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8 Anhang 
8.1 Oberflächenplasmonresonanz-Spektroskopie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Schematischer Aufbau eines Oberflächenresonanzsystems. 
Schematisch dargestellt ist eine Flusszelle, die an eine Dextran-beschichtete Oberfläche eines Sensor-Chips 
angrenzt. An der Dextranschicht ist ein Ligand kovalent immobilisiert. Auf dem darunterliegenden Goldfilm 
wird über ein Prisma polarisiertes Licht eingestrahlt. Eine Massenzunahme an der Sensor-Chipoberfläche, wie 
sie durch die Bindung eines Analyten an den Liganden entsteht, bewirkt eine Änderung des Brechungsindex der 
umgebenden Lösung und damit des Reflexionswinkels des reflektierten Lichtes, das über photoelektronische 
Dioden detektiert wird. 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
Schema eines Sensogramms einer Interaktion zwischen Ligand und Analyt.  
Das Resonanzsignal (RU) nimmt zu, wenn der Analyt über die mit dem Liganden beschichteten Chipfläche 
fließt und es zu einer Interaktion beider kommt (Assoziationsphase).Wenn der Analyt über die Chipoberfläche 
fließt, die mit dem Liganden beschichtet ist, steigt das Resonanzsignal (RU) an, sofern der Analyt mit dem 
Liganden interagiert (Assoziationsphase). Im Laufe der Infusion nähert sich der Analyt dem Assoziations- und 
Dissoziationsgleichgewicht an. Nach der Infusion beginnt die Dissoziation des Analyten, welches durch den 
langsamen Abfall des Resonanzsignals gekennzeichnet ist. Am Ende der Dissoziationsphase schließt sich die 
Regenerationsphase an, um nicht dissoziierten Proteine von der Chipoberfläche zu waschen und die Basislinie 
(gepunktete Linie) zu regenerieren. 
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8.2 Reinigungsfraktionen verwendeter Proteine  

8.2.1 Reinigungs- und Elutionsfraktionen verwendeter MBP-Fusionsproteine der 

zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-3 und –5 

 

 

 

 

 

 

 

 
Proteinreinigungsfraktionen der rekombinanten Claudin-Konstrukte. 
Beispielhaft sind in der linken SDS-PAGE die Reinigungsfraktionen einer affinitätschromatographischen 
Reinigung von MBP-Cld5140-161 aufgetrennt worden. In dem SDS-Polyacrylamidgel rechts daneben sind 
Elutionsfraktionen der Proteine GST (27 kDa), MBP (42,9 kDa), MBP-Cld5138-167 (46,5 kDa), MBP-Cld3137-166 
(46,4 kDa), MBP-Cld3140-161 (45,6 kDa) und MBP-Cld5140-161 (45,5 kDa) dargestellt. Von der ungebundenen 
Fraktion (U) wurde ein viertausendstel, von den Waschfraktionen (W1, W2) ein fünftausendstel und von den 
Elutionsfraktionen (E) im linken Gel ein hundertstel, im rechten Gel 10 µg auf eine 12%ige SDS-
Polyacrylamidgel geladen. Die Proteine in dem SDS-Polyacrylamidgel wurde anschließend gegen CoomassieTM 
Brilliant Blue G250 gefärbt. 
 

8.2.2 Reinigungs- und Elutionsfraktionen verwendeter GST- und MBP-

Fusionsproteine von Clostridium perfringens Enterotoxin 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Proteinreinigungsfraktionen der rekombinanten Clostridium perfringens Enterotoxin-Konstrukte. 
Beispielhaft sind in dem linken SDS-Polyacrylamidgel die Reinigungsfraktionen einer 
affinitätschromatographischen Reinigung von GST-CPE116-319 (49 kDa) und in dem mittleren SDS-
Polyacrylamidgel von GST-CPE290-319 (29 kDa) aufgetrennt worden. In dem rechten SDS-Polyacrylamidgel sind 
die Elutionsfraktionen der Proteine GST (27 kDa) und MBP-CPE116-319 (63 kDa) dargestellt. Vom Zelllysat (L), 
dem Zentrifugationsüberstand (Ü) und der ungebundenen Fraktion (U) wurde je ein viertausendstel, von dem 
resuspendierten Zentrifugationspellet (P) ein tausendstel, von den Waschfraktionen (W) ein fünftausendstel und 
von den Elutionsfraktionen (E) ein hundertstel geladen. Die Proteine in der SDS-Polyacrylamidgel wurde 
anschließend gegen CoomassieTM Brilliant Blue G250 gefärbt.  
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8.3 Quantifikation der Substitutionsanalyse aus Abbildung 3.26 
 

 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

In der Substitutionsanalyse der Bindung von GST-CPE116-319 an Peptide der 2.EZS von Cld3 wurde der BLU-
Durchschnittswert von 30 Einzelspots mit der Cld3wt-Sequenz als 100 % CPE-Bindung definiert (siehe Spots in 
der ersten Reihe Abb. 3.26). Alle anderen Spots wurden auf diesen Durchschnittswert bezogen und sind hier in 
n-fach Cld3-CPE-Bindung dargestellt. Die relativen Werte für zwei unabhängige Experimente (Wert1 und 
Wert2) und der dazugehörende Durchschnittswert (Ø) sind in der Tabelle für jeden Spot aufgeführt. Anhand der 
Aminosäureposition (linke Reihe neben den Kästen) und der Art der Aminosäuresubstitution (in jedem Kasten 
oben links) lassen sich die Peptidspots aus Abb. 3.26 identifizieren. Wt-Spots sind „fett“ hervorgehoben. Die 
relativen Durchschnittswerte stark bindender Spots sind rot hervorgehoben.  
 




