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I. 
Einleitung 

1. Transkription 

Die erste und wichtigste Stufe der Regulation der Genexpression eukaryotischer Gene stellt die Transkription dar. Die Regulation der Transkription erfolgt durch regulatorische Proteine, die sogenannten Transkriptionsfaktoren. Sie binden an spezifische DNA-Elemente (cis-acting elements) im Promotorbereich von Genen und ermöglichen eine selektive Expression und Regulation der Gene. Durch die Bindung vieler unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren innerhalb eines Promotors ergibt sich über Kombination dieser Faktoren eine Ebene der Kontrolle der Genexpression. Eine zusätzliche Ebene der Regulation stellen Protein-Protein-Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren oder Korepressoren dar. Zusammen mit der Transkriptionsmaschinerie formen diese Proteine einen Multiproteinkomplex, der die regulierte mRNA Synthese ermöglicht. (Pabo and Sauer, 1992; Giordano and Avantaggiati, 1999; Klug, 1999; Goodman and Smolik, 2000).

Die räumlich und zeitlich differenziert auftretende Aktivität von Transkriptionsfaktoren ist Grundlage der differentiellen Genexpression und entscheidend für die embryonale Musterbildung und die Ontogenese mehrzelliger Organismen (Biggin and Tjian, 1989; Kessel and Gruss, 1990; Kessel and Gruss, 1990; Melton, 1991). 

Grundsätzlich kann man zwei Arten von Transkriptionsfaktoren unterscheiden. Zum einen die basalen Transkriptionsfaktoren, die ubiquitär in jedem Zelltyp vorhanden sind (Buratowski, 1994), und zum anderen die zell- und gewebespezifischen Transkriptionsfaktoren, die nur in bestimmten Geweben exprimiert werden und dort zelltypspezifische Gene regulieren. Somit enthält jeder Zelltyp neben den ubiquitären Proteinen auch eine charakteristische Ausstattung zelltypspezifischer Proteine. 

1.1 
Die gewebespezifische Transkription 

Transkriptionsfaktoren, die nur in wenigen Geweben vorhanden sind und bei einer geringen Anzahl von Genen eines Organismus transkriptionsregulierend wirken, werden als regulatorische bzw. als gewebespezifische Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Muskelzellen weisen aufgrund vorhandener muskelspezifischer Transkriptionsfaktoren typische Proteine auf, wie zum Beispiel Aktin, Myosin und Troponin, die anderen Zelltypen fehlen. Für die Differenzierung von Zellen konnte die Bedeutung von gewebespezifischen Transkriptionsfaktoren gezeigt werden. Das Einbringen myogener Transkriptionsfaktoren wie MyoD und Myogenin in Fibroblasten führt zur Ausbildung des muskelspezifischen Phänotyps (zur Übersicht: Olson, 1994). Untersuchungen zur Differenzierung anderer Zelltypen, wie beispielsweise Hepatozyten, zeigen jedoch, dass die alleinige Expression eines Transkriptionsfaktors zur Zelldetermination häufig nicht ausreicht. Die Expression leberspezifischer Gene wird vielmehr kooperativ von verschiedenen Transkriptionsfaktoren reguliert (Sladeck and Darnell, 1992). 

In ihrem molekularen Aufbau weisen viele Transkriptionsfaktoren eine modulare Zusammensetzung einzelner sogenannter Strukturdomänen auf, die gleichzeitig funktionelle Domänen repräsentieren. Derartige Funktionsdomänen erfüllen z.B. die Aufgaben der spezifischen DNA-Erkennung und DNA-Bindung (DNA-Bindungsdomänen) oder der Transkriptionsaktivierung (Transaktivierungsdomänen). Die Transaktivierungsdomänen sind häufig durch einen erhöhten Anteil repetitiver Aminosäuresequenzen charakterisiert. Anhand dieser Aminosäuren werden sie in Glutamin-, Serin/Threonin- bzw. Prolin-reiche sowie azide Transaktivierungsdomänen untergliedert (Seipel et al., 1992). Die Bindung an die DNA mit Hilfe der DNA-Bindungsdomäne ist Voraussetzung für die Aktivierung der Transkription, denn dadurch gelangt die Transaktivierungsdomäne in die Nähe des Startpunktes (Lewin 1997). Vergleiche der Aminosäuresequenzen von spezifischen Transkriptionsfaktoren ermöglichten die Identifizierung von Proteindomänen, die zur Bindung an die DNA führen (Ptashne, 1988). Dies führte zu der heute üblichen Klassifizierung spezifischer Transkriptionsfaktoren entsprechend ihrer DNA-Bindungsmodule (Pabo and Sauer, 1992). 

1.2 
Der gewebespezifische Transkriptionsfaktor HNF1(
Der Transkriptionsfaktor HNF1( (für Hepatocyte Nuclear Factor 1( (Mendel et al., 1991)) wurde zuerst in Zellextrakten aus dedifferenzierten Ratten-Hepatoma-Zelllinien durch seine Bindung an das Proximale Promotorelement (PE) des Albumin Gens identifiziert (Cereghini et al., 1988; Baumhueter et al., 1988). Später wurde das menschliche Homolog aus Leberzellen und ein Homolog aus dem Krallenfrosch Xenopus laevis kloniert (Bach et al., 1991; Demartis et al., 1994). Aus humanen Leberzellen konnten drei Isoformen des HNF1( Gens isoliert werden (HNF1(A-C), die durch alternatives Splicen entstehen (Bach and Yaniv, 1993). Dabei unterscheidet sich Isoform HNF1(-C deutlich von den anderen beiden, da HNF1(-C nicht in der Lage ist zu transaktivieren und sich bei Kotransfektion mit HNF1 als transdominanter Repressor verhält. 

HNF1( (auch benannt als LFB3 oder vHNF1) gehört zusammen mit dem nah verwandten Transkriptionsfaktor HNF1 zur Familie der Homeoboxproteine, die sich durch eine 60 Aminosäuren enthaltende Domäne, die Homeodomäne, auszeichnet. Diese DNA-bindende Domäne ist während der Evolution von der Hefe zum Menschen konserviert worden. Die Homeodomäne ähnelt einem Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH), ist aber im Unterschied zur HTH-Einheit länger und stellt somit eine stabilere Struktur dar, die die DNA separat binden kann (Affolter et al., 1990; Scott et al., 1989; Holland and Hogan, 1988; Gehring, 1987). Die Analyse der Kristallstruktur der Drosophila engrailed-Homeodomäne zeigt, dass die Homeodomäne drei Helices (H(1-3) und einen verlängerten N-terminalen Arm enthält (Kissinger et al., 1990). Die beiden HNF1Proteine unterscheiden sich von allen anderen Homeoboxproteinen durch eine zusätzliche Sequenz von 21 Aminosäuren zwischen Helix II und III (Finney, 1990) der Homeodomäne. Neben dieser außergewöhnlichen Homeodomäne besitzen die beiden Transkriptionsfaktoren eine zweite DNA-bindende Domäne, die einer POU-Domäne ähnlich ist und als pseudo-POU-Domäne bezeichnet wird. Sie besteht aus fünf Helices (P(1-5) (Chi et al., 2002). Die Homologie zwischen dem HNF1 und ( Protein ist in diesen beiden DNA-bindenden Domänen am größten. Sie beträgt 98% in der POU- und 93% in der Homeodomäne. Am Aminoterminus liegt eine Dimerisierungsdomäne (Aminosäure 1 bis 32), die eine Homo- und Heterodimerisierung der beiden HNF1 Proteine ermöglicht. Am C-terminalen Bereich befindet sich die Transaktivierungsdomäne, die ungefähr die Hälfte des Proteins darstellt und zwischen HNF1 und ( relativ wenig (47%) konserviert ist (Tronche and Yaniv, 1992). Abbildung 1 gibt eine schematische Übersicht der Domänenstruktur der beiden HNF1 Proteine. 
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Abbildung1: Schema der Transkriptionsfaktoren HNF1 und HNF1(
Die verschiedenen Domänen sind gekennzeichnet. Die Nummern beziehen sich auf die Aminosäureposition und die Prozentzahlen auf die Homologie zwischen dem HNF1 und HNF1( Protein (Cereghini, 1996; Tronche and Yaniv, 1992). 

Die wichtigsten Syntheseorte des gewebespezifischen Transkriptionsfaktors HNF1( sind die Leber, die Niere, der Magendarmtrakt und die Lunge (Cereghini, 1996). In der Nierenentwicklung der Ratte können Transkripte von HNF1( in Zellen mesodermalen Ursprungs detektiert werden, sobald bei diesen die Differenzierung in ein polarisiertes Epithelium induziert wird. HNF1 hingegen wird zu einem späteren Zeitpunkt exprimiert. Erst wenn die Segmentierung des Nephrons in drei unterschiedliche Bereiche bereits begonnen hat, wird HNF1 aktiviert. Auch der Expressionsort im Nephron ist zwischen HNF1 und ( unterschiedlich. Die Expression von HNF1 beschränkt sich auf den proximalen und distalen Tubulus, wohingegen HNF1( zusätzlich im Sammelrohr aktiv ist (Lazzaro et al., 1992). Der Unterschied in der zeitlichen Expression beider Faktoren ist in der Embryonalentwicklung von Vertebraten konserviert, da bei allen untersuchten Spezies die Expression von HNF1( der von HNF1 vorausgeht. Untersuchungen an „knock-out“ Mäusen zeigten, dass der Verlust von HNF1( oder HNF1( unterschiedliche Auswirkungen auf die Entwicklung der Mäuse hat. Die homozygote Inaktivierung von HNF1( führt kurz nach der Implantation der Blastocyste zum Tod der Embryonen. Diese Letalität wird verursacht durch abnormale Entwicklung des extraembryonalen Gewebes, schlecht ausgebildetes Ektoderm und fehlerhafter Differenzierung des parietalen und visceralen Endoderms (Barbacci et al., 1999; Coffinier et al., 1999). Eine heterozygote Inaktivierung des HNF1( Gens führt dagegen zu keiner Beeinträchtigung in der Mausentwicklung. Durch die frühe Sterblichkeit der HNF1( inaktiven Embryonen ist die Untersuchung des Einflusses von HNF1( auf spätere Entwicklungsstadien ausgeschlossen.

Der Verlust von HNF1 manifestiert sich dagegen erst nach der Geburt durch Hepatomegalie, Phenylketonurie und Fanconi Syndrom, welches sich durch das Ausscheiden von Glukose, Phosphat und Aminosäuren mit dem Urin auszeichnet (Pontoglio et al., 1996). Eine genauere Analyse der HNF1( inaktiven Mäuse zeigte eine gestörte Insulin Sekretion in den (-Zellen des Pankreas. Dagegen hat eine heterozygote Inaktivierung des HNF1( Gens, genau wie von HNF1(, keine Auswirkungen auf die Entwicklung der Tiere (Dukes et al., 1998; Pontoglio et al., 1998; Pontoglio, 2000). 

Durch die verschiedenen Phänotypen der HNF1( und HNF1( „knock-out“ Mäuse wird die unterschiedliche Funktion der beiden Transkriptionsfaktoren in der Entwicklung deutlich. 

1.3 
Mutationen im Transkriptionsfaktor HNF1( des Menschen 

Die heterozygoten Mutationen des Transkriptionsfaktor HNF1( sind beim Menschen für die Entwicklung eines Subtyps von maturity onset diabetes of the young (MODY), bezeichnet als MODY5, verantwortlich (Horikawa et al., 1997). Dabei handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte, monogene Form des nicht insulinabhängigen Diabetes mellitus (NIDDM; non insulin dependent diabetes mellitus). Charakteristisch für MODY ist das frühe Ausbrechen der Krankheit, meist vor dem 25. Lebensjahr. Die Hauptursache dieser Krankheit ist eine Störung der (-Zellen im Pankreas, was sich in einer unzureichenden Insulinsekretion bei erhöhtem Glukosespiegel im Blut äußert. Klinisch definiert sich MODY durch das Auftreten des Diabetes in mindestens zwei Generationen und zumindest einem Betroffenem unter dem 25. Lebensjahr. (Hattersley, 1998; Froguel and Velho, 1999; Winter and Silverstein, 2000). Bisher sind fünf weitere Gene bekannt, bei denen heterozygote Mutationen für MODY verantwortlich sind. Bei MODY1 ist das HNF4( Gen betroffen, bei MODY2 das Glukokinase Gen, bei MODY3 HNF1(, bei MODY4 das IPF1 Gen (insulin promoter factor 1) und bei MODY6 das Neuro D1/Beta 2 Gen. Die Glucokinase gehört zur Enzymgruppe der Hexokinasen, welche die Phosphorylierung von Glukose am Anfang der Glykolyse vermittelt. Durch die MODY-assoziierten Mutationen der Glukokinase ist die Kopplung des Glukosemetabolismus der (-Zellen mit der Insulinsekretion gestört und es kommt zu einer unzureichenden Insulinsekretion. Alle anderen MODY-assoziierten Mutationen betreffen Transkriptionsfaktoren. Die Mechanismen jedoch, die zur Ausprägung der Krankheit führen, sind weitgehend unverstanden. 

Offensichtlich sind Mutationen in den MODY-Genen jedoch nicht gleichwertig, da Mutationen im HNF1( Gen zusätzlich zu MODY5 mit einer abnormen Entwicklung der Niere assoziiert sind. Diese Nierenfehlentwicklungen sind nicht die Folgen eines Diabetes, sondern liefern einen Hinweis auf den Einfluss von mutiertem HNF1( auf die Nierenentwicklung. 

Zu Beginn dieser Arbeit waren uns neun Mutationen im Exon-Bereich und zwei im Intron-Bereich nahe der Exon-Intron Grenzen im menschlichen Transkriptionsfaktor HNF1( bekannt. Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung der Domänenstruktur und der Helices der POU A und der Homeodomäne von HNF1(, sowie Position und Art der Mutationen der Exon Bereiche. Die bis zu diesem Zeitpunkt einzige bekannte missense Mutation S151P führt zum Austausch der Aminosäure Serin durch Prolin an Position 151 (Bingham et al., 2002). Die Identifikation von nur einer missense Mutation stellt einen größen Unterschied zum verwandten HNF1( Gen dar, bei dem missense Mutationen mehr als 65% aller Mutationen ausmachen (Ryffel, 2001). Die beiden Mutationen E101X (Bingham et al., 2001a) und R177X (Montoli et al., 2002) sind sogenannte nonsense Mutationen, die durch Mutation eines einzelnen Nukleotids zu einem Stopcodon führen und so ein vorzeitiges Ende der Proteinsynthese verursachen. Dieses verfrühte Stopcodon wird als premature termination codon (PTC) bezeichnet und befindet sich bei diesen beiden Mutanten in der POU A Domäne. Des Weiteren konnten die frameshift Mutationen P159delT (P159) (Bingham et al., 2001a), Q243delC (Q243) (Bingham et al., 2002), A263insGG (A263) (Nishigori et al., 1998); P328L329delCCTCT (P328) (Bingham et al., 2000) und Y352insA (Y352) (Kolatsi-Joannou et al., 2001) identifiziert werden. Bei dieser Art der Mutation kommt es durch Insertion oder Deletion von Nukleotiden zu einer Verschiebung des Leserahmens, was sofort oder nach einigen Nukleotiden zu einem PTC führen kann. Alle diese verkürzten Proteine beinhalten die komplette Dimerisierungsdomäne, aber variieren am C-terminalen Ende. Währen das PTC von Mutante P159 in der POU A Domäne lokalisiert ist, enden die Mutanten A263 und Q243 weiter C-terminal in der Homeodomäne. Im Gegensatz dazu haben die Mutanten P328 und Y352 noch die DNA-Bindungsdomänen und einen kleinen Teil der Transaktivierungsdomäne. Die Mutation R137-K161del (Lindner et al., 1999b) ist eine Deletion von 24 Aminosäuren im Bereich der POU A Domäne, wodurch es jedoch zu keiner Verschiebung des Leserahmens kommt und somit das vollständige Protein, bis auf die 24 Aminosäuren, synthetisiert wird. 
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Abbildung 2: Schema des humanen Transkriptionsfaktors HNF1( und der untersuchten Mutationen
Die unterschiedlichen Domänen sind eingezeichnet und die Nummern beziehen sich auf die Aminosäureposition (Cereghini, 1996). Typ und Position der Mutationen sind angegeben. Die Helices der POU A (P(1-5) und der Homoedomäne (H(1-3) sind eingezeichnet (Chi et al., 2002). 

Die häufigste Form der Nierenfehlentwicklung die bei MODY Patienten mit einer HNF1( Mutation auftritt, ist die Ausbildung von Zysten. Dabei wird das gesunde Nierengewebe durch Zysten und zystische Glomeruli ersetzt. Des weiteren ist eine Unterentwicklung der Nierenkanälchen zu beobachten. Dieses Krankheitsbild wurde für Personen mit den HNF1( Mutationen S151P, Q243, A263, P328 und Y352 beschrieben. Das Vorhandensein einer HNF1( Mutation in Verbindung mit Nierenzysten und Diabetes wird als renal cysts and diabetes (RCAD) Syndrom bezeichnet (Bingham et al., 2001b; Kolatsi-Joannou et al., 2001). 

Die Mutation R177X ist assoziiert mit Nephropatie bei drei Patienten und Hypoplasie, Zysten und kleinen hyperechoischen Nieren bei vier Patienten (Montoli et al., 2002; Horikawa et al., 1997). 

MODY Patienten, die die HNF1( Mutation E101X oder P159 tragen, zeigen ein Krankheitsbild, dass als hypoplastische glomerulocystic kidney disease (GCKD; Human accession No. NM_000458) beschrieben ist (Bingham et al., 2001a). GCKD ist definiert durch cortikale glomerulare Zysten mit Dilatation der Bowmanschen Kapsel und primitiven glomerularen Büscheln in mindestens 5% der Zysten. Der hypoplastische Subtyp, wie er bei HNF1( Mutationsträgern gefunden wird, zeichnet sich durch typische kleine Nieren mit abnormen Nierenkelchen und Papillen aus. 

Die HNF1( Mutation R137-K161del verursacht einen Nierendefekt der als Oligomeganephronie bezeichnet wird. Er ist charakterisiert durch eine verringerte Anzahl von Glomeruli und Hypertrophie der verbleibenden Glomeruli sowie des proximalen Tubulus (Lindner et al., 1999a). 

Zusätzlich zu MODY und den unterschiedlichen Nierendefekten wurden für die HNF1( Mutationen S151P, Q243 und R137-K161del Fehlentwicklungen im Genitalbereich diagnostiziert. Der Uterus kann bei Frauen nur rudimentär ausgebildet sein bis hin zur vaginalen Aplasie oder es kommt während der Embryonalentwicklung zu einer unvollständigen Verschmelzung des Müllerschen Ganges, was zu einem Uterus duplex oder Uterus bicornis führen kann. (Lindner et al., 1999b). Bei Männern wurde Hypospadie beschrieben (Bingham et al., 2002). In Tabelle 1 ist die Domänenstruktur der HNF1( Mutanten, sowie der dazugehörende klinische Phänotyp zusammengefasst dargestellt. 
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Tabelle 1: Zusammenfassung der HNF1( Mutanten und ihres klinischen Phänotyps

Die verschiedenen Domänen sind angegeben und die Nummern beziehen sich auf die Aminosäure Position. Der durch die Leserahmenverschiebung verursachte Austausch von Aminosäuren ist durch eine schwarze Box gekennzeichnet. (GCKD) glomerulocystisc kidney disease, (MODY) maturity onset diabetes of the young. 

Ein Grund für die verschiedenen klinischen Phänotypen der einzelnen HNF1( Mutanten könnte in den unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften der Mutanten liegen. Einige dieser HNF1( Mutanten wurden bereits funktionell in in vitro und in vivo Systemen analysiert. Wild et al. konnten für die HNF1( Mutante P328L329 zeigen, dass diese wie der Wildtyp an DNA binden und transaktivieren kann. Im Vergleich zum Wildtyp ist das Transaktivierungspotential dieser Mutante sogar höher und man bezeichnet sie als eine „gain of function“ Mutation. Die Mutante R137-K161 hat dagegen ihr DNA-Bindungsvermögen und ihr Transaktivierungspotential verloren. Daraus ergibt sich der erste Ansatzpunkt der vorliegenden Arbeit, der sich mit der Untersuchung der molekularen Eigenschaften der weiteren HNF1( Mutanten befasst. 

1.4 
Der Krallenfrosch Xenopus laevis als Modellorganismus

Ein etabliertes Vertebratenmodell, um Faktoren der frühen Embryogenese auf zellulärer und molekularer Ebene untersuchen zu können, stellt der Krallenfrosch Xenopus laevis dar. Die Xenopus Eier können mit einer einfachen Hormoninjektion in den dorsalen Lymphsack der Weibchen das ganze Jahr über in großer Anzahl (500-2000 Eier pro Ovulation) erhalten werden. Da die Embryonen sehr robust sind und die Embryonalentwicklung extrakorporal in einer einfachen Salzlösung erfolgen kann, sind sie leicht manipulierbar und alle Entwicklungsstadien analysierbar. Die einfachste Methode der Manipulation ist die Injektion von DNA oder RNA in frühe Xenopus Embryonen (Sive et al., 2000). Durch die daraus resultierende Überexpression von Genen kann die Funktion des entsprechenden Genproduktes in der Embryonalentwicklung analysiert und durch gezielte Injektion in einzelne Blastomere auf spezifische Regionen im Embryo gerichtet werden. Bei der Injektion von DNA erfolgt die Genexpression erst relativ spät in der Entwicklung mit Beginn der zygotischen Transkription im Stadium 8,5 (Yasuda and Schubiger, 1992), so dass eine Manipulation von früheren Entwicklungsstadien nicht möglich ist. Dagegen hat die Injektion von RNA den Vorteil, dass sie sofort nach Injektion translatiert wird, also auch schon die ersten Entwicklungsstadien manipulierbar sind. Durch gezielte mRNA Injektion in nur eine Blastomere im Zwei-Zell-Stadium ist es möglich, die Manipulation auf eine Seite des Embryos zu beschränken und die andere Tierhälfte kann als Kontrollseite fungieren. Die lokalisierte Expression einer exogenen mRNA kann durch die Koinjektion eines geeigneten Markers, wie zum Beispiel (-Galaktosidase oder GFP (green fluorescence protein), kontrolliert werden. Der Nachteil bei der transienten DNA oder RNA Injektion ist jedoch, dass die injizierten Nukleinsäuren und die translatierten Proteine im Embryo mit der Zeit abgebaut werden. Sie sind demnach nur begrenzt stabil und Untersuchungen an späteren Entwicklungsstadien sind mit dieser Methode nur eingeschränkt durchführbar. 

Durch Überexpressionsexperimente im Xenopus konnten die Hauptklassen induzierender Faktoren, die an der Mesoderminduktion und Achsenbildung beteiligt sind, identifiziert werden. Des weiteren stellte sich heraus, dass die embryonale Niere ein ideales System für die Erforschung von Zell-Signalwegen, Spezifikation, Adhäsion, Formveränderung, Morphogenese und Organogenese ist (Vize et al., 1997). 

1.5 
Der Pronephros von Xenopus laevis

Die erste funktionelle Nierenform in der Embryonalentwicklung von Fischen und Amphibien stellt der Pronephros (Vorniere) dar. Er wird später im adulten Tier durch den Mesonephros (Urniere) ersetzt. Der Pronephros setzt sich aus einem einzelnen Nephron mit einem externen Glomus (nonintegrated nephron) zusammen. Ein Nephron ist in drei Abschnitte unterteilt: Glomus, Nierenkanälchen und Sammelrohr. Abbildung 3 zeigt eine schematische Zeichnung eines Nephrons. Der Glomus ist eine vasculäre Filtrationseinheit, die die filtrierten Substanzen aus dem Blut in das Nephrozoel abgibt. Dort werden sie über Wimperntrichter (Nephrostome) in die Nierenkanälchen (Tubulus) weitergeleitet. Anura haben gewöhnlich drei Nierenkanälchen, wobei jedes Kanälchen über ein eigenes Nephrostom mit dem Zoelom verbunden ist. Die Nephrostome sind dünner als die Nierenkanälchen und komplett mit Cilien besetzt. Durch Cilienschlag wird die Flüssigkeit in die Nierenkanälchen befördert. Diese Kanälchen haben verschiedene proximale und distale Segmente. Das proximale Segment dient der Resorption von wichtigen Molekülen und der Abfall-Exkretion, wohingegen das distale Segment Wasser resorbiert. Vom distalen Bereich der Nierenkanälchen wird der Urin durch das Sammelrohr zur Kloake transportiert und ausgeschieden (Vize et al., 1997). 
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Abbildung 3: Anatomie des Pronephros von Xenopus laevis

Die Grundstruktur des Pronephros ist schematisch dargestellt. Glomus (grün), Nierenkanälchen (rot) und Sammelrohr (blau) sind eingezeichnet. Leicht modifiziert übernommen aus Ryffel (2003). 

Im Xenopus laevis entwickelt sich der Pronephros innerhalb von 5 Tagen aus dem intermediären Mesoderm. Die Spezifikation der Pronephros Anlage kann bereits in der frühen Neurula (Stadium 12/13) identifiziert werden. Die ersten Anzeichen der zellulären Differenzierung sind in der späten Neurula (Stadium 20/21) zu beobachten, durch eine Verdickung der somatischen Zellen der lateralen Platte nahe den Somiten. Ab Stadium 25 ist eine kompakte Struktur zu erkennen, die aus radial angeordneten Zellen besteht. Dieses Primordium teilt sich in der weiteren Entwicklung (Stadium 30 bis 38) dann in Nierenkanälchen und Sammelkanal auf. In diesem Entwicklungsstadium wird auch die dritte Komponente des Pronephros, der Glomus, gebildet. Er entwickelt sich aus dem viszeralen Mesoderm auf der anderen Seite des Zoeloms (Bernardini et al., 1999). 

In höheren Vertebraten entwickelt sich der Pronephros nur noch als ein rudimentäres Organ und die erste funktionelle Nierenform im Embryo ist der Mesonephros der in der weiteren Entwicklung durch den Metanephros ersetzt wird. Diese drei Nierenformen der Vertebraten haben sich im Verlauf der Evolution sukzessiv voneinander abgeleitet (Vize et al., 1997). 

Die Identifikation der regulatorischen Elemente, die für die Nierenentwicklung wichtig sind, machte deutlich, dass in allen drei Nierenformen die gleichen Faktoren benötigt werden, um die Entwicklung auszulösen und die Niere zu formen. Aus dieses Grund ist der Pronephros ein ideales Modellsystem, um die Schlüsselmoleküle der Nierenorganogenese zu untersuchen. 

In der Embryonalentwicklung von Xenopus beginnt die Expression von HNF1( zum Zeitpunkt der Spezifikation der Zellen, d.h. lange bevor die Differenzierung der Zellen beginnt (Demartis et al., 1994). Die ersten Transkripte sind im Endoderm sowie im Bereich der Pronephros Anlage ab Stadium 11 detektierbar. Weitere Gene, deren Expression in der Pronephros Anlage der frühen Neurula detektiert wurde, sind die Transkriptionsfaktoren lim 1 (LIM Domäne enthaltendes Protein) und Pax8 (Paired Box 8), so dass man vermuten kann, dass HNF1( zusammen mit Lim1 und Pax8 bei der Spezifikation oder Determinierung der Zellen eine Rolle spielt und somit zu einem frühen Regulator der Pronephrosentwicklung gehört. Der genauer Mechanismus, wie die einzelnen Faktoren interagieren, ist dabei jedoch noch nicht bekannt. Zwei weitere Marker sind die Antikörper 3G8 und 4A6. Der Antikörper 3G8 ist dabei spezifisch für die Nierenkanälchen und die Nephrostome und Antikörper 4A6 für das Sammelrohr. Beide sind gegen Antigene gerichtet, die aktiv sind, wenn die ersten Pronephrosstrukturen sich formen (Stadium 31) und stellen somit Marker der terminalen Differenzierung dar (Vize et al., 1995). Das erste aktive Gen in der Glomus Anlage ist der Transkriptionsfaktor WT1 (Wilms´ Tumor Supressor Gen 1). Seine Expression ist nur auf den Glomus beschränkt und unterscheidet sich dadurch deutlich von der der anderen Faktoren. 

Durch Überexpression der Transkriptionsfaktoren lim1, Pax8 und HNF1( im Xenopus Embryo konnte gezeigt werden, dass sie in der Nephrogenese eine entscheidende Rolle spielen. Überexprimiert man lim1 oder Pax8, so kommt es zu einer Vergrößerung des Pronephros, der sich durch die Ausbildung von mehr als drei Nierenkanälchen auszeichnet (Carroll et al., 1999). Im Gegensatz dazu hat die Überexpression von HNF1( einen inhibitorischen Effekt auf die Pronephrosentwicklung, der sich in einer Unterentwicklung der Nierenkanälchen äußert und in einigen Fällen sogar zum vollständigen Verlust der Nierenkanälchen führt (Wild et al., 2000). Der Einfluss der HNF1( Mutanten P328L329 und R137-K161del auf die Pronephrosentwicklung wurde durch Überexpressionsexperimente von Wild et al. (2000) untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Mutante P328L329 ebenfalls zum Verlust des Pronephros führt und im Vergleich zum Wildtyp dieser Effekt verstärkt auftritt. Diesen stärkeren Effekt des mutierten HNF1( erklären die Autoren mit der Tatsache, dass es sich bei der Mutation P328L329 um eine „gain of function“ Mutation handelt, wie in Transaktivierungsassays in Zellkulturen gezeigt werden konnte. Die Deletionsmutante R137-K161del, die ihr Transaktivierungspotential verloren hat, bewirkt bei Überexpression im Xenopus Embryo eine schwächere jedoch signifikante Reduktion des Pronephros. Diese Resultate deuten an, dass die einzelnen HNF1( Mutanten sich unterschiedlich auf die Pronephrosentwicklung auswirken und damit die verschiedenen klinischen Phänotypen erklärt werden könnten.

2. 
Zielsetzung der Arbeit

Mutationen im zellspezifischen Transkriptionsfaktor HNF1( führen beim Menschen zu Fehlentwicklungen der Niere, des Genitalbereiches und zu MODY. Um Hinweise auf die Wirkungsweise der Mutationen bei der Entstehung des für jede Mutation typischen klinischen Phänotyps zu erhalten, sollten die Folgen der Mutationen auf die Eigenschaften des Transkriptionsfaktors untersucht werden. 

Die molekulare Charakterisierung der Mutanten sollte mit verschiedenen zell- und molekularbiologischen Methoden erfolgen. In Bindungsstudien sollte die Fähigkeit zur DNA–Bindung und zur Dimerisierung mit dem Wildtyp untersucht werden. Das Transaktivierungspotential der Mutanten sollte in verschiedenen Zelllinien ermittelt und mit dem des Wildtyps verglichen, sowie ein Einfluss der Mutanten auf die Aktivität des Wildtyps überprüft werden. Des weiteren sollten Unterschiede in der zellulären Lokalisation der mutierten Proteine im Vergleich zum Wildtyp untersucht werden. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte eine Gruppierung der Mutanten vorgenommen werden.

In einem zweiten Schritt sollte der Einfluss der Mutationen auf die Nierenentwicklung in einem lebendigen Organismus analysiert werden. Dazu sollten die Mutationen durch Injektion von in vitro synthetisierter mRNA in eine Embryonenseite des Krallenfroschs Xenopus laevis überexprimiert werden, so dass die Nierenentwicklung auf der manipulierten Tierseite mit der Kontrollseite verglichen werden kann. Basierend auf den erhaltenen Phänotypen sollte ebenfalls eine Gruppierung der Mutanten erfolgen, die mit der basierend auf den molekularen Daten verglichen werden sollte. 

Da HNF1( ein früher Regulator der Nierenentwicklung ist, kann es durch das Auftreten einer Mutation zu Störungen des Regulationsmechanismus kommen. Mit Hilfe von in situ Hybridisierungen sollte überprüft werden, ob die HNF1( Mutanten andere nierenspezifische Regulatoren in ihrem Expressionsverhalten beeinflusst, um eine Aussage über den Mechanismus, der der Regulation zu Grunde liegt, machen zu können. 
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