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1. Einleitung 

 

Erkrankungen wie z.B. Schlaganfall (Ingall, 2004), Tumoren (El-Tamer et al., 2007), 

Höhenkrankheit (Bailey, 2000) oder chronisch obstruktive Lungenerkrankung (Mannino, 

2002) sind durch eine hohe Morbidität bzw. Mortalität gekennzeichnet. All diese 

Erkrankungen werden von Barrieredysfunktionen an Epi- oder Endothelien begleitet. Die 

Barriereeigenschaften der betroffenen Gewebe werden maßgeblich von tight junctions (TJs) 

und ihrer Proteinzusammensetzung bestimmt. Die o.g. Krankheiten gehen mit Hypoxie 

und/oder reduzierenden Bedingungen einher und führen zu Veränderungen der TJs. Die 

Arbeit untersucht deshalb insbesondere hypoxische Störungen und reduzierende Bedingungen 

sowie Alterationen der molekularen Struktur der TJs. Dabei wird v.a. das transmembranale 

TJ-Protein Occludin hinsichtlich seiner redoxabhängigen Homo- und Heterodimerisierung 

analysiert. Für Occludin wird eine regulatorische Funktion auf die TJ-Architektur unter 

oxidativem Stress postuliert (Blasig et al., 2011).  

 

1.1 Epithelien und Endothelien 

 

Höhere Vielzeller sind Aggregationen aus mehr als 200 spezialisierten Zelltypen, die 

miteinander kommunizieren. Mit der Entstehung von Organsystemen und der damit 

verbundenen Abgrenzung von Kompartimenten im Organismus bilden sich Epithelien und 

Endothelien heraus. Physiologische Prozesse, wie z.B. Osmoregulation, Verdauung oder 

Sinneswahrnehmungen basieren häufig auf gerichteten Transportprozessen durch diese 

Barrieren. Epithelien und Endothelien sind ein- oder mehrschichtige Zellverbände, die 

Kompartimente voneinander abgrenzen und so getrennte Reaktionsräume schaffen, welche 

die Basis lebenswichtiger Funktionen sind. Funktionelle Grundlage dieser Gewebe ist der 

„epi-/endotheliale Transportphänotyp“: Transzellulärer Transport durch die Zelle und passive 

Diffusion von Ionen durch den parazellulären Spalt (Abb. 1.1). 

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des epi- bzw. 

endothelialen Transportphänotyps. Die tight 

junctions (TJs, rot) verhindern die freie Diffusion 

hydrophiler Substanzen durch den parazellulären 

Spalt (gelber Pfeil). Die Zusammensetzung der TJs 

ermöglicht geringe gewebsspezifische Selektivität 

von Epi- und Endothelien (blauer Pfeil). Die TJs 

erhalten durch Begrenzung der freien Diffusion von 

z.B. Ionenkanälen, Transportern und Rezeptoren 

(Zylinder) in der Plasmamembran die Zellpolarität 

aufrecht und bilden so die Grundlage für gerichtete 

Transportprozesse. Gelb, Zellkerne. 
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Der transzelluläre Transport findet in erster Linie über Ionenkanäle und -pumpen sowie ABC-

Transporter, rezeptorvermittelten Transport und in geringerem Maße über freie Diffusion 

statt, während die parazelluläre Diffusion durch die TJs reguliert wird (Anderson und Van 

Itallie, 1995). Eine strenge Regulation des parazellulären Stoffaustausches ist u.a. für die 

Blut-Hirnschranke (BHS) von essentieller Bedeutung. Die BHS bildet die Grenze zwischen 

zentralem Nervensystem und dem Blutkreislauf und setzt sich maßgeblich aus 

Kapillarendothelzellen, Astrozyten und Perizyten zusammen (Ballabh et al., 2004). Sie 

reguliert den Austausch von Substanzen zwischen Blut und Nervengewebe und trägt 

grundlegend zur Gehirnhomöostase bei. Störungen der BHS treten sekundär bei zahlreichen 

Krankheitsbildern wie z.B. der Alzheimerschen Erkrankung, Diabetis mellitus, Multipler 

Sklerose und Schlaganfall auf (Hawkins et al., 2005). 

 

1.2 Tight junctions  

 

TJs sind Multiproteinkomplexe, die kontinuierliche Kontakte zwischen Zellen ausbilden. Die 

Proteinzusammensetzung der TJs variiert stark mit dem Gewebetyp (Spring, 1998) und 

bedingt dadurch deren Spezifität. Grundlegend können TJ-Proteine in Transmembranproteine 

und membranassoziierte, cytosolische Proteine eingeteilt werden. Zu den 

Transmembranproteinen gehören Claudine, TJ-assoziierte Marvel-Proteine (TAMPs) sowie 

junctional adhesion molecules (JAMs). Zu den membranassoziierten, cytosolischen Proteinen 

gehören z.B. ZO (zonula occludens)-1, ZO-2 und ZO-3 sowie Cingulin und ZONAB (zonula 

occludens 1-associated nucleic acid binding protein).  

Strukturell erscheinen TJs in der Gefrierbruchelektronenmikroskopie als Netzwerk 

verzweigter Stränge (Farquhar und Palade, 1963) auf der protoplasmatischen (P-face) oder 

der extrazellulären Seite (E-face) der Plasmamembran (Staehlin, 1973; Abb 1.2).  

 

Abb. 1.2: Gefrierbruchelektro-

nenmikroskopische (links) und 

schematische (rechts) Darstellung 

von tight junction-Strängen. Die 

schematische Vergrößerung der 

Stränge (roter Kreis und gestrichelte 

Linien; rechte Seite) stellt den 

strangbasierten Zusammenhalt zweier 

Plasmamembranen dar. Verändert 

nach Furuse, 2009.  
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Zwei Grundfunktionen des Multiproteinkomplexes TJ sind bekannt (Diamond et al., 1977): 

Die fence-Funktion und die Barrierefunktion. Die fence-Funktion ermöglicht eine räumliche 

Einteilung der Plasmamembranen von Zellen in einen apikalen und einen basolateralen 

Bereich. Die TJ verhindert die freie Diffusion von Membranproteinen oder assoziierten 

Proteinkomplexen wie Ionenkanälen, Transportern und Lipiden zwischen diesen beiden 

Membranbereichen und schafft damit eine asymetrische Verteilung dieser Komponenten 

(Dragsten et al., 1981; Mandel et al., 1993). So entsteht eine funktionelle Polarität von Zellen, 

die einen gerichteten Substanztransport für Prozesse wie z.B. Osmoregulation und 

Homöostase ermöglicht. 

Die Barrierefunktion bestimmt die Begrenzung des parazellulären Transports von hydrophilen 

Molekülen durch die TJs (Ballard et al., 1995). Dadurch wird z.B. das zentrale Nervengewebe 

u.a. vor Toxinen aus dem Blut geschützt (Tortora et al., 2010). Eine wichtige Messgröße für 

die parazelluläre Abdichtung der TJs ist der transepitheliale oder -endotheliale elektrische 

Widerstand (TEER), der die parazelluläre Ionenpermeabilität wiedergibt (Powell, 1981). Er 

variiert zwischen verschiedenen Zellbarrieren bis zum Faktor 10
5 

(Van Itallie und Anderson, 

2006). Neben ihren Rollen als Begrenzer der parazellulären Diffusion und Determinanten der 

Zellpolarität sind die TJs an der molekularen Regulation verschiedener Prozesse, wie 

Zellproliferation (Tsukita et al., 2008), Wundheilung (Brandner et al., 2002) und Apoptose 

(Beeman et al., 2009) beteiligt.  

 

1.3 Proteine der tight junctions 

1.3.1 Claudine 

 

Claudine bilden das Rückgrat der TJs. Derzeit sind 27 Subtypen bekannt (Mineta et al., 

2011), die sich sequenzbasiert in klassische und nichtklassische Claudine einteilen lassen 

(Krause et al., 2008) und molekulare Massen von 20-27 kDa aufweisen (Singh et al., 2010). 

Zu den klassischen Claudinen gehören die Claudine 1-10, 14, 15, 17 und 19, zu den nicht 

klassischen die Claudine 11, 12, 13, 16, 18 und 20-24 (Krause et al., 2008). Alle Claudine 

bestehen aus vier Transmembrandomänen (TMD) und zwei extrazellulären sowie einer 

kleineren intrazellulären Schleife (Singh et al., 2010). N- und C-Terminus sind sehr kurz, 

wobei der N-Terminus in der Regel nur aus wenigen Aminosäuren (AS) besteht. Ruffer und 

Gerke zeigen 2004, dass der C-Terminus der Claudine besonders wichtig für die Lokalisation 

in der Plasmamembran ist. Als abdichtende Mitglieder der Familie sind die Claudine 1, 3, 4, 

5, 8, 9 11, 14 und 19 zu nennen. Demgegenüber stehen mit den Claudinen 2, 7, 10, 15 und 16 
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die parazellulären Porenbildner (Krause et al., 2008). Die Expression dieser Claudine 

ermöglicht z.T. gewebsspezifische Durchlassselektivität der TJs. Die 

claudinsubtypspezifische Selektivität wird durch geladene AS innerhalb der extrazellulären 

Schleife (EZS)1 bestimmt (Colegio et al., 2003; Angelow et al., 2008). So kann durch 

Mutationen innerhalb der EZS1 von Claudin-16 ein Magnesiumverlust durch die Niere 

hervorgerufen werden (Simon et al., 1999). 

Claudine können mit sich selbst, mit anderen Claudinen und mit TAMPs interagieren 

(Cording et al., 2013). Direkte Assoziationen von Occludin sind bisher mit den Claudinen 1, 

4, 6, 9, 11, 12 und 17 nachgewiesen (Harris et al., 2010). Cording et al. (2013) fanden 

Interaktionen zwischen Occludin und den Claudinen 1 und 5, wohingegen eine Occludin-

Claudin-11-Interaktion nicht bestätigt werden konnte.  

Die Interaktion von Claudinen innerhalb einer Plasmamembran ist auf Strukturebene die 

Grundlage für die Strangbildung der TJs (Blasig et al., 2006). Funktionell wird durch 

Interaktionen von Claudinen, welche sich innerhalb gegenüberliegender Plasmamembranen 

befinden, die passive Diffusion durch den parazellulären Spalt reguliert. Untersuchungen mit 

knockout-Mäusen zeigen, dass Claudin-5 den parazellulären Spalt für Moleküle einer Größe 

von kleiner als 800 Da abdichtet (Nitta et al., 2003). Claudin-5 ist neben Claudin-3 und 

Claudin-12 besonders in der BHS exprimiert (Morita et al., 1999; Wolburg et al., 2003). Die 

Expression von Claudin-5 erklärt die bemerkenswerte Dichtheit der BHS. Die interzelluläre 

Bindung erfolgt zumindest bei Claudin-5 Molekülen unter Beteiligung der EZS2 (Piontek et 

al. 2008).  

Veränderungen in der Expression und/oder Lokalisation von Claudinen werden mit 

verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht, was die gewebsspezifische Bedeutung 

einzelner Claudine unterstreicht (Tab. 1.1). 
 

Tab. 1.1: Beispiele claudinassoziierter Erkrankungen 

Erkrankung/Infektion mit betroffenes 

Claudin (Cld) 

Expression Referenz 

Morbus Crohn Cld-2 

Cld-5, -8 

↑ 

↓ 

Zeissig et al., 2007 

Norovirus Cld-4, -5 ↓ Talavera et al., 2004 

enterohämorragische E.coli Cld-2 

Cld-3 

↑ 

↓ 

Roxas et al., 2010 

Eierstockkrebs Cld-3, -4 ↑ Zhu et al., 2006 

Brustkrebs Cld-3, -4 

Cld-7 

↑ 

↓ 

Kominsky et al., 2004 

Kominsky et al., 2003  

Prostatakrebs Cld-3, -4 

Cld-1 

↑ 

↓ 

Sheehan et al., 2007 

Darmkrebs Cld-1, -3, -4 ↑ Miwa et al., 2001, de Oliveira et al., 2005 

Sterilität (♂) Cld-11 KO Gow et al., 1999 

Taubheit Cld-11, -14 KO Kitajiri et al., 2004; Ben-Yosef et al., 

2003 
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Während es zu den Auswirkungen von Claudinveränderungen zahlreiche Arbeiten gibt, sind 

Studien zu strukturellen Zusammenhängen selten. Bisher ist nicht eindeutig geklärt, wie die 

Strangorganisation der Claudinmoleküle auf molekularer Ebene funktioniert. Es wird 

vermutet, dass trans-Interaktionen die Vorraussetzung für die Strangbildung der klassischen 

Claudine sind (Piontek et al., 2011). Wahrscheinlich erfolgt die Rekrutierung der Claudine in 

die TJs über ZO-Adapterproteine, da eine direkte Interaktion des C-Terminus der Claudine an 

die PDZ (PSD95/Dlg/ZO-1)-1-Domäne dieser Proteine nachgewiesen werden kann (Itoh et 

al., 1999). Weiterhin ist ohne die Anwesenheit der ZO-Proteine eine TJ-Bildung nicht 

möglich, wie an Eph4-Zellen (Mausbrustepithelzelllinie), welche kein ZO-3 exprimieren, 

nach ZO-1- und ZO-2-knockdown gezeigt werden konnte (Ikenouchi et al., 2007). 

Letztgenannte Studie beschreibt die Bildung von TJ-Strängen erst nach Transfektion von 

PDZ-Domänen, an die eine Membranlokalisationssequenz und eine induzierbare 

Dimerisierungssequenz anschlossen sind. Nach Induktion der Dimerisierung beginnen TJ-

Partikel zu Strängen zu polymerisieren. Erweiterung der ZO-1-Sequenz gewährleistet die 

apikale Stranglokalisation. Im Gegensatz dazu zeigt die Studie von Ruffer und Gerke (2004), 

dass Claudin-1 und Claudin-5 ohne das C-terminale PDZ-Bindungsmotiv in die TJs integriert 

werden. Dies wird dadurch unterstützt, dass die Transfektion von Claudin-1 und -2 in TJ-

losen Mausfibroblasten ausreichend für die Ausbildung von TJ-Strängen ist (Furuse et al. 

1998). 

 

1.3.2 Occludin 

1.3.2.1 Aufbau und Eigenschaften von Occludin 

 

Das ~60-65 kDa-Protein Occludin ist das erste identifizierte transmembranale TJ-Protein 

(Furuse et al., 1993). Es gehört zusammen mit Trizellulin und MarvelD3 zu den TAMPs. 

Nach Vorhersageprogrammen besitzt Occludin einen ca. 66 AS umfassenden cytosolischen 

N-Terminus und einen längeren cytosolischen C-Terminus (ca. 257 AS). Die vier 

vorhergesagten TMD (TMD1: 23 AS, TMD2: 25 AS, TMD3: 25 AS, TMD4: 22 AS) werden 

von zwei EZS (EZS1 = 46; EZS2 = 48 AS) und einer kleineren intrazellulären Schleife (ca. 

10 AS) voneinander getrennt (Blasig et al., 2011). Extra- und intrazelluläre Schleifen sowie 

die TMD bilden zusammen die Marvel-Domäne (MAL and related protein for vesicle 

trafficking and membrane link; Abb. 1.3). Dieser Bereich ist entscheidend für Occludins 

Lokalisation in der Plasmamembran und scheint die Lipidorganisation der Plasmamembran zu 

organisieren, wodurch deren Stabilität erhöht wird (Sanchez-Pulido et al., 2002; Yaffe et al., 
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2012). Es wird vermutet, dass u.a. in der Marvel-Domäne lokalisierte, hochkonservierte 

Cysteine (humane Positionen 76, 82, 148, 216, 237) an der Homodimerisierung von Occludin 

beteiligt sind (McCaffrey et al., 2008).  

 

 

 

Abb. 1.3: Schema der Proteinbereiche von Occludin. Rote 

Punkte geben die Position der untersuchten hochkonservierten 

Cysteine in der Primärstruktur von Occludin an. Weiße 

Punkte, weitere Cysteine; blaue Zylinder, TMD; gelbe 

Zylinder, coiled coil-Domäne, schwarze Linien deuten die 

Plasmamembran an. 

 

 

 

Die Sequenz der EZS1 zeichnet sich durch die Häufung der AS Glycin (19) und Tyrosin (11) 

aus (Nusrat et al., 2005), während in der EZS2 acht Tyrosine und zwei hochkonservierte 

Cysteine auffallen (Abb. 1.3; Abb. A1). Struktur und Funktion der EZS1 und 2 sind 

unbekannt. Es wird vermutet, dass die EZS2 für die Integration von Occludin in die TJs, die 

parazelluläre Barrierebildung (Medina et al., 2000) und die interzelluläre Assoziation von 

Occludinmonomeren (Wong und Gumbiner, 1997) von Bedeutung ist.  

Der C-Terminus von Occludin ist notwendig für dessen Homodimerisierung (Chen et al., 

1997; Walter et al., 2009), seinen Einbau in die Plasmamembran (Matter und Balda, 1998) 

und die Translokalisation in die TJs (Mitic et al., 1999; Feldman et al., 2005). Es gibt 

Hinweise darauf, dass dieser Bereich auch für Endocytoseprozesse von Bedeutung ist (Matter 

und Balda, 1998). Dies weist auf eine Funktion dieser Domäne als Regulator der 

intrazellulären Transportregulation hin (Nusrat et al., 2000). Ein wichtiger Bereich des 

cytosolischen C-Terminus zeichnet sich durch eine proteolytisch stabile Region aus (Peng et 

al., 2003), die eine coiled coil-Struktur bildet (Li et al., 2005). Innerhalb dieser coiled coil-

Domäne existiert ein 27 AS langer Bereich, der mit ZO-1, Proteinkinase C (PKC) -ζ, c-Yes, 

CK2, der regulatorischen Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase sowie Connexin 26 

in T84-Epithelzellen interagiert (Nusrat et al., 2000; Müller et al., 2005) und somit 

regulatorische Bedeutung zu haben scheint (Abb. 1.4; Tab. 1.2; Dörfel et al., 2013).  

Es ist bekannt, dass die cytosolischen N- und C- terminalen Bereiche Occludins verschiedene 

Proteine, wie z.B. ZO-1 (Furuse et al., 1994), -2 (Wittchen et al., 1999), -3 (Haskins et al., 

1998) und Cingulin (Cordenosi et al., 1999) miteinander verbinden. Dies hat große Bedeutung 

für die Assoziation der TJs mit dem Aktin-Cytoskelett sowie ihren Zusammenbau und Erhalt 

   

 
  

76 
82 

216 
237 

148 

Membran 

cytosolisch 

extrazellulär 
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(Gonzalez-Mariscal et al., 2003). Der C-Terminus bindet weiterhin an F-Actin und stellt 

somit eine direkte Verbindung der TJs mit dem Cytoskelett her (Wittchen et al., 1999). Die 

Expression von Occludin ohne cytosolischen C-Terminus führt zu einer Erhöhung der 

parazellulären Permeabilität für niedermolekulare Substanzen (Balda et al., 1996). 

Trotz klarer Vorstellungen über Topologie, Lokalisation und Interaktionspartner von 

Occludin ist seine Funktion unklar. Bislang wurden zahlreiche regulatorische Einfluss- und 

Modifikationsfaktoren identifiziert, die die Lokalisation, Phosphorylierung, Expression und 

Oligomerisierung, und somit vermutlich die Struktur und Funktion von Occludin verändern. 

Die wichtigsten Konzepte, die Occludin beeinflussen, sind alternative splicing Varianten, 

Proteolyse, Ubiquitinierung, Phosphorylierung, Dimerisierung und pathologische 

Bedingungen (insbesondere Hypoxie sowie oxidativer Stress). 

Eine wichtige, durch alternatives Splicing hervorgebrachte Isoform von Occludin ist die 

Variante TM4-, welche eine 162 bp lange Deletion in einer Region aufweist, die die TMD4 

und einen Teil des cytosolischen C-Terminus codiert (Mankertz et al., 2002). Aufgrund der 

Veränderung weist diese Isoform einen extrazellulären C-Terminus auf, wodurch die 

Membranlokalisation stark herabsetzt wird. Die Expression dieser Isoform ist in gestörten 

Zellrasen oder Zellinseln verstärkt. Dies legt die Vermutung nahe, dass TM4- in engem 

Zusammenhang mit Gewebsremodellierungen steht (Ghassemifar et al., 2002). Eine weitere 

wichtige Occludinisoform ist Occludin 1B. Diese Variante wurde von Muresan et al. (2000) 

erstmals beschrieben und weist eine 193 bp umfassende Insertion auf, die eine zusätzliche N-

terminale Sequenz einer Länge von 56 AS codiert. In ihrer subzellulären Verteilung 

unterscheidet sich 1B nicht vom Wildtyp. Es wird spekuliert, dass durch diese Isoform die 

Interaktion mit SH (Src-homology)3-Adapterproteinen, wie z.B. den ZO-Proteinen, blockiert 

wird (Muresan et al., 2000).  

 

1.3.2.2 Posttranslationale Modifikationen 

 

Die proteolytische Kontrolle über Occludin bestimmen maßgeblich Matrix-

Metalloproteinasen (MMP). Es gibt zahlreiche Hinweise, dass Occludin als Substrat für 

beispielsweise MMP-2/-9 (Giebel et al., 2005; Liu et al., 2009) und auch MMP-3 (Gurney et 

al., 2006; Rosenberg et al., 2007) fungiert. MMP-9 ist ischämieaktiviert (Liu et al., 2008). 

Die Ubiquitinierung ist ein weiterer wichtiger Occludin-Regulationsmechanismus (Traweger 

et al. 2002). Die E3-Ubiquitin-Proteinligase Itch bindet am cytosolischen N-Terminus von 

Occludin und scheint an dessen Degradation beteiligt zu sein. Unter Zugabe des 
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Proteosomeninhibitors MG-132 ist ein verlangsamter Occludinabbau zu beobachten. Eine 

andere Studie beschreibt den Nachweis der Assoziation von Occludin mit Nedd4-2, einem 

weiteren Mitglied der E3-Ubiquitin-Ligase-Familie, per Koimmunopräzipitation (Raikwar et 

al., 2010).  

Bei der gelelektrophoretischen Analyse läuft Occludin in bis zu zehn höher laufenden Banden 

(Molekulargewichtsshift), die mit unterschiedlichen Phosphorylierungsgraden des Proteins 

zusammenhängen (Sakakibara et al., 1997; Andreeva et al., 2001). Phosphorylierungen an 

Occludin werden vielfach mit veränderter TJ-Integrität assoziiert (Feldman et al., 2005; 

Dörfel et al., 2012). Gestörte Phosphorylierungsregulation von TJ-Proteinen kann mit 

Erkrankungen wie z.B. chronisch entzündlicher Darmerkrankung, diversen Nieren- und 

Lungenkrankheiten, hypoxieinduzierten Störungen (Herzinfarkt, Schlaganfall, Asthma) sowie 

der Karzinogenese einhergehen (Mullin et al., 2004 und 2005). Verschiedene Studien 

schreiben der Phosphorylierung insgesamt eine große Bedeutung bei der Occludinregulation 

zu (Hirase et al., 2001; Rao et al., 2009; Raleigh et al., 2011). Dabei haben die einzelnen 

Phosphorylierungsstellen (Abb. 1.4) z.T. sehr unterschiedliche Bedeutung. 

Calcium switch-Experimente an MDCK-I-Zellen (Ca
2+

-Entzug für 36 h, gefolgt von Ca
2+

-

Zugabe) zeigen nach der Calciumapplikation ansteigende Werte für Serin- und 

Threoninphosphorylierung (Sakakibara et al., 1997). Dies ist ein Hinweis auf 

calciumabhängige Kinasen, die als Ursache für die zunehmende Phosphorylierung anzusehen 

sind. Es wird weiterhin postuliert, dass sich hochphosphoryliertes Occludin in Epithelzellen in 

intakten TJs anreichert (Rao et al., 2009). Für Serin- und Threoninphosphorylierung (durch 

PKC-Isoformen oder ERK-1 und -2) ist dies gezeigt (Feldman et al., 2005). Es gibt jedoch 

Hinweise darauf, dass Tyrosinphosphorylierung (z.B. durch c-Src, c-Yes, Phosphoinositid-3-

Kinase; Feldman et al., 2005), welche z.T. durch oxidativen Stress aktivierbar ist, zu 

Barrieredysfunktion führt (Sheth et al., 2003). Verstärkte Assoziation der Proteinphosphatase 

PP2A mit Occludin über einen Src-Kinase-vermittelten Mechanismus weist darauf hin, dass 

die Aktivität der PP2A am TJ-Zerfall in Caco-2-Zellen beteiligt ist (Sheth et al., 2009). 

Tabelle 1.2 gibt eine Übersicht über wichtige occludinregulierende Proteinkinasen und 

Proteinphosphatasen. 
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Tab. 1.2: Occludinregulierende Proteinkinasen und-phosphatasen und ihre Bedeutung  

Signalweg Lokalisation Phosphoryl. Expression Barriere Zellen Referenz 

Proteinkinasen 

pan-PKC aktiv.    ↓ HMEC-1 Park et al., 1999 

pan-PKC inhib.  

Membran ↑ 

 

↑ 

 Ø HMEC-1 

MDCK-II 

Park et al., 1999 

Andreeva et al., 2001 

cPKC Membran ↓ ↓ 

Ser
238

~P 

 ↑ MDCK-II 

MDCK-II 

Andreeva et al., 2006 

Andreeva et al., 2001 

nPKC Membran ↑ ↑  ↑ MDCK-II Andreeva et al., 2006 

nPKCη  ↑  ↑ Caco-2 Suzuki et al., 2009 

MAPK inhib.    Ø HMEC-1 Park et al., 1999 

PKG inhib.    Ø HMEC-1 Park et al., 1999 

ERK1/2 inhib.  

TJ-Strang ↓ 

 ↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

BEC  

rAEC 

MDCK-II 

Krizbai et al., 2005b 

Cohen et al. 2010 

Gonzalez et al., 2009 

ERK Membran ↑   ↑ Caco-2 Basuroy et al., 2006 

Raf-1 transf. Nicht detekt.  ↓ ↓ Pa4 Wang et al., 2005 

SV-40 Membran ↓  ↓  MDCK Nunbhakdi-Craig et 

al., 2003 

CK1 Membran ↓    MCF-7 Dupre-Crochet et al., 

2007 

CK2 Membran ↓    Caco-2 Raleigh et al., 2011 

c-Yes Membran ↑   ↑ MDCK-II Chen et al., 2002 

ROCK     ↓ COS-7 Yamamoto et al., 

2008 

Akt1 (indirekt) Membran ↓   ↓  Sundstrom et al., 

2009 

c-Src Membran ↓ 

 

Membran ↓ 

   

 

↓ 

Rat-1 

MDCK-II 

Caco-2 

Elias et al., 2009 

 

Basuroy et al., 2003 

PI3K Membran ↓   ↓ Caco-2 Sheth et al., 2003 

GSK-3 Membran ↑  ↓ ↓ SK-CO15 Severson et al., 2010 

Proteinphosphatasen 

PP1 Membran ↓ ↓ Ser  ↓ Caco-2 Seth et al., 2007 

PP2A Membran ↓ ↓ Thr  ↓ Caco-2 Seth et al., 2007 

DEP-1  ↓ Tyr  ↑ MDCK-II Sallee et al., 2009 
 

inhibit., inhibiert; aktiv., aktiviert; Phosphoryl., ~P, Phosphorylierung; Ø, unverändert; ↑, Zunahme; ↓, 

Abnahme; transf, transfiziert; SV, simian vacuolating virus; 

PK, Proteinkinase; MAPK, mitogenaktivierte Proteinkinase; ERK, extrazellulärsignalregulierte Kinase; Raf, 

protoonkogene Ser/Thr-Kinase; CK, Caseinkinase; c-Yes, nichtrezeptorische Tyrosinkinase; ROCK, Rho 

assoziierte Kinase; Akt, Proteinkinase B; Src, Src-Kinase; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase; GSK, 

Glycogensynthasekinase; PP, Proteinphosphatase; DEP, density enhanced protein tyrosine phosphatase;  
HMEC, humane Hautgefäßendothelzellen; BEC, murine primäre Gehirnendothelzellen; rAEC, primäre 

Rattenalveolarepithelzellen; Pa4, Rattenspeicheldrüsenepithelzellen; MDCK, Madin-Darby canine kidney; Caco, 

humane Colonkarzinomzelllinie; MCF-7, humane Brustadenokarzinomzelllinie; COS-7, fibroblastenähnliche 

Zelllinie von Cercopithecus aethiops; Rat-1; mesenchymale Stammzellen der Ratte; SK-CO15, humane 

Colonepithelzelllinie. 

 

Die zahlreichen Kinase-Interaktionsdomänen, v.a. an bzw. nahe der C-terminalen coiled coil-

Domäne von Occludin (murines Occludin
406-521

; homolog zur ELL-Domäne im humanen 

Occludin
416-522

), zeigen dessen wichtige Bedeutung als Phosphoprotein (Abb. 1.4; Dörfel et 

al., 2012). Die Phosphorylierung des hochkonservierten Motifs 397-YETDYTT-405 

(Tyrosin398 und -402 in humanem Occludin) durch c-Src führt zu reduzierter Bindung an 
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ZO-1 und damit zu Relokalisation von Occludin ins Cytosol sowie zu Barrieredysfunktion 

(Elias et al., 2009). 

 

 

 

 

Abb. 1.4: Phosphorylierungs-

stellen am cytosolischen, C-

terminalen Bereich von 

Occludin. P, Phosphorylierung; 

PKC, Proteinkinase C; VEGF, 

vascular endothelial growth 

factor; ROCK, rho-assoziirte 

Kinase; c-Src, src-Kinase. Aus: 

Dörfel et al., 2011. 

 

 

 

 

Die Caseinkinasen CK1 und CK2 sind v.a. in Eukaryoten exprimierte Serin-Threoninkinasen 

(Dörfel et al., 2009/2013). Beide interagieren mit dem C-terminalen Bereich Occludins kurz 

vor der coiled coil-Domäne. Darüber hinaus ist CK1 fähig, AS des cytosolischen N-Terminus 

von Occludin zu phosphorylieren (Cordenosi et al., 1997; Cordenosi et al., 1999).  

Die CK2 besteht aus zwei regulatorischen ß-Untereinheiten (ß und ß‟) sowie aus zwei 

enzymatisch aktiven α-Untereinheiten (α und α‟). Letztgenannte phosphorylieren das 

Konsensussequenzmotif S/T-X1-2-E/D. Die CK2 kann sowohl ATP als auch GTP als 

Phosphatdonor verwenden. Lange waren als Substrate der CK2 in Occludin nur die Reste 

Threonin375 und Serin379 der Xenopus laevis Occludinsequenz (Cordenosi et al., 1999) und 

die Reste Threonin403 und Serin407 der Maussequenz von Occludin (Smales et al., 2003) 

bekannt. Erst vor einigen Jahren wurde mit Threonin400 (human) ein drittes Substrat der CK2 

identifiziert, welches sich auch in den Maus- und Xenopussequenzen wiederfindet (Dörfel et 

al., 2009).  

Die CK2 reguliert zahlreiche zelluläre Prozesse, wie z.B. Proliferation, Apoptose, 

Genregulation und circadianen Rhythmus (St. Denis und Litchfield, 2009). Außerdem wird 

sie bei zahlreichen Krebsarten verstärkt exprimiert und reguliert Signalkaskaden wie z.B. 

Wnt- und NFκB (Dominiguez et al., 2009; Trembley et al., 2009). Ein direkter 

Zusammenhang zwischen Hypoxie und CK2-Aktivierung ist belegt (Pluemsampant et al., 

2008). Die Konsequenzen der CK2-Phosphorylierung für Occludin und die TJs sind 

unbekannt. 
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1.3.2.3 Krankheitsrelevanz von Occludin 

 

Faktoren und Stimuli, welche die Serin-, Threonin- oder Tyrosinphosphorylierung Occludins 

beeinflussen, können die TJs regulieren. Darunter sind beispielsweise Cytokine (Capaldo und 

Nusrat, 2009), vascular endothelial growth factor (VEGF; Murakami et al., 2009), veränderte 

Redoxbedingungen (Blasig et al., 2011), oxidierte Phospholipide (De Maio et al., 2006) und 

Gallensäuren (Raimondi et al., 2008). Die Abb. 1.5 gibt einen Überblick über derartig 

gesteuerte Zellprozesse, die sich auf Occludin auswirken.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.5: Schematische Zusammenfassung einiger, unter Beteiligung von Occludin stehender, 

redoxabhängiger Signalkaskaden und ihrer Wechselwirkungen. TNF, tumor necrosis factor; IL, Interleukin; 

IFN, Interferon; ROS, reaktive oxigene Spezies; GSH, reduziertes Glutathion; PKC, Proteinkinase C; AP-1, 

Aktivatorprotein 1; NF-κB, nuclear factor κB; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase; Rho, Ras-Homolog; p38, eine 

mitogenaktivierte Proteinkinase; ROCK, Rho-assoziierte Kinase; Src, Src-Kinase; ~P, Phosphorylierung; iNOS, 

induzierbare NO-Synthase; VEGF, vascular endothelial growth factor; VAC, vesicular apical complex; TIMPs, 

tissue inhibitors of matrix metallopeptidases (MMPs); MAPK, mitogenaktivierte Proteinkinase; MEK, 

MAP/ERK-Kinase; ERK, extrazelluläre signalregulierte Kinase; JNK, c-Jun N-terminale Kinase; IKK, 

inhibitorische κB Kinase; IB, inhibition unit of NF-κB; Akt, Proteinkinase B; Raf-1, MAPK-Kinase-Kinase-

Kinase. Hellblaue Kästchen, Kinasen; rote Kästchen, Transkriptionsfaktoren; grüne Zylinder, Rezeptoren; 

orange Zylinder, Ionenkanäle; UO126, MEK-Inhibitor; Gp120, Hüllprotein des human immunodeficiency virus 

(HIV); Tat, transcription-activating factor of HIV; SOD, Sumeroxid-Dismutase; Cat, Katalase; PP2A, 

Proteinphosphatase 2A. Aus: Blasig et al., 2011. 

 

Veränderte Redoxbedingungen wie Hypoxie (Maraldi et al., 2010) oder mechanische 

Belastung von Zellen (Gatti et al., 2008) können zur Bildung von reaktiven oxigenen Spezies 

(ROS) wie z.B. Superoxid-Anionen oder Wasserstoffperoxid führen. Diese ROS können sich 

z.B. über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. Aktivatorprotein-1) oder die 
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Modulation des GSH/GSSG-Verhältnisses auf die Genregulation auswirken (Lu, 2009). Es 

sind auch Auswirkungen der ROS auf occludinregulierende Kinasen, wie z.B. MAPK (Cohen 

et al., 2010) und ERK1/2 (Saenz-Morales et al., 2009; Jamalhuddin et al., 2010) bekannt 

(Abb. 1.5). In Gehirnendothelzellkulturen führen ROS nach Hypoxie/Reoxigenierung unter 

Beteiligung von MAPK zu reduzierter Abundanz von Occludin und geringerer parazellulärer 

Dichtheit (Krizbai et al., 2005b). Konsequenzen der redoxstressbedingten Aktivierung von 

ERK1, -2 und p38 sind verminderte Occluddinexpression sowie eine verringerte 

Barrierefunktion. Raf-1, ein downstream-Effektor des ras-Onkogens, welches 

Zellproliferation und -differenzierung kontrolliert, mobilisiert den redoxregulierten 

MAPK(ERK)- Signalweg (Cobb et al., 1994; Abb. 1.5).  

Es gibt jedoch auch antagonistisch wirkende Signalwege mit kompensatorischen Funktionen 

(Andreeva et al., 2006; Kim et al., 2010). Hemmung von ERK1, -2 und p38 führt z.B. zur 

Wiederherstellung der Barrierefunktion (Krizbai et al., 2005a; Gonzalez et al., 2009). Enzyme 

wie Catalase oder Superoxid-Dismutase (SOD) schützen Zellen vor Auswirkungen von ROS 

(Abb. 1.5). Mutationen der SOD werden mit amylothropher Lateralsklerose in Verbindung 

gebracht (Zhong et al., 2008). Verringerung der Expressionslevel von ZO-1, Claudin-5 und 

Occludin führen bei dieser Erkrankung zum Zusammenbruch der TJs an der Blut-

Rückenmarkschranke (Zhong et al., 2008). Antioxidanzien inhibieren ROS-basierte Effekte 

indem sie als Radikalfänger wirken (Tempol; Lochhead et al., 2010), oxidative 

Kettenreaktionen unterbrechen oder radikalbildende Enzyme hemmen (Blasig et al., 2011). 

Untersuchungen belegen, dass Occludin auf die Freisetzung von Cytokinen wie 

beispielsweise Tumornekrosefaktor (TNF) α oder Interferon (IFN) γ reagiert. Das Protein 

wird internalisiert (Ahdieh et al., 2001; Bruewer et al., 2005). Die erwähnten Cytokine 

werden bei Entzündungsreaktionen von Immunzellen freigesetzt, um die Transmigration 

durchs Kapillarendothel zu gewährleisten (Kucharzik et al., 2001). Das Zusammenwirken von 

oxidativem Stress und Cytokinproduktion bzw. -freisetzung sind für eine Reihe 

neurologischer Entzündungen (Coisne et al., 2011) und Darmentzündungen (John et al., 

2011), sowie Tumoren (Castello et al., 2010) bekannt. Dieses Zusammenspiel wird z.B. durch 

den Einfluss cytokinaktivierter Faktoren auf das intrazelluläre GSH/GSSG-Verhältnis (Peng 

et al., 2010) oder durch die Abhängigkeit der Interleukin-12-Produktion vom 

Redoxgleichgewicht der Zelle (Adam et al., 2010) deutlich.  

Die IFNγ-basierte Internalisierung von Occludin funktioniert über Macropinozytose und ist 

nicht Clathrin- oder Caveolaevermittelt (Bruewer et al., 2005). Behandlung mit IFNγ führt zur 

Aktivierung der Rho-GTPase und zur Hochregulation von ROCK, wodurch die Endocytose in 
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aktinummantelte vesikuläre apikale Kompartimente erfolgt (Utech et al., 2005; Abb. 1.5). 

TNFα führt zur MMP9-vermittelten Occludindegradation und zum Abbau der TJs in cEND-

Zellen (Förster et al., 2007).  

VEGF, dessen Expression unter Hypoxie aktiviert wird (Schoch et al., 2002), führt zu 

verstärkter ROS-Produktion (Maraldi et al., 2010) und damit ebenfalls zum Verlust der 

Barrierefunktion der TJs, der oftmals in Verbindung mit reduzierter Occludinexpression 

auftritt (Bauer et al., 2010). In primären Retinaepithelzellen kommt es nach VEGF-

Administration zur PKC-vermittelten Occludinphosphorylierung (Harhaj et al., 2006). Mäuse, 

die normobarischer Hypoxie ausgesetzt sind, zeigen reduzierte Occludinexpression bei 

erhöhter Permeabilität der Gehirngefäße. VEGF-Hemmung hemmt die Ausbildung der 

Permeabilität unter diesen Bedingungen (Bauer et al., 2010). Neben reduzierter Expression 

und Barrierefunktion finden Wang et al. (2001) in primären BMEC-Zellen auch eine MAPK-

bedingte Relokalisation von Occludin ins Cytosol durch VEGF. 

In Zellkulturversuchen bei Hypoxie, eines Typs pathologischer Bedingungen bei 

Erkrankungen wie Höhenkrankheit (Moore et al., 1985) oder Asthma (Ahmad et al., 2012), 

zeigt sich, dass Occludin als erstes der getesteten membranständigen TJ-Proteine die TJs 

verlässt und ins Zellinnere relokalisiert (Brown und Davis, 2002). Brown und Davis 

beschreiben drei Szenarien, die auf Hypoxie folgen (vgl. Abb. 1.5): (i) Hypoxie führt zu einer 

direkten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie z.B. TNFα, wodurch die Expression von 

TJ-Proteinen reguliert wird. (ii) Hypoxie führt zur Produktion von ROS, die wiederum 

Cytokine aktivieren (z.B. NFκß), welche in der Lage sind die Aktivität von 

Transkriptionsfaktoren zu regulieren. In der Regulation der Expression von TJ-Proteinen liegt 

dann die Ursache der veränderten TJ-Architektur. (iii) Unter Hypoxie kommt es zu einem 

Anstieg der Calciumkonzentration im Zellinneren. Dies wirkt sich auf die Regulation 

calciumabhängiger Proteinkinasen (z.B. aus der PKC-Familie) aus (Brown und Davis, 2002).  

Studien anderer Autoren belegen ebenfalls die im Vergleich zu Claudinen stärker ausgeprägte 

Sensitivität Occludins gegenüber oxidativem Stress (Hashimoto et al., 2008; Gonzalez et al., 

2009). Durch die redoxabhängigen Veränderungen der Expression (Brown und Davis, 2005), 

Lokalisation (Caraballo et al., 2011) und Oligomerisierung (Walter et al., 2009 und Lochhead 

et al., 2010) gilt Occludin als Indikator für oxidativen Stress, wie er nach der Induktion von 

Schlaganfällen, bei verschiedenen Infektionen, Entzündungen und zahlreichen Krebsformen 

auftritt (Förster et al., 2008; Blasig et al., 2011). 

Neben den erwähnten indirekten Effekten der Hypoxie ist auch eine direkte Hypoxieantwort 

Occludins denkbar (Blasig et al., 2011). Bisher ist über die molekulare Basis der 
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Redoxsensitivität von Occludin nur wenig bekannt. Es wird vermutet, dass die beiden 

hochkonservierten Cysteine216 und -237 der EZS2 (Abb. A1; Abb. 1.3) durch Ausbildung 

einer intramolekularen, nach außen abgeschirmten, Disulfidbrücke eine Bindungsstruktur 

bilden (McCaffrey et al., 2008; Blasig et al., 2011; Günzel und Yu, 2013). Diese strukturelle 

Organisation könnte eine Basis für die Redoxsensitivität von Occludin sein.  

Die zahlreichen Occludinmodifikatoren (z.B. Ubiquitinierung, Proteolyse, Phosphorylierung) 

und die große Anzahl an Interaktionspartnern sind verantwortlich dafür, dass Veränderungen 

von Occludin oder dessen homologen oder heterologen Interaktionen vielfältige 

physiologische Veränderungen nach sich ziehen könnten. Die Inkubation von 

occludinexprimierenden Zellen mit einem synthetischen Peptid der EZS1 von Occludin 

(Occ
90-103

) führt zu signifikant erhöhter Mannitol- (Tavelin et al., 2003) und 

Dextranpermeabilität (Everett et al., 2006). Weiterhin resultiert die Administration dieses 

Peptides in primären humanen Luftröhrenepithelzellen in reduzierten TEER-Werten und 

Relokalisation von Occludin ins Cytosol (Everett et al., 2006). Occludin
100-108/109

 (EZS1, 

Hühnchen) führt zu verlangsamter Wiederherstellung der TJ-Barriere von A6-Zellen nach 

vorhergehendem Ca
2+

-Entzug (Barriereverlust) und anschließender Ca
2+

-Zugabe (Lacaz-

Vieira et al., 1999). Das EZS2-abgeleitete Peptid Occ
184-227

 führt zu verminderter 

Barrierefunktion der TJs in EpH4-Zellen (murines Brustdrüsenepithel; Vietor et al., 2001). 

Wong und Gumbiner (1997) beobachten ebenfalls die Abnahme des TEER-Wertes und 

reduzierte TJ-Lokalisation von Occludin in Xenopus-Nierenepithelzellen nach Inkubation mit 

dem gleichen Peptid. Das EZS1 Peptid zeigt in beiden letztgenannten Untersuchungen keine 

Wirkung. Diese Resultate lassen auf eine Abdichtungsfunktion von Occludins EZS2 

schließen.  

Allerdings weisen die Untersuchungen zum Einfluss Occludins auf die transzelluläre 

Dichtheit keine konsistenten Ergebnisse auf: Balda et al. (1996) messen erhöhte TEER-Werte 

nach Überexpression von Occludin in MDCK-II-Zellen, während Saitou et al. (1998) keine 

TEER-Veränderungen oder Auswirkungen auf die Zellpolarität während der Differenzierung 

von occludindefizienten Stammzellen in Epithelien beobachten. In MDCK-II-Zellen führt 

knockdown von Occludin zu veränderter Claudinorganisation und somit zu reduzierten TEER-

Werten (Yu et al., 2005). Ähnliche Ergebnisse liefern vergleichbare Experimente in 

Keratinocyten (Yamamoto et al., 2008). Die Arbeit versucht dazu beizutragen, die Rolle 

Occludins für den transzellulären Widerstand aufzuklären und die Permeationsregulation 

durch Occludin besser zu verstehen.  
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Die Expression von Occludin in TJ-losen L-Fibroblasten führt zur Ausbildung kurzer Stränge 

und nach Transfektion von Occludin in Claudin-1-enthaltende Zellen werden beide Proteine 

in die Strangbildung integriert (Furuse et al., 1998). Kuwabara et al. (2001) kommen zu 

folgenden Ergebnissen: Transfektion von Occludin in occludinfreie 

Rattenlungenendothelzellen verändert die parazelluläre Permeabilität nicht. Das Protein ist in 

der TJ-Ebene lokalisiert. Weiterhin ist die Akkumulation von Occludin an der basolateralen 

Plasmamembran positiv mit der Akkumulation von Aktin korreliert. Umgekehrt führt 

Depolymerisation von Aktin zur Internalisierung von Occludin (Kuwabara et al., 2001). In 

Occludin-knockdown-Mäusen werden keine morphologischen und elektrophysiologischen 

Veränderungen detektiert. Dafür zeigen diese Tiere chronische Entzündungen, ein verzögertes 

Wachstum, Kalziumanreicherungen im Gehirn, Unfruchtbarkeit bei männlichen und 

Saugverweigerung bei Muttertieren (Saitou et al., 2000). Diese Befunde sind Hinweis auf 

indirekte, regulatorische Effekte von Occludin auf die TJs (Tsukita et al., 1999).  

Sowohl der Kontakt mit Antigenen und exogenen Makromolekülen (Stehbens et al., 2004) als 

auch hypoxische Bedingungen (Hartmann et al., 2000) führen zu Entzündungsreaktionen. 

Entzündungen werden mit Störungen der Morphologie und Funktionalität von TJs assoziiert 

(Schulzke et al., 2009). Bei Infektionen mit viralen und bakteriellen Erregern (Tab. 1.3) oder 

unter pathologischen Bedingungen (z.B. Hypoxie; Tab. 1.3) setzen barrierebildene Zellen und 

Immunzellen (T-Zellen, Makrophagen) Cytokine frei um evtl. vorhandene Pathogene zu 

bekämpfen. Diese Cytokine können die Genregulation von Occludin beeinflussen (Ahdieh et 

al., 2001; Förster et al., 2007) und zu vermehrter ROS-Produktion führen (Yang et al., 2007), 

die sich über verschiedene Signalwege auf Occludin auswirken können (Abb. 1.5). Weiterhin 

führen Cytokine zu vermehrtem Ca
2+

-Einstrom in die Zelle aus dem Extrazellularraum 

(Ramadan et al., 2011), was seinerseits die auf Occludin wirkenden PKCs in ihrer Funktion 

reguliert. Kürzlich wurde gezeigt, dass Occludin eine wichtige Rolle bei der 

cytokininduzierten Regulation der TJ-Barriere spielt (Van Itallie et al., 2010). 

Neben der entzündungsauslösenden Eigenschaft von hypoxischen Bedingungen (Grocott et 

al., 2009) sind hypoxische Bedingungen auch Konsequenzen von entzündlichen Prozessen. 

Lokale hypoxische Bedingungen entstehen bei vermindertem Blutfluss (Zentrum von 

Tumoren; Gatenby et al., 2004) und/oder wenn durch den Blutfluss nicht genügend Sauerstoff 

angeliefert werden kann, wie durch Wachstum und/oder Infiltration von Immunzellen nötig 

wäre (Murdoch et al., 2005). Relokalisation von Occludin ins Cytosol und Störungen der 

Barrierefunktion sind die Haupteffekte von entzündungsauslösenden Infektionen und 

pathologischen Bedingungen (Tab. 1.3).  
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Tab. 1.3: Occludinassoziierte Erkrankungen, Infektionen und pathologische Bedingungen  

Störung durch Lokalisation Expression Barriere Organ/Zellen Referenz 

Escherichia coli pathovar Membran ↓  ↓ T84 McNamara et al., 

2001 

Clostridium difficile Membran ↓ Ø ↓ T 84 Nusrat et al., 2001 

Vibrio cholerae Ø Verdau  MDCK-I Wu et al., 2000 

Heliobacter pylori Membran ↓  ↓ Magen (murin) Suzuki et al., 2002 

Rhesus rotavirus Membran ↓  ↓ Caco-2 Dickman et al., 

2000 

Trichinella spiralis Cytosol ↓ Verdau ↓ Darm (murin) McDermott et al., 

2003 

Cryptococcus neoformans Membran ↓  ↓ HBMEC Chen et al., 2003 

Collagenous colitis  ↓ ↓ Colon (human) Bürgel et al., 2002 

Inflammatory bowel disease Membran ↓ ↓ ↓ Colon (human) Kucharzik et al., 

2001 

Chemical colitis Membran ↓  ↓ Ileum (Ratte) Fries et al., 1999 

Irritable bowel syndrom Membran ↓ ↓ ↓ Colon (human) Coeffier et al., 2010 

Pankreatitis Cytosol ↓  Pankeas (murin) Schmitt et al., 2004 

HIV Membran ↓ 

 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

Hirn (human) 

T84 

Dallasta et al., 1999 

Nazli et al., 2010 

Gp120, Tat (HIV-Proteine) Cytosol ↓ ↓ rAEC Lassiter et al., 2009 

Multiple Sklerose  

Cytosol 

↓ 

↓ 

 

↓ 

SVEC 

RBE4 

Minagar et al., 2003 

Proia et al., 2009 

Hausstaubmilbenallergie Membran ↓ Verdau ↓ 16HBE14o Wan et al., 1999 

Haustaubmilbenserin-

proteasen 

Membran ↓ 

 

Verdau ↓ 16HBE14o Wan et al., 2001 

Synovialsarkom Ø ↓  Gewebe Billings et al., 2004 

Prostatakarzinom  ↓  Gewebe Busch et al., 2002 

Endometrialkarzinom Membran ↓ ↓  Endometrium Toboika et al., 2004 

hemorrhagischer Schock  ↓ ↓ Rattenhirn Krizbai et al., 

2005a 

Hypoxämie Membran ↓ ↓ ↓ Hirn (murin) Bauer et al., 2010 

Hypoxämie/Reoxigenierung  ↓ ↓ Hirn (Ratte) Witt et al., 2003 

Ischämie Membran ↓ ↓ ↓ Hirn (Ratte) Liu et al., 2008 

Ischämie/Reperfusion Cytosol  ↓ Colon (Ratte) Li et al., 2009 

Hypoxie (O2-Chelator)   ↓ HMEC-1 Park et al., 1999 

Hypoxie/Reoxigenierung  ↓ ↓ Gehirnendothel Krizbai et al., 

2005b 
 

T84, Zelllinie vom humanen Colonadenom; HBMEC, humane Gehirnkapilarendothelzellen; SVEC, 

immortalisierte murine Venenendothelzellen; RBE4, Rattengehirnendothelzelllinie 4; 16HBE14o, 

immortalisierte humane Bronchialepithelzellen; ↓, Abnahme; Ø, unverändert. Weitere Abkürzungen: Tab. 1.2. 

 

Die Verbindung zwischen Occludins Hypoxiesensitivität und den Konsequenzen der 

Veränderung Occludins unter dieser Bedingung für die gesamte TJ, machen eine 

Transduktorfunktion von Occludin zwischen Hypoxie/reduzierenden Bedingungen und der 

TJ-Integrität denkbar. Auf die BHS bezogen wäre es damit möglich, dass der 

occludinvermittelte Zerfall der TJs bei der Entstehung von Hirnödemen bei Schlaganfall eine 

Rolle spielen könnte.  
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1.3.3 Trizellulin 

 

Neben Occludin ist Trizellulin ein weiteres Mitglied der TAMP-Familie. Es wurde 2005 

(Ikenouchi et al.) identifiziert. Die Sequenzhomologie zu Occludin beträgt rund 30%. Der 

auffälligste Unterschied zwischen beiden Proteinen ist der cytosolische N-Terminus. Dieser 

ist bei Trizellulin mit 194 AS erheblich länger als bei Occludin (66 AS). Es gibt Hinweise 

darauf, dass der N-Terminus von Trizellulin die Lokalisation in der Plasmamembran 

bestimmt, während der C-Terminus die typische Lokalisation Trizellulins in 

Dreizellkontakten steuert (Westphal et al., 2010). 

Occludin und Trizellulin scheinen auf zellulärer Ebene in Zweizellkontakten füreinander 

kompensierbar zu sein (Raleigh et al., 2010). So findet sich Trizellulin in Occludin-

knockdown-Zellen an bizellulären Kontakten. Es wird vermutet, dass Occludin die trizelluläre 

Lokalisation von Trizellulin durch Verdrängung aus den bizellulären Bereichen unterstützt 

(Ikenouchi et al., 2008). Trizellulin scheint dort die Permeation von Makromolekülen zu 

beeinflussen (Krug et al., 2009). Phänotypisch spielen Veränderungen von Trizellulin beim 

Hörprozess eine wichtige Rolle. Durch Punktmutationen in Trizellulin (K443D, R500X) wird 

Taubheit verursacht. Eine direkte Bindung zu ZO-1 ist auch für dieses Protein nachweisbar. 

Die Mutanten, welche Taubheit erzeugten, werden ebenfalls mit einer reduzierten Bindung an 

ZO-1 in Verbindung gebracht (Riazuddin et al., 2006).  

 

1.3.4 MarvelD3 

 

Mit ca. 45 kDa ist MarvelD3 das leichteste der Proteine der TAMP-Familie. Isoform 1 besteht 

aus 410, Isoform 2 aus 401 und Isoform 3 aus 148 AS. 

MarvelD3 wurde 2009 von Steed et al. identifiziert und als vorerst letztes in die Familie der 

TAMPs aufgenommen. Auch MarvelD3 hat vier TMD, die durch zwei extrazelluläre und eine 

intrazelluläre Schleife voneinander separiert werden. Im Gegensatz zu Occludin ist bei 

MarvelD3 der cytosolische C-Terminus mit 20 AS in Isoform 1 und 18 AS in Isoform 2 

wesentlich kürzer als der cytosolische N-Terminus (226 AS in Isoform 1; Steed et al., 2009). 

Ko-Immunopräzipitationsexperimente zeigen keine direkte Interaktion zwischen MarvelD3 

und ZO-1. Ursache ist vermutlich der extrem kurze C-terminale Bereich des Proteins (Raleigh 

et al., 2010). Lokalisationsexperimente weisen Kolokalisation zwischen MarvelD3 und 

Occludin nach (Steed et al., 2009). Außerdem deutet die Kopräzipitation von MarvelD3 mit 

Occludin und Trizellulin auf Interaktionen mit beiden Proteinen hin (Raleigh et al., 2010).  
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Eine Reduktion von MarvelD3 zeigte keinen Einfluss auf die Bildung der TJs. Das Protein 

selbst bildet keine Stränge (Raleigh et al., 2010). Auf einen Einfluss von MarvelD3 auf die 

parazelluläre Ionenpermeabilität weisen TEER-Experimente von Steed et al. (2009) hin, die 

einen Anstieg des TEER-Wertes nach Verminderung der Expression von MarvelD3 durch si-

RNA zeigten. 

 

1.3.5 Weitere tight junction-assoziierte Proteine 

 

Außer den bisher vorgestellten TJ-Proteinen gibt es noch zahlreiche weitere, die an der 

Bildung der TJs beteiligt sind. Als Transmembranproteine sind z.B. noch die JAMs zu 

nennen, von denen es fünf Varianten gibt (JAM A, JAM B, JAM C, JAM-like und IGSF5). 

JAMs sind von der Struktur der extrazellulären Domäne her gesehen antikörperähnliche 

Proteine mit einer TMD (Martin-Padura et al., 1998). Ihr Molekulargewicht liegt bei ca. 130 

kDa. Am intrazellulären C-Terminus weisen die JAMs eine ZO-1 Bindungsstelle auf (Itoh et 

al., 2001; Ebnet et al., 2003). Weiterhin interagieren sie mit den Proteinen Par-3 (Ebnet et al., 

2001), Cingulin, Occludin (Bazzoni et al., 2000) und Afadin (Ebnet et al., 2000). JAMs 

unterstützen die Integration von Occludin in die TJs. Es kommt zu verstärkter Anreicherung 

von Occludin bei gleichzeitiger Expression von JAMs (Bazzoni et al., 2000). Für JAM C ist 

nachgewiesen, dass es eine wichtige Rolle bei der Lymphocytentransmigration durch das 

Kapillarendothel spielt (Martin-Padura et al., 1998). Weiterhin scheinen JAM A und CAR 

(Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor), ebenfalls ein Protein aus der Immunglobulin-

Superfamilie (Tomko et al., 1997), eine Rolle bei der Verdichtung des parazellulären Spaltes 

zu spielen. Es ist gezeigt, dass diese Proteine den TEER beeinflussen können (Liu et al., 

2000; Cohen et al., 2001; Mandell et al., 2005). CAR kolokalisiert und kopräzipitiert in 

Epithelzellen mit ZO-1 und verfügt über ein C-terminales Bindungsmotiv, welches 

wahrscheinlich mit den PDZ-Domänen oder der SH3-Domäne von ZO-1 interagiert (Cohen et 

al., 2001). 

Die bedeutendsten cytosolischen, membranassoziierten TJ-Moleküle sind die ZO-Proteine. 

Von dieser Familie sind derzeit die Mitglieder ZO-1 bis ZO-3 bekannt. ZO-1 war 1986 das 

erste entdeckte Protein der TJs (Stevenson et al., 1986). Die Familie der ZO-Proteine ist auch 

als membranassoziierte guanylatkinaseähnliche Proteine (MAGUK, membrane associated 

guanylat kinase) bekannt. MAGUK-Proteine bestehen aus 1-3 PDZ-Domänen, einer SH3-

Domäne und einer guanylatkinaseähnlichen Domäne (GuK-Domäne) ohne enzymatische 

Aktivität (Anderson, 1996; Olsen und Bredt, 2003). Die Bedeutung der ZO-Proteine liegt in 
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ihrer Adapterfunktion. Sie bilden Verbindungen zwischen Membranproteinen der 

Zellkontakte untereinander, zum Cytoskelett und zu Proteinen der Signalverarbeitung (z.B. 

ZONAB; Itoh et al., 1999). Sie werden mit der Rekrutierung von Membranproteinen an die 

adherens junctions und TJs in Verbindung gebracht (Ikenouchi et al., 2007). Die Lokalisation 

der Proteine ZO-1 und ZO-2 beschränkt sich in Zellen, die keine TJs aufweisen und in Zellen, 

die chemischem oder mechanischem Stress unterliegen auf den Zellkern (Gottardi et al., 

1996; Islas et al., 2002; Traweger et al., 2003). 

Weitere, in verschiedene zelluläre Prozesse involvierte TJ-assoziierte Proteine sind z.B. 

Cingulin, Vinculin, Ahnak, die ß- Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (Bal et al., 2012), 

der Transkriptionsfaktor ZONAB (Balda et al., 2003), die NA
+
/Ka

+
-ATPase (Rajaskaran et 

al., 2007), Caveolin (Nusrat et al., 2000), der Internalisierungsmediator Clathrin (Ivanov et 

al., 2004) und die transforming growth factor (TGF)-ß-Rezeptoren I und II (Barrios-Rodiles 

et al., 2005).  

 

1.4   Fragestellungen  

 

Die molekulare Basis der Redoxsensitivität von Occludin ist unklar. Es wird angenommen, 

dass Cysteine, die über die Occludinsequenz verteilt sind an der Dimerisierung bzw. 

Oligomerisierung beteiligt sind. Da Cysteine redoxabhängig Disulfidbrücken ausbilden 

können, sollen Alanin-Austauschmutanten hochkonservierter Cysteine der TMD1 und 2 

sowie der EZS2 von Occludin untersucht werden. Um herauszufinden, ob und wenn ja welche 

Cysteine die Redoxsensitivität begründen und welche Konsequenzen der Cysteinaustausch an 

den jeweiligen Stellen hat, wurden die entsprechenden Mutanten bezüglich ihrer zellulären 

Lokalisation, ihres Dimerisierungspotentials, ihrer funktionellen und morphologischen 

Konsequenzen für die TJs sowie ihrer Wechselwirkungen mit anderen TJ-Proteinen 

analysiert. Ein Beispiel für Redoxveränderungen sind reduzierende Bedingungen, die z.B. 

durch Hypoxie ausgelöst werden können. Aus diesem Grund werden die o.g. Untersuchungen 

neben Normoxie, unter Hypoxie und Applikation von Dithiothreitol (DTT) durchgeführt.  

Es soll aufgeklärt werden, ob auf Basis redoxabhängig gebildeter Disulfidbrücken zwischen 

den Cysteinen von Occludinmonomeren oder innerhalb des Moleküls (EZS2) 

Strukturveränderungen innerhalb der TJs entstehen, die oxidative Stressbedingungen in 

Veränderungen der TJ-Architektur und -Funktion umsetzen. Annahme ist, dass Cysteine an 

der Redoxregulation beteiligt sind. 
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Bezüglich der EZS2 ist ein Hauptziel die erstmalige Schaffung eines experimentell basierten 

Modells. Es soll weiterhin überprüft werden ob die interzelluläre Assoziation von 

Occludinmonomeren, ähnlich wie bei Claudin-5, auf der EZS2 basiert. 

Oxidativer Stress kann zu Veränderungen des Phosphorylierungsstatus von Occludin führen. 

Deshalb soll die Rolle der hypoxieaktivierbaren CK2-vermittelten Phosphorylierung 

Occludins näher beleuchtet werden. Es wird untersucht, ob sie sich auf die 

Homodimerisierung von Occludin und seine Interaktion mit ZO-1 auswirken kann.  

Das Auftreten hochkonservierter Cysteine in den EZS2 aller TAMPs und den EZS1 aller 

Claudine sowie die Kenntnis von Interaktionen zwischen Occludin mit MarvelD3 und 

Claudin-1 sind Ausgangspunkt für die Untersuchung cysteinabhängiger Bindungen zwischen 

diesen Proteinen. Insbesondere wurde der Einfluss von Occludin auf die Claudin-1-basierte 

Barrierefunktion und Strangmorphologie untersucht, sowie Interaktionen zwischen Occludin 

und MarvelD3 analysiert. Folgende Hypothesen leiten sich ab: 

1. Occludins extrazelluläre Cysteine assoziieren intramolekular und redoxabhängig. 

2. Occludin dimerisiert redoxabhängig wobei Disulfidbrücken eine indirekte Rolle spielen.  

3. Cysteine der TMD spielen eine Rolle bei der Oligomerisierung von Occludin, ohne dass 

Disulfidbrücken ausgebildet werden. 

4. Die aus Dimerisierung und intramolekularer Assoziation resultierenden strukturellen 

Veränderungen wirken sich auf die TJ-Struktur und -funktion aus.  

5. CK2-bedingte Phosphorylierung beeinflusst die Struktur und Funktion von Occludin. 

6. Hochkonservierte Cysteine sind in die Assoziationen zu weiteren Proteinen der TJs, sowohl 

aus der TAMP- als auch aus der Claudinfamilie involviert.  

Zur Untersuchung der Hypothesen werden Einzelaminosäureaustausche vorgenommen. Die 

daraus resultierenden Mutanten sollen in TJ-freie HEK-293-Zellen bzw. in endogen TJ-

exprimierende MDCK-II-Zellen transfiziert werden. Die Analyse erfolgt durch 

Konfokalmikroskopie, Western Blots, Massenspektrometrie und TEER-Messungen an stabil 

transfizierten Zellen. 

Um redoxempfindliche Aminosäurereste von Occludin zu identifizieren, wird der Einfluss der 

Mutationen auf cis- und trans-Interaktionen, sowie auf die Membranlokalisation unter 

Normoxie, Hypoxie und nach Inkubation mit DTT untersucht. Dabei sollen 

Dimerisierungsareale von Occludin identifiziert werden. Zur weiteren Charakterisierung der 

Interaktionen erfolgen Messungen der Membranmobilität der Occludinmutanten mittels 

fluorescence recovery after photobleaching (FRAP). Konstrukttransfektion in MDCK-II-
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Zellen soll zeigen, ob die Charakteristik der Mutanten z.B. durch Interaktionen mit anderen, 

endogen exprimierten, TJ-Proteinen verändert oder kompensiert werden kann.  

Morphologische und funktionelle Einflüsse der Mutanten auf die TJs werden durch freeze 

fracture-Elektronenmikroskopie, TEER-Messungen und mittels Cellmask-Diffusionsassay 

untersucht. Der Nachweis disulfidbrückenbasierter heterologer Interaktionen erfolgt durch 

Kotransfektion der Occludinvarianten mit MarvelD3 und Claudin-1 in HEK-293-Zellen und 

wird durch die Untersuchung der Auswirkungen von Occludin auf die Claudin-1 basierte 

Strangbildung ergänzt. 

Die Rolle der CK2-Phosphorylierung von Occludin für die TJ-Regulation soll mittels 

fluorescence resonance energy transfer (FRET)-Untersuchungen von 

phosphorylierungsimitierenden und phosphorylierungsblockierenden Mutanten untersucht 

werden. Die Mutationen sollen helfen, aufzuklären ob und wie die Homooligomerisierung 

Occludins sowie seine Interaktion zu ZO-1 durch die CK2 reguliert werden. 

Die Kenntnis von miteinander interagierenden Oligomerisierungsdomänen von Occludin soll 

genauere Aussagen über die dreidimensionale Struktur des Moleküls bzw. von 

Molekülbereichen ermöglichen. Daraus sollen Rückschlüsse auf seine homologen und 

heterologen Interaktionen gezogen werden. Mit dem Vorschlag eines auf experimenteller 

Grundlage basierenden Modells soll ein Beitrag zum besseren Verständnis der 

occludinvermittelten, redoxabhängigen TJ-Regulation geleistet werden.  
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2.  Material und Methoden 
2.1  Materialien 

2.1.1  Geräte, Chemikalien, Enzyme, Medien und Antikörper 

 

Die nachfolgenden Tabellen enthalten Auflistungen aller genutzten Geräte und Materialien 

(Tab. 2.1), Chemikalien, Enzyme und Medien (Tab. 2.2) sowie Antikörper (Tab. 2.3) in 

alphabetischer Reihenfolge: 

Tab. 2.1: Alphabetische Auflistung der verwendeten Materialien und Geräte 
 

Geräte und Materialien Modell Hersteller 

Agarosegelkammer Agagel Mini Biometra GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Cryo-Lager- und Transportsystem für 

Stickstofflagerung von Zelllinien 

Chronos Cryotherm, Euteneuen, Deutschland 

Deckgläser 12 mm Durchmesser 

30 mm Durchmesser 

Cotech, Berlin, Deutschland 

Durchflusscytometer FACSVantage SE System BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

Elektroporationsküvetten 1mm  Peqlab Biotechnologie GmbH, 

Erlangen, Deutschland 

Elektroporator für Bakterien EasyjecT Prima EquiBio/Thermo Electron, Milford, 

USA 

Falcon Tubes  50 ml (gelb) Biochrom, Berlin, Deutschland 

Filterpapier für Western Blot - Bio-Step, Jahnsdorf, Deutschland 

Fluoreszenzscanner FLA-5000 Fluorstage and Multistage 

4046. Filter LPB/Y510 

FUJIFILM, Japan 

Gefrierschrank (-80°C) -86 ULT Thermo Forma, USA 

Heizplatte Präzitherm PZ-28-1T Störktronic, Deutschland 

Hypoxiebank Anaerobia Workstation Concept Plus IUL Instruments/Russkin Technology 

Ltd., Bridgend, Großbritannien 

Impedanzmessgerät CellZScope Nano Analytics, Münster, Deutschland 

Inkubator für Bakterienkulturen KS 15 A Edmund Bühler GmbH, Hechingen, 

Deutschland 

Inkubator für Zellkultur CB210 Binder GmbH, Tuftlingen, 

Deutschland 

Kryoröhrchen, 1,2 ml - Corning, Mexiko 

Kühlbox zum Einfrieren von Zelllinien - Nalgene, USA 

Küvetten für Spektralphotometer - BrandTech Scientific, USA 

Laser Scanning Mikroskop LSM 510 META-NLO Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, 

Deutschland 

Lumi-Imager  F1 Boehringer-Mannheim GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

Massenspektrometer Orbitrap hybrid mass spectrometer  Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

Netzteile für Elektrophorese Power Pac 3000 

3000 Xi 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Objektträger geschliffen, 90° Mattrand,  

76 x 26 mm 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Parafilm Parafilm® M Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

PCR-Gerät DNA Engine Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Petrischalen (verschiedene Größen) - Sarstedt, Nümbrecht-Rommelsdorf, 

Deutschland 

Phasenkontrastmikroskop Phase Contrast IMT-2 Olympus, Hamburg, Deutschland 

Präzisionswaage MC 1 RC 2 10 D Sartorius, Deutschland 

pH-Meter IKA-Tron ETS-D2 IKA Labortechnik, Staufen, 

Deutschland  

Sauerstoffsensor CellOx 325 WTW GmbH, Weilheim, Deutschland 

Schüttelplatte Polymax 2040 Heidolf, Deutschland 

SDS- Gelelektrophoresekammer Mini-protean II Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 
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Serologische Pipetten (2, 5, 10 und 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht-Rommelsdorf, 

Deutschland 

SpeedVac  DNA 110 Savant, Thermo Scientific, Bonn, 

Deutschland 

Spekralophotometer DU 640 Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 

Deutschland 

Spektralphotometer NanoDrop ND-1000 Thermo Scientific, USA 

Sterilwerkbank BDK-1200 BDK Luft- und Reinraumtechnik 

GmbH, Sonnenbühl-Genkingen, 

Deutschland 

Thermoblock Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Tischzentrifugen 5415 C 

5417 C 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Transfermembran (Nitrozellulose) HybondTM -ECL Amersham Biosciences Europe GmbH, 

Freiburg, Deutschland 

Transilluminator Lumi-Imager F1TM Boehringer-Mannheim GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

Ultraschallgerät Vibracell 72434 Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, 

Frankreich 

Vakuumpumpe Vacumat 130-K Helmut Saur Laborbedarf, Deutschland 

Volt-Ohm-Meter Millicell®-ERS Millipore, Eschborn, Deutschland 

Vorratsbehälter für Flüssigstickstoff Apollo Cryotherm, Euteneuen, Deutschland 

Vortex  VF 2 Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, 

Staufen, Deutschland 

Wasserbad Schüttelwasserbad 1086 Gesellschaft für Labortechnik, 

Deutschland 

Westernblot- Apparatur Trans-Blot SD Semi-Dry transfer cell Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Zellkulturfilter PIHA 01250 Merck Millipore, Billerica, USA 

Zellkulturflasche 25 und 75 cm2 Greiner Bio-One, Frieckenhausen, 

Deutschland 

Zellkulturplatte 6 und 24 wells Biochrom, Berlin, Deutschland 

Zellschaber - Sarstedt, Nümbrecht-Rommelsdorf, 

Deutschland 

Zellseparationssieb Porengröße 35 µm BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

Zentrifugen 5804 R 

5810 R 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 
Tab. 2.2: Alphabetische Auflistung der verwendeten Chemikalien, Enzyme und Medien  

 

Agenz Hersteller 

AccuPol DNA Polymerase + Buffer VWR, Radnor, USA 

Aceton Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Acetonitril (ultra gradient HPLC grade) Mallincrkrodt Baker B.V., Deventer, Holland 

Acrylamid/BisSolution 30% Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Advantage-2-Polymerase  

10 x Advantage 2 PCR buffer 

Clontech. Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Agarose Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Albumin aus Rinderserum (BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim , Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) BioRad, Hercules, CA, USA 

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Benzonase Merck Bioscience, Darmstadt, Deutschland 

Brefeldin A Merck Bioscience, Darmstadt, Deutschland 

Cellmask Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Coomassie G250 Fluka, Steinheim, Deutschland 

Cycloheximid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

DNA Ligase (T4 DNA Ligase) Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland 

DNA-Marker (100bp-GeneRulerTM; 1kb DNA-Marker 

GeneRulerTM; dNTPs) 

Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland 

dNTP Mix (100 mM) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Einfriermedium 90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO 

Ethanol (99,9%) Berkel AHK, Berlin, Deutschland 
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Fetales Kälberserum Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

fluoreszierender Proteinstandard Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Gelextraktionskit  Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Geneticin (G418) Calbiochem/EMD Biosciences, La Jolla, CA, USA 

GLUTA-MAX DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium 

+ GLUTA MAX I;+3,7 g/L NaHCO3+1,0 g/L D-

Glucose – L-Glutamin) 

Invitrogen. GIBCO, Karlsruhe, Deutschland 

Glutaraldehyd Grade I 25% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Glycin SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

HBSS (Hanks blank salt solution) mit und ohne Ca2+/Mg2+ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethane sulfonic acid 

(HEPES) 

Biochrom, Berlin, Deutschland 

Iodacetamid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Isopropanol VWR International, Briare, Frankreich 

Kanamycinsulfat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

L-alanyl-L-glutamin Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Lipofectamin 2000 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Lumineszenzsubstanz Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 

Luria Broth (LB)-Medium Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Magermilchpulver BioRad Laboratories GmbH, München, Deutschland 

Magnesiumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol J.T. Baker B.V., Deventer, Holland 

Natriumazid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Natriumchlorid J.T. Baker B.V., Deventer, Holland 

Optimem TM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Orange G Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

PBS (Dulbecco phosphate buffered saline (mit und ohne 

Ca2+/Mg2+) 

Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Penicillin (10000 U/ml) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Plasmid mini-prep kit Zyppi Zymo Research, Irvin, CA, USA 

PLL (Poly-L-Lysine hydrobromide) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Proteaseinhibitor-complete tablets mini, EDTA-free  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 

Proteinmarker (SeeBlue Plus 2 Prestained Marker) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Restriktionsendonucleasen 

(SacI, KpnI) 

Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland 

SDS (sodium dodecylsulfate) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Streptomycin (10 mg/ml) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

SYBR Safe DNA Gel stain 10000 x in DMSO Invitrogen. Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

TEMED (N‟N‟N‟N‟-Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

TRIS-Base (>99%), TRIS-HCl (>99%) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Triton X-100 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Trypanblau (0,05% in PBS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Trypsin 0,05%-EDTA 0,025% Invitrogen. GIBCO, Karlsruhe, Deutschland 

Tween® 20 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

 
Tab. 2.3: Auflistung der verwendeten Primär- und Sekundärantikörper 

 

Antikörper Hersteller Anmerkung 

Maus-anti-Aktin Calbiochem Primärantikörper (monoklonal) 

Kaninchen-anti-FLAG Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Primärantikörper 

(Polyklonal) 

Ziege-anti-Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland Sekundärantikörper, gekoppelt mit Alexa 

Fluor 555 

Ziege-anti-Maus Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland Sekundärantikörper, gekoppelt mit Alexa 

Fluor 647 

Kaninchen-anti-Occludin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland Primärantikörper (polyklonal) 

Maus-anti-ZO-1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland Primärantikörper (polyklonal) 

 

2.1.2 Bakterienstämme und eukaryotische Zelllinien 

 

Die Vervielfältigung der Produkte der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Kap. 2.2.1) und der 

Mutagenese (Kap. 2.2.2) erfolgte durch Transformation der DNA (Kap. 2.2.3) in Escherichia 
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(E.) coli-Bakterien des Stammes DH5α. Dieser von D. Hanahan entwickelte 

Sicherheitsstamm zeichnet sich durch eine hohe Transformationseffizienz aus.  

Zur Charakterisierung von Proteininteraktionen wurde die c-DNA der zu untersuchenden 

Proteine in die eukaryotischen Zelllinien human embryonic kidney (HEK)-293 und Madin 

Darby canine kidney (MDCK)-II transfiziert. Die erste Beschreibung von HEK-Zellen 

erfolgte 1977 durch Graham und Mitarbeiter an der Universität Leiden (Niederlande). Der 

Namenszusatz 293 zeigt die Nummer des Experimentes an, bei welchem die Zelllinie 

erfolgreich geschaffen wurde. HEK-293-Zellen sind immortalisierte, humane embryonale 

Nierenzellen aus gesunden zwei bis drei Monate alten Föten. Es handelt sich um 

hypotriploide Epithelzellen, die adhärent wachsen, sich vergleichsweise gut transfizieren und 

kultivieren lassen sowie keine TJs exprimieren. Sie beinhalten keine Claudine und Occludin, 

weshalb dieser Zelltyp keine Widerstände über Zellrasen ausbildet. 

MDCK-II-Zellen sind Nierenzellen des distalen Tubulus sowie des Sammelrohres des 

Nephrons des Hundes (Canis familiaris). Sie entspringen der heterogenen Ursprungszelllinie, 

die 1958 von S.H. Madin und N.B. Darby aus einem weiblichen Cockerspaniel isoliert wurde. 

Der Klon MDCK-II ist der dominierende bei höheren Passagen dieser Ursprungszelllinie. 

MDCK-II-Zellen exprimieren endogene TJs und sind daher für TEER- und 

Permeabilitätsmessungen gut geeignet. Dieser Zelltyp baut dichte Zellrasen auf, die 

Widerstäde von 100-180 Ohm erreichen.  

 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Klonierung von humanem Occludin in cyan- und yellow fluorescence protein- 

(CFP und YFP) Expressionsvektoren 

 

Occludin
Wildtyp (wt)

 wurde von Dr. David Antonetti (Universität Michigan) im puB-Vektor zur 

Verfügung gestellt. Mittels PCR und Klonierungsprimern wurde Occludin amplifiziert (Tab. 

2.4).  
 

Tab. 2.4: PCR-Programm für die Klonierung von humanem Occludin in die Expressionsvektoren pEYFP-

C1 und pECFP-C1. 
 

Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen Temperatur Inkubationszeit 

Denaturierung 1 95 °C 1‟ 30‟‟ 

Denaturierung  

30 

95 °C 30‟‟ 

Primeranlagerung 66 °C 1‟ 

Elongation 68 °C 2‟ 

Elongation 1 70 °C 10‟ 

Kühlung 1 4 °C ∞ 
 

Zur Erzeugung der für die Klonierung erforderlichen Schnittstellen (SacI und KpnI), wurden 

die folgenden Primer verwendet: 
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SacI sense: 5‟-GATCTCGAGCTCAGATGTCATCCAGGCCTCTTG-3‟ 

KpnI antisense: 5‟-GAGCACGGTACCCTATGTTTTCTGTCTATCATAG-3‟ 

Auf die Amplifikation erfolgte der Restriktionsverdau von Vektor und Zielgen über Nacht 

(ü.N.) bei 37°C durch die Enzyme SacI und KpnI (Fermentas). Diese Erkennungssequenzen 

finden sich innerhalb der multiple cloning site (MCS) des Zielvektors wieder. Beendet wurde 

die Reaktion durch Hitzeinaktivierung bei 80°C für 20 min. Anschließend wurden beide 

Ansätze in einem 1%igen Agarosegel bei 80 V für ca. 45 min aufgetrennt und die Banden des 

linearisierten Vektors sowie des inserts ausgeschnitten. Es folgte die Aufreinigung der DNA 

mittels Elution from Gel-Kit (Qiagen). 

Ligiert wurde durch Vereinigung von Vektor und insert sowie die Zugabe von 2,5 µl 

Ligasepuffer mit ATP und 2 µl T4-DNA-Ligase (Fermentas). Die Ligation inkubierte ü.N. in 

der PCR-Maschine (BioRad) bei 16°C. Inaktiviert wurde die Ligase bei 65 °C für 10 min. 

 

2.2.2 Ortsgerichtete Mutagenese 

 

Die Induktion der Mutationen in das Occludingen erfolgte durch ortsgerichtete Mutagenese, 

die modifiziert nach dem quickchange mutagenesis-Protokoll (Stratagene, Amsterdam, 

Niederlande) durchgeführt wurde. Diese Methode ist PCR-basiert. Es wurden zwei Ansätze 

pipettiert, die sich in ihrer Zusammensetzung nur bezüglich des Primers unterschieden: Ein 

Ansatz enthielt nur den sense-, der andere Ansatz nur den antisense-Primer. Mit Hilfe der 

komplementären Mutageneseprimer wurden die Mutationen mit zwei aufeinanderfolgenden 

PCR-Programmen induziert (Tab. 2.5):  
 

Tab. 2.5: Darstellung der PCR-Abläufe bei der ortsgerichteten Mutagenese von humanem Occludin 

 

 PCR-Schritt PCR 1 PCR 

1 95°C for 2„ 95°C for 30„„ 

2 95°C for 30„„ 95°C for 30„„ 

3 65°C for 45„„ 68°C for 1„ 

4 72°C for 12„ 72°C for 12„ 

5 Goto 2 4x Goto 2 16x 

6 4°C ∞ 72°C for 20„ 

7   4°C ∞ 
 

Nach Ablauf der ersten PCR wurden beide Ansätze vereinigt und weitere 0,5 µl DNA-

Polymerase (Clontech) dazugegeben. Nach Ablauf von PCR2, die sich hinsichtlich der 

Anlagerungstemperatur der Primer und der Zyklusanzahl vom ersten PCR-Schritt unterschied 

(Tab. 2.5), wurden die Reaktionsansätze mit 20 U DpnI (Fermentas) versetzt und 5 h bei 37 

°C inkubiert. DpnI katalysiert die Hydrolyse der bakteriellen, methylierten DNA, während die 
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PCR-synthetisierte DNA nicht verdaut wird (Vovis & Lacks, 1977). Anschließend wurden 1-

2 µl des Ansatzes in elektrokompetente E. coli-Bakterien (DH5α) transformiert und auf 

Agarplatten ausgestrichen (Kap. 2.2.3). Tabelle 2.6 fasst die erzeugten Mutantenkonstrukte 

und die entsprechenden Mutageneseprimer zusammen. Alle Primer sind in 5‟→ 3‟-

Orientierung angegeben. 
 

Tab. 2.6: Verwendete Mutageneseprimer für die Induktion verschiedener Substitutionsmutanten in 

humanes Occludin (Occ) 
 

Konstrukte Primersequenz; mutierte Tripletts sind fett hervorgehoben  

humanes- 

YFP-Occludin
C76A

 

CFP-Occ
C76A

 

FLAG-Occ
C76A

 

 

sense:   CTATGCTCATTATTGTGATGGCCATTGCCATCTTTGCCTG 

antisense: CACAGGCAAAGATGGCAATGGCCATCACAATAATGAGCAT 

humanes- 

YFP-Occ
C82A

 

CFP-Occ
C82A

 

FLAG-Occ
C82A

 

 

sense:  CATTGCCATCTTTGCCGCCGTGGCCTCCACGCTTG 

antisense: CAAGCGTGGAGGCCACGGCGGCAAAGATGGCAATG 

humanes- 

YFP-Occ
C82S

 

CFP-Occ
C82S

 

 

sense:  ATTGCCATCTTTGCCTCAGTGGCCTCCACGCTTGC 

antisense: GCAAGCGTGGAGGCCACTGAGGCAAAGATGGCAAT 

humanes- 

YFP-Occ
C148A

 

FLAG-Occ
C148A

 

 

sense:  CCATGGCTGCCTTTGCCTTCATTGCCGCGTTG 

antisense: CAACGCGGCAATGAAGGCAAAGGCAGCCATGG 

humanes- 

YFP-Occ
C216A

 

FLAG-Occ
C216A

 

 

sense:  CACAAATATATGCCCTCGCCAACCAATTTTATACACC 

antisense: GGTGTATAAAATTGGTTGGCGAGGGCATATATTTGTG 

humanes- 

YFP-Occ
C237A

 

FLAG-Occ
C237A

 

 

sense:  CAGTATTTGTATCACTACGCCGTTGTGGATCCCCAGGAGG 

antisense: CCTCCTGGGGATCCACAACGGCGTAGTGATACAAATACTG 

humanes- 

YFP-Occ
C237S

 

 

 

sense: GTATTTGTATCACTACTCTGTTGTGGATCCCCAGG 

antisense: CCTGGGGATCCACAACAGAGTAGTGATACAAATAC 

humanes- 

YFP-Occ
Y220A

 

FLAG-Occ
Y220A

 

 

sense:  ATGCCCTCTGCAACCAATTTGCTACACCTGCAGCTACTGG 

antisense: CCAGTAGCTGCAGGTGTAGCAAATTGGTTGCAGAGGGCAT 

 

Die YFP-Occludinmutanten T400A/T404A/S408A, T400E/T404E/S408E und S408E wurden 

von Dr. Max Dörfel generiert und uns von Prof. Dr. Ottmar Huber (Institut für Biochemie II, 

Friedrich-Schiller-Universität Jena) zur Verfügung gestellt. 
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2.2.3 Transformation  

 

Die durch Klonierung und Mutagenese erzeugten Konstrukte wurden zur Lagerung und 

Vervielfältigung durch Elektrotransformation in E. coli-DH5α eingebracht. Dazu wurden 1,5 

µl des Ligations- oder Mutageneseansatzes mit 50 µl elektrokompetenten Bakterien vermischt 

und in einer Elektroporationsküvette in das Elektroporationsgerät (EasyjecT prima, EquiBio) 

eingesetzt. Es erfolgte ein elektrischer Impuls von 1800 V, der kurzzeitige Porenbildung in 

der Bakterienmembran bewirkte. Durch diese Poren diffundierten die Plasmide in die 

Bakterien. Die Bakteriensuspension wurde in 1 ml erwärmtes LB-Medium (Roth) 

aufgenommen und 1 h bei 37 °C geschüttelt. Nach Inkubation wurde 5 min bei 3000 g 

zentrifugiert. Nach Resuspension des Bakterienpellets in 150 µl LB-Medium erfolgte der 

Ausstrich auf Agarplatten, die mit Antibiotika (Roth), entsprechend des Resistenzgens des 

transformierten Vektors versetzt waren (Kanamycin bei pEYFP-C1 und pECFP-C1, 

Ampicillin bei p3xFLAG). Am nächsten Tag wurden Einzelkolonien selektiert. Dazu wurden 

Abstriche einzelner Kolonien in 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden 

Selektionsantibiotikum überführt und ü.N. bei 37°C und 280 rpm im Brutschrank (Bühler 

GmbH) geschüttelt. Am darauffolgenden Tag wurden zur Anlage von Glycerolstocks 800 µl 

dieser Bakteriensuspension mit 200 µl 80%-igem Glycerol (Serva) versetzt und bei -80°C 

eingefroren. Die restliche Suspension wurde für die DNA-Präparation nach Herstellerangaben 

(Plasmid Miniprep kit Zyppi; Zymo Research) 10 min bei 4000 g und 4 °C zentrifugiert. Die 

Messung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch durch den Nanodrop ND-1000 

(Thermo Scientific). 

 

2.2.4 DNA-Sequenzierung 

 

Die Gütekontrolle der generierten Konstrukte erfolgte durch DNA-Sequenzierung. Die DNA 

wurde entweder in Kooperation mit den Firmen Invitek und ImaGenes (beide ansässig auf 

dem Campus Berlin-Buch) oder durch die hausinterne Sequenziereinrichtung (FMP Berlin) 

unter Herrn Dr. Klauschenz sequenziert. In Vorbereitung für die interne Sequenzierung 

erfolgte die Amplifikation der DNA mit den entsprechenden Sequenzierungsprimern sowie 

die DNA-Fällung. Tabelle 2.7 zeigt eine Übersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer 

(synthetisiert durch die Firma BioTez Berlin-Buch GmbH): 

 

 



2. Material und Methoden 

___________________________________________________________________________ 

39 

 

Tab. 2.7: Übersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer. 

Primername Bindung Sequenz 

YFP-sense YFP-Vektor, innerhalb der 

YFP-Sequenz 

ACATGGTCCTGCTGGAGTTC 

YFP-antisense YFP-Vektor, gegenüber der 

YFP-Sequenz außerhalb der 

MCS 

 

CCTCTACAAATGTGGTATGGC 

Occseqmid- 

sense 

innerhalb Occludins 

(Pos. 843-872) 

GGACAAGGAACACATTTATGATGAGCAGCC 

 

Occseqmid-

antisense 

innerhalb Occludins 

(Pos. 872-843 ) 

GGCTGCTCATCATAAATGTGTTCCTTGTCC 

 

Occseqfull- 

sense 

innerhalb Occludins 

(Pos. 1-33) 

ATGTCATCCAGGCCTCTTGAAAGTCCACCTCCT 

Occseqfull-

antisense 

innerhalb Occludins 

(Pos. 1569-1538 ) 

CTATGTTTTCTGTCTATCATAGTCTCCAACC 

 

Occseq216/ 

237-sense 

innerhalb Occludins 

(Pos. 451-474 ) 

GCCGCGTTGGTGATCTTTGTTACC 

Alle Primer sind in 5‟3‟ Orientierung angegeben. Occ, Occludin; seq, Sequenzierung; mid, middle (dt. Mitte) 

des Occ-Gens; Pos, Position. 

 

Ausgewertet wurden die Sequenzierergebnisse mit FinchTV (Geospiza Inc.). Dieses 

Programm ermöglicht den direkten Sequenzabgleich mit der Blast-Funktion des NCBI-

Servers (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE=Nucleotides&PRO 

GRAM=blastn&QUERY). 

 

2.3 Zellkultur und proteinbiochemische Methoden 

2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien 

 

HEK-293-Zellen wurden bei 37 °C in c-DMEM (completed-Dulbeccos modified eagle 

medium, DMEM; Invitrogen) mit 10% fetalem Kälberserum (FKS, Invitrogen), 100 U/ml 

Penicillin (Biochrom), 100 µg/ml Streptomycin (Biochrom) und 1% l-Analyl-l-Glutamin bei 

5% CO2 unter Feuchtigkeitssättigung kultiviert. Zum Kulturerhalt wurde die Zellzahl im 

Abstand von drei (1:8) bzw. zwei Tagen (1:6) reduziert. Nach Absaugen des Mediums und 

waschen mit PBS (phosphate buffered saline solution; Biochrom) ohne Ca
2+

 und Mg
2+

 folgten 

die Zugabe von 0,05% Trypsin/EDTA (Invitrogen) sowie die Inkubation auf der Wärmeplatte 

(Störktronic). Nachdem sich die Zellen deutlich sichtbar abgelöst hatten, wurden sie in c-

DMEM resuspendiert und ein entsprechender Teil der Zellen in ein neues Kulturgefäß 

überführt. Die Kultivierung der MDCK-II-Zellen erfolgte analog zu den HEK-293-Zellen, 

aber unter 10% CO2. Da dieser Zelltyp schneller wächst, wurde alle drei bzw. zwei Tage 1:12 

bzw. 1:8 reduziert. MDCK-II-Zellen wurden aufgrund ihrer stärkeren Anheftung zweimal mit 

PBS ohne Ca
2+

 und Mg
2+

 gewaschen und die Ablösung erfolgte mit 0,25% Trypsin/EDTA. 

Zur Untersuchung von Occludin unter Hypoxie erfolgte die Inkubation der Zellen für 3,5 h in 

einer Hypoxiekammer (IUL Instruments/Russkin Technology Ltd.) unter einer 
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sauerstoffarmen Atmosphäre (0,6%) bei 37 °C. Hypoxie tritt u.a. bei Thrombosen wie z.B. 

beim Schlagfall, bei Asthma und bei verschiedenen Tumoren auf. Zur chemischen Induktion 

reduzierender Bedingungen wurden die Zellen mit 5 mM DTT (Roth) inkubiert. 

 

2.3.2 Transiente und stabile Transfektion eukaryotischer Zelllinien  

 

Die transiente Transfektion der Zelllinien erfolgte durch Lipofektion mit Lipofectamin 2000 

(Invitrogen) nach Hertellerangaben. Dazu wurden Zellen zu etwa 90% Konfluenz im 6-well-

Format (jeweils 10 cm
2
 Fläche; Biochrom) ausplattiert. Für jede Transfektion wurden 

insgesamt 4 µg DNA benötigt. Bei Kotransfektionen wurden daher von jedem Konstrukt nur 

2 µg transfiziert. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit Trypsin abgelöst und auf zwei 30 

mm Deckgläschen (Cotech) verteilt, die für bessere Anheftung für 1 h mit Poly-L-Lysin 

(PLL, 25µg/ml Endkonzentration; Sigma) beschichtet worden waren. Nach einer weiteren 

ü.N.-Inkubation konnten die Zellen für die mikroskopische Analyse am laser-scanning-

Mikroskop (LSM; Carl Zeiss) genutzt werden.  

Nachfolgend werden drei in dieser Arbeit durchgeführte Methoden erläutert, um eine stabile 

Expression des Genproduktes eines transfizierten Gens zu induzieren. Der Klonpool: Zur 

Erzeugung stabiler Linien mit YFP-Occludin wurde 24 h nach Transfektion der Inhalt jeweils 

eines wells in eine T 75 Zellkulturflasche (75 cm
2
 Grundfläche; Greiner) mit c-DMEM 

überführt, dem das Selektionsantibiotikum Geneticin (G418, Calbiochem) 1:100 zugesetzt 

wurde. G418 hemmt die Polypeptidsynthese durch Inhibition der Elongation und wird durch 

das Genprodukt des Neo
R
-Gens, welches der transfizierte Vektor beinhaltet, inaktiviert. Ist die 

Zelle nicht transfiziert, führt G418 somit zum Zelltod. Da es sich bei der Zelllinie nach der 

Selektion um einen Mischklon handelt, sind klonale Variationen eliminiert.  

Anreicherung transfizierter Zellen durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung: Zellen, die 

fluoreszierende Proteine (z.B. CFP-, YFP-, GFP-Fusionsproteine) exprimieren, wurden 

trypsiniert (Kap. 2.3.1) und in PBS ohne Ca
2+

 und Mg
2+

 mit 5 mM EDTA resuspendiert. 

Anschließend wurden die Zellen für 5 min bei 230 g und 4 °C zentrifugiert und der Überstand 

abgenommen. Dies wurde zum Auswaschen des restlichen Ca
2+

 und Mg
2+

 zweimal wiederholt 

um die Vereinzelung der Zellen in Vorbereitung des Sortierungsprozesses zu erleichtern. Das 

Vereinzeln erfolgte durch Filtration durch ein Zellseparationssieb mit einer Porengröße von 

35 µm (BD Biosciences). Das Sortierungsprinzip basiert auf der Bildung eines Zellstrahls, der 

den Durchmesser einer Zelle hat. Die Zellen werden an einem Lasermodul vorbeigeleitet, 

welches die Zellen z.B. mit der Anregungswellenlänge von YFP (514 nm) bestrahlt und die 
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Emmision des Moleküls detektiert. Fluoreszierende Zellen werden ionisiert und durch ein 

elektrisches Feld abgelenkt. So erfolgte die Separation von positiven und negativen Zelle in 

verschiedene Sammelgefäße schnell und effizient. Bei dieser Methode ist der Einfluss 

klonaler Variationen vernachlässigbar, weil es sich um eine Mischklonkultur handelt.  

Die Durchflusszytometrie wurde mit Hilfe des FACSVantage SE System (BD Biosciences) in 

der Arbeitsgruppe von Dr. Hans-Peter Rahn am Max-Delbrück-Centrum für Molekulare 

Medizin (MDC) in Berlin-Buch durchgeführt. 

Einzelklonisolation: Bei FLAG-Occludin transfizierten Zellen, mussten Einzelklone 

selektioniert und kultiviert werden. Die Selektion erfolgte durch Verdünnung der G418 

behandelten, transfizierten Zellen (1:80, ausgehend vom konfluenten Zellrasen). Nach der 

Absterbephase wurden die anwachsenden Klone durch mit Silikon bestrichene Glaszylinder 

separiert. Silikon sicherte die Abdichtung des Zylinderinnenraumes gegen den Außenraum 

und ermöglichte so das Trypsinieren der Klone ohne Austausch mit außen liegenden Zellen. 

Die Einzelklone wurden in 6-well-Zellkulturgefäßen angezogen. Aufschluss über die FLAG-

Occludinexpression der einzelnen Klone gaben die Fixierung und die anschließende 

Immunofluoreszenzfärbung (Kap. 2.3.4). 

 

2.3.3 Anlage und Reaktivierung von Kryokulturen eukaryotischer Zelllinien 

 

Um Zellen aus der Kultur zu nehmen, sie jedoch zu einem beliebigen späteren Zeitpunkt 

wieder reaktivieren zu können, wurden wichtige Zelllinien in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Dazu wurden die Zellen proteolytisch abgelöst (Kap. 2.3.1) und in DMEM ohne 

FKS und Penicillin/Streptomycin aufgenommen. Nach Zentrifugation bei 220 g für 5 min bei 

4 °C wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet in 1 ml Einfriermedium (90% FKS + 10% 

DMSO) pro einzufrierendem Kryoröhrchen (Corning) resupendiert. Die gefüllten 

Kryoröhrchen wurden bei -80 °C eingefroren. Am nächsten Tag erfolgte die Einlagerung der 

Gefrierkulturen in flüssigen Stickstoff bei -196 °C. 

Die Wiederaufnahme der Zelllinien in den Kultivierungsprozess erfolgte durch schnelles 

Auftauen der Proben im Wärmebad (GFL) bei 37 °C, um eine Schädigung der Zellen durch 

DMSO (Sigma) zu minimieren. Die Zellen wurden in vorgewärmtes c-DMEM überführt und 

im Inkubator inkubiert. 
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2.3.4 Zellfixierung und immunocytochemische Färbung  

 

MDCK-II-Zellen wurden auf Deckgläschen mit einem Durchmesser von 12 mm (Cotech) 

ausgesät und bis zur Konfluenz über mindestens 48 h kultiviert. Die Fixierung erfolgte durch 

Eintauchen der bewachsenen Deckgläschen in 100% Aceton (Roth) für 5 min 

(Wasserentzug), gefolgt von jeweils einer min in 100% unvergälltem Ethanol (Berkel) sowie 

einer weiteren min in PBS mit Ca
2+

 und Mg
2+

. Die Deckgläschen wurden mit 1% BSA, 

0,05% Tween 20, 0,02% NaAzid in PBS für 10 min blockiert, um unspezifische 

Antikörperbindung zu minimieren. Die Primärantikörperinkubation erfolgte mit einer 

Verdünnung von 1:200 in 60 µl Blockierpuffer für 1 h, die des Sekundärantikörpers mit einer 

Verdünnung von 1:250 in 60 µl Blockierpuffer für 30 min. Zwischen der Inkubation mit den 

Antikörperlösungen wurden die Deckgläschen fünfmal zwei min mit Blockierpuffer 

gewaschen. Alle Deckgläschen wurden auf Objektträgern (Roth) fixiert und für 2 h bei 37 °C 

oder alternativ ü.N. bei 4 °C getrocknet.  

Analysiert wurden die Proben mit einem LSM510-META-NLO- Konfokalmikroskop unter 

einem PlanNeofluar 100x/1.3-Öl-Objektiv (Carl Zeiss Jena GmbH) (Kap. 2.3.5). Dieses 

Mikroskop ist mit einem HeNe-, einem Argon- und einem Chameleon-Saffir-

Multiphotonenlaser sowie einem Spektraldetektor ausgerüstet. Die Fluoreszenz der Ziege-α-

Kaninchen-AlexaFluor488-gefärbten Präparate wurde bei einer Wellenlänge (λexc) von 488 

nm (Argon-Laser) angeregt und die Emissionswellenlänge (λem) zwischen 500 und 530 nm 

detektiert. Die der Ziege-α-Kaninchen-AlexaFluor405-gefärbten Präparate wurde bei 810 nm 

angeregt (Chamaeleon Saffir; zwei-Photonen-Technologie) und bei 410-450 nm detektiert. 

Die der Ziege-α-Maus-AlexaFluor647-gefärbten Präparate bei 633 nm angeregt (HeNeII-

Laser) und bei 650-710 nm detektiert. Die Dicke der optischen Schichten betrug 0,9 µm. Das 

Scannen erfolgte unidirektional mit einer Geschwindigkeit von ca. 7 µs pro Pixel. Die 

Detektion wurde aus 4-8 sequentiellen Scans gemittelt, um unspezifische Hintergrundsignale 

zu minimieren.  

 

2.3.5 Analyse lebender Zellen mit dem laser scanning-Mikroskop 

 

Die transfizierten Zellen wurden mitsamt den Glasdeckgläschen (30 mm Durchmesser) aus 

den Vertiefungen der 6-well-Platte in eine Zellbeobachtungsküvette überführt. Die Küvette 

mit den Zellen wurde anschließend mit 1 ml HBSS (Hanks Blank salt solution, Invitrogen) 

mit Ca
2+

 und Mg
2+

 befüllt und mit dem LSM510-META-NLO analysiert (Kap. 2.3.4). Die 
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Anregung von CFP erfolgte mit dem Argon-Laser bei einer Wellenlänge von 458 nm (50% 

Leistung, 8-15% Transmission), die von YFP bei 514 nm (50% Leistung, 1-7% Transmission, 

Argon-Laser). Die Detektion von CFP erfolgte im Wellenlängenbereich von 463-495 nm, die 

von YFP bei 527-634 nm (585 nm in Verbindung mit Trypanblau). Trypanblau (Sigma) 

wurde bei 543 nm mit dem HeNe-Laser angeregt. Der Detektionsbereich dieser 

plasmamembrananfärbenden Lösung liegt bei >590 nm. Cellmask (Invitrogen), ein weiterer 

Membranfarbstoff, wurde ebenfalls mit dem HeNe-Laser bei 633 nm angeregt und zwischen 

650 und 710 nm detektiert.  

 

2.3.6 Zelllyse, SDS-PAGE und Western Blot 

 

Für die Analyse des Oligomerisierungsgrades und der Expression der Zielproteine wurden 

Zelllysate stabil transfizierter HEK-293-Zellen verwendet. Dazu wurden die Zellen im 6-well 

Format für mindestens 48 h kultiviert und anschließend bei Bedarf für 3,5 h in der 

Hypoxiekammer bei 0,6% O2 inkubiert. Die Lyse der schockgefrorenen Zellen erfolgte in 80 

µl/well eines Zelllysepuffers (20mM Tris pH 7.4; 100 mM NaCl; 1 mM MgCl; 0,008% 

Benzonase; 1,5% Triton-X-100 sowie Proteaseinhibitor-Mix in einer Verdünnung von 1:10). 

Die Proben wurden in Kryoröhrchen unmittelbar in flüssigen Stickstoff überführt. Die 

Lagerung erfolgte für maximal drei Monate bei -80°C.  

Zur Auftrennung der Proteine des Zelllysates wurden SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli 

(1970) verwendet. Es kamen Gele mit Acrylamidkonzentrationen von 5% bzw. 4% im 

Sammelgel sowie 8% bzw. 6% im Trenngel zum Einsatz. Die Proben wurden 

schnellstmöglich aufgetaut, durch eine 25 Gauche Kanüle homogenisiert und für 12 min bei 

12000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde mit Ladepuffer (1% Triton X-100, 25 

mM HEPES/NaOH pH 7.4, 150 mM NaCl, 4 mM EDTA sowie Protease Inhibitor 1:500 in 

Wasser) im Verhältnis 1:2 gemischt und bei Bedarf mit DTT versetzt (finale Konzentration 

150 mM) oder für 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120 V 

für 1,5 h im Kühlraum. Nachfolgend wurden das Gel und eine auf Gelgröße zugeschnittene 

Nitrocellulosemembran (Amersham Biosciences) für 10 min in Transferpuffer (25 mM Tris 

Base, 192 mM Glycin, 20% Methanol) equilibriert und Whatman-Filterpapiere (Biostep) 

ebenfalls darin getränkt. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte innerhalb der ersten 15 

min bei 15 V, dann für 45 min bei 20 V (Semidry Transferkammer, BioRad). 

Nach dem Transfer wurde die Membran für 1 h in 5% Milchpulver (BioRad) in TBST (150 

mM NaCl, 20 mM Tris Base, 0,05% Tween 20, pH 7.4) geblockt, um die Bindung der 
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Antikörper an die Membran zu minimieren. Nach Waschen der Membran in TBST folgte die 

ü.N.-Inkubation mit der Primärantikörperlösung (1:1000 in TBST) im Kühlraum. Am 

nächsten Morgen wurde ungebundener Primärantikörper fünfmal für je 5 min mit TBST 

ausgewaschen und die Membran für 1,5 h mit dem Sekundärantikörper inkubiert (1:1500 in 

TBST). Nach erneutem Waschen wurde der Blot mit Lumineszenzlösung (Roche) entwickelt. 

Die Chemilumineszenz wurde mit dem LumiImager (Boehringer-Mannheim) bei 428 nm 

detektiert. Dies ermöglichte die Identifikation von Occludin sowie die Bestimmung seines 

Molekulargewichtes und damit das Bestimmen des Oligomerisierungsgrades.  

Die densiometrische Auswertung der Banden erfolgte durch ImageJ. Es wurde das Verhältnis 

der Intensitäten von Monomer- und Dimerbanden ermittelt und auf die Kontrolle (wt unter 

Normoxie) bezogen. Dies ermöglichte eine quantitative Auswertung durch den Vergleich des 

Dimer- zu Monomeranteils zwischen verschiedenen Occludinmutanten bzw. im Vergleich 

zum wt sowie zwischen Normoxie und Hypoxie und mit oder ohne Zugabe des 

disulfidbrückenbrechenden Reduktionsmittels DTT.  

 

2.3.7 Massenspektrometrie 

 

Um zu bestätigen, dass es sich bei den Banden aus den Western Blots um das transfizierte 

Konstrukt und seine Oligomere handelt, wurden die SDS-Gelbereiche in denen die YFP-

Occludin-Monomer- und -Dimerbanden detektierbar waren ausgeschnitten. Die Gelstücke 

wurden mit 50% Acetonitril (J.T. Baker) in 25 mM Ammoniumbicarbonat (sequencing grade 

modified, Promega) gewaschen, durch Dehydration in Acetonitril geschrumpft und in der 

Speed Vac-Vakuumzentrifuge (Thermo Scientific) getrocknet. Disulfidbrücken wurden durch 

70 µl 10 mM DTT in 25 mM Ammoniumbicarbonat für 45 min bei 55 °C reduziert. Die 

Alkylierung erfolgte durch Austausch der DTT-Lösung mit 70 µl 55 mM Iodacetamid (Serva) 

in 25 mM Ammoniumbicarbonat. Die Gelstücke wurden anschließend durch 10 μl 50 mM 

Ammoniumbicarbonat mit 50 ng Trypsin für 12 h verdaut. Durch den tryptischen Verdau 

entstanden Peptide, die mittels LC-MS/MS-Analyse an einem LTQ-Orbitrap hybrid mass 

spectrometer (Thermo Fisher), ausgerüstet mit einem Eksigent 2D nanoflow LC system (Axel 

Semrau GmbH), analysiert wurden (Lange et al., 2010). Die Masse der gefundenen Peptide 

wurde mit den Ergebnissen eines theoretischen tryptischen Verdaus des Zielkonstruktes 

verglichen. Für einen sicheren Nachweis des Proteins müssen mindestens zwei Peptide 

identifizierbar sein. 
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2.3.8 Membranlokalisationsstudien 

 

Die subzelluläre Verteilung transfizierter, fluoreszenzmarkierter YFP-Occludinkonstrukte 

wurde durch Membranlokalisationsstudien untersucht. Dazu wurde das Occludin-

Fluoreszenzsignal in einen membranständigen und einen cytosolischen Pool unterteilt. Um 

dies zu ermöglichen, wurde ein Algorithmus für das Programm ImageJ generiert, welches die 

Substraktion verschiedener Fluoreszenzkanäle in einem LSM-Bild ermöglicht. Es wurden 

Bilder verwendet, in denen die Plasmamembranen durch Trypanblau angefärbt wurden (80 

µl/ml in HBSS mit Ca
2+

 und Mg
2+

). Vom Bild des YFP-Signals (Occludin) wurde das Bild 

des Trypanblau-Signals (Plasmamembran) abgezogen. Das resultierende Bild zeigte das 

gesamte YFP-Occludinsignal, welches nicht mit der Membran assoziiert ist (den sogenannten 

intrazellulären Pool). Wird das Signal dieses Bildes nun vom Ursprungsbild, welches das 

gesamte YFP-Occludinsignal zeigt, abgezogen, entsteht ein Bild des gesamten 

membranassoziierten YFP-Occludinsignals (membranlokalisierter Pool). Die Flächen, die 

beide Pools jeweils einnahmen, wurden mit ImageJ ausgemessen und miteinander ins 

Verhältnis gesetzt (Membran/Cytosol-Rate = membranlokalisierter Pool / intrazellulärer 

Pool). Je höher dieses Verhältnis ist, desto stärker ist das untersuchte Konstrukt in der 

Plasmamembran der Zelle lokalisiert. 

 

2.3.9 Messung der trans-Interaktionen (Anreicherungsstudien in Zell-Zellkontakten) 

 

Interaktionen zwischen Proteinen in den Plasmamembranen benachbarter Zellen werden als 

trans-Interaktionen bezeichnet. Es wurde vorausgesetzt, dass Signalanreicherung am Zell-

Zellkontakt auf direkter trans-Interaktion basiert. Die Quantifizierung dieser Interaktionen 

erfolgte durch Messung von Anreicherungsprofilen mittels der Zeiss-Software 

AimImageBrowser. Es wurde ein vektorieller Pfad durch zwei benachbarte, YFP-

exprimierende Zellen gelegt, die entweder mit untransfizierten Zellen benachbart waren oder 

keine direkten Nachbarzellen hatten (Abb. 2.1).  
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Abb. 2.1: Quantifizierung der Kontakt-

anreicherung als Ausdruck der trans-

Interaktionen mittels Fluoreszenzintensitäts-

profilen. Das Fluoreszenzintensitätsprofil 

entlang eines vektoriellen Pfades (weißer Pfeil) 

ermöglicht die Berechnung des 

Kontaktanreicherungsfaktors. Plasmamembranen 

wurden durch Trypanblau (rot) angefärbt. Gelber 

Graph, Signalprofil von YFP; roter Graph, 

Signalprofil von Trypanblau; K, Zell-Zellkontakt 

zwischen zwei occludinexprimierenden Zellen; 

NK, Nichtkontakt oder Kontakt zwischen einer 

transfizierten und einer untransfizierten Zelle; FK, 

Fluoreszenz am Zell-Zellkontakt zwischen zwei 

transfizierten Zellen; FNK, Fluoreszenz in der 

Nichtkontaktmembran oder in Nachbarschaft 

einer transfizierten zu einer untransfizierten 

Zelle; AU, arbitary unit. 

 

 

 

Die Software misst für jeden Pixel entlang des Vektorpfades die Fluoreszenz. Eine 

Anreicherung lag vor, wenn das Zell-Zellkontaktsignal stärker als die Summe der 

Signalintensitäten der Nichtkontaktbereiche oder die Summe der Signalstärken in 

Nachbarschaft zu untransfizierten Zellen war. Die Stärke der Anreicherung am Zell-

Zellkontakt wurde durch: A = SK/(SZ1NK+SZ2NK) berechnet, wobei: A, Anreicherung am 

Zell-Zellkontakt; S, Signalintensität; K, Kontaktbereich; NK, Nichtkontakt; Z, Zelle. Als 

Negativkontrolle dienten corticotropin-realisingfactor-receptor (CRFR)-1-transfizierte 

Zellen. 

 

2.3.10 Messung der cis-Interaktionen (fluorescence resonance energy transfer) 

 

Interaktionen von Proteinen innerhalb einer Plasmamembran werden als cis-Interaktionen 

bezeichnet. Diese Interaktionen können durch FRET quantifiziert werden. Voraussetzung ist 

die Kotransfektion der auf Interaktion zu testenden Proteine und deren Fusion mit 

Fluoreszenztags deren Anregungsenergien kompatibel sind. Um als FRET-Paar geeignet zu 

sein, muss die Anregungswellenlänge des Donors geringer sein als die des Akzeptors und die 

Emmisionswellenlänge des Donors zumindest einem Teil der Anregungswellenlänge des 

Akzeptors entsprechen (spektrale Überlappung). Als Fluoreszenztags wurden CFP und YFP 
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ausgewählt. Für die Untersuchungen wurde die FRET-Messung nach Ausbleichen des 

Akzeptors gewählt. Das Prinzip dieser Methode ist in Abb. 2.2 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.2: Prinzip der Molekülinteraktion bei FRET-Messungen mit Ausbleichen des Akzeptors. A: 

Anregung von CFP (schwarzer Pfeil), CFP-Fluoreszenz (blauer Pfeil) und Energieübertragung an YFP (roter 

Pfeil) im Falle einer Interaktion (Abstand der Fluophore<10 nm). B: Anstieg des Donor (CFP)-

Fluoreszenzsignals durch Löschung des Energieakzeptors (YFP) mittels Bleichen (roter Blitz) im Falle einer 

Proteininteraktion. Aus: Maria Walter (2010): Charakterisierung des TJ-Proteins Claudin-12. Praxisbericht. 

 

Bei enger räumlicher Nähe (<10 nm, Stokes Radius; Karpova et al., 2003) zweier 

fluoreszenzgekoppelter Proteine überträgt das CFP-Molekül (Donor) - nach Anregung durch 

Licht mit der Wellenlänge von 458 nm - einen Teil seiner Energie bei Rückkehr in den 

Grundzustand an das YFP-Molekül (Akzeptor). Nach Ausbleichen der Fluoreszenz des YFP-

Moleküls (Akzeptor) durch einen starken Laserpuls (514 nm) wird diese Energieübertragung 

gestört und die Energieabgabe des Donors erfolgt vollständig durch Fluoreszenz, wobei die 

Signalintensität von CFP zunimmt (Wouters et al., 1998). Durch das irreversible Bleichen des 

YFP-Signals am Zell-Zellkontakt (Day et al., 2001) muss für jede Messung ein neuer 

Kontaktbereich eingestellt werden. Das Bleichen des YFP-Signals führt zu einem geringen 

Bleichen des CFP-Signals. Aufgrund dieser Tatsache werden FRET-Effizienzen oft 

unterschätzt (Chen et al., 2007).  

Die praktische Durchführung der Messung erfolgte, indem vierkanalige Bilder der Zell-

Zellkontaktbereiche generiert wurden. Mit dem ersten Kanal wurde das CFP-Signal, mit dem 

zweiten Kanal das YFP-Signal aufgenommen. Es folgte das Bleichen der YFP-Fluoreszenz 

durch eine Laserintensität von 100% kurz vor Detektion mit dem dritten Kanal. Schließlich 

wurde im vierten Kanal erneut das CFP-Signal aufgenommen. Pro Messung wurde dies 

fünfmal wiederholt, bis das YFP-Signal auf mindestens 10% seiner Ausgangsintensität 

geblichen worden war. Für die Auswertung wurde die Signalstärke beider Fluoreszenztags 
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über die fünf Wiederholungen graphisch dargestellt. Die schematische Darstellung einer 

solchen Messung zeigt die Abb. 2.3: 

 

 

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der 

Datenanalyse bei FRET-Messungen mit Ausbleichen 

des Akzeptors. Die gelben Säulen zeigen die Intensität 

des YFP-Signals vor und während der Bleichzyklen 

(Abzisse) an. Die blaue Linie stellt die Entwicklung des 

CFP-Signals während des Bleichens dar. Steigt die 

Fluoreszenz von CFP nach Bleichen von YFP an (blaue 

Linie), wird von einer Interaktion ausgegangen. Die 

gepunktete blaue Linie zeigt die Datenlage ohne FRET-

Signal. Occ, Occludin. Abbildung modifiziert nach 

Yaffe et al., 2012. 

 

 

Die Berechnung der FRET-Effizienz erfolgte durch: EF = ((IA –IB) x 100) / IA, wobei: EF: 

FRET-Effizienz, IA: CFP-Fluoreszenzintensität nach dem Bleichen, IB: CFP-

Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen. Die Berechnung der relativen FRET-Effizienz 

erfolgte durch Division der jeweils gemessenen FRET-Effizienz mit der des internen 

Standards (CFP-Occ
wt

/YFP-Occ
wt

). Als Negativkontrolle dienten FRET-Messungen zwischen 

Occludin
wt

 und CRFR-1.  

Direkte Interaktionen können durch FRET-Messungen nicht nachgewiesen werden. Der 

Energietransfer wird mit verringertem Abstand der Fluoreszenzmoleküle voneinander 

zunehmend effizienter. Ein FRET-Signal zeigt demnach die enge räumliche Nähe der 

Fluoreszenztags und damit der gekoppelten Proteine zueinander an. Je näher sich die zu 

untersuchenden Proteine zueinander befinden umso höher ist die Wahrscheinlichkeit einer 

Interaktion. 

 

2.3.11 Mobilitätsuntersuchungen (fluorescence recovery after photobleaching) 

 

Eine experimentelle Ergänzung der FRET-Messung ist die FRAP-Messung (Poo and Cone, 

1973) zur Mobilitätsbestimmung fluoreszenzmarkierter Proteine in der Plasmamembran. Es 

wird davon ausgegangen, dass die Mobilität je größer ist, desto geringer das Protein zu 

Dimer-, Trimer-, Tetramerbildung bzw. zur Bildung von höheren Polymerisierungsstufen 

neigt. Ursache ist die verminderte Diffusion größerer Partikel in der Lipiddoppelschicht 

(Gambin et al., 2006).  
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Im Gegensatz zur FRET-Messung bedarf es für FRAP-Untersuchungen nur der 

Monotransfektion des zu untersuchenden, fluoreszenzmarkierten Proteins. Es wird das 

Fluoreszenssignal des YFP-Occludinkonstruktes am Zell-Zellkontakt von HEK-293-Zellen 

betrachtet. Nach fünf initialen Bildern, zur Ermittlung der durchschnittlichen Signalstärke in 

der Bleichregion vor dem Bleichen, wurde das YFP-tag innerhalb eines Bereiches des Zell-

Zellkontaktes durch einen starken Laserpuls der Anregungswellenlänge von YFP (514 nm) 

ausgeblichen. Anschließend wurden zur Detektion und Quantifizierung der 

Fluoreszenzentwicklung im geblichenen Bereich 95 Bilder (ein Bild alle 2 s) aufgenommen 

(siehe Abb. 2.4).  

 

 

Abb. 2.4: Bleichen und Fluoreszenzrückkehr 

bei der FRAP-Messung. Die Pfeile zeigen auf 

die Rückkehr des YFP-Signals in die 

Bleichregion eines Zell-Zellkontaktes zwischen 

zwei transient YFP-Occludin-Wildtyp (wt)-

transfizierten HEK-293-Zellen. 
 

 

 

Je schneller das Signal zurückkehrt, desto höher ist die Mobilität des betrachteten 

Occludinkonstruktes und desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit für Oligomerisierung 

(Gambin et al., 2006; Naji et al., 2007). Durch das Bleichen wird die Fluoreszenseigenschaft 

des Fusionsproteins, nicht aber das Protein selbst zerstört. Die Fluoreszenzrückkehr (Abb. 

2.5) hängt somit nur von der Mobilität der in die Bleichregion diffundierenden, die 

geblichenen Moleküle verdrängenden Fusionsproteine ab. Die Erstellung der Grafik für die 

normierte Fluoreszenzrückkehr (bezogen auf die Fluoreszensstärke vor dem Bleichen) 

erfolgte mit einem Makro für Microsoft Excel. Die Konstruktion einer durch den Nullpunkt 

verlaufenden Tangente ermöglicht die Quantifizierung der Initialgeschwindigkeit. Für den 

Vergleich der Occludinvarianten untereinander und zu Kontrollproteinen mit geringer 

(Claudin-1) bzw. hoher Mobilität (CRFR) erfolgte die Berechnung der relativen 

Initialgeschwindigkeit durch Bezug auf Occludin
wt

. 

 

 

 

Abb. 2.5: Quantifizierung der FRAP-Mes-

sungen. Norm, normiert.  
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2.3.12 Dichtheitsmessungen (TEER-Messungen und Cellmask-Diffusionsassay) 

 

Bei der TEER-Messung wird der elektrische Widerstand gemessen, den ein auf Filtermaterial 

(Merck-Millipore) wachsender Zellrasen für einen angelegten elektrischen Strom bildet. 

Veränderungen dieses Parameters zwischen verschiedenen Zelllinien kommen durch die 

Proteinzusammensetzung der TJs zustande, welche den parazellulären Ionenflux regulieren. 

Es wurden MDCK-II-Zellen durch Transfektion von Occludinvarianten oder knockdown von 

Occludin in der TJ-Expression verändert. Es wurde gemessen, welcher Anteil eines auf einer 

Seite des Zellrasens angelegter elektrischer Strom auf der anderen Seite ankommt. 

Bei der Untersuchung der Dichtheit durch den Cellmask-Diffusionsassay (Piontek et al., 

2011) wurden HEK-293-Zellen verwendet. Diese Zellen exprimieren endogen keine TJs und 

bauen daher keinen elektrischen Widerstand auf. Durch die gezielte Transfektion dieser 

Zellen mit TJ-Proteinen kann der Einfluss eines einzelnen Proteins auf die parazelluläre 

Dichtheit untersucht werden. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Tatsache, dass der 

eingesetzte Cellmask-Farbstoff (0,4 µg/ml) dicht geschlossene Zell-Zellkontakte schlechter 

erreichen kann und eine Färbung im Vergleich zu der restlichen Plasmamembran erst zeitlich 

verzögert auftritt. Für die Bestimmung der Abdichtungsfunktion eines bestimmten Proteins 

war demnach entscheidend, ob und wie verzögert der Cellmask-Farbstoff die Plasmamembran 

am Zell-Zellkontakt im Vergleich zur restlichen Zellmembran anfärbte. Quantifiziert wurde 

die Ausbildung der Cellmask-Diffusionsbarriere durch Berechnung der Cellmask-Barriererate 

(CBR) nach 20 min Cellmask-Inkubation. Sie berechnet sich aus: CBR=IK1/IK2, wobei IK1, 

Cellmask-Signalintensität der Kontaktmembranen einer transfizierten und einer 

untransfizierten Zelle; IK2, Cellmask-Signalintensität der Kontaktmembranen zweier 

transfizierter Zellen. 

 

2.3.13 Gefrierbruchelektronenmikroskopie 

 

HEK-293-Zellen wurden in T25 Zellkulturflaschen (25 cm
2
) mit einer Konfluenz von ca. 80-

90% ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte die Transfektion von Claudin-1 und/oder den 

Occludinvarianten. Die transfizierten Zellen wurden für 48 h im Brutschrank kultiviert und 

dann fixiert. Dafür wurden die Zellrasen zweimal mit PBS mit Ca
2+

 und Mg
2+

 gewaschen und 

mit 5 ml Fixierlösung (1 ml Glutaraldeyd 25%, 9 ml PBS mit Ca
2+

 und Mg
2+

) für 2 h bei 

Raumtemperatur fixiert. Nach wiederholtem Waschen mit PBS (mit Ca
2+

 und Mg
2+

) wurden 

die Kulturflaschen vollständig mit PBS (mit Ca
2+

 und Mg
2+

) befüllt und im Kühlraum 
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gelagert. Die Gefrierbrüche sowie die elektronenmikroskopische Untersuchung der Proben 

wurden in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. H. Wolburg aus Tübingen durchgeführt (Mack 

und Wolburg, 2006).  

 

2.4 Sequenzalignements 

 

Zur Identifikation hochkonservierter AS wurden Sequenzalignements der Occ-

Aminosäuresequenz von 15 Spezies durchgeführt (Abb. A1). Es wurde das Programm Clustal 

Omega (http: //www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) verwendet. Mittels JalView wurden 

spezielle AS farblich gekennzeichnet (dunkelgrün: Alanin; hellblau: Tyrosin; grau: Prolin; 

gelb: Cystein). Die übrigen AS wurden basierend auf chemischen Eigenschaften 

unterschiedlich farbig dargestellt (grün: unpolar/hydrophob; dunkelblau: basisch; rot: sauer; 

lila: polar/neutral).  

 

2.5 Molekulare Modellierung 

 

Um sich einen Überblick über die molekulare Struktur der EZS2 von Occludin zu verschaffen 

wurde iterativ vorgegangen. Zunächst wurden die Primärstruktur sowie grundlegende 

biochemische Informationen und Sequenzbesonderheiten durch die UNIPROT-Datenbank 

dargestellt. Humanes Occludin wird unter der Referenznummer Q16625 geführt. Die Sequenz 

dieser Region (AS 193-243) wurde dann unter Zuhilfenahme des threading assembly 

refinement algorithm (Roy et al., 2010; Zhang et al., 2008) vom I-TASSER-Server 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) der Universität Michigan (USA) 

modelliert. Die Anwendung generiert dreidimensionale Strukturen durch Abgleich der 

gesuchten Aminosäuresequenz mit Datenbanken von neun Modellierungsprogrammen 

(FFAS, HHsearch, MUSTER, PPA, PRC, PROSPECT2, SAM-T02, SP3, and SPARKS). 

Unterstützend dazu wurden mit den online verfügbaren, frei erhältlichen Programmen 

NetPhosK 1.0 und NetPhosK 2.0 Expositionstests einzelner AS durchgeführt, um potentiell 

exponierte Reste zu identifizieren. NetPhosK 1.0 und NetPhosK 2.0 stellt das Center for 

Biological Sequence Analysis der Technischen Universität Dänemark zur Verfügung (Blom et 

al., 1999). Es wurde das Modell ausgewählt, welches den höchsten Konfidenzwert hatte und 

mit den experimentellen Daten am besten übereinstimmte. 
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2.6 Statistik 

 

Statistische Auswertungen wurden mit Hilfe der Programme Excel, aus den Microsoft Office- 

Paketen 2003 und 2007 sowie dem Programm Prism Graph Pad durchgeführt. Angegeben 

sind absolute oder relative Mittelwerte und der Standardfehler (SEM). Signifikanzen wurden 

durch den Mann-Whitney-Test bestimmt. Es werden die Signifikanzniveaus p<0,001 

(***/###), p<0,01 (**,##) und p<0,05 (*,#) angegeben.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Redoxsensitivität von Occludin 

3.1.1 Occludin reagiert sensitiv auf oxidativen Stress 

 

Wird YFP-Occludin in HEK-293-Zellen transfiziert, ergibt sich eine vorwiegend membranale 

Expression des Konstruktes und es finden sich zahlreiche Kontaktanreicherungen zwischen 

transfizierten Zellen (Abb. 3.1). Um weitere Informationen darüber zu erhalten, wie Occludin 

auf pathologische Bedingungen und damit auf veränderte Redoxverhältnisse reagiert, wie es 

z.B. bei Schlaganfall, entzündlichen Prozessen und verschiedenen bakteriellen Infektionen 

(Feldman et al., 2005) der Fall ist, wurden diese Verhältnisse durch Hypoxie im Vergleich zu 

Normoxie simuliert. Mit Hilfe des Membranmarkers Trypanblau konnte gezeigt werden, dass 

monotransfizierte HEK-293-Zellen auf hypoxische Bedingungen mit einer Verringerung von 

YFP-Occludin in der Zellmembran reagieren (Abb 3.1 unten). 

Abb. 3.1: Membran-

lokalisation und trans-

Interaktion von Occludin 

(Occ) sind redoxsensitiv. Unter 

Normoxie ist YFP-Occludin 

(YFP-Occ
wildtyp (wt)

, gelb) 

vornehmlich in der Plasma-

membran lokalisiert und an den 

Zell-Zellkontakten zwischen 

zwei transfizierten Zellen ange-

reichert (Pfeile). Nach 3,5-

stündiger Inkubation unter 

Hypoxie reduzierten sich 

sowohl die Membranloka-

lisation als auch die trans-

Interaktionen im Vergleich mit 

der normoxischen Kontrolle. 

Die Experimente wurden in 

YFP-Occ
wt

 transfizierten HEK-

293-Zellen durchgeführt. Die 

Fluoreszenz von Trypanblau 

(rot) wurde verwendet, um die 

Plasmamembran darzustellen. 

Mittelwerte±SEM; n≥30 (Mem-

branlokalisation) und n≥15 

(trans-Interaktionen); * und ** - 

p<0,05 bzw. p<0,01, verglichen 

mit der normoxischen 

Kontrolle. 

 

Die Membran zu Cytosol-Rate verringerte sich von Normoxie zu Hypoxie von 1,86±0,38 auf 

1,03±0,17. Vergleichbare Auswirkungen der Hypoxie auf die Membranlokalisation von 

Occludin zeigten sich auch in stabil transfizierten MDCK-II-Zellen. Hypoxie führte hier zur 

Reduktion der Membranlokalisation um ca. 50%.  
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Zwischen zwei transfizierten HEK-293-Zellen war die Fluoreszenzintensität von YFP-

Occludin stärker als in den Nichtkontaktbereichen oder in Bereichen zwischen 

untransfizierten und transfizierten Zellen. Sobald die Fluoreszensintensität des 

Kontaktbereiches stärker ist als die Summe der Intensitäten an den Nichtkontaktbereichen 

oder in den Zellmembranen, die an untransfizierte Zellen angrenzen, handelt es sich um eine 

Anreicherung. D.h., der Quotient aus Kontaktintensität und Summe von zwei 

Nichtkontaktintensitäten muss größer als eins sein. Die Kontaktanreicherung wird als 

interzelluläre trans-Interaktion zwischen Occludinmolekülen benachbarter Zellen interpretiert 

(Bellmann et al., 2013). Die trans-Interaktion von YFP-fusioniertem Occludin unter 

Normoxie betrug in HEK-293-Zellen 2,75±0,26 (Abb. 3.1). Nach Inkubation für 3,5 h unter 

Hypoxie reduzierte sich die Kontaktanreicherung signifikant auf 1,68±0,43. Durch 

Reoxigenierung waren diese Veränderungen reversibel. Ähnliche Verhältnisse waren in 

MDCK-II-Zellen beobachtbar (nicht gezeigt). 

Die beschriebene Umverteilung Occludins unter Hypoxie ist eine spezifische Reaktion dieses 

Proteins auf hypoxische Bedingungen, da nicht alle transmembranalen TJ-Proteine derart auf 

hypoxische Bedingungen reagieren (Caraballo et al., 2011).  

Bezüglich der cis-Interaktionen, also Bindungen innerhalb einer Plasmamembran, war 

ebenfalls Hypoxiesensitivität nachweisbar (Abb. 3.2).  

 

 

 

 

 
 

Abb. 3.2: FRET zwischen Occludin 

(Occ) -Monomeren unter Normoxie 

und Hypoxie an Zell-Zellkontakten 

transfizierter HEK-293-Zellen 

zeigten Redoxabhängigkeit bei der 

cis-Homo-oligomerisierung von Occ. 

Nach 3,5-stündiger Inkubation der 

Zellen unter Hypoxie zeigte sich eine 

reduzierte FRET-Effizienz. CFP (blau) 

und YFP (gelb) wurden als tags mit 

Occ fusioniert. Mittelwert ± SEM; n ≥ 

26. ***, p<0,001; verglichen mit der 

normoxischen Kontrolle. 
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In HEK-293-Zellen reduzierte sich die unter Normoxie gemessene FRET-Effizienz des 

kotransfizierten Paares CFP-Occludin und YFP-Occludin von 12,98±0,8% nach 3,5-stündiger 

Exposition der Zellen unter hypoxischer Atmosphäre signifikant auf 7,36±1,24% (Abb. 3.2).  

 

3.1.2 Cysteinaustauschmutanten induzieren veränderte Occludin-Expressionsmuster, 

trans- und cis-Interaktionen und bestimmen in der zweiten extrazellulären 

Schleife die Redoxsensitivität Occludins 

 

Um zu testen, ob die Ursache für das redoxabhängige Verhalten Occludins in seinen 

Cysteinresten liegt, von denen humanes Occludin insgesamt sieben aufweist, wurden Cystein 

zu Alanin-Substitutionsmutanten angefertigt.  

Einen Überblick über die Phänotypen der Substitutionsmutanten nach Monotransfektion in 

HEK-293-Zellen gibt die Abb 3.3 A-C (Normoxie) und F-H (Hypoxie). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.3: Die Lokalisation von Occludin und seinen Cysteinmutanten sowie seine trans-Interaktionen 

zwischen gegenüberliegenden Zellmembranen waren cysteinabhängig und hypoxiesensitiv. Die 

Experimente wurden an mit den YFP-Konstrukten (gelb) transfizierten HEK-293-Zellen durchgeführt. Für 

Konstrukte, die einen ähnlichen Phänotyp erzeugten ist jeweils nur ein repräsentatives Beispiel gezeigt: Wildtyp 

(wt)-Bilder repräsentieren auch C82A, C76A auch C148A und C216A steht auch für den Phänotyp von C237A. 

Die Fluoreszenz von Trypanblau (rot) wurde verwendet um die Plasmamembran zu lokalisieren. Pfeile zeigen 

Zell-Zellkontakte zwischen transfizierten Zellen, Pfeilspitzen die Lokalisation des Konstruktes in der 

Plasmamembran an. Corticotropin releasing factor receptor (CRFR)-1, diente als Negativkontrolle für die trans-

Interaktionsstudien. Die gestrichelte Linie zeigt den Schwellenwert für trans-Interaktionen an. Mittelwert±SEM; 

n≥25. ##, ###, p<0,01 und p<0,001, verglichen mit dem wt unter Normoxie. *, **, *** -p<0,05; 0,01 und 0,001, 

verglichen wie angezeigt.  
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Der Vergleich der Cysteinmutanten mit dem wt ergab einen unterschiedlichen Einfluss der 

Cysteine: Unter Normoxie zeigten die Cysteinmutationen der TMD (C76A, C82A, C148A) 

keinen Effekt auf die Membranlokalisation (Abb. 3.3D). Die Cysteinmutanten in der EZS2, 

C216A und C237A, wiesen eine statistisch signifikante Reduktion der Lokalisation von 

Occludin in der Plasmamembran auf. Hier reduzierte sich der Wert der Membran- zu 

Cytosolrate des wt unter Normoxie (1,86 ± 0,38) um z.T. über 50% (C216A: 0,96±0,08; 

C237A: 0,58±0,06). Beide Cysteinmutanten zeigten eine Reduktion von ähnlich starker 

Intensität verglichen mit dem YFP-Occludin
wt

 und reagierten im Gegensatz zum wt und den 

Mutanten der TMD nicht auf Hypoxie (Abb. 3.3D). Für die Mutanten der TMD wurde eine 

signifikante Reduktion der Membranlokalisation im Vergleich von Normoxie zu Hypoxie von 

1,6±0,3 zu 0,73±0,07 (C76A), 1,59±0,14 zu 1,36±0,09 (C82A) und 1,62±0,27 zu 0,96±0,10 

(C148A) beobachtet. Daraus lässt sich auf eine Redoxsensitivität der Cysteine der EZS2 

schließen.  

Der normoxische Phänotyp der Cysteinmutanten der EZS2 unterschied sich vom wt unter 

Hypoxie durch die Ausbildung kleinerer Aggregate und die Umverteilung des Konstruktes ins 

endoplasmatische Retikulum (ER), wobei eine weitere Fraktion klar membranständig blieb 

(Abb. 3.4). Beim wt unter Hypoxie zeigte sich hingegen eine Tendenz zur Vesikelbildung 

(Abb. 3.3F). Diese Beobachtung wurde mittels Kotransfektion der Konstrukte mit einem 

Marker für das ER (Piontek et al., 2011) und anschließender Bestimmung der Kolokalisation 

von Occludin
C216A

 mit dem ER-Marker getestet (Abb. 3.4). Das Konstrukt war intrazellulär zu 

nahezu 100% mit dem ER-Marker kolokalisiert. 

 

 

 

 

 

Abb. 3.4: Die Mutanten der zweiten 

extrazellulären Schleife von Occludin 

zeigten eine starke Präsenz im 

endoplasmatischen Retikulum (ER). 

Kotransfektion der Mutante YFP-

Occludin
C216A

 (gelb) mit einem ER-Marker 

(blau) zeigte eine starke Kolokalisation 

beider Komponenten. Occludin wurde 

fusioniert mit YFP in HEK-293-Zellen 

transfiziert, der ER-Marker war mit CFP 

fusioniert. Trypanblau (rot) diente als 

Membranfärbung. 
 

 

 

ER-CFP

Trypanblau Überlagerung

YFP-OccC216AER-CFP

Trypanblau Überlagerung

YFP-OccC216A
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Die Transfektion der Konstrukte in MDCK-II-Zellen ergab eine ähnliche Charakteristik der 

Lokalisation der Mutanten der TMD und der EZS2 wie in HEK-293-Zellen. Insgesamt war 

die Membranlokalisation hier jedoch stärker ausgeprägt (Abb. 3.5). Eine interessante 

Beobachtung war die Sonderrolle der Mutante C148A. Diese Mutante wies in HEK-293-

Zellen eine mit den beiden anderen Mutanten der TMD1 und -2 sowie dem wt vergleichbare 

Lokalisation in der Plasmamembran auf. In MDCK-II-Zellen lag dieser Parameter im Falle 

von C148A mit 1,93±0,27 deutlich unter dem Niveau dieser Vergleichskonstrukte (3,83±0,34 

für wt; 3,68±0,7 für C76A und 4,27±0,45 für C82A). Ursächlich dafür könnte die endogene 

Expression zahlreicher weiterer, regulierend auf Occludin einwirkender TJ-Proteine in 

MDCK-II-Zellen sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.5: Occludin und seine Cysteinmutanten zeigten sowohl in unpolaren HEK-293- als auch in polaren 

MDCK-II-Zellen ähnliche zelluläre Lokalisation. Die Membranlokalisation der transmembranalen 

Cysteinmutationen war im Vergleich zu den Messungen in HEK-293-Zellen um ca. das Doppelte erhöht. Die 

Mutationen innerhalb der EZS2 zeichneten sich in beiden Zelltypen durch eine im Vergleich mit dem Wildtyp 

und den Mutanten der TMD reduzierte Membranlokalisation aus. Mittelwert ± SEM; n≥11; ***/*** - p<0,001, 

verglichen mit der jeweiligen Wildtypkontrolle; ### - p<0,001, verglichen wie angezeigt. 

 

Bezüglich der trans-Interaktionen war, wie bei der Membranlokalisation, eine einheitliche 

Wirkung der Mutanten der EZS2 zu erkennen. Sowohl C216A (Anreicherungsfaktor 

1,26±0,12) als auch C237A (Anreicherungsfaktor 0,97±0,07) zeigten im Vergleich zum wt 

unter Normoxie (Anreicherungsfaktor 2,75±0,26) signifikant reduzierte 

Oligomerisierungseigenschaften (Abb. 3.3E). Ebenfalls vergleichbar mit der 

Membranlokalisation, führte die 3,5-stündige Inkubation der mit C216A und C237A 

transfizierten Zellen unter Hypoxie zu keiner Verringerung der trans-Interaktion. Die anderen 

Mutationen zeigten unter Hypoxie reduzierte Werte dieser beiden Parameter. 
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Interessant war die scheinbare Behinderung der trans-Interaktionen durch die Cysteine an den 

Positionen 76 und 148 der humanen Sequenz. Diese zeigten nach Substitution zu Alanin 

signifikant erhöhte Anreicherungsfaktoren (C76A: 9,04 ± 1,58 und C148A: 9,02 ± 1,06). Die 

Cysteinmutante C82A unterschied sich nicht signifikant vom wt (Anreicherungsfaktor 2,25 ± 

0,22; Abb. 3.3E).  

In MDCK-II-Zellen fielen die Unterschiede der trans-Interaktion des wt und der Mutanten 

aufgrund der Interferenz des transfizierten YFP-Occludin mit endogenem Occludin geringer 

aus. Trotzdem war auch hier eine in der Tendenz schwächere Ausprägung der trans-

Interaktion der Mutante C216A (EZS2) im Vergleich zum wt erkennbar (Abb. 3.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.6: Die Mutation C216A führte in MDCK-II-Zellen zur tendenziell stärksten Reduktion der trans-

Interaktionen. Relative Mittelwerte ± SEM; n≥14. 

 

Nach 3,5 h Inkubation der HEK-Zellen unter Hypoxie wiesen nur die Mutanten der EZS2, 

C216A und C237A, keine weitere Reduktion der trans-Interaktionen auf (C216A: Normoxie 

zu Anoxie 1,26±0,12 zu 1,11±0,07; C237A: Normoxie zu Anoxie 0,97±0,07 zu 0,96±0,07), 

was abermals - wie schon bei der Untersuchung der Membranlokalisation - auf 

Redoxsensitivität dieser Cysteine hindeutet (Abb. 3.3E). Die Mutanten der TMD1 und -2 und 

der wt zeigten unter Hypoxie die typische Reduktion des Anreicherungsfaktors. Die Werte 

verringerten sich von normoxischen 2,75±0,26 zu hypoxischen 1,68±0,43 für den wt, 

9,04±1,58 zu 6,55±1,06 für C76A, 2,25±0,22 zu 1,63±0,19 für C82A und von 9,02±1,06 zu 

3,93±0,74 für C148A. 

 Das Diagramm in Abbildung 3.7 zeigt, dass die Mutante C82A die cis-Interaktion unter 

Normoxie von 13±0,8% (wt) auf 8,5±0,9% reduziert.  
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Abb. 3.7: FRET-Messungen von Occludin (Occ) und seinen Cysteinmutanten an Zell-Zellkontakten 

transfizierter HEK-293-Zellen zeigten eine cytein-, hypoxie- und reduktantienabhängige homophile cis-

Interaktion. FRET Effizienzen wurden innerhalb der rot markierten Bereiche (Zellkontakte) gemessen. Zur 

Messung des FRET wurden Occ und seine Mutanten mit CFP (blau) und YFP (gelb) fusioniert. 

Mittelwerte±SEM; n≥25; blaue Sterne, Signifikanz gegen die Wildtypkontrolle unter Normoxie; schwarze 

Sterne, Signifikanz gegen das jeweilige Konstrukt unter Normoxie (wie angezeigt); *, *** - p<0,05 und p<0,001. 

 

Die Mutanten C216A und C237A wiesen im Vergleich mit dem wt noch stärker verringerte 

cis-Interaktionen von 3,1±1,1% bzw. 0.35±1,9% auf, während C76A und C148A sich vom wt 

AAAA
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bezüglich der cis-Interaktion nicht unterschieden (Abb. 3.7, blaue Säulen und obere Bilder). 

Die 3,5-stündige Inkubation der HEK-Zellen unter Hypoxie führte wieder nur im Falle der 

Mutanten C216A und C237A zu nicht weiter reduzierten Werten (C216A: 4,2±1,7% und 

C237A: 1,2±2,5%), anders als beim wt (7,36±1,24%) und den anderen Mutanten 

(4,29±1,09% für C76A; 5,06±1,26% für C82A; Abb. 3.7 rote Säulen und untere Bilder). 

Diese beiden extrazellulären Reste scheinen demnach eine Rolle bei der hypoxiesensitiven 

Oligomerisierung von Occludin zu spielen. 

Zusätzlich war die Resistenz der cis-Interaktionen gegenüber Hypoxie auch bei der TMD2-

lokalisierten Mutante C148A zu beobachten, die unter Normoxie keinen Unterschied zum wt 

zeigte (Abb. 3.7). Dies wies auf eine protektive Wirkung dieser Mutante unter hypoxischen 

Bedingungen hin.  

Die Sensitivität der Cysteine216 und -237 bestätigte sich durch die Inkubation der Zellen mit 

5 mM DTT zur Induktion reduzierender Bedingungen unabhängig von Hypoxie (Abb. 3.7, 

gelbe Säulen). DTT senkte die FRET-Effizienz der Wildtypmonomere deutlich ab. Ein 

Einfluss von DTT auf C216A-transfizierte Zellen war nicht zu erkennen. 

Die Messung der cis-Interaktionen in MDCK-II-Zellen ergab geringere Werte als in HEK-

293-Zellen, zeigte jedoch - wie auch in den HEK-293-Zellen - eine signifikante Reduktion 

durch die Mutante C216A im Vergleich mit dem wt (Abb. 3.8).  

 

 

 

 

 

Abb. 3.8: Transfektion der Occludinmutante C216A 

in MDCK-II-Zellen zeigte bezüglich der 

Ausprägung der cis-Interaktionen am Zell-

Zellkontakt ähnliche Ergebnisse wie die 

Transfektion in HEK-293-Zellen. Die Mutante 

C216A wies im Vergleich zum Occludin (Occ) 

Wildtyp (wt) die geringste FRET-Effizienz auf. 

Mittelwerte ± SEM; n>23; * p<0,05, verglichen mit der 

wt/wt-Kontrolle. 

 

 

 

 

Die Ergebnisse der cis-Interaktionen spiegelten sich in den Ergebnissen der FRAP-

Untersuchungen wider, mit deren Hilfe die Mobilität der Occludinkonstrukte in der 

Plasmamembran quantifiziert wurde (Abb. 3.9).  

 

-
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Abb. 3.9: FRAP-Messungen in transient transfizierten HEK-293-Zellen zeigten eine Beeinflussung der 

Mobilität von humanem Occludin durch Substitution der Cysteine an den Positionen 82, 216 und 237 

gegen Alanin. Inset: Rückkehr des YFP-Occludin Wildtyp (wt)-Signals (gelb) nach Ausbleichen eines Bereiches 

(Pfeil) innerhalb eines Zellkontaktes über die Zeit. Die Mobilität wurde anhand des initialen Anstiegs der 

Recoverykurve berechnet und ins Verhältnis zum wt gesetzt. Corticotropin releasing factor receptor (CRFR) 1 

wurde als hochmobiles, Claudin-1 als eher immobiles Kontrollprotein eingesetzt. Mittelwerte±SEM; n≥7; * und 

*** - p<0,05 und p<0,001, verglichen mit dem wt. 

 

Die Mutanten, welche reduzierte cis-Interaktionen und somit eine geringere Oligomerisierung 

zeigten (C82A, C216A und C237A; Abb. 3.7, blaue Säulen), zeichneten sich durch einen 

höheren Mobilitätswert (bestimmt als relative Initialgeschwindigkeit verglichen mit dem wt) 

aus (Abb. 3.9): Für C82A 1,32±0,18; für C216A 1,89±0,13 und für C237A 1,92±0,41. 

Hintergrund für den Zusammenhang beider Messmethoden ist eine enge Verknüpfung von 

Mobilität und Proteingröße und damit der Oligomerisierungsstufe (Gambin et al., 2006; Naji 

et al., 2007). Die beiden anderen TMD-lokalisierten Mutanten zeigten gegenüber dem wt 

keine Veränderung (0,84±0,12 für C76A und 0,89±0,11 für C148A), was ebenfalls konform 

mit den Ergebnissen der cis-Interaktionsbestimmung geht. 

Um die Bedeutung der Mutanten C82A und C216A weiter zu ergründen, wurde auch das Paar 

CFP-Occludin
C82A

 und YFP-Occludin
C216A

 kotransfiziert und mit dem CFP/YFP-Occludin
wt

 

Paar bezüglich der FRET-Effizienz verglichen. Sowohl für das Paar CFP-Occludin
wt

/YFP-

Occludin
C82A

 als auch für CFP-Occludin
wt

/YFP-Occludin
C216A

 wurden reduzierte FRET-

Effizienzen ermittelt (Abb. 3.7, blaue Säulen). Die Kotransfektion dieser Mutationen 

resultierte in einem fast vollständigen Verlust des FRET-Signals (Abb. 3.10), was die 

Wichtigkeit dieser Reste für die cis-Homooligomerisierung betont. 
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Abb. 3.10: FRET-Messungen in HEK-293-Zellen 

zeigten, dass die homophilen cis-Interaktionen von 

humanem Occludin (Occ) durch die Cysteine82 und -

216 bestimmt werden. Die Messung der FRET-Effizienz 

zwischen Mutanten ohne die cis-

interaktionsbestimmenden Cysteine82 und -216 zeigte 

eine größere Schwächung der cis-Interaktionen als die 

Messung jeweils einer Mutante gegen den Wildtyp (wt). 

Zur Messung des FRET wurden Occ und seine Mutanten 

mit CFP und YFP fusioniert. Mittelwerte±SEM; n≥24; 

*** - p<0,001; verglichen mit dem wt/wt-Paar. 
 

 

 

3.1.3 Einfluss von Dithiothreitol auf Occludin und seine Cysteinmutanten 

 

Da Hypoxie zu reduzierenden Bedingungen führt, wurden stabil Occludinvarianten 

exprimierende HEK-293-Zellen mit 5 mM des Reduktionsmittels DTT behandelt. Dieses im 

physiologischen Konzentrationsbereich angewendete Reduktionsagenz war in der Lage, 

innerhalb von min seine reduzierende Wirkung auf Occludin auszuüben. Die Reduktion 

mittels DTT führte zu sehr ähnlichen Ergebnissen wie unter den durch Hypoxie erreichten 

reduzierenden Bedingungen. Es wurden der wt sowie die Mutanten der hypoxiesensitiven 

Cysteine der EZS2 untersucht.  

Bereits eine 30-minütige Inkubation der stabil transfizierten HEK-293-Zellen induzierte eine 

40%ige Reduktion der Lokalisation von YFP-Occludin
wt

 in der Plasmamembran (Abb. 

3.11A). Die Mutanten C216A und C237A (EZS2) zeigten die typische Verringerung der 

Membranlokalisation ausgehend vom Occludin
wt

. Eine weitere Delokalisation der Mutanten 

aus der Plasmamembran nach Applikation von DTT war nicht zu erkennen (Abb. 3.11A und 

Bilder obere Reihe). 

Die DTT-vermittelte Reduktion Occludins wurde auch verwendet, um der Frage 

nachzugehen, ob es sich bei der beschriebenen, cytosolgerichteten Umorientierung von 

Occludin unter Hypoxie (siehe Kap. 3.1.1 und 3.1.2) um eine Reaktion des bereits 

membranständingen Occludins oder eher eine veränderte Faltung während der Neusynthese 

und inhibierte Membraninsertion handelt. Die Geschwindigkeit der DTT-induzierten 

Veränderungen spricht gegen die zweite Variante.  

Um membranständiges Occludin von seiner Nachlieferung zu entkoppeln und nur den 

Einfluss der Reduktion auf das membranständige Occludin zu untersuchen, wurden die HEK-

Zellen nach Vorinkubation mit Brefeldin für 30 min oder Cycloheximid für 6 h mit DTT 
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behandelt. Brefeldin und Cycloheximid sind Blocker des Occludinnachschubes zur 

Plasmamembran, die durch Akkumulation des neu synthetisierten Occludins im ER 

(Brefeldin; Klausner et al., 1992) bzw. durch Hemmung der de novo Proteinsynthese 

(Cycloheximid; Dukes et al., 2012) wirken. Die Behandlung mit beiden Blockern zeigte eine 

relativ lange Stabilität von Occludin in der Plasmamembran und führte auch über 16 h zu 

keinen morphologischen Veränderungen der Zellen oder zum Zelltod. Gleichzeitige DTT-

Inkubation führte binnen min zur Relokalisation Occludins aus der Plasmamembran ins 

Zellinnere (Abb. 3.11B und Bilder untere Reihe). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.11: Dithiothreitol (DTT) reduzierte die Membranlokalisation von Occludin (Occ) Wildtyp (wt) in 

Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von Blockern des Proteinnachschubes zur Zellmembran, hatte 

jedoch keinen Einfluss auf die Membranlokalisation der Cystein-Substitutionsmutanten der zweiten 

extrazellulären Schleife (A). 1 µg/ml Brefeldin A (induziert die Festsetzung von Proteinen im 

Endoplasmatischen Retikulum) und 50 µg/ml des Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid (Cyclohex.) wurden 

auf mit YFP-Occ
wt

 transfizierten HEK-293-Zellen für 30 min bzw. 6 h vorinkubiert. Pfeile zeigen reduzierte 

Membransignale von YFP-Occ 30 min nach Inkubation mit DTT an; Mittelwerte±SEM; n≥15; * bzw. #, ** bzw. 

##  und *** - p<0,05; p<0,01 und p<0,001, verglichen mit dem DTT freien wt mit Proteinblocker. 

 

Die trans-Interaktion von Occludin wurde durch DTT auf 52,9±9% reduziert, während die 

Werte für C216A vergleichbar blieben (31±3% mit DTT und 32,3±3% ohne DTT; Abb. 3.12).  
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Abb. 3.12: 5 mM Dithio-

threitol (DTT) führte nur im 

Falle des Wildtyps (wt), nicht 

aber im Falle der Mutante 

C216A zu einer signifikanten 

Reduktion der trans-Inter-

aktion von stabil trans-

fizierten HEK-293-Zellen. Die 

Insensitivität von YFP-

Occludin
C216A 

spricht für die 

Redoxsensitivität von Occludin 

an dieser Stelle. Relative 

Mittelwerte±SEM; n≥26; *** - 

p<0,001, verglichen mit dem wt 

unter Normoxie. 

 

Die cis-Interaktion reduzierte sich nach Applikation von DTT auf einen Wert von 0,46±0,21, 

verglichen mit dem wt ohne DTT (Abb. 3.7, gelbe Säulen). DTT führte weiterhin nicht zu 

einer Veränderung der cis-Interaktion von C216A. Dieses Resultat unterstreicht die Annahme 

der Existenz redoxsensitiver Cysteine innerhalb der EZS2 von Occludin.  

 

3.1.4 Auswirkung veränderter Redoxverhältnisse auf die Dimerisierung von Occludin  

 

Die Mobilitäts- und Oligomerisierungsunterschiede der verschiedenen Occludinkonstrukte 

führten zu proteinbiochemischen Untersuchungen bezüglich der Varianten von Occludin. Es 

sollte untersucht werden, ob es noch weitere, evtl. cysteinabhängige und damit 

hypoxiesensitive Bereiche von Occludin gibt, die zur homophilen Assoziation von 

Occludinmonomeren beitragen. Als weiteres Ziel sollte die Dimerisierung von Occludin mit 

unabhängiger Methode belegt werden. Es stellte sich die Frage, ob sich die starken trans-

Interaktionen der Mutanten C76A und C148A auf die Dimerbildung im SDS-Gel 

niederschlagen. Weiterhin sollte untersucht werden ob die Cysteinmutationen der EZS2, 

welche sowohl die cis- als auch die trans-Interaktionen und die Membranlokalisation 

verändern, das Oligomerisierungsverhalten im SDS-Gel beeinflussen würden (Abb. 3.13). 
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Die Untersuchungen zeigten, dass alle Occludinkonstrukte noch dimerisieren. Die Mutationen 

der TMD zeigten im Western Blot keine Veränderung gegenüber dem wt, während auch mit 

dieser Methode ein starker Effekt der Mutation C216A aus der EZS2 gezeigt werden konnte. 

Es wurde eine verstärkte Dimerbande im Verhältnis zum Monomer sichtbar (relative Dimer 

zu Monomer-Rate von 3,5±1 im Verhältnis zum wt unter Normoxie). Ein ganz ähnliches Bild 

ergab sich bei der Untersuchung des Wildtypkonstruktes unter Hypoxie. Auch hier zeigte die 

Dimerbande im Verhältnis zum Monomer und zur Dimerbande der Normoxie eine stärkere 

Intensität (Dimer zu Monomer-Rate 4,8±0,8 im Verhältnis zum wt unter Normoxie, Abb. 

3.13A). Die stärksten Dimerbanden traten demnach bei den Konstrukten oder Bedingungen 

auf, die zu einer reduzierten Membranlokalisation führten. Um sicherzugehen, dass das Dimer 

nicht aufgrund einer Interaktion innerhalb des YFP-tags entstand, wurde als Negativkontrolle 

ein Zelllysat aus nur mit YFP transfizierten HEK-293-Zellen aufgetragen (Abb. 3.13B). Diese 

Probe zeigte in keinem der durchgeführten Western Blots eine Dimerisierung. Auch 

nichttransfizierte HEK-293-Zellen dienten als Kontrolle um die Bande des transfizierten 

Occludins sicher zuordnen zu können. Als weitere Kontrolle für die Bandenzuordnung wurde 

die massenspektrometrische Untersuchung in Kooperation mit der AG Krause des FMP 

herangezogen. Diese ergab eine signifikante Zuordnung von zwölf Peptiden zum 

Occludinmonomer (Tab. 3.1) und von drei Peptiden zum Occludindimer (Tab. 3.2). 

Dimer# 

Monomer# 

Aktin 

180 
kDa 
85 
kDa 
45 
kDa 

Abb. 3.13: Hypoxie und Cysteinsubstitution zu Alanin an Position 216 (zweite extrazelluläre Schleife) 

wirkten sich verstärkend auf die Dimerbildung von Occludin in Lysaten stabil transfizierter HEK-293-

Zellen aus. Die anderen Mutanten unterschieden sich in der Dimerisierung nicht vom Wildtyp (wt). B: YFP 

allein zeigte keine Dimerisierung. Auf wt normalisierte Mittelwerte des Dimer zu Monomer Signals im 

Western Blot±SEM; n≥7; *** - p<0.001 verglichen mit dem normoxischen wt; #, massenspektrometrisch 

identifiziert; Aktin diente als housekeeping gene;α, anti; MW, molecular weight (Molekulargewicht). 
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Tab. 3.1: Zusammenstellung der massenspektrometrisch identifizierten Peptide der YFP-Occludin-

Monomerbande 

 

Masse/La-

dung 

Tatsächliche 

Masse 

Erwartete 

Masse 

Massen- 

abweichung 

Sicherheit Sequenz 

403,6791 805,3437 805,3429 1,05 2 R.YPDHMK.Q + Oxidation (M) 

411,2007 820,3867 820,3868 -0,06 23 K.QHDEFFK.S 

506,7838 1011,553 1011,55 2,8 0,8 K.WTSPPGVIR.I 

525,7654 1049,516 1049,514 1,88 0,03 K.FEGDTLVNR.I 

607,7878 1213,561 1213,562 -0,36 0,003 R.NFDTGLQEYK.S 

637,2909 1272,567 1272,562 4,01 0,001 R.YSSGGNFETPSK.R 

641,7915 1281,568 1281,566 1,95 0,0007 K.SAMPEGYVQER.T + Oxidation 

(M) 

667,3237 1332,633 1332,631 -0,02 0,11 R.EYPPITSDQQR.Q 

1009,482 2016,949 2016,939 5,14 0,004 K.NVSAGTQDVPSPPSDYVER.V 

1163,104 2324,192 2324,19 1,05 0,0003 K.STPVPEWQELPLTSPVDDFR.Q 

813,0905 2436,25 2436,254 -1,63 0,49 K.GEELFTGVVPILVELDGDVNG

HK.F 
 

Es konnten elf Peptide nachgewiesen werden, die sich z.T. in YFP und/oder Occludin befinden; gelb, Peptide 

aus YFP; schwarz, Peptide aus Occludin. Experimentelle Durchführung der massenspektrometrischen 

Untersuchung durch Dr. M. Schümann. 

 

Tab. 3.2: Zusammenstellung der massenspektrometrisch identifizierten Peptide der YFP-Occludin-

Dimerbande 

 

Masse/La-

dung 

Tatsächliche 

Masse 

Erwartete 

Masse 

Massen- 

abweichung 

Sicherheit Sequenz 

607,7880 1213,5615 1213,5615 -0,02 0,93 R.NFDTGLQEYK.S 

637,2885 1272,5625 1272,5622 0,18 0,00019 R.YSSGGNFETPSK.R 

1009,4754 2016,9362 2016,9389 -1,3 0,67 K.NVSAGTQDVPSPPSDYVER.V 
 

Es konnten drei Peptide nachgewiesen werden, die sich in Occludin befinden; experimentelle Durchführung der 

massenspektrometrischen Untersuchung durch Dr. M. Schümann. 

 

3.1.5 Identifizierung einer in die cis- und trans-Homooligomerisierung involvierten 

Disulfidgruppe in der zweiten extrazellulären Schleife von Occludin 

 

Beide Cysteinmutationen der EZS2 zeigten in allen Assays die gleichen veränderten 

Eigenschaften. Die Frage war nun, ob und mit welchem Partner diese Cysteine interagieren 

und welche Struktur- oder Bindungseigenschaften sich dadurch ergeben und/oder verändern. 

Die Interaktion der intakten Cysteine237 der C216A-Mutante, und entsprechend der intakten 

Cysteine216 der C237A-Mutante, jeweils miteinander konnte durch die Untersuchung der 

stabil transfizierten Mutanten in HEK-293-Zellen bereits widerlegt werden (Kap. 3.1.2, Abb. 

3.3E).  
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Abb. 3.14: Die Cysteine 216 und 237 von Occludin (Occ) bildeten eine Disulfidbrücke innerhalb der 

zweiten extrazellulären Schleife (EZS2). Die Kokultur aus HEK-293-Zellen, die entweder stabil YFP-

Occ
C216A

+CFP allein kotransfiziert oder nur YFP-Occ
C237A

 monotransfiziert waren, zeigte keine Anreicherung 

von Occ an den Zellkontakten zweier unterschiedlich transfizierter Zellen (A, quantifiziert in E). D.h., 

Cystein216 in Occ
C237A

 trans-interagierte nicht intermolekular mit Cystein237 in Occ
C216A

. Trypanblau (rot) 

fungierte als Membranmarker (B) zur Lokalisation des YFP-Occ-Signals (gelb) in der Plasmamembran; CFP 

(blau) wurde zur Identifikation der YFP-Occ
C216A

-exprimierenden Zellen eingesetzt (C). D zeigt die 

Überlagerung aller aufgenommenen Kanäle. F zeigt die hypothetische, intramolekulare Disulfidbrücke innerhalb 

der EZS2 (Doppelpfeile). Gestrichelte Linie: Keine Interaktion detektierbar. CRFR 1 wurde als Negativkontrolle 

verwendet. Mittelwert±SEM; n≥18; *** - p<0,001; verglichen mit dem Wildtyp. 
 

Um auszuschließen, dass das intakte Cystein237 in der Mutante C216A und das intakte 

Cystein216 in der Mutante C237A miteinander interagieren, erfolgte die Anlage einer 

Kokultur von HEK-293-Zellen, die mit den oben erwähnten Mutanten transfiziert waren 

(Abb. 3.14A und D). Diese Zellen wurden im Verhältnis 1:1 gemischt. Die Kotransfektion mit 

CFP allein im Falle der C216A-transfizierten Zellen ermöglichte die Unterscheidung beider 

YFP-exprimierender Zellpopulationen (Abb. 3.14C und D). Um zu vermeiden, dass Zellen die 

nur YFP-Occludin
C216A

 exprimierten fälschlicherweise für YFP-Occludin
C237A

-exprimierende 

Zellen gehalten wurden, wurde separat kontrolliert, dass mindestens 90% der YFP-

Occludin
C216A

-exprimierenden Zellen auch CFP koexprimierten. Die Kokultur ermöglichte 

die kreuzweise intermolekulare Interaktion der Cysteinreste (Abb. 3.14F). Sollte die 

Interaktion also über Kreuz sein, hätte sie im vorliegenden Assay durch Kontaktanreicherung 

dokumentiert sein müssen. In der beschriebenen Kokultur konnten jedoch keine mit dem wt 

vergleichbaren Kontaktanreicherungen detektiert werden (Abb. 3.14E). Die quantitative 

Analyse der Kokultur bezüglich der Kontaktanreicherung ergab einen Anreicherungsfaktor 

von 0,35±0,05, verglichen mit dem wt. Abbildung 3.15 zeigt, dass die durch C237A 

Para-

zellular-

raum

Para-

zellular-

raum
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induzierten Reduktionen der trans- und cis-Interaktionen durch das C237S-Konstrukt nicht 

revidiert werden konnten (Säulen 3 und 6). Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme einer 

intramolekularen Disulfidbrücke innerhalb der EZS2 von Occludin.  

-

 

Abb. 3.15: Serinsubstitution des Cysteins 237 (C237S) in der zweiten extrazellulären Schleife (EZS2) von 

Occludin (Occ) reduzierte die trans- und cis- Interaktionen von Occ, während die Substitution des 

Cysteins 82 (TMD1) gegen Serin (C82S) die cis-Interaktion nicht beeinflusste. Die trans-Interaktion wurde 

mit Hilfe der Kontaktanreicherung von Occ zwischen zwei transfizierten Zellen quantifiziert. Die cis-Interaktion 

wurde als FRET zwischen einem CFP- und einem YFP-Fusionsprotein (Occ und seine Cysteinmutanten) an 

Zell-Zellkontakten kotransfizierter Zellen bestimmt. Relative Mittelwerte±SEM; n≥12; * und *** - p<0,05 und 

p<0,001, verglichen mit dem wt oder der wt/wt Kotransfektion. 

 

 

3.1.6 Rolle von Transmembrandomänen bei der Homoologomerisierung von Occludin 

 

In Kap. 3.1.2 wurde dargestellt, dass das Cystein82 innerhalb der TMD1 einen Einfluss auf 

die cis-Homooligomerisierung und die Mobilität von Occludin zu haben scheint (Abb. 3.7, 

Abb. 3.9). Ähnliches gibt Abb. 3.15, Säule 7 wieder. Um herauszufinden ob dieser Rest eine 

Disulfidbrücke bildet, wurde die Mutante C82A als CFP- und YFP-Fusionsprotein in HEK-

293-Zellen kotransfiziert (CFP-Occludin
C82A

/YFP-Occludin
C82A

) und die FRET-Effizienz 

bestimmt (Abb. 3.15, Säule 8). Die Abbildung verdeutlicht, dass die Kotransfektion der 

Mutante mit dem wt die FRET-Effizienz im Vergleich zur Kotransfektion des Paares CFP-

Occludin
wt

/YFP-Occludin
wt 

auf 65±7% senkte (Abb. 3.15, Säule 7). Die Kotransfektion von 

CFP-Occludin
C82A

/YFP-Occludin
C82A

 senkte die FRET-Effizienz im Vergleich zum wt/wt-

Paar noch einmal auf 8±6% ab (Abb. 3.15, Säule 8). Dieser additive Effekt spricht gegen die 

Annahme einer Disulfidbrücke unter Beteiligung von Cystein82, da im Falle einer solchen 

unerheblich sein sollte, ob nur ein (Kotransfektion wt mit C82A) oder beide 

Interaktionspartner (Kotransfektion C82A mit CFP sowie YFP) inaktiviert werden.  



3. Ergebnisse 

___________________________________________________________________________ 

69 

 

Um substanzielle Veränderungen in der Struktur der TMD1 zu vermeiden und trotzdem eine 

potenzielle Cystein-Cystein-Assoziation zu blockieren, während die physikochemischen 

Eigenschaften der Cystein-Seitenketten erhalten bleiben, wurde auch das Cystein82 gegen 

Serin statt Alanin ausgetauscht. Die Messung der cis-Interaktion ergab eine vollständige 

Normalisierung des Wertes auf das Niveau der CFP- und YFP-Occludin
wt

 -Kotransfektion 

(Abb. 3.15, Säule 9). Dies war ein weiteres Indiz gegen die Beteiligung des Restes C82 an 

einer Disulfidbrücke, da allein die strukturelle Ähnlichkeit des Serins mit Cystein ausreichte, 

um die Wildtypsituation herzustellen. Die Alteration der cis-Interaktion durch diesen Rest ist 

also eher strukturell bedingt und unabhängig von der Ausbildung einer Disulfidbrücke. 

Vielmehr erscheint für die Assoziation in diesem Bereich eine kleine, ungeladene polare 

Seitenkette nötig zu sein. 

 

3.1.7 Einfluss von Cysteinmutationen auf die parazelluläre Dichtheit  

 

Von Anderen wurde gefunden, dass Occludin in der Lage ist, die parazelluläre Permeabilität 

von MDCK-II-Zellen zu verändern (Yu et al., 2005). Um das Phänomen der Veränderung der 

parazellulären Dichtheit von MDCK-II-Zellen durch Occludin zu untersuchen, wurden 

TEER-Werte in untransfizierten wt- und Occludin–knockdown-MDCK-II-Zellen gemessen 

(Abb. 3.16).  

 

 

 
 

 

 

 

Abb. 3.16: Occludin (Occ) 

knockdown (KD) in MDCK-II-

Zellen führte zu einer 

Reduktion des TEER 

Maximums um ca. 50%. Wt, 

Wildtyp. Mittelwerte±SEM; n≥4; 

grün, Occ; rot, ZO-1; orange, 

Überlagerung. 
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Die stabile Transfektion der Occludin siRNA hatte einen stark vermindernden Einfluss auf die 

Expression des endogenen Occludins (Abb. 3.16, obere Bilder). Beide Zelllinien wiesen den 

typischen TEER- Verlauf in MDCK-II-Zellen auf. Nach ca. 48-72 h bildete sich in beiden 

Fällen ein TEER-Maximum aus (wt: 186±3,8 , knockdown: 98±10,2 ). Auffallend war 

eine Reduktion des TEER-Maximums bei den Occludin-knockdown-Zellen um ca. 50%. 

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass Occludin in der Lage ist die parazelluläre Permeabilität zu 

beeinflussen. Um feststellen zu können, ob die Veränderungen der Aminosäuresequenz von 

Occludin durch Cysteinmutation Einfluss auf physiologische Eigenschaften der TJ ausübt, 

wurden MDCK-II-Zellen stabil mit FLAG-Occludinkonstrukten transfiziert und deren 

parazelluläre Dichtheit bestimmt. Dazu wurden die Cysteinmutanten ausgewählt, die zu 

Veränderungen in den trans-, cis- und/oder Mobilitätsuntersuchungen führten. Ein Einfluss 

verschiedener Expressionsgrade zwischen den Occludinvarianten wurde ausgeschlossen, 

indem die exprimierte Menge von Occludin in den stabil transfizierten Linien durch Western 

Blots kontrolliert wurde (Abb. 3.17, Inset).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.17: Die Substitution von Cystein gegen Alanin an Position C76 in TMD1 von Occludin (Occ) führte 

zu einem Anstieg der parazellulären Dichteheit von MDCK-II-Zellen. Messungen des TEER in stabil 

FLAG-Occ transfizierten MDCK-II-Zellen. Das Inset zeigt Immunoblots der transfizierten FLAG-Konstrukte, 

nachgewiesen über das FLAG-tag. Aktin wurde als house keeping-Protein verwendet. wt, Wildtyp; relative 

Mittelwerte±SEM; n≥4; * - p<0,05, verglichen mit dem wt. 

 

Abbildung 3.17 verdeutlicht, dass Zellen, die mit FLAG-Occludin
wt

 transfiziert wurden, bei 

Konfluenz leicht höhere TEER- Werte ausbildeten (145±23.1 ; n=17) als Zellen, welche nur 

endogenes Occludin exprimierten (124±14.4 ; n=17). Der Vergleich der exogen exprimierten 

Occludinvarianten ergab einen signifikanten Anstieg der parazellulären Dichtheit im Falle der 

FLAG-Occludin
C76A

-Mutante. Mit dieser Mutante wurden im Vergleich zum wt mit 
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243±60.3  (n=4) nahezu doppelt so hohe TEER-Werte erreicht. Dieses Ergebnis steht im 

Einklang mit den für diese Mutante gemessenen erhöhten trans-Interaktionswerten (stärkere 

Anreicherung am Zellkontakt) und zeigt, dass das Cystein76 an der Regulation der 

parazellulären Permeabilität beteiligt ist. Die Mutanten C82A und C216A hatten mit 

140±25.7  (n = 6) und 131±9.7  (n=8) keinen signifikanten Einfluss auf die parazelluläre 

Dichtheit. 

 

3.1.8 Occludin veränderte die phänotypischen Strangeigenschaften von Claudin-1 

  

Oben wurde gezeigt, dass Occludinmutanten die parazelluläre Permeabilität beeinflussen 

konnten. Um zu untersuchen ob es sich dabei um einen direkten oder claudinvermittelten 

Effekt handelt, wurde im Folgenden die Auswirkung der Mutationen auf das umfassend 

exprimierte Claudin-1 betrachtet.  

Um herauszufinden wie Cystein76 stärkere trans-Interaktionen (Abb. 3.3E) und eine höhere 

parazelluläre Dichtheit (Abb. 3.17) induziert, wurde sein Einfluss auf Claudin-1-basierte 

Stränge mittels Gefrierbruchelektronenmikroskopie näher untersucht. Dazu wurde Occludin 

allein, Claudin-1 allein oder Claudin-1 jeweils zusammen mit verschiedenen 

Mutantenkonstrukten von Occludin transient in HEK-293-Zellen transfiziert (Abb. 3.18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.18: Die Substitutionsmutation C76A 

in Occludin (Occ), kotransfiziert mit 

Claudin-1 (Cld-1) in HEK-293-Zellen, 

führte zu einer Veränderung der 

Strangmorphologie von Cld-1. Gefrierbruch-

elektronenmikroskopische Aufnahmen der 

transfizierten HEK-293-Zellen. Durchführung 

der Gefrierbrüche und Aufnahme der Bilder in 

Kooperation mit Prof. Dr. H. Wolburg, 

Tübingen. 
 

 

 

 

Claudin-1 allein zeigte kontinuierliche Stränge und Maschen in der P-face (protoplasmatische 

Seite der Plasmamembran). Der Durchmesser dieser Maschen betrug ca. 0,4-0,6 µm (Abb. 
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3.18A). Wurde Claudin-1 mit Occludin
wt

 kotransfiziert, erschienen die Stränge komplexer, 

der Maschendurchmesser verringerte sich auf ca. 0,2 µm und die Assoziation der Stränge mit 

der P-face nahm zu (Abb. 3.18B). Weiterhin erschien die Form der Maschen ovaler als bei 

den Claudin-1-monotransfizierten Zellen. Occludin monotransfizierte Zellen zeigten keine 

Strangbildung in HEK-293-Zellen (nicht dargestellt). FLAG-Occludin
C76A

 führte zu längeren 

und dichter gepackten TJ-Strängen (Abb. 3.18C). 

Die dichtere Packung der Stränge könnte auf den in Kap. 3.1.2 dargestellten, verstärkten 

trans-Interaktionen dieser Mutante basieren, was auch die höhere parazelluläre Dichtheit 

dieser Mutante erklären würde. Die Mutante FLAG-Occludin
C216A

 (EZS2), kotransfiziert mit 

Claudin-1, führte zu ähnlicher Strangorganisation wie bei Claudin-1 kotransfiziert mit FLAG-

Occludin
wt 

(Abb. 3.18D). Insgesamt bildete Occludin selbst keine Stränge, aber stabilisierte 

und organisierte Claudin-1-basierte Stränge.  

 

3.1.9 In silico- Modellierung der zweiten extrazellulären Schleife von Occludin 

 

Um eine Vorstellung davon zu erhalten, wie die EZS2 von Occludin räumlich strukturiert ist, 

modellierten wir diesen Bereich (AS 196-243). Die auf Basis von Sequenzhomologien und 

experimentellen Resultaten ermittelte Struktur besteht aus einer α-Helix sowie zwei ß-

Strängen (Abb. 3.19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.19: In silico-Modelling der zweiten extrazellulären Schleife (EZS2) von Occludin (Occ) zeigt eine α-

Helix und zwei ß-Stränge, die sich gegenseitig durch die Bildung einer Disulfidbrücke zwischen den 

Resten Cystein216 und -237 stabilisieren und ein Faltblatt bilden. Seitenansicht (A) und Draufsicht (B) auf 

die dreidimensionale Struktur der EZS2 von Occ
196-243

. Durch diese Orientierung wird dem parazellulären, 

wässrigen Umfeld eine potentielle Interaktionsdomäne exponiert, die sehr reich an Aromaten ist. S-S (gelb) 

symbolisiert die Disulfidbrücke zwischen den Resten Cys216 und Cys237 (gelb); die Pfeile sind auf potentiell 

bindungsfördernde Aromaten gerichtet (Yaffe et al., 2012). Gestrichelte Linie, Membranoberfläche; rot, α-Helix; 

blau, ß-Strang; gelb, Cysteine. 

 

A B A B 
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Die ß-Stränge liegen in einer antiparallelen Orientierung. Beide Cysteine sind eng benachbart 

und bilden eine abgeschirmte Disulfidbrücke. Das daraus resultierende ß-Faltblattstruktur 

beinhaltet zahlreiche aromatische AS, welche, wie z.T. vermutet (vgl. Yaffe et al., 2012), als 

Bindungsreste fungieren könnten.  

 

3.1.10 Zweite extrazelluläre Schleife und Transmembrandomäne 1 - Bindungsareale für 

die Homooligomerisierung von Occludin 

 

Basierend auf unseren Untersuchungen sowie Literaturdaten (Walter et al. 2009; Yaffe et al., 

2012) wurde ein Bindungsschema zur Homooligomerisierung von Occludinmonomeren 

erarbeitet (Abb. 3.20). Die Abbildung zeigt, dass eine Disulfidbrücke innerhalb der EZS2 die 

trans- und cis-Interaktionen von Occludin indirekt beeinflusst. Weiterhin sollte mit der 

Abbildung eine direkte Beteiligung des Cystein82 an der Interaktion zwischen den TMD1 

zweier verschiedener Occludinmoleküle sichtbar gemacht werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.20: Vermutete Bindungsareale für die homophile Oligomerisierung von Occludin (Occ) unter 

besonderer Berücksichtigung von Cysteinresten. (A) Seitenansicht auf vier Occ-Moleküle zweier 

gegenüberliegender Plasmamembranen, die in trans- (vertikale Pfeile) und cis- (horizontale Pfeile) interagieren. 

(B) Blick auf die Zelloberfläche aus dem Zelläußeren auf zwei miteinander in cis interagierende Occ-Moleküle. 

Verbindungslinien zwischen den Resten zeigen Interaktionen an. Durchgezogene Linen, extrazellulär; 

gestrichelte Linien, intrazellulär; Kreise, Cysteinreste; rot, hypoxiesensitive Cysteine; Transmembrandomäne, 

TMD. 

 

3.2 Phosphorylierungsabhängige Regulation der Interaktion Occludins mit ZO-1 sowie 

seiner Homodimerisierung  

 

Bei den folgenden Untersuchungen wurden folgende Substitutionsmutanten hergestellt: Serin 

zu Alanin, Threonin zu Alanin, Serin zu Glutamat sowie Threonin zu Glutamat. Damit sollte 

Phosphorylierung an Serin und Threoninresten imitiert (zu Glutamat-Austausch) oder 
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unmöglich gemacht (zu Alanin-Austausch) werden. Außerdem sollte die Rolle der CK2-

abhängigen Phosphorylierung Occludins für die Funktion der TJs näher analysiert werden. Da 

ZO-1 ein Hauptadapterprotein zwischen Occludin und dem Aktin-Cytoskelett ist und gezeigt 

werden konnte, dass CK2 humanes Occludin in einem Cluster der humanen AS Threonin400, 

Threonin404 und Serin408 phosphoryliert (Dörfel et al., 2009; Raleigh et al., 2011; Dörfel et 

al. 2013), wurde die Interaktion der Mutanten YFP-Occludin
T400E/T404E/S408E

 (TripE), YFP-

Occludin
T400A/T404A/S408A

 (TripA)
 

und -
S408E

 zu ZO-1 untersucht. Ein Vergleich der 

Occludinsequenz zwischen verschiedenen Spezies zeigte, dass diese AS in einer 

hochkonservierten Region von Occludin vorliegen (Abb. A1), was zu der Annahme einer 

regulatorischen Bedeutung dieses Bereiches führte. Da Serin und Threonin bekannte Ziele der 

CK2 sind, führte der sukzessive Austausch dieser AS gegen Alanin zu einer graduellen 

Abnahme der Phosphorylierung von Occludin (Dörfel et al., 2013).  

FRET-Untersuchungen belegten, dass die phosphomimetische Mutation S408E die 

Interaktion mit ZO-1 eliminiert (-0,4±0,4, relativer Vergleich gegen das Paar YFP-

Occludin
wt

/ZO-1-CFP). Andererseits unterschied sich die cis-Interaktion der TripleE Mutante 

mit ZO-1 (0,8±0,6) nicht von der cis-Interaktion zwischen ZO-1-CFP und YFP-Occludin
wt 

(1±0,6). Diese Resultate wiesen auf einen andersartigen Effekt der Einzelmutante gegenüber 

der Triplemutante hin (Abb. 3.21). Auch die Kotransfektion von YFP-Occludin
TripA

 mit ZO-1-

CFP (1±0,4) führte zu keinem signifikanten Unterschied der FRET-Effizienz im Vergleich 

mit dem Paar YFP-Occludin
wt

/ZO-1 CFP. 

 

 

Abb. 3.21: Imitation der Phosphorylierung 

der Reste Thr400/Thr404/Ser408 in 

Occludin (Occ) beeinflusste die Bindung 

zu ZO-1. Die angezeigten YFP- fusionierten 

Occ-Konstrukte wurden transient in HEK-

293-Zellen zusammen mit dem CFP-

fusionierten Occ-Wildtyp (wt) transfiziert. 

Die phosphomimetische Mutante S408E 

zeigte eine reduzierte Bindung zu ZO-1 

innerhalb eines Zell-Zellkontaktes zweier 

transfizierter Zellen an. Die Tripelmutanten 

YFP-Occ
T400E/T404E/S408E

 (TripE) und YFP-

Occ
T400A/T404A/S408A

 (TripE und TripA) blieben 

ohne Effekt. Relative Mittelwerte±SEM; 

n≥12; * - p<0,05, verglichen mit der wt/ZO-1 

Kontrolle.  

 

In der Literatur gibt es Hinweise, dass an der Dimerisierung Occludins auch der C-terminale 

Bereich beteiligt ist (Chen et al., 1997). Da hier auch das bereits erwähnte 

Phosphorylierungscluster von Occludin (Abb. 1.4) lokalisiert ist, wurde untersucht, ob sich 
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die Imitation der Phosphorylierung dieses Bereiches auf die Homooligomerisierung von 

Occludin auswirkt. Dazu wurden HEK-293-Zellen transient jeweils mit CFP-Occludin
wt

 und 

einer der oben erwähnten Mutanten transfiziert. Die Mikroskopiebilder in Abbildung 3.22 

zeigen deutliche Kolokalisation aller Mutanten mit dem wt an den Zell-Zellkontakten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.22: Phosphorylierungsimitation des Restes Ser408 in Occludin (Occ) führte zur Reduktion der 

Homodimerisation. Transiente Kotransfektionen von CFP (blau)- und YFP (gelb)-fusionierten Occ-Monomeren 

in HEK-293-Zellen. FRET-Effizienz wurde an Zell-Zellkontakten (rot umrandet) bestimmt. TripE und TripA, 

Triple E (T400E/T404E/S408E) und Triple A (T400A/T404A/S408A) Mutante. 

 

YFP-Occludin
TripA

 kotransfiziert mit dem CFP-Occludin
wt

 zeigte keine veränderte Interaktion 

im Vergleich mit der homologen Interaktion zweier Occludin
wt

-Monomere (wt/wt: 1±0,07; 

TripA/wt: 1,02±0,09). Im Gegensatz dazu reduzierten die Mutanten YFP-Occludin
TripE

 

(0,62±0,07) und YFP-Occludin
S408E

 (0,64±0,06) die Interaktion mit dem wt signifikant (Abb. 

3.23). 
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Abb. 3.23: Die Caseinkinase (CK)2-abhängige Phosphorylierung beeinflusste die cis-Interaktion von 

Occludin (Occ) in HEK-293-Zellen. Transiente Kotransfektionen von N-terminal CFP- und YFP-fusionierten 

Occ-Monomeren. Occ-Wildtyp (wt) war in allen Fällen CFP-, die Mutanten YFP-fusioniert. Die cis-Interaktion 

von Occ wurde mit Hilfe eines FRET-Assays an Zell-Zellkontakten zwischen zwei transfizierten Zellen 

bestimmt. Sowohl die Einzelsubstitution von Serin durch Glutamat an Position 408 als auch die 

Dreifachsubstitution gegen Glutamat (T400E/T404E/S408E) reduzierte die FRET-Effizienz im Vergleich zum 

wt/wt Paar signifikant. Die Dreifachsubstitution gegen Alanin (T400A/T404A/S408A) blieb ohne Effekt. 

Relative Mittelwerte±SEM; n≥40; ** - p<0,01.  

 

 

3.3 Tyrosinreste als weitere Determinanten der Dimerisierung und Funktion von 

Occludin 

 

Die in Kapitel 3.1.9 dargestellte und in der Literatur diskutierte Interaktionsfläche der EZS2 

von Occludin (Yaffe et al., 2012; Bellmann et al., 2013) beinhaltet sechs Aromaten. Darunter 

befinden sich fünf Tyrosine und ein Phenylalanin. Um der Funktion dieser AS auf den Grund 

zu gehen, wurde mit der Mutante Y220A ein besonders hoch konservierter Aminosäurerest 

gegen Alanin ausgetauscht.  

 

3.3.1 Membranlokalisations- und Dimerisierungsverhalten der Mutante Y220A  

 

In Abb. 3.24 ist zu sehen, dass sich die Membranlokalisation der YFP-Occludin
Y220A

-Mutante 

unter normoxischen Bedingungen nicht von der YFP-Occludin
wt

-Kontrolle unterscheidet (wt: 

1,0±0,2; Y220A: 1,2±0,2; Membran/Cytosol-Rate). Die hypoxietypische Translokation ins 

Cytosol war bei der Mutante Y220A nicht mehr nachweisbar.  
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Abb. 3.24: Substitution von Tyrosin220 durch 

Alanin hatte protektive Wirkung für die 

Membranlokalisation von Occludin gegen 

Hypoxie. Relative Mittel-werte±SEM; 

Hypoxiedauer 3 h; n≥40-84; ** - p<0,01; 

verglichen mit wt unter Normoxie.  
 

 

 

 

Die Abb. 3.25 zeigt, dass die trans-Interaktion von der Mutation unter Normoxie im 

Vergleich zum wt signifikant abgeschwächt wurde (0,4±0,04). Der hypoxische Wert der 

Mutante (0,7±0,1; relativ zur normoxischen wt-Kontrolle) ist vergleichbar mit dem Niveau 

des wt unter Hypoxie (0,6±0,16; relativ zur normoxischen Kontrolle). Die typische Reduktion 

der trans-Interaktion nach Inkubation unter Hypoxie fehlte auch hier, vergleichbar mit der 

Membranlokalisation (Abb. 3.24). Der Wert veränderte sich von Normoxie zu Hypoxie sogar 

signifikant von 0,4±0,04 auf 0,7±0,13 im Vergleich zur normoxischen wt-Kontrolle (Abb. 

3.25). 

 

 

 

 

 

Abb. 3.25: Substitution von Tyrosin220 

durch Alanin hatte eine protektive 

Wirkung für die trans-Interaktion von 

Occludin gegen Hypoxie. Relative 

Mittelwerte±SEM; Hypoxiedauer 3 h; 

n≥29; * und *** - p<0,05 und p<0,001; 

verglichen mit wt unter Normoxie oder wie 

angezeigt.  
 

 

 

Während sich YFP-Occcludin
Y220A

 von YFP-Occludin
wt

 bezüglich der ausgebildeten cis-

Interaktion mit Occludin
wt

 unter Normoxie nicht unterschieden, fehlte auch hier die 

hypoxietypische Verringerung der cis-Interaktion (Abb. 3.26). Bezogen auf die normoxische 

Wildtypkontrolle blieb der Wert hier konstant (1,5±0,3 für Normoxie und Hypoxie). Da diese 

Tendenz auch auf die untersuchten Parameter Membranlokalisation und trans-Interaktion 
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zutrifft, wird eine generelle protektive Wirkung dieser Mutante gegen die Auswirkungen der 

Hypoxie, wie sie im wt zu finden sind, vermutet. 

  

 

 

 

Abb. 3.26: Substitution von Tyrosin220 durch 

Alanin hatte protektive Wirkung auf die cis-

Interaktion von Occludin (Occ) gegen 

Hypoxie. Relative Mittelwerte±SEM; 

Hypoxiedauer 3 h; n≥29;** - p<0,01; ns, nicht 

signifikant, verglichen mit wt unter Normoxie.  
 

 

 

 

Um die Ergebnisse der cis-Interaktionsstudie zu untermauern (Bellmann et al., 2013), wurde 

die Mobilität der Mutante Y220A in der Plasmamembran von HEK-293-Zellen untersucht. 

Analog zu den Ergebnissen der FRET-Untersuchung zeigte die Mutante im Vergleich zum wt 

keinen Mobilitätsunterschied (Abb. 3.27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abb. 3.27: Die Substitution von Tyrosin220 durch Alanin hatte keinen Einfluss auf die Mobilität von 

Occludin (Occ) in der Plasmamembran. FRAP-Messungen ergaben, dass die Mutante Y220A im Vergleich 

zum Wildtyp (wt) keine Mobilitätsänderung unter Normoxie aufwies. Relative Mittelwerte±SEM; n≥4.  

 

nsns
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Bei Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens der Mutante in der SDS-PAGE zeigte 

sich ein ähnliches Bild wie beim wt (siehe Abb. 3.13): Die Dimer- zu Monomerraten waren 

nicht unterschiedlich (Y220A: 1,2±0,3, verglichen mit dem normierten wt; Abb. 3.28). Nach 

Hypoxie stieg bei der Mutante Y220A, genau wie beim wt, die Dimermenge im Vergleich zu 

den Monomeren signifikant an (Y220A: 3,5±0,6; wt: 4,8±0,8). 

 

 
 

 

Abb. 3.28: Inkubation von stabil YFP-

Y220A transfizierten HEK-293-Zellen 

unter Hypoxie für 3 h führte zu einer 

Zunahme des Dimeranteils von 

Occludin, ähnlich wie für den Wildtyp 

(wt). Mittelwerte der Dimer-Monomer 

Rate±SEM; n≥6; *** bzw. ** - p<0,001 

bzw. 0,01, verglichen mit wt Normoxie. 

 

 

 

 

 

3.4 Der Cellmask-Diffusionsassay als Alternative zu Widerstands- und 

Permeabilitätsmessungen 

 

In der nachfolgenden Untersuchung sollte mit Hilfe des Cellmask-Diffusionsassays (Piontek 

et al., 2011) gezeigt werden ob, und wie Occludin die Bildung einer Permeabilitätsbarriere 

beeinflussen kann. Dazu wurden HEK-293-Zellen transient mit YFP-Occludin
wt

 bzw. YFP-

Occludin
C76A

 transfiziert und mit 0,4µg/ml Cellmask inkubiert. Diese Konzentration 

entspricht etwa einem fünfzehntel der durchschnittlich empfohlenden Konzentration für die 

Plasmamembranfärbung von Eukaryoten (Datenblatt Invitrogen). Als Kontrolle wurde 

Claudin-1-YFP verwendet, welches bekanntermaßen barrierebildend ist. Erst nach 40 bis 60 

min begann Cellmask den Kontaktbereich zwischen Claudin-1 transfizierten Zellen zu färben 

(Abb. 3.29), da Claudin-1 aufgrund seiner abdichtenden Funktion eine Diffusionsbarriere 

bildet. 
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Abb. 3.29: Claudin-1 (Cld-1) bildete eine Cellmask-Diffusionsbarriere an Zell-Zellkontakten zwischen 

transient transfizierten HEK-293-Zellen. Die Zellen wurden mit 0,4 µg/ml Cellmask angefärbt, gewaschen 

und anschließend konfokalmikroskopisch untersucht. Die Färbung des Kontaktbereiches zwischen zwei Cld-1 

exprimierenden Zellen erfolgte im Vergleich mit der restlichen Plasmamembran deutlich verzögert. Erst nach ca. 

1 h war an den mit Cld-1-angereicherten Zellkontakten eine Anfärbung zu detektieren (Pfeile). Gelb, Cld-1-YFP; 

violett, Cellmask. 

 

Bei den Zell-Zellkontakten mit angereichertem Occludin war die Cellmaskfärbung intensiver 

als an den Kontaktbereichen ohne Anreicherung. Weiterhin wurden Plasmamembranen mit 
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angereichertem Occludin bereits wenige min nach Cellmask-Applikation und somit früher 

sichtbar als solche ohne angereichertes Occludin (Abb. 3.30).  

 

 

 

 

 

Abb. 3.30: Occludin (Occ) Wildtyp 

(wt) bildete keine Diffusionsbarriere 

an Zell-Zellkontakten zwischen 

transient transfizierten HEK-293-

Zellen. Die Färbung des Kontaktberei-

ches zwischen zwei Occ
wt

 exprimie-

renden Zellen (Pfeile) erfolgte im 

Vergleich mit der restlichen Plasma-

membran sogar schneller. Gelb, YFP-

Occ; violett, Cellmask. 

 

 

 

 
 

 

Dieser gegensätzliche Effekt wird durch die im Falle von Claudin-1 deutlich positive 

(8,64±1,17) und im Falle von Occludin negative (0,76±0,04) Cellmask-Barriererate 

verdeutlicht (Abb. 3.31). Die Untersuchung der Occludinmutante C76A wies ebenfalls auf 

keine Etablierung einer Permeabilitätsbarriere durch Occludin hin, obwohl diese Mutante 

verstärkte Kontaktanreicherung zeigte (Abb. 3.3E), zur Ausbildung erhöhter TEER-Werte 

beitrug (Abb. 3.17) und zur Verdichtung der Claudin-1 basierten Stränge in transient 

transfizierten HEK-293-Zellen führte (Abb. 3.18C). Das Erscheinungsbild nach Färbung der 

Membranen mit Cellmask entsprach bei dieser Mutante dem des Occludin
wt

 (nicht gezeigt).  

 

 

 

Abb. 3.31: Claudin-1 (Cld-1) bildete eine im Vergleich zu 

Occludin (Occ) Wildtyp (wt) signifikant schwächere 

Diffusionsbarriere für den Membranfarbstoff Cellmask aus. 

Die Cellmask-Barriererate berechnet sich aus dem Quotienten der 

Cellmask-Signalstärke der Plasmamembran zwischen einer Cld-1- 

oder Occ-transfizierten Zelle mit einer untransfizierten Zelle und 

der Cellmask-Signalstärke der Plasmamembranen zweier Cld-1- 

oder Occ-transfizierten Zellen. Die Messungen erfolgten nach 

Inkubation von 0,4 µg/ml Cellmask für 20 min. MW±SEM; n≥6; 

***, p<0,001. 
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3.5 Untersuchungen cysteinbasierter Interaktionen zwischen Occludin und Claudin-1 

 

Um zu prüfen ob die Annahme eines indirekten, über Claudin-1 vermittelten Effektes von 

Occludin auf den transzellulären Widerstand valide ist, wurde mittels FRET-Messungen 

untersucht, ob die Interaktion zwischen Occludin und Claudin-1 möglich ist. Es ergab sich mit 

5,6±2,2% eine mäßige FRET-Effizienz (Abb. 3.32). Diese Bindung war damit schwächer als 

die Homodimerisierung beider Proteine (Cording et al., 2013; Bellmann et al., 2013). Eine 

indirekte Wirkung von Occludin auf den transzellulären Widerstand über Claudin-1 ist 

prinzipiell also möglich. Die Untersuchung der Interaktion zwischen der Occludinmutante 

C82A (reduzierte die homophile cis-Interaktion; Abb. 3.7, 3.15) und Claudin-1 ergab keine 

signifikante Veränderung, verglichen mit der Interaktion der Wildtypformen beider Proteine. 

Die FRET-Effizienz lag auch hier bei ca. 6% (6,27±1,08%; Abb. 3.32).  

 

 

 

Abb. 3.32: Cystein82 in Occludin (Occ) war nicht 

an der heterologen Interaktion zwischen Occ und 

Claudin-1 (Cld-1) beteiligt. Messungen der FRET-

Effizienz an transient Cld-1-YFP, mit YFP-Occ-

Wildtyp (wt) oder YFP-Occ
C82A

-kotransfizierten 

HEK-293-Zellen zeigten, dass Cld-1 mit Occ in cis- 

interagiert. Die Intensität dieser Interaktion lag bei 

etwa 50% im Vergleich mit der homologen 

Oligomerisierung von Occ und blieb auch dann 

stabil, wenn Cld-1 mit YFP-Occ
C82A

 kotransfiziert 

wurde. Mittelwerte±SEM; n≥24. 

 

 

Einen zweiten Hinweis auf die Richtigkeit der Steuerung von Claudin-1 vermittelten Effekten 

über Occludin lieferte die Untersuchung der Membranlokalisation der Occludinmutante 

C216A. Diese Mutante wies eine im Vergleich mit dem wt signifikant reduzierte 

Membranlokalisation (ca. 50%; Abb. 3.33) sowie starke intrazelluläre Aggregatbildung auf 

(vgl. Kap. 3.1.2, 3.1.3; Abb. 3.3 bis 3.6). Wurde diese Mutante mit Claudin-1 kotransfiziert, 

so stellte sich die Membranlokalisation der Mutante wieder her (85±13%, ausgehend vom 

monotransfizierten wt; Abb. 3.33).  
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Abb. 3.33: Claudin-1 (Cld-1) rekrutierte Occludin (Occ) 

C216A zur Plasmamembran. Die Kotransfektion von Cld-1-

FLAG mit YFP-Occ
C216A

, einer Occ-Mutante, deren 

plasmamembranale Lokalisation gestört ist, führte zu einer 

Membranlokalisation der Mutante, die vergleichbar mit der 

des Occ-Wildtyps (wt) war. Mittelwerte±SEM; n≥18; ***, 

p<0,001; ns, nicht signifikant, verglichen mit der wt-Kontrolle. 

 

 

 

 

 

3.6  Cysteinbasierte Interaktionen zwischen Occludin und MarvelD3 

 

Nach der Untersuchung von cysteinbasierten Interaktionen zwischen Occludin und Claudin-1 

sollten derartige Interaktionen innerhalb der TAMP-Familie analysiert werden. Dazu wurde 

MarvelD3 mittels FRET auf Interaktion mit Occludin und dessen Cysteinmutanten getestet. 

Es wurde nachgewiesen, dass Occludin mit MarvelD3 ähnlich stark wie Occludin mit 

Claudin-1 interagiert (vgl. Kap. 3.5). Die FRET-Effizienz zwischen beiden wt-Proteinen 

betrug 6,3±1,6% (Abb. 3.34, Diagramm). Alle getesteten Mutanten verringerten die Bindung 

in unterschiedlichem Ausmaß. Die stärksten Interaktionen bedingten die Cysteine C76 und 

C148, da deren Mutationen die geringsten FRET-Effizienzen aufwiesen (0,2±0,5% bzw. 

0,9±0,7%). Diese Cysteinreste waren für die Homooligomerisierung von Occludin nicht 

relevant (siehe Kap. 3.1.2). Die Occludinmutante C216A zeigte mit einer FRET-Effizienz von 

0,4±0,7% ebenfalls eine sehr geringe heterologe cis-Interaktion (Abb. 3.34, Diagramm). Den 

geringsten Effekt wies die Mutante C82A auf, welche bei der Untersuchung der homologen 

Occludininteraktion neben den Cysteinen der EZS2 die stärksten Effekte hatte (Kap. 3.1.2, 

Abb. 3.7).  
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Abb. 3.34: Transiente Transfektion und FRET-Messungen von CFP-fusioniertem MarvelD3 (MD3, blau) 

und YFP-fusioniertem Occludin (Occ, gelb) in HEK-293-Zellen führte zu Kolokalisation und 

cysteinabhängiger cis-Interaktion der Proteine. Am stärksten wirkten sich die Cystein zu Alanin Mutationen 

an den Positionen C76, C148 und C216 der humanen Sequenz von Occ auf die heterologe cis-Interaktion aus. 

Rote Bereiche, Messbereich für die FRET Effizienz; Mittelwert±SEM; n≥28; * und ***, p<0,05 und p<0,001. 
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4.  Diskussion 

4.1 Redoxsensitivität und deren strukturelle sowie funktionelle Konsequenzen für 

Occludin und die tight junction  

 

In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise für Alterationen an TJs durch pathologische 

Bedingungen wie z.B. Hypoxie (Yamagata et al., 2004; Yeh et al., 2007). Es ist bekannt, dass 

das TJ-Protein Occludin reversibel auf hypoxische Bedingungen reagieren kann (Mark und 

Davis, 2002). Weiterhin verringert sich Occludin in der Plasmamembran von 

Alveolarepithelzellen infolge von Hypoxie (Caraballo et al. 2011). Occludin könnte daher 

eine regulatorische Rolle für die TJ unter reduzierenden Bedingungen spielen, wie sie mit 

Hypoxie einhergehen (Blasig et al., 2011). Bislang sind die molekularen Ursachen dieses 

Effektes jedoch vollständig unklar. 

Mit der vorliegenden Arbeit kann erstmalig gezeigt werden, dass die EZS2 von Occludin 

wichtige Oligomerisierungseigenschaften hat. Cysteinmutationen innerhalb der EZS2 (C216A 

und C237A) reduzieren die trans-Interaktion, die cis-Interaktion, die Membranmobilität und 

die Membranlokalisation von Occludin. Die intrazelluläre Akkumulation, wie sie für die 

EZS2-Mutanten zu finden ist, wurde auch für einige Mutationen in beiden EZS und TMD von 

Claudin-16 (Hou et al., 2005) und den gap junctions-bildenden Connexinen (Deschenes et al., 

1997) beobachtet. Die TMD1 kann, wie vermutet (McCaffrey et al., 2008), ebenfalls 

bedeutend für die homologe Oligomerisierung von Occludin sein. Die Mutation C82A 

reduziert Occludins cis-Interaktion und erhöht seine Membranmobilität.  

Die cis-Interaktionen von Occludin und seinen Cysteinmutanten werden in dieser Arbeit 

durch FRET-Messungen quantifiziert. Diese Methode wurde z.B. zur Untersuchung von 

Interaktionsbereichen für die homologe Interaktion zwischen Mitgliedern der TNF-

Rezeptorfamile angewandt (Chan et al., 2001). Weiterhin erfolgte die erstmalige Erfassung 

der homologen Interaktion von Occludin
wt 

mittels FRET-Assay (Blasig et al., 2006). In 

vorhergehenden Studien diente die Strangbildung der Claudine als indirekter Nachweis für 

cis-Interaktionen innerhalb von TJs (Furuse et al., 1999). Dieses Vorgehen liefert jedoch 

keine Informationen darüber, ob Claudine wirklich direkt miteinander interagieren. Klare 

Vorteile der FRET-Messung dieser Arbeit gegenüber der Gefrierbruchmethode sind die 

zumindest indirekte Nachweisbarkeit und die Quantifizierbarkeit der cis-Interaktionen von 

Occludin und seinen Cysteinmutanten. 

Untersuchungen der Membranmobilität mittels FRAP können dazu beitragen, veränderte cis- 

und trans-Interaktionen von Occludinmutanten weiter zu charakterisieren (Cording et al., 
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2013). Alle Occludinmutanten, die zu einer reduzierten cis-Interaktion mit dem wt führen 

(C82A, C216A, C237A), sind mobiler in der Plasmamembran. Erklärbar ist dieser Befund 

dadurch, dass kleinere Moleküle (z.B. Monomere) mobiler als große (Oligomere) sind, da sie 

freier in der Plasmamembran diffundieren können (Gambin et al., 2006; Naji et al., 2007). 

Vorarbeiten stellten eine relativ hohe Mobilität zahlreicher TJ-Proteine mittels FRAP dar 

(Shen et al., 2008) und widerlegten damit die lange angenommene wenig mobile TJ-

Organisation. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Claudine die Mobilität der sehr 

mobilen TAMPs, zu denen auch Occludin gehört, reduzieren können (Cording et al., 2013). 

Dies weist auf Interaktionen zwischen diesen Proteinen hin. Die FRAP-Technik ermöglicht 

die Messung der Diffusion zahlreicher YFP-markierter Occludinmoleküle in einer Probe zur 

gleichen Zeit. Dies ist ein Hauptvorteil gegenüber der singe particle tracking (SPT)-Methode. 

Dabei werden einzelne Moleküle per konfokalmikroskopischer Videoaufnahme verfolgt. Um 

mit dieser Methode statistisch verlässliche Daten über laterale Diffusionsparameter eines 

Proteins zu erhalten, müssen große Mengen an Einzelpartikeln über ausreichend lange 

Distanzen verfolgt werden (Qian et al., 1991). Dies ist der Grund dafür, dass mittels FRAP-

Messung in wesentlich kürzerer Zeit weitaus mehr statistisch abgesicherte Daten produziert 

werden können als durch SPT-Messungen.  

Die Bestimmung der oben erwähnten trans-Interaktionen von Occludin und seinen 

Cysteinmutanten erfolgt durch Kontaktanreicherungsassays. Diese Methode wurde erstmals 

zur Identifikation von AS in Claudin-5 verwendet, die an der homologen Assoziation des 

Proteins zwischen benachbarten Zellen beteiligt sind (Piontek et al., 2008). Diese 

Untersuchung bestätigt die Beteiligung EZS2-lokalisierter Reste an der Ausbildung der 

homologen trans-Interaktion von TJ-Proteinen, wie sie die vorliegende Arbeit ähnlich auch 

für Occludin beschreibt. Frühere Studien verweisen auf Untersuchungen von trans-

Interaktionen mittels Proteinkristallografie. So konnte gezeigt werden, dass die extrazellulären 

Domänen des membranständigen TJ-Proteins JAM-A durch hydrophobe und ionische 

Wechselwirkungen dimerisieren (Prota et al., 2003). Hauptvorteil der Untersuchung der 

Kontaktanreicherung mittels Anreicherungsassay ist die Möglichkeit der Bestimmung von 

trans-Interaktionen auch ohne Kenntnis der Kristallstruktur der Interaktionspartner. 

Außerdem ermöglicht diese Methode, im Gegensatz zur kristallgestützten Untersuchung, 

quantitative Vergleiche der Stärke von trans-Interaktionen verschiedener Bindungspartner. 

Weiterer klarer Vorteil des Anreicherungsassays ist die Bestimmung der trans-Interaktionen 

an lebenden Zellen. Gravierende Verfälschungen durch invasiv wirkende Chemikalien, wie 

sie etwa für Zellfixierungen genutzt werden müssen (Loqman et al., 2010), können 
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ausgeschlossen werden. Methanol führt z.B. zu Zellschrumpfung (Bacallo et al., 2006). Dies 

kann in artifiziell auseinandergezogenen Zell-Zellkontakten resultieren, wodurch unscharfe 

Fluoreszenzsignale entstehen, die die Auswertung der Kontaktanreicherung unmöglich 

machen. Außerdem können Proteine ihre Lokalisation verändern und Schwankungen des pH-

Wertes und der Temperatur führen zu Veränderungen der Gestalt zellulärer Strukturen in 

fixierten Zellen (Brunk et al., 2011). Neben den angesprochenen Vorteilen des 

Kontaktanreicherungsassays gegenüber anderen etablierten Methoden, hat dieses Verfahren 

auch klare Grenzen: Die Messung von sehr stark angereicherten Zell-Zellkontakten, wie z.B. 

bei der Occludin
C76A

-Mutante dieser Arbeit, ist sehr schwierig. Durch den starken 

Fluoreszenzunterschied des Kontaktbereiches zum Nichtkontaktbereich und die Begrenzung 

der detektierbaren Fluoreszenzintensitätsbandbreite ist die genaue Quantifizierung derart stark 

fluoreszierender Zell-Zellkontakte nicht immer möglich. Trotzdem ist diese Methode derzeit 

die einzige Möglichkeit trans-Interaktionen zu quantifizieren. FRET-Messungen zur 

Bestimmung der trans-Interaktionen sind in Bezug auf Occludin und Claudine nicht möglich, 

da beide Termini im Cytosol lokalisiert sind. Die Fluoreszenzmarkierung der untersuchten 

Proteine an den Termini behindert so den Energietransfer durch zwei Plasmamembranen und 

die Breite des parazellulären Spaltes.  

Eine weitere Möglichkeit der Bindungsmessung sind SDS-PAGE und anschließende Western 

Blot-Analyse. Diese Methoden wurden zur Untersuchung der Dimerisierung von Claudin-2 

und -4 angewendet (VanItallie et al., 2011). Die in dieser Arbeit angewendete Kombination 

aus SDS-PAGE, Western Blot und Massenspektrometrie führt zum Nachweis von 

Occludindimeren aller untersuchten Mutanten und dem wt. Dieses Vorgehen ermöglicht die 

dreifache Kontrolle: Ein Dimer wird durch die Mobilität im elektrischen Feld, den 

spezifischen Antikörpernachweis und durch Peptidanalyse identifiziert. Für alternativ 

anwendbare Methoden wie z.B. Größenausschlusschromatographie oder pulldown assays 

muss zumindest ein Interaktionspartner aufgereinigt vorliegen (Erlbruch et al., 2010). Eine 

Aufreinigung von Occludin in ausreichender Konzentration wurde trotz mehrfachen 

Optimierungen der Protokolle bisher nicht erreicht, was diese Arten der Analyse für die 

vorliegende Arbeit ausschließt. Eine weitere Methode, mit der auch Proteininteraktionen der 

TJs nachgewiesen wurden, ist der proximity ligation assay. Dieses Verfahren führte zum 

Nachweis der Bindung von TACSTD2 an Claudin-1 und -7 (Nakatsukasa et al., 2010). Das 

TACSTD2-Protein wird schon seit längerer Zeit mit gelatinous droplike dystrophie, einer 

austosomal-rezessiven Form der cornealen Dystrophie, in Verbindung gebracht. Nachteil des 

proximity ligation assays gegenüber dem verwendeten Western Blot, ist die Notwendigkeit 
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der Kopplung der zu untersuchenden Interaktionspartner mit Antikörpern und 

Oligonucleotidsequenzen (Söderberg et al., 2006). Da Occludin für andere Untersuchungen 

dieser Arbeit als YFP-Fusionsprotein vorliegt, bietet sich der Western Blot als 

Untersuchungsmethode an. Dimerisierung von Occludinmolekülen durch YFP wird durch 

Western Blot Untersuchung von YFP-allein ausgeschlossen. Außerdem ist bekannt, dass die 

Ausgangsform von YFP, das GFP, als Monomer kristallisiert. Auch bei sehr hohen 

Konzentrationen scheint Dimerbildung des Fluoreszenztags also nicht aufzutreten (Tsien et 

al., 1998). Ein Nachteil der verwendeten Western Blots ist, dass diese Methode zwischen cis- 

und trans-Interaktionen nicht unterscheidet. Daher wurden für Bindungsmessungen in der 

vorliegenden Arbeit vor allem FRET- und Kontaktanreicherungsassays verwendet.  

Die Messung der Membranlokalisation Occludins erfolgt in dieser Arbeit ebenfalls 

fluoreszenzbasiert. Die Bestimmung der Rate aus membranständigem und cytosolischem 

YFP-Signal ermöglicht eine relative Quantifizierung der Membranmenge von Occludin im 

Verhältnis der Menge des Proteins im Perinuklearraum. In vorhergehenden Studien erfolgte 

die Identifizierung und Quantifizierung oberflächenexponierter Proteine und Peptide vor 

allem durch Oberflächenbiotynilierung (Gottardi und Caplan, 1992). Diese Methode diente 

auch zur Quantifizierung der Membranlokalisation von EZS2-Substitutionsmutanten von 

Claudin-5 (Piontek et al., 2008). Die Arbeit betont die Wichtigkeit der EZS2 von Claudin-5 

für die Lokalisation des Proteins in der Plasmamembran, wie es die vorliegende Arbeit für 

Occludin tut. Die computergestützte Auswertung von Konfokalmikroskopiebildern lebender 

Zellen hat die Vorteile, sowohl direkter als auch zeitlich effizienter zu sein. Eine weitere 

Möglichkeit der Untersuchung der Membranlokalisation der Occludinvarianten wäre die 

Immunocytochemie. Konfokalmikroskopiebilder von fixierten Zellen können genauso 

ausgewertet werden, wie Bilder von lebenden Zellen. Jedoch kommt es durch Fixierung zu 

den oben bereits diskutierten nachteiligen Effekten der Fixierungschemikalien. Aus den 

genannten Gründen bleibt die digital gestützte Quantifizierung der Membranlokalisation von 

Occludin und seinen Cysteinmutanten an lebenden Zellen in der vorliegenden Arbeit die 

bevorzugte Methode. 

Die meisten der für diese Arbeit durchgeführten Untersuchungen erfolgten in TJ-freien HEK-

293-Zellen. Dies ermöglicht die direkte Bestimmung der homophilen und heterophilen 

Interaktionen von Occludin und seinen Cysteinmutanten ohne Interferenzen endogener TJ-

Proteine (Blasig et al., 2006). HEK-Zellen werden häufig als Zellkulturmodell zur Analyse 

der Interaktionen von TJ-Proteinen verwendet. So wurde in diesen Zellen unter Ausschluss 

von dessen endogener Expression die homologe trans-Interaktion von Claudin-16 erstmals 
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nachgewiesen (Turksen et al., 2001). Kompensatorische Effekte auf zu untersuchende 

Occludinmutanten durch andere TJ-Proteine werden verhindert. Bezüglich physiologischer 

Einflüsse der untersuchten Occludinkonstrukte sind MDCK-II-Zellen ein geeigneteres 

Modell, da sie endogen TJ-Proteine exprimieren und daher generell funktionelle Parameter 

ausbilden (Wen et al., 2004). Größter Vorteil der Analyse struktureller und funktioneller 

Einflüsse von Occludinmutationen in diesen beiden Zelllinien sind die identischen 

Kulturbedingungen. Dies schließt Einflüsse der Kulturbedingungen auf die Struktur und 

Funktion der TJs aus (Luo et al., 2005). Die Eigenschaften der bearbeiteten Occludinmutanten 

sind bezüglich ihrer Membranlokalisation sowie trans- und cis-Interaktionen in MDCK-II-

Zellen und HEK-293-Zellen ähnlich. Gleiches gilt für die vermindernde Wirkung 

reduzierender Bedingungen auf die Membranlokalisation und die Dimerisierung des 

Occludin
wt

. Für die Membranlokalisation ist dies vergleichbar mit in vivo Ergebnissen anderer 

Autoren (Rentea et al., 2012). Die große Ähnlichkeit der gemessenen Parameter in diesen 

grundlegend verschiedenen Zellsystemen spricht für die Relevanz der durch die untersuchten 

Cystein zu Alanin-Mutationen enstandenen Alterationen. Kompensatorische Effekte anderer, 

in MDCK-II-Zellen endogen exprimierter TJ-Proteine, scheint es kaum zu geben. 

Die beschriebenen Cysteinsubstitutionen verhindern die Ausbildung von Disulfidbrücken 

durch die jeweiligen Reste. Dieses mutagenesegestützte Verfahren zur lokalen Blockierung 

von Disulfidbrücken fand auch bei der Untersuchung der strukturellen Grundlagen für die 

Funktionen der 2-Cystein-Peroxiredoxine als Chaperone und Peroxidasen Anwendung (König 

et al., 2013). Disulfidbrücken innerhalb EZS wurden bereits in nicht mit TJ-assoziierten 

Transmembranproteinen, wie z.B. im Transporter für organische Kationen Typ 2 (OCT2) 

oder in dem Transporter GPR39 nachgewiesen (Pelis et al., 2012; Storjohann et al., 2008). 

Für Connexine ist bekannt, dass sie intermolekulare Disulfidbrücken zwischen ihren beiden 

EZS ausbilden (Unger et al., 1999). Für TJ-Proteine werden durch extrazelluläre Cysteine 

ausgebildete Disulfidbrücken ebenfalls vermutet (Krause et al., 2008; Blasig et al., 2011; 

Günzel und Yu, 2013). Disulfidbrücken entstehen im oxidierenden Milieu, wie es bei 

Normoxie im Extrazellularraum gegeben ist (Jiang et al., 2005). Dementsprechend erfolgt ihr 

Zerfall bei reduzierenden Bedingungen (Wang et al., 2013), wie sie unter Hypoxie oder nach 

Applikation von reduzierenden Agenzien (z.B. DTT, wie hier angewendet) entstehen. 

Abhängig davon, ob Disulfidbrücken innerhalb eines Proteins oder zwischen Proteinen 

entstehen, verändern sich die Proteinstrukturen oder -interaktionen redoxabhängig, was meist 

funktionelle Konsequenzen hat: So führt die Eliminierung der intramolekularen 

Disulfidbrücke Cystein191-Cystein220 in humanem Thrombin, einer Protease der 
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Blutgerinnungskaskade, zu 100-fach herabgesetzter Affinität gegenüber ihren 

Peptidsubstraten (Bush-Pelc et al., 2007). Weiterhin führt die DTT-vermittelte Reduktion der 

löslichen Guanylatzyclase zum Zerfall des Enzyms in seine Untereinheiten (Zheng et al., 

2011) und intermolekulare Cysteine sind auch an der Aktivierung der Proteinkinase PKG1α 

durch Oxidantien beteiligt (Burgoyne et al., 2007). 

Bezüglich der trans-Interaktionen von Occludin sind drei Interaktionsmöglichkeiten denkbar 

(siehe auch Abb. 3.14), wenn davon ausgegangen wird, dass beide Cysteine der EZS2 

Disulfidbrücken ausbilden: (i) Eine direkte intermolekulare Interaktion (Cystein216-

Cystein216‟, Cystein237-Cystein237‟); (ii) eine indirekte/kreuzweise intermolekulare 

Interaktion (Cystein216-Cystein237‟; Cystein237-Cystein216‟); (iii) eine intramolekulare 

Interaktion der Reste miteinander (Cystein216-Cystein237). 

Das Resultat, dass beide Mutationen in gleichem Maße zu einer Absenkung der trans- und 

cis-Interaktionen sowie einer verminderten Membranlokalisation führen, lässt eine trans-

Interaktion der freien Seitenkette von Cystein237 in Occludin
C216A

 mit der freien Seitenkette 

des Cystein237‟ eines anderen Occludin
C216A

 unwahrscheinlich erscheinen (Variante i). 

Dementsprechend ist davon auszugehen, dass Cystein216 in Occludin
C237A

 auch nicht mit 

dem freien Cystein216‟ eines anderen Occludin
C237A

 trans-interagiert. Weiterhin trans-

interagieren Cystein237 und Cystein216 in Kokultur von monotransfizierten HEK-Zellen mit 

den jeweiligen Mutationen C216A und C237A nicht (Variante ii). Der Ausschluss der o.g. 

trans-Interaktionsmöglichkeiten beider Cysteine der EZS2 führt zur Annahme einer 

intramolekularen Disulfidbrücke zwischen den Sulfhydrylresten der Cysteine216 und -237 

(Variante iii). Aus dieser zuletzt genannten Interaktion resultiert eine Struktur innerhalb der 

EZS2, welche Occludins trans- und cis-Interaktionen redoxsensitiv beeinflusst.  

Die Mutante C237S bestätigt die Annahme einer Intraloopbindung (Variante iii). Ein 

vergleichbarer Austausch wurde bereits zum Nachweis von Disulfidbrücken im Adenosin-2B-

Rezeptor verwendet (Schiedel et al., 2011). Kovalente Cystein-Cystein-Interaktionen werden 

dadurch verhindert, ohne dabei die physikochemischen Eigenschaften der Seitenketten stark 

zu verändern. Der oben erwähnte Cystein zu Serin Austausch hat bezüglich der trans- und cis-

Interaktionen des Cysteins237 die gleichen Auswirkungen wie der Austausch gegen Alanin. 

Trotz ähnlicher physikochemischer Eigenschaften kann Serin das substituierte Cystein nicht 

vollständig kompensieren, da es nicht in der Lage ist Disulfidbrücken auszubilden. Dies ist 

ein weiterer Beleg für die Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke innerhalb der 

EZS2. Spezifische Blockierung einer Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen54 und -64 
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mittels Cystein zu Serin-Substitution fand auch bei der funktionellen Untersuchung von 

Claudin-2 Anwendung (Li et al., 2013).  

Neben der Blockierung der EZS2-lokalisierten Disulfidbrücke durch Substitutionsmutationen 

der Cysteine gegen Alanin führen reduzierende Bedingungen, wie beispielsweise Hypoxie 

oder die Inkubation mit DTT zum Zerfall dieser Disulfidbrücke im Wildtypmolekül. Durch 

die in der Folge offenbar veränderte Tertiärstruktur der EZS2 werden die trans- und cis-

Interaktionen Occludins innerhalb von 3,5 h Hypoxie oder 30 min nach Zugabe von DTT 

signifikant reduziert.  

Interessanterweise führen die hypoxie- oder DTT-bedingten reduzierenden Bedingungen bei 

den Mutanten der EZS2 (C216A und C237A) nicht zu schwächeren trans- und cis-

Interaktionen. Verminderte Membranlokalisation, wie bei Occludin
wt

 unter reduzierenden 

Bedingungen im Vergleich mit Normoxie, kann bei diesen Mutanten ebenfalls nicht mehr 

beobachtet werden. Ergänzend dazu ist bei den Western Blot-Untersuchungen zwischen 

Occludin
wt

 unter Hypoxie und den EZS2-Mutanten C216A und C237A unter Normoxie kein 

Unterschied bezüglich der Dimerisierung nachzuweisen. Für alle drei Konstrukte ist eine ca. 

fünffach verstärkte Dimerbande im Vergleich zum wt unter Normoxie detektierbar. Beide 

Bedingungen, sowohl Hypoxie als auch der Austausch der beiden EZS2-lokalisierten 

Cysteine, führen zur Zerstörung der Bindungsstruktur der EZS2. Dieses Ergebnis bestätigt die 

Annahme einer Disulfidbrücke zwischen beiden Resten, da der Austausch von Cystein gegen 

Alanin die Ausbildung einer Disulfidbrücke bereits unter normoxischen Bedingungen 

unmöglich macht. Eine Reaktion auf Hypoxie ist dementsprechend dann auch nicht mehr 

möglich. Damit wird unterstrichen, dass die EZS2-Cysteine für die geschwächte 

Oligomerisierung Occludins unter reduzierenden Bedingungen verantwortlich sind. Dies 

verdeutlicht die Bedeutung dieser Aminosäurereste auf die Hypoxiesensitivität der EZS2. 

Intramolekulare Disulfidbrücken, die Membranlokalisation und Oligomerisierung bestimmen, 

sind in der Literatur z.B. für den organischen Kationentransporter Typ 2 beschrieben (Brast et 

al., 2012).  

Bei der beschriebenen erhöhten Dimerisierungsrate Occludins im Western Blot handelt es 

sich höchstwahrscheinlich um eine artifizielle Erscheinung infolge einer verbesserten 

Bindung der ungeordneten und breiter exponierten EZS2. Diese Bindung wird weiterhin 

durch die verstärkte Erreichbarkeit der Moleküle füreinander innerhalb der für die Western 

Blots verwendeten Zelllysate verstärkt. Yaffe et al. fanden 2012 ebenfalls durch 

Veränderungen in der EZS2-Bindungsstruktur (T zu A-Substitutionsmutationen) von 

Occludin verstärkte Aggregatbildung nach Transfektion in COS7-Zellen. Diese Strukturen 
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können in Western Blots zur Zunahme höhermolekularer Banden führen. Der Zusammenhang 

zwischen verstärkter Aggregation und höherer Oligomerisierung ist für das synaptische 

Protein α-Synuclein bei Interaktion mit dem CL-1 Peptid nachgewiesen. Die Aggregation zu 

sogenannten Lewy bodies wird mit der Entstehung von Morbus Parkinson in Verbindung 

gebracht und spiegelt sich im Western Blot wieder (Wan et al., 2012). Weitere mögliche 

Ursache für die vermehrte Dimerbildung des wt unter Hypoxie und der EZS2-Mutanten unter 

Normoxie wäre eine stärkere cis-Dimerbildung, basierend auf der veränderten Struktur der 

EZS2. Die abweichenden Ergebnisse der Western Blots im Vergleich mit den FRET-

Messungen wären vielleicht durch eine veränderte Orientierung der Fluorophore und eine 

damit verbundenen verschlechterte FRET-Effizienz erklärbar (Raina et al., 2012). Sowohl die 

Position der tags im jeweiligen Molekül (N- oder C-terminal) als auch deren räumliche Lage 

zueinander beeinflussen FRET-Werte, da die FRET-Effizienz mit zunehmender Entfernung 

der tags zueinander abnimmt (Berney und Danusa, 2003).  

Auf Basis der Ergebnisse bezüglich der EZS2 und ihrer Rolle bei der Oligomerisierung von 

Occludin zwischen und innerhalb von Zellmembranen unter Normoxie und Hypoxie wird 

erstmalig ein molekulares Modell für diesen Bereich abgeleitet. Dabei findet die 

beschriebene, unter Normoxie bestehende, abgeschirmt im Inneren der EZS2-lokalisierte 

Disulfidbrücke und eine daraus resultierende nach außen orientierte Schleifenstruktur 

Berücksichtigung. Weiterhin werden zwei als auswärts gerichtet beschriebene Tyrosine des 

C-terminalen Teils der EZS2 in das Modell einbezogen (Yaffe et al., 2012). Das daraus 

resultierende dreidimensionale Modell der Sekundär- und Tertiärstruktur der EZS2 von 

Occludin ist in Abb. 3.19 dargestellt. Die Modellierung führt zu einer komplexen Struktur, in 

der eine intramolekulare Disulfidbrücke zwischen den Cysteinresten216 und -237 eine 

Loopstruktur innerhalb der EZS2 bildet. Diese Struktur zeigt zwei antiparallele ß-Stränge und 

eine N-terminale α-Helix. Für eine Beteiligung dieser Sekundärstrukturen am Aufbau der 

EZS2 gibt es Hinweise aus der Literatur (Nusrat et al., 2005). Die ß-Stränge sind mit der α-

Helix über die erwähnten Cysteine fest verbunden und bilden eine kompakte Struktur, in der 

die α-Helix die ß-Stränge stabilisiert. Der C-terminale ß-Strang exponiert zwei Tyrosine, die 

als Oligomerisierungsort von Occludin postuliert werden (Yaffe et al., 2012). 

Die vorliegende Arbeit beleuchtet erstmals die molekularen Ursachen der hypoxieabhängigen 

Oligomerisierung Occludins. Darüber hinaus weisen die durchgeführten Experimente nach, 

dass sich reduzierende Bedingungen direkt auf das membranständige Occludin auswirken und 

nicht als Ursache eines gestörten Einbaus von Occludin infolge von Faltungsproblemen in 

Frage kommen: Die Blockierung des zellmembrangerichteten Occludintransports durch 
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BrefeldinA (Klausner et al., 1992) oder Cycloheximid (Dukes et al., 2012) kann die Menge 

des membranständigen Occludins nach 1,5 bzw. 16 h nicht deutlich verringern. Occludin ist 

also nicht maßgeblich von einer ständigen Zufuhr von Proteinen abhängig, um in der 

Plasmamembran lokalisiert zu bleiben. Die DTT-vermittelte Reduktion bei gleichzeitiger 

Hemmung des Transfers zur Zellmembran ergibt eine klare Verringerung des 

membranständigen Occludinsignals innerhalb von min. Dieser Effekt macht deutlich, dass 

membranständiges Occludin direkt auf reduzierende Bedingungen reagiert, was seine 

angenommene Funktion als Redoxsensor (Blasig et al., 2011) unterstreicht. Auch andere 

Autoren identifizierten Disulfidbrücken als redoxsensitive Modulatoren von verschiedensten 

Proteinfunktionen (Nagahara, 2011). 

Die durch die vorliegende Studie aufgedeckte direkte Hypoxieantwort von Occludin ist ein 

neuer und spezifischer Mechanismus der redoxabhängigen Dynamik der TJ, da es sich bei 

Occludin um einen allgemeinen TJ-Marker handelt (Blasig et al., 2011). Eine spezifische 

Rolle von Occludin unter Hypoxiebedingungen wird durch die Ergebnisse von Caraballo und 

Mitarbeitern (2011) unterstützt. In dieser Arbeit reagierte Occludin von den untersuchten TJ-

Proteinen am ehesten und am stärksten sensitiv auf Hypoxie.  

 

4.2  Die Rolle membranständiger Cysteine bei der Homooligomerisierung von Occludin 

 

Im Gegensatz zu den Cysteinen der EZS2 ist das Cystein82 der humanen Occludinsequenz 

(TMD1) nicht hypoxiesensitiv. Der Austausch dieses Cysteins durch Alanin führt zu einer 

deutlich verringerten cis-Interaktion mit Occludin, die von einer deutlichen Erhöhung der 

Membranmobilität dieser Mutante begleitet ist. Die verringerte cis-Interaktion der C82A-

Mutante mit dem wt ist unter Hypoxie verstärkt. Dies spricht gegen Redoxsensitivität dieses 

Restes. Kotransfektion der C82A-Mutante als CFP- und YFP-Fusionsprotein unter Normoxie 

schwächt die cis-Interaktion im Vergleich zur cis-Interaktion zwischen C82A-Mutante und wt 

zusätzlich ab. Dieser Befund ist ein weiteres Indiz gegen die Annahme einer intermolekularen 

Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen82 zweier Occludinmonomere. Bei Annahme einer 

solchen Disulfidbrücke wäre gleichgültig, ob nur ein oder beide Bindungspartner blockiert 

werden. Das Ergebnis wäre in beiden Fällen der Verlust der Bindung (Günzel und Yu, 2013). 

Der Austausch des Cysteins82 gegen Serin, welches vergleichbare physikochemische 

Eigenschaften wie Cystein aufweist, aber nicht in der Lage ist Disulfidbrücken auszubilden, 

führt nicht zur Abschwächung der cis-Interaktion der Mutante mit dem wt. Dieses Ergebnis 

belegt, dass eine Disulfidbrücke nicht die Grundlage der Cystein82-basierten cis-Interaktion 
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von Occludin ist. Durch Cystein zu Serin-Substitution konnte mittels 7-methyl-

GTP(m7GTP)-Affinitäts-Säulenchromatographie die Beteiligung des Cysteins85 des 

eukaryotischen Initiierungsfaktors eIF-4E von Xenopus laevis an einer intramolekularen 

Disulfidgruppe ausgeschlossen werden (Wakiyama et al., 1997). Die Cysteinunabhängigkeit 

der homophilen Assoziation zweier TMD1 von Occludin wird dadurch unterstützt, dass der 

Redoxzustand im lipophilen Milieu der Plasmamembran nicht definiert ist. Cystein82 scheint 

deshalb eher über polare Wechselwirkungen an der Assoziation der TMD aneinander beteiligt 

zu sein. Polare Reste von Cystein, Serin und Threonin können Wasserstoffbrückenbindungen 

zwischen TMD eingehen (Gaddie et al., 2009). Das Alignment von Occludin (Abb. A1) weist 

auf eine hohe Konservierung der AS Serin85 und Threonin86 hin. Diese Reste befinden sich 

in der gleichen Transmembranhelix wie und in enger Nachbarschaft zu Cystein82 und stehen 

so zur Bildung von Wasserstoffbrücken zur Verfügung. Auf eine eventuelle Interaktion 

zwischen zwei TMD1 von Occludin weist auch ein für Rattenoccludin konstruiertes 

Hydrophobizitätsdiagramm hin (McCaffrey et al., 2008). Die auf dieser Basis von uns 

(Bellmann et al., 2013) und Yaffe et al. (2012) ausgewählte Orientierung zweier TMD1 und 

zweier TMD4 zueinander berücksichtigt weiterhin, dass die EZS2 eine Rolle bei der cis-

Oligomerisierung spielt. Dies wird dadurch gestützt, dass aromatische AS des C-terminalen 

Endes der EZS2 an der cis-Oligomerisierung beteiligt sein könnten (Yaffe et al., 2012). 

Letztgenannte Arbeit schlägt ein 4TMD-Bündel für die Orientierung der TMD zueinander 

vor. Die Kombination dieser Hypothesen und der experimentellen Ergebnisse der 

vorliegenden Studie führten erstmals zu der Annahme, dass die TMD4 und die TMD1 zweier 

Occludinmoleküle sich gegenüber liegen müssen (Abb. 3.20 B). Der Nachweis des Einflusses 

der EZS2 von Occludin auf die cis- und trans-Interaktion, führt weiterhin zur Hypothese, dass 

Occludin in-vivo als Tetramer vorliegen könnte (Abb. 3.20A). Allerdings war es bisher nur 

möglich Dimere zweifelsfrei nachzuweisen. Wahrscheinlich beruhen höhere 

Organisationsstufen auf van der Waalsschen Wechselwirkungen und sind somit zu instabil für 

einen Nachweis durch Western Blots. Diese unterschiedliche Empfindsamkeit verschiedener 

Organisationsstufen von Occludin könnte eine weitere Rolle für die Signalfunktion dieses 

Proteins spielen.  

Unerwarteterweise trans-interagieren die Mutante C76A (TMD1) und die Mutante C148A 

(TMD2) an den Kontaktbereichen zweier transfizierter Zellen jeweils deutlich stärker mit sich 

selbst als dies der wt tut. Die Daten sprechen dafür, dass diese Cysteine in der Lage sind, die 

trans-Interaktionen von Occludin indirekt zu beeinflussen. Für die Cysteine76 und -148 

existieren keine entsprechenden, zur Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen benötigten, 
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polaren Gegenreste in allen TMD. Die Sequenzanalyse ergibt nur hochkonservierte, unpolare 

Reste im näheren Umfeld dieser Cysteine (Bellmann et al., 2013). Wie mittels des N-

terminalen Teils des Lamdarepressors gezeigt wurde, können sich unpolare AS 

destabilisierend auswirken (Parsel et al., 1990). Daher wird angenommen, dass diese Cysteine 

am Erhalt des Abstandes der TMD1 und 2 beteiligt sind und dabei die trans-

Bindungseigenschaften von Occludin, evtl. über Veränderungen in der Struktur der EZS1, 

indirekt regulieren.  

Zusammenfassend wurde eine intramolekulare Interaktion der Cysteine216 und -237 

innerhalb der EZS2 von Occludin unter Normoxie identifiziert. Die durch diese 

Disulfidbrücke entstehende Struktur ermöglicht indirekt zwei Interaktionsarten: Die trans-

Interaktion zu einer EZS2 eines gegenüberliegenden Occludinmoleküls und die cis-

Interaktion zu einer benachbarten EZS2 innerhalb einer Plasmamembran. Weiterhin werden 

die Membranlokalisation und -mobilität durch die Ausbildung dieser Tertiärstruktur verstärkt 

bzw reduziert. Basierend auf den Daten bezüglich der strukturellen Organisation der EZS2 

kann erstmalig ein molekulares Modell dieses Bereiches konstruiert werden, das auch die 

Ergebnisse der Vorarbeiten anderer Autoren (McCaffrey et al., 2008; Yaffe et al., 2012) 

berücksichtigt. Außerdem ermöglicht ein Cystein innerhalb der TMD1 die cis-Interaktion zu 

einer weiteren TMD1‟ eines sich in derselben Plasmamembran befindenden 

Occludinmoleküls, bildet jedoch keine Disulfidbrücke aus. Die hohe Konservierung zweier 

Cysteine einer EZS aller Membranproteine der TJs (Krause et al., 2008; Blasig et al., 2011) 

und die heterologe Oligomerisierung dieser Proteine (Cording et al., 2013) eröffnet die 

Möglichkeit der Generalisierung der EZS2-Struktur von Occludin zum Modell. In der EZS1 

von Claudin-1 wurde kürzlich eine ähnliche, auf der Interaktion zweier hochkonservierter 

Cysteine basierende Struktur wie bei Occludin in der EZS2 nachgewiesen (Dabrowski et al., 

eingereicht bei ARS). Weiterführend könnten microscale-thermophoresegestützte, 

unabhängige Bindungsmessungen zwischen den EZS2 von TAMPs und den EZS1 von 

Claudinen zum besseren Verständnis der Relevanz und Funktionsweise dieser 

Schleifenstruktur auf heterologer Ebene beitragen.  

 

4.3  Tight junction - Physiologischer Einfluss der Cysteinaustauschmutanten von 

Occludin 

 

Die funktionelle Betrachtung von Occludin erfolgt in der vorliegenden Arbeit in engem 

Zusammenhang mit Claudin-1. Claudin-1 ist ein in vielen Zellbarrieren exprimiertes Mitglied 
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der Claudinfamilie und gehört zu den klassischen sowie abdichtenden Claudinen (Krause et 

al., 2008). 

Auf einen Einfluss von Occludin auf die Barrierebildung deuten die Untersuchungen der 

TEER-Werte in MDCK-II-knockdown-Zellen hin. Diese weisen, im Einklang mit anderen 

Autoren (Yu et al., 2005), einen im Vergleich zu normalen MDCK-II-Zellen um ca. 50% 

reduzierten maximalen TEER-Wert auf. TEER-Messungen werden verwendet, um die 

Auswirkungen molekularer Veränderungen in den TJs zu untersuchen: Die 

Herunterregulation von Occludin nach Raf-1-Transfektion führt z.B. zu reduzierten TEER-

Werten (Li et al., 2000), während die Expression von Claudin-19 in MDCK-II-Zellen zu 

erhöhten TEER-Werten führt (Angelow et al., 2007). TEER-Messungen erlauben, wie auch 

Permeabilitätsmessungen mit fluoreszierenden Molekülen, die Bestimmung der 

transzellulären Dichtheit (Dohgu et al., 2011). Es lassen sich Aussagen über 

Barriereveränderungen treffen, die auf veränderten Leitfähigkeiten von Ionen beruhen. Da 

Puffersysteme, in denen die Zellen kultiviert werden jedoch immer kleinste Ionen, wie z.B. 

Calcium beinhalten, ist es im Gegensatz zu Permeabilitätsmessungen nicht möglich, selektiv 

veränderte Dichteeigenschaften von Zellmonolayern für größere Moleküle zu bestimmen. 

Vorteil der TEER-Messungen gegenüber den Permeabilitätsmessungen ist, dass es eine 

direkte Messmethode ist. Die Intensitätsbestimmung der Permeation auf Basis spektraler 

Eigenschaften ist, anders als bei Permeabilitätsmessungen, nicht nötig. Beide Messmethoden 

sind jedoch stark Temperaturabhängig (Blume et al., 2010). Physiologisch relevante 

Temperaturerhöhung von 37 auf 41°C führt zu reduzierter Dichtheit von Caco-2-

Zellmonolayern, die mit verstärkter Expression und TJ-Lokalisation von Occludin einhergeht 

(Dokladny et al., 2006). Da hohe TEER-Werte positiv mit der relativen Anzahl der TJ-

Stränge verbunden sind (Claude et al., 1978), eignet sich die 

Gefrierbruchelektronenmikroskopie gut als unterstützende Untersuchungsmethode. 

Korellationen zwischen gefrierbruchelektronenmikroskopischen- und TEER-Untersuchungen 

zur Analyse des TJ-Aufbaus in MDCK-II-Zellen sind literaturbekannt (Griepp et al., 1983).  

Die Untersuchung Occludins mit diesen beiden Methoden gibt Hinweise auf eine eher 

indirekte Einwirkung von Occludin auf den transzellulären Widerstand. So beweisen 

gefrierbruchelektronenmikroskopische Untersuchungen in TJ-freien HEK-293-Zellen, dass 

Occludin allein keine membranständigen TJ-Stränge ausbildet (eigene Arbeiten in 

Kooperation mit der AG Fromm, Charitè Berlin, Campus Benjamin-Franklin). Transfiziertes 

Claudin-1 hingegen bildet in allen untersuchten Proben derartige Stränge. Nicht unerwähnt 

sollte in diesem Zusammenhang bleiben, dass es in der Literatur Hinweise auf die Bildung 
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rudimentärer TJ-Stränge durch Monotransfektion von Occludin in TJ-lose L-Fibroblasten gibt 

(Furuse et al., 1998). Einen Hinweis auf das regulatorische Wirken von Occludin liefert 

weiterhin die gefrierbruchelektronenmikroskopische Untersuchung der Claudin-1-Stränge in 

HEK-293-Zellen nach Kotransfektion mit Occludin. Occludin
wt

 erhöht tendenziell die 

Strangdichte und reduziert damit die Maschenweite (Cording et al., 2013), während es als 

C76A-Mutante eine signifikante Reduktion der Maschenweite und Erhöhung der Dichte des 

Claudin-1-Strangnetzwerkes bewirkt. Die Kotransfektionen Claudin-1/Occludin
C82A

 und 

Claudin-1/Occludin
C216A

 bedingen im Vergleich mit Claudin-1/Occludin
wt

 kein verändertes 

Claudin-1-Strangnetzwerk.  

Arbeiten anderer zum Einfluss von Occludin auf die TJs ergeben einen positiven Effekt von 

Occludin auf die Dichtheit von Epithelzellen (McCarthy et al., 1996; Wong und Gumbiener 

1997; Yu et al., 2005). Diese Ergebnisse und die beobachtete Verdichtung der Claudin-1-

Stränge durch die Occludinmutante C76A in HEK-293-Zellen unterstützen unseren Befund, 

dass stabil FLAG-Occludin
C76A

-transfizierte MDCK-II-Zellen im Vergleich zu stabil FLAG-

Occludin
wt

-transfizierten Zellen einen deutlich erhöhten transzellulären Widerstand ausbilden. 

Die verwendeten MDCK-II-Zellen exprimieren endogen Claudin-1 und andere TJ-Proteine 

(Rahner et al., 2001), was eine regulatorische Funktion von Occludin auf Claudin-1 

ermöglicht. Die verstärkte Abdichtung wird indirekt durch Occludin bedingt, da es nach 

eigenen Untersuchungen allein zur Strangbildung nicht in der Lage ist. Aus den oben 

genannten Beobachtungen kann abgeleitet werden, dass Occludin und Claudin-1 direkt oder 

indirekt miteinander interagieren, wobei beide Proteine einen wechselseitigen Einfluss 

aufeinander ausüben: Durch die starke Anreicherung von Occludin
C76A

 ergeben sich durch 

Interaktion mit Claudin-1 verdichtete Claudin-1-Stränge. Die geschwächte 

Membranlokalisation der Occludin
C216A

-Mutante in HEK-293-Zellen kann jedoch durch 

Kotransfektion mit Claudin-1 ausgeglichen werden. Dies erklärt den fehlenden Phänotyp der 

FLAG-Occludin
C216A

/Claudin-1-Kotransfektion in der gefrierbruchelektronenmikroskopisch-

en Untersuchung von HEK-293-Zellen. Regulatorische Wechselbeziehungen zwischen 

Occludin und Claudin-1 werden vermutet, da Occludin sich verstärkend auf die homophile 

trans-Interaktion von sowohl Claudin-1 als auch Claudin-5 auswirkt und Kotransfektion von 

Claudin-1 mit Occludin die mobile Fraktion von Occludin herabsetzt (Cording et al., 2013). 

Wie für Claudin-1 gezeigt, könnten durch den Einfluss von Occludin verdichtete endogene 

Claudinstränge die starke Zunahme des TEER-Wertes nach Transfektion mit der 

Occludin
C76A

-Mutante in MDCK-II-Zellen verursachen. Entsprechend beschreiben andere 

Autoren Auswirkungen der Morphologie von TJ-Strängen auf die Barrierefunktion: 
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Kontinuität und P-face-Assoziation der TJ-stränge korrelieren positiv mit der 

Barriereintegrität (Wolburg et al., 1994; Liebner et al., 2000). 

Die nähere Untersuchung der Interaktion zwischen Claudin-1 und Occludin mittels FRET-

Technik ergibt eine deutliche heterologe cis-Interaktion beider Moleküle miteinander. Eine 

zusätzliche Vermittlung durch Bindung mit ZO-1, wie sie gelegentlich vermutet wird 

(Raleigh et al., 2011), kann nicht ausgeschlossen werden. Sie ist hier jedoch vernachlässigbar, 

da HEK-293-Zellen ZO-1 nur in Spuren exprimieren. Weiterhin spricht die Verwendung von 

C-terminal YFP-markiertem Claudin-1 bei den FRET-Messungen gegen die Beteiligung von 

ZO-1 bei der Occludin-Claudin-1-Assoziation. Das tag führt zur sterischen Inhibition der 

Bindung der PDZ-Domänen von ZO-1 an die C-terminal lokalisierte PDZ-Bindungsdomäne 

von Claudin-1 (Itoh et al., 1999). Eine Bindung zwischen beiden Proteinen ist so nicht 

möglich (Sasaki et al., 2003). Der Nachweis der direkten Assoziation zwischen Occludin und 

Claudin-1 wird durch Ergebnisse von Harris et al. (2010) bestätigt und ist Vorraussetzung für 

eine direkte Wirkung von Occludin auf Claudin-1. Die direkte Bindung der EZS2 von 

Occludin mit Claudin-1 wurde postuliert (Nusrat et al., 2005), während Kopräzipitation eines 

C-terminalen Bereichs von Occludin mit Claudin-1 bereits nachgewiesen werden konnte 

(Raleigh et al., 2011). Furuse und Mitarbeiter (1998) transfizierten Claudin-1 und Claudin-2 

in ZO-1 freie L-Fibroblasten, was in der Bildung von TJ-Netzwerken und Zellaggregationen 

resultierte. Bei Koexpression dieser Claudine mit Occludin detektierten sie sowohl Claudine 

als auch Occludin in diesen TJ-Strängen. Dies ist eine weitere Unterstützung der Annahme 

einer direkten Interaktion von Claudin-1 mit Occludin sowie der Beteiligung Occludins an der 

Ausbildung der Claudin-1-Stränge und damit an der Ausbildung der transzellulären Dichtheit.  

Neben der ausbleibenden Strangbildung von Occludin-monotransfizierten HEK-293-Zellen ist 

Occludin allein, im Gegensatz zu Claudin-1, nicht in der Lage, die Diffusion von Cellmask in 

den parazellulären Spalt zu verzögern. Dies spricht gegen eine abdichtende Funktion von 

Occludin. Es lässt sich schlussfolgern, dass Claudin-1 im Vergleich zu Occludin wesentlich 

fester in Strängen organisiert ist. Dieser Befund wird durch die im Vergleich zu Claudin-1 

deutlich erhöhte Mobilität von Occludin in der Plasmamembran unterlegt, die auch von 

anderen Autoren ermittelt wurde (Shen et al., 2008). Unterstützend dazu finden Cording et al. 

(2013), dass sich Kotransfektion von Claudin-1 mit Occludin in HEK-293-Zellen im 

Vergleich zu Occludin-monotransfizierten Zellen verringernd auf die Mobilität von Occludin 

auswirkt. 

Zusammenfassend belegen die eigenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum 

physiologischen Einfluss der Cysteinaustauschmutanten, dass sich die Alterationen von 
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Occludin auf das gesamte TJ-Ensemble auswirken. Occludin kann die Morphologie von TJ-

Strängen sowie die Dichtheit der TJs beeinflussen, trotzdem es allein nicht in der Lage ist TJ-

Stränge zu bilden. Andererseits wird Occludin auch von den Claudinen beeinflusst. Die 

Ergebnisse deuten daher auf eine regulatorische Funktion und weniger auf eine direkte 

Beteiligung von Occludin an der Barrierebildung hin. 

  

4.4 Regulation der Homodimerisierung von Occludin und seiner strukturgebenden 

Assoziation zu ZO-1 durch Caseinkinase2-gesteuerte Occludinphosphorylierung 

 

Es wird angenommen, dass Hypoxie Einfluss auf Signalkaskaden der Phosphorylierung 

nehmen kann. So verhindert z.B. Inhibition der MLCK die hypoxiebedingte Durchlässigkeit 

der Blut-Hirnschranke (Kuhlmann et al., 2007). Weiterhin wurde beobachtet, dass die ZO-1-

Phosphorylierung 3 h nach Hypoxiebeginn ihren Höhepunkt erreicht (Fischer et al., 2002). 

Der Zusammenhang zwischen Hypoxie und Phosphorylierung ist bisher nur unzureichend 

untersucht. Bekannt ist, dass die Caseinkinasen (CK) 1 und 2 Occludin phosphorylieren 

(Feldman et al., 2005). Sie sind typische Vertreter der Serin-/Threoninkinasen. Für die CK2 

ist eine direkte Aktivierbarkeit durch Hypoxie nachweisbar (Pluemsampant et al., 2008). Die 

vorliegende Arbeit stellt die Homodimerisierung und die Interaktion von Occludin mit ZO-1 

erstmalig unter Einfluss CK2-abhängiger Serin- und Threonin-Phosphoregulation dar.  

Für die CK2 publizierten Dörfel und Mitarbeiter (2013) ein Interaktionsmotif am 

cytosolischen C-terminalen Teil von Occludin kurz vor der coiled coil-Domäne. Das humane 

Motif hat die Sequenz 399-T-x-x-x-T-x-x-x-S-409 und wird von der CK2 phosphoryliert. Im 

Rahmen der Arbeit werden nun Mutanten untersucht, die diese Phosphorylierung blockieren 

(T400AT404AS408A; dreifach-A genannt) und imitieren (T400ET404ES408E; dreifach-E 

bzw. S408E).  

FRET-Experimente verdeutlichen, dass die Homooligomerisierung von Occludin durch 

Imitation der Phosphorylierung der Reste Threonin400, Threonin404 und Serin408 gestört 

wird. Für diesen Effekt ist allein die Phosphorylierungsimitation am Serin408 (human) 

ausreichend, da sich die FRET-Effizienz zwischen wt und TripE nicht von der FRET-

Effizienz zwischen wt und S408E unterscheidet. Unterstützung erfährt dieses Ergebnis durch 

pulldown-Experimente von Dörfel et al. (2013), in denen rekombinant erzeugte, GST-

fusionierte C-Termini von Occludin verwendet werden, um Occludin aus stabil FLAG-

Occludin
wt

-transfizierten HEK-293-Zellen zu präzipitieren. Die rekombinanten Proteine, 

welche Phosphorylierung imitieren (T400E/T404E/S408E), binden schlechter an Occludin als 
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jene, die Phosphorylierung unmöglich machen (T400A/T404A/S408A). Bezüglich der 

Homodimerisierung von Occludin hat die CK2-bedingte Phosphorylierung also eine 

hemmende Wirkung. Experimente von Raleigh et al. (2011) führen zu vergleichbaren 

Ergebnissen: Die Mobiliät von Occludin in Caco-2-Zellen wird durch CK2-Hemmung 

verringert. Die von ihnen erzeugten Mutanten T404A/S408A und S408A führen ebenfalls zu 

diesem Effekt. Begründet wird dieser Effekt in der Arbeit von Raleigh et al. damit, dass 

unphosphoryliertes Occludin an ZO-1 binden kann und Occludin somit in der Zellmembran 

verankert wird. Somit wird die Bindung zu verschiedenen strangintegrierten Claudinen 

ermöglicht, was zu Mobilitätsverminderung führt (Raleigh et al., 2011). Diese Annahme 

bestätigten die FRET-Untersuchungen in Bezug auf die Mutante T400A/T404A/S408A und 

ZO-1. Zwischen diesen beiden Proteinen ist, in Analogie zu Occludin
wt

 und ZO-1, mittels 

FRET-Messungen eine ungestörte Assoziation detektierbar. Ebenfalls im Einklang mit den 

Ergebnissen von Raleigh et al. (2011) sind die bei uns durchgeführten FRET-

Untersuchungen, die zeigen, dass die S408E-Mutante nicht mehr mit ZO-1 assoziiert. 

Allerdings bindet die dreifach-E-Mutante im Vergleich mit dem wt unverändert an ZO-1 und 

wird somit in die TJ integriert. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass dreifach 

phosphoryliertes Occludin, anders als einfach phosphoryliertes Occludin, unlöslich in Triton-

X-100 ist (Dörfel et al., 2013). TJ-integrierte Proteine sind unlöslich in nichtionischen 

Detergenzien, wie z.B. Triton-X-100 (Andreeva et al., 2001). Eine Studie von Tash und 

Mitarbeitern (2012) engt den mit ZO-1 interagierenden Bereich humanen Occludins auf die 

AS 468-475 ein. Demnach hätte die CK2-induzierte Phosphorylierung einen eher indirekten, 

regulatorischen Effekt auf die Interaktion, wobei die Phosphorylierung vielleicht zur 

Konformationsänderung des Bindungsareals führt. Eine andere Arbeit beschreibt Occludins 

AS 406-488 als den primär mit ZO-1 interagierenden Bereich (Müller et al., 2005). Da 

Occludin über diesen Bereich dimerisiert (Nusrat et al., 2000; Li et al., 2005; Müller et al. 

2005; Walter et al., 2009), ist eine CK2-abhängige Regulation dieser Dimerisierung oder eine 

Interaktion vielleicht nur des Dimers mit anderen TJ-Proteinen denkbar (Dörfel et al., 2013). 

Insgesamt wird Occludin durch Phosphorylierung des Phosphorylierungsclusters reguliert. 

Eine Phosphoregulation von Occludin wird auch von anderen Autoren für andere 

Proteinkinasen gefunden (Antonetti et al., 1999; Rao et al., 2009). Die Phosphorylierung der 

o.g. Reste reduziert Occludins Homooligomerisierung und Interaktion zu ZO-1. ZO-1 ist ein 

wichtiges Gerüstprotein, welches verschiedene TJ-Proteine miteinander verbindet und die TJs 

am Cytoskelett verankert (Hartsock et al., 2008). Da die Bindung zwischen Occludin und ZO-

1 somit wichtig für die TJ-Architektur und -Regulation ist (Furuse et al., 1994; Umeda et al., 



4. Diskussion 

___________________________________________________________________________ 

101 

 

2006; VanItallie et al., 2009), kann die CK2-abhängige Phosphorylierung von Occludin als 

grundlegender Regulationsmechanismus für die Struktur und Funktion der TJs betrachtet 

werden. Untersuchungen des Einflusses der CK2-regulierten Homooligomerisierung von 

Occludin auf funktionelle Parameter wären hilfreich, die Bedeutung der 

Occludinphosphorylierung für die TJs besser verstehen zu können. 

 

4.5 Eigenschaften der Occludinmutante Y220A  

 

Die in Kap. 4.1 diskutierten Ergebnisse weisen auf die Bedeutsamkeit der EZS2 für die 

Bindungsfähigkeit von Occludin hin. Mit dem Tyrosin220 untersuchen wir einen weiteren 

hochkonservierten Aminosäurerest dieses Bereiches auf seine Bindungseigenschaften. Das 

Tyrosin wird von der Bindungsstruktur der EZS2 exponiert. Es ist im erarbeiteten 

molekularen Modell der EZS2 von außen erreichbar. Yaffe et al. (2012) postulieren ebenfalls 

mögliche Interaktionen durch extrazellulär exponierte Tyrosinreste. In der vorliegenden 

Arbeit werden die Auswirkungen des Y220A Austausches insbesondere auf Oligomerisierung 

und Membranlokalisation unter Normoxie und Hypoxie betrachtet. 

Bezüglich Membranlokalisation, cis-Interaktion, Membranmobilität und des Dimeranteils 

unter Normoxie lässt sich kein Effekt der Mutante im Vergleich zum wt feststellen. Einzig die 

trans-Interaktion wird durch den Austausch des Tyrosins reduziert. Dies ist durch die 

Lokalisation dieses Aminosäurerestes innerhalb des EZS2-Modells erklärbar, da die trans-

Interaktion maßgeblich durch Assoziation der extrazellulären Bereiche zustande kommt. Dies 

wurde für JAM-A und Claudin-5 bereits gezeigt (Prota et al., 2003; Piontek et al., 2008). 

Bei Untersuchung der Y220A-Mutante fällt auf, dass eine Reaktion auf hypoxische 

Bedingungen, wie sie für den Occludin
wt

 auftritt, bei Messung der Membranlokalisation und 

bei der Untersuchung der trans- und cis-Interaktionen nicht mehr detektierbar ist. Die 

Mutante übt also unter Hypoxie auf die gemessenen Parameter einen protektiven Effekt auf 

Occludin aus. Dies deutet darauf hin, dass Tyrosin220 nicht nur hydrophobe Interaktionen 

bedingt, sondern auch anderweitig reguliert wird. Wie beim wt ist auch bei der Mutante unter 

Hypoxie eine verstärkte Dimerbildung feststellbar. Diese vermehrte Dimerisierung wird durch 

die Ergebnisse der trans-Interaktion widergespiegelt. Hypoxie fördert die Bildung von trans-

Interaktionen.  

Als Ursache der Schutzfunktion der Y220A-Mutation für Occludin unter Hypoxie könnte 

Tyrosinnitrifizierung in Betracht kommen. Diese Modifikation ist im Gegensatz zur 

Phosphorylierung extrazellulär möglich (Vliet et al., 1995; Yeo et al., 2008) und tritt vermehrt 
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bei oxidativem Stress auf (Gow et al., 1996). Die Bestimmung von Nitrotyrosin wird auch als 

Marker für oxidativen Stress eingesetzt (Chen et al., 2010). Die Tyrosinnitrifizierung ist ein 

selektiver Prozess, der von Faktoren wie dem pH-Wert, Kompetition und sterischen 

Behinderungen abhängig ist (Souza et al., 1999). Nitrifizierung verändert grundlegende 

Eigenschaften eines Tyrosinrestes, wie z.B. den pK(a)-Wert der Phenolgruppe, das 

Redoxpotential, die Hydrophobizität und das Volumen (Radi et al., 2013). Aus der Literatur 

ist bekannt, dass bereits einzelne Nitrotyrosine zu radikalen Änderungen in der Struktur und 

Funktion von Proteinen führen können (Yeo et al., 2008). Es ist z.B. bekannt, dass sich 

Tyrosinmodifikationen im Rahmen der Proteinoligomerisierung negativ regulierend 

auswirken, also meist zum Zerfall von Oligomeren führen. Dadurch sind sie mit 

verschiedenen pathologischen Bedingungen verbunden (Yeo et al., 2008). So wurde z.B. 3-

Nitrittyrosin in zahlreichen menschlichen und tierischen Krankheitsmodellen identifiziert. Die 

fehlende hypoxiebedingte Reaktion von Occludin bei der Y220A-Mutante könnte evtl. auf 

eine Nitrifizierung des Tyrosins220 in Occludin unter Hypoxie hinweisen und spricht für eine 

regulatorische Rolle dieses Restes. Nach Substitution des Tyrosins wäre eine Nitrifizierung 

unmöglich, wodurch die o.g. negative Regulation der Nitrifizierung blockiert würde.  

Tyrosinnitrifizierung der Proteinphosphatase PP2A wird mit dem Anstieg der Aktivität dieser 

Phosphatase in Verbindung gebracht (Wu und Wilson, 2008), der sich direkt auf eine 

verstärkte Dephosphorylierung von Occludin auswirkt (Nunbhakdi-Craig et al., 2002). Diese 

Dephosphorylierung korelliert mit der Relokalisation von Occludin ins Cytosol.  

Erforschung der EZS2 und einer eventuellen Nitrifizierung ist notwendig. Da 

Tyrosinnitrifizierung als Indikator für oxidativen Stress angesehen werden kann (Gow et al., 

1996), würde der Nachweis einer Nitrifizierung die Rolle Occludins als Sensor für veränderte 

Redoxbedingungen weiter spezifizieren. Zur weiterführenden Untersuchung dieses Restes 

bezüglich seiner Nitrifizierbarkeit wären massenspektrometrische Analysen hilfreich. 

 

4.6 Dichtheitsmessungen mittels Cellmask-Diffusionsassay an occludintransfizierten 

HEK-293-Zellen 

 

Es ist bekannt, dass in unpolare Zellen transfizierte Claudine TJ-Stränge bilden können 

(Furuse et al., 1998 und Piontek et al., 2008). Diese Stränge entsprechen jedoch nicht dem 

kontinuierlichen gürtelförmigen Phänotyp der TJ-Stränge in endogen TJ-exprimierenden Epi- 

oder Endothelzellen. Sowohl die Länge der Stränge als auch ihr Verzweigungsgrad erreichen 

nicht die Ausmaße, wie sie in endogen TJ-exprimierenden Zellen zu finden sind. Die Ursache 
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dafür liegt wahrscheinlich in der fehlenden Expression weiterer TJ-Proteine, die die 

Strangorganisation regulieren. An dieser Stelle sei auf die regulatorischen 

Wechselbeziehungen zwischen Occludin und Claudinen verwiesen (Kap. 4.3; Cording et al., 

2013). Es ist in diesen Zellsystemen nicht möglich, die durch transfizierte 

Transmembranproteine der TJs gebildete Dichte eines Zellmonolayers durch konventionelle 

Transwellsysteme zu bestimmen, da sich stabile Widerstände nicht ausbilden. Piontek und 

Mitarbeiter stellten 2011 mit dem Cellmask-Diffusionsassay eine neue Methode vor, 

Barrierefunktionen von einzeln transfizierten TJ-Proteinen und dadurch molekular definierten 

TJ-Strängen zu bestimmen.  

In meinen Untersuchungen weist Occludin im Vergleich zu Claudin-1 eine deutlich schnellere 

und stärkere Cellmask-Kontaktfärbung auf. Grund dafür ist die intensivere Abdichtung des 

parazellulären Spaltes gegen Cellmask durch Claudin-1 im Vergleich zu Occludin. Der 

Farbstoff kann in besser abdichtende Zell-Zellkontakte erst später diffundieren. Diese 

Diffusionsbarriere kommt durch stärkere und dichter organisierte homophile trans-

Interaktionen von Claudin-1 zustande (Cording et al., 2013). Es lässt sich schlussfolgern, dass 

Claudin-1 im Vergleich zu Occludin fester in Stränge eingebunden ist. Diese 

Schlussfolgerung wird durch die sehr viel geringere Mobilität von Claudin-1 im Vergleich zu 

Occludin in der Plasmamembran (Shen et al., 2008) an Zell-Zellkontakten und die fehlende 

Strangbildung durch Occludin gestützt. Occludin scheint also indirekt über Claudin-1 in die 

Regulation des transzellulären Widerstandes einzugreifen (siehe Kap. 4.3), wie es von 

anderen Autoren vermutet wird (Yu et al., 2005). 

Die stärkere Cellmaskfärbung von Zellkontakten mit angereichertem Occludin lässt sich 

durch eine veränderte Membranstruktur nach Überexpression von Occludin erklären, die mehr 

Durchlässigkeit gegenüber dem Membranfarbstoff besitzt. Experimente die von unserer 

Gruppe durchgeführt wurden, führten zum Verschwinden der Cellmaskfärbung nach 

Extraktion von Cholesterol mittels Methyl-ß-cyclodextrin. Cellmask scheint cholesterolreiche 

Zellmembranen besonders effizient zu färben. Occludin ist ein Bestandteil von 

detergenzresistenten, cholesterolreichen Membranmikrodomänen in der Plasmamembran 

(Nusrat et al., 2000; Lambert et al., 2005). Weiterhin sind die Phosphorylierung Occludins 

sowie seine Lokalisation in der Plasmamembran cholesterolbegünstigt (Lynch et al., 2007). 

Das Auftreten von Occludin scheint demnach mit Cholesterol korelliert zu sein. Dies erklärt 

die effiziente Anfärbung der occludinangereicherten Zell-Zellkontakte und spricht gegen eine 

direkte Barrierebildung durch Occludin.  
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Andere Studien unterstützen einen Zusammenhang zwischen Cholesterol und 

Occludinanreicherung und weisen auf die Wichtigkeit von cholesterolreichen 

Membrandomänen für die TJ-Funktion hin. Beispielsweise führt Cholesterolunterdrückung in 

MDCK-II-Zellen zu abgesenkten TEER-Werten, hat aber keinen Effekt in MDCK-II-Zellen 

mit Occludin knockdown (Yu et al., 2005). Koimmunopräzipitation zeigt eine Interaktion von 

Occludin mit dem cholesterolbindenden Protein Caveolin-1 (Nusrat et al., 2000; Lynch et al., 

2007). Die Inkubation mit 10mM Methyl-ß-cyclodextrin für 2 h auf der apikalen und basalen 

Zellseite von MDCK-II-Zellen (Casas et al., 2010) führt zu 80%-iger Reduktion von 

Cholesterol, zum Einbruch der TEER-Werte und zu 30%-iger Reduktion von Occludin in der 

Zelle. Claudine sind weitaus weniger betroffen (Casas et al., 2010). Vernachlässigbar geringe 

Veränderungen ergeben sich bei Aktin, GP-135 (MDCK-Zell-Membranglycoprotein) und 

Caveolin-1 (Casas et al., 2010). Es bleibt in diesen Untersuchungen jedoch unklar, ob 

Occludin eine aktive oder passive Rolle bei der Organisation dieser Mikrodomäne spielt. 

Während der normale turnover des membranständigen Occludins durch intrazelluläre 

Proteolyse und Neusynthese realisiert wird, gibt es Hinweise darauf, dass die Relokalisation 

ins Cytosol in cholesterolunterdrückten Zellen durch direkte Freisetzung von Occludin als 

Bestandteil membrangebundener Partikel nach außen geschieht. Occludin und zwei seiner 

Degradationsprodukte steigen im basolateralen Medium nach Inkubation mit Methyl-ß-

cyclodextrin für 30 min stark an (Casas et al., 2010).  

Zusammenfassend stützen unsere Ergebnisse frühere Untersuchungsergebnisse, dass Claudin-

1 fester als Occludin in TJ-Strängen organisiert ist und Occludin seine Barriereigenschaften 

indirekt beeinflusst.  

 

4.7 Heterologe cysteinbedingte Interaktion von Occludin mit MarvelD3 

 

Abschließend liefern die Ergebnisse erstmals molekulare Belege für die Cysteinabhängigkeit 

der von Anderen beschriebenen Assoziation zwischen Occludin und MarvelD3 (Raleigh et 

al., 2010). Den geringsten Einfluss auf die beschriebene Interaktion hat der Austausch des 

Cysteins82 der humanen Sequenz gegen Alanin. Dieser transmembranale Aminosäurerest 

scheint maßgeblich für die Homodimerisierung von Occludin von Bedeutung zu sein, nicht 

hingegen für seine heterologe Interaktion mit Claudin-1 oder MarvelD3. Bei den 

Occludinmutanten C76A, C148A (TMD1 und -2) und C216A (EZS2) ist nahezu keine FRET-

Effizienz mit MarvelD3
wt

 mehr detektierbar. Die Cysteine dieser Positionen sind somit direkt 

oder indirekt an der Interaktion mit MarvelD3 beteiligt. Im Fall der Mutante C216A könnte 



4. Diskussion 

___________________________________________________________________________ 

105 

 

die stark reduzierte heterologe cis-Interaktion jedoch auch auf der verminderten 

Membranständigkeit dieser Mutante in HEK-293-Zellen beruhen. Durch die 

mutationsbedingte Lokalisationsänderung von Occludin in der Zelle ist die Verfügbarkeit des 

sehr homogen membranverteilten MarvelD3 für diese Mutante deutlich reduziert.  

Ob die durch die Mutanten veränderten Interaktionen zwischen Occludin und MarvelD3 auf 

polaren Wechselwirkungen beruhen, welche die Cysteine eingehen können, auf 

Wasserstoffbrücken basieren oder das Resultat von redoxabhängigen Disulfidbrücken sind, 

kann nicht abschließend geklärt werden. Die Ergebnisse stellen jedoch einen Ansatzpunkt für 

weitere Untersuchungen, wie z.B. die Analyse von Cystein zu Serin-Mutanten oder Western 

Blot Untersuchungen mit und ohne DTT dar. Auch massenspektrometrische Untersuchungen 

mit und ohne DTT könnten Disulfidbrücken direkt bestätigen oder ausschließen. Alaninscans 

in Claudinen und den weiteren TAMPs wären hilfreich, Interaktionsdomänen der 

Claudin/Claudin, TAMP/TAMP und Claudin/TAMP Assoziation zu identifizieren. 
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5. Zusammenfassung 

 

TJs sind Multiproteinkomplexe, die die parazelluläre Permeation hydrophiler Substanzen über 

Endo- und Epithelien regulieren. Sie determinieren die Zellpolarität und sind an zahlreichen 

physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. Die Rolle des TJ-Markerproteins 

Occludin ist unklar.  

Die Arbeit analysiert insbesondere die Interaktionseigenschaften von Occludin nach 

systematischem Alaninscan hochkonservierter Cysteine. Weiterhin wurde die Regulation 

dieser Eigenschaften sowohl durch Hypoxie und Reduktantien als auch durch 

Phosphorylierung untersucht. Ein zusätzlicher Aspekt ist die Analyse der Auswirkungen der 

Cysteinsubstitutionen auf funktionelle Parameter (Dichtheit, Diffusibilität) und die 

Strangmorphologie.  

Die Untersuchungen ergaben, dass die EZS2 von Occludin eine cysteinabhängige und somit 

redoxsensitive Oligomerisierungsdomäne darstellt. Die Ausbildung einer abgeschirmten, 

intramolekularen Disulfidbrücke zwischen beiden EZS2-lokalisierten Cysteinen (Cystein216 

und -237) bedingt eine aus zwei ß-Strängen und einer α-Helix bestehende Struktur. Diese 

bestimmt die trans- und cis-Interaktionen sowie die Membranlokalisation und -mobilität von 

Occludin und geht unter reduzierenden Bedingungen (Hypoxie, DTT) verloren. Die 

Disulfidbrücke kann als Ursache der Redoxsensitivität von Occludin angesehen werden. Die 

Gesamtheit der Resultate bezüglich der EZS2 führte zur Konstruktion eines ersten 

molekularen Modells. 

Das Cystein82 (TMD1) wurde als Bestandteil einer weiteren Interaktionsfläche von Occludin, 

innerhalb der Zellmembran, identifiziert. Diese Interaktion ist jedoch nicht redoxsensitiv, 

sondern beruht möglicherweise auf intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen mit 

benachbarten Resten. Der Austausch von Cystein82 wirkt sich nur auf die homologen cis-

Interaktionen, nicht aber auf die homologen trans-Interaktionen aus. 

Die Cysteine76 (TMD1) und -148 (TMD2) verstärken die trans-Interaktion von Occludin, 

sind aber nicht redoxsensitiv. Die starke Zunahme der trans-Interaktion nach Austausch 

gegen Alanin scheint Ergebnis einer durch die Mutationen wegfallenden räumlichen 

Behinderung zu sein. 

Es konnte belegt werden, dass sich reduzierende Bedingungen direkt auf bereits 

membranständiges Occludin auswirken. Durch den Verlust der Disulfidbrücke verändert sich 

die EZS2-Struktur, was zur Internalisierung von Occludin führt. Dieses Resultat unterstreicht 

das Konzept von Occludin als Redoxsensor.  
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Untersuchungen mittels FRET ergeben eine Interaktion zwischen Occludin und Claudin-1. 

Weiterhin ist ein deutlich verstärkender Einfluss der Occludin
C76A

 Mutante, auf die 

Strangdichte und -länge von Claudin-1 in HEK-Zellen und den transzellulären Widerstand 

von MDCK-II-Zellen nachweisbar. 

FRET-Messungen zwischen ZO-1 und Occludinmutanten, die CK2-Phosphorylierung 

imitieren bzw. inhibieren, zeigten reduzierte Heterooligomerisierung durch Imitation der 

CK2-Phosphorylierung. Auch die Homooligomerisierung von Occludin ist CK2-beeinflusst. 

Das heißt, CK2-bedingte Phosphorylierung beeinträchtigt die TJ-Ausbildung. 

Die Mutante Y220A (Bestandteil der EZS2-Tertiärstruktur) vermindert die homophile trans-

Interaktion sowie deren Redoxsensitivität unter Hypoxie.  

Die Cysteine76, -82 und -216 von Occludin beeinflussen dessen Interaktion mit MarvelD3. 

Für Cystein82 konnte ein Einfluss auf die heterologe Interaktion von Occludin mit Claudin-1 

ausgeschlossen werden.  

Insgesamt trägt die Analyse cysteinbasierter Interaktionen durch Identifikation heterologer 

und homologer Interaktionsbereiche dazu bei die molekulare und regulatorische Organisation 

von TJs besser zu verstehen. 
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6 Summary 

 

TJs are multiprotein complexes regulating the epi-/endothelial permeation of hydrophilic 

substances. They determine cell polarity and play a central role in lots of physiologic and 

pathologic processes. The role of occludin, a marker protein of TJs, is unclear. 

Particularly, interaction properties of occludin were studied by systematic alanine scan of 

highly conserved cysteine residues. Furthermore, regulation of these properties by hypoxia/ 

and/or reductants as well as phosphorylation were analyzed. An additional aspect is the 

investigation of the impact of the cysteine substitution on functional parameters (i.e. 

tightness) and strand morphology. 

The results show, that the ECL2 of occludin is a cysteine-dependent and thus redox-sensitive 

oligomerization domain. Formation of a shielded intramolecular disulfide bridge between the 

ECL2 localized cysteines216 and -237 causes a tertiary structure, consisting of two ß-strands 

and an α-helix. This structure determines the cis- and trans-interactions as well as membrane 

localization and mobility at cell cell-contacts and gets lost under reducing conditions (i.e., 

hypoxia, DTT). This disulfide bridge is thought to base the redox sensitivity of occludin. The 

ECL2-related results led to the construction of the first molecular model of this loop. 

Cysteine82 (TMD1) is part of another interaction face of occludin within the cell membrane. 

The interaction based on this residue is not redox sensitive but probably based on 

intermolecular hydrogen bonds with neighboured residues. The only impact of cysteine82-

substitution was the reduction of homologous cis-interactions. Trans-interactions were 

unaffected. 

Cysteines76 (TMD1) and -148 (TMD2) enhance homologous trans-interactions, but are not 

redox sensitive. The strong increment of the trans-interactions after substitution of cysteine by 

alanine seems to be the result of a mutation-based abolition of a spatial hinderence.  

It could be prooven, that reducing conditions influence membrane incorporated occludin. The 

ECL-2 structure changes by the loss of the disulfide bridge, which leads to the internalization 

of occludin. This result emphasizes the concept of occludin as redox sensor. 

FRET-investigations show an interaction between occludin and claudin-1. The occludin C76A 

mutant increases the claudin-1-based strand-density and -length in HEK-cells and the TEER 

in MDCK-II-cells.  

Associations between ZO-1 and occludin mutants, imitating or inhibiting CK2-

phosphorylation measured by FRET, show reduced heterooligomerization and 
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homooligomerization of occludin due to imitation of CK2-phosphorylation. This means, 

phosphorylation by CK2 modulates TJs. 

The mutant Y220A (part of the ECL2 tertiary structure) reduces homophilic trans-interactions 

and their redox sensitivity under hypoxia. 

Occludins cysteines76, -82 and -216 influence the interaction with marvelD3. For cysteine82, 

an influence on the interaction between occludin and claudin-1 could be excluded. 

In conclusion, the analysis of cysteine-based interactions leads to a better understanding of the 

molecular and regulatory organization of TJs by identification of heterologous and 

homologous interaction sites.  
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Abb. A1: Sequenzalignement von Occludin zwischen verschiedenen Arten. 


