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IV 
Diskussion 

Mutationen im Transkriptionsfaktor HNF1( führen beim Menschen zu MODY. Der Unterschied zu allen anderen MODY Genen ist jedoch, dass Mutationen im HNF1( Gen auch mit verschiedenen Nierenfehlentwicklungen assoziiert sind. Der Einfluss von HNF1( auf die Entwicklung der Niere konnte zum ersten Mal von Wild et al. (2000) klar bewiesen werden. Sie zeigten, dass durch Injektion von mutiertem oder Wildtyp HNF1( die Pronephrosentwicklung in Xenopus Embryonen behindert wird. Dieser Effekt ist eindeutig spezifisch für HNF1(, da die Injektion des nah verwandten HNF1( Genes keinen Einfluss auf die Pronephrosentwicklung hat (Wild et al., 2000). Dies zeigt, dass HNF1( bei der Nierenentwicklung eine essentielle Rolle spielt. Beim Menschen sind die durch die Mutationen verursachten klinischen Phänotypen äußerst variabel, jedoch ist die Ausbildung von Zysten in der Niere mit mehreren Mutationen assoziiert. Aufgrund der hohen Variabilität der klinischen Phänotypen lassen sich unterschiedliche Eigenschaften der mutierten Faktoren vermuten. In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen HNF1( Mutanten zum einen molekularbiologisch analysiert und zum anderen ihr Einfluss auf die Nierenentwicklung im Krallenfrosch Xenopus laevis und auf das Expressionsprofil anderer nierenspezifischer Gene untersucht. Mit den so gewonnenen Daten ist einerseits eine Kategorisierung der Mutanten möglich und andererseits kann eine Korrelation zwischen Art der Mutation und begleitendem Krankheitsbild hergestellt werden. 

1.
Basierend auf den molekularen Daten kann man zwei Gruppen von HNF1( Mutanten unterscheiden

In Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen HNF1( Mutanten sich in Bezug auf ihre Fähigkeit an DNA zu binden unterscheiden. Alle Mutanten denen Teile oder die kompletten DNA-Bindedomänen, POU A und Homeodomäne, fehlen, können nicht mehr an DNA mit einer spezifischen HNF1 Bindesequenz binden. Dazu gehören die nonsense Mutanten E101X und R177X, die frameshift Mutanten P159delT, Q243delC und A263insGG, sowie die Mutante R137-K161 (Abb. 5). Interessanterweise hat die missense Mutation S151P ebenfalls ihre Fähigkeit verloren DNA zu binden, obwohl nur eine Aminosäure gegenüber dem Wildtyp Protein ausgetauscht ist. Für das HNF1 Protein konnte durch Kokristallisation mit einem Promotor, der eine hohe Affinität besitzt, gezeigt werden, dass das helix-turn-helix (HTH) DNA-Bindemotiv von den Helices 3 und 4 der POU A Domäne geformt wird (Chi et al., 2002). Da in diesem Bereich die Homologie zwischen HNF1( und HNF1( bei 98% liegt (siehe Abb. 1), kann man davon ausgehen, dass auch bei HNF1( diese beiden Helices das HTH-Motiv bilden. Der Austausch der polaren Aminosäure Serin durch Prolin an Position 151 verursacht eine Verzerrung der vierte (-Helix (Abb.2) der POU A Domäne (P(4) um etwa 20 Grad in Richtung der Helixachse. Prolin kann zum einen aufgrund von sterischen Hindernissen keine reguläre (-Helix formen und zum anderen blockiert seine zyklische Seitenkette das N-Atoms der Hauptkette und hindert es chemisch daran eine Wasserstoffbrückenbindung zu formen (MacArthur and Thornton, 1993). Dies erklärt den Verlust der DNA-Bindung der Mutante S151P. 

Die Fähigkeit der verschiedenen HNF1( Mutanten an DNA zu binden korreliert streng mit ihrer Fähigkeit zu dimerisieren und zu transaktivieren. Dies ist jedoch zu erwarten, da in den durchgeführten Gelretardationsassays DNA-Bindung eine Vorrausetzung zur Detektion der Dimere darstellt und Transaktivierung von der Fähigkeit mit der HNF1-Bindestelle des Reportergens zu interagieren abhängt. Die Daten belegen einen Funktionsverlust der Mutanten S151P, E101X, R177X, P159, Q243, A263 und R137-K161, sie stellen sogenannte „loss of function“ Mutationen dar. 

Im Gegensatz dazu kann die frameshift Mutante Y352, welche die POU A und die Homeodomäne enthält, genauso effizient an DNA mit einer HNF1 Bindestelle binden wie der Wildtyp, oder wie die von Wild et al. (2000) charakterisierte Mutante P328L329, die ebenfalls die vollständigen DNA-Bindedomänen enthält. Vergleicht man jedoch die Aktivität des Wildtyps mit der der Mutante Y352 (Abb. 8A), der fast die gesamte Transaktivierungsdomäne fehlt, so ist die Aktivität der Mutante niedriger bei niedrigen Mengen an transfiziertem Expressionsvektor, erreicht aber erstaunlicherweise die Aktivität des Wildtyps bei sättigenden Mengen an tranfizierter DNA. Dies dokumentiert, dass die Mutante Y352 unterschiedliche funktionelle Eigenschaften als der zum Wildtyp hat. Dies entsprich den Beobachtungen die für die Mutante P328L329 gemacht wurden. Es konnte gezeigt werden, dass diese Mutante bei hohen Mengen an transfiziertem Expressionsvektor sogar aktiver als der Wildtyp ist und somit eine „gain of function“ Mutation darstellt, obwohl ihr ebenfalls ein großer Teil der Transaktivierungsdomäne fehlt (Wild et al., 2000). Da dieser „gain of function“ Effekt für die Mutante Y352 nicht beobachtet werden konnte (Abb. 8A), lässt sich vermuten, dass die 27 Aminosäuren, welche durch die Leserahmenverschiebung der Mutation P328L329delCCTCT generiert werden, Eigenschaften einer Transaktivierungsdomäne aufweisen. Da es bei der Mutantion Y352insA zu keiner Leserahmenverschiebung kommt, sondern ein sofortiges Stopcodon entsteht, könnte dies den Unterschied der beiden Mutanten erklären.

Auch in der Fähigkeit zu dimerisieren unterscheidet sich die Mutante Y352 von den „loss of function“ Mutanten. In den durchgeführten Bindungsstudien konnten eindeutig Heterodimere zwischen Wildtyp und Mutante Y352 detektiert werden, die an DNA mit einer HNF1( Bindestelle binden (Abb. 6). Dimerisierung konnten Wild et al. (2000) auch für die Mutante P328L329 nachweisen. Dies zeigt erneut, dass die Fähigkeit zu dimerisieren mit der Fähigkeit der DNA Bindung korreliert. 

Für keine der untersuchten HNF1( Mutanten konnte in den durchgeführten Experimenten ein Einfluss auf die Aktivität des Wildtyps nachgewiesen werden. Es konnte jedoch von anderen Gruppen für die Mutante A263 gezeigt werden, dass sie sowohl in HepG2 (Leberzelllinie) und MIN6 Zellen ((-Zelllinie des Pankreas) (Tomura et al., 1999) als auch in HeLa-Zellen (Bai et al., 2002) dominant negativ wirkt. In diesen Untersuchungen wurden jedoch andere Reporterkonstrukte mit anderen Promotoren verwendet. Die Autoren verwendeten in den HepG2 und MIN6 Zellen die Promotorregien des humanen GLUT2 Gens, eines Glukose-Transporters in Leber- und Pankreaszellen und in HeLa-Zellen den Ksp cadherin (Kidney specific cadherin) Promotor. Dies lässt darauf schließen, dass das Verhalten der Mutanten promotorspezifisch ist. Die Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls mit unterschiedlichen Promotoren durchgeführt. Dabei wurde zum einen ein artifizieller Promotor (syn(0)4tk-luc) und zum anderen ein natürlicher Zielpromoter (HNF4(P2(-285)-luc) des HNF1( Gens untersucht. Es konnte aber für beide Promotoren kein dominant negativer Effekt der Mutanten nachgewiesen werden. 

Der Zelltyp scheint ebenfalls Auswirkungen auf die Eigenschaften der Mutanten zu haben. Tomura et al. (1999) konnten für die Mutante R177X in HepG2-Zellen einen dominant negativen Effekt finden, jedoch nicht in MIN6-Zellen. Dies lässt vermuten, dass die funktionellen Fähigkeiten der Mutanten A263 und R177X in den (-Zellen des Pankreas anders sind als in Leberzellen. Ein genereller und profunder Effekt der HNF1( Mutanten auf das Wildtyp-Protein in einem Organismus ist jedoch eher unwahrscheinlich, da solch ein Effekt die Aktivität des HNF1( Wildtyp-Allels ausschalten würde. Dies wäre, wie Ergebnisse aus Untersuchungen an „Knock-out“ Mäusen zeigen höchstwahrscheinlich letal, denn eine homozygote Inaktivierung des HNF1( Gens führt zu einem frühen embryonalen Entwicklungsstop und somit zum Tod der Embryonen, verursacht durch Differenzierungsstörungen des viszeralen Endoderms (Coffinier et al., 1999; Barbacci et al., 1999). 

Mit Hilfe von Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die mutierten HNF1( Proteine eine unterschiedliche zelluläre Lokalisation aufweisen (Abb.10). Aufgrund der Ergebnisse lässt sich auf ein Kernlokalisierungssignal im N-terminalen Bereich der Homeodomäne schließen. Alle untersuchten Mutanten, die diesen Abschnitt beinhalten, sind im Kern der Zellen lokalisiert. Diese Vermutung stimmt mit Angaben der Literatur überein. Es konnte gezeigt werden, dass ein Cluster von konservierten Aminosäuren am N-terminalen Ende der Homeodomäne als Kernlokalisierungssignal dient (Boulikas, 1994). Im Fall von HNF1( wäre dies die Proteinsequenz KMRRNR (Aminosäure 229-234), die diese Funktion erfüllt. 

Eine Ausnahme stellt jedoch die missense Mutante S151P dar, da sie sowohl im Zytoplasma als auch im Kern nachgewiesen werden konnte. Der Austausch der Aminosäure Serin durch Prolin hat nicht nur Auswirkungen auf die DNA-Bindung, sondern die durch den Austausch verursachte Konformationsänderung des Proteins scheint auch die Verteilung des mutierten Proteins in der Zelle zu beeinflussen. 

Fasst man die molekularen Daten der HNF1( Mutanten zusammen, so lassen sich zwei Gruppen von Mutanten unterscheiden. Zum einen die Mutanten P328L329 und Y352. Sie sind aktiv, d.h. sie binden an DNA, dimerisieren und transaktivieren. Und zum anderen die Mutanten S151P, E101X, R177X, P159, Q243, A263 und R137-K161, die durch den Verlust der DNA-Bindung auch nicht dimerisieren und transaktivieren können. Sie werden als „loss of function“ Mutationen bezeichnet. 

Die Analyse der molekularen Eigenschaften der mutierten HNF1( Proteine in vitro bzw. in Zellkulturexperimenten erlaubt lediglich eine Aussage darüber inwieweit sich die Mutationen auf die funktionellen Eigenschaften des Transkriptionsfaktors in einem artifiziellen System auswirken. Es erlaubt aber keine Aussage darüber wie sich genetische Veränderungen im sich entwickelnden Organismus auswirken. Aus diesem Grund wurden die HNF1( Mutanten außerdem im Krallenfrosch Xenopus leavis überexprimiert und ihr Einfluss auf die Nierenentwicklung untersucht. Ziel dabei war es, festzustellen inwieweit die so gewonnenen Xenopus Daten mit den verschiedenen klinischen Phänotypen, wie sie bei Patienten mit einer HNF1( Mutation auftreten, korrelieren. 

2.
Basierend auf dem Einfluss der HNF1( Mutanten auf die Pronephrosentwicklung im Xenopus kann man zwei Gruppen von Mutanten unterscheiden

Die Anatomie des Xenopus Pronephros ist im Vergleich zum Metanephros des Menschen recht einfach, jedoch ist die Grundstruktur bei beiden identisch. Beide Organe werden aus Nephronen gebildet, lediglich die Anzahl der Nephrone variiert. So besteht der Pronephros der Amphibien aus einem einzigen Nephron, wohingegen der Metanephros des Menschen sich aus über einer Millionen Nephronen zusammensetzt. Dabei ist die basale Struktur eines Nephrons bestehend aus Glomus, Nierenkanälchen und Sammelrohr identisch und die gleichen essentiellen Regulatoren werden in beiden Organismen exprimiert (Carroll et al., 1999; Vize et al., 1997; Brändli, 1999; Ryffel, 2003). Dieser identische Aufbau erlaubt es den Pronephros des Xenopus als Modell für die Niere des Menschen zu benutzen. In der Embryonalentwicklung des Menschen kommt es zwar ebenfalls zu einer Pronephrosentwicklung, jedoch werden diese Strukturen nur rudimentär angelegt und haben keinerlei Funktion. Dadurch ist es nur schwer möglich diese frühe Nierenform beim Menschen zu untersuchen. Bereits in der vierten Schwangerschaftswoche beginnt die Rückbildung des Pronephrossystems und am Ende der fünften Woche ist es vollständig verschwunden. Stattdessen hat sich aus dem intermediären Mesoderm der thorakalen und lumbalen Segmente der Mesonephros entwickelt, der später durch den Metanephros als definitive Niere ersetzt wird. 

Durch Überexpression der HNF1( Mutanten in Xenopus Embryonen konnte gezeigt werden, dass die Nierenentwicklung der Larven auf unterschiedliche Weise gestört ist. Die Mutanten lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe verursacht eine Vergrößerung der Pronephroskanälchen und des proximalen Bereichs des Sammelrohrs (Abb.14). Zu dieser „Vergrößerungsgruppe“ zählen die Mutanten S151P, E101X, R177X, P159, Q243 und A263, die nicht mehr in der Lage sind, an DNA mit einer spezifischen HNF1 Erkennungssequenz zu binden und somit auch nicht dimerisieren und transaktivieren. Da sie dennoch die Pronephrosentwicklung in den Xenopus Embryonen beeinflussen, ist es wahrscheinlich, dass sie mit anderen regulatorischen Komponenten interagieren und so indirekt auf die Nierenentwicklung einwirken. Die zweite Gruppe der HNF1( Mutanten verursacht eine Reduktion der Pronephroskanälchen und des proximalen Bereichs des Sammelrohrs, in einigen Fällen konnte sogar ein kompletter Verlust dieser Strukturen beobachtet werden (Abb.12). Zur dieser „Reduktionsgruppe“ gehört zum einen die Mutanten P328L329, die höheres Transaktivierungspotentiel als der Wildtyp aufweist und zum anderen die Mutante Y352, welche ein kaum beeinträchtigtes Transaktivierungspotential im Vergleich zum Wildtyp besitzt. Im Einklang dazu steht, dass die Überexpression von HNF1( Wildtyp ebenfalls zu einer Reduktion des Pronephros in den sich entwickelnden Larven führt (Wild et al., 2000). Überraschenderweise gehört zu den Mutanten der „Reduktionsgruppe“ auch die Mutante R137-K161, die kein Transaktivierungspotential aufweist (Lindner et al., 1999). Auch hier ist eine Interaktion der Mutante mit anderen Faktoren der Nierenentwicklung wahrscheinlich, so dass die Pronephrosentwicklung gestört wird. 

Beim Vergleicht der Ergebnisse der Mutanten aus der „Vergrößerungsgruppe“ untereinander fällt die hohe Streuung der Werte auf (Abb.16) auf. Einige Mutanten scheinen die Pronephrosentwicklung stärker zu beeinflussen als andere. Die Streuung der Werte lässt sich durch die Technik der RNA Injektion erklären. Es ist äußerst schwierig, die Tropfengröße, die pro Ei injiziert wird, konstant zu halten, so dass die Menge an injizierter RNA pro Embryo variiert. Tiere mit einer höheren Konzentration an injizierter RNA zeigen einen stärkeren Effekt, als solche mit geringeren Mengen. Um solche Schwankungen ausgleichen zu können, ist es wichtig eine große Anzahl an Tieren zu untersuchen und eine statistisch relevante Analyse durchzuführen. 

Die Einteilung der HNF1( Mutanten in zwei Gruppen basierend auf dem hemmenden oder fördernden Einfluss auf die Pronephrosentwicklung im Xenopus korreliert mit der Einteilung, wie sie aufgrund der molekularen Daten vorgenommen wurde, mit Ausnahme der Mutante R137-K161. Sie gehört zur „Reduktionsgruppe“ im Xenopus, ist aber funktionell inaktiv, wie die Mutanten der „Vergrößerungsgruppe“ und auch im klinischen Phänotyp (Oligomeganephronie) unterscheidet sie sich von den anderen, so dass man sie einer dritten Gruppe zuordnen muss. 

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der molekularen und Xenopus Untersuchungen sowie der klinischen Phänotyp zusammengefasst. Die Unterteilung der Mutanten in drei Gruppen, basierend auf diesen Ergebnissen, ist farbig gekennzeichnet. Fasst man die Resultate zusammen so ergibt sich daraus, dass die HNF1( Mutanten qualitativ nicht gleichwertig sind. Man kann drei Gruppen von Mutanten unterscheiden: Vergrößerung des Pronephros und funktionell inaktiv, oder Reduktion des Pronephros und funktionell aktiv, sowie die dritte Gruppe, die eine Reduktion des Pronephros verursacht, aber funktionell inaktiv ist. 

Bei der Gruppierung der HNF1( Mutanten zeigt sich keine Korrelation mit der Lokalisation des mutierten Proteins in der Zelle. In allen drei Gruppen sind Mutanten vorhanden, deren Protein im Kern der Zellen lokalisiert wurde. Die Kernlokalisation hängt vielmehr von dem Vorhandensein eines Kernlokalisierungssignals ab, das, wie oben diskutiert, am N-terminalen Bereich der Homeodomäne vermutet werden kann. 
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Xenopus, molekularen und klinischen Phänotypen der HNF1( Mutanten
Die verschiedenen Domänen sind angegeben und die Nummern beziehen sich auf die Aminosäure Position. Der durch die Leserahmenverschiebung verursachte Aminosäure Austausch ist durch eine schwarze Box gekennzeichnet. Die Daten für die Mutante R137-K161 sind aus Lindner et al. (1999) und für P328L329 aus Wild et al. (2000) übernommen. (GCKD) glomerulocystic kidney disease, (MODY) maturity onset diabetes of the young. 

3.
Zusammenhang zwischen mutiertem HNF1( und Erkrankungen des Menschen 

Die durch Überexpression der HNF1( Mutanten verursachten verschieden Xenopus Phänotypen, Reduktion oder Vergrößerung des Pronephros, zeigen, dass es sich dabei um qualitativ unterschiedliche Mutanten handelt. Eine direkte Übertragung auf den klinischen Phänotyp im Menschen ist jedoch schwierig, da der Pronephros im Vergleich zum Mesonephros des Menschen einfacher gebaut ist (siehe oben). Und auch ein direkter Vergleich der klinischen Phänotypen untereinander ist schwierig, denn dabei ergeben sich mehrere Probleme. Da bis jetzt nur etwa 30 Patienten untersucht wurden, stehen die klinischen Daten nur in limitierter Anzahl zur Verfügung. Vergleicht man dies mit den Untersuchungen am Xenopus, bei dem pro Mutante ca. 100 Tiere untersucht wurden, so wird der Vorteil des Xenopussystems deutlich. Man kann in kurzer Zeit eine statistisch aussagekräftige Anzahl von Tieren auf die gleiche Art und Weise analysieren. Die einheitliche Untersuchungsmethode der Xenopus Larven stellt einen weiteren Vorteil zu den humanen Daten dar, da die klinischen Daten auf unterschiedlichste Weise erhoben wurden. Dies liegt an der Tatsache, dass von den meisten Patienten nur radiologische Aufnahmen gemacht wurden und keine histologischen Ergebnisse der erkrankten Nieren zur Verfügung stehen. In den seltenen Fällen, in denen histologische Untersuchungen möglich waren, sind nur kleine Teile der Nieren untersucht worden und diese repräsentieren nicht die komplette Struktur des Organs. Darüber hinaus wurde fötales Gewebe mit Gewebeproben von Erwachsenen verglichen, ohne progressive Veränderungen, die während des Krankheitsverlaufes auftreten, zu berücksichtigen. Die Tatsache, dass die meisten Mutationen de novo Mutationen sind, also spontan auftreten und somit nur ein Familienstammbaum zur Verfügung steht, stellt ein weiteres Problem beim direkten Vergleich der Mutationen dar. Nur für die Mutation R177X konnten bis jetzt zwei unabhängigen Familien identifiziert werden (Montoli et al., 2002; Horikawa et al., 1997). Bei einer Mutation in einer Familie mit einem großen Stammbaum kann statistisch gut abgesichert werden, ob die Mutation mit dem Auftreten der Krankheit korreliert. Jedoch zeigen Mutationsträger innerhalb einer Familie ebenfalls erhebliche Variationen in den Nierenfunktionsstörungen. Ein gutes Beispiel für eine hohe Variabilität im klinischen Phänotyp sind die Familiendaten der Mutationsträger P328L329. In der beschriebenen Familie variiert der Schweregrad der Nierenerkrankung von nichtfunktionsfähigen zystischen Nieren in einem 17 Wochen alten Fötus, was zu dessen Tode führte, bis hin zum Auftreten einer kleinen Anzahl vom Zysten in den Nieren und mäßiger Beeinträchtigung des Kreatinin-Clearence Wertes im Alter von 22 Jahren (Bingham et al., 2000). Daraus wird die hohe Variabilität der Patientendaten deutlich, und eine systematische Datenerfassung der verschiedenen Krankheiten hat nicht stattgefunden. 

Zu Beginn dieses Projektes waren nur zwei HNF1( Mutanten bekannt, die die hypoplastische Unterart der familiären glomerulocystic kidney disease (GCKD) verursachen. Dies sind die Mutanten E101X und P159delT (Bingham et al., 2001). Da es sich bei beiden um „loss of function“ Mutationen handelt, sahen die Autoren in dem Funktionsverlust eine Ursache der Erkrankung. Im vergangenen Jahr wurde jedoch eine weitere mit GCKD assoziierte HNF1( Mutante identifiziert. Dabei handelt es sich um die frameshift Mutation P334insC (P334), die eine heterozygote C ( G Substitution im Codon 334 aufweist und somit einen großen Teil der Transaktivierungsdomäne verloren hat (Mache et al., 2002). Es entsteht ein verkürztes Protein, das dem der Mutanten Y352 und P328L329 sehr ähnlich ist und somit auch die gleichen Eigenschaften aufweisen dürfte. Bei den Mutanten Y352 und P328L329 handelt es sich jedoch um aktive Mutanten, d.h. sie können noch DNA-binden und haben ein Transaktivierungspotential. Dies steht jedoch im Widerspruch zu der These, dass GCKD durch den Funktionsverlust der HNF1( Mutanten verursacht wird. Erst eine genaue Untersuchung der funktionellen Eigenschaften der Mutante P334 (DNA-Bindung, Transaktivierung) ließe eine Aussage über die Entstehung der GCKD zu. Sollte die Mutante P334 ebenfalls inaktiv sein, so wäre die Theorie, dass GCKD durch einen Funktionsverlust der HNF1( Mutanten ausgelöst wird, bestätigt. Eine weitere Besonderheit der Mutante P334 ist die Tatsache, dass bei keinem der Mutationsträger Diabetes diagnostiziert wurde (Mache et al., 2002). Ein oraler Glucosetoleranztest (OGGT) zeigte aber eine verminderte Glucosetoleranz des 38 jährigen Vaters woraus sich in der Zukunft Diabetes entwickeln könnte. 

Die HNF1( Mutationen S151P, Q243 und R137-K161 verursachen im Menschen neben MODY und Nierendefekten auch genitale Fehlentwicklungen (Lindner et al., 1999; Bingham et al., 2002). Bei Frauen kann der Uterus nur rudimentär ausgebildet sein bis hin zur vaginalen Aplasie oder es kommt zu einer unvollständiger Verschmelzung des Müllerschen Ganges während der Embryonalentwicklung, was zu einem Uterus duplex oder Uterus bicornis führen kann. Für einen männlichen Patienten mit der Mutation S151P wurde Hypospadie beschrieben. Dies ist eine Fehlmündung der Harnröhre an der Unterseite des männlichen Gliedes. Bei der Hypospadie handelt es sich jedoch um eine sehr häufige Fehlbildung des männlichen Urogenitaltraktes mit einer Incidenz von etwa 1:300 bis 1:500 Geburten, so dass ein direkter Zusammenhang mit der Mutation noch geklärt werden muss. Für die Untersuchung von genitalen Fehlentwicklungen eignet sich ebenfalls Xenopus als Modellorganismus. Die in dieser Arbeit durchgeführten Überexpressionsexperimente der verschiedenen HNF1( Mutanten zeigten, dass der posteriore Abschnitt des Sammelrohrs, aus dem sich später der Genitalbereich entwickelt, stets normal entwickelt ist (Abb.15B). Es konnte kein Unterschied zwischen Mutanten aus der „Vergrößerungsgruppe“ und der „Reduktionsgruppe“ festgestellt werden. Dies könnte ein Argument gegen das Xenopus-Modell sein, jedoch wurden in unserem Versuchsansatz die humanen HNF1( Mutanten nur transient in den Xenopus eingebracht und eine genauere Untersuchung des Genitalbereiches, zum Beispiel mit spezifischen Antikörpern, fand nicht statt. Ein Nachteil der transienten Manipulation ist dabei, dass die injizierte RNA nur eine begrenzte Zeit im sich entwickelnden Embryo stabil ist, so dass ein Einfluss in späteren Entwicklungsstadien nicht möglich ist. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, die HNF1( Mutanten als Transgen in den Xenopus einzubringen. Damit wäre es möglich das morphogenetische Potential der Mutanten auf die Genitalentwicklung zu untersuchen. Mit Hilfe von Rekombinasen kann eine konditionelle Expression des Transgens im Embryo erreicht werden. Durch den Gebrauch von spezifischen Promotoren zusätzlich kann eine räumliche und zeitliche Kontrolle der Aktivität des Transgens erreicht werden. Diese Methode könnte schon bald im Xenopus etabliert sein, da in letzter Zeit große Fortschritte auf diesem Gebiet erzielt wurden (Ryffel et al., 2003). Mit diesem Ansatz ist es möglich, den Einfluss der HNF1( Mutanten auch auf die spätere Nierenform, den Mesonephros, zu untersuchen, was mit der transienten Methode nicht machbar ist. Es wäre interessant zu wissen, ob die Wirkung der HNF1( Mutanten auf die Entwicklung des Mesonephros mit der auf den Pronephros vergleichbar ist. 

4.
Zusammenhang zwischen mutiertem HNF1( und nonsense mediated mRNA decay (NMD) 

Verkürzte oder nonsense Transkripte werden von einem spezifischen Signalweg der Zelle erkannt und degradiert. Man bezeichnet diesen Mechanismus als nonsense mediated mRNA decay (NMD). Dieser Überwachungsmechanismus ist ubiquitär unter Eukaryonten vorhanden. NMD schützt die Zelle vor schädlichen dominant negativen oder „gain of function“ Effekten von verkürzten Proteinen, die durch stabile Transkripte entstehen würden. Für die Säugetierentwicklung ist NMD essentiell. Mäuse Embryonen, denen beide Allele einer RNA Helikase, die für NMD notwendig ist, fehlen, sterben kurz nach der Implantation. Einen Grund dafür sehen die Autoren in der Produktion von schädlichen oder unvollständigen Proteinen und der ungenauen Expression von physiologischen mRNAs (Maquat, 2002). 

Durch den Abbau des mutierten Transkriptes kommt es zu einer Halbierung der Gendosis (Haploinsuffizienz), wodurch auch nur etwa die Hälfte an Protein gebildet wird. Diese Haploinsuffizienz könnte als Ursache für die Erkrankungen durch mutiertes HNF1( angesehen werden. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen zwei nonsense (E101X, R177X) und fünf frameshift (P159, Q243, A263, P328, Y352) Mutationen verursachen ein frühzeitiges Stopcodon, so dass ein verkürztes Transkript entsteht, was dem Mechanismus des NMD unterliegen müsste. Die missense Mutation S151P und die in frame Deletion R137-K161 hingegen führen zu keinem vorzeitigen Abbruch in der Aminosäurekette und ein volllängen Protein entsteht. Hier kann NMD nicht als Ursache der Erkrankungen angesehen werden. Bei Injektion der missense Mutante in Xenopus Embryonen zeigte sich, dass sie den gleichen Phänotyp verursacht, wie die nonsense und frameshift Mutanten E101X, R177X, P159, Q243 und A263. Alle verursachen eine Vergrößerung des Pronephros auf der injizierten Seite. Auch die Mutante R137-K161 zeigt bei Injektion im Xenopus den gleichen Phänotyp wie die frameshift Mutanten P328L329 und Y352. Sie führen alle zu einer Reduktion des Pronephros. Fasst man die Xenopus Daten zusammen, so lässt sich kein Unterschied zwischen den einzelnen Mutationstypen (missense, nonsense oder frameshift) feststellen. Überträgt man dies auf den Menschen lässt sich spekulieren, dass sich die mutierten Transkripte dort ebenfalls identisch verhalten. Dies würde bedeuten, dass die nonsense und frameshift Mutationen nicht dem Mechanismus des NMD unterliegen würden. Zur Überprüfung dieser Theorie ist es jedoch nötig die Transkripte in vivo nachweisen zu können. Eine Möglichkeit stellt die Untersuchung von Lymphoblasten der Patienten dar. Diese können in Kultur gehalten werden und repräsentieren die nativen Expressionsverhältnisse, wie sie im Gewebe vorherrschen. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Zugabe des Translationsinhibitors Cycloheximid ins Kulturmedium einer Degradierung der nonsense mRNA durch NMD verhindert werden kann (Carter et al., 1996; Carter et al., 1995). Cycloheximid blockiert reversibel die Proteinsynthese durch Hemmung der Translation in zytosolisch lokalisierten Ribosomen durch Blockierung der Peptidbindung nach Ankopplung einer neuen Aminosäure an der tRNA (Alberts et al., 1994, Kap 6, S 240). Die so stabilisierten Transkripte können durch Northern-Blotting nachgewiesen werden und eine Quantifizierung durch zum Beispiel einen Phosphor Imager gibt Aufschluss über das Verhältnis zwischen Wildtyp und mutierter RNA. Sollte NMD vorliegen ist die Intensität des Wildtyp Signals etwa doppelt so stark wie das der Mutante. Der Nachteil der Lymphoblasten ist jedoch, dass es sich hierbei nicht um Zellen handelt, in denen HNF1( besonders aktiv ist, wie dies zum Beispiel in Nierenzellen der Fall wäre. Um eine möglichst authentische Repräsentation der Gegebenheiten in Nierenzellen zu bekommen, ist es nötig diese Zellen zu analysieren. Da Nierenzellen mit dem Urin ausgeschieden werden, kann man diese aus dem Urin isolieren und die Transkripte ebenfalls wie oben beschrieben nachweisen und quantitativ vergleichen. Durch diese Methode lassen sich die natürlichen Verhältnisse widerspiegeln und eine genaue Aussage, ob die verschiedenen HNF1( Mutanten dem Mechanismus des NMD unterliegen wäre möglich.

5.
Mutationen im HNF1( Gen haben keinen Einfluss auf die Expression anderer nierenspezifischer Gene 

Durch in situ Hybridisierungen von Xenopus Embryonen ist bekannt, dass HNF1( in der Pronephros Anlage noch vor der zellulären Differenzierung exprimiert wird (Demartis et al., 1994) und somit zusammen mit lim1 und Pax8 bei der Spezifikation oder Determinierung der Zellen eine Rolle spielt (Vize et al., 1995). Der genaue Mechanismus, mit dem die einzelnen Faktoren interagieren, ist dabei jedoch noch nicht bekannt. Die durch Injektion der verschiedenen HNF1( Mutanten verursachten morphologischen Veränderungen der Pronephrosentwicklung sind erst in späten Entwicklungsstadien sichtbar, der auslösende Mechanismus liegt jedoch in den frühen Entwicklungsstadien. 

Überexprimiert man lim1 oder Pax8 in Xenopus Embryonen, so führen beide dazu, dass mehr als drei Pronephroskanälchen gebildet werden (Carroll and Vize, 1999). Bei einer gleichzeitigen Überexpression von lim1 und Pax8 tritt ein synergistischer Effekt ein und es kommt zu einer ektopischen Pronephrosbildung. Dies deutet auf eine Kooperation beider Faktoren in der Nierenentwicklung hin. Da diese ektopische Expression sich auf die Somiten und das intermediäre Mesoderm beschränkt, müssen noch andere Faktoren bei der Determinierung der Pronephros Anlage eine Rolle spielen. 

Um eine Aussage über das Zusammenspiel verschiedener Regulatoren machen zu können, wurde bereits von Wild et al. (2000) das Expressionprofil von lim1 in Xenopus Larven untersucht, die entweder mit HNF1( oder HNF1( injiziert worden waren. Überexpression von HNF1( bewirkt eine Reduktion des Pronephros, wohingegen die Überexpression von HNF1( keinen Einfluss auf die Pronephrosentwicklung hat. Die Autoren konnten weder bei HNF1( noch bei HNF1( injizierten Larven eine Veränderung des Expressionsprofils von lim1 feststellen und spekulieren, dass der Effekt von HNF1( auf die Pronephrosentwicklung erst nach der Expression von lim1 einsetzt. 

In der vorliegenden Arbeit sollte nun ebenfalls mit Hilfe von in situ Hybridisierung der Einfluss einer HNF1( Mutante aus der „Vergrößerungsgruppe“ (A263) und einer aus der „Reduktionsgruppe“ (Y352) auf das Expressionsprofil anderer Regulatoren der Nephrogenese untersucht werden. Es ist bekannt, dass die Gene WT1, Pax2 und Pax8 eine entscheidende Rolle in der Nierenentwicklung im Xenopus spielen, dabei ist WT1 in der Glomus Anlage und Pax2 und Pax8 in der Pronephros Anlage aktiv. Die Überexpression der HNF1( Mutanten A263 oder Y352 im Xenopus Embryo, hat keinen Einfluss auf die Aktivität dieser drei Gene, da keine Veränderung des Expressionsprofils festgestellt werden konnte (Abb.17, 18, 19). 

Des weiteren wurde untersucht, ob die Mutanten sich auf die Expression des endogenen HNF1( auswirken und eine eventuelle Autoregulation beeinflussen. Die Überexpression der beiden HNF1( Mutanten führte ebenfalls zu keiner Veränderung im Expressionsprofil des endogenen HNF1( (Abb.21), so dass man einen autoregulatorischen Effekt ausschließen kann. 

Da bei einigen menschlichen HNF1( Mutationsträgern Fehlentwicklungen des Genitalbereiches festgestellt wurden, ist im Rahmen dieser Doktorarbeit der Einfluss der HNF1( Mutanten A263 und Y353 auf die Expression von Genen, die in der Genitalregion der Larven aktiv sind, untersucht worden. Als Beispiel wurde der Transkriptionsfaktor Sox9 ausgewählt. Er ist in vielen verschieden Geweben aktiv, unter anderem auch in der Genitalleiste der Xenopus Embryonen (Spokony et al., 2002). Bei den durchgeführten in situ Hybridisierungen konnte kein Einfluss der beiden Mutanten auf die Expression von Sox9 gefunden werden (Abb.20). Dies ist einerseits zu erwarten, da bis jetzt noch für keinen Patienten mit einer dieser Mutationen eine Fehlentwicklung des Genitalbereichs veröffentlich wurde. Andererseits sind, wie oben erwähnt, die Patienten Daten sehr limitiert, so dass die Wahrscheinlich hoch ist, dass auch für diese Mutationen Patienten mit Defekten im Genitalbereich existieren. Zukünftige Experimente mit den Mutanten S151 oder Q243, für die Fehlentwicklungen des Genitaltraktes beschrieben sind, sind sicherlich sinnvoll, so dass ein besserer Vergleich des Xenopus Phänotyps mit dem Menschlichen möglich ist. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die HNF1( Mutanten A263 und Y352 keinen Einfluss auf das Expressionsprofil der Gene WT1, Pax2, Pax8 und Sox9 haben. Unabhängig davon, ob die Mutante zur „Vergrößerungsgruppe“ (A263) oder zur „Reduktionsgruppe“ (Y352) gehört, verändern beide die Expression der untersuchten Gene nicht. Dadurch ist eine Aussage über mögliche regulatorische Zusammenhänge nur schwer möglich. Es hat jedoch den Anschein, dass sich der Einfluss der HNF1( Mutanten auf die Pronephrosentwicklung erst nach der Expression der untersuchten frühen Regulatoren auswirkt. 

Der nächste Schritt wäre die Untersuchung der Expression von späteren Markern. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper 3G8 und 4A6 sind gegen Gene gerichtet, die erst dann in der Pronephrosentwicklung aktiv sind, wenn die morphologischen Veränderungen durch mutiertes HNF1( schon eingetreten sind. Sie sind in ihrem Expressionsprofil klar beeinflusst. Durch die Analyse verschiedener Marker, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten aktiviert werden, lässt sich der Zeitpunkt feststellen, an dem die früheste Veränderung in der Pronephrosentwicklung auftritt. 

Des weiteren muß aufgrund der hohen Streuung des Xenopus Phänotyps (siehe oben) eine größere Anzahl von Tieren untersucht werden. Die in dieser Arbeit analysierten Larven (Tabelle 4) bieten einen ersten Hinweis auf die regulatorischen Mechanismen der Pronephrosentwicklung, jedoch sind die Ergebnisse keinesfalls statistisch signifikant. Ähnlich der RNA Injektion sollten ca. 100 Tiere pro Mutante und Sonde untersucht werden, was aus zeitlichen und technischen Gründen in dieser Arbeit jedoch leider nicht möglich war. 

Ein weiterer Punkt, um eine Aussage über die Regulationsmechanismen von HNF1( machen zu können, ist die Identifizierung von Zielgenen von HNF1(. Zielgene von Transkriptionsfaktoren wie HNF1( und ( können entweder durch das Auffinden von spezifischen Bindesequenzen im Promotor oder Enhancer Bereich eines Gens oder durch die Analyse der Genexpression in HNF1 überexprimierenden oder HNF1 inaktiven speziellen Zelltypen identifiziert werden. Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente im Modellorganismus Xenopus bieten eine weitere Möglichkeit der Untersuchung von HNF1(. Man kann in kurzer Zeit eine große Anzahl von Tieren untersuchen. Der Nachteil ist jedoch, dass der Frosch dem Menschen verwandtschaftlich nicht so nah steht wie zum Beispiel die Maus. Die Untersuchung der homozygoten HNF1( „Knock-out“ Maus ist jedoch aufgrund des frühen Todes des Embryos in der Entwicklung sehr schwierig, daher müssen alternative Ansätze zur Identifizierung von Zielgene und zur Rolle von HNF1( in der Embryonalentwicklung genutzt werden. Eine Methode ist die Herstellung von transgenen Mäusen, bei denen die Expression von mutiertem HNF1( oder der „knock-out“ des Gens konditionell durch die Verwendung von Rekombinasen gesteuert wird. Dabei kann durch spezielle Promotoren eine räumliche und zeitliche Kontrolle des Transgens erreicht werden. Die Herstellung von transgenen Mäuse ist jedoch ein sehr komplizierter Prozess und äußerst zeitintensiv. Eine alternative Möglichkeit bieten die sogenannten „embryoid bodies“(EB), die sich aus zwei Zellschichten zusammensetzen: Einer äußeren endodermalen Zellschicht, ähnlich dem viszeralen Endoderm, die eine zweite innere ektodermale Zellschicht des Eizylinders umschließt. Diese multizelluläre Struktur kann geformt werden, wenn embryonale Stammzellen (ES) in Suspension kultiviert werden. Verwendet man ES mit einer homozygoten Inaktivierung des HNF1( Gens, so ist die Formation der EB massiv gestört. Die EB bleiben klein ohne die Ausbildung der typischen Zysten, da keine externe viszerale-endodermale Zellschicht geformt wird. Vergleicht man die Expression von HNF1(, HNF3 und der Splice-Variante HNF4(1 in diesen fehlerhaften EB mit denen von normal entwickelten, so ist ihre Aktivität stark reduziert, wohingegen die Aktivität der Transkriptionsfaktoren GATA4 und GATA6 induziert ist (Barbacci et al., 1999; Coffinier et al., 1999). Dies bedeutet, dass HNF1( eine endscheidende Rolle in der Regulation der Expression von verschiedenen Transkriptionsfaktoren im viszeralen Endoderm eines Embryos spielt. Es ist dabei noch nicht geklärt, ob es sich um direkte Zielgene von HNF1( handelt. 

Die neueste und sehr effektive Methode zur Identifizierung von Genen, die durch mutiertes HNF1( in ihrer Expression beeinflusst werden, ist die Verwendung von Mikroarrays. Solche hochdurchsatz Expressionsanalysen erlauben z.B. Vergleiche der Expressionsmengen sehr vieler Gene gleichzeitig in gesundem und krankem Gewebe oder Vergleiche der Genexpression vor und nach Arzneimittelzugabe zur Risikoabschätzung (Pharma-/Toxikogenomik), sowie Abschätzung der Komplexität polygener Erkrankungen. Leider stehen zur Zeit noch keine Xenopus Chips zu Verfügung, jedoch ist in naher Zukunft sicher auch die Expressionsanalyse von Xenopus Genen möglich. Dann könnte man transgene Xenopus Larven, die eine HNF1( Mutante exprimieren, mit normalen Larven vergleichen. Auf diese Weise identifiziert man Gene, die eine veränderte Expression zeigen und somit potentielle Zielgene von HNF1( darstellen. 

Ein alternativer Ansatz, um zum einen den Einfluss von HNF1( auf die Pronephrosentwicklung und zum anderen um Aussagen über regulatorische Zusammenhänge der Pronephrosentwicklung machen zu können, ist für das Xenopus System die Verwendung von animalen Kappen. Entfernt man im Stadium der Blastula die animale Hemisphäre des Embryos (animale Kappe) und kultiviert diese weiter, so kann man durch Zugabe bestimmter Faktoren die Entwicklung verschiedener Organe induzieren. Kultiviert man zum Beispiel die animalen Kappen in Aktivin A, einem Mitglied der TGF( Familie (transforming growth factor beta), und Retinolsäure, kommt es in vitro zur Differenzierung von Pronephrosgewebe. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die HNF1( Mutanten Y352 bei Injektion in Xenopus Embryonen zu einem kompletten Verlust des Pronephros auf der injizierten Larvenseite führt. Durch die Präparation von animalen Kappen aus Embryonen, die mit dieser Mutante injiziert wurden, ließe sich überprüfen, ob der Verlust des Pronephros bereits im Stadium der Blastula determiniert ist, so dass es durch Zugabe von Aktivin A und Retinolsäure nicht möglich ist, die Differenzierung von Pronephrosgewebe zu induzieren. 

Aktivin A wirkt über den TGF(-Signalweg, der eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von Wachstum und Differenzierung spielt und scheinbar auch bei der Nierenentwicklung eine Funktion übernimmt. Somit könnte eine Interaktion von HNF1( mit dem TGF( Signalweg für die Nierenfehlentwicklungen durch mutiertes HNF1( verantwortlich sein. Würde sich dies bestätigen, wäre ein entscheidender Schritt zum Verständnis der Wirkungsweise von HNF1( gemacht. 
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