II. Material und Methoden

24

II. 
Material und Methoden 

1. 
Chemikalien Puffer und Enzyme 

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in p. a. Qualität von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. 

Lösungen und Puffer, deren Zusammensetzung nicht anders vermerkt ist, wurden nach Protokollen der Methodensammlung von Sambrook et al. (1989) hergestellt.

Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme für DNA und RNA stammten von den Firmen Biolabs (Schwalbach), Invitrogen (Karlsruhe), Pharmacia (Freiburg) und Roche (Mannheim). 

2. 
Molekularbiologische Standartmethoden und Expressionsvektoren

Molekularbiologische Techniken wie Anzucht von Bakterien, Plasmid-DNA-Präparationen, Modifikation von DNA und Gelelektrophoresen wurden nach (Sambrook et al., 1989)durchgeführt. Die Aufreinigung großer Mengen Plasmid-DNA erfolgte mit dem „Plasmid Maxi Kit“ von Qiagen.

2.1
 Expressionsvektoren 

Die Expressionsvektoren pCSGFP2, myc-Rc/CMVHNF1ß, P328L329delCCTCT und R137-K161del wurden wie bei Wild et al. (2000) beschrieben verwendet.

Mit Hilfe des „QuickChangeTM Site Directed Mutagenesis Kit“ von Stratagene wurden die in dieser Arbeit verwendeten HNF1ß Mutationen in den myc-Rc/CMVHNF1ß Expressionsvektor eingeführt. Die für die Mutagenesereaktion verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 1 aufgeführt, dabei wurden die vom Hersteller beschriebenen Bedingungen eingehalten. Die Benennung der Konstrukte erfolgte nach der Mutante, welche sie exprimieren zum Beispiel: Rc/CMVS151P. Die Sequenzen der durch PCR amplifizierten Mutanten wurde durch Sequenzierung des gesamten offenen Leserahmens überprüft.

	Mutante
	Mutageneseprimer

	S151P
	A: 5’-CGCACCTCCCCCAGCATC-3’

B: 5’-GATGCTGGGGGAGGTGCG-3’

	E101x
	A: 5’-CTCAACACCTAGGAGGCGG-3’

B: 5’-CCGCCTCCTAGGTGTTGAG-3’

	R177x
	A: 5’-CAGAAAGCAATGAGAGATC-3’

B: 5’-GATCTCTCATTGCTTTCTG-3’

	P159delT
	A: 5’-CAAGGGCACCCCATGAAGACCCAG-3’

B: 5’-CTGGGTCTTCATGGGGTGCCCTTG-3’

	Q243delC
	A: 5’-CCCGCGTCCAGCAAATC-3’

B: 5’-GATTTGCTGGACGCGGG-3’

	A263insGG
	A: 5’-GAGAGAGAGGGGCCTTAGTGGAGG-3’

B: 5’-CCTCCACTAAGGCCCCTCTCTCTC-3’

	Y352insA
	A: 5’-GAGTGCGCTAACAGCCAGCAG-3’

B: 5’-CTGCTGGCTGTTAGCGCACTC-3’


Tabelle 2: Zusammenstellung der Primerpaare für die Mutagenese

Die Mutation ist jeweils gekennzeichnet. 

2.2 
Reportergene

syn(0)4tk-luc

Der syn(0)4tk-luc Reporter besitzt vier HNF1 Bindestellen vor dem Thymidinkinase Promotor und dem Luciferase-Gen (Drewes et al., 1996).

HNF4(P2(-285)-luc 

Der alternative P2 Promotor des HNF4( Genes bis Position (-285) in Bezug auf den Translationsstart wurde in den pGL3-BasicII (Promega) kloniert und enthält eine HNF1 Bindestelle (Thomas et al., 2001). 

3. 
Zellkultur von HeLa- und HEK293- Zellen 

HeLa Zellen (Cervixkarzinomzelllinie des Menschen) und HEK293 Zellen (Immortalisierte embryonale Nierenzelllinie des Menschen) wurden bei 37°C, 7,2% CO2 und 95% wassergesättigter Atmosphäre in DMEM (Dulbecco´s modified Eagle medium) mit 10% hitzeinaktiviertem fötalen Kälberserum (Biochrom), 2 mM L-Glutamin sowie je 100U/ml Penicillin und Streptomycin kultiviert. 

Die Lagerung der Zelllinien erfolgte in flüssigem Stickstoff. Dazu wurden 107 Zellen in 3 ml kaltem Einfriermedium (20% FCS, 10% DMSO in DMEM) aufgenommen, in 1 ml Aliquots langsam auf –70°C abgekühlt und dann in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 

Die Aliquots wurden zum Auftauen auf 37°C erwärmt und in 10 ml vorgewärmtes Medium in ein steriles Zentrifugenröhrchen gegeben. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert, in frischem Medium resuspendiert und ausgesät. 

4. Transiente Transfektion, Luciferaseassay, Herstellung von 
Kernextrakten und Immunfluoreszenz

4.1
 Luciferaseassay 

Für den Luciferaseassay wurden HeLa- und HEK293-Zellen mit 1,3 µg Reportervektor und 0,3 µg Expressionsvektor transfiziert. Die Transfektion erfolgte in 6-Well-Schalen mit 300000 Zellen pro Well und 6 µl Lipofektamin (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers. Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion in 50 µl Lysepuffer aufgenommen, dabei wurden die Zellen mit Hilfe eines Gummispatels von der Zellkulturschale gelöst. Die Zellen wurden für 5 min. mit 10000 rpm bei Raumtemperatur abzentrifugiert und 20 µl des Überstandes wurden mit Hilfe des „Luciferase Assay Systems“ (Promega) in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) analysiert. 

Lysepuffer:

25 mM Trisphosphat (pH 7,8); 2 mM DTT; 2 mM CDTA; 10% Glycerol; 1% Triton-X-100

4.2 
Herstellung von Kernextrakten aus HeLa Zellen

Zur Herstellung von Kernextrakten wurden 300000 HeLa-Zellen pro Well mit 2 µg DNA transfiziert. Die Transfektion erfolgte in 6-Well-Schalen mit 6 µl Lipofektamin. 24 Stunden nach der Transfektion wurden Kernextrakte aus den transfizierten Zellen hergestellt. Die Zellen wurden mit PBS (4°C) gewaschen, dann zwei mal in 0,7 ml PBS mit einem Gummispatel von der Kulturschale gelöst und in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (5 min., 1000 rpm, 0°C, Hettich 24-48R Kühlzentrifuge), in 0,5 ml Puffer A suspendiert, 10 min. auf Eis inkubiert, erneut abzentrifugiert (5 min., 2000 rpm, 0°C) und in 250 µl Puffer A aufgenommen. Mit einem Handhomogenisator wurden die Zellen aufgebrochen und die Kerne abzentrifugiert (10 min., 10000 rpm, 0°C). Das Sediment wurde in 50 µl Puffer C aufgenommen und 30 min. bei 0°C unter häufigem Vortexen inkubiert. Dann wurde 20 min. bei 50000 rpm zentrifugiert (2°C, Beckmann TL-100 Ultrazentrifuge), der die Kernproteine enthaltende Überstand aliquotiert und bei –80°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Kernextrakte erfolgte nach Bradford (1976) unter Verwendung des „BioRad Protein-Assay“-Systems (BioRad). 

PBS:

137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4 (pH 7,2 bis 7,4)

Puffer A: 

10 mM HEPES (pH 7,6); 1,5 mM MgCl2; 10 mM KCl; 0,5 mM DTT

Puffer C: 

20 mM HEPES (pH 7,6); 25% (v/v) Glycerol; 420 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 0,5 mM PMSF; 0,5 mM DTT

4.3 
Immunofluoreszenz von HeLa Zellen

Für die Immunfluoreszenz wurden 300000 HeLa Zellen mit 2 µg DNA in 3 cm Zellkulturschalen transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Methanol fixiert, einmal mit PBS/0,01% Tween-20 und danach zweimal mit PBS gewaschen. Durch Inkubation mit PBS/10% Ziegenserum für 1 Stunde bei 4°C wurden unspezifische Bindungen abgesättigt. Der Erstantikörper 9E10 ist ein monoklonaler Antikörper, der gegen den myc-tag gerichtet ist (Evan et al., 1985). Er wurde in einer Verdünnung von 1:5 in DMEM auf die Zellen gegeben und 1,5 Stunden bei RT inkubiert. Danach wurde mehrmals mit PBS gewaschen und der Cy3 gekoppelte Zweitantikörper (Codenr. 415-166-100, Jackson ImmunoResearch) in einer Verdünnung von 1:200 in PBS/10% Ziegenserum zugegeben. Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei 4°C im Dunkeln. Nach erneutem Waschen mit PBS und Trocknem mit einem Zellfasertuch, wurden die fixierten Zellen mit „Mounting-Medium“ (Vectashield, Vector-Laboratories) eingedeckelt und mit Hilfe des Fluorezenz-Mikroskops (Zeiss) ausgewertet. 

5. 
Gelretardationsanalyse

Die Gelretardationsanalysen wurden mit Kernextrakten aus transfizierten HeLa Zellen durchgeführt (siehe 4.1 und 4.3). Jeder Reaktionsansatz enthielt 3 µg Gesamtprotein, 30 ng Lachssperma-DNA als unspezifischer Kompetitor und ggf. 1 µl 1:10 in DMEM verdünnter Antikörper 9E10 (siehe 4.4). Die erste Inkubation erfolgte in einem 15 µl Ansatz in GRBB- für 15 min. bei RT, dann wurden 104 cpm/Ansatz (5µl Volumen in GRBB- ) 32P-markiertes Oligonukleotid mit einer HNF1 Bindestelle (HP-1) zugegeben und für weitere 15 min. bei RT inkubiert. Die entstandenen Protein-DNA-Komplexe wurden in 4% Polyacrylamidgelen in 0,25 x TBE für 1,5 Stunden bei 100 Volt aufgetrennt. Um die Komplexe sichtbar zu machen, wurden die Gele getrocknet und für 12-48 Stunden mit Kodak-Röntgen-Filmen belegt.

GRBB-:

10 mM HEPES (pH7,6); 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 4% Ficoll 

10 x TBE:

900 mM Tris borate; 20 mM EDTA

Oligonukleotide:

Die radioaktive Markierung des doppelsträngigen Oligonukleotids erfolgte durch Auffülung der 3’ Zurückhängenden Enden mittels Klenow-Enzyms und 32P-dCTP (Ausubel et al., 1989). 

HP-1 Oligonukleotid 

Das HP-1 Oligonukleitide beinhaltet eine HNF1 Bindestelle aus dem Albuminpromotor des Xenopus laevis (Schorpp et al., 1988). 


5’-AGCTTGAGGTTAATAATTTTCCA-3’

           3’-ACTCCAATTATTAAAAGGTCTAG-5’

6.
 Gekoppelte in vitro Transkription / Translation und Western Blotting

6.1
 Gekoppelte in vitro Transkription / Translation

Zur Synthese von Proteinen wurde eine gekoppelte Transkription / Translation (TNT) im Kaninchen-Reticulocytenlysat (Promega) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Synthese fand unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase und radioaktiv markiertem (35S)-Methionin statt. Zum Nachweis der Proteine wurden 10% Standard-SDS-Proteingele (nach Sambrook et al., 1989) mit 3 µl TNT gefahren. Zur Auswertung wurden die Gele getrocknet und ein Röntgen-Film exponiert. 

6.2 
Western Blotting

Für die Western-Blot-Analyse wurden nicht radioaktiv markierte TNT’s verwendet (Herstellung siehe 5.1). Die TNT Produkte wurden mit dem gleichen Volumen von 2 x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) versetzt und in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel (Mini-Protean II-Gele, BioRad) aufgetrennt. Durch Elektrotransfer (Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer-Cell, BioRad) wurden die Proteine bei 1,5 mA/cm2 Gel für 1 Stunde in Transferpuffer auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schuell, Dassel) übertragen. Das Blocking der Membran erfolgte über Nacht bei 4°C mit 0,5% Blockingreagenz (Liquid block, RPN 3601, Amersham, Braunschweig) in PBS. Danach folgte eine Inkubation für 1 Stunde bei RT mit dem Erstantikörper 9E10 (Evan et al., 1985) der 1:5 in PBS/0,1% Tween 20 verdünnt wurde. Anschließend wurde 3 x 10 min. mit PBS/0,1% Tween 20 gewaschen und mit dem 1:5000 in PBS/0,1% Tween 20 verdünnten Zweitantikörper (Peroxidase-gekoppelter Kaninchen-Anti-Maus-Antikörper IgG, Dianova) für 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach wiederholtem Waschen erfolgte die Detektion des Zweitantikörpers mit dem Enhanced Chemoluminescence-System (ECL-System, Amersham) entsprechend den Herstellerangaben. 

Transferpuffer:

48 mM Tris; 39 mM Glycin; 0,04% SDS; 20% Methanol 

7. Haltung, in vitro Befruchtung und Kultur der Embryonen des 
Krallenfrosches Xenopus laevis
Die südafrikanischen Krallenfrösche der Art Xenopus laevis wurden von der Firma Xenopus I (USA) bezogen und im Institut für Zellbiologie (Essen) unter Standardbedingungen gehalten. Adulte Weibchen wurden durch subkutane Injektion von 200-1000 Einheiten humanem Chorion-Gonadotropin Pregnesin (Serono Pharma GmbH, Unterschleißheim) in die dorsalen Lymphsäcke zur Eiablage gebracht. Es wurden 200-500 Eier manuell in eine Petrischale abgestreift. Für die in vitro Befruchtung der Eier wurde den männlichen Tieren der Hoden unter Betäubung mit 0,5% MS 222 entnommen und über die Eier gestreift. Der Hoden wurde in Holtfreter-Lösung bei 4°C bis zu einer Woche gelagert. Die Qualität der Spermien wurde nach deren Aktivierung durch H2O Zugabe, anhand mikroskopischer Untersuchung ihrer Beweglichkeit überprüft. 5 Minuten nach der Befruchtung wurden die Eier mit 0,1 x MMR überschichtet. Durch die nach 20 min. einsetzende Kortikalreaktion, bei der sich der pigmentierte animale Pol nach oben dreht, ist eine erfolgreiche Befruchtung erkennbar. Die Gallerthülle wurde nach ca. 45 min. durch eine 1-2 minütige Inkubation in 2% Cystein-Hydrochlorid (Fluka) pH 8 entfernt und danach mehrmals mit H2O gewaschen. Die Kultivierung der Embryonen fand in 0,1 x MMR bei 14 – 23°C statt. Die Entwicklungsstadien wurden nach Nieuwkoop und Faber (1975) bestimmt. (Nieuwkoop and Faber, 1975)
Holtfreter-Lösung 

60 mM NaCl; 0,6 mM KCl; 0,9 mM CaCl2; 0,2 mM NaHCO3
1 x MMR

0,1 M NaCl; 2 mM KCl; 1 mM MgSO4; 2 mM CaCl2; 5 mM HEPES (pH 7,8); 0,1 mM EDTA

8. 
In vitro Synthese von mRNA und Injektion der Embryonen 

8.1 
In vitro Synthese von mRNA

Die in vitro Synthese der mRNA wurde nach dem Protokoll von Nielsen und Shapiro (1986) durchgeführt. Es wurden jeweils 3 µg linerarisierter Vektor und 100 Einheiten RNA-Polymerase verwendet. Die Konstrukte im Rc/CMV Vektor wurden mit dem Restriktionsenzym SmaI (1 Stunde, 27°C) linearisiert und mit der T7-RNA-Polymerase transkribiert, bei pCSGFP2 hingegen wurde das Restriktionsenzym PvuII (1 Stunde, 37°C) und die SP6-RNA-Polymerase verwendet. Nach Synthese und enzymatischem Abbau der DNA (Nielsen and Shapiro, 1986) wurde der Reaktionsansatz mit Hilfe von Phase Lock GelTM Heavy, (1,5 ml, Eppendorf) nach Herstellerangaben extrahiert und mit Ethanol gefällt. Jeder Ansatz wurde auf 4 Aliquots verteilt und bei –80°C aufbewahrt. Die RNA Konzentration wurde photometrisch ermittelt und die Qualität durch Agarose-Gelelektrophorese überprüft.

8.2 
Injektion der Embryonen

Die in Form des Ethanol-Präzipitat eingefrorene RNA wurde in DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltem Aqua dest. aufgenommen. Zur Injektion wurden Mikrokapillaren (ø 0,58 mm, World Precision Instruments, Sarasota) unter Verwendung der Injektionsapparatur PicospitzerII (General Valve Corporation, Fairfield) benutzt. In eine Blastomere eines Embryos im Zwei-Zell-Stadium wurden 250 pg mRNA einer HNF1ß Mutation zusammen mit 100 pg RNA des Green Fluorescence Protein (GFP) in einem Volumen von 10 nl injiziert. Als Kontrolle wurden 350 pg GFP RNA alleine injiziert. Das Injektionsvolumen wurde durch Messen der Tropfengröße bestimmt. Alle Injektionen wurden in einer 2%-Ficoll-Lösung durchgeführt, um ein Auslaufen der Eier zu verhindern. Nach 2 Stunden wurden die Embryonen in 0,1 x MMR überführt. Im Neurula-Stadium wurden alle normal entwickelten Larven, die grüne Fluoreszenz auf nur einer Seite des Tieres zeigten, aussortiert und für weitere Untersuchungen kultiviert. Die Larven wurden im Stadium 45 in MEMFA fixiert, in Methanol dehydriert und bei –20°C aufbewahrt. 

MEMFA

0,1 M MOPS; 2 mM EGTA; 1 mM MgSO4; 3,7% Formaldehyd 

9. Immunfluoreszenz von Xenopus laevis Larven 

Für die Immunfluoreszenz wurden die injizierten und fixierten Larven mit PBS rehydriert und mit PBT/20% Ziegenserum für 1 Stunde bei RT geblockt. Danach wurde mit dem ersten Antikörper, der 1:2 in PBT/20% Ziegenserum verdünnt wurde, über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen für je 1,5 Stunden in PBT bei RT, erfolgte die Inkubation mit dem 1:1000 in PBT/20% Ziegenserum verdünnten Cy3 gekoppelten Ratte-Anti-Maus Zweitantikörper (Codenr. 415-166-100, Jackson ImmunoResearch) bei 4°C über Nacht im Dunkeln. Dann erneutes Waschen mit PBT bei RT und Auswertung am Auflicht-Fluoreszenzmikroskop (Leica, Köln). 

PBT

PBS; 2 mg/ml BSA (bovine serum albumin, Fraktion 5); 0,1% Triton X-100

Erstantikörper: 

Die Antikörper 3G8 und 4A6 wurden uns freundlicher Weise von Dr. E. A. Oliver-Jones (Warwick University, Coventry, England) zur Verfügung gestellt. 

3G8

Monoklonaler Antikörper der gegen die terminalen Differenzierungsmarker der Pronephrokanälchen gerichtet ist (Vize et al., 1995).

4A6

Monoklonaler Antikörper der gegen die terminalen Differenzierungsmarker des Pronephrosganges gerichtet ist (Vize et al., 1995).

10. Statistische Auswertung

Für die statistische Auswertung wurden von den immunfluoreszierenden Larven eine Größenbestimmung des Pronephroskanals und des proximalen Abschnittes des Pronephrosganges durchgeführt. Diese Strukturen wurden mit Hilfe des Computerprogramms Kappa Image Base Metreo (opto-electronics GmbH, Gleichen) vermessen und der Größenunterschied zwischen injizierter und nicht injizierter Seite berechnet. Kein Größenunterschied wurde gleich 100 gesetzt. Um die Signifikanz der erhaltenen Phänotypen zu prüfen (p-Wert) wurde ein Mann-Whitney-Test durchgeführt, wobei die Ergebnisse von den Injektionen der HNF1ß Mutationen mit den Kontrollinjektionen von GFP alleine verglichen wurden. 

11. Whole mount in situ Hybridisierung von Xenopus laevis Embryonen

Die Whole mount in situ Hybridisierung wurde nach dem Standartprotokoll von Harland durchgeführt (Harland, 1991). Zur Synthese der Digoxygenin markierten RNA Proben wurde das DIG-RNA-Labeling-Kit (Boehringer, Mannheim) verwendet. Die als Matrize dienenden Vektoren wurden mit Restriktionsenzymen linearisiert und mit verschiedenen RNA-Polymerasen als Sense- bzw. Antisense-Probe transkribiert (Tabelle 3). 

	Probe
	Vektor
	Restriktionsenzym
	RNA-Polymerase
	Quelle

	
	
	antisense
	sense
	antisense
	sense
	

	XWT-1
	pBluescript II SK
	EcoRV
	SmaI
	T3
	T7
	(Semba et al., 1996)

	XPax-2
	pBluescript II SK
	EcoRI
	XbaI
	T3
	T7
	(Heller and Braendli, 1997)

	XPax-8
	pBluescript II SK
	EcoRI
	XhoI
	T7
	T3
	(Heller and Brändli, 1999)

	XHNF1ß
	pGEM7
	SmaI
	XhoI
	T7
	SP6
	(Demartis et al., 1994)

	XSox9
	pGEMT easy
	NcoI
	n.b.
	SP6
	n.b.
	(Spokony et al., 2002)


Tabelle 3: Übersicht der Herstellung der verschiedenen RNA-Proben

In Abweichung zum Protokoll von Harland wurden die RNA-Proben nicht hydrolysiert. Die Farbreaktion wurde mit chromagen NBT/BCIP für einige Minuten bis 24 Stunden durchgeführt. Dabei wurden 4,5 µl NBT und 3,5 µl BCIP zusammen in 1 ml eiskaltem APB gemischt und über die Embryonen gegeben. 

APB:

100 mM Tris (pH 9,5); 50 mM MgCl2; 100 mM NaCl; 0,1% Tween 20; 1 mM Levanisol 

