektion von -350GluLuc zusammen mit 207 ng Pax6-WT fihrte
zu einer rund 32-fachen Steigerung der Luciferase-Aktivitat von -350GluLuc (Abb. 23A). Die
Deletion der Hombéodomane fiihrte zu einer Reduktion der transkriptionellen Aktivitdt des
Reportergens um rund 75 %. Bei Cotransfektion der 3’-Deletionsmutanten und des Pax6-WT-
Expressionsplasmids wurde ein Niveau von etwa 40 % erreicht (Abb. 23A). Die Deletion der

Pax6-Homoodomane verringerte die transkriptionelle Aktivitat auf etwa 20-30 % (Abb. 23A).
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Zur Spezifitatskontrolle wurde das Reportergen-Plasmid pT81Luc eingesetzt (Abb. 22). In
pT81Luc steht das Luciferase-Gen unter der Kontrolle des minimalen Thymidinkinase-
Promotors (bp -81 bis +58). Eine Pax6-Bindungsstelle innerhalb des Promotors ist nicht
bekannt. Die Cotransfektion von Pax6-WT und Pax6-dHD hatte einen geringen EinfluR auf
die transkriptionelle Aktivitat des Reportergens von pT81Luc (Abb. 23A). Die Basalaktivitaten
der 3’-Deletionsmutanten betrugen 3,1 % * 0,3 % bei -350GluLuc, 6,7 % + 0,6 % bei
-350/-49GluLuc, 5,6 % + 0,9 % bei -350/-91GluLuc, 9,1 % + 1 % bei -350/-150GluLuc, 6,1 %
* 1,3 % bei -350/-210GluLuc und 6,3 % = 0,7 % bei pT81Luc.

Um zu untersuchen, welche Wirkung die verschiedenen Mutationen der Homéodomane in
Pax6-dHD, Pax6-dH3 und Pax6-3Ala auf die Aktivierung des Glukagon-Gens Uber das G3-
Element durch Pax6 haben, wurden diese (Abb. 10; Tab. 8) mit dem Reportergen-Plasmid
-350/-150GluLuc in heterologen JEG-3-Zellen transient cotransfiziert. In Abbildung 23B sind
die erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitdten dargestellt. Sie sind auf die durch 207 ng
induzierte Luciferase-Aktivitdt von -150/-350GluLuc (100 % * 2,6 %) bezogen. Durch die
Cotransfektion von 207 ng Pax6-WT wurde die Aktivitat von -350/-150GluLuc um den Faktor
9 gesteigert (Abb. 23B). Die Deletion oder Mutation der Pax6-Homéodomane sowie die
Deletion der Paired-Domane oder Teile davon fuhrte zu einer 80-90 %-igen Abnahme der
transkriptionellen Aktivitat des Luciferasegens (Abb. 23B). Cotransfektion von 23 ng der
Expressionsplasmide ergab eine vergleichbare Abhangigkeit der relativen Luciferase-

Aktivitdten von dem cotransfizierten Reportergen-Plasmid (Abb. 23B).
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Abb. 23: Die Deletion oder Mutation der Pax6-Homéodoméane vermindert die Aktivierung des
Glukagon-Promotors der Ratte durch Pax6 nach Deletion des G1-Elements in der heterologen
Zelllinie JEG-3. (A) Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -350/-210GluLuc, -350/-150GlulLuc,
-350/-91GluLuc oder -49/-350GluLuc (3 ug/Schale) wurden zusammen mit Expressionsvektoren fir
Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT) oder -dHD (pBAT-dHD) (207 ng/Schale) mittels Calcium-Phosphat-
Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-
Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte Aktivitdt des -350GluLuc-Plasmids, dessen
absoluter Wert als 100 % definiert wurde. (B). Das Reportergen-Plasmid -350/-150GluLuc
(3 pug/Schale) wurde zusammen mit Expressionsvektoren fiir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT), -dHD (pBAT-
dHD), -dH3 (pBAT-dH3), -3Ala (pBAT-3Ala), -dPD (pBAT-dPD) oder -dPD/E6 (pBAT-dPD/E6) (0, 207,
23 ng/Schale) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-
Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch Pax6 induzierte Aktivitat
des -350/-150GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse aus
(A) und (B) sind Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmungen.
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3.6 Bedeutung der Domédne B des G3-Elements des Glukagon-Promotors fur

die Glukagon-Gen-Aktivierung durch Pax6

Die Pax6-Homoéodomane ist flr die Bindung von Pax6 an das G3-Element des Glukagon-
Gens der Ratte nicht von Bedeutung (3.4.2); sie ist aber fiir die Aktivierung des Glukagon-
Gens durch Pax6 Uber das G3-Element essentiell (3.5). In der Pax6-Homéodomanen-
Mutante Pax6-3Ala (Abb. 10) wurden die Aminosauren Valin-47, Serin-50 und Asparagin-51
zu Alanin mutiert. Diese Aminosaduren interagieren im Drosophila Paired-Protein direkt mit
Basen der optimalen Paired-Homdodomanen-Bindungsstelle P3 (Wilson et al.,, 1995). Da
diese Mutationen innerhalb der Homéodomane die Aktivierung des Glukagon-Promotors
durch Pax6 Uber das G3-Element verminderte, kdonnte die Bedeutung der Homdéodomane am
G3-Element in einer DNA-Bindung liegen, zusatzlich zu der der Paired-Domane. Im G3-
Element in Domane B des Glukagon-Promotors befindet sich benachbart zur Pax6-Paired-
Domanen-Bindungsstelle in Domane A, eine Bindungsstelle fir einen Heterodimerkomplex
der Homéodomanen-Transkriptionsfaktoren Pbx/Prep1 (Herzig et al., 2000).

Mit Hilfe von Promotor-Mutationsanalysen wurde Uberprift, ob Domdne B eine
Bindungsstelle fur die Pax6-Homododomane ist. Es wurde zunachst die Bedeutung der
Doméne B des G3-Elements flr die Aktivierung des Glukagon-Gens der Ratte durch Pax6

untersucht.

3.6.1 Untersuchung der Wirkung von Mutationen in Domane B auf die transkriptionelle

Aktivitat des G3-Elements in der pankreatischen Inselzelllinie aTC2

Die Reportergen-Plasmide 4xG3T81Luc, 4xG3M1T81Luc, 4xG3M2T81Luc, 4xG3AT81Luc
oder 4xG3BT81Luc (Abb. 24; Tab. 7) wurden transient in die Zelllinie aTC2 (2.11.4)
transfiziert. Die Reportergen-Plasmide enthielten jeweils vier Kopien des G3-Elements vor
einem minimalen Thymidinkinasepromotor (Basenpaar -81 bis +52) des Herpes-Simplex-
Virus fusioniert mit dem Luciferase-Reportergen.

Innerhalb des G3-Elements waren entweder drei Basenpaare im G3B-Element
(4xG3M1T81Luc) oder die gesamte Domane G3B (4xG3M2T81Luc) mutiert. Die
Reportergen-Plasmide 4xG3AT81Luc oder 4xG3BT81Luc enthielten vier Kopien der

isolierten Domane A oder der isolierten Doméane B des G3-Elements.
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G3 TGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTGAAGGGTGTAGA
G3M1 TGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTAGCGGGTGTAGA
G3M2 TGAAGTAGTTTTTCACGCCTGACTGAGAACGCGCAGGCTCAA
G3A TAGTTTTTCACGCCTGACTG

G3B TTGAAGGGTGTAGA

Abb. 24: Reporterfusionsgene des G3-, G3A- und G3B-Elements des Glukagon-Gens. Die
Expression des Luciferase-Gens wird von je vier Kopien des G3-Elements, des G3-Elements mit einer
drei Basenpaar-Mutation in Abschnitt B (G3M1) bzw. mit einer ausgedehnten Mutation in Abschnitt B
(G3M2) oder des G3A-Elements oder des G3B-Elements dirigiert, die vor einen minimalen
Thymidinkinase-Promotor (TK, Basenpaar —81 bis +52; Nordeen, 1988) kloniert sind. Mutationen
innerhalb des G3-Elements. G1, Glukagon-Element 1; G3, Glukagon-Element 3.

Bezogen auf die Aktivitdt des Reportergen-Plasmids 4xG3T81Luc (Abb. 25; 100 % + 4 %)
verursachte die drei-Basenpaar-Mutation in Domane B eine 40 %-ige und die Mutation der
gesamten Domane B eine knapp 90 %-ige Abnahme der transkriptionellen Aktivitat des
Luciferasegens (Abb. 25). Die vier Kopien des G3A-Elements in 4xG3AT81Luc flhrten zu
einer Luciferase-Aktivitat von 183 % und die des G3B-Elements flhrten zu einer Aktivitat von
11 % (Abb. 25). Die Luciferase-Aktivitat des zur Kontrolle cotransfizierten Reportergen-
Plasmids pT81Luc betrug 6 % (Abb. 25).
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Abb. 25: Mutationen innerhalb Domdne B vermindern die Aktivitat des G3-Elements in der
glukagonproduzierenden Zelllinie aTC2. Die Reportergen-Plasmide 4xG3T81Luc (G3),
4xG3M1T81Luc (G3M1), 4xG3M2T81Luc (G3M2), 4xG3AT81Luc (G3A) oder 4xG3BT81Luc (G3B)
(2 ug/Schale) wurden mittels DEAE-Dextran transient in die glukagonproduzierende Zelllinie des a-
Phanotyps oTC2 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die Aktivitat des 4xG3T81Luc-
Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind Mittelwerte und SEM
aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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3.6.2 Untersuchung der Wirkung von Mutationen in Domane B auf die durch exogenes

Pax6 vermittelte Aktivitat des G3-Elements in heterologen JEG-3-Zellen

23 ng des Pax6-WT-Expressionsplasmids (Abb. 10; Tab. 8) wurden mit den Reportergen-
Plasmiden 4xG3T81Luc, 4xG3M1T81Luc, 4xG3M2T81Luc, 4xG3AT81Luc oder
4xG3BT81Luc (Abb. 24; Tab. 7) transient in heterologe JEG-3-Zellen cotransfiziert.

Die Abbildung 26 zeigt die relative Luciferase-Aktivitat bei Verwendung dieser G3-Oligomer-
Konstrukte. In der Abbildung wurden die gemessenen Werte auf die durch Cotransfektion
von 4xG3T81Luc und Pax6-WT erhaltene Aktivitat bezogen (100 % * 7,4 %). Die drei-
Basenpaar-Mutation in Domane B flihrte zu einer 98 %-igen und die Mutation der gesamten
Domane B zu einer knapp 90 %-igen Abnahme der transkriptionellen Aktivitdt des
Luciferasegens (Abb. 26). Die Cotransfektion von 4xG3AT81Luc zeigte eine um rund 40 %
verringerte Aktivitat (Abb. 26). Die Expression von Pax6-WT hatte keinen EinfluR auf die
Luciferase-Aktivitat von 4xG3BT81Luc. Die Basalaktivitaten der G3-Oligomer-Konstrukte
betrugen 4,3 % * 0,6 % bei 4xG3T81Luc, 0,8 % + 0,07 % bei 4xG3M1T81Luc, 3 % + 0,6 %
bei 4xG3M2T81Luc, 1,8 % + 0,3 % bei 4xG3AT81Luc und 2 % + 4xG3BT81Luc.
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Abb. 26: Mutationen der Domane B vermindern die durch Pax6 induzierte Aktivitidt des G3-
Elements in heterologen JEG-3-Zellen. Die Reportergen-Plasmide 4xG3T81Luc (G3),
4xG3M1T81Luc (G3M1), 4xG3M2T81Luc (G3M2), 4xG3AT81Luc (G3A) oder 4xG3BT81Luc (G3B)
(3 pg/Schale) wurden zusammen mit 23 ng eines Expressionsvektors fir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT)
mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3
transfiziert. Die Luciferase-Aktivitdt bezieht sich auf die durch Pax6-WT induzierte Aktivitat des
-350GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte und SEM aus flnf unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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3.6.3 Untersuchung der Wirkung einer Mutation in Domane B des G3-Elements auf die
Aktivierung des Glukagon-Gens in den Pankreasinsel-Zelllinien InR1G9 und
aTC2

Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -350(G3Bm)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc und
-350(mutG3)GluLuc (Abb. 27; Tab. 7) wurden transient in InR1G9-Zellen transfiziert. In den
Reporterfusionsgenen wird die Expression des Luciferase-Gens von 350 bp der 5'-
flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte kontrolliert. Innerhalb des G3-Elements
von -350(G3Bm)GluLuc wurden sechs Basenpaare in Domane B mutiert, im G3A-Element
von -350(G3Am)GluLuc wurden vier Basenpaare und in -350(mutG3)GluLuc wurde die
gesamte Sequenz des G3A-Elements mutiert (Abb. 27).

G3 G1 |"
- - I Luciferase |
-350 . Ny +1 +58
/, A B \\
-350GluLuc TAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTGAAGGG
-350(G3Am)GluLuc TAGTTTTTCAATTATGACTGAGATTGAAGGG
-350(G3Bm)GluLuc TAGTTTTTCACGCCTGACTGAGAGAATTCGG
-350(mutG3)GluLuc TCTAGACGGAGTACTGTCCTCCGTTGAAGGG

Abb. 27: Reporterfusionsgene der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte mit
Mutationen innerhalb des G3-Elements. In den Reportergen-Plasmiden -350GluLuc,
-350(G3Bm)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc und -350(mutG3)GluLuc steht die Expression des Luciferase-
Gens unter der Kontrolle des Glukagon-Promotors der Ratte von bp -350 bis +58. Innerhalb der
350 Basenpaare wurde selektiv die Pax6-Paired-Domanen-DNA-Bindungsstelle in Doméane A des G3-
Elements (vier Basenpaare-Mutation) oder selektiv sechs Basenpaare in Domane B des G3-Elements
oder die gesamte Sequenz der Doméane A des G3-Elements mutiert. G1, Glukagon-Element 1; G3,
Glukagon-Element 3.

Bezogen auf die Basalaktivitat von -350GluLuc flhrte die Mutation von sechs Basenpaaren
in Doméane B zu einer um 40 % reduzierten transkriptionellen Aktivitat des Luciferase-
Reportergens  (Abb. 28A). Ein  ahnliches Ergebnis wurde auch in der
glukagonproduzierenden, Pax6-exprimiernden Zelllinie oTC2 erhalten (Abb. 28B). Die
Mutationen der Doméane A verminderte die transkriptionelle Aktivitdt um 70-80% in InR1G9-
Zellen (Abb. 28A).
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Abb. 28: Die Mutation des G3B-Elements vermindert die Aktivitidt des Glukagon-Promotors in
den glukagonproduzierenden Zelllinien INnR1G9 und aTC2. Die Reportergen-Plasmide -350GlulLuc,
-350(G3Bm)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder -350(mutG3)GluLuc (A) oder -350GluLuc und
-350(G3Bm)GluLuc  (B) (2 ug/Schale) wurden mittels DEAE-Dextran transient in die
glukagonproduzierenden Zelllinien des a-Phanotyps InR1G9 (A) oder oTC2 (B) transfiziert. Die
Luciferase-Aktivitat bezieht sich in (A) und (B) auf die Aktivitat des -350GluLuc-Reportergen-Plasmids,
dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind Mittelwerte und SEM aus drei
unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

3.6.4 Untersuchung der Aktivierung des Glukagon-Gens mit mutierter Domane B des

G3-Elements durch exogenes Pax6 in der heterologen Zelllinie JEG-3

Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -350(G3Bm)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder
-350(mutG3)GluLuc (Abb. 27; Tab. 7) wurden mit verschiedenen Mengen des
Expressionsplasmids fir Pax6-WT (Abb. 10; Tab. 8) in heterologe JEG-3 Zellen
cotransfiziert. Abbildung 29 zeigt die relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die
durch 207 ng erhaltene Aktivitat von -350GluLuc bezogen sind. Cotransfektion der grofiten
Menge Pax6-WT induzierte die Aktivitat von -350GluLuc rund 100-fach (Abb. 29; 100 % =+
4.8 %). Die Mutation in der Domdne B verursachte eine 60 %-ige Abnahme der
transkriptionellen Aktivitdt des Luciferasegens (Abb. 29). Die Mutationen der Domane A
fuhrten zu einer 70 %-igen Abnahme (Abb. 29). Die Basalaktivitdten der -350GluLuc-
Mutanten betrugen 1 % + 0,2 % bei -350GluLuc, 1,2 % + 0,2 % bei -350(G3Am)GlulLuc,
0,9 % * 0,2 % bei -350(G3Bm)GluLuc und 1,5 % + 0,2 % bei -350(mutG3)GluLuc. Nach

Cotransfektion von 23 ng oder 3 ng des Pax6-WT-Expressionsplasmids wurden
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entsprechende Abhangigkeiten der Luciferase-Aktivitdten von den cotransfizierten mutierten

Reportergen-Plasmiden nachgewiesen (Abb. 29).
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Abb. 29: Die Mutation von Doméne B des G3-Elements verringert die Aktivierung des Glukagon-
Promotors durch Pax6 in der heterologen Zelllinie JEG-3. Die Reportergen-Plasmide -350GlulLuc,
-350(G3Bm)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder -350(mutG3)GluLuc (3 pg/Schale) wurden zusammen
mit unterschiedlichen Mengen (0, 207, 23, 3 ng/Schale) eines Expressionsvektors fur Pax6-WT (pBAT-
Pax6-WT) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie
JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch 207 ng Pax6-WT induzierte
Aktivitat des -350GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte und SEM aus finf unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

3.7 Bedeutung der Domane B des G3-Elements fiir die Aktivierung des

Glukagon-Gens durch Pax6 mit deletierter oder mutierter Homéodomane

3.7.1 Wirkung von Deletionen bzw. Mutation der Pax6-Homdodoméne auf die durch
Pax6 induzierte Aktivitat eines G3-Element-Oligomers in heterologen JEG-3-

Zellen

Es wurde untersucht, welchen Einflull die Deletion oder die Mutation der Pax6-
Homoéodomane auf die transkriptionelle Aktivitat des isolierten G3- Elements hat. Dazu wurde

das Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc (Abb. 24; Tab. 7) mit zwei verschiedenen Mengen
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der Expressionplasmide fir Pax6-WT, Pax6-dHD, Pax6-dH3, Pax6-3Ala, Pax6-dPD oder
Pax6-dPD/EG (Abb. 10; Tab. 8) in heterologe JEG-3-Zellen cotransfiziert.

Die Abbildung 30 zeigt die relative Luciferase-Aktivitdt. In der Abbildung wurden die
gemessenen Werte auf die durch Cotransfektion von 4xG3T81Luc und 207 ng Pax6-WT
erhaltene Aktivitat bezogen (100 % + 10,5 %). Die Aktivitat von 4xG3T81Luc wurde durch die
hochste Menge an Pax6-WT 13,5-fach stimuliert (Abb. 30). Die Deletion der Homéodomane
bzw. der Helix 3 der Hombéodomane fiihrte zu einer transkriptionellen Aktivitat des
Reportergens von 191 % bzw. 215 % (Abb. 30). Die Mutation von drei Aminosauren der
Helix 3 fuhrte zu einer Aktivitdt von 100 % (Abb. 30). Eine Induktion der Luciferase-Gen-
Aktivitdt durch Pax6-dPD und Pax6-dPD/E6 konnte nicht detektiert werden (Abb. 30). Nach
Cotransfektion von 23 ng der Pax6-Mutanten wurden entsprechende Abhangigkeiten der
Luciferase-Aktivitaten von dem cotransfizierten Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc detektiert
(Abb. 30).
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Abb. 30: Die Deletion bzw. Mutation der Pax6-Hom6éodoméne hat keinen EinfluB auf die durch
Pax6 induzierte Aktivitit eines G3-Element-Oligomers in heterologen JEG-3-Zellen. Das
Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc (3 pg/Schale) wurde zusammen mit unterschiedlichen Mengen
(0, 207, 23 ng/Schale) eines Expressionsvektors fir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT), dHD (pBAT-dHD),
dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-dPD/E6) mittels Calcium-
Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 ftransfiziert. Die
Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch 207 ng Pax6-WT induzierte Aktivitat des 4xG3T81Luc-
Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse der Transfektion sind
Mittelwerte und SEM aus vier unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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3.7.2 Wirkung von Mutationen der Doméne B auf die durch die Pax6-Homéodomanen-
Mutanten induzierte Aktivitat eines G3-Element-Oligomers im heterologen
Zellsystem JEG-3

Um festzustellen, ob die Bedeutung der Domane B des G3-Elements flr die Aktivierung des
Glukagon-Gens durch Pax6 in einer Bindung der Pax6-Homdodomane liegt, wurden die
Reportergen-Plasmide 4xG3T81Luc, 4xG3M1T81Luc, 4xG3M2T81Luc, 4xG3AT81Luc und
4xG3BT81Luc (Abb. 24; Tab. 7) mit unterschiedlichen Mengen der Expressionsvektoren die
fur Pax6-dHD, dH3, 3Ala oder dPD (Abb. 10; Tab. 8) kodieren, transient in die humane
Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 cotransfiziert.

Abbildung 31A zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-dHD und den G3-Oligomer-
Konstrukten erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die Luciferase-
Aktivitat bei Cotransfektion von 4xG3T81Luc mit 207 ng Pax6-dHD (100 % * 3,1 %) bezogen
sind. Die Cotransfektion von 207 ng des Pax6-dHD-Expressionsplasmids mit dem
Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc flhrte zu einer Erhéhung der Aktivitat von 4xG3T81Luc
um den Faktor 33 (Abb. 31A). Bei Pax6 mit deletierter Homéodomane verminderte die
Mutationen der Domane B die Aktivitdt des G3-Elements um 80-90 % (Abb. 31A). Vier
Kopien des G3B-Elements zeigten keine Aktivitat und vier Kopien des G3A-Elements zeigten
eine Aktivitat von etwa 60 % (Abb. 31A).

Abbildung 31B zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-dH3 und den G3-Oligomer-
Konstrukten erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die Luciferase-
Aktivitat bei Cotransfektion von 4xG3T81Luc mit 207 ng Pax6-dH3 (100 % + 6,1 %) bezogen
sind. Die Cotransfektion von 207 ng des Pax6-dH3-Expressionsplasmids mit dem
Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc flhrte zu einer Erhéhung der Aktivitat von 4xG3T81Luc
um den Faktor 83 (Abb. 31B). Bei Pax6 mit deletierter Helix 3 der Hom&odomane
verminderte die Mutationen der Domane B die Aktivitdt des G3-Elements um 80-90 %
(Abb. 31B). Vier Kopien des G3A-Elements zeigten eine Aktivitat von etwa 90 % (Abb. 31B).
Vier Kopien des G3B-Elements zeigten keine Aktivitat (Abb. 31B).

Die Abbildung 31C zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-3Ala und den G3-Oligomer-
Konstrukten erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die Luciferase-
Aktivitat bei Cotransfektion von 4xG3T81Luc mit 207 ng Pax6-3Ala (100 % + 3,5 %) bezogen
sind. Die Cotransfektion von 207 ng des Pax6-3Ala-Expressionsplasmids mit dem
Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc fluhrte zu einer Erhéhung der Aktivitat von 4xG3T81Luc
um den Faktor 28 (Abb. 31C). Bei Pax6 mit mutierter Homéodoméane verminderte die
Mutationen der Domane B die Aktivitdt des G3-Elements um 80-90 % (Abb. 31C). Vier
Kopien des G3B-Elements zeigten keine Aktivitdt und vier Kopien des G3A-Elements zeigten
eine Aktivitat von etwa 40 % (Abb. 31C).



Ergebnisse 95

dHD dH3
100 4 100 4
T 80 T 80
2 3
§ =
< 60 1 3 60
Q @
£ 40 1 £ 40 1
20 1 20
0 - o0
dHD T OO OO OO OO OO dH3 T O T, OO T, O, OO L0
S e® 7O <, QXS G2 O® T B T AP T OA® T4
UL A O S R A
G3 G3M1 G3M2  G3A G3B G3 G3M1  G3M2  G3A G3B
120 120
3Ala dPD
100 4 100 4
S S
E 80 - £ 801
2 s
X X
< 60 < 60 4
[ [
7] 7]
g g
& 404 & 40 4
o [%]
=] =1
- -l
20 20 1
04 04
3Ala T OO, OO OO OO T, OO dPD T OO, O ", OO0 O O O O
AT QST AT ASAaST AC S AT AT AT ASAeST AT S
SV SV SV SV SV STV SV SV SV SV
G3 G3M1  G3M2 G3A G3B G3 G3M1  G3M2 G3A G3B

Abb. 31: Mutationen in Doméane B fiihren zu einer Abnahme der durch Pax6-Homoéodomanen-
Mutanten induzierten Aktivitat des G3-Elements in heterologen JEG-3-Zellen. Die Reportergen-
Plasmide 4xG3T81Luc (G3), 4xG3M1T81Luc (G3M1), 4xG3M2T81Luc (G3M2), 4xG3AT81Luc (G3A)
oder 4xG3BT81Luc (G3B) wurden zusammen mit den Expressionsplasmiden fir dHD (pBAT-dHD),
dH3 (pBAT-dH3), 3Ala (pBAT-3Ala) oder dPD (pBAT-dPD) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation
transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht
sich auf die durch 207 ng Pax6-dHD, -dH3, -3Ala oder -dPD induzierte Aktivitdt des 4xG3T81Luc
Plasmids (G3), dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind Mittelwerte und
SEM aus vier unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

In Abbildung 31D sind die nach Cotransfektion von Pax6-dPD und den G3-Oligomer-
Konstrukten erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten dargestellt, wobei die Werte auf die
Luciferase-Aktivitat bei Cotransfektion von 4xG3T81Luc mit 207 ng Pax6-dPD (100 % + 3,2
%) bezogen sind. Die Cotransfektion von 207 ng des Pax6-dPD-Expressionsplasmids mit
dem Reportergen-Plasmid 4xG3T81Luc fihrte zu einer Erhéhung der Aktivitat von
4xG3T81Luc um den Faktor 2 (Abb. 31D). Pax6-PD hatte keinen EinfluR auf die

transkriptionelle Aktivitat des isolierten G3-Elements mit Mutationen der Domane B
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(Abb. 31D). Vier Kopien des G3B-Elements zeigten keine Aktivitat und vier Kopien zeigten
eine Aktivitdt von etwa 60 % (Abb. 31D). Die Cotransfektion von 23 ng der Pax6-
Expressionsplasmide induzierte entsprechende Abhangigkeiten der Luciferase-Aktivitaten

von den cotransfizierten Reportergen-Plasmiden (Abb. 31A, B, C und D).

3.7.3 Wirkung einer Mutation von Domane G3B auf die Aktivierung des Glukagon-
Promotors der Ratte durch die Pax6-Homdodomanen-Mutanten im heterologen
Zellsystem JEG-3

Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -350(G3Am)GluLuc, -350(G3Bm)GluLuc oder
-350(mutG3)GluLuc (Abb. 27; Tab. 7) wurden mit verschiedenen Mengen der
Expressionsplasmide fir die Pax6-Mutanten dHD, dH3, 3Ala oder dPD (Abb. 10; Tab. 8)
transient in die heterologe Zelllinie JEG-3 cotransfiziert.

Abbildung 32A zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-dHD und den Reportergen-Plasmiden
erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die Luciferase-Aktivitat bei
Cotransfektion von -350GluLuc mit 207 ng Pax6-dHD (100 % + 9,7 %) bezogen sind.
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-dHD-Expressionsplasmid flhrte zu einer
rund 25-fachen Steigerung der Reportergen-Aktivitdit von -350GluLuc (Abb. 32A). Die
Mutation der Doméane B verminderte die Aktivierung des Glukagon-Promotors durch Pax6 mit
deletierter Homéodomane um rund 60 % (Abb. 32A). Mutationen der Pax6-Paired-Doméanen-
Bindungsstelle in Domane G3A verminderten die Luciferase-Aktivitdt um rund 80 %
(Abb. 32A).

Abbildung 32B zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-dH3 und den Reportergen-Plasmiden
erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die Luciferase-Aktivitat bei
Cotransfektion von -350GluLuc mit 207 ng Pax6-dH3 (100 % £ 5,9 %) bezogen sind.
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-dH3-Expressionsplasmid flhrte zu einer
rund 25-fachen Steigerung der Reportergen-Aktivitat von -350GluLuc (Abb. 32B). Bei Pax6
mit deletierter Helix 3 der Hombéodomane verminderte die Mutation der Domane B die
induzierte Luciferase-Aktivitat um 65 % (Abb. 32B). Mutationen der Pax6-Paired-Doméanen-
Bindungsstelle in Doméane G3A verminderten die Luciferase-Aktivitdt um rund 85 %
(Abb. 32B).

Abbildung 32C zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-3Ala und den Reportergen-Plasmiden
erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitaten, wobei die Werte auf die Luciferase-Aktivitat bei
Cotransfektion von -350GluLuc mit 207 ng Pax6-d3Ala (100 % + 2,8 %) bezogen sind.
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-3Ala-Expressionsplasmid filhrte zu einer
rund 100-fachen Steigerung der Reportergen-Aktivitat von -350GluLuc (Abb. 32C). Bei Pax6
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mit mutierter Homdodomane verminderten die Mutationen der Domane B die induzierte
Luciferase-Aktivitdt um 80 % (Abb. 32C). Die Mutationen der Pax6-Paired-Domanen-
Bindungsstelle in Domane A des G3-Elements verminderten die Luciferase-Aktivitat um rund
90 % (Abb. 32C).
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Abb. 32: Mutationen der Domane A und B des G3-Elements hemmen die Aktivierung des
Glukagon-Promotors durch die Pax6-Homéodomanen-Mutanten in der heterologen Zelllinie
JEG-3. Die Reportergen-Plasmide -350GluLuc, -350(G3Bm)GluLuc, -350(G3Am)GluLuc oder
-350(mutG3)GluLuc (3 pg/Schale) wurden zusammen mit unterschiedlichen Mengen (0, 207, 23,
3 ng/Schale) eines Expressionsvektors flir dHD (pBAT-dHD), dH3 (pBAT-dH3) 3Ala (pBAT-3Ala) oder
dPD (pBAT-dPD) mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-
Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-Aktivitat bezieht sich auf die durch 207 ng dHD, dH3, 3Ala
oder dPD induzierte Aktivitdt des -350GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert
wurde. Die Ergebnisse der Transfektionen sind Mittelwerte und SEM aus vier unabhdngigen
Experimenten mit Doppelbestimmung.
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Abbildung 32D zeigt die nach Cotransfektion von Pax6-dPD und den Reportergen-Plasmiden
erhaltenen relativen Luciferase-Aktivitdten, wobei die Werte auf die Luciferase-Aktivitat bei
Cotransfektion von -350GluLuc mit 207 ng Pax6-dPD (100 % + 2,4 %) bezogen sind. Die
Cotransfektion von -350GluLuc und 207 ng Pax6-dPD-Expressionsplasmid flihrte zu einer
3-fachen Steigerung der Reportergen-Aktivitat von -350GluLuc (Abb. 32D). Bei Pax6 mit
deletierter Paired-Domane verminderte die Mutation der Doméane B die induzierte Luciferase-
Aktivitdt um 45 % (Abb. 32D). Bei Cotransfektion von 23 ng bzw. 3 ng der
Expressionsplasmide fir die Pax6-Homéodomanen-Mutanten waren entsprechende
Abhangigkeiten der Luciferase-Aktivitaten von den cotransfizierten mutierten Reportergen-
Plasmiden (Abb. 32A, B, C und D) zu beobachten.

Vergleich der Wirkung der Deletion oder Mutation der Pax6-Homdbodoméne auf die
Aktivierung des Glukagon-Promotors mit mutiertem G3B-Element in heterologen JEG-3-

Zellen

Zum direkten Vergleich der Wirkung einer Mutation in Domane B des G3-Elements auf die
Aktivierung des Glukagon-Gens durch die Pax6-Homododomanen-Mutanten wurde das
Reportergen-Plasmid -350(G3Bm)GluLuc (Abb. 27; Tab. 7) mit zwei verschiedenen Mengen
der Expressionsplasmide fir Pax6-WT, Pax6-dHD, Pax6-dH3, Pax6-3Ala, Pax6-dPD oder
Pax6-dPD/E6 (Abb. 10; Tab. 8) transient in heterologe JEG-3-Zellen cotransfiziert. Die
Abbildung 33 zeigt die relative Luciferase-Aktivitat bei Verwendung von -350(G3Bm)GluLuc.
In der Abbildung wurden die gemessenen Werte auf die durch Cotransfektion von
-350(G3Bm)GluLuc und Pax6-WT erhaltene Aktivitdt bezogen. Der Pax6-WT (207 ng)
stimulierte die Luciferase-Aktivitat von -350(G3Bm)GluLuc rund 30-fach (Abb. 33).

Die Deletion der Homdodoméane oder der Helix 3 der Homéodomane flhrte zu einer
Abnahme der transkriptionellen Aktivitdt um rund 60 % (Abb. 33). Die Mutation von drei
Aminosauren der Helix 3 der Homdodomane verminderte die Aktivitat um etwa 80 % (Abb.
33). Die Expressionsplasmide dPD und dPD/E6 hatten keinen Einflu auf die Aktivitdt von
-350(G3Bm)GluLuc (Abb. 33). Bei Verwendung von 23 ng der Pax6-Expressionsplasmide
ergaben sich entsprechende Abhangigkeiten der Luciferase-Aktivitaten (Abb. 33).
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Abb. 33: Die Mutation innerhalb des G3B-Elements vermindert die Aktivierung des Glukagon-
Promotors durch die Pax6-Homéodomanen-Mutanten in der heterologen Zelllinie JEG-3. Das
Reportergen-Plasmid -350(G3Bm)GluLuc (3 ug/Schale) wurde mit unterschiedlichen Mengen (0, 207,
23 ng/Schale) eines Expressionsvektors flir Pax6-WT (pBAT-Pax6-WT) Pax6-WT, dHD (pBAT-dHD),
dH3 (pBAT-dH3) 3Ala (pBAT-3Ala), dPD (pBAT-dPD) oder dPD/E6 (pBAT-dPD/E6) mittels Calcium-
Phosphat-Prazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die
Luciferase-Aktivitdt bezieht sich auf die durch 207 ng Pax6-WT induzierte Aktivitdt des
-350(G3Bm)GluLuc-Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte und SEM aus drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

3.8 Charakterisierung der Bindung der Pax6-Paired-Doméane an Doméne B des

G3-Elements des Glukagon-Gens der Ratte

Es wurde untersucht, ob Domane B des G3-Elements eine Bindungsstelle fir die Pax6-
Paired-Domane ist. Dazu wurde im EMSA die Wirkung der funktionell charakterisierten
Mutationen in Doméane B des G3-Elements auf die Bindung von bakteriell exprimierter Pax6-

Paired-Doméane an das G3-Element untersucht.

3.8.1 Expression von GST-Pax6-PD-Fusionsproteinen und Darstellung der
Expressionsprodukte in der SDS-PAGE

Zur bakteriellen Expression von GST-Pax6-PD oder GST wurden die Plasmide pGEX-Pax6-
PD und pGEX-2T (Tab. 8; 2.11.1) in den E. coli-Stamm BL21(DE3)pLys transformiert
(2.17.2). Nach dem Aufwuchs der Bakterienzellen wurde die Protein-Expression durch IPTG
induziert (2.19.1).
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Abb. 34: Bakterielle Expression von rekombinantem GST-Pax6-PD-Fusionsprotein. Das GST-
Pax6-PD-Fusionsprotein oder GST allein wurde in BL21(DE3)pLys-Bakterien exprimiert und lber eine
Glutathion-gekoppelte Agarose-Matrix aufgereinigt. Nach der Dialyse wurde ein 5 ul Aliquot der
Proteinlésungen (Bahn 2 und 3) und ein Protein-Molekulargewichtstandard (Bahn 1) mittels SDS-
PAGE (12 %-iges Gel) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteinbanden wurden durch Coomassie-
Farbung sichtbar gemacht. PD, Paired-Domane; M, Protein-Molekulargewichtstandard 7B.

Die Bakterien wurden durch Sonifizierung aufgeschlossen und das GST-Fusionsprotein bzw.
GST Uuber Glutathion-Agarose aufgereinigt (2.19.1). Zur Analyse der Protein-Expression
wurde jeweils ein 5 pl-Aliquot der proteinhaltigen Ldsungen zusammen mit einem
Molekulargewichtstandard auf ein 12 %-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen (2.19.5). Die
Proteinbanden wurden anschlieBend durch Coomassie-Farbung (2.19.6) sichtbar gemacht.
Nach der IPTG-Induktion zeigte sich eine spezifische GST-Pax6-PD-Proteinbande (Abb. 34,
Bahn 2), die in einer Hohe von ~42 kDa (GST ~ 26 kDa, Pax6-PD ~ 14 kDa, Epstein et al.,
1994) migrierte. GST migrierte entsprechend seiner Grélie bei ~ 26 kDa (Abb. 34, Bahn 3).
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3.8.2 Analyse der Bindung von GST-Pax6-PD an das G3-Element mit Mutationen

innerhalb Doméane B

Die [*’P]-markierten Oligonukleotid-Sonden G3, G3Bm, G3M1 und G3M2 (2.11.1; Tab. 2)
wurden zusammen mit steigenden Mengen des bakteriell aufgereinigten GST-Pax6-PD-
Fusionsproteins (2.19.1) inkubiert.

Das bakteriell exprimierte GST-Pax6-PD-Fusionsprotein zeigte abhangig von der
eingesetzten Proteinmenge eine Bindung an die radioaktiv markierten Oligonukleotid-Sonden
G3, G3Bm, G3M1 und G3M2 (Abb. 35A, Bahn 3, 4, 5, 6, 10, 11 und 12; Abb. 35B, Bahn 4, 5,
6, 8 9, 10, 11 und 12). Die Sonden G3Bm und G3M1 zeigten keine Bindung des
Fusionsproteins bei Einsatz der niedrigsten Proteinmenge (0,25 upg) (Abb. 35A, Bahn 9;
Abb. 35B, Bahn 3). Bei Verwendung der G3M2-Sonde wurde eine langsamer migrierendere
Bande bei Einsatz von 1 ug und 2 ug GST-PD detekiert. AuRerdem wurde eine Bande
zusatzlich zu der der freien G3M2-Sonde nachgewiesen, die bei Inkubation der Sonde mit
GST, GST-PD und auch bei Verwendung der freien Sonde auftrat. Als spezifische Kontrolle
wurden 1 ug bakteriell exprimiertes GST-Protein mit den Sonden G3, G3Bm, G3M1 und
G3M2 inkubiert. Es wurden keine Protein-DNA-Komplexe detektiert (Abb. 35A, Bahn 2, 8;
Abb. 35B, Bahn 2 und 8).

Die Quantifizierung der Radioaktivitat erfolgte mit Hilfe des Phosphor-Imagers und ergab bei
keiner der eingesetzten Proteinmengen und der eingesetzten Sonden G3Bm, G3M1 und
G3M2 einen signifikanten Unterschied der Bandenintensitat verglichen mit der Bindung an
die G3-Sonde.
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A GST GST-PD GST GST-PD
: q Q .
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Abb. 35: Die Paired-Doméane von Pax6 zeigt im EMSA eine Bindung sowohl an das G3-Element
als auch an des G3-Element mit mutierter Domane B. Radioaktiv markierte G3-, G3Bm- (A), G3M1-
und G3M2 (B) -Oligonukleotid-Sonde wurde mit den angegebenen Mengen bakteriell exprimiertem
GST-Pax6-PD bzw. mit 1 pg GST inkubiert. Die Reaktionsansatze wurden auf 5 %-igen
Polyacrylamidgelen unter nicht-denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Radioaktiv markierte DNA
wurde anschlieBend autoradiographisch detektiert. Der mit GST-PD gekennzeichnete Pfeil markiert
die DNA-bindenden Pax6-PD-Proteinkomplexe. F, freie Sonde; US, unspezifische Banden.
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3.9 Untersuchung einer DNA-unabhangigen Wirkung der Pax6-Homéodomane

Mit Hilfe des GAL4-Systems wurde eine Bedeutung der Pax6-Homéodomane bei der
Glukagon-Gentranskription unabhangig von einer DNA-Bindung untersucht. Dazu wurden
Expressionsvektoren hergestellt, in denen Pax6-WT und Pax6-dHD (Abb. 10; Tab. 8)
aminoterminal mit der DNA-Bindedomane des Hefetranskriptionsfaktors GAL4 (147 AS)
fusioniert sind (Abb. 36; Tab. 8; 2.11.1).

GAL4-Pax6-WT [GAL4 | PD [ L [HD[ TAD |

GAL4-Pax6-dHD | [ [ 1] |

Abb. 36: Hergestellte GAL4-Pax6-Fusionsgene. Es wurden Expressionsvektoren hergestellt, die fir
GAL4-Pax6-WT- (pSG-Pax6-WT) oder GAL4-dHD- (pSG-dHD) Fusionsproteine kodieren, die
aminoterminal mit der DNA-Bindedomane des Hefetranskriptionsfaktors GAL4 verknUpft sind: GAL4-
Pax-WT (GAL4 mit Pax6-WT fusioniert), GAL4-Pax6-dHD (GAL4 mit dHD fusioniert); PD, Paired-
Domane; L, Linker; HD, Homéodomane; TAD, Transaktivierungsdomane.

Die Expressionsplasmide flir GAL4-Pax6-WT und GAL4-Pax6-dHD (Abb. 36; Tab. 8) wurden
mit dem Reportergen-Plasmid -350(mutG1/G3)GluLuc (Abb. 37; Tab. 7) transient in die
Chorionkarzinom-Zelllinie  JEG-3  cotransfiziert. In  dem Reportergen-Plasmid
-350(mutG1/G3)GluLuc (Abb. 37) steht die Luciferase-Expression unter Kontrolle von
350 Basenpaaren der 5'-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte. Innerhalb des
G1- und G3-Elements sind die Pax6-Paired-Domanen-Bindungsstellen in eine Bindungsstelle
fur den Hefetranskriptionsfaktor GAL4 (17 bp, CGGAGTACTGTCCTCCG) mutiert worden
(Grzeskowiak et al., 2000).

CRE G3

G2 G4 G1
=2 -—-W—:
+1 458

-350GluLuc

-350(mutG1/G3)GluLuc

-350

Abb. 37: Reportergenfusionsgene mit in GAL4-DNA-Bindungsstellen mutiertem G1- und G3-
Element. Im Reportergen-Plasmid -350(mutG1/G3)GluLuc steht die Expression unter der Kontrolle
des Glukagon-Promotors der Ratte von bp -350 bis +58. Innerhalb der 350 bp wurde das PISCES-
Motiv. im G1- und G3-Element in GAL4-Bindungsstellen mutiert. Gezeigt sind aullerdem
charakteristische Kontrollelemente des Glukagon-Promotors der Ratte: CRE, cAMP-responsives
Element; G1, Glukagon-Element 1; G2, Glukagon-Element 2, G3, Glukagon-Element 3; G4, Glukagon-
Element 4.
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Die Bindung der GAL4-Fusionsproteine an den Glukagon-Promotor erfolgte somit
unabhangig von der Bindung der Pax6-Paired-Domane und unabhangig von der der Pax6-
Homdodomane.

Die Abbildung 38 zeigt die beobachtete relative Luciferase-Aktivitat, wobei die gemessenen
Werte auf die durch Cotransfektion von 207 ng GAL4-Pax6-WT erhaltene Aktivitat bezogen
ist (100 % + 10,6 %). Die Deletion der Hombéodomane fuhrte zu einer Steigerung der
Luciferase-Aktivitat auf 1700 % (Abb. 38). Die Cotransfektion von -350(mutG1/G3)GluLuc
und einem GAL4-Expressionsvektor flhrte zu einer Luciferase-Aktivitat von 17 % (Abb. 38).
Die Ergebnisse zeigen, dass bei Verwendung eines GAL4-Pax6-Fusionsproteins die Deletion

der Pax6-Homoodomaéane aktivierend auf die Pax6-Aktivitat wirkt.

JEG-3
2000

1800 4 -350(mutG1/G3)GluLuc

1600
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

0
GAL4-Pax6 - WT dHD

GAL4 + - -

Luciferase-Aktivitat (%)

Abb. 38: Die Deletion der Pax6-Homoodomane steigert die transkriptionelle Aktivitat eines
GAL4-Pax6-Fusionsproteins am Glukagon-Gen in der heterologen Zelllinie JEG-3. Das
Reportergen-Plasmid -350(mutG1/G3)GluLuc wurde zusammen mit Expressionsvektoren fiir GAL4-
Pax6-WT (pSG-Pax6-WT), GAL4-Pax6-dHD (pSG-dHD) (207 ng/Schale) mittels Calcium-Phosphat-
Préazipitation transient in die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 transfiziert. Die Luciferase-
Aktivitdt bezieht sich auf die durch 207 ng GAL4-Pax6-WT-induzierte Aktivitdt des
-350(mutG1/G3)GluLuc -Plasmids, dessen absoluter Wert als 100 % definiert wurde. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte und SEM aus zwei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.
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4 DISKUSSION

4.1 Der paired-Homéodomanen-Transkriptionsfaktor Pax6 aktiviert
synergistisch das Glukagon-Gen iiber die Pax6-Paired-Doméane-DNA-

Bindungsstelle im G1- und G3-Element des Glukagon-Promotors

Methodischer Ansatz zur Untersuchung der Bedeutung der Pax6-Homdodomane fir die
Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 war die Herstellung von Pax6-Mutanten
(Abb. 10; Tab. 8) und deren Cotransfektion mit Glukagon-Reportergen-Plasmiden (Tab. 7) in
Tumorzelllinien. Dabei sollte der Einflud der Mutationen in Pax6 auf die Aktivierung des
Reportergens erfasst werden. Ein solches Vorgehen setzt voraus, dass die Wirkung der
Mutationen nicht durch die Wirkung von endogenem Pax6 maskiert wird. Ungeeignet waren
daher glukagonproduzierende, pankreatische Zelllinien, da diese schon Pax6 enthalten. Die
transienten Cotransfektionsexperimente wurden deshalb in Abwesenheit von Pax6 und
anderen a-zellspezifischen Proteinen in einer heterologen Tumorzelllinie, der Zelllinie JEG-3
durchgefiihrt. Die JEG-3-Zellen stammen von einem humanen Chorionkarzinom ab, das sich
aus cerebralen Metastasen gebildet hat (Kohler et al., 1971).

Analoge Cotransfektionen von Reporterfusionsgen-Plasmiden mit 350 oder 1300
Basenpaaren der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte demonstrierten eine
Aktivierung des Glukagon-Promotors sowohl durch endogenes Pax6 in den Pax6-
exprimierenden, glukagonproduzierenden Zelllinien aTC2 und InR1G9 (3.2.1), als auch nach
Expression von exogenem Pax6 in der heterologen Zelllinie JEG-3 (3.2.2). Diese
Reportergen-Aktivitdt wurde durch selektive Mutationen des PISCES- (pancreatic islet cell
specific enhancer sequence) Motivs innerhalb der Pax6-Bindungsstellen im G1- und G3-
Element des Glukagon-Promotors deutlich gehemmt (3.2.1 und 3.2.2). Die dabei
verwendeten Mutationen sind in der Literatur als Pax6-bindungsinaktivierende Mutationen
beschrieben: Eine Punktmutation des G1-Elements (Position -79) verhindert die Bindung von
rekombinantem Pax6 an das G1-Element (Andersen et al., 1999), I1asst aber die Bindung des
direkt benachbart bindenden Transkriptionsfaktors Cdx2/3 weiterhin zu (Andersen et al.,
1999); die Mutation von vier Basenpaaren in PISCES des G3A-Elements (Position
-259/-256) verhindert die Bindung von Pax6 an das G3-Element (Knepel et al., 1990a). Somit
scheint die Zelllinie JEG-3 ein geeignetes Zellsystem zu sein, um die Aktivierung des
Glukagon-Gens durch Pax6 in Abwesenheit anderer a-zellspezifischer Proteine zu
betrachten. Bezlglich der Auswirkung von Mutationen der Pax6-Bindungsstellen im G1- und
G3-Element ist gezeigt worden, dass die Mutationen einer 17 bp-Sequenz in PISCES

innerhalb eines 350 Basenpaar-Promotorfragments der Ratte zu einer deutlichen Abnahme
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der Aktivitdt in InR1G9-Zellen fuhrt (Grzeskowiak et al., 2000). Dabei ist jedoch nicht
auszuschliel®en, dass durch die ausgedehnte Mutation, zumindest im G1-Element, auch
DNA-Bindungsstellen flr andere Transkriptionsfaktoren verandert wurden.

Weiterhin zeigte die Promotor-Mutationsanalysen in pankreatischen a-Zellen und nach
Expression von Pax6 in heterologen JEG-3-Zellen (3.2) eine synergistische Aktivierung des
Glukagon-Gens durch Pax6 Uber die beiden Pax6-Bindungsstellen im G1- und G3-Element
des Glukagon-Promotors (3.2.1 und 3.2.2). Das bestétigt, dass das PISCES-Motiv und die
Bindung der Pax6-Paired-Domane an dieses, eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des
Glukagon-Gens spielen. Bekannt dazu ist, dass ein synthetischer Mini-Enhancer bestehend
aus einer oligomeren Pax6-Bindungsstelle, der Doméane A des G3-Elements mit dem
PISCES-Sequenzmotiv, in Pax6-exprimierenden, von Pankreasinseln abgeleiteten Zelllinien
eine hohe zellspezifische Aktivitat besitzt (Beimesche et al., 1999; Wrege et al., 1995).

Bei Verwendung von 350 Basenpaaren bzw. 1300 Basenpaaren verminderten die
Mutationen im G1- und G3-Element in ahnlichem Ausmal} die Aktivitat des Glukagon-
Promotors (3.2.1 und 3.2.2). Das deutet darauf hin, dass im Bereich zwischen Basenpaar
-350 und -1300 des Glukagon-Promotors der Ratte keine weiteren Bindungsstellen
existieren, die die Funktion der Pax6-Bindungsstellen innerhalb des G1- und G3-Elements im
Glukagon-Promotor (bernehmen kénnten, wenn durch Mutation der beiden Pax6-
Bindungsstellen die Bindung von Pax6 gehemmt wurde. Aulerdem ersetzt kein
Transkriptionsfaktor die Funktion von Pax6 bei der Aktivierung des Glukagon-Gens der
Ratte, wenn die Bindungsstellen im G1- und G3-Element durch Mutation ausgeschaltet sind.
Belegt ist die Bindung von Pax6 an die Glukagon-Promotorelemente G1 und G3 in vitro
sowie die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 (Andersen et al., 1999; Sander et al.,
1997). Die Bedeutung von Pax6 fir die Regulation des Glukagon-Gens in vivo ist dagegen
unklar. Pax6-/- Mause zeigen verschiedene Defekte, u.a. fehlen ihnen
glukagonproduzierende o-Zellen, und sie versterben kurz nach der Geburt (St. Onge et al.,
1997). Dabei ist jedoch nicht zu unterscheiden, ob die fehlende Aktivitat des Glukagon-Gens
auf das Fehlen einer direkten Regulation des Glukagon-Gens durch Pax6 zurlickzuflihren ist
oder lediglich indirekt Folge einer fehlenden Ausdifferenzierung von pankreatischen
Inselzellen ist. Im Gegensatz zu Pankreasinselzelllinien sind 350 Basenpaare des Glukagon-
Promotors der Ratte mit den Promotorelementen G1 und G3 in transgenen Mausen fir eine
a-zellspezifische Aktivierung der Transkription nicht ausreichend (S. Beimesche,
unveroffentlichte Ergebnisse); dazu sind 1300 Basenpaare der 5'-flankierenden Region des
Glukagon-Gens notwendig (Efrat et al., 1995). Um zu uberprifen, ob Pax6 in vivo die
Glukagon-Gentranskription durch direkte Bindung an das Glukagon-Gen reguliert, sollte die
Wirkung einer Mutation der Pax6-Bindungsstellen in den DNA-Kontrollelementen G1 und G3

auf die transkriptionelle Aktivitat der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens in primaren
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Pankreasinseln transgener Mause untersucht werden. Dazu wurden transgene Mause
hergestellt, die als Transgen 1300 Basenpaare der 5’-flankierenden Region des Glukagon-
Gens der Ratte fusioniert mit dem Reportergen Luciferase enthielten. Mit dem Wildtyp-
Konstrukt wurden insgesamt sieben unabhangige transgene Mauslinien erhalten; jedoch
konnte in keiner dieser Linien =zuverlassig die Expression des Reportergens in
Pankreasinseln gemessen werden. Nur in einer Linie wurden vereinzelt (in 4 von 25 Mausen)
messbare Werte festgestellt (eigene Daten, nicht gezeigt). Daraufhin wurden Mauslinien mit
Glukagonpromotor-Mutationen nicht weiter verfolgt. Es ist unklar, warum im Gegensatz zu
Efrat et al. (1995) keine Expression in Pankreasinseln detektiert wurde. Mégliche Ursache
konnte die Verwendung unterschiedlicher Mausestamme (B6D2 gegeniber FVB/N) sein.
AuRerdem wurden unterschiedliche Reportergene eingesetzt: Anstelle des SV40 grolies T-

Onkoproteins wurde hier das Reportergen Luciferase verwendet.

4.2 Die Pax6-Homo6odomane ist fiir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch

Pax6 notwendig

Die Mehrzahl der Transkriptionsfaktoren besteht aus mindestens zwei oder mehr Protein-
Domanen, wobei eine Doméane meistens die DNA-bindende Doméane ist (Langdon et al.,
2001). Es gibt aber auch Transkriptionsfaktoren, die mehr als eine DNA-Bindungsdoméne
enthalten. Dazu gehort der paired-Homoodomanen-Transkriptionsfaktor Pax6, der zwei
potentiell DNA-bindende Protein-Doméanen hat: eine Paired-Domane (Bopp et al., 1986;
Treisman et al., 1991) und eine Hombéodomane (Walther und Gruss, 1991).

Die isolierte Pax6-Paired-Domane und die isoliete Pax6-Homdodomane binden
unterschiedliche DNA-Sequenzen (Epstein et al., 1994b; Wilson et al., 1993). Diese
Uberlappen sich haufig mit DNA-Bindungsstellen, die von Paired-Domanen bzw.
Homoéodomanen anderer Transkriptionsfaktoren gebunden werden (Ritz-Laser et al., 1999;
Andersen et al., 1999; Herzig et al., 2000). Wie eine spezifische Bindung von Pax6 an
bestimmte Zielgene erreicht wird, ist nicht bekannt. Da gegenilber jeweils optimalen
synthetischen Bindungsstellen die Affinitat der Pax6-Paired-Doméane groRer ist als die der
Pax6-Homododomane, gilt die Paired-Domane als primare DNA-bindende Domane von Pax6
(Czerny und Busslinger, 1995). Demgegeniber war die Bedeutung der Pax6-Homéodomane
fur die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 nicht klar: So ist flir die in vivo Funktion
des Drosophila Pax6-Homologs Eyeless die Homdéodomane des Proteins nicht erforderlich,
da eine Deletionsmutante von eyeless auch ohne Homdbodomane die Augenbildung zu
induzieren vermag (Punzo et al., 2001). Vier der bisher bekannten neun Pax-Proteine des
Menschen (Dahl et al., 1997; Mansouri et al., 1999; Underhill, 2000; Walther et al., 1991)

besitzen keine Homéodomane.



Diskussion 108

Fur eine Bedeutung der Homéodomane spricht jedoch, dass die Paired-Domane und die
Homdodomane in vitro kooperieren (Jun und Desplan, 1996). Ubereinstimmend damit ist fiir
den mutanten paired-Phanotyp in Drosophila in vivo sowohl die Paired-Domane als auch die
Homdéodomane notwendig (Bertuccioli et al., 1996; Miskiewicz et al., 1996).

Im Zusammenhang mit der Frage, ob die Pax6-Homdodomane eine Bedeutung bei der
Aktivierung des Glukagon-Gens hat, wurde hier erstmalig in Cotransfektionsstudien mit den
Pax6-Homoéodomanen-Mutanten dHD, dH3 und 3Ala (Abb. 10) gezeigt, dass die Deletion
der gesamten Pax6-Homdodomane bzw. die der DNA-Erkennungshelix der Homéodoméane
bzw. eine drei-Aminosaure-Mutation in der DNA-Erkennungshelix der Homéodomane zu
einer deutlich verringerten Aktivierung des Glukagon-Promotors durch Pax6 fuhrt (3.3.1).
Dies spricht daflir, dass die Pax6-Homéodoméane neben der Paired-Domane zur Aktivierung
des Glukagon-Gens durch Pax6 notwendig ist.

Hinweise aus Kontrollexperimenten (3.3.2) zeigten, dass die drastische Abnahme der
Aktivitat von Pax6 am Glukagon-Gen nicht Folge einer verminderten Expression oder
verminderter Kerngangigkeit von Pax6 nach Deletion bzw. Mutation der Homdéodomane ist:
1.) Im Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) mit Kernextrakten aus mit den Pax6-
Homoéodomanen-Mutanten transfizierten JEG-3-Zellen mit der Oligonukleotid-Sonde G3A
lieBen sich vergleichbare oder erhdhte Mengen an Protein-DNA-Komplexen (3.3.2)
detektieren. 2.) In Cotransfektionsstudien in der heterologen Zelllinie JEG-3 zeigten die
Homdodomanen-Mutanten Pax6-dHD, Pax6-dH3 und Pax6-3Ala an einem oligomeren G3A-
Minienhancer mit vier Kopien der Domane A des G3-Elements eine dhnliche transkriptionelle
Aktivitat wie der Pax6-Wildtyp (3.3.2).

4.3 Bedeutung der Pax6-Homododoméne bei der Bindung von Pax6 an das G1-

oder G3-Element des Glukagon-Promotors der Ratte

Fur die paired-Hombéodomane von Pax6 ist die palindromische P3-Sequenz mit der
Basenfolge TAAT(YNR)ATTA (Y: T/C; R: A/G; N: A/IC/G/T) (Wilson et al., 1995) die optimale
DNA-Bindungsstelle. Die P3-Sequenz reicht aus, um eine Transaktivierung durch Pax6 in
Zelllinien zu vermitteln (Czerny und Busslinger, 1995). P3-Erkennungsstellen sind in Ziel-
Promotoren von Augen-spezifischen Genen gefunden worden. So ist z.B. eine P3-Sequenz
an der Regulation von gooseberry durch das Drosophila Paired-Protein beteiligt (Li und Noll,
1994). P3-Konsensussequenzen finden sich auch hochkonserviert in Promotoren der
Rhodopsin-Gene in Drosophila und Mensch (RCS1-Sequenz). Sie spielen eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung der Rhodopsin-Gen-Expression in Drosophila (Mismer und Rubin,
1989; Fortini und Rubin, 1990), vermutlich durch die kooperative Bindung von Pax6 (Halder
et al., 1995; Wilson und Desplan, 1995), das flir die Augenentwicklung nétig ist. Sowohl im
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G1-Element als auch im G3-Element des Glukagon-Promotors der Ratte gibt es, benachbart
zur Paired-Domanen-Bindungsstelle, DNA-Bindungsstellen fur Homéodomanen-Proteine. So
liegen im G1-Element Bindungsstellen fur die Homéodomanen-Proteine Cdx2/3, Brain-4 und
Isl-1 (Andersen et al., 1999; Ritz-Laser et al., 1999; Hussain et al., 1997; Wang und Drucker,
1995). Das G3-Element ist in zwei DNA-Domanen unterteilt: Domane A (5-CGCCTGA-3’)
die Paired-Domane-Bindungsstelle (Sander et al.,, 1997) und Domane B (5-
GATTGAAGGGTGTA-3’) (Knepel et al., 1990a). Domane B zeigt Ahnlichkeiten mit
Bindungsstellen von Mitgliedern der Homéodomane-Protein-Familie, z.B. mit der als PRS
(,Pbx-responsive Sequenz“) bezeichneten in vitro Bindungsstelle von Pbx (Kamps et al.,
1990; Nourse et al., 1990; Lu et al., 1994) und wurde als Bindungsstelle fir ein Heterodimer
aus Homoodomanen-Proteinen der PBC-Familie Pbx1/2 (Monica et al., 1991) und dem
ubiquitaren Homéodomanen-Protein Prep-1 (Berthelsen et al., 1998) identifiziert (Herzig et
al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Pax6-Homéodomane bei der Bindung
von Pax6 an das G3-Element oder an das G1-Element des Glukagon-Promotors der Ratte
von Bedeutung ist. Protein-DNA-Bindungsanalysen mit in vitro transkribierten/translatierten
Pax6-Homéodomanen-Mutanten (3.4.1) zeigten, dass die Deletion oder Mutation der
Homdodomane keinen Einflull auf die Bindung von Pax6 an das G3-Element hat (3.4.2).
Somit ist die Pax6-Homdodomane fur die Bindung von Pax6 an das G3-Element nicht
notwendig. Die Untersuchung der Bindung von Pax6-WT bzw. der Pax6-Homéodomanen-
Mutanten an das G1-Element demonstrierte jedoch eine deutlich geringere Bindung von
Pax6 nach Deletion oder Mutation der Homdéodomane (3.4.2). Das deutet darauf hin, dass
die Pax6-Homoéodomane fiir die Bindung von Pax6 an das G1-Element notwendig ist und zur
Gesamtaffinitdt von Pax6 an G1 beitragt. Demnach ist die Pax6-Hom&éodomane bei der
Bindung des Pax6-Proteins an das G1- oder das G3-Element des Glukagon-Promotors
unterschiedlich bedeutsam. Obwohl die Pax6-Bindungsstellen in den Promotorelementen G1
und G3 eine eindeutige Homologie in ihrer Sequenz zeigen (Abb. 2), haben sie nur 8 von 16
Nukleotiden gemeinsam (Philippe et al., 1995). Auch aulerhalb der Pax6-Bindungsstellen
des G1- und G3-Elements sind die DNA-Sequenzen stark unterschiedlich, was eine
Erklarung fir funktionelle Unterschiede in der Protein-DNA-Interaktion sein konnte. Bereits in
der Literatur beschrieben ist die Bindung einzelner Proteindomanen von Pax6 an das G1-
oder G3-Element des Glukagon-Promotors der Ratte (Ritz-Laser et al., 1999). Dabei wurde
die isolierte Paired-Domane oder die Paired-Domane plus Linker plus Homdodomane
verwendet; die carboxyterminale Transaktivierungsdomane von Pax6 fehlte jeweils. Die
isolierte Paired-Domane besal} eine geringere Affinitat fir das G1-Element, wohingegen das
Fusionsprotein aus Paired-Domane, Linker und Homéodoméane eine starke Bindung an das
G1-Element zeigte. Dieser Literaturbefund mit isolierten Pax6-Proteindomanen ist konsistent

mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Im Unterschied zu Ritz-Laser et al. (2000), die
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die Bindung der gesamten Homdodomane an das G1- oder G3-Element untersucht haben,
wurde in vorliegenden Untersuchungen die Bindung der Pax6-Homdodomanen-Mutanten an
das G1- und G3-Element charakterisiert. Die aus Bindungsanalysen mit der
Homdodomanen-Mutante 3Ala erhaltenen Befunde (3.4.2) erlauben es, die drei
Aminosauren Valin-47, Serin-50 und Asparagin-51 als essentiell fiir die Bindung von Pax6 an
das G1-Element zu identifizieren. Diese Aminosauren gehen bei der Bindung der
Homdodomane des Drosophila Paired-Proteins an die P3-Sequenz sequenzspezifische
Kontakte mit der gro3en Furche der DNA ein (Wilson et al., 1995). Valin-47 geht Uber seine
Seitenkette durch hydrophobe Interaktionen direkte Kontakte mit Thymidin 4 des Motivs
TAATNNN ein  (Wilson et al., 1996). Asparagin-51 interagiert Uber zwei
Wasserstoffbriickenbindungen direkt mit dem Adenosin an Position 3. Die Aminosaure an
Position 50 der Homéodomane charakterisiert die Subklassen der paired-Homéodomanen-
Transkriptionsfaktoren und vermittelt eine spezifische DNA-Bindung. In den meisten paired-
Homoodomanen-Transkriptionsfaktoren befindet sich an Position 50 ein Glutamin, z.B. in
Mix-1 oder repo (Wilson et al., 1993). Pax6 und das Drosophila Paired-Protein besitzen an
dieser Stelle die Aminosaure Serin (Wilson et al., 1993). Die Aminosaure 50 geht van-der-
Waals-Kontakte mit den Basen 5, 6, 7 im 3’-Bereich des TAAT-Motivs ein, die fur die

spezifische Bindung der Homéodomane an DNA entscheidend ist (Wilson et al., 1996).

44 Zur Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 uber das G1-Element

und/oder das G3-Element ist die Pax6-Homoéodoméne notwendig

Die Hombéodomane von Pax6 ist sowohl fir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6
notwendig (3.3.1), als auch fiir die Bindung von Pax6 an das G1-Element (3.4.2 und 4.3). Es
stellte sich die Frage, ob die Abnahme der Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 nach
der Deletion oder der Mutation der Pax6-Homdodomane allein auf eine daraus resultierende
verminderte Bindung von Pax6 an das G1-Element zu erklaren ist. Die Cotransfektion der
Pax6-Homéodomanen-Mutanten zusammen mit 5-Deletionsmutanten des Glukagon-
Promotors der Ratte (Abb. 20) bzw. mit Promotorfragmenten mit im G3-Element mutierter
Pax6-Bindungsstelle (Ab. 6) demonstrierten, dass die Homéodomane von Pax6 fir die
Aktivierung des Glukagon-Gens Uber das G1-Element durch Pax6 notwendig ist (3.5.1 und
3.5.2). Diese Befunde sind in Ubereinstimmung mit den Bindungseigenschaften der Pax6-
Homoéodomanen-Mutanten an das G1-Element (3.4.2). Entgegen dem Bindungsverhalten
der Pax6-Homéodomanen-Mutanten am G3-Element (3.4.2), zeigten Cotransfektionen mit
Glukagon-Promotorfusionsgenen mit deletiertem G1-Element (Abb. 22) oder mit im G1-
Element mutierter Pax6-Bindungsstelle (Abb. 6), dass die Homdéodomane auch flir die

Aktivierung des Glukagon-Promotors durch Pax6 Uber das G3-Element relevant ist (3.5.1
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und 3.5.2). Somit ist die beobachtete Abnahme der Glukagon-Gen-Aktivierung durch Pax6
nach Deletion oder Mutation der Homéodomane nicht allein aus einer geringeren Affinitat
von Pax6 an das G1-Element zu erklaren.

Die erhaltenen Befunde (3.5.1 und 3.5.2) belegen auch, dass die Homéodomane
unabhangig vom Synergismus zwischen den zwei Pax6-Bindungsstellen im Glukagon-Gen
fur die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 notwendig ist. Die Deletion der Pax6-
Homdodomane vermindert auch dann die Aktivierung des Glukagon-Promotors, wenn die
Pax6-Bindungsstelle entweder im G1- oder G3-Element durch Deletion oder interne
Mutationen zerstért wird, so dass Pax6 nur noch an eine einzige Pax6-Bindungsstelle binden
kann.

Bei Transfektionsexperimenten (3.5.2) zeigten Pax6-WT und Pax6-dHD eine deutlich
geringere transkriptionelle Aktivitat an der 3’-Deletionsmutanten des Glukagon-Promotors
-350/-49GluLuc (Abb. 22) als an -350GluLuc (3.5.2). Beziiglich dieses unterschiedlichen
Verhaltens ist zu beachten, dass fir -350/-49GluLuc und die anderen 3’- Deletionsmutanten
ein anderer Promotor verwendet wurde als bei -350GluLuc. Als heterologer Promotor wurde
dabei der minimale Thymidinkinase-Promotor (bp -81 bis +52) mit den entsprechenden
Abschnitten der 5’-flankierenden Region des Glukagon-Gens der Ratte fusioniert (Flrstenau
et al., 1997).

Bei der Verwendung von 5’-Deletionsmutanten (Abb. 20) des Glukagon-Promotors der Ratte
wurde eine Abnahme der transkriptionellen Aktivitat bei Verklirzung des Glukagon-Promotors
von 350 Basenpaaren auf 292 Basenpaare beobachtet (3.5.2). In dem deletierten Bereich
liegt das Kontrollelement CRE (Meyer und Habener, 1993). Im Rahmen dieser
Untersuchungen (3.5) zeigte sich, dass bei Mutation und Deletion beider Pax6-
Bindungsstellen im Glukagon-Promotor die Deletion der Homéodomane zu einer Abnahme
der Aktivitdt des Glukagon-Gens fuhrt (3.5.1 und 3.5.2). Ein Grund dafiir kdnnte eine

residuale Bindung von Pax6 an nicht mutierte Bereiche des Glukagon-Promotors sein.

4.5 Die Domane B des G3-Elements ist unabhdngig von der Pax6-
Homoéodomane fiir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6

notwendig

In der Pax6-Homéodomanen-Mutante Pax6-3Ala sind die drei fir eine DNA-Bindung der
Homoodomane essentiellen Aminosauren Valin-47, Serin-50 und Asparagin-51 zu Alanin
mutiert (4.3). Pax6-3Ala aktiviert, wie auch die beiden Homéodomanen-Mutanten dHD und
dH3, in deutlich geringerem Ausmal} das Glukagon-Gen als der Pax6-WT (3.3.1). Die Frage
war daher, ob die Funktion der Pax6-Homdodomane am G3-Element in einer DNA-Bindung

zusatzlich zu der der Paired-Doméne liegt. Als mdgliche Bindungsstelle fir die Pax6-
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Homdodoméane wurde Domane B des G3-Elements des Glukagon-Promotors der Ratte
vermutet, die bereits als Bindungsstelle fur Homéodomanen-Proteine identifiziert worden ist
(Herzig et al., 2000).

Zunachst wurde getestet, ob Domane B des G3-Elements eine Bedeutung bei der
Aktivierung der Glukagon-Genexpression durch Pax6 hat. Bekannt ist, dass eine Kopie des
G3A-Elements (5-TCACGCCTGACTGAGC-3’) keine transkriptionelle  Aktivitat in
glukagonpoduzierenden Zellen zeigt (Wrege et al., 1995). Erst in Kombination mit Domane B
erfolgte eine transkriptionelle Aktivierung, was fir einen positiven Beitrag von Domane B zur
Glukagon-Genaktivierung spricht. Anders bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
G3-Oligomer-Konstrukten: In aTC2-Zellen zeigte ein Luciferase-Gen unter der Kontrolle von
vier Kopien der Domane A des G3-Elements eine hdhere Aktivitat als unter Kontrolle von vier
Kopien des G3-Elements (3.6.1). Moglicherweise kann dies auf die raumliche Anordnung der
vier oligomerisierten G3A-Elementen in diesem Konstrukt zuriickgefiihrt werden. In der
heterologen Zelllinie JEG-3 bewirkte die Expression von Pax6 jedoch eine deutlich geringere
Stimulation der transkriptionellen Aktivitat von G3A, bezogen auf die Aktivitat von vier Kopien
des G3-Elements (3.6.2). In pankreatischen a-Zellen oder in heterologen JEG-3-Zellen nach
Expression von Pax6 mit Glukagon-Promotor-Konstrukten (3.6.3 und 3.6.4) oder G3-
Oligomer-Konstrukten (3.6.1 und 3.6.2), verminderte die Mutation der Domane B des G3-
Elements die transkriptionelle Aktivitdt deutlich. Insgesamt zeigen die Befunde der
vorliegenden Arbeiten (3.6), dass Doméane B des G3-Elements fur die Aktivierung des
Glukagon-Gens durch Pax6 notwendig ist.

In der Literatur ist auch eine fehlende oder hemmende Funktion des G3B-Elements
beschrieben (Knepel et al., 1990a; Gajic und Drucker, 1993; Herzig et al., 2000). So hat eine
Mutation in Domane B des G3-Elements, durch die die Bindung von Proteinen an Doméane B
verloren geht, keinen Einflu auf die transkriptionelle Aktivitat des G3-Elements in INnR1G9-
Zellen (Knepel et al.,, 1990a). In plurihormonalen STC-1-Zellen fuhrt die Deletion des
gesamten G3-Elements sogar zu einer Zunahme der Aktivitdt des Glukagon-Promotors
(Gajic und Drucker, 1993); dies impliziert, dass das G3-Element zumindest in STC-1-Zellen
ein hemmendes Element ist. Zudem ist Domane B des G3-Elements eine Bindungsstelle flir
ein Heterodimer aus den Homdodomanen-Proteinen Pbx/Prep-1, das bei Uberexpression in
einer nicht-glukagonproduzierenden Zelllinie die Glukagon-Genaktivierung hemmt (Herzig et
al., 2000).

Aus den Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit wurde kein Hinweis erhalten, dass
Doméane B bei der Aktivierung des Glukagon-Promotors fiir die Funktion der Pax6-
Homoéodomane von Bedeutung ist (3.7.2 und 3.7.3): Interne Mutationen der Doméane B des
G3-Elements verminderten die Aktivierung des Glukagon-Promotors durch Pax6 auch nach
der Deletion bzw. Mutation der Pax6-Homdodoméane (3.7.3). Somit scheint die Domane B

des G3-Elements unabhangig von einer Bindung der Pax6-Homdéodomane fir die
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Aktivierung des Glukagon-Gen-Promotors durch Pax6 notwendig zu sein. Ubereinstimmend
damit vermindert sich bei Verwendung von G3-Oligomer-Konstrukten mit Mutationen in
Doméne B die durch Pax6 induzierte transkriptionelle Aktivitdt nach Deletion oder Mutation
der Pax6-Homoéodomane deutlich (3.7.2). Es gibt jedoch eine Abweichung zwischen
Befunden, die aus Experimenten mit G3-Oligomer-Konstrukten (3.7.1) und Glukagon-
Promotor-Konstrukten (3.3.1) erhalten wurden: Bei Verwendung eines G3(Wildtyp)-
Oligomer-Konstrukts in Cotransfektionen wird die durch Pax6 induzierte transkriptionelle
Aktivitdt des G3-Elements nicht durch die Deletion oder Mutation der Pax6-Homéodomane
verandert (3.7.1). Dagegen wird bei Verwendung eines Glukagon-Promotor-Fragments eine
deutliche Verringerung der durch Pax6 induzierten transkriptionellen Aktivitat nach Deletion
oder Mutation der Pax6-Homéodomane beobachtet (3.3.1 und 4.2). Weshalb beim
G3(Wildtyp)-Oligomer-Kontrukt die Deletion oder Mutation der Pax6-Homéodomane keinen

EinfluR auf die transkriptionelle Aktivitat hat, bleibt unklar.

4.6 Die Pax6-Paired-Domane bindet nicht an Domane B des G3 Elements

Die Doméane B des G3-Elements ist fur die Aktivierung des Glukagon-Gens notwendig (3.6),
jedoch unabhangig von der Pax6-Homdodomane (3.7.2 und 3.7.3). Moglicherweise liegt die
Bedeutung von Doméne B in einer Bindung eines bisher nicht identifizierten Proteins. Eine
andere Vermutung war, dass die Domane B fir eine Bindung der Paired-Doméane von Pax6
an das G3-Element notwendig ist. In vitro DNase-I-Footprinting—Experimente mit der
isolierten Pax6-Paired-Doméane an einem Konsensusmotiv der Pax6-Paired-Domane-DNA-
Bindungsstelle zeigten eine Protektion, die im 3’-Bereich (nicht im 5’-Bereich) um acht
Basenpaare Uber die Pax6-Paired-Domane-DNA-Bindungsstelle hinausreichte (Epstein et
al., 1994b). Auch wenn Domane B von G3 aufRerhalb der typischerweise 20-Basenpaar
langen Pax6-Paired-Domane-DNA-Bindungsstelle liegt (Epstein et al., 1994a), so schlief3t
sie sich doch unmittelbar im 3’-Bereich an. Die Kristallstruktur eines Komplexes aus der
Pax6-Paired-Doméane und ihrer optimalen DNA-Bindungsstelle (Xu et al., 1999) deutet auf
Wechselwirkungen der Paired-Domane mit dem DNA-Phosphatriickgrat hin.

Im EMSA wurde die Bindung von bakteriell exprimierten GST-Pax6-PD-Protein (3.8.1) an
das G3-Element mit mutierter Domane B Uberprift. Die Bindungsstudien zeigten, dass
Mutationen in Domane B keinen Einfluf® auf die Bindung der Pax6-Paired-Doméne an das
G3-Element haben (3.8.2). Das bedeutet, dass die Notwendigkeit von Domane B fir eine
transkriptionelle Aktivierung des Glukagon-Promotors durch Pax6 nicht aus einer Bindung
der Pax6-Paired-Doméne an das G3B-Element erklarbar ist. MAglicherweise ist Doméane B
des G3-Elements in glukagonproduzierenden, Pax6-exprimierenden Zellen die

Bindungsstelle fur ein bisher nicht identifiziertes Protein, was die Abnahme der
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transkriptionellen Aktivitat des Glukagon-Promotors nach Mutation der Doméane B erklaren

kdnnte.

4.7 Die Pax6-Homoéodomane wirkt DNA-unabhidngig inhibitorisch auf die

Glukagon-Genexpression

Bei vielen biologischen Prozessen spielen Protein-Protein-Interaktionen eine wichtige Rolle,
durch die neue biologische Funktionen und Eigenschaften entstehen kénnen. Protein-
Protein-Interaktionen haben einen entscheidenden Einfluk auf die transkriptions-
aktivierenden bzw. transkriptionsreprimierenden Eigenschaften von Pax-Proteinen, die z.B.
durch die Wechselwirkung mit Co-Repressoren die Transkription von Genen unterdriicken
konnen (Eberhard et al., 2000; Hollenbach et al., 1999; Magnaghi et al., 1998). Andererseits
fuhrt der Aufbau von Proteinkomplexen an Promotorsequenzen zu einer erhdhten
Aktivierung der Transkription (Hussain und Habener, 1999). Pax-Protein-Interaktionspartner
konnen aullerdem eine Bindung an nicht optimale Bindungsstellen erméglichen (Kamachi et
al., 2001), was zur Erhéhung der Zahl an Bindungsstellen fir die Pax-Proteine fiihrt.

Die Hom6odomane von Pax6 ist unabhangig von einer DNA-Bindung zu direkten Protein-
Protein-Wechselwirkungen in der Lage. DNA-unabhangige Wechselwirkungen von Pax6 mit
den Hombéodomanen-Proteinen Six-3 (Oliver et al., 1995), Lhx2 (Rincon-Limas et al., 1999),
En-1 (Joyner und Martin, 1987), Prep-1 (Berthelsen et al., 1998), Prox1 (Zinovieva et al.,
1996), Chx10 (Liu et al., 1994), HoxB1 (Acampora et al., 1989), Rax (Furukawa et al., 1997)
oder mit einem anderen Pax6-Protein (Mikkola et al., 2001) sind bereits beschrieben
(Mikkola et al., 2001). AuRerdem interagiert die Homéodomane mit Pax6APD: Pax6APD
entspricht einer Pax6-lIsoform mit einem Molekulargewicht von 33 kDa aus der Neuroretina
der Wachtel (Carriére et al., 1993; Mikkola et al., 2001). Interaktionen zwischen Pax6 und
dem TATA-Box-bindenden Protein (TBP) oder dem Retinoblastoma-Protein erfolgen
ebenfalls Uber die Pax6-Homoodomane (Cvekl et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Wirkung der Pax6-Homdodomane, die unabhangig
von einer DNA-Bindung ist mit Hilfe des GAL4-Systems untersucht. Dazu wurden Pax6-WT
und Pax6-dHD aminoterminal mit der DNA-Bindedomane des Hefetranskriptionsfaktors
fusioniert, so dass eine Bindung an einen Promotor sowohl unabhdngig von der Pax6-
Paired-Doméane, als auch unabhangig von der Pax6-Homdodomane Uber die GAL4-
Bindedoméne erfolgen kann. Als Reportergen-Plasmid wurde ein 350 bp-Glukagon-
Promotor-Konstrukt verwendet, in dem die Pax6-Paired-Domanen-Bindungsstellen des G1-
und des G3-Elements in GAL4-DNA-Bindungsstellen mutiert worden waren, ohne die

raumliche Anordnung zu verandern. Nach der Cotransfektion in JEG-3-Zellen zeigte sich,
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dass die Deletion der Pax6-Homdodomane deutlich die transkriptionelle Aktivitdt eines
GAL4-Pax6-Fusionsproteins steigert (3.9). Dies steht im Gegensatz zu Befunden am nativen
Pax6-Protein, wo die Deletion oder Mutation der Homdodomane zu einer verminderten
Aktivierung des Glukagon-Gens der Ratte durch Pax6 fuhrt (3.3.1), und ist ein Hinweis auf
eine DNA-unabhangige inhibitorische Wirkung der Pax6-Homéodomane.

Hinweise auf eine inhibitorische Wirkung der Pax6-Homdodomane auf die transkriptionelle
Aktivitat von Pax6 sind mehrfach beschrieben. So besitzt das Fusionsprotein GAL4-Pax6-
Transaktivierungsdomane eine grofiere transkriptionelle Aktivitat, als ein Fusionsprotein, das
zusatzlich zur Transaktivierungsdoméane die Pax6-Homoéodomane enthalt (Mikkola et al.,
2001). Auch fir Homéodomanen-Transkriptionsfaktoren, die nicht zur Klasse der paired-
Homoéodomanen-Transkriptionsfaktoren gehdéren wird eine inhibitorische Funktion der
Homoodoméane vermutet: Die Homoodomane von NK-4, einem Homododoméanen-
Transkriptionsfaktor der NK-2-Klasse, vermittelt eine inhibitorische Wirkung auf die
Transaktivierung (Choi et al., 1999). Diese Daten (3.9) sind auf3erdem Ubereinstimmend mit
Befunden, denen zufolge die Repressor-Aktivitat von HoxA7 (Schnabel und Abate-Shen,

1996) und Msx-1 (Zhang et al., 1996) tber deren Homéodomane vermittelt wird.

4.8 Modell zur Funktion der Pax6-Homéodomane bei der Aktivierung des

Glukagon-Gens durch Pax6

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Frage, ob die Pax6-Homdodomane flr die
Aktivierung des Glukagon-Gens von Bedeutung ist. Die Befunde der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass neben der Paired-Domane auch die Homdodomane von Pax6 eine Rolle bei
der Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 spielt. Die vorliegenden Ergebnisse deuten
auf komplexe Wechselwirkungen zwischen den einzelnen funktionellen Domanen von Pax6
bei der pankreasinselspezifischen Aktivierung des Glukagon-Gens hin. Dabei scheint die
Homobéodomane sowohl positive, als auch negative Einflisse auf die Aktivierung des
Glukagon-Gens durch Pax6 auszuiben.

Im Folgenden soll ein Modell fiir diese Wechselwirkungen bei der Aktivierung des Glukagon-
Gens durch Pax6 skizziert werden. In diesem Modell wird zwischen einem DNA-

ungebundenen und einem DNA-gebundenen Zustand von Pax6 unterschieden.
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A B

Transkription

Abb. 39: Modell zur Funktion der Pax6-Homo6éodomane bei der Aktivierung des Glukagon-Gens
durch Pax6. Im nicht-DNA-gebundenen DNA-Zustand unterliegt die Transaktivierungsdoméane von
Pax6 Uber intramolekulare Protein-Protein-Wechselwirkungen einer Hemmung durch die Paired-
Domaéne und die Homéodomane (A). Nach der Bindung von Pax6 Uber seine Paired-Doméane an die
PISCES-Motive in G3 und G1 kommt es zu einer Neukonformation von Pax6 am Glukagon-Gen:
durch Interaktion der Homdodoméane im 5-Bereich von PISCES werden die inhibitorischen
Wechselwirkungen aufgehoben. Die Transaktivierungsdomane wird aus der Hemmung entlassen und
aktiv (B). HD, Homdodomane; PD-N, aminoterminale Untereinheit der Paired-Domane; PD-C,
carboxyterminale Untereinheit der Paired-Domane TAD, Transaktivierungsdomane; PISCES,
pancreatic islet cell specific enhancer sequence.

Im nicht-DNA-gebundenen Zustand (Abb. 39A) unterliegt die carboxyterminale
Transaktivierungsdomane von Pax6 Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen einer
Hemmung; diese erfolgt sowohl durch die Pax6-Paired-Domane als auch durch die Pax6-
Homobéodomane (Abb. 39A). Die Transfektionsstudien mit Pax6-Homdodomanen-Mutanten
legen die Vermutung nahe, dass die Wechselwirkung der Pax6-Homdodomane mit der
Transaktivierungsdomane von der Helix 3 der Homdodoméne (Erkennungshelix) und den
Aminosauren Valin-47, Serin-50, Asparagin-51 in der Helix 3 abhangig ist. Bei der Bindung
von Pax6 an die DNA kommt es zu einer Konformationsdnderung von Pax6, die zur
Aufhebung der inhibitorischen Wechselwirkungen fiihrt (Abb. 39B). Pax6 bindet Uber seine
Paired-Domane an das PISCES-Motiv im G3-Element des Glukagon-Promotors. Gleichzeitig
interagiert die Pax6-Homéodomane mit einer DNA-Sequenz im 5’-Bereich des PISCES-
Motivs.

Die Bindung der Homéodomane steigert nicht unbedingt die Affinitdt von Pax6, sondern tragt
moglicherweise lediglich zur Positionierung von Pax6 bei der DNA-Bindung bei. Zur
Orientierung der Pax6-Homoodomane aminoterminal zur Pax6-Paired-Domane kénnte
neben der Interaktion der Pax6-Homdodomane mit der DNA auch eine Interaktion der Pax6-
Homdodomane mit der Pax6-Paired-Domane von Bedeutung sein. Durch die DNA-
abhangige Positionierung der Pax6-Homoéodomane aminoterminal zur Pax6-Paired-Domane

wird nicht nur die inhibitorische Interaktion der Pax6-Homododoméane mit der
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Transaktivierungsdomane aufgehoben, sondern auch die Hemmung der
Transaktivierungsdomane durch die Paired-Domane. Die Transaktivierungsdomane von
Pax6 wird durch diese Neukonformation aus der Hemmung entlassen und kann die
Glukagon-Gen-Transkription aktivieren (Abb. 39B).

In dem hier zur Funktion der Homdodomane bei der Aktivierung des Glukagon-Gens
vorgeschlagene Modell wird angenommen, dass die Pax6-Homdodomane wie auch die
Pax6-Paired-Domane, neben der Vermittlung der DNA-Bindung als Regulatoren der
transkriptionellen Aktivitat von Pax6 am Glukagon-Gen dienen. Transkriptionsfaktoren, deren
Aktivitat nicht durch Liganden oder Signalketten reguliert werden (Calkhoven und Ab, 1996)
gelten als konstitutiv aktiv, was ein generelles Squelching der Gentranskription bedeuten
wirde. Das Modell beinhaltet, dass es DNA-abhangig zu einer Steigerung der
transkriptionellen Aktivitat von Pax6 kommt. Im DNA-ungebundenen, inaktiven Zustand
wirde die Transaktivierungsdomane von Pax6 aufgrund der Faltung des Proteins in deutlich
geringerem Male Coaktivatoren rekrutieren. Die vorgeschlagene DNA-abhangige
Regulation der Pax6-Transaktivierungsdomane wulrde eine Interaktion der Pax6-
Transaktivierungsdomane mit Coaktivatoren im nicht-DNA-gebundenen Zustand verhindern
und damit auch ein generelles Squelching der Gentranskription.

Das vorgestellte Modell zur Funktion der Pax6-Homéodomane ist in Ubereinstimmung mit
den Befunden der vorliegenden Arbeit: Die Hemmung der Aktivierung des Glukagon-Gens
durch Pax6 nach der Deletion der Pax6-Homdéodomane (3.3.1) wirde aus einer Hemmung
der Pax6-Transaktivierungsdomane durch die Pax6-Paired-Domane nach dem Wegfall der
Homdodomane folgen. Zusatzlich kdnnte dadurch die Affinitdt der Bindung von Pax6
vermindert sein. Die Ergebnisse mit den GAL4-Fusionsproteinen implizieren (3.9), dass die
Fusion der GAL4-DNA-Bindedomane aminoterminal zur Paired-Domane durch sterische
Hinderung einerseits die Hemmung der Transaktivierungsdomane durch die Paired-Domane
verhindert. Andererseits koénnte die Fusion die Positionierung der Homdodoméane
aminoterminal zur Paired-Domane unmdglich machen, was auch nach der Bindung an das
Glukagon-Gen die Hemmung der Transaktivierungsdomae durch die Pax6-Homéodomane
erhalt. Die Steigerung der Aktivierung des Glukagon-Gens durch GAL4-Pax6 nach Deletion
der Homoodomane (3.9) ware demnach die Folge des Wegfalls der Hemmung der
Transaktivierungsdomane durch die Homéodomane in GAL4-Pax6.

Das vorliegende Modell zur Funktion der Homéodoméane beruht auf der Annahme einer
direkten Interaktion zwischen der Pax6-Homo6odomane, der Pax6-Paired-Domane und der
Pax6-Transaktivierungsdomane (39A und B). Bezliglich der Protein-Protein-Wechselwirkung
verschiedener Pax6-Proteindomanen ist aus Literaturbefunden bekannt, dass die Paired-
Domane und die Transaktivierungsdomane, wie die Pax6-Homdodomane (4.4), zu Protein-
Protein-Wechselwirkungen in der Lage sind. Die Paired-Doméane und die Homdodomane von

Pax6 sind an DNA-unabhangigen Wechselwirkungen mit den Homdéodomanen-
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Transkriptionsfaktoren Pbx1 (Monica et al., 1991), HoxB1 (Acampora et al., 1989) und
Chx10 (Liu et al., 1994) beteiligt, sowie mit dem paired-Homdodomanen Transkriptionsfaktor
Rax (Furukawa et al., 1997; Mikkola et al., 2001). Die carboxyterminale Subdomane der
Pax6-Paired-Domane interagiert mit der Pax6-Homdodomane (Mikkola et al., 2001). Auch
die Homéodomane des Drosophila Paired-Proteins vermag mit dem Helix-turn-Helix-Motiv
der aminoterminalen Subdoméne von Pax6 direkt zu interagieren und damit die Bindung an
eine synthetische Paired-Domane DNA-Bindungsstelle zu steigern (Jun und Desplan, 1996).
Die Transaktivierungsdomane von Pax6 kann ebenfalls Protein-Protein-Wechselwirkungen
vermitteln, z.B. mit Maf-Proteinen (Planque et al., 2001). Auch eine DNA-unabhangige
Interaktion der Pax6-Transaktivierungsdomane mit Pax6 wurde untersucht, konnte aber nicht
belegt werden (Mikkola et al., 2001). Dieser Befund scheint zunachst im Widerspruch zu der
im vorliegenden Modell angenommenen Interaktion der Pax6-Paired-Domane bzw. der
Pax6-Homdodomane mit der Transaktivierungsdomane zu stehen. Tatsachlich aber erlaubt
das Modell eine Interpretation der Befunde. Demnach geht sowohl die Paired-Domaéne, als
auch die Hombéodomane eines Pax6-Proteins intramolekulare Wechselwirkungen mit der
Transaktivierungsdomane ein, die sich inhibitorisch auf die Wirkung der
Transaktivierungsdomane auswirken. Da die Paired-Domane, die Homéodomane und die
Transaktivierungsdomane bereits in intramolekulare Interaktionen einbezogen sind, ist eine
zusatzliche intermolekulare Interaktion mit einer isolierten Pax6-Transaktivierungsdomane
nicht moglich. Wahrend es fur die Pax6-Homdodomane Hinweise auf eine inhibitorische
Wirkung gibt (Schnabel und Abate-Shen, 1996; Zhang et al., 1996; Choi et al., 1999, Mikkola
et al., 2001; 4.7) sind entsprechende Befunde in der Literatur fir die Paired-Domane nicht
bekannt.

Ein essentieller Punkt des Modells ist die Annahme von intramolekularen Wechselwirkungen
zwischen den funktionellen Domanen, sowie eine Konformationsanderung von Pax6 (Abb.
39), die nicht belegt ist. In der Literatur wurden jedoch bereits fiir verschiedene Proteine
Modelle zu Interaktionen zwischen funktionellen Protein-Domanen als Grundlage fiir die
Wirkung und Funktion und zur Konformationsanderung beschrieben (Puigserver et al., 1999;
Watada et al., 2000; Courtneidge, 2003; Takeda et al., 2003). Fir den Homéodomanen-
Transkriptionsfaktor der NK2-Klasse, Nkx2.2 wird angenommen, dass seine Fahigkeit zur
Aktivierung spezifischer Gene durch intramolekulare Interaktionen reguliert wird (Watada et
al., 2000). In Nkx2.2 kommt es nach der Bindung eines unbekannten Cofaktors an die
hochkonservierte NK-2-spezifische Domane (NK-2-SD; Harvey et al., 1996), zu einer
Konformationsanderung des Proteins, die sich vermutlich destabilisierend auf die
Aktivierungsdomane auswirkt (Watada et al., 2000). Die transkriptionelle Aktivitat des
PPARy-Coaktivator-1 (PGC-1) wird durch Interaktionen zwischen funktionellen Protein-

Domanen beeinflusst (Puigserver et al., 1999). PGC-1 ist ein Coaktivator u.a. von NRF-1
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(nucleic respiratory factor-1) und PPARy (Puigserver et al., 1998; Wu et al.,, 1999). Das
Andocken von PGC-1 an PPARYy verursacht eine Konformationsanderung in PGC-1, die
vermutlich die Bindung der Cofaktoren SRC-1, und CBP/p300 erlaubt und zu einer Zunahme
der transkriptionellen Aktivitat fihrt (,spring-trap“-Modell) (Puigserver et al., 1999). Auch flr
Enzyme, wie z.B. die Tyrosin-Kinase Src gibt es Hinweise auf eine Regulation der Aktivitat
durch intramolekulare Wechselwirkungen verschiedener Protein-Domanen (Courtneidge,
2003). In der inaktiven Form kommt es vermutlich zu intramolekularen Interaktionen
zwischen der SH2-Domane (Bindung von Proteinen mit phosphorylierten Tyrosin-Resten)
und einem phosphorylierten Tyrosin-Rest des ,Tails“ (zur Auto-Regulation) sowie zwischen
der SH3-Doméane (Bindung Prolin-reicher Peptide) und Sequenzen eines Linkers. Die
Aktivierung von Src erfolgt wahrscheinlich durch Dephosphorylierung des ,Tails“ oder
Liganden-Bindung an SH2 oder SH3, was die intramolekularen Kontakte zwischen den
einzelnen Domanen aufhebt (Courtneidge, 2003). Der Einflu® von Interaktionen zwischen
funktionellen Doméanen eines Proteins auf die Wirkung und Regulation ist auch fur das
Funktionsprotein Troponin beschrieben. Troponin spielt eine Rolle bei der Regulation von
Skelett- und Herz-Muskel-Kontraktionen durch die intrazellulare Calcium-Konzentration und
ist zusammen mit Tropomyosin an den Aktin-Filamenten lokalisiert. Die Flexibilitdt und
Mobilitat von Troponin und Tropomyosin an den Aktinfilamenten scheint von einer Calcium-
induzierten Konformationsanderung des Troponins abzuhangen (Takeda et al., 2003).

Als weiteres wird im vorliegenden Modell angenommen, dass die Homoéodomane
aminoterminal zur Pax6-Paired-Domane an das G3-Element bindet (Abb. 39B). Eine DNA-
Bindung der Homdodomane zusatzlich zu der der Paired-Domane erscheint dort mdglich, da
das Paired-Protein aus Drosophila, das ebenfalls eine Paired-Doméane und eine
Homoéodomane besitzt, in einem Site-selection assay als Bindungsstelle ein synthetisches
Oligonukleotid mit der sogenannten PHO-Stelle auswahlte (Jun und Desplan, 1996). In
diesem Oligonukleotid befindet sich im 5’-Bereich zu einer Paired-Domanen-Bindungsstelle
in umgekehrter Orientierung (,tail-to-tail*) eine Homéodomane-DNA-Bindungsstelle. Die
Sequenz des Oligonukleotids war folgendermafien: CAATTAGTCACGC, wobei das ATTA-
Core-Motiv unterstrichen und das PAI-Core-Motiv (Core-Motiv der aminoterminalen
Subdomaéane der Paired-Doméane) hervorgehoben ist (Jun und Desplan, 1996). Eine PHO-
ahnliche Stelle wurde bereits im L-Element (,late element®) des even-skipped-Gens (eve) in
Drosophila entdeckt (Fujioka et al., 1996). Die eve-Expression wird durch direkte Interaktion
des Paired-Proteins mit der konservierten Sequenz PTE (,Paired Target Element®), die
starke Ahnlichkeit zu einer PHO-Sequenz zeigt, positiv reguliert. Bei Mutation dieser Stelle
geht die Paired-Protein-abhangige Expression des even-skipped-Gens verloren (Fujioka et
al.,, 1996). Eine Bindung der Pax6-Homéodomane im 5-Bereich der Paired-Domanen-

Bindungsstelle wurde auch im Zusammenhang mit L1, einem Zelladhasions-Molekdl,
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diskutiert (Chalepakis et al., 1994): EMSA und Interferenz-Experimente ergaben, dass die
Pax6-Paired-Domane die Basenpaare 7 bis 26 der proximalen Pax6-Bindungsstelle L1-170
des L1-Promotors erkennt, und die Pax6-Homéodoméane die Basenpaare 1 bis 8 im 5'-
Bereich der Paired-Domanen-Bindungsstelle (Chalepakis et al., 1994).

Die Abbildung 40 zeigt die Modellierung einer Bindung der Pax6-Homéodomane an das G3-
Element im 5-Bereich der Paired-Domanen-Bindungsstelle des Glukagon-Gens. Dabei
handelt es sich um eine vorlaufige Darstellung, die noch nicht durch Energieberechnung
bestatigt ist. Demnach ware eine Bindung der Pax6-Homéodomane an den Komplex aus G3
und Pax6-Paired-Domane mit dem in der  folgenden Sequenz 5-
TAGTTTTTCACGCCTGACTGAGATTGAAGGG-3' unterstrichenen TT-Motiv als Core der

Homoéodomane-Bindungsstelle im 5°-Bereich der Paired-Domanen-Bindungsstelle moglich.

HD

PD-N PD-C

Abb. 40: Modellierung einer Bindung der Pax6-Homoodomidne an das G3-Element des
Glukagon-Gens. Eine Bindung der Pax6-Hom&odomane (oben links) an den Komplex aus G3 und
Pax6-Paired-Doméne (unten: N-terminale Subdomane links, C-terminale Subdomane rechts) im 5’-
Bereich der Paired-Domanen-Bindungsstelle erscheint mdglich. Nach R. Kratzner (unverdffentlicht).

Mit der Aufklarung der Bedeutung der Homéodoméane von Pax6 fir die Aktivierung des
Glukagon-Gens durch Pax6, tragt diese Arbeit zum Verstandnis der Mechanismen bei der
pankreasinselspezifischen Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 bei. Erstmalig wurde
gezeigt, dass die Pax6-Homdodomane fir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6
notwendig ist. Es wurde ein Modell zur Funktion der Pax6-Hombodomane bei der Aktivierung
des Glukagon-Gens durch Pax6 entwickelt. Dieses Modell beinhaltet sowohl komplexe

Wechselwirkungen der Pax6-Homéodomane mit DNA-Sequenzen des Glukagon-Promotors



Diskussion 121

der Ratte und als auch mit der Pax6-Transaktivierungsdomane und der Pax6-Paired-
Domane. Diese Wechselwirkungen induzieren eine Neukonformation und fuhren zur
Aktivierung von Pax6. Die Aufklarung dieser molekularen Mechanismen der Pax6-DNA-
Bindung und Glukagon-Genaktivierung sind ein Beitrag fur ein Verstandnis der

Zielgenspezifitat von Pax6.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Pankreasinselhormon Glukagon und sein funktioneller Antagonist Insulin regulieren den
Blutglukosespiegel. Die a-zellspezifische Aktivierung der Glukagon-Genexpression in den
Pankreasinseln wird durch eine Kombination verschiedener Transkriptionsfaktoren bestimmt.
Einer der essentiellen Transkriptionsfaktoren ist dabei Pax6, der zwei DNA-Bindungs-
domanen enthalt: eine Paired-Domane und eine Homdodomane. In vitro bindet Pax6 Uber
seine Paired-Domane an das Sequenzmotiv PISCES (pancreatic islet cell specific enhancer
sequence), das sich im proximalen Promotorelement G1 und in Domane A des mehr distalen
Promotorelements G3 des Glukagon-Promotors befindet. In Pankreasinsel-Zelllinien des o-
Phanotyps und nach Expression von Pax6 in heterologen JEG-3-Zellen wird das Glukagon-
Gen durch Pax6 Uber die Paired-Domanen-Bindungsstellen in G1 und G3 synergistisch
aktiviert. Nicht bekannt war bislang die Bedeutung der Homéodomane von Pax6. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es die Bedeutung Hombéodomane fiir die Aktivierung des Glukagon-
Gens durch Pax6 zu untersuchen.

Transiente Cotransfektionen in heterologen JEG-3-Zellen zeigten, dass die Pax6-
Homdéodomane fir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 notwendig ist, da die
Deletion der gesamten Homdodomane, die Deletion der DNA-Erkennungshelix bzw. die
Mutation von drei Aminosauren der DNA-Erkennungshelix der Homdodomane die
Aktivierung drastisch vermindert.

Durch Protein-DNA-Bindungsstudien wurde demonstriert, dass die Pax6-Homdodomane zur
Bindung an das G1-Element nétig ist, zur Bindung an das G3-Element jedoch nicht.

Bei der Aktivierung des Glukagon-Gens ist die Pax6-Homéodomane sowohl an der
Aktivierung Uber das G1- als auch Uber das G3-Element beteiligt. Somit ist die verminderte
Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6-Homdodomanen-Mutanten nicht auf eine
verminderte Bindung von Pax6 an das G1-Element zurlickzuflihren. Die dazu durchgefiihrten
Cotransfektionen in JEG-3-Zellen mit Promotorkonstrukten mit deletiertem bzw. mit intern
mutiertem G1- oder G3-Element belegten auch, dass die Pax6-Homéodomane unabhangig
vom Synergismus zwischen den beiden Pax6-Bindungsstellen in G1 und G3 des Glukagon-
Promotors fur die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 bedeutsam ist.

Aufgrund der Verminderung der Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 mit Mutationen
von drei Aminosauren, die fir die Bindung der Homdodoméane an eine optimale DNA-
Bindungsstelle essentiell sind, wurde vermutet, dass die Pax6-Hombéodomane eine DNA-
Bindung vermittelt. Eine Homdodomanen-Bindungsstelle befindet sich im G3-Element in
Doméne B, im 3’-Bereich der Domane A. Bei transienten Cotransfektionen in heterologen
JEG-3-Zellen und pankreatischen a-Zellen verminderte eine Mutation der Doméane B deutlich

die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6, was auf eine positive Bedeutung der
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Doméne B bei der Glukagon-Genaktivierung hinweist. Jedoch verminderte diese Mutation in
Domane B gleichzeitig auch die Aktivierung des Glukagon-Promotors durch die Pax6-
Homdéodomanen-Mutanten. Daher scheint Domane B des G3-Elements, unabhangig von der
Pax6-Homoéodomane, fir die Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6 notwendig zu sein.
EMSA-Studien zeigten, dass die Paired-Domane nicht an Doméane B des G3-Elements
bindet.

Neben der positiven Wirkung der Pax6-Homdodoméane bei der Aktivierung des Glukagon-
Gens durch Pax6 bt die Pax6-Homéodomane DNA-unabhangig eine inhibitorische Wirkung
aus. Die Deletion der Pax6-Homdodomane steigerte, wie durch Cotransfektionsstudien in
heterologen JEG-3-Zellen gezeigt werden konnte, die transkriptionelle Aktivitat eines GAL4-
Pax6-Fusionsproteins an einem Glukagon-Promotor-Reporterfusionsgen, in dem die Pax6-
Bindungsstellen im G1- und G3-Element in Bindungsstellen fir GAL4 mutiert worden waren.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich zu einem Modell zusammenfiigen, das
die Funktion der Pax6-Homododomane bei der Aktivierung des Glukagon-Gens durch Pax6
beschreiben kann. Das Modell nimmt einerseits komplexe Wechselwirkungen der
Homoéodomane mit Pax6-Protein-Domanen an, andererseits mit DNA-Sequenzen. Im nicht-
DNA-gebundenen Zustand wird die Transaktivierungsdomane von Pax6 Uber Protein-
Protein-Wechselwirkungen gehemmt, sowohl durch die Pax6-Homdodomane als auch durch
die Pax6-Paired-Domane. Nach Bindung von Pax6 Uber seine Paired-Domane an PISCES
im G3-Element kommt es zu einer Neukonformation von Pax6, wobei die Hemmung der
Transaktivierungsdomane durch die Paired-Domane aufgehoben wird. Durch eine Interaktion
der Pax6-Homdodomane mit der DNA im 5’-Bereich von PISCES werden die inhibitorischen
Wechselwirkungen zwischen Homdodomane und Transaktivierungsdomane ebenfalls
aufgehoben. Zu vermuten ist eine DNA-abhangige Steigerung der transkriptionellen Aktivitat
von Pax6, so dass im DNA-ungebundenen Zustand ein generelles Squelching verhindert
wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die grundlegende Bedeutung der Homéodomane von
Pax6 fir die Aktivierung der Glukagon-Genexpression. Die Arbeit leistet damit einen Beitrag
zur weiteren Aufklarung der molekularen Mechanismen der Pax6-DNA-Bindung und der
Aktivierung des Glukagon-Gens und tragt zum Verstandnis der Zielgenspezifitdt von Pax6
bei.
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