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Einleitung

Das Interesse dieser Forschungsarbeit galt einer Gruppe von Membranproteinen in der Niere. Es
handelt sich dabei um Transmembranproteine, die den Zellzwischenraum der Tubuluszellen im
aufsteigenden Ast der Henle-Schleife gestalten. Sie werden zu den Tight Junction-Proteinen
gezdhlt, innerhalb derer sie der Familie der Claudine zugerechnet werden. Fiir das Verstandnis
der Experimente und deren Ergebnisse ist eine detaillierte Kenntnis der Niere und deren Aufbau
und Funktion innerhalb des menschlichen Kdrpers wichtig. Deshalb werde ich in der Einleitung
von der Makroebene, der Niere im Kontext des Korpers, zur Mikroebene, den Claudinen in der
Henle-Schleife, fiihren. In der Diskussion werde ich diesen Weg in umgekehrter Richtung
beschreiten, so dass ich vom Fokus auf die Claudine wieder zum Weitblick auf die Niere

gelange.

Die Niere

Die Funktion der Niere

Zu den wichtigsten Aufgaben der Nieren zdhlen: (i) die Ausscheidung der
Stoffwechselendprodukte, (ii) die Kontrolle iiber Volumen und Zusammensetzung der
Korperfliissigkeiten sowie die Blutdruckregulation, und (iii) die Bildung wichtiger Endokrine
und Hormone.

Die Niere nutzt dabei verschiedene Prinzipien: die Filtration bzw. Ultrafiltration, die Sekretion
und die Resorption®. Filtration bezeichnet den Transport von Losungsmittel wie z.B. Wasser und
Teilchen durch einen Filter aufgrund von hydrostatischen und kolloidosmotischen
Druckgradienten. Bei den Nieren spricht man von Ultrafiltration, weil die Porengréfe der
Filterschicht sehr klein ist und dadurch groBe geloste Molekiile zuriickgehalten werden. "

Die Resorption, also Aufnahme oder Wiederaufnahme, kann sowohl passiv als auch aktiv
erfolgen. Bei der passiven Resorption gelangen die Stoffe von Orten hoher, zu solchen
niedrigerer Konzentration. Wenn dieses Konzentrationsgefille jedoch in umgekehrte Richtung
verlauft, wie der Transport erfolgen soll, konnen die Stoffe nur durch aktive, d.h. Energie
verbrauchende Resorption aufgenommen werden.

Die Sekretion kann ebenfalls passiv entlang eines Konzentrationsgradienten iiber Kanile, oder

aktiv iiber Transporter erfolgen.

a . . . . - « .
Die Begriffe Sekretion und Resorption kommen aus dem Lateinischen: ,secernere = absondern” sowie ,resorbere =
aufsaugen®.
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(1) Die Ausscheidung von Endprodukten wie Harnstoff, Harnsdure, Kreatinin etc. erfolgt mittels
glomerulédrer Ultrafiltration und aktiver tubuldrer Sekretion. Letztlich entscheidend fiir die
Ausscheidung der Stoffe aus dem Korper ist jedoch die gezielt ausbleibende Resorption im
Tubulussystem.

(i) Die Regulation und Kontrolle iiber das extrazelluldre Fliissigkeitsvolumen, die Osmolalitét
der Korperfliissigkeiten und deren Elektrolyt- und Wasserstoffionenkonzentration (pH) erfolgt
iber Sekretion und Resorption entlang des Tubulussystems.

(ii1)) Die Regulationsfunktion wird auch iiber die Produktion von Renin und dem folgenden
Renin-Angiotensin- und Aldosteron-Mechanismus unterstiitzt. Auerdem wird in der Niere das
1,25 Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) und in den peritubuliren Endothelzellen der
Nierengefdle das Glykoprotein Erythropoetin gebildet. Calcitriol ist wichtig fiir die Regulation
des Kalzium-Stoffwechsels und des Knochenwachstums. Erythropoetin ist ein Wachstumsfaktor

fiir Erythrozyten.

Der Aufbau der Niere

Jede Niere ist aus ca. 1 Millionen Nephronen aufgebaut, den funktionellen Einheiten. Ein
Nephron besteht aus einem Glomerulus und einem Abfiihrsystem aus unterschiedlich
aufgebauten Tubuli. Diese konnen unterteilt werden in den proximalen Tubulus, die Henle-
Schleife, den distalen Tubulus und schlie3lich das Sammerohr.

Der Glomerulus ist ein Kapillarnetz gebildet aus GefdaBschlingen des Vas afferens, das
schlieBlich in das Vas efferens iibergeht. Dieses Kapillarknduel wird vom viszeralen Blatt der
Bowmankapsel umschlossen.

Hier erfolgt die Filtration des Blutes: Wasser und alle niedermolekularen Substanzen
(Molekulargewicht bis 69 kDa) konnen die Filtermembran bestehend aus (a) den fenestrierten
Endothelzellen, (b) der netto negativ geladenen Basalmembran und (¢) dem Schlitzdiaphragma
der Podozytenfullfortsitze, passieren. Proteine werden so in Abhdngigkeit ihrer Gréfle und ihrer
Ladung filtriert. Dieses als Primdrharn bezeichnete Glomerulusfiltrat gelangt iiber den
proximalen Tubulus, die Henle-Schleife und den distalen Tubulus ins Sammelrohr.

Die Sammelrohre mehrerer Nephrone vereinigen sich zu gemeinsamen gro3eren Sammelrohren.
Diese befinden sich im Nierenmark und bilden die renalen Pyramiden, deren Enden in die
Nierenkelche ragen. Die Nierenkelche vereinen sich im Nierenbecken, das iiber die Harnleiter
mit der Harnblase in Verbindung steht. Wahrend der Passage durch die verschiedenen

Nierensegmente veridndert der Harn stetig seine Zusammensetzung und Osmolaritt.
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Glomerulum é h

Abbildung 1-1
Aufbau eines Nephrons.

Dargestellt sind der proximale

Nierenrinde Tubulus mit dem (a) Pars
convolutus und dem (b) Pars

j duReres rectus, die Henle-Schleife mit dem
Nierenmark (c) Pars descendens, dem (d)
dinnen aufsteigenden Ast und dem

inneres (e) dicken aufsteigenden Ast, sowie
Nierenmark der distale Tubulus mit dem (f) Pars

rectus und dem (g) Pars convolutus
und schlieBlich der Verbindungs-
tubulus mit dem (i,j) Sammelrohr
und dem (k) Ductus papillaris.

Im proximalen Tubulus werden 60% des Ultrafiltrats resorbiert. Die Resorption fast aller frei
filtrierbaren Stoffe wird zu Beginn des proximalen Tubulus direkt an die des Natriums
gekoppelt. Dabei erfolgt die Resorption vor allem transzelluldr iiber verschiedene Anti- und
Symporter. Das entstehende lumennegative Potential dient als Triebkraft fiir die noch geringe
parazelluldre Resorption von Chlorid. Durch die Resorption all dieser geldsten Stoffe entsteht
ein osmotischer Gradient, der zur Wasserresorption fiihrt. Die Wasserresorption und die geringe
Chloridresorption filhren zum Anstieg der luminalen Chloridkonzentration. Dieser
Konzentrationsgradient dient im folgenden Abschnitt als Triebkraft fiir eine gesteigerte
parazelluldre Chlorid-Diffusion. Spétproximal entsteht dadurch ein lumenpositives trans-
epitheliales Potential, das als Triebkraft fiir die parazellulire Resorption von Na’ und anderen
Tonen wie K*, Ca*" und Mg”" dient. Gleichzeitig werden Na* und CI" weiterhin aktiv mittels
Antiporter resorbiert. Am Ende des proximalen Tubulus sind etwa 60% des filtrierten Na" und
etwa 50% des filtrierten Cl” wieder aufgenommen. In der Henle-Schleife werden Na*, CI', Ca*",
Mg*" und NH4" aktiv und teilweise passiv resorbiert. Ziel ist der Aufbau eines osmotischen
Gradienten zur Konzentrierung des Urins. Es werden bis zu 90% des freien Wassers resorbiert.
Auf die Funktion der Henle-Schleife werde ich weiter unten genauer eingehen.

Im distalen Tubulus ist der transepitheliale chemische Gradient klein. Natriumchlorid wird hier
{iber einen Symporter resorbiert. Die Ca*'- und Mg*"-Resorption erfolgt Parathormon-abhingig
transzelluldr. Ein kurzes Segment im vorderen Bereich des distalen Tubulus am Gefdf3pol
zwischen Vas afferens und efferens gelegen, beherbergt die Zellen der Macula densa. Dieser
juxtaglomerulidre Komplex kontrolliert {iber ein Feedback-System die glomerulére Filtration und

reguliert die Reninsekretion sowie die tubulére Resorption.
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Na*, Ca*, K*, PO,*, SO * .
Aminosauren Mg X
Glukose

Aminosauren
Harnstoff HCO,
H,0

Cl

Harnséaure

Abbildung 1-2

Die Resorptions- und
Sekretionsvorgénge
entlang des Nephrons.

Im Sammelrohr erfolgt die endgiiltige Einstellung des auszuscheidenden Harnvolumens durch
transzelluldre ADH-abhingige H>O-Resorption und Aldosteron-abhingige Natrium-Resorption.
Gleichzeitig wird hier der Urin pH-Wert durch H'-Elimination reguliert.

Die Henle-Schleife

Die Henle-Schleife bezeichnet den Tubulus-Abschnitt zwischen dem proximalen und distalen
Tubulus. Zwei unterschiedlich aufgebaute Henle-Schleifen kommen in der Niere vor. Die
kortikalen Nephrone weisen kurze, die juxtamedulliren Nephrone d.h. im inneren Drittel der
Nierenrinde sich befindende, lange Henle-Schleifen auf. Charakteristisch sind der Haarnadel-
formigen Verlauf dieses Nierensegmentes sowie der wechselnde Durchmesser des Tubulus. Die
Henle-Schleife im absteigenden Ast hat einen kleinen Durchmesser, im aufsteigenden Ast bis
zum Beginn des distalen Tubulus einen deutlich gréferen Durchmesser. Nur bei den
juxtamedulldren Nephronen, d.h. den langen Henle-Schleifen besitzt der erste Abschnitt des
aufsteigende Astes auch einen kleinen Durchmesser und wird auch als thin ascending limb of
henle's Loop (tAL) bezeichnet. Den Bereich mit einem groferen Durchmesser bezeichnet man
als dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife, thick ascending limb of Henle’s Loop (TAL).
Mit Hilfe des Elektronenmikroskops kann man zwei unterschiedliche Zellpopulationen in diesem
Abschnitt differenzieren: die R-Zellen (rough-surfaced) mit einer rauen Oberfliche mit
prominenten Mikrovilli und die S-Zellen (smooth-surfaced) mit glatter Oberfldche. R-Zellen

) ) . . 1
kommen vermehrt in der Rinde, S-Zellen im Nierenmark vor.
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Um die Funktion der Henle-Schleife zu verstehen, muss man sich die parallele Ausrichtung des
absteigenden und aufsteigenden Astes der Henle-Schleife, der Sammelrohre sowie der

absteigenden und aufsteigenden Gefédlle vergegenwartigen.

Glomerulum

proximaler
Tubulus mit
Primarharn

Sammelrohr
Abbildung 1-3
Der Gefalverlauf

) innerhalb eines Nephrons.
Nieren-

gefae In dieser Abbildung ist der
paralelle Verlauf der Gefale
entlang eines  Nephrons
dargestellt. Die Venen sind
blau, die Arterien rot

markiert.

Henle
Schleife

Sekundéarharn

Der absteigende Ast ist hochpermeabel fiir Wasser und weniger permeabel fiir geloste
Substanzen. Die Osmolalitdt der Tubulusfliissigkeit nimmt bis zur Scheitelspitze der Henle-
Schleife von etwa 300 mosm/kg bis auf 1200 mosm/kg zu. 20% des Primérharns wird hier
resorbiert. Die Osmolalitdt des Nierengewebes nimmt also von der Nierenrinde iiber das duflere
Mark zum inneren Mark und den Papillenspitzen hin zu. Der Harn passiert dadurch Zonen
zunehmender Osmolalitit. Dieser intrarenale osmotische Gradient wird durch zwei
Mechanismen ermdglicht: zum einen durch die Resorption von NaCl im dicken aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife und zum anderen durch die Resorption von Harnstoff aus den
medulldren und papilliren Sammelrohren. Der Harnstoff diffundiert aus dem selektiv
permeablen Sammelrohr in den diinnen Ast der Henle-Schleife und zirkuliert tiber den distalen
Tubulus zuriick ins Sammelrohr. Fundamental ist hierbei die parallele Anordnung der
anatomischen Strukturen.

Die im Interstitium entstehende Osmolalitdt von 1200 mosmol/kg dient als Triebkraft fiir die
Wasserresorption aus den Sammelrohren und dadurch der Harnkonzentrierung, der die Niere
hyperosmolal und konzentriert verldsst. Aufgrund der stets gegenldufigen Flussrichtung zweier
benachbarter Bereiche bezeichnet man diesen Mechanismus auch als Gegenstromprinzip
(Abbildung 1-4). Im diinnen und dicken aufsteigenden Ast trifft die hyperosmolale
Tubulusfliissigkeit auf ein fiir Wasser impermeabeles Epithel. Im diinnen Ast werden Cl™-lonen

aktiv aus dem Tubuluslumen transportiert, wihrend Na'-Ionen primér parazelluldr resorbiert
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12,13
werden.

Die Osmolalitdt der Tubulusfliissigkeit nimmt dadurch stetig ab. Da das Blut in den
Vasa recta sehr langsam fliefit, wird der Abtransport des resorbierten NaCl verzogert. Es reichert
sich im Interstitum zwischen den Asten der Henle-Schleife an. Die resultierende hohe
extrazellulire Salzkonzentration fithrt zu einer vermehrten Wasserdiffusion aus dem

absteigenden Ast der Henle-Schleife.

Glomerulum

Rinde
290
Abbildung 1-4
&uReres Das Gegenstromprinzip
glloaork Die Wasserresorption ist durch
o halbrunde Pfeile ge-
Vasa 2 kennzeichnet, die Resorption
recta von NaCl durch geschwungene
Pfeile. Die Prozesse unter ADH-
inneres Sammelrohr Kontrolle sind durch griine Pfeile
Mark markiert. Der linke duRere Pfeil
1200 Harnstoff zeigt die Veranderung der
v Osmolalitdt von der Rinde zum
Henle Schieife inneren Mark in mosmol/kg H2O.

Der dicke aufsteigende Ast der Henle-Schleife hat einen besonders niedrigen transepithelialen
Widerstand (11-34Qcm?). Hier besteht eine hohe parazelluldre Permeabilitdt fiir mono- und
divalente Kationen (Na', K, Ca’’, Mg2+).14 Als Triebkraft fiir diesen passiven parazelluldren
Transport dient das Lumen-positive transepitheliale Potential. Dieses wird durch einen aktiven
NaCl-Transport liber den apikal vorhanden NKCC2-Cotransporter und den Riicktransport von
K" ins Lumen durch den K-Kanal ROMK aufgebaut (Abbildung 1-5)."

Zwischen den Zellen befinden sich die Tight Junctions (TJ). Das sind Protein-Protein-
Verbindungen von benachbarten Zellen. Diese Transmembranproteine gestalten den
parazelluldren Weg. Es konnte beobachtet werden, dass Mutationen in den TJ Proteinen Claudin-
16 und Claudin-19 zu einer familidren Hypomagnesdmie mit Hypercalciurie und
Nephrocalcinose (FHHNC) fithren.'®"’

Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass spezifische TJ Proteine an dem
parazelluldren Riicktransport von divalenten Kationen im dicken aufsteigenden Ast der Henle-

Schleife beteiligt sind. Betrachten wir nun diese Tight Junction Proteine genauer.
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Crom D— ke

Claudin-3
Claudin-10

Claudin-11
Claudin-16
Claudin-19

H,0

Die Tight Junctions

Abbildung 1-5
Transportwege im dicken
aufsteigenden Ast der
Henle-Schleife

Der Ausschnitt vergroRert zwei
Zellen und deren
Interzellularspalt im Bereich des
dicken aufsteigenden Astes der
Henle Schileife. NKCC2:
Natrium, Kalium, 2 Chlorid-
Transporter; ROMK:
Kaliumkanal an der apikalen
Membran; CIC-Kb: Chloridkanal
an der basolateralen Membran.

K* Mgz*
Caz Na*

Die Tight Junctions, im Deutschen auch als Schlussleisten bezeichnet, befinden sich im apikalen

Teil der lateralen Zellmembran in Epithel- oder Endothelzellen.

Tubuluszellen

Parazellulare Weg

apikal

. ~% ) __ Tight Junction
Q” J Proteinkomplex
o 1 ‘;'

Lipidmembran

Tight Junctions

Blutgefalte

A
B

Claudin

Im Elektronenmikroskop konnen Tight Junctions

als Netzwerke

Abbildung 1-6
Struktur der Tight Junctions.

(A) Zu Erkennen ist ein einreihiges
Epithel mit  Blutgefalien. Der
Membranbereich der Tight Junctions
sind  dunkelgrau  markiert.  Der
vergrofRernde Ausschnitt (B) zeigt die
einzelnen Tight Junction
Proteinkomplexe, die die be-
nachbarten Membranen durch-ziehen.
Der letzte vergroRernde Ausschnitt
(C) stellt ein Claudin dar, das in der
Lipidmembran verankert ist, wobei die
beiden extrazellularen Schleifen in
den Interzellularspalt ragen.
[modifiziert nach:
www.nastech.com/img/img_junction_s
tructure.jpg]

sich verzweigender

Einzelstringe beobachtet werden.'® Sie dienen als Kontaktpunkte zweier benachbarter Zellen

und fithren zu einer schwécher oder stirker ausgeprigten Abdichtung des Interzellularspaltes.

Dabei konnen sie als Diffusionsbarriere fiir den Transport von Elektrolyten und Wasser dienen,

aber auch eine Permeabilitit fiir bestimmte Ionen und geloste Stoffe induzieren.”” In der
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Zellmembran beeinflussen sie nicht nur den Zellzwischenraum, sondern fithren auch zum Erhalt

der Zellpolaritit.

Abbildung 1-7
Funktionen der Tight Junction und
freeze-fracture Aufnahme.

(A) Schematische Darstellung zweier
benachbarter durch Tight Junctions
verbundenen Membranen;

(B) Freezefracture Aufnahme mit
netz- und fadenférmigen  Tight
Junction;

(C) vereinfachte Darstellung der
unterschiedlichen  Funktionen von
Tight Junctions. [modifiziert nache]

Die ,Zellpolaritdt’ definiert man in Bezug auf die Oberfliche des Epitheliums oder der
Basalmembran. Der apikale Pol der Zelle ist gegen das dullere, der basalaterale gegen das innere
Milieu gerichtet. Die Seitenflichen grenzen an die Nachbarzellen. AuBlerdem bedeutet
,Zellpolaritdt’ eine fiir jede Zelle charakteristische Verteilung von Enzymen, Zellorganellen im
Zytoplasma und Membranproteinen. Die Tight Junction verhindern die freie Bewegung von
Membrankomponenten zwischen apikaler und basolateraler Zellmembran. Diese Aufgabe wird
auch als Zaunfunktion bezeichnet.

Die Tight Junction ist eine supramolekulare Struktur verschiedener membranstindiger Proteine
sowie deren intrazellluldren Adapterproteine. Die bekanntesten Vertreter dieser Membran-
proteine sind Occludin®®, Junctional adhesion molecules (JAM)ZI, die Familie der Claudine®

und Tricellulin.?®

N Abbildung 1-8
Schematische Darstellung der
Transmembranproteine.

Die sehr a&hnlichen Membranproteine
Occludin  und Claudin  mit zwei

mEGURRETY TUSIEEEy DR | edrazelusren  Schiefen  und
N intrazelludgrem N- und C-Terminus. Und
= :‘:% c > die Junction adhesion Molekiile mit zwei
= Junction extrazelluaren Schleifen, N-Terminus und
Occludin Claudin adhesion einem intrazelludren C-Terminus.
molecule [modifiziert nach®]

Frither wurde angenommen, dass die Tight Junctions ausschlieBlich durch Occludinproteine

gebildet werden.”** Weitere Untersuchungen zeigten jedoch, dass Sertoli- und Endothelzellen
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auch ohne Occludin Tight Junctions bilden konnen.”® Auch Occludin-defiziente embryonale
Stammzellen konnten sich zu polarisierten Epithelien mit unauffilligen TJ entwickeln.” Daraus
lasst sich folgern, dass Occludin zum Aufbau einer Tight Junction nicht unbedingt notwendig ist.
Auch die Variabilitidt der Permeabilititen unterschiedlicher Epithelien konnte nur ungeniigend
mit der Variation eines einzigen Molekiils erklirt werden.”” Neuere Untersuchungen zeigen
vielmehr, dass je nach den Anforderungen des jeweiligen Epithels die Zusammensetzung der

Tight Junctions Proteine variiert."’

Die Familie der Claudine

22
“““ und

Der Name ,Claudin’ entspringt dem lateinischen Verb fiir ,schlieBen — claudere
bezeichnet eine Familie von Tight Junction Proteinen. Mit ihrer Entdeckung begann eine
systematische Charakterisierung der einzelnen Mitglieder. Insgesamt sind bei Warmbliitern
bisher 24 Claudine bekannt. Es handelt sich bei den Claudinen um Membranproteine mit einem
Molekulargewicht zwischen 20 und 27 kDa. Sie weisen vier Transmembrandoménen sowie zwei
extrazelluldre und eine intrazelluldre Schleife auf. Der kiirzere N-Terminus und der lingere C-
Terminus befinden sich im Zytoplasma. Am C-Terminus konnte das PDZ-Bindemotiv
(Postsynaptic density 95/Discs large/Zonulaoccludens-1) identifiziert werden.”® Uber das PDZ-
Bindemotiv koénnen die Claudine an ZO-1**%, den wichtigsten Vertreter der Zonula Occludens
(ZO)-Proteine, binden und so am Aktin-Zytoskelett der Zelle verankert werden."” Uber dieselbe
Bindungsdoméne erfolgt auch eine Bindung an JAM, sowie iiber eine Guanylat-Kinase (GUK)-

3031 Das PDZ-Bindemotiv erlaubt nicht nur Interaktionen mit dem

Domine an Occludin.
Zytoskelett, sondern erhoht auch die Verweildauer der Claudine in der Zellmembran, wie am
Beispiel einer natiirlich vorkommenden humanen Claudin-16 Mutation gezeigt werden konnte.*?
Allen Claudin-Mitgliedern gemein ist ein stark konserviertes Aminoséduremotiv in der ersten
extrazelluldren Schleife ,W-GLW-C-C’. Dieser Code steht fiir die Aminosduren Tryptophan
(W), Glycin (G), Cystein (C) und Leucin (L). Die extrazelluldren Schleifen sind essentielle
Kontaktpunkte fiir die Bildung der Tight Junctions.” Einige Claudine kénnen nicht nur mit
identischen Claudinen der gegeniiberliegenden Zellmembran, also auf homophile Weise, iiber
ihre extrazelluliren Schleifen Kontakte bilden, sondern auch in Form von heterophilen
Verbindungen wie zum Beispiel zwischen Claudin-1 und Claudin-3. Es sind jedoch nicht alle

denkbaren Kombinationen moglich, so gibt es zum Beispiel keine Interaktion von Claudin-

1/Claudin-2.**
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Occludin

Cingulin Aktin

Claudin-1 Abbildung 1-9
Der Interzellularspalt mit den
interagierenden Transmembranproteinen.

---- ol Dargestellt sind die unterschiedlichen Tight
g JAM-1 Junction Proteine im Interzellularspalt. Eine
Interaktion zwischen den Proteinen erfolgt
wahrscheinlich tber ihre Extrazellularschleifen.
Gleichzeitig wird die Verankerung der
Transmembranproteine im Zytoskelett hier
durch ZO-1 und Cingulin verdeutlicht.
Z0-1 X [modifiziert nach:
www.nastech.com/img/img_tight_junction.jpg]

Die Claudin-Zusammensetzung der TJs bestimmt die Permeabilitit des jeweiligen Epithels.”
Einige Claudine sind spezifisch fiir bestimmte Gewebe wie zum Beispiel Claudin-16 fiir den
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife.'® Andere kommen in vielen verschiedenen Geweben vor
und ermdglichen durch ihre Interaktion untereinander die fiir dieses Gewebe spezifische Tight
Junction Struktur.

Die Namensgebung (s.0.) entstand durch die in den ersten Jahren identifizierten Proteine mit
abdichtender Funktion. Zu diesen zéhlt sowohl Claudin-1°°, Claudin-4>" als auch Claudin-5°%. In
den folgenden Jahren zeigte sich jedoch, dass die Modulation der Permeabilitit nicht nur durch
eine verminderte Expression dieser abdichtenden Claudine® moglich ist, sondern auch durch
vermehrte Expression porenbildender Claudine, die den parazelluldren Transport von Anionen
oder Kationen ermoglichen.

Claudin-2 exprimierende hochohmige Hundenieren-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney,
MDCK C7), die endogen keine Claudin-2 Expression aufwiesen, zeigten eine Erhohung der
Permeabilitit der Tight Junctions und eine Erniedrigung des transepithelialen Widerstandes®,
also eine Konversion von einem dichten zu einem durchldssigen Epithel. Untersuchungen
konnten weiter spezifizieren, dass die von Claudin-2 gebildeten parazelluldren Poren selektiv fiir
kleine Kationen sind.*'

Diese Erkenntnisse unterstreichen die wichtige Rolle der Claudine bei der Barriere- und
Kanalfunktion der Tight Junction.”” Fiir Occludin wird derzeit eine regulative Funktion innerhalb
der Tight Junctions angenommen.** Unterschiedlich zeigt sich auch das Expressionsmuster von
Occludin und den Claudinen. Occludin wird in fast allen Geweben exprimiert, die einzelnen

Claudine hingegen treten sehr gewebsspezifisch auf. Wie oben beschrieben, besteht die Niere
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aus Segmenten mit unterschiedlichen Funktionen: Im spiten proximalen Tubulus wird etwa die
Hilfte des filtrierten NaCl parazellulir resorbiert.” In der Henle-Schleife erfolgt die Resorption
etwa eines Fiinftels des filtrierten NaCls. Im distalen Tubulus und dem Sammelrohr entsteht
durch den hormonregulierten aktiven Transport ein hoher transepithelialer lonenkonzentrations-
gradient. Die Rolle der Tight junctions besteht hier darin die Zell-Zell-Kontakte so abzudichten,
dass kein parazelluldrer Transport mehr moglich ist und dadurch der Gradient aufrecht gehalten
werden kann. Diese unterschiedlichen Permeabilititen entlang des Tubulussystems korrelieren

mit der Expression von verschiedenen Claudinen und werden wahrscheinlich durch diese

bestimmt.
Bowman proximaler Henle Schleife distaler Sammel-
h .
Kapsel Tubulus Tubulus ronr Abbildung 1-10
— } T } } i Verteilung der
) ) _ untersuchten Claudine
dunner ab- dunner & dicker entlang des Nephrons

steigender aufsteigender Ast

Im dicken aufsteigenden Ast
der Henle-Schleife konnten
folgende Claudine identifiziert
werden: Claudin-10, -11, -16

Cldn10

Cldn11 und -19. Claudin-16 und -19
Cldn10 Cldn16 kommen dort ubiquitdr vor.
Cldn11 Cldn19 Claudin-10 und -11 konnten
auBerdem im  proximalen
Tubulus nachgewiesen

werden.

Alle Claudine aufler Claudin-6, -9, -13 und -14 wurden im murinen Nierengesamtextrakt durch
eine Northern Blot-Analyse isoliert.* Claudin-1 und -2 in der Bowman Kapsel, Claudin-2, -10
und -11 im proximalen Tublus, Claudin-3, -7, -8 und -16 konnten im distalen nachgewiesen
werden.'**** Claudin-2, -3, -4 und -8 im diinnen aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und
Claudin-3, -10, -11, -16 und -19 im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife sowie Claudin-
1, -3, -4, -8, -10 im Sammelrohr, '%'%!7-3344

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der elektrophysiologischen Charakterisierung der
Claudine des dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife. Dieser Abschnitt der Henle-
Schleife ist besonders wichtig fiir die Resorption von essentiellen Ionen wie Na" und CI’, sowie
Mg*" oder Ca®" und damit nicht nur fiir die Blutdruckkontrolle, sondern insgesamt fiir die
Regulation der Korperfliissigkeiten (Volumen und Zusammensetzung). Im Folgenden werden

die Claudine, die fiir diese Arbeit wichtig sind, genauer dargestellt.
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Die untersuchten Claudine

Claudin-3

Urspriinglich wurde Claudin-3 als ,,rat ventral prostate-1 protein“ (RVP-1) oder als ,,Clostridium
perfringens entertoxin receptor-2* (CPE-R 2) bezeichnet, bis es als Mitglied der Claudin-Familie
erkannt und mit der Nummer drei versechen wurde.*® Claudin-3 wird in vielen Geweben
exprimiert z.B. in der Lunge, der Leber, der Niere und dem Hoden*’ und ist schon wihrend der
menschlichen Entwicklung in einigen Geweben nachweisbar. In der Niere wird es wie oben
erwdhnt im dicken und diinnen aufsteigenden Ast der Henle-Schleife, im distalen Tubulus und
im Sammelrohr exprimiert.**** Claudin-3 weist auch vier Transmembrandoménen auf und kann
kolokalisiert werden mit ZO-1. Stabil transfiziert in MDCK I-Zellen fiihrt es im Gegensatz zu
Claudin-2 oder Claudin-4 zu keiner Verdnderung des transepithelialen Widerstandes.*’

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. Man
unterscheidet zwischen dem dauerhaften Einbau des gewlinschten Gens, hier der genetischen
Information fiir das Claudin-3 Protein, in die DNA der Zellen und dem zeitweiligen Einbringen
des Plasmids in die Wirtszelle. Erstes wird als ,stabil transifziert”, zweites als ,transient
transfiziert™ bezeichnet.

Weitere Untersuchungen zeigten, das Claudin-3 mit Claudin-1, Claudin-2** und Claudin-5
Interaktionen eingehen kann, jedoch nicht mit Claudin-4. Claudine, die mit Claudin-3
interagieren konnten, konnten dies nicht mit Claudin-4. Es konnte gezeigt werden, dass der
Austausch einer Aminosdure in der ersten extrazelluliren Doméne fiir dieses Verhalten
verantwortlich war.* Bisher wird die Expression von Claudin-3 mit verschiedenen Neoplasien in
Verbindung gebracht.”® AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine Minderperfusion der Niere
zu vermehrter Claudin-3 mRNA fithrt.”

In der vorliegenden Arbeit wurden stabil tranzfizierte Zellklone verwendet, die das jeweilige
Claudin stets iiberexprimierten. Claudin-3 wurde nicht stabil transfiziert, da es endogen von der
verwendeten Zelllinie (MDCK C7) exprimiert wird. Es kann davon ausgegangen werden, dass
die transfizierten Claudine nicht nur auf homophile Weise interagieren konnen, sondern auch auf
heterophile Weise mit den endogen exprimierten Claudinen, also auch Claudin-3. Die Claudine
des Hundes weisen zu 95% Homologie zu den humanen Claudinen auf. Eine Interaktion ist

dadurch wahrscheinlich.
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Claudin-10

Claudin-10 konnte in den Tight Junction von Endothelzellen der Vasa recta, Blutgefdlen der
Niere, gemeinsam mit Claudin-15 nachgewiesen werden, sowie in den azindren Zellen exokriner
Driisen wie dem Pankreas, den Speichel- und Tranendriisen und im Diinndarm, dort besonders
im Epithel der Krypten.”' AuBerdem konnte man Claudin-10 im Gehirn®’, der Niere, der Lunge

und dem Uterus nachweisen.

Abbildung 1-11
Claudin-10 Variante 1 und Variante 2.

C ©® | Die hellblau gekennzeichneten Aminoséuren
(AS) sind negativ geladen, die rot
gekennzeichneten positiv. Man erkennt
deutlich, dass diese beiden Varianten sich in
der ersten extrazellularen Schleife
unterschieden. Claudin-10 V.1 (A) besitzt
mehr positiv geladenen AS, Variante 2 (B)
mehr  negativ  geladene. Die  grin
Claudin10 gekennzeichneten AS sind die stark
Variante 2 konservierten Cysteine, die in allen Claudinen
zu finden sind.

Claudin-10
Variante 1

Die Tight Junctions des Diinndarms weisen von den Villi zu den Krypten eine Abnahme in ihrer
Komplexitdt und Anzahl der Stringe auf. Moglicher Weise ist das Epithel der Krypten
permeabler als das der Villi.’> Die genaue Funktion von Claudin-10 in diesem Bereich ist nicht
bekannt. AuBerdem konnte Claudin-10 in der basalen Membran von Epithelzellen des
Epididymis identifiziert werden.”” Zudem wurde Claudin-10 in der Niere im proximalen

52,54 .
" Inai

Tubulus, im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und im Sammelrohr gefunden.
et al. detektierten Claudin-10 zusdtzlich im distalen Tubulus.’' Die letztgenannten
Forschergruppen unterschieden jedoch nicht zwischen den beiden natiirlich vorkommenden
Isoformen des Claudin-10. Es gibt zwei unterschiedliche Spleilvarianten 10 Variante 1 und V.2
(Abbildung 1-11). Diese Varianten entstehen durch alternatives SpleiBlen. Spleilen bezeichnet
einen Schritt der Ribonukleinsidure (RNA)-Prozessierung auf dem Weg zum Protein: aus der pra-
RNA entsteht die reife messenger-RNA (mRNA). Die pra-RNA besteht aus Exons, codierenden
Bereichen und Introns, nicht-codierenden Bereichen. Durch das SpleiBen werden die Introns
entfernt und die angrenzenden Exons miteinander verbunden. Durch alternatives Spleifien, d.h.
Uberspringen eines Exons, entstehen unterschiedliche Spleifvarianten.

Die Claudin-10 Spleiflvarianten weichen in ihrem ersten Exon voneinander ab und kodieren
Proteine (Abbildung 1-12), die sich vom N-Terminus begonnen bis zu den letzten sieben
Aminoséuren der zweiten extrazelluliren Schleife unterscheiden.’® Das erste Exon der zweiten

Variante ist sechs Basenpaare ldnger als das der ersten, das Protein ist also zwei Aminoséuren

langer. Neben dieser Langendifferenz findet man unterschiedlich geladene erste extrazellulédre
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Schleifen. Claudin-10 V.1 weist sieben positiv und zwei (murin) bzw. eine (human) negativ
geladene Aminosdure auf. Dagegen befinden sich im Claudin-10 V.2 vier positiv und fiinf

negativ geladene Aminosduren in der ersten extrazelluldren Schleife (Abbildung 1-11).

Exon 1a 1b 2 3 5

ATG ‘{\f\ﬂ/’r} genomisch Abblldung 1-12

Alternative Splicevarianten

Ao Schematische Darstellung des Claudin-10
- LA B Cldn10V.1 Gens und der alternativen SpleiRvarianten.

“— ﬂ . B==  Cldn10V.1 A57 Sechs Cldn10 messenger-RNAs wurden in
der murinen Niere gefunden, die sich in

= Y W= Cldn10V.1 AP ihrem ersten Exon (alternativer Splicing-
ATG Bereich in Exon 1a ist mit einem Sternchen*
l ﬂ W= (i4n10 V.1 A57AP | markiert) oder durch den Verlust des vierten
A — T Exons unterscheiden. Die genomische

r ﬂ Y W= Cighi0v2 Sequenz ist in Form einer Linie dargestellt;
(\ii/\-— CIA0 V.2 AP Exons: schwarze Rechtecke; ATG:

Startcodon; TAA: Stoppcodon.

Claudin-10 V.2 wird in vielen Geweben, besonders im Gehirn, Niere und Lunge exprimiert,
wohingegen Claudin-10 V.1 nur in der Niere und im Uterus detektiert werden konnte. Innerhalb
der Niere scheint das Expressionsmuster der beiden Isoformen gegensitzlich zu sein: Claudin-10
V.1 vermehrt in den Tubuli der Nierenrinde, 10 V.2 vermehrt in denen des Nierenmarks.
Aufgrund des unterschiedlichen Spleiflens weist Claudin-10 V.1 mehr positiv geladene, Variante
2 mehr negativ geladene Aminoséduren in der ersten extrazelluldren Schleife auf. Diese entgegen
gesetzten Ladeverhdltnisse der extrazelluldren Doménen lassen den Verdacht aufkommen, dass
die beiden Varianten zu unterschiedlichen parazelluldren Permeabilititen fiihren. Van Itallie et
al.>* transfizierten beide Isoformen stabil in Kationen-selektive Hundennieren-Zellen (MDCK II)
und Anionen-selektive Schweinenieren-Zellen (LLC-PK1) und bestétigten diese Hypothese.
Wihrend Claudin-10 V.2, exprimiert in MDCK II-Zellen, zu keinen Verdnderungen des Na'/CI
Permeabilitétsverhiltnisses fiihrte, erniedrigte Claudin-10 V.1 dieses durch eine verminderte
Na'- und eine erhdhte CI'-Leitfihigkeit. Der transepitheliale Widerstand wurde weder durch die
Expression von Claudin-10 V.1, noch durch die der Variante 2 beeinflusst. Im Gegensatz dazu
stehen die Ergebnisse der Transfektion in die Anion-selektive LLC-PK1 Zellen. Hier fiihrte die
Expression von Claudin-10 V.1 und Variante 2 zu einer Verminderung des transepithelialen
Widerstandes. Auch die Permeabilititen fiir Na'- und CI'-Ionen verinderten sich: Claudin-10
V.1 fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der CI'-Leitfahigkeit, Claudin-10 V.2 zu einer
vermehrten Na'-Permeabilitit.>*

Untersuchungen von Punktmutanten der beiden Isoformen unterstiitzen die oben erwéhnte
Hypothese, dass die geladenen Bereiche der ersten extrazelluldren Doméne die Priaferenzen der

Tight Junctions beeinflussen. ,Punktmutation’ bezeichnet eine Mutation, bei der nur eine
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Nukleinbase betroffen ist. Es kann sich dabei um einen Austausch (Substitution), einen Verlust
(Deletion) oder einen Zugewinn einer Base handeln. Tritt eine Substitution ein, wird das
Leseraster nicht verdndert. Aufgrund der Redundanz des genetischen Codes muss es dann nicht
unbedingt zum Ablesen einer anderen Aminosdure kommen. Man unterscheidet drei Arten von
Substitution: ,,nonsense®, , missense’ und ,,silent”. Bei der Letzteren tritt der Fall ein, bei dem
keine andere Aminosdure codiert wird. Bei einer nonsense-Mutation kommt es zu einem
Abbruch der Translation, bei einer ,missense“~-Mutation zum Ablesen einer anderen
Aminoséure.

Kiirzlich konnten im Labor von D. Miiller, Charité Berlin vier weitere Varianten aus der murinen
Niere identifiziert werden (Abbildung 1-12). Diese unterscheiden sich durch alternatives
Spleilen des ersten Exons oder des vierten Exons von den urspriinglichen Varianten, letzteres
filhrt zu einem kompletten Verlust der vierten Transmembranregion. Eine dieser Varianten mit
einer Deletion von 57 Basenpaaren am Ende des ersten Exons (Exon 1a) des Claudin-10 wurde
in der vorliegenden Arbeit ebenfalls transfiziert (Cldn10 V.1A57) und die Klone untersucht. Die

von Van Itallie beschriebenen Ladungen werden durch diese Variante beeinflusst.”

Claudin-11

Claudin-11, frither als Oligodendrozyten spezifisches Protein (OSP) bezeichnet, wurde
urspriinglich im murinen Riickenmark entdeckt.’® Damals konnte eine Ahnlichkeit zum

peripheren Myelin Protein 22 (PMP-22) festgestellt werden.

Abbildung 1-13
cO0® Claudin-11

Die hellblau gekennzeichneten Aminosauren
(AS) sind negativ geladen, die rot
gekennzeichneten positiv. Claudin-11 weist
vier negativ geladene AS und vier positiv
geladene AS in seiner ersten extrazellularen
Schleife auf, die zweite extrazellulare
Schleife zeigt eine positiv geladene AS. Die
grin gekennzeichneten AS sind die stark
konservierten Cysteine, die in allen
Claudinen zu finden sind.

Claudin-11

Beide Proteine weisen vier Transmembranregionen auf und sind im Myelin konzentriert.”’” Mit
der Identifizierung der Familie der Claudine wurde auch das OSP aufgrund seiner Homologien
und der Fihigkeit Tight Junction zu bilden, in diese aufgenommen.’® Zusitzlich wird Claudin-11
im Hoden exprimiert und fiihrt dort zu Tight Junctions zwischen den Sertoli-Zellen.”®* Claudin-
11 scheint eine entscheidende Komponente wéhrend der Entwicklung der Myelinscheiden des

57,59

zentralen Nervensystem und der Hoden inne zu haben. Die von Gow et al. untersuchten
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Claudin-11-defizienten Miuse zeigten neurologische und reproduktive Defizite.”” Der Verlust
der Claudin-11 Expression resultierte im Fehlen der Tight Junction in diesen Geweben. Die
Maiuse zeigten eine verlangsamte neuronale Leitungsgeschwindigkeit und Sterilitét, letzteres
aufgrund abnormer Hodenentwicklung. 2004 konnten Kitajiri und seine Mitarbeiter Claudin-11
auch in den Tight Junction der Basalzellen der Stria vascularis im Innenohr identifizieren.®® Das
Epithel der Stria vascularis besteht aus einem Zellbilayer, Marginal- und Basalzellen mit jeweils
gut entwickelten Tight Junction-Stringen.®’ Die Stria vascularis ermdglicht durch K'-
Verschiebung von der Perilymphe in die Endolymphe den Aufbau eines endocholearen Potential
von +80-90 mV.**® Die Claudin-11-defizienten Miusen zeigten in weiteren Experimenten nicht
nur die neurologischen und reproduktiven Defizite, sondern auch Defizite in ihrem
Horvermdgen. Untersuchungen der Stria vascularis zeigten keine Verdnderungen der
Marginalzellen, jedoch der Basalzellen. Das Fehlen von Claudin-11 fiihrte hier zum Verlust der
Tight Junctions. Interessanter Weise waren die K'-Konzentrationen in der Peri- und Endolymphe
nicht verindert, der Aufbau des Endocochlearen Potentials jedoch nicht mehr méglich.®

In den Sertoli-Zellen, den Oligodendrozyten und den Basalzellen der Stria vascularis konnte nur
Claudin-11 als einziges Claudin identifiziert werden. In der Niere, im dicken aufsteigenden Ast
der Henle-Schleife werden neben dem Claudin-11 wie oben beschrieben noch weitere Claudine
exprimiert.* Auch im Plexus Choroideus konnte neben Claudin-11, auch Claudin-1 und -2 in
den Tight Junctions identifiziert werden.®

Buznikov und Mitarbeiter zeigten, dass Claudin-11 nicht nur mit anderen Claudinen interagieren
kann, sondern auch mit zwei OSP-interacting Proteins (OAP1 und 2) iiber den C-Terminus.*
Die OAP 1-cDNA codiert fiir ein Protein der Tetraspamin Super Familie (TM4SF). Viele
TM4SF-Mitglieder werden in Leukozyten exprimiert und assoziieren mit Integrinen und mit
einer Vielzahl an Signaltransduktionsproteinen.”> Weitere Untersuchungen ergaben, dass
Claudin-11 nicht nur mit OAP-1 interagiert, sondern gemeinsam mit OAP-1 und B1-Integrin
einen Komplex in Oligodendrozyten bilden kann.’* Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe,
dass Claudin-11 auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der Proliferation und Migration der
Oligodendrozyten einnimmt.

Mutationen im Claudin-11 Gen sind bisher noch nicht bekannt. Aufgrund der Lokalisation
konnte es in das Brachmann-de-Lange Syndrom involviert sein.’”®® AuBerdem steht es im
Verdacht als Autoantigen bei der Entwicklung autoimmun bedingter
Demyelinisierungserkrankungen zu dienen wie Multiple Sklerose oder der autoimmunen

Enzephalomyelitis.””%"®
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Claudin-16

Claudin-16, auch Paracellin-1 genannt, wird innerhalb der Niere in den Tight Junctions des

69,70

dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife und im distalen Tubulus exprimiert. Zudem

konnte es auch in Speicheldriisen’' und der Milchdriise’* gefunden werden.

Abbildung 1-14
Claudin-16

Die hellblau gekennzeichneten
Aminosduren (AS) sind negativ
geladen, die rot gekennzeichneten
positiv und die griin gekennzeichneten
sind die stark konservierten Cysteine.
(A) Version mit langem N-Terminus
(73 AS), (B) Version mit kurzem N-
Terminus (3 AS).

Claudin-16

Fiir das humane Claudin-16 konnten zwei mdgliche Startcodons detektiert werden. Es gibt also
moglicherweise im Menschen zwei unterschiedliche Formen. Wie in der Abbildung dargestellt
konnte eine Version mit einem ungewdhnlich langen N-Terminus von 73 Aminosduren
identifiziert werden, sowohl als auch eine kiirze Version mit einem N-Terminus aus 3
Aminosduren. Dieser Unterschied wird durch ein zweites Startcodon ausgelost, welches das
einzige Startcodon anderer Spezies ist. Ungekldrt ist bisher, welche Version des Claudin-16 die
fiir den Menschen relevante ist. Bisherige Veroffentlichungen konnten nur die kurze Version in
den Tight Junction von transfizierten LLC-PK1-Zellen nachweisen.”” Nicht veroffentlichte
Lokalisationsuntersuchungen des Labors fiir Klinische Physiologie, Berlin, zeigen, dass beide
Version in transfizierten MDCK C7-Zellen in den Tight Junction anzutreffen sind. Dafiir dass
sowohl die lange als auch die kurze Version relevant fiir den Menschen ist, spricht die Tatsache,
dass eine Mutation, die die Familiire Hypomagnesdmie mit Hypercalciurie und
Nephrocalcinoses (FHHNC, s.u.) auslost, sich in diesem langen N-Terminus befindet (Position
55). Urspriinglich galt es als sehr wahrscheinlich, dass durch Bildung einer selektiven
parazelluldren Pore Claudin-16 die parazellulidre Resorption von Mg®" und Ca** ermdglicht.’
Expressionsstudien fanden jedoch, wenn iiberhaupt, nur eine sehr geringe Erhohung der Mg’
Permeabilitit”> bzw. Ca*'-Permeabilitit.’® Als Triebkraft dient auch hier der elektrochemische
Gradient.'® Neuere Untersuchungen haben die Expression von Claudin-16 mit einer vermehrten
Na'-Permeabilitit der Tight Junctions in Verbindung gebracht und dadurch auch in

Zusammenhang mit dem Aufbau dieses elektrochemischen Gradienten gesetzt.”” Die Frage, ob
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Claudin-16 nicht nur als Kationen-Pore fiir divalente lonen, sondern auch als notwendige Tight
Junction-Komponente fiir den elektrochemischen Gradienten fungiert, muss noch weiter
untersucht werden.

Mutation im Claudin-16 Gen fithren beim Menschen zu einer selektiven Storung der renalen
Mg**- und Ca*"-Resorption’’; diese ist charakterisiert durch renalen Mg*'- und Ca**-Verlust mit
resultierender Hypomagnesimie, Nierenverkalkung und schlieBlich Nierenversagen.'®%
Mittlerweile sind iiber 40 Mutationen bekannt, die zur autosomal-rezessiven FHHNC
fiihren, 16:3269.77.78
Die meisten befinden sich jeweils in einer der vier Transmembrandoménen oder in der 1. oder 2.
extrazelluliren Schleife. Eine am C-Terminus befindliche Mutation fiihrt zu einem
Funktionsverlust des PDZ-Bindemotivs und ist mit der selbstlimitierenden kindlichen
Hypercalciurie vergesellschaftet. Dieser Verlust der Bindemoglichkeit mit dem ZO-1 fiihrt dazu,
dass die Lokalisation innerhalb der Tight Junction des Claudin-16 nicht mehr aufrechtgehalten
werden kann und sich dieses in den Lysosomen ansammelt.”> Nach Kausalya et al.”” konnen die
Mutationen in zwei grofle Gruppen unterteilt werden: 1) Mutationen, die die intrazelluldre
Lokalisation beeinflussen und zur Retention im Endoplasmatischen Reticulum, Akkumulation
im Golgi-Apparat oder zur Fehlplatzierung in den Lysosomen fiihrten und 2) Mutationen, die
den parazelluldre Transport von divalenten Kationen beeinflussen.

Elektrophysiologische Untersuchungen mit Claudin-16 iiberexprimierenden Schweinenieren-
Zellen (LLC-PK1) und Hundenieren-Zellen (MDCK II) zeigten eine Zunahme der Mg”'-
Permeabilitit dieser Zelllayer””, wobei die Mg*'-Permeabilitit in den MDCK II-Zellen 6mal
niedriger war als in den LLC-PK1-Zellen. Die Na'-Permeabilitit war in den MDCK II-Zellen
nicht verdndert. Im Gegensatz dazu zeigten durch verdnderte mRNA spezifisch erzeugte
Claudin-16 Proteine in transfizierten Zellen keine Veréinderungen der Mg -Permeabilitit.”
Bisher gibt es keine Veroffentlichungen von Untersuchungen an Claudin-16 Knockout-Méusen,
jedoch an Claudin-16 Knockdown-Méusen (KD).”” In dieser Arbeit wurden Claudin-16
defiziente Méusen mittels shRNA (short hairpin RNA) und miRNA (microRNA) hergestellt.
Klinisch présentieren sich die KD Maiuse mit den fiir die FHHNC typischen Symptomen wie
Hypomagnesidmie und Hypercalciurie. Die Claudin-16 Knockdown-Méuse zeigen auBerdem
einen erhdhten Aldosteron-Plasmaspiegel, der zu einer Hochregulation der Na'-Resorption im
Sammelrohr fiihrt, sowie eine arterielle Hypotonie. Der mittlere arterielle Blutdruck steht im
direkten Zusammenhang zu dem extrazelluldren Fliissigkeitsvolumen, das wiederum abhéngig
von der totalen Natriumkonzentration im Korper ist. Schlussfolgernd reflektiert der verminderte

arterielle Mitteldruck wahrscheinlich die Erniedrigung der korporalen Natriumkonzentration und
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des Korpervolumens. Andere sekundidre Komplikationen wie Polyurie, Polydipsie, chronischem
Nierenversagen oder Harntraktsinfektionen, die beim Menschen oft beobachtet werden, kdnnen
in diesem Modell nicht nachgewiesen werden. Die Knockdown-Miuse zeigen dhnlich einiger
FHHNC Patienten ein erhohten 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel, jedoch keinen erhdhten
Parathormon-Spiegel. Elektrophysiologische Untersuchungen zeigten eine Verminderung des
Permeabilititsverhéltnisses Pno/Pci, aber keine Verdnderung der Permeabilitdtsverhdltnisse
Pna/PLi oder Pna/Puyg, deshalb wurde die Hypothese aufgestellt, Claudin-16 fungiere im TAL als

nicht-spezifischer Kationen-Kanal.”

Claudin-19

Das Claudin-19 ist ein weiteres in der Henle-Schleife anzutreffendes Tight Junction Protein. Die
murine Aminosdurensequenz ist zu 95% identisch mit der menschlichen Sequenz. Das murine
Gen Cldnl9 besitzt fiinf Exons und ein groBes Intron zwischen dem 3. und 4. Exon. Eine
Sequenzierung legt nahe, dass auch dieses Claudin vier Transmembrandoménen sowie die

intrazelluldren N- und C-Termini aufweist.

c Abbildung 1-15
oe Claudin-19

Die hellblau gekennzeichneten Aminosauren (AS)
sind negativ geladen, die rot gekennzeichneten
positiv. Claudin-19 weil3t vier negativ geladene AS
und vier positiv geladene AS in seiner ersten
extrazellularen Schleife auf, die zweite extrazellulare
Schleife zeigt eine positiv und drei negativ geladene

N

> N e AS. Die griin gekennzeichneten AS sind die stark
Claudin-19 konservierten Cysteine, die in allen Claudinen zu
finden sind.

Claudin-19 wird im peripheren Nervensystem und in einigen Organen exprimiert.*’ Im
peripheren Nervensystem bildet es in Schwann’schen Zellen Tight Junction dhnliche Strukturen
aus.*® Die hochste Expression wird im Auge und der Niere erreicht. Im Auge des Zebrafisches
tritt Claudin-19 insbesondere im retinalen Pigmentepithel auf'’, in der Niere besonders im
Sammelrohr der Medulla, in der Henle-Schleife sowie im proximalen und distalen Tubulus des
Kortexes.”® Die Arbeitsgruppe um Konrad konnte mittels mRNA-Analyse feststellen, dass
Claudin-16 und -19 Zhnliche Expressionsmuster aufweisen.'” RT-PCR zeigte, dass beide
Claudine in denselben Nephronsegmenten exprimiert werden: im medulldren und kortikalen
dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und mit einer niedriger Expression im Sammelrohr.
Nierensektionen konnten diese Kolokalisationen bestitigen.!” Es liegt nahe, aus dieser
Verteilung und der Tatsache, dass Mutationen zu der FHHNC fiihren, auf eine dhnliche Funktion

zu schlieBen. Vermutet wird eine wichtige Rolle fiir die parazellulire Resorption von Mg”*, Ca**
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und Wasser in den undurchldssigen Segmenten des Nephrons analog derer von Claudin-16.
Claudin-16 und -19 konnen miteinander interagieren. Untersuchungen Claudin-transfizierter
urspriinglich TJ-freier Fibroblasten als auch menschlicher embryonaler Nierenzellen zeigten,
dass Claudin-19 Homomere bilden kann. Fiir Claudin-16 konnte dies nicht beobachtet werden.
Wurden beide Claudine exprimiert, konnten als Zeichen heterophiler Interaktion Strédnge
beobachtet werden. Zusitzlich konnte durch Untersuchungen von Mutationen, die FHHNC
hervorrufen, gezeigt werden, dass nicht nur die Fahigkeit hinsichtlich der Kationenpermeabilitét
verloren ging, sondern auch die Interaktionen nicht mehr moglich waren. Dabei schien die
Mutationslokalisation beziiglich eines Claudins (entweder Claudin-16 oder -19 mutiert mit
einem Wildtyp) nicht relevant. Schlussfolgernd scheinen die Zellen beide Claudinen zu
bendtigen, um einen synergetischen Effekt zu erzielen.®' Blasig et al. berichtete von moglichen
Interaktionen zwischen Claudin-19 und Claudin-5.%

2006 wurden Familien ndher untersucht, deren Symptome nicht von denen der FHHNC-
Patienten unterscheidbar waren, bei denen jedoch keine Mutationen im Claudin-16 Gen
nachgewiesen werden konnte. Zusétzlich zeigten die Betroffenen schwerwiegende Sehstérungen
charakterisiert durch ein Maculacolobom, Myopie und einen horizontalen Nystagmus. Mittels
Positionsklonierung konnten zwei unterschiedliche Mutationen im Claudin-19 Gen identifiziert
werden: in der ersten Transmembrandoméne und der ersten extrazelluldren Schleife. Beide
Mutationen fithren zu einem Austausch einer neutralen mit einer negativ geladenen Aminosaure.
Eine dieser Mutationen fiihrt zum perinuklearen Verbleib des Proteins, wohingegen das
Proteinprodukt des Genes mit der anderen Mutation, trotz der Mutationslokalisation im stark
konservierten ,W-GLW-C-C’ Aminosdurebereich, in die Zellmembran eingebaut wird. Eine
weitere Mutation wurde bei einer tlirkischen Familie entdeckt. Hier ist ein Austausch von Prolin
in der zweiten Transmembrandoméne verantwortlich fiir die Unterbrechung der Alpha-Helix."’
Claudin-19 stabil exprimiert in Hundenieren-Zellen (MDCK II) erh6ht den transepithelialen
Widerstand und vermindert die Permeabilitdt fiir monovalente und divalente Kationen. Fiir
Anionen und Harnstoff wird die Permeabilitit nicht verindert.* Claudin-19 kénnte also als eine
selektive Kationen-Barriere dienen. Dafiir spricht auch die physiologische Rolle innerhalb der
Tight Junctions der Schwann’schen Zellen myelinisierter Nerven des peripheren Nervensystems.
Die Myelinscheiben fithren zu einer elektrischen Abschottung des myeliniserten Axons, indem
sie als Barriere fiir Na'- und K'-Ionen fungieren. Sie ermdglichen dadurch die springende
Erregungsweiterleitung von einem Ranvier’schen Schniirring zum Néchsten. Claudin-19-

defiziente Méuse zeigen ein abnormes Verhalten und eine periphere Neuropathie, die durch
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disorganisierte Tight Junctions in den Schwann’schen Zellen erkliart werden kann, iiber den
renalen Phinotyp ist nichts bekannt.*®

Interessanter Weise iibernimmt im zentralen Nervensystem ein anderes Claudin diese
Barrierefunktion — das oben beschriebene Claudin-11.>" Auch dieses fiihrt in MDCK II-Zellen
iberexprimiert zu einer Zunahme des transepithelialen Widerstandes und zu einer Verminderung
der Kationen-Durchlissigkeit.”

Ein Fehlen von Claudin-19 in den Tight Junctions wurde auch bei einer anderen Erkrankung
auffillig: der polyzystischen Niere. Festgestellt wurde zusétzlich eine stark verminderte
Expression im renalen Zystenepithel.*” Ob hier das Fehlen von Claudin-19 in den Tight Junction
zum Verlust der Barrierefunktion und zur Ausbildung der Zysten beitrdgt, muss noch erforscht

werden.

Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der herausragenden Rolle der Claudine fiir die Ionenresorption im dicken
aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und dadurch fiir die Regulation der Korperfliissigkeiten,
insbesondere der Kontrolle des Blutdruckes, wurden folgende Ziele fiir die vorliegende Arbeit
festgelegt:
1. die elektrophysiologische Charakterisierung der Claudine 10 Variante 1 und Variante
2, 11 und 19 mit besonderem Fokus auf ihre Lokalisation und Barriere- und Kanal-
Funktion im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife.
2. die Untersuchung von Wechselwirkungen und Interaktionen dieser Claudine und ihre

Beziehung zu Claudin-16.
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Materialien und Methoden
Zelllinien

Die originale Zelllinie der MDCK-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney) wurde 1957 von Madin
et al. von einer heterogenen Population von Tubuli aus einem Nierenkortex des Hundes

84.85 B¢ ist eine der am besten untersuchten Zelllinien und dient weit verbreitet als Modell

isoliert.
fiir Nierenepithelzellen.*® Die Zellen sind in der Lage in der Zellkultur einen polarisierten
epithelialen Monolayer zu bilden. Es gibt mehrere Subklone mit jeweils unterschiedlichen
transepithelialen Widerstinden: die MDCK I und II sowie MDCK C7 und C11.** MDCK I
bilden Zellmonolayer mit einem hohen transepithelialen Widerstand, ebenso die MDCK C7-
Zellen (= 5648 Qcm®), die sensitiv auf das antidiuretische Hormon (ADH) reagieren. MDCK II-
sowie MDCK C11-Zellen haben einen niedrigen transepithelialen Widerstand (=330 Qcm?) und
sind nicht sensitiv gegeniiber ADH. Die Na'/K -ATPase-Aktivitit ist in den MDCK I-Zellen
héher als in den MDCK 1I-Zellen.* In den von uns verwendeten MDCK C7-Zellen wurden
folgende Claudine nachgewiesen: Cldn-1, Cldn-3, Cldn-4, Cldn-7, nicht nachgewiesen wurden:
Cldn-2, -5, -10, -12, -17, -19. In den von uns verwendeten MDCK C11-Zellen konnten folgende

Claudine: Cldn-1, -2, -3, -4, -7, -17, jedoch nicht Cldn-5 und Cldn-12 aufgezeigt werden.

Molekulare Methoden

Amplifikation des Gens bzw. RNA-Umschreibung in DNA mittels PCR

Fir die Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus cDNA fiir die Klonierungen wurde eine
Standard PCR im 25 pl oder 50 pul MaBstab durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz bestand aus 2,5 oder
5 ul 10x PCR-Puffer, 0,5 ul ANTP Mix (10 mM), je 2 pul Vorwiérts- und Riickwérts-Primer, 0,5
pul Taq Polymerase oder PFU-Polymerase, x pl ddH,O, sowie Template DNA. Die
Amplifikation im Thermocycler erfolgte iiber 25 bis 35 Zyklen bei einer Denaturierung bei 94°C
fiir 30 s, einem den Primerpaaren entsprechendem Annealing fiir 30 s und einer Elongation bei
72°C fiir 12 min. Zum Abschluss erfolgte ein finaler Syntheseschritt fiir 7 min bei 72°C, danach
wurde die Reaktion auf 4°C gekiihlt.

Aufreinigung von DNA-PCR-Produkten

Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des ,,Nucleo Spin Extract II* (Macherey-Nagel,
Diiren): PCR, Ligations- oder Restriktionsansatz wurde auf 100 pl mit H,O vermischt. Dann

wurden 200 pl Binding Buffer zugeben. Das Gemisch in Filter-Tube (eingehéngt in Collection-
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Tube) geben und fiir 1 min bei 11.000 x g in Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen. Dann wurden 600 pl Wash Buffer auf den Filter gegeben und fiir 1 min bei
11.000 x g, RT =zentrifugiert. Erneut wurde der Durchfluss verworfen. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 2 min bei 11.000 x g, RT. Der Durchfluss wurde verworfen und 50 pul Wasser
(oder Elution Buffer) auf den Filter gegeben. Das Eluat einer letzten Zentrifugation bei 11.000 x
g in RT fiir 1 min enthielt die gereinigte DNA.

Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Verdau mit den Restriktionsenzymen dient der Vorbereitung der Ligation, d.h. der
Vereinigung des Vektors mit dem DNA-Fragment. An ausgewéhlten Schnittstellen setzen die
Restriktionsenzyme an und schneiden dann Basenpaare aus dem Vektor, sowie an den Enden des
DNA-Fragments heraus. Dadurch entsteht ein gedffneter Vektor, dessen Enden mit den
Schnittstellen des DNA-Fragmentes nach dem Schliissel-SchloB-Prinzip aneinanderpassen.
Diese sogenannten Sticky-Ends ermoglichen die gerichtete Insertion des DNA-Fragments in den
Vektor. Der Restriktionsverdau erfolgte nach molekularbiologischer Standardmethode.®

Enzym-, Puffermengen und Reaktionstemperatur wurden nach Angaben des Herstellers (MBI

Fermentas, NEB) gewéhlt.

Ligation des Gens in den Vektor

PCR-Produkte wurden nach Aufreinigung direkt iiber TA-Klonierung mit dem pET-TOPO®
Vektor (Invitrogen, Karlsbad) nach Anweisung des Herstellers ligiert. Typischerweise wurde ein
2:1 ,Insert zu Vektor’-Mengenverhéltnis fiir die Ligation gewéhlt.

Fiir alle anderen Ligationen wurde das DNA-Fragment mit dem Vektor und der T4-Ligase iiber
Nacht bei 15°C im Heizblock inkubiert. Die Ligationskontrolle erfolgte mittels einer

Agarosegelelektrophorese, wobei jeweils der leere Vektor als Negativkontrolle fungierte.

Agarosegel Elektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grof3e.
Durch den Einsatz von Markern, d.h. DNA-Fragmenten bekannter Grofe und Konzentration,
kann so eine Groflen- und Mengenbestimmung vorgenommen werden. Zur Herstellung der Gele
wurde die Agarose in 1 x TAE-Puffer mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in der Mikrowelle
aufgekocht bis die Agarose vollstindig geschmolzen war. Die fliissige Gelmasse wurde in einen
Gelschlitten gegossen und es wurde ein Kamm eingesetzt, um die Taschen fiir die spétere

Probenaufnahme zu bilden. Das Gel wurde fiir ca. 30 min bis zum vollstindigen Erstarren stehen
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gelassen. Der Schlitten wurde in eine Elektrophoresekammer gelegt, die Kammer mit 1 x TAE-
Puffer mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid aufgefiillt und der Kamm aus dem Gel gezogen. Die zu
untersuchenden Proben wurden mit 1/6 Volumen 6fach DNA-Probenpuffer versetzt und
zusammen mit geeigneten Markern in die Geltaschen pipettiert. Es wurde eine Spannung von 60
V angelegt. Das Fortschreiten der Elektrophorese konnte anhand der Wanderung des im

Probenpuffer enthaltenen Bromphenolblau-Farbstoffs optisch verfolgt werden.

Transformation des Konstrukts in kompetente Zellen

Das Konstrukt wurde in kompetente Zellen transformiert. Hierfiir wurde der DHS5a-E. coli- oder
One Shot® TOPI10-E.coli (Invitrogen, Karlsbad) Bakterienstamm verwendet. Diese konnen
durch eine vorausgegangene chemische Behandlung DNA-Molekiile leicht aufnehmen. Die
Bakterienstimme besitzen eine Transformationsrate von ungefihr 10° Transformationen/ug
Plasmid-DNA. Die kompetenten Zellen wurden als 50 ul Aliquots vorsichtig auf Eis
aufgetaucht. Fiir jedes Konstrukt wurden 6 ul des Ligationsansatzes zu der Zellsuspension hinzu
gegeben. Es folgte eine Inkubation von 30 min auf Eis. Durch einen Hitzeschock bei 42°C fiir 30
s wurde die Transformation durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen zur Regeneration fiir 2 min
auf Eis gestellt, bevor 950 ul SOC-Medium hinzugegeben und die Zellsuspension fiir 1 h bei
37°C und 225 rpm horizontal geschiittelt wurden. 100 ul des Ansatzes wurde auf einer
Agarkulturplatte mit 100 mg/ml Ampicillin ausplattiert und tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurden die gewachsenen Kolonien fiir weiteren Untersuchungen in

4 ml LB-Medium iiberimpft und iiber Nacht bei 37°C und 225 rpm geschiittelt.

Plasmid Mini-Priparation

Zur Plasmid-Préparation wurden 1,5 ml der nach der Transformation entstandenen
Ubernachtkulturen in ein EppendorfgefiB iiberfiihrt und bei 5000 rpm fiir 1 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet mit 300 ul Puffer P1 (Miniprep Kit 250,
Qiagen, Hilden) resuspendiert. Nach der Zugabe von 300 ul Puffer P2 und leichtem Schwenken
wurden die Ansitze fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 300 ul Puffer P3
hinzugegeben und nun bei 4°C fiir 15 min inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei
4°C und 14.000 rpm. Danach wurden 800 ul der Uberstéinde in neue Eppendorfgefifle iiberfiihrt
mit 400 ul Isopropanol vermischt und erneut bei 4°C und 14.000 rpm fiir 15 min zentrifugiert.
Danach wurden die Uberstinde verworfen und die Pellets mit 500 ul 70% Ethanol gewaschen.
Nach einer letzten Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm fiir 5 min wurden die Uberstéinde

abgegossen und die Pellets fiir ca. 20 min in der Speed Vac® getrocknet. Danach wurden diese




Materialien und Methoden 36

mit 50 ul H,O resuspendiert. Zur Transformationskontrolle wurden 2,5 ul der Proben mit 0,5 ul

6fach Puffer-Mix vermengt und auf ein Agarosegel aufgetragen.

Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung des transformierten Konstruktes wurde der Sequenzierungs-Kit AmpliTaq®
FS Y4 BigDye Terminator® (Perkin Elmer) verwendet. Es wurde eine Reaktion nach der
Kettenabbruch-Methode von F. Sanger durchgefiihrt.”’ Hierzu wurde der zu sequenzierenden
DNA ein komplementérer Primer zugegeben. Eine sich ebenfalls im Reaktionsansatz befindende
DNA-Polymerase flihrt zur Verldngerung des Primers nach der DNA-Vorlage. Notwendig fiir
diese Elongation sind Desoxynukleotiden (ANTP), die im Ansatz auch enthalten sind. Wichtig
fiir die Methode sind auflerdem fluoreszenzmarkierte Desoxynukleotide (ddNTP). Sie besitzen
an ihrem 3’-Ende keine OH-Gruppe und konnen somit nicht mit einem folgenden Nukleotid
verkniipft werden. Sobald diese wihrend der Elongation eingebaut werden, kommt es zum
Abbruch der Strangsynthese. Das Verhédltnis von dNTPs und ddNTPs bestimmt die
Wahrscheinlichkeit eines Einbaus und damit verbunden Abbruchs. Es entsteht je nach Ansatz ein
Gemisch unterschiedlich langer DNA-Fragmente.
Nach dieser Reaktion werden die Fragmente iiber eine Kapillarelektrophorese aufgeteilt und
folgend von einem Laser anhand ihrer unterschiedlichen Fluorophoren markierten ddNTPs
detektiert. Die gewonnenen Elektropherogramme werden dann durch geeignete
Computerprogramme ausgewertet. Von 2 ul Premix, 2 ul Puffer, 1 ul Primer und 500 ng
Plasmid-DNA aus der Plasmid Préparation wurde eine Sequenzierungs-PCR durchgefiihrt. Die
Ansitze durchliefen im Thermocycler folgendes Programm:

Ix: 96°C 5 min

25x: 96°C 10s

55°C 5

60°C 4 min

Ix: 4°C o
Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die iiberschiissigen nicht eingebauten Nukleotide
durch Aufreinigung entfernt. Hierfiir wurden die Centriflex-Sdulen bei 750 x g fiir 2 min
zentrifugiert, das Eluat verworfen und die Sdule in ein neues Eppendorf-Gefal platziert. Danach
wurde der gesamte Reaktionsansatz (10 ul) auf die Sdule getragen und erneut fiir 2 min bei 750 x
g zentrifugiert. Das Eluat wurde in Sequenzer Vials iibertragen und dann fiir 15 min in der Speed
Vac eingeengt. Zu den verbleibenden 5 ul Probe wurde 20 ul TSR-Puffer hinzupipettiert. Die

Sequenzer Vials wurden mit einem Septum verschlossen, die Probe bei 96°C fiir 3 min




Materialien und Methoden 37

denaturiert und anschlieBend fiir 2 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Auswertung und

Ermittlung der Sequenz mittels Prozessierung in einem ABI 310 Sequencer.

Plasmid Midi-Priparation

100 ml LB-Medium wurden mit 300 ul einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und iiber
Nacht bei 225 rpm und 37° geschiittelt. Die 100 ml wurden auf drei Falcon Tubes verteilt und
dann bei 6.000 x g fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 3,3 ml Puffer P1 pro Tubes (Plasmid Prep 100, Qiagen) resuspendiert. Nun wurden die
drei Falcon-Tubes auf eines zusammengefiihrt und Puffer P2 (10 ml) dazugegeben. Dieser
Ansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur und erneute 10 min nach Zugabe von 10 ml Puffer P3
inkubiert. Danach folgte die Filtration der Suspension durch Filter-Spritzen. Das Filtrat wurde
mit 2,5 ml ER-Puffer versetzt und 30 min auf Eis inkubiert.

Wihrend dessen wurde die im Kit enthaltene Séule (Qiagen-tip) mit 10 ml QBT equilibriert und
dann die nun klare Losung auf die Sdule geben und folgend zweimal mit 30 ml QC-Ldsung
gewaschen. Nun konnte die DNA mit 15 ml QN-Losung von der Sdule in ein Greiner-Tube
iberfiithrt werden. Dann wurde 10,5 ml Isopropanol hinzugegeben und das Greiner Tube bei 4°C
und 15.000 x g 30 min zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde nun mit 5 ml endotoxinfreiem
Ethanol gemischt und erneut bei 15.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet ca. 60 min bei Luft getrocknet. Zur Resuspenion wurden

400 ul TE-Puffer oder H,O dazugeben.

Quantifizierung der DNA

Die Quantifizierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Wilmington, Delaware USA). Dieses Gerdt kann
Nucleotidsduren von 1,5 ng/ul bis zu 3700 ng/ul detektieren, in dem es die Absorption der
Probelosung bei einer Wellenlédnge 220-750 nm misst und die Konzentration berechnet. Man
benotigt ein Probevolumen von 2 ul. Die Berechnung der 260/280 und 260/230 Ratios erfolgte

automatisch.

Glycerolstocks

Die Glycerolstocks dienen der ldngeren Aufbewahrung der Bakterienkulturen bei -80°C. Um der
Gefahr einer Schadigung der Bakterienzellen durch Eiskristalle entgegenzuwirken, wurde dem

Medium Gycerol hinzugefiigt. 850 pl der urspriinglichen Ubernachtkultur wurden in Cryo-
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Rohrchen pipettiert und mit 150 pl Gycerol versetzt. Es folgte das Schockgefrieren im fliissigen
Stickstoff und die Lagerung bei -80°C.

Membran-Protein-Extraktion aus eukaryontischen Zellkulturen

Zur Zelllyse wurden die konfluent bewachsenen kleinen Zellkulturflaschen (25 cm?) vorerst mit
PBS gewaschen, um auch Rest des Nahrmediums zu eliminieren. Danach wurden sie fiir kurze
Zeit mit 750 ul Lysepuffer pro kleine Falsche inkubiert. Mit Hilfe eines cell-scrapers wurden die
Zellen von dem Flaschenboden abgeschabt. Die gewonnene Zellsuspension wurde in ein
Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt und je 10-20 x durch Kaniilen mit 0,5 mm Durchmesser und
anschlieBend durch Kaniilen von Insulinspritzen mit 0,45 mm Durchmesser gezogen. Dadurch
kann die Proteinausbeute erhoht werden. Zur Trennung der Proteine von den {ibrigen
Zellbestandteilen folgte eine Zentrifugation von 5 min bei 200 x g bei Raumtemperatur. Der
Uberstand wurde in ein safe-look EppendorfgefiB iiberfithrt und dann bei 43000 x g, 4°C fiir 30
min zentrifugiert. Im resultierenden Uberstand befand sich die geldste Fraktion. Das Pellet
wurde mit 50-100 ul eiskaltem Lysepuffer resuspendiert und bildete die Fraktion der

membranstindigen Proteine. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

Proteinquantifizierung

Zur Proteinquantifizierung wurden Mikrotiterplatten verwendet. 10 ul je Probe wurden nach
spezifischen Schema aufgetragen ggf. verdiinnt mit Lysepuffer. Zur Kontrolle diente eine
Standardreihe von BSA-Lo6sungen mit den Konzentrationen 0 mg BSA/ml, 0,2 mg BSA/ml, 0,8
mg BSA/ml und 1,2 mg BSA/ml und 10 ul Lysepuffer. Sowohl fiir die Kontrollen als auch fiir
die Proben wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Zu den Proben bzw. den Kontrollen
wurde je 190 ul BCA Protein Assay-Losung pipettiert (BCA Protein Assay-Kit, Pierce). Die
Mikrotiterplatte wurde dann fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde
durch die Messung der Extinktion bei 562 nm mit dem Tecan Spectra Mikrotiterplatten-
Photometer der Proteingehalt der Proben bestimmt. Durch die lineare Regression der Standard
BSA-Konzentrationen wurde eine Eichgerade ermittelt, mit derer Hilfe die Konzentrationen der

Proben feststellt werden konnte.

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese, auch SDS-PAGE genannt, ermdglicht ein
Auftrennen von Proteinen in Abhingigkeit von ihrer MolekiilgroBe. Im denaturierten Zustand

durchwandern negativ geladene Proteine das Polyacrylgel in einem elektrischen Feld vom
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negativen zum positivem Pol. Sie wandern umso schneller, je kleiner ihre MolekiilgroBe ist, je
grofBer die angelegte Spannung und je niederprozentiger das jeweilige Gel. Das Maschennetz des
Gels fungiert dabei als Wanderungswiderstand. Fiir Occludin mit einem Molekulargewicht von
ca. 64 kDa wurde ein 8,5-prozentiges Polyacrylgel vorbereitet, wohingegen fiir alle Claudine
(Molekulargewicht ca. 22-26 kDA) ein 12,5-prozentiges Gel gegossen wurde.

Fiir das GieB3en des Gels wurden zwei Glasscheiben, durch einen 1,5 mm dicken Abstandhalter
voneinander getrennt, in einer BioRad-Apparatur befestigt. Vorerst wurde das Trenngel in die
Gelkammern gegossen und mit 1 ml absolutem Alkohol beschichtet. Dieser ermoglichte eine
gerade, luftblasenfreie Oberkante. Nach der Polymerisation des Gels wurde der Alkohol
abgegossen und Reste mit Filterpapier entfernt. Nun wurde das Sammelgel aufgeschichtet. Ein
eingesteckter Kamm fungierte als Platzhalter fiir die spéteren Geltaschen. Das Gel mit den
Glasscheiben wurde nun in eine Elektrodenhalterung eingespannt und diese in
Elektrophoresekammern eingesetzt. Die Kammern wurden mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt
und der Kamm im Sammelgel entfernt. Mit einer Kaniile wurden die Taschen mit
Elektrophoresepuffer ausgespiilt, um ggf. Reste des Sammelgels zu entfernen. Die im
Elektorphoresepuffer enthaltene Sodiumdodecylphosphat-Losung (SDS) gewéhrleistete durch
Komplexbildung die Fixierung der Proteine in ihrem denaturierten Zustand. Aulerdem sicherte
dieses negative geladene Detergenz vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften und
verhinderte Wechselwirkungen zwischen den Proteinen.

Die Proben mussten wie folgt vorbereitet werden: fiir jede Spur wurde ein Volumenanteil der
Probe, der 10 ug Protein entsprach mit 3 ul 5 x Laemmli-Puffer gemischt, ggf. wurde die Probe
mit Membranlysepuffer auf ein Volumen von 15 ul aufgefiillt. Zur Erleichterung der Arbeiten
enthélt der Laemmli-Puffer den Farbstoff Bromphenolblau. Zur Denaturierung der Proben und
Inhibition von ggf. vorhandenen Proteasen wurde das Probengemisch bei 95°C fiir 5 min
inkubiert. Die Geltaschen wurden mit den Proben und einem Marker (SDS Marker) gefiillt. Das
Gel stellte eine Briicke zwischen den fliissigkeitsgefiillten Kammern dar. Durch Anlegen von
Spannungspolen in den beiden Kammern befand sich das Gel nun in einem elektrischen Feld.
Aufgrund der negativen Ladung wanderten die Proteine zur positiv geladenen Anode. Das
elektrische Feld von 100 V wurde beibehalten bis die Proben zum unteren Rand der Gelkammer

gelaufen waren, sichtbar anhand der Bromphenolblau Féarbung.

Elektrotransfer

Die Proteine waren nun entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt. Zur spezifischen

Proteinanfarbung konnen nun Antikdrper verwendet werden. Da die Proteine im Gel jedoch fiir
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weitere Untersuchungen zu instabil vorlagen und das Gel auflerdem fiir weitere Behandlungen zu
wenig widerstandsfahig war, wurden die Proteine auf eine reiflfeste Nylonmembran iibertragen
und dort fixiert. Dies geschah mit Hilfe eines elektrischen Feldes. Die Nylonmembran (Poly
Screen PCDF) wurde entsprechend der GroB3e des Gels zugeschnitten und fiir 5 min in absoluten
Alkohol gelegt. Zusitzlich wurden Schwamme und Filterpapiere benétigt, die gemeinsam mit
den Membranen in Transferpuffer fiir ungefdhr 10 min dquilibriert wurden. Wéhrend dessen
konnte das Polyacrylamidgel aus der Elektrophorese-Apparatur herausgeholt, das Sammelgel
entfernt und das Gel ebenfalls in Transferpuffer geschwenkt werden.

Zur Ermdglichung des Transfers der Proteine von dem Gel auf die Membran wurden die
Bausteine in folgender Reihenfolge in den ,,Sandwich-Halter* eingebaut: Schwamm, Filter, Gel,
Membran, Filter, Schwamm. Danach wurde dieses ,,Sandwich® mit einem Magnetriihrer und
einem Kiihlakku in die passende Transfer-Apparatur geklemmt und mit Transferpuffer
aufgefiillt. Der Transferpuffer enthielt Methanol, das die Losung der Proteine aus dem Gel
bewirkte. AuBerdem gewihrleistete er dhnlich wie der Elektrophoresepuffer, dass die Proteine
denaturiert und negativ geladen vorlagen. Bei einer Spannung von 100 Volt wanderten die

negativ geladenen Proteine nun zur positiv geladenen Nylonmembran und wurden dort fixiert.

Immundetektion

Zur spezifischen Proteinanfirbung mit Antikdrpern (AK) wurde das Verfahren der
Immundetektion verwendet. Genutzt wurden spezifische polyklonale Antikorper gegen das
jeweilig zu findende Protein. Mit einem sekunddren Enzym-konjugierten Antikorper, der gegen
den Fc-Teil des ersten, Protein-spezifischen Antikdrpers (Maus oder Kaninchen) gerichtet war,
konnte das Protein detektiert werden. Die Membran wurde nach dem Elektrotransfer kurz in
PBS/Tween gespiilt und dann fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer Kiivette mit BSA-
Blockierungslosung geschwenkt. Dadurch konnten unspezifische Antikoérperbindungen an der
hoch-proteinaffinen Nitrozellulosemembran vermindert werden. Danach wurde die Membran
tiber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikorper in PBS/Tween/5%BSA/0,2%NaAzid auf einer
Wiege inkubiert. Der primére Antikorper wurde 1:1000 verdiinnt. Gegen humane Claudine
wurden polyklonale Kaninchen-AK (1:1000-1:10000), gegen Flag oder HA monoklonale Maus-
AK (1:1000 -1:10000) verwendet.

Nach erneuten 10 miniitigen Spiilvorgdngen zweimal in PBS/Tween und einmal in TBS/Tween
zur Entfernung der unspezifischen AK-Bindungen wurde die Membran mit dem sekundéren

Antikorper (anti-Kaninchen, anti-Maus) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt.
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Danach wurden die drei Waschschritte wiederholt und die Membran in einer extra Kiivette fiir 5
min in einer 4 ml Lumi-Light-Lésung im Dunkeln inkubiert.

AnschlieBend erfolgte die Detektion mit Hilfe des Luminiszenz-Detektor (LAS 1000). Hierfiir
wurde die Membran zwischen zwei Transparentfolien gelegt. Die CCD-Kamera registriert die
Chemoluminiszenz, die durch die enzymatische Reaktion der in der Lumi-Light-Losung

enthaltenen Substrate mit dem sekundiren AK entsteht.

mRNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers WAK CHEMIE-Medical. Das
Zellmedium wurde abgeschiittet und die Zellen mit PBS gewaschen. In jede kleine
Zellkulturflasche wurde 1,5 ml RNAzol B (enthdlt Phenol und Guanidinthiocyanat)
hinzugegeben und die Zellen mit einem Zellscraper abgeldst. Das Homogenisat wurde in 2
Eppendorf-Tubes iiberfiihrt und jeweils mit 75 ul Chloroform (CHCl;) versetz. Das Gemisch
wurde gevortext und dann zur Denaturierung der Proteine fiir 5 min bei 4°C inkubiert. Zur
Trennung der verschiedenen Phasen folgte ein Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g fiir 15 min
bei 4 °C. Es entstanden 2 Phasen mit Interphase. Die untere, blaue Phase enthielt die DNA und
Proteine. In der wéssrigen Oberphase war die RNA lokalisiert. Die Oberphase wurde dann in ein
neues Eppendorf Tube iiberfiihrt und 1 Volumen Isopropanol zugegeben. Die RNA wurde 30
min bei 4 °C prazipitiert und fiir 15 min bei 4 °C und 12.000 x g zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde ein gelb-weiBliches Pellet am Boden des Tubes sichtbar. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 79% Ethanol mittels einer Zentrifugation bei 12.000 x
g, 4°C fiir 10 min gewaschen. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipetiert und das Pellet in der
speed vac fiir 5 min getrocknet. Danach wurde das Pellet in 50 ul H,O resuspendiert und fiir 5

min in 65°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
Zellkulturtechniken

Anzucht und Pflege

Die Zellen wurden in kleinen oder grofen Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO;-Zufuhr
gehalten. Einmal wdchentlich wurden die Zellen umgesetzt. Dazu wurde das Nidhrmedium
abgegossen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden sie fiir 5 min in
Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert (grofle 6 ml, kleine Flasche 2 ml). Diese kurze Inkubation mit
Trypsin/EDTA sollte das vollstindige Ablosen der abgestorbenen bzw. sterbenden Zellen

bewirken. Nach Entfernung dieser ersten Zellsuspension wurde erneut Tryspin/EDTA (grofie 3
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ml, kleine Flasche 1 ml) auf die Zellen gegeben. Die Flaschen wurden nun bei 37°C bis zur
vollstdndigen Losung der Zellen vom Flaschengrund inkubiert ggf. wurden die Zellen durch
leichten Klopfen vom Flaschenboden gelost. Nach der Verdiinnung des Trypsin/EDTA-
Zellsuspension mit Ndhrmedium im Verhéltnis 1:10 wurde 1,5 ml der Zellsuspension in mit 7 ml
Néahrmedium vorgelegte kleine Flaschen iiberfiihrt. Grofe Flaschen wurden mit 15 ml
Néhrmedium vorbereitet und erhielten 4 ml der Zellsuspension.

Am néchsten Tag wurde das Ndahrmedium ausgewechselt. Fiitterung erfolgte jeden zweiten Tag

mit jeweils 15 ml fiir groBe, 7 ml Nahrmedium fiir kleine Flaschen.

Zellzahlung

Fiir die Transfektion wurden die Zellen auf Schalen ausgesdt. Um eine gleichmiBige Zellmenge
zu erhalten, wurde vor der Aussaat der Zellen eine Zellzdhlung vorgenommen. Hierbei wurde
ein Aliqout der Zellsuspenison mittels einer Neubauer-Zéhlkammer unter dem Lichtmikroskop
ausgezédhlt. Nach der Zihlung der Zellen in vier Eckquadraten wurde die Zellzahl mittels

folgender Formel berechnet: (Zellzahl in allen vier Eckquadraten) x 2,5 x 10° = Zellzahl /ml

Stabile Transfektion des Konstrukts

Die stabile Transfektion bezeichnet eine Methode zum Erhalt von Klonen, die das Konstrukt in
ihr Genom stabil integriert haben. Am Tag 1 wurden dafiir je 20.000 Zellen in 3-4 mit 8§ ml
Medium vorgelegte Kulturschalen ausgesét, davon 2-3 Schalen fiir die Transfektion, eine als
Kontrolle. Am Tag 2 wurde die eigentliche Transfektion durchgefiihrt. Hierfiir wurden zwei
Ansdtze vorbereitet, Ansatz A mit 800 wl serumfreien Medium und 54 ul Lipofectamin.
Lipofectamin ist ein stark lipides Reagenz, das mit der zu transfizierenden DNA einen Komplex
bildet. Ansatz B bestand aus 900 ul serumfreien Medium, 90 ul Plus Reagenz und 9 pug zu
transfizierender DNA. Nach 15 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur der beiden Ansétze,
wurden diese vereinigt und erneut 15 min inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die am Tag 1
ausgesiten Zellen mit PBS gewaschen und mit 2,5 ml serumfreiem Medium versehen. Pro
Kulturschale wurden 645 ul des Mixes aus A und B pipettiert und diese bei 37°C fiir 4 Stunden
inkubiert. Danach wurde das Medium vorsichtig entfernt und 10 ml Medium pro Schale
hinzugegeben. Die Transfektion war erfolgt. Am Tag 4 wurden die Zellen mittels
EDTA/Tryspinlosung von einer Schale auf zwei Schalen umgesetzt. Fiir die Klone wurden pro
Schale 2,5 ml der Zelllsuspension iiberfiihrt, fiir die Kontrolle nur 1,5 ml (10 ml Medium
vorgelegt).
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Am Tag 5 begann zur Selektion der positiven Klone die Antibiotikabehandlung. Das Medium
wurde durch ein entweder nur G418-haltiges (600 ug/ml) oder bei den Kotransfektionen durch
ein zusitzlich Hygromycin-haltiges Medium ausgetauscht. Wenn beide Antibiotika verwendet
wurden, wurde aufgrund der Potenzierung der Wirkung eine Konzentration von 500 ug/ml G418
und 25 ug/ml Hygromycin verwendet. Nach Absterben der Kontrollzellen nach ca. 1-2 Wochen

wurden zur weiteren Selektion der Positivklone die restlichen Zellinseln vereinzeln.

Selektion der Klone

Unter dem Lichtmikroskop wurden nicht ineinander gewachsene Zellinseln aufgesucht und auf
der Kulturschale markiert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Ein Glaszylinder
wurde kurz in Fett gedriickt und dann mit einer Pinzette auf die zu pickende Insel gestellt und
leicht angedriickt. Das Fett dient der Abdichtung des Zylinderinneren gegeniiber der Umgebung.
Pro Zylinder wurden 50 ul Trypsinldsung hinzu gegeben und bei 37°C inkubiert, bis sich die
Zellen gelost hatten. 100 ul Antibiotika-haltiges Medium aus vorgelegten 1 ml Medium/Well 24-
Wellplatten wurden in den Zylinder auf die geldsten Zellen gegeben. Die Zellen gut
aufgeschwemmt und dann in das Well iiberfiihrt. Zur weiteren Aufzucht wurden die Wellplatten
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nachdem die Zellen in den 24-Wellplatten konfluent
gewachsen waren, wurden sie zuerst auf 12er, dann 6er Wellplatten und schlielich in kleine

Zellkulturflaschen tiberfiihrt.

Tranfektionkontrolle

Zur Transfektionskontrolle wurden Westernblotting, mRNA-Nachweis und immunhisto-

chemische Medthoden verwendet.

Elektrophysiologische Methoden

Widerstandsmessungen

Als MDCK C7-Kontrollzellen wurden nur Zellfilter mit Widerstinden iiber 800 Qcm’
verwendet. Untersuchungen ergaben, dass Zellen mit niedrigeren Widerstédnden ihre spezifischen
Permeabilitidten verloren. Die Widerstinde der Zellen wurden sowohl im Handmessgerit als

auch in den Ussingkammern gemessen. Die Messungen erfolgten an den Tagen 5 und 6 nach der

Aussaat auf Zellfilter.
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Dilutions- und biionische Potentialmessungen an der Ussing-Kammer

Einleitung
Der Transport durch einen Zelllayer/Epithel ist auf zwei Arten moglich: transzelluldr oder

parazelluldr. Transzelluldr konnen Substanzen auf verschiedenen Wegen transportiert werden.
Zum einen aktiv iiber Kandle oder Transporter an der apikalen und dann an der basolateralen
Membran, zum anderen iiber Endozytose an der apikalen und Exozytose an der basolateralen
Membran. Letzterer sei nur erwdhnt und wird folgend nicht weiter beachtet. Es handelt sich
dabei um einen elektroneutralen Transport.

Parazelluldr gelangen Substanzen passiv durch den Interzellularspalt zwischen den Zellen von

einer Seite auf die andere. Dabei passieren sie die Tight Junctions.

Transzellulare Weg Parazellulare Weg

Abbildung 2-1
Die Transportformen durch
einen Zelllayer.

Dargestellt ist der Transport
| durch eine Zelle als
transzelluldrer Weg gekenn-
zeichnet, sowie der Transport
zwischen zwei Zellen hindurch
auch als parazellularer Weg
bezeichnet. [modifiziert nachs]

\j

Zur Unterscheidung dieser beiden Transportformen — trans- und parazelluldr — entwickelte Hans
Ussing, ein dénischer Physiologe in den frithen 50iger Jahren des 20. Jahrhunderts die nach ihm
benannten Ussingkammern. Hierbei handelt es sich um einen Versuchsaufbau, der experimentell
die Abgrenzung des aktiven Ionentransportes vom passiven erlaubt.

Folgende Uberlegungen sind fiir das Verstindnis der Ussingkammer notwendig: Der passive
Transport erfolgt als Substratfluss entlang eines Konzentrationsgradienten, eines elektrischen
Gradienten und/oder eines (hydrostatischen) Druckgradienten. Wenn man alle Gradienten fiir
den passiven Transport ausschaltet, kann der danach verbleibende messbare Transport nur
aktiver Natur sein. Hierfir wird das zu untersuchende Epithel zwischen zwei
Poylacrylkammerhélften eingespannt, so dass es eine Trennwand innerhalb der Kammer bildet.
Es entstehen also zwei Kompartimente, getrennt durch eine Membran — das Epithel. Durch
Zugabe identischer Volumina derselben Badlosung auf beiden Seiten des Epithels wird der
hydrostatische Druckgradient ausgeschaltet und gleichzeitig der Konzentrationsgradient
eliminiert. Nun konnen passive lonenbewegungen nur noch entlang des verbliebenen

elektrischen Gradienten erfolgen. Doch auch dieser kann beseitig werden.
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Durch aktiven Transport geladener Molekiile wie Na" oder Cl entsteht eine transepitheliale
Potentialdifferenz (Epi.qp), d.h. die Differenz zwischen dem basolateralen und apikalen Potential.
Die Netto-Bewegung von Kationen in die eine Richtung bewirkt entweder den passiven
Mittransport von Anionen in die gleiche Richtung und/oder von Kationen in die Gegenrichtung.
Die Potentialdifferenz hat somit auch den passiven Transport anderer Ionen zur Folge. Mit Hilfe
eines Riickkopplungssystems der Ussingkammer ist es moglich diese Potentialdifferenz zu
eliminieren. Hierzu wird das transepitheliale Potential kontinuierlich gemessen. Ist das Potential
ungleich Null, wird ein kompensatorischer Strom appliziert, bis das Transmembranpotential den
Wert Null erreicht. Unter diesen Bedingungen hat der applizierte Strom die gleiche Amplitude
wie der vom Epithel generierte Strom, aber mit umgekehrtem Vorzeichen und wird als
Kurzschlussstrom  (,short-circuit-current’) bezeichnet. Die Hohe des zu amplifizierten
Kurzschlussstromes ist somit ein direktes MaB fiir den aktiven lonentransport des untersuchten
Epithels.

Dieses Experiment wurde erstmals 1951 von Ussing an Froschhautepitehlien durchgefiihrt und
gilt als die klassische Verwendung der Ussingkammern. Mittlerweile sind verschiedene
Modifikationen der Ussingkammer-Experimente publiziert worden.

Man kann an der Ussingkammer auch einen anderen Messmodus, den des ,open-circuit current’
schaffen. Unter physiologischen Bedingungen stellt sich iiber das Epithel spontan eine
charakteristische Potentialdifferenz ein, die nun nicht ausgeglichen, sondern nur gemessen wird.
Der transepitheliale elektrische Gradient bleibt also erhalten.

Eine in einem bestimmten zeitlichen Intervall erfolgende epithelferne Applikation eines
geeigneten Strompulses fiihrt zur Anderung der transepithelialen Potentialdifferenz Epjap. Dies

ermoglicht die Berechnung des epithelialen Widerstandes (R) mit Hilfe des Ohmschen Gesetzes:
E

R — bl-ap
1
Die Leitfahigkeit (G) entspricht dem reziproken Wert des Widerstandes:
G-t
R

Mit Hilfe der Formeln kdnnen Widerstdinde und Leitfdhigkeiten berechnet und registriert

werden. Die ,open-circuit current’-Messmethode wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Messanordnung
Der Aufbau der Ussingkammer entspricht im Prinzip der 1951 von Ussing und Zerahn

beschriebenen 4-Elektroden-Messanordnung, ist aber gegeniiber dem klassischen Modell ver-

kleinert und mit Vorrichtungen zur Minimierung von Randschidden versehen. Zwei Kammer-
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hilften aus gefrdstem Acrylglas werden durch einen zentral eingespannten Filter mit einem
Zelllayer vollstindig voneinander getrennt.”’ Nun kann nur noch durch den intakten Zelllayer ein
Stoff- und Fliissigkeitstransport erfolgen. Elektrische Strome konnen sich ebenfalls nur durch
das Epithel ausbreiten. Jede Kammerhilfte enthilt einen Hohlraum von 0,5 ml Volumen, in dem
die zirkulierende Badlosung nach medial hin einen offenen Kontakt zum Epithel hat. Zugeleitet
und abgeleitet wird die Badldsung iiber je 2 Offnungen, die in Verbindung mit den oberhalb
gelegenen Losungsreservoiren stehen. In jeder der beiden Kammern befinden sich zwei
Elektroden, wobei ein Paar der Registrierung der transepithelialen Potentialdifferenz dient,
wihrend tliber das andere Elektrodenpaar die Strompulse zur Messung des transepithelialen
Widerstands vollzogen werden. Die spannungsmessenden Elektroden sind epithelnah lokalisiert
(1-2 mm vom Epithel entfernt), um Spannungsabfille in der zwischen Epithel und
Elektrodenspitze befindlichen Fliissigkeit moglichst gering zu halten. Zum besseren Verstdndnis

dient die Abbildung 2-.

Badlosung Wassermantel

AN

Begasung

|

LI

- Abbildung 2-2

Der Ussingkammer-Versuchsaufbau mit
im Container befindlichen Epithelfilter,
Wérmeaustauscher und Begasung.

SOTO

Der untere Teil der Konstruktion bildet die
Ussingkammer, den Container, hier mit
JJ eingespanntem Epithel, das die Kammer in

\l_ =)
zwei Kompartimente trennt. Diese stehen mit
einem Rohrensystem in Verbindung, das
zum einem durch einen Wassermantel
\Ei/ﬁ erwarmt werden kann und zum anderen

durch Begasung eine Zirkulation der
| — Badlésung erlaubt.
Epithel [modifiziert nachs]

Ussing-Kammer

Die eigentlichen Spannungselektroden sind Kalomelelektroden, die {iiber Agarbriicken
(bestehend aus einem Kunststoff-Schlauch gefiillt mit 3 g/dl Agar-Agar in 18 g/l NaCl) mit der
Badlosung der Ussingkammer in Kontakt stehen. Auch der Strom wird iiber NaCl-Agarbriicken

in die beiden Kammerhilften geleitet.
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) Spannungs- Abbildung 2-3
M. ﬁ /' ) "fess”"g Detailabbildung des Containers der
\ ‘ — Ussingkammer und

\f M

Messanordnung.

Ausgleich des elektrischen Gradienten
am Beispiel des aktiven Na'-
Transports. Durch elektrogenen Na'-
~_ Transport entsteht ein elektrischer
) Gradient, der Uber die Spannungs-

regelbare 1. Jstrom- elektroden detektiert wird. Der Aus-

Stromquelle 4 T messung gleich  dieser  Spannungsdifferenz
- erfolgt durch die Stromelektroden
Imodifiziert nach®l

Die Registrierung des transepithelialen Potentials erfolgte alle 10 s wéhrend des gesamten
Experiments. Die Steuerung dieser Funktionen erfolgt iiber einen Computer mit Mess-
programmen. Die Potentialmessung erfolgt {iber ein Voltmeter. Zur Bestimmung der Wider-
stinde wurde ein Strompuls von 10 uA alle 0,3 s amplifiziert.

Zum stabilen Einspannen der Kammern befindet sich seitlich jeder Kammer ein eingefréster
Konus. Mittels eines Stativs ist somit eine exakte axiale Positionierung der Konstruktion erlaubt.
Hierzu werden alle Teile zwischen zwei Gewindestangen festgeschraubt. Abdichtringe aus
Gummi zwischen den Kammerhélften und dem Filter fiihren zu der vollstindigen Abdichtung
der Konstruktion.

Oberhalb der Kammer befinden sich zwei doppelwandige, zylinderformige Losungsreservoire,
die mit der Kammer iiber je zwei flexible Silikonschliuche verbunden sind. In diesen
Losungsreservoiren befindet sich ein Grofteil der Badlosung und wird dort begast und erwérmt.
Die Badlosung wird durch eine Gaszufuhr (ca. 5 ml/min) kontinuierlich in Zirkulation gehalten.
Verwendet wurde entsprechend des Experimentes entweder 100% O, fiir Messungen der
divalenten Potentiale oder Carbogen, ein Gasgemisch aus 95% O, und 5% CO, fiir monovalente
Potentialmessungen. AuBlerdem dient die Begasung der Sauerstoffzufuhr des Zelllayers und bei
Losungen mit Bicarbonatpuffer der Aufrechterhaltung des pH-Wertes der Badlosung. Die
Erwédrmung der Badlosung erfolgt iiber ein externes Wasserbad. Mit Hilfe einer Pumpe wird ein
Kreislauf von 37°C warmen Wasser aufrechterhalten, der die Badlosung durch Zirkulation

innerhalb der beiden Wénde des Losungsreservoirs auf einer konstanten Temperatur hélt.

Versuchsdurchfiithrung
Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde die Potenzialdifferenz (Eyi.ap) iiber zwei epithelnah

angebrachte Elektroden alle 10 s aufgezeichnet und der Widerstand und die Leitfdhigkeit
berechnet. Die Losungsreservoire wurden mit jeweils 10 ml pro Seite Badlosung gefiillt. Je nach

Versuch wurde nach Aquilibrierung der Zellen in den Kammern apikal oder basolateral des
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Zelllayers 5 ml Badlosung (Lsg. A oder bei divalenten Potentialmessungen Lsg. K; siche
Anhang) durch die entsprechende Ionenldsung (Lsg. B bis J) ausgetauscht. Nach Erreichen eines
konstanten Potentials erfolgte die Riickfiihrung des Potentials durch erneuten Austausch von 5
ml Losung auf der jeweils anderen Seite. Dadurch wurde ein Konzentrationsausgleich erzielt und

das Potential erreichte wieder seinen Ausgangswert.

Berechnungen

Zur Auswertung der gewonnen Daten wurden folgende Berechnungen vorgenommen. Die
gemessene Potentialdifferenz Eyi,, ist die Differenz zwischen dem Potential der basolateralen

(po1) und der apikalen (¢.p) Membranseite:

E bl-ap = Pt —Pgp
Existiert fiir eine bestimmte Ionensorte ein Konzentrationsgradient iiber der Membran, dann wird
es eine Tendenz dieser lonensorte geben, zum Ort der niedrigeren Konzentration zu wandern.
Diese Wanderung fiihrt zu einer Verdnderung des Transmembranpotentials, dass schlielich eine
weitere Abwanderung des Ions verhindert, da das entstandene elektrische Feld als riicktreibende
Kraft dem Konzentrationsgradienten entgegen gestellt ist und diesen als Triebkraft authebt.

Diesen Gleichgewichtszustand kann man mit der Nernst-Gleichung beschreiben:

Eop-v=¢, -, =Exln%

F [x ]bl
T:310K
R: allgemeine Gaskonstante = 8,31451 J mol™’ K
z: Wertigkeit des Ions
F: Faraday-Konstante = 9,64853 * 10* C mol

Eyi-ap 15t das Gleichgewichtspotential des Ions X. Die Nernst-Gleichung beriicksichtigt nur eine
Ionensorte. Biologische Membranen sind aber fiir mehrere Ionen durchléssig. Jedes Ion hat sein
eigenes Gleichgewichtspotential, das fiir die jeweilige Ionensorte bei gegebenem
Konzentrationsverhdltnis durch die spezifische Permeabilitit der Membran entsteht. Es ist
nachvollziehbar, dass das sich einstellende Gesamtpotential einen Wert aufweist, der zwischen
den einzelnen Ionen-Gleichgewichtspotentialen liegt. Zur Berechnung der Dilutions- bzw.
biionischen Potentiale diente deshalb die Goldman-Gleichung von D.E. Goldmann, A.L.
Hodgkin und B. Katz erarbeitet.”

Pro’|Na*|uw + Per [ CL

PNa+[Na+]bl + Pcz’[Cl_ ]up

Ebl—ap=SX10g
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Zur Vereinfachung vereint die Variable s sowohl die Temperatur, Gas- und Faraday-Konstante
als auch den Umrechnungsfaktor vom natiirlichen in den dekadischen Logarithmus zum Term:
. RxT x2,303
F
Aufgelost nach dem Permeabilitétsverhiltnis, erhalten wir folgende Gleichung:

PNa+

Pcr”
PNu+

Pcr

Ebl—ap=s><10g

Na |+ [CT o

Pra’ [cz-]bz—lof[cr]ap

P 105 [Na s [N

Zur Berechnung der biionischen monovalenten Potentiale wurde die Goldmangleichung wie

folgt ergénzt:

Pra'[Na* |o + Per[CT |+ P x] |

Ebi-ap = s xlog PNa+[Na+}bl + Pcz’[Cl_]ap + Px[x]hl

Losen wir nun diese nach dem Permeabilitatsverhéltnis Py /P auf, erhalten wir nachstehende

Gleichung:

PNu+
P+ _ Pcrr

- E
Pe 105 x[x]ur =[]

Na |+ [CT ] 10'?(”‘” e} 1 o)

Pci

Die einzelnen Permeabilititen wurden im Verhéltnis zur Chloridpermeabilitit berechnet. Da sich
der Chloridgradient bei der Versuchdurchfiihrung verdndert und dadurch Einfluss auf das
Membranpotential nimmt.

Zur Berechnung der Permeabilititen der divalenten Ionen muss man sich die Herleitung der
Goldmann-Gleichung vergegenwirtigen. Es werden nun nicht mehr nur einwertige, sondern
auch zweiwertige lonen betrachtet. Die Wertigkeit wird mit der Variablen z dargestellt und ist
auch schon in der Nernstgleichung enthalten. Betrachtet man die Flussdichte ¢ einer lonensorte,
so stellt man fest, dass diese von seiner Permeabilitidt P, Konzentration ¢, dem transepithelialen

Potential Ey..psowie seiner Wertigkeit z abhéngt.
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[1, —[cl

p=Pxzxu———"—

Die Variable u dient der mathematischen Abkiirzung und steht fiir das reduzierte transepitheliale
Potential.

FxE

bl-ap

RxT

Zur Vereinfachung wird zudem folgende Abkiirzung eingefiihrt:
[C]blezu - [C]ap
e” -1

In einem System in Ruhezustand herrscht ein konstantes transepitheliales Potential. Es flief3t

A=7xuU

kein elektrischer Strom, da dieser zu einer Verdnderung des transepithelialen Potentials fithren

wirde.

Zhy + ZyaPna + ZoiPey =0

Setzt man nun die Flussdichten der einzelnen Ionen in die obere Gleichung ein, erhdlt man
folgende Gleichung:

0 =2, x(Py x Ax) + Zyg x (Pya xApa) + Zg; x (P x Agy)
Nun kann die Wertigkeit (z; fiir die divalenten Kationen z = 2, fiir Na z = 1 und fiir Cl z = -1)
eingesetzt und die Gleichung nach dem Permeabilitdtsverhiltnis Py/P¢; aufgeldst werden. Daraus
ergibt sich folgende Gleichung:

P,
P Ay, X2y = X A X 2
X _ Cl

P AMg X Zpg

Die relative Permeabilitit P,/Pc; kann somit nur ermittelt werden, wenn auch das

Permeabilitétsverhiltnis Pxa/Pci z.B. aus Dilutionspotentialmessungen bekannt ist.

Immunhistochemie und konfokale Lasermikroskopie

Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen ermdglichen die spezifische Darstellung von Strukturen durch
Verwendung von Antikorpern. In der vorliegenden Arbeit erfolgten immunhistochemische
Féarbungen mit Antikorpern gegen Tight Junction-Proteine zur Klarung der Lokalisation dieser
Proteine und zur Transfektionskontrolle. In MDCK C7-Zellen wird Occludin endogen exprimiert

und ist in den Tight Junction lokalisiert. Deshalb diente es bei allen Farbungen als Referenz fiir
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die Tight Junction. Als zweiter primérer Antikorper diente jeweils das zu untersuchende Claudin
oder ein bei der Transfektion eingebauter Marker (HA oder Flag). AuBerdem erfolgte stets eine
Kernfiarbung mit DAPL
Fiir die Detektion der primdren Antikdrper wurden sekunddre anti-Kaninchen- oder anti-Maus-
Antikorper genutzt, je nach primdrem Antikorper. DAPI (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-
dihydrochlorid) ist ein Fluoreszenzfarbstoff und bindet an zellulire DNA. DAPI hat sein
Absorptionsmaximum bei A=340 nm, kann aber gut mit 405 nm angeregt werden. Es entstehen
dabei stark fluoreszierende Zellkerne, wihrend eine zytoplasmatische Fluoreszenz allenfalls als
schwacher unspezifischer Hintergrund in Erscheinung tritt. Die Farbungen wurden wie folgt
durchgefiihrt:

Entfernen des Mediums

2 x Waschen in PBS

Fixierung mittels 4% PFA (20 min) (bei Farbungen von Klonen mit YFP/GFP-getaggten

Claudinen) oder mit Methanol bei -20°C (10 min)

2 x Waschen in PBS

Permeabilisieren durch 0.5% Triton-X in PBS fiir 10 min

2 x Waschen in PBS

Blockieren durch 0,5% BSA-Blockierungslosung 60 min (5% Ziegenserum)

1. Antikorper-Maus fiir 60 min bei Raumtemperatur:

Occludin 1:100 verdiinnt in Blockierungslosung

2 x Waschen in Blockierungslosung

1. Antikorper-Kaninchen iiber Nacht bei 4°C:

Claudine 1:100 verdiinnt in Blockierungslésung

2 x Waschen in Blockierungslosung

2. Antikorper-Maus/Kaninchen fiir 45 min bei Raumtemperatur im Dunkeln

1:500 verdiinnt in Blockierungsldsung

2 x Waschen in Blockierungslosung

Kernfarbung mit DAPI fiir 10 min im Dunkeln.

Spiilen in Aqua bidest.

Spiilen in Ethanol (dieser Schritt wurde bei Fiarbungen von Klonen mit YFP/GFP-

getaggten Claudinen iibersprungen)

Eindecken mit Mountfluor
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Konfokale Laserscanningmikroskopie

Die konfokale Laserscanningmikroskopie ist eine Weiterentwicklung der konventionellen
Lichtmikroskopie. Entwickelt wurde das Prinzip von Petran in den Fiinfziger Jahren. Sie
zeichnet sich aus durch die Moglichkeit optische Schnitte mit definiertem Abstand durch ein
Priparat zu setzen. Mit diesen Serienschnitten, auch Stack genannt, sind dreidimensionale
Rekonstruktionen méglich.

Betrachtet man im herkdmmlichen Lichtmikroskop z.B. ein besonders dickes Préparat, so muss
man feststellen, dass die eigentlich im Fokus liegende Information von unscharfen Informationen
aus anderen Ebenen — unterhalb oder oberhalb der Fokusebende — iiberlagert ist. Die konfokale
Lichtmikroskopie ermoéglicht durch ihren speziellen Aufbau, nur Informationen iiber die im
Fokus stehenden Priparatbereiche zu verwenden.

Die konfokale Lokalisation der Tight junction-Proteine erfolgte mit einem Zeiss LSM 510
META Mikroskop. Zur Anregung dienten drei Laser der Wellenldngen 405 nm, 488 nm und 543
nm. Die Emission wurde mit einem Bandpassfilter der Wellenldngenbereiche 420-480 nm fiir
DAPI, 505-550 nm fiir den Ziege Anti-Maus-Antikdrper sowie mit einem Nebenfarbteiler zur
Erfassung der Wellenlidngen iiber 545 nm fiir den Ziege Anti-Kaninchen-Antikorper detektiert.

Statistik

Die statistische Auswertung der Daten und die Erstellung der Diagramme erfolgte mit dem
Programm Excel. Alle Daten wurden als unabhéngige Mehrfachbestimmungen erhoben (n =
Anzahl). Bei den elektrophysiologischen Messungen erfolgte die Darstellung der ermittelten
Werte als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes ("standard error of the mean"; SEM). Zu
Gunsten einer besseren Lesbarkeit wurde nur die Anzahl der Messungen in die
Abbildungsbezeichnung im Ergebnisteil aufgenommen. Die Mittelwerte und Standardfehler
jeder Abbildung sind zur besseren Ubersicht in Tabellen im Anhang aufgefiihrt.

Zur Signifikanztestung wurde bei zwei zu vergleichenden Gruppen der Student’s t-Test
(ungepaart, zweiseitig) durchgefiihrt. Beim Vergleich verschiedener Gruppen gegen dieselbe
Kontrollgruppe wurde die Bonferroni post-hoc-Korrektur angewendet. Die Nullhypothese wurde

auf einem Signifikanzniveau von 5 % abgelehnt (p < 0,05).

In den Abbildungen bedeuten: ,*’ = p < 0,05 und ,**’ =p <0,01.
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Ergebnisse
Vorbemerkungen

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden stabile Zellklone hergestellt, die eines der
folgenden murinen (m) oder humanen (h) Claudine iiberexprimierten: mClaudin-10 Variante 1
und 2, die mClaudin-10 V.1 Spleivariante A57 und die AP Mutanten dieser drei Varianten,
hClaudin-10 Variante 1 und V.2, hClaudin-11, hClaudin-16 sowie hClaudin-19 Variante 1 und
V.2. Die Transfektionskontrolle erfolgte mittels Westernblot, immunhistochemischen Féarbungen
und RNA-Nachweis. Die Zellklone, bei denen die transfizierten Claudine in der Tight Junction
nachgewiesen werden konnten, wurden auf ihre elektrophysiologische Funktion hin untersucht.
Dabei wurden neben Versuchen in der Ussingkammer auch immunhistochemische Farbungen

zur Klirung ihrer Lokalisation und Kolokalisation angefertigt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit galt das Interesse den Wechselwirkungen zwischen den Claudinen.
Dafiir wurden die im ersten Teil stabil transfizierten Klone in Kokultur auf Filtern kultiviert und
folgend ihr elektrophysiologisches Verhalten analysiert. Die gleichmaBige Verteilung der Klone

auf dem Filter wurde durch immunhistochemische Farbungen bestétigt.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurden stabile Zellklone hergestellt, die jeweils zwei Claudine
iberexprimierten. Dadurch sollten Zellen entstehen, die eine dhnliche Komposition an Claudinen
aufweisen wie die Tubuluszellen des dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife. Da unsere
Basiszelllinie, die MDCK C7-Zellen, endogen Claudin-3 exprimierten, entstanden Zellklone, die
sowohl Claudin-3 als auch Claudin-16 und -10 V.1 bzw. Claudin-16 und -10 V.2 exprimierten.
Die Transfektionskontrolle erfolgte mittels Westernblot, immunhistochemischen Féarbungen und
RNA-Nachweis. Im Folgenden wurde die Funktion dieser Zellen in nachstehender Weise

elektrophysiologisch charrakterisiert.

Zur elektrophysiologischen Untersuchung wurden Dilutions- und biionische Potentiale im
Ussingkammer-Versuchsaufbau gemessen und die Permeabilititen fiir die jeweiligen Ionen
berechnet. Die Darstellung der Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen erfolgt zur
besseren Ubersicht in den oben schon skizzierten Abschnitten: die einzelnen Claudine, die
Kokulturen und die Kotransfektionen. Diese Abschnitte konnen in drei Bereiche unterteilt
werden: (i) die transepithelialen Widerstinde der transfizierten MDCK C7-Zellen, (ii) die
Dilutionspotentiale, (iii) die biionischen Potentiale monovalenter und divalenter Kationen. Zur

besseren Lesbarkeit der Ergebnisse und des Textes werden Balkendiagramme zur Darstellung
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genutzt. Im Anhang befinden sich in analoger Anordnung Tabellen mit den jeweiligen

Mittelwerten, Anzahl der Messungen und Standardfehlern.

Die Zellklone der einzelnen Claudine

Wie im Methodenteil beschrieben wurde die DNA-Sequenz der jeweiligen Claudine aus
menschlicher cDNA isoliert, mittels Blau-Weil3-Selektion kloniert, in den Transfektionsvektor
umkloniert und dieser in MDCK C7-Zellen stabil transfiziert. Fiir die Claudine 10 V.1 und
Variante 2 diente eine humane Genpool-cDNA als Matrize, fiir Claudin-19 V.1 eine cDNA aus
der menschlichen Niere, fir Claudin-19 V.2 aus dem menschlichen Auge. Die Claudin-11-
Klone, GFP- und FLAG-getagged sowie die Claudin-16-Klone, HA- und FLAG-getagged
wurden mir von PD Dr. Dorothee Giinzel und PD Dr. Salah Amasheh, Institut fiir Klinische
Physiologie, Berlin, freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt.

Westernblot-Analysen, immunhistochemische Farbungen und mRNA-Extraktion bestétigten die
gelungenen Transfektionen. Untersuchungen zur Lokalisation in der Zelle wurden mittels
immunhistochemischen Féarbungen vorgenommen. Alle Claudine konnten in den Tight Junctions

und kolokalisiert mit Occludin nachgewiesen werden.

B

A
o .

Occludin

Abbildung 3-1
Immunhisto-
chemische
Féarbungen der
Claudin Klone.
A: Claudin-11

B: Claudin-16

C: Claudin-19 V.1
D: Claudin-19 V.2

Merge
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human murin

r N~ Y

Claudin-10 V.1 Claudin-10V.2  Claudin-10 V.1  Cldn-10 V.1d57 Claudin-10 V.2

o . . . . .
OCCIUdin. . . . -

Abbildung
3-2
Immunhisto-
chemische
Féarbungen
der Claudin-
10 Klone.
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Merge BNl

Cldn-10 V.1 dP  Cldn-10 V.1 d57 dP  Cldn-10 V.2 dP

o . . .

o . . .
Abbildung 3-3
Immunhisto-chemische

Merge Férbungen der Claudin-10
Klone mit Deletion des
PDZ-Bindungsmotivs (dP).

A B C
Abbildung 3-4
Die fluoreszierenden
Claudine.
A: Claudin-16 (YFP)
B: Claudin-11 (GFP)
C: Claudin-10 V.2 (YFP)
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MDCK C7-Kontrollzellen

Widerstand

Die MDCK C7-Zellen sind hochohmige Zellen (= 2000 Qcm?®). Wie Abbildung 0-3 zeigt
bewegten sich ihre Widerstinde in einem Bereich zwischen 1500 und 2600 Qcm®. Bei dem
verwendeten Leervektor handelt es sich um einen pcDNA3.1-Vektor mit HA-Tagg. Da jedoch
einige der Zellklone auch GFP- oder YFP-getagged sind, wurde analog dazu eine GFP-YFP-
Kontrolle hergestellt. Beide dienten als Kontrollzellen. In allen folgenden Diagrammen werden

die Mittelwerte mit Fehlerindikator (Standardfehler) dargestellt.

Widerstande

3000

2500

'I' *x
2000 Xt
1500
1000
500
0

Permeabilitatsverhaltnis

Qcm?

1,5

N 1
o
2
o
0,5
0
Permeabilitiaten
WPermeabilitat Na W Permeabilitat Cl
1,2
Abbildung 3-5
1 Widersténde, Na*/Cl
w 08 ] Permeabilitétsverhéltnis
E sowie die absoluten
. Permeabilitaten fiir

Natrium und Chlorid der
MDCK C7-Kontrollzellen.

Anzahl der Messungen:
C7-WT n=2, K9 n=67, GFP-
Kn= 34

Kontrolle Kontrolle

K9 GFP/YFP

Dilutionspotential
Mit Hilfe der Dilutionspotentiale konnte das Verhalten des Zelllayers gegeniiber den beiden

wichtigsten Tonen fiir den transepithelialen Strom, Natrium (Na") und Chlorid (CI), erfasst
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werden. Folgend wurde wie im Methodenteil dargestellt das Permeabilititsverhéltnis Pna/Pcy
sowie die absoluten Permeabilititen Px, und Pcy berechnet. Die K9 Kontrollzellen zeigten ein
marginal erhohtes Permeabilititsverhéltnis gegeniiber den Wildtyp Zellen (C7-WT), sowie den
GFP-/YFP-transfizierten Zellen. Betrachtet man die absoluten Permeabilititen in der Abbildung
3-5 wird deutlich, dass hier jedoch nur geringe Unterschiede auftraten. Die Wildtyp-Zellen
wiesen im  Vergleich zu den  Leervektor-Kontrollzellen  gleichméBig  erhohte
Einzelpermeabilititen auf. Aufgrund der geringen Anzahl der Messungen konnten jedoch keine

statistischen Tests angewendet werden. Hier sind weitere Versuche durchzufiihren.

Biionische monovalente und divalente Potentiale
Die monovalenten biionische Potentiale wurden fiir folgende einwertige lonen durchgefiihrt:

Lithium (Li"), Natrium (Na"), Kalium (K"), Rubidium (Rb") und Caesium (Cs"). Wie im
Methodenteil beschrieben wurden die einzelnen Permeabilititen mit Hilfe der Goldman-
Hodgkin-Gleichung berechnet. Aufgrund der Stabilitit der Chloridpermeabilitit wurden alle
Kationen-Permeabilitdten auf diesen Wert bezogen.

Durch eine Reihung der Permeabilititen erhdlt man das Permeabilitidtsvermodgen fiir die oben
genannten lonen. Die K9 Kontrollzellen waren fiir Kaliumionen durchlédssiger als fiir
Rubidiumionen, fiir Rubidiumionen durchlissiger als fiir Caesium- und Natriumionen und am
wenigsten durchléssig fiir Lithiumionen (K> Rb > Cs = Na > Li). Betrachtet man Abbildung 3-4
féllt eine unterschiedliche Préiferenz der Zelllayer auf. Aufgrund der geringen Versuchsanzahl
kann keine Aussage iiber die Gewichtung vorgenommen werden. Wahrscheinlich entstehen die
Abweichungen durch unterschiedliche Widerstinde einzelner Filter. Fiir die Leervektor-
transfizierten Zellklone konnte wie oben erwédhnt die Sequenz K> Rb > Cs = Na > Li festgelegt
werden.

Zur Untersuchung des Verhaltens unserer Kontrollzellen und der unterschiedlichen Klone
gegeniiber divalenten Ionen, wurden ebenfalls biionische Potentialmessungen durchgefiihrt,
jedoch mit zweiwertigen lonen. Wie im Methodenteil ausfiihrlich beschrieben, wurde zur
Berechnung der Permeabilititen divalenter Kationen das gemessene Dilutionspotential bendotigt.
Deshalb erfolgte zuerst eine Dilutionspotential-Messung und nach Stabilisation des
transepithelialen Potentials, die Messung des Potentials fiir divalente lonen. Als divalente Ionen
wurden Magnesium (Mg*"), Calcium (Ca®"), Strontium (Sr*") und Barium (Ba®") gewihlt. Die
MDCK C7-Kontrollzellen, K9 und GFP-K, zeichneten sich durch folgende

Permeabilititssequenz aus: Magnesium besser als Calcium, Calcium besser als Strontium und
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Strontium besser als Barium. Die Bariumpermeabilitét schwankte bei den K9 Zellklonen sehr, so
dass eine Einordnung nicht moglich war.

Permeabilitatsverhaltnis

W PLI/PCI mPNa/PC| MPK/PC| MPRb/PC| MPCs/PCI
1,4

1,2 1

Px/Pa
o o
> -

0,2 1

PMg/PC| M PCa/PC| MPSr/PC| MPBa/PCI Abbildung 3-6
13 Permeabilitdtsverhéltnisse Py/Pc
1,25 der MDCK C7-Kontrollzellen fiir
divalente und monovalente lonen.

1,2

Anzahl der Messungen fur Lithium: K9
n=22, C7-WT n=2; Kalium: K9 n=25,
C7-WT n=2; Rubidium: K9 n=21, C7-
WT n=2; Caesium: K9 n=21, C7-WT
n=2; Magnesium: K9 n=15, GFP-K
n=9; Calcium: K9 n=11, GFP-K n=9;
Strontium: K9 n=14, GFP-K n=6;

C7-WT Kontrolle Kontrolle Barium: K9 n=10’ GFP-K n=7
K9 GFP/YFP

1,15 +—

Px/PCI

11 4—

Claudin-10

Widerstand
Vorerst wurden die murinen und humanen Claudin-10 Varianten untersucht. Exprimierten die

MDCK C7-Zellen murines Claudin-10 Variante 1 kam es zu einer signifikanten Erhohung
(p<0,05) des transepithelialen Widerstandes, wobei die Expression der zweiten Variante zu einer
signifikanten Erniedrigung (p<0,01) des Widerstandes fiihrte. Wie in Abbildung 3- ersichtlich
handelte es sich um eine Erniedrigung auf ein Zehntel des Kontrollwertes. Diese
Widerstandsverminderung konnte bei den murinen als auch bei den humanen Klonen
nachgewiesen werden. Interessanter Weise zeigten die humanen Claudin-10 V.1-Klone einen
erniedrigten Widerstand (p<0,01) im Vergleich zu den Kontrollzellen und den murinen Klonen
dieses Claudins (Abbildung 3-). Zu Beachten sind die unterschiedlichen Widerstinde der YFP-
und FLAG-getaggten humanen Claudin-10 V.2-Klone. Die Anwesenheit des YFP-Elements am
N-Terminus des Claudins fiihrte zu einer wesentlich schwécheren Widerstandserniedrigung.

Folgend wurden verschiedene murine Claudin-10 Varianten untersucht. Neben den vollstdndigen
Proteinen interessierten besonders die in Mausen und Menschen vorkommenden Proteine der

Splice- und Mutationsvarianten.




Ergebnisse 59
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Permeabilititen Permeabilitétsverhéaltnis
c mPormeabilitat Na m Parmeabilitst ¢! Pna/Pc;, sowie absolute
* = Permeabilitéten der
murinen Claudin-10-Klone
und deren
Deletionsmutanten.
E Anzahl der Messungen: (A) K9
2 n= 157, #2 n=11; #22 n=15;
#26 n= 31; #30 n=39; #23
n=16; #47 n=27; #48 n=40;
#29 n=16. (B,C) K9 n=67; #2
| n=4; #22 n=6; #26 n=15; #30
Kontrolle n=15; #23 n=3; #47 n=11; #48
K9 cldn;g;.‘l cldn;g;l clc:’r;’;%v; n=23; #29 n=4.

Hierbei untersuchten wir unter anderem eine Claudin-10 Variante mit Deletion von 57
Basenpaaren im Exon 1B, d.h. innerhalb des ersten extrazelluldren Loops (A57). Die Abbildung
3-7 zeigt deutlich die verminderten Widerstinde des Claudin-10 V.1 A57-Klons, im Vergleich zu
dem Claudin-10 V.1-Klon und den Kontrollzellen. Interessanter Weise zeigten die kiinstlich
erzeugten Mutanten mit einem PDZ-Bindemotivs (AP), das keine Affinitit mehr zur PDZ-
Bindungsdoméne des ZO-1 aufweist, ebenfalls einen herabgesetzten Widerstand. Jedoch kam es
nur bei den Claudin-10 V.1-Klon im Vergleich zu dem Claudin-10 V.1 AP-Klon zu einem
signifikanten Unterschied (#2: 2186 = 849 Qem?; #23: 719 = 394 Qem?, p<0,01). Die Mutation
des Bindungsmotivs (gerahmter Balken in Abbildung 3-7) fiihrte bei den Claudin-10 V.1 A57-
Klonen zu keiner erneut signifikanten Verminderung des Widerstandes. Der Verlust des PDZ-

Bindemotivs des Claudin-10 V.2 hingegen fiihrte zu einem signifikanten Anstieg (p<0,01) des
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Widerstandes gegeniiber den Claudin-10 V.2-Klonen. Gegeniiber den Kontrollzellen zeigte sich
weiterhin eine Widerstanderniedrigung (Abbildung 3-7).

A Widerstiande
3000
2500
2000
E 1500 A
(+] -
1000 4 = - T
N = W
B Permeabilititsverhaltnis
7
. T
&4
i -
)
2
1 - Abbildung 3-8
o Widersténde,
(o] Permeabilititen Permeab/I/ta'tsverhaItn/s
WPermeabilitat Na W Permeabilitat Cl PNa/PC/, sowie absolute

Permeabilitaten fiir
Natrium und Chlorid der
humane Claudin-10-
Klone.

Anzahl der Messungen: (A)
K9 n=157; #21 n=54; #23
n=45; #1 n=109; #4 n=42;
YFP n=13; GFP-K n=34.
(B,C) K9 n=67; #21 n=33;
i #23 n=26; #1 n=60; #4

Kontrolle #1 #a YFP Kontrolle n=21 ; YFP n=4;GFP_K
K9 Cldn10v1 | Cldn10v1 | Cldn10v2 | Cldn10v2 | Cldn10v2 | GFP/YFP n=34.

Dilutionspotential
Die Claudin-10 V.1 iiberexprimierenden Zellen zeigten keine Verdnderung des Pn./Pci —

Permeabilitdtsverhéltnisses. Die Claudin-10 Variante 2 iiberexprimierenden Zellen hingegen
zeichneten sich durch eine deutliche Erhohung (p<0,01) des Permeabilititsverhéltnisses aus.
Diese Permeabilititserhdhung wird durch eine Verzehnfachung der Permeabilitit fiir Na'-Ionen
hervorgerufen. Dieses Verhalten konnte nicht nur bei den murinen Varianten beobachtet werden,
sondern auch bei den humanen Klonen (Abbildung 3-7, Abbildung 3-8) und bildete gleichzeitig
die Grundlage fiir die Widerstanderniedrigung. Interessanter Weise fiihrte die Expression des
YFP-getagged Claudin-10 V.2 Proteins zu einem abgeschwichten Anstieg (p<0,01) der

Einzelpermeabilititen und zu keiner signifikanten Verdnderung des Pno/Pa -
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Permeabilitdtsverhéltnisses (Abbildung 3-8). Die Claudin-10 V.1-Klone, murin oder human,
wiesen verglichen mit den Kontrollzellen in den absoluten Permeabilitéten eine leichte Erhohung
(p<0,01) der Einzelpermeabilititen auf. Dieser Anstieg war fiir beide lonen gleichsinnig, deshalb
verdnderte sich das Permeabilititsverhdltnis nicht. Betrachtet man die murinen Claudin-10
Mutationsvarianten, zeigt die Abbildung 3-7, dass neben dem AP-Klon der A57-Variante, der
keine signifikante Verdnderung zeigte, die beiden anderen AP-Klone durchaus Verdanderungen
aufwiesen. Die Mutation des PDZ-Bindemotivs fiihrte bei dem Variante 2 AP-Klon trotz
Widerstandserhdhung zu einer starken Erniedrigung der Permeabilitit. Fiir den AP-Klon der
Variante 1 konnte eine Permeabilitétssteigerung verzeichnet (p<0,01) werden. Zwar waren beide
Einzelpermeabilititen erhoht, jedoch war die Natriumpermeabiltidit im Vergleich stéirker
angestiegen. Der Verlust des Bindungsmotivs der Claudine scheint zu einer allgemeinen

Permeabilitétssteigerung der Tight Junction zu fiihren.

Biionische monovalente und divalente Potentiale
Die Abbildung 3-9 zeigt das Permeabilititsverhiltnis Px/P¢; der murinen Claudin-10-Klone fiir

mono- und divalente Ionen. Bei den murinen Variante 1- und V.1 A57-Klonen konnten keine
signifikanten Verdnderungen der lonenpermeabilititen im Vergleich zu den Kontrollzellen
nachgewiesen werden. Interessanter Weise zeigte der Claudin-10 V.1 AP-Klon eine signifikante
Erhohung (p<0,01) der Permeabilititsverhdltnisse flir monovalente Ionen gegeniiber den
Kontrollzellen, nicht jedoch die Mutationsvariante des AS57-Klons. Bezieht man diese
Verianderungen auf den Claudin-10 V.1-Klon fiel das Permeabilitdtsverhdltnis Ppi/P¢; (p<0,01)
sowie Px/Pci (p<0,05) durch eine signifikante Erhohung auf. Die Natriumpermeabilitit war
dagegen nicht signifikant erhoht. In der Abbildung 3-9 sind auch die Permeabilititsverhdltnisse
fiir die Claudin-10 V.2-Klone und deren Mutationsvariante aufgefiihrt. Hier fiel besonders die
signifikante Permeabilitétssteigerung (p<0,01) fiir mono- als auch divalente lonen der Claudin-
10 V.2-Klone gegeniiber den Kontrollzellen auf. Der Claudin-10 V.2 AP-Klon zeigte ebenfalls
signifikante Unterschiede verglichen mit den Kontrollzellen oder den Claudin-10 V.2-Klonen
(Lithium: p<0,01; Natrium: p<0,05; Kalium: p<0,01; Rubidium: p<0,05; Caesium: nicht sig.).
Dieser Klon zeigte zwar eine Permeabilitétssteigerung, verlor jedoch die fiir die Variante 2
spezifische Préferenzsequenz. In den ersten Experimenten fiir divalente Ionen konnte keine
signifikante Permeabilitidtserhohung verzeichnet werden. Aufgrund der geringen Anzahl der
Messungen kann jedoch keine definitive Aussage getroffen werden. Die Abbildung 3-10 zeigt
die Permeabilititsverhéltnisse der humanen Claudin-10-Klone. Betrachtet man die Abbildungen

3-9 und 3-10 im Vergleich wird das gleichsinnige Verhalten der murinen und humanen Klone
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deutlich. Die humanen Claudin-10 V.1-Klone zeigten ein Kontroll-dhnliches Verhalten, die

humanen Claudin-10 V.2-Klone die spezifische Permeabilitdtssteigerung.

Permeabilitatsverhéltnis

W PLI/PCI mPNa/PC| MPK/PC| MPRb/PC| MPCs/PCI

Px/Pa

PMg/PCI mPCa/PC| MPSr/PC| MPBa/PCI

Kontrolle
K9

cldn
10v.2
dp

Abbildung 3-9

Permeabilitdtsverhéltnisse  Px/Pc  der
murinen Claudin-10-Klone fiir mono-
valente und divalente lonen.

Anzahl der Messungen fur Lithium: K9 n=22;
#2 n=2; #22 n=3; #26 n=3; #30 n=6; #23 n=3;
#47 n=3; #48 n=4; #29 n=3; Natrium: K9 n=75,
#2 n=4, #22 n=6, #26 n=15, #30 n=15, #23
n=3 #47 n=11; #48 n=23; #29 n=4; Kalium:
K9 n=25, #2 n=3, #22 n=2, #26 n=4, #30 n=6,
#23 n=3, #47 n=4, #48 n=4, #29 n=3;
Rubidium: K9 n=21, #2 n=1, #22 n= 2, #26
n=4, #30 n=6, #23 n=3 #47 n=5, #48 n=5, #29
n=3; Caesium: K9 n=21, #2 n=1, #22 n= 3,
#26 n=5, #30 n=6, #23 n=3, #47 n=4, #48 n=3,
#29 n=3; Magnesium: K9 n=16, #2 n=1, #22
n=1, #26 n=5, #30 n=4, #23 n=1, #47 n=1, #48
n=8, #29 n=1; Calcium: K9 n=14, #47 n=1,
#48 n=7, #29 n=1, #2 n=1, #22 n=1, #26 n=3,
#30 n=3, #23 n=1; Strontium: K9 n=16, #2
n=1, #22 n=1, #26 n=3, #30 n=3, #23 n=1, #47
n=1, #48 n=6, #29 n=1; Barium: K9 n=12, #2
n=1, #22 n=1, #26 n=3, #30 n=3, #23 n=1, #47
n=1, #48 n=6, #29 n=1.

Interessanter Weise konnte diese bei dem YFP-getaggten Variante 2-Klon nicht nachgewiesen

werden. Das YFP-Element am N-Terminus

des

Claudins fiihrte zu einem Verlust der

spezifischen Préiferenzsequenz. Der AP-Klon der Variante 1 zeigte analog der vorhergehenden

Ergebnisse einen Anstieg der Permeabilititen,

der AP-Klon der AS57-Variante Kkeine

Verianderungen. Hier miissen jedoch weitere Versuche erfolgen.

Permeabilititsverhaltnis
M PLI/PCI M PNa/PC| M PK/PC| MPRb/PC| MPCs/PCI

Px/Pa

Abbildung 3-10
Permeabilitdtsverhéltnisse Pyx/Pc; der
humanen Claudin-10 Klone fiir
monovalente und divalente lonen.

Kontrolle
K9

Cldn10v.1

#23
Cldn10v.1

#1
Cldn10v.2

Cldn10v.2 |Cldn10v.2

Anzahl der Messungen fur Lithium: K9
n=22, #21 n=5, #23 n=6, #1 n=12, #4
n=6, YFP n=2; Natrium: K9 n=75, #21
n=33, #23 n=26, #1 n=60, #4 n=21, YFP
n=3; Kalium: K9 n=21, #21 n=6, #23 n=6,
#1 n=13, #4 n=5, YFP n=3; Rubidium: K9
n=25, #21 n=6, #23 n=5, #1 n=10, #4
n=4, YFP n=2; Caesium: K9 n=25, #21
n=6, #23 n=4, #1 n=13, #4 n=6, YFP
n=3; Magnesium: K9 n=15, #21 n=8, #23
n=5, #1 n=15, #4 n=4; Calcium: K9 n=11,
#21 n=8, #23 n=7, #1 n=14, #4 n=5;
Strontium: K9 n=14, #21 n=8, #23 n=6,
#1 n=14, #4 n=5; Barium: K9 n=10, #21
n=7, #23 n=6, #1 n=14, #4 n=5.
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Claudin-11

Widerstand
Die Claudin-11-Klone unterschieden sich innerhalb ihrer transepithelialer Widerstinde ohne

signifikante Verdnderungen aufzuweisen. Einige zeigten keine Widerstandsdnderung, andere
einen erniedrigten Widerstand. Dabei gab es keine Korrelation zwischen den unterschiedlichen
Konstrukten und den gemessenen Widerstdnden. Sowohl in der Charge der GFP-getaggten als
auch in der mit FLAG-getaggten Klonen wiesen Zellfilter einen erniedrigten transepithelialen

Widerstand auf. Die Abbildung 3-11 (A) zeigt deutlich dieses inhomogene Verhalten.

Dilutionspotential
Die Claudin-11-Klone zeigten auch bei den Dilutionspotentialen kein gleichsinnges Verhalten.

Betrachtet man die Balkendiagramme (B) und (C) der Abbildung 3-11 stellt man eine
signifikante Erhohung des Px./Pci -Permeabilitétsverhiltnis bei dem Klon #18 (p<0,01) fest.

A Widerstiande

Qcm?

Permeabilitatsverhaltnis

Pyu/Pc

0,5 4
] I I I Abbildung 3-11
04

Widersténde,
Cc Permeabilitaten N Permeabilitéatsverhéltnis
) m Permeabilitdt Na m Permeabilitat Cl PNa/PC/, sowie absolute

Permeabilitaten fiir
Natrium und Chlorid
der Claudin-11-Klone,
FLAG-getagged

und GFP-getagged.

10%cmlis

Anzahl der Messungen:
(A) K9 n=67, GFP-K n=34,
#18 n=19, #28 n=4, #10

01 n=23, #52 n=12;
Kontrolle Kontrolle #18 #28 #10 #52 (B,c) Kg n=67, GFP_K
K9 GFP/YFP | Cldn11 Cldn11 Cldn11 Cldn11 n=34, #18 n=19, #28 n=4,

GFP

GFP #10 n=23, #52 n=12.
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Der Klon #28 wies zwar ebenfalls einen niedrigsten transepithelialen Widerstand auf, zeigte
jedoch keine Verdnderung des Permeabilitdtsverhéltnisses, so dass ein unspezifischer Effekt
nicht auszuschlieBen ist. Die absoluten Permeabilititen zeigen die signifikant erhdhte
Natriumpermeabilitit der Klone #18 und #10, die urséchlich fiir den Anstieg des Permeabilitéts-
verhéltnisses ist. Die Chloridpermeabilitét verdnderte sich nicht signifikant. Interessanter Weise
scheint hier das N-Terminal getaggte GFP im Gegensatz zum YFP-Tag der Claudin-10 V.2

transfizierten Zellen keine Auswirkungen auf die Natrium- oder Chloridpermeabilitit zu haben.

Biionische monovalente und divalente Potentiale
Der Claudin-11-Klon #18 zeigte eine signifikante Erhohung (p<0,01) der Permeabilitéts-

verhiltnisse Px/P¢; der monovolanten Ionen verglichen mit den Kontrollzellen (Abbildung 3-12).
Bei den Experimenten zu der Ionenpermeabilitdt fiir zweiwertige Ionen konnte kein einheitliches
Bild gewonnen werden. Auch hier unterschieden sich die Konstrukte. Die leichte Erhdhung der
Magnesium- und Bariumpermeablitit des Klons #18 ist nicht signifikant. Aufgrund der geringen

Anzahl an Messungen konnten beim Klon #10 keine statistischen Tests angewendet werden.

Permeabilitatsverhaltnis
M PLI/PCI M PNa/PC| M PK/PC| MPRb/PC| MPCs/PCI

1,8
16 Xk ok KX kL
1,4 4
51,2 1
g 1
0,8
0,6 Abbildung 3-12
0,4 1 Permeabilitatsver-héltnisse
0,2 Py/Pc; der Claudin-11-Klone
0 fliir monovalente und
PMg/PCI M PCa/PC| M PSH/PC| M PBa/PCI divalente lonen.
16 Anzahl der Messungen flr
14 T Lithium: K9 n=22, #18 n=3;
1,2 1 Kalium: K9 n=25, #18 n=3;
14— Rubidium: K9 n=21, #18 n=2;
e 08— Caesium: K9 n=21, #18 n=3;
o 0,6 1— Magnesium: K9 n=16, #18 n=5,
0.4 1 GFP-K n=9, #10 n=1; Calcium:
! K9 n=14, #18 n=5, GFP-K n=9,
0.2 1 #10 n=1; Strontium: K9 n=16,
01 #18 n=4, GFP-K n=6, #10 n=1;
Kontrolle #18 Kontrolle #10 Barium: K9 n=12, #18 n=5,
K9 ‘ Cldni1 ‘ GFP/YFP Cldn11 GFP GFP-Kn=7,#10 n=1.

Claudin-16

Widerstand

Da in den weiteren Teilen dieser Arbeit Kokulturen und Kotransfektionen mit verschiedenen
Claudinen sowie dem Claudin-16 vorgenommen wurden, werden hier auch die Ergebnisse der

Claudin-16 Einzel-Untersuchungen aufgefiihrt. Die folgende Abbildung 3-13 (A) zeigt die trans-
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epithelialen Widerstinde der Claudin-16-Klone. Sie fiihrten zu keiner signifikanten Verdnderung
des Widerstandes der Zelllayer. Die Erniedrigung des YFP-getaggten Klones ist nicht
signifikant.

Widerstéande
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1500 + T
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0

B Permeabilitatsverhaltnis

-
0.5 1 Abbildung 3-13
Widersténde,
0 4

Permeabilitdtsverhéltnis

Qcm?

Pna/Pa

Pn2/Pci, sowie absolute

€ FOnRGatNIAten Permeabilitéten fir
W Permeabilitat Na mPermeabilitat Cl Natrium und Chlorid
1‘2‘ - der Claudin-16-Kione,
" '1 I FLAG-getagged
E - ! und YFP-getagged.
9 0:6 | Anzahl der Messungen:
ot 0.4 ] (A) K9 n=75, GFP-K n=34,
' YFP n=4, l-11 n=37, #63
0,2 1 n=6
0 1 (B,C) K9 n=170, GFP-K
Kontrolle Kontrolle YFP 11-11 63 n=34, YFP n=18, 1I-11 n=55,
K9 GFP/YFP Cldn16 Cldn16 Cldn16 #63 n=14.

Dilutionspotential
Die FLAG-getaggten Claudin-16-Zellen zeigten ein signifikant erhdhtes Permeabilititsverhdltnis

Pna/Pai (p<0,01). Diese Erhohung konnte bei den YFP- und HA-getaggten Claudin-16
exprimierenden Klonen nicht nachgewiesen werden. Die absoluten Permeabilititen fiir Natrium
und Chlorid waren bei den Claudin-16-Klonen, FLAG- oder HA-getagged, im Vergleich zu den
Kontrollzellen nicht signifikant erhoht. Nur der Zellklon, der das YFP-getaggte Claudin-16
liberexprimiert, zeigte eine signifikant erhohte Natriumpermeabilititen (p<<0,01). Jedoch wiesen
die verwendeten Filter einen niedrigeren Widerstand (1032 = 199 Qcm?) auf als bei anderen

Messungen (1415 = 448 Qcm?).
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Biionische monovalente und divalente Potentiale
Die Claudin-16-Klone zeigten heterogene Verdnderungen hinsichtlich der Permeabilitét fiir die

monovalenten [onen im Vergleich zu den Leervektor-transfizierten Zellen (Abbildung 3-14). Die
Claudin-16-Klone wiesen folgende Permeabilitdtspriferenz auf: Kalium > Natrium > Lithium >/
= Rubidium >/ = Caesium. Das Permeabilitidtsverhéltnis Pgry/Pc; unterschied sich innerhalb der
Claudin-16-Klone nicht signifikant. Der YFP-getaggte Klon wies ein stark den Kontrollzellen
dhnelndes Verhalten auf. Die Abbildung 3-14 zeigt aulerdem das Permeabilitdtsverhdltnis Px/Pc
fiir zweiwertige Ionen. Die Claudin-16-Klone verhielten sich hinsichtlich der divalenten Ionen
heterogen. Aufgrund der zu geringen Stichprobenzahl kann fiir den Klon #63 keine statistische
Aussage getroffen werden. Die Expression von Claudin-16 bei Klon II-11 fiihrte zu einer
signifikanten Erhohung (p<0,05) des Permeabilititsverhéltnisses Pwmo/Pci, gegeniiber den
Kontrollzellen.
Permeabilitatsverhiltnis

WPLI/PCI mPNa/PC| mPK/PC| MPRb/PC|I MPCs/PCI
1,6

o ¥

1,4

1,2
Abbildung 3-14
Permeabilitdtsverhéltnisse Px/Pg¢
der Claudin-16-Klone fiir
monovalente und divalente lonen.

14
0,8 1

Px/Pa

0,6 A
0,4 1
0,2 1

Anzahl der Messungen fir Lithium: K9
n=23, YFP n=4, lI-11 n=2, #63 n=2;
PMg/PC| M PCa/PC| MPSr/PC| MPBa/PCI Natrium: K9 n=170, GFPK n=34, .YFP

n=18, II-11 n=55, #63 n=14; Kalium:
K9 n=27, YFP n=3 , lI-11 n=7, #63
n=2; Rubidium: K9 n=27, YFP n=4, II-
11 n=7, #63 n=2; Caesium: K9 n=22,
YFP n=3, Ill-11 n=2, #63 n=2;
Magnesium: K9 n=16, GFP-K n=9,
YFP n=3, 111 n=10, #63 n=2;
Calcium: K9 n=14, GFP-K n=9, YFP
n=1, 1I-11 n=10, #63 n=1; Strontium:
K9 n=16, GFP-K n=6, II-11 n=7, #63
n=1; Barium: K9 n=12, GFP-K n=7, Il-
11 n=12, #63 n=3.

o 4

Px/Pa

Kontrolle Kontrolle YFP II-11 63
K9 GFP/YFP Cldn16 Cldn16 Cldn16

Claudin-19

Widerstand
Anders verhielt es sich mit den Claudin 19 V.1 und V.2 exprimierenden Klonen. Wie in

Abbildung 3-15 (A) ersichtlich fiihrte die Expression von humanem Claudin-19 zu einer
signifikanten Erniedrigung des Widerstandes der Zellklone im Vergleich zu den Kontrollzellen

(#32 & #36: p<0,01; #28: p<0,05). Dabei traten zwischen den beiden Varianten keine
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signifikanten Unterschiede auf. Die starke Streuung der Werte des Klons #42 ist auf die niedrige

Anzahl an Messungen zuriickzufiihren.
A

Widerstiande
1800
1600 A
1400 - —
. 1200 - — ==
E 1000 - T =
Q800
600 -
400 -
200 -
0 4
B . .
Permeabilitatsverhaltnis
25
2 b
e 15
2
o
14
0,5 4
0 -
Cc Permeabilititen
W Permeabilitat Na mPermeabilitat Cl
25 .
Abbildung 3-15
2 Widerstédnde, Permeabilitats-
verhéltnis Pn./Pc;, sowie
€ 10 absolute Permeabilititen fiir
a 4. Natrium und Chlorid der

Claudin-19 Klone.

Anzahl der Messungen:

(A) K9 n=170; #28 n=18; #32 n=19;
#36 n=18; #42 n=3;

#42 (B,C) K9 n=75; #28 n=5; #32 n=5;
Cldn19v2 #36 n=5; #42 n=3.

#28
Cldn19v1

#32
Cldn19v1

#36
Cldn19v2

Kontrolle
K9

Dilutionspotential
Die Mehrzahl der Claudin-19-Klone zeigte keine Verdnderung des Permeabilititsverhdltnisses

Pno/Par (B) im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Abbildung 3-15 (C) zeigt die erhohten
absoluten Permeabilitdten fiir Natrium und Chlorid. Auch hier ist die Verdnderung nur bei den

Klonen #28 und #32 signifikant (fiir Na" & CI": p<0,01).

Biionische monovalente und divalente Potentiale

Die Anwesenheit von Claudin-19 in den Tight Junctions fiihrte zu signifikanten Verdnderungen
in ihrem Verhalten gegeniiber den einwertigen Ionen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die
errechneten Permeabilitétsverhdltnisse wiesen signifikante Erhohungen der Permeabilitéts-

verhéltnisse auf (Abbildung 3-16). Nimmt man eine Reihung der Permeabilititen entlang ihrer
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Priaferenz vor, erhdlt man folgende Kontrollzellihnliche Sequenz: Kalium > Rubidium >
Caesium >/=Natrium >/= Lithium. Hierbei traten keine signifikanten Unterschiede innerhalb der
Claudin-19 Varianten auf. Der Klon #32 zeigte wie in den anderen Untersuchungen und
Versuchen kein verdndertes Verhalten gegeniiber den Kontrollzellen.

Bei den Untersuchungen der zweiwertigen lonen verhielten sich die Claudin-19-Klone
unterschiedlich. Dabei konnte keine Korrelation zu einer der Varianten aufgezeigt werden. Es
konnte jedoch eine allgemeine Verminderung der Permeabilititsverhéltnisse fiir die Claudin-19
Variante 2-Klone beobachtet werden. Der Klon #32 der Variante 1 zeigte ein signifikant
vermindertes Pw,/Pci-Permeabilitdtsverhdltnisses (p<0,01). Aufgrund seiner Prdsentation und
Sonderstellung in den oben aufgefiihrten Experimenten gegeniiber den anderen Klonen ist hier
ein falscher oder unvollstindiger Einbau zu diskutieren. Die anderen Permeabilititsverhéltnisse

zeigten keinen signifikanten Unterschied.

Permeabilitatsverhaltnis
W PLI/PCI W PNa/PC| M PK/PC| MPRb/PC| MPCs/PCI

1’8 *x
1,6 ) **"m« **ux
e Abbildung 3-16
R Permeabilitétsverhéltnisse
2 ] Px/Pg der Claudin-19-Kione
06 ] fiir monovalente und divalente
0,4 lonen.
0.2 1 Anzahl der Messungen fiir
0- Lithium: K9 n= 23, #28 n=3, #32
PMg/PCI M PCa/PC| MPSH/PC| MPBa/PCI n=4, #36 n=3; Kalium: K9 n=27,
1,8 #28 n=5, #32 n=5, #36 n=5;
1,6 Rubidium: K9 n=23, #28 n=3, #32
14 [ T n=3, #36 n=3; Caesium: K9 n=22,
1,2 B EE> #28 n=2, #32 n=2, #36 n=2;
5 1l - Magnesium: K9 n=16, #28 n=5,
S o8l #32 n=5, #36 n=5, #42 n=4;
oe Calcium: K9 n=14, #28 n=4, #32
04 L n=2, #36 n=4, #42 n=2;
02 L Strontium: K9 n=16, #28 n=2, #32
o n=2, #36 n=2, #42 n=3; Barium:
Kontrolle #28 #32 #36 #42 K? n=12, fﬁ28 n=2#32 n=1, #36
K9 Cldn19v.1 Cldn19v.1 Cldn19v.2 Cldn19v.2 n_2’ #42 n=3.
Die Kokulturen

Zur Kultivierung zweier Zellklone auf einem Zellfilter wurde die gleiche Menge in Ndhrmedium
geloster Zellen vermischt und folgend auf dem Filter ausgesét. Die gleichméaBige Zellverteilung
der Klone auf dem Filter konnte mit immunhistochemischen Fiarbungen gezeigt werden. Der
Filter wurde halbiert und auf den beiden Hilften jeweils eines der beiden Claudine spezifisch

angefarbt. Durch das Gegenfiarben mit Occludin konnte gezeigt werden, dass die Zellen
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durchgehend Occludin in ihren Tight Junction aufwiesen, jedoch nur einzelne Zellinsel das
jeweilige Claudin exprimierten.
Hierbei ist interessant, dass nicht nur die erwarteten Zellinseln des jeweiligen Claudins

aufgefunden werden konnten, sondern dass einzelne Zellen, hier exogen zugefiihrtes Claudin nur

in bestimmte Zellmembranen einbaute.

Abbildung 3-17
Immunhistochemische
Féarbungen der Kokultur

Exemplarisch ist die Kokultur
Claudin-16/10 V.1 gezeigt.
Occludin: griin, Claudin-10:
rot, Zellkerne: blau

Kokultur Claudin-10 Varianten 1 und 2

Widerstand
Generell zeigte sich, dass die transepithelialen Widerstinde der Kokulturen einen Wert zwischen

den beiden Widerstinden der Einzelkulturen aufwiesen. So verhielt sich auch die Kokultur der
Claudin-10 Varianten (Abbildung 3-18). Deutlich ist die Erniedrigung des Widerstandes der
Claudin-10-Klone im Vergleich zu den Kontrollzellen zu erkennen. Der Widerstand der

Kokultur befindet sich auf einem , Mittelwert’ der Einzelklone.

Dilutionspotentiale

Die Dilutionspotentiale der Claudin-10 Kokultur zeigten im Gegensatz zu den Widerstdnden
keinen ,Mittelwert’. Das Permeabilititsverhiltnis Pn,/Pci der Kokultur war gegeniiber der
Kontrollzellen um das Vierfache erhoht. Der Unterschied zu den Claudin-10 V.2-Klonen war

nicht signifikant.
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o Abbildung 3-18

10 Widersténde, Permeabilitéts-
o & verhéltnis Pna/Pc), sowie
T absolute Permeabilitéten fiir
v; & Natrium und Chlorid der

Kokultur Claudin-10 V.1 und
V.2.

Anzahl der Messungen:

Kokultur (A) K9 n=157, #21 n=54, #1
Clan10v.2#1 n=109, CoCult n=4,

/10v.1#21 (B,C) K9 n=67, #21 n=33, #1

Kontrolle
K9

Clgn10v.2

Cldn10v.1

Mochte man das Permeabilititsverhéltnis néher beleuchten und betrachtet die absolute
Permeabilititen, bemerkt man eine Zunahme der Natriumpermeabilitit gegeniiber den
Kontrollzellen als auch der Variante 1-Einzelkultur. Anders verhielt es sich mit der
Chloridpermeabilitit. Diese mit den Einzelkulturen verglichen zeigte eine Erniedrigung. Das

erhohte Permeabilitdtsverhéltnis entstand durch dieses gegensétzliche Verhalten.

Biionische monovlanete Potentiale
Die Messungen der biionischen monovalenten Potentiale zeigten, dass sich die

Permeabilitétspriaferenz der Kokultur Claudin-10 V.1 und V.2 deutlich von der Priferenz der
Einzelklone unterscheidet. Nimmt man eine Reihung der Permeabilitdtsverhéltnisse vor, erhilt
man die Sequenz: Caesium > Rubidium > Kalium > Natrium > Lithium. Die Verdanderungen

waren gegeniiber der Kontrollzellen, sowie gegeniiber der Einzelkulturen signifikant.
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Permeabilitdtsverhaltnis

@EPLI/PCI @PNa/PC| @PK/PC| BPRb/PC!I BPCsPCI
10 Abbildung 3-19
™ Permeabilitdtsverhéltnisse
Pyx/Pc der Kokultur Claudin-
10 V.1 und V.2 fir
monovalente lonen.

Py/Pc;

Anzahl der Messungen flr
Lithium: K9 n=22, #21 n=6, #1
n=, CoCult n=4; Kalium: K9
n=22, #21 n=6, #1 n=15,
CoCult n=6; Rubidium: K9
n=22, #21 n=6, #1 n=10,

Kontrolle #21 #1 Kokultur CoCult n=6: Caesium: K9
K9 Cldn10v.1 Cldn10v.2 Cldn10v.1#21 n=22, #21 n=6, #1 n=13,
vz CoCult n=4:

Kokultur Claudin-10 und Claudin-11
Widerstand

Der transepitheliale Widerstand der Kokultur Claudin-10/Claudin-11 manifestierte sich als eine
Mischung der beiden urspriinglichen Widerstdnde (Abbildung 3-19 (A)). Dabei ndherte sich der
Widerstandswert der Kokultur dem Wert des Claudin-10 Variante 2-Klons.

Die Kokultur mit dem GFP-getaggtem Claudin-11 zeigte auch einen verminderten Widerstand
(Abbildung 3-20 (A nachgewiesen werden. Zu Bemerken sei auch das hohere
Permeabilitdtsverhéltnis des Klones #18. In (C) sind jeweils die absoluten Permeabilititen
dargestellt. Hier ist die Kokultur #1/#10 auffillig (Abbildung 3-20). Zwar zeigte sie im
Vergleich zu der Kokultur #1/#18 ein niedrigeres )). Verglichen mit dem GFP-getaggten Klon
wurde der Widerstand durch die Kokultur mit Claudin-10 Variante 2 auf mehr als die Hilfte

reduziert.

Dilutionspotentiale
Betrachtet man vorerst die Kokultur mit dem GFP-getaggtem Klon in der Abbildung 3-20 (B)

wird deutlich, dass sich das Permeabilitdtsverhdltnis Pn./Pci zwischen den Werten der
Einzelkulturen ansiedelte. Analog dazu konnte auch fiir die Kokultur mit dem FLAG-getaggten

Claudin-11 eine Erhohung des Permeabilititsverhdltnisses im Vergleich zu den Kontrollzellen
Permeabilitdtsverhéltnis, ihre absoluten Permeabilititen, besonders die Natriumpermeabilitit,

waren jedoch stérker angehoben.
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Abbildung 3-20
Widersténde,
Permeabilitdtsverhéltnis
Pna/Pci, sowie absolute
Permeabilitéten fiir Natrium
und Chlorid der Kokultur
Claudin-10 V.2 und -11.

Anzahl der Messungen:

(A) K9 n=157, #1 n=109, #18
n=34, Cocult n=16;

(B,C) K9 n=67, GFP-K n=34, #1
n=60, #11 n=19, CoCult n=4.
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Kokultur Claudin-10 und Claudin-16

Widerstand

Wie oben bereits beschrieben konnte beobachtet werden, dass entsprechend der Einzelkulturen
der transepitheliale Widerstand einen Wert zwischen den Einzelwiderstanden aufwies. Doch die
Kokultur mit Claudin-10 und -16 erfiillte diese Erwartung nicht. Die Zellfilter mit einer Kultur
aus den Klonen Claudin-16 (II-11) und Claudin-10 V.1 (#21) zeigten einen deutlichen Anstieg
des transepithelialen Widerstandes (Abbildung 3-21). Der Widerstand dieser Kokultur war um
das 2,5fache erhoht im Vergleich zum Wert der MDCK C7-Kontrollzellen. Die Kokulturen aus
der Claudin-16-Klone (II-11 und #63) und Claudin-10 V.2-Klon (#1) wiederum entsprachen der
Beobachtung weitgehend (Abbildung 3-22). Sie zeigten eine Erniedrigung des Widerstandes auf

ein Zehntel des Kontrollwertes, wobei die Verminderung bei der Kokultur mit dem Claudin-16-

Klon #63 stiarker ausfiel.

Abbildung 3-21
Widersténde,
Permeabilitdtsverhéltnis
Pna/Pci, sowie absolute
Permeabilitédten fiir Natrium
und Chlorid der Kokultur
Claudin-10 V.2 und -11
(GFP-getagged).

Anzahl der Messungen:

(A) K9 n= 157, GFP-K n=34 , #1
n=109, #10 n=26, CoCult n=4;
(B,C) K9 n=67, GFP-K n=34, #1
n=60, #10 n=19, CoCult n=4.
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WPermeabilitat Na W Permeabilitat Cl Widersténde,

Permeabilitdtsverhéltnis

xx

X Pna/Pci, sowie absolute

T Permeabilitéaten fiir
Natrium und Chlorid der
Kokultur Claudin-10 V.1
und -16.

x Anzahl der Messungen:
- gy ** (A) K9 n= 157, #21 n=54, II-
11 n=55, CoCult n=4;
#21

II-11 Kokultur (B,c) K9 n=67, #21 n=33, II-
Cldn16#I1-11 11 n=37, CoCult n=4.

/Cldn10v.1#21

1,5

o

10%cm/s

Kontrolle

K9

Cldn10v.1 ’ Cldni6

Diese Diskrepanz kann mit dem transepithelialen Widerstand dieses Klons #63 in Einzelkultur

erklart werden. Wie Abbildung 3-13 zeigt, fiel dieser niedriger aus als der des Klons II-11.

Dilutionspotentiale

Analog zu den Widerstainden konnte bei den Dilutionspotentialen ein #hnliches Verhalten
registriert werden. Die Claudin-16-Kokultur mit Claudin-10 V.1 imponierte durch ein
verdoppeltes Permeabilitdtsverhdltnis Pna/Pc; im Vergleich zu den Kontrollzellen sowie der
Einzelkulturen (Abbildung 3-21 (C)). Auch die Claudin-16-Kokultur mit Claudin-10 V.2
beeindruckte durch ein vielfach erhohtes Permeabilititsverhéltnis Pn./Pc; (Abbildung 3-22).

Hierbei niherte sich das Permeabilititsverhiltnis dem der Claudin-10 V.2 Einzelkultur an.
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Anzahl der Messungen:

(A) K9 n= 157, #1 n= 109, 1I-11
n=55, CoCult mit II-11 n=34,
#63 n=14, CoCult mit #63 n=18;
(B,C) K9 n=67, #1 n=60, II-11
Kokultur n=37, CoCult mit 1-11 n=21,
Clcn16+63 #63 n=10, CoCult mit #63 n=6.
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Kontrolle
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Betrachtet man nun die absoluten Permeabilititen fiir Natrium und Chlorid (C) zeigt sich eine
Erhohung beider Permeabilititen im Vergleich zu den Kontrollzellen und den Claudin-16
Einzelkulturen. Es konnte eine um das vier- bis sechsfache erhohte Natriumpermeabilitit fiir die
Kokulturen nachgewiesen werden. Die Chloridpermeabilitdt war um eine wesentlich geringere
Potenz erhoht. Interessanter Weise nédherte sich der transepitheliale Widerstand der Claudin-16-
Kokulturen mit Claudin-10 V.2 dem Wert der Claudin-10 V.2-Einzelkultur. Die Natrium- und
Chloridpermeabilitdt der Kokulturen erhohte sich in diesem Sinne ebenfalls, erreichte aber eine
dhnlich starke Anndherung nicht. In Abbildung 3-21 (C) sind die Ergebnisse der Berechnungen
fiir die Claudin-16-Kokultur mit dem Claudin-10 V.1-Klon dargestellt. Die Permeabilitét fiir
Natrium (p<0,05) und Chlorid (p<0,01) war signifikant erniedrigt im Vergleich zu den

Einzelkulturen und den Kontrollzellen. Dabei war die Chloridpermeabilitdt um ein Vielfaches
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niedriger als die Natriumpermeabilitit. Diese starke Erniedrigung fiihrte zu dem erhdhten

Permeabilitiatsverhiltnis.

Biionische monovlanete und divalente Potentiale
Die Messungen der biionischen Potentiale ergaben ein dhnliches Verhalten. So konnte man

bei der Claudin-16-Klon II-11-Kokultur Claudin-10 V.2

Permeabilitétspriaferenz flir die monovalenten Ionen in Anlehnung an die des Claudin-10 V.2

besonders mit eine
Klons nachweisen. Die Kokultur mit dem Claudin-16-Klon #63 zeigte diese Ahnlichkeit nicht
(Abbildung 3-23). Von der Kokultur mit Claudin-10 V.1 und Claudin-16 liegen leider noch
keine Werte vor.

Permeabilitatsverhaltnis
M PLI/PCI W PNa/PC| M PK/PC| MPRb/PC| MPCs/PCI

o
6 T *x T

Abbildung 3-24
Permeabilitdtsverhéltnisse Pyx/Pc; der
Kokultur Claudin-10 V.2 und -16 fiir
monovalente und divalente lonen.

Px/Pa

Anzahl der Messungen fur Lithium: K9 n=22,
#1 n=12, lI-11 n=2, CoCult mit 1I-11 n=4, #63
n=2, CoCult mit #63 n=2; Kalium: K9 n=25,
#1 n=13, lI-11 n=7, CoCult mit 1I-11 n=2, #63
n=2, CoCult mit #63 n=3; Rubidium: K9 n=21,

W PMg/PCI

PCa/PCl mPSr/PClI mPBa/PCl

¥

o

#1 n=13, lI-11 n=7, CoCult mit 1I-11 n=2, #63
n=2, CoCult mit #63 n=3; Caesium: K9 n=21,
#1 n=13, lI-11 n=2, CoCult mit 1I-11 n=2, #63
n=2, CoCult mit #63 n=3; Magnesium: K9
n=15, #1 n=15, I1I-11 n=10, CoCult mit 1I-11
n=5, #63 n=2, CoCult mit #63 n=2; Calcium:

K9 n=11, #1 n=14, 1I-11 n=10, CoCult mit II-
11 n=5, #63 n=1, CoCult mit #63 n=2;
Strontium: K9 n=14, #1 n=14, lI-11 n=7,
CoCult mit [I-11 n=5, #63 n=1, CoCult mit #63
n=2 ; fir Barium: K9 n=10, #1 n=14, II-11
n=9, CoCult mit II-11 n=5, #63 n=2, CoCult
mit #63 n=2.

63
Cldn1é

Kokultur

Cldn16#63
/Cldn10v.2#1

Kokultur

Cldn16#11-11
/Cldn10v.2#1

Kontrolle
K9

Cldnlé

Cldn10v.2

Die Messungen der biionischen Potentiale ergaben ein von den Klonen abweichendes Verhalten
der Kokultur Claudin-16/Claudin-10 V.1 gegeniiber den divalenten Ionen. So zeigt die
Abbildung 3-24 das stark erhohte Permeabilitdtsverhdltnis Px/P¢ fiir Calcium und Strontium.
Das kann entweder an der stark erniedrigten Chloridpermeabilitét (Abbildung 3-21) liegen oder
an den erhohten Permeabilititen fiir die divalenten Ionen. Aulerdem ist ein im Vergleich zu den
Claudin-16-Klonen herabgesetztes Permeabilititsverhéltnis fiir Magnesium berechnet worden.
Ein anderes Bild présentierten die Kokulturen mit dem Claudin-10 V.2-Klon (Abbildung 3-23).
Die Kokulturen zeigten unterschiedliche Permeabilititsverhéltnisse Px/Pc; in Anlehnung an die
Claudin-16-Klone. Besonders auffillig waren im Vergleich zu den Claudin-10 V.2-Klonen eine

fast unverdnderte Magnesium- und Bariumpermeabilitét.
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Interessanter Weise unterschieden sich die beiden Kokulturen durch die Strontiumpermeabilitit:
So beeindruckte die Kokultur mit Claudin-16-Klon #63 durch eine im Vergleich zum Klon #63
verdoppelte Strontiumpermeabilitdt. Hier stehen weitere Versuchswiederholungen zur genaueren
Abklarung an.

Permeabilitatsverhaltnis
Abbildung 3-25
Permeabilitétsverhéltnisse Px/Pg

der Kokultur Claudin-10 V.1 und -16
fiir divalente lonen.

PMg/PCI mPCa/PC| MPSr/PC| MPBa/PCI

Anzahl der Messungen fiir Magnesium:
K9 n=15, #21 n=15, II-11 n=10, CoCult
mit 1I-11 n=1; Calcium: K9 n=11, #21
n=14, 11-11 n=10, CoCult mit 1I-11 n=1;
Strontium: K9 n=14, #21 n=14, Il-11
n=7, CoCult mit 1I-11 n=1; Barium: K9
#21 ‘ 1I-11 Kokultur n=10, #21 n=14, 1I-11 n=9, CoCult mit

Kontrolle
K9

Cldn10v.1 Cldn16 Cldn16#11-11 1-11 n=1.
/Cldn10v.1#21

Kokultur Claudin-11 und Claudin-16

Widerstand
Die Kokultur mit den beiden hochohmigen Claudin-11- und Claudin-16-Klonen zeigte kein

einheitliches Bild. So resultieren aus allen Messungen ebenso uneinheitliche Ergebnisse
(Abbildung 3-25 (A)). Einige Zellfilter imponierten durch eine starke Zunahme, andere durch

eine Verminderung des Widerstandes.

Dilutionspotentiale
Trotz der groBen Unterschiede innerhalb ihrer transepithelialen Widerstinde zeigten die

Zellfilter mit der Kokultur Claudin-16 und Claudin-11 ein relativ homogenes Verhalten
gegeniiber den Natrium- und Chloridionen (B, C). Hinsichtlich ihres Permeabilititsverhiltnisses
Pno/Par konnte keine signifikante Verdnderung verglichen mit den Kontrollzellen oder
Einzelkulturen nachgewiesen werden. Berechnet man die absoluten Permeabilititen zeigte sich
ein heterogenes Bild. Trotz starker Schwankungen konnte eine signifikante Steigerung (p<0,01)

der Permeabilitét fiir beide lonen nachgewiesen werden.




Ergebnisse 78

A Widerstande
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Permeabilitaten
WM Permeabllitat Na W Permeabilitat Cl H
s . Ab'blldu"ng 3-26
a5 e Widersténde,
4 Permeabilitétsverhéltnis
o 35 Pna/Pci, sowie absolute
T3 Permeabilitéten fiir Natrium
w: 2.5 und Chlorid der Kokultur
- Claudin-11 und -16.
11 Anzahl der Messungen:
05 1 (A) K9 n= 157, #18 n=34, 1I-11
° Kontrolle #18 11-11 Kokultur n=55’ COCUIt n=4;
K9 Cldn11 Cldn16 Cldn16#11-11 (B,C) K9 n=67, #18 n=23, |I-11
/Clén11#18 n=37, CoCult n=4.
Die Kotransfektion

Fiir die Kotransfektion wurde vorerst ein stabiler Klon mit einem Claudin hergestellt und
folgend in einem zweiten Schritt ein zweites Claudin in diesen MDCK-Klon stabil transfiziert.
Die Transfektionskontrolle erfolgte mittels mRNA-Extraktion. Eine Lokalisationsanalyse wurde
mit immunhistochemischen Farbungen vorgenommen. Beide Claudine wurden in den Tight
Junctions, colokalisiert mit Occludin angetroffen. Interessant ist auch hier die in den
immunhistochemischen Férbungen erkennbare Verteilung der Claudine innerhalb der
Zellmembranen. Obwohl die Zellen beide Claudine in die Zellmembran einbauen konnten, findet
man mit der konfokalen Lichtmikroskopie neben Zellinseln mit der spezifischen
Claudinexpression in der gesamten Zellmembran, auch Zellen mit einer Aussparung einer

Zellgrenze.
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Kotransfektion Claudin-10 Variante 1 und Claudin-16

Widerstand
Die Widerstidnde der Zellklone, die jeweils zwei exogen zugefiihrte Claudine iiberexprimierten,

waren verschiedenen denen der Kokultur der Einzelklone. Wie in Abbildung 3-26 zu sehen, wies
die Kokultur von Claudin-16 und Claudin-10 V.1 einen sehr hohen Widerstand auf. Die
Kotransfektionsklone prisentieren sich hingegen mit einem gegeniiber den Kontrollzellen
signifikant erniedrigten Widerstand wie in der folgenden Abbildung dargestellt.

A Widerstand
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800 - e —
600 4 I —
400 -
200 -
0 J

Qcm?

B
Permeabilititsverhaltnis
1,6 "
1,4
1,2 4
o 17
g
3 0,8 4
& 0,6
0,4 1
0,2 4
0 A
Cc Permeabilitaten .
. WPermeabilitat Na M Permeabllitat C| %5412?32%2-27
s Permeabilitdtsverhéltnis
Pna/Pci, sowie absolute
L4 Permeabilitéten fiir Natrium
§ 3 und Chlorid der Kotransfektion
° - Claudin-10 V.1 und -16.

Anzahl der Messungen:
(A) K9 n=170; 1I-11 n=55; #2 n=4;

2 EX3
1 -
N TEE

#3 n=8;
Kontrolle 11-11 #21 #2 #3 !
. Clont6 len1o ek ekt (B,C) K9 n=75; II-11 n=37; #21
K dnl dn10 V.1 Kotransfektion | Kotransfektion —2p- -4 —
16/10 V.1 16/10 V.1 n=34; #2 n=4; #3 n=8.

Dilutionspotentiale
Die Dilutionspotentiale der Kotransfektion Claudin-16/Claudin-10 V.1 zeigten ein

Permeabilitétsverhidltnis Pxa/Pci, das im Vergleich zu den Kontrollzellen und dem Claudin-16-
Zellklon stark erniedrigt war. Der Unterschied zu dem Claudin-10 V.1-Einzelklon ist nicht

signifikant. Betrachtet man nun die absoluten Permeabilititen zeigen sich signifikant erhohte
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Permeabilitidten fiir Natrium und Chlorid. Da die Permeabilititssteigerung fiir beide Ionen
gleichsinnig ist, wird das Permeabilititsverhidltnis nicht verdndert. Auch hier sind die

Unterschiede im Vergleich zu dem Claudin-10 V.1-Klon nicht signifikant.

Biionische divalente Potentiale
Die Untersuchungen der divalenten Ionen ergaben keine starken Verdnderungen gegeniiber den

Kontrollzellen oder des Claudin-10 V.1-Klones. Hier miissen weitere Untersuchungen folgen,

um genauere Aussagen treffen zu konnen.

Permeabilititsverhaltnis
PMg/PC| W PCa/PC| MPSr/PC| MPBa/PCI

16 - Abbildung 3-28
1,4 T Permeabilitdtsverhéltnisse Px/Pc
121~ - der Kotransfektion Claudin-10 V.1

und -16 fiir divalente lonen.

0,8 —

Px/Pa

Anzahl der Messungen fiir Magnesium:
K9 n=15, #21 n=15, II-11 n=10, #2
n=3, #3 n=3; Calcium: K9 n=11, #21
n=14, 1I-11 n=10, #2 n=3, #3 n=3;
Strontium: K9 n=14, #21 n=14, IlI-11
#3 n=7, #2 n=3, #3 n=2; Barium: K9 n=10,
Kotransfektion #21 n=14, lI-11 n=9, #2 n=3, #3 n=3.

16/ 10V.1

0,6 —

0,4 —
0.2 1

#21
Cldn10 V.1

#2

K9 Cldn16é Kotransfektion

16/ 10V.1

Kontrolle ‘ 11-11

Die Kotransfektion Claudin-10 Variante 2 und Claudin-16

Widerstand
Die Zellen der Kotransfektionen Claudin-10 V.2 und Claudin-16 zeigten signifikant erniedrigte

Widerstinde gegeniiber der Kontrollzellen und des Claudin-16-Klons. Sogar gegeniiber den
Claudin-10 V.2-Zellklonen konnte eine Erniedrigung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse

sind denen der Kokultur (Abbildung 3-22) sehr dhnlich.

Dilutionspotentiale
Die Dilutionspotentiale der Kotransfektionen zeigen ein Permeabilitidtsverhdltnis, das stark

erhoht war, jedoch niedriger ausfiel als das der Claudin-10 V.2 Einzelkultur. Dies resultierte aus
den beiden absoluten Permeabilititen. Diese zeigten einen starken Anstieg fiir beide Ionen.
Wobei die Permeabilitit fiir Natrium um ein Vielfaches stirker gesteigert war. Auch gegeniiber
des stark natriumpermeablen Claudin-10 V.2-Klons konnte eine signifikante Erhohung
festgestellt werden. Da hier die Chloridpermeabilitit ebenfalls um ein Vielfaches gesteigert ist,

kommt es zu den niedrigen Permeabilitdtsverhéltnissen.
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= Permeabilitatsverhaltnis
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Anzahl der Messungen:
Biionische monovalente und divalente Potentiale

-

(A) K9 n=170; 1I-11 n=55; #4

n=27; #5 n=20;

Kotransfektion (B,C) K9 n=75; II-11 n=37; #1
16/10 V.2 n=60; #4 n=10; #5 n=6.

x=x
#1 #4

Cldn10 V.2 (Kotransfektion

16/10 V.2

Betrachtet man nun die Ergebnisse der divalenten Potentialmessungen fillt auf, dass die
Permeabilitiatsverhéltnisse Px/Pc; sich in einem Bereich zwischen den Werten der beiden
Einzelklone befinden (Abbildung 3-29). Interessanter Weise fillt eine Permeabilititspriferenz
mit  starker Ahnlichkeit der der Claudin-10 V.2-Klone auf. Die niedrigen
Permeabilititsverhéltnisse entstehen durch die stark erhohte Chloridpermeabilitit. Zum
Vergleich konnen hier die Permeabilititsverhiltnisse der Kokultur betrachtet werden (Abbildung
3-24). In der Kotransfektion scheint der Einfluss des Claudin-10 V.2 etwas geringer zu sein.

Jedoch miissen auch hier weitere Experimente durchgefiihrt werden.
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Px/Pa

Permeabilitatsverhaltnis
W PLI/PCI W PNa/PC| M PK/PC| MPRb/PC| PCs/PCI

Kontrolle #4 #5

K9 Cldnlé Cldn10 V.2 Kotransfektion | Kotransfektion

11-11 ‘ #1

16/ 10v.2 16/ 10v.2

Abbildung 3-30
Permeabilitdtsverhéltnisse Px/Pg¢
der Kotransfektion Claudin-10 V.2
und -16 fiir monovalente und
divalente lonen.

Anzahl der Messungen fir Lithium: K9
n=22, lI-11 n=2, #1 n=12, #4 n=4, #5
n=2; Natrium: K9 n=25, II-11 n=7, #1
n=13, #4 n=10, #5 n=6; Kalium: K9
n=27, lI-11 n=7, #1 n=14, #4 n=4, #5
n=5 Rubidium: K9 n=21, 1I-11 n=7, #1
n=13, #4 n=4, #5 n=4; Caesium: K9
n=21, lI-11 n=2, #1 n=13, #4 n=4, #5
n=4; Magnesium: K9 n=15, II-11 n=10,
#1 n=15, #4 n=5, #5 n=4; Calcium: K9
n=11, 1I-11 n=10, #1 n=14, #4 n=5, #5
n=4; Strontium: K9 n=14, 1I-11 n=7, #1
n=14, #4 n=4, #5 n=4; Barium: K9
n=10, 1I-11 n=9, #1 n=14, #4 n=3, #5
n=3.
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Diskussion
Diskussion der Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden aus unterschiedlichen Bereichen genutzt. Jede
einzelne Methode hat ihre Grenzen und konnte Gegenstand dieses Abschnittes sein, doch mochte
ich diejenige diskutieren, deren kritische Betrachtung von besonderer Bedeutung ist. Es handelt
sich dabei um die Zellkultur, die zum einen Grundlage aller Experimente, ob
molekularbiologisch oder elektrophysiologisch und zum anderen auch Grundlage der
Interpretation der Ergebnisse ist.

Die Komplexitit der Nieren bzw. des Nephrons fiihrt zu dem Problem der vielen Variablen und
erschwert die Riickfithrung der beobachteten Verdnderungen auf eine dieser Variablen. Um eine
einzige dieser Variablen auf ihre Funktion hin zu untersuchen, muss die Komplexitit so stark
reduziert werden — ohne jedoch die Grundbedingungen zu verdndern — , dass konkrete Aussagen
getroffen werden konnen. Man muss also das System erst einmal vereinfachen, um spiter die
einzelnen Aspekte wieder zu einen komplexen zusammenhingenden Ganzen zu vereinen.
Hierfiir bietet sich die Zellkultur an. In der Literatur ist fiir verschiedene Zelllinien gezeigt, dass
die in vitro gehaltenen Zellen sehr dhnliche Eigenschaften im Vergleich zu diesen in vivo
aufweisen. Fiir die hier beschriebenen Experimente verwendeten wir eine Zelllinie aus der
Hundeniere, die MDCK-Zellen. Untransfiziert zeigen diese Zellen beziiglich ihres Claudin-
Expressionsmusters Eigenschaften von Sammelrohrzellen, ohne jedoch z.B. den fiir
Sammelrohrzellen typischen Mineralocorticoidrezeptor zu exprimieren.

Grundsitzlich bietet die Zellkultur mehrere Vorteile: (1) Die physiologischen Bedingungen
konnen imitiert werden, z.B. durch Kultur auf Filtermembranen, die den Zellen eine
Differenzierung in einen basolateralen und apikalen Bereich erlauben, und (2) koénnen
gleichzeitig die externen Einfliisse kontrolliert und Storfaktoren ausgeschaltet werden. (3) Die
Versorgung der Zellen kann durch spezielles Kulturmedium sichergestellt bzw. den besonderen
Bedingungen der Versuche angepasst werden. (4) Die auf Filtermembranen kultivierten Zellen
konnen fiir die elektrophysiologischen Versuche oder fiir immunhistochemische Farbungen mit
relativ wenig Aufwand sowie ohne Verdnderung ihrer Lage oder des Zusammenbhalts der Zellen
verwendet werden.

Doch diirfen auch die Nachteile bzw. Grenzen einer Zellkultur nicht auller Betracht gelassen
werden. Zwar wurde versucht die Storfaktoren zu kontrollieren und wenn dies nicht moglich

war, sie zu minimieren, jedoch wirken auf die Zellen in Zellkultur von Beginn an andere
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Faktoren als in vivo. Diese wurden zwar bisher nicht als Storfaktoren beschrieben, jedoch ist
denkbar, dass die Zellen auf diese reagieren und ihr Verhalten verdndern. So ist es z.B.
schwierig, organtypische Bedingungen zu erhalten. Unter physiologischen Bedingungen werden
die Zellen in vivo apikal und basolateral von zwei unterschiedliche Fliissigkeiten superfundiert,
wihrend unsere Zellkultur eher einem biologischer Kurzschluss entspricht, da die Zellen von
oben und unten das gleiche Kulturmedium erhalten. Ein anderer Mangelpunkt ist die
unnatiirliche Verankerung der Zellen auf den undurchlédssigen Kulturschalenboden. Die Zellen
kdnnen zwar nach einer gewissen Wachstumsphase in Kulturschalen auch auf Filtern kultiviert
und mit unterschiedlichen Medien versorgt werden, jedoch wurde dies in dem genutzten
Protokoll nicht beriicksichtigt. Es ist auBerdem nicht klar, ob nicht schon in dieser ersten Phase
Verdnderungen innerhalb der Zellen stattfinden, sie Eigenschaften verlieren oder neue gewinnen.
So zeigten unsere Zellen ein unterschiedliches Verhalten hinsichtlich der gleichen &dufleren
Einwirkungen. Es fiel vor allem eine unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeit auf, die auch
innerhalb der Zellen eines Konstruktes auffindbar war. Ebenso war eine gewisse Resistenz oder
Anfilligkeit gegeniiber Manipulationen z.B. bei der Fiitterung oder Widerstandsmessung zu
beobachten. Ein Grund fiir ein unterschiedliches oder schlechtes Zellwachstum konnten
allgemeine Ursachen wie fehlerhaften Inkubationsbedingungen (O,- und CO,-Gehalt,
Temperatur, pH-Wert und Feuchtigkeit) oder Medien sein. Diese Fehlerquellen konnen jedoch
ausgeschlossen werden, da die Kontrollkulturen, die im gleichen Brutschank und denselben
Medien ausgesetzt waren, ein gleichsinnig gutes Wachstum zeigten. Einige Zellen zeigten nach
schnellen Temperaturdnderungen, Raumwechsel, Einbau in die Ussing-Kammer oder bei einer
Widerstandsmessung  schnellere und stirkere Anderungen ihrer elektrophysiologischen
Parameter als andere. Durch aufgewdrmte Losungen, wenig Raumwechsel und
Widerstandsmessungen wurde versucht die Manipulationen auf ein Minimum zu reduzieren.
AuBerdem wurde eine ,,individuelle Eingewdhnungszeit” von max. 30 min eingerdumt, wenn die
Zellen nach dem Einbau in die Ussing-Kammer einen, im Vergleich zum vorher gemessenen,
verminderten Widerstand aufwiesen. In der Regel konnte innerhalb dieser Zeitspanne eine
Stabilisierung beobachtet werden.

Trotz der genannten Nachteile ist die Zellkultur der ideale methodische Ansatz, um ein
kompliziertes System unter definierten Bedingungen detailliert zu untersuchen und ggf. gezielt
zu verandern. Die dabei gewonnenen Ergebnisse und gesammelten Erfahrungen konnen und
sollten dann genutzt werden, um in anderen Versuchsansétzen wie z.B. in in-vivo Versuchen mit

Knockdown- oder Knockout-Tieren, die Komplexitdt Schritt fiir Schritt wieder herzustellen.
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Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde das Ziel verfolgt, die Funktion der Claudine der Henle-
Schleife und deren Auswirkungen auf den Zellverband elektrophysiologisch zu charakterisieren.
Hierzu wurden stabile Zellklone der Claudine-10, -11, -16 und -19 sowie deren Varianten und
einzelne Mutanten hergestellt und diese hinsichtlich ihres Einflusses auf die Permeabilitit des
Zelllayers gegeniiber monovalenten und divalenten Ionen untersucht. Immunhistochemische
Féarbungen konnten eine analoge Expression und Lokalisation endogener Claudine zwischen den
Claudin-transfizierten und Leervektor-transfizierten Zellen belegen.

Die in den Ergebnissen beschriebenen Verdnderungen des Verhaltens der transfizierten MDCK-
Zellen werden somit entweder direkt von den exogenen Claudinen oder ihrer Interaktion mit den
endogenen Claudinen hervorgerufen, wahrscheinlicher jedenfalls als von einer Verdrdngung der
endogen vorhanden Tight Junction-Proteine. Dies kann jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, da nicht alle Proteine unseren Analysen zugénglich waren oder deren Analysen den
Rahmen dieser Arbeit bei Weitem {iberschritten hétten.

In der Diskussion mochte ich zuerst den Schwerpunkt auf die Claudine als Tight Junction-
Proteine legen, um danach die Claudine im Verband zu betrachten, und schlielich die
Auswirkungen auf das Tubulussystem und die Niere in Bezug auf den menschlichen Organismus
zu diskutieren. Das heillt ich werde zum Abschluss den in der Einleitung begonnen Kreis
schlieBen und von der Mikroebene, den Claudine, zuriick zur Makroebene, der Niere, im

Kontext des Korpers gelangen.

Die Claudine als Tight Junction Proteine

Die Permeabilitiit der Tight Junction

Permeabilitét ist die Durchldssigkeit einer Barriere fiir verschiedene Stoffe. In den Nierentubuli
bildet das Epithel die Barriere zwischen dem Tubuluslumen auf der apikalen und dem
Gefdflumen auf der basolateralen Seite. Die Tight Junction bzw. ihre Zusammensetzung
bestimmt entscheidend die Permeabilitdt dieser Barriere. Ihre abdichtende Barriere- oder
durchlassende Kanalfunktion ist spezifisch fiir bestimmte lonen oder Molekiile.

Grundsitzlich ist die Permeabilitit einer Barriere zusitzlich abhidngig von der GroBe des
passierenden Molekiils. Da Ionen eine Wechselwirkung mit Wassermolekiilen eingehen kdnnen,
verdndert sich je nach Zustand des lons dessen Molekiilgrof3e (Tabelle 4-1) und folglich dessen

Permeabilititsvermdgen.
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Ist eine Barriere nur fiir bestimmte Stoffe durchldssig und fiir andere nicht, wird sie als
semipermeabel oder selektiv permeabel bezeichnet.” Eine Erklirung fiir diese Selektivitit der
Tight Junction ist das Vorhandensein von unterschiedlichen Porentypen: fiir kleine und grof3e
Molekiile.”®** Dabei weisen die Poren fiir kleine Molekiile mit einem Porenradius von maximal
4 A eine hohe Durchtrittskapazitit und die Poren fiir groBe Molekiile mit einem Porenradius mit

letztlich 7 A eine niedrige Kapazitit auf.'

Hydrierte und dehydrierte lonenradien bei 25 °C
Monovalente lonen | Dehydrierter Radius | Hydrierter Radius
Lithium (Li*) 0,6 3,82
Natrium (Na*) 0,95 3,58
Kalium (K*) 1,33 3,31
Rubidium (Rb*) 1,48 3,29
Caesium (Cs*) 1,69 3,29
Divalente lonen
M : Ma2 Tabelle 4-1
ag?esmm( g") 10,65 4,28 lonenradien nach Nightengale
Calcium (Ca?*) 0,99 412
- " Dargestellt sind die lonenradien
Strontium (Sr>*) 1,13 4,12 fir monovalente und divalente
Barium (Ba?") 1,35 4,04 lonen in A"

Betrachtet man hierzu Tabelle 4-1 wird deutlich, dass die untersuchten divalenten Ionen alle
einen hydrierten Radius von 4 A aufweisen und damit hydratisiert zu groB fiir die kleinen Poren
mit der hohen Durchtrittskapazitit wiren. Eine Passage durch diese Poren wire nur bei
vollstdndigem oder teilweisem Verlust der Hydrathiille moglich, d.h. nur durch eine Pore mit
starker Interaktion zwischen dem Ion und dem Kanalprotein (s.u.). Die untersuchten
monovalenten Ionen konnten diese kleinen Poren auch hydratisiert passieren. Eine Variation der
Permeabilitit wire hier durch Verinderung des Mengenverhiltnisses der Porentypen denkbar.'
Eine andere Moglichkeit, die vorherige nicht ausschlieend, besteht in einer unterschiedlichen
Interaktion zwischen der Tight Junction und dem Ion. Bei besonders selektiven Tight Junctions
wird von einer starken, bei nicht-selektiven von einer schwachen Interaktion zwischen Tight

Junction Protein und lon ausgegangen.

Die Theorie der Ionensequenzen
Der Fokus dieser Arbeit lag auf den Ionen der beiden ersten Hauptgruppen des Periodensystems

der Elemente. Zuerst wurden die monovalenten Kationen der 2. bis 6. Periode der ersten
Hauptgruppe betrachtet: Li", Na', K, Rb" und Cs", folgend die divalenten Kationen der 3. bis 6.
Periode der zweiten Hauptgruppe: Mg>*, Ca®", Sr*" und Ba®" (siche Tabelle 4-1).

b N
Hierbei beschreibt ,selektiv’ die Fahigkeit aus einer Gesamtheit von Auswahlmdglichkeiten systematisch bestimmte auszuwahlen.
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Die Ionenradien @ndern sich periodisch: Da durch die steigende positive Kernladung die
negativen Elektronen stirker angezogen werden, nehmen die lonenradien innerhalb einer
Periode von links nach rechts ab. Das zweifach positiv geladene Kation hat deshalb gegeniiber
dem einfach geladenen Kation einer Periode einen wesentlich kleineren Radius (Mg2+ <Na").

Innerhalb einer Hauptgruppe nehmen diese, von oben nach unten, also mit steigender

Ordnungszahl zu, da jeweils neue, weiter au3en liegende Schalen mit Elektronen besetzt werden.

Abbildung 4-1
® . O Q O lonen sortiert nach den

Lt < Nat < K* < Rpt < cs* ° ® o Q dehydrierten Radien
o+ o o+ 2+ Die ausgefillten Kreise
Mg~ < Ca < Sr < Ba symbolisieren die

dehydrierten lonenradien.

In einer wéssrigen Losung werden Ionen von Wassermolekiilen umbhiillt. Es tritt eine Ion-Dipol-
Wechselwirkung zwischen dem Ion und den Wassermolekiilen ein. Die Ionen werden
hydratisiert. Weisen Ionen die gleiche Ladung auf, variiert die Hydrathiille je nach GroBe des
Ions: da sich die positive Ladung kleiner Ionen auf einer kleineren Flache verteilt, bauen diese
groBere Hydrathiillen auf. Daraus folgt, dass die Radien der hydratisierten Ionen X',q mit
steigender Ordnungszahl abnehmen, wohingegen die Ionenradien der unhydrierten Ionen mit

steigender Ordnungszahl zunehmen (s.0.):

Abbildung 4-2
lonen sortiert nach den

@ @ @ @ hydrierten Radien
Hydrathulle dargestellt als Ring
Lt > Nat > Kt > Rbt > cst um das dehydrierte lon, das als

2 > Sr farblich ausgefillter Kreis
entsprechend seiner Grolie
dargestellt ist.

Es ist moglich, die Permeabilitit fiir Ionen einer Tight Junction/Pore fiir Ionen durch
thermodynamische Berechnungen bzw. durch die physikalischen Eigenschaften der Bindestelle
zu erkldren. Ein Vorreiter auf diesem Gebiet war George Eisenman. In den 60iger Jahren des
zwanzigsten Jahrhunderts untersuchte er die Ionenpermeabilitit und -selektivitit von
Aluminiumsilicat-Glaselektroden. Eisenman entwickelte die These, dass die Selektivitdt der
Glaselektroden durch die unterschiedliche Feldstirken® der negativ geladenen Kation-
Bindungsstelle bedingt ist.’ Weitere Experimente zeigten, dass sich die an Glaselektroden

gewonnenen Ergebnisse auch auf biologische Systeme iibertragen lassen. Aus den Ergebnissen

° Feldstérke bezeichnet das MaR fiir die Fahigkeit eines physikalischen Feldes, eine Kraft auf einen Kdrper auszutiben, der eine
bestimmte Eigenschaft besitzt, auf die das Feld wirken kann.
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seiner Versuche leitete Eisenman schlieBlich Permeabilititssequenzen ab.>> Spiter konnten diese
Vermutungen durch energetische Uberlegungen bestitigt und erweitert werden.”

Betrachten wir zuerst die oben genannten fiinf einwertigen Ionen: Lithium, Natrium, Kalium,
Rubidium und Caesium. Mit fiinf Variablen ergeben sich maximal 5! (sprich: Fakultit) = 120

Kombinationsvarianten. Eisenman zeigte in seinen Versuchen, dass aber nur 11 der theoretisch

moglichen Sequenzen an den untersuchten ionenselektiven Gldsern vorkommen.

Nr. |Eisenman-Sequenz
| Cs*>Rb* > K" > Na* > Li*
] Rb* > Cs* > K* > Na* > Li*
lla |Cs*>K*>Rb*>Na*®>Li* Tabelle 4-2
Il |Rb">K >Cs >Na > Li" Eisenman-Sequenzen.
llla |K*>Cs*>Rb*>Na*>Li* Dargestellt sind die Eisenman-
- - - — Sequenzen fir monovalente
IV |K">Rb">Cs">Na">Li lonen. Die Sequenz | gibt die
V K*> Rb* > Na* > Cs* > Li* hydrierten Radien in
" " " T, aufsteigender Reihenfolge
> . . .
VI |K'>Na’>Rb™>Cs™> Li wieder, die Sequenz Xl| die
VIl [Na*>K">Rb*>Cs" > Li* dehydrierten Radien in
VIII [Na*>K*>Rb* > Li* > Cs* aufsteigender Reihenfolge. Der
- " " Pfeil zeigt den Ubergang von
IX |Na®>K">Li">Rb*>Cs einer schwachen Interaktion
X Na* > Li* > K* > Rb* > Cs* (blau) zu einer starken
" T o n ; Interaktion (rot) zwischen lon
Xl Li">Na™> K" > Rb" > Cs und der Tight Junction (s.u.).3

Die elf Eisenman-Sequenzen sind in Tabelle 4-2 aufgefiihrt. Dabei spiegelt die I. Sequenz die
hydrierten Radien, die XI. Sequenz die dehydrierten Radien in aufsteigender Reihenfolge
wieder. Diese Beobachtung kann durch folgende Uberlegungen erklirt werden:

Ein Kation muss in einem biologischen System in seiner niheren Umgebung einige negativ
geladene Atome haben. Wenn Wasser in seiner Nihe ist, wird es mit dem negativen Bereich des
Wassermolekiils eine Verbindung eingehen, es wird hydriert. Nehmen wir nun an, dass in der
ndheren Umgebung des Kations sich nicht nur Wasser befindet, sondern auch ein Kanalprotein
innerhalb einer Membran. Das Ion mit der groten freiwerdenden Energie bei einem Transfer
wird dann vom Wasser zum lonenkanal transferiert. Die Triebkraft fiir diesen Transfer ist die
Differenz zwischen der freien Energie der lon-Kanalprotein-Interaktion und der freien Energie
des Kations.”* Die Ion-Kanalprotein-Interaktion ist abhingig von der Feldstirke des negativ
geladenen Bindungsbereiches des lonenkanals. Man kann nun zwei Extremfille betrachten: (i)
einen sehr stark geladenen Bindungsbereich bzw. lon-Bindestelle-Interaktion oder (ii) einen sehr
schwach geladenen Bindungsbereich bzw. lon-Bindestelle-Interaktion.

Im ersten Falle (i) wird das Ion mit dem kleinsten dehydrierten Radius bevorzugt, da die Ion-

Bindestelle-Interaktion stdrker ist als die freie Hydratationsenergie. Die Ionen verlieren bei
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threm Durchtritt die Hydrathiille komplett und werden nach ihrem dehydrierten Radius sortiert.
Die Bindungssequenz ist einfach die aufsteigende lonenradien-Sequenz (entspricht Eisenman-

Sequenz XI).

(/\) ( ( ( )) << )) <® Q;?;(Ig ?nr:‘grgl-(::’ion.

v Sortierung der lonen entlang
ihrer dehydrierten Radien bei
starker Interaktion zwischen

dem lon und dem Bindungs-
bereich.

Li* > Na* > K* > Rb* > Cs*

starke Interaktion

Im zweiten Fall (i1) dominiert die freie Energie der Hydratation den Austausch oder Transfer des
Ions, da die Ion-Bindestelle-Interaktion schwicher ist als die Ion-Wasser-Bindung. Das
bevorzugte Ion ist jenes mit dem grofften dehydrierten und kleinsten hydrierten Radius. Da
praktisch keine Interaktion zwischen dem Ion und der Bindungsstelle stattfindet, werden die
hydrierten Ionen nach ihrer GroBe sortiert. Dabei verliert das jeweilige lon bei dem Durchtritt
seinen Wassermantel nicht. Die Bindungssequenz ist die absteigende lonenradien-Sequenz

(entspricht der Eisenman-Sequenz I).

) (@@ miiuw

Sortierung der lonen entlang
ihrer hydrierten Radien bei

Lt < Na* < K* < Rb* < GCs* schwacher Interaktion
zwischen dem lon und dem
schwache Interaktion Bindungsbereich.

Analog zu den monovalenten lonen wurden auch die Erdalkali-Kationen Mg2+, Ca2+, Sr** und
Ba’" untersucht. Von den maximal 4! = 24 moglichen Kombinationen konnten 7 in biologischen
Systemen gefunden werden®. Dieselben Sequenzen wurden von Sherry hergeleitet.* Auch hier
zeigt die erste Sequenz die Hydrationsradien in aufsteigender Reihenfolge auf, die siebende die

aufsteigende Reihenfolge der dehydrierten Ionenradien auf.

Nr. | Sherry-Sequenzen

| Ba2* > Sr2+ > Ca2* > Mg2* Tabelle 4-3

I |Baz > Caz > 572 > Mg Sherry-Sequenzen.

Il |cazr > Ba?+ > sr2r > Mg+ Dargestellt  sind die  Sherry-
Sequenzen fir divalente lonen. Die

IV |Ca?* > Ca2* > Mg?* > Sr2+ Sequenz | die hydrierten Radien in

V |Ca?* > Mg? > Ba2* > Sr2+ aufsteigender Reihenfolge wieder,

o o o - die Sequenz Xl| die dehydrierten
VI |Ca* > Mg=" > Sr** > Ba Radien in aufsteigender Reihen-
VIl [Mg2* > Ca?* > Sr2* > Ba2* folge.*
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Der Einfluss der untersuchten Claudine auf die Permeabilitiit

Die Eisenman-Sequenzen wurden aufgrund ihrer allgemeinen Giiltigkeit fiir die monovalenten
Kationen verwendet. Fiir die divalenten Kationen verwendeten wir die Sherry-Sequenzen, da
diese die Versuchsergebnisse, vor allem bei biologischen Systemen, besser erkldren. Mit Hilfe
der berechneten Permeabilititen fiir monovalente Ionen konnen die Klone teilweise den
Eisenman-Sequenzen zugeordnet werden. Fiir die divalenten Ionen konnte in den hier
vorgestellten Ergebnissen keine eindeutige Zuordnung erfolgen. Die wahrscheinlichste
Erklarung fiir das Fehlen einer eindeutigen Abstufung der Permeabilitéten liegt darin, dass der
theoretische Unterschied zwischen den einzelnen Permeabilititen kleiner ist als der Messfehler.

Betrachtet man vorerst die Permeabilitdtssequenz fiir monovalente Ionen der Kontrollzellen, fallt
auf, dass diese der Eisenman-Sequenz IV entspricht. Diese Sequenz spiegelt eine schwéchere
Interaktion zwischen lon und Bindungsstelle wieder (Tabelle 4-3). In der Tabelle 4-4 sind die
Klone den Sequenzen zugeordnet. Besonders interessant ist die Verschiebung der
Permeabilititssequenz der Claudin-10 Variante 2-Klone. Die Permeabilititspraferenzen der
anderen Zellklone konnten keiner Eisenman-Sequenz zugeordnet werden. Es verdnderten sich
zwar die einzelnen Permeabilitdten und eine Tendenz zu einer stdrkeren Interaktion zwischen lon

und Pore konnte beobachtet werden, aber es kam zu keiner signifikanten Verschiebung.

Nr. | Eisenman-Sequenz

| Cs*>Rb* > K* > Na* > Li*
Il Rb*> Cs* > K* > Na* > Li*
lla |Cs*>K*>Rb*>Na*>Li*

Nl |Rb*>K*>Cs* > Na* > Li*
llla |K*>Cs*>Rb*>Na* > Li*

IV _|K°>Rb*>Cs* > Na* > Li MDCK C7
Kontrollzellen

V K* > Rb* > Na*> Cs* > Li*

VI |K*>Na*>Rb*>Cs*>Li*

Tabelle 4-4
VIl |Na*>K">Rb*>Cs*>Li" Eisenmann-Sequenz der
VIl [Na*>K*>Rb*>Li*>Cs* MDCK C7-Kontrolizellen.
IX* |Na">K">Li">Rb">Cs Der blaue Kasten hebt die
X Na* > Li* > K* > Rb* > Cs* Eisenmann-Sequenz  der
XI Li* > Na* > K* > Rb* > Cs* Kontrollzellen hervor.

Das Permeabilitiitsverhalten der Claudin-10-Klone

Wie man deutlich in der Tabelle 4-5 erkennt, fiihrt die Expression des Claudin-10 Variante 2-

Proteins zu einer Verschiebung der Permeabilititssequenz hin zu einer stdrkeren Interaktion
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(Eisenman-Sequenz X) zwischen dem Ion und der Pore. Die Ionen verlieren also bei dem
Transfer der Tight Junction teilweise oder vollstindig ihre Hydrathiille und werden

dementsprechend nach ihren unhydrierten Radien sortiert.

Nr. |Eisenman-Sequenz

| Cs* > Rb* > K* > Na* > Li*
Il Rb*> Cs* > K* > Na* > Li*
lla |Cs*>K*>Rb*>Na*> Li*
Il |Rb*>K*>Cs*>Na*> Li*
llla |K*>Cs*>Rb*>Na*> Li*

W R ot | VOSKET el | Tabelle 45

V  |K*>Rb*>Na*>Cs* > Li* CLDN 19 Zellen Eisenmann-Sequenzen der
VI |K*>Na*>Rb*>Cs* > Li* CLDN 11 Zellen Claudin-Klone.

VIl [Na">K*>Rb*>Ce"> L CLDN 16 Zellen Den Claudin-10 V.2 Klonen
VIIl |Na*>K*> Rb* > Li*> Cs* konnte eine Eisenmann-

Sequenz (roter Kasten), den
- restlichen Klonen konnten nur
X __|Na*>Li">K">Rb">Cs CLDN 10V.2 Zellen teilweise Sequenzen (Linien)

X| |Li*>Na*>K*>Rb*>Cs* zugeordnet werden.

IX |Na">K*>Li*>Rb*>Cs*

Wie in den Ergebnissen dargestellt erhohte die Anwesenheit von Claudin-10 V.2 in den Tight
Junction das Na'/Cl-Permeabilititsverhiltnis, mit einer extremen Steigerung der Na'-
Permeabilitidt. Weitere Untersuchungen der gleichen Klone bestdtigten die Ergebnisse (D.
Giinzel, Institut fiir Klinische Physiologie, Berlin, personliche Mitteilung): Fiir die Ionen NO™
und Pyruvat wurde eine Erniedrigung des Permeabilititsverhéltnisses Pno-3/Pna Sowie Ppyruya/Pna
gefunden, die mit einem Anstieg Na'-Permeabilitit erklirbar ist. Diese Verschiebung zu einer
stirkeren Interaktion konnte bei der Variante 1 des Claudin-10 Proteins nicht nachgewiesen
werden. Dies impliziert, dass ein bedeutender Unterschied zwischen diesen Varianten vorliegt.
Daher erscheinen vorliegende Ergebnisse vorerst widerspriichlich zu den bisher veroffentlichen
Beobachtungen fiir Claudin-10.>* Stabil transfiziert in MDCK II-Zellen fiihrte Claudin-10
Variante 2 bei den Experimenten der Arbeitsgruppe um Van Itallie zu keiner Veridnderung des
Na'/Cl'-Permeabilititsverhiltnisses, wohingegen Claudin-10 Variante 1 zu einem verminderten
Permeabilititsverhiltnis fiihrte. Diese Verinderung wurde durch eine verminderte Na'- und eine
erhhte Cl'-Permeabilitit hervorgerufen.’® Vergleicht man unsere Methoden mit denen Van
Itallies fdllt die verwendete Zelllinie auf. Zwar stammen beide Zelllinien von Hundenieren
(MDCK-Zellen), jedoch gehdren sie nicht demselben Subklon an. So weisen die von Van Itallie
verwendeten MDCK II-Zellen einen niedrigen transepithelialen Widerstand auf, die von uns
verwendeten MDCK C7-Zellen gehoren hingegen zu einem Subklon mit einem hohen
Widerstand. Neben einem unterschiedlichen Verhalten gegeniiber dem antidiuretischen Hormon
(ADH), unterscheiden sich die beiden Subklone auflerdem durch ihre endogene Claudin-
Expression. Die MDCK II-Zellen exprimieren Claudin-2, das bekannt ist fiir die Ausbildung
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einer parazelluliren Kationenpore.*' Die von uns verwendeten MDCK C7-Zellen exprimieren
dieses Claudin nicht. Der bei Van Itallie beobachtete Anstieg der Permeabilitit konnte durch
eine Interaktion zwischen Claudin-10 Variante 1 und Claudin-2 bedingt sein. Dies wiirde auch
die ausbleibende Permeabilititserhohung in unseren Experimenten erkldren. Die Expression von
Claudin-2 ist bisher nicht im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife beschrieben worden.
Deshalb konnte man davon ausgehen, dass die vermutete Interaktion fiir die Funktion dieses
Nierenabschnittes nicht von Bedeutung ist.

Van Itallie et al. >* transfizierten beide Isoformen auBerdem stabil in Schweinenieren-Zellen
(LLC-PK1). Die LLC-PK1-Zellen weisen einen niedrigen transepithelialen Widerstand (= 127 Q
cm®)” und die Charakteristika des proximalen Tubulus auf, weswegen sie als ein Modell fiir
diesen genutzt werden. Mit den endogenen Claudinen 1, 2, 3, 4 und 7 unterscheiden sie sich in
der Claudinexpression gegeniiber den MDCK II- und C7-Zellen. Generell gelten sie als
Anionen-selektive Zellen.”® Die Uberexpression von exogenen Claudin-10 V.1 sowie der
Variante 2 fiithrte hier zu einer Verminderung des transepithelialen Widerstandes. Auch die
Permeabilititen fiir Na'- und Cl'-Ionen verinderten sich: Claudin-10 V.1 fiihrte zu einer
signifikanten Erhdhung der Cl-Permeabilitit, Claudin-10 V.2 zu einer gesteigerten Na'-
Permeabilitit.'” Betrachtet man die Beobachtungen der verschiedenen Transfektionen

gemeinsam, wird die bedeutende Rolle der endogen exprimierten Claudine deutlich.

Permeabilititsverhalten der Claudin-11-Klone

Claudin-11 zeigte sich in unseren Versuchen nicht einheitlich. Ursachen fiir dieses Verhalten
waren unseren Analysen nicht zuginglich. Es konnte auch keine Korrelation zwischen den
unterschiedlichen Konstrukten und den Ergebnissen gefunden werden, so dass eine Interaktion
oder Behinderung durch die verwendeten Vektoren bzw. das Green Fluorescence Protein (GFP)
unwahrscheinlich ist. Murines Claudin-11 wurde auch von der Arbeitsgruppe um Van Itallie
untersucht: Uberexpression in MDCK 1I-Zellen fiihrte zu einer Zunahme des transepithelialen
Widerstandes und Abnahme der Na'-Permeabilitiit, transfiziert in LLC-PK1-Zellen zeigten sich
keine Verdnderungen.’

In zwei Claudin-11-Klonen konnten wir jedoch eine signifikante Erhohung der Na'-
Permeabilitét feststellen. Trotz des widerspriichlichen Verhaltens der anderen Klone, konnte
Claudin-11 wichtig fiir die Kationenpermeabilitit eines Epithels sein. Diese Vermutung
bestidrkend ist folgende Beobachtung: Claudin-11 konnte in den Tight Junction der Stria
vascularis im Innenohr nachgewiesen werden.”” Die Stria vascularis ermdglicht den Aufbau

eines endocholearen Potentials, das primér durch die Verschiebung von Kaliumionen aus der
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Perilymphe in die Endolymphe entsteht. Fehlt Claudin-11 in den Tight Junction, ist der Aufbau
dieses Potentials nicht mehr moglich.®® Zwei Schliisse konnten daraus gezogen werden:
entweder fungiert Claudin-11 in den Stria Zellen als Pore fiir Kationen {ibereinstimmend mit

unseren Beobachtungen oder es hat eine abdichtende Funktion.

Permeabilititsverhalten der Claudin-16-Klone

Claudin-16 zeigte eine leichte Verschiebung zu einer stirkeren Interaktion von Ion und Pore
jedoch ohne eine Stufung einer bestimmten Eisenman-Sequenz entsprechend. Unsere
Untersuchungen zu den divalenten Ionen bestdrkten die Hypothese, dass Claudin-16 an der
Bildung einer selektiven Kationenpore entscheidend mitwirkt und dadurch die parazelluldre
Resorption von Mg®" und Ca*" erméglicht. Wir konnten in den Claudin-16 iiberexprimierenden
MDCK C7-Zellen eine (marginale) Erhohung der Mg®- und Na'-Permeabilitit nachweisen.
Unsere Beobachtungen sprechen damit auch fiir eine Beteiligung von Claudin-16 am Aufbau des
elektrochemischen Gradienten durch eine gesteigerte Na'-Permeabilitit und damit fiir eine
direkte Beeinflussung der Triebkraft fiir den parazelluldren Transport von Mg*" und Ca®’. Die
Arbeitsgruppe um Goodenough hatte Claudin-16 auch beziiglich der Permeabilitit fiir divalente
Ionen untersucht. Hier scheint die Funktion des Claudin-16 hinsichtlich der parazelluldren
Resorption unabhdngiger von den endogen exprimierten Claudinen zu sein: Sowohl Claudin-16
{iberexprimierende LLC-PK1-Zellen als auch MDCK II-Zellen zeigten eine Zunahme der Mg*'-
Permeabilitit dieser Zelllayer.”” Hierbei gilt zu beachten, dass die verwendeten LLC-PK 1-Zellen
kein Claudin-2 exprimierten. Gleichzeitig konnten sie nur in den transfizierten LLC-PK1-, nicht

jedoch in den MDCK II-Zellen eine Erhohung der Na'-Permeabilitit feststellen .

Permeabilititsverhalten der Claudin-19-Klone

Claudin-16 und -19 weisen dhnliche Expressionsmuster auf. Mutationen in den entsprechenden
humanen Genen fiihren zu einer fast identischen Erkrankung (FHHNC). Diese Aspekte lieen
die Vermutung aufkommen, dass sie eine dhnliche Funktion hinsichtlich der Mg”'-Resorption
innerhalb des dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife einnehmen. Bei den
Untersuchungen  der  divalenten Ionen  zeigten die  Claudin-19-Klone  keine
Permeabilititsverdnderungen gegeniiber den Kontrollzellen. Jedoch konnten wir bei zwei
Claudin-19-Zellklonen eine signifikante Erhéhung der Natirum- und Chloridpermeabilitit
nachweisen. Und es konnte auBerdem eine Steigerung der Permeabilitidt flir die anderen
monovalente Kationen beobachtet werden. Eine Beteiligung an dem Aufbau des elektro-

chemischen Gradienten wire damit auch hier denkbar, ebenso eine Interaktion von Claudin-16
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und -19 zur Optimierung der Mg*'- und Ca**-Resorption. Bei den Untersuchungen konnten wir

zwei unterschiedliche Claudin-19 Spleiflvarianten identifizieren: Claudin-19 V.1 und V.2.

CLDN 19.1

Abbildung 4-5
Unterschiedliche Splei3varianten
des Claudin-19.

Die Exons sind als orange-farbende

CLDN 19.2 Rechtecke, die Introns a!s rote Linie
Introns dargestellt. Der pink markierte Bereich
des vierten Introns der Claudin-19

[ sooBp |—— 1658p

Variante 1 entspricht dem letzten
Abschnitt des vierten Exons der V.2
(pink markiert). Bp: base pairs

Claudin-19 V.1 weist fiinf Exons, Claudin-19 V.2 vier Exons auf. Die ersten drei Exons sind
identisch. Das vierte Exon ist ebenfalls identisch, nur bei der zweiten Variante durch zehn
zusitzliche Basenpaare verldngert, die sich bei der ersten Variante bereits in dem Intron-Bereich
befinden. Die entstehenden Proteine unterscheiden sich nur durch ihre verschieden langen C-
Termini. In den extrazelluldren Schleifen finden sich keine Unterschiede beziiglich der
geladenen Aminosduren.

AuBlerdem sind zwei Transkripte in humaner cDNA zu finden: die 137. Base kann entweder ein
Cytosin oder ein Thymin sein (Triplett CTC oder CCC). Diese Variation fiihrt bei Translation zu
zwei unterschiedlichen Aminoséuren in Position 46: Prolin oder Leucin. Prolin ist bekannt als
,Helixbrecher” und meist zu finden am Ubergang von einer Alpha-Helix in eine gerade Struktur.
Dieser Bereich befindet sich in der ersten extrazelluldren Schleife. Unsere Claudin-19 Varianten
weisen beide Leucin in Position 46 auf (rot markiert in der Abbildung 4-6). Zu welchem

Unterschied diese Variation innerhalb der Funktion des Claudin-19 fiihrt, ist bisher unbekannt.

CLDN 19.1 CLDN 19.2
10 20 30 10 20 30
MANSGLQLLG YFLALGGWVG IIASTALPQW MANSGLQLLG YFLALGGWVG IIASTALPQW .
40 50 60 40 50 60 Abbildung 4-6
KQSSYAGDAI ITAVGLYEGL WMSCASQSTG KQSSYAGDAI ITAVGLYEGL WMSCASQSTG Aminoséurensequenz der
70 80 90 70 80 9 , g
QVQCKLYDSL LALDGHIQSA RALMVVAVLL QVQCKLYDSL LALDGHIQSA RALMVVAVLL Claudin-19 Varianten.
100 110 120 100 110 120 . ) )
GFVAMVLSVV GMKCTRVGDS NPIAKGRVAI GFVAMVLSVV GMKCTRVGDS NPIAKGRVAI Dargestellt ist die Amino-
130 140 150 130 140 150 saurensequenz der Claudin-19
AGGALFILAG LCTLTAVSWY ATLVTQEFFN AGGALFILAG LCTLTAVSWY ATLVTQEFFN Varianten. Die Transmembran-
160 170 180 160 170 180 i " L )
PSTPVNARYE FGPALFVGWA SAGLAVLGGS PSTPVNARYE FGPALFVGWA SAGLAVLGGS bereich sind tlrkis und die
190 200 210 190 200 210 extrazellularen dunkelblau
FLCCTCPEPE RPNSSPQPYR PGPSAAAREP FLCCTCPEPE RPNSSPQPYR PGPSAAAREY V/ markiert. Die unterschiedlichen
220 T X X
VWKLPASAKG PLGV C-Termini sind pink markiert.
Molekul icht: 23.229 D Molekul icht: 22.077 D Das rote L' steht fir das
olekulargewic t: . a oleKulargewicnt: . a LeUCin in POSitiOn 59
Lange: 224 AA Lange: 211 AA

Da sich die von uns verwendeten Klone unabhéngig der Variante unterschieden, konnen keine
Riickschliisse auf die eventuelle spezifische Funktion einer der Varianten vorgenommen werden.

Welche Bedeutung diese Unterschiede fiir die Funktion des Claudin-19 haben, konnte in
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zukiinftigen Untersuchungen geklart werden. Insgesamt konnte eine Erhohung der Permeabilitit
fiir monovalente Ionen nachgewiesen werden, ohne Anderung der lonenpriferenz. Erst kiirzlich
konnte die Arbeitsgruppe um Angelow zeigen, dass die kurze Variante des Claudin-19 stabil
transfiziert in MDCK II-Zellen die Permeabilitit fiir monovalente und divalente Kationen
vermindert.*> Auch hier scheinen die endogen vorhandenen Claudine eine entscheidende Rolle

zu spielen.
Die Claudine im Verband

Der Zusammenhang zwischen der Permeabilitit und dem Widerstand

Wie fiir Ionenkandle schon bekannt bestdtigen unsere Ergebnisse, dass die unterschiedlichen
Ladungen, positiv oder negativ, der Bindungsbereiche der Claudine die Spezifitit der TJ
bedingen. Doch bevor wir uns der Struktur der Claudine widmen, mochte ich kurz auf einen
wichtigen Sachverhalt eingehen: die Korrelation zwischen der Permeabilitit und dem
Widerstand. Der transepitheliale Widerstand ist ein MaB fiir die Durchldssigkeit eines Zelllayers.
Der elektrische Widerstand einer Membran Ry, (Qcm?), d.h. der transepitheliale Widerstand, ist

umgekehrt proportional zur Membranflache A definiert nach dem ohmschen Gesetzt mit:

e R
A

Dieser kann zwischen >100.000 Qcm® in der Harnblase bis zu weniger al 10 Qcm® im
proximalen Tubulus der Niere variieren °. Diese starke Bandbreite wird durch die einzelnen
Komponenten ermdglicht.

Um sich diesen vorerst vereinfacht zu ndhern, kann das Epithel als ein einfacher elektrischer
Schaltkreis betrachtet werden. Der Gesamtwiderstand R dieses Epithels setzt sich wie in

Abbildung 4-7 zu sehen aus drei unterschiedlichen Teilwiderstinden zusammen.

Abbildung 4-7
Widerstandsverteilung eines Zelllayers.

Vereinfachte Darstellung eines Zelllayers.
Neben dem trans- und parazellularem
Transportweg ist ein  Schaltkreis-Modell
eingezeichnet mit in Reihe geschalteten
Widerstanden (R). Rap: apikaler Widerstand;
Rba: basolateraler Widerstand; Ryy: Widerstand
der Tight Junction. [modifiziert nach 5]

Zwei Widerstidnde Ry, und Ry, sind in Serie iiber der apikalen und der basolateralen Membran
der Zelle geschaltet. Sie bilden den zelluldren Widerstand Rey. Der Dritte ist der Widerstand Ry

des parazelluldren Weges, der primir durch die Tight Junction bestimmt wird.
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Schaltet man zwei Teilwiderstinde in Reihe, so addieren sich ihre Widerstinde. Wenn sie
parallel geschaltet sind, ist der Gesamtwiderstand kleiner als die Einzelwiderstande. Es addieren
sich ihre Leitwerte. Der Gesamtwiderstand unseres Epithels setzt sich deshalb wie folgt

zusammen:

1 1 1

+
R, R,.. R,+R,

ges para

In der Literatur wird die Einteilung des Epithels als ,,undicht* bzw. ,,dicht* in Abhéngigkeit zu
dem Verhéltnis der parazelluliren zur transzelluliren Permeabilitit bzw. Leitfdhigkeit
vorgenommen. Wenn das Verhiltnis der parazelluldren zur transzelluldren Leitfahigkeit grofer
als 1 ist, wird das Epithel als undicht, wenn es kleiner als 1 ist, als dicht bezeichnet.

Einige Autoren haben gezeigt, dass es eine exponentielle Korrelation zwischen der Anzahl an

Tight Junction-Stringen und der Permeabilitit des Epithels bzw. transepithelialen Widerstand

P Abbildung 4-8

WUUM_ Die Tight Junction (TJ).

Tight e NEHESRIA (A) Epithel

bt e (B) Zellzwischenraum mit der Tight
unctions K .
dicht Junction
(C) vereinfachte Darstellung eines
D abdichtenden Epithels mit mehreren

TJ-Strangen/Fibrillen
ﬂﬂﬂﬂﬂ (D) vereinfachte Darstellung eines
undichten Epithels mit nur 1-2 TJ-

A Strangen/Fibrilllen
undicht [modifiziert nach °]

Einzelne Tight Junction sind in der Regel aus mehreren verschiedenen Claudinen
zusammengesetzt. In dieser Arbeit wurden zuerst die einzelnen Claudine untersucht und folgend
deren Zusammenwirken in Kokulturen und Kotransfektionen. Es wird bisher davon
ausgegangen, dass der transepitheliale Widerstand die Permeabilitit widerspiegelt. Zu bedenken
wire, dass dieser Widerstand wie oben erldutert aus zwei Teilwiderstinden zusammengesetzt ist:
dem transzelluldren und parazelluliren Widerstand. Sobald der transzellulire Widerstand
tiberwiegt, wiirde man keine Abhéngigkeit zwischen der parazelluldren Permeabilitdt und dem
Widerstand erwarten, da die transzelluldre Permeabilitit weniger durch den Widerstand als
vielmehr durch die Kanal- und Transporterzusammensetzung der Zelle bestimmt wird.

Andere Autoren zeigten, dass der Widerstand entweder durch die Anzahl an TJ-Proteinen wie
den Claudinen oder durch die Anzahl an TJ-Komplexen bzw. -Strdngen zwischen benachbarten
Zellen bestimmt werden konnte.” Als Gefahr fiir eine Fehlinterpretation sind hier mégliche

Strangbriiche zu erwidhnen. Bei gleicher Anzahl an Stringen wére eine TJ mit Briichen
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wahrscheinlich durchléssiger als diese ohne Briiche. Vermutungen sehen auch eine mogliche
Verbindung zwischen der Variation der Anordnung und der Anzahl von TJ-Proteinen.'” Vor
kurzem konnte gezeigt werden, das einige wenige Bereiche der ersten extrazelluldren Schleife
der Claudine (Claudin-5 in u.a.'”) ausschlaggebend sind fiir den Widerstand und nicht die
Anzahl der TJ-Stringe. Auch Arbeiten von Furuse und Colegio belegen diese Hypothese.>

Bevor wir uns diesem interessanten Aspekt ndhern, mochte ich auf unsere gemessenen
Widersténde eingehen. Wie im entsprechend Kapitel beschrieben, fanden wir Claudine, die zu
einem hohen bzw. niedrigen transepithelialen Widerstand fiihrten. Zu den Erstgenannten zéhlen
die Claudine-10 V.1, -11, -16 und -19. Zu den letztgenannten die Variante 2 des Claudin-10 und
zwei Klone des Claudin-11. Diese Ergebnisse bestdtigen die bisher ver6ffentlichten
Beobachtungen.”**>'"* Abgesehen von Claudin-16 und -11 gehéren die untersuchten Claudine
mit einem hohen Widerstand in die von Krause et al. definierte Gruppe der klassischen Claudine,
diese zeichnen sich durch weite Sequenzhomologien aus. Claudin-11 und -16 werden nach

Krause der nicht-klassischen Gruppe zugeordnet.

classiC uauih-l\j _____ Abbildung 4-9
—————— dins Phylogenetischer Baum
nach Krause.

k12
/ [ \ — Klassische Claudine: 1-10,
A7 ‘ \\\\ — 14, 15, 17 und 19
0¢z\$’/ \\\-\ ""*vg,'ggjz,qa dargestellt in Rot; Nicht-
s RN - Klassische Claudine 11-13,
§ NN N O 16, 18 wund 2024 in
:‘-ﬁ ",o . Schwarz. Als Grundlage
S 5 dienten murine Sequenzen.
Se K?; 9 Claudin-21 und -24 st
ve= bisher nur im Menschen
20 units of phylogenetic distance nachgewiesen worden.”

Die Bedeutung der Proteinstruktur

Fiir das Verstindnis der Claudine innerhalb der Tight Junction muss man deren extrazelluldre
Schleifen beriicksichtigen, denn diese gestalten den Zellzwischenraum und bestimmen dadurch
die Durchtrittsbedingungen fiir die Molekiile. So fiihren Genmutationen, die verdnderte
extrazelluldre Schleifen des Claudin-16 bedingen, zu der Familidren Hypomagnesimie mit
Hypercalciurie und Nephrocalcinoses (FHHNC).'**">!1% Auch durch Genmutation verdnderte
extrazelluldren Schleife des Claudin-19 konnten als verantwortlich fiir diese Erkrankung mit
zusitzlicher Beteilung des Auges erkannt werden.!” Andere Verdffentlichungen konnten die

Bedeutung der extrazelluldren Schleifen aufzeigen und auch als ursdchliche Determinanten der
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15,17.73,101,103,104 b1 e Interaktion beider Schleifen eines

parazelluldren Permeabilitét identifizieren.
Claudins scheint fiir die Funktion essentiell zu sein, wie am Beispiel des Claudin-3 und -4
gezeigt werden konnte.*” Doch der ersten extrazelluliren Schleife wird in den bisherigen
Publikationen eine bedeutendere Rolle zugesprochen. Besonders anschaulich wird dies am
Beispiel des Claudin-7: Der Austausch von negativ geladenen Bereichen durch positiv geladene
fiihrte zu einem Anstieg der Cl'-Permeabilitét, aber nur, wenn diese in der ersten extrazelluldren
Schleife und nicht in der zweiten Schleife ausgetauscht wurden.’

Die erste extrazelluldre Schleife besteht aus 50-56 Aminosduren, wobei die nicht-klassische
Gruppe an Claudinen (s.0.) eine groBere Variabilitit als die der klassischen Claudine aufzeigt.’
Trotzdem findet man einige stark konservierte Bereiche in der ersten extrazelluldren Schleife
aller Claudine wie z.B. das Aminosduren-Motiv ,W-GLW-C-C’ (siehe Einleitung). Aulerdem
befinden sich wichtige Cysteine in der ersten extrazelluliren Schleife, die zu Bildung von
Disulfidbriicken fiihren. Behinderungen dieser Bindungen konnten verantwortlich fiir
Verdnderungen der Permeabilitit sein. Auch Interaktionen der Claudine oder die Modulation

101

threr Aktivitdt iiber diese Cysteine wiren denkbar.” Als Verweis zur der denkbaren Kanal-

Homologie wire hier die wichtige Rolle von Cysteinen im Zusammenhang mit Kanédlen zu
erwihnen, '
Die zweite extrazelluldire Schleife besteht aus ungefdhr 25 Aminosduren bei klassischen

Claudinen, bei den nicht-klassischen Claudinen variiert die Lénge erheblich.

Die Theorie der geladenen Bereiche

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass entweder die negativ-geladenen oder die positiv-
geladenen Bereiche fiir die Bildung der Pore mit der jeweils entgegen gesetzter Préiferenz fiir
Kationen oder Anionen verantwortlich sind. So fiihrte der Austausch von basischen gegen saure
Bereichen bei Claudin-4 innerhalb der ersten Schleife zu einer Erhohung der
Kationenpermeabilitdt und umgekehrt bei Claudin-15 der Austausch eines sauren Bereiches
gegen einen basischen zu einer Verschiebung der Permeabilititspriferenz von Kationen zu
Anionen”.'"” Diese Beobachtungen fiihrten zu der Vorstellung die Permeabilitit werde durch die
geladenen Aminosduren bestimmt, die einen Durchtrittskreis von Ladungen bilden, eine Pore.

Eine gleiche Ladung wie dieser Ladungsring fiihrt in diesem Modell zu Abstofung des
Molekiils, die gegensitzliche Ladung zum Durchtritt.’

d Die Seitenketten basischer Aminosauren sind in ihrer protonierten Form einfach positiv geladen und in ihrer deprotonierten Form
ungeladen. Die Seitenketten der sauren Aminosauren (einschlieRlich Cystein und Tyrosin) sind in ihrer protonierten Form
ungeladen und in ihrer deprotonierten Form einfach negativ geladen. Deswegen spielt der pH-Wert fiir die Eigenschaften der
Aminosauren und damit fiir die gesamte Tight Junction eine wichtige Rolle (s.o0.).
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Die geladenen Bereiche des Claudin-10 Proteins

Die Claudin-10 V.1 weist mehr positiv geladene Aminosduren in der ersten extrazelluldren
Schleife auf als die Variante 2 und umgekehrt die zweite Variante mehr negativ geladene.
Entsprechend des oben genannten Modells konnten wir fiir Claudin-10 V.2 eine Erhéhung der
Kationenpermeabilitdt in den transfizierten Zellen nachweisen. Widerspriichlich erschienen
jedoch die Ergebnisse der Variante 1-Klone. Die zu erwartende hohere Anionenpermeabilitit
stellte sich in Experimenten nicht ein. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der Arbeiten der
Gruppe um Van Itallie, die einen Anstieg der Cl-Permeabilitit verzeichnen konnten.”* Mittels
spezifischer Mutationen einzelner geladener Aminosduren (AS) in der ersten extrazelluldren
Schleife konnte diese Arbeitsgruppe zusitzlich zeigen, dass zwei Aminosduren im Besonderen
fiir den Anstieg der Cl-Permeabilitit der Claudin-10 V.1 transfizierten Zellen verantwortlich
sind, die positiv geladenen Aminosduren in Position R32 und R61. Auch den von uns
untersuchten Klonen der Claudin-10 V.1 Spleivariante delta 57 (A57) fehlt die Aminosduren
R61. Im Vergleich zu Claudin-10 V.1 besitzt Claudin-10 V.1 A57 19 Aminosduren weniger in
der ersten extrazelluldren Schleife, damit fehlen auch die fiinf positiv geladenen Aminosiuren,
darunter auch die positiv geladene AS R61 (in der murinen Form noch zusitzlich eine negativ
geladene AS). Gleichzeitig fehlt diesem Claudin-10 auch das zweite Cystein der konservierten
Cysteine der Claudin-Familie. Mutationen dieser Cysteine zeigten bei Experimenten an Claudin-
5 einen vollstindigen Funktionsverlust'®', da sie vermutlich eine wichtige Rolle fiir die
Interaktion der Claudine und fiir die Stabilitit eines einzelnen Claudins spielen(s.o.). Dies ist
auch von Bedeutung fiir die Spleilvariante A57, da hier diese beiden stark konservierten
Cysteine fehlen. Umgekehrt gibt es hier ein anderes Cystein, das die Funktion zumindest
teilweise iibernehmen konnte.

Diese Variante 1 A57 hat letztlich eine Gesamtladung der ersten extrazelluldiren Schleife von
plus zwei (murin und human). Fiir den Vergleich: das Claudin-10 V.1 weist insgesamt eine
Ladung von plus sechs (human) bzw. plus fiinf (murin) auf, das Claudin-10 V.2 eine
Gesamtladung von minus vier (murin und human).

In unseren Experimenten konnten wir keinen signifikanten Unterschied zwischen der V.1 A57
Variante und der Variante 1 feststellen. Auch Untersuchungen der Labors fiir Klinische
Physiologie der Charité, Berlin, die Anionenpermeabilitit betreffend konnten nur einen geringen
Anstieg des  Ppyrva/Prna-Permeabilititsverhéltnisses  feststellen und wiesen sonst ein
Kontrolldhnliches Verhalten nach. Die Variante 1 zeigte in Untersuchungen des Instituts eine

Erniedrigung der Permeabilitdtsverhéltnisse Pno-3/Pna sowie Ppyruvai/Pna (5.0.). Interessanter
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Weise zeigte eine Kokultur der Claudin-10 Variante 1 und der V. 1 A57-Klone weiterhin den
Pno-3-Effekt, der Ppyruva/Pna —Effekt war jedoch nicht mehr vorhanden. Eine Funktion der A57
Variante konnte also die Modulation des Claudin-10 Variante 1 sein.

Schlussfolgernd bleibt festzuhalten, dass die beiden von Van Itallie identifizierten positiv
geladenen Aminosduren R32 und R59 vielleicht notwendig fiir die Funktion als Anionenkanal
sind, jedoch nicht ausreichend und dass daher noch andere Variablen eine wichtige Rolle spielen
miussen.

Die Funktion der A57 Variante konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht umfassend geklirt werden.
Aufgrund der dhnlichen Prédsentation der A57 Variante und der Claudin-10 V.1 bleibt eine
unterstiitzende Wirkung gegeniiber der Funktion der Claudin-10 V.1 denkbar. Ebenfalls konnte
eine Feinregulation auf transkriptioneller Ebene durch vermehrte oder verminderte Expression

diese Variante erfolgen.

Die geladenen Bereiche des Claudin-11 Proteins

Claudin-11 weist fiinf negativ und sechs positiv geladene Aminosduren in der ersten
extrazelluldren Schleife auf, also eine Gesamtbilanz von plus eins. Die zweite extrazelluldre
Schleife zeigt jeweils eine negativ sowie positiv geladene Aminosdure. Falls eine Porenbildung
stattfindet, wire eine Anionenprédferenz denkbar. Untersuchungen der Anionenpermeabilitit
miissten zur genaueren Einschétzung erfolgen. Zwei der untersuchten Klone zeigten jedoch eher
eine Kationenpréiferenz, so dass eine Modulation der Permeabilitdt durch andere Faktoren wie

z.B. die PorengréBe oder die Interaktion mit anderen Claudinen wahrscheinlich ist.

Die geladenen Bereiche des Claudin-16 Proteins

Die erste extrazelluldre Schleife des Claudin-16 zeigt eine negative Gesamtladung von minus
vier (10 negativ (Bereiche sind nicht stark konserviert) und sechs positiv geladenen AS). Die
zweite Schleife weist zwei negativ und drei positiv geladenen AS auf, also eine Bilanz von plus
eins. Die negative Gesamtladung der ersten Schleife konnte die erhohte Permeabilitit fiir
divalente Tonen durch Bildung eines negativ geladenen Porenrings erkliren.”” Auch Claudin-16
besitzt in der ersten Schleife viele negativ geladene Aminosauren (siehe Einleitung), tauscht man
diese durch nicht geladene aus, fiihrte dies zu einem Verlust der spezifischen Na'-Permeabilitit.
Interessanter Weise fiihrte ein Austausch der positiv geladenen Aminosduren zu keiner
Verinderung.”” AuBerdem betrifft keine der untersuchten Mutationen des Claudin-16, die die
Familidren Hypomagnesdmie mit Hypercalciurie und Nephrocalcinoses auslosen, die negativ

geladenen Bereiche der zwei extrazelluldren Schleifen. Die geladene Bereiche veridndernde
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Mutationen betreffen fiinf der sechs positiven Ladungen der ersten Schleife und eine der drei
positiven Ladungen der zweiten Schleife. Der oben genannten Hypothese folgend miisste die aus
den negativ geladenen Bereichen geformte Pore der mutierten Claudin-16-Tight Junction fiir
positiv geladene Ionen prinzipiell nicht verdndert sein. Die Stérung der parazelluldren

Permeabilitit fiir Mg*" miisste dann durch andere Fehlfunktionen ausgelost werden.

Die geladenen Bereiche des Claudin-19 Proteins

Im Gegensatz zum Claudin-16 zeigen die kurze wie auch die lange Isoform von Claudin-19 eine
neutrale Bilanz der ersten extrazelluldren Schleife (vier positiv sowie negativ geladene AS).
Diese Beobachtung konnte man als Hinweis auf eine andere unterstiitzende Funktion innerhalb
des parazelluldren Transportes von divalenten Ionen verstehen. Untersuchungen der Interaktion

dieser Claudine von der Arbeitsgruppe um Hou bestirken diese Vermutung.”

Interaktionen zwischen den Claudinen

Claudine konnen auf zwei unterschiedliche Arten interagieren: Innerhalb der Plasmamembran
ein und derselben Zelle auch cis-Interaktion genannt oder zwischen den Plasmamembranen sich
opponierender Zellen, auch als trans-Interaktion bezeichnet. Man vermutete, das die in Freeze-
Fractur Aufnahmen beobachteten TJ-Stringe durch cis-Interaktion gebildet werden.’® Das
konnte nun auch kiirzlich durch Untersuchungen am Claudin-5 bestitigt werden."” Claudin-16
und -19 kénnen durch cis-Interaktion miteinander kommunizieren. Untersuchungen zeigten, dass
Claudin-19 homophil sowohl in cis- als auch in frans-Formation interagieren kann, fiir Claudin-
16 konnte dies nicht beobachtet werden. Koexpression dieser Claudine fiihrte zu einer Strang-
Bildung innerhalb der TJ als Zeichen heterophiler Interaktion. Zusitzlich konnte durch
Untersuchungen von Mutationen, die FHHNC hervorrufen, gezeigt werden, dass nicht nur die
Féhigkeit hinsichtlich der Kationenpermeabilitit verloren ging, sondern auch die Interaktionen
nicht mehr moglich waren. Dabei schien die Mutationslokalisation beziiglich eines Claudins
(entweder Claudin-16 oder -19 mutiert mit einem Wildtyp) nicht relevant. Interessant ist hierbei
die Beobachtung, dass die Permeabilititsverhéltnisse der kombinierten Klone (Mutation und
Wildtyp) denen des nicht mutierten Claudins entsprachen. Schlussfolgernd scheinen die Zellen

beide Claudine zu benétigen, um einen synergetischen Effekt zu erzielen.®'

Interaktionen im Kokultur-Experiment

Die von uns untersuchten Kokulturen prisentierten sich in unseren elektrophysiologischen

Untersuchungen meist als ,,Mischform™ der Einzelklone. Theoretisch wiren homophile cis-
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Interaktionen des Claudins einer Zelle und heterophile trans-Interaktionen zweier
unterschiedlicher Claudine benachbarter Zellen moglich gewesen. Generell zeigte sich, dass die
transepithelialen Widerstinde und die Permeabilitdtsverhéltnisse Pn./Pc; der Kokulturen einen
Wert zwischen denen der Einzelkulturen aufwiesen. Falls in diesen Kokulturen zusitzliche
heterophile trans-Interaktionen stattgefunden haben, fiihrten diese nicht zu einem unseren
Analysen zuginglichen verdnderten Verhalten der Zelllayer.

In zwei Kokulturen mit Claudin-10 V.1 konnten jedoch Abweichungen beobachtet werden: Die
Kokultur der beiden Claudin-10 Varianten zeigte eine Erhohung des Permeabilititsverhédltnis
Pna/Pcr gegeniiber den Kontrollzellen dhnlich der Claudin-10 V.2-Zellklone, nur dass dieses
wesentlich stirker ausfiel (um das Vierfache). Als ursdchlich konnte eine deutliche
Verminderung der Chloridpermeabilitét identifiziert werden. Der transepitheliale Widerstand
verhielt sich dabei erwartungsgemiB (s.0.). Trans-Interaktionen zwischen Claudin-10 V.1 und
V.2 konnten somit wichtig fiir die parazelluldre Abdichtung gegeniiber Anionen sein. Die
Untersuchung der monovalenten Kationen zeigte eine Verschiebung der Eisenman-Sequenz: Pc
> Pgrp > Px > Pna > Pri. Diese Priferenz entspricht der Eisenman-Sequenz I, d.h. eine
Kombination dieser Claudine fiihrt zu einer geringeren Interaktion der Pore mit dem Ion im
Vergleich zu den Kontrollzellen.

Die zweite abweichende Ergebnisse zeigende Kokultur war die Kombination von Claudin-10
V.1 und Claudin-16. Diese Kokultur zeigte einen Anstieg des transepithelialen Widerstandes um
das 2,5fache im Vergleich zu den MDCK C7-Kontrollzellen. Gleichzeitig imponierte die
Kokultur durch eine Verdoppelung des Permeabilitétsverhdltnisses Pxa/Pc; im Vergleich zu den
Kontrollzellen sowie der Einzelkulturen. Die Chloridpermeabilitit war um ein Vielfaches
niedriger als die ebenfalls erniedrigte Natriumpermeabilitdt. Auch hierfiir konnte eine
heterophile trans-Interaktion zwischen Claudin-10 V.1 und Claudin-16 verantwortlich sein und
zu einer Abdichtung gegeniiber Anionen fiihren. Claudin-10 V.1 hat eine sehr positiv geladene
erste extrazelluldre Schleife, Claudin-16 und Claudin-10 V.2 demgegeniiber eine negativ
geladene. Vielleicht fiihren diese gegensitzlichen Ladungsverhéltnisse zu einer starken
elektrostatischen Anziehung und somit zur Abdichtung. Diese Untersuchungen anderer

monovalenter und divalenter Kationen sowie der Anionen konnte weitere Erkenntnisse bringen.

Zukiinftige Untersuchungen

Doch nicht nur die Interaktionen zwischen den Claudinen, sondern auch andere Faktoren und
Regulationsmechanismen sollten nicht aus dem Blickfeld geraten. Wie kann ein und dasselbe

Claudin zwei gegensitzlichen Funktionen ausiiben? Als Beispiel sei Claudin-19 genannt, das in
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Schwann’schen Zellen zu der Abdichtung gegeniiber Natrium und Kalium fiihrt und auf der
anderen Seite die Durchléssigkeit fiir diese lonen in den Tubuluszellen erhéhen soll. Einige
Autoren spekulieren, ob Claudine nicht den modifizierbaren lonenkanélen &hnlicher sind, als
allgemein bekannt ist.

Ein Bespiel fiir eine Modifikationsmoglichkeit einer Pore sind die Ergebnisse von Bungenberg

de Long.'®

Diese zeigten, dass die Selektivititseigenschaften eines Zelllayers fiir divalente
Kationen sich proportional mit dem pH verdndern. Ein Abfall des pHs fiihrte zu einer
Verschiebung der Permeabilititssequenz von der starken Interaktion zu einer schwachen
Interaktion der Bindungstelle mit dem Ion. Dies gilt auch fiir monovalente Kationen '*. Es
handelt sich hierbei vermutlich um eine Titration der O=C-O"-Kette zu O=C-OH der Aminosaure
in der Pore. Hierdurch wird die Ladung in der Pore neutralisiert, die Pore verliert ihre
Selektivitét, d.h. die Eisenman-Sequenz geht gegen Sequenz 1. Dies kdnnte durch einen Abfall
der Ladung in der Pore erkldrt werden und damit mit verdnderten Bindungsbedingungen
einhergehen. Bei unseren Versuchen wurden deshalb Losungen mit einem konstanten pH
verwendet.

Wenn man sich die Eisenman Sequenzen in einer anderen Darstellung vor Augen fiihrt

(Abbildung 4-10), fallt auf, dass die Eisenman Sequenzen X der Claudin-10 Variante 2-Zellen

stiarker permeabel fiir Protonen (H") ist als z.B. die Sequenz der Kontrollzellen (IV).

-40 x X [ “’ﬂ/l“‘ T T Abbildung 4-10
L I l | l I | Eisenmann-Sequenzen: Selektivitdt als
S-ol- /L Funktion der lonenradien.
S L d , Darstellung der Eisenmann-Sequenzen im
g . /';' Koordinatensystem. Auf der y-Achse ist die
W o Cs [ c& Selektivitat in KCal/mol aufgetragen, auf der
L Rb* x-Achse die lonenradien in A. Die
K*] korrespondierenden Sequenzen der MDCK
o " Kontrolizellen MDCK C7 C7 Kontrollzellen (blau) und der Claudin-10
n Claudin-10 V.2 Zeken V.2 Klone (rot) sind durch Grenzlinien
. Nlu%f b A b markiert. [modifiziert nach?]

40 — 1
06 08 10 |12 14 |8 18 20 Pp2| 24 26A

Ein weiterer funktionaler Unterschied der beiden Claudin-10 Varianten kénnte die H'-
Permeabilitét sein. Solche Experimente konnten bisher nicht erfolgen, da ein pH-Gradient iiber
dem Epithel notwendig wire. Dieser fiihrt jedoch wie oben angefiihrt zu einem verdnderten
Verhalten der Tight Junction.

Eine weitere interessante Struktur der Claudine ist der C-Terminus. Das dort befindliche PDZ-
Bindemotiv ist wichtig fiir die Verankerung der Claudine im Aktin-Zytosklelett*® und vielleicht
notwendig fiir die Lokalisation in der Plasmamembran und den Tight Junction. Innerhalb der

klassischen Claudine sind die Position 1 und 0 des Bindemotivs am C-Terminus zu 100%
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konserviert, innerhalb der nicht-klassischen Claudinen trifft man eine grofle Bandbreite an.
Dabei weisen sehr viele die Kombination ,YV’ (Thr-Val) auf, darunter sind auch die von uns
untersuchten Claudin-10 Varianten (Claudine 2, 8, 10, 14, 17 und 20) und assoziieren mit ZO-
1. Ein Unterschied zwischen den beiden Claudin-19-Proteinen ist der C-Terminus. Das
Claudin-19 V.1 ist 13 Aminosduren ldnger und endet mit einer ,GV’-Sequenz (Gly-Val),
wihrend Claudin-19 V.2 entsprechend kiirzer ist und am Ende die klassische Kombination ,YV’
aufweist. Als einziges nicht-klassisches Claudin weist Claudin-16 die ,RV’-Kombination (Arg-
Val) auf und bindet an ZO-1.° Initial ist man davon ausgegangen, das die PDZ-
Bindungsdoméne des ZO-1, -2 und -3 spezifisch mit dem Carboxyende ,ES/TDV’ (Glu-Ser/Thr-
Asp-Val) bindet. Mittlerweile ist bekannt, dass es mit unterschiedlichen Enden binden kann,
meistens enden diese wie bei den Claudinen der Henle-Schleife mit dem Val.**''* Eine Deletion
des C-terminalen PDZ-Bindemotivs kann zu einem Verlust der Lokalisation in den Tight
Junction fithren. So konnten wir die Claudin-10 Spleilvarianten mit Mutation dieses Bereiches
mittels immunhistochemischen Férbungen im endoplasmatischen Retikulum, jedoch nur noch
schwach in den Tight Junctions nachweisen. Um dies zu verhindern und weiterhin eine
Interaktion zwischen dem PDZ-Bindemotiv und der PDZ-Domine des z.B. ZO-1 zu
gewihrleisten, markierten wir unsere Konstrukte (GFP oder YFP) am N-Terminus. Am
konfokalen Lichtmikroskop konnte gezeigt werden, dass sich unsere Konstrukte alle in den Tight
Junction befanden. Anders verhielt es sich bei einer Publikation von 2004. Hier wurde das am N-
Terminus GFP-markierte Claudin-11 nicht in der Plasmamembran angetroffen, sondern
akkumulierte in intrazelluliren Vesikeln.® Interessanter Weise fithrte das Vorhandensein eines
Yellow Fluorescent Proteins am N-Terminus sowohl bei Claudin-10 V.2 als auch beim Claudin-
16 zu einem anderen Verhalten beziiglich der Ionenpermeabilitét als auch des transepithelialen
Widerstandes. Bei Claudin-10 V.2 kam es zu einem vollstindigen Verlust der spezifischen
Funktion, sichtbar in einer den Kontrollzellen dhnlichen Eisenman-Sequenz, trotzdem das
Protein durch immunhistochemische Farbungen als in den Tight Junctions befindlich identifiziert
werden konnte. Bei Claudin-16 konnte eine verminderte, aber nicht signifikant, Mg*'-
Permeabilitit im Vergleich zu den FLAG- oder HA-markierten Klonen aufgefunden werden.
Diese Beobachtung konnte durch eine stereochemische Bocklade einer fiir die Funktion
notwendigen cis-Interaktion erkldrt werden. Bei unseren Claudin-11-Klonen, GFP- und FLAG-
markiert konnten wir keine Unterschiede feststellen. Da sich die beiden Fluoreszenz-Proteine nur
in fiinf Aminosduren unterscheiden, ist es recht unwahrscheinlich, dass dies direkt mit dem

beobachtetem Funktionsverlust zusammenhéngt. Dies ldsst zwei Schliisse zu: (i) der N-terminale
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Floureszent-Marker behindert die Funktion der anderen Claudine nicht, (ii) die Funktion der

Claudine, in der es storend ist, wurde noch nicht detektiert.

Auswirkungen auf das Tubulussystem und die Niere

Der dicke aufsteigende Ast der Henle-Schleife hat zwei Hauptaufgaben: die Resorption von
Kationen und die Bildung eines osmotischen Gradienten zur Regulation des Wasserresorption in
den folgenden Abschnitten. Die Kationen-Resorption erfolgt iiber zwei Wege: aktiv und passiv.
Das Natrium nimmt dabei eine Schliisselrolle ein. Es wird aktiv iiber den NKCC2-Transporter in
die Zellen aufgenommen und gelangt gleichzeitig getriecben vom lumenpositiven
transepithelialen Potential iiber die TJ parazelluldr ins Blut. Gleichzeitig wird dieser aktive
Natriumtransport sekundér zur aktiven Resorption von Kalium- und Chloridionen (NKCC2-
Transporter) genutzt. Wobei das gesamte Chlorid iiber Chloridkandle und nur ein Teil des
Kaliums iiber Kaliumkanile auf der basolateralen Seite ins Blut gelangen. Der grof3ere Teil des
Kaliums rezirkuliert iiber spezifische Kanédle an der apikalen Membran zuriick ins Lumen und
verstirkt dadurch das lumenpositive Potential. Dieses lumenpositive Potential wird dann als
Triebkraft genutzt zur passiven Resorption von anderen Kationen. Der dicke aufsteigende Ast
der Henle-Schleife ist wasserdicht. Durch den zelluldren und parazelluldren Transport von
Teilchen wird im Laufe des aufsteigenden Astes ein osmotischer Gradient aufgebaut. Dieser
wird bendtigt, um in den folgenden Abschnitten das extrazelluldre Fliissigkeitsvolumen iiber
Wasseraufnahme aus dem Tubuluslumen zu regulieren.

Das lumenpositive Potential wird durch die hohe Natriumpermeabilitit in Gegenwart des
Claudin-10 V.2 Proteins in den Tight Junctions verstdrkt. Das fiihrt zu einem Anstieg der

Triebkraft fiir die parazelluldre Resorption besonders von Calcium und Magnesium.

@ﬂ ‘ Abbildung 4-11
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Die Permeabilititen fiir diese divalenten Ionen sind in Gegenwart des Claudin-10 V.2 Proteins
ebenfalls erhoht. Damit gibt es neben Claudin-16 und -19 ein weiteres Mitglied der Claudin-
Familie mit einer wichtigen Rolle fiir die Resorption von divalenten lonen. Claudin-10 V.1
konnte hier ebenfalls unterstiitzend wirken, besonders in Hinblick auf mogliche Interaktionen
mit den anderen Claudinen der Henle-Schleife. Die spezifische Funktion von Claudin-11 in der
Henle-Schleife bleibt weiterhin unklar. Aufgrund der Ergebnisse ist eine abdichtende Funktion
am wahrscheinlichsten. Claudin-16 und -19 scheinen in Kooperation die Resorption von
divalenten Ionen besonders von Magnesium zu gewihrleisten. Die Erforschung deren Interaktion
und die Bedeutung der Claudin-19 Varianten konnten Zielsetzungen zukiinftiger Projekte sein.
AuBerdem hat die Vielzahl an Untersuchungen die Bedeutung der endogenen Claudine gezeigt,
so dass das Wissen iiber die genaue Claudin-Zusammensetzung der Tubuluszellen der Henle-
Schleife und der verwendeten Zelllinie fiir weitere Charakterisierung essentiell ist. Gleichzeitig
miisste die Verdanderung der anderen fiir den parazelluldren Transport wichtigen Proteine durch
die Uberexpression des transfizierten Claudins besser verstanden und analysiert werden.

Letztlich ist die detaillierte Aufklarung der spezifischen elektrophysiologischen und molekularen
Eigenschaften der Claudine im TAL, wie in dieser Arbeit vorgelegt, die Grundlage fiir eine
mogliche Entwicklung von Substanzen, die diesen Transport beeinflussen kdnnen. Mit solchen
Substanzen konnte beispielsweise wesentlich die Kalzium-Riickresorption im TAL blockiert

werden und akute Hyperkalzidmien therapeutisch kontrolliert behandelt werden.
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Zusammenfassung
Einleitung

Die Tight Junction (TJ) ist eine supramolekulare Struktur aus verschiedenen Membranproteinen
und deren intrazelluldren Adapterproteinen. Sie gestaltet den Zellzwischenraum und reguliert
damit die parazelluldre Permeabilitdt eines Epithels.

Die Claudine, eine Familie von TJ-Proteinen, durchspannen die Zellmembran viermal und bilden
zwel extrazellulire Schleifen. Sie konnen als Diffusionsbarriere dienen, aber auch eine
spezifische Kanalfunktion ausiiben. Die Claudin-Zusammensetzung der TJs bestimmt die
Permeabilitit des Epithels. Einige Claudine sind spezifisch fiir bestimmte Gewebe. Andere
kommen in vielen verschiedenen Geweben vor und ermoglichen durch ihre Interaktion
untereinander die filir dieses Gewebe spezifische TJ-Struktur und -Durchléssigkeit. Die
vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der elektrophysiologischen Charakterisierung der
Claudine des dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife. Dieses Nephronsegment ist vor
allem wichtig fiir die Resorption anorganischer Ionen wie Na', CI, Mg>" und Ca®" und spielt
dadurch eine herausragende Rolle in der Regulation der Kdorperfliissigkeiten, insbesondere der
Kontrolle des Blutdruckes.

Methoden

Die murinen (m) oder humanen (h) Claudine 10, 11, 16 und 19 wurden stabil in hochohmige
MDCK C7-Zellen (Madin-Darby Canin Kidney) transfiziert. Neben den Wildtyp-Proteinen
interessierten besonders die in Mausen und Menschen vorkommende Proteine der Spleil3-
varianten und Mutanten. Leervektor-transfizierte Zellen dienten als Kontrollzellen. Die
Transfektionskontrolle erfolgte mittels Westernblot und RNA-Nachweis. Immunhistochemische
Féarbungen dienten der Klidrung der Lokalisation. Die Zellklone, bei denen die transfizierten
Claudine in der TJ nachgewiesen werden konnten, wurden in Ussing-Kammern auf ihre
elektrophysiologische Funktion hin untersucht. Der transepitheliale elektrische Widerstand
wurde gemessen und die Ionenselektivitdt mit Hilfe der Dilutions- und biionischen Potentiale
analysiert. Dabei fokussierten wir uns auf die monovalenten (Lithium, Natrium, Kalium,
Rubidium und Caesium) und divalenten Kationen (Calcium, Magnesium, Strontium, Barium).
Die Berechnung der Permeabilititsverhéltnisse und der absoluten Permeabilititen erfolgte
mittels einer modifizierten Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung.

Ergebnisse

Die konfokale Laserscanningmikroskopie zeigte die tiberexprimierten Claudine kolokalisiert mit

Occludin, einem TJ-Marker. Exprimierten die MDCK C7-Zellen Claudin-10 Variante 1 kam es
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zu keiner Verdnderung der Permeabilitdt fiir mono- und divalente Kationen. Exprimierten die
Zellen hingegen die Variante 2 des Claudin-10 konnte eine signifikante Erniedrigung des
Widerstandes und eine starke Erhohung der Permeabilitit aufgezeigt werden. Besonders
interessant ist die Verschiebung der Permeabilititssequenz fiir monovalente Kationen der
Claudin-10 Variante 2-Klone von der Eisenman-Sequenz IV der Kontrollzellen zur Sequenz X.
Die Eisenman-Sequenz IV spiegelt eine schwichere, die Sequenz X eine stirkere Interaktion
zwischen dem durchtretenden Ion und der TJ wieder. Die Anwesenheit von Claudin-10 V.2 fiihrt
wahrscheinlich zu der Bildung einer Kation-selektiven Pore. Auch die Claudin-11 und Claudin-
19-transfizierten Zellen zeigten eine signifikante Erhohung der Kationenpermeabilitét, jedoch
ohne Einfluss auf die Permeabilititssequenz. Claudin-16-transfizierte Zellen zeigten eine
schwache Erhohung der Na'- und Mg*"-Permeabilitit. In den Kokultur- und
Kotransfektionsexperimenten zeigten die Klone im Allgemeinen ein im Vergleich zu den
Einzelklonen verdndertes Verhalten mit einer Ionenpermeabilitit und einem transepithelialen
Widerstand zwischen denen der Einzelklone. Die Kokultur der Claudin-10 Varianten hingegen
wies ein Verlust der Selektivitit auf. Die Permeabilititssequenz verschob sich hin zu einer
schwiécheren Interaktion im Vergleich zu den Kontrollzellen (Eisenman-Sequenz I). Diese
Verdnderung wird wahrscheinlich durch eine Interaktion der Claudinvarianten hervorgerufen.
Diskussion

Der dicke aufsteigende Ast der Henle-Schleife hat zwei Hauptaufgaben: die Resorption von
Kationen und die Bildung eines osmotischen Gradienten zur Regulation der Wasserresorption in
den folgenden Abschnitten. Die Kationenresorption erfolgt iiber zwei Wege: aktiv und passiv.
Das durch den aktiven Transport von Natrium-, Kalium- und Chloridionen geschaffene
lumenpositive Potential dient als Triebkraft fiir die passive Kationenresorption entlang der TJ.
Dieses lumenpositive Potential wird durch die hohe Natriumpermeabilitit in Gegenwart des
Claudin-10 V.2 verstirkt. Das fiihrt zu einem Anstieg der Triebkraft fiir die parazelluldre
Resorption besonders von Calcium- und Magnesiumionen. Die Permeabilititen fiir diese
divalenten Ionen sind in Gegenwart des Claudin-10 V.2 ebenfalls erhoht. Claudin-16 und -19
scheinen in Kooperation die Resorption von divalenten Ionen besonders von Magnesium zu
gewihrleisten. Damit scheint Claudin-10 V.2 neben Claudin-16 und -19 als ein weiteres Mitglied

der Claudin-Familie eine wichtige Rolle fiir die Resorption von divalenten Ionen einnehmen.
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Anhang
Zum Methodenteil

Laborgeriite

Denton DC 502

Brutschrank
Elektrophoresekammer-Halter
Elektrophorese Kammern
Fluoreszenzmikroskop
Gel-Blotting-Papier

GeneAmp PCR System 2400
Heizblock

Inkubator 1000, Uni max 1010
Kryostat MTC
Luminiszenz-Detektor (LAS 1000)
Luminometer LB9507
Mikroelektrodenhalter

Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem
Mini-Trans-Blot Transfer-Zelle
Power pac 200

Thermostat 5320
Sequenziergeriat ABI310
Silikonscheibe

Speed Vac Uniequip

Tecan Spectra Classic
Trégerscheiben

Wasserbad SW21, TWBS
Wippe WTI12

Zeiss LSM 510 META
Zentrifuge Z233MK
Zentrifuge 5414 C

Zentrifuge AvantiJ25

Verbrauchsmaterialien

Acrylamid-Bis

Agarose

Alexa Fluor 488 nm

Alexa Fluor 594 nm
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto Agar

BCA Protein Assay Reagenz A+B
BigDye Terminator Sequencing Kit
Bromphenolblau

BSA (100 %)

BSA (100 x)

Complete-Mini

dATP, dTTP, dCTP, dGTP
Deckglaser

DMSO

DTT

Denton Vacuum Inc., Cherry Hill, New Jersey, USA
Heraeus, Berlin

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Olympus BX 60, Olympus, Hamburg
Schleicher & Schuell, Dassel

Perkin Elmer, Weiterstadt

Grant, Berlin

Heidolph

SLEE Technik GmbH

Fuji, Diisseldorf

Berthold, Wildbad

MEH3SF, WP-Instruments,

New Haven, CT, USA

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer, Langen

Drawin Vertriebs GmbH, Ottobrunn
MS Laborgerite, Heidelberg

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Astralon N, Hiils Troisdorf, Troisdorf
Julabo, Schilbach

Biometra

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Hermle, Wehingen

Eppendorf, Hamburg

Beckman, Palo Alto, CA, USA

Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Paisley, Scotland

Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen
Ratiopharm, Ulm

Difco, Frankreich

Pierce, Rockford, Illinois

PE Applied Biosystems, Foster City, USA
Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen
BioLabs, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt

Roche, Mannheim

Perkin Elmer, Weiterstadt
Marienfeld GmbH & Co. KG,
Sigma, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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EDTA 0,5 M Serva, Heidelberg

EGTA0,5M Serva, Heidelberg

Ethanol J. T .Backer, Deventer, Niederlande

FKS Biochrom, Berlin

Fugene 6 Reagenz Roche, Mannheim

Glycerol Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen

Glycin Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen

Himatoxylin n. Mayer Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen

Isopropanol J.T. Backer, Deventer, Holland

Kaleidoscope Prestained Standards

Kaninchen anti-Claudin-10 polyklon. AK
Kaninchen anti-Claudin-11 polyklon. AK
Kaninchen anti-Claudin-16 polyklon. AK

Kaninchen anti-Occludin polyklon. AK

Kaninchen anti-ZO-1 polyklon. AK

Lipofectamin Reagenz

Lumi-Light Western-Blotting Kit
Lumi-Light POD-Substratlsg.
Anti-Kaninchen IgG-POD AK
Anti-Maus IgG-POD Fab
10 x TBS-Tween
Blockierreagenz

Luminometer Rohrchen

Magnetriihrer

Magnetriihrstdbchen

Maus anti-Occludin monoklon. AK

Maus anti-ZO-1 monoklon. AK

Methanol

MountFluor

Natriumhypochlorid

Objekttriager

PBS-Loésung

PBS-Tabletten

Pipetten

Plasmid Midi Kit

Plus Reagenz

Poly Screen PVDF-Transfer Membran

Prestained SDS MW Markers

Primer

QuickChange Kit

Reaktionsgefdfe

Reaktionsrohrchen (PCR)

Restriktionsendonukleasen

Sequenzierdhrchen mit Septum

Skalpell

SOC

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Stadtrade DAPI

Standardtips 10 pl, 100 ul, 1000 ul

TAE 50 x

TBE 10 x

TEMED

Tris

TSR-Losung

Zellkulturgefdfle

Bio-Rad, Miinchen

BD Transduction Laboratories, Heidelberg
Cytomed, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sarstedt, Niimbrecht
Ika-Combimag, Miinchen
Merck, Berlin

BD Transduction Laboratories, Heidelberg
J.T. Backer, Deventer, Niederlande
Biocyc GmbH & Co. KG, Luckenwalde
KMF Laborchemie Handels GmbH, Berlin
Menzel-Gliser, Braunschweig

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Life Technologies, Karlsruhe

Eppendorf, Kln

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

NEN, Kéln

Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen
Metabion, Martinsried

Invitrogen, Karlsruhe

Plastibrand, Wertheim

Perkin Elmer, Fostercity, CA, USA

NEB, Frankfurt

Applied Biosystems, Fostercity, CA, USA
Feather Safety Razor Co., Japan
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Berlin

Roche, Mannheim

Eppendorf, Kdln

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Fostercity, CA, USA
Nunc, Wiesbaden
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Zellkulturmedien
Ziege anti-Kaninchen AK
Ziege anti-Maus AK

Puffer und Lésungen

BSA-Blockierungslosung

Invitrogen, Karlsruhe
Molecular Probes, Eugene
Molecular Probes, Eugene

Pierce BCA Protein Assay Reagenz A

5,0% BSA

0,02% Natriumazid

ad 50 ml PBS/Tween
Elektrophoresepuffer

100 ml 10x Puffer West

10 ml 10% SDS

ad 11 Aqua bidest.

5 x Laemmli-Puffer

20¢g SDS

1,54 g Dithiothreitol (500 mM)
3,0 ml Tris-HCI (pH 6,8 300 mM)
20,0 ul Bromphenolblau 1%
10,0 ml Glycerol

Losung fiir Proteinquantifizierung

je Probe:

196 pl

4 ul

Pierce BCA Protein Assay Reagenz B

Losungen fiir Ussing-Kammer-Versuche

fiir Dilutionspotentialmessungen:

Lsg. A

140,0 mmol
126,8 mmol
5,4 mmol
1,2 mmol
1,0 mmol
1,0 mmol
3,0 mmol
21,0 mmol
10,0 mmol

Na"
cr
K+
Ca 2+
Mg 2+

SO4

Hepes
HCO5

D(+)-Glucose

Lsg. B

21,0 mmol
238 mmol
7,8 mmol
5,4 mmol
1,2 mmol
1,0 mmol
1,0 mmol
10,0 mmol
21,0 mmol
10,0 mmol

fiir monovalente Potentialmessungen:

Lsg. C

21,0 mmol
119,0 mmol
126,8 mmol

5,4 mmol
1,2 mmol
1,0 mmol
1,0 mmol
3,0 mmol
21,0 mmol
10,0 mmol

Na®
Li"
Cr
K+
Ca 2+
Mg 2+

SO4

Hepes
HCO5
D(+)-Glucose

Lsg.D

21,0 mmol
124,4 mmol
126,8 mmol

1,2 mmol
1,0 mmol
1,0 mmol
3,0 mmol
21,0 mmol
10,0 mmol

Na"
Mannitol
cr
K+
Ca 2+
Mg 2+
SO,
Hepes
HCO5
D(+)-Glucose

Na"
K+
cr
Ca 2+
Mg 2+
SO,
Hepes
HCO5
D(+)-Glucose
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Lsg. E

21,0 mmol
119,0 mmol
126,8 mmol

5,4 mmol
1,2 mmol
1,0 mmol
1,0 mmol
3,0 mmol
21,0 mmol
10,0 mmol

Lsg. F
Na* 21,0 mmol
Rb" 119,0 mmol
Cr 126,8 mmol
K" 5,4 mmol
Ca? 1,2 mmol
Mg ** 1,0 mmol
SO, 1,0 mmol
Hepes 3,0 mmol
HCO5 21,0 mmol

D(+)-Glucose 10,0 mmol

fiir divalente Potentialmessungen:

Lsg.G

94,5 mmol
196,4 mmol
5,4 mmol
1,0 mmol
10,0 mmol
10,0 mmol

Lsg.1

93,3 mmol
196,4 mmol
5,4 mmol
1,0 mmol
1,2 mmol
10,0 mmol
10,0 mmol

Lsg.H
Ca*" 94,3 mmol
Cr 196,4 mmol
K" 5,4 mmol
Mg** 1,2 mmol
Hepes 10,0 mmol
D(+)-Glucose 10,0 mmol

Lsg. J
Ba®* 93,3 mmol
Cr 196,4 mmol
K" 5,4 mmol
Mg** 1,0 mmol
Ca*" 1,2 mmol
Hepes 10,0 mmol

D(+)-Glucose 10,0 mmol

Puffer P1 (Resuspensionspuffer)

50 mM Tris-Cl, pH 8,0
10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A

Puffer P2 (Lysepuffer)

200 mM NaoH

1% SDS

Puffer P3 (Neutralisationspuffer)
3.0M K(OAc), pH 5,5
Puffer QBT (Equilibrierungspuffer)
750 mM NaCl

50 mM Mops pH 7,0
15% Isopropanol
0,15% Triton X-100
Puffer QC (Waschpuffer)

1,0M NaCl

50 mM Mops, pH 7,0
15% Isopropanol

Puffer QN (Elutionspuffer)

Na"
Cs'
cr
K+
Ca 2+
Mg 2+
SO,
Hepes
HCO5
D(+)-Glucose

Mg2+

cr

K+

CaZ+

Hepes
D(+)-Glucose

Sr2+

cr

K+

Mg2+

CaZ+

Hepes
D(+)-Glucose
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1,6 M NaCl

50 mM Mops, pH 7,0
15% Isopropanol
TE-Puffer

10 mM Tris-Cl, pH7,6
1 ml EDTA, pHS,0
PBS

8g NaCl

02¢g KCl1

1,44 g Na,HPO*

024 g KH,PO*

800 ml H,O

pH 7,4 mit HCI einstellen

ad 11 Aqua bidest.
LB-medium, fliissig

10 g/l Bacto-Trypton
5¢/l Bacto-Yeast extract
10 g/l NaCl

100 pg/ml Ampicillin

LB-medium, fest

10 g/l Bacto-Trypton
5¢/l Bacto-Yeast extract
10 g/l NaCl

100 pg/ml Ampicillin
Transferpuffer

Die Zugabe von Ampicillin oder Kanamycin
erfolgt nach dem Autoklavieren, wenn das
Medium auf unter 55°C abgekiihlt ist.

Die Zugabe von Ampicillin oder Kanamycin
erfolgt nach dem Autoklavieren, wenn das
Medium auf unter 55°C abgekiihlt ist.

100 ml 10x Puffer West

100 ml Methanol

ad 11 Aqua bidest.

Trenngel 8.5%

5,6 ml Bis-Acrylamid

4,7 ml Tris-HCI 1,5 M pH 8.8
9,2 ml Aqua bidest

200,0 ul SDS 10%

200,0 ul Ammoniumpersulfat 10%
10,0 pl TEMED

Trenngel 12,5%

8,2 ml Bis-Acrylamid

4,7 ml Tris-HCI 1,5 M pH 8.8
7,1 ml Aqua bidest

200,0 ul SDS 10%

200,0 ul Ammoniumpersulfat 10%
10,0 pl TEMED#

Sammelgel

1,7 ml Bis-Acrylamid

625,0 pl Tris-HC1 2 M pH 6,8

7,4 ml Aqua bidest

100,0 pl SDS 10%

100,0 pl Ammoniumpersulfat 10%

10,0 pl TEMED
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Primer

Bezeichnung Sequenz Anwendung
hClaudin 10-1 FOR gecggegegacatgtccagg Sequenzierung
hClaudin 10-2 FOR ccggeggeatggctagea Sequenzierung
hClaudin 10 REV aaaagcttgatggctagcacggettcggagatea Sequenzierung
mClaudin 10-1 For atgtccagggcacagatctca Sequenzierung
mClaudin 10-2 For atggctagcacggccttggaa Sequenzierung
mClaudin 10 Rec ttagacataggcatttttatcaaactgttt Sequenzierung
Claudin 10-1 HindlIII For | aaaagcttgatgtccagggcgcatetgggct Klonierung
Claudin 10-2 HindlIlI For | aaaagcttatggctagcaggcttcggagatcat Klonierung
Claudin 10 Xbal Rev aaaatctagattagacataagcatttttatcaaactg Klonierung
Claudin 11 FOR tggcggecaccatggtgge Sequenzierung
Claudin 11 REV gcagccctcttatacgtggge Sequenzierung
Claudin 11 BamHI1 Rev | aaaaggatccctatacgtgggcactcttcgceat Klonierung
Claudin 11 HindIlII For aaaagcttcgatggtggecacgtgeetgea Klonierung
Claudin 19 FOR atggccaactcaggectcecage Sequenzierung
Claudin 19.1 REV ttacacacccagggggcccttg Sequenzierung
Claudin 19.2 REV tcagacgtactctcgggcageag Sequenzierung
Claudin 19.1 HindlIII For | aaaagcttatggccaactcaggcctccage Klonierung
Claudin 19.2 HindIII For | aaaagcttcgatggccaactcaggcctcca Klonierung
Claudin 19 BamH1 Rev | aaaaggatccttacacacccagggggcecct Klonierung
Claudin 16 FOR atgaaggatcttcttcagtacgetg Sequenzierung
Claudin 16 REV ttatactctggtgtctacagcatacatttt Sequenzierung
Claudin 16 Xbal Rev aaaagcatctagagcttacacccttgtgtctacagcatac | Klonierung
Claudin 16 HindIII For aaaagcttgatgacctccaggaccccactgt Klonierung

Plasmide
pFLAG-CMV-4
cpDNA3.1 +
pEGFP-NI1
pE/YFP-NI1

Zu den Ergebnissen

Expressionsvektor (Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen)
Expressionsvektor (Invitrogen, Karlsruhe)

Expressionsvektor (Bioscience Clontech, Heidelberg)
Expressionsvektor (Bioscience Clontech, Heidelberg)

MDCK C7 Kontrollzellen

Abbildung 3-5

Widerstéinde, Na'/CI' Permeabilititsverhdltnis sowie die absoluten
Permeabilitdten fiir Natrium und Chlorid der MDCK C7-Kontrollzellen

Mittelwert + Standard-

MDCK C7-Wildtyp

K9-Kontrolle

GFP-Kontrolle

fehler, Anzahl (n)

Widerstand 2367,82 + 435,53 n=2 1724,43 + 52,36 n=67 2144,69 + 382,22 n=34
Pno/Pe 1,23 £ 0,007 n=2 1,28 £ 0,013 n=67 1,23 +£ 0,014 n=34
Permeabilitit Na" 1,09 £ 0,13 n=2 0,76 + 0,03 n=67 0,76 + 0,06 n=34
Permeabilitdt CI 0,96 + 0,12 n=2 0,65 + 0,03 n=67 0,68 + 0,05 n=34

Abbildung 3-6

und monovalente Ionen

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der MDCK C7 — Kontrolizellen fiir divalente

Mittelwert =
Standardfehler

MDCK C7-Wildtyp

K9-Kontrolle

GFP-Kontrolle

Pui/Pci

1,21 £ 0,005 n=2

1,26 £ 0,006 n=22
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Pno/Pa 1,23 + 0,007 n=2 1,28 + 0,013 n=67 1,23 £0,014 n=34
Py/P¢ 1,22 £ 0,007 n=2 1,35+ 0,01 n=25 -
Pro/Pci 1,21 + 0,02 n=2 1,31 £ 0,01 n=21 -
Pc/Pa 1,26 £ 0,01 n=2 1,28 £ 0,01 n=21 -
Pye/Par - 1,2+ 0,02 n=15 1,11 +£0,02 n=9
Pc./Pcy - 1,15+ 0,03 n=11 1,11 + 0,02 n=9
Ps,/P¢ - 1,12+ 0,02 n=14 1,08 £ 0,02 n=6
Pg./Pci - 1,17+ 0,07 n=10 1,06 £ 0,03 n=7

Die einzelnen Claudine

Claudin-10

Abbildung 3-7

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Pyn,/Pc;, sowie absolute Permeabilitdten

der murinen Claudin-10 Klone und deren Deletionsmutanten

Mittelwert + #2 #22 #26 #30 #23 #47 #48 #29
Standardfehler
Widerstand 2186,2 | 580,62+ | 719,25+ | 919,16+ | 664,54 + | 266,93 + | 234,97 £ | 584,01 +
5+ 112,94 70,76 98,02 87,92 22,24 13,76 57,42
2454 n=15 n=31 n=39 n=16 n=27 n=40 n=16
n=11
Prno/Pai 1,31 + 1,57+ 1,30 1,31+ 1,27+ 5,03+ 453+ 1,56
0,02 | 0,24 n=6 0,03 0,02 | 0,05 n=3 1,11 0,52 | 0,08 n=4
n=4 n=15 n=15 n=11 n=23
Permeabilitit Na* 0,73 2,73+ 1,58 1,53+ 231+ 485+ 8,25 + 2,64 +
0,19 | 0,58 n=6 | 0,2 n=15 0,19 | 0,69 n=3 0,42 0,71 | 0,62 n=4
n=4 n=15 n=11 n=23
Permeabilitit CI° 0,6 £ 1,85+ 1,36 £ 1,27+ 1,54 + 1,56 235+ 1,9+
0,16 0,2 0,19 0,16 0,09 0,34 0,28 0,49
n=4 n=6 n=15 n=15 n=3 n=11 n=23 n=4

Abbildung 3-8

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na* und CI'" der humane Claudin-10-Klone.

Mittelwert + #21 #23 #1 #4 YFP
Standardfehler
Widerstand 643,19+ | 697,95+40,83 170,53 +4,12 | 317,07+11,91 1037,3 +
34,44 n=45 n=109 n=42 105,94 n=13
n=54
Pxo/Pay 1,29 £ 0,01 1,3+0,02 58+0,43 281+0,2 13+0,03
n=33 n=26 n=60 n=21 n=4
Permeabilitdt Na* 2,07+0,12 1,83+0,1 9,67 + 0,34 4,86 + 0,34 1,34+ 0,08
n=33 n=26 n=60 n=21 n=4
Permeabilitit CI' 1,76 £ 0,1 1,54 + 0,09 2,36 +0,18 2,04 +0,19 1,12+ 0,09
n=33 n=26 n=60 n=21 n=4
Abbildung 3-9 Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der murinen Claudin-10-Klone fiir
monovalente und divalente lonen.
Mittelwert + #2 #22 #26 #30 #23 #47 #48 #29
Standardfehler
P1i/Pq 1,3+ 1,55+ 1,26 = 1,27+ 1,53+ 3,94+ 3,48 + 1,25+
0,03 0,006 0,009 0,01 0,01 0,21 0,07 0,009
n=2 n=3 n=3 n=6 n=3 n=3 n=4 n=3
Prno/Pc 1,31 + 1,57 + 1,30 1,31+ 1,27+ 5,03+ 453+ 1,56 £
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0,02 0,24 0,03 0,02 0,05 1,11 0,52 0,08
n=4 n=6 n=15 n=15 n=3 n=11 n=23 n=4

Px/Pci 1,32 + 1,54 + 1,34 + 1,34 + 1,55+ 2,96 + 2,58 + 1,26 +
0,04 0,02 0,02 0,02 0,03 0,06 0,09 0,02
n=3 n=2 n=4 n=6 n=3 n=4 n=4 n=3

Pry/Pci 1,32 1,56 + 1,33 + 1,33 + 1,51+ 2,19+ 1,86 + 1,27 +
n=1 0,03 0,01 0,004 0,08 0,11 0,09 0,01

n=2 n=4 n=6 n=3 n=5 n=5 n=3

Pco/Pci 1,39 1,56 + 1,33 + 1,31+ 1,55+ 1,45+ 1,38 + 1,26 +
n=1 0,01 0,008 0,02 0,14 0,09 0,05 0,01

n=3 n=>5 n=6 n=3 n=4 n=3 n=3

Pumg/Pci 1,25 1,38 1,22 + 1,18+ - 1,8 n=1 2,13+ 1,57
n=1 n=1 0,04 0,01 0,49 n=1

n=>5 n=4 n=8

Pca/Pei 1,25 | 1,77 n=1 1,12+ 1,13+ 1,18 2,09 2,27+ 1,22
n=1 0,04 0,02 n=1 n=1 0,69 n=1

n=3 n=3 n=7

Ps./Pci 1,22 1,19 1,12 + 1,1+ 1,31 1,83 1,83 + 1,06
n=1 n=1 0,04 0,05 n=1 n=1 0,34 n=1

n=3 n=3 n=6

Pgo/Pci 1,12 1,23 1,1+ 1,11 + 1,14 1,63 1,85+ 1,09
n=1 n=1 0,03 0,03 n=1 n=1 0,31 n=1

n=3 n=3 n=6

Abbildung 3-10 Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der humanen Claudin-10-Klone fiir

monovalente und divalente lonen.

Mittelwert + #21 #23 #1 #4 YFP

Standardfehler

Pi/Pci 1,27 £0,005 | 1,29 +0,01 n=6 4,59+0,06 | 2,27+0,07 n=6 1,29 + 0,002

n=>5 n=12 n=2

Pno/Pci 1,29+0,01 | 1,3+0,02n=26 | 5,8+0,43n=60 | 2,81 £0,2 n=21 1,3+0,03 n=3

n=33

Px/Pci 1,33+0,02 | 1,35+0,03 n=6 3,57+0,18 1,74+ 0,1 n=5 | 1,34+ 0,02 n=3

n=6 n=13

Pry/Pci 1,3+0,01 | 1,31 +0,02 n=5 2,95+0,18 | 1,09+0,32 n=4 1,32 £ 0,002

n=6 n=10 n=2

Pcy/Pcy 1,29+0,01 | 1,26+0,03 n=4 2,68 +0,18 | 0,99 +0,22n=6 | 1,33 +0,03 n=3

n=6 n=13

Pumg/Pci 1,17+£0,04 | 1,25+ 0,06 n=5 1,87+0,16 | 1,33 £0,05 n=4 -

n=8 n=15

Pca/Pei 1,2+0,03 | 1,23 +£0,03 n=7 1,93+0,19 | 1,47+0,21 n=5 -

n=8 n=14

Ps./Pci 1,17+0,02 | 1,23 +£0,04 n=6 2,02+0,28 1,36 £ 0,1 n=5 -

n=8 n=14

Pgo/Pci 1,18+0,02 | 1,09+0,02n=6 | 1,99+0,2n=14 | 1,45+0,13 n=5 -

n=7

Claudin-11

Abbildung 3-11

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Natrium und Chlorid der Claudin-11-Klone

Mittelwert + #18 #28 #10 #52
Standardfehler
Widerstand 1355,6 + 77,32 1016,1 +£ 227,86 1117,3+ 176,42 2243,5 £ 650,96

n=19

n=4

n=23

n=12
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Pna/Par 1,54 £0,05 n=19 1,33 £ 0,06 n=4 1,43 £0,03 n=23 1,32+ 0,03 n=12
Permeabilitidt Na* 1,05+ 0,06 n=19 1,18 £ 0,28 n=4 1,12+ 0,17 n=23 0,55+ 0,16 n=12
Permeabilitdt CI 0,768 = 0,06 n=19 0,95+ 0,19 n=4 0,86 + 0,15 n=23 0,45+ 0,12 n=12

Abbildung 3-12

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Pn,/Pc;, sowie absolute

Permeabilitdtsverhdltnisse Py/Pc der Claudin-11-Klone fir monovalente und

divalente Ionen

Mittelwert + #18 #28 #10 #52
Standardfehler

PLi/Pcl 1,55 + 0,05 n=3 - - -
Pno/Pci 1,54+ 0,05 n=3 - 1,43 £ 0,03 n=23 -
PK/PC1 1,57 + 0,01 n=3 - - -
PRb/Pcl 1,55 + 0,02 n=2 - - -
Pco/Pci 1,51+ 0,01 n=5 - - -
Pyo/Par 1,27+ 0,07 n=5 - 1,23 n=1 -
Pca/Pci 1,14+ 0,06 n=3 - 1,37 n=1 -
Ps,/Pc 1,11 £ 0,03 n=4 - 1,19 n=1 -
Ppa/Pci 1,22 £ 0,06 n=5 - 1,19 n=1 -

Claudin-16

Abbildung 3-13

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Natrium und Chlorid der Claudin-16-Klone

Mittelwert + YFP II-11 #63
Standardfehler

Widerstand 14154 + 105,66 n=4 1797,3 £ 102,76 n=37 1464,1 + 103,88 n=6
Pno/Pci 1,26 +£ 0,06 n=18 1,38 + 0,04 n=55 1,39+ 0,06 n=14

Permeabilitidt Na*

1,1 +£0,11 n=18

0,73 + 0,05 n=55

0,79 + 0,08 n=14

Permeabilitit CI'

0,94 + 0,07 n=18

0,59 + 0,05 n=55

0,62 + 0,06 n=14

Abbildung 3-14

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der Claudin-16-Klone fiir monovalente und

divalente lonen

Mittelwert + YFP II-11 #63
Standardfehler

P1i/Pc 1,24+ 0,02 n=4 1,37+ 0,02 n=2 1,33 £ 0,04 n=2
Pno/Pci 1,26 +£ 0,06 n=18 1,38 + 0,04 n=55 1,39+ 0,06 n=14
Px/P¢ 1,32+ 0,02 n=3 1,47 £ 0,04 n=7 1,46 £ 0,01 n=2
Pry/Pci 1,29+ 0,01 n=4 1,36 +£ 0,03 n=7 1,43 £ 0,06 n=2
Pco/Pci 1,27+ 0,02 n=3 1,29+ 0,06 n=2 1,37 £ 0,0004 n=2
Pyie/Pei 1,06 £ 0,1 n=3 1,41 £ 0,09 n=10 1,25+ 0,13 n=2
Pca/Pci 1,1 n=1 1,25+ 0,06 n=10 1,14 n=1
Ps,/Pc - 1,18 £ 0,04 n=7 1,31 n=1
Pg./Pci - 1,19+ 0,05 n=12 1,12 n=1

Claudin-19

Abbildung 3-15

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Natrium und Chlorid der Claudin-19-Klone.

Mittelwert =
Standardfehler

#28

#32 #36

#42
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Widerstand 1143,7 + 144,88 964,55+ 173,05 | 901,82+ 68,8 n=18 | 1452,7+53,65n=3
n=18 n=19

Prno/Pai 1,41 £ 0,06 n=5 1,29 £ 0,04 n=5 1,42 £ 0,06 n=5 1,67 0,24 n=3

Permeabilitidt Na* 1,62+ 0,21 n=5 1,04 £ 0,45 n=5 1,65+ 0,43 n=5 1,17 +£0,53 n=3

Permeabilitdt CI 1,28 £0,2 n=5 0,92 + 0,44 n=5 1,31 £ 0,39 n=5 0,92 + 0,55 n=3

Abbildung 3-16

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der Claudin-19-Klone fiir monovalente und

divalente lonen.

Mittelwert + #28 #32 #36 #42
Standardfehler

P1i/Pq 1,38 £ 0,008 n=3 1,25+0,01 n=4 1,42 £ 0,05 n=3 -
Pno/Pci 1,41 £ 0,06 n=5 1,29 £ 0,04 n=5 1,42 £ 0,06 n=5 1,67 £ 0,24 n=3
Px/P¢ 1,53 £0,02 n=5 1,38 £ 0,009 n=5 1,57+ 0,03 n=5 -
Pry/Pci 1,45 £ 0,006 n=3 1,37 £ 0,02 n=3 1,49 £ 0,04 n=3 -
Pco/Pci 1,47 £ 0,02 n=2 1,34+ 0,01 n=2 1,43 £ 0,06 n=2 -
Pye/Par 1,17 £ 0,07 n=5 1,09 £ 0,02 n=5 1,15+ 0,05 n=5 1,36 £ 0,19 n=4
Pca/Pci 1,21+£0,15n=4 1,08 £0,01 n=2 1,05+0,01 n=4 1,12 £ 0,009 n=2
Ps,/Pc 1,35+0,23 n=2 1,09 £ 0,007 n=2 1,12 £ 0,009 n=2 1,12 £ 0,02 n=3
Pg./Pci 1,22 +£0,13 n=2 1,1 n=1 1,09 £0,02 n=2 1,09 £ 0,02 n=3s
Die Kokulturen

Kokultur Claudin-10 Varianten 1 und V.2

Abbildung 3-18

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Natrium und Chlorid der Kokultur Claudin-10 V.1 und V.2.

Mittelwert + #21 #1 Kokultur #21/#1
Standardfehler

Widerstand 643,19 + 34,44 n=54 170,53 £ 4,12 n=109 358,84+ 17,58 n=4
Pno/Pci 1,29+ 0,01 n=33 5,8 £ 0,43 n=60 8,05+2,7n=4
Permeabilitdt Na* 2,07 +0,12 n=33 9,67 + 0,34 n=60 4,67 +0,16 n=4
Permeabilitat CI° 1,76 £ 0,1 n=33 2,36 £ 0,18 n=60 0,96+ 0,35 n=4

Abbildung 3-19

Permeabilitdtsverhdltnis Py/Pc der Kokultur Claudin-10 V.1 und V.2 fiir

monovalente lonen

Mittelwert = #21 #1 Kokultur #21/#1
Standardfehler

Pri/Pa 1,19 + 0,005 n=6 6,21+ 0,09 n=13 4,99 +0,01 n=4
Pno/Pci 1,23 £ 0,01 n=35 8,09 + 0,85 n=61 5,23 £2,28 n=9
Px/P¢ 1,28 +£ 0,02 n=33 5,23+ 0,22 n=15 5,29+ 0,12 n=6
Pry/Pci 1,24+ 0,1 n=33 45+0,23 n=10 5,45+ 0,06 n=6
Pco/Pci 1,23+ 0,1 n=33 4,1+0,26 n=13 5,49+ 0,09 n=4

Kokultur Claudin-10 und Claudin-11

Abbildung 3-20

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na* und CI' der Kokultur Claudin-10 V.2 und -11.

Mittelwert =
Standardfehler

#1

I#18

Kokultur #1/#18

Widerstand

170,53 + 4,12 n=109

1355,6 £ 77,32 n=34

473,82 £ 67,59 n=4
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Pno/Pci 5,8 + 0,43 n=60 1,54 0,05 n=19 4,02 £ 0,52 n=4
Permeabilitidt Na* 9,67 + 0,34 n=60 1,05 + 0,06 n=19 5,03 + 0,96 n=4
Permeabilitit CI° 2,36 + 0,18 n=60 0,768 + 0,06 n=19 1,88 + 0,49 n=4

Abbildung 3-21

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na"* und CI' der Kokultur Claudin-10 V.2 und -11 (GFP)

Mittelwert + #1 1#10 Kokultur #1/#10
Standardfehler

Widerstand 170,53 £ 4,12 n=109 1117,3 £ 176,42 n=55 215,85+ 11,09 n=4
Pna/Pci 5,8 £ 0,43 n=60 1,43 £ 0,03 n=37 3,14+ 0,32 n=4
Permeabilitidt Na" 9,67 £ 0,34 n=60 1,12+ 0,17 n=37 6,94+ 0,25 n=4
Permeabilitit C1° 2,36 £0,18 n=60 0,86 £ 0,15 n=37 2,49 + 0,34 n=4

Kokultur Claudin-10 und Claudin-16

Abbildung 3-22

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na* und CI' der Kokultur Claudin-10 V.1 und -16.

Mittelwert + #21 1I-11 Kokultur #21/11-11
Standardfehler

Widerstand 643,19 + 34,44 n=54 1797,3 £ 102,76 n=55 4841,8 + 803,12 n=4
Pno/Pci 1,29 £ 0,01 n=33 1,38 £ 0,04 n=37 2,35+0,29 n=4
Permeabilitdt Na* 2,07 +£0,12 n=33 0,73 £ 0,05 n=37 0,32+ 0,08 n=4
Permeabilitit C1° 1,76 £ 0,1 n=33 0,59 £ 0,05 n=37 0,15+ 0,03 n=4

Abbildung 3-23

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na* und CI' der Kokultur Claudin-10 V.2 und -16.

Mittelwert + #1 1I-11 | Kokultur #1/11- #63 Kokultur

Standardfehler 11 #1/#63

Widerstand 170,53 £ 4,12 1797,3+ | 444,68 +42.23 1464,1 £ | 271,92 + 15,35

n=109 102,76 n=55 n=34 103,88 n=14 n=18

Pna/Par 5,8+0,43 1,38 £ 0,04 5,00+0,74 1,39+ 0,06 | 5,06 £1,12 n=6
n=60 n=37 n=21 n=10

Permeabilitidt Na* 9,67 + 0,34 0,73 £0,05 3,64 £0,34 0,79 +0,08 | 5,23 +0,36 n=6
n=60 n=37 n=21 n=10

Permeabilitit CI' 2,36 +£0,18 0,59+ 0,05 1,09 £0,17 0,62+0,06 | 1,63+0,37 n=6
n=60 n=37 n=21 n=10

Abbildung 3-24

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der Kokultur Claudin-10 V.2 und -16 fiir
monovalente und divalente Ionen.

Mittelwert + #1 1I-11 Kokultur #63 Kokultur

Standardfehler #1/11-11 #1/#63

P1i/Pq 459+0,| 1,37+0,02n=2 | 425+0,32n=4 | 1,33 +0,04 n=2 4,46 + 0,007
n=12 n=2

Pno/Pci 5,8+0,43 1,38 £ 0,04 5,09+0,74 | 1,39+0,06 n=6 | 5,06+ 1,12 n=3
n=60 n=55 n=21

Px/Pci 3,57+0,18 | 1,47+0,04n=7 | 3,17+0,38n=2 | 1,46 0,01 n=2 4,06 + 0,003
n=13 n=3

Pry/Pc1 295+0,18 | 1,36+0,03n=7 | 2,64+022n=2 | 1,43+0,06 n=2 | 4,02+ 0,06 n=3
n=13
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Pco/Pci 2,68+0,18 | 1,29+ 0,06 n=2 | 2,63 +0,23 n=2 1,37 £ 0,0004 4,004 +0,18
n=13 n=2 n=2

Pug/Pci 1,87 +£0,16 1,41 +£0,09 1,8+0,34n=5| 1,25+0,13 n=2 1,9+ 0,61 n=2
n=15 n=10

Pca/Pci 1,93+0,19 1,25+0,06 | 1,92 +0,34 n=5 1,14n=1 | 2,08 +0,93 n=2
n=14 n=10

P,/P¢ 2,02+0,28 | 1,18+ 0,04 n=7 | 1,64 £0,18 n=5 1,31n=1| 2,75+ 1,38 n=2
n=14

Ps./Pa 1,99+0,2 | 1,19+ 0,05 n=9 1,6 £ 0,17 n=5 1,12n=1 | 1,56 +0,23 n=2
n=14

Abbildung 3-25

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/Pc; der Kokultur Claudin-10 V.1 und -16 fiir

divalente lonen.

Mittelwert = #21 1I-11 Kokultur #21/11-11
Standardfehler

Pug/Pci 1,17 £ 0,04 n=15 1,41 £ 0,09 n=10 1,24 n=5
Pca/Pci 1,2+0,03 n=14 1,25+ 0,06 n=10 1,9 n=5
Ps,/Pc 1,17+ 0,02 n=14 1,18 £ 0,04 n=7 2,11 n=5
P./Pci 1,18 +£ 0,02 n=14 1,19 + 0,05 n=9 1,14 n=5

Kokultur Claudin-11 und Claudin-16

Abbildung 3-26

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Natrium und Chlorid der Kokultur Claudin-11 und -16.

Mittelwert + #18 1I-11 Kokultur #18/11-11
Standardfehler

Widerstand 1355,6 + 77,32 n=34 1797,3 £ 102,76 n=55 1562,38 + 983,81 n=4
Pna/Pci 1,54 £0,05 n=23 1,38 £ 0,04 n=37 1,48 £ 0,23 n=4
Permeabilitdt Na* 1,05 £ 0,06 n=23 0,73 £ 0,05 n=37 2,84+ 1,83 n=4
Permeabilitit C1° 0,768 + 0,06 n=23 0,59 + 0,05 n=37 2,57+ 1,76 n=4

Die Kotransfektionen

Kotransfektion Claudin-10 V.1 und Claudin-16

Abbildung 3-27

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na* und CI der Kotransfektion Claudin-10 V.1 und -16.

Mittelwert + #21 1I-11 #2 #3

Standardfehler

Widerstand 643,19 £ 34,44 1797,3 +£102,76 | 446,34+ 69,34 n=4 | 442,17 118,76 n=8
n=54 n=55

Pna/Pci 1,29+ 0,01 n=33 1,38 £ 0,04 n=37 1,23 +£0,01 n=4 1,28 £0,01 n=8

Permeabilitit Na* 2,07+0,12 n=33 0,73 £ 0,05 n=37 2,64 +0,43 n=4 3,99 £ 1,03 n=8

Permeabilitit C1° 1,76 £ 0,1 n=33 0,59 + 0,05 n=37 2,15+0,37 n=4 3,17 £ 0,85 n=8

Abbildung 3-28

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/P¢; der Kotransfektion Claudin-10 V.1 und -16 fiir

divalente lonen.

Mittelwert + #21 1I-11 #2 #3
Standardfehler
Pyie/Pei 1,17 £ 0,04 n=15 1,41 £ 0,09 n=10 1,11 £ 0,03 n=3 1,16 £ 0,03 n=3




Anhang 131
Pc/Pa 1,2+ 0,03 n=14 1,25+ 0,06 n=10 1,06 £ 0,004 n=3 1,13 +£0,03 n=3
Ps,/P¢ 1,17+ 0,02 n=14 1,18 £ 0,04 n=7 1,04 + 0,03 n=3 1,07 £ 0,006 n=3
Pg./Pc 1,18 +£ 0,02 n=14 1,19+ 0,05 n=9 1,03 + 0,02 n=3 1,08 + 0,02 n=3

Kotransfektion Claudin-10 V.2 und Claudin.16

Abbildung 3-29

Widerstinde, Permeabilitdtsverhdltnis Py,/Pc, sowie absolute Permeabilitdten
fiir Na* und Cl der Kotransfektion Claudin-10 V.2 und -16.

Mittelwert + 1I-11 #1 #4 #5

Standardfehler

Widerstand 1797,3 £ 102,76 170,53 £ 4,12 113,6 £52n=4 81,81 + 6,24 n=20
n=55 n=109

Pna/Par 1,38 £ 0,04 n=37 5,8 £0,43 n=60 3,78 £0,35 n=10 2,94+ 0,31 n=6

Permeabilitdt Na* 0,73 £ 0,05 n=37 9,67+0,34n=60 [ 15,41 +1,008 n=10 19,9 £ 1,63 n=6

Permeabilitit C1° 0,59 £ 0,05 n=37 2,36 +£0,18 n=60 4,47 £ 0,64 n=10 7,28 £1,14 n=6

Abbildung 3-30

Permeabilitdtsverhdltnisse Px/P¢; der Kotransfektion Claudin-10 V.2 und -16 fiir
monovalente und divalente Ionen.

Mittelwert + 1I-11 #1 #4 #5
Standardfehler

P1i/Pc 1,37+ 0,02 n=2 4,59 +0,06 =12 3,05+ 0,05 n=4 2,36 0,05 n=2
Pno/Pci 1,38 £ 0,04 n=7 5,8+0,43 n=13 3,78 £ 0,35 n=10 2,94+ 0,31 n=6
Px/P¢ 1,47 £ 0,04 n=7 3,57+0,18 n=14 227+0,21 n=4 1,97+ 0,16 n=5
Pry/Pci 1,36 +£ 0,03 n=7 295+0,18 n=13 1,92+ 0,16 n=4 1,9+0,27 n=4
Pco/Pci 1,29+ 0,06 n=2 2,68+0,18 n=13 1,91+ 0,25 n=4 1,72+ 0,35 n=4
Pye/Par 1,41 £ 0,09 n=10 1,87 +0,16 n=15 1,6 £ 0,04 n=5 1,5+ 0,06 n=4
Pca/Pci 1,25+ 0,06 n=10 1,93+ 0,19 n=14 1,56 £ 0,05 n=5 1,51+0,12 n=4
Ps,/Pc 1,18 +£ 0,04 n=7 2,02 +0,28 n=14 1,6 £0,11 n=4 1,41+ 0,07 n=5
Pg/Pci 1,19+ 0,05 n=9 1,99+ 0,2 n=14 1,5+0,02 n=3 1,42+ 0,05 n=3




