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Regulation der Genexpression
des Tight junction-Proteins Claudin-2

durch Entzindungsmediatoren

Einfihrung

Die Tight junction befindet sich im Bereich der Zonula occludens epithelialer Zellen und ist an der Bildung der
parazellularen Barriere beteiligt. Elektronenmikroskopisch stellt sich die Tight junction als Netzwerk verzweigter
Strénge dar (Fig. 1A).

Sie bestehen aus verschiedenen Transmembran-Proteinen (Fig. 1B), wie z.B. Occludin und den Claudinen. Es
wird vermutet, dass die unterschiedliche Kombination der Tight junction Proteine die Variabilitit der
Durchléssigkeit verschiedener Epithelien verursacht (1).

Bis jetzt sind 24 Proteine identifiziert, die der Familie der Claudine
zugeordnet werden. Sie weisen untereinander ausgepréagte
Homologien auf, unterscheiden sich aber hinsichtlich ihrer
Auswirkung auf die parazellulare Permeabilitat. So wurde gezeigt,
dass Claudin-1 eine abdichtende Funktion austibt, wohingegen
Claudin-2 (Fig. 1C) durch den Einbau von Kationenkanalen die
Durchlassigkeit der epithelialen Barriere erhoht (2).

Zytokine, wie IL-13 reguliert.

Proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IFNy konnen die
epitheliale Barrierefunktion beeinflussen, indem sie die Gen-

expression der Tight junction Proteine regulieren (3,4). aufzuklaren.

Bis jetzt sind 24 Proteine identifiziert, die der Familie der Claudine zugeordnet werden. Sie weisen
untereinander ausgepragte Homologien auf, unterscheiden sich aber hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die
parazellulare Permeabilitat. So wurde gezeigt, dass Claudin-1 eine abdichtende Funktion austibt, wohingegen
Claudin-2 (Fig. 1C) durch den Einbau von Kationenkanalen die Durchl&ssigkeit der epithelialen Barriere erhoht
).

Proinflammatorische Zytokine wie TNFo und IFNy kénnen die epitheliale Barrierefunktion beeinflussen, indem
sie die Genexpression der Tight junction Proteine regulieren (3,4).

Hierin konnte ein moglicher molekularer Mechanismus fiir die Barrierefunktionsstérungen bei chronisch entziind-
lichen Darmerkrankungen (z.B. Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) liegen, bei denen lokal eine Erhéhung dieser
Zytokine feststellbar ist. Die Wirkung anti-inflammatorischer Zytokine wie Interleukin-13 auf die Regulation

der Tight junction wird derzeit intensiv erforscht .
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Fig.1: Das Tight junction Netzwerk

(A) Elektronenmikroskopischer Gefrierbruch der Tight junction Strange einer HT-29/B6-Zelle

(B) Wechselwirkung der Proteine der Tight junction

(C) Claudin-2: ein integrales Membranprotein mit vier Transmembrandoméanen und einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 22kD

Zusammenfassung

Das Protein Claudin-2 ist als Bestandteil der Tight junction an der Steuerung der
Permeabilitat epithelialer Barrieren beteiligt.

Waéhrend unseres Praktikums gelang es, einen erweiterten Claudin-2-Promotor zu

isolieren, der eine STAT-6 Bindungsstelle aufweist, die fur die Wirkung von IL-13 43kb
notwendig ist. In den weiteren Untersuchungen wird die Arbeitsgruppe versuchen, mit
Hilfe eines Reportergen-Assays den Effekt von IL-13 auf die Promotoraktivitét

Zielstellung

Ein Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe ist die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Regulation
der Claudin-2 Genexpression durch Zytokine. TNFo induzierte nach stabiler Transfektion eine Hochregulation
der Claudin-2 Expression. IL-13 zeigte aufgrund der fehlenden Bindungsstelle seines nukleéren Effektors,
STAT-6, im bisher verwendeten Promotor keinen Effekt (Fig. 2).

Unsere Arbeit bestand in der Herstellung einer langeren Promotorsequenz, die nach Analyse der humanen
genomischen Sequenz in diesem Bereich eine potentielle STAT-6 Bindungsstelle enthalt.
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Methoden und Ergebnisse

1. PCR mit genspezifischen Primern und Klonierung in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor Humane genomische
DNA wurde zunachst mit spezifischen Primern fur das Claudin-2 Gen mittels PCR amplifiziert (Fig. 3). Das 2,4 kb
groBe DNA Fragment wurde aus dem Gel extrahiert und nach Aufreinigung in den Plasmid-Vektor pCR®2.1-
TOPORP ligiert (Fig. 4).

Das Ligationsprodukt wurde zur Vermehrung in kompetente E.coli-Bakterien (Stamm TOP10F’) transformiert.
Nach Aufreinigung aus den Bakterien wurden die Plasmide mit Vektor-spezifischen Primern sequenziert.

Die Sequenzanalyse (Fig. 5) bestétigt, dass es sich bei dem Insert
um den gesuchten Promotorabschnitt des Claudin-2-Gens handelt.

Seine Genexpression wird durch
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Fig. 3: Agarosegel der Produkte aus
der PCR mit Claudin-2-spezifischen M 2Hind Ill - DNA-Fragmente

: 1-4: PCR-Produkte nach Amplifikation mit den
Primern inneren Primern FOR1 und REV1 (Fig. 4)
Die Produkte aus der Amplifikation wurden in einem il lerielihisEzdnppAy
0,7%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt 6-9: FC[;?-Progu_kte "agg’;’;phzkgg\’l‘zmgdez
und mit Ethidiumbromid tiber UV-Licht visualisiert. aulseren Frimern un (Fig- 4)
Fig. 4 pCR®2.1-TOPO®-Vektor SRR
Der TOPO-Vektor besitzt ein lacZ-Gen fiir die p- =g
Galactosidase, die Lactose 2zu Glucose und
Galactose hydrolysiert. Bei Zugabe des Galactose-
Analogons X-Gal fiihrt dessen Spaltung durch die B- o e 1
Galactosidase zur blauen Farbung der Bakterien.
Wird das lacZ-Gen durch das Einfligen eines Inserts
unterbrochen, blefben die Bakterien wei. Durch -
diese sogenannte WeiR/Blau-Selektion kénnen e ocrez 1.ToPO" 1
Bakterienkolonien, die Plasmide mit Insert enthalten - 19k

idnetifiziert werden.

Fig. 5: Sequenzanalyse
des Inserts

Vektor/Insert-Ubergang
Zur Sequenzanalyse wurde die Kettenabbruch-
methode nach Sanger eingesetzt, bei der durch
markierte Didesoxynukleotide verschieden lange
DNA-Fragmente produziert werden.
Aufgrund ihres unterschiedlichen Wanderungs-
verhaltens in der Kapillargelelektrophorese erfolgt
eine Auftrennung mit anschlieBender Detektion.
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2. Umklonierung in den Reportergen-Vektor pGL3-Basic

Zur Verifizierung der Promotor-Aktivitait wurde das Insert in den Reportergen-Vektor pGL3-Basic (Fig. 6)
Dieses Enzym st durch eine
Chemolumineszenzreaktion leicht nachweisbar. Durch Einfiigen des Claudin-2-Promotors unmittelbar vor das

umkloniert. Dieser Vektor besitzt ein Gen fir die Luciferase.

Reportergen ist die Luciferase-Expression direkt abhangig von der Aktivitat dieses Promotors. Die Umklonierung
wurde durch eine weitere Sequenzierung tberpruift.

Fig. 6: pGL3-Basic-
Vektor
Fur die Ligation wurde

der Vektor mit der
Restriktionsendonuklease ~ Smal
linearisiert. Das Insert mit dem
Claudin-2 Promotor wird direkt
vor das luc-Gen ein gefithrt und
dient somit als Promotor fiir die
Luciferaseexpression.

3. Transfektion in HT-29/B6-Zellen (Ausblick)
Die Plasmide, die den Claudin-2-Promotor mit STAT-6-Bindungsstelle enthalten, werden nun in die humanen
Coloncarzinomzellen HT-29/B6 transfiziert und der Effekt von IL-13 auf die Luciferase-Expression untersucht.
Diese gibt Auskunft Giber die Wirkung von IL-13 auf die Claudin-2-Promotoraktivitat und dient somit als Modell fiir
die durch IL-13 regulierte Claudin-2-Expression.



