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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Die Tabelle 2.1 listet die verwendeten Materialien auf.

Tab. 2.1: Gerate und Materialien

Gerate und Materialien Modell Hersteller
Agarosegelkammer Agagel Mini Biometra GmbH, Géttingen
Deutschland

Kryo-Container

5100 Cryo 1 °C Freezing
Container

Nalgene Labware, Rochester, NY,
USA

Elektroporationskiivetten (1 mm)

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Elektroporator

EasyjecT prima

EquiBio / Thermo Electron, Milford,
MA, USA

Filterpapier (Westernblot)

Extra dickes Filterpapier
15 x 20 cm, 30 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

French®Press

French Pressure Cell Press

SLM Aminco (Polytec GmbH,
Waldbronn, Deutschland)

Gel-Dokumentatiosgerat

BioDoc CCD Kamera

Biometra GmbH, Goéttingen
Deutschland

Gewebekulturflaschen Cellstar: Tissue Culture Flasks, Greiner Bio-One GmbH,
25 cm?und 75 cm? Frickenhausen, Deutschland
Gewebekulturschalen 35x 10 mm Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Gewebekulturtestplatte Gewebekulturtestplatte mit 6 TPP Techno Plastic Products AG,
oder 24 Vertiefungen Trasadingen, Deutschland
GroBenausschluss- Superdex 200 (S200) Amersham Biosciences Europe GmbH,

chromatographie-Séaulen

Superdex 75 (S75)
Superdex Peptide Tricorn 10/300
GL

Freiburg, Deutschland

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
HPLC: Pumpen LCI10-AS Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan
Entgaser DGU-14A
UV-Vis-Detektor SPD-10A
Steuerungseinheit CBM-10A
Konzentratoren Amicon Ultra-15 (5000 MWCO) | Millipore GmbH, Eschborn,
Deutschland
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 285 Du Pont de Nemours Deutschland

GmbH, Bad Homburg, Deutschland

Laser-Scanning-Mikroskop

LSM 510 META-UV

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,

Deutschland
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510 META-NLO Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland
Oberflachenplasmonresonanz- BIACORE 2000 BIACORE AB, Uppsala, Schweden
spektroskopie-Gerit
PCR-Thermocycler DNA Engine Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland
Rotator Blood tube Rotator SB1 Stuart Scientific, Stone Staffordshire,

UK

SDS-Gelelektrophoresekammer

Mighty Small IT SE250/SE260

Amersham Biosciences Europe GmbH,

(Hoefer) Freiburg, Deutschland
Spektrophotometer DU 640 Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland
Sterilwerkbank S-1200 BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland
Taumler Polymax2040 Heidolph Instruments GmbH & Co.

KG, Schwabach, Deutschland
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Tischkiihlzentrifuge

5810R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge

5415C Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Transfermembran (Nitrozellulose)

Hybond"-ECL Amersham Biosciences Europe GmbH,

Freiburg, Deutschland

Transfermembran (PVDF) Hybond"™-P Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland
Transilluminator Lumi-Imager F1™ Boehringer-Mannheim GmbH,

Mannheim, Deutschland

Westernblot-Apparatur

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

Trans-Blot SD Semi-Dry
transfer cell

Zellinkubator

CB 210 Binder GmbH, Tuftlingen, Deutschland

Die Tabelle 2.2 listet die verwendeten Chemikalien auf.

Tab. 2.2: Chemikalien

Hersteller

Produkt

Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

ECL Western blotting detection reagents; LMW Gel Filtration Calibration Kit;
HMW Gel Filtration Calibration Kit

Biacore AB, Uppsala,
Schweden

2-2-Puridinyldithioetaneamin-Hydrochlorid (PDEA); Sensor Chip CM5

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Ammoniumperoxiddisulfat (APS); Magermilchpulver; Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth GmbH,
Karlruhe, Deutschland

Acryl-/Bisacrylamid-Mix (30 %/ 0,8 %); Agar-Agar; Ampicillin-Natriumsalz;
Bromphenolblau; 1,4-Dithiothreitol (DTT); Ethylendiamintetraacetat (EDTA);
Essigsaure;  Ethidiumbromid;  a-D(+)-Glucose = Monohydrat;  Glycerol;
Hefeextrakt; Kaliumchlorid (KCl); Kanamycin-Sulfat; Magnesiumchlorid-
Hexahydrat (MgCl,); Magnesiumsulfat (MgSO,); D(+)-Maltose Monohydrat;
Natriumacetat; Parafilm®M; Pepton aus Casein; D(+)-Saccharose; Tris-
(Hydroxymethyl)-aminomethan; Wasser HPLC rein

Fermentas Life Sciences,
St. Leon-Rot, Deutschland

100 bp DNA-Marker (GeneRuler'™); 1 kb DNA-Marker (GeneRuler");
dNTP’s; Isopropyl-B-D-thiopyranosid (IPTG); Loading Dye Solution (6x)

Fluka, Steinheim,

Coomassie™ Brilliant Blue G250; Perchlorsaure

Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonsiure (HEPES); Lipofectamine™
Deutschland 2000; NuPAGE LDS Probenpuffer (4x); SeeBlue Plus 2 Prestained Marker

J.T. Baker, Deventer,
Holland

Aceton; Isopropanol; Methanol; Natriumchlorid (NaCl); Natriumhydroxid
(NaOH)

Merck Biosciences Ltd,
Darmstadt, Deutschland

Benzonase; Di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,); G418 Sulfat; Kalium-
dihydrogenphosphat (KH,PO,); Nonidet P40 (NP-40); Polyoxyethylen-Sorbitan-

(auch Calbiochem) Monolaureat (Tween 20)

Molecular probes, Eugene, | 4',6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI)
Oregon, USA

New England BioLabs MBP-Amylose Resin

(NEB), Frankfurt am Main,
Deutschland

Pierce, Perbio Science
Deutschland GmbH, Bonn,
Deutschland

EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin; UltraLink Immobilized NeutrAvidin™

Protein Plus

Seromed, Berlin,
Deutschland

Trypanblau

SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Agarose; Glycin; Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Blocking Buffer 10x (B6429); Albumin aus Rinderserum (BSA); Desoxycholsdure

Natriumsalz (DOC); Dimethylsulfoxid (DMSO);
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid (EDC); Ethanolamin;
L-Glutathion reduziert; Glutaraldehyd; Glutathion-Agarose; HEPES;
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2-Mercaptoethanol;
Phenylmethylsulfonylfluorid

Natriumazid;
(PMSF);

N-Hydroxysuccinimid (NHS);
Paraformaldehyd;  Poly-L-Lysin;

Ponceau S; Proteaseinhibitorcocktail flir Bakterien; Proteaseinhibitorcocktail
fir Eukaryoten; Triton® X-100; Trizma®-base

Thermo Electron
Corporation; Pittsburgh,
PA, USA

Einbettmedium Immun-Mount

VEB Laborchemie, Borsaure

Apolda, DDR

Biochrom AG, Berlin, Dimethylsulfoxid (DMSO; cell culture quality)
Deutschland

Die Tabelle 2.3 listet die verwendeten Enzyme auf.

Tab. 2.3: Enzyme

Enzym

Hersteller

T4-DNA-Ligase

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

BD Advantage'™ 2 Polymerase Mix

BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschland

Pfu-DNA-Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Tag-DNA-Polymerase

New England BioLabs, Frankfurt am Main, Deutschland

Benzonase

Merck Biosciences Ltd, Darmstadt, Deutschland

BamH1 Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Dpnl New England BioLabs, Frankfurt am Main, Deutschland
EcoR1 Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sall Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Die Tabelle 2.4 listet die verwendeten Antikorper auf.

Tab. 2.4: Antikorper

Antikdrper Organismus | Kurzform Hersteller

primére Antikorper

Anti-Claudinl Kaninchen RaCldl Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Claudin2 Kaninchen RaCld2 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Claudin3 Kaninchen RaCld3 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Claudin4 Maus MoCld4 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Claudin5 Kaninchen RaCld5 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Occludin Kaninchen RaOcc Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-ZO-1 (ZO1-1A12) Maus MaZO-1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-FLAG Kaninchen RoFLAG Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Anti-GFP Maus Mo GFP Clonetech Laboratories Inc., Mountain
View, CA, USA

Anti-GST (GST-2) Maus MaGST Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Anti-MBP Kaninchen RaMBP New England BioLabs (NEB), Frankfurt
am Main, Deutschland

sekundire Antikdper

Anti-Maus HRP-Konjugat Ziege GoM-HRP Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Kaninchen HRP- Ziege GoR-HRP Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Konjugat

Anti-Maus Cy3-Konjugat Ziege GaM-Cy3 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Anti-Kaninchen Cy3- Ziege GaR-Cy3 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland”

Konjugat

Anti-Kaninchen Ziege GoR- Molecular probes, Eugene, Oregon, USA

AlexaFluor-488-Konjugat AlexaFluor488

*: vormals Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA; HRP: horse radish peroxidase
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Die Tabelle 2.5 listet in dieser Arbeit verwendete, nicht selbst erstellte Plasmide auf.

Tab. 2.5: Plasmide

Plasmid Merkmale Referenz

pEYFP-NI 4,7 kb; Kan'/Neo"; SV40 ori; pUC ori; Peyy BD Biosciences Clonetech,
1ie; EYFP (Reporter) C-terminal Freiburg, Deutschland

pECFP-N1 4,7 kb; Kan'/Neo"; SV40 ori; pUC ori; Peyy BD Biosciences Clonetech,
15; ECFP (Reporter) C-terminal Freiburg, Deutschland

pECFP-ER 4,8 kb; Neo'/Kan'"; SV40 ori; pUC ori; Peyy BD Biosciences Clonetech,

e ECFP (Reporter); ER-
Lokalisationssequenz vom Calreticulin

Freiburg, Deutschland

pEYFP-Golgi

4,9 kb; Neo'/Kan"; SV40 ori; pUC ori; Peyy
1e; EYFP (Reporter); Membrananker-
Signalpeptid des

Human-$-1,4-GT

BD Biosciences Clonetech,
Freiburg, Deutschland

pEYFP-Endo 5,4 kb; Neo'/Kan"; SV40 ori; pUC ori; Pepy BD Biosciences Clonetech,
£ EYFP (Reporter); c-Myc-RhoB Freiburg, Deutschland

pMAL-C2X 6,7 kb; Amp"; pMB1 ori; M13 ori; Py,; lacl®; | New England Biolabs (NEB),
lacZo; Maltose-Bindeprotein (MBP) N- Frankfurt am Main, Deutschland
terminal

pGEX-4T1 4,9 kb; Amp'; pBR322 ori; Py,; lacl Amersham Biosciences Europe

Glutathione-S-Transferase (GST) N-terminal

GmbH, Freiburg, Deutschland

pECFP-N1_Cld3g,p

5,4 kb; Kan'/Neo'; Cld3 im pEYFP-NI-
Vektor; keine YFP-Expression durch
Stoppcodon

Dr. J. Piontek, FMP, Berlin,
Deutschland

pEYFP-N1_CId5-
FLAGgp

5,4 kb; Kan'/Neo"; Cld5 mit C-terminalen
FLAG-tag im pEYFP-N1-Vektor; keine
YFP-Expression durch Stoppcodon

Dr. J. Piontek, FMP, Berlin,
Deutschland

pEYFP-C2-YFP-AQP1

5,5 kb; Kan'/Neo"; Aquaporin-1 im pEYFP-
N1-Vektor; YFP N-terminal

Dr. S.P. Tsunoda, FMP, Berlin,
Deutschland

pCRFR1-YFP

Corticotropin releasing factor receptor 1 im
pEYFP-N1 Vektor; YFP C-terminal

Dr. O. Kritke, FMP, Berlin,
Deutschland

pcDNA3.1-Cld1

ClId1 (Maus) im pcDNA3.1-Vektor

Dr. J. Piontek, FMP, Berlin,
Deutschland

pSKCI-3 3,7 kb; Amp"; C1d3 (Maus) im pBluescript IT | Dr. M. Furuse, Kyoto, Japan
SK(-) Vektor (Fermentas Life Sciences)
pGTCIS 3,7 kb; Amp"; Cld5 (Maus) im pGEM"-T Dr. M. Furuse, Kyoto, Japan

Easy Vektor (Promega GmbH)

pProEx-1-CPE

5,6 kb; Amp'; CPE im pPROEX-1 Vektor
(Invitrogen)

Dr. Y. Horiguchi, Osaka, Japan

EYFP: Enhanced yellow fluorescent protein gene; ECFP: Enhanced cyan fluorescent protein gene; Pcyy:
Human cytomegalovirus Promotor; Py.: induzierbarer ,tac“-Promotor; Neo'/Kan': Neomycin/Kanamycin
Resistenzgen; Amp': Ampicillin Resistenzgen

Die Tabelle 2.6 listet die verwendeten Escherichia coli (E. coli)-Stamme auf.

Tab. 2.6: Escherichia coli-Stamme

Stamm Merkmale Referenz

E. coli DH5a™ F ®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 Invitrogen, Karlsruhe,
recAl endA1 hsdR17(r, m") phoA supE44 A- | Germany
thi-1 gyrA96 relAl

E. coli ER2566 F- A- thuA2 [lon] ompT lacZ::T7 gene 1 gal New England BioLabs,
sulA11 A(merC-mrr)114::1IS10 R(mer- Frankfurt am Main,
73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-210::Tn10)(TetS) | Deutschland
endAl [dem]

E. coli BL21 (DE3) F ompT gal dem lon hsdSg(rg” mp’) A(DE3 Studier et al., 1990
[lac] lacUVS5-T7 gene 1 indl sam7 nin5])
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Die Tabelle 2.7 listet die verwendeten Kulturmedien und Zusitze fiir Bakterien- und

eukaryotische Zellkulturen auf.

Tab. 2.7: Kulturmedien fir Bakterien- und Gewebekulturen

Bezeichnung

Verwendungszweck/Zusammensetzung

Hersteller/Referenz

LB-Medium (Luria-Bertani,
Vollmedium)

Standardmedium bei der Anzucht von E. coli:
1 % (w/v) NaCl; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 %
(w/v) Pepton aus Casein; pH 7,5 mit NaOH.

Sambrook et al., 1989

LB-Agar

LB-Medium mit 20 g/L. Agar-Agar

Sambrook et al., 1989

SOC-Medium

Vollmedium nach Transformation von E. coli:
10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgSOy;
MgCl,; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v)
Pepton aus Casein; pH 7,0 mit NaOH. Medium
autoklavieren und steril 20 mM Glucose
hinzufiigen.

Hanahan, 1983

Dulbecco’s modified Eagle’s

Zellkulturmedium:

Biochrom AG, Berlin,

medium (DMEM) mit 3,7 g/LL NaHCOj; und 1,0 g/L D-Glucose; Deutschland
ohne L-Glutamine
HEK-Standardmedium Zellkulturmedium fir HEK-293-Zellen: Modifiziert nach

DMEM mit 10 % (v/v) Fotales Kélberserum
(FCS), 1 % (v/v) L-Alanyl-L-Glutamine, 100
mg/ml Penicillin/Streptomycin

Moore et al., 1967

Opti-MEM

Zellkulturmedium fiir Transfektionen

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Einfriermedium

Zellkulturmedium zum Einfrieren von Zellen:
50% (v/v) DMEM, 40 % (v/v) FCS, 9 % (v/v)
DMSO, 1 % (v/v) Penecillin/Streptomycin

Fotales Kélberserum (FCS)

Biochrom AG, Berlin,

Deutschland

L-Alanyl-L-Glutamine 200 mM Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

Penicillin/Streptomycin Antibiotikum fiir Zellkulturmedien: Biochrom AG, Berlin,
1,0 mg/ml (Wirkkonzentration) Deutschland

G418-Sulfat

Antibiotikum fiir Zellkulturmedien:
0,5 mg/ml (Wirkkonzentration)

Merck Biosciences Ltd,
Darmstadt, Deutschland

Kanamycin-Sulfat Antibiotikum fiir Bakterienkulturen: Carl Roth GmbH,
40 pg/ml (Wirkkonzentration) Karlruhe, Deutschland
Ampicillin-Natriumsalz Antibiotikum fiir Bakterienkulturen: Carl Roth GmbH,

100 pg/ml (Wirkkonzentration)

Karlruhe, Deutschland

Trypsin/EDTA (0,05% / Fiir das Passagieren von adhédrenten Kulturen: Biochrom AG, Berlin,
0,02%) in PBS ohne Ca*"/Mg”" Deutschland
Phosphate buffer saline 136,89 mM NaCl; 2,68 mM KCIl; 6,47 mM Biochrom AG, Berlin,
(PBS) Na,HPOy,; 1,47 mM KH,PO, Deutschland
PBS mit Ca” und Mg 136,89 mM NaCl; 2,68 mM KCl; 6,47 mM Biochrom AG, Berlin,
(PBS-CM) Na,HPOy; 1,47 mM KH,POy; 0,33 mM MgCl,; Deutschland

0,90 mM CaCl,

2.2 Molekularbiologische Methoden

221

Molekularbiologische Standardmethoden

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden verschiedene kommerziell erhiltliche Kits von
QIAGEN (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet. Je nach erforderlicher Plasmid-
DNA-Menge wurde das QIAprep® Spin Miniprep Kit oder das QTAGEN® Plasmid Midi Kit

verwendet. Um DNA in hoherer Qualitit fiir Transfektionen zu reinigen, wurde das
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QIAGEN® Plasmid Mini oder das QIAGEN® Plasmid Midi Kit verwendet. Die Priparationen
wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde in
sterilem, HPLC-reinem Wasser (Carl Roth GmbH) aufgenommen.

Die Methoden zur Bestimmung der DNA-Konzentration und —Reinheit, zur Amplifikation
von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) sowie flir Agarose-Gelelektrophoresen
wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Die PCR wurde durch die Tag-DNA-
Polymerase (New England BiolLabs) bzw. die Pfu-DNA-Polymerase (Fermentas Life
Sciences) katalysiert (Tab. 2.3). Die in der PCR verwendeten Primer (BioTeZ Berlin-Buch
GmbH, Berlin, Deutschland) sind in den Tabellen 2.8, 2.9 und 2.10 aufgelistet. Fiir die
Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das MinElute Gelextraction Kit
(QIAGEN GmbH) nach Angaben des Herstellers verwendet.

Restriktionen von DNA wurden mit verschiedenen Restriktionsenzymen der Hersteller New
England BioLabs und Fermentas Life Sciences durchgefiihrt (Tab. 2.3). Je nach verwendetem
Enzym wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer und die benétigte Menge an Enzym
verwendet. Die Restriktionsreaktion verlief im Heizblock bei 37 °C fiir 12 bis 18 h.
Ligationen wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (Fermentas Life Sciences) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Ligationsreaktion verlief 3 h bei 16 °C oder iiber Nacht
(UN) bei 4 °C und wurde anschlieBend in E. coli DH5a. transformiert.

Elektrokompetente E. coli wurden nach Sambrook et al. (1989) erzeugt. Transformationen
von Plasmiden oder Ligationsansitzen erfolgten durch Elektroporation (EasyjecT prima;
EquiBio) in elektrokompetente E. coli Stimme (Tab. 2.6) nach Herstellerangaben. Die Zellen
wurden nach der Transfektion in 500 pl 37 °C warmes SOC-Medium ohne Antibiotikum
aufgenommen und 1 h im Schiittler bei 37 °C geschiittelt. Danach wurden die Zellen,
entsprechend der Antibiotika-Resistenz des transformierten Plasmids, auf Ampicillin oder
Kanamycin versetzte LB-Agar-Platten ausplattiert und UN im Brutschrank bei 37 °C
kultiviert (Medien und Zusétze siehe Tab. 2.7).

222 Klonierung von MBP- und GST-Expressionskonstrukten

2221 MBP- und GST-Fusionskonstrukte von Claudin-3 und -5

Die CId5- (pGTCL-5; Tab. 2.5) und CId3- (pSKCL-3; Tab. 2.5) cDNAs wurden von Dr. M.
Furuse (Kyoto, Japan) zur Verfiigung gestellt. Die entsprechenden cDNA-Sequenzen der
Aminoséduresequenzen 141-161 und 138-167 von CId5 sowie 140-161 und 137-166 von Cld3
wurden mittels PCR amplifiziert (2.2.1). Die bei der PCR verwendeten Primer (Tab. 2.8)
enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamH1 oder Sall. Der PCR-Ansatz
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wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen nach Herstellerangaben geschnitten, und
die gewiinschten DNA-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese von den iibrigen DNA-
Fragmenten getrennt und gereinigt (2.2.1). Gleichermallen wurden die Expressionsvektoren
pMAL-c2X (MBP, Tab. 2.5, New England BioLabs) und pGEX-4T1 (GST, Tab. 2.5,
Amersham Biosciences Europe GmbH) mit BamHI und Sall verdaut und gereinigt.
Gereinigte PCR- und Vektorfragmente wurden nach Herstellerangaben durch T4-DNA-
Ligase ligiert (2.2.1). Von den Ligationsansdtzen wurden 1-5 pl in elektrokompetente E. coli
DH5a Zellen transformiert (2.2.1). Der Erfolg der Klonierungen wurde durch DNA-
Sequenzierungen tiberpriift (2.2.4).

Tab. 2.8: MBP- und GST-Konstrukte von Claudin-3 und Claudin-5

Konstrukt Plasmid- DNA- Primersequenz
bezeichnung | Matrize (5" nach 3")
MBP-Cld5 4.1 | pLW9 pGTCL-5 GCTGGGGATCCAACATCGTTGTCCGCGAG
GCGCAGGTCGACTCACAGCTCGTACTTCTG
MBP-Cld5 3.7 | pLWI10 pGTCL-5 CCGGGATCCTGGTTCGCCAACATCGTTGTC
GGCGTCGACTCAGATGTACAGCGCCGCGCC
GST-CId5 41,161 pLW7 pGTCL-5 GCTGGGGATCCAACATCGTTGTCCGCGAG
GCGCAGGTCGACTCACAGCTCGTACTTCTG
GST-Cld5 34.167 pLWS8 pGTCL-5 CCGGGATCCTGGTTCGCCAACATCGTTGTC
GGCGTCGACTCAGATGTACAGCGCCGCGCC
MBP-Cld3 4061 | pLW5 pSKCL-3 TGCGGATCCAACACCATCATCAGGGATTTC
GTAGTCGACTCATCCCATCTCCCGCTTCTG
MBP-Cld337.66 | pLW6 pSKCL-3 CCGGGATCCTGGTCGGCCAACACCATCATC
GGCGTCGACTCACACGTACAACCCAGCTCC
GST-Cld3 49.161 pLW3 pSKCL-3 TGCGGATCCAACACCATCATCAGGGATTTC
GTAGTCGACTCATCCCATCTCCCGCTTCTG
GST-Cld334.167 pLW4 pSKCL-3 CCGGGATCCTGGTCGGCCAACACCATCATC
GGCGTCGACTCACACGTACAACCCAGCTCC
MBP-Cld5,, pLWI11 pGTCL-5 AAAGGATCCATGGGGTCTGCAGCGTTGGAAATTC
AAAGTCGACTTAGACATAGTTCTTCTTGTCC
Hise-C1d5 pKZ1 pGTCL-5 AAAGGATCCATGGGGTCTGCAGCGTTGGAAATTC
AAAGTCGACTTAGACATAGTTCTTCTTGTCC

Von den beiden Primersequenzen der jeweiligen Konstrukte gibt die obere den Vorwértsprimer und die untere
den Riickwértsprimer an. Die durch die Primer generierten Restriktionsschnittstellen sind ,.fett* hervorgehoben:
BamH1 = GGATCC; Sall = GTCGAC. Die Plasmidbezeichnung gibt den Erzeuger an: pLW: Lars Winkler;
pKZ: Nikolaj Zuleger (FMP, Berlin, Deutschland). Alle Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit erzeugt.

2.2.2.2 MBP- und GST-Fusionskonstrukte von Clostridium perfringens Enterotoxin

Die CPE-cDNA (pPROEX-1-CPE; Tab. 2.5) wurde von Dr. Horiguchi (Osaka, Japan)
erhalten. Die den Aminosduresequenzen 290-319 und 116-319 entsprechenden DNA-
Sequenzen wurden mittels PCR amplifiziert (2.2.1). Die verwendeten Primer (Tab. 2.9)
enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme ECOR1 oder Sall (Fermentas Life
Sciences). Der Ablauf der weiteren Klonierung ist identisch mit der Klonierung von den

MBP- oder GST-Konstrukten der 2.EZS von Cld3 und Cl1d5 (2.2.2.1).

27




2. Material und Methoden

Tab. 2.9: MBP- und GST-Konstrukte von Clostridium perfringens Enterotoxin

Konstrukt | Plasmid- DNA-Matrize | Primersequenz
bezeichnung (5" nach 3")
TAAGTCGACTTAAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAG
GST-CPE; 6319 | PLW16 pPROEX-1-CPE | AAAGAATTCAGATCTGTATCTACAACTGCTGG
TAAGTCGACTTAAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAG
MBP-CPE; 6319 | pASI pPROEX-1-CPE | AAAGAATTCAGATCTGTATCTACAACTGCTGG
TAAGTCGACTTAAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAG

Von den beiden Primersequenzen der jeweiligen Konstrukte gibt die obere den Vorwértsprimer und die untere
den Riickwértsprimer an. Die durch die Primer generierten Restriktionsschnittstellen sind ,,fett* hervorgehoben:
EcoR1 = GAATTC; Sall = GTCGAC. Die Plasmidbezeichnung gibt den Erzeuger an: pLW: Lars Winkler; pAS:
Ariane Schuster (FMP, Berlin, Deutschland). Alle Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit erzeugt.

2.2.2.3 Eukaryotische Expressionskonstrukte

Fiir die Klonierung von Cld3- und Cld5-Konstrukten in eukaryotische Expressionssysteme
wurden die cDNAs der Plasmide pGTCL-5 und pSKCL-3 (Tab. 2.5; Dr. M. Furuse, Kyoto,
Japan) verwendet. Um Cld5-Konstrukte mit einer C-terminalen Fusion mit einem Cyan-
Fluoreszenzprotein (CFP) oder Yellow-Fluoreszenzprotein (YFP) zu generieren, wurde die
Cld5-cDNA-Sequenz durch PCR amplifiziert (2.2.1). Die verwendeten Primer beinhalteten
eine Schnittstelle fiir die Restriktionsenzyme BamH1 oder Sall. Diese amplifizierten DNA-
Fragmente sowie die Plasmide pECFP-N1 und pEYFP-N1 (BD Biosciences Clonetech)
wurden mit den Restriktionsendonukleasen Sall und BamH1 geschnitten und entsprechende
Plasmide und Inserts miteinander ligiert (2.2.1). Die verwendeten Primer fiir die Generierung

der Konstrukte sind in der Tab. 2.10 aufgelistet.

Tab. 2.10: CFP- und YFP-Konstrukte von Claudin-5

Konstrukt Plasmid- DNA- Primersequenz
bezeichnung | Matrize (5" nach 3)
Cld5,-YFP pEYFP- pGTCL-5 TTTGGATCCACATAGTTCTTCTTGTCGTAATCGCC
NI1_CId5-YFP
AAAGTCGACATGGGGTCTGCAGCGTTGGAAATTC
Cld5,,-CFP pECFP- pGTCL-5 TTTGGATCCACATAGTTCTTCTTGTCGTAATCGCC
N1_Cld5-CFP
AAAGTCGACATGGGGTCTGCAGCGTTGGAAATTC
Cld5,.1-YFP | pLW30 pGTCL-5 TTTGGATCCACATAGTTCTTCTTGTCGTAATCGCC
TTTGTCGACATGCAGTGCACCACCTGCG
CldS100215-YFP | pLW31 pGTCL-5 TTTGGATCCGCTCCTCCCGTGAGTGC

AAAGTCGACATGGGGTCTGCAGCGTTGGAAATTC

Von den beiden Primersequenzen der jeweiligen Konstrukte gibt die obere den Vorwirtsprimer und die untere
den Riickwértsprimer an. Die durch die Primer generierten Restriktionsschnittstellen sind ,.fett* hervorgehoben:
BamH1 = GGATCC; Sall = GTCGAC. Die Konstrukte pEYFP-N1_CId5-YFP und pECFP-N1_Cld5-CFP
wurden von Dr. J. Piontek (FMP, Berlin, Deutschland) generiert.
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2.2.3 Ortsspezifische Mutagenese

Die Einfithrung von sequenzspezifischen Mutationen in die 1.EZS oder 2.EZS von CId3 oder
Cld5 wurde nach der leicht modifizierten QuikChange®-Methode (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande) durchgefiihrt. Ausgangsvektoren fiir die Mutagenese waren pECFP-N1_Cld3s;,,,
(Tab. 2.5); pECFP-N1_Cld3g,, (Tab. 2.5) und pEYFP-N1_CId5-YFP (Tab. 2.10). Fiir die
Mutagenese wurde ein komplementdres Primerpaar synthetisiert (BioTeZ Berlin-Buch
GmbH), dessen Oligonukleotidsequenz die gewiinschte Mutation enthielt. Nach Anlagerung
an die komplementire Matrizen-DNA erzeugte eine DNA-Polymerase (Advantage'™ 2
Polymerase, BD Biosciences Clonetech) eine Kopie der Matrizen-DNA, die sich nur an der zu
mutierenden Position von der Matrize unterschied. Der Reaktionsansatz und das Programm
der Temperaturzyklen (Tab. 2.11) wurden zweigeteilt. Die komplementiren Primer wurden
fiir die Amplifikation der DNA-Matrize in 15 pl Reaktionsansétzen (Tab. 2.11) fiinf Zyklen
lang getrennt eingesetzt (Syntheseschritt 1). AnschlieBend wurden die Ansétze vereint,
weitere 0,3 pl Advantage™ 2 Polymerase hinzugegeben und durch einen zweiten
Temperaturzyklus amplifiziert (Syntheseschritt 2). Um neusynthetisierte Plasmide gegeniiber
der DNA-Matrize anzureichern, wurde der PCR-Ansatz mit 0,5 ul (5 U) Dpnl bei 37 °C fiir
16 h enzymatisch behandelt und die Reaktion bei 80 °C fiir 20 min inaktiviert. Dpnl spaltet
spezifisch die bakterielle, methylierte Matrizen-DNA (Vovis und Lacks, 1977) nicht jedoch
die PCR-synthetisierte DNA. Das synthetisierte Plasmid liegt zirkuldr, mit Strangbriichen vor,
die nach Transformation in E. coli von bakteriellen Enzymen repariert werden. Eine

vollstidndige Liste der Mutagenese-Primer ist in Tab. 2.12 zu finden. Fiir die Generierung von

Tab. 2.11: Reaktionsansatz der Mutagenese

Einzelreaktionsansatz Programm der Temperaturzyklen
Konz. | Zusammensetzung Zyklenzahl | Temperatur Zeit

0,5 ul | Plasmid-DNA (60 ng) Syntheseschritt 1

1,5 ul | 10x PCR-Reaktionspuffer 1 95 °C 2 min

1,9 ul | Primer (5 pM) 95 °C 30s

0,3 ul | dNTPs (10 mM) 5 65 °C 45s

10,5 ul | H,O (HPLC rein) 68 °C 10 min

0,3 ul | Advantage™ 2 Polymerase 1 10 °C o0
15,0 ul | Gesamtvolumen Syntheseschritt 2

1 95 °C 30s

95 °C 30s

17 62,5 °C 1 min

68 °C 10 min

1 68 °C 20 min

1 4°C 0
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Cld3,,-CFP und Cld3n14sp-CFP wurden als Matrizen-DNA die Plasmide pECFP-N1_Cld3s;ep

und pAS6 verwendet. Deren Stoppcodon TGA wurde durch den Mutationsansatz auf zwei

Nukleotide —TC reduziert. Dadurch ergibt sich eine Leserastermutation, die Cld3 mit dem

YFP-Gen in den gleichen Leserahmen bringt und das Stoppcodon entfernt.

Tab. 2.12: Durch ortsgerichtete Mutagenese erzeugte Claudin-3- und Claudin-5-Konstrukte

Konstrukt Plasmid- DNA-Matrize Primersequenz
bezeichnung (5" nach 3")
Cld5gi454-YFP pLW41 pEYFP—Nl_CldS-YFP CAACATCGTTGTCGCCGAGTTCTATGATC
GATCATAGAACTCGGCGACAACGATGTTG
Cld5g,450-YFP pEYFP-N1- pEYFP-N1_Cld5-YFP TGGTTCGCCAACATCGTTGTCCAGGAGTTCTATGATCCGACG

C1d5R145Q-YFP

GTG

CACCGTCGGATCATAGAACTCCTGGACAACGATGTTGGCGAA
CCA

Cld5g46a-YFP | pLW42 pEYFP-N1_Cld5-YFP | CATCGTTGTCCGCGCGTTCTATGATCCG
CGGATCATAGAACGCGCGGACAACGATG
Cld5g46n-YFP pEYFP-N1- pEYFP-N1_Cld5-YFP TTCGCCAACATCGTTGTCCGCAACTTCTATGATCCGACGGTG

C1d55146N-YFP

CCG

CGGCACCGTCGGATCATAGAAGTTGCGGACAACGATGTTGGC
GAA

CldSgi474a-YFP

pLW22

pEYFP-N1_Cld5-YFP

CCAACATCGTTGTCCGCGAGGCATATGATCCGACGGTGCCGG
TG
CACCGGCACCGTCGGATCATATGCCTCGCGGACAACGATGTT
GG

CldSyi4sa-YFP

pEYFP-N1-
Cld5y454-YFP

pEYFP-N1_Cld5-YFP

AACATCGTTGTCCGCGAGTTCGCTGATCCGACGGTGCCGGTG
TCA

TGACACCGGCACCGTCGGATCAGCGAACTCGCGGACAACGAT
GTT

Cld5y145-YFP | pLW43 pEYFP-N1_ClId5-YFP | GTCCGCGAGTTCCTTGATCCGACGGTG
CACCGTCGGATCAAGGAACTCGCGGAC
Cld5p149a-YFP | pLW45 pEYFP-N1_CId5-YFP | CGCGAGTTCTATGCTCCGACGGTGCCGG
CCGGCACCGTCGGAGCATAGAACTCGCG
Cld5p 40n-YFP pKS2 pEYFP-N1_Cld5-YFP CGTTGTCCGCGAGTTCTATAACCCGACGGTGCCGGTGTCAC
- GTGACACCGGCACCGTCGGGTTATAGAACTCGCGGACAACG
Cld5pi50o-YFP | pLW44 pEYFP-N1_CId5-YFP | CCGAGTTCTATGATGCGACGGTGCCGGTG
CACCGGCACCGTCGCATCATAGAACTCG
Cld5+1i54-YFP | pLW39 pEYFP-N1_CId5-YFP | GTTCTATGATCCGGCGGTGCCGGTGTCAC
GTGACACCGGCACCGCCGGATCATAGAAC
Cld5y 524-YFP | pLW40 pEYFP-N1_CId5-YFP | CTATGATCCGACGGCGCCGGTGTCACAG
CTGTGACACCGGCGCCGTCGGATCATAC
Cld5p;53a-YFP | pLW24 pEYFP-N1_CId5-YFP | GATCCGACGGTGGCAGTGTCACAGAAG
CTTCTGTGACACTGCCACCGTCGGATC
Cld5yis4a-YFP | pLW33 pEYFP-N1_CId5-YFP | CGACGGTGCCGGCGTCACAGAAGTAC
GTACTTCTGTGACGCCGGCACCGTCG
Cld5s;55a-YFP | pLW34 pEYFP-N1_CId5-YFP | GACGGTGCCGGTGGCACAGAAGTACGAG
CTCGTACTTCTGTGCCACCGGCACCGTC
Cld5q56a-YFP | pLW46 pEYFP-N1_CId5-YFP | GTGCCGGTGTCAGCGAAGTACGAGCTGG
CCAGCTCGTACTTCGCTGACACCGGCAC
Cld5qis6e-YFP | pLW57 pEYFP-N1_CId5-YFP | GTGCCGGTGTCAGAGAAGTACGAGCTG
CAGCTCGTACTTCTCTGACACCGGCAC
Cld5gi574-YFP | pLW23 pEYFP-N1_Cld5-YFP | CGACGGTGCCGGTGTCACAGGCATACGAGCTGGGCGCGGCGC
- TG
CAGCGCCGCGCCCAGCTCGTATGCCTGTGACACCGGCACCGT
CG
Cld5k;57m-YFP | pLW59 pEYFP-N1_CId5-YFP | CCGGTGTCACAGATGTACGAGCTGGGC
GCCCAGCTCGTACATCTGTGACACCGG
Cld5y;ssa-YFP | pLW35 pEYFP-N1_CId5-YFP | GTGTCACAGAAGGCCGAGCTGGGCGCE

CGCGCCCAGCTCGGCCTTCTGTGACAC
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Cld5g150a-YFP | pLW47 pEYFP-N1_CId5-YFP | GTCACAGAAGTACGCGCTGGGCGCGGCG
CGCCGCGCCCAGCGCGTACTTCTGTGAC
Cld5g 590-YFP | pLW36 pEYFP-N1_CId5-YFP | GTCACAGAAGTACCAGCTGGGCGCGGCG
CGCCGCGCCCAGCTGGTACTTCTGTGAC
Cld5;160a-YFP | pLW48 pEYFP-N1_ClId5-YFP | CAGAAGTACGAGGCGGGCGCGGCGCTE
CAGCGCCGCGCCCGCCTCGTACTTCTG
Cld51636/a1857- | PLW38 pEYFP-N1_Cld5-YFP GTACGAGCTGGGGGCCGGCCTGTACATCGG
YFP GCTGGTTCGCGAACATCGTTG

CCGATGTACAGGCCGGCCCCCAGCTCGTAC
CAACGATGTTCGCGAACCAGC

Cld5qsn-YFP pLW52 pEYFP-N1_Cld5-YFP CAACATCGTGACGGCGAACACGACTTGGAAGGGGC
B GCCCCTTCCAAGTCGTGTTCGCCGTCACGATGTTG
Cld5; s00/ws1r- pLW63 pEYFP-N1_Cld5-YFP | ACGACTTGGAAGGGGCAAAGGATGTCGTGCGTGGT
YFP
ACCACGCACGACATCCTTTGCCCCTTCCAAGTCGT
Cl1d3,,~-CFP pLW61 pECFP-N1_Cld3s, GCAAGGACTACGTCTCGAATTCTACC
GGTAGAATTCGAGACGTAGTCCTTGC
Cld3 18 pAS7 pECFP-N1_Cld3g, CATCATCAGGGATTTCTATGCACCGTTGGTGCCCGAGGCC
B GGCCTCGGGCACCAACGGTGCATAGAAATCCCTGATGATG
Cld3 148D pAS6 pECFP-N1_Cld3g, CATCATCAGGGATTTCTATGACCCGTTGGTGCCCGAGGCC
B GGCCTCGGGCACCAACGGGTCATAGAAATCCCTGATGATG
Cld34sp-CFP pLW60 pAS6 GCAAGGACTACGTCTCGAATTCTACC
GGTAGAATTCGAGACGTAGTCCTTGC
MBP-CI1d5,4,. pLW55 pLW9 CCAACATCGTTGTCCGCGAGGCATATGATCCGACGGTGCCGG
TG
160/F147A/S155P
CACCGGCACCGTCGGATCATATGCCTCGCGGACAACGATGTT
GG
MBP-CId5, 4. pLW56 pLW9 CGACGGTGCCGGTGTCACAGGCATACGAGCTGGGCGCGGCGC
TG
160/K157A
CAGCGCCGCGCCCAGCTCGTATGCCTGTGACACCGGCACCGT
CG
MBP-CId5 4. pLW19 pLW9 GCCAACATCGTTGCCCGCGAGTTCTATG
160/Y 148A

CATAGAACTCGCGGGCAACGATGTTGGC

Die Plasmidbezeichnung gibt den Erzeuger an: pLW: Lars Winkler; pAS: Ariane Schuster (FMP, Berlin,
Deutschland); pKS: Katrin Schulz (FMP, Berlin, Deutschland). Die Konstrukte pEYFP-N1-Cld5g;450-YFP;
PEYFP-NI1-CldSg14n-YFP und pEYFP-N1-Cld5yi4ga-YFP wurden von Nikolaj Zuleger (FMP, Berlin,
Deutschland) erzeugt. Alle Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit generiert.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Fiir die DNA-Sequenzierung wurde das Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Fiir die
Sequenzierungs-PCR wurden ~200 ng Plasmid-DNA, 1 ul (4-6 pMol) Sequenzierungsprimer,
1 ul BigDye Reaction Mix, 1,5 pl Reaktionspuffer (5x) mit H O HPLC rein auf 10 pl
aufgefiillt und gemischt. Die Reaktion erfolgte im PCR-Thermocycler (Bio-Rad Laboratories
GmbH) nach Herstellerangaben. Die DNA des Sequenzierung-PCR-Ansatzes wurde
anschlieBend mit 40 pl Féllungsreagenz (112,5 mM Na-Acetat; 76 % (v/v) Ethanol in H,O,
HPLC rein) fiir 15 min bei Raumtemperatur (RT) ausgefillt und bei 20.000 x g fiir 20 min
zentrifugiert. Nach Trocknung des DNA-Pellets im Heizblock, wurde die DNA durch das

Sequenzierungslabor des FMP autbereitet und sequenziert.
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2.3 Biochemische Methoden

231 Expression und Reinigung von MBP-Proteinen

Alle in dieser Arbeit erstellten MBP-Konstrukte wurden durch Klonierung in den pMAL-c2x-
Vektor (New England BiolLabs) generiert. Diese Konstrukte wurden in E. coli
Expressionsstimme ER2566 oder BL21 (Tab. 2.6) transformiert und auf LB-Agar-Platten mit
100 pg/ml Ampicillin iiber Nacht bei 37 °C im Inkubator angezogen. Am néchsten Abend
wurden 5 ml LB-Medium (100 ug/ml Ampicillin) mit einer Einzelkolonie angeimpft und UN
bei 37 °C unter stdndigem Schiitteln bei 240 upm kultiviert. Am darauf folgenden Morgen
wurden 500 ml LB-Medium (37 °C) mit 1 g Glukose und 100 pg/ml Ampicillin 1:300 im
2 L-Erlenmeyerkolben mit der UN-Kultur angeimpft. Die Kultur wuchs bei 37 °C und
240 upm im Inkubator bis zu einer ODgopo zwischen 0,6 und 0,8. Die Expression der
plasmidkodierten MBP-Proteine wurde mit 1 mM IPTG induziert und die Kulutr anschlieend
bei 37 °C weiterkultiviert. MBP-CPE-Konstrukte wurden mit 1 mM IPTG induziert, auf
30 °C heruntergekiihlt und weiterkultiviert. Nach weiteren 3 h im Inkubator wurde die Kultur
bei 3220 x g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (5810R; Eppendorf AG), das Zellpellet in
15 ml MBP-Lysepuffer resuspendiert und durch zwei bis drei Passagen in einem
Homogenisator (French®Press; SLM Aminco) aufgeschlossen. Das Lysat wurde bei 4 °C und
20.000 x g fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend bei 4 °C und 60.000 x g
fiir 1 h zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsiiberstand wurde 1:3 mit PBS mit | mM EDTA
verdiinnt und auf eine Sédule geladen, die mit 5 ml equilibriertem MBP-Amylose-
Sdulenmaterial (New England BioLabs) gefiillt war. Die an das Sdulenmaterial gebundenen
MBP-Proteine wurden viermal mit 25 ml MBP-Waschpuffer gespiilt. Die MBP-Proteine
wurden in 15 Fraktionen a 1 ml durch MBP-Elutionspuffer eluiert. Der Proteingehalt und die
Reinheit der Proteine in den  Elutionsfraktionen wurden durch  Protein-
Konzentrationsbestimmung (2.3.3) und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE;
2.3.4) iiberpriift. Gegebenenfalls wurden die Elutionsfraktionen ankonzentriert (2.3.3) oder
durch Dialyse umgepuffert. Die Proteinproben wurden entweder sofort verwendet, kurzfristig

im Kiihlschrank (<1 Woche) oder bei —80 °C in 200 pl Aliquots gelagert.

Tab. 2.13: Puffer fur die MBP-Proteinreinigungen

Puffer Zusammensetzung
MBP-Lysepuffer PBS; 0,1 mM PMSF; 0,2 mM Proteaseinhibitor fiir Bakterien; 1 pl
Benzonase (250 U/ul)

MBP-Waschpuffer PBS; 1 mM EDTA

MBP-Elutionspuffer |PBS; 1 mM EDTA; 10 mM Maltose

PBS: siehe Tab. 2.7
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2.3.2 Expression und Reinigung von GST-Proteinen

Alle in dieser Arbeit erstellten GST-Konstrukte wurden durch Klonierung in pGEX-4T1
(Amersham Biosciences Europe GmbH) generiert. Die Kultivierung, Expression und Ernte
der GST-Konstrukte war identisch mit den Bedingungen fiir die MBP-Konstrukte (2.3.1) mit
Ausnahme des LB-Mediums, dem fiir die GST-Konstrukte keine Glucose zugesetzt wurde.
GST-CPE-Konstrukte wurden mit 1mM IPTG induziert, die Kultur auf 30 °C
heruntergekiihlt und weiterkultiviert. Nach der Ernte der Zellen wurde das Zellpellet in 20 ml
GST-Lysepuffer resuspendiert und durch zwei bis drei Passagen in einem Homogenisator
(French®Press; SLM Aminco) aufgeschlossen. Das Lysat wurde bei 4 °C und 60.000 x g fiir
1 h zentrifugiert. Der unverdiinnte Zentrifugationsiiberstand wurde auf eine mit ca. 2 ml
Glutathion-Agarose gefiillte Sdule geladen. Das Sdulenmaterial wurde viermal mit 25 ml
GST-Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte in fiinfzehn 1 ml Fraktionen mit GST-
Elutionspuffer. Die Proteinproben wurden entweder sofort verwendet, kurzfristig im

Kiihlschrank (<1 Woche) oder bei —80 °C in 200 pl Aliquots gelagert.

Tab. 2.14: Puffer fUr die GST-Proteinreinigungen

Puffer Zusammensetzung

GST-Lysepuffer PBS mit 0,1 mM PMSF, 0,2 mM Proteaseinhibitor fiir Bakterien,
1 mM EDTA, 1 pl Benzonase (250 U/ul) und 1 % (v/v) Triton“X-100

GST-Waschpuffer PBS, 1 mM EDTA und 1 % (v/v) Triton“X-100

GST-Elutionspuffer |50 mM Tris/HCI pH 8,5; 10 mM reduziertes Glutathion

PBS: siehe Tab. 2.7

2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung, Konzentrierung und Acetonfallung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach der Methode von Lowry et al. (1951) mit
dem Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) nach Herstellerangaben. Albumin aus
Rinderserum (BSA) wurde als Proteinstandard verwendet. Die Proben wurden in einem
Spektrophotometer DU 640 (Beckman Coulter GmbH) bei 750 nm Wellenldnge und RT
vermessen.

Zur Konzentrierung der gereinigten Proteinproben wurden Amicon Ultra-15 (5000 MWCO;
Millipore GmbH) Konzentratoren nach Herstellerangaben verwendet.

Um Proteinproben geringer Konzentration in der SDS-PAGE analysieren zu konnen, wurden
die Proteinproben auf Eis mit dem vierfachen Volumen eiskalten Acetons versetzt
(Endkonzentration 80 %) und UN auf Eis im Kiihlraum ausgefillt. Am nichsten Morgen
wurden die Proteine in den Proben durch Zentrifugation (30 min, bei 4 °C und 20.000 x g) in

der Kiihlzentrifuge (5810R; Eppendorf AG) pelletiert. Die Proteinpellets wurden mit 10-15 pl
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SDS-Probenpuffer (1x; Tab. 2.15) versetzt, resuspendiert und zur Analyse auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.3.4 SDS-PAGE, Fixierung und Farbung von Polyacrylamidgelen

Mit Hilfe der SDS-PAGE lassen sich Proteine ihrer Grofle nach auftrennen. Die in dieser
Arbeit verwendeten SDS-Polyacrylamidgele und Puffer fiir die Gelelektrophorese wurden
nach dem Standardprotokoll aus Sambrook et al. (1989) hergestellt. Proteinproben wurden
mit SDS-Probenpuffer (4x) versetzt, fiir 5 min auf 95 °C erhitzt und auf das SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Cld-enthaltende Proteinproben wurden bei 60 °C fiir 10 min
erwarmt. Bei der Elektrophorese-Apparatur handelte es sich um eine Hoefer SE 250
(Amersham Biosciences Europe GmbH). Verwendet wurden zumeist 12%ige Gele. Die Gele
wurden anschliefend entweder mit Coomassie-Féarbelosung fixiert und gefarbt und danach in
Wasser durch mehrmaliges, kurzes Aufkochen in der Mikrowelle entfarbt oder ungeférbt fiir

Immunoblot-Analysen weiter verwendet.

Tab. 2.15: SDS-Probenpuffer und Coomassie-Farbelésung

Puffer Zusammensetzung

4x SDS-Probenpuffer 200 mM Tris/HCI pH 6,8; 8 % (w/v) SDS; 40 % (v/v)
Glycerol; 0,4 M DTT; 0,04 % (w/v) Bromphenolblau

Coomassie-Farbelosung 0,2 g Coomassie " Brilliant Blue G250;
25 ml 95%iges Ethanol; 17 ml 96%ige Perchlorsdure ad 400
ml dest. H,O

2.35 Immunoblot-Methode (Westernblot)

Bei dem spezifischen Nachweis von Proteinen durch die Immunoblot-Methode werden
Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Transfermembran (Hybond™-
ECL und Hybond™-P; Amersham Biosciences Europe GmbH) iibertragen (Towbin et al.,
1979) und spezifisch durch Antikérper nachgewiesen. Bei der verwendeten Blot-Apparatur
handelte es sich um eine Semi-Dry-Transferzelle (Bio-Rad Laboratories GmbH). Fiir den
Proteintransfer wurde ein SDS-Polyacrylamidgel 5 min in Transferpuffer (Tab. 2.16)
equilibriert. Gleichzeitig wurden Nitrozellulose-Membranen mit Transferpuffer befeuchtet.
PVDF-Membranen wurden zuerst durch Methanol aktiviert, bevor sie mit Transferpuffer
benetzt werden konnten. Die Transfermembran wurde in der Blot-Apparatur auf Filterpapiere
gebettet (3 mm; Bio-Rad Laboratories GmbH), die mit Transferpuffer vollgesogen waren. Auf
die Membran wurde das SDS-Polyacrylamidgel gelegt. Den Abschluss bildete wiederum ein

mit Puffer getrinktes Filterpapier. Der Proteintransfer erfolgte bei konstanter Spannung (20

34



2. Material und Methoden

V) fiir 45 min. Um den Transfererfolg zu liberpriifen, wurde die Membran anschlieend mit
Ponceau-Farbelosung (Tab. 2.16) gefarbt. Nach Entfernung der Ponceau-Farbung durch
Schwenken in Wasser wurde die Membran UN in TBSTM (Tab. 2.16) bei 4 °C geschwenkt.
Am néchsten Morgen wurde die Membran einmal 10 min in TBST (Tab. 2.16) gewaschen.
Danach wurde der primdre Antikorper (Tab. 2.4) in geeigneter Verdiinnung
(Herstellerangaben) in TBST mit oder ohne Zusatz von Magermilchpulver zu der Membran
gegeben und fiir 1,5 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem zehnminiitigen Waschen mit
TBST wurde fiir 45 min der sekundire Antikorper (Tab. 2.4; GaM-HRP; GaR-HRP; HRP =
horse radish peroxidase-Konjugat) hinzugegeben. Nach drei weiteren zehnminiitigen
Waschschritten in TBST wurde die Membran mit der ECL Western blotting detection
reagents (Amersham Biosciences Europe GmbH) nach Herstellerangaben entwickelt und
mittels Lumi-Imager F1™ (Bochringer-Mannheim GmbH) dokumentiert. Um die Membranen
mit einen anderen Antikdrper zu inkubieren, wurden gebundene Antikdrper durch
zweistiindige Inkubation mit Ablosepuffer (Tab. 2.16) von der Membran geldst, mit TBST
gespiilt und tiber Nacht erneut blockiert.

Tab. 2.16: Puffer fir die Immunoblot-Methode

Puffer Zusammensetzung

Transferpuffer 25 mM Tris-Base; 192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol

TBST 20 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween-20

TBSTM TBST mit 3 % (w/v) Trockenmilchpulver

Ablosepuffer 62,5 mM Tris/HCI1 pH 6,7; 100 mM 2-Mercaptoethanol; 2 % (w/v)
SDS

Ponceau-Farbelosung | 0,2 % (w/v) Ponceau S in 1 % (v/v) Essigsdure

2.3.6 Membrangekoppelte Peptidbibliotheken (peptide array)

Peptidbibliotheken ermdglichen die parallele Analyse von Protein-Wechselwirkungen eines
zu analysierenden Proteins mit einer groBen Anzahl an verschiedenen Peptiden. Die parallele
Synthese von Peptiden an Zellulosemembranen wird als SPOT-Synthese (Frank, 2002)
bezeichnet, da die Synthese der einzelnen Peptide auf kleine kreisformige Bereiche der
Membran (Spots) begrenzt ist. Die Peptide sind durch den C-Terminus mit der Membran
verbunden. Die in dieser Arbeit verwendeten Membranen wurden in Kooperation mit der
Abteilung Peptidsynthese des FMP (Angelika Ehrlich) synthetisiert.

Um hydrophobe Peptide auf der Membran fiir wéssrige Losungen zuginglich zu machen,

wurde die Membran fiir 10 min mit 20 % DMSO behandelt und anschlieBend 10 min mit PBS
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GST-CPE 16319
GST-CPEx90.319
MBP-CPE 6319
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Abb. 2.1: Prinzip der Interaktionsanalyse durch membrangekoppelte Peptidbibliotheken.

Peptide verschiedener Sequenz und Liange werden C-terminal direkt auf eine Zellulosemembran synthetisiert.
Diese Peptidbibliotheken kdnnen mehrere Tausend verschiedene Peptide in jeweils kreisformigen Arealen, den
sogenannten Spots, umfassen. GST- oder MBP-Fusionsproteine werden in wissriger Losung zu den Membranen
gegeben und binden an Peptide deren Sequenz eine Interaktion erlaubt.

gewaschen. Die Membran wurde anschlieBend fiir 3 h mit Blockierungspuffer 1 (Tab. 2.17)
blockiert. Nach einem weiteren Waschschritt fiir 10 min mit TBST (Tab. 2.16) erfolgte die
Inkubation der Membran mit 10 pg/ml des zu untersuchenden Proteins in Blockierungs-
puffer 1 UN im Kiihlraum unter leichtem Schwenken. Nach drei Waschschritten, fiir jeweils
10 min mit TBST, folgte die Inkubation mit dem ersten Antikérper 1:2000 MaGST (Tab. 2.4)
fiir GST-Proteine und 1:2000 RaMBP (Tab. 2.4) fiir MBP-Proteine in Blockierungspuffer 1
(Tab. 2.17) fiir 3 h. Nach dreimaligem Waschen mit TBST fiir 10 min wurde der sekundére
Antikdrper 1:5000 (Tab. 2.4; RaM-HRP bzw. GaR-HRP) in Blockierungspuffer fiir 1,5 h auf
die Membran gegeben. Nach weiterem dreimaligen Waschen fiir 10 min in TBST wurde die
Membran mit ECL Western blotting detection reagents (Amersham Biosciences Europe
GmbH) nach Herstellerangaben entwickelt und anschlieBend am Lumi-Imager F1™
(Boehringer Mannheim GmbH) digital dokumentiert. Die Chemilumineszenz der Membranen
wurde durch das Programm LumiAnalyst ™ fiir jeden Spot in Form von Boehringer light units
(BLU) quantifiziert. Um die Membranen ein zweites Mal zu verwenden, wurden die
gebundenen Proteine durch zweistiindige Inkubation mit Ablosepuffer (Tab. 2.16) von der
Membran geldst, in dest. H,O gespiilt und getrocknet im Kiihlschrank gelagert.

Tab. 2.17: Puffer fur membrangekoppelte Peptidbibliotheken

Puffer Zusammensetzung

Blockierungspuffer 1 5 ml 10 x Blocking Reagenz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH); 5 ml
10 x TBST; 2,5 g Saccharose; ad 50 ml Milli-Q® Reinstwasser
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2.3.7 Immunoblot-Bindungstest (Overlay assay)

In dieser in vitro Methode zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden
5 ng gereinigtes MBP-Cld5i35.167, MBP-CId340.161, MBP-C1d337.166, MBP-CPE; 6319 oder
MBP in einem SDS-Polyacrylamidgel (2.3.4) aufgetrennt und nach der Immunoblot-Methode
(2.3.5) auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membranen wurden mit TBST (Tab. 2.16)
gespiilt und UN bei 4 °C unter leichtem Schwenken in Blockierungspuffer 1 (Tab. 2.17)
blockiert. Am ndchsten Morgen wurden die Membranen dreimal fiir 10 min in TBST
gewaschen und UN mit 10 pg/ml des Bindungspartners in Blockierungspuffer 1 bei 4 °C
inkubiert. MBP-Cld-Fusionsproteine und MBP wurden mit GST-CPE;6319 inkubiert,
wihrend MBP-CPE; 6.319 mit GST-Cld3,37.16¢ inkubiert wurde. Nach zweimaligen Waschen
mit TBST und zweimaligen Waschen mit PBS fiir 10 min wurden die Membranen zum
Vernetzen der Proteine in 4%iger (v/v) Paraformaldehydlésung fiir 30 min bei RT
geschwenkt und kurz mit PBS gespiilt. Die Vernetzungsreaktion wurde durch Inkubation der
Membranen fiir 30 min in einer 2%igen (w/v) Glycin-Losung bei RT gestoppt. Es folgte eine
weitere Blockierung der Membran mit Blockierungspuffer 1 fiir 3 h bei RT. Vor und nach der
dreistiindigen Inkubation der Membranen mit dem priméren Antikérper MaGST (1:2000;
Tab. 2.4) in Blockierungspuffer 1 bei RT wurden die Membranen dreimal mit TBST-Puffer
gewaschen. Der sekundire GaM-HRP Antikorper (1:5000; Tab. 2.4) in Blockierungspuffer 1
wurde fiir 1,5 h bei RT zu der Membran gegeben. Nach erneutem Waschen wurden die
Membranen mit dem ECL Western blotting detection reagents (Amersham Biosciences
Europe GmbH) nach Herstellerangaben entwickelt und anschlieBend am Lumi-Imager F1™
(Boehringer Mannheim) digital dokumentiert. Parallel zu den Membranen wurde ein 12%iges
SDS-Polyacrylamidgel mit 15 pg der Proteinproben beladen und nach der elektrophoretischen
Trennung durch Coomassie-Farbelosung (Tab. 2.15) geférbt.

2.3.8 GroRenausschlusschromatographie

Die GroBenausschlusschromatographie (auch Gelfiltration genannt) ist ein sdulenbasiertes
Trennverfahren, das Molekiille aufgrund von GrdéBenunterschieden (Stokes Radius)
voneinander separiert. Bei dem Sédulenmaterial handelt es sich um eine pordse Matrix aus
spharischen Partikeln, deren Porengrofe einen definierten Bereich umspannt. Bei einem
Gemisch aus Molekiilen unterschiedlicher Gréf3e eluieren Molekiile, die die Porengrof3e der
Matrix tiberschreiten, im Ausschlussvolumen (Vy). Diese Molekiile passieren die Sdule mit
der gleichen Geschwindigkeit, wie der Fluss des Puffers. Molekiile mit partiellem Zugang zur

Matrix eluieren von der Séule antiproportional zur MolekiilgroBe bei einem definierten
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Elutionsvolumen (V.). Molekiile, die aufgrund der GroBe in jede Pore diffundieren konnen,
eluieren nahe des Totalvolumens der Sdule (Vi). Vo und V; kénnen praktisch durch die
Elutionsvolumina von Blue Dextran 2000 (2000 kDa) und Aceton (0,3 % in Wasser)
bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde die analytische Sdule Superdex 200 (S200;
Amersham Biosciences Europe GmbH) fiir die Molekulargewichtsbestimmung von
Fusionsproteinen und die Superdex Peptide Tricorn 10/300 GL (Amersham Biosciences
Europe GmbH) fiir die Molekulargewichtsbestimmung von Peptiden verwendet. Um die
Elutionsvolumina V, und V;sowie V. verschiedener Protein- und Peptidproben fiir die Sdulen
S200 und Superdex Peptide Tricorn 10/300 GL zu bestimmen, wurden die Sdulen an ein
Hochleistungsfliissigkeits-chromatographie =~ (HPLC)-System  (Shimadzu  Corporation)
angeschlossen und mit filtriertem PBS-Puffer equilibriert. Die lyophilisierten Peptide wurden
in PBS pH 7,4 resuspendiert. Die Proteinproben und Peptidproben wurden 10 min bei 20.000
x g zentrifugiert. 50 bis 100 pl des Uberstands wurden auf die jeweilige Siule gegeben. Bei
einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min wurden die Proteine aufgetrennt und die UV-
Absorption der Proteine bei 280 nm bzw. 216 nm (Azg bzw. Ajz¢) gegeniiber der Zeit
aufgezeichnet. V., Vo und V; waren im Chromatogramm als Absorptionsmaxima bei sdulen-
und probenspezifischem FElutionsvolumen abzulesen. Aus V., Vo und V; lieB sich der
Verteilungskoeftizient (K,y) durch die Formel K,y = (V. — Vo) / (Vi — Vy) errechnen. Die K,-
Werte verschiedener GroBBenmarker fiir die S200 aus den LMW und HMW Gel Filtration
Calibration Kit (Amersham Biosciences Europe GmbH) gegen das Molekulargewicht dieser
Markerproteine  aufgetragen, ergibt eine FEichgerade, die zur Errechnung des
Molekulargewichtes der Elutionsmaxima von Proteinproben herangezogen werden kann. Fiir
die Erstellung der Eichgerade der Superdex Peptide Tricorn 10/300 GL wurden
Markerpeptide verschiedener Grofle (520 Da, 1347 Da, 2150 Da, 3046 Da, 3968 Da)
verwendet. Basierend auf den Eichgeraden errechnen sich die Molekulargewichte (M,,) von
Proteinproben fiir die S200 in dieser Arbeit aus der Formel My, = ((Kav - 1.076) /-0.1345) |11 fiir
die Superdex Peptide Tricorn 10/300 GL aus M,, = ¢ 0232 [ 03279) Gegebenenfalls
wurden 1 ml Fraktionen aufgefangen, deren Proteine durch Acetonfillung (2.3.3) ausgefallt

und in der SDS-PAGE (2.3.4) analysiert wurden.

2.3.9 Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie ermdglicht es Bindungskinetiken in Echtzeit
zu verfolgen. Fiir die Analyse der CPE-Interaktion mit der 2.EZS von Cld3 und Cld5 wurden
die Peptide Cld340.150: Cys-(Acp)-NTIIRDFYNPLVPEAQKREM, Cld340.159N148D:  Cys-
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(Acp)-NTIIRDFYDPLVPEAQKREM und Cld5141-160: Cys-(Acp)-
NIVVREFYDPTVPVSQKYEL synthetisiert (ACP: 6-Amino-Capronsdure als Abstands-
halter; Synthese in Kooperation mit Dr. M. Beyermann, FMP). Am N-Terminus der Peptide
befand sich ein Cystein, durch das die Peptide durch Thiolkopplung an die Dextranschicht
eines CM5-Chip (Biacore AB) C-terminal immobilisiert werden konnten. Dazu wurde in
einem BIACORE 2000 Geridt (BIACORE AB) ein CM5-Chip mit filtrierten und entgasten
PBS pH 7,4 (Tab. 2.7) liber Nacht gespiilt (5 pl/min) und zur Kopplung mit einem 1:1
Gemisch 400 nM 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carboiimid (EDC) und 100 mM N-
Hydroxysuccinimid (NHS) in Milli-Q® Reinstwasser bei einer Flussrate von 5 pl/min fiir 20
min aktiviert. Der CM5-Chip wurde danach mit 80 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethan-sulfonsidure (PDEA) in 0,1 M Boratpuffer pH 8,5 bei 0,5 pl/min fiir 8§ min gespiilt. Die
restlichen durch EDC/NHS aktivierten Carboxlgruppen wurden durch 1 M Ethanolamin (5
ul/ml, 20 min) blockiert. Die lyophilisierten Peptide wurden mit einer Konzentration von
1,0 mg/ml in 10 mM Natriumacetat pH 5,0 resuspendiert und bei einer Flussrate von 0,5
pl/min  an die Chip-Oberfliche gekoppelt. Nach Erreichen des bendtigten
Immobilisierungsniveaus wurden die iibrigen Thiolgruppen durch Deaktivierungspuffer (100
mM Natriumacetat pH 4, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol) geséttigt. Das
Immobilisierungsniveau betrug in den Experimenten zwischen 250 und 500 ARU (je nach
Peptid zwischen 0,1 bis 0,2 pM). Bei dem Vergleich der Bindungsaffinitdt von CPE;6.319 mit
CPE290-319 an das Cld3-Peptid betrug das Immobilisierungsniveau von Cld3,,; ca. 1600 ARU.
Die Resonanzeinheit (RU) gibt indirekt die Masse nahe der Chipoberfliche an. Eine
Anderung von 1000 RU entspricht einer Anderung der Oberflichenkonzentration von 1
ng/mm’. Der Aufbau eines Oberflichenresonanzsystems ist in Anhang 8.1 gezeigt.

Alle kinetischen Experimente wurden bei einer konstanten Temperatur von 25 °C und einer
Flussrate von 8 pl/min durchgefiihrt. Als Laufpuffer diente filtrierter und entgaster PBS-
Puffer (pH 7,4) mit 2 mM DTT. Die zu analysierenden Bindungspartner (Analyt) wurden vor
den Experimenten 2 x 2 h gegen Laufpuffer (4 °C) dialysiert und bei 20.000 x g zentrifugiert.
Nach einem programmierten Assoziations-/Dissoziations-Zyklus wurde der Analyt fiir 4 min
iiber die Chipoberfliche gegeben (32 pl; Assoziationsphase). Auf die Assoziationsphase
folgten 4 min Dissoziationsphase, bei der iiber die Chip-Oberfliche anstelle des Analyten
Laufpuffer floss. AnschlieBend wurde die Chipoberfliche durch zwei kurze Waschschritte
regeneriert. Abhdngig von der Stabilitit der Analyt-/Ligand-Bindung wurden die
Regenerationsphasen variiert, um die Basislinie zu erhalten. Die Regeneration erfolgte

normalerweise mit 10 mM NaOH, 1 M NaCl in dest. H,O. Bei sehr starken Bindungen wurde
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eine 0,2%ige SDS-Losung verwendet. Allerdings konnte auch mit diesem Regenerations-
puffer die Chipoberfliche nach der Bindung von GST-CPE,6.319 an Cld349.150 nur schwer
bzw. nicht regeneriert werden. Das Oberflachenplasmonresonanz-Signal wurde alle 0,5 s
aufgenommen und gegeniiber der Zeit aufgetragen (Sensogramm). Ein Beispielsensogramm
ist schematisch in Anhang 8.1 dargestellt. Jedem Sensogramm wurde die Resonanzintensitit
der Kontrollflusszelle (kein Ligand) abgezogen, sodass im Sensogramm die ARU-Werte zu
sehen sind. Von den Analyten wurden verschiedene Konzentrationen analysiert. Aus den
Sensogrammen lieB sich fiir jede Konzentration die maximale Assoziation in ARU
entnehmen. Die ARU-Werte von mindestens drei unabhéngigen Experimenten pro
Konzentration wurden gemittelt und in die Stoffmenge (mol) umgerechnet (1000 RU: GST-
CPE| 16319 = 20,27 fmol; GST-CPE90.319 = 33,27 fmol).

2.4 Zellkulturmethoden

24.1 Kultivierung von Zellen

Madin-Darby canine kidney (MDCK)-II-Zellen (Erhalten von Dr. Papsdorf, FMP) und human
embryonal kidney (HEK-293)-Zellen (Erhalten von Dr. Kritke, FMP) wurden in HEK-
Standardmedium (Tab. 2.7; Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 10 % Fotales
Kilberserum, 2 mM L-Alanyl-L-Glutamine, 100 U Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin)
kultiviert. Die HEK-293-Zellen stammen aus einer humanen embryonalen Nierenzelllinie
epithelialen Ursprungs. Die Zellen wurden mit DNA-Fragmenten vom Adeno-Virus Typ 5
transfiziert (Graham et al., 1977).

HEK-293-Zellen wurden bei 37 °C und 10 % CO; im Brutschrank (Binder GmbH) kultiviert.
Optimales, adhdrentes Zellwachstum wurde in Gewebekulturflaschen der Firma Greiner Bio-
one GmbH (Tab. 2.1) erreicht, die zuvor mit 25 pug/ml (Endkonzentration) Poly-L-Lysin zur
besseren Anheftung der Zellen fiir 30 min beschichtet worden waren. Alternativ wurden die
Zellen auch in Gewebekulturtestplatten mit sechs oder 24 Vertiefungen (2 cm’® und 10 cm?,
TPP Techno Plastic Products AG) ausgesit, sowie in 10 cm” Einzelschalen (Greiner Bio-One
GmbH), wahlweise auf Glasdeckgldschen, die ebenfalls mit Poly-L-Lysin beschichtet waren.
Bei konfluentem Zellwachstum wurden die Zellen alle drei bis vier Tage 1:3 verdiinnt, indem
das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann fiir <10 min
mit Trypsin/EDTA-Losung (Tab. 2.7; Volumen entsprechend der KulturgefaB3fliche; bei
75 cm® wurden 1,5 ml verwendet) bei 37 °C behandelt wurden. Die Zellen wurden durch
leichtes Klopfen von der GefalBoberfliche geldst und, angepasst an das entsprechende

Kulturgefil, in HEK-Standardmedium resuspendiert. In entsprechender Verdiinnung wurden
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die Zellen in ein neues Kulturgefdl tiberfiihrt und durch leichtes Schwenken gleichméBig
verteilt. Simtliche Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilwerkbank

S-1200 (BDK Luft- und Feintechnik GmbH) durchgefiihrt.

2.4.2 Kryokonservierung und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Zur Langzeitlagerung wurden eukaryotische Zellkulturen (z. B. einer 75 cm*-Gewebekultur-
flasche) durch Trypsinierung vom Substrat abgeldst, in 10 ml HEK-Standardmedium (siehe
Tab. 2.7) resuspendiert und flir 5 min bei 4 °C und 1200 upm zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 3,75 ml Einfriermedium (Tab. 2.7) resuspendiert, in 750 ul Aliquots bei —80 °C in
einem Kryocontainer (Nalgene Labware, Rochester, NY, USA) eingefroren und im fliissigem
Stickstoff gelagert. Da DMSO bei RT toxisch auf die Zellen wirkt, wurden alle
Einfrierschritte auf Eis bzw. bei 4 °C durchgefiihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad bei 37 °C erwirmt, ziigig in vorgewérmtes

Kulturmedium in einem Kulturgefa {iberfiihrt und durch Schwenken gleichméfig verteilt.

243 Transfektion von eukaryotischen Zellen mit Plasmid-DNA

Transfektionen von  eukaryotischen  Zellen mit Plasmid-DNA  wurden  mit
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) durchgefiihrt.

Am Tag vor der Transfektion wurden Kulturgefie mit Poly-L-Lysin (25 pg/ml,
Endkonzentration) fiir 30 min beschichtet, HEK-293-Zellen subkonfluent (Zelldichte ~70 %)
eingesdt und iiber Nacht kultiviert. Am darauf folgenden Tag sollten die Zellen eine
Zelldichte von 90-95 % erreicht haben. An die KulturgefdBfliche angepasste Volumina
Lipofectamine 2000 und Mengen Plasmid-DNA (siche Herstellerangaben, Invitrogen)
wurden jeweils mit Opti-MEM-Medium (Invitrogen) gemischt und 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden die DNA- und Lipofectamine'¥2000-Ansitze vereint, vorsichtig
gemischt und fiir weitere 20 min bei RT inkubiert. Wéhrenddessen wurde bei den zu
transfizierenden Kulturen ein Mediumwechsel gegen HEK-Standardmedium (Tab. 2.7) ohne
Antibiotikum durchgefiihrt und das DNA-Lipofectamine2000-Gemisch hinzugegeben.
Transfektionen wurden iiber Nacht (12-16 h) durchgefiihrt. Am Morgen erfolgte ein weiterer
Mediumwechsel gegen HEK-Standardmedium.

24.4 Generierung von stabil transfizierten HEK-293-Zellen
Um klonale Variationen zu minimieren, wurden keine Einzelklone sondern eine

Mischzelllinie prapariert, in der die Zellen verschiedene Expressionsniveaus des jeweiligen
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Cld5-YFP-Konstruktes aufwiesen. Dazu wurden HEK-293-Zellen in Poly-L-Lysin (25 pg/ml
Endkonzentration) beschichtete 25 cm?-Kulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH) ausgesit, im
HEK-Standardmedium (Tab. 2.7) bis zu einer Zelldichte von ~90 % kultiviert und mit dem
entsprechenden Cld5-YFP-Konstrukt transfiziert (2.4.3). Die transfizierten HEK-293-Zellen
wurden in HEK-Standardmedium mit 0,5 mg/ml G418 (Tab. 2.7; BD Biosciences Clonetech)
kultiviert. Nach ungefdhr zwei Wochen setzte massives Zellsterben ein. In dieser Phase
wurde, je nach Bedarf, ofter das Kulturmedium gewechselt, die Zellen in kleinere
Kulturgefae replattiert und zwischenzeitlich in HEK-Standardmedium ohne Antibiotika
kultiviert. Zwei bis drei Wochen nachdem keine Zellen mehr abstarben, wurden die G418-
resistenten Zellen vereint (stabil transfizierte, unsortierte Zellen). Zellen, die kein YFP
exprimierten, wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie, unter Verwendung des
FACSVantage SE System von BD Biosciences Clonetech, ausselektiert. Mehr als 95 % der
Zellen exprimierten danach das entsprechende Cld5-YFP-Konstrukt (stabil transfizierte,
sortierte Zellen). Die Selektion mittels Durchflusszytometrie wurde von Hans-Peter Rahn

(Max-Delbriick-Centrum, Berlin) durchgefiihrt.

245 Zelloberflachenbiotinylierung

HEK-293-Zellen wurden mit einer Zelldichte von ca. 70 % in Poly-L-Lysin-beschichtete
10 cm*-Gewebekulturschalen (Greiner Bio-One GmbH) ausgesit und nach 24 Stunden mit
CId5-YFP transfiziert (2.4.3). Alternativ wurden stabil transfizierte, unsortierte Cld5-YFP-
exprimierende HEK-293-Zellen ausplattiert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen im
Eiswasserbad abgekiihlt und zweimal mit eiskaltem PBS-CM gewaschen. Alle
anschlieBenden Schritte wurden mit 4 °C kalten Losungen und auf Eis durchgefiihrt. Die
Kulturen wurden im Kiihlraum fiir 50 min mit 0,4 mg/ml EZ-link-NHS-SS-biotin (Pierce,
Perbio Science Deutschland GmbH) in 1,3 ml PBS-CM unter stdndigem, sanftem Schwenken
(40 upm) inkubiert. Die Kulturen wurden zweimal mit PBS-CM gewaschen, die
Biotinylierungsreaktion durch Inkubation fiir 15 min mit 5 ml 50 mM Glycin in PBS-CM pro
10 cm*-Schale gestoppt und die Zellen drei weitere Male mit PBS-CM gewaschen. Die Zellen
wurden abgeschabt (in PBS-CM), pelletiert (300 x g, 2 min, 4 °C), die Zellpellets in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

Zur Analyse wurden die Zellpellets in 200 pl RIPA-Puffer (Tab. 2.18) mit
Proteaseinhibitorcocktail (1:25 nach Herstellerangaben, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fiir
10 min auf Eis lysiert und unldsliche Zellbestandteile bei 10.000 x g, 5 min und 4 °C

abzentrifugiert. Gleichzeitig wurden Zentrifugationssdulchen (MoBiTec, Gottingen,
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Deutschland) mit 40 pul (50 % Suspension) UltraLink immobilized NeutrAvidin™ Protein Plus
(Pierce, Perbio Science Deutschland GmbH) Sdulenmaterial befiillt und zweimal mit 500 pl
RIPA-Puffer gewaschen (2 min, 300 x g, 4°C). Das Sdulenmaterial wurde mit den
Lysatiiberstinden vermischt, die Saulchen verschlossen und der Ansatz fiir 2 h bei 4 °C im
Rotator (Stuart Scientific) inkubiert. Die an das Sdulenmaterial gebundenen biotinylierten
Proteine wurden durch Zentrifugation fiir 2 min bei 300 x g und 4 °C von den ungebunden
Lysatbestandteilen getrennt, der Durchfluss aufgefangen und gekiihlt aufgehoben. Das
Sdulenmaterial wurde viermal mit 500 pl RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitorcocktail (1:125
nach Herstellerangaben; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gewaschen. Die biotinylierten
Proteine wurden mit 40 ul SDS-Probenpuffer und 40 mM DTT versetzt, fiir 15 min bei RT
geschiittelt und durch Zentrifugation (2 min, 300 x g, 4 °C) eluiert. Die Elutionsfraktionen
(Zelloberflachenfraktion) sowie 10 % der Lysatfraktionen (Zentrifugationsiiberstand) wurden
auf einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel (2.3.4) getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran (2.3.5) transferiert. Claudine wurden durch die primdren Antikdrper
RaCld3 bzw. RaCld5 1:4000 in TBST und den sekundédren Antikérper GaR-HRP 1:5000 in
TBST mit 1 % Magermilchpulver nachgewiesen (Antikorper siehe Tab. 2.4) und mit dem
ECL Western blotting detection reagents (Amersham Biosciences Europe GmbH) nach
Herstellerangaben entwickelt. Die Chemilumineszenzintensititen wurden mit Hilfe des Lumi-
Imager F1™ (Boehringer-Mannheim GmbH) in Form von BLU-Werten bestimmt. Die BLU-
Gesamtintensititen der immunreaktiven Banden eines Konstruktes in einer Spur wurden
sowohl fiir die Lysatfraktion, als auch fiir die Zelloberflachenfraktion quantifiziert. Fiir jedes
Cld5-YFP-Konstrukt wurden diese Gesamtintensititen der Zelloberflichenfraktionen auf die
Gesamtintensitit der Zelloberflichenfraktion der Cld5y-YFP-Spur normalisiert (interner
Standard in jedem Experiment). Entsprechend wurden die Gesamtintensititen der
Lysatfraktionen normalisiert. AnschlieBend wurde aus den normalisierten Intensitdtsniveaus
der Zelloberflichenfraktionen und der Lysatfraktionen der Quotient gebildet, der die
Zelloberflachenbiotinylierungsrate ergibt. Diese liegt fiir Cld5y: bei 1,0. Fiir jedes Konstrukt

wurden mindestens drei unabhédngige Experimente durchgefiihrt.

Tab. 2.18: Lysepuffer fir HEK-293-Zellen (RIPA-Puffer)

Puffer Zusammensetzung

RIPA-Puffer | 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1,0 % (v/v) NP-40;
0,5% (w/v) DOC und 0,1 % (w/v) SDS
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2.4.6 Immunfluoreszenzfarbungen

Fiir immunzytochemische Féarbungen wurden HEK-293-Zellen in einer
Gewebekulturtestplatte (24 Vertiefungen) auf Poly-L-Lysin-beschichtete (25 pg/ml; 1 h;
37 °C) Deckgliaschen (12 mm ) eingesdt und mit der gewiinschten Plasmid-DNA transfiziert
(2.4.3). Zwei bis drei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und die Deckglidschen in eine Deckgldaschenhaltevorrichtung tberfiihrt. Fiir
Kokulturen wurden HEK-293-Zellen in unbeschichteten 2 mm?-Kulturgefifien
(Gewebekulturtestplatte) kultiviert und mit entsprechender Plasmid-DNA jeweils einzeln
transfiziert. Die in der Kokultur zu vereinenden Einzelkulturen wurden ein Tag nach der
Transfektion durch 10-miniitige Behandlung der Zellen mit Trypsin/EDTA (37 °C) abgel0st,
in HEK-Kulturmedium resuspendiert auf Poly-L-Lysin-beschichtete (25 pug/ml, 1 h, 37 °C)
Deckgléschen (12 mm @) 1:2 gemischt ausgesét. Die Kokulturen wurden zwei weitere Tage
kultiviert und in eine Deckgldschenhaltevorrichtung iiberfiihrt. Die Halterung mit den
Deckgldschen wurden nacheinander in drei vorbereitete Béder iiberfiihrt, die sich eisgekiihlt
im Eis-/Wasserbad befanden. Im ersten Bad wurden die Zellen durch Aceton fiir 5 min fixiert,
gefolgt von 1 min im Ethanolbad und 1 min im PBS-Bad. Die Deckgldaschen wurden danach
in einer Petrischale mit der Zellseite nach oben auf Parafilm“M platziert und bei RT jeweils
fiir 10 min mit zwei bis drei Tropfen Blockierungspuffer 2 (1 % BSA; 0,05 % Tween 20;
0,02 % Natriumazid in PBS) iiberschichtet. AnschlieBend wurde der Blockierungspuffer
abgesaugt und die Deckgldschen mit dem ersten Antikorper oder einem Antikdrpergemisch in
60 ul Blockierungspuffer 2 fiir 1 h bei RT inkubiert. Standardgemal wurden die Antikdrper
(Tab. 2.4), sofern nicht anders angegeben, mit einer Verdiinnung von 1:250 eingesetzt.
AnschlieBend wurden die Deckgldaschen flinfmal mit Blockierungspuffer 2 gewaschen und
danach mit dem zweiten Antikérper (oder einer Antikopermischung) in 60 ul
Blockierungspuffer 2 fiir 30 min bei RT inkubiert. Um Zellkerne anzufiarben wurde zum
zweiten AntikOrperansatz 4°,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) hinzugesetzt. Erneut fiinfmal
mit Blockierungspuffer 2 gewaschen, wurden die Deckgldschen mit der Zellseite nach unten
durch ein Tropfen Einbettmedium auf Objekttrager fixiert. Die Objekttrager wurden zur
Aushirtung UN bei 4 °C oder fiir 2 h bei RT gelagert und anschlieBend durch ein LSM510-
META (UV oder NLO) konfokales Mikroskop mit einem PlanNeofluar 100x/1.3 Ol-Objektiv
(Carl Zeiss Jena GmbH) analysiert. Die Eigenfluoreszenzen von YFP-Fusionsproteinen und
die Fluoreszenzen der gegen GoaR-AlexaFluor488 oder GoaM-AlexaFluor488 (Tab. 2.4)
gefarbten Priaparate wurden bei einer Anregungswellenlédnge (Aexc) von 488 nm (Argon-Laser)

und die Emission (Aey) zwischen 500 und 530 nm detektiert. Cy3-konjugierte Anti-Maus-
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oder Anti-Kaninchen-Antikérper wurden bei Aexe = 543 nm (HeNe-Laser) angeregt und bei
Aem > 560 nm detektiert. DAPI wurde bei Aexc = 364 nm angeregt und bei A, = 385-470 nm
detektiert.

24.7 Lebendzellfarbungen

Fiir Lebendzellfirbungen wurden HEK-293-Zellen in unbeschichtete 10 cm*-Kulturgefifie
eingesit und mit gewiinschter Plasmid-DNA transfiziert (2.4.3). Nach 24 h wurden die Zellen
durch Behandlung mit Trypsin/EDTA (siehe Kap. 2.4.1) abgelost, in 4 ml HEK-
Standardmedium durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert und gleichméaBig
auf zwei Poly-L-Lysin (25 pg/ml; 1h; 37 °C) beschichtete Deckgldschen (35 mm @) in
10 cm*-Gewebekulturtestplatten replattiert. Nach zwei Tagen wurden die Deckglischen in
einen Deckgldschenhalter eingespannt und mit DMEM ohne Phenolrot mit 10 mM HEPES
pH 7,5 iberschichtet. Die Zellen wurden im LSM510-META (UV oder NLO) mit einem
PlanNeofluar 100x/1.3 Ol-Objektiv (Carl Zeiss Jena GmbH) bei RT analysiert. Die
Plasmamembranen wurden durch Zugabe von 60 ul Trypanblau (0,05 % (w/v) in PBS)
sichtbar gemacht (Aexe = 543 nm und Ae, >560 nm). YFP wurde bei einer A = 488 nm
angeregt und bei einer Ae, zwischen 500 bis 530 nm detektiert. Fiir die parallele Detektion
von CFP und YFP wurde CFP bei einer e = 458 nm angeregt und bei einer Aey zwischen
463 bis 495 nm detektiert, sowie YFP bei einer Ao = 514 nm angeregt und bei einer Aepm
zwischen 526,8 bis 633,8 nm detektiert.

Um die Anreicherung von CId5 an Zell-Zell-Kontakten zwischen zwei Cld5-YFP- (oder

Cld3-CFP-) exprimierenden Zellen zu quantifizieren, wurden die Fluoreszenzintensitéts-
profile der konfokalen Aufnahmen im Querschnitt von lebenden Zellen analysiert. Das
Prinzip der Anreicherung ist schematisch in Abbildung 3.9 A (Kap. 3.3.2.3) dargestellt.
Plasmamembranen an Zell-Zell-Kontakten wurden durch Fluoreszenzintensitdtsmaxima der
Trypanblaufarbung identifiziert. Gemessen wurde die YFP-Fluoreszenzintensitit, die mit dem
Trypanblau-Fluoreszenzintensitdtsmaximum in einem Zell-Zell-Kontakt zwischen zwei Cld-
exprimierenden Zellen kolokalisierte (b). Ebenso wurde die YFP-Fluoreszenzintensitét
gemessen, die mit dem Trypanblau-Fluoreszenzintensititsmaximum in einem Kontakt
zwischen einer Cld5-YFP-exprimierenden und einer nichtexprimierenden Zelle kolokalisierte
(a). Als MaB fiir die Anreicherung an einem Zell-Zell-Kontakt zwischen zwei Cld-
exprimierenden Zellen wurde die Intensitdtsrate (I) durch die Formel I = (b/2)/a bestimmit.
Der Wert b wurde durch zwei geteilt, um eine Anreicherung aufgrund doppelter Cld5-
enthaltender Membranen (wie in b) gegeniiber einer Membran (wie in a) auszuschlieBen. Eine

Intensitétsrate iiber 1,5 wurde als Anreicherung definiert. Fiir jedes Cld5-Konstrukt wurden
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mindestens 20 zufillig ausgewihlte Zellpaare aus mindestens zwei Experimenten analysiert.
Fiir jedes Zellpaar wurden fiinf YFP-Fluoreszenzintensitdtswerte fiir (a) und ebenso viele fiir
(b) quantifiziert.

Neben dem Zelloberflichenbiotinylierungsansatz (2.4.5) wurde die Plasmamembran-

lokalisation von CId5-YFP-Konstrukten durch die Analyse der Kolokalisation der Claudine
mit Trypanblau in Lebendzellfarbungen quantifiziert. Wie zuvor fiir die Anreicherung von
YFP-Konstrukten an Zell-Zell-Kontakten beschrieben, wurden im Intensititsprofil die
Fluoreszenzintensititen der Trypanblaufirbung und der YFP-Konstrukte gemessen. Eine
Lokalisation von CId5-YFP in der Plasmamembran wurde angenommen, wenn das
Intensitdtsniveau der Trypanblau-Fluoreszenz am Ort des Intensitdtsmaximums der YFP-
Fluoreszenz des membrannédchsten Scheitelpunkts mindestens 65 % der maximalen Intensitét
der Trypanblau-Fluoreszenz betrug (Abb. 3.7 A). Ein Scheitelpunkt definiert sich {iber die
Mindesthéhe von 100 % iiber dem Niveau der Hintergrundintensitét. Fiir jede Zelle wurden
fiinf Intensitétsprofile an Cld-Kontakten und fiinf Intensitdtsprofile an Zell-Zell-Kontakten
zwischen einer Cld-exprimierenden Zelle und einer nichtexprimierenden Zelle untersucht. Es
wurden mindestens 20 Zellen pro Mutante in zwei unabhidngigen Experimenten vermessen

und der Durchschnittswert der Plasmamembranlokalisation errechnet.

248 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Mit der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-(FRET)-Methode konnen Proteininter-
aktionen indirekt bestimmt werden. Dabei wird Photonenenergie strahlungsfrei von einem bei
458 nm angeregten CFP-Fluorophor (Donor) auf ein YFP-Fluorophor (Akzeptor) iibertragen,
wenn der Abstand zwischen beiden nicht mehr als 10 nm betragt (Karpova et al., 2003).

Fiir die FRET-Analyse wurden HEK-293-Zellen in 10 cm*-KulturgefdBen ausgesit. Bei einer
Zelldichte von etwa 90 % wurden HEK-293-Zellen mit jeweils 2 pg Cld5-CFP und YFP-
Konstrukten von Cld5,: oder Cld5-Mutanten kotransfiziert. Als Negativkontrollen wurden
Kotransfektionen von Cld5y-CFP und den Plasmamembranproteinen CRFRI1-YFP
(Corticotropin releasing factor receptor 1, Dr. O. Kritke, FMP) oder YFP-AQPI
(Aquaporin-1, Dr. S.P. Tsunoda, FMP) vorgenommen, da angenommen wird, dass diese nicht
mit Cld5 interagieren. AQP1 und CRFR-1 werden normalerweise nicht in HEK-293-Zellen
exprimiert (Gao et al., 2005; Heinrich et al., 1998). Weitere Negativkontrollen waren
Kotransfektionen von CFP und YFP, sowie CFP und CId5,~YFP. Als Positivkontrolle wurde

ein CFP-YFP-Fusionsprotein verwendet.
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Einen Tag nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichtete
(25 pg/ml, 1 h, 37 °C) 10 cm’*-Deckglischen replattiert und zwei weitere Tage in HEK-
Standardmedium kultiviert. Am dritten Tag nach der Transfektion wurden die bewachsenen
Deckglédschen in einen Deckgldschenhalter eingespannt und mit DMEM ohne Phenolrot mit
10 mM HEPES pH 7,5 iiberschichtet. Die Zellen wurden im LSM510-META (UV oder NLO;
Carl Zeiss Jena GmbH) analysiert.

FRET wurde nach der Akzeptor-Bleich-Methode bestimmt, bei der das YFP-Fluorophor
photochemisch zerstort (geblichen) wird. Das bewirkt einen Anstieg der CFP-Emission, die
als Maf3 fiir die FRET-Effizienz (Er) dient. Die Intensitit der CFP-Emission wird zur
Bestimmung der Er vor (In) und nach (Ig) dem selektiven Bleichen des YFP-Akzeptors
gemessen. Die Er errechnet sich nach der Formel Er = ((Ia —Ig) x 100) / I5. Um I und Ig zu
bestimmen, wurden Cld-Kontakte von Zellpaaren, die sowohl YFP- als auch CFP-
Fluoreszenz zeigten, gesucht. Das Areal der Kolokalisation von YFP und CFP wurde zur
Messung der Intensitit eng umrahmt. Innerhalb des Rahmens wurde eine Zeitserie von vier
Zyklen, die jeweils drei Einzelschritte umfassten, aufgenommen. Im ersten Schritt wurde die
YFP-Intensitit gemessen. Im zweiten Schritt wurde die CFP-Intensitit gemessen und im
dritten Schritt wurde das YFP-Fluorophor bei 514 nm und 100 % Laserintensitét geblichen.
Nach der Zeitserie wird der anfingliche CFP-Intensitdtswert Iz mit dem hochsten CFP-
Intensitatswert 14 in der oben genannten Formel in Beziehung gesetzt. In jedem Experiment

wurde Cl1d5,,-CFP/C1d5,,-YFP als interner Standard verwendet. Die relative FRET-Effizienz

Zytoplasma

Extrazelluldarraum

Plasmamembran |
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Abb. 2.2: Prinzip der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Methode.

Nach Kotransfektion von Cld5,,-CFP und Cld5,,-YFP in HEK-293-Zellen lokalisieren beide Fusionsproteine an
Zell-Zell-Kontakten zwischen zwei CldS-exprimierenden Zellen. Interagiert Cld5-CFP mit Cld5-YFP innerhalb
der Plasmamembran einer Zelle (cis-Interaktion) kommt es nach Anregung des CFP zum Transfer von
Photonenenergie auf das YFP, das nun ebenfalls Fluoreszenz emittiert. Der Abstand zwischen beiden
Fluorophoren darf dabei nicht mehr als 10 nm betragen. Ein Transfer von Photonenenergie ist nicht zwischen
Cld5-YFP und CId5-CFP zweier benachbarter Zellen (trans-Interaktion) moglich, da zwischen YFP und CFP die
Plasmamembranen beider Zellen liegen. Die FRET-Methode ermdglicht es daher, cis-Interaktionen von trans-
Interaktionen getrennt zu analysieren.
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wurde aus dem Quotienten der FRET-Effizienz von CldS-CFP/YFP-Fusionsprotein-
Paarungen (Cld5-YFP-Mutanten und YFP-Kontrollkonstrukte) geteilt durch die
durchschnittliche FRET-Effizienz der Cld5,-CFP/Cld5YFP-Paarungen errechnet. Fiir die
Quantifikation der relativen FRET-Effizienzen wurden folgende Laser- und
Detektoreinstellungen festgelegt: YFP: Laserintensitit 1 %, Pinhole 400 um, Detector Gain
700; CFP: Laserintensitit 15 %, Pinhole 400 pum, Detector Gain 700. Aufgrund von
Vorversuchen (siehe 3.5.1) wurden nur Zellpaare verwendet, bei denen die relative CFP-
Fluoreszenzintensitdt zwischen 400 und 2000 und die relative YFP-Fluoreszenzintensitat
zwischen 250 und 3000 lag. Um die Vergleichbarkeit der Daten zu gewéhrleisten, musste das
YFP-/CFP-Fluoreszenzintensititsverhiltnis der Einzelmessung {tiber 0,8 betragen. Die
emittierte Fluoreszenz des CFP wurde zwischen 462,6 und 494,7 nm und die YFP-

Fluoreszenz zwischen 526.8 und 633,8 nm detektiert.

249 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Mit Cld5y-YFP und Cld5-YFP-Mutanten transient oder stabil transfizierte (sortierte) HEK-
293-Zellen wurden in Poly-L-Lysin-beschichtete (25 pg/ml, 30 min, 37 °C) 25 cm’
Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH) bis zur Konfluenz kultiviert, mit PBS-CM
gewaschen und fiir 2 h mit 2,5 % Glutaraldehyd (in PBS-CM) in der Zellkulturflasche fixiert.
Fiir die Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie wurden die Zellen, wie in Mack und Wolburg

(2006) publiziert, durch Hartwig Wolburg (Universitéit Tiibingen) prépariert und analysiert.

2.4.10 Clostridium perfringens Enterotoxin-Zellinkubationsansatz

HEK-293-Zellen wurden mit einer Zelldichte von 70 % in Poly-L-Lysin-beschichtete
(25 pug/ml, 30 min, 37 °C) 2 cm*-Gewebekulturtestplatten (24 Vertiefungen) eingesit und in
HEK-Standardmedium kultiviert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit Cld5-
Konstrukten transfiziert (siehe 2.4.3) und fiir weitere zwei bis maximal drei Tage kultiviert.
Danach wurden die konfluenten HEK-293-Zellen fiir 1 h bei 37 °C mit dialysierten 10 pg/ml
GST oder GST-CPE;j6319 in 500 pl HEK-Standardmedium inkubiert. Die
Gewebekulturtestplatte wurde anschlieBend auf Eis gestellt und viermal mit eiskaltem PBS-
CM gewaschen. Danach wurden die Zellen durch vorsichtiges Abspiilen vom
KulturgefdBboden mit 1 ml eiskaltem PBS-CM resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (500 x g, 5 min, 4 °C)
geerntet, bis zur weiteren Verwendung im fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C

gelagert oder sofort weiterverwendet. Um die CPE-Bindung an die transfizierten Zellen
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quantitativ zu bestimmen, wurden die Zellpellets in 30 pul RIPA-Puffer (Tab. 2.18) mit 1:25
Proteaseinhibitorcocktail (Herstellerangaben, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fiir 10 min auf
Eis lysiert und anschlieBend bei 10.000 x g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
Zentrifugationsiiberstand wurde mit 8§ pul NuPAGE-LDS-Probenpuffer (4x; Invitrogen) und
1,5 ul DTT (1 M) versetzt und fiir 5 min bei 60 °C inkubiert. Exakt die Halfte des Volumen
der Proben wurde auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, die Proteine
aufgetrennt, anschlieBend nach der Immunoblot-Methode (siche 2.3.5) auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert, UN in TBSTM (Tab. 2.16) blockiert und danach mit
Antikorpern (Tab. 2.4) inkubiert. Die Membran wurde mit dem priméren Antikérper MaGST
(1:2000) in TBST (Tab. 2.16) mit 1 % Magermilchpulver und dem sekundiren Antikdrper
GoaM-HRP (1:5000) in TBST gefarbt und mit der ECL Western blotting detection reagents
(Amersham Biosciences Europe GmbH) im Lumi-Imager F1™ (Boehringer-Mannheim
GmbH) entwickelt. AnschlieBend wurden die gebundenen Antikorper (Amersham
Biosciences Europe GmbH) durch Ablosepuffer (Tab. 2.16) entfernt, die Membran zweimal
fiir 10 min mit TBST bei RT gewaschen, erneut UN blockiert und mit Antikdrpern inkubiert.
Bei dem primédren Antikorper handelte es sich um einen RaCld5-Antikorper (1:4000 in
TBST) und bei dem Sekundirantikdrper um GoR-HRP (1:5000 in TBST mit 1 %
Magermilchpulver).

Die Biolumineszenz der immunreaktiven Banden der aGST- bzw. aCld5-Féarbungen wurde in
Form von BLU-Werten mit Hilfe des LumiAnalyst™-Programms (Boehringer Mannheim)
quantifiziert. Fiir die Quantifikation von GST-CPE;;6.319 (CPE-Bindung; BLUcpg) und der
Cld5-Konstrukte (Cld-Expressionsniveau; BLU¢yq) wurden die Banden bei ca. monomerem
Molekulargewicht verwendet, die zugleich auch die prominentesten Signale aufwiesen. Die
einzelnen BLU-Werte wurden jeweils auf die Werte fiir Cld5,-YFP-exprimierende
HEK-293-Zellen (BLUcjgswi), die mit GST-CPE;6.319 inkubiert wurden (BLUcigswe.cpe), als
interner Standard relativiert. Die relative CPE-Bindung wurde anschliefend auf das relative
Cld-Expressionsniveau normalisiert: relative CPE-Bindung = ((BLUcpr / BLUCcidswt.crE) /

(BLUc1a/BLUclgsw1))-

2.5 Statistik

Fiir die statistische Datenerhebung wurden die Programme ORIGIN 6 und Excel (Microsoft)
verwendet. Die Messwerte sind, sofern nicht anders angegeben, als Mittelwerte =+
Standardfehler des Stichproben-Mittelwertes (SEM) dargestellt. Signifikanztests wurden mit
Anova oder Excel als ungepaarte T-Tests durchgefiihrt; p<0,01 war signifikant.
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