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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Gene identifiziert werden, die bei der Entwicklung
der Insulin produzierenden (-Zellen des Pankreas eine Rolle spielen. In
vorhergehenden Studien konnte durch gezielte Mutation in Mausen der
Homdodomanen-Transkriptionsfaktor Nkx6.1 als essentiell fur die Entwicklung der 3-
Zellen identifiziert werden. Nkx6.1 wirkt als transkriptioneller Repressor, die Zielgene
von Nkx6.1 wahrend der B-Zelldifferenzierung sind jedoch unbekannt. Um die
Funktion von Nkx6.1 fur die Entwicklung der B-Zellen besser verstehen zu kdnnen,
sollten im Rahmen dieser Arbeit Faktoren identifiziert werden, welche an der

Regulation der B-Zellentwicklung stromabwarts von Nkx6.1 beteiligt sind.

Zunachst wurde eine Gen-Chip-Analyse durchgefuhrt, mittels derer die RNS-
Expressionsprofile im Pankreas von Wildtyp und Nkx6.1-mutanten Mausen am
Embryonaltag (E) 13.5 erstellt und miteinander verglichen wurden. Hierdurch sollten
Gene identifiziert werden, die zu Beginn der 3-Zellentwicklung in Wildtyp und Nkx6.1-
Mutanten differenziell exprimiert werden. Dabei zeigte sich, dass der zu Nkx6.1
homologe Transkriptionsfaktor Nkx6.2 im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause induziert
vorlag. Dieses Ergebnis deutete an, dass Nkx6.2 wahrend der Pankreasentwicklung
durch Nkx6.1 reprimiert wird. Da das Expressionsmuster von Nkx6.2 im Pankreas
der Maus vor Beginn dieser Studie noch nicht untersucht worden war, wurden im
Folgenden mit Hilfe spezifischer Antikdrper immunhistochemische Untersuchungen
auf embryonalem Pankreasgewebe von Wildtyp-Mausen durchgefuhrt. Wahrend
Nkx6.1 in endokrinen Vorlaufern und [-Zellen nachweisbar ist, zeigten die
Untersuchungen, dass Nkx6.2 im Wildtyp in einigen Glukagon produzierenden a-
Zellen und exokrinen Zellen exprimiert wird. Im Einklang mit diesen Befunden zeigte
der direkte Vergleich der Expression von Nkx6.1 und Nkx6.2 im embryonalen
Pankreas, dass die beiden Transkriptionsfaktoren in der frihen Pankreasknospe
koexprimiert werden, zu spateren Entwicklungsstadien aber Uberwiegend
komplementare Expressionsdomanen aufweisen. Um die Ergebnisse der Gen-Chip-
Analyse auf Ebene der Proteinexpression zu verifizieren, wurde im Folgenden die

Expression von Nkx6.2 auf Schnitten durch die Pankreasanlage von Wildtyp und
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Nkx6.1-mutanten Mausen mit einem Anti-Nkx6.2 Antikdrper untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass mit Beginn der endokrinen Differenzierung die Anzahl Nkx6.2
exprimierender Zellen in der Pankreasanlage der Nkx6.1-Mutanten gegenuber dem
Wildtyp erhoht war. Dies deutete darauf hin, dass ektopisch exprimiertes Nkx6.2 in
diesen Mutanten den Verlust von Nkx6.1 teilweise kompensieren konnte. Um dies
direkt zu testen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutante
Mause hergestellt. AnschlieRend wurde die pankreatische Differenzierung der
Nkx6.1/Nkx6.2-Doppelmutanten im Vergleich zu Nkx6.1- und Nkx6.2-
Einfachmutanten untersucht. Im Gegensatz zu Nkx6.1-Einfachmutanten, die eine
Reduktion der [3-Zellen aufweisen, entwickelt sich der Pankreas bei Nkx6.2-Mutanten
komplett normal. Im Gegensatz dazu wiesen die Nkx6.1/Nkx6.2-Doppelmutanten
Defekte auf, die bei keiner der beiden Einfachmutanten nachweisbar waren. Es
konnte eine Reduktion der a-Zellen, sowie im Vergleich zu Nkx6.1-Einfachmutanten
eine weitere Reduktion der (-Zellen festgestellt werden. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl der frihen Vorlauferzellen, aus denen sich alle vier
endokrinen Zelltypen entwickeln, in den Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mausen
unverandert ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 teilweise
redundante Funktionen fur die Differenzierung der a- und B-Zellen des Pankreas
besitzen. Die Redundanz beruht dabei auf einer Derepression von Nkx6.2 in
Abwesenheit von Nkx6.1. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass fur die Differenzierung von sowohl a- als auch B-Zellen aus endokrinen

Vorlauferzellen Nkx6-Aktivitat bendtigt wird.
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1 Einleitung

Die Bauchspeicheldrise (Pankreas) ist aus einer Reihe von unterschiedlichen
Zelltypen zusammengesetzt und spielt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung
wichtiger Stoffwechselprozesse. Die [(-Zellen des endokrinen Pankreas sind die
Hauptproduzenten des Hormons Insulin. Die Zerstorung der -Zellen oder Defekte in
der Insulinproduktion sind unter anderem Ursachen fur Diabetes mellitus, welcher
inzwischen weltweit eine der haufigsten Stoffwechselerkrankungen darstellt. Um die
Grundlagen der [-Zellpathogenese besser verstehen und eventuell die (-
Zellfunktionen ersetzen zu konnen, ist es erforderlich, die Mechanismen der (3-
Zellentwicklung aufzuklaren. Die Bildung der unterschiedlichen Zelltypen des
Pankreas aus multipotenten Vorlaufern wird durch ein komplexes Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren gesteuert, welche die Genexpression der Zellen in
koordinierter Weise regulieren. Fur einige Transkriptionsfaktoren konnte bereits
gezeigt werden, dass sie eine Rolle bei der Pankreasentwicklung spielen, die
genauen Mechanismen der Regulation sind jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart.
Ziel zukunftiger Studien ist daher die Aufschlisselung der molekularen Vorgange, die
zur Bildung differenzierter Zelltypen des Pankreas fuhren. Der nachfolgende
Abschnitt soll zunachst einen Einblick in den Bau und die Funktion des adulten
Pankreas geben. Im Anschluss soll auf die molekularen Grundlagen der
Pankreasentwicklung eingegangen werden. Hierbei sollen vor allem
Transkriptionsfaktoren vorgestellt werden, fur die eine Funktion bei der
Pankreasentwicklung nachgewiesen wurde. Da die Funktionen der
Transkriptionsfaktoren Nkx6.1 und Nkx6.2 fur die Differenzierung der endokrinen
Zellen des Pankreas im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, werden diese

Faktoren abschlie3end gesondert vorgestellt.
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1.1 Bau und Funktion des Pankreas

Das Pankreas erwachsener Saugetiere ist mit dem Magen und der oberen
Duodenalschleife assoziiert. Im reifen Pankreas von Menschen werden von proximal
nach distal Pankreaskopf, Pankreaskorper und Pankreasschwanz unterschieden, in
Mausen ist die Form jedoch weniger abgrenzbar (Slack, 1995). Das Pankreas
besteht aus morphologisch und funktionell unterschiedlichen Zellpopulationen (Abb.
1.1A,B). Das exokrine Pankreas, welches die azinaren Zellen und die Gangzellen
umfasst, bildet etwa 95-99% der gesamten Pankreasmasse. Die azinaren Zellen
produzieren verschiedene Verdauungsenzyme wie z.B. Amylasen, Proteasen und
Lipasen, welche Uber ein verzweigtes Kanalsystem (Gange) in den Verdauungstrakt
abgegeben werden. In das exokrine Pankreas sind endokrine Zellgruppen
eingelagert, die als Langerhanssche Inseln bezeichnet werden. Das endokrine
Pankreas synthetisiert Hormone, die Uber das Blut zu den Zielorganen transportiert
werden und dort wichtige Stoffwechselprozesse regulieren. Es existieren insgesamt
vier verschiedene endokrine Zelltypen, die gemaly ihrer Hormonproduktion
unterschieden werden konnen (Abb. 1.1B). Die grofte Population stellen die Insulin
produzierenden (-Zellen dar, welche bei Menschen und auch bei Mausen den Kern
der Langerhansschen Inseln bilden. Weitere Zelltypen sind die Glukagon
produzierenden a-Zellen, die Somatostatin produzierenden &-Zellen sowie die
Pankreatisches Polypeptid produzierenden Zellen. Wie in Abbildung 1.1B gezeigt,
sind die drei letztgenannten Zellpopulationen in der Peripherie der Insel angeordnet
(Pictet et al., 1972). Das meistgebildete Hormon ist das Insulin, welches zusammen
mit seinem Antagonisten Glukagon den Blutzuckerspiegel reguliert. Neben den
glandularen Komponenten ist das Pankreas reich an Gefalen und Muskeln, sowie
an sympathischen und parasympathischen Nerven, welche an der Regulation der
Hormonfreisetzung maldgeblich beteiligt sind (Slack, 1995).

Storungen in der Insulinproduktion oder Signaltransduktion kdnnen zu einem
pathologischen Zustand fuhren, der als Diabetes mellitus bezeichnet wird. Abhangig
vom auslosenden Mechanismus kann beim Diabetes mellitus der Typ | vom Typ Il
unterschieden werden. Diabetes mellitus Typ | tritt vorwiegend bei Kindern und
Jugendlichen auf und ist auf einen autoimmun bedingten Verlust der (-Zellen
zuruckzufuhren. Beim Diabetes mellitus Typ |l liegt eine Insulinresistenz der

Zielzellen vor, welche unterschiedliche Ursachen haben kann (Saltiel, 2001).
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Langerhanssche Insel

A .\ Pankreaskérper
A __Gallengang
1 “__Pankreas Gang
) Pankreaskopf
& 7—-__Duodenum

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des adulten Pankreas von Saugetieren

A: Ubersichtsabbildung des humanen Pankreas. Den (iberwiegenden Teil der
Pankreasmasse (95-99%) bilden die exokrinen Zellen, welche verschiedene Enzyme wie
Proteasen, Lipasen und Nukleasen produzieren, die Uber das pankreatische Gangsystem in
den Verdauungstrakt abgegeben werden. In das exokrine Pankreas sind die endokrinen
Langerhansschen Inseln eingebettet. B: Schematischer Aufbau der Langerhansschen Inseln.
Den Kern der Insel bilden die Insulin produzierenden [B-Zellen (gelb), wahrend die drei
weiteren endokrinen Zelltypen ringférmig in der Peripherie angeordnet sind. Dabei handelt es
sich um die Glukagon produzierenden a-Zellen (blau), die Somatostatin produzierenden
0—Zellen (rot) und die Pankreatisches Polypeptid produzierenden Zellen (grin).

1.2 Die Entwicklung des Pankreas der Maus

Das Pankreas entwickelt sich aus zwei getrennten Anlagen; der dorsalen und der
ventralen Pankreasknospe, die durch Ausstulpung des Endoderms im Bereich der
zukunftigen Duodenalschleife gebildet werden (Abb. 1.2). Die dorsale
Pankreasknospe ist bei der Maus am Embryonaltag (E) 9.5 erkennbar, wahrend die
ventrale Pankreasknospe erst einen Tag spater auswachst. Beide Anlagen wachsen
nach der Rotation des embryonalen Darms zwischen E16.5 und E17.5 zusammen
(Pictet and Rutter, 1972).

Die frihen Pankreasknospen bestehen aus einer Population multipotenter
epithelialer Zellen, welche im Laufe der Embryonalentwicklung zu endokrinen und
exokrinen sowie zu Zellen der pankreatischen Gange differenzieren. Im Zuge des

Wachstums der Pankreasknospen kommt es zu einer fortschreitenden Verzweigung
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des Epithels. Dieser Prozess wird durch Signale induziert, welche vom umliegenden
Mesenchym abgegeben werden (Wessells and Cohen, 1967).

Die vier Zelltypen der Langerhansschen Inseln gehen durch weitere
Differenzierungsvorgange aus einem gemeinsamen endokrinen Vorlaufer hervor (Gu,
2002). Erste Hormon produzierende Zellen sind bereits am E10.5 in der dorsalen
Pankreasknospe nachweisbar. Wahrend ausgereifte endokrine Zellen nur ein
spezifisches Hormon produzieren, weisen diese frihen endokrinen Zellen eine
Koexpression von Insulin und Glukagon auf (Alpert et al., 1988; Teitelman et al.,
1993; Upchurch et al., 1994). Vielfach bestand die Annahme, dass es sich bei diesen
fruihen Hormonzellen um Vorlaufer der reifen a- und -Zellen handelt (Teitelman et
al., 1993). Inzwischen ist dieses Modell jedoch widerlegt. Durch sogenannte ,knock-
in“-Experimente in Mausen konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen
endokrinen Zellen nicht um Vorlaufer ausgereifter 3-Zellen handelt und dass der
Bildung fruher endokriner Zellen andere Mechanismen als der Bildung reifer
endokriner Zellen zugrunde liegen (Herrera, 2000). Die Mehrzahl voll differenzierter
a-Zellen wird beginnend mit E12.5 infolge einer massiven Differenzierungswelle
gebildet. Dieser Prozess setzt bei den 3-Zellen erst am E13.5 ein. Erste Somatostatin
exprimierende d-Zellen sowie exokrine Zellen sind am E14.5 nachweisbar, wahrend
differenzierte PP (Pankreatisches Polypeptid)-Zellen erst in der letzten Phase der
Embryonalentwicklung beginnend mit E17.5 in der Pankreasanlage nachgewiesen
werden konnen (Herrera et al., 1991). Die Zellen des endokrinen Pankreas werden
zunachst vereinzelt im Pankreasepithel gebildet und Langerhanssche Inseln sind in
der Maus nicht vor E18.5 nachweisbar (Herrera et al., 1991). Die molekularen
Mechanismen der Inselbildung sind bisher nicht genau aufgeklart. Es gibt aber
experimentelle Hinweise auf eine Funktion von Cadherinen und CAMs (Cadherin
Associated Molecules) bei der Aggregation und Organisation der endokrinen Zellen
(Cirulli, 1994; Dahl, 1996; Esni F., 2001).
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,,,,, E8

E9-E10

E11

E15

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Pankreasmorphogenese

A: Bereits am Embryonaltag (E) 8.5 ist die Region des Endoderms im Bereich der oberen
Duodenalschleife als prapankreatisch spezifiziert. B: Durch Ausstilpung des dorsalen
Endoderms bildet sich am E9.5 die dorsale Pankreasknospe, am E10.5 die ventrale
Pankreasknospe aus. C-D: Infolge von epithelio-mesenchymalen Wechselwirkungen
wachsen die Pankreasknospen aus. Dieser Prozess geht mit einer fortschreitenden
Verzweigung des Pankreasepithels einher. Am E15 sind bereits zahlreiche differenzierte
endokrine Zellen im Epithel nachweisbar. (Abb. modifiziert nach: H.Edlund, 1998)
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1.3 Molekulare Grundlagen der Pankreasentwicklung

Die molekularen Mechanismen der Pankreasentwicklung wurden in zahlreichen
Studien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass epithelio-mesenchymale
Interaktionen fur das Wachstum, die Morphogenese und die ordnungsgemale
Differenzierung des Pankreas bendtigt werden (Golosow and Grobstein, 1962; Pictet
and Rutter, 1972; Wessells and Cohen, 1967). Die extrazellularen Mechanismen,
welche diese Prozesse steuern, sind bisher nicht genau bekannt. Allerdings scheint
eine Vielzahl |6slicher oder Membran gebundener Signalfaktoren bei der
Pankreasentwicklung eine Rolle zu spielen. Hierzu gehoren unter anderem Mitglieder
der Hedgehog-(HH) (Hebrok et al., 1998), der Epidermal Growth Factor (EGF)-
(Cras-Meneur, 2001; Miettinen, 2000), sowie der Transforming Growth Factor 3
(TGF-B)-Familie und der TGF-Superfamilie (Deutsch, 2001; Le Bras, 1998; Miralles
et al., 1998). An der Bildung endokriner Zellen sind aul3erdem Faktoren der Notch-
Signaltransduktionskaskade beteiligt (Apelqvist et al., 1999; Jensen et al., 2000b).
Die Bindung l6slicher Faktoren an membrangebundene Rezeptoren fuhrt Uber
intrazellulare Signaltransduktionskaskaden zur Expression Zelltyp-spezifischer
Transkriptionsfaktoren. In den letzten Jahren konnten eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, welche fir die Differenzierung des
Pankreas benoétigt werden (Edlund, 1998; Edlund, 2001; Wilson, 2003).
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die spezifische DNS-Bindungsmotive besitzen,
mit Hilfe derer sie an Sequenzen in der regulatorischen Region von Zielgenen binden
konnen. Zusatzlich zur DNS-Bindungsdoméane konnen Transkriptionsfaktoren
Protein-Protein Interaktionsdomanen besitzen, Uber die sie beispielsweise mit
Faktoren des basalen Transkriptionsapparates in Kontakt treten und somit die
Gewebe-spezifische Expression von Genen negativ oder positiv regulieren.
Transkriptionsfaktoren werden gemafl der Struktur ihrer DNS-Bindungsdomane
sowie weiterer funktioneller Domanen klassifiziert und verschiedenen Familien
zugeordnet. Die wichtigsten Transkriptionsfaktor-Familien sind die basischen Helix-
loop-Helix-Proteine, Zink-Finger-Proteine und Homdodomanen-Proteine (Nelson,
1995).

Im folgenden Abschnitt soll zusammengefasst werden, welche Erkenntnisse Uber die
an der Pankreasentwicklung beteiligten Faktoren bisher gewonnen werden konnten.
Dabei soll vor allem auf die Funktion von Transkriptionsfaktoren bei der

Pankreasentwicklung eingegangen werden.
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1.3.1 Die Induktion des Pankreas

Die Induktion des Pankreas erfolgt bereits vor Erscheinen der Pankreasknospen
durch eine regionale Spezifizierung des Endoderms. Die dorsale und die ventrale
Knospe werden durch unterschiedliche Mechanismen angelegt. Das dorsale
Endoderm steht zum Zeitpunkt der Spezifizierung des Pankreas mit der daruber
liegenden Chorda dorsalis in Kontakt (Kim and Hebrok, 2001). Untersuchungen von
Mausen und Huhnern weisen darauf hin, dass Signalmolekile, die von der Chorda
dorsalis sekretiert werden, an der Spezifizierung der dorsalen Pankreasanlage
beteiligt sind. Diese Faktoren induzieren die Repression von Sonic Hedgehog (SHH)
im prapankreatischen Endoderm (Hebrok et al., 1998; Kim et al., 2000). SHH ist ein
sekretiertes Protein der Hedgehog Familie und wird im ubrigen embryonalen Darm
entlang der anterio-posterioren Achse exprimiert (Apelqvist et al., 1997; Bitgood,
1995). Die Repression von SHH ist Vorraussetzung flr die ordnungsgemale
Spezifizierung und Entwicklung des Pankreas. Die ektopische Expression von SHH
in der Pankreasanlage von Huhnern und Mausen fuhrt zu einem Verlust der
Expression pankreatischer Gene wund einer Transformation des
Pankreasmesenchyms in Darmmesenchym (Apelqvist et al., 1997; Hebrok et al.,
1998). Die Identitat der von der Chorda dorsalis sezernierten Faktoren, welche an
der Repression von SHH im dorsalen Endoderm beteiligt sind, ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es gibt jedoch experimentelle Hinweise darauf, dass die
Signalmolekule Aktivin BB und FGF2 den Ausschluss von SHH im dorsalen
Endoderm vermitteln konnten (Hebrok et al., 1998; Hebrok et al., 2000; Kim et al.,
2000).

Da das ventrale Endoderm nicht mit der Chorda dorsalis in Kontakt steht, muss in
diesem Fall ein anderer Mechanismus der Spezifizierung des prapankreatischen
Endoderms zugrunde liegen. Es existieren experimentelle Hinweise darauf, dass das
ventrale Pankreas und die benachbarte Leber aus gemeinsamen Vorlaufern des
Endoderms hervorgehen, die zunachst kein SHH exprimieren. Es wird angenommen,
dass die Expression von SHH im prahepatischen Endoderm durch extrazellulare
Signale aktiviert und dadurch die Pankreasbildung in diesem Bereich verhindert wird.
Bei der Spezifizierung von ventraler Pankreasanlage und Leberanlage spielen
wahrscheinlich FGF-und BMP-Signale, die von der benachbarten Herzanlage

sezerniert werden, eine Rolle (Deutsch, 2001; Rossi, 2001).
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Infolge der Repression von SHH in spezifischen Regionen des embryonalen Darms
wird die Expression des Parahox-Faktors Pdx1 induziert. Pdx1 kann beginnend mit
E8.5 im prapankreatischen Endoderm nachgewiesen werden und ist bis E13.5 in
nahezu allen Epithelzellen der dorsalen und ventralen Pankreasanlage sowie dem
Duodenum und dem antralen Magen exprimiert (Ahigren et al., 1996; Guz et al.,
1995; Miller et al., 1994; Ohlsson et al., 1993). Mause, in welchen das Pdx1-Gen
durch homologe Rekombination inaktiviert wurde, sind apankreatisch und sterben am
Tag 3 nach der Geburt (Ahilgren et al., 1996; Jonsson et al., 1994; Offield et al.,
1996). Allerdings ist in den Mutanten zu frihen Embryonalstadien eine rudimentare
Pankreasanlage nachweisbar, was darauf hindeutet, dass Pdx1 vermutlich nicht fur
die Spezifizierung endodermaler Vorlaufer, sondern fur die Ausbildung des Organs
bendtigt wird. Analog zur Maus wird Pdx1 auch bei Menschen und Fischen fur die
Entwicklung des Pankreas bendétigt. So konnte bei Patienten mit angeborener
Pankreasagenese eine homozygote Mutation im Pdx1-Gen identifiziert werden
(Stoffers et al., 1997). Ahnliche Defekte kdnnen auch bei Zebrafischen
nachgewiesen werden, in denen die Expression des Pdx1-Gens durch
komplementare DNS-Oligonukleotide (morpholinos) inhibiert wurde (Yee, 2001).

Aus den Pdx1-positiven Zellen der frUhen Pankreasanlage gehen alle
pankreatischen Zelltypen hervor (Gu, 2002). Dies konnte durch in vivo-
Zellmarkierungen mit Hilfe des Cre/loxP Systems in sogenannten ,lineage tracing®“-
Experimenten gezeigt werden (Lewandoski, 2001; Metzger, 1995). Dazu wurde so
vorgegangen, dass Mause, die das Cre-Rekombinase-Gen unter der Kontrolle des
Pdx1-Promotors exprimieren, mit Reportermausen gekreuzt wurden, welche den
histologischen Marker HPAP (Human Placental Alkaline Phosphatase) exprimieren,
sobald eine Transkriptions-Terminationssequenz in der Promotorregion des
Reporters durch Cre vermittelte Rekombination entfernt wird. Daher exprimieren alle
Zellen der doppelt positiven Mause, die von frihen Pdx1-positiven Epithelzellen
abstammen, die HPAP und kénnen durch eine Farbreaktion markiert werden. Da alle
Zellen des adulten Pankreas markiert waren, bestatigte dieses Experiment, dass die
Pdx1 exprimierenden Zellen des fruhen Pankeasepithels Vorlaufer aller

pankreatischen Zelltypen sind (Gu, 2002).
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1.3.2 Die Spezifizierung der endokrinen und exokrinen Zelllinie

Aus dem Pdx1-positiven Pankreasepithel differenzieren im Verlauf der Entwicklung
des Organs die endokrinen, exokrinen und die Gangzellen. Die Spezifizierung der
endokrinen Zellen wird durch die Expression von Ngn3 in einer bestimmten
Population noch undifferenzierter epithelialer Zellen eingeleitet. Diese Ngn3-Zellen
sind mitotisch aktiv und exprimieren noch keine Hormone (Jensen et al., 2000a).

Ngn3 ist das dritte identifizierte Mitglied einer Familie basischer Helix-loop-Helix-
Transkriptionsfaktoren, die gemaf ihrer Funktion im zentralen und peripheren
Nervensystem als Neurogenine bezeichnet werden (Ma, 1996; Murre et al., 1989;
Sommer et al., 1996). Ngn1 und Ngn2 sind dem proneuralen Faktor Atonal aus
Drosophila melanogaster verwandt und werden fur die Entwicklung sensorischer
Neurone im peripheren Nervensystem bendétigt (Fode, 1998; Ma, 1998; Ma, 1996).
Ngn3 wurde in der Maus erstmals in neuronalen Vorlaufern in der Ventrikularzone
des Ruckenmarks sowie in Neuronen des Hypothalamus identifiziert (Cau et al.,
1997; Sommer et al., 1996). Im sich entwickelnden Pankreas ist Ngn3 zwischen
E11.5 und E18.5 exprimiert (Schwitzgebel, 2000). Wie durch die Analyse Ngn3-
mutanter Mause gezeigt wurde, wird Ngn3 fur die Spezifizierung endokriner Vorlaufer
bendtigt. Bei homozygot Ngn3-mutanten Mausen lasst sich ein Verlust aller
endokrinen Zellen feststellen, wahrend die exokrinen Zellen und Gangzellen normal
gebildet werden (Gradwohl et al., 2000). Die ektopische Expression von Ngn3 in der
frihen Pankreasanlage hat umgekehrt eine vorzeitige Differenzierung des Epithels
zu endokrinen Zellen zur Folge (Schwitzgebel, 2000). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass multipotente epitheliale Zellen der frihen Pankeasanlage durch
Ngn3 zu endokrinen Vorlauferzellen spezifiziert werden. Analog zu den fir Pdx1
beschriebenen ,lineage tracing“-Experimenten konnte in Markierungsstudien auf der
Basis des Cre-loxP-Systems nachgewiesen werden, dass alle endokrinen Zelltypen
von gemeinsamen Ngn3 exprimierenden Vorlaufern abstammen. Die exokrinen- und
Gangzellen gehen jedoch aus Ngn3-negativen Vorlaufern hervor (Gu, 2002). Die
Bildung der Ngn3 exprimierenden endokrinen Vorlaufer wird moglicherweise durch
einen Mechanismus kontrolliert, der als laterale Inhibition bezeichnet wird (Abb. 1.3).
Laterale Inhibition liegt beispielsweise der Bildung von Neuronen aus
unspezifizierten Vorlaufern des zentralen Nervensystems zugrunde. Dieser Vorgang
wird durch den Notch-Signaltransduktionsweg gesteuert. Neuronale Zellen werden

zunachst vereinzelt innerhalb einer Region undifferenzierter Vorlaufer gebildet
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(Lewis, 1996). Diese Zellen sind durch die Expression von Neurogeninen
charakterisiert und exprimieren den Notch-Liganden DII1 (Delta1). Die Bindung von
DIl1 an Notch-Rezeptoren der Nachbarzelle fihrt zur intrazellularen Spaltung des
Notch-Rezeptors und infolge dessen zur Aktivierung der Notch-
Signaltransduktionskaskade in dieser Zelle. Dies fuhrt Uber Zwischenschritte unter
Mitwirkung des intrazellularen Mediators RBP-Jk zur Expression von Hes (Hairy and
Enhancer of Split) Faktoren, welche die Expression proneuronaler Gene,

beispielsweise der Neurogenine, reprimieren (Lewis, 1996; Ma, 1998; Ma, 1996).

Notch Ngn
A/ T
DII1 Hes

SN

Ngn —» DIl
VAVAN AW TZN

DIl

Neuronaler Vorlaufer Zielzelle

Abb. 1.3: Vereinfachtes Modell der Zellspezifzierung durch laterale Inhibiton im
Nervensystem

Durch die Expression von Neurogeninen (Ngn) wird eine Vorlduferzelle als neuronale Zelle
spezifiziert. Die Neurogenine induzieren in diesen Vorlaufern die Expression des Notch-
Liganden Delta1 (DII1), welcher in den extrazellullaren Raum abgegeben wird und an den
Notch-Rezeptor auf einer Nachbarzelle bindet. Der aktivierte Notchrezeptor I0st eine RBK-J
K-vermittelte Signaltransduktionskasde aus, welche im Zellkern zur Expression von Hes
(Hairy and Enhancer of Split) Trankriptionsfaktoren fihrt. Hes Faktoren reprimieren die
Expression neuronaler Gene.

Inzwischen gibt es experimentelle Hinweise darauf, dass der Notch-
Signaltransduktionsweg auch bei der Zelldifferenzierung im Pankreas eine Rolle
spielt. Bei Mausen mit einem Defekt im Signalmolekul DII1 oder im intrazellularen
Mediator RBP-J kkann eine verstarkte und beschleunigte Bildung Ngn3
exprimierender endokriner Zellen beobachtet werden (Apelqvist et al., 1999). Im
Einklang damit konnte gezeigt werden, dass die vorzeitige Expression eines
konstitutiv aktiven Notch-Rezeptors im Pankreas von Mausen eine Reduktion der
endokrinen und den Verlust der exokrinen Zellen zur Folge hat (Hald, 2003). Diese

Befunde weisen darauf hin, dass der Notch-Signaltransduktionsweg die
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Differenzierung endokriner und exokriner Zellen aus pankreatischen Vorlauferzellen
kontrolliert.

Bisher konnten nur wenige Faktoren identifiziert werden, die bei der Differenzierung
der exokrinen Zellen eine Rolle spielen. Die Untersuchungen von Mausen mit einer
homozygoten Mutation in dem Gen, das fur den Helix-loop-Helix-Transkriptionsfaktor
p48 kodiert, weisen darauf hin, dass dieser Faktor fur die Differenzierung exokriner
Zellen benotigt wird. Diese Mutanten entwickeln kein exokrines Pankreas, die
endokrinen Zellen werden ektopisch im Mesenchym gebildet und sind spater in der
Milz nachweisbar (Krapp, 1998). P48 ist Teil des PTF-1 Komplexes, welcher die
Expression exokriner Gene reguliert (Krapp et al., 1996; Rose, 2001). Bisher ist

jedoch ungeklart, wie p48 die Differenzierung der exokrinen Zellen steuert.

1.3.3 Die Differenzierung der verschiedenen endokrinen Zelltypen

Die oben beschriebenen Befunde zeigen, dass Ngn3 fur die Spezifzierung eines pan-
endokrinen Vorlaufers benodtigt wird. Es stellt sich die Frage, welche weiteren
Faktoren die Differenzierung der vier endokrinen Zelltypen aus den Ngn3-positiven
Vorlaufern regulieren. Fur eine Reihe von Transkriptionsfaktoren konnte gezeigt
werden, dass sie fur die Differenzierung der endokrinen Zellen eine Rolle spielen. Die
Analyse von Mausmutanten lasst haufig keinen direkten Schluss daruber zu, durch
welchen Mechanismus der untersuchte Faktor die Entwicklung der endokrinen Zellen
kontrolliert. Das Expressionsmuster kann aber Hinweise auf mogliche Funktionen
des Faktors geben. So kann beispielsweise die Expression in endokrinen Vorlaufern
darauf hindeuten, dass der Faktor an der Differenzierung beteiligt ist.

Die Transkriptionsfaktoren Pax6 und Isl1 werden ausschliellich in differenzierten
endokrinen Zellen exprimiert. Der Verlust der Funktion dieser Faktoren in Mausen
fuhrt zu einer Reduktion bzw. einem kompletten Verlust der a-, B- und &-Zellen
(Ahlgren et al., 1997; Sander et al., 1997; St-Onge et al., 1997). Obwohl der dem
Zellverlust zugrunde liegende Mechanismus bei diesen Mutanten nicht vollstandig
aufgeklart ist, konnte gezeigt werden, dass Isl1 und Pax6 direkt die Expression
endokriner Gene regulieren. Isl1 und Pax6 sind in der Lage, an regulatorische
Regionen der fur Insulin, Glukagon und Somatostatin kodierenden Gene zu binden
(Karlson, 1990; Leonard et al., 1992; Sander et al., 1997; Serup, 1995; Vallejo et al.,
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1992; Wang and Drucker, 1995). Dies weist darauf hin, dass die beiden Faktoren
direkt an der Regulation der Expression dieser Gene beteiligt sind.

Auch fur den Transkriptionsfaktor Pdx1 konnte eine Funktion bei der terminalen
Differenzierung nachgewiesen werden. Im frihen Knospenstadium kontrolliert Pdx1
das Auswachsen der Pankreasknospen (siehe 1.3.1). Wahrend der spaten
Embryonalphase und im adulten Pankreas ist Pdx1 spezifisch in 3-Zellen und in
einigen &Zellen exprimiert (Ohlsson et al., 1993; Oster et al., 1998; Serup, 1995). Es
konnte gezeigt werden, dass Pdx1 die Expression verschiedender endokriner
Zellmarker wie Insulin, Somatostatin und Glukokinase direkt reguliert (Gu, 2002;
Miller et al., 1994; Ohlsson et al., 1993; Oster et al., 1998; Serup, 1995). Im Einklang
mit diesen Befunden fuhrt eine B-Zell-spezifische Inaktivierung des Pdx1 zur
Beeintrachtigung der Expression von Insulin (Ahlgren et al., 1998).

Ein weiterer Faktor, der bei der endokrinen Zelldifferenzierung eine Rolle spielt, ist
der Helix-loop-Helix-Transkriptionsfaktor NeuroD. NeuroD wird in der regulatorischen
Kaskade, die zur Bildung der endokrinen Zellen fuhrt, stromabwarts von Ngn3
exprimiert und madglicherweise durch Ngn3 reguliert (Huang, 2000; Jensen et al.,
2000a). Mause mit einer homozygoten Mutation im NeuroD-Gen weisen eine
Reduktion aller endokrinen Zellentypen auf, wobei die Population der [3-Zellen am
starksten betroffen ist. In den NeuroD-mutanten Mausen ist zwischen E14.5 und
E17.5 eine erhdohte Apoptoserate nachweisbar, was andeutet, dass NeuroD bei dem
Erhalt endokriner Zellen eine Rolle spielt (Naya et al., 1997). Da bisher keine
geeigneten Marker existieren, mit denen endokrine Vorlaufer nach Abschalten von
Ngn3 identifiziert werden kdnnen, konnte bisher nicht geklart werden, ob NeuroD flr
den Erhalt spater endokriner Vorlaufer, differenzierter Inselzellen oder beider

Zellpopulationen bendtigt wird.

Im Gegensatz zu Isl1, Pax6 und NeuroD, welche ausschlieBlich in postmitotischen
Zellen des endokrinen Pankreas exprimiert sind, werden die Transkriptionsfaktoren
Pax4, Nkx2.2 und Nkx6.1 bereits in den nicht differenzierten Epithelzellen der
Pankreasanlage exprimiert (Sander et al., 2000b; Sosa-Pineda et al., 1997; Sussel et
al., 1998). Dies weist darauf hin, dass diese Faktoren bei der Differenzierung
endokriner Vorlaufer zu reifen Inselzellen eine Rolle spielen kdnnten. Pax4 und
Nkx2.2 werden vorwiegend, jedoch nicht ausschlieRlich fur die Differenzierung der

Insulin produzierenden (-Zellen des Pankreas bendtigt. Pax4-defiziente Mause
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weisen eine starken Reduktion der Insulin produzierenden (3-Zellen sowie eines Teils
der &-Zellen auf (Sosa-Pineda et al., 1997). Allerdings reicht Pax4 allein nicht aus,
um in der fruhen Pankreasanlage die Bildung von [3-Zellen zu induzieren (Grapin-
Botton, 2001). Da Pax4 in adulten Inselzellen kaum mehr nachweisbar ist, scheint die
Funktion dieses Transkriptionsfaktors auf die frihe B-Zellentwicklung beschrankt zu
sein (Sosa-Pineda et al., 1997).

Ahnlich wie Pax4-defiziente M3use zeigen auch die Nkx2.2-Mutanten einen Verlust
der -Zellen sowie eine Reduktion der a- und PP-Zellen, weisen aber im Gegensatz
zu den Pax4-Mutanten d-Zellen auf (Sussel et al., 1998). Nkx2.2 wird wahrend der
Entwicklung sowohl in den undifferenzierten epithelialen Pankreaszellen als auch in
differenzierten endokrinen Zellen exprimiert. Da Nkx2.2 auch in den
Langerhansschen Inseln des adulten Pankreas nachweisbar ist, hat es
maoglicherweise auch spate Funktionen. Abbildung 1.4 zeigt ein vereinfachtes Modell
fur die Funktion der beschriebenen Transkriptionsfaktoren bei der
Pankreasentwicklung, welches auf der Basis der bisher veroffentlichten Studien

erstellt wurde.

Der bisher einzige Transkriptionsfaktor, bei dessen Inaktivierung ein selektiver
Verlust von (-Zellen beobachtet wurde, ist der Homéodomanen-Transkriptionsfaktor
Nkx6.1 (Sander et al., 2000b). Da die Funktionen von Nkx6.1 und des verwandten
Transkriptionsfaktors Nkx6.2 im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, soll im
folgenden Abschnitt auf die Struktur und Funktion der beiden Faktoren genauer

eingegangen werden.
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Abb. 1.4: Vereinfachtes Modell der Funktion von Trankriptionsfaktoren bei der
Pankreasentwicklung

Die Spezifizierung endodermaler Vorlaufer (braun) in Richtung der pankreatischen Zelllinie
geht mit der Expression von Pdx1 einher. Aus den Pdx1-positiven Epithelzellen der frihen
Pankreasknospe (rot) gehen die endokrinen Zellen und die exokrinen Zellen hervor. Die
endokrine Zellentwicklung wird durch die Expression von Ngn3 in einer bestimmten
Population epithelialer Zellen induziert (grau). An der Bildung der vier endokrinen Zelltypen
sind eine Reihe von Transkriptionsfaktoren beteiligt, die genaue Position dieser Faktoren in
der regulatorischen Kaskade, welche die endokrine Zelldifferenzierung steuert, muss jedoch
noch genauer untersucht werden.
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1.3.4 Die Nkx6-Transkriptionsfaktoren

Nkx6.1 und Nkx6.2 gehdren zu den Homdéodomanen-Transkriptionsfaktoren vom Nkx
Typ, welche Verwandtschaft mit den NK-Faktoren aus Drosophila melanogaster
aufweisen (Nirenberg et al., 1995). Homdodomanen-Transkriptionsfaktoren sind in
allen eukaryontischen Organismen vorhanden. Die Struktur der Homéodomanen-
Transkriptionsfaktoren, sowie ihre steuernde Funktion bei entwicklungsbiologischen
Prozessen, konnte erstmals in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster aufgeklart
werden. Wie die Analyse mutanter Larven ergab, sind Homodéodomanen-
Transkriptionsfaktoren wahrend der fruhen Embryonalentwicklung fur die
ordnungsgemalle Korpersegmentierung von Drosophila melanogaster verantwortlich
(McGinnis, 1984a; McGinnis, 1984b; Nusslein- Volhard, 1980). Typisches
Strukturmotiv homootischer Gene ist die Homodobox, welche fur die DNS bindende
Domane der Transkriptionsfaktoren kodiert. Die Homéodomane ist in der Evolution
hoch konserviert und besteht aus 60 Aminosauren, die drei a-Helices bilden, welche
durch kurze Polypeptidschleifen voneinander getrennt sind.
Homoodomanen-Transkriptionsfaktoren kénnen neben der DNS-Bindungsdomane
zusatzliche charakteristische Motive aufweisen, welche ihre Funktion weiter
spezifizieren. Beispiele sind die POU-Domanen der OCT-Proteine sowie die LIM-
Domane der LIM-Hombéodoméanen-Faktoren (Bach, 2000; Ryan, 1997).

Abbildung 1.5 zeigt eine schematische Darstellung von Nkx6.1 und Nkx6.2. Beide
Proteine sind strukturell sehr ahnlich und weisen eine hohe Sequenz-Homologie
zueinander auf. Die Aminosauresequenz der Homdodomane beider Faktoren ist zu
97% homolog, wahrend bezogen auf die gesamte Aminosauresequenz eine
Homologie von 59% besteht (Komuro, 1993; Rudnick et al., 1994). Des Weiteren
besitzen Nkx6.1 und Nkx6.2 ein N-terminales NK-Dekapeptid, welches flir die
Repressorfunktion der Nkx6-Proteine verantwortlich ist. Das NK-Dekapeptid ist der
Kernsequenz der eh1 (Engrailed Homology) Domane des Transkriptionsrepressors
Engrailed aus Drosophila homolog, welcher mit Korepressoren vom Gro/TLE-Typ
interagiert (Smith, 1996). Es konnte gezeigt werden, dass Nkx6.1 und Nkx6.2
ebenfalls mittels des NK-Motivs in der Lage sind, Korepressoren vom Gro/TLE-Typ
zu rekrutieren und so als Transkriptionsrepressoren zu wirken (Awatramani et al.,
2000; Muhr et al., 2001). Als weitere funktionelle Domane besitzen Nkx6.1 und

Nkx6.2 eine carboxyterminale Bindungsinterferenzdomane (BID), welche die Bindung
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an die DNS, vermutlich durch Interaktion mit der Homéodomane, stark herabsetzt
(Mirmira et al., 2000). Nkx6.1 enthalt zusatzlich eine zwischen der Homéodomane
und dem NK-Dekapeptid gelegene Serin-Alanin-Sequenz, welche bei Nkx6.2 nicht
vorhanden ist. Die Funktion dieses Motivs ist bisher nicht ausreichend geklart, es
konnte jedoch ebenfalls fur Interaktionen mit anderen Proteinen benétigt werden
(Rudnick et al., 1994).

Nkx6.1 (365 AS)

NK HD BID
Ser Ser Ala

NKx6.2 (277 AS)
NK HD  BID

Abb. 1.5: Domanenstruktur der Nkx6-Transkriptionsfaktoren

Nkx6.1 und Nkx6.2 sind verwandte Mitglieder der NK-Transkriptionsfaktor-Familie und
weisen eine Sequenzhomologie von 59% auf. Beide Faktoren besitzen eine Homéodomane
mit 97% Homologie, welche die Bindung an die DNS erméglicht. Die Fahigkeit zur DNS-
Bindung wird durch eine C-terminale ,binding interference domain“ (BID) stark herabgesetzt.
Eine N-terminale NK-Domane verleiht beiden Faktoren darliber hinaus Repressorfunktion.
Ein charakteristisches Merkmal des Nkx6.1-Proteins sind auf3erdem kurze Serin- und
Alaninsequenzen im Bereich der C-terminalen Domane, welche Nkx6.2 nicht besitzt.

Nkx6.1 wurde erstmals aus einer Hamster Insulinom cDNA Bank isoliert (Rudnick et
al., 1994) und ist auch im zentralen Nervensystem des Huhns und der Maus
nachweisbar (Qiu et al., 1998). Die Expressionsanalyse mit einem Anti-Nkx6.1-
Antikorper zeigte, dass Nkx6.1 in der Maus nicht nur in B-Zellen des adulten
Pankreas, sondern auch im embryonalen Pankreasepithel nachweisbar ist. Im
Knospenstadium wird Nkx6.1, ahnlich wie Pdx1, in der Mehrzahl der epithelialen
Zellen exprimiert. Am E15.5, wenn die meisten endokrinen Zellen differenzieren,
lasst sich Nkx6.1 nur noch in einer Subpopulation der epithelialen Zellen
nachweisen. Zum einen wird Nkx6.1 zu diesem Zeitpunkt in einem Teil der
endokrinen Vorlaufer mit Ngn3 koexprimiert. Zum anderen ist Nkx6.1 in Insulin-

positiven Zellen nachweisbar, wird aber nicht in Glukagon-positiven Zellen exprimiert.
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Im Pankreas adulter Mause ist Nkx6.1 ausschlief3lich in Insulin produzierenden 3-
Zellen nachweisbar (Oster et al., 1998; Sander et al., 2000b).

Nkx6.2 wurde erstmals in Oligodendrozyten des zentralen Nervensystems und in
Hodenkeimzellen der Maus identifiziert und wird in der Literatur daher auch haufig als
,Glia and testis specific homeobox factor® (Gtx) bezeichnet (Komuro, 1993). Nkx6.2
wurde nachfolgend auch in Vorlauferzellen des Ruckenmarks und des Hirnstamms
der Maus identifiziert (Briscoe et al., 2000; Sander et al., 2000a; Vallstedt, 2001).
Durch RT (Reverse Transkriptase)-PCR konnte Nkx6.2 (Gtx) auch im embryonalen
Pankreas nachgewiesen werden (Oster et al., 1998). Das Expressionsmuster im
Pankreas und die Funktion von Nkx6.2 bei der Pankreasentwicklung sind jedoch

bisher unbekannt.

Die Untersuchung von Mausen, bei denen das Nkx6.1 Gen durch homologe
Rekombination in ES-Zellen ausgeschaltet wurde, zeigte, dass Nkx6.1 sowohl fur die
Differenzierung der B-Zellen als auch fir die Ausbildung von Motoneuronen im
Ruckenmark von Bedeutung ist. Nkx6.1-mutante Embryonen sterben unmittelbar
nach der Geburt, vermutlich aufgrund der durch den Motoneuronverlust verursachten
fehlenden Innervation der Atemmuskulatur (Sander et al., 2000a). Im Pankreas
weisen Nkx6.1-mutante Embryonen eine deutliche Reduktion reifer B-Zellen auf,
wahrend die Anzahl der a-, 8- und PP-Zellen nicht verringert ist (Sander et al.,
2000b). Der Verlust der -Zellen scheint auf einem Neubildungsdefekt zu beruhen
und wird nicht durch einen vorzeitigen Zelltod schon differenzierter B-Zellen
verursacht. Da im Pankreas von Nkx6.1-Mutanten kein vermehrter Zelltod feststellbar
ist und auch kein anderer Zelltyp vermehrt gebildet wird, ist derzeit noch unklar,

welches Schicksal die -Zellvorlaufer im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause erfahren.

Um die Funktion von Nkx6.1 fir die B-Zelldifferenzierung besser verstehen zu
konnen, ist es wichtig, Faktoren zu identifizieren, welche an der Differenzierung der
B-Zellentwicklung stromabwarts von Nkx6.1 beteiligt sind. Um Nkx6.1-regulierte
Gene zu identifizieren, sollte das Genexpressionsprofil von Wildtyp und Nkx6.1-
Mutante mittels Gen-Chip-Analyse verglichen werden. Die Expression und Funktion

der Nkx6.1 regulierten Gene sollte anschlieBend genauer untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Identifizierung von Nkx6.1 Zielgenen durch Gen-Chip-Analyse

Der Transkriptionsfaktor Nkx6.1 wird spezifisch in Insulin produzierenden [3-Zellen
des endokrinen Pankreas der Maus exprimiert und wahrend der
Embryonalentwicklung fur die Differenzierung der -Zellen aus endokrinen Vorlaufern
bendtigt (Oster et al., 1998; Qiu et al., 1998; Rudnick et al., 1994; Sander et al.,
2000b). Um Einblick in die von Nkx6.1 regulierten Vorgange der 3-Zellentwicklung zu
erhalten, sollten im Rahmen dieser Arbeit Zielgene von Nkx6.1 identifiziert und
nachfolgend charakterisiert werden. Hierzu wurde eine Gen-Chip-Analyse
durchgeflihrt, die eine schnelle und effiziente Methode zur Erstellung von RNS-
Expressionsprofilen darstellt und daruber hinaus die vergleichende
Expressionsanalyse zwischen zwei unterschiedlichen Proben erlaubt. Bei den Gen-
Chips handelt es sich um eine kompakte Anordnung von Oligonukleotiden, wobei
jedes Oligonukleotid ein spezifisches Gen reprasentiert. Die Gen-Chips werden mit
RNS-Proben hybridisiert und das Ausmald der Hybridisierung, welches mit der
Genexpression in einer Probe korreliert, anhand von Fluoreszenzsignalen bestimmt.
In dieser Arbeit wurden kommerziell erhaltliche Gen-Chips der Firma Affymetrix
(GeneChipOMurine Genome U74 Set) verwendet, welche 6000 bekannte Gene aus
der Maus sowie weitere 6000 sogenannte EST (Expressed Sequence Tags)-Cluster
umfassen. ESTs reprasentieren bisher unidentifizierte Gene. Fur die Gen-Chip-
Analyse sowie nachfolgende Untersuchungen standen Nkx6.1-mutante Mause zur
Verfugung.

Um in Wildtyp und Nkx6.1-mutantem Pankreas differenziell exprimierte Gene zu
identifizieren, wurde eine vergleichende Gen-Chip-Analyse durchgefuhrt. Da gezielt
solche Gene identifiziert werden sollten, welche im Pankreas von Wildtyp und
Nkx6.1-mutanten Mausen zu Beginn der (-Zellentwicklung differenziell exprimiert
sind, wurde fur die Herstellung der RNS-Proben Pankreasgewebe vom Embryonaltag
(E) 13.5 als Ausgangsmaterial verwendet. Zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung
lassen sich erstmals vollstandig differenzierte [3-Zellen nachweisen (Pictet et al.,
1972).
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Abb. 2.1: Identifizierung Nkx6.1-regulierter Gene durch Affymetrix Gen-Chip-Analyse
Zur Erstellung der Genexpressionsprofile wurde Pankreasgewebe von Wildtyp und Nkx6.1-
mutanten Embryonen am Embryonaltag (E) 13.5 als Ausgangsmaterial verwendet. Aus den
Pankreasproben wurde cDNS gewonnen, die zur Herstellung von Biotin-markierter RNS
durch in vitro-Transkription eingesetzt wurde. Die biotinylierte RNS wurde mit den Gen-Chips
hybridisiert. Durch Zugabe eines Streptavidin gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes konnte
das Expressionsprofil aus Fluoreszenzwerten automatisch erstellt werden. Durch
Kreuzvergleich der Expressionsprofile wurden differenziell exprimierte Gene identifiziert.
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Im automatisierten Verfahren wurden die Hybridisierungssignale als
Fluoreszenzwerte gemessen, aus denen mit standardisierten Algorithmen fur jedes
Gen vergleichend zwischen Wildtyp und Nkx6.1-mutanten Proben sogenannte ,FC
(fold change)-Werte kalkuliert wurden. Die FC-Werte nehmen fur Gene, die im
mutanten Pankreas induziert vorliegen, einen positiven Wert an und einen negativen
Wert fir Gene, die reprimiert vorliegen. Die wichtigsten Schritte der Durchfihrung
sind in Abbildung 2.1 gezeigt. Eine ausfuhrliche Beschreibung der Durchfuhrung
findet sich im Methodenteil dieser Arbeit unter 5.12. Die experimentelle Durchfuhrung
erfolgte am Max-Delbruck-Zentrum Berlin in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Markus
Morkel, die Auswertung der Gen-Chip-Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
Kuhlbrodt im Labor von Frau Dr. Sander.

Beim Vergleich der Expressionsprofile von Nkx6.1-Mutante und Wildtyp konnten
insgesamt 308 differenziell exprimierte Gene identifiziert werden, wobei
ausschlieBlich solche Gene berlcksichtigt wurden, die sich in ihrer Expression
zwischen Nkx6.1-Mutante und Wildtyp signifikant unterschieden. Als signifikant
verandert galt die Expression eines Gens, wenn ein FC-Wert von mindestens 2 (fur
induzierte Gene) bzw. -2 (fur reprimierte Gen) vorlag. Insgesamt waren 187 Gene in
der Nkx6.1-Mutante schwacher exprimiert als im Wildtyp und lagen somit reprimiert
vor; 121 Gene zeigten dagegen eine starkere Expression und lagen somit induziert
vor. Um die Datenanalyse zu erleichtern, erfolgte die Einteilung der
korrespondierenden Gene nach ihrer Funktion (Tab. 2.1).

Um Informationen Uber die durch Nkx6.1 regulierten Gene zu erhalten, wurde im
Folgenden eine Computer gestutzte Datenbankanalyse durchgefuhrt, aufgrund derer
entschieden wurde, ob diese Gene fur die Pankreasentwicklung relevant sein
konnten. Da es von besonderem Interesse war, direkte Zielgene von Nkx6.1 zu
identifizieren - und Nkx6.1 ein Transkriptionsrepressor ist- (Mirmira et al., 2000; Muhr
et al., 2001), wurden vor allem solche Gene untersucht, welche auf der Basis der
Gen-Chip-Analyse in Nkx6.1-mutanten Mausen induziert vorlagen und somit
moglicherweise durch Nkx6.1 reprimiert werden. In Tabelle 2.2 sind Gene aufgefuhrt,
die auf der Basis der Datenbankanalyse als potenzielle Zielgene von Nkx6.1

interessant erschienen.



Ergebnisse 23

Tab.2.1: Ubersicht der durch Nkx6.1 regulierten Gene

Proteine mit verwandter Anzahl (prozentualer Anteil) Anzahl (prozentualer Anteil)
biologischer Funktion induzierter Gene reprimierter Gene
n=121 n=187
lonenkanale und 3 (2%) 7 (4%)
lonentransporter
Transkriptionsfaktoren 20 (16%) 21 (11%)
Hormone und 7 (6%) 25 (13%)
Wachstumsfaktoren
Faktoren des Metabolismus 14 (11%) 13 (7%)
Zelladhasionsmolekiile, 25 (21%) 56 (30%)

Bestandteile des Zytoskeletts

und verwandte Gene

Zytokine, Chemokine und 18 (15%) 13 (7%)
verwandte Rezeptoren

Faktoren der Signaltransduktion 1(<1%) 4 (2%)

Protein und RNS-Synthese bzw. 4 (3%) 10 (5%)

-Modifikation, Faktoren der

Zellzyklusregulation

Faktoren der Apoptose und der 19 (15%) 19 (10%)
DNS Reparatur

Faktoren des Immunsystems 5 (4%) 2 (1%)

ESTS 7 (6%) 13 (7%)

Die Genexpression im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause wurde am Embryonaltag (E) 13.5
mittels Affymetrix Gen-Chip-Analyse detektiert und mit dem Expressionsprofil von Wildtyp-
Embryonen verglichen. Gene, die einen FC-Wert von >2 aufwiesen, wurden gemaf ihrer
biologischen Funktion verschiedenen Gruppen zugeordnet. Der FC-Wert berechnet sich aus
Fluoreszenzwerten und gibt die Unterschiede in der Expression eines Gens zwischen
Wildtyp und Nkx6.1-Mutante wieder. Die absolute Zahl der hochregulierten (induzierten) bzw.
herunterregulierten (reprimierten) Gene einer Gruppe ist angegeben, der prozentuale Anteil
der Gruppe an der Gesamtzahl ist in Klammern hinzugefigt.

Die Gene wurden danach ausgewahlt, ob sie Mitglieder einer Genfamilie sind, die bei
Entwicklungsprozessen eine Rolle spielen. Da die Funktion von
Trankskriptionsfaktoren bei der Pankreasentwicklung im Mittelpunkt dieser Arbeit
stand, wurden Uberwiegend Gene ausgewahlt, welche fur Transkriptionsfaktoren
kodieren. Hierzu gehdrt unter anderem der Transkriptionsfaktor GATA-4, welcher
wahrend der Embryonalentwicklung von Mausen im Endoderm und in der
Herzanlage exprimiert wird und wichtige Funktionen fur die Herzentwicklung besitzt
(Arceci, 1993; Grepin, 1995; Kuo, 1997; Molkentin, 1997).
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Tab. 2.2: Ausgewdhlte Gene mit einer moglichen Relevanz fiir die
Pankreasentwicklung

Gen NCBI Datenbankeintrag FC-Wert
Nkx6.2/GTX L0O8074 2,8
NeuroD2/ndrf D83507 2,2
FoxC2/MFH-1 X74040 2
HoxC9 X55318 2,1
GATAA4 M98339 2,3
Nkx3.2/Bapx1 u87957 2,1
Wilms tumor 1 M55512 2
Hes5 AV309741 2
Hairless 232675 21
Vitronectin M77123 2,1

Aufgefiihrt sind Gene, die im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause induziert vorlagen und
deshalb durch Nkx6.1 moglicherweise reprimiert werden. Der angegebene FC-Wert
berechnet sich aus Fluoreszenzwerten und gibt die Unterschiede in der Expression eines
Gens zwischen Wildtyp und Nkx6.1-Mutante wieder. Die aufgefihrten Gene kdnnten fur die
Pankreasentwicklung moéglicherweise relevant sein, da sie Genfamilien angehoren, die eine
Rolle bei Entwicklungsprozessen spielen und zum Teil Homologe besitzen, die im Pankreas
exprimiert werden. Nkx6.2 ist mit einem FC-Wert von 2,8 der in den Nkx6.1-mutanten
M&usen am stérksten induzierte Faktor.

Weiterhin wurde der Transkriptionsfaktor WT1 (Wilms Tumor Suppressor Gen1) als
interessant eingestuft, da er fur die Entwicklung der Milz von Mausen bendétigt wird
(Herzer et al., 1999). Der Homoobox-Transkriptionsfaktor Nkx3.2 spielt eine Rolle bei
der Musterbildung des Skelettes und der Milz und ist dartber hinaus Teil einer
regulatorischen Kaskade, die zur Bildung der Links-Rechts-Asymmetrie flhrt (Lettice
L., 2001; Schneider, 1999). Die Bedeutung dieser Transkriptionsfaktoren fir
Differenzierungsprozesse bei der Entwicklung anderer Organe und Strukturen konnte
auch im Zusammenhang mit der endokrinen Zelldifferenzierung im Pankreas der
Maus interessant sein. Ein weiteres Gen mit einer moglichen Relevanz fur die
Pankreasentwicklung kodiert fur den Transkriptionsfaktor NeuroD2. Das NeuroD2
Homolog NeuroD/BETA2 wird in differenzierten endokrinen Zellen des Pankreas
exprimiert und fur die Entwicklung aller endokrinen Zellen bendtigt (Naya et al.,
1997). NeuroD2 konnte daher ebenfalls bei der Pankreasentwicklung eine Rolle

spielen.
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Als potenzielles Zielgen von Nkx6.1 war der Transkriptionsfaktor Nkx6.2 von
besonderem Interesse. Einerseits erwies sich Nkx6.2 in der Gen-Chip-Analyse als in
der Nkx6.1-Mutante nahezu dreifach starker exprimiert als im Wildtyp, womit es der
am starksten induzierte Transkriptionsfaktor war (Tab. 2.2). Andererseits ist Nkx6.2
wie Nkx6.1 ebenfalls ein Homéodomanen-Transkriptionsfaktor und weist eine hohe
Sequenzhomologie zu Nkx6.1 auf. Dies betrifft vor allem die DNS bindende
Homobéodoméane und die NK-Doméane, welche bei beiden Proteinen zu Uber 90%
homolog sind (Komuro, 1993; Mirmira et al., 2000; Rudnick et al., 1994). Diese
Befunde lieRen vermuten, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 redundante Funktionen bei der
Pankreasentwicklung besitzen kdnnten. Partiell redundante Funktionen von Nkx6.1
und Nkx6.2 sind auch bei der Entwicklung neuronaler Zelltypen des zentralen
Nervensystems beschrieben (Cai et al., 1999; Komuro, 1993; Lee, 2001; Vallstedt,
2001).

Die RNS von Nkx6.2 (Gtx) konnte mit Hilfe von Multiplex RT-PCR in
Pankreasextrakten von Rattenembryonen in friuheren Untersuchungen
nachgewiesen werden (Oster et al., 1998). Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob Nkx6.2
im Pankreas der Maus exprimiert wird und welche Zelltypen das Protein herstellen.
Im Folgenden sollte daher das genaue Expressionsmuster von Nkx6.2 in der
Pankreasanlage der Maus untersucht werden. Dies sollte erste Hinweise auf die
Funktion von Nkx6.2 fur die Entwicklung der verschiedenen Zelltypen des Pankreas

geben.

2.2 Expression von Nkx6.2 im embryonalen Pankreas der Maus

Zum Nachweis der Nkx6.2-Expression wurden zwei verschiedene Methoden
verwendet. Zunachst wurde die Expression von Nkx6.2 in heterozygoten Nkx6.2-
mutanten Mausen durch [3-Galaktosidase (lacZ)-Farbung auf ganzen Embryonen
untersucht. Dies ist moglich, weil die Nkx6.2-mutanten Mause das (-Galaktosidase-
Gen unter der Kontrolle des Nkx6.2-Promotors exprimieren (Vallstedt, 2001). Nkx6.2-
mutante Mause standen fur diese und nachfolgende Untersuchungen zur Verfigung.
Die B-Galaktosidase dient als histologischer Marker der Identifizierung von Zellen mit
aktivem Nkx6.2-Promotor. In Nkx6.2-heterozygot mutanten Embryonen sollte die

Expression der -Galaktosidase der Expression von Nkx6.2 entsprechen.
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Anschlie3end wurde die Nkx6.2-Expression auf zellularer Ebene mittels Antikdrpern
untersucht. Da im Pankreas keine dem Nervensystem vergleichbare Segmentierung
zu beobachten ist und die Position einer Zelle daher keine Aussage Uber ihre
Identitat zulasst, konnte die Identitat des Nkx6.2 exprimierenden Zelltyps
ausschlieldlich durch den Nachweis spezifischer Markerproteine untersucht werden.
Fur alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Studien gilt, dass die Expression
bzw. Koexpression von Proteinen immer in der gesamten Pankreasanlage analysiert
wurde. Hierzu wurde jeweils die gesamte Pankreasanlage der Embryonen in Form
von Gefrier- bzw. Paraffin-Schnitten auf Objekttrager aufgebracht. Fur die
immunhistochemische Analyse wurden histologische Schnitte ausgewahlt, die alle
Bereiche des Pankreasepithels reprasentierten (siehe Methoden). Sollte die
Expression von Proteinen zwischen Wildtyp und Mutante verglichen werden, wurden
Schnitte aus vergleichbaren Regionen ausgewahlt. Die Dokumentation erfolgte
jeweils nach sorgfaltiger Auswertung aller Schnitte. Die Abbildungen, welche im
Zusammenhang mit den immunhistochemischen Analysen gezeigt werden, stellen
reprasentative Bereiche des Pankreasepithels von Embryonen unterschiedlicher

Entwicklungsstadien dar.

2.2.1 Analyse der Nkx6.2-Expression durch 3-Galaktosidase (lacZ) Farbung

Wie in Abbildung 2.2 gezeigt, konnte lacZ-Expression zwischen E9.5 und E18.5 in
der Pankreasanlage heterozygot mutanter Embryonen nachgewiesen werden. Dabei
war am E9.5 (A) und E10.5 (B) eine Farbung in der dorsalen sowie ventralen Anlage
zu erkennen. Am E15.5 (C) sowie E18.5 (D) beschrankte sich die Expression
vorwiegend auf die dorsale Pankreasanlage, wahrend nur wenige lacZ-positive
Zellen in der ventralen Anlage zu beobachten waren. LacZ war daruber hinaus im
antralen Teil des Magens exprimiert. Die im Duodenum beobachtete Farbung war
hingegen vermutlich auf endogene lacZ-Aktivitat zuruckzufuhren, da eine leichte
Farbung auch in den Wildtyp-Embryonen auftrat (nicht gezeigt). Hierfur spricht auch,
dass Nkx6.2 in der sich anschlieBenden immunhistochemischen Analyse der
Expression im Darmgewebe E15.5 alter Embryonen nicht nachgewiesen werden

konnte (nicht gezeigt).
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Abb. 2.2: LacZ-Expression in der embryonalen Pankreasanlage heterozygoter Nkx6.2-
Mutanten

Die Expression des vom Nkx6.2-Promotor gesteuerten [3-Galaktosidase-Gens wurde mittels
X-Gal-Farbung auf Embryonen (A,B) bzw. embryonalen Pankreasanlagen (C,D)
nachgewiesen. Die lacZ-Expression auf heterozygoten Nkx6.2-Mutanten gibt die endogene
Expression von Nkx6.2 wieder.

(A,B) Laterale Aufsicht auf Embryonen am Embryonaltag (E) 9.5 (A) bzw. E10.5 (B). Gezeigt
ist der Bereich kaudal des Kopfes zwischen Herzanlage und Schwanzwirbelsdule. LacZ-
Expression ist sowohl in der ventralen als auch in der dorsalen Pankreasanlage am E9.5 und
E10.5 nachweisbar. (C,D) Aufsicht auf den oberen Magen-Darm-Trakt von Embryonen am
E15.5 (C) und E18.5 (D). Am E15.5 ist lacZ-Expression in der dorsalen und ventralen
Pankreasanlage sowie im antralen Bereich des Magens und der oberen Duodenalschleife
sichtbar. Am E18.5 (D) ist lacZ im Pankreas nur noch schwach in der dorsalen Anlage
exprimiert, wahrend in der ventralen Anlage keine Aktivitdit mehr nachweisbar ist. DP,
dorsale Pankreasanlage; VP, Ventrale Pankreasanlage; D, Duodenum; E,
Extremitatenanlage; H, Herzanlage; M, Magen; S, Schwanzwirbelsaule.

2.2.2 Immunhistochemischer Nachweis der Nkx6.2-Expression in der

Pankreasanlage

Die Expression von Nkx6.2 wurde auf Gefrier-Schnitten durch die Pankreasanlage
von Wildtyp-Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien untersucht. Zum
Nachweis von Nkx6.2 wurde ein polyklonaler Antikdrper gegen eine Peptidsequenz
des Nkx6.2-Proteins verwendet (Vallstedt, 2001). Epitheliale Zellen der frihen
Pankreasanlage wurden mittels eines Antikorpers gegen Pdx1 identifiziert. Pdx1
markiert zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung multipotente Vorlauferzellen, aus

welchen sich alle Zelltypen des Pankreas entwickeln (Gu, 2002; Guz et al., 1995;
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Offield et al., 1996). Die immunhistochemische Analyse zeigte, dass Nkx6.2 am
E10.5 in beiden Pankreasanlagen sowie im Magen Uberwiegend mit Pdx1
koexprimiert ist (Abb. 2.3A). Nkx6.2 ist am E10.5 nicht mit Glukagon koexprimiert
(Abb. 2.3B).

Nkx6.2 Nkx6.2 Nkx6.2

Nkx6.2 Nkx6.2 Nkx6.2 Nkx6.2

Abb. 2.3: Nkx6.2-Expression im embryonalen Pankreas der Maus

Die Expression von Nkx6.2 wurde im Pankreas in verschiedenen Entwicklungsstadien durch
Immunhistochemie nachgewiesen. (A+B) Transversale Schnitte durch einen Wildtyp-Embryo im
Bereich der Pankreasanlage am Embryonaltag (E)10.5. Nkx6.2 ist im dorsalen und ventralen
Pankreas in der Mehrzahl der Zellen mit Pdx1 koexprimiert (in Gelb), welches zu diesem Zeitpunkt die
epithelialen Zellen des Pankreas markiert (A). Deutliche Expression von Nkx6.2 ist auch im Magen
nachweisbar. Nkx6.2 ist am E10.5 nicht in Glukagon-positiven Zellen exprimiert (B). (C) Sagittaler
Schnitt durch einen Wildtyp-Embryo im Bereich der Pankreasanlage am E12.5. Nkx6.2 ist nur noch in
einigen Zellen nachweisbar und teilweise mit Glukagon koexprimiert. (D-H) Schnitte durch die isolierte
Pankreasanlage eines Wildtyp-Embryos am E15.5. Nkx6.2 ist in endokrinen Vorlaufern, welche durch
die Expression von Ngn3 charakterisiert sind, nicht nachweisbar (D). Nkx6.2 ist hingegen mit Pdx1
koexprimiert, welches zu diesem Zeitpunkt schwach in verschiedenen Vorlauferzellen und
differenzierten exokrinen Zellen sowie stark in differenzierten B-Zellen exprimiert ist. Nkx6.2 ist in
Insulin-positiven Zellen nicht nachweisbar (F), wird aber teilweise mit Glukagon (G, Pfeil) und Amylase
(H, Pfeil) koexprimiert. DP, dorsale Pankreasanlage; VP, ventrale Pankreasanlage; M, Magen
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Im Laufe der Entwicklung konnte eine deutliche Abnahme der Nkx6.2-Expression
beobachtet werden. Am E12.5 ist Nkx6.2 nur noch in wenigen Epithelzellen
nachweisbar und zu diesem Zeitpunkt teilweise mit Glukagon koexprimiert (Abb.
2.3C). Die Expression von Nkx6.2 bleibt auch am E15.5 auf eine Subpopulation von
Zellen beschrankt, welche teilweise Glukagon und vorwiegend Pdx1 koexprimiert
(Abb. 2.3G, E). Das Expressionsniveau von Pdx1 ist in diesen Zellen schwach,
wahrend Zellen mit einer starken Expression von Pdx1 kein Nkx6.2 exprimieren
(Abb. 2.3E, Pfeil). Da bisher nicht vollstandig geklart ist, welche Zelltypen am E15.5
Pdx1 exprimieren, kann aufgrund der hier beobachteten Koexpression von Nkx6.2
und Pdx1 nicht eindeutig auf den Nkx6.2 exprimierenden Zelltyp geschlossen
werden. Es kdnnte sich einerseits um unvollstandig differenzierte Vorlaufer handeln.
Andererseits ist es moglich, dass einige der Zellen reife exokrine Zellen sind, da, wie
in Abb. 2.3H zu sehen ist, Nkx6.2 teilweise auch mit Amylase koexprimiert wird,
welches ein charakteristischer Marker dieses Zelltyps ist. Dagegen konnte keine
Koexpression mit Insulin und dem Marker fir endokrine Vorlauferzellen, Ngn3,

nachgewiesen werden (Abb. 2.3D, F).

Im Gegensatz zu Nkx6.2 wird das homologe Protein, Nkx6.1, in Ngn3-positiven
Zellen sowie in differenzierten B-Zellen exprimiert (Sander et al., 2000b). Da diese
Daten auf ein mdglicherweise komplementares Expressionsmuster der beiden Nkx6-
Faktoren im Pankreas hinweisen, sollte im Folgenden das Expressionsmuster von
Nkx6.1 und Nkx6.2 direkt verglichen werden. Hierzu wurden
Koimmunfluoreszenzfarbung mit Antikdrpern gegen Nkx6.1 und Nkx6.2 auf Schnitten
durch die Pankreasanlage am E10.5 bzw. E12.5 und E15.5 durchgefuhrt. Es zeigte
sich, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 wahrend der frihen Embryonalentwicklung am E10.5
zunachst teilweise koexprimiert sind (Abb. 2.4 A+B). Am E12.5 exprimiert die
Mehrzahl der Epithelzellen Nkx6.1, aber nur wenige der Zellen Nkx6.2. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Expressionsdomanen bereits Uberwiegend getrennt (Abb. 2.4C).
Die bei E12.5 beobachtete Komplementaritat der Expression von Nkx6.1 und Nkx6.2
bleibt auch am E15.5 bestehen, wobei bezogen auf das gesamte Pankreasepithel im
Vergleich zu E12.5 mehr Nkx6.2 exprimierende Zellen nachweisbar sind (Abb. 2.4D).
Am E18.5 lasst sich durch Immunfluoreszenzfarbung keine Expression von Nkx6.2
nachweisen. Die beobachtete Expression von lacZ in der dorsalen Pankreasanlage
am E18.5 (siehe 2.1) lasst sich vermutlich durch die hohe Stabilitat der [3-

Galaktosidase erklaren, welche Uber einen langen Zeitraum aktiv sein kann und



Ergebnisse 30

daher nicht notwendigerweise am E18.5, sondern madglicherweise schon friher
gebildet wurde. Es ist ebenfalls mdglich, dass die Expression von Nkx6.2 am E18.5

zu schwach ist, um durch einen Antikdrper detektiert werden zu kdénnen.

Nkx6.2

Abb. 2.4: Expression von Nkx6.1 und Nkx6.2 im embryonalen Pankreas der Maus

(A,B) Transversale Schnitte durch einen Wildtyp-Embryo im Bereich der Pankreasanlage am
Embryonaltag (E)10.5. Nkx6.1 und Nkx6.2 sind in Uberlappenden, jedoch nicht identischen
Domanen des Pankreas exprimiert. Nkx6.2 ist in der Mehrzahl epithelialer Zellen
nachweisbar und teilweise mit Nkx6.1 koexprimiert (gelbes Signal). (C) Sagittaler Schnitt
durch einen Wildtyp-Embryo im Bereich der Pankreasanlage am E12.5. Nkx6.1 und Nkx6.2
werden Uberwiegend nicht koexprimiert. Wahrend Nkx6.1 zu diesem Zeitpunkt in der
Mehrheit der Epithelzellen exprimiert wird, ist Nkx6.2 nur noch in einer Subpopulation
nachweisbar, die vorwiegend kein Nkx6.1 exprimiert. (D) Am E15.5 sind Nkx6.1 und Nkx6.2
weiterhin in getrennten Domé&nen der Pankreasanlage exprimiert. DP, dorsaler Pankreas;
VP, ventraler Pankreas; M, Magen

Die Beobachtung, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 in der Pankreasanlage von Wildtyp
Mausen beginnend mit E12.5 in weitestgehend getrennten Domanen exprimiert
werden, kdonnte im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Gen-Chip-Anlyse auf
einen regulatorischen Effekt von Nkx6.1 auf die Nkx6.2-Expression hindeuten. Es ist
ebenfalls nicht auszuschlie3en, dass Nkx6.2 umgekehrt die Expression von Nkx6.1
reguliert, da fur beide Transkriptionsfaktoren eine Repressorfunktion beschrieben
wurde (Awatramani et al., 2000; Muhr et al., 2001). Im Folgenden sollte daher die
Expression von Nkx6.2 in Nkx6.1-mutanten Mausen sowie die Expression von

Nkx6.1 in Nkx6.2-mutanten Mausen naher untersucht werden.
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2.3 Analyse der Nkx6.2-Expression in Nkx6.1-mutanten Mausen

Mittels Gen-Chip-Analyse wurde gezeigt, dass Nkx6.2 am E13.5, also zu dem
Zeitpunkt, an welchem die Differenzierung der B-Zellen einsetzt, durch Nkx6.1
reprimiert wird (Abschnitt 2.1). Um dieses Ergebnis zu bestatigen und die Identitat
der Nkx6.2 exprimierenden Zellen im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause
gegebenenfalls zu bestimmen, wurde die Expression von Nkx6.2 auf Schnitten durch
das embryonale Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause durch Immunfluoreszenz
untersucht.

Die immunhistochemische Analyse bestatigte die Ergebnisse der Gen-Chip-Analyse.
Die Anzahl der Nkx6.2 exprimierenden Zellen war in der Pankreasanlage der Nkx6.1-
mutanten Mause gegenuber den Wildtyp-Mausen erhdht, obwohl die Morphologie
und GroRe der Pankreasanlage der Nkx6.1-mutanten Mause unverandert

erschienen. Dieser Effekt war erstmals am E12.5 zu beobachten (Abb. 2.5)

Nkx6.1-/-

Nkx6.2

Abb. 2.5: Derepression von Nkx6.2 in Nkx6.1-mutanten Mausen in der Pankreasanlage
am Embryonaltag (E) 12.5

(A,B) Immunhistochemische Analyse der Nkx6.2-Expression auf sagittalen Schnitten durch
Wildtyp und Nkx6.1-mutante Embryonen im Bereich der Pankreasanlage am E12.5. Zu
diesem Zeitpunkt ist in der Nkx6.1-Mutante (B) gegeniber dem Wildtyp (A) erstmals ein
Anstieg von Nkx6.2 exprimierenden Zellen im Pankreasepithel nachweisbar.

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der Nkx6.2-Expression am E15.5
waren in den Nkx6.1-mutanten Mausen im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls deutlich
mehr Nkx6.2-positive Zellen nachweisbar (Abb. 2.6). Um die Identitat der Zellen zu
bestimmen, welche in der Pankreasanlage der Nkx6.1-mutanten Mausen ektopisch
Nkx6.2 exprimieren, wurden Koimmunfluoreszenzfarbungen von Nkx6.2 mit anderen
pankreatischen Markern durchgefuhrt. Dabei stellte sich heraus, dass die Anzahl der
Glukagon exprimierenden a-Zellen und Amylase exprimierenden exokrinen Zellen,

welche Nkx6.2 exprimieren, im Vergleich zum Wildtyp nicht vermehrt waren (Abb.
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2.6. A, E; B, F). Da die ektopisch Nkx6.2 exprimierenden Zellen weder Amylase noch
Glukagon koexprimieren, sollten im Folgenden weitere Untersuchungen zur ldentitat
dieser Zellen erfolgen. Um zu testen, ob endokrine Zellen bei Nkx6.1-mutanten
Mausen ektopisch Nkx6.2 exprimieren, wurden koimmunhistochemische Farbungen
von Nkx6.2 und Ngn3 durchgefuhrt. Ngn3 wird selektiv in Vorlaufern der endokrinen
Linie exprimiert. Von diesen Ngn3-positiven Vorlaufern stammen alle endokrinen
Zellen ab (Gu, 2002). Wie bei den Wildtyp-Embryonen war auch bei den Nkx6.1-
mutanten Embryonen keine Koexpression von Nkx6.2 und Ngn3 im Pankreasepithel
nachweisbar (Abb. 2.6C, G).

Trotz der beobachteten Derepression von Nkx6.2 konnte im Pankreas der Nkx6.1-
mutanten Mause am E15.5 keine Expression von Insulin nachgewiesen werden
(nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass Nkx6.2 den Verlust von Nkx6.1 bei der
Entwicklung der B-Zellen initial nicht kompensieren kann. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass es sich bei den in Nkx6.1-Mutanten ektopisch exprimierenden
Zellen vermutlich nicht um differenzierte endokrine bzw. exokrine Zellen oder Ngn3-
positive endokrine Vorlaufer handelt. Es zeigte sich jedoch, dass Nkx6.2 in den
Nkx6.1-Mutanten ektopisch vorwiegend mit Pdx1 koexprimiert ist (Abb. 2.6D, H).
Pdx1 wird bis zum E16.5 in verschiedenen Populationen differenzierter und
undifferenzierter Pankreaszellen exprimiert (Guz et al., 1995), somit kann aus der
Koexpression von Nkx6.2 und Pdx1 nicht eindeutig auf den vorliegenden Zelltyp
geschlossen werden.

Aufgrund der fehlenden ektopischen Expression in differenzierten Zelltypen ist
jedoch anzunehmen, dass es sich bei den Nkx6.2/Pdx1 koexprimierenden Zellen um
Vorlaufer handelt, fur welche bisher keine eindeutigen Markerproteine zur Verfligung
stehen. Am E18.5 konnte Expression von Nkx6.2 weder in den Nkx6.1-mutanten
noch in den Wildtyp-Mausen beobachtet werden, obwohl Nkx6.1 zu diesem Zeitpunkt
noch im Pankreasepithel nachweisbar ist (nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass

Nkx6.2 in diesem Stadium unabhangig von Nkx6.1 reguliert wird.
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Nkx6.2 Nkx6.2

+/+

Nkx6.1-/-

Abb. 2.6: Derepression von Nkx6.2 in der Pankreasanlage Nkx6.1-mutanter Mause am
Embryonaltag (E) 15.5

Immunhistochemische Analyse der Nkx6.2-Expression auf Schnitten durch die isolierte
Pankreasanlage. In den Nkx6.1-mutanten Mausen ist im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen
ein deutlicher Anstieg Nkx6.2 exprimierender Zellen zu beobachten. Nkx6.2 wird in den
Nkx6.1-Mutanten ektopisch vorwiegend mit Pdx1 koexprimiert (D,H). Die Anzahl Glukagon
und Amylase exprimierender Zellen ist in der Nkx6.1-Mutante gegeniber dem Wildtyp
unverandert und es ist keine verstarkte Koexpression von Glukagon bzw. Amylase und
Nkx6.2 nachweisbar (A,E; B,F). In gleicher Weise trifft dies fur die Expression von Ngn3 zu,
welches ein Marker fiir endokrine Vorlaufer ist (C,G).

2.4 Die Funktion von Nkx6.2 fur die Pankreasentwicklung der Maus

Wie im Abschnitt 1.2 dieser Arbeit gezeigt wurde, ist der Transkriptionsfaktor Nkx6.2
in der Pankreasanlage von Mausen in einigen Glukagon-und Amylase-Zellen
exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass Nkx6.2 eine Funktion fur die Entwicklung
dieser Zelltypen haben konnte. Nkx6.2-mutante Mause sind aul3erlich unauffallig. Sie
erscheinen gesund, sind zeugungsfahig und haben eine normale Lebensdauer (Cai,
2001). Um die Funktion von Nkx6.2 fur die Pankeasentwicklung aufzuklaren, sollten
daher mogliche Defekte in Nkx6.2-mutanten Mausen auf zellularer Ebene untersucht

werden.
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2.4.1 Untersuchung der Pankreasentwicklung in Nkx6.2-mutanten Mausen

Um aufzuklaren, ob Nkx6.2 eine Rolle fur die Pankreasentwicklung spielt, wurden
Pankreata adulter Nkx6.2-mutanter Mause zunachst hinsichtlich morphologischer
Besonderheiten untersucht. Hierbei konnten keine Unterschiede zwischen Nkx6.2-
Mutanten und Wildtyp festgestellt werden. Der Pankreas der Nkx6.2-mutanten
Mause hatte eine normale Grofde bzw. Organisation und war ordnungsgemaf hinter
der Magenanlage und im Bereich der oberen Duodenalschleife lokalisiert (nicht
gezeigt). Daher wurde im Folgenden die Entwicklung der endokrinen und exokrinen
Zellen der Pankreasanlage von Wildtyp und Nkx6.2-mutanten M&usen durch

Immunfluoreszenzfarbung untersucht.

+/+

Nkx6.2-/-

Abb. 2.7: Expression Zelltyp-spezifischer Markerproteine im Pankreas Nkx6.2-
mutanter Mause am Embryonaltag (E)15.5

Durch Immunfluoreszenzfarbung auf Schnitten durch die isolierte Pankreasanlage von
Wildtyp und Nkx6.2-mutanten Mausen wurde die Entwicklung von endokrinen und exokrinen
Zellen am E15.5 untersucht. Es zeigte sich, dass die Anzahl der Glukagon (A,D), Insulin
(B,E) und Amylase (C,F) exprimierenden Zellen in Nkx6.2-Mutanten und Wildtyp
vergleichbar ist.

Dabei konnten in der Nkx6.2-Mutante und im Wildtyp am E15.5 eine vergleichbare
Anzahl Insulin und Glukagon exprimierender Zellen nachgewiesen werden (Abb.
2.7A, D; B, E). Auch die Expression von Amylase ist in Nkx6.2-Mutanten im Vergleich

zum Wildtyp unverandert (Abb. 2.7C, F). Eine normale Expression aller Marker war
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auch am E18.5 in der Pankreasanlage Nkx6.2-mutanter Mause im Vergleich zum
Wildtyp zu beobachten (Abb. 2.8A+C; B+D).

Insulin

Amylase

WT

Nkx6.2 -/-

Abb. 2.8: Expression Zelltyp-spezifischer Markerproteine im Pankreas Nkx6.2-
mutanter Mause am Embryonaltag (E) 18.5

Die Anzahl der Insulin und Glukagon (A,C) sowie Amylase (B,D) exprimierenden Zellen ist in
der Pankreasanlage Nkx6.2-mutanter Mause gegenuber den Wildtyp-Mausen normal.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen konnten durch
radioimmunologische Messungen der Insulin- und Glukagonkonzentration in
Proteinextrakten von Wildtyp und Nkx6.2-mutanten Mausen bestatigt werden
(Angaben zur Durchfuhrung: siehe Methoden Abschnitt 5).

Wie sich zeigte, ist die Konzentration beider Hormone in den Pankreasextrakten

Nkx6.2-mutanter Mause gegenuber den Wildtyp-Mausen unverandert (Tab. 2.3).

Tab. 2.3: Quantifizierung der Hormonkonzentration in der Pankreasanlage von E18.5
Wildtyp und Nkx6.2-mutanten Mausen

Hormonkonzentration +/+ Nkx6.2-/-
Glukagon (ng/mg Protein) 329 +/- 55 (n=3) 300 +/-49 (n=4)
Insulin (ug/ mg Protein) 7,8 +/- 2,8 (n=3) 6,8 +/- 1,2 (n=4)

Die Hormonkonzentration wurde in Proteinextrakten individueller Pankreata von Wildtyp und Nkx6.2-
mutanten Mausen bestimmt. Es sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung der getesteten Proben

angegeben.
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Die Beobachtung, dass die endokrinen und exokrinen Zellen in den Nkx6.2-Mutanten
normal differenzieren, lasst vermuten, dass Nkx6.2 bei der Pankreasentwicklung
keine eigenstandige Rolle spielt. Aufgrund der hier gezeigten Versuche kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass ein gegenseitiges regulatorisches Verhaltnis
zwischen Nkx6.1 und Nkx6.2 besteht, Nkx6.2 also moglicherweise auch Nkx6.1
reprimiert. Dies kdonnte dann dazu fihren, dass Nkx6.1 in den Nkx6.2-mutanten
Mausen dereprimiert wird und den Verlust von Nkx6.2 kompensieren kdnnte. Im
Folgenden wurde daher die Expression von Nkx6.1 in der Pankreasanlage von

Nkx6.2-mutanten und Wildtyp-Mausen untersucht.

2.4.2 Expression von Nkx6.1 im Pankreas Nkx6.2-mutanter Mause

Die Expression von Nkx6.1 in der Pankreasanlage von Wildtyp und Nkx6.2-mutanten
Mausen wurde durch Immunfluoreszenzfarbung im frGhen und spaten
Embryonalstadium untersucht. Wie in Abbildung 2.9 dargestellt, ist die Anzahl der
Nkx6.1 exprimierenden Zellen sowohl in der frihen als auch in der spaten
Embryonalphase bei Wildtyp und Nkx6.2-mutanten Mausen vergleichbar. Am E10.5
war Nkx6.1 sowohl im Wildtyp als auch in Nkx6.2-mutanten Mausen in einem
Groliteil der epithelialen Pankreaszellen nachweisbar und mit Glukagon koexprimiert
(Abb. 2.9A, D). Am E15.5 ist Nkx6.1 sowohl im Wildtyp als auch in den Nkx6.2-
mutanten Mausen mit Insulin koexprimiert (C,F) und ist auch in einzelnen Glukagon-
positiven Zellen nachweisbar (Abb. 2.9B, E Pfeil).

Da das Expressionsmuster von Nkx6.1 bei Wildtyp und Nkx6.2-Mutante identisch ist,
liegt im Gegensatz zur Regulation von Nkx6.2 durch Nkx6.1 keine Regulation von
Nkx6.1 durch Nkx6.2 vor. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Nkx6.2 initial

nicht fur die Entwicklung pankreatischer Zelltypen bendtigt wird.
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Nkx6.1 Nkx6.1 Nkx6.1

+/+

Nkx6.2 -/-

Abb. 2.9: Nkx6.1 wird nicht durch Nkx6.2 reguliert

Die Expression von Nkx6.1 wurde durch Immunfluoreszenzfarbung mittels eines
polyklonalen Antikérpers gegen Nkx6.1 in der Pankreasanlage von Nkx6.2-mutanten und
Wildtyp-Mausen in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Anzahl Nkx6.1 exprimierender Zellen sowohl am Embryonaltag (E) 10.5 als auch E15.5
bei Nkx6.2-Mutanten und Wildtyp vergleichbar war (A-F). Am E10.5 ist Nkx6.1 sowohl im
Wildtyp als auch im Nkx6.2-mutanten Pankreas mit Glukagon koexprimiert (A,D). Am E15.5
ist Nkx6.1 im Wildtyp und in der Nkx6.2-Mutante in wenigen Zellen mit Glukagon (B,E, Pfeil)
koexprimiert. Dartiber hinaus ist Nkx6.1 zu diesem Zeitpunkt in Insulin-positiven Zellen des
Wildtyps und der Nkx6.2-Mutante exprimiert (C,F)

2.5 Analyse der Pankreasentwicklung von Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt

mutanten Mausen

Die Untersuchungen der Genexpression pankreatischer Marker in Wildtyp und
Nkx6.2-mutanten Mausen weisen darauf hin, dass Nkx6.2 keine eigenstandige
Funktion fur die Zelldifferenzierung des Pankreas besitzt. Die Beobachtung, dass die
Insulin exprimierenden Zellen im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause zwar stark
reduziert, jedoch nicht abwesend sind (Sander et al., 2000b), legt jedoch die
Vermutung nahe, dass weitere Faktoren vorhanden sein mussen, welche den Verlust
von Nkx6.1 teilweise kompensieren konnen. Aufgrund der strukturellen und
funktionellen Ahnlichkeit von Nkx6.1 und Nkx6.2 ware denkbar, dass es sich bei
einem dieser Faktoren um Nkx6.2 handelt. Um eine mdgliche kompensatorische

Funktion von Nkx6.2 fur die Differenzierung endokriner Zellen des Pankreas
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aufzudecken, wurden im Rahmen dieser Arbeit Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutante
(Nkx6) Embryonen erzeugt. Die Herstellung der Doppelmutanten erfolgte durch
Kreuzung von Nkx6.1- und Nkx6.2-einfach mutanten Mausen. Eine genaue
Beschreibung der Vorgehensweise befindet sich im Abschnitt Material unter 4.4.3. Es
folgte in unterschiedlichen Entwicklungsstadien eine immunhistochemische
Untersuchung der Nkx6.1/Nkx6.2-mutanten Embryonen hinsichtlich der

Pankreasentwicklung.

251 Immunhistochemische Untersuchung der Pankreasentwicklung
Nkx6.1/Nkx6.2-mutanter Mause

Anhand der immunhistochemischen Untersuchung der Insulin-und Glukagon-
Expression am E14.5 im Pankreas Nkx6-mutanter Mause konnte zunachst kein
Effekt der gleichzeitigen Deletion von Nkx6.1 und Nkx6.2 auf die Entwicklung
endokriner Zelltypen nachgewiesen werden. Im Wildtyp waren Glukagon
exprimierende Zellen in kleinen Aggregaten sowie Insulin exprimierende Zellen
nachweisbar, welche Uber das Pankreasepithel verstreut waren (Abb. 2.10A). Wie
bereits aus vorangegangenen Untersuchungen zu vermuten war (siehe Abb. 2.7),
lie3 sich ein vergleichbares Expressionsmuster auch bei den Nkx6.2-mutanten
Mausen beobachten und die Anzahl der Glukagon und Insulin exprimierenden Zellen
war gegenuber dem Wildtyp unverandert (Abb. 2.10B). Sowohl bei den Nkx6.1-
mutanten als auch bei den Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mausen konnte nahezu
keine Insulin-Expression nachgewiesen werden. Die Anzahl der Glukagon
exprimierenden Zellen war jedoch weder bei einfach noch bei doppelt mutanten

Mausen gegenuber den Wildtyp Mausen merklich verandert (Abb. 2.10C, D).
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Nkx6.1 -/-
Nkx6.1 -/- Nkx6.2 -/-

+/+ Nkx6.2 -/-

Insulin

Abb. 2.10: Nkx6.1 und Nkx6.2 haben redundante Funktionen bei der Entwicklung
endokriner Zellen

Gezeigt sind Schnitte durch die isolierte Pankreasanlage von Wildtyp (A,E) und Nkx6.1 (C,G)
bzw. Nkx6.2- (B,F) mutanten sowie Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten (D,H) Mausen. Die
Expression von Insulin und Glukagon wurde durch Immunfluoreszenzfarbung am
Embryonaltag (E) 14.5 (A-D) und E18.5 (E-H) nachgewiesen. Am E14.5 ist die Anzahl der
Insulin exprimierenden Zellen in der Nkx6.1-Mutante (C) sowie der Nkx6.1/Nkx6.2-
Doppelmutante (D) gegeniiber dem Wildtyp (A) deutlich reduziert. Die Glukagon-Expression
ist hingegen unverandert. In den Nkx6.2-mutanten Mausen ist im Vergleich zum Wildtyp kein
Unterschied in der Expression von Insulin und Glukagon erkennbar (B).

Am E18.5 ist die Expression von Insulin in den Nkx6.1-Mutanten und Nkx6.1/Nkx6.2-
Doppelmutanten im Vergleich zum Wildtyp weiterhin stark reduziert (G,H) und die
Morphologie der Inseln ist merklich gestdrt. In den Nkx6.1/Nkx6.2-Mutanten erscheint die
Anzahl der Insulin-positiven Zellen leicht reduziert (G+H). Darliber hinaus ist eine deutliche
Reduktion der Glukagon-positiven Zellen zu beobachten, was bei den Nkx6.1-Mutanten nicht
nachgewiesen werden kann (G+H). Die Anzahl Glukagon und Insulin-positiver Zellen sowie
die grundsatzliche Organisation der Inseln in Nkx6.2-mutanten Mausen ist gegenuber den
Wildtyp-Mausen unverandert (F). Eventuelle Unterschiede in der GréRRe der Inseln sind kein
Anzeichen fiur einen Defekt, sondern dadurch bedingt, dass die Inselbildung am E18.5 noch
nicht abgeschlossen ist. Unterschiede in der GréRe individueller Inseln treten auch beim
Wildtyp auf.

Dieses Ergebnis konnte durch ,Real time PCR" bestatigt werden, welche von Frau
Dr. Kuhlbrodt im Labor von Frau Dr. Sander durchgefuhrt wurde. Auf eine
Redundanz von Nkx6.1 und Nkx6.2 konnte somit zu diesem Entwicklungszeitpunkt
nicht geschlossen werden.

Im Gegensatz zu E14.5 lieRen sich jedoch am E18.5 Unterschiede in der
Hormonexpression zwischen Nkx6.1-mutanten und doppelt mutanten Mausen

nachweisen. Am E18.5 waren im Pankreas der Wildtyp-Mause bereits
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Langerhanssche Inseln erkennbar (Abb. 2.10E). Haufig war bereits eine ovale Form
sowie die fur die Langerhansschen Inseln typische Zellanordnung erkennbar.
Allerdings war die Gro3e der Inseln teilweise noch unterschiedlich und die Glukagon-
Zellen waren nicht immer in der Peripherie angeordnet. Dieser Befund ist vermutlich
darauf zuruckzufuhren, dass die Inselbildung in der Maus am E18.5 noch nicht
abgeschlossen war. Die Inseln der Nkx6.2-mutanten Mause wiesen eine
vergleichbare Organisation auf (Abb. 2.10F). Im Einklang mit fruheren
Untersuchungen (Sander et al., 2000b), waren im Pankreas Nkx6.1-mutanter Mause
hingegen keine intakten Inselstrukturen vorhanden. Die Zahl der Insulin
exprimierenden Zellen war gegenuber den Wildtyp-Mausen deutlich reduziert und die
Glukagon- sowie verbliebenen Insulin-positiven Zellen waren nicht in ovalen
Strukturen, sondern in kleinen gemischten Aggregaten oder langen Reihen
angeordnet (Abb. 2.10G).

Ein ahnliches Expressionsmuster war auch in den Nkx6.1/Nkx6.2-mutanten Mausen
zu sehen. Die Zahl der Insulin exprimierenden Zellen schien gegenuber den Nkx6.1-
Mutanten jedoch leicht reduziert zu sein. Zusatzlich war ein deutlicher Verlust
Glukagon exprimierender Zellen gegenuber dem Wildtyp und den Nkx6.1- bzw.
Nkx6.2-mutanten Mausen zu verzeichnen (Abb. 2.10H). Um die Unterschiede in der
Insulin- bzw. Glukagonexpression zwischen der Nkx6.1-Einfachmutante und der
Doppelmutante zu quantifizieren, wurde die Zahl der Insulin bzw. Glukagon
exprimierenden Zellen auf Schnitten durch den embryonalen Pankreas von Wildtyp
und Nkx6-mutanten Mausen am E18.5 bestimmt. Wie aus Abbildung 2.11 zu ersehen
ist, konnte die Zellzahlbestimmung die oben beschriebenen Beobachtungen
bestatigen. Die durchschnittliche Zahl der Insulin (Abb. 2.11, roter Balken) bzw.
Glukagon (Abb. 2.11, gruner Balken) exprimierenden Zellen im Pankreas vom
Wildtyp und der Nkx6.2-Mutante lagen etwa in der gleichen GroRenordnung. In der
Nkx6.1-Einfachmutante und der Nkx6.1/Nkx6.2-Doppelmutante war die Anzahl der
Insulin exprimierenden Zellen deutlich niedriger als im Wildtyp, wobei die Zellzahl der
Doppelmutante gegenuber der Nkx6.1-Einfachmutante zusatzlich etwas reduziert
war. Die Zellzahlung bestatigte auRerdem die Beobachtung, dass die Nkx6.1/Nkx6.2-
mutanten Mause merklich weniger Glukagon exprimierende Zellen besitzen als die
Wildtyp- und die Nkx6.1- bzw. die Nkx6.2-mutanten Mause (Abb 2.11).
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Abb. 2.11: Anzahl der Hormon exprimierenden Zellen im Pankreas von Wildtyp und
mutanten Embryonen am Embryonaltag (E) 18.5

Die durchschnittliche Zellzahl der Insulin und Glukagon exprimierenden Zellen pro Schnitt
wurde durch Zahlung immunhistochemisch gefarbter Zellen auf zwanzig reprasentativen
Schnitten durch die gesamte Pankreasanlage eines jeweiligen Embryos bestimmt (dies
entspricht etwa jedem neunten Schnitt). Die Balken reprasentieren die duchschnittliche
Anzahl der Hormon-positiven Zellen pro Schnitt + SED (Standard error of the means) von
jeweils vier verschiedenen Pankreata. In den Nkx6.2-Mutanten ist die Anzahl der Insulin-und
Glukagonzellen gegeniber dem Wildtyp unverandert. Die Nkx6.1-Mutanten und
Nkx6.1/Nkx6.2-Mutanten weisen eine Reduktion von Insulin exprimierenden Zellen auf,
wobei die Zahl der Insulinzellen in der Doppelmutante gegenlber der Nkx6.1-
Einfachmutante schwach reduziert ist. Die Anzahl der Glukagon exprimierenden Zellen ist in
den Nkx6.1- bzw. Nkx6.2-mutanten Mausen gegenuber den Wildtyp-Mausen unverandert,
die Anzahl der Glukagon exprimierenden Zellen in den Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten
Mausen ist gegentiber den Wildtyp Mausen dagegen um 30-50% reduziert.

Im Folgenden sollte Uberpriuft werden, ob die Differenzierung der zwei weiteren
endokrinen Zelltypen des Pankreas, der Somatostatin exprimierenden &-Zellen und
der Pankreatisches Polypeptid (PP) exprimierenden Zellen, in den verschiedenen
Nkx6-Mutanten gestort ist.

Wie die immunhistochemische Analyse zeigte, war die Zahl der Somatostatin bzw.
PP exprimierenden Zellen am E18.5 sowohl bei den Nkx6.1- bzw. Nkx6.2-einfach
mutanten Mausen als auch bei den doppelt mutanten Mausen gegenluber den
Wildtyp-Mausen unverandert (Abb. 2.12A-D; E-H).
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Abb. 2.12: Die Expression von Somatostatin und Pankreatischem Polypeptid ist in den
Mutanten unbeeintrachtigt

Immunhistochemischer Nachweis von Somatostatin und Pankreatischem Polypeptid auf
Schnitten durch die isolierte Pankreasanlage von Wildtyp- (A,E), Nkx6.2- (B,F), Nkx6.1-(C,G)
und doppelt mutanten Mausen (D,H) am Embryonaltag (E) 18.5. Die Expression beider
Hormone, welche neben Glukagon und Insulin die weiteren zwei endokrinen Zelltypen des
Pankreas charakterisieren, ist in allen Mutanten gegentber dem Wildtyp unveréandert.

Somatostatin

Die Immunfluoreszenzfarbungen im Zusammenhang mit den Ergebnissen der
Zellzahlung weisen somit darauf hin, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 teilweise redundante
Funktionen bei der Entwicklung der Glukagon exprimierenden a-Zellen und in
geringerem Male auch bei der Entwicklung der Insulin exprimierenden [3-Zellen des
Pankreas der Maus besitzen, fur die Differenzierung der Somatostatin
exprimierenden &-Zellen und Pankreatisches Polypeptid exprimierenden Zellen
jedoch nicht bendtigt werden. Gleichzeitig deutet der Verbleib einer geringen
Population Insulin exprimierender Zellen sowie einer soliden Population Glukagon
exprimierender Zellen aber auch darauf hin, dass Nkx6.1/Nkx6.2-unabhangige

Mechanismen der Differenzierung dieser Zelltypen existieren.

AbschlieRend wurde die Expression des exokrinen Markers Amylase in den Nkx6-
Mutanten mit der Expression im Wildtyp verglichen. Wie bereits gezeigt wurde (siehe
Abschnitt 2.5.1), ist die Expression von Amylase in den Nkx6.2-mutanten Mausen
gegenuber den Wildtyp-Mausen nicht verandert (Abb. 2.7+2.8). Durch
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immunhistochemische Farbungen auf Schnitten durch die Pankreasanlage der
verschiedenen Nkx6-mutanten Mause und Wildtyp-Mause am E18.5 zeigte sich,
dass die Expression von Amylase bei den Nkx6.1-mutanten und Nkx6.1/Nkx6.2-
mutanten Mausen im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls unverandert ist (Abb. 2.13A-
D).

Nkx6.1 -/-
ka6 2 -/- ka6 1-/- Nkx6.2 -/-

E185 E18.5 E18.5 E18.5

Abb. 2.13: Die Expression von Amylase ist in den mutanten Mausen nicht verandert
Immunhistochemischer Nachweis der Amylase-Expression auf Schnitten durch die isolierte
Pankreasanlage von Wildtyp- und mutanten Mausen am Embryonaltag (E)18.5.

Amylase Expression ist in den differenzierten exokrinen Zellen von Wildtyp-Mausen
nachweisbar (A, in Rot). In endokrinen Zellen sowie anderen, nicht exokrinen Strukturen,
wird Amylase hingegen nicht exprimiert. Die Nkx6.2-mutanten M&use weisen ein zum
Wildtyp identisches Expressionsmuster auf und die Anzahl der exokrinen Zellen ist
gegeniuber den Wildtyp-Mausen unverandert (B). Bei den Nkx6.1-mutanten und den
Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mausen ist die Morphologie des Gewebes durch den
Verlust geordneter Inselstrukturen verandert, die Amylase Expression ist gegeniber den
Wildtyp-Mausen jedoch nicht beeintrachtigt (C,D). Die Pfeile markieren endokrine Regionen
des Epithels, die in das exokrine Gewebe eingelagert sind.

Amylase

2.5.2 Untersuchung der Ngn3-Expression in Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten

Mausen

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 teilweise
redundante Funktionen fur die Entwicklung der a- und B-Zellen des Pankreas der
Maus besitzen (siehe Abschnitt 2.4.1). Es stellte sich nun die Frage, ob die
Abwesenheit von Nkx6.1 und Nkx6.2 zu einem Verlust der endokrinen Vorlaufer fihrt
oder ob Nkx6-Gene eine spatere Funktion in der weiteren Differenzierung dieser
Vorlauferzellen austiben. Wie im Abschnitt 2.5.1 dieser Arbeit bereits gezeigt werden
konnte, entwickeln sich die Somatostatin exprimierenden &-Zellen und die
Pankreatisches Polypetid exprimierenden Zellen unabhangig von Nkx6-Genen. Diese

Beobachtung lasst vermuten, dass endokrine Vorlauferzellen auch in Abwesenheit
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von Nkx6.1 und Nkx6.2 spezifiziert werden. Es ist jedoch auch mdglich, dass Nkx6.1
und Nkx6.2 fur die Entstehung und Spezifizierung einer Subpopulation endokriner
Vorlaufer verantwortlich ist. Daher wurde die Entwicklung der endokrinen
Vorlauferzellen durch in situ-Hybridisierung mit einer Ngn3 Antisense Sonde im
endokrinen Pankreas von Wildtyp, Nkx6.1- und Nkx6.2-einfach mutanten Mausen,

sowie Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mausen untersucht.

Nkx6.1 -/-

Nkx6.2 -/-

Abb. 2.14: Die Expression von Ngn3 erfolgt unabhdngig von Nkx6.1 und Nkx6.2
Radioaktive in situ-Hybridisierung mit einer RNS-Antisense-Sonde im Pankreas von Wildtyp-
(A), Nkx6.2- (B), Nkx6.1- (C) und Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mausen (D). Gezeigt sind
sagittale Schnitte durch Embryonen im Bereich der Pankreasanlage am E14.5. Die
Expression von Ngn3 ist in allen Mutanten gegeniber dem Wildtyp unverandert. Daraus
kann abgeleitet werden, dass sich die endokrinen Vorldufer unabhangig von Nkx6.1 und
Nkx6.2 entwickeln kénnen.

Ngn3 lield sich am E14.5 im Pankreasepithel sowohl der Wildtyp-Mause als auch der
Nkx6.1- bzw. Nkx6.2- einfach mutanten sowie doppelt mutanten Mause nachweisen
und der Grad der Ngn3-Expression der verschiedenen Nkx6-Mutanten war identisch
zum Wildtyp (Abb. 2.14A, B-D). Diese Beobachtung zeigt, dass Nkx6.1 und Nkx6.2
fur die Spezifizierung der frihen endokrinen Vorlaufer im Pankreas der Maus nicht

bendtigt werden.
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3 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Zielgene des fur die Differenzierung der (3-Zellen im
Pankreas der Maus essenziellen Homoéodomanen-Transkriptionsfaktors Nkx6.1
identifiziert werden. Durch vergleichende Gen-Chip-Analyse der RNS aus Pankreas
von Wildtyp und Nkx6.1-mutanten Embryonen sowie durch immunhistochemische
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der zu Nkx6.1 verwandte
Homoodomanen-Transkriptionsfaktor Nkx6.2 wahrend der embryonalen Entwicklung
des Pankreas durch Nkx6.1 reguliert wird. Die Untersuchung der Nkx6.1- und
Nkx6.2-Expression im Pankreas von Mauseembryonen ergab, dass die beiden
Faktoren im Wildtyp in Gberwiegend komplementaren Domanen exprimiert sind und
Nkx6.2 im Nkx6.1-mutanten Hintergrund ektopisch exprimiert wird. Da Nkx6.2 eine
hohe Sequenzhomologie zu Nkx6.1 aufweist, deuten diese Befunde darauf hin, dass
Nkx6.2 in Abwesenheit von Nkx6.1 teilweise das Fehlen von Nkx6.1 kompensieren
konnte. Die Analyse Nkx6.2-mutanter Mause lie3 zunachst nicht auf eine Funktion
dieses Faktors bei der endokrinen Entwicklung schlielen. Die Nkx6.2-mutanten
Mause erwiesen sich als &aulerlich unauffallig und die Entwicklung aller
pankreatischen Zelltypen war normal. Durch die Untersuchung Nkx6.1/Nkx6.2-
doppelt mutanter Mause zeigte sich jedoch, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 teilweise
redundante Funktionen bei der Differenzierung der a- und (-Zellen ausuben. Im
Gegensatz zu Nkx6.1-Einfachmutanten, die eine Reduktion der B-Zellen aufweisen,
liel3 sich bei den Doppelmutanten eine Reduktion der a-Zellen und eine weitere
Verringerung der [-Zellen beobachten. In der Diskussion sollen folgende
Gesichtspunkte dieser Befunde besprochen werden: Zunachst soll die Funktion der
Nkx6-Faktoren bei der Pankreasentwicklung diskutiert werden. Im folgenden
Abschnitt sollen mdgliche Mechanismen der Regulation von Nkx6.2 durch Nkx6.1
besprochen werden. AnschlielRend soll beleuchtet werden, welche Aspekte der
Nkx6.1- und Nkx6.2-Funktion redundant sind und welche funktionelle Bedeutung die
Erhaltung redundanter Gene hat. Im Hinblick auf zuklUnftige Projekte soll
abschlie3end diskutiert werden, wie verifiziert werden kann, dass es sich bei anderen
Genen, die in der Gen-Chip-Analyse als differenziell exprimiert identifiziert wurden,

um Zielgene von Nkx6.1 bei der 3-Zelldifferenzierung handelt.
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3.1 Die Funktion von Nkx6-Genen fiir die Entwicklung endokriner

Zellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 teilweise
redundante Funktionen bei der Entwicklung von a- und B-Zellen des endokrinen
Pankreas besitzen. Der beobachteten Reduktion endokriner Zellen bei Nkx6-
mutanten Mausen kdnnten verschiedene Ursachen zu Grunde liegen. Nkx6-Proteine
konnten zum einen fur die Ausbildung der endokrinen Zellen, zum anderen fur deren
Erhalt bendtigt werden. Beide Funktionen wurden bei einer Mutation der Gene zu
einer Verminderung der Zahl terminal differenzierter a- und [-Zellen fuhren.
Verschiedene Beobachtungen sprechen gegen eine Funktion von Nkx6-Proteinen fur
den Erhalt endokriner Zellen. Zum einen konnte bei Nkx6.1-einfach mutanten
Mausen im Pankreas keine erhdhte Apoptoserate beobachtet werden (Sander et al.,
2000b). Zum anderen spricht das Expressionsmuster von Nkx6.2 gegen eine
maogliche Funktion beim Zellerhalt. Obwohl Nkx6.2 teilweise die Funktion von Nkx6.1
bei der a- und B-Zellentwicklung kompensiert, findet sich bei Nkx6.1-Mutanten keine
ektopische Expression von Nkx6.2 in reifen a- und [3-Zellen (siehe Abb. 2.6). Da eine
Zellerhaltungsfunktion eines Transkriptionsfaktors in der Regel die Expression des
Faktors im betreffenden Zelltyp erfordert, spricht diese Beobachtung gegen eine
Erhaltungsfunktion.

Die Ergebnisse vorhergehender und dieser Untersuchungen sprechen dagegen fur
eine Funktion der Nkx6-Proteine bei der Differenzierung endokriner Zellen aus ihren
Vorlauferzellen. Im Folgenden soll mit Bezugnahme auf die Ergebnisse dieser Arbeit
diskutiert werden, welche Schritte der a- bzw. B-Zelldifferenzierung moglicherweise
durch Nkx6-Faktoren reguliert werden.

Wie in Kapitel 1.3.1 der Einleitung genauer beschrieben, entwickeln sich sowohl
endokrine als auch exokrine Zellen aus dem Epithel der Pankreasknospe. Im
Knospenstadium exprimieren zunachst fast alle Epithelzellen den
Transkriptionsfaktor Pdx1 und durch ,cell lineage“-Analysen konnte gezeigt werden,
dass sowohl endokrine als auch exokrine und Gangzellen aus diesen Pdx1 positiven
Vorlaufern hervorgehen (Gu, 2002). Im Laufe der endokrinen Differenzierung wird ein
pan-endokriner Vorlaufer gebildet, der durch den Transkriptionsfaktor Ngn3 markiert
ist. ,Lineage tracing“-Studien zeigen, dass alle vier endokrinen Zelltypen, nicht

jedoch exokrine oder Gangzellen aus diesen Ngn3 exprimierenden Vorlaufern
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hervorgehen (Gu, 2002). Derzeit ist noch unklar, zu welchem Entwicklungszeitpunkt
und durch welche Faktoren die unterschiedlichen endokrinen Subtypen spezifiziert
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafur, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 eine Funktion
fur die Differenzierung Ngn3-positiver Zellen zu reifen a- und B-Zellen austuben (Abb.
3.1). Fur eine spate Funktion von Nkx6.1 und Nkx6.2 bei der Differenzierung der a-
und B-Zellen spricht, dass die Expression von Ngn3 in Nkx6-einfach sowie -doppelt
mutanten Mausen gegenuber den Wildtyp-Mausen nicht verandert ist (Abb. 2.14).
Obwohl bisher nicht eindeutig geklart ist, wann die endokrinen Subtypen spezifiziert
werden, spricht die Beobachtung, dass in Nkx6-mutanten Mausen lediglich die a-
und B-Zelldifferenzierung, nicht aber die Entwicklung aller endokrinen Zelltypen des
Pankreas beeintrachtigt ist, fur eine Funktion der Nkx6-Faktoren nach der
Spezifzierung Ngn3-positiver Vorlaufer. Ein weiteres Indiz fur eine spate Funktion bei
der endokrinen Differenzierung ist, dass die Anzahl Glukagon exprimierender Zellen
in der Pankreasanlage der Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mause erst nach E14.5
gegenuber dem Wildtyp vermindert ist (Abb. 2.10).

Nkx6-Faktoren konnten entweder zusammen mit Ngn3 die endokrine Differenzierung
steuern oder stromabwarts von Ngn3 bendtigt werden. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen kénnen den vorliegenden Mechanismus nicht
aufklaren und schlieBen beide Madoglichkeiten nicht aus. Da Nkx6.1 in einer
Population endokriner Vorlaufer mit Ngn3 koexprimiert wird (Sander et al., 2000b), ist
es moglich, dass Nkx6.1 direkt mit Ngn3 zusammen wirkt. Gegen eine Funktion
parallel zu Ngn3 spricht jedoch das Muster der ektopischen Expression von Nkx6.2 in
Nkx6.1-Mutanten. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass Nkx6.2
den Verlust von Nkx6.1 bei der endokrinen Differenzierung zwar teilweise
kompensiert, jedoch zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung mit Ngn3 koexprimiert wird
(Abb. 2.3D und Abb. 2.6C, G). Dies kdnnte bedeuten, dass Nkx6.2 in endokrinen
Vorlaufern exprimiert wird, die Ngn3 auf ihrem Differenzierungsweg zu a- oder (3
Zellen bereits abgeschaltet haben (Abb. 3.1). Es ist mdglich, dass Nkx6.1 im Wildtyp
ebenfalls in solchen Vorlaufern exprimiert wird. Nkx6.1 ist, ebenso wie Nkx6.2 im
Wildtyp und ektopisch in der Nkx6.1-Mutante, teilweise mit Pdx1 koexprimiert (nicht
gezeigte Beobachtung). Da zurzeit keine Markerproteine zur Identifizierung spater
endokriner Vorlaufer bekannt sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht

untersucht werden, ob es sich bei den Pdx1/Nkx6.1- und Pdx1/Nkx6.2-positiven
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Zellen um solche Vorlaufer handelt. Die Analyse der Nkx6.1- und Nkx6.2-Expression
in Ngn3-mutanten Mausen koénnte Aufschluss dariber geben, ob Nkx6-Faktoren
tatsachlich stromabwarts von Ngn3 exprimiert werden. Analog zu den fur Pdx1 und
Ngn3 durchgefuhrten Studien, stellen ,lineage tracing“-Experimente eine weitere
Moglichkeit dar, die Differenzierungsschritte der Nkx6.2 exprimierenden Zellen in vivo
zu verfolgen. Hierfur musste eine Mauslinie, welche eine induzierbare Cre-
Rekombinase (Danielian, 1998; Metzger, 1995) unter der Kontrolle des Nkx6.2-
Promotors exprimiert, mit einer Reportermaus gekreuzt werden, welche einen
histologischen Marker (z.B die -Galaktosidase) ubiquitar in Abhangigkeit von der
Cre-Rekombinase exprimiert. In den doppelt positiven Mausen wird die Cre-
Rekombinase in allen Zellen mit aktivem Nkx6.2-Promotor exprimiert, so dass diese
infolge dessen markiert werden konnen. Kreuzt man diese Mause wiederum mit
Nkx6.1 deletierten Mausen bis zur Homozygozitat des mutierten Nkx6.1-Allels,
konnen alle Zellen erfasst werden, welche in der Nkx6.1-Mutante Nkx6.2
exprimieren. Bei diesem Verfahren kann die Expression von Nkx6.2 in einer Zelle
auch dann nachgewiesen werden, wenn sie Nkx6.2 zu einem spateren Zeitpunkt
nicht mehr exprimiert, da die R-Galaktosidase nach Cre vermittelter Rekombination
konstitutiv exprimiert bleibt. Wird Nkx6.2 wahrend der endokrinen Zelldifferenzierung
stromaufwarts von Ngn3 exprimiert, sollte Nkx6.2 in den Nkx6.1-mutanten
Reportermausen mit lacZ koexprimiert werden. Wird Nkx6.2 hingegen stromabwarts
von Ngn3 exprimiert, sollte im Pankreas keine Koexpression des Markers und Ngn3
nachweisbar sein.

Wie oben diskutiert, sprechen die Ergebnisse fur eine Funktion der Nkx6-Faktoren
bei der Differenzierung endokriner Vorlaufer in reife a- und -Zellen. Es stellt sich die
Frage, welches Schicksal die endokrinen Vorlaufer der Nkx6-mutanten Mause
erfahren, wenn sie nicht in a- und p-Zellen differenzieren. Bei anderen
Mausmutanten mit Defekten in der endokrinen Differenzierung, wie zum Beispiel der
Pax4-Mutante (Sosa-Pineda et al., 1997), konnte gezeigt werden, dass die
Vorlauferzellen in Abwesenheit des Faktors in einen anderen endokrinen Zelltyp
differenzieren. Bei Pax4-Mutanten ist ein Verlust der -und &Zellen zu beobachten,
gleichzeitig ist jedoch die Anzahl der a-Zellen vermehrt. Im Gegensatz zu den
Beobachtungen bei Pax4 Mutanten konnte bei Nkx6-Mutanten keine erhdhte Anzahl
anderer endokriner Zellen festgestellt werden (Abb. 2.12). Diese Ergebnisse kdnnten

dahingehend interpretiert werden, dass die Vorlauferzellen zum Zeitpunkt der
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Aktivierung von Nkx6-Faktoren bereits einen Teil ihrer Plastizitat verloren haben und
somit nicht mehr in andere Zelltypen differenzieren konnen. Zurzeit ist noch unklar,
was in Nkx6-Mutanten mit den a- und B-Zellvorlaufern passiert, wenn sie keine
weitere Differenzierung durchlaufen. Wie bereits oben erwahnt, konnte im gesamten
Pankreas bei Nkx6.1-Einfachmutanten wahrend verschiedener Stadien der
Embryonalentwicklung keine erhdhte Apoptoserate festgestellt werden (Sander et al.,
2000b). Um den Mechanismus aufzuklaren, musste die Apoptose- und
Proliferationsrate bei Nkx6-Mutanten direkt in a- und B-Zellvorlaufern untersucht
werden. Da ein spezifischer Marker fur diese Zellpopulationen fehlt, konnten diese

Experimente jedoch nicht durchgefuhrt werden.

Die in dieser Arbeit durch genetische Studien gewonnenen Ergebnisse deuten auf
eine spate Funktion von Nkx6.1 und Nkx6.2 bei der endokrinen Differenzierung hin.
Die Untersuchungen zeigen jedoch auch, dass beide Faktoren schon frih in den
undifferenzierten Epithelzellen der Pankreasknospe exprimiert sind. Nkx6.2 ist
bereits am E9.5 in der ventralen und dorsalen Pankreasknospe nachweisbar (Abb.
2.2). Wie in Abbildung 2.3 gezeigt, ist am E10.5 auch Nkx6.1 nachweisbar und zu
diesem Zeitpunkt werden beide Faktoren in einem Teil der Epithelzellen koexprimiert.
Trotz dieser fruhen Expression in der Pankreasanlage ist die Entwicklung des
Organs nicht von Nkx6.1 und Nkx6.2 abhangig. In unserer Arbeitsgruppe konnte
kurzlich ein weiterer Nkx6-Transkriptionsfaktor identifiziert werden, der wie Nkx6.1
und Nkx6.2 im frihen Pankreasepithel exprimiert ist. Im Gegensatz zu den anderen
beiden Nkx6-Faktoren ist Nkx6.3 jedoch zum Zeitpunkt der endokrinen
Differenzierung nicht mehr im Pankreas nachweisbar (M.Sander, mundl. Mitteilung).
Nkx6.3 weist eine sehr hohe Sequenzhomologie zu Nkx6.2 auf. Dieser Befund weist
darauf hin, dass Nkx6.3 den Verlust von Nkx6.1 und Nkx6.2 in der frihen
Pankreasentwicklung kompensieren konnte. Ob Nkx6-Aktivitat tatsachlich fur die
fruhe Entwicklung des Organs bendtigt wird, kann nur durch die Herstellung
mehrfach mutanter Mause aufgeklart werden. In unserer Arbeitsgruppe werden
hierfur derzeit Nkx6.3-mutante Mause hergestellt. Es ist nicht ungewdhnlich, dass ein
Faktor getrennte Funktionen in der fruhen und spaten Entwicklung eines Organs
ausubt. So ist Pdx1 beispielsweise in der fruihen Embryonalphase fur das Wachstum
der Pankreasknospe verantwortlich und reguliert spater in der differenzierten -Zelle
die Expression des Insulin-Gens (Offield et al., 1996; Ohlsson et al., 1993).
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Ob differenzierte endokrine Zellen fur ihre Funktion Nkx6.2-Aktivitat bendtigen, ist
derzeit noch unklar. Nkx6.1 ist der einzige der drei Nkx6-Faktoren, der nach der
Geburt im Pankreas exprimiert ist. Da Nkx6.1-mutante Mause bereits bei der Geburt
sterben, kann in diesem Modell die Funktion von Nkx6.1 in adulten B-Zellen nicht
untersucht werden. Wie fur Pdx1 (Ahlgren et al., 1998), musste fur die Untersuchung
der Nkx6.1-Funktion im adulten Pankreas ein konditionaler ,Knock-out® hergestellt
werden. Durch gezielte Deletion des Nkx6.1-Gens in B-Zellen konnte dann die
Bedeutung der Nkx6.2-Aktivitat fur die B-Zellfunktion untersucht werden. Kurzlich in
unserer Arbeitsgruppe erhaltene Ergebnisse weisen bereits indirekt auf eine Funktion
von Nkx6.1 in reifen B-Zellen hin. Der Transkriptionsfaktor MafA ist selektiv in den
Insulin produzierenden Zellen des sich entwickelnden und adulten Pankreas
exprimiert und ist in der Lage, an den Insulin-Promotor zu binden und diesen zu
transaktivieren (Kataoka, 2002; Olbrot, 2002). Im Gegensatz zu Wildtyp--Zellen
exprimieren die verbleibenden B-Zellen in Nkx6.1-mutanten Mausen kein MafA
(Maike Sander, mundl. Mitteilung). Dieser Verlust der MafA Expression in [3-Zellen
deutet darauf hin, dass Nkx6.1 fur Schritte der terminalen Differenzierung von f3-

Zellen von Bedeutung sein kdnnte.
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Abb. 3.1: Modell fir die Regulation der endokrinen Zellentwicklung durch Nkx6-
Faktoren

Die Homdéodomanen-Transkriptionsfaktoren Nkx6.1 und Nkx6.2 haben redundante
Funktionen bei der Entwicklung der a-und B-Zellen des Pankreas der Maus. Nkx6.1/Nkx6.2-
mutante Mause weisen eine normale Expression von Pdx1 und Ngn3 auf. Da sich die d-und
PP Zellen in Nkx6-mutanten M&usen normal entwickeln, werden Nkx6.1 und Nkx6.2
wahrscheinlich fur die Differenzierung Ngn3-positiver Vorlaufer zu reifen a-und (-Zellen
bendtigt.

3.2 Die Regulation von Nkx6.2 durch Nkx6.1

Die Ergebnisse der Gen-Chip-Analyse und der immunhistochemischen
Untersuchungen deuten darauf hin, dass Nkx6.1 die Expression von Nkx6.2 reguliert.
Da Nkx6.1 ein transkriptioneller Repressor ist (Muhr et al., 2001) und Nkx6.2
ektopisch im Pankreas von Nkx6.1-Mutanten exprimiert wird, kdnnte es sich hierbei
sowohl um eine direkte, als auch eine indirekte Regulation handeln. Um zu
Uberprufen, ob es sich mdglicherweise um eine direkte Repression des Nkx6.2-
Promotors durch Nkx6.1 handelt, wurden 5 kb genomischer Sequenz stromaufwarts
vom potenziellen Transkriptionsstart des murinen und humanen Nkx6.2-Gens auf
Bindungsstellen fur Nkx6.1 durchmustert. Nkx6.1 bindet an die Konsensussequenz
TTAATTAG bzw. TTAATTG/A (Jorgensen, 1999; Mirmira et al., 2000), die das
Kernmotiv TAAT als Homdéodomanen-Bindungsmotiv enthalt. Eine vollstandige

Homologie zu diesem Motiv konnte innerhalb der 5 kb umfassenden Promotorregion
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weder in sense noch in antisense-Richtung identifiziert werden. Allerdings konnten
der Konsensussequenz ahnliche Sequenzen identifiziert werden, welche das
gemeinsame Kernmotiv aller Homéodomanen-Proteine, TAAT, sowie eine bis zwei
weitere Basen der Nkx6.1-Bindestelle umfassen. Daher konnte Nkx6.1 an den
Nkx6.2-Promotor binden.

Um experimentell zu uberprifen, ob die potenziellen Bindungsstellen eine
Repression des Nkx6.2-Promotors durch Nkx6.1 vermitteln, wurden Bereiche aus der
Promotorregion, welche diese Motive enthielten, in den Reportervektor pGL3
eingebracht. Dieser Vektor tragt das Luziferase-Gen stromabwarts der
Klonierungsstelle fur den Promotor. Die Expression der Luziferase dient nach
Einbringen dieses Vektors in eine Zelllinie als Mal} fur die Aktivitat des Nkx6.2-
Promotors.

Um eine mogliche Repression der Promotoraktivitat durch Nkx6.1 dokumentieren zu
kdnnen, galt es zunachst eine Zelllinie zu identifizieren, in der das Nkx6.2-Gen
exprimiert wird und somit der Promotor aktiv ist. In Testversuchen stellte sich heraus,
dass der Nkx6.2-Promotor weder in adulten a-TC noch B-TC (Tumorzelllinien aus
adulten a-Zellen bzw. adulten R-Zellen) aktiv ist. Da es bisher nicht gelungen ist, eine
Zelllinie zu identifizieren, in welcher der Nkx6.2-Promotor aktiv ist, konnten im
Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Untersuchungen einer direkten Repression der
Nkx6.2-Transkription durch Nkx6.1 durchgefuhrt werden. Viel versprechend als
mogliche Modellzelllinie erscheinen embryonale Pankreaszelllinien, da Nkx6.2 nur im
embryonalen, nicht aber im adulten Pankreas exprimiert wird. Eine weitere
Maglichkeit, Interaktionen von Nkx6.1 mit den potenziellen Bindestellen im Nkx6.2-
Promotor zu untersuchen, ist der EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay).
Obwohl die beschriebenen Experimente wertvolle Hinweise auf das Vorliegen einer
direkten Regulation der Nkx6.2-Expression durch Nkx6.1 liefern kdnnen, kann eine
definitive Aussage nur dadurch erbracht werden, dass die funktionelle Bedeutung der
Nkx6.1-Bindungsstellen in vivo gezeigt wird.

Einige in dieser Arbeit vorgestellten Befunde deuten darauf hin, dass zusatzliche
Proteine die Repression von Nkx6.2 durch Nkx6.1 modulieren. Obwohl Nkx6.2 im
Pankreas Nkx6.1-mutanter Embryonen ektopisch in vielen undifferenzierten
epithelialen Zellen exprimiert wird, zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse auch,
dass nicht alle Zellen, die nomalerweise Nkx6.1-positiv sind, in Nkx6.1-Mutanten eine

ektopische Expression von Nkx6.2 aufweisen. Wahrend Nkx6.1 bei Wildtyp-Mausen
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mit Ngn3 koexprimiert wird, konnte in Nkx6.1-Mutanten keine Koexpression von
Nkx6.2 und Ngn3 festgestellt werden. Dies zeigt, dass nicht alle Zellen bei Verlust
von Nkx6.1 ektopisch Nkx6.2 exprimieren. Diese Beobachtung deutet darauf hin,
dass moglicherweise bisher unbekannte, Zelltyp-spezifische Faktoren daruber
entscheiden, ob in Abwesenheit von Nkx6.1 eine Derepression von Nkx6.2 erfolgt.

In der Gen-Chip-Analyse konnten weitere Gene identifiziert werden, die
moglicherweise durch Nkx6.1 reguliert werden. Es ist denkbar, dass einer der durch
diese Gene kodierten Faktoren eine Funktion bei der Regulation der Nkx6.2

Expression ausubt. Dies kdnnte im Rahmen zukunftiger Projekte untersucht werden.

3.3 Die Redundanz von Nkx6-Faktoren bei der endokrinen

Zellentwicklung der Maus

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 bei der
endokrinen Zellentwicklung redundante Funktionen austben. Da Nkx6.1 und Nkx6.2
wahrend der endokrinen Zelldifferenzierung nicht koexprimiert sind, wirde man
zunachst nicht annehmen, dass die beiden Proteine in vivo Redundanz zeigen.
Obwohl die Mutation von Nkx6.2 allein keinen Defekt bei der endokrinen
Differenzierung hervorruft, fuhrt die Mutation von Nkx6.2 auf Nkx6.1-mutantem
Hintergrund im Vergleich zu Nkx6.1-Mutanten zu einer weiteren Reduktion der [
Zellen. Daruber hinaus weisen Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutante Mause eine
Reduktion der a-Zellen auf, die bei Nkx6.1- oder Nkx6.2-einfach mutanten Mausen
nicht beobachtet wird (Abb. 2.10). Demzufolge ist Nkx6.2 in Abwesenheit von Nkx6.1
in der Lage, dessen Verlust bei der Differenzierung der a-Zellen und teilweise bei der
Differenzierung der (-Zellen zu kompensieren. Da Nkx6.2 in Abwesenheit von
Nkx6.1 im Pankreas ektopisch exprimiert wird, lasst sich folgern, dass die
Kompensation in Nkx6.1-Mutanten durch die Derepression der Nkx6.2-Expression
erfolgt. Die deutliche Reduktion der [3-Zellen in Nkx6.1-einfach mutanten Mausen
zeigt aber auch, dass Nkx6.2 den Verlust von Nkx6.1 nicht vollstandig kompensieren

kann. Es stellt sich daher die Frage, warum paraloge Gene' wie Nkx6.1 und Nkx6.2

! Gruppe von Genen, die in ihrer Basensequenz eine hohe Ubereinstimmung zeigen und in ein und
demselben Organismus vorkommen; werden als in der Evolution zustande gekommene

Vervielfaltigungen eines einzelnen Urgens betrachtet.
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zwar ahnliche aber nicht identische Funktionen bei der Zellspezifizierung besitzen.
Fir eine vollstandige funktionelle Redundanz ist eine véllige Ubereinstimmung der
raumlichen und zeitlichen Expressionsdomanen, der Expressionsintensitat und der
funktionellen Eigenschaften beider Faktoren Vorraussetzung. Im Folgenden sollen
die moglichen Ursachen diskutiert werden, warum Nkx6.2 den Verlust von Nkx6.1
nur partiell kompensiert.

Wie die vergleichende Analyse der Expression von Nkx6.1 und Nkx6.2 zeigte,
besteht sowohl zeitlich als auch raumlich keine absolute Ubereinstimmung in der
Expressionsdomane der Nkx6-Faktoren. Nkx6.1 und Nkx6.2 sind in Wildtyp-Mausen
in den meisten Epithelzellen der frihen Pankreasanlage koexprimiert (Abb. 2.4A, B).
Bereits am Embryonaltag E12.5, also ungefahr zu dem Zeitpunkt, an dem die
endokrine Zelldifferenzierung einsetzt, sind Nkx6.1 und Nkx6.2 aber Uberwiegend in
verschiedenen Zellpopulationen exprimiert (Abb. 2.4C, D). Wahrend Nkx6.1 in Ngn3-
positiven endokrinen Vorldufern und differenzierten 3-Zellen exprimiert wird (Sander
et al., 2000b), kann zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung eine Koexpression von
Ngn3 bzw. Insulin und Nkx6.2 nachgewiesen werden (Abb. 2.3D+F). In Nkx6.1-
mutanten Mausen ist Nkx6.2 in vielen Epithelzellen ektopisch exprimiert, aber auch
hier kann keine Koexpression mit Ngn3 beobachtet werden (Abb. 2.6C+G). Obwohl
aufgrund des Fehlens geeigneter Marker nicht ausgeschlossen werden kann, dass
die ektopisch in der Nkx6.1-Mutante Nkx6.2 exprimierenden Epithelzellen im Wildtyp
Nkx6.1 exprimieren, weist dies darauf hin, dass Nkx6.2 auch ektopisch nicht in genau
derselben Zellpopulation wie normalerweise Nkx6.1 exprimiert wird. Auch bei der
Entwicklung von Motoneuronen im Rickenmark weisen Nkx6.1 und Nkx6.2 partiell
redundante Funktionen auf. Analog zu den Befunden im Pankreas wird Nkx6.2 in
Abwesenheit von Nkx6.1 ektopisch exprimiert, was nahelegt, dass auch im
Ruackenmark die beobachtete Redundanz auf einer Derepression von Nkx6.2 in
Abwesenheit von Nkx6.1 beruht (Vallstedt, 2001). Im Gegensatz zum Pankreas
scheint im Ruckenmark die ektopische Expression von Nkx6.2 jedoch alle Zellen zu
umfassen, die normalerweise Nkx6.1 exprimieren. Allerdings konnte beobachtet
werden, dass in den ektopisch Nkx6.2 exprimierenden Zellen Nkx6.2 im Vergleich zu
Nkx6.1 auf niedrigerem Niveau exprimiert wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte Analyse der Nkx6.2-Expression weist
darauf hin, dass im Pankreas ebenfalls Unterschiede im Expressionsniveau der

Nkx6-Faktoren bestehen. Die ektopische Expression von Nkx6.2 erschien merklich
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schwacher als die Expression von Nkx6.1. Obwohl eine Quantifizierung der
Proteinkonzentration durch Immunhistochemie nicht mdglich ist, deuten diese
Beobachtungen darauf hin, dass auch im Pankreas die Menge ektopisch
exprimierten Nkx6.2-Proteins geringer ist als die Menge des im Wildtyp exprimierten
Nkx6.1-Proteins. Aufgrund dieser Beobachtungen ist nicht ausgeschlossen, dass
Nkx6.2 auch in Ngn3-positiven Zellen der Nkx6.1-Mutante exprimiert wird, die
Proteinmenge jedoch nicht ausreicht, um durch Antikérper nachgewiesen zu werden.
Es ist daher denkbar, dass Nkx6.2 in den Nkx6.1-mutanten Mausen nicht hoch
genug exprimiert ist, um den Verlust von Nkx6.1 bei der endokrinen
Zelldifferenzierung in dessen Abwesenheit vollstandig zu kompensieren.

Alternativ besteht die Mdglichkeit, dass funktionelle Unterschiede zwischen Nkx6.1
und Nkx6.2 auf Unterschieden in der Sequenz beider Proteine beruhen. Die
Homologie zwischen Nkx6.1 und Nkx6.2 betragt bezogen auf die gesamte
Proteinsequenz nur etwa 60%. Ein strukturelles Motiv, das mdgliche funktionelle
Unterschiede bedingen konnte, ist ein N-terminales Serin-Alanin-Motiv, das sich nur
bei Nkx6.1, nicht aber bei Nkx6.2 finden lasst. Die Funktion dieser Sequenz ist bisher
nicht geklart, es wird jedoch vermutet, dass hierdurch Protein-Protein-Interaktionen
vermittelt werden konnten (Komuro, 1993; Rudnick et al., 1994). Nkx6.1 konnte somit
Kofaktoren rekrutieren, die nicht von Nkx6.2 erkannt werden.

Allerdings sind die DNS bindende Homéodomane und die NK-Domane von Nkx6.1
und Nkx6.2 fast identisch. Im Einklang hiermit konnte gezeigt werden, das Nkx6.1
und Nkx6.2 das gleiche Potenzial besitzen, Korepressoren vom Gro/TLE-Typ zu
rekrutieren, welche fur die Repressorfunktion beider Proteine bendtigt werden
(Awatramani et al., 2000; Muhr et al., 2001). Uberexpressionsstudien im Huhn
weisen zudem darauf hin, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 in vivo funktionell identische
Eigenschaften haben (Briscoe et al., 2000). Um direkt zu testen, ob eine
Ubereinstimmung in der Funktionalitét beider Proteine besteht, miisste das Nkx6.2
Gen in vivo vom Nkx6.1-Lokus exprimiert werden. Dies konnte durch die Herstellung
sogenannter ,knock-in“-Mause, die Nkx6.2 unter der Kontrolle der Nkx6.1-
regulatorischen Sequenzen exprimieren, erreicht werden. Diese Strategie erlaubt
eine Expression von Nkx6.2, die sowohl zeitlich als auch raumlich exakt mit der
endogenen Nkx6.1-Expression Ubereinstimmt. Ware Nkx6.2 in der Lage, die

Funktion von Nkx6.1 bei der endokrinen Entwicklung vollstandig zu ersetzen, wirde
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dies bedeuten, dass die Nkx6.1-und Nkx6.2-Proteine in vivo identische biologische

Funktionen besitzen.

3.4 Die Rolle von Genduplikationen in der Evolution

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 nur partiell
redundante Funktionen bei der Entwicklung des endokrinen Pankreas besitzen. Geht
man davon aus, dass Nkx6.1 und Nkx6.2 durch Genduplikation aus einem
gemeinsamen Vorlaufer gebildet wurden, mussen beide Faktoren urspringlich
vollkommen identisch gewesen sein. Es stellt sich daher die Frage nach den
Mechanismen, welche im Laufe der Evolution zu den beobachteten Unterschieden
zwischen den beiden Faktoren gefuhrt haben. Die vorliegenden Daten weisen darauf
hin, dass Nkx6.2 in den Nkx6.1-mutanten Mausen verwendet wird, um die Funktion
von Nkx6.1 bei der Differenzierung der endokrinen Zellen in dessen Abwesenheit zu
ubernehmen. Da Nkx6.2 den Verlust von Nkx6.1 nicht vollstandig kompensieren
kann, scheinen sich die Unterschiede zwischen Nkx6.1 und Nkx6.2 eher nachteilig
auf die Entwicklung des Pankreas auszuwirken. Worin besteht also die biologische
Relevanz dieser Divergenz?

Die Ergebnisse phylogenetischer Studien deuten an, dass duplizierte Gene im Zuge
der Evolution nicht zur Absicherung bestehender Mechanismen erhalten wurden,
sondern die Entwicklung neuer Funktionen ermdglicht haben (Ohno, 1970; Prince,
2002). Viele Modelle basieren auf Vergleichen der Hox-Gene unterschiedlicher
phylogenetischer Spezies, da ihre Organisation, Regulation und Funktion im Laufe
der Evolution hoch konserviert ist. Hox-Gene wurden erstmals in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster identifiziert, wo sie eine steuernde Funktion bei der
Ausbildung der Korpersegmentierung besitzen (Nusslein- Volhard, 1980). Hox-Gene
konnten inzwischen bei allen phylogenetischen Gruppen der Vertebratenlinie
nachgewiesen werden und in allen untersuchten Spezies besteht ihre Funktion in der
Spezifizierung der anterior-posterioren Identitat (De Rosa, 1999; McGinnis and
Krumlauf, 1992). Auf der Basis von Sequenzvergleichen sowie der Hox-Gen-
Organisation unterschiedlicher Spezies wird postuliert, dass im Laufe der Evolution
mehrfache Duplikationen des gesamten Genoms sowie einzelner Gene eines
gemeinsamen Vorlaufers von Vertebraten und Invertebraten stattgefunden hat. Es
wird angenommen, dass diese Vorgange zur Bildung der komplexen Korperstruktur
der Vertebraten gefuhrt haben (Bailey, 1997; Friedman, 2001; Sidow, 1996). Die aus
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den Untersuchungen der Hox-Gen-Funktion bei verschiedenen Spezies gewonnenen
Erkenntnisse zeigen, dass paraloge Gene teilweise redundante, teilweise aber auch
eigenstandige Funktionen erfullen und haufig in Uberlappenden, aber nicht
identischen Domanen exprimiert werden (Prince, 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stehen im Einklang mit diesem Modell. Die
Expressionsanalyse von Nkx6.1 und Nkx6.2 im embryonalen Pankreas zeigt, dass
beide Faktoren im frihen Embryonalstadium teilweise koexprimiert sind (Abb 2.4
A,B), spater jedoch in unterschiedlichen Domanen exprimiert werden. Die Daten der
vorliegenden Studie geben zurzeit keine Hinweise auf eine eigenstandige Funktion
von Nkx6.2 bei der Pankreasentwicklung.

Es existieren mehrere Modelle, um die Divergenz in Expression und Funktion
zwischen duplizierten Genen zu erklaren, von denen nur zwei kurz erlautert werden
sollen.

Das klassische Modell der Neo-Funktionalisierung postuliert, dass durch
Genduplikation eine Redundanz geschaffen wird, die mutationsbedingte strukturelle
Anderungen der Proteinsequenz duplizierter Gene erlaubt, was zum Erwerb neuer
Funktionen fuhren kann (Ohno, 1970).

Das sogenannte Modell der Subfunktionalisierung oder DDC (Duplication
Degeneration Complementation)- Modell postuliert hingegen, dass folgend auf die
Genduplikation eine Degeneration komplementarer regulatorischer Regionen der
duplizierten Gene zu einer Verschiebung der Expessionsdomanen und des
Expressionsniveaus gefuhrt hat. Hierdurch wird die Funktion des urspringlichen
Gens sozusagen ,aufgeteilt”, so dass die komplementaren Funktionen beider Gene
fur die Aufrechterhaltung der Funktionen des urspringlichen Gens bendtigt werden
(Force, 2002). Dieses Modell bietet eine Erklarung fir die beobachteten
Unterschiede in der Expression von Nkx6.1 und Nkx6.2 im Pankreas und im
zentralen Nervensystem und unterstitzt die Vermutung, dass diese Divergenz die
Ursache fur die unvollstandige Kompensation der Nkx6.1-Funktionen durch Nkx6.2
ist. Um Uberprifen zu kdnnen, ob die Unterschiede in der Expression von Nkx6.1 und
Nkx6.2 im Pankreas und im Nervensystem ganz oder teilweise auf
Subfunktionalisierung zurlckzufuhren sind, ware es daher erforderlich, mehr
Informationen Uber die regulatorischen Regionen stromaufwarts und stromabwarts
der beiden Faktoren zu haben. AuRerdem ware es interessant herauszufinden, ob

tatsachlich ein gemeinsamer Vorlaufer existiert, der die Expressionsdomanen der
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Nkx6-Gene im Pankreas vereinigt und eine identische Funktion besitzt. Bisher konnte
in der Linie der Vertebraten kein solcher Vorlaufer identifiziert werden. Allerdings
wurde in Drosophila melanogaster ein Faktor nachgewiesen, der eine hohe
Homologie zu Nkx6.1 und Nkx6.2 aufweist und daher als Nk6 bezeichnet wird (Uhler,
2002). Eine dem Pankreas aquivalente Struktur ist in Drosophila nicht vorhanden, die
Expressionsdomanen im zentralen Nervensystem (ZNS) entsprechen jedoch denen
der Nkx6-Faktoren im ZNS der Maus. Bisher ist nicht geklart, ob Nk6 analog zu
Saugern auch bei Drosophila melanogaster fur die Spezifizierung bestimmter
Neurone verantwortlich ist. Die bisher durchgefuhrten Studien weisen jedoch darauf
hin, dass das Drosophila-Nk6-Gen zu einem anderen Zeitpunkt der neuronalen
Entwicklung exprimiert wird als die Nkx6-Gene im Riuckenmark und Hirnstamm der
Maus. Wahrend das Nk6-Gen in Drosophila melanogaster erst in einer spaten
Entwicklungsphase des ZNS exprimiert wird, werden Nkx6.1 und Nkx6.2 bereits im

frihen Neuralrohrstadium im Nervensystem exprimiert (Qiu et al., 1998; Uhler, 2002).

3.5 Potenzielle Zielgene fur Nkx6.1

Mittels der Affymetrix Gen-Chip-Analyse konnten weitere Gene identifiziert werden,
welche am E13.5 in der Pankreasanlage von Nkx6.1-mutanten und Wildtyp-Mausen
differenziell exprimiert werden. Eine interessante Aufgabe im Rahmen weiterer
Projekte kdnnte daher die Untersuchung dieser Gene im Hinblick auf ihre Funktion
fur die Pankreasentwicklung sein.

HierfUr muss zunachst bestatigt werden, dass diese Gene wirklich im Pankreas
exprimiert werden. Fur den qualitativen Nachweis der mRNS im Pankreasgewebe
eignet sich die RT-PCR, mit der schon geringe Mengen des Transkripts
nachgewiesen werden konnen. Diese Methode erlaubt es, eine grol3e Anzahl von
Genen in kurzer Zeit im Hinblick auf ihre mogliche Expression im Pankreas zu
untersuchen. Um im Folgenden die quantitativen Unterschiede in der mRNS
Expression zwischen Wildtyp und Mutante zu verifizieren, bietet sich die Methode der
real time PCR an. Im Gegensatz zur einfachen PCR handelt es sich hierbei um eine
quantitative Methode, bei welcher bei jedem PCR Amplifikationszyklus ein
Fluorochrom in den neu synthetisierten DNS-Strang eingebaut wird. Dieses
Fluorochrom wird bei jedem Zyklus durch ein spezielles Gerat detektiert, wodurch

indirekt eine Quantifizierung der mRNS erfolgt. Da die PCR keine Lokalisation der
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Transkripte im Organ erlaubt, sollen bestimmte Kandidatengene anschlief3end mittels
RNS in situ Hybridisierung oder Immunohistochemie im Hinblick auf ihre Lokalisation
im Pankreas untersucht werden. Wenn entsprechende Antikorper verfugbar sind, ist
die Immunhistochemie die Methode der Wahl, da direkt gezeigt werden kann, dass
im Pankreas von Nkx6.1-Mutanten nicht nur mehr mRNS sondern auch mehr Protein
exprimiert wird. Alternativ kann der Nachweis auch mittels des ,Western blot*-
Verfahrens erfolgen. Die Immunhistochemie hat jedoch den Vorteil, dass durch
Kofarbungen mit spezifischen Antikdrpern der Zelltyp ermittelt werden kann, in dem
das zu untersuchende Protein exprimiert wird. Nachfolgende
Promotorbindungsstudien und Reportergenassays konnen klaren, ob diese Gene

direkt durch Nkx6.1 reguliert werden.
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4 Material

4.1 Bezugsquellen haufig verwendeter Substanzen

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

2p_dCTP

BSA

Chloroform

Desoxy- und Ribonukleotide
DMSO

DNAsel aus Rinderpankreas
DTT

EDTA

Ethidiumbromid

Formamid

Glycerin
Heringsspermien-DNS
Isoamylalkohol
Lachsspermien-DNS
B-Mercaptoethanol
3MM-Papier

Nitrozellulose

PFA

Phenol

Paraformaldehyd

Random Primers Labeling Kit
Restriktionsendonukleasen
RNase aus Rinderpankreas

Rontgenfilme

Gibco/BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Carl Roth KG, Heidelberg
Amersham-Pharmacia, UK
Sigma, Mldnchen

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma, Midnchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Midnchen

Carl Roth KG, Karlsruhe
Sigma, Mldnchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Mldnchen

Merck, Darmstadt
Whatman, Maidstone (USA)
Schleicher & Schill, Dassel
Carl Roth KG, Karlsruhe
Riedel-deHaen, Seelze
Carl Roth KG, Karlsruhe
Gibco/BRL, Eggenstein
Gibco/BRL, Eggenstein

Boehringer, Mannheim

Kodak, Amersham-Pharmacia, UK



Material

61

SDS

Sterilfilter
T4-DNS-Ligase
Tris

Triton X-100
Trypsin
Xylencyanol

Zellkulturplatten

Serva, Heidelberg
Schleicher & Schuell, Dassel
Boehringer, Mannheim

Carl Roth KG, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Greiner, Nurtingen

Salze und sonstige Chemikalien Merck, Darmstadt,

Vectashield Fluoreszenz Mounting

Medium
X-Gal

Vector, Alexis, Grinberg Deutschland
Carl Roth KG, Heidelberg

4.2 Zusammensetzung gebrauchlicher Medien und Losungen

Denhardt’s

DEPC-H20

LB-Medium

PBS-Puffer

PCI

PFA Fixativ

SSC-Puffer (20x)

TAE-Puffer (1X)

1g Ficoll 400; 1g Polyvenylpyrrolidine;
1g BSA; auf 100ml ddH.0O
Diethylpyrocarbonat: ddH,O 1:1000
verdunnen. Vor dem autoklavieren
uber Nacht rahren.

1 % Casein-Hydrolysat, 0,5 % Hefe
Extrakt, 0,5 % NaCl, 0,1 % Glukose,
pH7,0

0,174 M NaCl, 2,7 mM KClI,

3,2 mM NazHPO4, 1,5 mM KH,P04
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
Phenol:Chloroform: Isoamylalkohol
(25:24:1)

4% Paraformaldehyd in PBS

3 M NaCl, 0,3 M Natriumzitrat pH7.0

0,2 M Tris-Acetat, 10 mM EDTA pH8
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1M Tris Puffer 121g Tris auf 800ml ddH,0. PH Wert
einstellen. Auf 1L mit ddH,O auffillen.

4.3 Verwendete Sonden fur in situ Hybridisierung

Gen Ausgangsplasmid Sondenherstellung (antisense) Referenz
ngn3 pcDNAI Plasmidlinearisierung durch Notl Verdau Gradwohl,
et al., 2000

4.4 Verwendete Mausestamme

4.4.1 Nkx6.1xC57BL/6J und Nkx6.1xNMRI

Fir die im Rahmen dieser Studie durchgefuhrten Untersuchungen standen Nkx6.1-
mutante Mause auf C57BL/6J Hintergrund zur Verfugung (Sander et al., 2000).
Nkx6.1-heterozygote C57BL/6J Mause wurden, sofern erforderlich, auf die Linie
NMRI zurtuckgekreuzt. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR. Um Nkx6.1-
homozygot mutante Embryonen zu erhalten, wurden Nkx6.1-heterozygot mutante
Mause terminiert verpaart und die Embryonen zum gewulnschten Zeitpunkt geerntet.
Fur die Altersbestimmung der Embryonen wurde der Tag nach dem Auftreten des
VaginalverschlufRes als Tag 0.5 postcoitum (0.5) festgelegt. Die Genotypisierung der
Mutanten erfolgte durch ,Southern blot"-Verfahren oder PCR wie beschrieben (siehe
Methoden).

4.4.2 Nkx6.2xC57BL/6J

Nkx6.2-mutante Mause wurden durch die Arbeitsgruppe von Johan Ericson,
Karolinska Institut, Stockholm, zur Verfugung gestellt. Nkx6.2-homozygot mutante
Mause wurden analog zu den Nkx6.1-Mutanten durch terminierte Verpaarung
heterozygoter Tiere erhalten. Die Genotypisierung der Mause und Embryonen

erfolgte durch ,Southern blot" Verfahren wie beschrieben (siehe Methoden).
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4.4.3 Nkx6.1xNkx6.2xC57/BL6J und Nkx6.1xNkx6.2xNMRI

Die Nkx6.1/Nkx6.2-doppelt mutanten Mause stammen aus eigener Herstellung. Zur
Gewinnung doppelt homozygot mutanter Embryonen wurden zunachst doppelt
heterozygote Mause hergestellt. Da homozygot Nkx6.1-mutante Mause nicht
lebensfahig sind, wurden hierzu Nkx6.1-heterozygot mutante Mause auf NMRI oder
C57BL/6J Hintergrund mit homozygoten Nkx6.2-mutanten Mausen gekreuzt. Durch
terminierte Verpaarung (s.o) der doppelt heterozygoten Tiere konnten im Verhaltnis
1:16 doppelt homozygot mutante Embryonen gewonnen werden. Die
Genotypisierung aller mutanten Mause und Embryonen erfolgte durch ,Southern

blot" Verfahren wie beschrieben (Siehe Methoden).

4.5 Verwendete Bakterienstamme

DH5a New England Biolabs
XL1-Blue New England Biolabs

4.6 Fur Klonierungen verwendete Basisvektoren

pBluescript KS+/SK- Klonierungsvektor der Firma Stratagene

PGEM-5Zf(+) Klonierungsvektor der Firma Promega
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4.7 Verwendete Plasmide

Bezeichnung Basisvektor Insert Verwendungs Hersteller
zweck
Tau LacZ Nkx6.2 pBluescript tau lacZ/ pGK neo | Sondenpraparation | Johan Ericson,
KS'ISK™ Kassette flankiert von | f Ui r die
3'und 5°Region der| Genotypisierung Schweden
Nkx6.2 Sequenz von Nkx6.2
Mutanten
pBluescript+Nkx6.1 | pPBKS+ Nkx6.1 genomische | Sondenpraparation | Maike Sander,
Maus DNS far N die ZMNH,
Genotypisierung
von Nkx6.1| Universitat
Mutanten Hamburg
PGK neo pBKS+ Neomycin-Gen unter | Sondenpraparation | Maike Sander,
der Kontrolle des|fir die

PGK Promotors

Genotypisierung
von Nkx6.1/Nkx6.2
Mutanten

ZMNH,
Universitat

Hamburg

4.8 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried), MWG Biotech (Ebersberg) oder

Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Nach dem Loésen in ddH2,O wurden jeweils

Verdinnungen von 40 pmol/ ul hergestellt.

Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang.
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4.9 Verwendete Antikorper

4.9.1 Primare Antikorper

Antikorper (anti-) Bezugsquelle aus Spezies eingesetzte
Verdiinnung
a-Amylase Sigma Kanichen 1:500
Carboxypeptidase A Biotrend Kaninchen 1:2000
Glukagon Linco Meerschweinchen 1:8000
Glukagon Sigma Maus 1:8000
Insulin Linco Meerschweinchen
Ki-67/B56 Pharmingen Maus 1:100
Ngn3 Schenkung von M. Kaninchen 1:3000
German, San Fransisco
Nkx6.1 Schenkung von P. Serup, Kaninchen 1:3000
Gentofte
Nkx6.2 Schenkung von J. Ericson, Meerschweinchen 1:3000
Stockholm
Pankreatisches Dako Kaninchen 1:3000
Polypeptid
Pdx1 Schenkung von H. Edlund, Kaninchen 1:3000
Ume
Somatostatin Dako Kaninchen 1:4000
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4.9.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Bezugsquelle aus Spezies eingesetzte
Verdiinnung
Cy3-a-Kaninchen Dianova Ziege IgG(H+L) 1:2000
Cy3-a-Meerschweinchen Dianova Ziege IgG(H+L) 1:2000
Cy3-a-Maus Dianova Ziege IgG(H+L) 1:2000
Cy3-a-Kaninchen Dianova Ziege Fab Fragment 1:50 -1:100
Alexa 488-a-Maus Mobitech Ziege IgG(H+L)F(ab%), 1:2000
Fragment
Alexa 488-a-Kaninchen Mobitech Ziege IgG(H+L)F(ab‘), 1:2000

Fragment
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5 Methoden

5.1 Herstellung und Aufbereitung von DNS-Fragmenten

5.1.1 Spaltung von DNS durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen schneiden DNS-Moleklle durch Hydrolyse interner
Phosphodiesterbindungen. Die Restriktion von DNS wurde in den vom Hersteller
jeweils angegebenen Pufferldsungen durchgefuhrt. Die verwendeten
Restriktionsendonukleasen schneiden innerhalb einer punktsymetrischen
Erkennungssequenz (Palindrom). Die Reaktionen inkubierten 1,5-2 h bei 37°C, es
wurden in der Regel 1-2 U des Enzyms pro ug DNS eingesetzt. Durch Zugabe von
Probenpuffer (bei anschlieender Gelelektrophorese) oder durch Erhitzen (im Falle
nachfolgender Manipulation der DNS mit weiteren Enzymen) wurden die Reaktionen

beendet.

5.1.2 Auftrennung von DNS-Molekiilen im Agarosegel

DNS Molekile werden in Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern
aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 1XTAE geldst
(aufkochen) und Ethidiumbromid hinzugefugt (0,01 pl/ml). Die Konzentration der
Agarose war von der GrofRe der DNS-Molekule Abhangig (0,8-2%). Als Laufpuffer
wurde ebenfalls 1XTAE benutzt. Die Proben wurden in Probenpuffer aufgenommen

und bei 80-100 mA elektrophoretisch aufgetrennt.

5.1.3 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach Auftrennen der DNS wurden die DNS enthaltenen Agarosestucke unter UV-
Licht bei 360 nm ausgeschnitten und die DNS unter Verwendung des NucleoSpin

Extract Kit (Macherey-Nagel) nach Angabe des Herstellers aus der Agarose isoliert.
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5.1.4 Bestimmung von DNS- und RNS-Konzentrationen

Die Konzentration walriger DNS-Losungen wurde photometrisch durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm ermittelt (Ultrospec 3000,
Pharmacia). Bei dieser Wellenlange liegt sowohl fuar einzel- als auch far
doppelstrangige DNS das Absorptionsmaximum. Eine ODygp von 1 entspricht einer
Nukleinsaure-Konzentration von 50 pug/ml fur doppelstrangige DNS sowie 20 pg/ml
fur einzelstrangige DNS und 40 pg/ml fur RNS.

Zur Uberprifung der photometrisch ermittelten MeRergebnisse und zum exakten
Abgleich kleinster DNS-Mengen wurden Aliquots der entsprechenden DNS-
Losungen zusammen mit Referenzproben bekannter Konzentration auf
Ethidiumbromid-haltigen Agarosegelen koelektrophoretisiert. Die Konzentrationen
der einzelnen DNS-LOosungen konnten anhand der Fluoreszenz-Intensitaten

miteinander verglichen werden.

5.1.5 Modifikation von DNS-Enden

5.1.5.1 Dephosphorylierung von 5'-Enden

Zur Entfernung von Phosphatgruppen am 5'-Ende von doppelstrangigen DNS-
Molekulen wurden 1-5 pmol DNS in 44 uyl ddH,O aufgenommen. Nach Zugabe von 5
Ml 10xCIP-Puffer und 1 U alkalischer Phosphatase wurde der Ansatz fur 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 1 U alkalischer Phosphatase wurde weitere 30
min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Phosphatase wurde der
Reaktionsansatz fur 10 min auf 65°C erhitzt. Die dephosphorylierte DNS wurde durch

zweimalige Phenolextraktion und Ethanolfallung gereinigt.

5.1.5.2 Aufflllen iGberhangender 5'-Enden

Uberhangende 5'-Enden wurden durch das Klenow-Fragment der E. coli DNS-
Polymerase oder durch T4-Polymerase aufgeflllt. Ein Reaktionsansatz enthielt 0,5-5
Mg DNS-Fragment, 5 pl 10xNT-Puffer, 4 yl dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dGTP, dTTP,
dCTP), 1 U T4 DNS-Polymerase sowie ddH>O ad 50 pl. Der Ansatz wurde 30 min bei

37°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieRend durch Erhitzen beendet und das
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DNS-Fragment unter Verwendung des NucleoSpin Extract Kit (Machery-Nagel)

isoliert.

5.1.6 Herstellung von DNS-Fragmenten mittels "Polymerase Chain Reaction”
(PCR)

Die PCR ist eine in vitro Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer DNS-
Sequenzen. Hierzu wird eine doppelstrangige DNS (Template-DNS) denaturiert und
an den entstehenden komplementaren DNS-Einzelstrangen zwei Oligonukleotid-
Primer, welche die zu amplifizierende Region (Ziel-DNS) flankieren, hybridisiert.
Mittels einer thermostabilen DNS-Polymerase werden, ausgehend von den
entsprechenden Oligonukleotid-Primern, die jeweiligen komplementaren DNS-
Strange synthetisiert. Eine repetitive Folge von Template-Denaturierung, Primer-
Hybridisierung und Verlangerung der Primer durch die thermostabile DNS-
Polymerase fuhrt zu einer exponentiellen Anreicherung der Ziel-DNS, deren Enden
durch die Primer festgelegt sind.

Zur Herstellung von DNS-Fragmenten wurde in einem 0,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefall 1 ng Template-DNS, 2,5 pyl 20xPCR-Reaktionspuffer (200 mM
Tris/HCI pH 8,3; 1 M KCI), 4 pl 25 mM MgCl,, 40 pMol von jedem Primer, 4 pl 2,5
mM dNTP-Mix, 1 U Tag-Polymerase mit ddH,O zu einem Reaktionsvolumen von 50
pl kombiniert. Der Ansatz wurde fur 1 min bei 94°C inkubiert und durchlief dann 25-
40 mal im Thermocycler (Biometra) einen Zyklus aus Denaturierung (94°C, 1 min),
Hybridisierung (bei geeigneter Temperatur und Dauer) und Polymerasereaktion
(72°C und geeignete Dauer).

Die Hybridisierungstemperatur der Primer ist abhangig vom GC Gehalt der
Oligonukleotide. Die Dauer der Polymerasereaktion richtete sich nach der Lange der
zu amplifizierenden Sequenz. Als Abschlufld der PCR wurde der Ansatz fur 5 min bei
72°C inkubiert und auf RT gekuhlt.

5.2 Klonierung von DNS-Fragmenten

5.2.1 Praparation von Vektoren

Zur Herstellung linearer Vektor-DNS wurde die Plasmid-DNS mit einem
Restriktionsenzym oder einer Kombination zweier Restriktionsenzyme gespalten. Zur

Uberpriifung der Vollstéandigkeit der Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes auf
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einem Agarosegel analysiert. Anschlielfend wurde die DNS Uber einer Saule des
NucleoSpin Extract Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt. Zur Verhinderung einer
Religation von Vektor-DNS, die nur mit einem Restriktionsenzym linearisiert worden

war, wurden die 5'-Enden des Vektors dephosphoryliert.

5.2.2 Ligation von DNS-Fragmenten mit Vektoren

Die Ligation eines linearisierten und dephosphorylierten Vektors mit dem
gewunschten DNS-Fragment wurde durch die T4-DNS-Ligase katalysiert. Dazu
wurden 40 ng Vektor-DNS mit einem drei- bis fiinf-fachen molaren Uberschul3 des zu
ligierenden Fragmentes in 10 pl Ligase-Puffer mit 1 U der T4-DNS-Ligase uber Nacht
bei 16°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde zur Transformation kompetenter

Bakterien-Zellen des E. coli-Stammes DH5a eingesetzt.

5.2.3 Klonierung von PCR-Fragmenten

Die Amplifizierung und Isolierung von DNS-Fragmenten erfolgte wie unter 5.1.6 und
5.1.3 beschrieben. Uberhangende 5'-Enden der synthetisierten DNS-Fragmente
wurden mit T4 DNS-Polymerase aufgeflllt. Enthielten die zur PCR eingesetzten
Primer Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen, so wurden die Fragmente
anschlielend mit den betreffenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und
konnten dann in Plasmide kloniert werden. PCR-Fragmente, die mit Primern
hergestellt wurden, die keine Schnittstellen flir Restriktionsenzyme enthielten,

wurden Uber glatte Enden in Plasmide kloniert.

5.2.4 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Zur Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurden ausschlie3lich autoklavierte
Gegenstande und Lésungen verwendet.

Von einer Glycerinkultur des E. coli-Stammes DH5a wurden etwa 10 ul auf einer LB-
Agarplatte ausgestrichen. Nach Wachstum Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank
wurde eine einzelne Kolonie zum Animpfen einer 5 ml Vorkultur benutzt, die
wiederum Uber Nacht bei 37°C geschuttelt wurde. Als Hauptkultur wurden 150 ml LB-

Medium mit 1 ml der Vorkultur angeimpft und solange geschuttelt, bis die Bakterien
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die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Dies ist der Fall, wenn die
Bakteriensuspension eine ODggp von 0,45-0,5 erreicht hat. Die Suspension wurde
dann bei 4°C und 2.000 Upm 5 min abzentrifugiert (Zentrifuge J2-21 M/E Rotor JA14,
Beckman) und der Uberstand vorsichtig abgeschiittet. Die Zellen wurden in 45 ml
kaltem TFB 1-Puffer (100 mM RbCI; 50 mM MnCl;; 30 mM KOAc; 10 mM CacCly;
15% Glycerin, pH 5,8; sterilfiltriert) resuspendiert und 90 min auf Eis inkubiert. Die
Suspension wurde bei 2.000 Upm und 4°C abzentrifugiert und das Pellet
anschlieend in 6 ml kaltem TFB 2-Puffer (10 mM MOPS pH 8,0; 10 mM RbCI; 75
mM CaCl, 15% Glycerin; autoklaviert) aufgenommen und in Aliquots bei -70°C

eingefroren.

5.2.5 Transformation von Bakterienzellen

Die bei -80°C aufbewahrten kompetenten Bakterien wurden 10 min auf Eis aufgetaut
und anschlieBend zu den jeweiligen Ligationsansatzen gegeben. Diese
Zellsuspension wurde 15 min auf Eis inkubiert, anschlieend einer Hitzebehandlung
von 90 sek bei 42°C unterzogen und sofort wieder im Eisbad abgekuhlt. Nach
Zugabe von 500 ul LB-Medium wurden die Bakterien 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien wurden auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Ein Teil der Kolonien wurde als FlUssigkultur in analytischem
Maldstab angezichtet und die isolierte Plasmid-DNS durch Restriktionsverdau und

nachfolgende Gelelektrophorese analysiert.

5.2.6 Sequenzierung von DNS

DNS-Sequenzierung wurde mit einem ABI Prism 377 DNS-Sequencer (Perkin EImer)
unter Verwendung des ABI-Prism-Dye-Cycle-Sequenzing-Ready-Reaction-Kit
(Perkin Elmer) und Standard-Primern nach Angaben des Herstellers
freundlicherweise von der Sequenz Service Station im ZMNH durchgefuhrt. Die
Auswertung wurde mit dem Computerprogramm SeqManll (DNS-Star)

vorgenommen.
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5.3 Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren

5.3.1 Isolierung von Plasmid-DNS durch Maxipraparation

Die Durchfihrung erfolgte mit dem Maxipraparationssystem der Firma
LifeTechnologies.

Zur Herstellung einer Bakterien-Vorkultur wurden 5 ml Antibiotika-haltiges LB-
Medium mit einer Kolonie von einer Agarplatte angeimpft und 8-12 h bei 37°C mit
200 Upm geschdttelt. Fur die Hauptkultur wurden 150 ml Antibiotika-haltiges LB-
Medium mit der Vorkultur versetzt und 16 h bei 37°C mit 250 Upm geschuttelt. Die
Bakterienkultur wurde in Zentrifugenbecher (Beckman) tberfuhrt und 15 min bei
6.000 Upm und 4°C zentrifugiert (Zentrifuge J2-21M/E, Rotor JA14, Beckman). Das
Bakterienpellet wurde in 10 ml Zellsuspensionspuffer E1 (50 mM Tris/HCI; 10 mM
EDTA; 100 mg/ml RNase A, pH 8) resuspendiert und in ein 15 ml Greiner-Réhrchen
uberfuhrt. AnschlieRend wurden 10 ml Zellysepuffer E2 (200 mM NaOH; 1% SDS)
zugegeben, die beiden Losungen gut gemischt und das Bakterienlysat 5 min bei RT
inkubiert. Nach Mischen mit 10 ml Neutralisierungspuffer E3 (2,8 M KOAc pH 5,2),
wurde die Suspension 10 min bei 14.000 Upm und RT zentrifugiert (Zentrifuge J2-
21M/E, Rotor JA 20, Beckman) und in der Zwischenzeit die Sdule mit 30 ml
Aquilibrierungspuffer E4 (100 mM Tris/H3PO4; 15% Ethanol; 900 mM KCI, pH 6,3)
aquilibriert. Der Uberstand wurde auf die dquilibrierte Sdule gegeben, und nach dem
Durchlauf wurde die Saule mit 60 ml Waschpuffer E5 (100 mM Tris/H3PO4; 15%
Ethanol; 1150 mM KCI, pH 6,3) gewaschen. Die Plasmid-DNS konnte nun mit 15 ml
Elutionspuffer E6 (100 mM Tris/H3PO4; 15% Ethanol; 1 M KCI, pH 8,5) eluiert
werden. Durch Zugabe von 0,8 Vol Isopropanol wurde die Plasmid-DNS 10 min bei
RT gefallt und 30 min bei 13.500 Upm (Zentrifuge J2-21M/E, Rotor JA20, Beckman)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet mit 5 ml 70% Ethanol
gewaschen und bei 4°C 5 min zentrifugiert. Das Ethanol wurde entfernt, das Pellet
10 min getrocknet und in 200-500 ul ddH,O geldst. Danach kann die Konzentration

wie unter 1.1.4 beschrieben bestimmt werden.

5.3.2 Isolierung von Plasmid-DNS in analytischem MaRstab (Minipraparation)

2 ml Antibiotika-haltiges LB-Medium wurden mit einer einzelnen Bakterien-Kolonie

von einer Agarplatte angeimpft und 12 h bei 37°C geschiittelt. Die Ubernachtkultur
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wurde bei 14.000 Upm zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in ca. 0,1
ml Restlosung resuspendiert. Die Suspension wurde mit 0,35 ml STET (1 mM Tris;
0,1 mM EDTA; 0,1 N NaOH; 0,5% SDS) versetzt und gevortext. Nach Zugabe von 20
bl Lysozym (20mg/ml) und kurzem Mischen (nicht vortexen) wurde die Suspension 2
min bei 95° inkubiert und dann 10 min zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge,
5417). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und mit 25 pl
Phenol und 400 pl Isopropanol versetzt. Nach 10 minutiger Zentrifugation,
anschlieBendem Waschen des Niederschlages mit 70% Ethanol und 5 minutiger
Trocknung wurde das Pellet in 100 pl ddH2O mit RNase (20 pg/ml) geldst. Von
diesem Ansatz wurden 5 pl fur Restriktionsanalysen und 2,5 pl fir Sequenzanalysen

eingesetzt.

5.3.3 Reinigung von Nukleinsauren durch Phenolextraktion und Ethanolfallung

Zur Entfernung von Proteinen aus walirigen DNS-L6sungen wurden diese mit 1 Vol
einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung (25:24:1) versetzt und gut gemischt.
Die Phasentrennung wurde durch eine kurze Zentrifugation beschleunigt (Eppendorf
Tischzentrifuge, 5417). Aus der oberen walrigen Phase wurde durch Ausschutteln
mit je 1 Vol Chloroform die restliche Phenolldsung entfernt. Durch Zugabe von 0,1
Vol 3 M NaOAc, pH 4,8 und 2,5 Vol Ethanol wurde die DNS 30 min bei -70°C gefallt.
Zur Prazipitation kleiner DNS-Fragmente wurde zusatzlich 0,01 Vol einer 1M MgCl,-
Losung zugegeben. Die Fallung erfolgte Uber Nacht bei -20°C. Das durch
Zentrifugation erhaltene DNS-Sediment wurde mit 70% Ethanol gewaschen,

getrocknet und in dem gewulnschten Volumen ddH,O aufgenommen.

5.3.4 Isolierung von genomischer DNS aus Schwanzspitzen

Die Schwanzspitzen (ca. 0,5 cm) wurden jeweils mit 18 pl Lysis-Puffer (50 mM
Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0; 20 mM NaCl; 1% SDS) und 2 ul Proteinase K
(20 mg/ml) in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefalle uberfuhrt und die Ansatze uber
Nacht bei 55°C unter Schatteln inkubiert. Danach wurden pro Ansatz 10 pl RNase A
(10 pg/ml) zugefugt und die Ansatze fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde

dann durch 5 minutige Inkubation bei 95°C beendet. Zur weiteren Verwendung
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wurde ca. 500 pl H,O zugeflugt. Die Proben wurden bis zur Genotypisierung bei 4°C
aufbewahrt. Sollten die Proben besonders rein vorliegen, wurden die Ansatze mit
500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt und fur ca 5 min
geschwenkt. AnschlielRend erfolgte die Zentrifugation bei 4°C flr 15 min mit 15.000
Upm zur Phasentrennung. Die Uberstande wurden vorsichtig abgenommen. Um die
DNS zu fallen, wurden zum Uberstand 50 pl 3 M Na-Acetat, pH 7,0 zugefigt,
gemischt und die Mischungen fur 15 min bei 4°C mit 15.000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und verworfen. Danach erfolgte Waschen der
DNS-Pellets mit 500 pl 70% Ethanol. Die DNS-Pellets wurden kurz getrocknet (5 min
mit gedffnetem Deckel) und jeweils in 200-400 pl TE resuspendiert.

Die DNS wurde fur die Genotypisierung mittels ,Southern blot* oder PCR eingesetzt.

5.3.5 Isolierung von genomischer DNS aus embryonalem Gewebe

Das Gewebe wurde in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefald mit 700 ul Lyse-Puffer
(50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA, pH 8,0; 100 mM NaCl; 1% SDS) uberflhrt,
35 pl Proteinase K (20 mg/ml) zugefugt und bei 56°C unter Schitteln Gber Nacht
resuspendiert. War nur wenig DNS zu erwarten (bei Verdau der Amnionhulle) wurde
1Vol Isopropanol zugeflugt und die genomische DNS durch mehrmaliges Invertieren
des Reaktionsgefalles gefallt. Beim Verdau grofler Gewebesticke wurden die
Proteine durch Phenol-Chloroform Fallung entfernt. Hierzu wurde die DNS mit 1 Vol
einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI)-Losung (25:24:1) versetzt und gut
gemischt. Die Phasentrennung wurde durch eine kurze Zentrifugation beschleunigt
(Eppendorf Tischzentrifuge, 5417). Aus der oberen walirigen Phase wurde durch
Ausschutteln mit je 1 Vol Chloroform die restliche Phenolldsung entfernt. Die DNS
wurde dann mit 1 Vol Isopropanol gefallt. Die DNS wurde durch Zentrifugation
abgetrennt. Bei grolen Mengen DNS wurde diese mit einer Pipettenspitze
entnommen und in ein neues Eppendorfgefald Uberfuhrt. Das Pellet wurde dann mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in dem gewunschten Volumen TE
aufgenommen. Damit sich die genomische DNS besser I6st, wurde sie ca. 2h bei
55°C geschuttelt und vor der Weiterverarbeitung mindestens uber Nacht bei 4°C

inkubiert. Die DNS wurde fur die Genotypisierung mittels ,Southern blot“ eingesetzt.
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5.3.6 Herstellung von RNS aus Gewebe

Das Gewebe wurde prapariert und bis zur erfolgreichen Genotypisierung bei -80 °C
in RNAlater (Ambion) gelagert.

Zur Isolierung der RNS wurde das RNeasy Kit und das Quiashredder Kit (Quiagen)
verwendet. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und in 350 yl RLT Puffer mit 10
pl/ml B-Mercaptoethanol (RNeasy Kit, Quiagen) uberfuhrt. Das Lysat wurde zunachst
kraftig gemischt und dann zur Zerkleinerung grofRerer Zellbestandteile auf eine
Quiashreddersaule aufgetragen (Quiashredder, Quiagen). Das Lysat wurde durch
Zentrifugation bei 14.000 Upm fur 2 min eluiert, mit gleichem Volumen 70% Ethanol
gemischt und auf eine RNeasy Saule aufgetragen. Um die RNS an die Saule zu
binden, wurde 15 sek bei 10.000 Upm zentrifugiert und die immobilisierte RNS
anschlieRend mit 350 yl RW1 Puffer gewaschen. Zur Zerstérung groRerer DNS
Bestandteile folgte ein DNAsel Verdau auf der Saule (RNAse freies DNAse Set,
Quiagen, siehe dort). Zum Waschen der RNS wurde im Anschlul3 350 pl RW1 Puffer
auf die Saule gegeben und fur 15 sek bei 10.000 Upm zentrifugiert. Weitere
Waschschritte folgten mit jeweils 500 yl RPE Puffer wobei zuerst fur 15 sek bei
10.000 Upm und zum Trocknen der Saule fur 2 min bei 14.000 Upm zentrifugiert
wurde. Die Elution erfolgte in 2 x 50 yl DEPC H,0 durch Zentrifugation fur 15 sek bei
10.000 Upm.

Die so gewonnene RNS wurde anschliefend gefallt und in einem geringen Volumen
aufgenommen. Hierzu wurde ein 2,5-faches Volumen 100%-igen Ethanols und 10%
Natriumactetat (3M) zum Eluat gegeben und Uber Nacht bei -20°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Losung bei 14.000 Upm und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand entfernt und das Préazipitat zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Nach
dem Trocknen wurde die RNS in einem gewunschten Volumen aufgenommen und

fur die cDNS Synthese durch in vitro Transkription eingesetzt (siehe 5.12.2).
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5.4 ldentifizierung von DNS-Fragmenten durch Hybridisierung

5.4.1 DNS-Transfer von Agarose-Gelen auf Membranen (Southern blot)

Nach dem Schneiden der DNS mit einem spezifischen Restriktionsenzym, wurden
die Proben auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen und ca. 16h (Uber Nacht) bei
40 V durch Gelelektrophorese, wie unter 5.1.2 beschrieben, aufgetrennt.

Das Gel wurde bis zur Gelb- bzw. Grunfarbung der Bromphenolblau- bzw.
Xylenxylanol Bande, jedoch mindestens 30 min im vierfachen Volumen 0,2 N HCI
inkubiert. Dieser Schritt fuhrt zur Depurinierung und anschlieBender Spaltung der
DNS-Fragmente. Dadurch verbessert sich der Transfer langer (> 5 kb) DNS-
Fragmente. Danach wurde das Gel kurz in ddH,O gewaschen und anschlieRend fur
30 min im zehnfachen Volumen Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH)
inkubiert. Hierdurch wird die DNS in hybridisierbare Einzelstrange denaturiert. Dann
folgten 30 min und nach Pufferwechsel weitere 15 min Inkubation im zehnfachen
Volumen Neutralisierungspuffer (0,5 M Tris/HCI, pH 7; 1,5 M NaCl). AnschlieRend
wurde das Gel 30 min im zehnfachen Volumen 10 x SSC aquilibriert.
Wahrenddessen wurde eine Nylon-Membran (Schleicher & Schuell) fir 5 min unter
ddH,O befeuchtet und 10 min in 10 x SSC aquilibriert. Die Membran wurde auf die
GroRe des Gels zurechtgeschnitten. Der Transfer der DNS auf die Membran erfolgte
fur mindestens 36h durch Kapillarkraft. Das Gel wurde hierfur auf einen Whatman
3MM Papierstreifen gelegt, der mit den Enden in 10 x SSC Ldsung taucht. Auf das
Gel wurde eine Nitrozellulose-Membran gelegt. Daruber folgten 3 Whatman 3MM
Papiere und ein Stapel Haushaltspapier. Der Stapel wurde mit einem Gewicht von
ca. 500 g beschwert. Als Transferpuffer wurde 10 x SSC verwendet. Nach
Beendigung des Transfers wurde die Membran 30 min in 2x SSC geschwenkt und 10
min getrocknet. Die Fixierung der transferierten DNS an die Membran erfolgte durch

UV-Bestrahlung der Membran im UV-Crosslinker (Stratagene).

5.4.2 Hybridisierung von DNS nach Transfer auf Membranen

Die Nylon-Membran mit der DNS wurde in eine 100 ml Glasréhre (Schott) transferiert
und in 5-10 ml Express-Hyb Losung (Clontech) 30 min bei 63°C prahybridisiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 1 x 10° cpm [0-3?P]dCTP markierter DNS-Sonde (s.

5.4.3) pro 1ml Hybridisierungslosung. Die Hybridisierung erfolgte fur 2 h bei 63°C.
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Danach wurde unspezifisch gebundene Sonde in 2 kurzen Waschschritten durch
Schutteln in Lésung 1 (2x SSC/0,5 % SDS), dann fur 2-5 x 30 min bei 63°C in
Lésung 2 (0.2%SSC, 0.1%SDS) abgewaschen. Die Membran wurde im feuchten
Zustand in Saran-Folie eingeschlagen und bei -70°C unter Verwendung eines
Rontgenfilms (Biomax MR, Kodak) und einer signalverstarkenden Folie 1 bis 5 Tage

exponiert.

5.4.3 Herstellung radioaktiver DNS Proben

Diese Methode erzeugt radioaktiv markierte DNS mit besonders hoher spezifischer
Aktivitat (bis 10° cpm/ug). 5-25 ng DNS wurden in 40 pl TE aufgenommen und fiir 5
min bei 95°C denaturiert. Durch schnelles Abkuhlen auf 0°C wurde die
Rehybridisierung der Einzelstrange verhindert. Der Ansatz wurde dann zusammen
mit 5 ul a-**P in ein Reaktionsgefall des Rediprime Il Kit von Amersham pipettiert.
Dieses Kit enthalt sowohl dNTP’s, Klenow-Enzym als auch "Random-Primer" zur
Synthese der radioaktiv markierten DNS. Der Ansatz wurde 1h bei 37°C inkubiert,
die Reaktion mit 5 pl 0,2 M EDTA beendet und 5 min zur Denaturierung bei 100°C
erhitzt. Zur Verhinderung der Renaturierung wurde die Probe bis zur Verwendung auf

Eis gelagert.

5.5 Herstellung von Proteinextrakten aus Gewebe

Der Pankreas neonataler Mause wurde in eiskaltem PBS sauber herausprapariert
und in 50 pul Eisessig (80% Ethanol, 18% H,0, 2% konz. HCI) auf Eis gelagert.
AnschlieBend wurde das Gewebe im Ultraschallbad fir 20 sek homogenisiert und
uber Nacht bei 4°C inkubiert. Durch nachfolgende Zentrifugation fur 15 min bei
14.000 Upm und 4°C wurden grobe Zellfragmente abgetrennt. Der Uberstand wurde
isoliert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Eine geringes Volumen
wurde zur anschlielfenden Bestimmung des Gesamtproteingehaltes nach Bradford

verwendet.
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5.6 Proteinanalytische Methoden

5.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Proteinbestimmung wurde konzentrierte Bradfordlosung (Rot-Quant, Roth)
1:5 in H0 verdunnt. Zur Herstellung einer Standardkurve wurden BSA Stammldsung
mit bekanntem Proteingehalt (0,5 mg, 1 mg, 2,5 mg, 5 mg, 7,5 mg, 10 mg)
verwendet. Zur Bestimmung des Proteingehaltes in den Gewebeextrakten wurde der
in 5.5 gewonnene Uberstand 1:10 verdiinnt und 4l von der Verdiinnung auf ein 1 ml
Bradfordldsung gegeben. Nach 15-minutiger Inkubation bei RT wurde die OD der
Proben bei 595 nm gemessen. Durch Auftrag der OD der BSA Stammldsungen
gegen den Proteingehalt konnte eine Eichgerade ermittelt werden, mit Hilfe derer die

Proteinkonzentration der Gewebeextrakte berechnet werden konnte.

5.6.2 Bestimmung des Hormongehaltes in Pankreasextrakten durch RIA

(radioimmunoassay)

Die quantitative Bestimmung der Insulin und Glukagon Konzentrationen in
Pankreasextrakten neonataler Mause erfolgte durch kompetetiven RIA
(radioimmunoassay). Hierzu wurde entweder das Glukagon RIA Kit oder das Rat
Insulin RIA Kit ( Linco Research incl.) verwendet.

Diese Systeme enthalten einerseits einen spezifischen AntikGrper gegen das zu
quantifizierende Hormon und andererseits eine I'*>-makierte Form des Hormons, die
als "tracer" bezeichnet wird. Fur die Konzentrationsbestimmung wird eine bestimmte
Menge des "tracers" mit seinem spezifischen Antikdrper inkubiert. Wenn im
Proteinextrakt enthaltenes unmarkiertes Hormon zum Reaktionsansatz gegeben

wird, konkurriert dieses mit dem 1'%°

markierten "tracer" um die Bindung an den
Antikorper. Daher sinkt die Menge gebundenden "tracers" mit zunehmender
Konzentration des unmarkierten Hormons in der Probe. Der Abfall an Radioaktivitat
in Abhangigkeit der Hormonkonzentration in den Proteinextrakten kann nach dem
Entfernen ungebundener Radioaktivitdat im Reaktionsansatz mit einem MefRgerat fur
y-Strahlung quantifiziert werden.

Zur Bestimmung der Konzentrationen von Glukagon und Insulin in
Pankreasextrakten von Wildtyp und Nkx6.2-mutanten Mausen wurden

Proteinextrakte verwendet, die wie unter 5.5 beschrieben hergestellt wurden. Die
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Durchfuhrung der radioimmunologischen Quantifizierungen erfolgte gemafly der
Anleitung des Glucagon RIA Kit (Linco research incl; cat. no GL-32K) bzw des Rat
Insulin RIA Kit ( Linco Research incl. cat. RI-13K).

5.7 In situ Hybridisierung auf Gewebeschnitten

Fur die Versuche wurden Embryonen der Mauslinie JES x Nkx6.1 x NMRI am E14.5
verwendet. FUr die Altersbestimmung der Embryonen wurde der Tag nach dem

Auftreten des VaginalverschluRes als Tag 0.5 postcoitum (E0.5) festgelegt.

5.7.1 In situ Hybridisierung mittels Digoxigenin (DIG) markierter RNS Sonden

5.7.1.1 Synthese von DIG markierten RNS-Sonden durch in vitro Transkription

Zur Detektion von mRNS durch in situ Hybridisierung wird die komplementare RNS
als Sonde eingesetzt. Als Matrize fur die Transkription dieser RNS-Sonde verwendet
man die cDNS der zu detektierenden mRNS. Die cDNS-Sequenz liegt in der von
RNS-Polymerase Promotoren (T3, T7 oder SPG6) flankierten multiplen
Klonierungstelle eines Plasmids.

Fur die Transkription einer komplementaren RNS-Sonde wurde das Plasmid
stromaufwarts der cDNS-Sequenz mit einem geeigneten Restriktionsenzym
linearisiert. Das Enzym sollte glatte oder 5’-Uberhang Schnittenden hinterlassen.
Dadurch wird die Transkription von Plasmid-DNS unterbunden. Die linearisierte DNS
wurde mit Hilfe des NucleoSpin Extract Kit (Macherey-Nagel) nach Angabe des
Herstellers aus der Agarose isoliert und auf 1ug/ul DNS-Konzentration eingestellt.
Die Polymerase-Reaktion erfolgte mit dem "DIG RNA Labeling Kit” (Roche,
Mannheim) an 1 yg DNS. Die Reaktion wurde entsprechend den Angaben des
Herstellers und mit der geeigneten RNS-Polymerase angesetzt und fur 2 h bei 37°C
inkubiert. Zum Abbau der DNS-Matrize folgte ein DNase-Verdau fur 15 min bei 37°C
mit DNasel (Roche, Mannheim). Zur Fallung der DIG-markierten RNS wurde zur
Probe 2,5 ul LiCl (4M) und 75 pl vorgekuhltes 100%iges Ethanol gemischt und fur 30
min bei -80°C inkubiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert (4°C, 20 min,15.000 Upm,
Eppendorf Tischzentrifuge, 5415C) und das RNS-Pellet nach Waschen mit 70%
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Ethanol in 50 pl ddH,O Depc aufgenommen. Der Probe wurde zusatzlich noch 1 pl

RNase Inhibitor zugefugt.

5.7.1.2 Hybridisierung auf Gewebeschnitten und Signaldetektion

Zur Herstellung einer in situ Hybridisierung auf Gefrierschnitten, wurde die DIG
markierte DNS Probe 1:100 mit dem Hybridisierungspuffer verdiinnt und dann 5-10
min bei 70°C denaturiert. In der Zwischenzeit wurden die Gefrierschnitte aufgetaut.
Auf jeden Objekttrager wurde 100 yl Probenmix gegeben. Die Gefrierschnitte wurden
uber Nacht bei 65°C in einer geschlossenen, mit 5 x SSC und 50% Formamid
getrankten Kassette, hybridisiert. Am nachsten Tag wurden die Objekttrager in einer
Waschlosung (1 x SSC, 50% Formamid, 0,1% Tween20) 3 x 30 min bei 65°C und
anschlielfend 2 X 30 min bei RT in MABT (100 mM Maleinsaure, 150 mM NacCl,
pH7,5, 0,1%Tween20) gewaschen. Um unspezifischer Hybridisierung vorzubeugen,
wurden die Gefrierschnitte mit 600 pl Blockierlésung (MABT, 2% Boehringer
Blocking Reagenz, 20%iges hitzeinaktiviertes NGS (20 min bei 56°C)) 1h inkubiert.
Der anti-DIG Antikdrper wurde 1:2500 in der Blockierldsung verdunnt, auf die
Objekttrager aufgetragen und Uber Nacht in einer geschlossenen, feuchten Kammer
bei RT inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Objekttrager 5 x 20 min bei RT in
MABT und anschlieend 2 x 10 min bei RT im Alkaline-Phosphatase (AP) -Puffer
(100mM NaCl, 50mM MgCl, 100mM Tris pH 7.9, 0,1% Tween20, 0,5 mg/ml
Levamisol) gewaschen. Die Signaldetektion erfolgte durch enzymatische Farbung.
Hierzu wurden die Objekttrager mit einer Farbelosung (3,5 ul NBT/ml AP-Puffer; 3,5
pl X-Phosphat/ml AP-Puffer) bis zum gewlnschten Farbegrad (1-3 d) bei RT und
unter Lichtausschlufd inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen in H,O wurde die
Reaktion beendet. Nach der Farbung wurden die Gefrierschnitte getrocknet und mit

Entellan gedeckelt.

5.7.2 In situ Hybridisierung mittels S**>-markierter Sonde

5.7.2.1 Synthese einer S*- markierten RNS Sonde durch in vitro Transkription

Die DNS, welche als Matrizze fur die RNS Synthese diente, wurde wie unter 5.7.1.1
beschrieben hergestellt. FUr die radioaktive Markierung wurde 1 yl DNS (1 pg/pl) zu
einem Reaktionsansatz aus 4 yl 10 mM dNTP (Ambion), 2 pl Transkriptionsbuffer
(Fa. Ambion), 5 pl S*UTP (Fa. Hartmann) und 2 pl Polymerase (SP6/T3/T7, Ambion)
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gegeben. Der Reaktionsansatz wurde bei 37°C fur 1 h inkubiert. In der Zwischenzeit
wurden Saulen (NUCAway, Ambion 10070) fur die Aufreinigung der markierten RNS
nach Angaben des Herstellers vorbereitet (Ambion).

Nach der Inkubation wurden 80 pl TmM DTT zum Reaktionsansatz gegeben, welcher
anschlieBend auf die Saule aufgetragen wurde. Durch Zentrifugation bei 1.700 Upm
far 5 min wurde die RNS eluiert und zur Abtrennung von Pufferbestandteilen
aufgereinigt. Hierzu wurden 2 Volumen 100% Ethanol zum Eluat gegeben und bei
maximaler Geschwindigkeit fur 15 min zentrifugiert. Die RNS wurde dann bei 37°C
getrocknet und in 40 yl 1M DTT aufgenommen.

AnschlieRend wurde die RNS Sonde mit vorgewarmter Hybridisierungslésung (4 x
SSC, 50% Formamid, 1x Denhardts, 5% Dextransulfat, 0,5 pyg/ml ssDNS, 0,25 pg/ml
Hefe tRNS) auf 1x10° cpm/ul eingestellt. Fiir die eigentliche Hybridisierungslésung
wurde die Sonde in 2 ml Hybridisierungslosung mit 20ul 1M DTT so verdinnt, daf}
die Losung eine Konzentration von 5000 cpm/ul hatte. Die Sonde konnte so bei -

20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

5.7.2.2 Hybridisierung auf Gewebeschnitten und Signaldetektion

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten wurden zunachst aufgetaut und
getrocknet. AnschlieRend wurden die Objekttrager fur 3 min in 0,1 M Triethanolamin
(pH8,0) in einer Glaskuvette inkubiert. Inzwischen wurde ein weitere Kuvette mit
Triethanolamin vorbereitet, dem man nach Ablauf der Inkubationszeit 350 pl Eisessig
Anhydrid zufugte. Die Objekttrager wurden dann sofort in die frische Losung gestellt
und fur weitere 10 min inkubiert. Zur Dehydrierung wurden die Objekttrager fur
jeweils 3 min in Ethanol mit aufsteigender Konzentration inkubiert (30% Ethanol, 50%
Ethanol, 70% Ethanol, 95% Ethanol 100 % Ethanol) und nachfolgend fur 20 min
getrocknet.

Fur die Hybridisierung wurde 80 pl des Probenmixes aus 5.7.2.1 auf jeden
Objekttrager gegeben, welcher dann mit einem Deckglas bedeckt wurde. Um
Austrocknung zu vermeiden, wurden die Rander mit DPX verschlossen. Es folgte
eine Inkubation fur 18-24 Std bei 55°C.

Am nachsten Tag wurden die Objekttrager zunachst fur 15 min auf RT abgekuhlt und
dann nach Entfernung des DPX in 4 x SSC fur 20 min bei RT langsam schuttelnd
inkubiert, um die Deckglaser zu entfernen. Die Objekttrager wurden nachfolgend fur
10 min in 2x SSC bei RT und dann fur 30 min bei 37°C in RNAse A Puffer (0,5M
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NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 0,02 mM EDTA pH8,0, 25 ug/ml RNAse A , Boeringer)
gewaschen. Es folgten weitere Waschschritte in Losungen mit absteigender SSC-
Konzentration (2x SSC, 1x SSC, 0,5x SSC, jeweils 10 min bei RT; 0,1x SSC, 0,1x
SSC, jeweils 30 min bei 55°C).

Die Schnitte wurden dann nacheinander mit 70% und 96% Ethanol fur jeweils 3 min
dehydriert und fur 20 min getrocknet. Die trockenen Objekttrager wurden in einer
Filmkassette unter Lichtausschluf® fur 24h unter einem Rontgen Film (Biomax MR,
Kodak) exponiert. Dieser Schritt diente als Kontrolle fur den Erfolg der
Hybridisierung.

Die eigentliche radioaktive Signaldetektion erfolgte ebenfalls unter Lichtausschluf3.
Hierfur wurde zunachst Fotoemulsion (Kodak) 1:1 mit ddH,O gemischt. Die Emulsion
war zum Lésen zuvor auf 42°C erwarmt worden. Die Objekttrager wurden in die
Lésung eingetaucht und anschlieRend aufrecht stehend 30 min im Dunkeln
getrocknet. Die so behandelten Objekttrager wurden in einem mit Alufolie
umwickelten Objekttragerkasten bei 4°C fur 1-2 Wochen exponiert.

Die anschliefende Entwicklung der Schnitte wurde in vollstandiger Dunkelheit
durchgefluhrt. Die Objekttrager wurden 4 min in Entwicklungslésung (D19, Kodak), 1
min in 2% Acetoacetat, 5 min in Fixierer (Kodak) und 5 min in H2O inkubiert,
anschlielend fur mindestens 20 min in fliellendem H,O gewaschen und in gefilterter
Giemsa Ldsung (18 ml Giemsa Losung, Merck, 1,6 ml 0,5M NaHPO4, pH 6,0; 180 ml
H»,0) fur 10 min gefarbt. Nach der Farbung wurden die Objekttrager solange unter
flieendem H,O gewaschen, bis nur noch die Schnitte, nicht aber die Objekttrager
gefarbt waren. Die Objekttrager wurden Uber Nacht getrocknet und mit Entellan

gedeckelt.

5.8 Immunfluoreszenz Farbungen

Die Detektion von Proteinen mittels spezifischer Antikérper erfolgte auf
Gefrierschnitten oder dehydrierten Paraffinschnitten. Zur Permeabilisierung der
Zellkernmembran wurden in Paraffin fixierte Gewebeschnitte sofern erforderlich 2 x 5
min in einer Citratldsung (Na-Citrat, 10mM) in der Mikrowelle gekocht, wahrend
Gefrierschnitte zu diesem Zweck 2-12h bei 70°C in PBS inkubiert wurden. Die
Objekttrager mit den Gewebeschnitten wurden daraufhin bis zur weiteren

Behandlung in PBS bei RT gelagert. Zur Absattigung unspezifischer Bindestellen
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wurden das Gewebe 30 min in 1-5%igem NGS in PBST bei RT vorinkubiert und dann
Uber Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikorper in einer feuchten Kammer inkubiert.
Der Antikdrper war zuvor mit 1%-5%igem NGS (in PBST) auf die geeignete
Konzentration eingestellt worden. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die
Gewebeschnitte 1h bei RT mit dem sekundaren, fluoreszierenden Antikorper in einer
feuchten Kammer inkubiert. Um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu
vermeiden, mul3te die Kammer abgedunkelt werden. Abschlieliend wurden die
Schnitte 3 x 5 min in PBS gewaschen und mit einem Mounting Medium (Vectashield)
gedeckelt. Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgte unter dem Mikroskop (Zeiss

Axiophot mit Fluoreszenzeinrichtung bzw. Konfokales Lasermikroskop).

5.9 Fixierung und Weiterverarbeitung von Embryonen

5.9.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Die Praparation erfolgte in eiskaltem PBS. Embryonen von E10.5 bis E13.5 wurden
als Ganzes prapariert, bei Embryonen am E15.5 wurde der Pankreas zusammen mit
dem Magen und der oberen Duodenalschleife entnommen und bei Embryonen am
E18.5 wurde ausschlieBlich die Pankreasanlage isoliert. Das Gewebe wurde nach
der Praparation 2h—18h (je nach Alter des Embryos bzw. der Gewebemengen) bei
4°C in 4% Paraformaldehyd (PBS) fixiert und danach 2 x 15 min mit 1 x PBS
gewaschen. Anschlielfend wurde das Gewebe in 30% Sucrose (PBS) bei 4°C
inkubiert. Nach Absinken des Gewebes wurde dieses in TissueTek (Sakura)
eingebettet und in einem Ethanol/Trockeneis Bad eingefroren. Das Gewebe kann so
mehrere Monate bei -80°C gelagert werden. Bei Bedarf wurden im Kryostat (2800
Frig-Cut E, Reichert-Jung) bei -20°C Gefrierschnitte von 10 ym Dicke angefertigt. Die
Schnitte wurden auf beschichtete Objekttrager aufgezogen, getrocknet und entweder
bei -80°C gelagert oder sofort verwendet. Embryonen am E10.5 wurden tranversal,
Embryonen am E12.5 sagittal geschnitten. Das Gewebe wurde seriell aufgezogen.
Je nach Alter der Embryonen wurden 3er (E10.5), 8er (E12.5), 10er (E15.5) oder
15er Serien (E18.5) angefertigt.



Methoden 84

5.9.2 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Praparation und Fixierung des Gewebes erfolgte gemaR 5.9.1. AnschlieRend
wurde das Gewebe in Paraffin Einbettkasetten (Histosettes, Roth) Uberfuhrt und zur
Dehydrierung fur jeweils 30 min in einer Alkoholreihe (50% Ethanol, 70% Ethanol, 2 x
95% Ethanol, 2 x 99% Ethanol, 100% Ethanol, 3 x 100% Xylen) inkubiert. In 70%
Ethanol kann das Gewebe einige Tage bei 4°C gelagert werden. Danach wurde das
Gewebe 3 x 12h in flussigem Paraffin bei 65°C inkubiert und anschlieRend
eingebettet. Hierzu wurde ein Paraffin AusgieRer (Leica EG1160) mit integrierter
Kdhlplatte verwendet. Am Mikrotom (Leica) wurden Paraffinschnitte von 6 ym Dicke
angefertigt. Diese wurden zur Glattung auf die Wasseroberflache eines Wasserbades
(42°C) uberfuhrt und anschlieRend auf beschichtete Objekttrager aufgezogen.

FUr immunhistologische Untersuchungen oder in situ Hybridisierungen wurde das
Paraffin aus dem Gewebe entfernt. Dazu wurden die Objekttrager mit den
Paraffinschnitten jeweils 2 min in einer Alkoholreihe (2 x Xylen, 2 x 100% Ethanol, 2 x
95% Ethanol, 2 x 70% Ethanol, 50% Ethanol, H,O) inkubiert.

5.10 Zellzahlbestimmung

Die Pankreata von Mauseembryonen E18.5 wurden wie beschrieben prapariert,
fixiert und in Paraffin eingebettet. Zur Bestimmung endokriner Zellzahlen wurden
Mikrotomschnitte von 6 pm Dicke angefertigt Die Pankreata wurden seriell
aufgezogen, wobei eine Serie 15 Objekttrager umfasste und jeweils 4 Schnitte auf
einen Objekttrager aufgezogen wurden. Es wurden insgesamt drei Serien pro
Pankreas erhalten, was einer Objekttrager Anzahl von 45 entspricht. Hiervon wurde
jeder neunte Objekttrager ausgewahlt. Das Gewebe wurde wie beschrieben
deparaffiniert und die endokrinen Zellen mittels entsprechender Antikorper
immunhistochemisch markiert. Die Zahlung erfolgte unter dem
Floureszenzmikroskop (Zeiss). Fur jedes individuelle Pankreas wurde die mittlere
Zellzahl pro Schnitt berechnet. Die Mittelwerte der Zellzahlen von jeweils 4
individuellen Pankreata der verschiedenen Nkx Genotypen wurden mit den
Zellzahlen einer entsprechenden Anzahl von Wildtyp Embryonen verglichen, um
einen mogliche Zellzahlveranderung in den Mutanten zu ermitteln (siehe

Ergebnisse).



Methoden 85

5.11 B-Galaktosidase Bestimmung auf ganzen Embryonen und

Gewebe

Die Reaktion wurde an Embryonen der Linie Nkx6.2 x C57BL/6J durchgefuhrt.

Die Embryonen wurden in kaltem PBS isoliert und je nach Alter zwischen 15 und 30
min in Fixierungslésung (1% Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd, 0,002% NP40, 1 x
PBS) inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Embryonen 2 x 20 min in 1 x PBS
gewaschen und in Zellkulturschalen mit Farbelésung (1mg/ml X-Gal, 5 mM
KsFe(CN)s, 5mM KsFe(CN)s, 2mM MgCly, 0,02% NP40) Uberfuhrt. Hierin wurden die
Embryonen Uber Nacht bei 30°C leicht schuttelnd gefarbt. Da die Farbeldésung
lichtempfindlich ist, wurden die Platten mit Alufolie umwickelt.

Die Reaktion wurde an folgenden Tag durch Waschen mit 1 x PBS (2 x 20min)

beendet.

5.12 Identifizierung differenziell exprimierter Gene mittels Gen-

Chip-Analyse

Die Gen-Chip-Analyse ist eine schnelle und effiziente Methode zur Erstellung von
Genexpressionsprofilen und erlaubt dartber hinaus die vergleichende Analyse
zweier gegebener Systeme. Bei den Gen-Chips handelt es sich um eine kompakte
Anordnung von Oligonukleotiden, welche durch kovalente Bindung an einer
Silikatmatrix immobilisiert wurden. Dabei reprasentiert jedes Oligonukleotid ein
spezifisches Gen. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten System handelt es sich um
kommerziell erhaltliche Gen-Chips der Firma Affymetrix (GeneChip“ Murine Genome
U74 Set), welche 6000 bekannte Gene aus der Maus sowie weitere 6000
sogenannte EST Cluster umfassen. ESTs reprasentieren bisher unidentifizierte
Gene. Zur Erstellung eines Genexpressionsprofiles wurde die gesamte genetische
Information von Wildtyp und Nkx6.1 Mutante in Form einer komplementaren RNS
Sonde (cRNS) auf die Genchips aufgebracht. Die cRNS Sonde wurde durch in vitro
Transkription aus der zuvor synthetisierten cDNS hergestellt. FUr die Herstellung der
cRNS wurden biotinylierten Ribonukleotide verwendet, welche die nachfolgende
Markierung der cRNS erlaubt. Die Expression eines Genes in einer Probe kann
durch Bindung einer cRNS Sequenz and das komplementare Oligonukleotid auf den

Gen-Chips nachgewiesen werden. Zum Nachweis einer Bindung wurde der
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Floureszenfarbstoff Phycoerythrin verwendet, welcher als Streptavidin Konjugat
kommerziell erhaltlich ist. Da Streptavidin mit Biotin interagiert, wurde uberall dort ein
Lichtsignal erzeugt, wo komplementare RNS an den Chip gebunden hat. Die Summe
der Lichtsignale, die durch die Bindung der cRNS einer Probe erzeugt wird, konnte
durch einen Laserscanner gemessen werden, welcher in der durch die Firma
Affymetrix entwickelten Auswertungsstation integriert ist. Durch automatisierte
Verfahren wurde aus den Lichtsignalen die Expression eines bestimmten Genes in
der Probe bestimmt. Es wurden doppelte Ansatze angefertigt, um die Genauigkeit
der Ergebnisse zu erhdhen.

Durch Kreuzvergleich der Genexpressionsprofile von Wildtyp und Nkx6.1 Mutante
konnten differenziell exprimierte Gene identifiziert werden. Die Anderung in der
Genexpression wurde automatisch berechnet und als sogenannter "FC" (fold
change) angegeben. Der ,FC“Wert fir jedes Gen wird durch standardisierte
Algorithmen aus den Floureszenzwerten von Wildtyp und Nkx6.1-Mutante kalkuliert
und ist der differenziellen Expression des Gens proportional. Ein Schema zur

Durchfuhrung der Gen-Chip-Analyse ist in Abb 2.1 des Ergebnisteils wiedergegeben.

5.12.1 Praparation von RNS

Die Synthese von Gesamt RNS aus Gewebe erfolgte wie unter 5.3.6 beschrieben.
Als Ausgangsmaterial dienten Pankreata von Nkx6.1-mutanten sowie Wildtyp-
Mauseembryonen E13.5. Die RNS aus jeweils 6 Pankreata wurde in einem Volumen
von 11 yl DEPC H,O aufgenommen. Es wurden jeweils 2 Reaktionsansatze pro

Genotyp angefertigt.

5.12.2 In vitro Transkription zur Herstellung Biotin markierter cRNS Sonde

FuUr die Synthese des cDNS Erststranges wurden 11pul der in 5.3.6 isolierte RNS mit
1 pl oligodT/T7 Primer (100 pmol/pl, MWG) gemischt und fir 10 min bei 70°C
inkubiert. Der Ansatz wurde anschlielfend kurz auf Eis gelagert. Fir die DNS
Synthese wurden 4 pl Erststrang Puffer (2 ul 0,1 M DTT und 10 mM dNTP) sowie 1
Ml Reverse Transkriptase (Invitrogen) hinzugeflgt und der Ansatz bei 42 °C fur 1h
inkubiert.
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Der Reaktionsansatz wurde anschlieflend fur 5 min auf Eis gelagert. Gleichzeitig
wurde der Probenmix fur die Zweitstrang Reaktion auf Eis angefertigt (106 ul DEPC
H20, 15 pl 10 x Zweitstrang Puffer (200 mM Tris pH 6,9, 900 mM KCI, 46 mM MgCly,
1,5 mM NAD (Calbiochem), 100 mM NHSOy), 3 pl 10 mM dNTP, 1 puIDNA Ligase
(NEB, 10 u/ul), 4 ul DNA Polymerasel ( NEB, 10 u/ul), 2 ul RNAse H (Boeringer 1 u/
pl) ) und nach Ablauf der Inkubationszeit zum Erststrang Reaktionsansatz gegeben.
Der Gesamtansatz wurde fur 2h bei 16°C inkubiert. Zur Herstellung von glatten
Enden wurde anschlielend 2 ul T4 Polymerase (Invitrogen) zum Reaktionsansatz
gegeben fur weitere 5 min bei 16°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10 yl 0,5 M EDTA beendet und anschliel3end aufgereinigt.

FUr die Aufreinigung wurde das Gesamtvolumen des Reationsansatzes mit DEPC
H,0 auf 300 pl gebracht und ein gleiches Volumen neutrales Phenol/Chloroform
(1:1) hinzugegeben. Nach mehrfachem Kippen des ReaktionsgefalRes zur
Durchmischung wurde fiir 5 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand, der die
cDNS enthielt, wurde anschlielend mit 2,5 Volumen 96% Ethanol und 120 ul
NH40OAc versetzt und nochmals 30 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen des Prazipitats mit 70% Ethanol wurde die DNS getrocknet
und in 45 pyl DEPC H,O aufgenommen.

Die aufgereinigte cDNS wurde in einem Volumen von 45 yl aufgenommen, was einer
Konzentration von ca 200 ng/ul entsprach.

Fur die Herstellung biotinylierter cRNS zur Hybridisierung der Affymetrix
Oligonukleotid-Chips wurde das "RNA Transcript Kit" (Enzo) verwendet und erfolgte
gemal den Angaben des Herstellers. Die cDNS wurde mit 2 pl 10x Hy
Reaktionspuffer, 6 pl H,O, 2ul 10x Biotin markierte Ribonukleotide, 10ul 10x DTT,
10pl RNAse Inhibitor und 5 pyl T7 Polymerase Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Dabei
wurde der Reaktionsansatz mehrfach im Abstand von 45 min gemischt.

Die Aufreinigung der biotinylierten RNS erfolgte unter Verwendung des "RNeasy Kit"
(Quiagen) nach Angaben des Herstellers. Die Konzentration wurde photometrisch

bestimmt. Es wurden etwa 10 ug biotinylierte Sonde pro Ansatz isoliert.

5.12.3 Fragmentierung der cRNS

Zur Fragmentierung der biotinylierten cRNS wurde der Gesamtansatz mit 2 pl
Fragmentierungspuffer (200 mM Tris-Actetat pH 8,1, 500 mM KOAc, 150 mM
MgOAC) bei 94 °C fur 35 min inkubiert und anschlieRend auf Eis abgekuhilt.
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5.12.4 Hybridisierung der Genchips mit biotinylierter cRNS, Farbung und
Signaldetektion

Die biotinylierte cRNS aus embryonalem Gewebe von Nkx6.1-mutanten und Wildtyp-
Embryonen wurde zur Hybridisierung auf die Gen-Chips aufgebracht. Es folgten
mehrere automatisierte Waschschritte und anschlieend die Farbung gebundener
cRNS mittels Streptavidin gekoppeltem Phycoerythrin. Fur die gesamte
experimentelle Prozedur wurde die "Gene Chip Fluridics Station 400" der Firma
Affymetrix verwendet und wurde nach dem Affymetrix Gene Chip Expression Manual
durchgefluhrt (s. dort). Die Signaldetektion erfolgte mit dem der Station integrierten

Floureszenzmel3gerat.

5.12.5 Datenanalyse

Die Auswertung der Messdaten des Hybridisierungsexperimentes erfolgte
automatisch durch das Auswertungsprogramm der Firma Affymetrix (Genechip
Analysis Suite software). Es wurde zunachst die Auswertung jedes einzelnen Gen-
Chip Experimentes (absolute Analyse) durchgefihrt. Hierbei wurden Gene gemaf
ihrer Signalintensitat als exprimiert oder nicht exprimiert eingestuft. In der
Vergleichsanalyse wurden dann die Messwerte der einzelnen Experimente
miteinander verglichen und somit der FC-Wert berechnet. Die genaue Durchfihrung
der Datenanalyse ist in Anhang 5 des Affymetrix GenChip3.1 Benutzerhandbuches

beschrieben.
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6 Anhang

6.1 Abklrzungsverzeichnis

6.1.1 Allgemeine Abkiirzungen

A, mA
Ad

ca
cDNA

Ci
cm,mm
cpm
DNA

Fa

g, mg, N9
h, min, sek
kb

kDa
konz
Kat. nr.

[, ml, ul
M, mM, uM
MmRNA
nm

oD

PCR

RNA
RT
RT-PCR

Ampere, Milliampere

auf ein Volumen von x zu bringen

circa

komplementare DNA

Curie

Zentimeter, Millimeter

Impulse pro Minute
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
Firma

Gramm, Milligramm, Mikrogramm

Stunde, Minute, Sekunde

Kilobasen

Kilodalton

konzentriert

Katalog-Nummer

Liter, Milliliter, Mikroliter

molar, millimolar, mikromolar
Boten-Ribonukleinsaure (messenger-RNA)
Nanometer

optische Dichte

Polymerase chain reaction (Polymerase Ketten
reaktion)

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptions-PCR
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U Unit (Einheit)

Upm Umdrehungen pro Minute
uv Ultraviolett

Vv Volt

Vol Volumen

6.1.2 Abkirzungen von Substanzen und Puffern

BSA Rinderserumalbumin

ddH.0 bidestilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonukleosid Triphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EtOH Ethanol

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2"-Ethansulfonsaure
MetOH Methanol

2p Phosphor-Isotop 32

PBS Phosphat gepufferte Saline

SDS Natriumdodecylsulfat

Tris Trishydroxymethylaminomethan

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-R3-D-galactosidase

6.1.3 Spezielle Abkirzungen

E Embryonaltag
EST expressed sequence tag
MHC major histocompartibility complex

ZNS Zentrales Nervensystem
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6.2 Liste der verwendeten Oligonukleotide

Primer Sequenz (5°-3") Hersteller | Verwendungszweck
bezeichnung

IC-1 CACAGGAGAATGGGAAGCCGAA | Metabion | Genotypisierung
IC-2 TCCACACAGATGGAGAGTCCAG | Metabion | Genotypisierung
Neo-3 CTTCAGTGACAACGTCGAGC Metabion | Genotypisierung
Neo-4 GATGGATTGCACGCAGGTTC Metabion | Genotypisierung
Nkx6.2 5° CTGTCGTTTGAAACGCGG TCC Metabion | Genotypisierung
Nkx6.2 3 ACACCTGCAGACGAGGCGACG | Metabion | Genotypisierung
Nkx6.2 lacZ|GTCAATCCGCCGTTTGTTCCCAC |Metabion |Genotypisierung

5 GG

Nkx6.2 lacZ|GCGTGTACCACAGCGGATGGTTC | Metabion |Genotypisierung

5 GG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Invitrogen | Sequenzierung

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Invitrogen | Sequenzierung
Affy-T7 TCTAGTCGACGGCCAGTGAATTG |MWG in vitro Transkription

TAATTGTAATACGACTCACTATAG
GGCGTyy
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