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II.
 Material und Methoden
1 
Chemikalien, Puffer und Enzyme

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in p.a. Qualität von den Firmen Fluka (Neuulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma (München) bezogen. Lösungen und Puffer wurden nach Protokollen der Methodensammlung von Sambrook et al. (1989) hergestellt. Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme stammten von den Firmen Roche (Mannheim), Gibco BRL (Karlsruhe) und Pharmacia (Freiburg). Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen bezogen.

2 
Molekularbiologische Standardmethoden und Vektoren

Molekularbiologische Techniken, wie die Anzucht und Transformation von Bakterien, Plasmid-DNA-Minipräparationen sowie die Modifikationen von DNA, wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgeführt. Zur Aufreinigung der DNA nach enzymatischen Reaktionen wurde das „QIAquick PCR Purification Kit“ (QIAGEN, Hilden) verwendet. Plasmid-DNA-Maxipräparationen erfolgten mit dem „Plasmid Maxi Kit“ der Firma Qiagen (Hilden). Sequenzierungen wurden vom Sequenzierlabor SEQLAB GmbH (Göttingen) oder vom Sequenzierservice der medizinischen Fakultät der Universität Duisburg-Essen (Institut für Humangenetik, Essen) durchgeführt.
2.1 
Plasmide 
pCSLGFP
Der Expressionsvektor pCSGFP-2 wurde von Enrique Amaya (Cambridge, UK) zur Verfügung gestellt. pCSGFP-2 exprimiert eine GFP Variante, die die Mutationen F64L und S65T enthält und im Vergleich zum Wildtyp GFP mit einer 35 mal stärkeren Signalintensität fluoresziert (Zernicka-Goetz et al., 1996; Ikawa et al., 1999). Zur Konstruktion von pCSLGFP wurde der CMV Promotor mittels SalI/HindIII Verdau entfernt. Anschließend wurde der Linker NotI über SalI und HindIII einkloniert. Der Linker NotI wurde durch die Hybridisierung der Oligonukleotide Linker 1 und Linker 2 hergestellt.
Vektoren für die Analyse des PDX-1 Promotors in Xenopus laevis: 
pCSL-4,5PDX-1GFP
In diesem Expressionsvektor wird GFP unter der Kontrolle des  4,5kbPDX-1 Promotors exprimiert. Für dieses Konstrukt wurde der 4,5kbPDX-1 Promotor aus der Maus mit NotI und BamHI aus pIDX-GFP (Beck and Slack, 1999) geschnitten und in pCSLGFP über NotI/BamHI kloniert. 
pCSL-4,5PDX-1delGFP
Ausgehend von pCS-4,5PDX-1GFP wurden durch einen BstEII/BglII Verdau die Promotor Sequenz von -1926bp bis       -910 entfernt. Anschließend wurden die überhängenden Enden mittels Kleenow aufgefüllt und das Plasmid religiert.
Vektoren für die Analyse des Albumin Promotors in Xenopus laevis: 

pCSL-700AlbGFP
In diesem Expressionsvektor wird GFP unter der Kontrolle des  -700bp Albumin Promotorfragments exprimiert. Aus S68alb5` (Martina Schorpp unpubliziert) wurden mit den Primern XLALBFOR und XLALBRE ein 700bp großes Fragment (von +1bp (Startcodon ATG) bis zur HindIII Schnittstelle bei -700bp) des Albumin Promotors mittels PCR herausamplifiziert. Gleichzeitig wurde durch XLALBRE eine BamHI Schnittstelle am 3`Ende des Promotorfragments eingeführt. Das PCR Produkt wurde über HindIII/BamHI in pCSLGFP einkloniert.
pCSL-4,2AlbGFP
GFP wird in diesem Expressionsvektor unter der Kontrolle des     -4,2kb Albumin Promotors exprimiert. Aus -4200albcat (Schorpp et al., 1988) wurde ein Albumin Promotorfragment über die HindIII Schnittstellen bei -700bp und -4200bp mit HindIII ausgeschnitten und über HindIII in pCSL-700AlbGFP vor das -700bp Albumin Promotorfragment kloniert. 
pCSLEnhancer-2kbAlbGFP
In diesem Expressionsvektor wird GFP unter der Kontrolle des Maus Albumin Enhancers fusioniert mit einem 2kb großem Fragment des 68kDa Albumin Promotors exprimiert. Das Fragment des Maus Albumin Enhancers wurde über die endogene Schnittstelle HindIII und BamHI aus pGemAlbSVPA (Yakar et al., 1999) geschnitten und in pCSLGFP über HindIII/BamHI vor GFP kloniert. So entstand der Vektor pCSLEnhGFP. Aus pCSL-4,2AlbGFP wurde über die bei +1 eingeführte BamHI Schnittstelle und eine endogene BamHI Schnittstelle bei ca. -2kb im Albumin Promotor, ein ca. 2kb großes Albumin Promotor Fragment durch BamHI ausgeschnitten. Dieses Fragment wurde anschließend in korrekter Orientierung in die BamHI Schnittstelle hinter den Maus Enhancer und vor GFP in pCSLEnhGFP kloniert.
pCSLEnhancer-706AlbGFP
In diesem Expressionsvektor wird GFP unter der Kontrolle des Maus Albumin Enhancers fusioniert mit dem Albumin Promotorfragment bis -706bp exprimiert. Ausgehend von                    pCSL-4,2AlbGFP wurden mit den Primern ALBBAM2FOR und XLALBRE 706bp des Albumin Promotors mittels PCR herausamplifiziert. Durch ALBBAM2FOR wurde eine BamHI Schnittstelle bei -706bp eingeführt. Durch die zweite BamHI Schnittstelle (bei +1bp im Albumin Promotor) konnte das Fragment des Albumin Promotors von +1bp bis -706bp über BamHI in korrekter Orientierung in pCSLEnhGFP hinter den Enhancer und vor GFP eingeführt werden.
Vektor für die Analyse des humanen HNF1( Promotors in Xenopus laevis:  
pCShumHNF1(GFP
Dieser Expressionsvektor wurde von Gerhart Ryffel zur Verfügung gestellt. In ihm wird GFP unter der Kontrolle des humanen HNF1( Promotors exprimiert. Der humane HNF1( Promotor von -87bp bis -5719bp vom Startcodon ATG wurde über XhoI bei -5719bp und eine, bei -87bp eingeführte HindIII Schnittstelle geschnitten. pCSGFP war zuvor mit SalI und HindIII geschnitten worden. Da XhoI und SalI Isoschizomere sind, konnte der XhoI/HindIII geschnittene humane HNF1( Promotor über SalI/HindIII in pCSGFP vor das GFP kloniert werden

Vektoren für die Analyse des Xenopus HNF1( Promotors in Xenopus laevis:  
pCS-6kb/-58HNF1(GFP
Der HNF1( Promotor aus Xenopus von -5949bp bis -58bp steuert in diesem Expressionsvektor die Expression von GFP (Ryffel and Lingott, 2000)
pCS-6kb/-58HNF1(TGGFP
In diesem Expressionsvektor wird GFP unter der Kontrolle des 
(-5949bp bis -58bp) HNF1( Promotors, bei dem das Guanin an Position -95 deletiert ist, exprimiert. Ausgehend von pCS-594/-58HNF1(GFP (Ryffel and Lingott, 2000) wurde in dem HNF1( Promotor unter Verwendung des „QuickChangeTM Site Directed Mutagenesis Kit“ von Stratagene und den Primern XHNF1119DELFOW und XHNF1119DELRE ein Guanin an Positinion -95 im HNF1( Promotor deletiert. Anschließend wurde das mutierte Fragment über die endogene Schnittstelle AvrII (-361bp) und HindIII (11bp nach dem 3`Ende des HNF1( Promotors) ausgeschnitten und in pCS-6kb/-58HNF1(GFP kloniert.
pCS-4kb/-58HNF1(GFP
Der Expressionsvektor pCS-4kb/-58HNF1(GFP wurde von Gerhart Ryffel zur Verfügung gestellt. In diesem Expressionsvektor steuert der HNF1( Promotor aus Xenopus von -3932bp bis -58bp die Expression von GFP.
pCS-4kb/-173HNF1(GFP
Der Expressionsvektor pCS-4kb/-173HNF1(GFP wurde von Gerhart Ryffel zur Verfügung gestellt. Der HNF1( Promotor von -3932bp bis -173bp wurde in pCSGFP kloniert und kontrolliert so die Expression von GFP.
pCS-4kb/-110HNF1(GFP
In diesem Expressionsvektor wird GFP unter der Kontrolle des HNF1( Promotors aus Xenopus von -3932bp bis -110bp exprimiert. Ausgehend von pCS-594/-58HNF1(GFP (Ryffel and Lingott, 2000) wurde durch die Primer HNFAVRFOR und HNF1-110RE mittels PCR ein HNF1( Promotorfragment herausamplifiziert und bei -110bp eine BamHI Schnittstelle eingefügt. Anschließend wurde das HNF1( Promotorfragment über die endogene AvrII und die eingführte BamHI Schnittstelle in pCS4kb/-58HNF1(GFP kloniert.
pCS-4kb/-90HNF1(GFP
GFP wird in diesem Expressionsvektor unter der Kontrolle des HNF1( Promotors aus Xenopus von -3932bp bis -90bp exprimiert. Ausgehend von pCS-594/-58HNF1(GFP (Ryffel and Lingott, 2000) wurde durch die Primer HNFAVRFOR und HNF1-85RE mittels PCR ein HNF1( Promotorfragment herausamplifiziert und bei -90bp eine BamHI Schnittstelle eingefügt. Anschließend wurde das HNF1( Promotorfragment über die endogene AvrII und die eingführte BamHI Schnittstelle in pCS4kb/-58HNF1(GFP kloniert.
Vektoren für die Analyse des Xenopus HNF1( Promotors in Zelllinien:  
pGL3-594/-58HNF1(
Der Expressionsvektor pGL3-594/-58HNF1( wurde von Daniela Plitzko (IFZ Essen) zur Verfügung gestellt. In diesem Expressionsvektor wird Luciferase unter Kontrolle des                -594/-58HNF1( Promoterfragments exprimiert.
pGL3-594/-90HNF1(
Luciferase wird in diesem Expressionsvektor unter der Kontrolle des HNF1( Promotors aus Xenopus von -594bp bis -90bp exprimiert. Aus pCS-4kb/-90HNF1(GFP wurde das 3´Ende durch AvrII (-361bp) und BamHI (-90bp) ausgeschnitten und über AvrII/BamHI in pGL3-594/-58HNF1( kloniert.
pGL3-594/-110HNF1(
In diesem Expressionsvektor wird Luciferase unter der Kontrolle des HNF1( Promotors aus Xenopus von -594bp bis    -110bp exprimiert. Aus pCS-4kb/-110HNF1(GFP wurde das 3´Ende durch AvrII (-361bp) und BamHI (-110bp) ausgeschnitten und über AvrII/BamHI in pGL3-594/-58HNF1( kloniert.

pGL3-594/-128HNF1(
In diesem Expressionsvektor wird Luciferase unter der Kontrolle des HNF1( Promotors aus Xenopus von -594bp bis    -128bp exprimiert. Aus pCS-4kb/-128HNF1(GFP (Gerhart Ryffel unveröffentlicht) wurde das 3´Ende durch AvrII (-361bp) und BamHI (-128bp) ausgeschnitten und über AvrII/BamHI in pGL3-594/-58HNF1( kloniert.

pGL3-594/-173HNF1(
In diesem Expressionsvektor wird Luciferase unter der Kontrolle des HNF1( Promotors aus Xenopus von -594bp bis    -173bp exprimiert. Aus pCS-4kb/-173HNF1(GFP wurde das 3´Ende durch AvrII (-361bp) und BamHI (-173bp) ausgeschnitten und über AvrII/BamHI in pGL3-594/-58HNF1( kloniert.

2.2 
Primer
Tabelle 1: Zusammenfassung der in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide
	Name
	Sequenz (5‘(3‘)
	Restriktions-schnittstellen

	Linker 1
	TCG AGG CGG CCG CGT CGA CA
	NotI, SalI

	Linker 2
	AGC TTG TCG ACG CGG CCG CC
	 NotI, SalI

	XLALBFOR
	GTG GGT GTT GAA TTG GGA CTG TCA
	-

	XLALBRE
	CCA GGA TCC GAC TGG AGA TGT ATT
	BamHI

	ALBBAM2FOR
	CCT AAT AGG ATC CAG CAA AGC TTT AAA AC
	BamHI, HindIII

	HNFAVRFOR
	GGT TTC AGC CAC TCA CAG CTA TTA GC
	-

	HNF1-110RE
	CCA AAA AAA CAA GCT TTG CAG C
	HindIII

	HNF1-85RE
	CTG AAG CTT CCT CCC CCC CAA AAA AAC
	HindIII

	XHNF1119DELFOW
	GTT TTT TTG GGG GGA GGA GGA AAC AGA AGG
	-

	XHNF1119DELRE
	CCT TCT GTT TCC TCC TCC CCC CAA AAA AAC
	-


2.3 
PCR
Bei der Klonierung der oben aufgeführten Expressionsvektoren wurden in einigen Fällen DNA Fragmente durch die „Polymerase chain reaction“ (PCR) amplifiziert. Hierbei wurde nach folgendem Standardprotokoll vorgegangen. Der Reaktionsansatz (siehe Tabelle 2) wurde nach dem in Tabelle 3 beschriebenen Programm inkubiert, wobei 25 bis 35 Zyklen der Schritte 2-4 gefahren wurden. Anschließend wurden 20µl des Ansatzes in einem Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht photographiert. Das PCR Produkt wurde aufgereinigt. Anschließend konnten die so gewonnenen DNA Fragmente für die weiteren Klonierungsschritte verwendet werden. Alle einklonierten DNA Fragmente wurden nach abgeschlossener Klonierung zur Kontrolle sequenziert und anschließend mit der Ausgangssequenz verglichen. Somit konnte gewährleistet werden, dass nur einklonierte Fragmente ohne Sequenzveränderungen verwendet wurden. Die PCR Reaktionen wurden in dem GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer; Norwalk, USA) durchgeführt.
Tabelle 2: Reaktionsanzatz für die Amplifikation von DNA Fragmenten mittels PCR
	Reagenz
	Volumen

	DNA Template (0,01-0,001µg/µl)
	10 µl

	„Forward“ Primer (0.1µmol/µl)
	0,5 µl

	„Reverse“ Primer (0.1µmol/µl)
	0,5 µl

	dNTP`s (10mmol/µl)
	0,5 µl

	10 x PCR Puffer
	5 µl

	Pfu Polymerase
	0,5 µl

	H2O
	ad 50 µl


Tabelle 3: Programm des GeneAmp PCR System 2400  für die PCR Reaktionen
	Schritt
	Temperatur in °C
	Zeit

	1
	94
	2 min

	2
	94
	45 sec

	3
	60-64
	1 min

	4
	72
	2 min

	5
	72
	7 min

	6
	4
	(


3 
Mutagenese

Die in dieser Arbeit verwendete Mutation im HNF1( Promotor von Xenopus wurde mit Hilfe des „QuickChangeTM Site Directed Mutagenesis Kit“ von Stratagene in den                       pCS-6kb/-58HNF1(GFP Expressionsvektor eingeführt. Dabei wurden die vom Hersteller beschriebenen Bedingungen eingehalten. Das für die Mutagenesereaktion verwendete Primerpaar bestand aus den Primern XHNF1119DELFOW und XHNF1119DELRE. Nachdem die HNF1( Promotorsequenz in pCS-6kb/-58HNF1(GFP kloniert worden war, wurde sie sequenziert und überprüft. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass durch die Mutagenese zusätzliche Mutationen in das Konstrukt eingeführt worden waren.
4 
Haltung und Eiablage von Xenopus laevis 
Die Xenopus laevis Frösche wurde von der Fa. Xenopus (USA) bezogen. Die Frösche wurden unter Standardbedingungen (Danilchick et al., 1991) gehalten. Die Eiablage bei geschlechtsreifen Weibchen wurde durch subcutane Injektion von 600 bis 800 Einheiten des humanen Chorion-Gonadotropins (hCG) in den dorsalen Lymphsack induziert. Bezogen wurde das hCG als PregnesinR von der Firma Serono  (Unterschleißheim). Die Kultivierung der Embryonen fand in 0,1x MMR (1 x MMR: 100 mM NaCl, 2 mM KCl, 1mM MgCl2; 2 mM CaCl2; 5 mM HEPES, pH 7,5) bei 14 - 23 °C statt. Die Bestimmung der Entwicklungsstadien erfolgte nach Nieuwkoop and Faber (1975).

5
Herstellung transgener Xenopoden

Die Spermienkernpräparation wurde nach der Methode von Kroll und Amaya (1996) durchgeführt. Die Permeabilisierung der Spermien wurde jedoch nicht mit Lysolecithin sondern mit Digitonin durchgeführt (Huang et al., 1999). Die präparierten Spermienkerne wurden in Glycerolpuffer (250mM Sucrose, 15 mM HEPES (pH 7,7), 1mM EDTA, 0,5 mM Spermidin, 0,2 mM Spermin, 1 mM Dithiothreitol, 0,3 % BSA, 30 % Glycerol) aufgenommen und mit einer Konzentration von 150-200 Kerne/nl zu je 25 µl aliquotiert. Die Aliquots wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurde die Konzentration der Spermienkerne erneut bestimmt und gegebenenfalls auf 100 Kerne/nl verdünnt.

Die Plasmidkonstrukte, welche als Transgen in Xenopus integriert werden sollten, wurden mit NotI verdaut und in einem Agarosegel aufgetrennt. Das NotI Fragment wurde anschließend aus dem Gel isoliert und in H2O eluiert. Die so gewonnenen DNA Fragmente wurden in einer Konzentration von 0,1 µg/µl für den Reaktionsansatz verwendet. Die Herstellung transgener Xenopus laevis Embryonen erfolgte nach der Methode von Kroll und Amaya (1996) mit der Modifikation von Huang (1999). Zunächst werden 4 µl Spermienkerne (100Kerne/nl) mit 5 µl des Ziel DNA Fragments (0,1µg/µl) zusammenpipettiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel dazu werden zu 25µl SDB (250mM Sucrose, 75 mM KCl, 0,5 mM Spermidin, 0,2 mM Spermin; pH 7,5) 2µl Magnesiumchlorid (100mM) und 0,5µl NotI (0,5U) gegeben. Dieser Mix wird zu dem DNA/Spermienkern Gemisch gegeben und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 3µl des Ansatzes werden in 330µl SDB aufgenommen und dann direkt für die Injektion in unbefruchtete enthüllte Xenopus laevis Eier verwendet. Bei allen Pipettierschritten mit Spermienkernen wurden abgeschnittene Spitzen verwendet, da durch die größere Öffnung die empfindlichen Spermienkerne geschont werden konnten.

Die Eier wurden für die Injektion in Agaroseschalen platziert, welche zur Hälfte mit 2 % Agarose mit kleinen Vertiefungen auf der Oberfläche gefüllt waren. Die Eier lagerten sich in den Vertiefungen ab und konnten so bei dem Injektionsvorgang nicht zur Seite rutschen Die Injektionsnadeln mit einem Durchmesser von 0,05 mm in der Spitze wurden aus 100µl Kapillaren (BLAUBRAND intraMARK; BRAND, Wertheim/Main) hergestellt. Die Injektion wurde in Gegenwart von 0,1 x MMR mit 6 % Ficoll oder 0,4 x MMR mit 6 % Ficoll durchgeführt. Im ersten Fall wurden die Eier nach der Injektion bei 14°C gehalten. Nach 24 h wurden die erfolgreich befruchteten Eier aussortiert, in 0,1 x MMR überführt und bei 18-22°C aufgezogen. Wurde die Injektion in Gegenwart von 0,4 x MMR mit 6 % Ficoll durchgeführt, wurden die Eier nach der Injektion bei 16°C gehalten und nach 4-5 Stunden in 0,1 x MMR mit 6 % Ficoll überführt. Ab dem nächsten Tag wurden die Embryonen dann in 0,1 MMR bei 18-22°C aufgezogen.  
6 
Mikroskopie

Die lebenden Larven wurden mit dem Leica MZ/FLIII Stereomikroskop analysiert und mit der KAPPA Kamera PS 30 C (KAPPA opto-electronics GmbH, Gleichen) photographiert. Um die Expression des grün fluoreszierenden Proteins GFP zu detektieren, wurde unter Fluoreszenslicht ein 480/510nm Filterset verwendet. Bei Normallichtaufnahmen wurden die Larven ohne Filter photographiert. Die lebenden Larven wurden für die Dauer der Aufnahmen mit 0,01% 3-Aminobenzoesäureethylester (Sigma, München) betäubt. 

7 
Zelllinien

In dieser Arbeit wurde die Hepatomazelllinie FT02B aus der Ratte, sowie die humane Hepatomazelllinie HepG2 für die Transfektion von HNF1( Promotor Reportergen Konstrukten verwendet.  
8 
Zellkultur von FT02B- und HepG2-Zellen

FT02B- und HepG2-Zellen wurden in wassergesättigter Atmosphäre (95%) bei 37°C und 7,5% CO2, in DMEM (Biochrom), mit 10% hitzeinaktivierten fötalem Kälberserum, 2 mM L-Glutamin sowie je 100 U/ml Penicillin und Streptomycin gehalten. Die Zellen wurden unter konfluenten Bedingungen gehalten.

Zur Erhaltung der Zelllinien wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff gelagert. Dazu wurden 106 Zellen in 1 ml kaltem Einfriermedium (20% FCS, 10% DMSO in DMEM) aufgenommen, in 1 ml Aliquots langsam auf –70°C abgekühlt und dann über flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen der Zellen wurden die Aliquots auf 37°C erwärmt und in ein steriles Zentrifugenröhrchen mit 10 ml vorgewärmtes Medium gegeben. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in frischem Medium resuspendiert und ausgesät. 

9 
Transfektion

HepG2- und FT02B-Zellen wurden 24h vor der Transfektion in 6-Loch Platten mit einer Dichte von 3x105 Zellen/Loch ausgesät. 1,3 µg Plasmid-DNA wurde mit serumfreiem Medium (OPTIMEM, Invitrogen) auf 100µl verdünnt. Die 6-Loch Platten wurden mit 6 µl Lipofektamin (GIBCO, BRL) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Ein Transfektionsansatz für eine Zellkulturschale wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 1,3 ml OPTIMEM zugegeben, der Ansatz über die Zellen verteilt und Anschließend vier Stunden im Brutschrank inkubiert. Hiernach wurde das Transfektionsgemisch abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde serumhaltiges Medium (DMEM3+) dazugegeben und die Zellen im Brutschrank inkubiert.

10 
Luciferaseassay

Für den Luciferaseassay wurden die Zellen 24 Stunden nach Transfektion in 50 µl Lysepuffer aufgenommen (25 mM Trisphosphat (ph 7,8), 2 mM DTT, 2 mM CDTA, 1% Triton-X-100). Hierbei wurden die Zellen mit Hilfe eines Gummispatels von der Zellkulturschale gelöst. Die Zellen wurden abzentrifugiert und von dem Überstand wurden 20 µl mit Hilfe des „Luciferase Assay Systems“ (Promega) in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) analysiert. 

