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2 Material und Methoden

2.1  Molekularbiologische Techniken

2.1.1 Herstellung der Expressionskonstrukte von Occludin und ZO-1

Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion (PCR). Gesamt-RNA wurde aus 50 mg
Mausnieren isoliert. Die Homogenisierung erfolgte in TRIzol Reagenz (Life Technologies,
Eggenstein, Germany) unter 10-miniitiger Zentrifugation bei 4 °C (10.000 x g) und
entsprechender Isolierung der RNA nach den Herstellerangaben. Die Reinheit der RNA wurde
mittels horizontaler Flachgelelektrophorese tiberpriift. Als Gelmatrix wurde Agarose (1-2% in
TAE-Puffer: pH 8,8 aus 40 mM Tris/Acetat und 1 mM EDTA), versetzt mit 0,1 pug/ml
Ethidiumbromid, verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 1-10 V/cm im
TAE-Puffersystem unter Zugabe von 0,25 Volumenanteilen Ladungspuffer (pH 7,5, 10 mM
Tris/HCL, 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerol). Die Konzentration der RNA wurde
photometrisch liber die Extinktion bei 260 nm bestimmt (10D,¢p = 40 pug/ul).

Die ¢cDNAs wurden aus 1 pg RNA mittels reverser Transkription mit 200 U MuMLV
(Moloney murine leukemia virus ) reverser Transkriptase unter Nutzung von 10 uM random
hexamer Primer, bei 40 °C 1 h transkribiert (Promega, Madison/WI, USA).

Die Polymerasekettenreaktion zur Amplifizierung aller cDNA-Transkripte lief unter
folgenden Bedingungen ab: 22 Zyklen, 94 °C fiir 30 s, 68 °C fiir 1 min, 72 °C fiir 45 s. Das
cDNA-Fragment, entsprechend dem C-terminalen Teil von Occludin (AS 264-521; 774 Bp),
wurde mittels PCR unter Verwendung des Primers 5°-TTG TCG ACT AAG TTT CCG TCT
GTC ATA GTC-3’ und des Primers 5’-AAA GGA TCC AAA ACC CGA AGA AAG ATG
GAT CGG-3’ amplifiziert. Unterstrichen sind die eingefiigten Erkennungsbereiche der
Restriktionsendonukleasen von Sall and BamHI und fett hervorgehoben ist das Stopcodon.
Das fiir die SPR-Bindungsmessungen verwendete kiirzere Occludinfragment AS 378-521
(432 Bp) wurde mit dem Primer 5’-AAA GGA TCC AAA AGG GCT CCC ACG AAG GGG
AAA-3’ amplifiziert.
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Z0O-1-
Transkript

Primersequenzen
(57-3sense; 5°-3 antisense)

Lange (Bp)

70-1.644-890

AAAGGATCCCTAAGACCTGTAACCATCTTTGGA
GGGGGGTCGACCTAATGATGCATTCCAGAGGAATC
CTCTC

738

70-1.644-812

AAAGGATCCCTAAGACCTGTAACCATCTTTGGA
GGGGTCGACCTAGTCATCACTTGTAGCACCATCCGC

507

Z70-1.644-772

70-1.644-731

AAAGGATCCCTAAGACCTGTAACCATCTTTGGA
AATAAATGTCGACTATGTAGTTGTGAAGAGATGGTG
ATTGTTC
AAAGGATCCCTAAGACCTGTAACCATCTTTGGA
GGGGTCGACCTAGTCAGGGTTAAGGAACACAAC

387

264

70-1.601-890

CCCCCGGATCCTTCTGGAGGTTTCGAGGTCTTCGG
GGGGGGTCGACCTAATGATGCATTCCAGAGGAATC
CTCTC

870

Z0-1.601-812

CCCCCGGATCCTTCTGGAGGTTTCGAGGTCTTCGG
GGGGTCGACCTAGTCATCACTTGTAGCACCATCCGC

636

Z0-1.601-772

CCCCCGGATCCTTCTGGAGGTTTCGAGGTCTTCGG
AATAAATGTCGACTATGTAGTTGTGAAGAGATGGTG
ATTGTTC

516

70-1.597-812

CCCGGATCCGATAGGGCAGATTTCTGGAGGTTTCGA
GGTCTT
GGGGTCGACCTAGTCATCACTTGTAGC ACCATCCGC

648

Z0-1.597-772

CCCGGATCCGATAGGGCAGATTTCTGGAGGTTTCGA
GGTCTT
AATAAATGTCGACTATGTAGTTGTGAAGAGATGGTG
ATTGTTC

528

70-1.597-731

CCCGGATCCGATAGGGCAGATTTCTGGAGGTTTCGA
GGTCTT
GGGGTCGACCTAGTCAGGGTTAAGGAACACAAC

405

70-1.589-812

AAAGGATCCACACTTCCAAAGACAGCGGGTGGTGA
TAGGGCAGATTTCTGGAGGTTT
GGGGTCGACCTAGTCATCACTTGTAGCACCATCCGC

672

Z0-1.589-772

AAAGGATCCACACTTCCAAAGACAGCGGGTGGTGA
TAGGGCAGATTTCTGGAGGTTT
AATAAATGTCGACTATGTAGTTGTGAAGAGATGGTG
ATTGTTC

552

Z0-1.589-731

AAAGGATCCACACTTCCAAAGACAGCGGGTGGTGA

TAGGGCAGATTTCTGGAGGTTT
GGGGTCGACCTAGTCAGGGTTAAGGAACACAAC

429

Tabelle 2.1 Bezeichnung der ZO-1-Transkripte (entsprechen der Bezeichnung der ZO-1-
Proteine). Darstellung der verwendeten Primer und der Lidnge der PCR-Amplifikate.
Unterstrichen sind die Erkennungsbereiche der Restriktionsendonukleasen von Sall und
BamHI und fett hervorgehoben ist das Stopcodon.
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Entsprechend verwendete ZO-1-Fragmente wurden aus der Aminosduresequenz 601-890 (870
Bp) von ZO-1 mittels der Polymerasenkettenreaktion mit Hilfe des ¢cDNA spezifischen
Primers 5’-GGG GGT CGA CCT AAT GAT GCA TTC CAG AGG AAT CCT CTC-3’ und
des Primers 5’-CCC CGG ATC CTC TGG AGG TTT CGA GGT CTT CGC -3’ amplifiziert
und enthilt die Restriktionsstellen fiir Sall und BamHI (unterstrichen, fett hervorgehoben:
Stopcodon). Alle anderen ZO-1 Fragmente wurden aus diesem Fragment mit Hilfe der in

Tabelle 2.1 aufgefiihrten Primer amplifiziert und entsprechend bezeichnet.

Klonierungsstrategie. Die amplifizierten Produkte wurden in den TOPO TA-Vektor nach den
Herstellerangaben (Invitrogen, Carlsbad/CA, USA) kloniert. Die entsprechenden PCR-
Amplifikate wurden {iber eine Minipraparationssdule (QIAGEN, Hilden, Germany) gereinigt
und in 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCL, pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8) aufgenommen. Die
nach Inkubation mit BamHI/Sall (3h, 37 °C) erhaltenen Fragmente dieser Konstrukte wurden
unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten und mittels QIAEX DNA Gel Extraction Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) aus dem Gel mit TE-Puffer eluiert. Nach der Gelreinigung
wurden die geschnittenen Produkte in den pMAL-c2X-Vektor nach den Herstellerangaben
(New  England Biolabs, BeverlyyMA, USA) in Fusion mit dem MBP
(Maltosebindungsprotein) N-terminal von Occludin und ZO-1 subkloniert. Occludin.264-521
wurde auBlerdem in den pGEX-4T-1-Vektor (Pharmacia/Amersham, Germany) in Fusion mit
GST (Glutathion-S-Transferase) laut Herstellerangaben subkloniert. Alle Klone wurden durch
ihre Sequenzierung iiberpriift, um sicherzugehen, daB3 keine Fehler wéhrend der PCR-
Amplifizierung auftraten (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems,

Warrington, UK; Kooperation mit der Sequenzierungsgruppe am FMP).

2.1.2  Uberexpression und Reinigung von Occludin und ZO-1

Uberexpression. E. coli (TOP10F’, Invitrogen/CA, USA) wurde mit den entsprechenden
rekombinanten pMAL-c2X-/pGEX-4T-1-Plasmiden transfiziert. In rich-Medium, das 10g/1
Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 125 mM NaCl, 10 mM Glucose mit 100 pg/ml Ampicillin (Roth,
Karlsruhe, Germany) enthielt, wurde E. coli bis zur Adsorption von 0.5-0.8 bei 600 nm
inkubiert. AnschlieBend wurde die Uberexpression durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-8-D-
thiogalactopyranosid, BioTech, St. Leon-Rot, Germany) bis zu einer Endkonzentration von

0.3 mM induziert und die Zellen fiir 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch



Material und Methoden 24

Zentrifugation (3000 x g) fiir 7 min bei 4 °C geerntet und in Sdulenpuffer SP1 resuspendiert
(20 mM Tris, 200 mM NaCl and 1 mM EDTA; Merck, Darmstadt, Germany). Die Zellen
wurden mit Ultraschall 3 x 15 s mit 10 s Pause auf Eis aufgeschlossen und 2 min bei 14000 x
g bei 4 °C zentrifugiert. Die Lysate wurden mit Filtern von 0,45 pm Porendurchmesser von
Zellbruchstiicken befreit und mit RNase- (Ribonuklease A, 7156.1, Roth, Germany) und
Proteinaseinhibitoren (Proteaseinhibitorcocktail, P-8465, Sigma, Steinheim, Germany)

inkubiert.

Reinigung. Die MBP-Fusionsproteine wurden tiiber eine Affinititssdule aus Amylose-Resin
(E8021L, New England BioLabs, Inc., USA) entsprechend der Vorschrift aufgereinigt. Die
MBP-ZO-1-Fusionsproteine wurden im Séulenpuffer SP2 (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 10
mM Maltose) und MBP-Occludin in SP3 (20 mM Tris, 10 mM Maltose; J.T. Baker, Deventer,
Niederlande) eluiert. GST-Occludin.264-521 wurde iiber eine Glutathion-Agarose-Siule (G-
4510, Sigma, Steinheim, Germany) unter den gleichen Bedingungen aufgereinigt und in SP4
(20 mM Tris und 2mM Glutathion) eluiert. Im Anhang 7.1 sind die Aminosduresequenzen der

bearbeiten Fusionsproteine von Occludin und ZO-1 angegeben.

2.1.3 Zellkultivierung

25 cm? Falcon-Flaschen wurden mit 70 pl Rattenschwanz-Collagen (0,7 mg/ml, Boehringer,
Mannheim, Germany) beschichtet, eine Stunde unter der Laminarbox getrocknet und vor
Einsaat der MDCKI-Zellen mit PBS (mit Ca?'/Mg?") gewaschen. MDCK I-Zellen (10-12.
Passage) wurden in 5 ml Wachstumsmedium (10% f6tales Kélberserum (FCS); 1%
Penicillin/Streptomycin; 1% Amphotericin B; 1% stabiles L-Glutamin (Biochrom, Germany);
10 mg Heparin und 11 mg Na-Pyruvat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), mit 0,2 um
Filter sterilfiltriert; 334 ul EGF-Stammlosung (15 mg in 5 ml, ad 100 ml DMEM mit 4,5 mg
Glukose, 3,7 g/l NaHCO3)) bis zur Ausbildung einer konfluenten Zellschicht bei 37 °C in
einem Inkubator (Binder; 95% Luftfeuchtigkeit, 5% CO,) kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen zweimal mit PBS mit Ca2+/Mg2+ gewaschen und mit 500 pl eines Lysispuffers (25 mM
Hepes, pH 7,4; 02 mM NaCl;, 4 mM EDTA; 0,5% Triton X100; 0,4%
Proteaseinhibitorcocktail) versetzt. Nach einer 20-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die
Zellen abgeschabt, zweimal fiir 5 min bei 10000 x g abzentrifugiert und der Occludin-

enthaltene Uberstand fiir Western Blot-Untersuchungen eingesetzt.
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2.1.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Proteinfraktionen wurden tiiber eine 10%-ige
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) analysiert. Die Proteinauftrennung
erfolgte in einem denaturierenden Polyacrylamidgel (PAA-Gel) nach einer modifizierten
Methode von Laemmli (1970). Sie wurde in vertikalen Flachgelkammmern (83x83x1 mm;
Biorad, Germany) bei 80-100 V in dem Laufpuffer (25 mM Tris/HCI, 250 mM Glycin, pH
8,3, 0,1% SDS) durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele sind in der
Tabelle 2.2 zusammengefalt (Sambrook et al., 1989). Die Proben wurden in SDS-
Probenpuffer aufgenommen (50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 100 mM DTT; 10% Glycerol; 2%
SDS, 0,1% Bromphenolblau). Vor dem Gelauftrag von 5-10 pl Protein wurden diese 5 min
bei 95 °C denaturiert. Als Marker zur Bestimmung der Grée der Proteine diente entweder ein
low molecular weight Molekulargewichtsmarker (LMW: 116 kDa, Phosphorylase B; 80 kDa,
BSA; 51,8 kDa, Ovalbumin; 34,7 kDa, Carbonanhydrase und 30 kDa,
Sojabohnentrypsininhibitor) oder ein high molecular weight Marker (HMW: 209 kDa
Myosin; 120 kDa, B-Galaktosidase; 78 kDA, BSA und 47 kDa, Ovalbumin).

Losungskomponenten Volumen der Komponenten (ml)
10%-1ges Gel
Sammelgel 5 ml Trenngel 2ml
Wasser 1,4 1,9
30% Acrylamid 0,33 1,7
1 M Tris/HCIL, pH 6,8 0,25 -
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 - 1,3
10% SDS (Merck) 0,02 0,05
20% APS (Sigma) 0,02 0,05
TEMED (Biorad) 0,002 0,002
29% (w/v) Acrylamid und 1%N,N'-Methylenbisacrylamid (Merck, Darmstadt, Germany)

Tab. 2.2 Zusammensetzung der Komponenten der Sammel- und Trenngele fiir die
Gelelektrophorese (SDS-Page). Im Sammelgel wurden die aufgetragenen Proben bei 80 V fiir
10 min gesammelt und anschlieBend im Trenngel nach ihrer Gréfe fir 1,5 h bei 100 V
aufgetrennt.

Die Gele wurden 3 h mit dem Colloidal Blue Staining Kit angefarbt (Novex, San Diego, CA,
USA) und iiber Nacht in Wasser zur Entfirbung des Hintergrundes gegeben. Die
Konzentrationen der Proteine wurden nach der Lowry-Methode (SIGMA Protein Assay Kit:

P5656; Sigma Diagnostic, Taufkirchen, Germany) bestimmt.
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Western Blot. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (Hybond™, ECL, Amersham) geblottet. Der Transfer erfolgte
zwischen zwei horizontalen Platinelektroden (Trans-Blot-SD-System, Biorad) in einem
Transferpuffer (pH 8,3; 25 mM Tris/HCL, 150 mM Glycerol, 10% Methanol) im Semi-dry-
Verfahren (Sambrook et al, 1989). Die Membran und das Filterpapier wurde in Transferpuffer
equilibriert und in der Reihenfolge Filterpapier, Membran, Gel und Filterpapier zwischen die
Elektroden gelegt. Die Proteine wurden bei einer Stromstirke von 5 mA-cm™ Gelfliche fiir

30-45 min auf die Membran transferiert.

Immunologischer Nachweis. Nach diesem Elektrotransfer der Proteine und vor der
Immunfarbung der Membran erfolgte die Blockierung der unspezifischen Bindungen 1 Stunde
bei Raumtemperatur in einem Blockierungspuffer (pH 7,5; 4% entfettetes Milchpulver, 20
mM Tris/HCI, 200 mM NacCl, 0,1% Twen 20). Anschliefend wurde die Membran mehrmals
im Waschpuffer (pH 7,5; 20 mM Tris/HCI, 200 mM NacCl, 0,1% Twen 20) gewaschen und 3
h mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-Occludin-Antikdrper (1:10000, 81-61215, Zymed
Laboratories, S. Francisco, USA) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die
einstliindige Inkubation mit einem Sekundirantikorper (aus Ziege, Anti-Kaninchen-IgG,
1:10000, Zymed, S. Francisco, USA) in Waschpuffer bei Raumtemperatur. Nach 5-maligem
Waschen und einer Behandlung mit ECL-Reagenz (Enhanced Chemilumineszenz, Amersham)
nach den Herstellerangaben wurde die Chemilumineszenzstrahlung mit einem Rontgenfilm

(Hyperfilm™, Amersham) detektiert.

2.1.5 Affinitdts- und chromatographische Methoden sowie Synthese von ZO-1-Peptiden

Anionenaustauschchromatographie (FPLC). Zur Abtrennung von MBP und GST aus der tiber
die MBP/GST-Saule gereinigten Occludinfraktion wurde eine Anionenaustauchsdule (DEAE
Hi Prep™ Pharmacia/Amersham, Germany) eingesetzt. Die Sdule wurde 30 min mit SP3 bei 2
ml/min FlieBgeschwindigkeit equilibriert. Occludin wurde auf die Sdule aufgetragen und mit
50 ml eines linearen Gradienten von 0,05 bis 0,3 M NaCl in 25 mM Tris/HC1 (pH 7,7)
zwischen 0-20 min eluiert (Tab. 2.3). Das gereinigte MBP/GST-Occludin wurde fiir SPR-

Messungen und Affinititsbindungsuntersuchungen mit den ZO-1-Peptidsequenzen verwendet.
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Zeit (min) % c (NaCl in M) |Tab. 2.3 Bedingungen der Anionenaustausch-
3 7 chromatographie (FPLC). Darstellung des Zeit-
25 20 regimes und des linearen Gradienten der NaCl-
35 30 Konzentration zur Eluierung von gebundenem
38 45 MBP/GST-Occludin.

39 100

41 100

42 1

44 0

Filtrationschromatographie. Durch die Gelfiltration wurde Occludin anhand seines
Molekulargewichtes und damit seiner Grofe von anderen Komponenten getrennt. Dabei
wurde die iiber die Amylose- und GST-Sédule aufgereinigte Occludinfraktion durch eine
Filtrationssdule (Sephadex G25, Pharmacia/Amersham, Germany) von Maltose und
Glutathion befreit. Die Sdule wurde zweimal 45 min mit SP3 bei einer Flufirate von 2 ml/min

equilibriert und mit 50 ml SP2 eluiert.

Abspaltung des MBP von MBP-Occludin.406-521. Um die Strukturmerkmale des
zytosolischen C-terminalen Teils von Occludin zu bestimmen, wurde das MBP-Occludin.406-
521 von seinem Fusionsprotein (MBP) abgetrennt. Zwischen MBP und Occludin befindet sich
im gesamten Fusionsprotein eine Thrombinspaltstelle, die mit der spezifischen Protease
Faktor X, (P8010S, NEB, Schwalbach, Germany) gespalten wurde. Nach der Amylose-Resin-
Aufreinigung von MBP-Occludin.406-521 wurde mit Hilfe einer Gelfiltrationssdule
(Sephadex G25, Amersham) die Maltose abgetrennt. AnschlieBend wurden 100pg MBP-
Occludin.406-521 bei Zimmertemperatur mehrere Tage mit 1 pg Faktor X, unter Schiitteln
inkubiert. Das aufgespaltene Produkt wurde zur Abtrennung von MBP mit 500ul Amylose-
Resin versetzt. Das Occludin.406-521 im Uberstand wurde zur Uberpriifung seiner Reinheit in
einer 15%-igen SDS-Page aufgetrennt und eine saubere Fraktion CD-spektroskopisch

untersucht.

Synthese einzelner Peptidsequenzen aus ZO-1. Zur funktionellen Analyse wichtiger Occludin-
Bindungsregionen von ZO-1 wurden verschiedene Peptide synthetisch hergestellt. Dabei
handelt es sich um die vorhergesagten potentiell helikalen Coiled coil-Abschnitte CC1 (P.597-
633), CC2ay (P.745-772), CC2ay (P.750-769) und CC2b (P.772-806). Die Abschnitte
CC2ays und CC2ayy wurden N-terminal mit einem Biotinrest versehen. Die Sequenzabfolge

der Peptide ist im Anhang 7.1 dargestellt.
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Affinitdtsbindung und Immunoprdzipitation.. Mit einem Affinititsverfahren wurde die
Interaktion der ZO-1-Peptidsequenzen mit Occludin gemessen. Streptavidin-Agarose-Partikel
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) wurden mit einem Waschpuffer (100 mM NaCl, 20
mM Tris, pH 7,8) behandelt. AnschlieBend wurden die biotinylierten Peptide P.745-772
(CC2ayg) und P.750-769 (CC2ay) von ZO-1 in PBS aufgenommen und 25 pl (10 mg/ml)
unter stindigem Schiitteln (Rotationsschiittler) bei 8 °C an die Partikel immobilisiert. Nach
drei Stunden erfolgte die Zugabe von 125 pg/ml MBP-Occludin.378-521 bzw. GST-
Occludin.264-521 oder dem Zellysat aus MDCK I-Zellen. Die Inkubation wurde {iber Nacht
unter vorsichtigem Schiitteln bei 8 °C durchgefiihrt. Die gebundenen Proteine wurden dreimal
mit Waschpuffer gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte bei 95 °C in einem
SDS-Ladungspuffer (sieche 2.1.4) und nachfolgend die Auftrennung der Proteine in einer 10%-
igen SDS-Page. MBP-Occludin.378-521 bzw. GST-Occludin.264-521 wurden durch Farbung
des Gels detektiert. Die Bindung von Occludin aus dem MDCK-Zellysat an die
immobilisierten Peptide wurde durch Koprizipitation iiber Anti-Occludin-Antikorper
(Kaninchen, Zymed, S. Francisco, USA) und einem Sekundirantikérper (81-61215, Ziege-
anti-Kaninchen-IgG, Zymed, S. Francisco, USA) detektiert.

2.1.6 Qualititskontrolle der eingesetzten Proteinlosungen

Die Kontrolle der Qualitdtsparameter der Ausgangslosungen ist fiir die SPR-Messungen ein
wichtiger Schritt, um genaue Ergebnisse iiber die Interaktionen zwischen den eingesetzten
Proteinen zu bekommen. Angefangen von Lagerungsproblemen der Proteine, die zur
Degradierung, Aggregation, Oxidation und andere chemische Verdnderungen, Fehlfaltung,
Konzentrationsverdnderungen bis hin zur Instabilitidt des Proteins fithren und des Einflusses
von Kofaktoren treten vielfdltige Storungsprozesse auf. Deshalb ist vor dem Beginn der
Untersuchungen eine Kontrolle auf alle obengenannte Storungseinfliisse notwendig.

Injektions- und Laufpuffer wurden zur Vermeidung unerwiinschter Puffer- und Matrixeffekte
untereinander angepal3t (pH-Wert, lonenstdrke, notwendige Kofaktoren). Der in den SPR-
Messungen aufgetretene Indexsprung wurde durch den verdnderten Brechungsindex des
Analyten im Laufpuffer hervorgerufen. Die Konzentrationsbestimmung (Lowry-Methode,
Extinktion bei ODsgonm) entsprechend dem aktiven Analyten und die Erzeugung homogener

Losungen waren eine Grundvoraussetzung nachfolgender Messungen. Der Reinheitsgrad der
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Proteine wurde iiber die SDS-Page ermittelt und erméglichte die Uberpriifung des korrekten
Molekulargewichtes. Identitdtsuntersuchungen erfolgten auch durch Immunoblottechniken.

Kovalente Modifizierungen der Proteine/AS konnen fehlende Phosphorylierungen
(Fehlfaltung, Inaktivitdt); Disulfidbriicken (Dimerisierung, Aggregation); Glutathionylierung
(Blockierung von Bindungsstellen) und Oxidation (Verdnderung der chemischen
Eigenschaften) sein. Das GST-Occludin.264-521 kann bei ldngerer Lagerung zur
Glutathionylierung von Occludin fiihren, d.h. zu einer Modifikation in der AS Cystein. Durch
die Anwendung der Filtrationschromatographie zur Entfernung von Glutathion wurde dieser
Prozef verhindert. Die Thermostabilitdt  hat durch Verringerung der
Assoziationsgeschwindigkeit und Konzentration an aktivem Protein einen EinfluB3 auf die
SPR-spektroskopischen Messungen. Dieser wurde durch kurzfristiges Auftauen der

eingefrorenen Probe erst direkt vor der Messung ausgeschlossen.

2.2 Verwendung des BIAcore-Systems fiir SPR-spektroskopische Messungen der

molekularen Wechselwirkung zwischen ZO-1 und Occludin

2.2.1 Interaktion zwischen ZO-1 und Occludin gemessen mittels SPR-Spektroskopie

Das BlAcore 2000 Gerit, ein vollautomatisches Gerdt der BIAcore AB (Uppsala, Schweden),
wendet das SPR-Verfahren an. Dabei befindet sich der Analyt (ZO-1-Fragmente bzw.
Occludin) in der mobilen Phase und wird an der Chipoberfliche angereichert. Es erlaubt
dadurch die simultane Detektion der Analytbindung an den immobilisierten Liganden
(Occludin sowie ZO-1-Sequenzen) und einer nicht modifizierten Kontrolloberfliche unter
kontinuierlichen ~FluBbedingungen in der Detektionskammer. Die Anderung der
Massenkonzentration an der Sensoroberflidche ist die Konsequenz aus der Assoziation und
Dissoziation  zwischen Occludin  und ZO-1 und wird als SPR-Antwort
(Signalintensititsanderung [ARU]) gemessen.

Die optische Detektion erfolgt durch die Wechselwirkung beider Proteine, die den
Brechungsindex in der Nidhe der Sensoroberfliche é&ndert, wodurch sich die
Resonanzbedingungen (siche Abb. 1.8) verdndern. Sind alle anderen Parameter wiahrend der
Messung konstant (Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes, Temperatur, Brechungsindex in
der mobilen Phase), konnen aus dieser zeitabhidngigen Resonanzdnderung die kinetischen

Konstanten der Bindung berechnet werden. Da der Brechungsindex fiir Proteinlosungen
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unabhingig von der Aminosiuresequenz ist, sind Anderungen des Brechungsindex direkt
proportional zur Masse des Analyten (Hashimoto, 2000). Die Einheit fiir das SPR Signal ist
die Resonanzeinheit (RU), bei der 1000 RU einen Shift im Resonanzwinkel von 0,1 °
betragen. Eine Antwort von 1000 RU korrespondiert mit einer Anderung in der

Oberflachenproteinkonzentration von 1 ng/mm?.

Immobilisierung von Occludin.378-521. Die Sensoroberfliche besteht aus einem
dextranbeschichteten Goldfilm (CM5-Chip, BlAcore AB, Uppsala, Schweden). Die
Dextranmatrix (ca. 100 nm) ist kovalent am Goldchip angebracht. Das Dextran wird durch 5-
miniitige Perfusion mit 400 mM 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (EDC) und
100 mM N-Hydroxysuccinimid (NHS, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) aktiviert. Der
EDC/NHS-Komplex bildet auf der Dextranoberfliche aktive Ester, welche mit den

Aminogruppen des immobilisierten Proteins reagieren (Abb. 2.1 A).

A)
O
o) W o)
EDC/NHS I RNH, I 7
COOH C-O-N — C-NHR
I
O

Abb. 2.1 A Chemie der Amin-Kopplungsmethode. Durch einen NHS/EDC-Mix erfolgt die
Aktivierung der Karboxylgruppen der Dextranschicht.

Vor seiner Immobilisierung wurde MBP-Occludin.378-521 (in SP3) durch Reduzierung des
pH-Wertes mit 10 mM Natriumacetat (pH 5), auf eine pH-Einheit unter seinem
isoelektrischen Punkt (IP 6,24) eingestellt. Dadurch kommt es zu einer Vorkonzentrierung
von Occludin auf der Sensoroberflichenmatrix. Nach einer kurzen Perfusion der MeBkammer
mit Laufpuffer (200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7.8 und 5 mM Maltose) wurde MBP-
Occludin zur Immobilisierung flir 8§ min injiziert. Die ungeséttigten Ester wurden durch 3-
miniitige Infusion von 1 M Ethanolamin (pH 8.5; Sigma, Steinheim, Germany) deaktiviert,
um die Immobilisierung anderer Proteine zu verhindern. Anschlieend wurde die Oberfliche
mit der Regenerationslosung fiir eine Minute gewaschen. Das immobilisierte Occludin wurde
fiir weitere 20 min mit Laufpuffer bei einer FluBrate von 5 ul/min bei 25°C equilibriert (Abb.
2.1 B). Dieselbe Chipoberflache konnte fiir mehrere Untersuchungen iiber einige Wochen

hinweg verwendet werden.
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Abb. 2.1 B Darstellung der Immobilisierungprozedur B) Sensorgramm der Immobilisierung
von Occludin.378-521 an die CMS5-Sensoroberfliche. Nach der Aktivierung der
Chipoberfliche mit einem Mix aus EDC/NHS (schraffierter Balken) wurde Occludin.378-521
an die Chipoberfliche immobilisiert (schwarzer Balken, Immobilisierungsgrad 6370 RU bzw.
6,37 ng/mm?) und die Oberfliche mit 1 M Ethanolamin (pH 8,5, gekreuzter Balken)
deaktiviert. Zwischen den einzelnen Schritten wird mit Laufpuffer (leerer Balken) gespiilt.
Anschlielend erfolgte die Konditionierung der Oberfliche durch einen kurzen Waschvorgang
mit der Regenerationslosung (50 mM Na,CO;, 200 mM NaCl, punktierter Balken). C)
Sensorgramm der Immobilisierung von ZO-1.644-812 an die CM5-Sensoroberfldche unter
den gleichen Bedingungen (Immobilisierungsgrad 7350 RU bzw 7,35 ng/mm?).

Unter den gleichen Bedingungen erfolgte die Immobilisierung der Peptidsequenzen aus ZO-1
(CC1, CC2ay3, CC2ay und CC2b) an die Sensoroberfliche. Fiir alle Messungen wurden

entgaste und filtrierte Losungen verwendet.

Messung der Wechselwirkung zwischen Occludin und ZO-1. Die Assoziation der MBP-ZO-1-
Fusionsproteinen erfolgte fiir 4 min bei einer Flurate von 8 pl/min in Laufpuffer; im
folgenden ZO-1 freiem Intervall erfolgte die Dissoziation. Ein Bindungsexperiment besteht
aus drei Phasen. Die Abbildung 2.2 zeigt ein Beispiel eines SPR-Sensorgrammes mit der
Assoziation von ZO-1.644-812 an Occludin.378-521 und der Teildissoziation von ZO-1.644-
812 von der Chipoberfliache, gefolgt von der Regenerierung der Occludinoberfliche. Die
Perfusion von 2.5 uM Z0O-1.644-812 fiihrt zu einem Anstieg des SPR-Signals, das die
Bindung an Occludin reflektiert. Nach 4 min wurden 131 RU (0,131 ng/mmz) 70-1.644-812
gebunden. Die Abbildung zeigt auch die Dissoziationskinetik von ZO-1.644-812 von
Occludin wéhrend der ersten 4 min. Unterschiede zwischen dem Lauf- und Probenpuffer (z.B.
in der lonenstirke) fithrten zu einem Indexsprung (bulk refractive index change), d.h. zu
einem Sprung am Anfang und Ende der Messung. Durch die Subtraktion des Signals der

Referenzzelle wurde dieser Puffersprung korrigiert, um préizise kinetische Auswertungen zu
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erhalten. Die Occludinoberfliche wurde mit 50 mM Na,CO; und 200 mM NaCl
(Regenerationslosung) bis zum Erreichen der Basislinie regeneriert, so da3 das SPR-Signal zu
dem Ausgangsniveau zuriickkehrt. Notwendige Konzentrationen der eingesetzten ZO-1-

Fragmente liegen zwischen 10-100 pg/ml bei einem Verbrauch von ca. 100 pl pro Messung.
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Alle  durchgefiihrten  Versuche wurden untereinander angepalit, indem  das
Immobilisierungsniveau von Occludin auf der Chipoberfliche auf 50 fmol gesetzt wurde. Die
Signalintensititsdnderungen [ARU], hervorgerufen durch die Bindung von ZO-1 an Occludin,
wurden mit dem Korrekturfaktor K; multipliziert, der die immobilisierte Menge und das
Molekulargewicht von Occludin beriicksichtigt. Aufgrund der unterschiedlichen GroBen der
Z0-1-Fragmente, die zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse ebenfalls beachtet werden muB,
wurde eine weitere Normalisierung vorgenommen. Dabei wurden die korrigierten
Bindungsmengen (ARUy,y) der einzelnen Sensorgramme unter Einbeziehung des

Molekulargewichtes der ZO-1-Fragmente in die Stoffmengen n umgerechnet.

2.2.2 Kinetische Analyse der SPR-Sensorgramme

Mit Hilfe der BIAcore Evaluationssoftware 3.1 und Origin 6 (Microsoft) wurden die SPR-
Sensorgramme unter Annahme einer homogenen 1:1 Assoziation (Langmuir Bindungsmodell:
A + B <> AB) ausgewertet. Die SPR-Sensorgramme zeichnen die gebundene Menge an ZO-1
an das immoblisierte Occludin als eine Funktion der Zeit auf. Vor der Bestimmung der
kinetischen Parameter der SPR-Sensorgramme wurden die verschiedenen eingesetzten
Konzentrationssensorgramme in einem Plot {ibereinandergelegt, so dall der Injektionsbeginn

und die Basislinie bei allen iibereinstimmten. Die kinetischen Konstanten k, und kg wurden
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mit Hilfe der nichtlinearen Analyse der kleinsten Fehlerquadrate berechnet (BIAcore System
Manual, 1994; O'Shannessey et al., 1994). Die Kurvenanpassung erfolgte nach der Gleichung:
R, = Req (1- o (ka KAL)y
wobei R; die Resonanz zur Zeit t und R.q die Resonanz im Gleichgewicht zwischen
gebundenen und freiem Analyten, ¢ die Konzentration und t, der Assoziationsbeginn ist. Die
an die Kurven angepaf3te Daten wurden statistisch mit dem Standardparameter y? fiir die Giite
der Anpassung verglichen. Mit Hilfe durchgefiihrter Berechnungen notwendiger Parameter
wurden lokale und Einzel-Anpassungen in bestimmten Zeitbereichen der SPR-Sensorgramme
einzelner Konzentrationen ausgewertet. Diese Zeitbereiche wurden so ausgewéhlt, daf3 sie bei
einer graphischen Auftragung von In(Ro/R;) gegen t fiir die Dissoziationsphase und
In(abs(dR/dt) gegen t fiir die Assoziation eine Gerade ergeben. Die Anstiege der Geraden
ergaben die Werte fiir kg und k,.

2.2.3 Optimierung der Bindungsbedingungen zwischen ZO-1 und Occludin

Zur Untersuchung der Interaktionen zwischen dem immobilisierten MBP-Occludin.378-521
und MBP-Z0-1.644-812 wurden verschiedene methodische Verdnderungen durchgefiihrt, um
die Wechselwirkung zu charakterisieren und die SPR-Messungen zu optimieren. Der Einfluf3
der Meflbedingungen wurde bei einer FluBBrate von 8 pl/min, ohne Kalziumzugabe, einem pH-
Wert von 7,8 und bei einer Temperatur von 25 °C (Standardbedingungen) untersucht. Wenn
nicht anders gekennzeichnet betrug die eingesetzte ZO-1-Konzentration 0,5 pM und das
Immobilisierungsniveau von Occludin 1,07 ng/mm?.

Flufrate. Die Flufirate wurde im Rahmen von 1-20 pl/min variiert. Mit Hilfe dieser
Messungen wurde analysiert, ob massentransportspezifische Limitierungen einen Einflufl auf
die Bindung zwischen Z0O-1.644-812 und Occludin.378-521 besitzen.

Kalziumkonzentration. Die Kalziumkonzentrationen wurden im Bereich von 0; 0,1; 1; 10 und
100 mM CaCl, im Laufpuffer variiert.

pH-Wert. Der pH-Wert wurde mit verschiedenen Puffern im Bereich von 5-9 verdndert. Dabei
wurde der Laufpuffer auf unterschiedliche pH-Werte zwischen 6-8 eingestellt. Fiir die
Messungen bei pH 5 kam Natriumacetat (pH 5) zum Einsatz. pH 9 wurde durch Einstellung
des Laufpuffers mit 10 mM NaOH erreicht.
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Temperatur. Zur Anpassung an die physiologische Situation wurde die Temperatur auf 37 °C
erhoht, um den EinfluB der Temperatur auf das Bindungsverhalten von Z0O-1.644-812 an
Occludin.378-521 (0,51 ng/mm?) unter Standardbedingungen zu bestimmen.

Sdttigung. Z0-1.644-812 interagierte liber eine Infusionsdauer von 4, 10 und 30 min mit
Occludin.378-521 (0,51 ng/mm?). Sittigungskurven aller anderen ZO-1-Fragmente wurden
iiber einen Zeitraum von 20 min unter drei unterschiedlichen Immobilisierungsgraden von
Occludin.378-521 auf der Sensorchipoberfliche (10,3 ng/mm?; 3,8 ng/mm? und 1,23 ng/mm?)

generiert.

Optimierung der Regenerationslosung. Die Auswahl einer geeigneten Regenerationsldsung
zur schnellen Ablosung der gebundenen ZO-1-Fragmente von Occludin ist von grofler
Bedeutung fiir genaue und reproduzierbare Bindungsmessungen. Durch 5-malige Injektion
von 1,5 uM ZO-1.589-772 iiber eine Minute nach der jeweils ein kurzer 1-miniitiger
Regenerationsimpuls folgte, wurden 5 verschiedene Regenerationslosungen (R1-R5)
hinsichtlich der Bindungsantwort an Occludin.378-521 (1,07 ng/mm?) und der Stabilitit der
Basislinie untersucht. Als Regenerationslosungen dienten: R1, 50 mM Na,CO; und 200 mM
NaCl; R2, Glycin/HCI (pH 3); R3, Glycin/HCI (pH 2,5); R4, Glycin/HCI (pH 2) und RS,
Laufpuffer mit 1 mM NaOH.

2.2.4 Pharmakologische Untersuchungen

Da die Funktion der Blut-Hirn-Schranke und damit der TJ-Proteine und deren
Wechselwirkung durch 'NO beeinflu8bar ist, wurden in einem weiteren Teil der Arbeit
pharmakologischen Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurde der EinfluB von SIN-1 (3-
Morpholinosydnonimin; Alexis Biochemicals, Cornerstone, USA), ein Metabolit des
Vasodilatators und NO-Liberators Molsidonin, auf die Bindung zwischen ZO-1.644-8912 und
Occludin.378-521 gemessen. Die Inkubation von SIN-1 erfolgte unter verschiedenen
Konzentrationen von 1 mM und 10 mM und iiber Inkubationszeiten von 15 und 30 min. SIN-
1 wurde kurz vor den Messungen in entsprechender Konzentration dem Laufpuffer
zugegeben. Die eingesetzte ZO-1-Konzentration betrug 0,5 bzw. 2,5 uM und der

Immobilisierungsgrad von Occludin 6,37 ng/mm?.
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2.3 Analytische Ultrazentrifugation

Bei der analytischen Ultrazentrifugation wurde der Sedimentationsvorgang der
Makromolekiile von MBP-ZO-1.589-812 (0,25 mg/ml) im Zentrifugalfeld (bis zu 250000 x g,
60000 Upm) beobachtet und Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe bestimmt. Dadurch konnte
der sprunghafte Anstieg des Brechungsindex entlang der Sedimentationsgrenze und die
Konzentrationsverteilung von MBP-ZO-1.589-812 und in Losung sowie komplexe
Assoziationsvorginge beobachtet werden. Aus den Sedimentationsgeschwindigkeits-
experimenten (S-Liufe) wurde die Sedimentationskonstante (S-Wert, Svedberg, [10™°s]) nach
einer Gleichung von Holtzhauer (1996) ermittelt. Aus dieser wurde bei bekannten
Diffusionsgeschwindigkeiten das Molekulargewicht errechnet und Molekiileigenschaften von
MBP-Z0-1.589-812 bestimmt. In weiteren Experimenten wurde unter den gleichen
Bedingungen bei 25000 Upm und 20 °C das in Insektenzellen exprimierte PSG-ZO-1 (0,15
mg/ml und 0,25 mg/ml) in einer Sedimentationsanalyse untersucht (in Kooperation mit Dr. D.

Utepbergenov und der NMR-Gruppe am FMP, Dr. D. Labudde).
2.4  Circulardichroismus-Spektroskopie

Zur Analyse der Sekundirstruktur wurden verschiedene Peptidsequenzen aus ZO-1 (jeweils
50 uM CCl1, CC2az s und CC2b) und 8,8 uM des verkiirzten C-terminalen Teils von
Occludin.406-521 in SP2 und 50% TFE, einer helixinduzierenden Reagenz, CD-
spektroskopisch vermessen. Die CD-Spektroskopie nutzt die Polarisation des Lichtes aus und
beruht auf der Uberlagerung einer rechts- und links-zirkular polarisierten Lichtwelle zu linear
polarisiertem Licht. Fiir die oben genannten Sequenzen wurde die Differenz Ae der
Adsorptionskoeffizienten fiir links und rechts polarisiertem Licht (¢p und &) in einem
Wellenbereich von 180-260 nm (UV-CD-Spektroskopie) gemessen und als Elliptizitit
angegeben:

0 (L) = const. (gL - er) ¢ d,
bei der d die Schichtdicke der Kiivette und ¢ die Konzentration der Probe ist. Die
Abhingigkeit der Elliptizitit 6 von der Wellenldnge A wurde im CD-Spektrum aufgezeichnet.
Die Berechnung der Molaren Elliptizitdt Oy erfolgt nach der Gleichung (Lottspeich und
Zorbas, 1998):

(Om) A= (M/100) 8 / (c d), mit 0 = 3300 (er. - er) = 3300 Ae.
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Die Helizitét fy; der Proteine wurde bei 222 nm nach der Gleichung (Chen, 1972)
fu = (0)222+ 2340/-30300

berechnet. Eine quantitative Analyse der Sekunddrstruktur erfolgte nach einer Faktoranalyse
der vorhandenen Strukturelemente. Dabei wurden Basisspektren fiir die einzelnen
Sekundirstrukturformen aus einem Referenzsatz bekannter Strukturen entnommen (CDNN-
Programm der Universitdt Halle). Jeder Proteinsequenz wurde eine Linearkombination von
Beitragen des CD-Spektrums einer a-helikalen Struktur, einer B-Faltblattstruktur und einer
reinen Knduelstruktur (random coil) angepaBit. o-Helices besitzen ein typisches
Doppelminimum bei 222 nm, B-Faltblatt-Strukturen ein Minimum bei 216-1218 nm und ein
Maximum bei 195-200 nm und Knéuelstrukturen ein Minimum bei 195 nm und ein
Maximum bei 220 nm. Die Qualitit der Anpassungen an die experimentellen CD-Spektren

wurden mit dem Kriterium der kleinsten Fehlerquadrate beurteilt.

2.5  Bindungsuntersuchungen zwischen zellulosegebundenen Peptidsequenzen aus der

Guk-Doméne von ZO-1 und Occludin

Um Occludin—Bindungsepitope in ZO-1 genauer zu bestimmen, wurde eine Ldngen- und
Substitutionsanalyse der potentiell helikalen Region CC2ay, aus der Guk-Domine von ZO-1
durchgefiihrt. In der Lédngenanalyse wurde die Ausgangssequenz von CC2a;y N- und C-

terminal verkiirzt und 120 unterschiedlich lange Peptidsequenzen erzeugt (Abb. 2.3).
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Abb. 2.3 Schematische Darstellung der Léngenanalyse des potentiell helikalen Abschnittes
CC2ayp der Guk-Domédne von ZO-1. 120 C- und N-terminal-verkiirzte Peptidsequenzen aus
CC2ayp wurden mit Hilfe der SPOT-Synthesetechnik erzeugt und mit dem C-terminalen Teil
kovalent an eine Zellulosemembran gebunden. Die in der Fliissigphase gebundenen Peptide
wurden fiir direkte Bindungsstudien mit GST-Occludin.264-521 an der Membran genutzt.
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Eine Substitutionsanalyse der Wildtypsequenz CC2a,, bei der sich die Peptidsequenzen an
jeder Aminosédureposition durch Austausch von einer Aminosdure mit einer der anderen
codierenden 19 Aminosduren unterscheidet, diente der Bestimmung der genauen
Bindungsstelle von GST-Occludin.264-521 an CC2ay. Die variierten Peptidsequenzen von
CC2ay wurden C-terminal auf eine Zellulosemembran (Whatmann 50, Maidstone, England)
mit Hilfe eines multiplen Peptidsyntheseroboters (Abimed, Langenfeld, Germany; Franke,
1992) gebracht und die Membranen bei Raumtemperatur getrocknet (in Kooperation mit der
Peptidgruppe von Prof. Schneider-Mergener, Charite). Die hergestellten Membranen wurden
10 min mit Methanol und 3 x 10 min mit TBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 40 mM Tris/HCI,
pH 8) gewaschen. Zur Unterbindung unspezifischer Proteinbindungen an die Zellulose
wurden diese mit einem Blockierungspuffer (Konzentrat, SU-07-250, Genosys Biotechnology,
USA in 40 mM Tris/HCI (pH 8), 0,1% Tween 20 und 5% Saccharose) geblockt. Nach dem
Waschen mit T-TBS (TBS mit 0,1% Twen 20) fiir 10 min wurden die Membranen bei 4 °C
iiber Nacht unter vorsichtigem Schiitteln im Blockierungspuffer mit 10 pg GST-
Occludin.264-521/ml inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen dreimal fiir 10 min mit
T-TBS gewaschen und fiir drei Stunden mit 1 pg/ml monoklonalem Anti-GST (G-1160,
Maus, Sigma, Germany) inkubiert. Nach nochmaligen Waschen mit T-TBS wurden sie fiir 1,5
Stunden mit einer Verdiinnung von 1:10000 (1 pg/ml) eines Sekunddrantikérpers (P-5906,
peroxidasemarkierter Anti-Maus-AK, Sigma, Germany) inkubiert. Zum Schlufl wurden die
Membranen 3-5 mal iiber einen Zeitraum von 0,5-1 h mit T-TBS gewaschen und 1 min mit
einem Chemilumineszenzkit (Pierce, Illinois, USA) inkubiert. Die Chemilumineszenz,
hervorgerufen durch die Bindung von GST-Occludin.264-521 an die Peptidsequenzen, wurde
mit Hilfe eines Lumineszenzimagers detektiert (LumiAnalyst™, Boehringer, Mannheim,

Germany).

2.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Datenerhebung wurde das Statistik- und Kalkulationsprogramm von
ORIGIN 6 und Excel (Microsoft) verwendet. Dabei wurden die signifikanten Parameter mit
dem ANOVA-Test ermittelt und die MeBwerte als Mittelwerte + Standardabweichung (SEM)

angegeben.
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