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1. Einleitung

1.1. Vorkommen und Funktion von Epithelien

Epithelien sind spezialisierte Zellverbdnde, die die Grenzfldche zwischen der Auflenwelt und
dem Interstitium des Korpers bilden. Sie sind Teil der Haut und der Auskleidung von Korper-
hohlen wie dem Gastrointestinaltrakt, der Lunge, dem Urogenitaltrakt und exokriner Driisen.
Eine Sonderform stellt das Endothel dar: Es kleidet die Blutgefdsse aus und grenzt somit zwei
Bereiche innerhalb des Korpers voneinander ab. Epithelien bilden an diesen Grenzfldchen ei-
ne Barriere und erhalten so ein spezifisches Stoffmilieu eines Organs beziehungsweise des
Organismus. Dariiber hinaus schiitzen sie den Organismus so vor Mikroorganismen und toxi-
schen Substanzen. Eine zweite wesentliche Funktion von Epithelien ist der Stofftransport: Je
nach Organsystem besitzen sie mehr oder weniger passive Durchlissigkeit und leisten aktiven
Stofftransport.

Transepithelialer Transport kann parazelluldr, also zwischen den Zellen, oder transzellulér,
also durch eine Zelle hindurch, stattfinden. Das Verhéltnis dieser beiden Transportarten unter-
scheidet dichte, mitteldichte und lecke Epithelien. Dichte Epithelien weisen kaum parazellulé-
ren Stofftransport auf. Sie dienen vor allem als Barriere. Dichte Epithelien finden sich bei-
spielsweise in der Harnblase und der Epidermis. Der Transport durch mitteldichte Epithelien
erfolgt ebenfalls vorwiegend transzellulér, ist jedoch in hoherem Mafle auch parazellulér
moglich. Sie befinden sich beispielsweise in den distalen Tubuli und Sammelrohren der Niere
und in den Auskleidungen von Kolon und Rektum. Im Gegensatz hierzu erfolgt ein erhebli-
cher Teil des Transportes durch lecke Epithelien parazelluldr. Diese sind beispielsweise in den
proximalen Tubuli der Niere, im Diinndarm und in den Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke
lokalisiert.

Die Verbindung der Epithelzellen miteinander erfolgt durch Haftverbindungen (Zonulae ad-
haerentes, Desmosomen), kommunizierende Verbindungen (Gap Junctions) oder Schlussleis-
ten (Zonulae occludentes, Tight Junctions). Desmosomen sichern den mechanischen Zusam-
menhalt benachbarter Zellen. Gap Junctions stellen eine Verbindung zwischen dem Zytosol
benachbarter Zellen her, woriiber Molekiile bis 1000 Da ausgetauscht werden konnen. Tight
Junctions schaffen ebenfalls eine mechanische Verbindung benachbarter Epithelzellen. Dar-

iiber hinaus begrenzen sie selektiv den parazelluldren Transport.



1.2. Struktur und Funktion der Tight Junction

Tight Junctions verbinden benachbarte Epithelzellen. Betrachtet man Epithelien durch ein E-
lektronenmikroskop, so erscheinen Tight Junctions als Zellen umgiirtende Netzwerke von
Fibrillen (Stahelin et al., 1973). In Ultra-Diinnschnitten erkennt man sie als aneinander gereih-
te Fusionspunkte der dueren Blatter der Membranen benachbarter Zellen. An diesen Fusi-
onspunkten (“kissing points”) ist der Interzelluldrraum vollstandig verschlossen (Gonzalez-
Mariscal et al., 2001).

Tight Junctions regeln den parazelluldren Transport ionen- und groBBenselektiv (Tsukita et al.,
2001, Gumbiner et al., 1993, Reuss et al., 1992). Sie haben dariiber hinaus eine sogenannte
“fence”-Funktion: Sie sind apikal an der lateralen Zellmembran lokalisiert und bilden dort
eine Barriere, die verhindert, dass Membranproteine wie beispielsweise Transportproteine
vom basolateralen in den apikalen Membrananteil diffundieren kdnnen und umgekehrt. Auf
diese Weise halten sie die Polaritdt der Zelle aufrecht und ermoglichen gerichtete transzellula-
re Transportprozesse (Tsukita et al., 2001, Schneeberger et al., 1992, Gumbiner et al., 1993).
Zusammenfassend ermoglichen Tight Junctions also einen selektiven para- und transzelluli-
ren Stofftransport.

Verschiedene Membranproteine bilden das primire strukturelle Korrelat der Tight Junctions:

Occludin, Tricellulin und die Familie der Claudine.

Claudin Occludin Tricellulin

extracellular
space

cytoplasm N

N
Abb. 1: Schematische Darstellung von Claudin, Occludin und Tricellulin (nach Ikenouchi et

al., 2005).
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Occludin wurde als erstes integrales Membranprotein in Tight Junctions beschrieben (Furuse
et al., 1993; Ando-Akatsuka et al., 1996). Es besitzt vier Transmembrandoménen, eine lange
zytoplasmatische Doméne am Carboxyl-Terminus und eine kurze am Amino-Terminus (Tsu-
kita et al., 2001). Eine Reihe von Splicevarianten des Proteins bis zu einer GroBe von 65 kDa
wurden beschrieben (Gu et al., 2008), Uberexpression von Occludin in MDCK Zellen fiihrt zu
einer Zunahme der Tight Junction Stringe und des transepithelialen Widerstandes (McCarthy
et al., 1996). Expression am COOH-Terminus gekiirzter Proteine resultiert in groBerer para-
zelluldrer Durchlassigkeit (Balda et al., 1996; Chen et al., 1997). Andererseits bilden Occlu-
din-defiziente Knock-Out-Méuse normale Tight Junctions aus (Saitou et al., 2000). Da die
morphologischen und sekretorischen Eigenschaften der Magenzellen dieser Mause deutliche
Verdnderungen aufweisen, konnte Occludin auch fiir die Differenzierung von Epithelzellen
wichtig sein (Schulzke et al., 2005).

Bisher sind zwei weitere Typen von Tight Junction-Membranproteinen bekannt: Tricellulin
und die Familie der Claudine. Tricellulin ist in trizelluldren Kontakten von Epithelzellen loka-
lisiert und bestimmt die parazelluldre Permeabilitit von Makromolekiilen (Ikenouchi et al.,
2005, Krug et al., 2009). Die groBBte Familie von Tight Junction-Proteinen stellen die Claudine

dar.

1.3. Struktur, Vorkommen und Funktion der Claudine

Claudine wurden 1998 als Tight Junction-Proteine identifiziert. Sie weisen keine strukturelle
Ahnlichkeit mit Occludin auf (Furuse et al., 1998a). Thr Name leitet sich vom lateinischen
“claudere” (verschlieen) ab. Bisher sind 24 Familienmitglieder bekannt (Tsukita et al.,
2001). Sie besitzen eine Grofle von 22-36 kDa, haben vier Transmembrandoménen und zwei
extrazelluldre Loops, deren erster deutlich lénger ist als der zweite (Gonzalez-Mariscal et al.,
2003). Exprimiert man Claudin-1, -2, -3, -5 oder -11 in Mausfibroblasten, so bilden sie Tight
Junction-Stringe aus (Furuse et al., 1998b). Die Form der ausgebildeten Stringe unterscheidet
sich dabei Claudin-spezifisch. Wihrend Claudin-1 und -3 kontinuierliche, glatte Intra-
membranstrange auf der Protoplasmaseite bilden, entstehen nach Transfektion mit Claudin-2-
und -5-cDNA diskontinuierliche Ketten der Proteine auf der exoplasmatischen Seite (Morita
et al., 1999). Die Bildung dieser Strange legt eine wesentliche Rolle der Claudine bei der Bil-
dung von Tight Junctions nahe (Gonzalez-Mariscal et al., 2003).



Verschiedene Claudine im gleichen Tight Junction-Strang kdnnen miteinander interagieren
(Morita et al., 1999). Die Expressionsmuster von Claudinen unterscheiden sich in verschiede-
nen Geweben stark voneinander. Spezifische Interaktionsmuster einzelner Claudine lassen
sich bestimmten funktionellen Eigenschaften zuordnen (Furuse et al., 1999).

Entsprechend hat die unterschiedliche Verteilung von Claudinen in verschiedenen Abschnit-
ten eines Nephrons unterschiedliche Eigenschaften der Epithelien zur Folge (Reyes et al.,
2002). Eine verdnderte Claudinzusammensetzung kann in krankhaften Veridnderungen der
Barriereeigenschaften des Epithels resultieren. Dies konnte z. B. sehr detailliert fiir Claudin-
16 gezeigt werden: Mutationen im Claudin-16-Gen fiihren zu Familidrer Hypomagnesidmie
mit Hypercalcurie und Nephrocalcinose aufgrund einer mangelnden Resorption von Mg®" im
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (Kausalya et al., 2006). Bedingt werden die
Claudin-vermittelten Permeabilitdtseigenschaften durch geladene Aminoséuren ihrer extrazel-
luldren Loops (Colegio et al., 2002; Colegio et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden

die Eigenschaften von Claudin-1, -2 und -5 untersucht.

1.3.1. Claudin-1 bildet dichte Barrieren
Claudin-1 wird vor allem in dichten Epithelverbénden exprimiert. So findet es sich in der Nie-
re beispielsweise im Sammelrohr, kaum jedoch im sehr durchldssigen proximalen Tubulus
(Reyes et al., 2002). Wichtig ist es zudem fiir die Barrierefunktion der Epidermis (Tebbe et
al., 2002): Homozygote Claudin-1-Knock-Out-Méuse sterben rasch durch massiven epider-

malen Wasserverlust. Heterozygote Méause iiberleben (Furuse et al., 2002).

1.3.2. Claudin-2 bildet kationenselektive Poren

Claudin-2 kommt in lecken Epithelien wie beispielsweise dem proximalen Tubulus der Niere
vor, nicht dagegen in dichten Epithelien wie dem Sammelrohr (Reyes et al., 2002). Es tridgt im
Epithel des Plexus choroideus zur Bildung der Blut-Hirn-Schranke bei (Wolburg et al., 2001).
Dariiber hinaus kommt es in vielen anderen Organen wie der Bowman Kapsel, dem deszen-
dierenden Teil der Henle Schleife, Darm, Pankreasgéingen, Lunge und Leber vor (Kiushi-
Saishin et al., 2002, Rahner et al., 2001, Enck et al., 2001, Morita et al., 1999, Heiskala et al.,
2001).

Claudin-2 bildet parazellulédre, kationenspezifische Poren (Amasheh et al., 2002). Der hohe
transepitheliale Widerstand von MDCK I und MDCK-C7 Zellen sinkt deshalb nach Transfek-
tion mit Claudin-2-cDNA deutlich ab, das Epithel wird durchléssiger (Furuse et al., 2001).



1.3.3. Eigenschaften von Claudin-5
Claudin-5 bildet Tight Junction-Stringe in Endothelzellen (Morita et al., 1999, Kiuchi-Saishin
et al., 2002). So ist es auch an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke (Nitta et al., 2003) und der
Blut-Hoden-Schranke (Kamimura et al., 2002) beteiligt. Dartiber hinaus wird es in einer Rei-
he anderer Zelllinien exprimiert, beispielsweise in Pankreas-Azinus-Zellen, HT-29/B6-Zellen,
Schwann-Zellen, alveoldren Epithelzellen und widhrend der Embryonalentwicklung im Pig-
mentepithel von Hiithnern (Rahner et al., 2001, Amasheh et al., 2005, Poliak et al., 2002,
Wang et al., 2003, Kojima et al., 2002). Claudin-5 hat in verschiedenen Geweben eine unter-
schiedliche Wirkung auf die Durchldssigkeit des Epithels: Die Expression kann in Abhéngig-
keit zur vorbestehenden Leitfahigkeit eines Zellverbandes den transepithelialen Widerstand zu

erhohen oder diesbeziiglich ohne Wirkung bleiben.

1.3.4. Claudin-5-assoziierte Erkrankungen: Das velo-cardio-faziale Syndrom.
Mit verdnderter Expression von Claudin-5 sind verschiedene Krankheiten verbunden. Am
besten untersucht ist bisher der Zusammenhang zwischen dem Fehlen von Claudin-5 und dem
velo-cardio-fazialen Syndrom. Claudin-5 wird deshalb auch als transmembraneprotein deleted
in velo-cardio-facial syndrome (TMVCF) bezeichnet (Morita et al., 1999). Die fiir Claudin-5
codierende Gensequenz befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 22 (22q11). Eine
Mikrodeletion dort fiihrt zum velo-cardio-fazialen Syndrom (Shprintzen, 2008, Sirotkin,
1997). Dies ist eines der hdufigsten Syndrome multipler Anomalien beim Menschen. Die hau-
figsten phénotypischen Merkmale sind eine Gaumenspalte, Herzanomalien, Gesichtsanoma-
lien und Lernbehinderungen (Shprintzen et al., 1981). Dariiber hinaus kann beinahe jedes Or-
gansystem betroffen sein. Eine Reihe psychiatrischer Erkrankungen ist mit dem velo-cardio-
fazialen Syndrom assoziiert, beispielsweise ist die Gefahr, an Aufmerksamkeits-Defizit-
Syndrom, Schizophrenie oder einer bipolaren Stérung zu erkranken fiir die Betroffenen um
das 25 fache gegeniiber der Allgemeinbevdlkerung erhoht. Die phédnotypische Ausprigung
der Erkrankung ist hoch variabel und reicht von beinahe vollstindiger Gesundheit bis zu le-

bensbedrohlichen Symptomen (Shprintzen, 2008).
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1.4. Madin-Darby-Canine-Kidney-Zellen (MDCK)

Madine-Darby-Canine-Kidney-Zellen entstammen urspriinglich dem Sammelrohr der Niere

eines Hundes (Madin et al., 1958). Wegen ihrer giinstigen Wachstumseigenschaften werden
sie hdufig fiir Zellkulturexperimente genutzt. Zwei Vertreter dieser Zelllinie mit unterschied-
lichen Eigenschaften sind die Subtypen MDCK-C7 und MDCK-C11.

MDCK-C7-Zellen sind epitheldhnliche Zellen mit einem hohen transepithelialen Widerstand
von > 1 kQ cm? (Gekle et al., 1994). Subtyp MDCK-C11 hingegen @hnelt einem lecken Epi-
thel, der durch die Zellen aufgebaute transepitheliale Widerstand betrdgt etwa 50 Q cm?
(Gekle et al., 1994). MDCK-CI11 Zellen exprimieren endogen Claudin-2 (Amasheh et al.,
2002).

1.5. Fragestellung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten die funktionellen Eigenschaften von Claudin-5 ndher cha-
rakterisiert werden. Dazu wurde untersucht, ob und wie sich die Durchléssigkeit von MDCK-
C11 Zellen nach stabiler Transfektion mit Claudin-5-cDNA verdndert.

Dariiber hinaus wurden Konstrukte der von Claudin-1 und -2 fiir weiterfiihrende Interaktions-
analysen hergestellt, in prokaryontischen Expressionssystemen exprimiert und aufgereinigt.
Es sollte geklédrt werden, ob diese flir Analysen mittels Oberflichen-Plasmonenresonanz (Bia-

core)-Experimenten geeignet waren.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate
Gen Amplifikations PCR System 2400

Bakterienschiittler

Brutschrank (B5060 EC/CO2)
Elektrophoresesystem (Agarosegel, PAGE)
Fluoreszenzmikroskop (BX 60)

Gene Quant II

Heizblock

Hybridisierungsheizblock (Model 12/24)
Hydraulikpresse (,,french press®)
Lumineszenzbild-Analysator (LAS 1000)
Magnetriihrer

PH-Meter (Typ 761)

Sequenzierautomat (AbiPrism Model 310)
Szintillationszihler (Tri-Carb2100TR)
Tecan Spectra Classic Proteinmessgerét
Transilluminator Quickstore

Ussing — Kammer

UV-Crosslinker

Vakuumtrockner (Speed Vac)
Vortexgerit

Wasserbad (SW 21/TWB 5)
Widerstandsmessgerit

Wippe

Zentrifugen

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Biometra, Gottingen

Heraus, Hanau

Biorad, Miinchen

Olympus, Hamburg

Pharmacia Biotech, Freiburg

Grant, Berlin

Unithzerm, Karlsruhe

Thermo Spectronic, NY, USA

Fuji, Diisseldorf

Ika-Combimag, Miinchen

Nick, Berlin

PE Applied Biosytems, Weiterstadt
Packard, Meridan, CT, USA

Tecan, Crailsheim

MS Laborgerite, Heidelberg

Institut fiir Klinische Physiologie, Charité
Pharmacia Biotech, Freiburg

Uniequip, Martinsried

Pharmacia Biotech, Freiburg

Julabo, Selbach

Institut fiir Klinische Physiologie, Charité
Frobel Labor Technik, Lindau

Beckman Ti 70.1 Avanti J25, Unterschleisheim Loh-
hof; Eppendorf 5414C, Koln; Hermle Z233MK, We-

hingen
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2.1.2. Materialien

Centricon Aufreinigungssiulchen
Centriflex-Séulchen
Gel-Blotting Papier
Kryo-Réhrchen

Kunststoff Filter
Magnetriihrstdbchen
Mikrotiterplatten

Nylon Membranen

Objekttrager

Pipetten

Pipettenspitzen 10, 100, 1000 ul

Millipore

Mobitech, Gottingen
Schleicher und Schiill, Dassel
Brand, Wertheim
Milliopre Corp., MA, USA
Merck, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Menzel, Braunschweig
Eppendorf, K6ln
Eppendorf, K6ln

Poly Screen PVDF Elektrotransfer Membran NEN, KéIn
Falcon, BD Biosciences, CA, USA

Plastibrand, Wertheim

Reaktionsgefaflie 50 ml

Reaktionsgefafle 1,5 ml ,,Eppendorfgefafie*
Reaktionsgefafle 0,2 ml

Rontgenfilm X-OMAT AR/LS

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Kodak, Rochester, NY

Sdulen zur Aufreinigung nach Proteinexpression PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Whatman Filter Polytrap 295 PE
Zellkulturflaschen Nunc, Roskilde, Ddnemark
Zellschaber Costar, Corning, N
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2.1.3. Chemikalien

Advantage Polymerase-Kit

Agarose

Ampli Taq DNA-Polymerase
Antibiotika (Ampicilin, Kanamycin, Penicillin, Streptomycin)
BCA-Losung

BSA
Chemolumineszenz-Nachweisldsungen
Coomassie-Brillant-Blau R-250
Dulbecco’s Minimum Essential Medium
DNTP, ddNTP

EDTA

Ethidiumbromid

Ethanol

FKS

Gelextraktions-Kit

IPTG

Lipofectamine Plus Transfectionskit
Magermilchpulver

3 [H]-Mannitol

Marker: Low Mass DNA Ladder, Molekulargewicht Standard

AHinDIII, Molekulargewicht Standart 100bp
Kaleidoskop-Marker

Methanol

Minipréparations-Kit

Ni-NTA-Agarose

PBS-Tabletten

Plasmid-Minipréparationskit

Pro Tasc Mount Flour

Restriktionsenzyme BamHI, Kpn I, EcoRV, Sac I, Sph 1, Hind III
Reverse Transkriptions-Reaktionskit

RNAZzol

SDS-Marker

SDS-Probenpuffer

Sequenzierkit

SOC-Medium

T4-DNA Ligase und 10x T4 DNA Ligasepuffer
Template Suppression Reagent (TSR)

Triton X-100

Ultima gold high flas-point liquid scintillation cocktail

Wasser
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Clontech, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Perkin-Elmer, Dreieich
Ratiopharm, Ulm

Pierce, Bonn

NE Biolabs, Frankfurt am Main
LumiLight, Roche

Sigma, Taufkirchen

Biochrom, Berlin

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe

J. T. Backer, Deventer, Niederlande
Biochrom, Berlin

Qiagen

Sigma, Taufkirchen

Life Technologies, Karsruhe
Sucofin, Zeven

Biorad, Kéln

Invitrogen, USA

Biorad, Koln

Merck, Berlin

Qiagen, Hilden

Sigma, Taufkirchen

Life Technologies, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Biocyc, Luckenwalde

New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Quiagen, Hilden

WAK-Chemie, Bad Soden

Merck, Berlin

Merck, Berlin

PE Applied Biosystems

Clontech, Heidelberg

NE Biolabs, Frankfurt am Main

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche, Mannheim

Packard, Groningen, Holland

Fluka, Seelze



2.1.4. Puffer und Ldsungen

Agaroseplatten

BSA-Blockierungslosung

Coomassie-Blau-Férbelosung

Coomassie—Blau-Entfarbelosung

6x DNA — Auftragspuffer

Elektrophoresepuffer

Laemmli-Probenauftragspuffer

LB-Medium

Membran-Lysepuffer

PBS/Tween

PBS/Tween/ 5 % Magermilch

11 LB-Medium
20 g Agar

5 % (w/v) BSA (Bovines Serum Albumin)

0,02 % (w/v) Natriumazid
in PBS/Tween

0,25 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau R-250

45,5 % (v/v) Methanol

9,2 % (v/v) Essigsiure

100 ml Methanol

100 ml Eisessig

ad 1 1 H,O

40 % (w/v) Sucrose

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
5 mM EDTA pH 8,0

100 ml 10x Puffer West

10 ml 10 % (w/v) SDS

ad 11 Aqua bidest

2 g SDS

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

10 g/l Bacto — Trypton

5 g/l Bacto — Yeast Extrakt
5 g/l NaCl

2 ml Tris HCI, pH 7,4

500 ul 1 M MgCI2

200 pl 0,5 M EDTA

120 p1 0,5 M EGTA

ad 100 ml Aqua bidest
zusitzlich frisch/ 5 ml:

5 ul 1000 x SBTI

100 ul 50 x PPI

50 ul 100 x PIC

5 ul Aprotinin

2 PBS-Tabletten

1 ml Tween

ad 1 I Aqua bidest

5 g Magermilchpulver

ad 100 ml PBS/Tween
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Proteinexpression-Lysepuffer

Proteinexpression-Waschpuffer

Proteinexpression-Elutionspuffer

10x Puffer West

Ringer-Losung fiir Fluxmessungen

Ringer-Losung (manuelle Messung)

Ringer-Losung (Ussing-Kammer)

20x SSC

Transferpuffer

50 mM NaH,PO,

300 mM NaCl

10 mM Imidazol

pH auf 8,0 mit NaCl

50 mM NaH,PO,

300 mM NaCl

20 mM Imidazole

pH auf 8,0 mit NaCl

50 mM NaH,PO,

300 mM NaCl

250 mM Imidazole

pH auf 8,0 mit NaCl

144 g Glycin

30,4 g Tris Base

ad 1 I Aqua bidest

1 1 Ringerldsung (siehe unten)
10 mM Mannitol

25 kBg/ ml [*H]-Mannitol
2 g Glukose

Ad 11 Aqua bidest

113,6 mM NaCl

2,4 mM Na,HPO,

0,6 mM NaH,PO,

21 mM NaHCO;

5,4 mM KCl

1,2 mM CaCl,

1 mM MgCl,

10 mM D(+)-Glucose

10 mM D(+)-Mannose

2,5 mM I-Glutamin

0,5 mM B-Hydroxybuttersdure
175 g NaCl

88,2 g Na;CsH;507 x 2H,0
800 ml H,O

konz. Zitronensdure ad pH 7,0 - 7,5
ad 1 1 Aqua bidest

100 ml 10x Puffer West
100 ml Methanol

ad 1 I Aqua bidest
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2.1.5. Verwendete Zelllinien

2.1.5.1. Eukaryontische Zelllinien

Es wurden zum einen MDCK C11 Zellen (Madin-Darby Canine Kidney cells, subclone C11)
verwendet. MDCK-C11 Zellen bilden funktionell lecken Epithelien &hnliche Zellverbande.
Sie wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Als Medium diente DMDM (Dulbecco’s
Minimum Essential Medium), dem 10 %iges (w/v) Kélberserum (FKS) sowie 100 U/l Peni-
cillin und 100 mg/ml Streptomycin hinzufiigt war. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C in ei-
nem Sauerstoff/ Kohlendioxid = 95/ 5 Gemisch im Begasungsbrutschrank. Das Medium wur-
de 3/ Woche gewechselt, alle 10 Tage wurden die Zellen passagiert. Fiir die Versuche wurden
Zellen der 60. bis 80. Passage genutzt. Bei der Zellernte wurden die Zellen mit einer 0,05 %i-
gen (w/v) Trypsin-EDTA-LOsung aus den Flaschen gelost und auf 0,6 cm? Kunststofffiltern
ausgesdt, auf denen sie nach etwa 72 Stunden einen einschichtigen Film (Monolayer) bilde-
ten.

Zum anderen wurden HT-29/B6 Zellen verwendet. Diese Zellen dhneln funktionell mittel-

dichten Epithelien. Sie sind Subclone einer humanen Kolon-Karzinom Zelllinie (Kreusel et

al., 1991)

2.1.5.2. Prokaryontische Zelllinien

Die zur Transformation verwendeten kompetenten Escherichia coli Bakterienzellen (TOP
10F’) stammten von der Firma Clontech, Heidelberg. Zur Proteinexpression wurden Escheri-

chia coli Zellen der Zelllinie BL21 RE4 verwendet. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert.
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2.1.6. Vektoren und Primer

2.1.6.1. Vektoren

PCR 2.1-Topo Invitrogen
PFLAG CMV-4 Sigma
pQE 30 Quiagen
pQE 31 Quiagen
2.1.6.2. Primer

Die verwendeten Primer bezogen wir von der Firma Metabion GmbH, Martinsried

Claudin-1 (hind) forward
Claudin-1 (hind) reverse
Claudin-2 forward
Claudin-2 reverse
Claudin-5 forward

Claudin-5 reverse

AAAAAGCTTATGGCCAACGCGGGGCTGC
AAAAAGCTTTCACACGTAGTCTTTCCCGC
AAAAAGCTTATGGCCTCTCTTGGCCTCCAA
AAAAAGCTTTCACACATACCCTGTCAGGCT
CCTCTAGCCATGGGGTCCGCA
CCAGCGCCCTCAGACGTAGTT

PQE 30 forward CGGATAACAATTTCACACAG
PQE 30 reverse GTTCTGAGGTCATTACTGG
PFLAG forward ACGGTGGGAGGTCTATATAAG
PFLAG reverse TGGGGAGGGGTCACAGGGATG

Claudinl Loop1 (SAC) forward
Claudinl Loopl (KPN) reverse
Claudin2 Loop1 (SAC) forward

Claudin2 Loopl (KPN) reverse
Claudinl Loop2 (SPH)

AAAGAGCTCCCGTATTTACTCCTATGCCGGCGAC
AAAGGTACCACGGGTTGCTTGCAATGTGCTGCT
CCAAGAATTCTATGACCCTATGACCCCAGTCAATGCCCGT-
TACGAAA
AAAGGTACCCTGGGCAGCCTGGATGTCAGCGGG
CCAAGAATTCTATGACCCTATGACCCCAGTCAATGCCCGT-

forward TACGAAA

Claudinl Loop2 (HND) AGCTTTTCGTAACGGGCATTGACTGGGGTCATAGGGTCATA-
reverse GAATTCTTGGCATG

Claudin2 Loop2 (SPH) CCGTGACTTCTACTCACCACTGGTGCCTGACAGCATGAAAT-
forward TTGAGA

Claudin2 Loop2 (HND) AGCTTCTCAAATTTCATGCTGTCAGGCACCAGTGGTGAGTA-
reverse GAAGTCACGGCATG

Spacer forward

Spacer reverse

CGGTGGCGCTGGCGGTGCAGGTGGCGCAGGCGGTGCTGCATG
CAGCACCGCCTGCGCCACCTGCACCGCCAGCGCCACCGGTAC
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2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologie

2.2.1.1. RNA Isolation aus adharenten Zellkulturen

Um Claudin-5-cDNA zu erhalten wurde die entsprechende RNA aus Zellen der humanen Ko-
lon-Karzinom Zelllinie HT-29/ B6 isoliert und in cDNA umgeschrieben. Zur RNA-Isolation
wurden die konfluent gewachsenen Zellen mit PBS gewaschen und mittels 1 ml RNAzol/
Schale geldst. Die resultierenden 5 ml Zellsuspension und 100 pl Chloroform (CHCI3) wur-
den in ein Rohrchen iiberfiihrt, kurz mit dem Vortexgerit vermischt und 5 Minuten bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde tiber 15 Minuten bei 4 °C und 12000 g zentrifugiert. Der die
RNA enthaltende Uberstand wurde abgenommen und mit einem Volumen Isopropanol ver-
setzt. Nach Inkubation iiber 30 Minuten bei 4 °C erfolgte eine weitere Zentrifugation unter
den obengenannten Bedingungen. Nun befand sich die RNA im Pellet. Dieses wurde mit 1 ml
eiskalten 70 %igen Ethanols gewaschen und 10 Minuten bei 4 °C und 12000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgegossen, das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet, in 50 pl H,O
aufgenommen und bei 4 °C {iber 30 Minuten inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei —80 °C.

2.2.1.2. Reverse Transkription (RT)

Bei der reversen Transkription stellt eine reverse Transkriptase an der RNA eine DNA-Kopie
her. Als Startpunkt dienten sequenzspezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer. Die re-

verse Transkription wurde mit einem kommerziell erhidltlichen Reaktionskit durchgefiihrt.

Ansatz:

Omniskript Reverse Transkriptase 1 ul/ Ansatz

10x RT Reaktionspuffer 2 ul/ Ansatz
Oligonukleotid-Primer 2 pl/ Ansatz
DNTP-Mix (0,5 mM each) 2 ul/ Ansatz
RNAse Inhibitor (10 U/ ul) 1 ul/ Ansatz

Die Komponenten wurden in ein Gefd3 pipettiert, vorsichtig auf dem Vortex-Schiittler ver-

mischt und in einzelne Reaktions-Tubes aufgeteilt. Nun wurden

Template RNA 2 ul/ Ansatz
RNAse freies Wasser ad 20 pl/ Ansatz
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hinzugefiigt, wiederum kurz auf dem Vortex Schiittler vermischt und 60 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AbschlieBend wurde das Enzym inaktiviert, indem die Ansédtze iiber 5 Minuten bei

93 °C inkubiert und auf Eis abgekiihlt wurden. Die Proben wurden bei —20 °C aufbewabhrt.

2.2.1.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die enzymatische in vitro Herstellung mil-
lionenfacher Kopien von Nucleotidsequenzen (Amplifikation). Eine DNA-Polymerase syn-
thetisierte ausgehend von DNA-Oligonukleotiden (Primern) an einer einzelstrangigen Nuk-
leinsdure-Matrize (Template-DNA) einen neuen DNA Strang. Hierzu wurde zunéchst der zu
amplifizierende DNA Doppelstrang bei 95 °C aufgeschmolzen. An das 3’ Ende des entstan-
denen Einzelstrang hybridisierte der Primer (Annealing). Von hier aus synthetisierte eine hit-
zestabile DNA-Polymerase einen neuen Doppelstrang (Elongation). Durch Auswahl eines ge-
genldufig orientierten Primerpaares konnte gezielt eine bestimmte DNA Sequenz amplifiziert
werden. Durch die zykische Wiederholung wurde die Matrize exponentiell amplifiziert. Die
PCR erfolgte in Thermocyclern, die das zuvor programmierte, zyklische Temperaturpro-

gramm automatisch steuerten.

Chemikalien:

Sul 10 x Adv. Buffer2
5ul 10 mM dNTPs

1 ul Adv. Polymerase
1l Template

2,5 ul Forward Primer
2,5 ul Reverse Primer
33 ul Aqua bidest

Cycle-Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung 95°C 1 Minute

2. Denaturierung 95 °C 30 Sekunden Wiederholung
3. Primer-Hybridisierung 58°C 30 Sekunden Schritt 2-4:

4. Polymerisation 68 °C 2 Minuten 35x
5.Abschliessende Polymerisation 68 °C 7 Minuten
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Um das Claudin nach der Transformation in Bakterienzellen nachzuweisen, wurde die soge-

nannte ,,Colony-PCR* angewandt.

2.2.1.4. Colony-PCR

Nach der Transformation wurden einzelne Kolonien auf eine neue, mit einem Koordinaten-
system versehene, Agar-Platte {iberfiihrt. Nach dem Anwachsen wurde je eine Kolonie in ein
Reaktionsgefal mit 5 ul 1 % (w/v) Triton X-100 gegeben. Die PCR erfolgte mittels eines

Primerpaares aus einem vektor- und einem insertspezifischen Partner.

Chemikalien:

Sul PCR Puffer II (PE)

3ul 25 mM MgCl

0,2 ul Ampli Taq Polymerase (PE)
2,8 ul 2,5 mM each dANTP Mix

10 pl Vektor-spezifischer Primer
10 pl Insert-spezifischer Primer
33 ul Aqua bidest

Cycle-Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung 94°C 4 Minuten

2. Denaturierung 94°C 20 Sekunden Wiederholung
3. Primer-Hybridisierung 55°C 20 Sekunden Schritt 2-4

4. Polymerisation 72°C 1,30 Minuten 35x

5.Abschliessende Polymerisation 72°C 2 Minuten

2.2.1.5. DNA-Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung, Identifikation und Reinigung bei-
spielsweise von DNA Fragmenten. Die Molekiile passieren in einem elektrischen Feld die Po-
ren eines Gels. Die Geschwindigkeit dieser Passage ist abhingig von der GroBe, Konformati-
on, Polarisierung und Ladungsstirke des Molekiils. In dieser Arbeit wurden zur Darstellung
und zum Aufreinigen von DNA native Agarosegele verwendet. Agarose ist ein Polysaccharid

aus roten Meeresalgen. Sie wird durch Aufkochen in Puffer gelost und geliert beim Abkiihlen.
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Die Wahl einer geeigneten Konzentration richtet sich nach der Grofe der nachzuweisenden
Fragmente. Zum Nachweis der etwa 600 kb messenden Claudine wurden 1 %ige Gele ver-
wendet, zum Nachweis der wesentlich kleineren einzelnen Loops 2 %ige. Zur GroBenbe-
stimmung diente ein mitaufgetragener Marker aus Fragmenten definierter GrofS3e.

Die Agarose wurde in 1x TAE/ 0,5 pg Ethidiumbromid Puffer aufgekocht, auf etwa 50 °C ab-
gekiihlt und horizontal in eine Gelkammer gegossen. Die Probentaschen wurden mittels einer
an der Kathodenseite ins fliissige Gel gesteckten Taschenschablone geschaffen. Nach dem
Festwerden wurde das Gel vollstdndig in oben genannte Pufferldsung gelegt, die DNA wurde
in 1/5 Volumen 6x DNA Probenpuffer in die Taschen tiberfiihrt. Dann wurde eine Spannung
von 60-75 V angelegt, wodurch die Fragmente sich in Laufrichtung von der Kathode zur A-
node auftrennten. Die Elekrophorese wurde beendet, wenn der mitaufgetragene Groflenmar-
ker eine ausreichende Trennstrecke anzeigte. Das Ergebnis wurde mittels Geldokumentation
aufgezeichnet.Die Aufreinigung von DNA mittels Gelelektrophorese erfolgte mittels eines
Gelextraktionskits. Hierzu wurde nach erfolgter Auftrennung das Gelstiick mit dem ge-
wiinschten Fragment unter UV Licht ausgeschnitten, gewogen und in 3 Volumina Puffer bei
50 °C gelost, dann wurde zusétzlich 1 Volumen Isopropanol hinzugegeben. Die Probe wurde
auf eine Micro-Spin-Sdule gegeben und zentrifugiert. Dabei band die DNA an den Filter. Um
Verunreinigungen zu entfernen wurden zweimal je 750 ul Waschpuffer auf die Saule geladen
und erneut zentrifugiert. Die DNA wurde dann durch eine weitere Zentrifugation mit 30 pl
Wasser eluiert. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten {iber 1 Minute bei 10000 g und Raum-
temperatur. Die Konzentration der DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese des Eluates
und dem Vergleich mit einer mitaufgetragenen Markerbande bekannter Konzentration ermit-

telt.

2.2.1.6. Ligation amplifizierter DNA in Plasmide

Zum Einbringen von DNA in das Expressionssystem wurde sie in Plasmidvektoren integriert
(Ligation). Plasmide sind zirkuldre, doppelstrdngige DNA Molekiile, die zwischen 800 und
300000 Basenpaare messen und in bis zu 1000 facher Kopie in einer Zelle vorliegen. Sie wer-
den unabhéngig von der normalen DNA repliziert. Um DNA in ein Plasmid zu ligieren, muss
dieses zundchst an einer Stelle erdffnet werden. Dies erfolgt mittels eines Restriktionsenzyms.
Plasmid- und Insert-DNA werden dann, enzymatisch durch eine DNA-Ligase katalysiert, mit-
einander verbunden. In dieser Arbeit wurden kommerziell erhiltliche Plasmide genutzt, die
Antibiotikaresistenzgene enthielten. Claudin-1 und -2 als ganzes Protein wurden mittels E-

coRV und Kpn I geschnitten, der prokaryontische Expressionsvektor pQE 30 wurde mittels
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BamHI und Kpn I er6ffnet. Fiir die Ligation der Konstrukte aus den extrazelluldren Loops,
Spacer und dem Expressionsvektor pQE 31 wurde der erste Loop von Claudin-1 und -2 mit
Sac I und Kpn I, der zweite mit Sph 1 und Hind III geschnitten, pQE 31 mittels Sacl und Hind
1. Claudin-5 wurde in den Vektor PCR 2.1-Topo kloniert, mittels PCR aus diesem amplifi-
ziert und in den mit EcoRI geschnittenen Expressionsvektor pFLAG CMV-4 ligiert.

Die Konzentration der Schnittprodukte wurde mittels Gelelektrophorese bestimmt. Die Liga-

tion erfolgte mit 4quimolaren DNA-Mengen von Vektor und Insert iiber Nacht bei 14 - 16 °C.

Ansatz:

10-100 ng Vektor DNA

10-100 ng Fremd DNA

1 pl 10x Ligasepuffer mit ATP
Il T4 DNA-Ligase

ad 10 pl H,O

2.2.1.7. Transformation der Plasmid-Insert-Konstrukte in E. coli

Das Plasmid mit der eingefiigten Fremd-DNA wurde in kommerziell erhéltliche kompetente
E. coli Bakterien des Klons BL 21 RE 4 eingebracht. Diese wurden bei —80 °C gelagert und
unmittelbar vor der Verwendung auf Eis aufgetaut. Dann wurden 1-5 ul des Ligationsansat-
zes, entsprechend 2-20 ng DNA, hinzugegeben und der Ansatz tiber 30 Minuten auf Eis inku-
biert. Um die Aufnahmebereitschaft der Bakterien zu erhdhen, wurde das Gemisch iiber 30
Sekunden einer Temperatur von 42 °C ausgesetzt und sofort fiir 2 Minuten auf Eis gekiihlt.
AnschlieBend wurden 250 pl eines Ndhrmediums (SOC Puffer) dazugegeben und iiber 60
Minuten bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. 100 pl dieser Losung wurden auf Agaroseplatten
gebracht und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet.

Die Agaroseplatten waren zuvor aus LB-Medium und darin geldster Agarose gegossen wor-
den. Hierzu war das Gemisch erst aufgekocht, dann abgekiihlt und nach Zugabe von 50 pg/
ml Ampicillin in die Plattenform gegossen worden. Von den iiber Nacht im Brutschrank in-
kubierten Agaroseplatten wurden am néchsten Tag mit einem sterilen Holzstdbchen einzelne
Kolonien in je 4 ml von mit 100 pg/ ml Ampicillin versetztem LB-Medium {iberfiihrt, die

dann iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert wurde.
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2.2.1.8. Plasmid-Mini-Préaparation

Die Plasmid—Mini-Priparation dient der Konzentrierung von Plasmiden. Dazu werden diese
aus den Bakterien extrahiert, aufgereinigt und konzentriert. In dieser Arbeit wurde ein kom-
merziell erhéltlicher Kit verwendet. Aus dem unter 2.2.1.6. beschrieben Ansatz wurden nach
Inkubation iiber Nacht 1,5 ml entnommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl gegeben und iiber 1
Minute bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet in 300 pl
Puffer resuspendiert. Dann wurden 300 pl Puffer hinzugegeben und das Gemisch bei Raum-
temperatur iiber 5 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl Puffer und Inkubation iiber 15
Minuten bei 4 °C wurde die Mischung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 13000 rpm
zentrifugiert. 800 pl des Plasmit-haltigen Uberstandes wurden mit 400 pl Isopropanol ge-
mischt und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das das Plasmid enthaltende Pel-
let wurde mittels 500 pl 70 %igen Ethanols und Zentrifugation fiir 5 Minuten bei Raumtem-
peratur mit 13000 rpm gewaschen, unter Vakuum getrocknet und schlieBlich in 50 pl H,O
resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. Abschlieend wurde iiberpriift, ob das Plasmid
die Fremd-DNA enthielt. Dazu wurden 2,5 pl des Ansatzes und zum Vergleich der leere Vek-

tor gelelektrophoretisch untersucht.

2.2.1.9. Sequenzierung doppelstrangiger DNA

Die Sequenzierung dient der Bestimmung der genauen Nukleotid-Abfolge in einem DNA
Molekiil. Genutzt wurde in dieser Arbeit das Kettenabbruch- oder Didesoxynucleotidverfah-
ren (Sanger et al., 1992). Die verwendeten Primer wurden so gewéhlt, dass sie vor einer mul-
tiplen Klonierungsstelle an die Matrize banden. Um beide Insert—Vektor—Verbindungsstellen
zu iiberpriifen, wurde ein Primerpaar gewihlt, an welchem gegenliufig iiber je einen Uber-
gang hinweg DNA sythetisiert wurde. An ihnen synthetisierte eine DNA Polymerase einen
komplementidren DNA-Strang.

Zusitzlich zu den normalen 2’Desoxynucleotidtriphosphaten (ANTPs) wurde eine bestimmte
Menge fluoreszenzmarkierter 2°3° Desoxynucleotidtriphosphate (ddNTPs) hinzugegeben. Das
Enzym akzeptierte beide gleichermaBlen als Substrat, der Einbau eines ddNTPs fiihrte aber
aufgrund der mangelnden 3°-OH-Gruppe, die zum Anbau eines weitern Nukleotids vonndten
gewesen wire, zum Kettenabbruch. Es entstanden also unterschiedlich lange DNA-Fragmente
mit vier verschiedenen Enden. Sie wurden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Die

Detektion der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe am Ende eines jeden Stranges erfolgte
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per Laser. Das so entstandene Elektropherogramm wurde als Grundlage fiir eine computerge-

stiitzte Auswertung der DNA Sequenz genutzt.

Reaktionsansatz:

4 ul Premix
10-50 ng DNA
10 pmol Primer
ad 10 pl H,O

Cycle-Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung 5 min 96 °C

2. Denaturierung 10 sec 96 °C Wiederholung
3. Primer Hybridisierung 5 sec 55°C Schritt 2-4

4. Elongation 4 min 60 °C 25x

5. Aufbewahrung 00 4°C

Die Proben wurden dann iiber Reinigungssdulen aufgereinigt, um iiberschiissige Nukleotide
zu entfernen. Hierzu wurden sie in die Mitte des Gelbettes der Sdulen gebracht, diese wurden
iiber 2 Minuten bei 750 g zentrifugiert. Das Eluat wurde {iber 15 Minuten unter Anlage eines
Vakuums getrocknet. Das Restvolumen wurde in 20 pl Template Suppression Reagent aufge-
nommen. Um die DNA Stringe zu trennen, wurde iiber 3 Minuten bei 96 °C inkubiert. Die
Proben wurden dann auf Eis abgekiihlt, kurz zentrifugiert um eventuelle Luftblasen zu entfer-

nen und zur Elektrophorese und Sequenzanalyse in den Sequenzierungsautomaten gegeben.

2.2.1.10. Glycerolstocks

Um einen Bakterien-Klon nach erfolgreicher Transformation zu konservieren, wurden Glyce-
rolstocks angefertigt. Aus ihnen konnte bei Bedarf eine neue Kultur angeimpft werden. Zur
Herstellung von Glycerolstocks wurden 150 pl einer iiber Nacht bei 37 °C inkubierten Kultur
des Bakteriums mit 850 pl Glycerol vermischt. Das Gemisch wurde in fliissigem Stickstoff

gekiihlt und bei —80 °C gelagert.
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2.2.1.11. Transfektion von MDCK Zellen

Die Transfektion ist eine Methode zum Einbringen von cDNA in eukaryontische Zellen mit-
tels geeigneter Vektoren. In dieser Arbeit wurde nach der Lipofektions—Methode transfiziert
(Felgner et al., 1987). In dieser Arbeit wurden MDCK-C11 Zellen mit dem kommerziell er-
héltlichen pFLAG-CMV-4 Expressionvektor, der Claudin-5 cDNA enthielt, transfiziert. Der
Vektor enthielt eine ,,FLAG"-Sequenz, die mittels eines spezifischen Antikorpers nachgewie-
sen werden konnte und Antibiotika-Resistenzgene. In parallelen Ansdtzen wurden andere
MDCK-C11 Zellen mit dem leeren Vektor transfiziert. Dartiber hinaus erfolgte eine parallele
Aufarbeitung nicht transfizierter Zellen. Es wurden je 7x10* MDCK-C11 Zellen in Schalen

ausgesat. Fiir die Transfektion wurden je zwei Losungen angesetzt:

Losung 1:

400 pl Medium ohne FKS und Antibiotikum
16 pul Lipofektamin

Losung 2:

400 pl Medium

24 ul Plus-Reagenz

Entwederl pl  Claudin-haltiger Expressionsvektor

Oder 2 pl »leerer™ Expressionsvektor

Beide Losungen wurden fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, miteinander vermengt
und wiederum iiber 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen. In jede Schale wurden 3,2 ml
Medium ohne FKS und Antibiotikum gegeben. Dann wurde in jede der Schalen das Gemisch
der oben beschriebenen Losungen gegeben und die Ansdtze bei 37 °C iiber 4 Stunden inku-
biert. Schlieflich wurden die Zellen mit FKS- und Antibiotika-haltigem Medium gewaschen
und gefiittert. Sie wurden bei 37 °C im Brutschrank gelagert, alle 4-5 Tage gewaschen und mit
Antibiotika-haltigem Medium gefiittert. Das Zellwachstum wurde taglich lichtmikroskopisch
kontrolliert. Die Bildung des Proteins wurde mittels Western Blotting evaluiert. Mittels im-
munhistochemischer Untersuchungen wurde die genaue Verteilung des Proteins in der Zelle
untersucht. Die funktionellen Eigenschaften des gebildeten Gewebes wurden elektrophysiolo-

gisch untersucht.
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2.2.1.12. Membranprotein—-Extraktion aus eukaryontischen Zellkulturen

Die Proteine wurden fraktioniert aus den konfluent in 25 cm” Zellkulturflaschen gewachsenen
MDCK-C11 Zellen gelost und die Membranproteinfraktion isoliert. Dazu wurde zunéchst das
Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
durch Zugabe von 500 pl Lysepuffer in jede Flasche gelost. Mit einem Zellscraper wurden sie
zu einer Suspension zusammengeschoben, die dann in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 pipettiert
werden konnte. Die Losung wurde durch mehrfaches Passieren einer 26 G Kaniile homogeni-
siert. Nach einer Zentrifugation iiber 5 Minuten bei 4 °C und 250 g wurde der Uberstand rasch
abgenommen und nun iiber 30 Minuten bei 4 °C und 43000 g zentrifugiert. Hier erfolgte eine
Auftrennung in einen die zytosolische Proteinfraktion enthaltenden Uberstand und ein die
Membranproteinfraktion enthaltendes Pellet. Dieses wurde in 100 ul eiskaltem Lysepuffer

gelost. Die Auftbewahrung der Proben erfolgte bei —80 °C.

2.2.1.13. Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung erfolgte durch Messung der Extinktion von Licht bei einer Wellen-
lange von 562 nm im Tecan Spectra Classic Proteinmessgerit. Sie wurde in Mikrotiterplatten
durchgefiihrt. Hierzu wurden je 10 pl Probe mit 190 ul BCA—Gebrauchslosung gemischt. Bei
Proben mit einer sehr hohen erwarteten Proteinkonzentration wurde die Probe zuvor verdiinnt.
Als Kontrolle diente eine Reihe von BSA-Losungen bekannter Proteinkonzentration (0; 0,2;
0,8 und 1,2 mg/ ml) sowie der Lysepuffer. Um die Wahrscheinlichkeit einer Fehlbestimmung
zu verringern, wurden sowohl von den BSA-Kontrollen als auch von den Proben jeweils zwei
Bestimmungen angesetzt. Aus beiden Werten einer Probe wurde der Mittelwert gebildet und
der Wert des Lysepuffers von ihm abgezogen. Aus den Werten der Standartreihe der BSA
Proben wurde durch lineare Regression eine Eichkurve gebildet und die Werte der Proben da-

rauf abgelesen.
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2.2.1.14. Western Blotting

Western Blotting ist eine Methode zum Nachweis eines Proteines durch Bindung eines be-
stimmten Antikorpers. Die Proteine wurden elekrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran

transferiert und immunodetektiert. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden beschrieben:

Western Blotting: Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese von Proteinen wurde in einem Polyacrylamidgel durchgefiihrt. Im Gegen-
satz zu DNA haben Proteine keine einheitliche Ladung. Dies wurde durch den Zusatz von
SDS-haltigem Probenpuffer, einem negativ geladenen Detergenz, ausgeglichen. Dies verlieh
Proteinen eine negative Ladung, wodurch sie zur Anode wanderten. Die Elektrophorese wur-
de als diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durch-
gefiihrt. Hierdurch eignete sie sich besonders zur Bestimmung der molekularen Masse von
Proteinen. Das Gel bestand aus einem Sammelgel und einem Trenngel, in welchem die ei-
gentliche Auftrennung der Proteine stattfand.

Zum Fertigen des Gels wurden zwei Glasplatten in einer Halteapparatur befestigt, zwischen
die zunichst das Trenngel bis etwa 1,5 cm unter die Oberkante der Glasplatte gegossen wur-
de. Nach Polymerisation des Gels nach etwa 30 Minuten wurde darauf das Sammelgel gegos-
sen, welches mit einer Schablone fiir die Probentaschen versehen wurde. Nach 30 Minuten
wurde die Schablone entfernt, die Taschen vorsichtig mit Elektrophoresepuffer gespiilt, das
Gel in die Elektrophoreseapparatur iiberfithrt und der Elektrophoresepuffer angegossen. Die
Proben wurden mit 1/ 5 Volumen 5x Laemmli-Probenauftragspuffer versehen und bei 95 °C
iber 5 Minuten hitzedenaturiert. Mittels einer Hamilton-Pipette wurden jeweils etwa 25-50 pg
Protein in maximal 30 pl Gesamtvolumen aufgetragen. Als Molmassenstandards wurden der
ebenfalls zuvor hitzedenaturierte SDS-Marker bzw. der zuvor iiber zwei Minuten bei 42 °C

inkubierte Kaleidoskop-Marker verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V.

Western Blotting: Elektrotransfer

Nach erfolgter Auftrennung wurde das Protein elektrophoretisch auf eine Polyvinylidenfluo-
rid (PVDF)-Membran transferiert. Zunachst wurde die 6,8 x 8,5 cm groBBe PVDF-Membran
tiber 5 Minuten in absolutem Alkohol, dann die Membran, zwei Schwdmme und das Gel fiir 5
Minuten in Transferpuffer inkubiert. Das Gel wurde in definierter Ausrichtung auf dem Filter
platziert, beide wurden als Mitte eines ,,Sandwich“-Aufbaus von je einem Whatman-Filter

und einem Schwamm umgeben. Dieser Autbau wurde in der Elektrophoreseapparatur plat-
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ziert und mit Transferpuffer umgeben. Der Transfer erfolgte bei 100 V und 0,2-0,4 A iiber 1
Stunde.

Western Blotting: Immundetektion

Die Immundetektion ist die Nachweisreaktion eines Proteins durch Bindung eines Antikor-
pers an dasselbe und eines zweiten Antikérpers an den ersten. Dieser wird durch einen Che-
molumineszenz-Nachweis dargestellt.

Die Membran wurde nach dem Elektrotransfer in PBS/ Tween gespiilt und in 50 ml PBS/
Tween/ 5 % Magermilchpulver iiber 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Wippen inkubiert.
Dies diente dem Saturieren iiberschiissiger Proteinbindungsstellen der Membran und sollte
unspezifisches Binden der Nachweisreagenzien verhindern. Dem folgte nach kurzem Spiilen
in PBS/Tween eine 2 stiindige Inkubation bei Raumtemperatur in 50 ml PBS/ Tween/ 5 %
BSA/ 0,02 % NaAzid. Die Inkubation mit dem 1. Antikorper erfolgte in 12,5 ml PBS/ Tween/
5 % BSA/ 0,02 % NaAzid/ 1. Antikorper fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und konstantem
Schwenken. Nach Entfernen der Losung und Waschen iiber 2x 10 Minuten mit PBS/ Tween
und 10 Minuten mit TBST/ Tween wurde die Membran iiber 60-90 Minuten mit dem 2. Anti-
korper (15 pl Anti-rabbit Antikdrper beziechungsweise 38 pl Anti-mouse Antikorper) in 15 ml
TBST/ 1 % Blocking Reagent bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Losung und
erneutem Waschen wie oben beschrieben wurden die Meerrettichperoxidase-Reagenzien fiir
die Chemolumineszenzreaktion vermischt. und die Membran darin fiir genau 5 Minuten unter
Lichtabschluss inkubiert. Sie wurde dann zwischen zwei Transparentfolien gelegt und in einer
Filmkassette aufbewahrt. Die Detektion der Signale erfolgte mittels eines Lumineszenz-

Detektors (LAS 100).

29



2.2.2. Elektrophysiologie

2.2.2.1. Widerstandsmessung in Ussing Kammern

Eine gut etablierte Methode zur In-vitro-Bestimmung von aktivem lonentransport (Kurz-
schlussstrom, I) und Ionenpermeabilitdt (Leitfahigkeit bzw. Widerstand) von Epithelien ist
die Kurzschlussstrom-Messung in der Ussing Kammer (Ussing et al., 1951). Die Methode er-
laubt eine exakte Differenzierung von aktivem und passivem Stofftransport durch ein Gewe-
be. Der Versuchsaufbau beseitigt alle dauleren Gradienten, die einen Stofftransport bedingen
konnten. Durch aktiven Transport geladener Molekiile entsteht eine transepitheliale Span-
nung. Diese wiederum hat einen passiven Stofftransport liber das Epithel zur Folge. Die sich
stindig dndernde transepitheliale Spannung wird kontinuierlich registriert und durch einen
entgegengesetzten Strom gleicher Hohe ausgeglichen, so dass die Spannung permanent 0 mV
betrdgt. Die Hohe des Kurzschlussstromes entspricht also exakt dem aktiven lonentransport
des Epithels mit entgegengesetztem Vorzeichen.

Die Apparatur besteht aus 2 gleich groBen Kammern aus gefristem Acrylglas, die durch ein in
der Mitte eingespanntes Gewebe so voneinander getrennt sind, dass Stoft-, Fliissigkeits- oder
Stromtransport nur iiber das Gewebe erfolgen kann. In den Kammern befinden sich gleiche
Volumina einer Badlosung, die offenen Kontakt zum Gewebe haben. Zu- und Ableitung der
Badldsung erfolgt iiber je zwei Offnungen. In jeder Kammer befinden sich zwei Elektroden:
Ein in Gewebendhe gelegenes Paar registriert die transepitheliale Spannung, ein lateral gele-
genes Paar appliziert den Kurzschlussstrom.

Der in dieser Arbeit angewandte Versuchsaufbau war dahingehend modifiziert, dass durch
Ausfriasungen der Plexiglaskammern das Einsetzen von nach auBlen durch Dichtungsringe ab-
geschirmte Zellkulturschalen moglich wurde (Kreusel et al. 1991). In beide Kammern wurden
je 10 ml Badlosung einer Temperatur von 37 °C gegeben. Um den pH-Wert bei 7,4 zu halten
wurde tliber eine Injektionsnadel ein 95:5 Sauerstoff:Kohlendioxid Gas-Gemisch in die Kam-
mern geleitet. Die elektronischen Messungen erfolgten mittels PC (Siemens, PCD 2). Dieser
verfiigte liber einen Mehrkanal-AD-DA-Wandler, der die Spannung {iber dem Epithel mal3
und die Elektroden steuerte. Der PC steuerte auch einen Messverstiarker (CVC 6), der tiber
einen von ihm generierten Rechteckstrom den transepithelialen Widerstand iiber dem Epithel
bestimmte. Messungen konnten im ,,closed* oder ,,open circuit* erfolgen. Gemessen wurde in
Intervallen von 5-60 Sekunden. Die Messwerte wurden tabellarisch angezeigt. Zur Registrie-
rung und Steuerung wurde eine speziell hierfiir entwickelte Software genutzt (Analogon, Ing.
Grad. Sorgenfrei). Vor jedem Versuch wurde das Asymmetriepotential, also die Abweichung

vom 0-Punkt, der Spannungselektroden und des Badwiderstandes bestimmt und von den spi-
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ter erhobenen Messwerten abgezogen. Der transepitheliale Widerstand (R;) wurde aus den
mittels Rechteckgenerator applizierten Stromen I; und I, und den dadurch entstehenden Po-

tentialdifferenzen U; und U,, dem Ohm’schen Gesetz folgend, berechnet.

U =U+RxLjund U, =U.+R x I,
R:(Ul—Uz)/(Il—Iz)

Der Widerstand der mit Badlosung gefiillten Ussing-Kammer ohne Epithel wurde abgezogen.
Die transepitheliale Spannung (U.) wurde direkt gemessen. Der Kurzschlussstrom (Is.) wurde

aus diesen beiden Komponenten nach der Formel Iy, = U, / R; errechnet.

2.2.2.2. Manuelle Widerstandsmessung

Der initial bestehende transepitheliale Widerstand wurde mittels manueller Messung be-
stimmt. Der Versuchsautbau wurde eigens fiir die Bestimmung des transepithelialen Wider-
standes von Zellen in Minicell-Filtern entwickelt. Eine Elektrode wurde an der Oberfldche des
Zellrasens und die andere in der extrazelluldren Fliissigkeit platziert. Dann wurde der transe-
pitheliale Widerstand mit Claudin-5 in p-FLAG CMV-4 Vektor transfizierter Zellen be-
stimmt. Zur Kontrolle wurde der Widerstand mit leerem Vektor transfizierter Zellen be-
stimmt. Der Leerwiderstand wurde jeweils an einem unbeschichteten Filter bestimmt und

dann von dem iiber die Zellen gemessenen Wert abgezogen.

2.2.2.3. Fluxmessungen

Die Untersuchung des paracelluliren Transportes erfolgte {iber Fluxmessungen. Gemessen
wurden unidirektionale Fluxe von der apikalen zur basolateralen Seite des Epithels. Die Un-
tersuchung erfolgte unter Kurzschlussbedingungen, um passive lonenbewegungen, die durch
elektrische Gradienten entstehen konnten, auszuschalten. Auf die apikale Seite des Epithels
wurde *[H] — Mannitol einer Aktivitdt von 25 kBg/ ml (Biotrend, KoIn) zur Losung gegeben.
Nach 10 Minuten und nochmals am Ende der Messung wurden 100 pl Losung von der apika-
len Seite entnommen, nach weiteren 5 Minuten und dann 3 mal in jeweils 10 miniitigen Ab-
stinden wurden jeweils 1 ml Losung von der basolateralen Seite entnommen. Um einen hyd-
rostatischen Gradienten zu vermeiden, wurde die entnommene Losung durch frische Badlo-
sung ersetzt. Zum Messen der Proben wurden die von der apikalen Seite entnommenen Pro-

ben mit Ringerlosung auf ein Volumen von 1 ml aufgefiillt. Alle Proben wurden zur Aktivi-
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tatsmessung mit 4 ml Ultima gold high flas-point liquid scintillation cocktail versetzt. Die Ak-
tivitdtsmessung erfolgte in einem P-Counter (Tri-Carb 2100TR Liquid Szintillationszdhler),
da *[H] — Mannitol ein reiner B-Strahler ist.

Die Berechnung der unidirektionalen Fluxe erfolgte mittels folgender Formel:

V+(Man) x t (10 x ((Bx2/2) — Breer)) — (8 X ((Bx2/2) — Preer))

JMa -

Fx 99 x (Bapikal - Bleer)

JMa - unidirektionaler Mannitol-Flux

V — Kammervolumen in Liter

(Man) — Mannitolkonzentration in der Badlosung (1mM)

t — IntervallgroBe als 60/ Intervalllainge in Minuten

Fx - Kammerfldche in cm2

Bkz - Aktivitdt der Probe (hier Probe 2) in Bequerel/ Minuten im Counter
Breer - Aktivitdt von 1 ml Badlosung (Leerwert)

2.2.2.4. Immunfluoreszenz

Mit der Immunfluoreszenzfiarbung wurde die Anwesenheit und Verteilung von Occludin und
Claudin-5 in MDCK-C11 Zellen dargestellt. Die Methode beruht darauf, dass einen Fluores-
zenzfarbstoff enthaltende Antikorperkomplexe, spezifisch an die nachzuweisende Struktur
binden und der Farbstoff nach Anregung durch Licht einer bestimmten Wellenldnge Licht ei-
ner bestimmten anderen Wellenldnge emittiert. Die Zellen wuchsen als Monolayer auf 18 x
18 mm Deckglésern. Zunichst wurden sie zweimal mit PBS plus Mg®"/ Ca*" gewaschen und
10 Minuten bei —20 °C mit Methanol fixiert, dann wiederum 2x mit PBS plus Mg”*/ Ca*" ge-
waschen. Dann wurde 0,5 % (w/v) Triton X-100 in PBS plus Mg*"/ Ca*" auf die Zellen gege-
ben. Sie wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und zweimal wie oben be-
schrieben gewaschen. Nun wurde iiber 10 Minuten mit 0,5 % (w/v) Goat-Serum in PBS plus
Mg”"/ Ca®" bei Raumtemperatur blockiert und danach mit Maus Anti-Occludin bzw. Kanin-
chen Anti-Claudin-5 Antikorper einer Konzentration von 20 pg/ ml in der Blockierungslo-
sung fir 30 Minuten inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit der Blockierungslosung
wurde auf die gleiche Weise ein weiterer Antikorper fiir die Doppelfdarbung zugesetzt und
wiederum zweimal mit Blockierungslosung gewaschen. Nun wurde im Dunkeln mit einem

zweiten Antikorper (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse und Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit,

32



Konzentration jeweils 2 pg/ml) auf gleiche Weise inkubiert und anschlieend gewaschen.
Dies wurde fiir die Inkubation mit dem weiteren Antikorper fiir die Doppelfarbung wieder-
holt. Das Préaparat wurde erst mit destilliertem Wasser, dann mit absolutem Ethanol gespiilt
und mit ProTagsMountFluor eingedeckt. Abschlieend hirtete es fiir 30 Minuten bei Raum-
temperatur unter Lichtabschluss aus. Die Bilder wurden mit dem konfokalen Fluoreszenzmik-
roskop (Zeiss LSM 510) aufgenommen, angeregt wurde mit Licht der Wellenlédngen 543 und
488 nm.
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2.2.3. Proteinbiochemie

2.2.3.1. Proteinexpression mittels prokaryontischer Expressionssysteme

Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Bedingungen

Um Claudin-1 und -2 charakterisieren zu konnen, sollten sie mdglichst rein und konzentriert
nativ in Losung gebracht werden. Hierzu wurden Claudin-1 und -2 jeweils in den prokaryon-
tischen Expressionsvektor pQE 30 bzw. als Einzelloopkonstrukte in den ebenfalls prokaryon-
tischen Expressionsvektor pQE 31 kloniert. Es wurde eine Versuchsreihe zur Eruierung der
optimalen Expressionsbedingungen durchgefiihrt. Zundchst wurden 75 pl des E. coli Klons
BL 21 RE 4 mit 50 ng Claudin-DNA transformiert und auf Ampicillin- und Kanamycin-
haltige Agaroseplatten gebracht. Diese wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nichsten
Tag wurde ein Rohrchen mit 5 ml Antibiotika-haltigen Ndhrmediums mit einer der Bakteri-
enkolonien angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert. 40 ml Antibiotika-
haltigen Nédhrmediums wurden mit 4 ml der Bakteriensuspension angeimpft und bei 37 °C im
Schiittler inkubiert bis die Bakterien sich bis zu einer OD von 0,5 vermehrt hatten. Die Be-
stimmung der Dichte erfolgte mittels photometrischer Messung mit Licht einer Wellenlédnge
von 540 nm. Bei Erreichen dieser Dichte wurde die Proteinexpression mittels Zugabe von
IPTG induziert, hierzu wurden je 2 ml Suspension in 12 R6hrchen aufgeteilt. Die Proteinex-

pression erfolgte unter folgenden Bedingungen:

1h 0,5 mM IPTG 30°C
lh 1 mM IPTG 30°C
1h 0,5 mM IPTG 37°C
1h 1 mM IPTG 37°C
2h 0,5 mM IPTG 30°C
2h 1 mM IPTG 30°C
2h 0,5 mM IPTG 37°C
2h 1 mM IPTG 37°C
4h 0,5 mM IPTG 30°C
4h 1 mM IPTG 30°C
4h 0,5 mM IPTG 37°C
4h 1 mM IPTG 37°C
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Zusétzlich wurden transfizierte, nicht IPTG-induzierte Kontrollen unter gleichen Bedingun-
gen inkubiert und verarbeitet. Nach der Inkubation wurden je 1,5 ml der Bakteriensuspension
in ein ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 6000 rpm iiber 5 Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl 2x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Zur
Beurteilung der Expression wurden die Proben in einem 7,5 % igen Acrylamidgel elektropho-
retisch aufgetrennt und einer Coomassie—Blau—Féarbung unterzogen. In einer Variation des
Experimentes wuchsen die Bakterien bis zu einer OD von 1,5, wurden mit jeweils 1 mM

IPTG induziert und bei 37 °C {iber 4 beziehungsweise 6 Stunden inkubiert.

Proteinexpression

Nach Testung der giinstigsten Bedingungen erfolgte die Proteinexpression in einem groBeren
Volumen. Hierfliir wurde 1 ml Antibiotika-haltigen Néhrmediums mit 1 Kolonie der das
Plasmid enthaltenden Bakterien angeimpft und bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Nach 12 h
wurden 50 ml Antibiotika-haltigen Mediums hiermit angeimpft und iiber Nacht im Schiittler
bei 37 °C inkubiert. Hiervon wurden am Morgen 10 ml in 200 ml Antibiotika-haltiges Néhr-
medium tiiberfiihrt. Die Bakteriensuspension wurde bei 37 °C auf eine OD von 0,5 wachsen
lassen, dann wurde die im Vorversuch giinstigste Menge an IPTG dazugegeben und iiber die
im Vorversuch giinstigste Zeit bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Das gesamte Volumen wurde
dann bei 5000 rpm und 4 °C iiber 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet mit PBS gewaschen, unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert und der Uber-
stand wiederum verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml Lysepuffer aufgenommen, diese Lo-
sung wurde zweimal bei 16000 psi durch eine hydraulische Hochdruckpresse (,,french press®)
gegeben um die Zellen aufzuschlieen. Die Losung wurde jetzt bei 10000 g und 4 °C {iber 30
Minuten zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde mit 50 % Ni-NTA Agarose im
Verhiltnis 4:1 vermischt und 1 h bei 4 °C und 200 rpm auf dem Rotations-Schiittler inkubiert.
Die Mischung wurde auf eine Séule geladen wobei das Protein an die Séule band. Um Verun-
reinigungen zu entfernen, wurde sie zweimal mit Waschpuffer beladen. Das Protein wurde
mit einem Elutionspuffer aus seiner Bindung befreit und in Fraktionen aufgefangen. Die Dar-
stellung des Expressionsergebnisses erfolgte mittels Coomassie—Blau—Fiarbung und Western

Blotting.

2.2.3.2. Solubilisierung mittels Denaturierung in Urea-Puffer

Die Proteinexpression erfolgte wie gewohnt bis zum Aufbrechen der Zellen mittels French

Press und anschlieender Zentrifugation. Hiernach wurde das Pellet {iber 1,5 hin 5 ml 4 M
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Urea-Puffer/ g Feuchtgewicht resuspendiert und die Losung bei Raumtemperatur mit 10000 g
iiber 25 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1/ 5 Volumen 5x Laemmli-Puffer, das

Pellet in Lysepuffer aufgenommen. Der Nachweis erfolgte mittels Western Blotting.

2.2.3.3. Aufreinigung und Aufkonzentrierung tber GroRenfilter

Zur Aufreinigung wurden die Proben auf eine Sdule geladen, deren Boden von einem Grdfen-
filter gebildet wurde und bei 4000 g und 8 °C zentrifugiert. Der Filter hielt Proteine > 30 kDa
zuriick, kleinere Proteine konnten ihn passieren. Nach Abschluss der Zentrifugation wurde der
Filter umgedreht und der Rest der Losung bei 400x g iiber 4 Minuten abzentrifugiert. Der
Nachweis erfolgte liber Gelelektrophorese und Coomassie-Blau-Farbung. Um die Probe auf-
zukonzentrieren, wurde sie durch Zentrifugation iiber eine Sdule mit einem GroBenfilter von 3
kDa eingeengt. Die Zentrifugationsschritte erfolgten analog zu den oben beschriebenen. Der

Nachweis erfolgte durch Coomassie-Blau-Farbung und Western Blotting.

2.2.3.4. Coomassie-Blau-Farbung

Coomassie-Brillant-Blau R-250 bindet als tiefblauer Komplex unspezifisch an nahezu alle
Proteine. Seine Nachweisgrenze liegt bei 0,1-2 pg Protein/ Bande Die Stdrke der Féarbung ei-
ner Bande korreliert mit ihrer Proteinkonzentration. Das Gel wurde in 200 ml Féarbelosung
unter leichtem Schiitteln {iber 30-45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, die Farbelosung
abgegossen und das Gel mittels einer Entfarbelosung ebenfalls bei Raumtemperatur entférbt.
Die Entfarbelosung wurde ein- bis zweimal gewechselt. Durch einen mitaufgetragenen Mar-
ker wurde die GroBe der Fragmente angezeigt. Die Dokumentation und Digitalisierung des

Geles erfolgte in feuchtem Zustand mittels Lumineszenz-Detektor (LAS-1000).
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3. Ergebnisse

3.1. Endogene Expression von Claudinen und Occludin in MDCK Zellen

Nach den Widerstandsmessungen wurden die Zellen genauer charakterisiert, indem die darin
enthaltenen Membranproteine extrahiert und mittels Western Blotting nachgewiesen wurden.
Hierfiir wurden Maus Anti-Occludin bzw. die fiir die einzelnen Claudine spezifischen Anti-
korper verwendet. Die Leervektor- (mock-) transfizierten MDCK-C11 Zellen zeigten keine
nachweisbare Claudin-5 Expression. Alle untersuchten Zellen zeigten eine deutliche Expres-

sion von Claudin-1, -2 und -3 sowie von Occludin (Abb. 2).

C7 C11

Occludin — 4
Claudin-1 o
Claudin-2 -

Claudin-3 —— e

ADbD. 2: Western Blot-Nachweis der Claudine 1, -2 und -3 sowie von Occludin in MDCK-C7
bzw.-C11 Zellen.

3.2. Stabile Transfektion von MDCK-C11 Zellen mit Claudin-5-cDNA
Parallel zur stabilen Transfektion von hochohmigen MDCK-C7 Zellen (Amasheh et al., 2005)

wurden MDCK-C11 Zellen stabil transfiziert. es zeigte sich eine starke Expression in den

Klonen MDCK-C11-5.1 und MDCK-C11-5.2.

Crv C7CI5 C11v C11-CI5.1 C11-CI5.2

Claudin-3 B e e
Abb. 3: Western Blot-Nachweis von Claudin-5 in mit Claudin-5 bzw. leerem Vektor

transfizierten MDCK-C7 - und -C11 Zellen.
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Zur Analyse der Lokalisation wurde Immunfluoreszenzfarbungen der Zellen mit mAnti-

FLAG-Antikorper durchgefiihrt (Gegenfarbung mit rb-Anti-Occludin, Abb. 4).

C11 Flag-Cldn-5.2

Abb. 4: Immunfluoreszenzfarbung von MDCK-C11-5.2 vs. mock-transfizierter Zellen (C11)
mit mAnti-Flag-Antikorper.

3.3. Transepithelialer Widerstand der Claudin-5 transfizierten MDCK-C11 Zellen
Die transepithelialen Widerstinde (R') der mit leerem pFLAG-CMV4-Vektor transfizierten
sowie der Claudin-5—pFLAG-CMV4-Vektor transfizierten MDCK-C11 Zellen wurden so-

wohl manuell als auch in der Ussing Kammer bestimmt.

Die Messung erfolgte am 7. Tag nach der Aussat auf die fiir die Messung erforderlichen, per-
meablen Filter. Sie ergab fiir die mock-transfizierten Kontrollen 61,13 + 13 Q - cmz, fur die
beiden Klone C11-5.1 und C11-5.2 59,87 + 1,72 QO - cmz, bzw. 59,07 + 2,18 Q - cm’ (n=9,
n.s., Abb. 1).
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Abb. 5: Widerstinde der mit Claudin-5—pFLAG-CMV4-Vektor transfizierten MDCK-C11

Zellen versus Kontrollen (jew. n =9, n.s.).

3.4. Expression von Claudin-1 und -2 in E. coli

Claudin-1 und -2 mit His-Tag wurden im prokaryontischen Expressionsvektor pQE 30 in E-
scherichia coli Bakterien exprimiert. Es erfolgte zunédchst eine Expression in einem kleinen
Volumen (,,Vorversuch®) zur Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen in Tempera-
tur, Expressionsdauer und Menge des zur Induktion der Expression genutzten IPTG. Als Kon-
trolle wurde fiir jede Bedingung ein Ansatz des Bakterienklones nicht induziert. Das Ergebnis
der Expression wurde mittels Gelelektrophorese und Coomassie-Blau-Farbung dargestellt

(Expression von Claudin-1 Abb. 6 und 7, Expression von Claudin-2 Abb. 8 und 9).
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Claudin-1

Abb. 6: Expression von Claudin-1 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-
dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG
der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.

Claudin-1

Abb. 7: Expression von Claudin-1 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-
dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG
der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.
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Claudin-2

Abb. 8: Expression von Claudin-2 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-
dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.
Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG

der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.

Claudin-2

Abb. 9: Expression von Claudin-2 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-
dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.
Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG

der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.

Claudin-1 und -2 sind etwa 22 kDa grof3. Eine erfolgreiche Induktion der Bildung der Claudi-
ne wirde sich darin duBlern, dass die entsprechende Bande bei den Kontrollansidtzen am
schwichsten ausgepriagt wire und entsprechend den giinstigsten Induktionsbedingungen eine
immer deutlichere Ausprigung hin zu der giinstigsten Bedingung aufweisen wiirde. In der

Vorversuchsreihe konnte keine Induktion nachgewiesen werden (Abb. 6 — 9).
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3.5. Expression von Claudin-1- und 2- ,,Einzelloopkonstrukten‘ in E. coli

Die funktionellen Eigenschaften der Claudine werden iiber die extrazelluliren Loops vermit-
telt. Deshalb wurden Konstrukte von Claudin-1 und -2 hergestellt, die nur aus den beiden ext-
razelluldren Loops, verbunden durch einen Platzhalter (Spacer) bestanden. Um das Nukleo-
tidtriplettraster einzuhalten, erfolgte die Transformation in den prokaryontischen Expressi-
onsvektor pQE 31. Die Expression erfolgte im gleichen Bakterienstamm unter den gleichen
Bedingungen wie zuvor bei der Expression des gesamten Proteins. Zunédchst wurden in einem
Vorversuch die giinstigsten Expressionsbedingungen beurteilt (Expression von Claudin-1:
Abb.10 und 12, Expression von Claudin-2: Abb. 11 und 13). Diese ergaben fiir Claudin-1 Ex-
pression bei 37 °C iiber 4 Stunden nach Induktion mittels 1 mM IPTG und fiir Claudin-2 Ex-
pression bei 37 °C iiber 2 Stunden nach Induktion mittels 1 mM IPTG.

o el ol ik | imdagad el
G mH 1776 Tmh (PTG

Claudin-1

Abb. 10: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt® bei 37 °C, Vorversuch zur Er-

mittlung der optimalen Bedingungen. Coomassie-Blau-Farbung.

Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG

der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.
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Claudin-2

Abb. 11: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt® bei 37 °C, Vorversuch zur Er-

mittlung der optimalen Bedingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG

der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.
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Abb. 12: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt® im Vorversuch zur Ermittlung

der optimalen Bedingungen. Western Blotting.

Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG
der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.
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Abb. 13: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt™ im Vorversuch zur Ermittlung

der optimalen Bedingungen. Western Blotting.

Legende: Angegebene Werte: Temperatur, Dauer und Konzentration des angewandten IPTG

der Induktion; Kontrollen: Fehlende Zugabe von IPTG; Marker: Kaleidoskop-Marker.

Nun erfolgte die Proteinexpression der genannten Konstrukte unter den entsprechenden Be-
dingungen in einem gréferen Volumen, das Ergebnis wurde wiederum mittels Elektrophore-

se, Coomassie-Blau-Farbung und Western Blotting dargestellt. (Abb. 14 — 16).

Abb. 14: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt* unter den optimalen Bedingun-

gen: 37 °C, 1 mM IPTG, 4 h. Western Blotting.

Legende: Elutionsfraktion: Lysepuffer nach Passage der Sdule, 8 Fraktionen zu je 800 pul; Ab-
tropflosung: 1. Passage der Sdule, Puffer-Ni-Agarose-Gemisch; Waschpuffer: Waschpuffer
nach Passage der Séule; Sduleniiberstand: Nach Beendigung der Elution Gabe von Lysepuffer
auf die verschlossene Sdule, Probe davon; Marker: Kaleidoskop-Marker. Zusammensetzung
aller Puffer siehe ,,Puffer und Losungen®.
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Abb. 15: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt® unter den optimalen Bedingun-

gen: 37°C, 1 mM IPTG, 2 h. Western Blotting.

Legende: Sieche Abb. 14.

Claudin-2

Abb. 16: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt®. Coomassie-Blau-Féarbung (ex-

emplarisch). Legende siehe Abb. 14; Uberstand nach Aufreinigung = Siuleniiberstand.

Hierbei war die Bildung des Proteins erkennbar. Es lag jedoch nur in geringer Menge in der
Elutionsfraktion vor. Stattdessen befand sich der Grofteil nach dem Lysieren der Zellen in der

unloslichen Fraktion im Pellet.
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3.6. Solubilisierung der Claudine

Um festzustellen, ob das Protein in sogenannten ,,inclusion bodies* vorlag, wurde das Pellet
in Lysepuffer aufgenommen und auf Eis ultraschallbehandelt. Im positiven Falle wire es so
daraus freigesetzt worden. AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation und Coomassie—

Blau-Firbung von Pellet und Uberstand (Abb. 17).
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Abb. 17: ,Einzelloopkonstrukt“ von Claudin-2, Auftrag von Pellet und Uberstand nach Ultra-

schallbehandlung. Coomassie-Blau-Féarbung.

Legende: Pellet und Uberstand von abschliessender Zentrifungation nach Ultraschallbehand-

lung; Marker: Kaleidoskop-Marker.

Hierbei zeigte sich, dass das Protein wiederum in ungeldster Form vorlag und somit nicht in

inclusion bodies eingeschlossen gewesen war.

Nun wurde das Protein nach der Expression durch Aufnahme in einen Puffer mit 4 M Urea

denaturiert, das Ergebnis wurde mittels Western Blotting dargestellt (Abb. 18).
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Abb. 18: Pellet nach Aufbrechen der Zellen in Urea-Puffer.

Legende: Uberstand und Pellet: Exprimiertes Protein nach Aufbrechen der Zellen und Zentri-
fungation- Aufnahme des Pellets in Urea-Puffer-Zentrifungation, Pellet in Lysepuffer; Eluat:
Uberstand nach Aufbrechen der Zellen; Ansatz 1-3: Gleiche Ansitze zum Ausschluss von

Verfahrensfehlern zu einem spiteren Zeitpunkt des Experimentes.

Nach Aufnahme in den Urea-Puffer befand sich ein Teil des Proteins in Losung, fiel jedoch

nach Reduktion des Urea-Anteils im Puffer wieder aus.

In einer Variante des initial angewandten Expressionsprotokolls wurde eine groflere Menge
Claudin-1 exprimierender Bakterien — angeimpft wurden 400 statt 200 ml Ndhrmedium — bis
zu einer OD von 1,1 wachsen lassen und dann mit nur 0,5 statt 1 mM IPTG induziert. Die
Produktion erfolgte iiber 12 h bei 20 °C, dann wurde die Losung in gewohnter Weise verar-

beitet (Western Blotting und Coomassie-Blau-Féarbung siehe Abb. 19 und 20).
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Abb. 19: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt®. Western Blotting Nachweis
der Expression iiber Nacht.
Legende: Siehe Abb. 14; Pellet nach Lyse: Auftragen des Zwischenschrittes: Nach Aufbre-

chen der Zellen Zentrifugation- Pellet in Lysepuffer.
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Abb. 20: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt®. Coomassie-Blau-Féarbung. Ex-

pression iiber Nacht.

Legende: Siehe Abb. 14 und Abb. 19.
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Hierbei zeigten sich im Western Blotting mehrere unspezifische Banden bei weiterhin deutli-

chen Verunreinigungen im Coomassie Gel.

3.7. Aufreinigung und Konzentrieren der Claudine

Um die Verunreinigungen zu reduzieren wurde unter stringenteren Bedingungen aufgereinigt.
Hiezu wurde die Ni-NTA-Agarose vor der Verwendung mit dem Lysepuffer gewaschen und
schlieBlich darin aufgenommen, die Probe dann in gewohnter Weise mit der Agarose versetzt
und auf die Sdulen aufgetragen. Die Sdulen wurden mit Waschpuffer aufsteigender Imidazol-

Konzentration gewaschen:

Waschschritte:

5x 20 mM Imidazol (W1)
5x 25 mM Imidazol (W2)
4x 30 mM Imidazol (W3)

3x 35 mM Imidazol (W4).

Dann wurde das Protein mit dem gewohnten Elutionspuffer aus dem Filter geldst und in 8

Fraktionen zu je 500 pul aufgefangen (Abb. 21).
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Abb. 21: Claudin-1. Western Blotting nach Expression und Aufreinigung mit stringenten
Waschbedingungen.

Legende: Siehe Abb. 14; Ansatz 1 und 2: Zwei Aufreinigungssdulen gleichen Typs, gleich

verarbeitet.

Das Protein lag im Eluat vor, die verbleibenden Verunreinigungen waren jedoch weiterhin zu

grof3, um eine Analyse mittels Oberflachen-Plasmonenresonanz zu erlauben.

Nun wurde die Probe mittels Centricon-Groflenfiltern mit einem Grenzwert von 30 kDa auf-

gereinigt (Abb. 22).
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Claudin-2
erwartet

Abb. 22: Claudin-2 als Einzelloopkonstrukt in pQE 31, Aufreinigung iiber GroBenfilter.
Coomassie-Blau-Fiarbung. Konzentration der Proben etwa 0,03 pg/ ul, 50 ul aufgetragen.

Legende: Siehe Abb. 14; Filteriiberstand: Uberstand des 30 kDa-cut-off-GréBenfilters; Ansatz

1 und 2: Zwei Aufreinigungssédulen gleichen Typs, gleich verarbeitet.

Hier wurden keine Verunreinigungen mehr gesehen, jedoch war auch die Probe sehr gering
konzentriert, weshalb sie im Anschluss iiber Filter mit einem Grenzwert von 3 kDa konzent-

riert wurde (Abb. 23 und 24).
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Claudin-2

Abb. 23: Claudin-2 als Einzelloopkonstrukt, aufgereinigt und eingeengt tiber GroBenfilter.

Coomassie-Blau-Farbung.

Legende: Ansatz 1 und 2: Gleicher und gleich verarbeiteter Klon zum Ausschluss von Verfah-
rensfehlern; *: Fraktionen: a=1, c=3; Ansatz nach Aufkonzentration: Uberstand des GroBen-
filters cut-off 3 kDa nach Zentrifungation, Ansatz nach Aufreinigung: Losung nach Passage
des 30 kDa-cut-off-GréBenfilters; Positivkontrolle: Uber Ni-NTA Siulen gereinigtes Protein

nach Expression wie oben beschrieben; Marker: Kaleidoskop-Marker.
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Abb. 24: Claudin-2 als Einzelloopkonstrukt, aufgereinigt und eingeengt iiber GroBenfilter.
Western-Blotting.

Legende: Siehe Abb. 23; Siuleniiberstand nach Aufreinigung: Uberstand des 30 kDa cut-off-
GroBenfilters nach Zentrifugation; aufgereinigt und konzentriert: Losung nach Passage des 30
kDa-cut-off-GroBenfilters, die den 3 kDa cut-off-GroBenfilter in Zentrifugation nicht passier-

te.

Nach Aufreinigung und Einengung der Probe iiber die GroBBenfilter war diese flir die Interak-

tionsanalysen zu gering konzentriert. Verunreinigungen waren nicht mehr nachweisbar.

Die Western-Blotting-Analyse des Anteils der Probe, die den 30 kDa Filter nicht passiert hat-

te, zeigte viele Bindungen des Antikorpers in hoheren GroBenfraktionen.
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4. Diskussion

Claudine sind 20-36 kDa groB3e Tight Junction-Proteine mit vier Transmembrandoméinen und
zwei extrazelluldren Loops (Gonzalez-Mariscal et al., 2003). Sie bedingen durch geladene
Aminosduren in den extrazelluliren Loops Permeabilititseigenschaften von Tight Junctions
(Colegio et al., 2002; Colegio et al., 2003). Vermutlich gibt es spezifische Interaktionsmuster
verschiedener Claudine, die bestimmte funktionelle Eigenschaften zur Folge haben (Furuse et
al., 1999).

Claudin-1 wird vor allem in dichten Epithelverbdnden exprimiert. Es trigt dort zu wesentlich
zur Aufrechterhaltung der dichten Barriere bei. Claudin-2 kommt in lecken Epithelien vor
(Reyes et al., 2002). Es bildet paracelluldre, kationenspezifische Poren (Amasheh et al.,
2002). Claudin-5 bildet Tight Junction Stringe in Endothelzellen (Morita et al., 1999 und
2003, Kiuchi-Saishin et al., 2002). Zuséatzliche Expression von Claudin-5 kann in Abhéngig-
keit zur vorbestehenden Leitfdhigkeit eines Zellverbandes den transepithelialen Widerstand
erhohen oder ohne Wirkung bleiben.

In dieser Arbeit wurden biophysikalische Eigenschaften der Claudin-Familie untersucht: Ext-
razellulire Doménen von Claudin-1 und -2 wurden in einem prokaryontischen Expressions-
system exprimiert, Claudin-5 wurde in einem eukaryontischen Expressionssystem exprimiert

und funktionell analysiert.

4.1. Expression von Claudin-5

Claudin-5 hat unterschiedliche Wirkungen auf die Durchldssigkeit verschiedener Epithelien.
So fiihrt beispielsweise die stabile Transfektion von CaCo-2 Zellen - Zellen einer humanen
Kolon-Karzinom-Zelllinie, die einen geringen transepithelialen Widerstand aufweisen - mit
Claudin-5 zu einer signifikanten Erhohung des Widerstandes (Amasheh et al., 2005). Ahnli-
ches gilt fiir MDCK-II-Zellen: Die Synthese von Claudin-5 erh6ht den transepithelialen Wi-
derstand. (Wen et al., 2004). In Hirnkappillarendothelzellen von Schweinen sinkt gleichzeitig
mit einer Reduktion des transepithelialen Widerstandes durch die Zugabe von Serumfaktoren
(LPA und VEGF) auch die Expression von Claudin-5 (Nitz et al., 2003). Analog dazu ist die
Blut-Hirn—Schranke Claudin-5 defizienter Méuse durchléssiger fiir Proteine < 800 Da gegen-
iiber der von Kontrolltieren; fiir groBBere Proteine bleibt sie unbeeintrachtigt (Nitta et al.,
2003). Diese Studien legen nahe, dass die zusitzliche Expression von Claudin-5 den transe-
pithelialen Widerstand durchlédssiger Gewebe erhoht. Die Transfektion von MDCK-C7-

Zellen, einer Zelllinie, die einen hohen transepithelielen Widerstand aufweist, mit Claudin-5
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andert nichts an deren Leitfahigkeitseigenschaften (Amasheh et al., 2005). Zusitzliche Ex-
pression von Claudin-5 scheint also, unter anderem in Zusammenhang mit der vorbestehen-
den parazelluldren Permeabilitét eines Zellverbandes, den transepithelialen Widerstand zu er-
hohen oder keinen Einfluss zu haben.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die stabile Transfektion von MDCK-C11 Zellen mit
Claudin-5-cDNA den transepithelialen Widerstand dieser Gewebe verdndert. Gewebe, die von
MDCK-C11 Zellen gebildet werden, dhneln einem lecken Epithel. Der von ihnen aufgebaute
transepitheliale Widerstand ist gering. Nach stabiler Transfektion der MDCK-C11 Zellen mit
Claudin-5-cDNA zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Transmembranwiderstdnde der
transfizierten- zu den nicht- oder mit dem leeren Vektor transfizierten Zellen. Die Expressi-
onsmuster der anderen Claudine und Occludin unterschied sich zwischen den Zellen nicht,
unter anderem exprimierten MDCK-C7 und -C11 Zellen wie oben gezeigt in gleichem Malle
Claudin-2. Wie bereits erwidhnt, erhoht die Expression von Claudin-5 den transepithelialen
Widerstand in Caco-2 Zellen, einer humanen Kolon-Karzinom-Zelllinie, die sonst einen ge-
ringen transepithelialen Widerstand aufweist. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ein sol-
cher Effekt fiir MDCK-C11 Zellen, die ebenfalls einen geringen transepithelialen Widerstand
aufweisen, nicht gezeigt werden, sie wiesen nach stabiler Transfektion mit Claudin-5-cDNA
keine signifikante Anderung desselben auf. In ihren funktionellen Eigenschaften sind MDCK-
C11 Zellen den Caco-2 Zellen sehr dhnlich. Die Analyse der Zusammensetzung der anderen
Transmembranproteine der beiden Zelllinien zeigt Unterschiede in der Expression von Clau-
din-1 und Claudin-2: Beide werden in MDCK-C11 Zellen in hohem Maf3e exprimiert, in Ca-
co-2 Zellen ist die Expression jedoch nur gering (Claudin-1) oder nicht nachweisbar (Claudin-
2). Von Claudin-1 ist bekannt, dass es den transepithelialen Widerstand von Epithelien erhoht
(Furuse et al., 2002). Claudin-2 bildet kationenselektive Poren und senkt so den transepithe-
lialen Widerstand (Amasheh et al., 2002). Claudin-5 kann den transepithelialen Widerstand
erhohen, indem es die Permeabilitit der Tight Junction fiir Kationen selektiv reduziert (Wen
et al., 2004). Das Vorhandensein von Claudin-2 in MDCK-C11 Zellen und somit das Vorhan-
densein kationenselektiver Poren, die den Effekt der Claudin-5-vermittelten Beschriankung
der Kationenpermeabilitit aufheben, ist ein mdglicher Erklarungsansatz fiir das Ausbleiben
des erwarteten Effektes

Um dies zu belegen, wire in weiterfiilhrenden Studien beispielsweise eine stabile Transfektion
von Caco-2 Zellen mit Claudin-2 und -5-cDNA und eine anschlieBende elektrophysiologische
Analyse denkbar. Dariiber hinaus konnte die zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der in dieser

Arbeit priasentierten Experimente noch nicht verfiigbaren Zweiwege-Impedanz-Spektroskopie
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eine genauere Analyse ermdglichen: Sie dient der hochauflosenden Bestimmung von parazel-
luldrem und transzellulirem Widerstand in epithelialen konfluenten Zellkulturen. Eine spezi-
fische Perturbation einer der beiden Wege ermoglicht bei dieser Technik die Erfassung zweier
Datensitze, die zusammen mit der Permabilitdtsmessung fiir einen geeigneten parazelluldren
Marker eine Berechnung der Widerstandswerte der beiden Wege ermoglicht (Reiter et al.,

2006).

4.2. Expression von Claudin-1 und Claudin-2

Claudine tragen durch Bildung einer dichten Barriere oder durch Bildung selektiver Poren
einen groflen Anteil an den funktionellen Barriereeigenschaften eines Gewebes. (Reyes et al.,
2002). Diese Eigenschaften werden durch Ladungen der extrazelluldren Schleifen vermittelt
(Colegio et al., 2002; Colegio et al., 2003). So ist die selektive Claudin-5-vermittelte Redukti-
on der Kationen-Permeabilitdt tiber die Tight Junction durch zwei Cysteine im ersten extrazel-
luldren Loop des Claudins bedingt (Wen et al., 2004). Einige Claudine weisen eine hohe Affi-
nitdt auf. So zeigt unter anderem Claudin-5 eine direkte Selbst-Assoziation. Der Mechanismus
dieser Assoziation ist noch unbekannt (Blasig et al., 2006). Um extrazelluldre Wechselwir-
kungen von Claudinen funktionell ndher zu analysieren sollte in dieser Arbeit zunéchst Clau-
din-1 und -2 exprimiert und fiir Interaktionsanalysen mittels Oberflachen-Plasmonen-
resonanzuntersuchungen aufgereinigt werden.

Claudin-1 und -2 wurden in einem prokaryontischen System exprimiert. Die Zellen wurden
nach Induktion der Proteinexpression unter verschiedenen Bedingungen inkubiert. Hierbei
zeigte sich keine Induktion der Proteinbildung. Eine Adhdsion an gréfere Proteine wie auch
eine Adhésion aneinander mit Erscheinen der Claudine in einer groeren Bande ist bei feh-
lender Induktion von Proteinbanden in anderen Gréfenfraktionen ebenfalls unwahrscheinlich.
Denkbar wire ein toxischer Effekt des gebildeten Claudins auf die bildenden Bakterien, was
zu einer Selbstlimitierung der Konzentration gefiihrt haben wiirde.

Es wurde nun ein Konstrukt hergestellt, welches nur aus den Extrazellulirdoménen, verbun-
den durch einen Platzhalter, bestand. Dieses Konstrukt enthielt weder Intrazelluldr- noch
Transmembrandominen. Hier zeigte sich eine Induktion mit Bildung des Proteins. Dieses lag
jedoch nicht wie erwartet in Losung, sondern zum Grossteil in unldslicher Form vor. Ein hiu-
figer Grund hierfiir ist ein Einschluss des Proteins in sogenannte inclusion bodys — von der
Zelle gebildete, abgeschlossene Vesikel. Dies war hier jedoch nicht der Fall, eine Praparation

mittels Ultraschall zeigte keine Solubilisierung des Proteines. Weitere Griinde fiir eine Unlos-
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lichkeit der Proteine wiren Hydrophobie, ein unausgeglichenes Verhéltnis von Arginin zu
Lysin beziehungsweise von Glutamat zu Aspartat oder zu viele Cysteine mit Bildung von Di-
sulfidbriicken innerhalb des Proteins. Diese Ursachen konnten ausgeschlossen werden: Beide
Claudine sind hydrophil, die Verhéltnisse von Arginin zu Lysin beziehungsweise von Gluta-
mat zu Aspartat sind ausgeglichen und beide enthalten je drei Cysteine.

Wiederholte Western Blot-Analysen wiesen das Claudin in mehreren héheren Banden nach.
Dies kann bedeuten, dass mehrere Claudine miteinander interagieren und ein unlosliches Po-
lymer bilden, oder dass sie an andere Proteine binden. Diese Vermutung konnte durch Zentri-
fugation durch GroBenfilter bestétigt werden: Die Claudine in der hier exprimierten kiirzeren
Variante haben eine Grofle von etwa 11 kDa. Sie passierten dennoch einen Filter, der nur {iber
30 kDa grofle Proteine an der Passage hinderte, nicht. Dies legt die Vermutung einer hohen
Adhésion mit Bildung der oben erwédhnten unldslichen Polymere nahe. Eine Fehlerquelle wé-
re eine unspezifische Bindung der zur Western-Blot-Analyse genutzten Antikdrper mit dem
scheinbaren Nachweis des Claudins in den hoheren Banden. Denaturierung der Proteine durch
Zugabe von Urea wies die Proteine jedoch in der erwarteten Bande auf, in hoheren Banden
fanden sich nun keine Signale mehr. Das macht eine unspezifische Antikérperbindung im
Nachweis sehr unwahrscheinlich.

Die in dieser Arbeit untersuchten extrazelluldren Loops weisen demnach eine sehr hohe Ad-
hdsion auf. Die Unterscheidung, ob die Polymere durch Bindung mehrerer Claudine mitein-
ander oder durch Bindung an andere Proteine entstehen, kann nicht sicher getroffen werden.
Fiir Charakterisierungen der funktionellen Eigenschaften des Proteins in Zukunft wire die
Herstellung kiirzerer Segmente, beispielsweise von einzelnen extrazelluldren Loops denkbar.
Dies kann zum einen die Loslichkeitseigenschaften des Proteins verbessern, zum anderen er-
laubt es die Unterscheidung der Eigenschaften der beiden extrazelluldren Loops beziiglich der

Adhision an andere Proteine.
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5. Zusammenfassung

Epithelien bilden eine Barriere und dienen dem Stofftransport zwischen dem Interstitium des
Korpers und der AuBenwelt. Die Zellen sind unter anderem durch Tight Junctions miteinander
verbunden. Die fiir die Transport- und Barriereeigenschaften wichtigsten Proteine darin sind
die Claudine, eine Familie integraler Transmembranproteine mit zwei extrazelluliren Domi-
nen. Eigenschaften des Epithels werden durch Ladungen ihrer extrazelluldren Schleifen ver-
mittelt

In der vorliegenden Arbeit sollten die funktionellen Eigenschaften von Claudin-5 nédher cha-
rakterisiert werden. Dazu wurde untersucht, ob und wie sich die Durchléssigkeit von MDCK-
C11 Zellen nach stabiler Transfektion mit Claudin-5-cDNA veréndert. Dariiber hinaus wur-
den Konstrukte der Claudine-1 und -2 fiir weiterfithrende Interaktionsanalysen hergestellt, in
prokaryontischen Expressionssystemen exprimiert und aufgereinigt. Es sollte geklirt werden,
ob diese fiir Analysen mittels Oberflichen-Plasmonenresonanz (Biacore)- Experimenten ge-
eignet waren.

Claudin-5 bildet Tight Junction-Stringe in Endothelzellen. Zusitzliche Expression von Clau-
din-5 kann je nach endogenem Claudin-Expressionmuster den transepithelialen Widerstand
erh6hen oder unverdndert lassen. In dieser Arbeit wurde es in einen eukaryontischen Expres-
sionsvektor kloniert und in MDCK-C11 Zellen transfiziert. Der transepitheliale Widerstand
der transfizierten MDCK-C11 Zellen wurde manuell und in Ussing Kammern gemessen und
mit dem von Zellen desselben Klons, welche mit dem leeren Vektor transfiziert worden wa-
ren, verglichen. Der transepitheliale Widerstand der Zellen dnderte sich nach stabiler Trans-
fektion mit Claudin-5 cDNA in dieser Arbeit nicht. Caco-2-Zellen dhneln in ihren funktionel-
len Eigenschaften den MDCK-C11 Zellen sehr. Expression von Claudin-5 erhéht den transe-
pithelialen Widerstand in diesen Zellen. Dies konnte durch die unterschiedliche Expression
von Claudin-2 bedingt sein: Es wird in MDCK-C11 Zellen in hohem Male synthetisiert, in
Caco-2 Zellen nicht. Claudin-2 senkt den transepithelialen Widerstand durch Bildung katio-
nenselektiver Poren. Claudin-5 kann ihn erhohen, indem es die Permeabilitit fiir Kationen
selektiv reduziert. Somit konnte Claudin-2 durch Bildung kationenselektiver Poren die Clau-
din-5 vermittelte Beschrdnkung der Kationenpermeabilitidt aufheben. Dies ist ein mdglicher
Erklarungsansatz fiir das Ausbleiben des erwarteten Effektes in den MDCK-C11 Zellen.

In weiterfithrenden Studien konnte dies beispielsweise durch stabile Transfektion von Caco-2-
Zellen mit Claudin-2 und -5-cDNA und eine anschlieBende elektrophysiologische Analyse

belegt werden.
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Claudin-1 wird vor allem in dichten Epithelverbdanden exprimiert und ist wichtig fiir das Auf-
rechterhalten eines hohen transepithelialen Widerstandes. Claudin-2 kommt in lecken Epithe-
lien vor und bildet parazelluldre, kationenspezifische Poren. Claudin-1 und -2 wurden in ei-
nem prokaryontischen Expressionssystem als Protein exprimiert. Zudem wurden 11 kDa gro-
Be Konstrukte von Claudin-1 und -2 hergestellt, die nur die extrazelluldren Schleifen und ei-
nen Platzhalter enthielten. Sie wurden unter Anwendung verschiedener Bedingungen in einem
prokaryontischen System zur Proteinexpression gebracht und aufgereinigt. In der Western
Blot-Analyse wurden die Claudine wiederholt in mehreren hoheren Banden nachgewiesen.
Sie passierten zudem einen groBenselektiven Filter, der nur Proteine > 30 kDa an der Passage
hinderte, nicht. Denaturierung der Proteine durch Zugabe von Urea wies die Proteine aus-
schliesslich in der erwarteten Bande auf.

Die in dieser Arbeit untersuchten extrazelluldren Loops weisen demnach eine sehr hohe Ad-
hision auf. Die Unterscheidung, ob die Polymere durch Bindung mehrerer Claudine mitein-
ander oder durch Bindung an andere Proteine entstehen, kann nicht sicher getroffen werden.
Fiir zukiinftige Charakterisierungen der funktionellen Eigenschaften des Proteins, insbesonde-
re fiir Interaktionsanalysen mittels Oberflichen Plasmonenresonanz, wire die Herstellung

kiirzerer Segmente, beispielsweise einzelner extrazelluldrer Loops denkbar.
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6. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schematische Darstellung von Claudin, Occludin und Tricellulin (nach Ikenouchi et

al., 2005).

Abb. 2: Western Blot-Nachweis von Claudin-1, -2 und -3 sowie von Occludin in MDCK-C7
bzw.-C11-Zellen.

Abb. 3: Western Blot-Nachweis von Claudin-5 in mit Claudin-5 bzw. leerem Vektor transfi-

zierten MDCK-7- und C11-Zellen.

Abb. 4: Immunfluoreszenzfairbung von MDCK-C11-5.2 vs. mock-transfizierter Zellen (C11)
mit mAnti-Flag-Antikorper.

Abb. 5: Widerstinde der mit Claudin-5—pFLAG-CMV4-Vektor transfizierten MDCK-C11

Zellen versus Kontrollen (jew. N =9, n.s.).

Abb. 6: Expression von Claudin-1 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-

dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Abb. 7: Expression von Claudin-1 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-

dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Abb. 8: Expression von Claudin-2 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-

dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Abb. 9: Expression von Claudin-2 mit His-Tag, Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Be-

dingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.

Abb. 10: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt™ bei 37 °C, Vorversuch zur Er-

mittlung der optimalen Bedingungen. Coomassie-Blau-Féarbung.
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Abb. 11: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt* bei 37 °C, Vorversuch zur Er-

mittlung der optimalen Bedingungen. Coomassie-Blau-Farbung.

Abb. 12: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt™ im Vorversuch zur Ermittlung

der optimalen Bedingungen. Western Blotting.

Abb. 13: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt™ im Vorversuch zur Ermittlung

der optimalen Bedingungen. Western Blotting.

Abb. 14: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt* unter den optimalen Bedingun-

gen: 37 °C, 1 mM IPTG, 4 h. Western Blotting.

Abb. 15: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt* unter den optimalen Bedingun-

gen: 37 °C, 1 mM IPTG, 2 h. Western Blotting.

Abb. 16: Expression von Claudin-2 als ,,Einzelloopkonstrukt®. Coomassie-Blau-Féarbung (ex-

emplarisch).

Abb. 17: , Einzelloopkonstrukt* von Claudin-2, Auftrag von Pellet und Uberstand nach Ultra-

schallbehandlung. Coomassie-Blau-Féarbung.

Abb. 18: Pellet nach Aufbrechen der Zellen in Urea-Puffer.

Abb. 19: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt®. Western Blotting Nachweis

der Expression iiber Nacht.

Abb. 20: Expression von Claudin-1 als ,,Einzelloopkonstrukt. Coomassie-Blau-Féarbung. Ex-

pression iiber Nacht.

Abb. 21: Claudin-1. Western Blotting nach Expression und Aufreinigung mit stringenten
Waschbedingungen.
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Abb. 22: Claudin-2 als Einzelloopkonstrukt in pQE 31, Aufreinigung iiber GroBenfilter.
Coomassie-Blau-Farbung. Konzentration der Proben etwa 0,03 pg/ pl, 50 ul aufgetragen.

Abb. 23: Claudin-2 als Einzelloopkonstrukt, aufgereinigt und eingeengt iiber GroBenfilter.

Coomassie-Blau-Farbung.

Abb. 24: Claudin-2 als Einzelloopkonstrukt, aufgereinigt und eingeengt iiber GroBenfilter.
Western-Blotting.
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8. Vorpublikationen in Zusammenhang mit dem Dissertationsthema

Originalarbeit:

Amasheh S, Schmidt T, Mahn M, Florian P, Mankertz J, Gitter AH, Schulzke JD, Fromm M.
(2005). Contribution of claudin-5 to barrier properties in tight junctions of epithelial cells.
Cell Tissue Res. 321: 89-96.

Abstract:

Claudin-5 is a transmembrane protein reported to be primarily present in tight junctions of
endothelia. Unexpectedly, we found expression of claudin-5 in HT-29/B6 cells, an epithelial
cell line derived from human colon. Confocal microscopy showed colocalization of claudin-5
with occludin, indicating its presence in the tight junctions. By contrast, claudin-5 was absent
in the human colonic cell line Caco-2 and in Madin-Darby canine kidney cells (MDCK sub-
clones C7 and C11), an epithelial cell line derived from the collecting duct. To determine the
contribution of claudin-5 to tight junctional permeability in cells of human origin, stable
transfection of Caco-2 with FLAG-claudin-5 ¢cDNA was performed. In addition, clone
MDCK-C7 was transfected. Synthesis of the exogenous FLAG-claudin-5 was verified by
Western blot analysis and confocal fluorescent imaging by employing FLAG-specific anti-
body. FLAG-claudin-5 was detected in transfected cells in colocalization with occludin,
whereas cells transfected with the vector alone did not exhibit specific signals. Resistance
measurements and mannitol fluxes after stable transfection with claudin-5 cDNA revealed a
marked increase of barrier function in cells of low genuine transepithelial resistance (Caco-2).
By contrast, no changes of barrier properties were detected in cells with a high transepithelial
resistance (MDCK-C7) after stable transfection with claudin-5 ¢cDNA. We conclude that
claudin-5 is present in epithelial cells of colonic origin and that it contributes to some extent
to the paracellular seal. Claudin-5 may thus be classified as a tight-junctional protein capable

of contributing to the "sealing" of the tight junction.
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