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1
Expression transgener Reporter DNA unter Kontrolle des PDX-1 Promotors
In der vorliegenden Arbeit sollte der Maus PDX-1 Promotor hinsichtlich seiner Aktivität im sich entwickelnden Pankreas analysiert werden. PDX-1 wird zu Beginn der Pankreasentwicklung in allen Vorläuferzellen des endokrinen und exokrinen Pankreasgewebes exprimiert (Guz et al., 1995). Im ausdifferenzierten Pankreas ist PDX-1 in den (-Zellen, sowie in 15 % der (-Zellen des endokrinen Pankreas aktiv (Peshavaria et al., 1994; Guz et al., 1995). 
Ein 6,5kb großer Promotor des Ratten PDX-1 Gens konnte in transgenen Mäusen identifiziert werden (Sharma et al., 1996). Für das Maus PDX-1 Gen wurde zunächst gezeigt, dass ein Fragment von -4,5kb bis +8,5kb eine Expression im Pankreas transgener Mäuse vermittelt (Wu et al., 1997). Stoffers et al. zeigte 1999, dass 4,5kb der 5`flankierende Region des Maus PDX-1 Gens ausreichen, um eine Aktivität im Pankreas transgener Mäuse zu vermitteln (Stoffers et al., 1999).
Hinsichtlich seiner Aktivität in ausdifferenzierten (-Zellen wurde der PDX-1 Promotor ausgiebig analysiert. So vermittelte in Zellkultur Experimenten eine HSS1(-2560/-1880bp) Region eine (-zellspezifische Expression und ein PstI/BstEII (-2915/-1926bp) Fragment war in den (-Zellen transgener Mäuse aktiv (Wu et al., 1997). in dieser Promotorregion Es konnte in Promotor Reportergen Studien in (-Zelllinien gezeigt werden, dass eine in dieser Region lokalisierte HNF3 Bindestelle (-2006/-1996bp) essentiell für die Aktivität des PDX-1 Promotors in (-Zellen (Wu et al., 1997) ist. 
Im Verlaufe der Dissertation konnte durch Sequenzvergleiche des Mensch, Maus und Huhn PDX-1 Promotors gezeigt werden, dass neben der proximalen E Box nur drei Regionen innerhalb des Promotors hochkonserviert sind. Diese Regionen sind im Bereich der HSS1 lokalisiert (Gerrish et al., 2000; Marshak et al., 2000). Von diesen drei Regionen vermittelten Region I und II, aber nicht Region III, eine Aktivität in (-Zellen, wobei in beiden Regionen eine Bindestelle für HNF3( für die (-zellspezifische Aktivität essentiell war (Gerrish et al., 2000). Dies stimmt mit den Daten von Wu et al. 1997 überein, da dass von ihm verwendete PstI/BstEII PDX-1 Promotor Fragment die konservierten Regionen I und II ebenfalls enthält. Samaras et al. zeigte 2002 in transgenen Mäusen, dass die Region II, nicht aber Region I ausreicht, um eine Reportergen Expression in den (-Zellen des Pankreas zu vermitteln, und dass die Aktivität des PstI/BstEII PDX-1 Promotor Fragments mit einer mutierten HNF3 Bindestelle in Region II in der (-Zellpopulation transgener Mäuse stark reduziert ist (Samaras et al., 2002). ChIP (Chromatin Immunopräzipitation) Assays zeigten, dass speziell HNF3( an diese HNF3 Bindestelle bindet, was auf eine wichtige Rolle von HNF3( bei der Regulation der PDX-1 Expression in (-Zellen schließen lässt (Samaras et al., 2002). Weitere ChIP (Chromatin Immunopräzipitation) Assays zeigten, dass Pax6, ein Faktor der z.B. für die Entwicklung der (-Zellen essentiell ist, an eine Subdomäne der Region II bindet (Samaras et al., 2002). 
Ein weiterer wichtiger Faktor scheint der Transkriptionsfaktor RIPE3b1 zu sein. In einer kürzlich erschienenen Publikation wurde gezeigt, dass RIPE3b1 ein Aktivator der Insulin Expression ebenfalls an eine Subdomäne der Region II bindet und so die, durch die Region II vermittelte, Aktivität in (-Zellen stimuliert (Samaras et al., 2003).
Ferner wurde in der Region I eine HNF1 Bindestelle identifiziert, an die HNF1( in vitro bindet und die Aktivität von Region I Promotor Reportergen Konstrukten in (-Zelllinien stimuliert (Gerrish et al., 2001). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass das PDX-1 Protein an die Region I binden kann, was auf eine Autoregulation der PDX-1 Expression durch PDX-1 schließen lässt (Gerrish et al., 2001; Marshak et al., 2000). 
Die Elemente, die für die Aktivität des PDX-1 Gens in frühen Embryonalstadien, in denen PDX-1 im gesamten pankreatischen Epithelium exprimiert wird, verantwortlich sind, wurden bis heute jedoch nicht identifiziert.
Der 4,5kb große PDX-1 Promotor aus der Maus wurde in dieser Arbeit mittels Promotor Reportergen Assays in transgenen Xenopoden analysiert. Hierzu wurde der PDX-1 Promotor vor das GFP Gen kloniert, so dass GFP unter der Kontrolle des PDX-1 Promotors exprimiert wird. Die mit diesem Konstrukt hergestellten transgenen Xenopus Embryonen zeichneten sich durch einen grün fluoreszierenden Pankreas aus (Abbildung 2). Der Beginn der GFP Expression geht dabei einher mit dem Beginn der Pankreasentwicklung und wurde im Stadium 34/35 erstmals detektiert (Abbildung 2D). In das gleiche Zeitfenster fällt auch der Expressionsbeginn des Xenopus Xlhbox8 Gens im Stadium 33 (Wright et al., 1989).
Die Expression von GFP ist in beiden Ausstülpungen des dorsalen und ventralen Endoderms zu detektieren (Abbildung 2B). Von diesem Zeitpunkt an lässt sich die grüne Fluoreszenz im Pankreas durchgehend bis zu den späteren Entwicklungsstadien beobachten (Abbildung 2C). Durch in situ Hybridisierungen von transgenen Xenopoden, in denen GFP unter der Kontrolle des PDX-1 Promotors exprimiert wird, wurde gezeigt, dass die Menge der GFP mRNA in den Entwicklungsstadien 44 bis 46 stark abnimmt (Beck and Slack, 1999). Daher wird die GFP Fluoreszenz in den Entwicklungsstadien ab 46 vermutlich nicht durch einen aktiven PDX-1 Promotor vermittelt, sondern durch GFP, welches in früheren Stadien exprimiert und aufgrund seiner Stabilität immer noch im Pankreasgewebe vorhanden ist. 
Der PDX-1 Promotor war ebenfalls im Auge der transgenen Larven aktiv (Abbildung 2). Diese Beobachtung wurde ebenfalls von Beck und Slack, 1999 gemacht. Die Aktivität des PDX-1 Promotor Reportergen Konstrukts im Auge der transgenen Larven entspricht jedoch weder dem Profil des PDX-1 Promotor in der Maus (Wu et al., 1997; Stoffers et al., 1999) noch dem Xenopus Homolog von PDX-1, XlhBox8 (Wright et al., 1989) und scheint somit artifiziell zu sein. 

Um herauszufinden welche Bereiche des PDX-1 Promotors essentiell für die Aktivität im Pankreas sind, bot es sich an, einen Teil des Promotors zu deletieren und in transgenen Xenopoden zu überprüfen, ob durch die Deletion auch die Aktivität des Promotors im Pankreas ausgelöscht wird. Dies wäre ein Hinweis darauf, dass der deletierte Bereich des Promotors wichtig für die Aktivität im Pankreas ist. 
Es konnte gezeigt werden, dass das -4,5kbPDX-1delGFP Konstrukt (Abbildung 3), bei dem 1kb (von -1926/-910) des PDX-1 Promotors deletiert ist, keine GFP Expression im Pankreas transgener Xenopoden vermittelt (Tabelle 2 und Abbildung 4). Die Aktivität im Auge scheint durch die Deletion nicht betroffen zu sein, da sich weiterhin eine grüne Fluoreszenz im Auge der transgenen Tiere feststellen lässt (Abbildung 4). Die Tatsache, dass in 2 Larven ein GFP positive Pronephros zu beobachten ist und weder das Maus PDX-1 noch XlhBox8 in der Niere bzw. dem Pronephros exprimiert wird, ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die ursprüngliche Gewebespezifität des PDX-1 Promotors ausgelöscht ist. 
Das -4,5kbPDX-1del Fragment beinhaltet das komplette PstI/BstEII Fragment und folglich die konservierten Regionen I und II. Somit sind alle Elemente, welche die Aktivität des        PDX-1 Promotors in den ausdifferenzierten (-Zellen regulieren, in dem -4,5kbPDX-1del Fragment vorhanden. Aus der Tatsache, dass der -4,5kbPDX-1del Promotor keine Reportergen Expression im pankreatischen Epithelium bzw. im gesamten sich entwickelnden Pankreas vermittelt, kann man zwei Schlüsse ziehen. Erstens scheinen in dem                          -4,5kbPDX-1del Promotor Fragment die Elemente zu fehlen, welche eine Aktivität im pankreatischen Epithelium bzw. im gesamten sich entwickelnden Pankreas vermitteln. Zweitens scheinen diese Elemente nicht identisch mit den Elementen zu sein, welche für die Aktivität in ausdifferenzierten (-Zellen verantwortlich sind. Diese Annahmen stimmen mit denen von Gerrish et al. 2000 angestellten Vermutungen überein. Er vermutete, dass sich die Regulationselemente in der Region III der HSSI oder in der HSSII befindet (Gerrish et al., 2000). In -4,5kbPDX-1del sind sowohl die Region III als auch ein großer Teil der HSSII deletiert, was man als einen ersten Hinweis deuten kann, dass diese Regionen an der Regulation der Aktivität des PDX-1 Promotors im nicht ausdifferenzierten Pankreas beteiligt sind.
2 
Ein Hybrid aus dem Maus Albumin Enhancer und 68 kDa Albumin Promotor ist in der Leber transgener Xenopoden aktiv. 
Durch Transfektionen von Promotor Reportergen Konstrukten in Zelllinien konnte gezeigt werden, dass ein kurzes Fragment des 68 kDa Albumin Promotors ausreicht, um eine spezifische Expression in Leberzelllinien zu vermitteln (Schorpp et al., 1988b; Schorpp et al., 1988a). Fraglich war nun, ob ein kurzes 68 kDa Albumin Promotorfragment in transgenen Xenopoden eine leberspezifische Reportergen Expression vermittelt. Das Promotor Reportergen Konstrukt -700kbAlbGFP (Abbildung 5) zeigt keine Expression von GFP in der Leber von transgenen Xenopus Embryonen (Abbildung 6A). Es vermittelt jedoch eine GFP Expression in Zellen des Schwanzes (Abbildung 6B/C). Da dies nicht mit dem Expressionsprofil des endogenen 68 kDa Albumin Gens übereinstimmt, scheint die Aktivität des 68 kDa Albumin Promotorfragmentes in den Zellen des Schwanzes artifiziell zu sein.
Ein 4,2kb langes Fragment des 68kDa Albumin Promotors führt in transgenen Xenopoden ebenfalls nicht zu einer leberspezifischen Aktivierung des Reportergens (Abbildung 8B). Die mit diesem Konstrukt hergestellten transgenen Xenopus Embryonen zeichnen sich vielmehr durch eine artifizielle Expression von GFP in Zellen des Schwanzes (Abbildung 8C) sowie im Bereich des Larvenkopfes (Abbildung 8A/B) aus. Aus diesen Daten kann man schließen, dass im Falle des 68 kDa Albumin Gens, Elemente für eine leberspezifische Aktivität im transgenen Tier essentiell sind, die nicht in der unmittelbaren Promotor Region liegen. 
In einer kürzlich erschienenen Publikation wurde die Entwicklung des vaskulären Systems in Xenopus charakterisiert. Es wurden die Endothelzellen mit dem Marker Dil-Ac-LDL (DIL-labeled acetylated low-density lipoprotein) versehen, um einen dreidimensionalen Atlas des vaskulären Systems zu erstellen (Levine et al., 2003). Auffällig ist hierbei, dass das Profil der markierten Endothelzellen eine große Ähnlichkeit mit dem GFP Expressionsprofil der 68 kDa Albumin Promotor Fragmente hat. Dies könnte darauf hindeuten, dass die Fragmente des 68 kDa Albumin Promotors in ihrer Gewebespezifität derart verändert sind, dass sie eine Reportergen Expression in den Endothelzellen von Xenopus vermitteln. Dass Promotor Fragmente oder mutierte Promotoren ein unerwartetes Aktivitätsprofil zeigen, konnte auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden. So zeigte ein Fragment des IRBP Promotors neben der erwarteten Aktivität in der Retina auch eine Aktivität in Teilbereichen des Gehirns (Boatright et al., 2001) und ein mutierter ANF Promotor war nicht nur im Herz sondern auch im Pronephros aktiv (Small and Krieg, 2003).

Interessanterweise konnte bei Untersuchungen des Albumin Promotors aus der Maus festgestellt werden, dass durch kurze Promotorfragmente zwar eine Reportergen Expression in Leberzelllinien vermittelt wird (Heard et al., 1987), diese Fragmente jedoch nicht in der Lage sind eine leberspezifische Expression von Reportergenen in trangenen Mäusen auszulösen. Insofern scheint es bei der Regulation der Aktivität des Albumin Promotors aus der Maus und aus Xenopus einige Parallelen zu geben. Für den Maus Albumin Promotor konnte weiterhin gezeigt werden, dass ein 2kb großer Enhancer, welcher 10kb von der Transkriptionsstartstelle entfernt liegt essentiell für die Expression in der Leber transgener Mäuse ist (Pinkert et al., 1987). 
Ein Promotorkonstrukt, bei dem der Maus Albumin Enhancer mit einem 2kb großem 68 kDa Albumin Promotorfragment fusioniert wurde, zeigte in trangenen Xenopoden keinerlei Aktivität (Tabelle 4). Da bei Transfektionsexperimenten von Zelllinien beobachtet werden konnte, dass längere 68kDa Albumin Promotor Fragmente in Hepatozyten nur eine geringe Aktivierung von Reportergenen auslösen (Schorpp et al., 1988b), ist es denkbar, dass die Promotoraktivität des Hybrid Promotors ebenfalls runterreguliert ist. 
Mit dem Konstrukt Enh-706AlbGFP (Abbildung 10), in dem der Albumin Enhancer zusammen mit einem kurzen Fragment des 68 kDa Albumin Promotors die Expression von GFP steuert, kann eine grüne Fluoreszenz in der Leber transgener Embryonen beobachtet werden (Abbildung 11). Die mit den 68 kDa Albumin Promotor Fragmenten beobachtete Expression von GFP im Schwanz und Kopf der transgenen Larven wurde durch Enh-706AlbGFP nicht vermittelt. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass der Enhancer für 2 Effekte verantwortlich ist. Zum einen ist er für die Expression des Reportergens in der Leber verantwortlich und zum anderen reprimiert er die artifizielle Aktivität des 68 kDa Albumin Promotorfragmentes.
In Mäusen wurde der Maus Enhancer zusammen mit dem Maus Albumin Promotor eingesetzt, um die Expression von Genen wie der Cre Recombinase in der Leber auszulösen (Yakar et al., 1999). Eine erfolgreiche Fusion des Maus Albumin Enhancer mit dem Albumin Promotor eines niederen Vertebraten wurde jedoch noch nicht durchgeführt.
Aus der Tatsache, dass die 68 kDa Albumin Promotor Fragmente allein nicht in Lage sind eine leberspezifische Expression zu vermitteln kann man schließen, dass der Enhancer ein bedeutendes Element bei der leberspezifischen Aktivierung von Reportergenen darstellt. Um die Kernbestandteile in diesem Promotorelement genau zu lokalisieren, scheint es ein vielversprechender Ansatz zu sein den Enhancer zu verkürzen. Auf diese Weise würde der für die leberspezifische Aktivität verantwortliche Bereich weiter eingegrenzt werden.
Man weiß, dass sich innerhalb des Enhancers ein 830 bp großes Core Element befindet in dem sich insgesamt 11 Protein Bindestellen befinden (Liu et al., 1991). Insbesondere den Bindestellen für HNF3(FoxA) und GATA 4 kommt eine herausragende Bedeutung zu, da diese in endodermalen Zellen als erstes besetzt werden und so der Bindung von anderen Faktoren an den Enhancer vorausgehen. (Cirillo et al., 1998; Bossard and Zaret, 1998; Gualdi et al., 1996). Im zeitlichen Verlauf der Dissertation wurde gezeigt, das HNF3( durch seine Bindung das Chromatin öffnet und somit den Zugang für andere Faktoren zu regulatorischen Sequenzen erst ermöglicht (Cirillo et al., 2002).

Ein 428bp großes Fragment aus dem Core Element, welches sowohl die HNF3(FoxA) als auch die GATA 4 Bindestelle enthält haben wir an ein kurzes 68 kDa Albumin Promotorfragment fusioniert. Durch Promotor Reportergen Studien in transgenen Xenopoden kann nun überprüft werden, ob dieses Fragment noch eine leberspezifische Aktivität vermittelt. Ferner könnten dann durch gezielte Mutationen von z.B. der HNF3(FoxA) oder GATA 4 Bindestelle die Kern Elemente identifiziert werden, welche eine Promotoraktivität in der Leber regulieren.
3 
Expression transgener Reporter DNA unter Kontrolle des humanen HNF1( Promotors
Gewebespezifische Promotoren aus Säugetieren wie der Elastase, PDX-1 und Transthyretin Promotor aus der Maus, sowie der tubulin(-1 Promotor aus der Ratte weisen als Transgen in Xenopus laevis eine räumlich und zeitlich korrekte Aktivität auf (Beck and Slack, 1999; Marsh-Armstrong et al., 1999). Dies ist ein starkes Argument dafür, dass die wichtigen regulatorischen Promotorelemente über die Spezies hinweg konserviert sind. Aus diesem Grund schien es ein vielversprechender Ansatz zu sein, die endodermale Aktivität des humanen HNF1( Promotors in transgenen Xenopoden zu untersuchen. 

Mit dem Promotor Reportergen Konstrukt pCShumHNF1(GFP (Abbildung 12), bei dem GFP unter der Kontrolle des humanen HNF1( Promotors exprimiert wird, konnte in keinem der hergestellten Xenopoden eine grüne Fluoreszenz im Endoderm bzw. Mesoderm beobachtet werden (Tabelle 5). Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass der humane HNF1( Promotor im Xenopus System keine Aktivierung des Reportergens GFP vermittelt. Dies bedeutet, dass sich der humane HNF1( Promotor für Promotor Reportergen Studien in transgenen Xenopoden nicht eignet. Dass es sich bei dem verwendeten 6kb großen humanen HNF1( Promotor um ein zu kurzes Promotorfragment handelt ist relativ unwahrscheinlich, da bereits gezeigt wurde, dass 6kb des HNF1( Promotors aus Xenopus ausreichen, um eine gewebespezifische Reportergen Expression in transgenen Xenopoden zu vermitteln (Ryffel and Lingott, 2000).
4 
20bp im 3`Bereich des HNF1( Promotors aus Xenopus laevis sind notwendig für seine endodermale Aktivität
Es ist bekannt, dass durch eine Deletion des 3`Bereiches von -58bp bis -207bp im Xenopus Promotor von HNF1(, die Aktivität des Promotors in endodermalen Geweben transgener Xenopoden ausgelöscht wird (Ryffel and Lingott, 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Bereich durch die Analyse von HNF1( Promotor Deletionskonstrukten in transgenen Xenopus Embryonen weiter eingegrenzt werden. 
Die Promotor Reportergen Konstrukte -4kb/-173HNF1(GFP und -4kb/-110HNF1(GFP vermittelten keine Aktivität im Endoderm transgener Xenopoden, wohingegen das                  -4kb/-90HNF1(GFP Konstrukt im Endoderm von 29% der transgenen Embryos aktiv war (Abbildung 17). Hieraus kann man schließen, dass das HNF1( Promotorfragment bis -90bp die Elemente beinhaltet, welche für die Promotoraktivität von HNF1( im Endoderm von Xenopus essentiell sind. Im Gegensatz dazu scheint das 20bp kürzere HNF1( Promotorfragment bis -110bp die für die endodermale Aktivität wichtigen Elemente nicht mehr zu enthalten. Dies zeigt, dass die 20bp von -90 bis -110 eine bedeutende Rolle bei der Regulierung der endodermalen Promotoraktivität von HNF1( spielen. Betrachtet man diesen Promotorbereich im Detail, so fällt ein Sequenzmotiv von 4 Thymins gefolgt von 7 Guanins (TG-Motiv) innerhalb dieser 20bp auf (Abbildung 18). Interessanterweise ist ein identisches Sequenzmotiv ebenfalls im 3`Bereich des humanen HNF1( Promotors lokalisiert (Abbildung 18), was ein Hinweis auf die Wichtigkeit dieses Sequenzbereiches ist.
Bei vielen Promotoren wird die Aktivität durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren an spezifische Bindestellen innerhalb der Promotorsequenz vermittelt. Auf diese Weise wird die Expression des entsprechenden Gens auf der Ebene der Transkription kontrolliert. Eine Überprüfung in der Datenbank Transfac® 6.0-Public zeigte, dass weder das TG-Motiv, noch die gesamten 20bp eine bekannte Bindestelle für DNA bindende Proteine repräsentieren. Eine Regulation der Transkription durch die Bindung eines Trankriptionsfaktors an diese Promotorsequenz scheint somit unwahrscheinlich. Da die Transkriptionsstartstelle im HNF1( Promotor sich bei -216 bp befindet, liegt der Sequenzabschnitt von -110 bis -90 bereits im transkribierten Bereich. Aus diesem Grunde wäre es denkbar, dass diese Region die Expresssion des Gens nach der Transkription beeinflusst. Denkbar wäre hier eine Inhibition der Translation durch RNA bindende Proteine (Lasko, 2003), oder durch „Antisense“ RNA (Good, 2003; Kumar and Carmichael, 1998).
Auffällig ist auch, dass die mesodermale Aktivität bei allen HNF1( Promotorfragmenten vorhanden ist. Dabei scheint es keinen Unterschied zu machen, ob die für die endodermale Aktivität wichtigen 20bp in den Fragmenten vorhanden sind oder nicht. Dies ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass der 20bp Bereich speziell für die endodermale Aktivität des HNF1( Promotors von elementarer Bedeutung ist und auf das mesodermale Aktivierungspotential des Promotors keinen Einfluss hat. 
5 
Eine MODY3 assozierte Mutation im TG Motiv des Xenopus HNF1( Promotors hat keinen Einfluss auf seine Aktivität im Endoderm
Aufgrund der Konservierung des TG-Motivs zwischen Mensch und Xenopus, sowie der mit den Deletionskonstrukten gewonnenen Ergebnisse wurde vermutet, dass das TG-Motiv von Bedeutung für die endodermale Promotoraktivität des HNF1( Promotors ist. 
Aus Untersuchungen des humanen HNF1( Gens ist bekannt, dass Mutationen des HNF1( Gens im Menschen zu MODY3 einem autosomal dominant vererbten Insulin unabhängigen Jugenddiabetes mellitus führen (Hattersley, 1998; Froguel and Velho, 1999; Winter et al., 1999; Winter and Silverstein, 2000; Ryffel, 2001). Neben den Mutationen im HNF1( Gen wurden in MODY3 Patienten aber auch Sequenzveränderungen im HNF1( Promotor detektiert (Gragnoli et al., 1997; Godart et al., 2000; Yoshiuchi et al., 1999). Eine mit MODY3 assoziierte Sequenzveränderung 283A-G ist in der HNF4 Bindestelle des humanen Promotors lokalisiert (Godart et al., 2000). Bei Promotor Reportergen Analysen in transgenen Xenopoden führte eine Mutation der HNF4 Bindestelle im HNF1( Promotor von Xenopus zu einer Auslöschung der Reportergen Expression im Pronephros (Ryffel and Lingott, 2000). Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass die assoziierte Sequenzveränderung 283A-G eine Mutation darstellt und einen Einfluss auf die MODY3 Erkrankung hat. Dennoch stellt sich die Frage, ob alle gefundenen Sequenzveränderungen funktionsverändernde Mutationen darstellen, welche einen Einfluss auf die Aktivität des Promotors haben, oder ob es sich um Polymorphismen handelt, welche die Aktivität von HNF1( nicht beeinflussen. 
Interessanterweise sind 3 solcher MODY3 assoziierten Sequenzveränderungen im humanen HNF1( Promotor innerhalb des TG-Motivs identifiziert worden (Yoshiuchi et al., 1999; Godart et al., 2000). Die Häufung der MODY3 assoziierten Sequenzveränderungen in diesem Sequenzmotiv könnte darauf hinweisen, dass es sich bei diesem Sequenzmotiv um ein wichtiges regulatorisches Promotorelement handelt. Aus diesem Grunde wurde in dem HNF1( Promotor aus Xenopus ein Guanin des TG-Motivs deletiert. Dies entspricht der           -119Gdel Sequenzveränderung im humanen Promotor. Fusioniert mit GFP vermittelte dieser Promotor eine Expression von GFP im Endoderm von 57% der transgenen Tiere. 100% der transgenen Frösche zeigten einen GFP positiven Pronephros (Abbildung 21). Das Aktivitätsprofil des Wildtyp HNF1( Promotors, weist eine endodermale Promotoraktivität in 61% der transgenen Tiere auf (Abbildung 21). Vergleicht man die Aktivitäten der beiden Promotoren im Endoderm wird deutlich, dass der Wildtyp HNF1( Promotor und der HNF1( Promotor mit der Deletion im TG-Motiv ein identisches Aktivierungspotential für die Expression von Reportergenen im Endoderm von Xenopus haben. Daraus geht hervor, dass eine Deletion im TG-Motiv die Promotoraktivität des HNF1( Promotors im Endoderm von Xenopus nicht beeinflusst. 
Die eingeführte Deletion entspricht einer MODY3 assoziierten Sequenzveränderung im humanen HNF1( Promotor. Die im transgenen Xenopus gewonnenen Ergebnisse scheinen nun darauf hinzudeuten, dass es sich bei dieser Sequenzveränderung um einen Polymorphismus handelt der keinen Einfluss auf die Expression von HNF1( hat. Die Aktivität des HNF1( Promotors in den einzelnen endodermalen Zelltypen wie z.B. den         (-Zellen des Pankreas wurde nicht explizit analysiert. Somit ist nicht ausgeschlossen, dass es sich bei der MODY3 assoziierten Sequenzveränderung -119Gdel um eine funktionsverändernde Mutation handelt, welche die Aktivität des HNF1( Gens in einzelnen Zelltypen beeinflusst. Ein weiteres Argument dafür ist die Tatsache, dass diese Sequenzveränderung im HNF1( Promotor bei 4 MODY3 Patienten einer Familie identifiziert werden konnte (Godart et al., 2000). In dieser Familie wurde die Sequenzveränderung zusammen mit der MODY3 Erkrankung über drei Generationen vererbt. Diese Korrelation von Sequenzveränderung und Erkrankung lässt sich als Hinweis deuten, dass zwischen beiden ein kausaler Zusammenhang besteht. Dies ist jedoch kein sicherer Beweis dafür, dass die Sequenzveränderung -119Gdel MODY3 verursacht. Es ist vielmehr ebenso gut möglich, dass ein anderes Gen als HNF1( mutiert ist und so MODY verursacht. Wenn sich HNF1( auf demselben Chromosom in der Umgebung diese Gens befindet, würde es zusammen mit diesem Gen weitervererbt werden. Die -119G Deletion wäre dann ein Marker jedoch kein Verursacher der MODY Erkrankung. Denkbar wäre auch, dass die funktionsverändernde Mutation an einer anderen Stelle im HNF1( Gen vorliegt. Auch in diesem Falle wäre die        -119G Deletion ein Marker, jedoch kein Auslöser der MODY Erkrankung.
6 
Analyse des Xenopus HNF1( Promotors in Säugerzelllinien

Das Potential verschieden langer HNF1( Promotorfragmente, das Reportergen Luciferase in den Hepatomazelllinien FT02B und HepG2 zu aktivieren wurde untersucht. Die Transfektionen dieser Promoter Reportergen Konstrukte in FT02B Zellen spiegelte nicht die im transgenen Tier gewonnenen Ergebnisse wider. So zeigte z.B. das Fragment (-594/-90) in dem das TG-Motiv enthalten ist, gegenüber (-594/-58) eine reduzierte Aktivität, wohingegen das HNF1( Promotorfragment (-594/-110) dem die TG Sequenz fehlt, eine deutlich gesteigerte Expression des Reportergens vermittelt (Abbildung 22). In HepG2 Zellen ist die durch die einzelnen HNF1( Promotor Reportergen Konstrukte vermittelte Luciferaseaktivität auf einem gleichbleibenden Niveau. Es lässt sich zwischen den verschieden langen HNF1( Promotorfragmenten keinerlei signifikante Veränderung in den Aktivierungspotentialen feststellen (Abbildung 23). Auch diese Daten lassen sich nicht in Übereinstimmung bringen mit den Ergebnissen der transgenen Studien. Aus diesen Gründen wird klar, dass sich Transfektionsexperimente in Säugerzellen nicht dafür eignen, den HNF1( Promotor aus Xenopus hinsichtlich seiner endodermalen Aktivität zu analysieren. 
7 
Die Bedeutung von Promotorstudien in transgenen Xenopoden
In dieser Arbeit wurden gewebespezifische Promotoren durch Promotor Reportergen Assays funktionell analysiert. Diese Analysen wurden durch die Etablierung der transgenen Technik in Xenopus laevis ermöglicht (Kroll and Amaya, 1996; Huang et al., 1999). 
Eine ganze Reihe von gewebespezifischen Promotoren wie der Insulin (Dandoy-Dron et al., 1995; Dandoy-Dron et al., 1991), myoD (Goldhamer et al., 1992), Telokin (Smith et al., 1998) oder Hmga2 (Schiltz et al., 2003) um nur einige zu nennen, wurden als Promotor Reportergen Konstrukte erfolgreich in transgene Mäuse eingebracht. Bei vielen dieser Promotoren wurde nicht oder nur in Ansätzen analysiert, was die Elemente innerhalb des Promotors sind, die die Gewebespezifität vermitteln. 
Dies liegt aller Wahrscheinlichkeit nach in dem Aufwand begründet, der mit der Herstellung transgener Linien verbunden ist. Da die Identifikation gewebespezifisch essentieller Elemente eines Promotors die funktionelle Analyse zahlreicher Promotorkonstrukte erfordert, würde sich dies im Mausmodell nur mit einem großen technischen und zeitlichen Aufwand bewerkstelligen lassen. Die Haltung der vielen Mäuse würde in der Regel zu enormen logistischen Problemen führen. Aus diesen Gründen eignet sich das Maus Modellsystem nicht besonders gut für die Durchführung umfangreicher Promotor Reportergen Studien.

Im Gegensatz dazu lassen sich transgene Xenopoden mit einem recht überschaubarem Arbeitsaufwand herstellen. An einem optimalen Injektionstag lassen sich über 10 transgene Embryonen herstellen. Man sollte jedoch nicht unbeachtet lassen, dass bei dieser Technik die Qualität der Eier in hohem Maße einen Einfluss darauf hat, wie viele transgene Xenopoden erzeugt werden und sich entwickeln. Werden Eier von niedriger Qualität injiziert, so kann dies dazu führen, dass sich aus mehreren Tausend injizierten Eiern kein einziger transgener Embryo entwickelt. 

Da das Promotor Reportergen Konstrukt an einer zufälligen Stelle ins Genom integriert wird, stellt jeder transgene Xenopus Embryo eine unabhängige transgene Linie dar. Ein weiterer Vorteil des Xenopus Systems kommt bei der Analyse der Tiere zur Geltung. Da die Larven sich außerhalb des Muttertiers entwickeln und transparent sind, lassen sich die Expression der Reportergene (in dieser Arbeit GFP) durch einfache Beobachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop analysieren. Weniger geeignet für diese Anwendung sind Reportergene,wie Luciferase, LacZ oder CAT, da sie durch eine enzymatische Reaktion nachgewiesen werden und sich die Expression somit nicht einfach am lebenden Embryo beobachten lässt.
Durch die Verwendung des Reporters GFP kann ein Tier über alle frühen Entwicklungsstadien hinweg kontinuierlich analysiert werden. Eine Tötung des Embryos wie im Maus System ist bei Xenopus nicht nötig. Diese Methode eröffnet somit die Möglichkeit, in einem vernünftigen Zeitrahmen umfangreiche Promotorstudien in transgenen Tieren durchzuführen. 
Dass sich diese Technik für die Analyse verschiedenster Promotoren hervorragend eignet, zeigen nicht zuletzt die vielen Publikationen seit der Etablierung dieser Technik im Jahre 1996. So wurde gezeigt, dass der Promotor des N-(-Tubulin, Aktin (CAR)(Kroll and Amaya, 1996), Keratin (Marsh-Armstrong et al., 1999), Prph2 (Moritz et al., 2002) und Rhodopsin (Knox et al., 1998) Gens aus Xenopus, sowie der Elastase, PDX-1 und Transthyretin Promotor aus der Maus (Beck and Slack, 1999), und der tubulin(-1 Promotor aus der Ratte (Marsh-Armstrong et al., 1999) eine räumlich und zeitlich korrekte Aktivität in transgenen Xenopoden zeigen. Es wurde für diese Promotoren jedoch keine Kartierung durchgeführt, oder bestimmt welche Regionen innerhalb des Promotors für die Gewebespezifität verantwortlich sind. Boatright et al. (2001) zeigte dass Fragmente des IRBP Promotors von    -1783/+101 und -156/+101 eine gewebespezifische Aktivität in der Retina vermitteln, wohingegen bei einem IRBP Promotorfragment von -70/+101 diese Spezifität ausgelöscht ist (Boatright et al., 2001). Was in diesem Bereich verantwortlich für die Retina spezifische Aktivität ist wurde jedoch nicht untersucht. Asahi et al. zeigte kürzlich, dass ein 3kb, 1,8kb und 0,3kb großes Fragment des FTZ-F1( Promotors eine gewebespezifische Aktivität in transgenen Xenopoden vermitteln und dass an das 0,3kb Fragment 2 Proteine binden (Asahi et al., 2002). Um welche Proteine es sich hierbei handelt und ob die Bindung dieser Proteine einen Einfluss auf die Aktivität hat wurde nicht analysiert.
Im Vergleich dazu konnte ich in meinen Promotor Reportergen Analysen erfolgreich die pankreasspezifische Aktivität des PDX-1 Promotors ausschalten. Ich zeigte, dass der Maus Albumin Enhancer Speziesübergreifend eine korrekte Aktivität vermittelt und konnte im HNF1( Promotor eine 20bp Region identifizieren, welche essentiell für die endodermale Aktivität des HNF1( Promotors ist. 
Wichtige Promotor Bereiche wurden im Falle des Xnr-1 und Bix4 Promotors entdeckt. Es konnten durch Mutationen von T-Box Bindestellen im Xnr1 und Bix4 Promotor gezeigt werden, dass diese notwendig für die Aktivierung der Promotoren durch VegT sind (Hyde and Old, 2000; Casey et al., 1999). Tanaka et al. zeigte kürzlich dass der Cyclin D1 Promotor eine intakte TCF/LEF Bindestelle benötigt, um eine Expression in der Neuralplatte zu vermitteln(Tanaka et al., 2003). Ryffel et al. (2000) konnte zeigen, dass eine Mutation der HNF4 Bindestelle im HNF1( Promotor die Aktivität des Promotors im Pronephros auslöscht, wohingegen durch eine Deletion von -58/-207 die endodermale Aktivität des Promotors zerstört ist (Ryffel and Lingott, 2000). 
Durch umfangreiche Promotoranalysen konnte gezeigt werden, dass im ANF Promotors eine Bindestelle für Nkx2-5 und GATA-4 für eine korrekte Aktivität benötigt werden (Small and Krieg, 2003). Im Xtmyf Promotor wurde HBX2 als ein Element identifiziert, dass sowohl für die Aktivierung als auch die Reprimierung der Xtmyf Expression essentiell ist (Polli and Amaya, 2002). 

Im Falle des Xbra Promotors konnte Lerchner et al. (2000) durch transgene Promotor Reportergen Studien zeigen, dass eine Bindestelle für SIP1 (Smad interacting protein) für die Aktivität des Promotors während der Gastrulation in der marginalen Zone essentiell ist. Eine zweite Region, in der zwei Homeodomän Bindestellen lokalisiert sind, ist für die Repression der Aktivität im dorsalen Mesoderm und Ectoderm in den Gastrula Stadien verantwortlich. Eine dritte Region im weiteren „upstream“ Promotor ist notwendig für die Repression der Aktivität in neuralem Gewebe späterer Entwicklungsstadien (Lerchner et al., 2000). 
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 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivität von Promotoren in endodermalen Geweben transgener Xenopus Embryonen untersucht. Es wurden die Promotoren des PDX-1, des 68kDa Albumin und des HNF1( Gens analysiert.
Durch Promotor Reportergen Analysen konnte gezeigt werden, dass der PDX-1 Promotor aus der Maus, die Expression des Reportergens GFP im Pankreas der transgenen Embryonen vermittelt. Durch die Deletion eines 1kb großen Bereiches innerhalb des PDX-1 Promotors wurde die Aktivität des Promotors im Pankreas transgener Xenopoden ausgelöscht. So konnte erfolgreich gezeigt werden, dass dieser Bereich für die Aktivität des PDX-1 Promotors im Pankreas transgener Xenopoden essentiell ist.
Albumin wird in Vertebraten ausschließlich in der Leber exprimiert. Promotor Reportergen Assays in transgenen Xenopus Embryonen zeigten, dass Fragmente des 68kDa Albumin Promotors bis zu einer Länge von 4,2 kb nicht ausreichen, um eine leberspezifische Expression zu vermitteln. Stattdessen zeigen die 68kDa Albumin Promotorfragmente eine spezifische, jedoch artifizielle Aktivität in Zellen des Schwanzes und Kopfes transgener Larven. Durch die Fusion des Maus Albumin Enhancers an ein 68kDa Albumin Promotorfragment gelang es eine Reportergen Expression von GFP in der Leber transgener Xenopoden auszulösen. Gleichzeitig wurde die artifizielle Aktivität des 68kDa Albumin Promotorfragments unterdrückt. Dies beweist, dass es sich bei dem Maus Albumin Enhancer um ein wichtiges Element handelt, welches auch im niederen Vertebraten Xenopus laevis eine leberspezifische Aktivität vermittelt.
Der humane HNF1( Promotor vermittelt in transgenen Embryonen keine Expression des Reportergens GFP. Dies bedeutet, dass der humane HNF1( Promotor ungeeignet für Promotor Reportergen Studien in transgenen Xenopoden ist. 
Im Falle des HNF1( Promotor aus Xenopus laevis konnte durch Promotor Reportergen Studien in transgenen Xenopoden ein 20bp langer Sequenzabschnitt identifiziert werden, welcher notwendig für die endodermale Aktivität des HNF1( Promotors ist. Innerhalb dieses Abschnittes wurde ein TG Sequenzmotiv als mögliches regulatorisches Element identifiziert. Die Deletion eines Nukleotids in diesem TG Motiv, welche einer MODY3 assoziierten Sequenzveränderung im humanen HNF1( Promotor entspricht, beeinflusst die endodermale Aktivität des HNF1( Promotors jedoch nicht. 








































































