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Leucin L

Lysin K
lysogeny broth LB
Matrixvolumen MV
Methionin M
Minimal Essential Medium MEM
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Abklrzungsverzeichnis

Molekulargewicht, molecular weight MW
Natriumdodecylsulfat, sodium dodecyl sulfat SDS
Ni%*-Iminodiessigsaureagarose Ni-IDA
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin TEMED
Paraformaldehyd PFA
parazellular para
Penicillin/Streptomycin solution Pen/Strep
Phenylalanin F
Phenylmethylsulfonylfluorid PMSF
Phosphat-gepufferte Salzlésung ohne CaCl; and MgCl, PBS
Phosphat-gepufferte Salzlésung mit CaCl, and MgCl. PBS (+/+)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese PAGE
Poly-L-Lysin PLL
Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction PCR
Polyvinylidenfluorid PVDF
Polyvinylpyrrolidone, mittleres Molekulargewicht 40 000 g/mol PVP40
Prolin P
Protease Inhibitor Cocktail PIC
Protein Data Bank PDB
Proteinsynthese-inhibierender Faktor, protein synthesis inhibition PSIF
factor

Raumtemperatur RT
rekonstruierte humane Epidermis RHE
Resonanzfrequenz f

Roswell Park Memorial Institute Medium RPMI-1640
Serin S
Standardfehler des Mittelwertes, engl. standard error of the mean SEM
Stratum corneum SC
Stratum granulosum SG
Transepithelialer Widerstand, engl. transepithelial resistance TER
Transmembranhelix TMH
Threonin (in Aminosauresequenzen) T

Thymin (in Nukleotidsequenzen) T

Tight Junction TJ
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer TAE-Puffer
TRIS-Borat-EDTA-Puffer TBE-Puffer
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Abklrzungsverzeichnis

TRIS-gepufferte Salzlésung mit Tween 20 TBS-T
TRIS(hydroxymethyl)-aminomethan TRIS
TRIS-EDTA Citrat Puffer TEC-Puffer
Tryptophan W

Tyrosin Y

Valin \%
Widerstand R

Wildtyp wit

Zonula Occludens-1 Z0-1

Abkiirzungen der Mutationen in CPE und cCPE

N218Q/Y306W/S313H NQYWSH
S231R/S313H SRSH
S305P/S307R/S313H SSS
Y306A/L315A YALA
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Zusammenfassung

|. Zusammenfassung

Krebserkrankungen sind die zweithaufigste Todesursache in Deutschland. Obwohl es enorme
Fortschritte in der Behandlung und Heilung gab, stellen insbesondere schwer zu detektierende
und chemotherapieresistente Tumoren noch immer eine grof3e Herausforderung dar.
Bakterielle Toxine werden als neuer Therapieansatz in der Tumorbehandlung erforscht.
Clostridium perfringens Enterotoxin (CPE) ist ein B-porenbildendes Toxin, das an Claudine,
vor allem Claudin (Cldn-) 3 und 4, auf der Oberflache von Zellen epithelialen Ursprungs bindet.
Fir verschiedene Karzinome wurde bereits eine Uberexpression von bestimmten
Claudinsubtypen beschrieben, was sie zu geeigneten Wirkstoffzielen macht.

Die Claudin-abhangige, CPE-vermittelte Porenbildung und Zytotoxizitdt kann fur die
Behandlung von therapieresistenten, Claudin-Uberexprimierenden Tumoren genutzt werden.
Die carboxyterminale Domane des Proteins (cCPE) bildet keine zytotoxischen Poren, ist
jedoch fir die Claudinbindung ausreichend. Daher kénnen cCPE-Proteine als Targeting-
Molekile ohne zellschadigende Wirkung bei der Diagnose Claudin-Uberexprimierender
Karzinome oder fiir die reversible Modulierung der parazellularen Barriere in epi-/endothelialen
Geweben eingesetzt werden.

Durch strukturbasierte Mutationen konnte die Claudinsubtypspezifitat und -sensitivitat von
(c)CPE gezielt modifiziert und an verschiedene Karzinomentitidten bzw. physiologisch
relevante Barrieren angepasst werden. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den sich
daraus ergebenden Anwendungsmadglichkeiten flr (c)CPE-basierte Biologika in der Diagnostik
und Behandlung von Tumoren sowie bei der selektiven Modulierung der parazelluldren
Barriere der Epidermis.

Dazu wurden zunéachst Strukturmodelle der Claudine (Cldn) 1 bis 7 im Komplex mit cCPE-
Varianten generiert, um die Claudin/cCPE-Interaktion genauer zu analysieren. In Verbindung
mit den als Vorlage verwendeten Kristallstrukturen zeigten die neuen Modelle, dass die
Konformation der Claudine und des Claudin-cCPE-Komplexes flexibel ist, das extrazellulare
Segment 2 (EZS2) der Claudine jedoch immer auf ahnliche Weise mit der EZS2-Turn-
Bindungstasche auf der Oberflache des cCPE interagiert. Experimentell erhobene Daten zur
Bindung der Mutante cCPE-S231R/S313H (cCPE-SRSH) an die Nicht-Rezeptorclaudine 1
und 5 liefden sich damit erklaren. Diese mechanistischen Erkenntnisse bilden die Grundlage
fur die Anwendung CPE und cCPE-basierter Biologika.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die zytotoxische Wirkung von CPE-SRSH auf
Bronchialkarzinomzellen, die ein Spektrum an Claudinen exprimieren, in vitro untersucht.
Durch den Vergleich mit papillaren Schilddrisenkarzinomzellen, welche nur Cldn1
exprimieren, konnte herausgearbeitet werden, dass CPE-SRSH vor allem den Angriff auf

solche Karzinomzellen ermdéglicht, die hauptsachlich Cldn1 exprimieren.
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Claudine und cCPE bilden ein passendes Rezeptor-Liganden-Paar fiir eine Fluorophor-
gekoppelte molekulare Sonde, die spezifisch auf der Oberflache (pra)kanzerdser Lasionen
bindet und diese durch eine spezifische Anreicherung des Fluoreszenzsignals hervorhebt. Flr
die vorliegende Arbeit wurden Fluorophor-markierte, cCPE-basierte molekulare Sonden
generiert und ihre Bindung und deren Spezifitat in relevanten Tumormodellen getestet. cCPE-
Varianten wurden sowohl als YFP-Fusionsproteine exprimiert als auch posttranslational mit
einem Fluorophor gekoppelt. Diese Proteine wurden anschlieend fir die Claudindetektion in
Zelllinien, entziindetem Kolongewebe, Organoiden aus humanen Magenkarzinomen und
humanen kolorektalen Polypen eingesetzt. In all diesen in vitro- bzw. ex vivo- Modellen konnte
mittels konfokaler Mikroskopie eine eindeutige Claudindetektion mit den cCPE-basierten
molekularen Sonden gezeigt werden. Ein besonderer Vorteil der Fluorophor-markierten cCPE-
Proteine zur bisher etablierten Claudindetektion Uber Immunfluoreszenztechniken besteht in
ihrer Anwendbarkeit in lebenden Geweben und somit auch fiir eine fluoreszenzendoskopische
Tumordiagnostik.

Eine weitere potenzielle therapeutische Anwendung von cCPE ist die Offnung der epidermalen
Barriere durch die gezielte, reversible Modulierung der Tight Junctions (TJ) in der Epidermis.
Dies ist beispielsweise fur die nicht-invasive Wirkstoffapplikation von Bedeutung, da viele
neuartige Wirkstoffe hydrophile Molekile sind, die zu einem erheblichen Teil Uber den
parazellularen Weg an ihren Wirkungsort gelangen. In dieser Arbeit konnte mittels
Immunfluoreszenzfarbungen und elektrophysiologischen Methoden die spezische Bindung
von cCPE-Varianten an Cldn1 und -4 in lebenden Epidermisschichten und die daraus
resultierende Modulierung der TJ-Barriere erstmals differenziert von weiteren epidermalen
Barrierekomponenten aufgelést werden. Dabei wurde der grofRere Beitrag von Cldn1

gegenuber Cldn4 zur Aufrechterhaltung der epidermalen Barriere bestatigt.
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Abstract

[I. Abstract

Cancer is the second-leading cause of death in Germany. Although cancer treatments have
progressed tremendously and led to higher cure rates, curing cancers that are hard to detect
or chemotherapy-resistant still holds major challenges.

Bacterial toxins have been proposed as alternative cancer treatments. Clostridium perfringens
enterotoxin (CPE) is a B-pore forming toxin that binds to claudins, mainly claudin-3 (Cldn) and
-4, on the surface of cells of epithelial origin. Claudins are a promising cancer drug target as
they are overexpressed in diverse carcinomas.

Due to its pore-forming properties, native full-length CPE causes claudin-mediated cytotoxic
effects, which might be used for the treatment of therapy-resistant, claudin-overexpressing
tumors. The carboxy-terminal domain of CPE (cCPE) retains claudin binding properties without
being cytotoxic. Thus, cCPE proteins might be promising targeting modules for the diagnosis
of claudin-overexpressing carcinomas or could be applied for the reversible modulation of epi-
/endothelial barriers without causing cell damage.

Structure-based mutagenesis enabled changes in the claudin subtype specificity and
sensitivity of CPE, adjusting it to the claudin expression profiles of various carcinomas or
physiologic barriers. Within the scope of this thesis, potential applications for (c)CPE-based
biologics in the diagnosis and treatment of cancers as well as in the selective modulation of
the epidermal paracellular barrier were investigated.

For this purpose, homology models of claudins (Cldn) 1 to 7 in complex with cCPE variants
were generated to further resolve the interaction between claudins and cCPE mutants. In
conjuction with the claudin/cCPE crystal structures, that were used as templates, the new
models implied that the conformation of the heterocomplex is flexible, yet the extracellular loop
2 (ECL2) of different claudins always interacts with the ECL2-turn binding pocket on the
surface of cCPE in a similar manner. The homology models supported experimental binding
data of the mutant cCPE-S231R/S313H (cCPE-SRSH) to the non-CPE receptor claudins
Cldn1 and 5. These mechanistic insights provide the basis for the application of (c)CPE-based
biologicals.

Here, the cytotoxicity of CPE-SRSH on lung cancer cells, expressing a variety of claudins, was
investigated in in vitro models. These findings were compared to the cytotoxic effects in
papillary thyroid carcinoma cells, expressing only Cldn1. Thus, it could be shown that CPE-
SRSH enables targeting of carcinoma cells that primarily express Cldn1.

Claudins and cCPE are convenient receptors and ligands, respectively, to design a
fluorophore-coupled molecular probe that binds to the surface of (pre-) cancerous lesions and
highlights them due to an enriched fluorescence signal. Within this research project,

fluorophore-coupled cCPE proteins were generated. Their claudin binding and its specificity
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were analyzed in relevant tumor models. cCPE was either expressed as a YFP fusion protein
or the purified protein was labelled with a fluorophore. The obtained proteins were applied for
claudin detection in cell lines, inflamed colon tissue, organoids of human gastric cancer and
human colorectal polyps. A distinct claudin detection using the cCPE-based molecular probes
was achieved in all in vitro and ex vivo models and visualized using confocal laser scanning
microscopy. A distinct advantage of the claudin detection via fluorophore-coupled cCPE
proteins over the common immunofluorescence staining techniques is its applicability in living
tissues and therefore, for a real-time fluorescence detection of tumors.

cCPE could also potentially be administered to open the transepidermal barrier by specifically
and reversibly modulating the tight junctions (TJ) in the epidermis. This is of importance for the
development of non-invasive drug delivery methods. Many new drugs are hydrophilic
molecules. Their main route of delivery is the paracellular pathway. Using immunofluorescence
stainings and electrophysiologic methods, the binding of cCPE variants to Cldn1 and -4 in a
human epidermis model and the subsequent distinct modulation of the TJ barrier were resolved
separately from other epidermal barrier components for the first time in this project. It was also

confirmed that Cldn1 has a greater impact on epidermal barrier formation than Cldn4.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens (C. perfringens) ist ein Gram-positives, stabchenformiges,
endosporenbildendes Bakterium. 1891 wurde es zum ersten Mal von W.H. Welch aus an
Gasbrand leidenden Patienten isoliert und als neues Bakterium identifiziert. Obwohl C.
perfringens als anaerob gilt, kann es auch in Gegenwart von Sauerstoff tiberleben (Kiu and
Hall 2018).

Dementsprechend ist C. perfringens ubiquitar in der Natur verbreitet. Zu seinen natirlichen
Lebensraumen zahlen unter anderem Boden, Abwasser und Lebensmittel, aber es ist auch
Teil des gastrointestinalen Mikrobioms sowohl in gesunden als auch in erkrankten Menschen
und Tieren (Kiu and Hall 2018).

C. perfringens Stamme sind verbreitete Human- und Tierpathogene, die histotoxische
(beispielsweise clostridiale Myonekrose (Gasbrand)) sowie Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes bzw. mit Ursprung in diesem (Enteritis, Enterotoxamie) verursachen
kénnen (Ma et al. 2014, Freedman, Shrestha, and McClane 2016).

Die Serotypisierung von C. perfringens Stammen erfolgt auf Basis der von ihnen produzierten,
wirksamen Proteintoxine. Das bestehende Serotypsierungsschema nach Wilsdon wurde
zuletzt im Jahr 2018 durch Rood und Kollegen revidiert und aktualisiert (Abb. 1).

CPA CPB ETX ITX CPE NetB

Toxin iap

Abbildung 1 Schema zur
plc cpb etx iab

Serotypisierung von Clostridium
perfringens Stammen. Die Bezeichnung
Serotyp der Serotypen A—E beruht auf der
Produktion von CPA, CPB, ETX und ITX
A durch die Isolate. Isolate des Serotyps F
produzieren CPA und CPE. Serotyp G
B B zeichnet sich durch die Produktion von
CPA und NetB aus, aber kann nicht CPB,
ETX oder ITX produzieren. Die Namen der
Proteintoxine sind in schwarzen
GroRbuchstaben, die der entsprechenden
Gene in grauen, kursiven Kleinbuchstaben
dargestellt. Rote Quadrate — bestétigte
Toxinproduktion, blaue Quadrate -
potentielle Toxinproduktion durch die
entsprechenden Stamme. Nach (Kiu and
Hall 2018).

cpe netB

m O O @

B Toxinproduktion

B potentielle Toxinproduktion

Die Serotypen A — E beruhen auf der Fahigkeit der Stdamme, das a-, -, e- oder 1-Toxin (CPA,
CPB, ETX bzw. ITX) zu produzieren. Als C. perfringens Serotyp F werden Stamme klassifiziert,
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deren Isolate die Gene zur Produktion des a-Toxins (p/c) und des C. perfringens Enterotoxin
(cpe) tragen und wahrend der Sporulation C. perfringens Enterotoxin (CPE) freisetzen. Vor
der Revision wurde flir diese Stamme die Bezeichnung CPE-positive C. perfringens-Stamme
des Serotyps A verwendet, sodass diese Bezeichnung auch heute noch verbreitet ist. C.
perfringens Stamme des Serotyps G produzieren laut Definition CPA und C. perfringens
necrotic enteritis toxin B-like (NetB), aber nicht CPB, ETX und ITX (Rood et al. 2018).
Insgesamt sind mindestens 16 Toxine bekannt, die zur Pathogenizitat von C. perfringens-
Stdmmen beitragen (Uzal et al. 2014).

Zu den relevanten Humanpathogenen zahlen zum einen Stamme des Serotyps C, welche
CPA und CPB produzieren und nekrotisierende Enteritis verursachen, sowie der Versursacher
des Gasbrands, CPA-produzierende Stdmme des Serotyps A (Uzal et al. 2014), und CPE-
produzierende Stamme des Serotyps F, welche die C. perfringens-vermittelte
Lebensmittelvergiftung sowie antibiotikaassoziierte Diarrhd auslésen kdénnen (Rood et al.
2018).

1.2 Clostridium perfringens Enterotoxin

CPE ist ein 319 Aminosauren (AS) langes und 35 kDa grofes Protein (Czeczulin, Hanna, and
McClane 1993).

Es verursacht histologische Schaden im Dinndarm aller bisher getesteten Spezies. Die CPE-
vermittelten histologischen Veranderungen beinhalten eine Verklrzung der Villi/Zotten, sowie
die Nekrose und Abschilferung der Epithelzellen (Freedman, Shrestha, and McClane 2016).
Zwei Beobachtungen lassen darauf schlief3en, dass es sich bei CPE um den wichtigsten
Virulenzfaktor bei C. perfringens Typ F-bedingten, gastrointestinalen Erkrankungen handelt.
Zum einen wurde gezeigt, dass die Inaktivierung des cpe-Gens in einem
lebensmittelvergiftenden Stamm zum Verlust der Enteropathogenizitat fuhrt, welche sich durch
Komplementation des cpe-Gens wiederherstellen Iasst (Sarker, Carman, and McClane 1999).
Zum anderen hat die Aufnahme von reinem CPE in freiwilligen Testpersonen dieselben
gastrointestinalen Symptome ausgeldst, die fir eine Lebensmittelvergiftung mit C. perfringens
Typ F typisch sind (Skjelkvale and Uemura 1977).

Infektionen mit C. perfringens Serotyp F-Stammen fihren im Allgemeinen zu einer milden
Form der Lebensmittelvergiftung, bei der Krampfe im Abdomen sowie Diarrhé auftreten
(Freedman, Shrestha, and McClane 2016). Die Symptome treten typischerweise 8 — 24 h nach
der Aufnahme kontaminierter Speisen auf und klingen nach weiteren 18 — 24 h wieder ab (Bos
et al. 2005).
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1.2.1 Struktur und funktionale Domanen von CPE

CPE besteht aus zwei funktionellen Doméanen: Die Amino-terminale Doméane (nCPE) vermittelt
die Zytotoxizitat wahrend die Carboxy-terminale Domane (cCPE) die Claudinbindungstasche
enthalt (Kokai-Kun and McClane 1997).

Die Struktur des vollstandigen CPE-Proteins wurde 2011 von zwei unabhangigen Gruppen
publiziert ((Briggs et al. 2011),PDB ID 2HX6 und (Kitadokoro et al. 2011) PDB ID: 3AM2)
(Abb. 2A). Diese Studien zeigten, dass CPE aus drei strukturellen Doméanen aufgebaut ist,
welche zwei funktionelle Domanen darstellen. Doméane | entspricht der
Claudinbindungsdoméne cCPE (Van ltallie et al. 2008, Kitadokoro et al. 2011), wahrend die
Domanen Il und Il Subdoménen des zytotoxischen nCPE sind (Abb. 2B) (Kitadokoro et al.
2011).

Domane |

A nCPE cCPE

Domane Il

B
nCPE cCPE
A A
[ | \
1 25 4553 80 106 184 200 319
NH, . . COOH
o | |
Trypsin- ; minimale
schnittstelle Porenbildung Claudin-

bindungsdomane

2903 DAGQYVLVMKANSSY3SGNY310PY312S]  “FQKF31®
! b

Claudin-Bindungstasche

Oligomerisierung

Abbildung 2 Struktur von CPE. (A) Dreidimensionale Struktur des CPE-Monomers als Oberflaiche und
vereinfachte Cartoondarstellung gefarbt nach strukturellen Domanen. Die C-terminale, Claudin-bindende Doméane
| (cCPE) ist in griin dargestellt, die porenbildenden Doméanen Il und Il (nCPE) jeweils in violett und hellrosa (nach
(Kitadokoro et al. 2011), PDB ID: 3AM2). (B) Schematische Darstellung der CPE-Struktur. Das Peptid aus den AS
1 — 25 kann durch Trypsin abgespalten werden, wodurch die Aktivitat des Proteins deutlich erhdht wird. Der Bereich
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zwischen den AS 45 — 53 ist notwendig fur die Oligomerisierung des Proteins. Die AS 80 - 106 bilden eine a-Helix
mit alternierenden hydrophilen und hydrophoben AS-Resten. Dieser Bereich kann als Transmembranhelix in die
Plasmamembran eindringen und ist entscheidend fur die Ausbildung der B-Pore. Die AS 184 — 319 bilden die nicht-
toxischen Claudin-Bindungsdoméne cCPE, wobei mindestens die AS 290 — 319 flr die Claudinbindung notwendig
sind. In diesem Bereich befindet sich auch die hydrophobe Claudinbindungstasche des cCPE, welche durch die
Reste Y306, Y310 Y¥312 ynd L35 gebildet wird. Abbildung bearbeitet nach (Hashimoto, Yagi, and Kondoh 2017).

2008 konnten van ltallie und Kollegen die Kristallstruktur von cCPE mittels
Réntgenkristallographie mit einer Auflésung von 1,75 A aufklaren. Es zeigte sich, dass cCPE
als neunstrangiges pB-Sandwich vorliegt. Die Strange 8 und B9 und befinden sich auf der
Oberflache von cCPE und bilden die Claudinbindungstasche (Van lItallie et al. 2008).
Ingesamt besteht CPE aus 17 zumeist antiparallelen B-Strangen, 3 a-Helices und zwei kurzen
310-Helices, die zu einer langlichen Struktur angeordnet sind. In beiden Strukturen sind die
ersten 34 bzw. 35 N-terminalen Aminosauren nicht zu erkennen, da sie keine funktionale
Elektronendichte aufweisen. Daraus lasst sich schlieRen, dass dieser Bereich ungeordnet
vorliegt (Briggs et al. 2011, Kitadokoro et al. 2011).

Die Struktur von nCPE ahnelt B-porenformenden Toxinen wie ETX, Aerolysin aus Aeromonas
hydrophilas oder dem porenbildenden, hamolytischen Lectin aus Laetiporus sulphureus. Die
Amniosauren 80— 106 beinhalten eine a-Helix mit alternierenden hydrophilen und
hydrophoben  Aminosaureresten. Dieses Muster ist charakteristisch fur die
membrandurchspannenden Schleifen von B-porenbildenden Toxinen. Somit wurde auch

strukturell bestatigt, dass CPE ein p-porenbildendes Toxin ist (Kitadokoro et al. 2011).
1.2.2 Produktion von CPE

C.perfringens ist ein endosporenbildendes Bakterium. Im Hungerzustand kommt es zu einer
indquaten Zellteilung, bei der eine Endospore freigesetzt wird. Diese ist metabolisch inaktiv
und besitzt eine hohe Resistenz gegeniber schadlichen Umwelteinflissen.

In kontaminierten Speisen finden sich oft Endosporen von C. perfringens, welche ein
unzureichendes Kochen der Lebensmittel Gberleben und in der nahrstoffreichen Umgebung in
hoher Dichte zu vegetativen Bakterien keimen. Bei der Aufnahme grolier Mengen vegetativer
Bakterien Uberleben einige das saure Milieu des Magens und gelangen in den Darm. Dort
vermehren sie sich zunachst, gehen hernach aber zur Sporulation Gber (Freedman, Shrestha,
and McClane 2016). Die Signalwege, welche diesen Zustand induzieren, sind noch nicht
umfassend geklart, beinhalten wahrscheinlich aber die Anwesenheit von anorganischem
Phosphat (Philippe et al. 2006) und Gallensalzen (Heredia et al. 1991).

CPE ist ein Sporulations-assoziierter Virulenzfaktor, denn das cpe-Gen wird nur wahrend der
Sporulation exprimiert (Kokai-Kun et al. 1994). Das Toxin akkumuliert zunachst in Form von
kristallinen inclusion bodies und wird bei der Bakterienlyse in das Darmlumen freigesetzt

(Loffler and Labbe 1986), wo es die unter 1.2 beschriebenen Symptome ausldst.
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1.2.3 Zellularer Wirkmechanismus von CPE

Das Dinndarmepithel, besonders das des lleums, ist sehr sensitiv gegenliiber CPE. Dies
konnte nicht nur im Tiermodell (McDonel and Duncan 1977, McDonel and Demers 1982),
sondern auch fur den Menschen (Fernandez Miyakawa et al. 2005) gezeigt werden.

Der erste Schritt nach der Freisetzung von CPE in das Darmlumen beinhaltet die Bindung an
Rezeptoren auf der Zelloberflache CPE-sensitiver Zellen. Es wurde gezeigt, dass CPE-
Rezeptoren zur Proteinfamilie der Claudine gehéren. Im Dinndarm sind insbesondere die
CPE-Rezeptoren Cldn3 und -4 reichlich an den Villusspitzen lokalisiert (Sonoda et al. 1999,
Fujita et al. 2000, Kimura et al. 2010).

Nach der Bindung von CPE an Rezeptorclaudine bildet sich der sogenannte ,kleine Komplex*
(Abb. 3), welcher sensitiv gegenlber Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecy! sulfate,
SDS) ist und ein Molekulargewicht von ~ 90 kDa besitzt. Er besteht aus CPE,
Rezeptorclaudinen und weiteren Claudinen (Wieckowski, Wnek, and McClane 1994,

Robertson et al. 2007). Dieser Komplex ist nicht zytotoxisch.
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Abbildung 3 Zelluldrer Wirkmechanismus von CPE. CPE wird im letzten Stadium der Endosporenbildung, der
Lyse, von C. perfingens in das Darmlumen freigesetzt. Dort bindet es an Cldn3 und -4 auf der Oberflache der
Enterozyten. Mehrere kleine Komplexe oligomerisieren zu einer Prapore, welche durch Insertion in die
Plasmamembran eine Ca?*-permeable Pore (CH-1) bildet. Bei niedriger CPE-Konzentration bilden sich wenige
Poren. Der geringere Ca?*-Einstrom bewirkt eine leichte Calpain-Aktivierung, sodass Cytochrom C aus den
Mitochondrien freigesetzt wird und sich das Apoptosom bildet. Dieses bewirkt eine Aktivierung von Caspase-3, was
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die Ausldsung der Apoptose-Signalkaskade im Zellkern vermittelt. Bei hohen CPE-Konzentrationen bilden sich viele
Poren auf der Plasmamembran, wodurch viele CaZ*-lonen in die Zellen einstrdmen. Dies bewirkt eine starke
Calpain-Aktivierung und Uber noch nicht aufgeklarte Signalwege kommt es zur onkotischen Nekrose der
Enterozyten. Durch die Zerstérung der apikalen Tight Junction-Barriere werden zudem extrajunktionale Claudine
in der basolateralen Membran fiir CPE zuganglich. Es bildet sich der sogenannte CH-2-Komplex, welcher neben
CPE und Claudinen auch Occludin enthélt. Dieser Komplex ermdglicht die Internalisierung von Claudinen und
Occludin, was moglicherweise zu einer Verstarkung der CPE-induzierten Diarrhd fuhrt. orangefarbene Kreise —
CPE, grine Rechtecke — Claudine aufBerhalb der Tight Junctions, gelbe Ovale — Cytochrom C, rote Rechtecke —
Occludin. Nach (Smedley, Uzal, and McClane 2007, Freedman, Shrestha, and McClane 2016).

Mehrere kleine Komplexe oligomerisieren und bilden eine Préapore auf der Oberflache der
Plasmamembran (Smedley, Uzal, and McClane 2007). Da wahrscheinlich sechs kleine
Komplexe an dieser Oligomersierung beteiligt sind, wird der daraus resultierende, ~ 450 kDa
~.grolle Komplex* auch als ,CPE-Hexamer-1“ (CH-1) bezeichnet. Dieser besteht neben dem
CPE-Hexamer aus Rezeptor- und Nicht-Rezeptorclaudinen (Robertson et al. 2007).
B-Hairpins der Aminosauren 80 — 106 aus den CPE-Molekilen im CH-1-Komplex bilden
zusammen eine B-Fasstruktur, die in die Plasmamembran inseriert und dort eine aktive Pore
bildet (Chen et al. 2012). Diese Pore ist kationenpermeabel (Hardy et al. 1999), sodass Ca?*-
lonen in die Zellen gelangen, was zum CPE-induzierten Zelltod fihrt (Matsuda and Sugimoto
1979, Chakrabarti and McClane 2005).

Bei niedrigen CPE-Konzentrationen bildet sich eine geringe Anzahl von Poren auf der
Plasmamembran. Es kommt zu einem moderaten Ca?*-Einstrom, welcher schlussendlich die
Apoptose in den Epithelzellen induziert. Im Gegensatz dazu bilden sich bei hohen CPE-
Konzentrationen viele Poren in der Plasmamembran aus, sodass der starke Ca%*-Einstrom in
die Zellen eine onkotische Nekrose der Zellen verursacht (Chakrabarti, Zhou, and McClane
2003, Chakrabarti and McClane 2005).

Eine langere CPE-Exposition fihrt zu morphologischen Veranderungen der Zellen, wodurch
auch ihre basolaterale Membran fir CPE zuganglich wird. Durch die zusatzliche CPE-Bindung
bildet sich ein weiterer, groRerer Komplex von ~ 650 kDa, welcher vermutlich aus sechs
Molekilen CPE, 12 Claudinmolekilen und Occludin besteht und daher auch als CPE-
Hexamer 2 (CH-2) bezeichnet wird. Bei der Bildung dieses Komplexes wird die Internalisierung
von Claudinen und Occludin beobachtet. Die genaue Funktion von CH-2 bei der Zytotoxizitat
von CPE ist bisher noch ungeklart. Es wird vermutet, dass die Internalisierung von Claudinen
und Occludin die parazellulare Permeabilitat weiter erhdht und so die CPE-vermittelte Diarrhd
verstarkt wird (Singh et al. 2001, Chakrabarti and McClane 2005, Freedman, Shrestha, and
McClane 2016).

Nach der Freisetzung von CPE in das Darmlumen wird zundchst die Wasser- und
lonenaufnahme der intestinalen Epithelzellen aufgrund der histologischen Schadigungen
inhibiert (Sherman, Klein, and McClane 1994). Wasser, das von den Speicheldrisen, im
Magen oder Pankreas sekretiert wurde, wird gro3tenteils im Dinndarm resorbiert. Ist dieser
Mechanismus durch die histologischen Schadigungen der resorbierenden Enterozyten

gestort, kommt es zur Diarrhd. Die Flissigkeitsakkumulation in CPE-behandelten
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lleummodellen deutet zudem darauf hin, dass in cCPE-geschadigten Darmsegmenten
generell Wasser freigesetzt wird (Smedley et al. 2008, Garcia et al. 2014). Dies kann durch
einen Leckfluss-Mechanismus, bei dem sich Wassermolekiile und lonen aufgrund der CPE-
vermittelten Schadigungen passiv durch das geschadigte Gewebe zum Darmlumen bewegen
kénnen, verstarkt werden. Je nach Grad der Schadigungen kann die aktive Sekretion in
intakten Krypten auch zu einem Ubermafigen Wasseraustritt beitragen (Smedley et al. 2008,
Thiagarajah and Verkman 2013, Eichner, Protze, et al. 2017).

1.3 Die Proteinfamilie der Claudine

1997 gelang es der Arbeitsgruppe um Katahira erstmals, einen CPE-Rezeptor in Vero-Zellen
zu identifizieren. Das bis dahin unbekannte, 22 kDa grofte Membranprotein wurde
entsprechend seiner neuen Funktion als CPE-Rezeptor (CPE-R) bezeichnet. CPE-R zeigte
eine direkte Interaktion mit cCPE und war essenziell fur die Vermittlung der zytotoxischen
Effekte von CPE (Katahira, Inoue, et al. 1997). Uber Sequenzanalysen und Screenings wurde
noch im selben Jahr das rat androgen withdrawal apoptosis protein RVP1 als ein weiterer
CPE-Rezeptor identifiziert, welcher entsprechend CPE-R2 genannt wurde (Katahira,
Sugiyama, et al. 1997). Nachdem 1998 die ersten beiden Claudine, Cldn1 und -2, identifiziert
worden waren (Furuse et al. 1998), wurden bald darauf auch CPE-R und CPE-R2 als Cldn3
und -4 der neuen Claudin-Proteinfamilie zugeordnet (Morita et al. 1999). Diese umfasst
mittlerweile 27 Subtypen, welche einander in ihrer Sequenz, Struktur und Expression dhneln
(Krause, Protze, and Piontek 2015).

1.3.1 Topologie und Struktur von Claudinen

Claudine sind Tetraspan-Transmembranproteine mit Molekulargewichten von ~ 20 — 27 kDa
(Krause et al. 2008). 2014 wurde die erste Kristallstruktur eines Claudins, des murinen Cldn15,
publiziert (PDB ID: 4P79). Diese bestatigte die vorhergesagte Struktur von Claudinen mit vier
transmembranen Helices (TMH), zwei extrazellularen Schleifen (EZS) und einem
intrazellularen Loop (IZL) (Suzuki et al. 2014) (Abb. 4). Kurz darauf wurde die Kristallstruktur
von murinem Cldn19 im Komplex mit cCPE publiziert (PDB ID 3X29), die eine ahnliche
Topologie aufweist (Saitoh et al. 2015). Mittlerweile existieren zudem Kristallstrukturen von
humanem Cldn4 (PDB ID: 5B2G, (Shinoda et al. 2016) und PDB ID: 7KP4 (Vecchio et al.,
Manuskript noch nicht publiziert), murinem Cldn3 (PDB ID: 6AKE, 6AKG, 6AKF, (Nakamura et
al. 2019)) sowie humanem Cldn9 (PDB ID: 60V2, 60V3, (Vecchio and Stroud 2019)) jeweils

im Komplex mit cCPE.
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1.3.2 Claudine als Bestandteil des apikalen Tight Junction-Komplexes

Epithelien sind ein- oder mehrlagige Zellschichten, welche die inneren und &ufleren
Oberflachen des Korpers auskleiden. Das einschichtige Epithel, das die innerste Wandschicht
von Blut- und Lymphgefalien bildet, ist das sogenannte Endothel. Alle Endo- und Epithelzellen
sind polar; sie besitzen eine apikale, dem Lumen zugewandte, und eine basale Seite, die lUber
die Basallamina mit dem darunter liegenden Gewebe verbunden ist (nach (Fromm 2007)).

Epi- und Endothelien bilden eine physikalische und chemische Barriere, um den Kérper vor
schadlichen Umwelteinflissen zu schitzen. Dennoch ermdglichen sie auch einen
kontrollierten Transport von Wasser und gelésten Substanzen. Die Plasmamembranen bilden
hierbei eine Barriere, stellen aber Uber Transporter und rezeptorvermittelte Endozytose auch
Mechanismen zur Kontrollierten, selektiven Passage von Wasser und Soluten bereit
(sogenannter transzellularer Transport). Dabei ist es jedoch wichtig, dass kein unkontrolliertes
Zuruckdiffundieren Uber den parazellularen Weg stattfinden kann (Glnzel and Fromm 2012).
Epithelzellen liegen daher oft dicht beeinander und sind an ihren lateralen Membranen tber
einen Komplex aus interzellularen Kontakten verbunden (Abb. 5 A). Die Tight Junctions (TJ,
auch Schlussleisten oder Zonula occludens genannt) bilden die apikalsten interzellularen

Verbindungen (Ginzel and Yu 2013). Sie umschlieRen die Epithelzellen im apikolateralen

' Der Name der PDZ-Domaéne leitet sich von den Namen der Proteine ab, in denen diese Domane zum
ersten Mal beschrieben wurde. Diese sind das PSD95/SAP90 (PSD kurz fur engl. postsynaptic density),
das Disc large aus Drosophila melanogaster, sowie das TJ-Protein ZO-1 (Zonula Occludens-1).
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Bereich und verschlielen so den parazellularen Raum gegen unkontrollierte Diffusion (Glnzel
and Fromm 2012) (Abb. 5 B, C). Schon vor der molekularen Identifikation von TJ-Proteinen
wurde in transmissionselektronenmikrsokopischen Aufnahmen entdeckt, dass die
Plasmamembranen an den Kontaktpunkten zwischen zwei Zellen miteinander zu
verschmelzen scheinen (Farquhar and Palade 1963). Einige Jahre darauf konnte mittels
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass TJ ein komplexes Netzwerk
miteinander verknipfter Strange bilden (Abb. 5 D, E) (Staehelin 1973).

A B Cc

parazellularer Claudine

Abbildung 5 Tight Junctions bilden eine parazelluldre Barriere. (A) Ein Netzwerk aus bi- und trizellularer TJ
umschlieRt die Zellen im apikolateralen Bereich. (B) Detailansicht der TJ-Strange, die aus verschiedenen Proteinen
aufgebaut sind. (C) Detailansicht der Claudine in TJ. Innerhalb derselben Zellmembran interagieren Claudine in cis
wahrend Claudine in benachbarten Zellemembranen in trans Uber ihre extrazelluldaren Doméanen interagieren und
so den parazelluldren Spalt gegen unkontrollierte Diffusion verschlieBen. (D, E) Bizelluldre TJ-Replikate mit
unterschiedlicher Anzahl an horizontalen Stréangen (Gefrierbruch-Elektronenmikroskopische Aufnahme). (D)
Proximaler Tubulus aus dem Mausnephron. Die Zonula occludens des lecken Epithels besteht hauptsachlich aus
einem Strang. (E) Distaler Tubulus aus dem Mausnephron. In dem sehr dichten Epithel ist die Zonula occludens
tiefer als im proximalen Tubulus. Sie besteht aus vier oder mehr vernetzten Strangen (hier als Kerben im E-face zu
erkennen). E-face — exoplasmatische Halfte der Zellmembran (duf3ere Halfte der Plasmamebran mit dem Blick aus
dem Inneren der Zelle), P-face — protoplasmatische Halfte der Zellmembran (inneren Halfte der Zellmembran mit
dem Blick von auf3en auf die Zelle). (A — C nach (Fromm et al. 2017), D, E nach (Claude and Goodenough 1973)).

Die Funktion der TJ lasst sich anschaulich als ,Zaun und Tor* beschreiben (Abb. 6). Als ,Zaun*
grenzen die TJ den apikalen vom basolateralen Bereich der Plasmamembran ab. Dadurch
verhindern sie die Diffusion von Transmembranproteinen zwischen der apikalen und
basolateralen Membran, sodass beispielsweise seitenspezifisch exprimierte
Tansportmolekdile in ihrer Lokalisation verbleiben (Giinzel and Yu 2013). Diese Funktion ist
essenziell fur die Aufrechterhaltung der Polaritat von Epithelzellen.
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Die ,Tor“-Funktion beschreibt die Regulation des parazellularen Transports von Wasser und
Soluten durch die TJ. Dies umfasst sowohl die Barriere gegen unkontrollierte Diffusion als
auch den selektiven Transport von Wasser und Soluten Uber den parazellularen Weg. Diese
entscheidende Eigenschaft wird lber die Hauptbestandteile der TJ, die TJ-Proteine, reguliert
(Gunzel and Yu 2013).

Zaun Tor
()
AA . a4 ® Ol..
Y Abbildung 6 Barrierefunktionen der

TJ den apikalen vom basolateralen
Bereich der Membran ab und
verhindern so ein Vermischen von
Transmembranproteinen, die nur in
einem Bereich lokalisiert sein sollen.
Als ,Tor* regulieren TJ die Diffusion
- - - von Wasser und Soluten durch den
N y N y \ y N parazellularen Spalt (nach (Sawada
[ ; ( ( ) 2013)).

I I [ — Tight Junctions. Als ,Zaun“ trennen
I.
L
L]

Die Transmembranproteine der TJ lassen sich in vier Klassen unterteilen: Proteine mit einer
Transmembrandomane, wie JAM (Junctional Adhesion Molecules), das Tripelspan-
Transmembranprotein Bves (blood vessel epicardial substance), die Tetraspan-
Transmembranproteine der TAMP-Familie (tight junction-associated marvel proteins), zu
denen Occludin, Tricellulin und MarvelD3 zahlen, sowie die grofite Gruppe der TJ-Proteine,
die Claudine (Glinzel and Yu 2013).

Claudine bilden das ,Ruckgrat* der TJ; sie dichten den parazellularen Spalt grélken- und
ladungsselektiv ab und beeinflussen somit die Permeabilitidtseigenschaften der TJ und letztlich
der Epi- und Endothelien (Krause et al. 2008). In réhrenférmigen Epithelien, wie dem Darm
oder dem Nephron, sind die proximalen Segmente eher permeabel (sog. ,lecke Epithelien®)
und die distalen Segmente impermeabel (,dichte Epithelien“). Extrem dichte, sogar
undurchlassige Epithelien finden sich in der Harnblase und der Haut (Fromm 2007, Giinzel
and Fromm 2012). Das Spektrum dieser TJ-Eigenschaften wird lber die Art und den Anteil
der Claudine in der TJ reguliert. Dabei lassen sich die Claudine funktionell in zwei Gruppen
unterscheiden: Zu den barrierebildenden Claudinen zahlen Cldn1, -3, -4, -5, -11, -14 und -19,
wahrend Cldn2, -10a, -10b, -15 und -17 porenbildende Claudine sind. Die Eigenschaften von
Cldn4, -7, -8 und -16 sind noch nicht abschlie®end geklart (Giinzel and Fromm 2012).
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1.3.3 Claudin-Deregulierung in der Kanzerogenese

Die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere durch Claudine ist lebensnotwendig. So ist es
nicht Uberraschend, dass es eine Vielzahl von Erkrankungen gibt, die mit Claudinen im
Zusammenhang stehen. Als Transmembranproteine mit extrazellularen Domanen dienen
Claudine einerseits als Rezeptoren fir zahlreiche Pathogene. Als Beispiel sei hier die Infektion
mit dem Hepatitis C Virus genannt, fir dessen Eindringen in die Hepatozyten Cldn1 (alternativ
auch Cldn6 oder -9) ein essenzieller Co-Rezeptor ist (Meertens et al. 2008). Auch bei einigen
bakteriellen Infektionen werden Claudine als Rezeptoren genutzt. Die zytotoxische Wirkung
von CPE ist abhangig von ihrem Vorhandensein und ihrer Zuganglichkeit in der
Plasmamembran (Freedman, Shrestha, and McClane 2016).

Wenn die Barrierefunktion der TJ nicht mehr aufrechterhalten werden kann, resultiert dies
ebenfalls in pathologischen Konditionen. So kann eine gestoérte epitheliale Barriere in den
Gallenwegen zur Gelbsucht, im Gastrointestinaltrakt zur Diarrhd fihren. Odeme kdnnen sich
beispielsweise aufgrund einer gestoérten TJ-Barriere innerhalb der Blutgefalle entwickeln
(Sawada 2013).

Die Abgrenzung der apikalen von der basolateralen Membran ist eine weitere wichtige
Funktion der Claudine. Die dadurch geschaffene Zellpolaritdt ermdglicht die vektorielle
Funktion von Epithelzellen. Ein Verlust dieser Funktion ist eng mit der Entwicklung von
Karzinomen assoziiert (Sawada 2013, Singh and Dhawan 2015).

Der Ubergang von polarisierten Epithelzellen zu unpolarisierten Zellen mesenchymalen
Phanotyps, die sog. epithelial-mesenchymale Transition (EMT), ist ein zentrales Ereignis der
Karzinogenese (Abb. 7) (Singh, Sharma, and Dhawan 2010). Neben dem Verlust der Zell-Zell-
Kontakte und der Polaritdt kommt es auch zu einer Reorganisation des Zytoskellets. All diese
Ereignisse stehen im Zusammenhang mit dem Verlust intakter und funktioneller TJ, der in
transformierten Zellen beobachtet wird (Gonzalez-Mariscal, Lechuga, and Garay 2007, Lal-
Nag and Morin 2009). Im Verlauf der EMT werden die Zellen so motiler und isolierter als
Epithelzellen in einem festen Verband (Singh and Dhawan 2015).

Die Deregulierung von Claudinen in der Kanzerogenese wurde bereits mehrfach beschrieben
(Kwon 2013, Martin and Jiang 2009, Sawada 2013, Singh and Dhawan 2015, Tabaries and
Siegel 2017). Dabei wurden gewebespezifische, funktionell relevante Modifikationen der
Claudinproteine beobachtet, die sich innerhalb verschiedener Tumorentitdten stark
voneinander unterscheiden kdnnen und nicht nur vom Tumor selbst, sondern auch von seiner
Umgebung abhangen.

Obwohl Claudine in transformierten Geweben Uberexprimiert sein kénnen, ist die TJ-Barriere
oftmals gestort, da die Claudine delokalisiert in der basolateralen Membran, dem Zytoplasma
oder dem Nukleus vorliegen (Abb. 7) (Dhawan et al. 2005, Jian et al. 2015, Todd et al. 2015,

Bhat et al. 2016). Durch die gestorte TJ-Barriere konnen vermehrt Antigene in tiefere Schichten
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des Gewebes eindringen und dort eine Immunantwort auslésen, sodass ein chronischer
Entziindugszustand im Gewebe entsteht. Auch dieser Zustand kann zur Entwicklung von
Karzinomen beitragen. So haben Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrakungen,
bei denen durch die Entziindung des Darmepithels die Barriere geschwacht ist, ein erhéhtes
Risko an kolorektalen Karzinomen zu erkranken. Eine gestérte Claudinregulierung wird in
diesem Zusammenhang ebenfalls diskutiert (Weber et al. 2008, Pope, Bhat, et al. 2014).

epigenetische
Regulierung

Zytokine
Chemokine

A AN J \ N J

deregulierte Expression

Claudine
Verlust der Verlust der
Zaun-Funktion veranderte zellulare Lokalisation Tor-Funktion
eplthellal mesenchymale Transmon \Entzi]ndung

Antigene
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fortschreitende Kanzerogenese @™ * @

Immunzellen

mmm intakte TJ
gestorte TJ-Barriere
B delokalisierte Claudine

Abbildung 7 Claudine in der Kanzerogenese. Aufgrund von Wachstumsfaktoren, epigenetischen Faktoren,
Chemokinen, Zytokinen und posttranslationalen Regulationsmechanismen (microRNAs) kann die Expression und
die Lokalisation der Claudine in den Epithelzellen dereguliert sein. Dies wiederum fiihrt zu einem Verlust der
Claudin-typischen Zaun- und Torfunktion. Die Epithelzellen verlieren ihre polarisierte Zellarchitektur und nehmen
einen unpolarisierten, mesenchymalen Phanotyp an (epithelial-mesenchymale Transition). Durch eine
geschwachte parazellulare Barriere gelangen vermehrt Antigene auf die basolaterale Seite des Epithels, wodurch
ein chronischer Entziindungszustand im Gewebe induziert wird. Sowohl der Entziindungszustand als auch der
mesenchymale Phanotyp der Zellen tragen zu einem Fortschreiten der Kanzerogenese bei (nach (Singh and
Dhawan 2015)).
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Da die Heterogenitat zwischen verschiedenen Tumorerkankungen sehr grof3 ist und zudem
standigen plastischen Veranderungen unterliegt, ist es noch nicht mdglich, ein einheitliches
Prinzip zum Einfluss der Claudinveranderungen auf das Fortschreiten und die Prognose einer
Tumorerkrankung zu formulieren (Singh and Dhawan 2015).

Doch obgleich viele Studien zu diversen, teils widerspriichlichen Ergebnissen kommen, lassen
sich auch einige Ubereinstimmungen in der Claudinderegulierung einzelner Tumorentitaten
feststellen. So wurde fiir nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (engl. non-small-cell lung
cancer, NSCLC) eine Uberexpression der Cldn1, -3, -4 und -5 (Jung et al. 2009, Sun et al.
2016), in kolorektalen Karzinomen eine Uberexpression von Cldn1, -3 und -4 (de Oliveira et
al. 2005, Dhawan et al. 2005), in Pankreaskarzinomen eine Uberexpression von Cldn4 (Michl
et al. 2001) und in Magenkarzinomen eine Uberexpression von Cldn1, -3, -4, -5, -7 und 18.2
(Johnson et al. 2005, Resnick et al. 2005, Cunningham et al. 2006, Yang, Sun, and Meng
2018, Sahin et al. 2008, Singh, Toom, and Huang 2017) beschrieben. Aus diesem Grund
werden delokalisierte, Uberexprimierte Claudine als vielversprechende Wirkstoffziele in der

Tumortherapie erforscht.
1.4 Die Interaktion zwischen Claudinen und CPE

Bevor Cldn3 und -4 der Proteinfamilie der Claudine zugeordnet wurden, wurden sie zunachst
in ihrer Eigenschaft als CPE-Rezeptoren beschrieben (Katahira, Sugiyama, et al. 1997).
Schnell wurden weitere Mitglieder der Claudin-Proteinfamilie entdeckt (Morita et al. 1999),
welche in zahlreichen Studien ebenfalls hinsichtlich ihrer CPE-Bindungseigenschaften
untersucht wurden (Fujita et al. 2000, Kimura et al. 2010, Winkler et al. 2009).

1.4.1 CPE-Rezeptoren bilden eine Untergruppe der Claudine

Eine Interaktion von CPE wurde zunachst neben Cldn3 und -4 ebenso fir Cldn6, -7, -8 und -
14 nachgewiesen (Fujita et al. 2000). Dabei zeigten L-Fibroblasten, welche die jeweiligen
Claudine exprimierten, eine deutliche Bindung von 1'*-markiertem CPE sowie die typischen
zytotoxischen Effekte, die bereits zuvor durch CPE-Behandlungen beobachtet wurden (Fujita
et al. 2000, Kimura et al. 2010).

Obwohl fir Cldn1 und -2 zunachst keine Bindung an CPE gezeigt werden konnte (Fuijita et al.
2000, Sonoda et al. 1999), liel3 sich spater sowohl in transfizierten HEK-293-Zellen als auch
in L-Fibroblasten fiir beide Claudine eine schwache Interaktion mit CPE detektieren (Kimura
et al. 2010).

Nachdem die EZS2 der Claudine als CPE-Bindungsstelle identifiziert wurde, konnten mithilfe
von Peptid Arrays die Bindung von CPE an die EZS2 der Claudine untersucht werden, um so
Aussagen Uber die CPE-Affinitat zu den verschiedenen Claudinen abzuleiten. In den Arrays

wurden 15 -20 AS lange Peptide, deren Sequenz jenen des EZS2 von bestimmten Claudinen
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entsprach, mit einem Fusionsprotein aus Glutathion S-Tranferase (GST) und den AS
116 — 319 aus CPE inkubiert (Winkler et al. 2009). Dabei wurde Cldn9 als ein weiterer CPE-
Rezeptor identifiziert. Fiir die Cldn10 — 13, -15, -16, -18 — -20 und -22, welche zuvor noch nicht
untersucht worden waren, konnte keine Bindung an CPE festgestellt werden (Winkler et al.
2009).

Die Ergebnisse der Peptid Arrays stimmten groftenteils mit den bisher bekannten Daten
alterer Studien Uberein. Jedoch liefl3 sich mit ihnen fir die bekannten CPE-Rezeptoren Cldn4
und -8 keine Interaktion nachweisen (Ling et al. 2008, Winkler et al. 2009). Dies lasst sich
vermutlich darauf zurtickfiihren, dass die EZS2 im Peptid in einer anderen Konformation als
im nativen Claudin vorliegt. Weiterhin wurde eine schwache Bindung von GST-CPE16-319 an
Cldn5 gezeigt, welche in Studien mit Vollangen-CPE und GST-cCPE1e4.319 nicht reproduzierbar
war. Der Grund daftir ist noch ungeklart (Winkler et al. 2009).

Basierend auf diesen Ergebnissen lassen sich drei Gruppen von Claudinen hinsichtlich ihrer
Interaktion mit CPE bilden: CPE zeigt eine hohe Affinitat fur die Cldn3, -4, -6 - -9 und -14
(sogenannte Rezeptorclaudine). Fir die Cldn1, -2 und -19 wurde eine geringe Affinitat von
CPE beschrieben. Zu den Nicht-Rezeptorclaudinen, an die CPE nicht bindet, zahlen Cldn5, -
10 -13, -15--18 und -20 - -27 (Fujita et al. 2000, Kimura et al. 2010, Protze et al. 2015,
Shrestha and McClane 2013, Sonoda et al. 1999, Winkler et al. 2009).

1.4.2 Das CPE-Bindungsmotiv in Claudinen

Nachdem eine Untergruppe der Claudine als CPE-Rezeptoren identifiziert worden waren,
wurden weitere Studien durchgeflihrt, um zu klaren, welcher Teil der Claudine fir die CPE-
Bindung entscheidend ist. Mithilfe chimarer Claudine aus Cldn1, einem CPE-Rezeptor mit
geringer Affinitat, und Cldn3, welches eine starke Affinitat fir CPE aufweist, wurde gezeigt,
dass die EZS2 der Claudine fir die Affinitat zu CPE ausschlaggebend ist (Fujita et al. 2000).
Mittels Peptidkartierungen und Mutagenesestudien konnten innerhalb der EZS2 Aminosauren
identifiziert werden, welche die Bindung an CPE beeinflussen. Durch den Vergleich des
Bindungsmotivs 14sNPLVP1s2 aus Cldn3 mit den korrespondierenden Sequenzen anderer
CPE-bindender Claudine ergab sich die Konsensussequenz N/D-
DS/PEL/MNV/IISPOVITP+2P/A/N/DP+3) (Winkler et al. 2009, Veshnyakova et al. 2010,
Veshnyakova et al. 2012, Protze et al. 2015) und D/EFHXF3IXFE-2NE-
DPEIL/M/NVEIVP2P/AP) (Eichner, Protze, et al. 2017)als stringenteres CPE-Bindungsmotiv
in CPE-Rezeptorclaudinen. Charakteristisch fur diese Claudine ist das stark konservierte
Prolin (Position®) (Krause et al. 2008) (Abb. 8).
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EZS2

140 150 160
P-5 P-4 P-3 P2 P-1 P P+1 P+2 P+3 P+4 P+5
hucidntV ABBAW YIGEER "' VEBNE F YDPMENPVIREA R Y E FIGIN AIN F
hucidn2 [TV A WINNINENGI | IR D F Y SPINVIPED SMEEEF E'I'NGIE AINY
hucCldn3 VIPEV S'W S AN I"R D F YINNPR V VIPIE ABMBER E MiE A IGIN Y
mucCldn3 VIPIV SW S AINBME T I'R D F YINNPINVIPIE ABMBER E MiE A IGIN Y
hucldn4 VIPEV S 'WHE A IHENE [ 1"EED F YINNPINV A SRR EMEIA SINY
hucldns VIPHEIC W F ANV VR EFYDRIS VIV SEHEEY EING A AINY
huCldn6 FITIREV C WHERABIATITITR D F YINNPINV A E ANEBGIR EIING A SINY
huCldn7 VA C S'W YIGEEEN|"VEED F YINNPIN' T "PEEN 'l Y E FIBRPI AT F

Abbildung 8 Das CPE-Bindungsmotiv in der EZS2 der Claudine. Sequenzalignment von humanem Cldn1 -7
und murinem Cldn3 mit schematischer Darstellung der EZS2-Topologie. Die Aminosaurepositionen sind zum
besseren Verstandnis neben der individuellen, vom Claudinsubtyp abhangigen Nummerierung mit einer relativen
Nummerierung gekennzeichnet, die sich auf das stark konservierte Prolin (P'®" in Cldn1, orangefarbener Kasten)
bezieht. Die CPE-Rezeptoren Cldn3, -4 und -6 weisen in der EZS2 das stringente CPE-Bindungsmotiv D/EP-4X(P-
X P-ANP-DPEIL/M/NV POV P2P/AP*) guf,

Substitutionsanalysen zeigten, dass besonders die Positionen (P-1) und (P+1) die Bindung
der Claudine an CPE bzw. cCPE stark beeinflussen (Winkler et al. 2009, Kimura et al. 2010,
Robertson, Smedley, and McClane 2010, Protze et al. 2015).

1.4.3 Die Claudinbindungstasche in CPE

Mithilfe biochemischer Methoden und rekombinanter DNA-Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die C-terminale Domane des CPE nicht zytotoxisch ist, aber eine starke
Rezeptoraffinitat aufweist (Horiguchi, Akai, and Sakaguchi 1987, Hanna, Wnek, and McClane
1989). In darauf aufbauenden Studien wurde nachgewiesen, dass die AS 290 — 319 des CPE
fur die Bindung an die Rezeptorclaudine erforderlich sind (Hanna et al. 1991).

Die drei Tyrosinreste des cCPE, Y3%, Y30 und Y3'2, sind mafgeblich an der Wechselwirkung
zwischen cCPE und den Rezeptorclaudinen beteiligt. Alanin-Substitutionen dieser AS fiihrten
zu einem Verlust der Bindung und Zytotoxizitat von cCPE-PSIF, einem Fusionsprotein aus
cCPE und dem protein synthesis inhibtion factor (PSIF) des Pseudomonas aeruginosa-
Exotoxin A (Ebihara et al. 2007, Harada et al. 2007). Auch durch die Mutation von L3'° zu
Alanin wird die Bindung von cCPE an seinen Rezeptor Cldn4 gehemmt (Takahashi et al.
2008).

Uber ortsgerichtete Mutagenese wurden weiterhin die AS L??°, R%7 und L?* identifiziert, die
an der Claudin-Bindung beteiligt sind (Abb. 9 A) (Harada et al. 2007, Veshnyakova et al. 2012).
Betrachtet man die Kristallstruktur von cCPE (PDB: 2QUO) (Van ltallie et al. 2008), wird
ersichtlich, dass die drei AS-Reste Y3%, Y31 und Y3'2 eine stark hydrophobe Vertiefung auf
der Oberflache des cCPE bilden. Daneben wird eine kleinere, weniger hydrophobe Vertiefung
von den drei AS L?2, L2%* und L3"* flankiert (Abb. 9 B). Diese beiden hydrophoben Vertiefungen
stellen die EZS2-Turn-bindungstasche auf der cCPE-Oberflache dar, wahrend R??” sich am

Rand dieser Bindungstasche befindet. Die groRe, hydrophobe AS L'*' des Cldn4, die sich an
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der relativen Position (P+1) befindet, interagiert mit der tiefen, stark hydrophoben Tripel-
Tyrosin-Bindungstasche (Abb. 9 C) (Veshnyakova et al. 2012, Protze et al. 2015).

Abbildung 9 Die Claudinbindungstasche in cCPE. (A) Cartoondarstellung von cCPE. Aminosauren, welche die
Bindungstasche umgeben, sind hervorgehoben. In rot sind die Aminosauren des ,oberen®, in tirkis die des
Lunteren“ Randes der Claudinbindungstasche gefarbt. Reste, bei denen eine Alanin-Mutation zu einem Verlust der
Claudinbindung flhrt, sind in blau dargestellt. (B) Oberfliche der Claudinbindungstasche in cCPE. Die stark
hydrophobe Tripel-Tyrosin-Vertiefung ist in blau, die etwas weniger hydrophobe Tripel-Leucin-Vertiefung in gelb
hervorgehoben. Die Aminosauren R??” am Rand der Tripel-Tyrosin-Vertiefung und S3'3 haben ebenfalls einen
wichtigen Einfluss auf die Claudinbindungseigenschaften. (C) Der groRRe, hydrophobe Rest L'*! an Position (P+1)
im EZS2 des Cldn4 interagiert mit der stark hydrophoben, tiefen Tripel-Tyrosin-Vertiefung auf der Oberflache des
cCPE (nach (Veshnyakova et al. 2012, Protze et al. 2015), PDB ID: 2QUO (A, B) und 5B2G (C)).

Die Kristallstrukturen verschiedener Claudin-cCPE-Heterokomplexe (Shinoda et al. 2016,
Vecchio and Stroud 2019, Saitoh et al. 2015, Nakamura et al. 2019) bestatigten den
vorhergesagten Bindungsmechanismus der EZS2 in die Tripel-Tyrosin-Tasche des cCPE
(Veshnyakova et al. 2012) und lieferten zudem Hinweise auf die Beteiligung der EZS1 an der

Interaktion.
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1.4.4 Anderungen der Claudin-Spezifitat durch strukturbasierte Mutagenese
von CPE und cCPE

CPE bzw. cCPE binden mit hoher Affinitat an ihre Rezeptorclaudine Cldn3, -4, -6, -7 und -9 (s.
Abschnitt 1.4.1). Diese spezifische Interaktion kann genutzt werden, um strukturbiologische
und funktionelle Untersuchungen zu Claudinen und TJ durchzufihren (Winkler et al. 2009,
Veshnyakova et al. 2012, Protze et al. 2015). Die Bindung von cCPE an Claudine in der
Plasmamembran flhrt zu einer Abschwachung des parazellularen transepithelialen
Widerstandes. cCPE lI4sst sich daher zur Modulierung und Offnung von Gewebebarrieren
einsetzen (Sonoda et al. 1999, Kondoh et al. 2005). Zytotoxisches CPE kénnte direkt zur
Behandlung Claudin-tberexprimierender Tumoren eingesetzt werden, wahrend cCPE als
Targeting-Modul mit einem gekoppelten Chemotherapeutikum zu einer verbesserten
Wirkstoffverfligbarkeit in der Tumortherapie beitragen konnte (Gao and McClane 2012, Pahle
et al. 2017).

Bei der Verwendung von wildtypischem CPE und cCPE ist die Anwendung allerdings auf die
Claudine, welche native CPE-Rezeptoren darstellen, begrenzt. Eine gezielte Veranderung der
Bindungseigenschaften von (c)CPE wirde die Anwendungsgebiete auch auf nicht native
Claudinrezeptoren ausweiten.

Mittels Phagen-Display wurde ein Breitbandbinder selektioniert: die Mutationen
S305P/S307R/S313H (cCPE-SSS bzw- CPE-SSS) ermbglichen eine hochaffine Bindung von
(c)CPE an die Claudine 1 — 9 (Takahashi et al. 2012, Protze et al. 2015).

Aus strukturbasierten Modifikationen, welche Gber Homologiemodelle identifiziert und mittels
Bindungsassays verifiziert wurden, ergaben sich weitere (c)CPE-Varianten mit veranderten
Claudin-Bindungseigenschaften. So besitzt cCPE-L254A/S256A/I1258A/D284A eine
wesentlich héhere Affinitat fir Cldn4 als fir Cldn3, wodurch eine erhdhte Spezifitat der Bindung
gewahrleistet wird (Veshnyakova et al. 2012).

Die Mutationen Y306W/S313H bzw. N218Q/Y306W/S313H ermdglichen eine Bindung von
cCPE an Cldn5, welches keine Interaktion mit nativem (c)CPE zeigt (Protze et al. 2015,
Neuhaus et al. 2018).

1.5 Anwendungsmaoglichkeiten von CPE und cCPE

Claudine werden in verschiedenen Geweben und Organen differenziell exprimiert und ihre
Expression im Rahmen verschiedener Erkrankungen dereguliert. Somit stellen sie geeignete
Wirkstoffziele fir Arzeimittel dar. Durch die Generierung neuer (c)CPE-Varianten kann die
Claudin-Spezifitat von (c)CPE so verandert werden, dass auch Nicht-Rezeptorclaudine als
Targets genutzt werden kénnen bzw. durch eine Erhéhung der Spezifitat die Bindung auf

bestimmte Claudinsubtypen beschrankt wird. Daraus ergeben sich zahlreiche
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Anwendungsmaglichkeiten fir den Einsatz von (c)CPE in der Diganose und Behandlung

verschiedener Erkrankungen.
1.5.1 cCPE in der Diagnose pra-kanzerdser Kolonlasionen

Kolorektale Karzinome sind maligne Neoplasien des Dickdarms. Sie zahlen zu den haufigsten
Todesursachen aufgrund von Tumorerkrankungen (Ferlay et al. 2010). Die Entwicklung
kolorektaler Karzinome ist gut aufgeklart und beinhaltet eine Reihe von histologischen,
morphologischen und genetischen Veranderungen, welche sich im Verlauf der
Kanzerogenese akkumulieren. Dies ermdglicht es, gezielte Vorsorgeuntersuchungen
vorzunehmen, um prakanzerdse Polypen maéglichst frith zu erkennen und auf diese Weise das
Risiko fur ein malignes kolorektales Karzinom zu senken (Simon 2016).

Die konventionelle Weillichtendoskopie ist die Standarduntersuchungsmethode in der
Tumorpravention. Dabei werden jedoch bis zu 25% der Polypen Ubersehen (Rex et al. 1997,
Heresbach et al. 2008). Besonders sessile, vertiefte Adenome sind in der Weillichtendoskopie
schwer erkennbar. Sie stellen bis zu 35% der pramalignen Lasionen dar, sodass durch eine
verbesserte Detektion mehr Tumorerkrankungen vorgebeugt werden konnte (le Clercq et al.
2014).

Die Echtzeit-Fluoreszenzendoskopie kénnte hierbei zur besseren Detektion von Kolonpolypen
beitragen. Dazu muss ein geeigneter Ligand identifiziert werden, dessen Rezeptor stark auf
der Oberflache der Kolonpolypen exprimiert wird. Durch eine Kopplung des Liganden mit
einem Fluorophor kdnnten so die Polypen in einer Fluoreszenzendoskopie sichtbar gemacht
werden (Rabinsky et al. 2016).

Geeignete Rezeptoren stellen hier beispielsweise die Claudine dar. Es wurde mehrfach
beschrieben, dass bei der Entstehung von kolorektalen Karzinomen besonders die Cldn1, -3
und -4 Gberxprimiert und delokalisiert sind (s. Abschnitt 1.3.3, (de Oliveira et al. 2005, Dhawan
et al. 2005). Mithilfe eines Cldn1-bindenden Peptides ist es bereits gelungen,
verschiedenartige Kolonlasionen in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen, welche
in sich in der WeilRllichtendoskopie nicht identifizieren lieRen (Rabinsky et al. 2016).

Durch das gleichzeitige Abzielen auf mehrere Rezeptoren kbnnten mehrere Lasionen, welche
sich in ihrem Claudin-Expressionsprofil unterscheiden, mit einem Mal und bei verbessertem
Signal-Hintergrund-Verhaltnis detektiert werden. Hier stellt der Multiclaudinbinder cCPE-SSS
einen geeigneten Einsatz dar. Ohne vor der Untersuchung genau zu wissen, welche Claudine
in den Polypen moglicherweise Uberexprimiert werden, liefien sich viele Polypen mit cCPE-
SSS detektieren, da er mit hoher Sensitivitéat an ein breites Spektrum von Claudinen (Cldn1-
9) bindet.

Dieser diagnostische Ansatz lasst sich auch auf andere Tumorentitaten ausweiten. So kdnnten

Magenkarzinome ebenfalls im Rahmen einer endoskopischen Untersuchung sichtbar gemacht
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werden, wahrend tieferliegende Karzinome durch eine Verbesserung der Kontraste in der
Magnetresonanztomographie besser identifiziert werden kénnten. Dazu wurde bereits gezeigt,
dass ein Kryptophan A-gekoppeltes cCPE spezifisch an Cldn4-lUberexprimierende Zellen

bindet und zuverlassig detektiert werden kann (Piontek et al. 2017).
1.5.2 CPE in der Therapie Claudin-uberexprimierender Tumore

Eine Vielzahl von malignen Tumoren entsteht aus Neoplasien epithelialen Ursprungs. Obwohl
bereits ein breites Spektrum an Therapieformen zur Behandlung von Karzinomen zur
Verfligung steht, gibt es dennoch viele Falle, in denen nach Abschluss der Behandlung
entweder der Ursprungsherd oder Metastasen der Karzinome erneut unkontrolliert wachsen.
So besteht die Standardtherapie des papillaren Schilddriisenkarzinoms, welches etwa 70%
der Schilddrisenkarzinome ausmacht, aus einer kompletten Entfernung der Schilddrise und
fuhrt im Allgemeinen zu einer guten Prognose fur die Patienten. Jedoch entwickeln etwa
20 — 25% der Patienten Metastasen, meist Lungen und Knochenmetastasen, die mit einer
schlechten Uberlebensprognose einhergehen, da diese Metastasen oft nicht mehr auf die
konventionellen Therapien ansprechen (Wartofsky 2010).

Bronchialkarzinome sind die am haufigsten vorkommenden Tumoren (80 —85%) und
verursachen trotz fortgeschrittener Behandlungsmethoden weltweit die meisten Tumor-
assoziierten Todesfalle. Zudem treten bei 50-70% der Patienten mit einem
Lungenadenokarzinom, welches zu den NSCLC zahlt, ein Jahr nach der operativen
Entfernung chemoresistente Rezidive auf (Ramalingam and Belani 2008).
Pankreaskarzinome sind haufig besonders bdsartige Neoplasien und haben eine
entsprechend schlechte Prognose fiir die Patienten. So betragt die Einjahresiiberlebensrate
nur 18% (Hidalgo et al. 2015).

Eine neuartige Methode zur Behandlung von Karzinomen, welche nicht sensitiv flr die
etablierten Therapien sind, ist die Behandlung mit bakteriellen Toxinen, welche spezifisch an
die Tumorzellen binden (Walther et al. 2012). Der Einsatz 3-porenformender Toxine, wie CPE,
ermoglicht die Kombination aus der starken Zytotoxizitat der Toxine zusammen mit der hohen
Spezifitat fir Claudine. Somit wirden durch CPE besonders die Zellen geschadigt werden, die
viele freie Claudine auf ihrer Oberflache exprimieren, wahrend die Nebeneffekte auf gesunde
Zellen, in welchen Claudine hauptsachlich in TJ vorliegen, gering waren. CPE bietet so einen
moglichen Ansatz zur Therapie Claudin-Uberexprimierender Tumoren, wie beispielsweise
Schilddrusen-, Bronchial-, Pankreas- oder Magenkarzinomen (s. Abschnitt 1.3.3).

Es wurde bereits erfolgreich demonstriert, dass ein Gentransfer mit CPE-cDNA zu einem
Absterben Claudin-tberexprimierender Mamma- und Kolonkarzinomzellen fiihrt (Walther et al.
2012, Pahle et al. 2017).
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Die Anwendbakeit von wildtypischem CPE ist jedoch auf solche Karzinome beschrankt, die
Cldn3 und -4 Gberexprimieren. Weiterhin liegen auch in gesundem Gewebe geringe Mengen
an Claudinen extrajunktional vor. Daher ist es wichtig, die Bindungseigenschaften von CPE

gezielt so zu verandern, dass sie dem Claudin-Expressionprofil der Karzinome entsprechen.
1.5.3 Modulierung physiologischer Barrieren durch cCPE

Obwohl kontinuierlich neuartige Wirkstoffe entwickelt werden, sind einige von ihnen doch in
ihrer Anwendbarkeit eingeschrankt, da sie eine unzureichende Pharmakokinetik besitzen. Sie
kénnen nicht fir die Behandlung von Krankheiten eingesetzt werden, da ihre Penetration durch
Gewebebarrieren behindert wird. Es gibt unterschiedliche Ansatze, um die transzellulare
Wirkstoffaufnahme zu erhdéhen. So werden beispielsweise die Nutzung von Influx-
Transportern, die Blockierung der Aktivitat von Efflux-Transportern und die Rezeptor-
vermittelte Transzytose diskutiert (Mizuno et al. 2003).

Einen alternativen Ansatz zur Erhéhung der Wirkstoffaufnahme stellt die Erhéhung der
parazelluldren Permeabilitiat durch eine transiente Offnung der TJ-Barriere Uber sog. drug
enhancers dar (Lemmer and Hamman 2013, Gonzalez-Mariscal et al. 2016). Hydrophile
Wirkstoffe, wie Peptide und Proteine, kdnnen die Plasmamembran nicht passiv Gberwinden,
sodass eine Verbesserung der parazelluldren Aufnahme erstrebenswert ist (Gonzalez-
Mariscal et al. 2016). Ein drug enhancer besitzt den Vorteil, dass die Wirkstoffe selbst nicht
modifiziert werden missten. Bisher wurden allerdings hauptsachlich chemische drug enhancer
beschrieben, die grenzflachenaktiv wirken und somit wenig gewebsspezifisch sind und zu
starken Nebenwirkungen fihren koénnen, wie z.B. zu einer irreversibel gestorten
Barrierefunktion durch Exfoliation der Zellen (Hochmann and Artursson 1994, Yamamoto et
al. 1996, Prausnitz, Mitragotri, and Langer 2004). Demgegentiber stellt die gezielte, reversible
Modulierung einzelner Barrierekomponenten eine schonendere und spezifischere Methode
dar (Kondoh et al. 2006). cCPE, welches mit hoher Spezifitdt an Claudine bindet, ist ein
geeigneter Kandidat fir einen TJ-Modulator, da es eine gewebespezifische, dosisabhangige
und reversible Erhéhung der parazellularen Permeabilitat bewirkt (Kondoh et al. 2005, Uchida
et al. 2010, Neuhaus et al. 2018).

Die Blut-Hirn-Schranke verhindert, dass neurotoxische Substanzen in das Gehirn gelangen.
Einen wichtigen Beitrag dazu stellt der enge Kontakt zwischen den Endothelzellen der
Kapillaren, den Astrozyten und den Perizyten dar, welcher zusatzlich von Neuronen und
Mikroglia beeinflusst wird. Die eigentliche Barriere wird jedoch von Effluxtransportern, den
metabolischen Enzymen und den TJ der Endothelzellen gebildet (Neuhaus et al. 2018). Dabei
zahlen die TJ in der Blut-Hirn-Schranke zu den dichtesten parazellularen Barrieren des
Kérpers (Crone and Olesen 1982, Smith and Rapoport 1986). Sie werden hauptsachlich von
Cldn5 gebildet (Ohtsuki et al. 2008).
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Mit cCPE-NQ-YWSH konnte in der Arbeitsgruppe ein Biologikum entwickelt werden, welches
spezifisch an Cldn5 bindet und so die Blut-Hirn-Schranke reversibel und dosisabhangig 6ffnen
kénnte. Somit lieRe sich die Permeation von Medikamenten, z.B. nach einem Schlaganfall
oder bei der Therapie von Hirntumoren, deutlich verbessern. In der Studie konnte an primaren
Endothelzellen gezeigt werden, dass die TJ-Barriere durch cCPE-NQ-YWSH reversibel und
konzentrationsabhangig gedffnet wird, sodass Molekile mit einem Molekulargewicht < 800 Da
die parazellulare Barriere Gberwinden konnten (Neuhaus et al. 2018).

Die transdermale Applikation von Wirkstoffen stellt eine bevorzugte Applikationsart dar. Sie ist
nicht-invasiv und flihrt zu einer besseren Bioverfigbarkeit der Wirkstoffe im Vergleich zur
oralen Applikation, weil der first pass-Effekt und der Abbau durch Verdauungsenzyme
umgangen werden. Die Wirkstoffkonzentration im Plasma ist konstant und die Patienten-
Compliance durch den geringen Aufwand der Applikationsmethode erhéht (Suzuki et al. 2011,
Igbal, Ali, and Baboota 2018).

Die transdermale Wirkstoffapplikation wird jedoch durch das sehr dichte, mehrschichtige
Epithel der humanen Epidermis limitiert. Dessen Hauptaufgabe besteht darin, den Kérper vor
Dehydrierung, UV-Strahlung und Eindringen schadlicher Xenobiotika zu schitzen (Basler et
al. 2016). In der humanen Epidermis gibt es zwei physiologische Barrierekomponenten,
welche diese Aufgaben erflllen: das Stratum corneum, das aus toten Keratinozyten mit einem
hohen Gehalt an Lipiden und Proteinen besteht, und die TJ zwischen den lebenden Zellen des
Stratum granulosum (SG) (Nakajima et al. 2015, Basler et al. 2016). Die TJ-Barriere in der
Epidermis wird hauptsachlich durch Cldn1 und -4 gebildet (Brandner et al. 2002, Furuse et al.
2002).

Durch die Applikation von geeigneten cCPE-Varianten lieke sich moglicherweise die TJ-
Barriere der Epidermis reversibel 6ffnen, um so die bessere Penetration von Wirkstoffen zu

ermoglichen.
1.6 Zielsetzung

Zur Verbesserung der Tumordiagnostik und Therapie wurden in den letzten Jahren intensiv
an neuen Wirkstoffen und Wirkstoffrezeptoren geforscht. Claudine sind oft subtypspezifisch
und in unterschiedlichen Tumorentitaten differenziell Gberexprimiert. Deshalb stellen sie
relevante und gut zugangliche Wirkstoffziele dar. Das native CPE ist ein naturlicher Ligand fur
Cldn3 und -4, jedoch nicht fur z.B. Cldn1 und -5. Die Generierung neuartiger CPE-Varianten
mit einer veranderten Claudinspezifitdt ermdglicht es dartuber hinaus, solche nicht-nativen
CPE-Rezeptoren als Zielmolekile zu nutzen. Das Hauptziel dieser Arbeit war es, die
Anwendbarkeit von nicht-toxischen cCPE- und toxischen CPE-Varianten entsprechend fiir die

Diagnostik und Therapie Claudin-tberexprimierender Tumore zu untersuchen.

42



Einleitung

Dazu ist es zunachst notwendig, die Wechselwirkung zwischen den Claudinen und cCPE
besser zu verstehen. In den letzten Jahren wurden mehrere Kristallstrukturen von Claudinen
im Komplex mit cCPE veréffentlicht. Diese wurden als Templates zur Generierung von
Homologiemodellen fiir Cldn1 und -5 eingesetzt. Durch eine Verbindung dieser neuen Modelle
mit experimentellen Daten zu den Bindungseigenschaften der cCPE-Varianten sollten neue
Erkenntnisse Uber die Konformation des Claudin-cCPE-Komplexes, sowie Uber die fir die
Wechselwirkungen relevanten AS-Reste gewonnen werden.

Durch die Doppelmutation S231R/S313H (SRSH) lasst sich die Affinitat von CPE und cCPE
fur Cldn1 und -5 deutlich erhéhen. Dies erdéffnet die Moéglichkeit, CPE-SRSH auch in der
Therapie Cldn1-tberexprimierneder Tumoren einzusetzen. Um diese Anwendung zu
uberprifen, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet werden, inwiefern sich
Tumorentitaten mit verschiedenen Claudinexpressionsprofilen in der Bindung von cCPE-
SRSH und der Zytotoxizitat von CPE-SRSH unterscheiden. Daraus sollten sich Anhaltspunkte
ergeben, ob CPE-SRSH als Biologikum zur Behandlung Cldn1-iberexprimierender Karzinome
geeignet ist.

Auch in Magenepithel- und kolorektalen Karzinomen werden Claudine Uberexprimiert. Diese
Karzinome werden zumeist mithilfe endoskopischer Methoden diagnostiziert. Die Anwendung
von Echtzeitfluoreszenzendoskopie konnte ein wertvolles Werkzeug flir die verbesserte
Detektion dieser Tumoren darstellen. Die Uberexprimierten Claudine dienen dabei als
Rezeptoren fir cCPE-S305P/S307R/S313H, das eine hohe Affinitat fir ein breites Spektrum
von Claudinen besitzt und so das Fluorophor an die Zielproteine bindet.

Um die Eignung von cCPE-basierten molekularer Sonden zu uberprifen, sollten drei
verschiedene Molekile verwendet werden. Als Standard fir die Bindung sollte GST-cCPE
verwendet werden, da mit diesem Fusionsprotein auch alle bisher etablierten Bindungsstudien
durchgefiihrt wurden und sich somit unspezifische Interaktionen zwischen cCPE und den
Proben leichter erkennen lielRen. Um ein Fluorophor-gekoppeltes cCPE zu erhalten, sollten
zwei verschiedene Ansatze getestet werden. Zum einen sollte cCPE als Fusionsprotein mit
YFP exprimiert werden. In diesem Molekdl sind der Ligand und das Fluorophor stabil tiber eine
kovalente Peptidbindung miteinander verbunden. In einem weiteren Ansatz sollte GST-cCPE
nach der Expression mit dem Fluorophor Alexa Fluor 647 gekoppelt werden. Mit dieser
Methode kénnen an ein Ligandenmolekil mehrere, photostabile Fluorophormolekile
gekoppelt werden, um so das Fluoreszenzsignal zu erhéhen.

Die Detektion von Claudinen mit diesen cCPE-basierten Biosonden sollte in verschiedenen
Modellen getestet werden. Als ein in vitro-Zellkulturmodell wurde die etablierte Zelllinie HT-
29/B6 gewahlt, da diese Kolonepitheleigenschaften besitzt, verschiedene relevante Claudine
exprimiert und funktionelle TJ bildet. Um ein eher natives Gewebe zu analysieren, wurden ein

Modell eines ex vivo-entzindeten Rattenkolons und Organoide, die aus humanen
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Einleitung

Magentumoren generiert wurden, verwendet. Biopsien von humanen kolorektalen Polypen,
die ex vivo mit cCPE inkubiert wurden, wurden als Modell gewahlt, welches am ehesten den
Einsatz von Fluorophor-gekoppeltem cCPE wahrend einer Endoskopie widerspiegelt.

Weiterhin sollte in dieser Arbeit der Einfluss von cCPE-Varianten auf die epidermale Barriere
untersucht werden. Dazu sollten humane Epidermismodelle verwendet werden, in denen es
hauptséchlich  Cldn1- und  Cldn4-haltige TJ gibt. Uber eine neuartige
impedanzspektroskopische Methode, die von R. Mannweiler entwickelt wurde, sollte in
Koperation gemessen werden, welchen Einfluss verschiedene cCPE-Varianten auf die
epidermale TJ-Barriere haben. AnschlieRend sollten Paraffinschnitte dieser Modelle mithilfe
von Immunfluoreszenzfarbungen analysiert werden, um so Aussagen Uber das Eindringen von
cCPE in die Epidermis und den Effekt der cCPE-Behandlung auf die Claudinverteilung im

Modell treffen zu kdnnen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

1,4-Dithiothreithol (DTT)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

2-Amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol
(TRIS-Base)

Merck KgaA, Darmstadt, DE

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DE

4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, US

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Albumin, Rind, Fraktion V

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DE

Ammoniumpersulfat

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Ampicillin

Ratiopharm, Ulm, DE

Antikorper-Verdunnungslosung mit

Hintergrund-reduzierenden Zusatzen

Dako, North America, Inc., Carpinteria, CA,
us

Bromphenolblau

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, DE

Carbogen (95% O3z, 5% CO,)

Linde AG, Miinchen, DE

CellMask™ Deep Red Plasma membrane

Thermo  Scientific™, Thermo Fisher

stain Scientific Inc., Waltham, MA, US
cOmplete™, Mini, EDTA-freier Protease

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Inhibitor Cocktail

Coomassie Brilliant-Blue G-250

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Desoxyribonukleosidtriphosphat-(dNTP-)-
mix zu je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Thermo  Scientific™, Thermo Fisher

Scientific Inc., Waltham, MA, US

Dimethylsulfoxid

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)

Merck KgaA, Darmstadt, DE

DNA-Marker, 100 bp DNA Ladder

New England Biolabs®, Inc., Ipswich, MA,
USA

DNA-Probenpuffer, gel loading dye, purple
(6 x)

New England Biolabs®, Inc., Ipswich, MA,
USA

Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium,

ohne Phenolrot

Merck KgaA, Darmstadt, DE
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Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlésung
(DPBS)

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlésung

mit Calcium, Magnesium

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, US
Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, US

Eindeckmedium, ProTags Mount Fluor

BioCyc GmbH + Co. KG, Luckenwalde, DE

Essigsaure

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Ethanol absolut, 99.9%

Avantor J.T. Baker®, Radnor, PA, US

Ethanol, 80% (v/v)

Herbeta-Arzneimittel, Berlin, DE

Ethidiumbromidlésung, UltraPure™

Ethidium bromide, 10 mg/ml

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, US

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsaure (EGTA)

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Fetales Kalberserum

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Glycerol Merck KgaA, Darmstadt, DE
Glycin Merck KgaA, Darmstadt, DE
His60 Ni Superflow Resin Takara Bio Inc., Kusatsu, JPSHG
Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher
Hoechst 33342
Scientific Inc., Waltham, MA, US
Imidazol Merck KgaA, Darmstadt, DE
Interferon-y Pepro Tech GmbH, Hamburg, DE

Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, US

Kaliumchlorid

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Kohlenstoffdioxid

Linde AG, Miinchen, DE

LB Medium, Pulver

MP
Eschwege, DE

Biomedicals Germany GmbH,

L-Glutathion, reduziert

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Lumi-Light Western Blotting Substrate

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Magermilchpulver

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Methanol

Avantor Performance Materials

Radnor, PA, US

B.V,

Natriumdodecylsulfat

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Natriumchlorid

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Natriumhydroxid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
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N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, US

Paraformaldehyd, 16% (w/v), wassrige

Lésung

Science Service GmbH, Minchen, DE

Penicillin/Streptomycin Lésung (10000 U/ml
Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

Gibco™,

Waltham, MA, US

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Pierce™ ECL Plus Western Blotting Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher
Substrate Scientific Inc., Waltham, MA, US
Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher

Pierce™ Glutathion Agarose

Scientific Inc., Waltham, MA, US

Plasmocin™ (bei

Kontaminationen der Zellkultur)

Mykoplasmen-

Lonza, Basel, CH

Poly-L-Lysin Merck KgaA, Darmstadt, DE
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat _ ) )
(Tween 20) National Diagnostics, Atlanta, GA, US
Propan-2-ol Bernd Kraft GmbH, Duisburg, DE
Proteinmarker, PageRuler™ Plus Thermo Scientific™, Thermo Fisher
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa Scientific Inc., Waltham, MA, US
PVP 40 Merck KgaA, Darmstadt, DE

Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher

Richard-Allen Scientific™ HistoGel™

Scientific Inc., Waltham, MA, US

Sab Simplex®, Wirkstoff Simeticon

Pfizer Consumer Healthcare, Berlin, DE

Salzsaure

Avantor J.T. Baker®, Radnor, PA, US

TRIS-Puffer, 1 M, pH 8.8

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DE

Triton X-100

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DE

Trypsin/EDTA solution, 0.25%

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Tumornekrosefaktor-o

Pepro Tech GmbH, Hamburg, DE

Wasser, bidestilliert

arium® pro Reinstwasser System, Sartorius,

Gottingen, DE  (Institute of Clinical

Physiology)

Wasser fiur die Molekularbiologie

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Xylol (Isomere)

Carl Roth GmbH

Ziegenserum

Merck KgaA, Darmstadt, DE
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Zienam® 500 mg/ 500 mg
(Kombinationspraparat aus Imipenem und

Cilastatin)

MSD Sharph Dohme GmbH, Haar, DE

2.2 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Verbrauchsmaterial/Gerat

Hersteller

Adhasionsobjekttrager SuperFrost®

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, DE

Chemilumineszenz Imaging System, Fusion
FX7 Spectra

Vilber GmbH,
Eberhardzell, DE

Loumat Deutschland

CO: Inkubator, CB210

Fa. Binder GmbH, Tuttlingen, DE

Dialyseschlauch, MWCO 12000 — 14000

Medicell Membranes Ltd., London, GB

Einkanalpipette, variabel

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Elektroporator, ECM 399

BTX Molecular Delivery Systems, Holliston,
MA, US

Filterpapier, Whatman™ Chromatography GE Healthcare UK Limited,
Paper, 3 mm Buckinghamshire, GB
Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher

Gefrierbehalter, Nalgene® Mr. Frosty™

Scientific Inc., Waltham, MA, US

Kryoréhrchen, 1,2 ml

Corning Inc., Corning, NY, US

Laser Sscanning Mikroskop, LSM 780

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DE

Mikroplattenlesegerat, Infinite® M200

Tecan Trading AG, Mannedorf, CH

Multipette® M4, Einkanal

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Multiwell-Zellkulturplatten, 6, 24 und 96 Well,

flacher Boden, transparent

Falcon®, Corning Inc., Corning, NY, US

Multiwell-Zellkulturplatten, 96 Well, runder

Boden, transparent

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Objektiv, Plan-Apochromat 63 x/1.40 Oil
DIC

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DE

Parafiim™

Beemis Company Inc., Neenah, WI, US

pH/lonen Messgerat, SevenCompact pH
meter S220

Mettler-Toledo, Columbus, OH, US

pH Messgerat, HI9017 Labor-pH-Meter

Hanna Instruments, Woonsocket, RI, US

Pipettierhelfer, accu-jet® pro

Brand GmbH + Co KG, Wertheim, DE

Pipettenspitzen, 10, 200 and 1000 pl

Sarstedt AG + Co. KG, Nimbrecht, DE

Polyvinylidenfluorid Membran

PolyScreen, PerkinElmer, Waltham, MA, US

Reaktionsgefal, 15 and 50 ml

Falcon®, Corning Inc., Corning, NY, US
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Reaktionsgefal3, 0,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Reaktionsgefal, 1,5 and 2 ml

Sarstedt AG + Co. KG, Nimbrecht, DE

Reinstwasseranlage, arium® pro

Sartorius, Géttingen, DE (Standort: Institut
fur Klinische Physiologie)

Schlittenmikrotom

Leica, Nussloch  GmbH,

Nussloch, DE

Biosystems

Serologische Pipetten, 5, 10 and 25 ml

Falcon®, Corning Inc., Corning, NY, US

Sicherheitswerksbank, HeraSafe®

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher
Spektralphotometer, NanoDrop™ 2000 L

Scientific Inc., Waltham, MA, US

GE Healthcare UK Limited,

Sterilfilter, Filter Unit 0.2 yM

Buckinghamshire, GB

Thermocycler, peqSTAR 2X

Peqlab® Biotechnologie GmbH, Erlangen,
DE

Untersuchungshandschuhe, Vasco Nitril

light

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Western Blot System, Trans-Blot Turbo

Transfer System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules, CA,
USA

Zellkultureinsatz ,Millicell®*, 0,4 um PCF,

12 mm

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Zellkulturflasche, 25 und 75 cm?

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmdunster, AT

2.3 Kits

Kit Hersteller

Alexa Fluor® 647 Protein Labeling Kit Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, US
NucleoSpin®  Plasmid, Plasmid-DNA- Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren,

Reinigung im kleinen Mal3stab

DE

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo  Scientific™, Thermo  Fisher

Scientific Inc., Waltham, MA, US

QIAquick® Gel Extractrion Kit

Qiagen, Hilden, DE

QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit, Plasmid-
DNA-Reinigung im mittleren Mal3stab

Qiagen, Hilden, DE
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2.4 Enzyme

Enzyme

Hersteller

Alkalische Phosphatase, calf intestinal

Notl-HF® Restriktionsendonuklease

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

Sall-HF® Restriktionsendonuklease

T4 DNA Ligase

New England Biolabs®, Inc., Ipswich, MA,
USA

Lysozym

Merck KgaA, Darmstadt, DE

Benzonase® Nuklease

Merck KgaA, Darmstadt, DE

2.5 Puffer und Lésungen

2.5.1 Allgemeine Puffer

HEPES/Ringer-Lésung far die

Lebendzellmikroskopie

134,6 mM NaCl, 2,4 mM NazHPO,, 0,6 mM
NaH2PO4, 5,4 mM KCI, 1,2 mM CaClz, 1 mM
MgSO4, 10 MM HEPES, 10 mM D-(+)-
Glukose, begast mit Carbogengas, pH 7,4

modifizierte Ringer-Lésung flr die ex vivo
cCPE-Inkubation

1346 mM NaCl, 54mM KCI, 21 mM
NaHCOs, 2,4 mM Na2HPOs, 1,2 mM CaClz,
1,2mM MgCl, 0,6 mM NaH2PO4, 2 gl
10,6 mM HEPES, begast mit
Carbogengas, pH 7,4, frisch zugegebene
Substrate: 2,5 mM L-Glutamin, 0,5 mM -
10 MM  D(+)-Mannose,
50 mgl/I Piperacillin, 4 mg/l Zienam

Glukose,

Hydroxybutyrat,

2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

TRIS-Acetat-EDTA Puffer

0,4 M Tris, 0,01 M EDTA

2.5.3 Zellularer Bindungsassay

Fixierungspuffer

3,7% (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS

Abldschpuffer

0,1 M Glycin in PBS

Puffer “B”

1% (w/v) bovines Serumalbumin (BSA),

0,05% (v/v) Tween 20 in PBS
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2.5.4 Coomassie-Farbung

0,1% (w/v) Coomassie 250, 10% (v/v)
Eisessig, 40% (v/v) Methanol

20% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Eisessig in
ddH>O

Coomassie-Farbelésung

Coomassie-Entfarbelésung

2.5.5 Immunfluoreszenz-Farbung

2.5.5.1 Paraffinschnitte

41 mM Tris, 34mM EDTA, 23mM
Na3CeHs07

Trypsinlésung 0,001% (w/v) Trypsin in 1 x TEC-Puffer
20 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl, 0,1% (v/v)
Tween 20, pH 7,3

20 x TRIS-EDTA-Citrat (TEC)-Puffer

TBS-T

2.5.5.2 Whole mount-Farbungen (Polypenbiopsien, Rattenkolon)

Fixierungspuffer 2% (w/v) PFA in PBS

Abléschpuffer 0,125 M Glycin in ddH,0
10% (v/v) Ziegenserum, 1% (w/v) BSA, 0,8%
Triton X-100 in PBS (+/+)

Blockierungsldésung

2.5.5.3 Zellen, Kryoschnitte

Fixierungspuffer 2% (w/v) PFA in PBS
Puffer “B” 1% (w/v) BSA, 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS

2.5.6 MTT-Zytotoxizitatsassay

12,5 mM MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

10 X MTT-LAsung 2,5-diphenyltetrazoliumbromid) in  PBS,
sterilfiltriert
MTT Extraktionspuffer 5% (v/v) Triton X-100 in 2-Propanol
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2.5.7 Aufreinigung von GST-cCPE

Lysepuffer-GST 1% (v/v) Triton X-100, 0,4 mM PMSF, 1 mM
EDTA, 5mM DTT, 1 x PIC (f.c.) in PBS
Elutionspuffer-GST 50 mM  Tris-Base, 10 mM  Glutathion

(reduziert), 1 x PIC (f.c.) in ddH2O, pH 8,5

2.5.8 Aufreinigung von 6x His-markiertem CPE und YFP-cCPE

His60 Ni Lyse/Aquilibrierungspuffer (6 x His 50 mM NaHPOs, 300 mM NaCl, 20 mM
CPE) Imidazol, in ddH20, pH 7,4
50 mM NaH:PO4, 300 mM NaCl, 20 mM
Imidazol, 1% (v/v) Triton X-100 in ddH20,
pH 7.4
50 mM NaH:PO4, 300 mM NaCl, 40 mM
Imidazol, in ddH.0, pH 7,4
50 mM NaH:PO4, 300 mM NaCl, 300 mM
Imidazol, 1 x PIC (f.c.), in ddH20, pH 7,4

His60 Ni Lyse/Aquilibrierungspuffer (6 x His
YFP-cCPE)

His60 Ni Waschpuffer

His60 Ni Elutionspuffer

2.5.9 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

125 mM  Tris-HCI (pH 6,8), 50% (v/v)
5 x Laemmli Probenpuffer Glycerin, 10% (w/v) SDS, 0,001% (w/v)

Bromphenolblau, 500 mM DTT in ddH-O

25 mM Tris-Base, 190 mM Glycin, 0,1%

(w/v) SDS, in ddH20, pH 8,1 - 8,4

5,1% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5: 1),

0,125 M Tris (aus 1 M Tris/HCI, pH 6,8), 1%

(w/v) SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED in

ddH>O

12,5% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5: 1),

0,35 M Tris (aus 1 M Tris-Puffer, pH 8,8),

0,1% (v/v) SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED in

ddH20

Laufpuffer

Sammelgel

Trenngel
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2.5.10 Western Blots

Blockierungsldésung

1% (w/v) PVP-40, 0,05% (v/v) Tween 20 in
ddH>0

Fast Semi-Dry Transfer Puffer

20% (v/v) Methanol, 48 mM Tris-Base,
20mM Hepes, 1mM EDTA, 1,3mM
NaHSO;, 1,3 mM N,N-dimethylformamid in
ddH>0O

TBS-T

20 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl, 0,1% (v/v)
Tween 20 in ddH20, pH 7,3

2.6 Zellen

2.6.1 Prokaryotische Zellen

E. coli Stamm Genotyp

Referenz bzw. Hersteller

F~ ompT gal dem lon hsdSg(rs-ms~) A(DE3

BL21(DE3) [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nind]) (Studier et al. 1990)
[malB*]k-12(AS)
F~ endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 Invitrogen™ Thermo
DH5a deoR nupG purB20 @80dlacZAM15 Fisher  Scientific Inc.,

A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk mk*), A

Waltham, MA, US

2.6.2 Eukaryotische Zellen

ATCC/
Zelllinie Ursprung Referenz bzw. Hersteller
ECACC
kolorektales Adenokarzinom (Kreusel et al. 1991), Institute
HT-29/B6 -
(Subklon der Zelllinie HT-29) of Clinical Physiology
Nicht-kleinzelliges
PO ECACC: Bronchialkarzinom, (Lee et al. 1985), Sigma-
90071810 metastatisches Aldrich, Taufkirchen, DE
Lymphknotengewebe
ATCC: Plattenepithelkarzinom der (Fogh and Trempe 1975),
SK-MES-1 HTR 5'8 Lunge, metastatische Zellen aus Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Pleuraerguss

DE
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2.7 Medien

2.7.1 Medien fur die Bakterienkultivierung

LB-Medium

MP Biomedicals, LLC, Santa Anna, CA, US

Agar, Bacto Agar™

BD Life Sciences, Heidelberg, DE

SOC-Medium

Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, US

2.7.2 Medien fur die Zellkultur

DMEM GlutaMAX™

Gibco™,

DMEM, ohne Phenolrot

RPMI-1640 AQMedia™

Thermo Fisher Scientific

Inc.,

Waltham, MA, US

Dermalife Basal Medium

Lifeline® Cell Technology, Frederick, MD,

us

MEM Eagle

Merck KGaA, Darmstadt, DE

2.8 Antikorper

2.8.1 Primarantikorper

Beschreibung Ursprung Produkthnummer Hersteller
Invitrogen™ Thermo
anti-Cldn4, monoklonal 32-9400 Fisher  Scientific  Inc.,
Waltham, MA, US
610967 BD Biosciences, Franklin
anti-humanes ZO1
Maus Lakes, NJ, US
SAB5300159 Sigma-Aldrich, Saint Louis,
anti-GST, monoklonal
MO, US
632381 Clontech Laboratories Inc.,
anti-GFP, JL-8, monoklonal
Mountain View, CA, US
anti-Cldn1, polyklonal 51-9000
. Invitrogen™ Thermo
anti-Cldn4, polyklonal PA5-16875
Fisher  Scientific  Inc.,
anti-Occludin, polyklonal 71-1500
Kaninchen Waltham, MA, US
anti-Z01, polyklonal 61-7300
anti-Clostridium perfringens 2120-0130G Bio-Rad AbD Serotec Ltd.,

Enterotoxin A, polyklonal

Oxford, UK
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anti-GST, PhycoLink® 7 PJ312p1 Agilent Technologies, Inc.,
iege
R-Phycoerythrinkonjugat) 9 Santa Clara, CA, US
2.8.2 Sekundarantikorper
Bezeichnung Ursprung Produktnummer Hersteller
anti-Maus IgG, Alexa A-11032
Fluor® 594 Konjugat
anti-Kaninchen IgG, Alexa A-11034
Fluor® 488 Konjugat
anti-Maus 1gG, Alexa
) A-32723
Fluor® Plus 488 Konjugat
. Invitrogen™ Thermo
anti-Maus IgG, Alexa A-32742 _ R
) Fisher  Scientific Inc.,
Fluor® Plus 594 Konjugat
Waltham, MA, US
anti-Kaninchen IgG, Alexa
A-32731
Fluor® Plus 488 Konjugat _
Ziege
anti-Kaninchen IgG, Alexa
A-32540
Fluor® Plus 594 Konjugat
anti-Kaninchen IgG, Cy5 A-10523
Konjugat
anti-mouse IgG,
Meerrettichperoxidase- 115-035-003
] Jackson Immuno
konjugat, polyklonal
Research Laboratories,
anti-rabbit IgG,
Inc., West Grove, PA, US
Meerrettichperoxidase- 111-005-045

konjugat, polyklonal

2.9 Plasmide
Plasmid Eigenschaften Referenzen
5.4 kb, KanaR, pBR322 ori, lacl
Promoter, lac Operator, lacl
pET28a Repressor, 6 x His tag und Merck KGaA, Darmstadt, DE

N-

terminal, 6 x His tag C-terminal

Thrombinschnittstelle

pET28a-eYFP-cCPEwt
pET28a-eYFP-
S305P/S307R/S313H

6.5 kb KanaR, pBR322 ori, lacl
Promoter, lac Operator, lacl

Repressor, 6 x His tag und

Dr. L. Winkler (FMP, Berlin)
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pET28a-eYFP-cCPE-
Y306A/L315A

Thrombinschnittstelle N-
Yellow Fluorescent
CPE194-319

oder Aminosauresubstitutionen

terminal,

Protein, (wildtyp

wie angegeben)

Plasmide wurden im Rahmen
Arbeit

verwendet.

dieser erstellt und

pGEX-4T1

5.0 kb, AmpR, pBR322 ori, tac
Promoter, lac Operator, laclq
Repressor, GST und Thrombin-

schnittstelle N-terminal

Merck KGaA, Darmstadt, DE

pGEX-4T1-cCPEwt

pGEX-4T1-cCPE-
Y3306A/L315A

pGEX-4T1-cCPE-
Y306W/S313H

pGEX-4T1-cCPE-
S305P/S307R/S313H

pGEX-4T1-cCPE-
N218Q/Y306W/S313H

5.9 kb, AmpR, pBR322 ori, tac

Promoter, lac Operator, laclq

Repressor, GST und
Thrombinschnittstelle N-
terminal, CPE194.319 (WiIdtyp

oder Aminosauresubstitutionen

wie angegeben)

(Winkler et al. 2009)

(Protze et al. 2015)

(Takahashi et al. 2012), (Protze
et al. 2015)

(Neuhaus et al. 2018)

pTrc-His-TOPO®

4.4 kb, AmpR, pBR322 ori, trc
Promoter, lac Operator, laclq
6 X His

Repressor, tag N-

terminal

Invitrogen™ Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA,

us

pTrc-His-TOPO-
optCPEwt

pTrc-His-TOPO-
optCPE-Y306A/L315A

pTrc-His-TOPO-
optCPE-S231R/S313H

5.5 kb, AmpR, pBR322 ori, trc
Promoter, lac Operator, laclq
6 x His

terminal, Codon-optimidiert zur

Repressor, tag N-
Expression in eukaryotischen
(Wildtyp

Aminosauresubstitutionen wie

Zellen oder

angegeben)

(Eichner, Augustin, et al. 2017)

(Piontek et al. 2019)

56



Material

2.100ligonukleotide

Tm
Name Bezeichnung Sequenz 3" -5
[°C]
EGFpq  Vorwarts-Primer CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
fw EGFP 64.0
Vorwarts-Primer zum
cCPE- Einfigen einer N- AAAGTCGACGATATAGAAAAAGAAATCCTTGATTTAGCTGC 674
Sall fw terminalen Sall- '
Schnittstelle in cCPE
cCPE- } } ]
YALA Rickwarts-Primer AAAGCGGCCGCTTAAAATTTTTGAAATGCTATTGAATAAGG (-,
zum Elnfiigen einer '
Notl rv
. C-terminalen Notl-
cCPE- _ _
sss. Schnittstelle in ¢CCPE- - AAAGCGGCCGCTTAAAATTTTTGAAATAATATGTGATAAGG 4,
Mutanten '
Notl rv
Myco Mykoplasmen- 63
forward  spezifische  Primer GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
Myco zur - Ananlyse  von o0 CCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 65

reverse

Zellkulturiiberstanden

2.11Verwendung menschlicher Proben

Die Verwendung menschlicher Proben erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von

Helsinki. Das Studienprotokoll wurde vor Studienbeginn zur Erwagung, Stellungnahme,

Beratung und Zustimmung der Ethikkommission am Campus Benjamin Franklin der Charité —

Universitatsmedizin Berlin vorgelegt und zustimmend bewertet (Antragsnummern EA4/044/19

und EA4/093/17). Alle Patienten wurden vor der Studienteilnahme durch einen Arzt aufgeklart

und haben die Einverstandniserklarung unterschrieben. Personen unter 18 Jahren wurden von

der Studie ausgeschlossen.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Klonierung von cCPE in den Vektor pET-28a

Der Vektor pET-28a-YFP-cCPEwt wurde von Dr. Lars Winkler (Leibniz-Forschungsinstitut flr
molekulare Pharmakologie (FMP), Berlin) zur Verfliigung gestellt. Um weitere cCPE-Varianten
als YFP-Fusionsprotein mit einen N-terminalen 6 x His Tag rekombinant exprimieren zu
kénnen, wurde die DNA-Sequenz der entsprechenden cCPE-Mutanten in einem pET-28a-
Vektor, welcher zudem die DNA-Sequenz fiir YFP enthielt, subkloniert.

Um die cCPE-Sequenzen aus den pGEX-4T1-Vektoren in den pET-28a-YFP-Vektor klonieren
zu kénnen, mussten zunachst die Restriktionssequenzen fir die Enzyme Sall und Notl in die
Sequenzen inseriert werden. Dazu wurden pGEX-4T1-cCPE-Plasmide extrahiert und als
Template in einer Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR)
eingesetzt. In dieser PCR wurden durch Vorwartsprimer die Restriktionsschnittstelle fir Sall
5°und durch den Rickwartsprimer die Schnittstelle fiir Notl 3" der cCPE-kodierenden Sequenz
eingefligt. Die PCR-Fragmente sowie der pET-28a-YFP-cCPE-Vektor wurden mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. AnschlieRend wurde die jeweilige Sequenz der
cCPE-Mutanten 5° der YFP-Sequenz in den pET-28a-Vektor ligiert. Zur heterologen,
rekombinanten Expression wurde ein geeigneter E. coli-Stamm mit den Plasmiden

transformiert.

3.1.1.1 Plasmidpraparation

Bakterien, welche die entsprechenden Plasmide trugen, wurden in Glycerol bei — 80 °C
kryokonserviert. Zur Extraktion kleiner Mengen an Plasmid-DNA wurden 5 ml lysogeny broth
(LB-Medium), das 50 pg/ml Kanamycin enthielt (LB + Kana), mit einer kleinen Menge der
kryokonservierten Bakterien angeimpft und unter Schitteln (230 rpm) bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert. Zur Extraktion gréRerer Mengen an Plasmid-DNA wurden mit dieser Ubernachtkultur
50 ml LB + Kana inokuliert und unter denselben Bedingungen fiir eine weitere Nacht inkubiert.
Das NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) wurde fiir die
Plasmidaufreinigung im kleinen, das QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen, Hilden) fur die
Aufreinigung im grolkeren Malstab verwendet. Die Aufreinigung erfolgte jeweils nach
Herstellerangaben.

Dazu wurden die Bakterien zunachst geerntet und unter alkalischen Bedingungen lysiert. Nach
dem Abscheiden der Zelltrimmer, welche die genomische DNA, Proteine und andere
unlésliche Substanzen enthielten, wurde der Uberstand auf eine Silikamembran aufgetragen,

an welche die Plasmid-DNA bindet. Durch das Waschen mit einem ethanolischen Puffer mit
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hoher lonenstarke wurden Kontaminationen, wie beispielsweise Salze, Metabolite und
weiteres l6sliches Zellmaterial, entfernt. Die reine Plasmid-DNA wurde bei niedriger
lonenstarke mit Reinstwasser oder dem mitgelieferten, leicht alkalischen Elutionspuffer eluiert.
Die Plasmidkonzentration und -reinheit wurde spektralphotometrisch mit dem NanoDrop™
2000 Microvolume  Spectralphotometer (Thermo  Scientific™)  bestimmt.  Die
Plasmidkonzentration ist direct proportional zur Absorption der Probe bei einer Wellenlange
von 280 nm (Azs0). Um die Verunreingung durch Proteine zu bestimmen, wurde zudem die
Absorption bei 260 nm (Azs0) bestimmt. Der Quotient Azso/Azeo sollte groRer als 1 sein, um eine

ausreichende Reinheit der Plasmidpraparation zu gewahrleisten.

3.1.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Uber PCR wurden die Restriktionsschnittstellen fir die Enzyme Sall und Notl 5'bzw. 3"der
cCPE-kodierenden Sequenz eingefihrt und das gewinschte DNA-Fragment in derselben
Reaktion amplifiziert.

Folgender Reaktionsansatz wurde flir diese PCR verwendet:
Tabelle 1 Einfacher PCR-Ansatz

Komponente Cstammlésung Beschreibung Volumen [pl]
pGEX-4T1-cCPE-YALA oder
Template 10 ng/pl 1
pGEX-4T1-cCPE-SSS
Vorwartsprimer 10 uM cCPE-Sall fw 2.5
} } _ cCPE-YALA-Notl rev oder
Ruckwartsprimer 10 uM 25

cCPE-SSS-Notl rev

Thermo Scientific™, Thermo Fisher

dNTPs 10 mM
Scientific Inc., Waltham, MA, US
Phusion HF buffer (New England
Puffer 5x 10
Biolabs®)
. Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
DNA-Polymerase 2000 units/ml _ 0.5
(New England Biolabs®)
Wasser Reinstwasser (Biochrom GmbH) 32.5

Um zu vermeiden, dass es bereits beim Ansetzen der Reaktion zu unerwinschten
Nebenreaktionen kommt, wurden auf Eis gearbeitet, bis die Reaktion im Thermocycler
gestartet wurde. Fir die PCR wurde im Thermocycler peqSTAR 2X (Peglab Biotechnologie

GmbH) das in Tab. 2 aufgefiihrte Programm verwendet.
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Tabelle 2 PCR-Programm zum Einfiigen von Restriktionsstellen in cCPE

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Anzahl der Zyklen
Vorheizen
Deckel 110 o0
Heizblock 98
Initiale Denaturierung 98 30
Denaturierung 98 5
Primerhybridisierung 54 10 30
Elongation 72 30
Finale Elongation 72 600
Pause/Kihlung 4 0

Im ersten Schritt der PCR wurde die doppelstrangige DNA bei einer hohen Temperatur
denaturiert. AnschlielRend lagerten sich die Primer bei einer mittleren Temperatur an die
einzelstrangige DNA an. Die DNA-Polymerase konnte an das Primer-Template-Hybrid binden
und den Einzelstrang vom 3’Ende des Primers an auffullen. Um eine hohe Ausbeute des
Zielfragements zu erreichen, wurden mehrere Zyklen aus Denaturierung, Hybridisierung und
Elongation durchgetihrt. Wahrenddessen wurde die Menge des PCR-Fragment exponentiell
amplifiziert.

Nach der PCR wurden die Proben mit einem 6 x DNA-Probenpuffer (New England Biolabs®)
versetzt. In diesem Puffer ist EDTA vorhanden, um die weitere Reaktion der enthaltenen
Enzyme zu inhibieren. Die Proben wurden entweder direkt gelelektrophoretisch aufgetrennt

oder bei — 20 °C gelagert.
3.1.1.3 Agarose-Gelektrophorese

DNA-Proben wandern aufgrund der negativen Ladungen ihrer Phosphatgruppen in einem
elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. In einem Agarosegel, an welches ein
elektisches Feld angelegt wird, lassen sich DNA-Fragmente so entsprechend ihrer Grolie
auftrennen. Nach dem Erhitzen in Losung bilden die kettenférmigen Molekile der Agarose
Wasserstoffbricken aus, sodass Quervernetzungen entstehen. DNA-Fragmente werden
durch die polymerisierte Agarose ahnlich wie durch ein Sieb zuriickgehalten, sodass sich
kleine DNA-Fragmente schneller als gréRere durch das Gel bewegen kdénnen. Das
Laufverhalten der DNA im Agarose-Gel wird dabei von verschiedenen Faktoren beeinflusst.

Zum einen hat die GroRe der DNA einen entscheidenden Einfluss auf das Laufverhalten.
Lineare DNA bewegen sich mit einer zum Logarithmus ihrer Gré3e umgekehrt proportionalen
Geschwindigkeit durch das Gel. Kleinere DNA-Fragmente durchlaufen das Gel also schneller

als grélere.

60



Methoden

Besonders bei Plasmiden ist auch die Konformation der DNA entscheidend fir ihr
Laufverhalten. Ringférmige, superhelikale DNA bewegt sich schneller durch das elektrische
Feld als ringférmige, relaxierte DNA mit derselben Gréfle. Lineare DNA gleicher Grofie hat
eine Geschwindigkeit, welche zwischen den beiden Konformationen, superhelikal und
relaxiert, liegt. Werden ganze, unverdaute Plasmide auf einem Agarosegel aufgetragen, ergibt
sich immer ein Muster mit drei distinkten Banden: die oberste entspricht dem ringférmigen,
relaxierten Plasmid, die mittlere Bande kommt durch die teilweise liniearisierten Plasmide
zustande, wahrend die unterste Bande, die am weitesten durch das Gel gewandert ist, den
geschlossenen Plasmiden entspricht, die in superhelikaler Konformation vorliegen.

Ein weiterer entscheidender Faktor, der die Laufgeschwindigkeit der DNA-Proben im
Agarosegel beeinflusst, ist die Konzentration von Agarose im Gel. Je héher die Agarose-
Konzentration ist, desto kleiner sind die Poren. Die DNA-Fragmente werden dadurch starker
im Gel zurlckgehalten und durchqueren héherprozentige Gele langsamer als solche mit
nierdriger Agarosekonzentration. Standardmafig werden Agarosegele mit einer Konzentration
zwischen 0,5 bis 3% (m/v) verwendet, um DNA-Proben zwischen 50 bp bis 10 kb
aufzutrennen.

Damit sich die DNA-Proben im Agarosegel bewegen, muss an dieses ein elektrisches Feld
angelegt werden. Dabei hat auch die elektrische Spannung einen entscheidenden Einfluss auf
die Laufgeschwindigkeit der Proben. Je héher die Spannung ist, desto schneller wandern die
DNA-Fragmente zur Anode.

Letztlich ist auch die Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers entscheidend flir das
Laufverhalten der Proben. Dies lasst sich auf das Vorhandensein verschiedener lonen, sowie
den pH-Wert und dessen Pufferung zurlickfihren. Fir Agarose-Gelektrophoresen werden
hauptsachlich Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) oder Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) verwendet.
TAE hat eine geringere Pufferkapazitat als TBE, allerdings ermdglicht sie doppelstrangiger,
linearer DNA ein ~ 10% schnelleres Durchlaufen des Gels ohne dabei Auflésungsvermégen
einzubuRen. Bei superhelikalen Plasmiden bietet TAE-Puffer zudem eine bessere Auflésung
als TBE-Puffer.

Fir die Herstellung der Gele wurde eine entsprechende Menge an Agarose solange in TAE-
Puffer aufgekocht, bis eine klare Lésung entstand. Erreichte diese Lésung eine handwarme
Temperatur, wurden 0,001% (v/v) einer Ethidiumbromidlésung (New England Biolabs®, Inc.,
Ipswich, MA, USA) zugesetzt. Das Ethidiumbromid interkaliert in die doppelstrangige DNA der
PCR-Proben und macht sie unter UV-Licht sichtbar. Die flissige Agarose-TAE-Lésung wurde
in einen vorbereiteten Gelschlitten gegossen, wo sie auspolymersierte. Nach dem Gelieren
des Gels wurden die horizontalen Begrenzungen von dem Gelschlitten entfernt und dieser in

die Elektrophoresekammer eingesetzt.
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Die PCR-Proben wurden im Allgemeinen auf ein 2% (m/v) Agarosegel mit 0,001% (v/v)
Ethidiumbromid aufgetragen. Der DNA-Probenpuffer, mit dem die PCR-Proben versetzt
wurden, enthalt zwei anionische Farbstoffe. Deren Lauffront dient zur Abschatzung dafiir, wie
weit sich die DNA-Fragmente bereits im Gel bewegt haben. Das Ethidiumbromid im Gel
interkaliert in die doppelstrangige DNA der PCR-Produkte und macht sie unter UV-Licht
sichtbar. Als Referenz fiir die GroRRe der DNA-Fragmente wurde ein 100 bp-Marker (100 bp
DNA Ladder, New England Biolabs) verwendet. Um die DNA-Fragmente und weitere
Reaktionskomponenten elektrophoretisch der Grole nach aufzutrennen, wurde eine
Spannung von 80V an das Gel angelegt. Die Auftrennung erfolgte solange bis die
Bromphenolbande des Probenpuffers das untere Finftel des Agarosegels erreichte. Das Gel
wurde unter UV-Licht analysiert. Die korrekten DNA-Fragmente sollten eine Gré3e von 400 bp
besitzen. Banden mit der richtigen GréRe wurden flr die weitere Verarbeitung aus dem Gel

ausgeschnitten.
3.1.1.4 Gelextraktion

Die DNA-Fragmente wurden mithilfe des the QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben aus dem Agarosegel isoliert.

Nachdem die Gelstiicken in einem chaotropen Puffer aufgeldst worden waren, wurde die
Lésung auf Saulen mit einer Silikamembran geladen. Salze und andere Verunreinigung
wurden durch Verwendung ethanolischer Puffer ausgewaschen. Die DNA wurde in einem
kleinen Volumen Reinstwasser eluiert. Der mitgelieferte Elutionspuffer wurde nicht verwendet,
um die lonenkonzentration des Puffers flr den Restriktionsverdau im nachsten Schritt nicht zu

verandern.
3.1.1.5 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen, allgemein auch Restriktionsenzyme genannt, schneiden
doppelstrangige DNA in oder nahe bei ihren spezifischen Erkennungssequenzen. Fir die
Umklonierung wurden die beiden Restriktionsenzyme Sall und Notl verwendet. Sie schneiden
die beiden DNA-Strange versetzt, sodass einer der beiden Einzelstrange wenige Basen Uber
das Ende hinausragt (sogenanntes Klebeende oder sticky ends). Dadurch wird die Vektor-
Religation verringert und die korrekte Insertion des DNA-Fragments bei der Ligation
sichergestellt.

Es wurden sowohl der pET-28a-YFP als auch die PCR-Fragmente mit Sall und Notl verdaut.

Ein Restriktionsansatz setzte sich dabei wie in Tab. 3beschrieben zusammen:
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Tabelle 3 Reaktionsansatz fiir einen Restriktionsverdau

a) Restriktionsverdau des Vektors b) Restriktionsverdau der PCR-Produkte
Komponente Volumen [pl]] Komponente Volumen [pl]
Vektor pET-28a-YFP 5 ug gesamt  PCR-Produkt 25
CutSmart® Puffer, 10 x 5 CutSmart® Puffer, 10 x 5

Sall-HF 2 Sall-HF 1

Notl-HF 2 Notl-HF 1
Reinstwasser ad 50 pl Reinstwasser 18

Die Reaktionsansatze wurden fir mindestens 2 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Restriktionsenzyme fir 20 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Um die Vektorreligation zu
minimieren, wurden die Phospatgruppen am 5°-Ende mithilfe einer alkalischen Phosphatase
(Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP), New England Biolabs®) hydrolysiert. Dazu wurde
1 | des Enzyms zu dem Reaktionsansatz gegeben und dieser fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.

Um den Restriktionsverdau zu beurteilen und ungewollte DNA-Fragmente sowie Enzyme zu
entfernen, wurde der Reaktionsansatz elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt. Die
GroRe des verdauten Vektors wurde bei 5.4 kb erwartet; dieser Ansatz wurde daher in einem
0,7% Agarosegel aufgetrennt. Die PCR-Produkte sollten eine Gréf3e von ~ 400 bp besitzen.
Far die Auftrennung dieser Proben wurde deshalb ein 2% Agarosegel gewahlt. Die Agarose-
Gelelktrophorese wurde wie unter 3.1.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Fragmente, die die

erwartete Grolie besalien, wurden, wie unter 3.1.1.4 beschrieben, aus dem Gel aufgereiningt.
3.1.1.6 Ligation

Um geschlossene, zirkulare Plasmide flir die Expression von YFP-cCPE zu erhalten, mussten
die cCPE-Fragmente in den pET-28a-YFP-Vektor eingefligt werden. Die T4-DNA-Ligase
erzeugt eine Phosphodiesterbindung zwischen benachbarten DNA-Sequenzen in DNA-
Doppelstrangen. Somit konnten der pET-28a-Vektor und die cCPE-Fragmente kovalent
miteinander verbunden werden, um zirkulare Plasmide zu erhalten.

Die Ligationsreaktion wurde wie in Tab. 4 beschrieben angesetzt:

Tabelle 4 Reaktionsansatz fiir eine Ligation mit T4 DNA Ligase

Komponente Volumen [pl]

10 x T4 Ligasepuffer 1
Geschnittenes PCR-Produkt
Geschnittener, dephosphorylierter Vektor
T4-DNA-Ligase

Al Al
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Um den Grad der Vektor-Religation abzuschatzen, wurde in einer Kontrollreaktion das
geschnittene PCR-Produkt durch dasselbe Volumen an Reinstwasser ersetzt. Die Reaktion

wurde Uber Nacht bei 14 °C oder fiir mehrere Tage bei 4 °C inkubiert.
3.1.1.7 Transformation chemisch kompetenter DH5q.

Nach der Ligation wurden die zirkularen Plasmide in kompetente Bakterien transformiert,
welche grolte Menge der Plasmid-DNA produzieren, um die korrekte Insertion des Fragments
sowie die Plasmidsequenz zu Uberprifen.

Unter einer Transformation versteht man den nicht-viralen Transfer freier DNA in kompetente
Bakterien. Chemisch kompetente Bakterien sind mit CaCl, vorbehandelt, sodas sich die
Plasmide gut an ihre Zellwand anlagern. Durch einen Hitzeschock wird diese permeabel,
sodass die Plasmide in die Bakterien gelangen.

DH5a ist ein E. coli-Stamm mit einer hohen Transformationseffizienz. Durch die recA und
endA-Mutationen in seinem Genom, sind in diesem Stamm die heterologe Rekombination und
die Endonukleaseaktivitat vermindert. Somit ist DH5a. gut flr Subklonierungen geeignet.
Chemisch kompetente DH5a wurden bei — 80 °C gelagert. Vor der Transformation wurden sie
langsam auf Eis aufgetaut. Zu den aufgetauten Bakterien wurden 3 pl des Ligationsansatzes
bzw. der Kontrolle pipettiert, vorsichtig gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert, um ein
Anlagern der Plasmid-DNA an die bakterielle Zellwand zu erméglichen. Die Offnung der
Plasmamembran wurden durch einen Hitzeschock bei 42 °C fur 30 s induziert. Anschliefend
wurden die Bakterien kurz auf Eis abgekuihlt, bevor sie mit 250 yl an vorgewarmtem,
nahrstoffreichem SOC-Medium versetzt wurden. Darin wurden die Bakterien bei 225 rpm flr
1 h inkubiert, sodass das Selektionsgen fiir die Kanamycin-Resistenz exprimiert werden kann.
Fir die Selektionierung der transformierten Bakterien wurden zwischen 20 und 200 ul des
Transformationsansatzes steril auf LB-Agarplatten mit 25 pg/ml Kanamycin ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.1.8 Sequenzanalyse der Plasmide

Nach der Inkubation Uber Nacht wurden Bakterien aus Einzelkolonien verwendet, um 5 ml| LB-
Medium mit Kanamycin fur eine Plasmidisolierung (s. Abschnitt 3.1.1.1) zu inokulieren. Auf der
Platte, auf welcher der Transformationsansatz mit der Vektor-Religationskontrolle
ausgestrichen wurde, sollte keine oder nur sehr wenige Kolonien gewachsen sein.

Zur Sequenzanalyse wurden jeweils 10 uyl der isolierten Plasmide mit 4 yl des EGFP1
Vorwartsprimers gemischt. Die Sequenzanalyse wurde bei der LGC Genomics GmbH (Berlin,
DE) mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger, Nicklen, and Coulson 1977)
durchgefuhrt. Diese Methode erfordert einzelstrangige DNA-Templates (durch

Hitzedenaturierung des Reaktionsansatzes), einen passenden DNA-Primer, eine DNA-
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Polymerase, dNTPs sowie fluorophormarkierte Didesoxyribonukleosid-Triphosphate
(ddNTPs). Die ddNTPs sind entsprechend der vier Nukleinbasen mit verschiedenen
Fluorophoren markiert. Durch einen Einbau der ddNTPs in den DNA-Strang kommt es zum
Kettenabbruch. Da die ddNTPs keine 3"OH-Gruppe besitzen, kann die Phosphodiesterbriicke
zum nachsten Nukleotid nicht gebildet werden. Mit dieser Kettenabbruch-Methode werden
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange synthetisiert, welche alle mit einem Fluorophor-
markierten ddNTP enden. Uber Kapillarelektrophorese werden diese Fragmente nach ihrer
Grolke aufgetrennt. Die DNA-Sequenz lasst sich Uber die Reihenfolge der Fluoreszenzsignale

auslesen.
3.1.1.9 Kryokonservierung transformierter Bakterien

Zur langfristigen Lagerung der Plasmide wurden die Bakterien, die das korrekte Plasmid
aufgenommen hatten, kryokonserviert. Dabei wird dem Medium Glycerol zugesetzt, um zu
verhindern, dass sich Eiskristalle in der Losung ausbilden, welche die Bakterien schadigen
kénnten. Zur Kryokonservierung wurden 750 ul der Ubernachtkulturen mit 250 pl sterilem
Glycerol in einem Kryoréhrchen (Corning) gemischt, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei — 80 °C gelagert.

3.1.1.10 Transformation elektrokompetenter BL21(DE3)

Bei der Transformation elektrokompetenter Bakterien werden mithilfe von elektrischen
Impulsen Poren in der bakteriellen Zellwand erzeugt, durch welche Plasmide in die Bakterien
gelangen kénnen.

BL21(DE3J) ist ein kompetenter E. coli-Stamm, welcher flr die Expression von Genen unter
der Kontrolle eines T7-Promoters geeignet ist. Da dieser Stamm Protease-defizient ist, findet
er vorallem bei der Expression grofRer Proteinmengen Anwendung.

Die Bakterien wurden bei — 80 °C gelagert und vor der Transformation auf Eis aufgetaut. Ihnen
wurde 1 ng des Plasmids zugefugt und vorsichtig gemischt. Die Suspension wurde in eine
vorgekuhlte Kivette Uberfuhrt, wobei darauf geachtet wurde, dass sich keine Luftblasen
bildeten und der Boden der Kivette vollstandig bedeckt war. Zur Transformation wurde der
ECM 399 Elektroporator (BTX Molecular Delivery Systems) verwendet. Die Elektroporation
wurde bei 2,1kV, 100 Q and 25 uF durchgefihrt. AnschlieBend wurden direct 9751
vorgewarmtes SOC-Medium in die Klvette gegeben. Die Suspension wurde vorsichtig
gemischt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall Gberfihrt. Wahrend der einstiindigen Inkubation
bei 37 °C und 250 rpm konnten transformierte Bakterien das Kanamycin-Resistenzgen
exprimieren. Zwischen 100 und 500 pl der Bakteriensuspension wurden steril auf LB-
Agarplatten mit Kanamycin ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Zur Uberprifung der erfolgreichen Transformation, wurden 5 mil-Ubernachtkulturen von

einzelnen Kolonien in LB-Medium eingesetzt. Aus diesen Kulturen wurde die Plasmid-DNA zur
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Sequenzanalyse isoliert (s. Abschnitt 3.1.1.8). Bakterien, welche das korrekte Plasmid trugen,

wurden fur die weitere Lagrung und Verwendung kryokonserviert (s. Abschnitt 3.1.1.9).

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Expression und Aufreinigung von GST-cCPE

Die nicht toxische Claudinbindungsdomane cCPE (AS 194 — 319 aus CPE) und die
entsprechenden Varianten wurden als GST-Fusionsproteine in E. coli BL21(DE3), die das
Plasmid pGEX-4T1-cCPE trugen, exprimiert (Winkler et al. 2009).

Zur Proteinexpression wurde zunadchst eine Ubernachtkultur von 10 ml LB-Medium mit
50 pyg/ml Ampicillin (LB + Amp) mit einer kleinen Menge der krykonservierten Bakterien
angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C und 230 rpm inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde in
400 ml LB + Amp Uberfuhrt und unter denselben Bedingungen weiter inkubiert, wobei das
Wachstum der Bakterien photometrisch Gberwacht wurde. Sobald die Kultur eine optische
Dichte von 0,6 -0,8 bei einer Wellenlange von 600 nm erreicht hatte, wurde die
Proteinexpression durch die Zugabe von 1 mM Isopropyl--D-thiogalactopyranosid (IPTG)
induziert. Nach einer weiteren Inkubation fir 3 h bei 37 °C und 230 rpm wurden die Bakterien
durch Zentrifugieren (4000 x g, 4 °C, 30 min) geerntet. Der Uberstand wurde dekantiert und
das Sediment bis zur weiteren Verwendung bei - 80 °C gelagert.

Zur Uberpriifung der heterologen Proteinexpression wurden jeweils 200 ul der
Bakteriensuspension vor der IPTG-Induktion und der Bakterienernte abgenommen. Diese
wurden sedimentiert, in SDS-Probenpuffer resuspendiert und Gber eine Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese mit anschlieRender Coomassie-Farbung (s. Abschnitt 3.2.5)
analysiert. Wahrend vor der Induktion der Expression keine oder nur eine leichte Bande fur
GST-cCPE (ca. 41 kDa) auf dem Gel sichtbar sein sollte, sollte nach der Proteinexpression
die entsprechende Bande stark sein (s. Anhang Abb. 26).

Die Sedimente der 400 ml-Kulturen wurden in 15 ml Lysepuffer-GST resuspendiert und auf
Eis durch Ultraschallbehandlung (15 Pulse zu je 1 s pro Puls, 20 kHz) aufgeschlossen. Zur
Verminderung von Proteinabbau wurde der Proteaseinhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid in
einer Konzentration von 0,8 mM zugesetzt und die Suspension kraftig gemischt.
Bakterientrimmer wurden durch Zentrifugieren (20000 x g, 4 °C, 30 min) entfernt. Der
Uberstand  enthielt das I6sliche GST-cCPE, welches anschlieend  Uber
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden sollte.

Die einzelnen Schritte der Aufreinigung wurden entweder auf Eis oder bei 4 °C durchgefihrt
(Coomassie-Gel einer GST-cCPE-Aufreining beispielhaft im Anhang, Abb. 26 gezeigt).

3 ml Glutathion-Agarose (Pierce™, Thermo Fisher Scientific, 50% (v/v), entspricht einem

Matrixvolumen (MV) von 1,5 ml) wurden in eine 20 ml-Zentrifugensaule (Pierce™, Thermo
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Fisher Scientific) Gberflhrt und aqulibriert, indem sie zweimal mit 10 x MV ddH>O und einmal
mit 10 x MV PBS gewaschen wurde.

15 ml des geklarten Bakterienlysats (Uberstand nach dem Zentrifugieren) wurden auf die
Saule geladen und rotierend bei 4 °C flr 2 h inkubiert, um eine Bindung der GST-
Fusionsproteine an die Glutathion-Agarose zu erméglichen. Der Durchfluss wurde durch das
Schwerkraftprinzip abgetrennt und in einem separaten Reaktionsgefal} fir weitere Analysen
gesammelt. Zur griindlichen Entfernung von ungebundenem Protein und Kontaminationen
wurden die Saulen dreimal mit je 10 x MV PBS mit 1% (v/v) Triton x-100 und einmal mit
10 x MV PBS gewaschen. Um kein GST-cCPE zu verlieren, wurden die Abflussventile der
Saulen vor der Elution verschlossen. Zur Elution wurden 10 ml Elutionspuffer auf die Saule
gegeben und diese rotierend bei 4 °C fur 30 min inkubiert. Im Elutionspuffer war reduziertes
Glutathion vorhanden, welches unter oxidativen Bedingungen mit hoher Affinitdt an das
Glutathion des Saulenmaterials bindet. Somit wurde das GST-Fusionsprotein von der Saule
verdrangt und mit dem Puffer eluiert. Das Eluat mit dem GST-cCPE wurde in einem frischen
Reaktionsgefald aufgefangen.

Ungebundenes Gluthation wurde mittels Dialyse aus dem Eluat entfernt. Dazu wurde dieses
in einen Dialyseschlauch (Ausschlussgrenze 12000 — 14000, Medicell Membranes Ltd.)
Uberfiihrt und das 500-fache Volumen an PBS bei 4 °C unter Rihren dialysiert. Nach einer
Stunde wurde der Dialysepuffer durch einen frischen ersetzt und die Dialyse unter gleichen
Bedingungen Uber Nacht fortgesetzt. Das dialysierte Protein wurde aliquotiert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei — 80 °C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde mit einem
BCA-Assay (Pierce™ BCA Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) bestimmt (s. Abschnitt 3.2.3).

3.2.2 Expression and Anreicherung von 6 X His-markiertem CPE and YFP-
cCPE

Vollstandiges CPE wurde als 6 x His-markiertes Fusionsprotein in E. coli TOP10F, die
Varianten des Plasmids pTrcHis-TOPO/CPE (Eichner, Augustin, et al. 2017) trugen, und YFP-
cCPE Fusionsproteine als 6 x His-markiertes Konstrukt in E. coli BL21(DE3) mit
entsprechenden Varianten des pET-28a/YFP-cCPE Plasmids exprimiert.

Fir die Expression von CPE wurden 60 ml LB+Amp und flir die Expression von YFP-cCPE
10 ml LB+Amp mit den entsprechenden Glycerolstocks angeimpft. Die Kulturen wurden Uber
Nacht bei 37 °C unter Schutteln inkubiert.

Fir die Expression wurden im Fall von CPE 270 ml LB+Amp mit 30 ml der Ubernachtkultur,
fir YFP-cCPE 50 ml LB+Amp mit je 3 ml der Ubernachtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden
weiterhin bei 37 °C unter Schitteln inkubiert und das Bakterienwachstum photometrisch
Uberwacht. Bei einer ODgoo von 0,6 bis 0,8 wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG

induziert. Die Expression erfolgte bei 37 °C unter Schitteln fiir 3 h. Die Bakterien wurden durch
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Zentrifugation geerntet (4000 x g, 20 min, 4 °C). Der Uberstand wurde abdekantiert und das
Sediment in 5 ml (CPE) bzw. 1,5 ml (YFP-cCPE) His60 Ni Lyse/Aquilibrierungspuffer mit PIC
(1 x) aufgenommen.

Der enzymatische Zellaufschluss erfolgte mit 0,75 mg/ml Lysozym und 15 units/ml
Benzonase® Endonuklease (Merck, zum Abbau der Zellwande und Nukleinsauren) auf Eis.
AnschlieRend wurden die Bakterien durch Beschallung mit 5 x 10 Pulsen von 20 kHz
aufgeschlossen und zur Entfernung von Zelltrimmern wurde fir 30 min bei 10000 x g und
4 °C zentrifugiert.

Zur Aufreining von CPE wurden 1,4 ml, zur Aufreiningung von YFP-cCPE 1 ml Matrixvolumen
an His60 Ni Superflow Resin (Takara Bio Inc., Kusatsu, JPSHG) verwendet (exemplarische
Coomassie-gefarbte Poylacrylamidgele und Western Blots der Aufreinigungen s. Anhang,
Abb. 27 und Abb. 28). Das Polyhistidin-Tag der Fusionsproteine bindet mit hoher Afiinitat an
das Ni?*-lon der Ni?*-Iminodiessigsaureagarose (Ni-IDA). Zunachst wurde das Saulenmaterial
als 50% (v/v) Lésung in 20 ml Zentrifugationssaulen tberflihrt und mit 10 x MV an His60 Ni
Lyse/Aquilibrierungspuffer aqulibriert. AnschlieBend wurde die Saule von unten verschlossen
und das gesamte geklarte Lysat aufgeladen. Das geklarte Lysat wurde fir 1 h bei 4 °C
rotierend inkubiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule einmal mit 10 x MV
Lyse/Aquilibrierungspuffer und einmal mit 10 x MV Waschpuffer gewaschen. Die Elution
erfolgte mit 5 x MV an Elutionspuffer. Dieser enthielht eine hohe Konzentration an Imidazol,
welches an das Ni?*-lons des Saulenmaterials bindet und so das rekombinante Protein
verdrangt. Das Eluat wurde in Fraktionen aufgefangen, die Uber eine SDS-PAGE mit
anschlieBeder Coomassie-Farbung qualitativ hinsichtlich ihres Proteingehalts beurteilt
wurden. Fraktionen mit einem deutlichen Anteil an aufgereinigtem Protein wurden vereiningt
und zweimal gegen das 500-fache Volumen an PBS dialysiert, um das Imidazol fur die
Downstream-Anwendungen zu Entfernen. Zunachst erfolgte die Dialyse fir 1 h bei 4 °C unter
Rihren. AnschlieRend wurde der Dialysepuffer gewechselt und Gber Nacht bei den gleichen

Konditionen dialysiert.
3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde kolorimetrisch mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kits
(Thermo Scientific™) nach Vorgaben des Herstellers bestimmt. Der Test baut auf dem Prinizip
auf, dass Cu?*-lonen im alkalischen Milieu durch Proteine zu Cu*-lonen reduziert werden, was
sich kolorimetrisch durch Zugabe von Bicinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid, BCA)
beobachten Iasst.

Im ersten Schritt des Tests, auch bekannt als Biuret-Reaktion, bildet sich in alkalischer
Umgebung ein hellblauer Chelatkomplex zwischen den Cu?*-lonen und dem Protein in

Anwesenheit von Seignettesalz. Im zweiten Schritt der Farbreaktion reagiert BCA mit den nun
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zu Cu* reduzierten Kupferionen. Es bildet sich dabei ein Chelatkomplex zwischen zwei
Molekilen BCA und einem Cu*-lon aus, der eine intensive violette Farbe aufweist. Dieser
wasserlosliche Komplex besitzt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 562 nm.

Die relative Intensitat bei 562 nm ist direkt proportional zur Proteinkonzentration in der Probe.
3.2.4 Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) ist eine Methode zur Auftrennung von
Proteinen in einem elektrischen Feld (Laemmli 1970). Bei dieser Art der Gelelektrophorese
dient ein diskontinuierliches Polyacrylamidgel als Trennmatrix. Die Proteinproben werden mit
einem Probenpuffer versetzt, welcher das anionische Tensid SDS enthalt. SDS lagert sich
proportional zum Molekulargewicht der Proteine an die Polypeptidketten an und Gberlagert ihre
Eigenladung, sodass die Proteine eine konstant negative Ladung aufweisen. Durch die
gegenseitige AbstoRung der negativ geladenen SDS und die Denaturierung durch Aufkochen
der Proben kommt es zur Linearisierung der Polypeptidketten. Somit ist eine Auftrennung nach
der Kettenlange, die sich proportional zur Moleklilmasse verhalt, moglich. Bei Anlegen des
elektrischen Feldes werden gréRere Molekile starker in der Gelmatrix zuriickgehalten als
kleinere, und legen daher in demselben Zeitraum eine kirzere Lauftsrecke zurlck.

Die Proben aus den Proteinaufreinigungschritten wurden in einem Verhaltnis von 1:400 in PBS
verdunnt, mit 5 x Laemmli Probenpuffer (f.c. 1 x) versetzt und zur Denaturierung fir 5 min bei
95 °C gekocht. Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden die Proben auf die SDS-Gele aufgetragen.
Dabei wurden Trenngele mit 5% und Sammelgele mit 12,5% Polyacrylamid verwendet. Die
SDS-PAGE wurde in Mini-Protean® tetra cell Elektrophorekammern (Bio-Rad) durchgefuhrt.
Zum Durchqueren des Sammelgels wurde eine Spannung von 80 V angelegt, die bei Eintritt
in das Trenngel auf 100 V erhéht wurde. Der Gellauf wurde beendet, wenn sich die Lauffront
des Bromphenolblaus im unteren Funftel des Trenngels befand. Die Gele wurden

anschliel®end flir Coomassie-Farbung oder flr Western Blots verwendet.
3.2.5 Detektion von Proteinbanden mit Coomassie-Brillantblau

Comassie-Brillantblau G-250 ist ein Triphenylmethanfarbstoff, welcher sich an basische
Seitenketten der Aminosauren anlagert und so zu einer sequenzunspezifischen
Proteinfarbung flhrt. Diese Eigenschaft kann genutzt werden, um die Banden der in der SDS-
PAGE aufgetrennten Proteinproben zu visualisieren.

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele einmal mit destillietem Wasser gespilt und
anschlieend flir 1h bei RT unter Schitteln in der Coomassie-Farbeldsung gefarbt.
AnschlielRend wurde das Gel schittelnd bei RT in Coomassie-Entfarbelésung entfarbt bis die

Banden sich klar vom Hintergrund abzeichneten.
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3.2.6 Fast Semi-Dry Western Blot

Der sog. Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen in Proteingemischen. Die mittels
SDS-PAGE aufgetrennten Proben werden aus dem Gel in eine Tragermembran transferiert,
an deren Oberflache die Proteine aufgrund der Ladungswechselwirkungen im Muster der
elektrophoretischen Auftrennung haften bleiben. Somit sind sie fir eine Detektion mit
Antikorpern zuganglich.

Fir den Transfer wurde das fast semi-dry Blotverfahren verwendet. Die Polyvinylidenfluorid-
(PVDF) Membran (PolyScreen, PerkinElmer) wurden in Methanol aktiviert, um die
Hydrophobie der Membran zu reduzieren und einen Kontakt mit dem FSDT-Puffer zu
gewahrleisten. Die Membran, das Gel sowie die bendétigten Filterpapiere wurden vor dem
Transfer in FSDT-Puffer aquilibriert. Ausgehend von der Anode der Elektroblot-Einheit (Trans-
Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad) wurden drei Filterpapiere, die PVDF-Membran, das Gel
und weitere drei Filterpapiere luftblasenfrei Ubereinandergelegt. Der Transfer erfolgte bei 0,5 A
und 25 V fir 18 min.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fir 90 min bei RT in
Western Blot Blockierldsung auf Grundlage eines chemischen Polymers (s. Abschnitt 2.5.10)
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C mit einer verdiinnten Losung
des primaren Antikdrpers (s. Tab. 5 fur die verwendeten Antikdrper und ihre Verdlinnungen)
inkubiert. Schwach haftende, unspezisch gebundene Antikérper wurden durch dreimaliges
Waschen mit TBS-T fiur je 5 min entfernt. Nach Inkubation mit einem Meerrettichperoxidase-
gekoppelten Sekundarantikérper in 1% Magermilchpulver in TBS-T und erneutem Waschen
erfolgte die Detektion mit Lumineszenzldsung (Western Blotting Subtstrate LumiLight, Roche
Diagnostics GmbH oder Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate, Thermo Scientific™)

mittels Chemilumineszenz Imaging (Fusion FX7, Vilber Lourmat).

Tabelle 5 Verdiinnung der Antikorper fiir den Western Blot

Bezeichnung Verdiinnung verdiinnt in

Primarantikorper

anti-Clostridium perfringens Enterotoxin A 1:3000

5% BSA
anti-6 x His tag 1:2000
anti-GFP 1:10000 TBS-T
Sekundarantikorper
anti-mouse IgG, Meerrettichperoxidase-Konjugat  1:10000 TBS-T

Die Auswertung der Western Blots erfolgte densitometrisch mithilfe der Software AIDA
(Version 3.21.001, Elysia-raytest GmbH, Straubenhardt, DE). Zur Bestimmung der

Konzentration von His-CPE wurde eine Standardreihe mit bekannter CPE-Konzentration
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ebenfalls mittels Western Blot analysiert, sodass sich die Konzentration der aufgereinigten

CPE-Proben Uber die Bandenintensitat berechnen lief3.

3.2.7 Kovalente Markierung von cCPE mit einem Fluorophor

Zur Markierung von GST-cCPE mit dem Fluorophor Alexa Fluor 647 wurde das Alexa
Fluor®647 Protein Labeling Kit (Molecular Probes) nach Herstellerangaben verwendet. Alexa
Fluor 647 ist ein heller Fluoreszenzfarbstoff, dessen Absorptions- und Emmissionsmaxima
jeweils bei 650 bzw. 668 nm liegen. Das reaktive Alexa Fluor 647 besitzt einen N-
Hydroxysuccinimidester-Rest. Dieser kann mit primdren Aminen eines Proteins reagieren,
sodass sich unter Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid eine Amidbindung zwischen dem
Farbstoff und dem Protein ausbildet.

0,5 ml der GST-cCPE-Fusionsproteine mit einer Konzentration von ~2 mg/ml (£ 24 nmol)
wurden mit 50 ul einer 1 M Bicarbonat-Lésung (pH 8,3) gemischt, sodass sich ein pH-Wert
von zwischen 7,5-—8,5 einstellte. Dieser Ansatz wurde zu einem im Kit enthaltenen
Reaktionsgefall mit reaktivem Alexa Fluor 647 gegeben. Genaue Stoffmengenangaben sind
an dieser Stelle nicht mdglich, da sie vom Hersteller nicht bereitgestellt werden. Der Ansatz
aus reaktivem Fluorophor und dem GST-cCPE wurde flir 1 h bei RT unter Rihren inkubiert.
Uber GréRenausschlusschromatographie wurde das markierte GST-cCPE von
ungebundenem Alexa Fluor 647 getrennt. Als Elutionspuffer wurde PBS und nicht der
mitgelieferte Puffer verwendet, da dieser zur Konservierung Natriumazid enthalt, welches
jedoch ungewollte, zytotoxische Effekte in lebenden Zellen auslésen kdnnte.

Am  Spectralphotometer NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™) wurde Uber
Absorptionsmessungen die Proteinkonzentration sowie die Effizienz der Markierung
gemessen und nach Herstellerangaben berechnet. Alle Proben waren mit 3 — 4 Molekdlen
Alexa Fluor 647 je Molekul GST-cCPE markiert.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Standardbedingungen zum Arbeiten mit Zellkulturen

Alle Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen bei 5% (v/v) CO., 37 °C und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit in einem CO2-Inkubator (CB210, Fa. Binder GmbH) kultiviert. Alle Verfahren
wurden unter sterilen Bedingungen in einer biologischen Sicherheitswerkbank (HeraSafe®,
Heraeus Holding GmbH) durchgefihrt.

3.3.2 Kultivierung und Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden adharent in sterilen Zellkulturflaschen mit einer Kulturflache von 25 oder
75 cm? (Greiner Bio-One GmbH) kultiviert. PC-9- und SK-MES-1-Zellen wurden passagiert
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oder fir Experimente ausgesat, wenn sie eine Konfluenz von 80 — 100% erreicht hatten. HT-
29/B6-Zellen wurden flr 12 -14 d kultiviert, ehe sie fir Experimente verwendet wurden. Die
Kultivierungsmedien wurden dreimal pro Woche ausgetauscht. In Tab. 6 sind flr jede Zelllinie

die Zellkulturmedien mit den notwendigen Zusatzen aufgelistet.

Tabelle 6 Kultivierungsmedien fiir Zelllinien. FBS - fetales Rinderserum, Pen/Strep — Penicillin-
/Streptomycinlésung. Alle Medien wurden unter sterilen Bedingungen angesetzt und verwendet.

Zelllinie Medium Zusatze

10% FBS, 1% Pen/Strep, 1%
SK-MES-1 MEM Eagle (Merck KGaA)

nicht essenzielle AS
HT-29/B6 RPMI-1640 AQMedia™ 10% FBS, 1% Pen/Strep
PC-9 (Gibco™) 10% FBS, 1% Pen/Strep

Vor der Passage der Zellen wurde das alte Medium dekantiert und die Zellen kurz mit
vorgewarmten PBS gewaschen. HT-29/B6 haften sehr stark an der Zellkulturflasche an und
wurden daher zusatzlich mit Trypsin/EDTA-L6sung (Merck KGaA)) (0,05%/0,02%) fur 5 min
bei 37 °C gewaschen. Um die Zellen proteolytisch aus den Zellkulturflaschen zu I6sen und zu
vereinzeln, wurden sie mit 1 ml Typsin/EDTA pro 25 cm? Kultivierungsflache bei 37 °C
inkubiert bis alle Zellen abgelést waren. Je nach Zelllinie geschah dies nach 5 min (HEK-293)
bis 60 min (HT-29/B6). Die abgelosten Zellen wurden in 10 bzw. 30 ml frischem
Kultivierungsmedium aufgenommen. Das FBS im Medium enthalt Trypsin-Inhibitoren, welche
die proteolytische Reaktion abstoppen. Fir die weitere Kultivierung wurden die HT-29/B6-
Zellen 1:7 (1,5 ml Zellsuspension in 5,5 ml frischem Kultivierungsmedium) ausgesat. Die
Ubrigen Zelllinien wurden je nach Wachstumsrate und Experimenten in Verdinngungen
zwischen 1:3 und 1:40 ausgesat und weiter unter den genannten Bedingungen kultiviert.

Die Zellkulturen wurden regelmaflig auf Mykoplasmenkontaminationen getestet. Dazu wurde
der Zellkulturiiberstand als Template in einer PCR (s. Abschnitt 3.1.1.2) eingesetzt, in welcher
Mykoplasmen-spezifische Primer verwendet wurden (Myco forward, Myco reverse). Die PCR-
Produkte wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und unter UV-Licht
analysiert (s. Abschnitt 3.1.1.3). Mykoplasmen-positive Zellkulturen wiesen eine Bande bei
270 bp auf. Diese Kulturen wurden entweder verworfen oder zur Beseitigung der

Kontamination mit 50 mg/ml Plasmocin™ im Medium behandelt.
3.3.3 Kryo-Konservierung und Auftauen von Zellen

Zellen lassen sich fir langere Zeitraume in flissigem Stickstoff lagern. Um die Zellen zu
kryokonservieren, wurden die abgeldsten Zellen wahrend der Passage in Zellkulturmedium
resuspendiert und sedimentiert (200 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde abgegossen

und die Zellen sofort in ein Einfriermedium (Standardkultivierungsmedium mit 7,5% (v/v)
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Dimethylsulfoxid) aufgenommen und zu 1 ml in Kryoréhrchen (Corning) aliquotiert. Um ein
langsames, konstantes Abklhlen zu gewahrleisten, wurden die Kryokulturen in vorgekihlte
Kryobehalter (Nalgene Mr. Frosty™, Thermo Scientific™) Uberflhrt. Diese Behalter sind mit
2-Propanol geflllt und erzielen konstante Kihlraten von — 1 °C/min. Die Kulturen wurden in
den Kryobehaltern Gber Nacht bei — 80 °C eingefroren und am nachsten Tag in den Tank mit
flissigem Stickstoff Gberflhrt.

Zur Rekultivierung der eingefrorenen Zellen wurden diese schnell aufgetaut, indem das
Kryoréhrchen in ein Wasserbad mit 37 °C gestellt wurde. Zur Kultivierung von HEK-293, SK-
MES-1 und PC-9-Zellen wurden die frischen Zellkulturflaschen mit Poly-L-Lysin (PLL, Merck
KGaA) beschichtet (1 h Inkubation mit 25 pg/ml PLL in PBS bei 37 °C, anschlieRendes
Waschen mit PBS). Die Kultivierungsflache der neuen Zellkulturflaschen wurde so gewahlt,
dass die Zellen bezogen auf die Kultivierung vor dem Einfrieren 1:3 verdinnt wurden. Dadurch
wurde das im Gefriermedium enthaltende DMSO so stark verdinnt, dass es nicht durch
Sedimentieren der Zellen entfernt werden musste, um die Zellen neben dem Auftauen keinem
zusatzlichen Stress auszusetzen. Das restliche DMSO in der Kultur wurde Uber einen

Mediumswechsel am nachsten Tag entfernt.
3.3.4 Zellulare Bindungsassays mit GST-cCPE-Proteinen

Die Bindungseigenschaften der aufgereinigten GST-cCPE-Proteine und die Bindung
unterschiedlicher GST-cCPE-Varianten an Bronchialkarzinomzellen wurden in zellularen
Bindungsassays untersucht.

Dazu wurden die Zellen, HT-29/B6-Zellen flr die qualitative Untersuchung der aufgereinigten
Proteine und SK-MES-1 bzw. PC-9-Zellen als Modelle flr Bronchialkarzinomzellen, mit einer
Konfluenz von 80% in 24 well-Platten ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen
fur 30 min bei 37 °C und 5% CO> mit 0,5 ug/ml der jeweiligen GST-cCPE-Konstrukte (bzw.
einem entsprechenden Volumen an PBS als unbehandelte Negativkontrolle) inkubiert.
Ungebundenes GST-cCPE wurde durch zweimaliges Waschen mit eiskaltem PBS (+/+) (je
500 pl) entfernt, die Zellen mit Fixierungspuffer (3,7% (w/v) PFA in PBS, 250 ul je well) fur
10 min fixiert, nochmals mit PBS gewaschen und uberschissiges PFA durch 125 mM Glycin
(in ddH20) abgeldscht. Nach einem weiteren Waschschritt mit 500 yl PBS wurden
unspezifische Bindungsstellen auf den Zellen durch Inkubation mit 250 ul Puffer B (10 min,
RT) blockiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem Phycoerythrin-gekoppelten anti-
GST-Antikorper (1:250 und 2 uM Hoechst 33342 in Puffer B, 250 ul je well) abgedunkelt far
eine Stunde bei RT. Ungebundener Antikérper wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS
entfernt. 500 pl frisches PBS wurde zur Vermessung der Fluoreszenzsignale in die wells

gegeben.
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Die Fluoreszenzintensitaten wurden am Mikroplattenlesegerat Infinite® M200 (Tecan Trading
AG) vermessen. Die Anregungs- und Emissionswellenlangen (Aexc, Aem) sind Tab. 7 zu
entnehmen. Die GST-cCPE-Bindung wurde bestimmt, indem das Signal des Phycoerythrin-
gekoppelten anti-GST-Antikérpers auf das Signal flir Hoechst 33342, welches die Zellzahl

reflektiert, normiert wurde.

Tabelle 7 Anregungs- und Emissionswellenldngen der Fluorophore im zellularen Bindungsassay.

R-Phycoerythrin Hoechst 33342
Aexc [NM] 539 - 551 359 - 371
Aem [NM] 572 - 584 474 - 486

3.3.5 MTT-Zytotoxizitatsassay mit His-CPE-Proteinen

Das wasserldsliche, zellpermeable Tetrazoliumsalz MTT wird von metabolisch aktiven Zellen
unter oxidativer Aufspaltung des Tetrazolrings zu einem wasserunléslichem, blau-violettem
Formazan umgesetzt, welches in den Zellen akkumuliert. Dabei ist die Menge des gebildeten
Formazans direkt proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven Zellen. Nach Ldsen der
Formazankristalle in einer alkoholischen Lésung kann Uber die Messung der Absorption bei
einer Wellenldnge von 580 nm die Anzahl der metabolisch aktiven Zellen bestimmt werden.
Dadurch lassen sich auch Rickschlisse Uber die zytotoxischen Effekte von Substanzen
ziehen, da diese den Anteil der viablen Zellen und somit das Absorptionssignal bei 580 nm
verringern.

Um die Zytotoxizitat der aufgereinigten His-CPE-Proteine sicherzustellen, wurden sie in MTT-
Assays mit HT-29/B6 Zellen getestet. Die Analyse der zytotoxischen Effekte verschiedener
CPE-Varianten auf Bronchialkarzinomzellen wurde in SK-MES-1- und PC-9-Zellen untersucht.
Die jeweiligen Zellen wurden so in 96 well-Platten ausgesat, dass sie am nachsten Tag eine
Konfluenz von ca. 95% erreicht hatten.

Am Tag des Assays wurde das verbrauchte Medium abgenommen und durch 100 pl Medium
mit verschiedenen Konzentrationen an CPE ersetzt. Als Positivkontrolle wurde ein Medium mit
0,1% (v/v) Triton X-100 verwendet, als unbehandelte Negativkontrolle diente Medium mit PBS.
Die Zellen wurden fur eine Stunde bei 37 °C und 5% CO2 mit dem CPE-haltigem Medium
inkubiert. Anschlielliend wurde das Medium abgenommen und durch ein CPE-freies Medium
ohne Phenolrot (supplementiert mit 1 mg/ml P/S und 10% (v/v) FBS) ersetzt. Nach drei
weiteren Stunden, in denen die Zellen weiter unter den Standardbedingungen inkubiert
wurden, wurde auch dieses Medium abgenommen. Die akkumulierten Formazankristalle
wurden durch MTT-Extraktionspuffer (100 ul pro well) fir 30 min unter Schitteln lysiert. Die
Absoprtion wurde anschlieBend am Mikroplattenlesegerat (Infinite® M200, Tecan Trading AG)

vermessen.
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Die Viabilitat der Zellen ist als % der Absorption bezogen auf die Absoprtion der
Negativkontrolle ausgedriickt. Zur graphischen Darstellung (Abb. 14) wurde das Modell

.log(agonist) vs. response” (Hill-Koeffizient = 1) in GraphPad Prism 6 verwendet.
3.3.6 Behandlung von HT-29/B6-Zellen mit cCPE-Proteinen

Fir mikroskopische Analysen von cCPE-behandelten HT-29/B6-Zellen wurden diese mit etwa
60% Konfluenz auf Deckglaser ausgesat. Fur Lebendzellanalysen wurden Deckglaser mit
einem  Durchmesser von 32mm, flir eine anschlieBende Fixierung und
Immunfluoreszenzfarbung 12 mm verwendet.

Am darauffolgenden Tag wurde das Medium tber den Zellen abgenommen und durch Medium
mit 10 yg/ml der jeweiligen cCPE-Proteine (GST-cCPE, Alexa Fluor 647-gekoppeltes GST-
cCPE, YFP-cCPE) ersetzt.

Fir die Lebendzellmikroskopie bei 37 °C und 5% CO; wurden die Deckglaser zuvor in eine
spezielle Kammer eingebaut, sodass die Bindung des cCPE in Echtzeit verfolgt werden
konnte. Hierbei wurde kein Zellkulturmedium, sondern HEPES-Ringer-Losung verwendet.
Bereits nach wenigen Minuten konnten spezifische Bindungssignale detektiert werden, welche
nach ca. 30-mindtiger Inkubation stabil waren.

Sollten die Zellen fiir eine Immunfluoreszenzfarbung weiterverwendet werden, wurden sie
nach 30-minutiger Inkubation mit dem cCPE-haltigem Medium fixiert (2% (w/v) PFA, 20 min,

RT) und anschliefend nach dem Protokoll unter Abschnitt 3.3.9 weiterverarbeitet.

3.3.7 cCPE-Behandlung eines ex vivo entzundeten Kolonmodells

Mannliche Wistar-Ratten (m = 250 — 300 g), welche Standardfutter und Wasser ad libitum zur
Verfugung hatten, wurden durch CO.-Exposition betaubt und mit einem Schnitt in das Herz
getotet. Das distale Kolon (ca. 15 cm ab dem Rektum) wurde sofort prapariert, mit modifizierter
Ringerldsung gespult und die Tunica serosa, Muscularis propria und die Tunica submucosa
entfernt. Die Mukosa (bestehend aus der Lamina epithelialis mucosae, der Lamina propria
mucosae und der Lamina muscularis mucosae) wurde weiterverwendet. Auf den gedffneten,
aufgespannten Darmabschnitt wurden von der serosalen Seite mit Histoacrylkleber Ringe
geklebt, sodass kleine Biopsien aufgespannt in Ussing-Kammern eingesetzt werden konnten.
0,54 cm? des Darmepithels konnten so pro Ussing-Kammer behandelt wieden (Fromm,
Schulzke, and Hegel 1993, Epple et al. 2000). Auf der mukosalen und der serosalen Seite der
Ussing-Kammer wurden zunachst 10 ml Carbogen-begaste und auf 37 °C vorgewarmte
modifizierte Ringer-Losung mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem FBS gefullt. Weitherhin befand
sich in der Badlésung zur Entschdumung eine geringe Menge an Simeticon in Form des
Arzneimittels Sab Simplex® (Pfizer Consumer Healthcare). Nach ca. 30-minutiger Inkubation
bei 37 °C und unter standiger Begasung befand sich das System wieder im Gleichgewicht.
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Daraufhin wurde der transepitheliale Widerstand (TER von engl. transepithelial resistance)
gemessen, um eine Unversehrtheit des Gewebes sicherzustellen. Intaktes Gewebe besal}
dabei einen Widerstand im Bereich von 100 — 300 Q.

AnschlielRend wurden auf der serosale Seite die Zytokine Tumornekrosefaktor-a. (TNFa) und
Interferon-y (IFNy) (beides Pepro Tech) mit einer finalen Konzentration von 10* U/ml (TNFa)
bzw. 103 U/ml (IFNy) zugegeben. Die Gewebestiicken wurden unter den genannten
Bedingungen flr 20 h mit den Zytokinen auf der serosalen Seite inkubiert. Durch Uberpriifen
des TER wurde sichergestellt, dass das Gewebe wahrend der langen Inkubationsdauer keinen
Schaden genommen hatte (Amasheh et al. 2009).

Die Badlésung wurde vorsichtig entfernt. Fir die cCPE-Inkubation wurde auf die mukosale
Seite 500 yl vorgewarmte, Carbogen-begaste modifizierte Ringer-Lésung, welche die
jeweiligen cCPE-Varianten (cCPE-SSS oder -YALA) in einer Konzentration von 10 ug/ml
enthielt, gegeben. Auf der serosalen Seite befand sich dabei nur die modifizierte Ringer-
Lésung. Die Gewebestlicken wurden fiir 1 h bei 37 °C mit den cCPE-Proteinen inkubiert.
Nachdem die Proben vorsichtig aus den Ussing-Kammern entnommen wurden, wurden sie
mit 2% PFA far 2 h bei Raumtemperatur fixiert. Nicht abreagiertes PFA wurde mit 125 mM
Glycin Uber Nacht bei 4 °C abgeldscht. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde als whole mount-

Farbung nach der unter 3.3.9 beschriebenen Vorgehensweise durchgefihrt.
3.3.8 Ex vivo-cCPE-Behandlung humaner Kolonpolypen

Biopsien humaner Kolonpolypen wurden durch PD Dr. med C. Bojarski im Rahmen von
anderweitig unauffalligen Koloskopien in der Medizinischen Klinik fir Gastroenterologie,
Infektiologie und Rheumatologie am Campus Benjamin Franklin mit Zustimmung der Patienten
entnommen. Nach der Entnahme wurden die Biopsien direkt in eine Standardsalzlésung (0,9%
(w/v) NaCl) gegeben und gekuhlt. Zwischen der Entnahme der Biopsien und der weiteren
Verarbeitung am Institut flr Klinische Physiologie/Arbeitsbereich Ernahrungsmedizin sind
maximal 30 min vergangen.

Die Biopsien wurden, falls ndtig, mithilfe eines Skalpells zerkleinert und in vorgewarmte,
Carbogen-begaste modifizierte Ringerlésung mit 15 ug/ml cCPE Uberfiihrt. Bei 37 °C wurden
die Biopsien flr 30 min unter regelmafigem, vorsichtigem Invertieren mit den cCPE-Proteinen
inkubiert.

Die Biopsien wurden in 2% (w/v) PFA-Lésung fur 2 h bei Raumtemperatur fixiert.
Uberschiissiges PFA wurde mit 125 mM Glycin tiber Nacht bei 4 °C abgeléscht. Die Biopsien
wurden als whole mount-Praparate nach dem unter Abschnitt 3.3.8 beschriebenen Verfahren

fur die Immunfluoreszenzmikroskopie gefarbt.
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3.3.9 Immunfluoreszenzfarbung von fixierten Zellen und whole mount-

Praparaten

Mittels Immunfluoreszenzfarbungen lassen sich Proteine in Zellen, Gewebeschnitten oder
whole mount-Praparaten visualisieren und somit lokalisieren. Bei dieser Methode werden in
zwei Schritten spezifische Antikérper gebunden. Der Primarantikérper richtet sich dabei gegen
das zu untersuchende Protein, wahrend der Sekundarantikbérper gegen den
Ursprungsorganismus des Primarantikérpers gerichtet ist. Der Sekundarantikdrper ist mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, welcher sich durch Licht einer bestimmten Wellenlange
zur Fluoreszenz anregen lasst. Bei Verwendung von Primarantikbrpern aus zwei
verschiedenen Spezies und Sekundarantikérpern mit Fluorophoren unterschiedlicher
Anregungs- und Emissionswellenlangen lassen sich gleichzeitig zwei Proteine im Praparat
visualisieren.

Die Fluoreszenzfarbungen von fixierten Zellen und whole mount-Praparaten ahneln sich in
ihrem Ablauf und werden aus diesem Grund gemeinsam erlautert. Der genaue Versuchsablauf

mit den eingesetzten Lésungen und Inkubationszeiten ist in Tab. 8 dargestellt.

Tabelle 8 Versuchsablauf, Loésungen und Inkubationszeiten bei der Fixierung und
Immunfluoreszenzfiarbung von HT-29/B6-Zellen und whole mount-Praparaten (Rattenkolon, humane
kolorektale Polypen). Die Zusammensetzungen der jeweiligen Lésungen sind in Tab. 2.5.5.2 und 2.5.5.3
angegeben. Fur Zellen auf 12 mm-Deckglasern wurde mit einem Volumen von 60 — 100 pl je Deckglas gearbeitet.
Das Volumen fiir die Farbung der whole mount-Préparate richtete sich nach der GréRe der Gewebestlicken. Diese
sollten zu jeder Zeit vollstandig bedeckt sein.

Zellen whole mount-Praparate
Arbeitsschritte Losung Inkubation Losung Inkubation
Fixierung 2% (w/iv) PFA 20 min 2% (w/v) PFA 20 min
125 mM .
Abloschen _ 5 min 125 mM Glycin  UN
Glycin
0,5% (V/v) 1% (v/v) Triton
Permeabilisieren 5 min 2h
Triton X-100 X-100
Waschen PBS 2 X 1 min -
Blockieren Puffer B 10 min Blockierlésung 3h
1. Primarantikérper Puffer B 1 h bei RT Blockierlésung UN bei 4 °C
1 X 1 min,
Waschen Puffer B 1 X Blockierlosung 1 x 10 min,
2x 1h
2. Primarantikérper Puffer B 1 h bei RT Blockierlésung UN bei 4 °C
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1 X 1 min,
Waschen Puffer B 5 X 2 min Blockierlésung 1 x 10 min,
2x1h
PufferB  mit .
Sekundarantikdrper 30 min bei RT  Blockierlésung UN bei 4 °C
DAPI (1:500)
1 %X 1 min,
Waschen Puffer B 5 X 2 min Blockierlésung 1 x 10 min,
2x1h
Blockierlésung
Farbung - mit DAPI 1 hbei RT
(1:500 - 1:1000)
PBS 2 X 15 min
Waschen -
ddH.O 1 x 15 min

Die whole mount-Praparate wurden nach dem Abléschen des iberschiissigen PFAs mit Glycin
mit 1% (v/v) Triton X-100-Lésung behandelt. Dies flhrt zu einer Permeabilisierung der
Zellmembranen, sodass die recht grolRen Antikérper auch an Proteine im Inneren der Zellen,
bspw. ZO-1 (von lat. Zonula Occludens-1) und Occludin, binden kénnen. Um das
Hintergrundsignal aufgrund unspezifischer Interaktionen zwischen den Antikdérpern und
Protein-Bindungsstellen zu minimieren, wurden die Praparate in der jeweiligen Blockierlésung
(s. Tab. 2.5.5.2 und 2.5.5.3) inkubiert.

Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem ersten Primarantikérper (die entsprechenden
Verdinnungen sind Tab. 9 zu entnehmen). Ungebundener Antikérper wurde durch viermaliges
Waschen entfernt. AnschlieRend wurde das Praparat mit einem weiteren Primarantikorper
inkubiert und gewaschen. Es folgte die Inkubation mit den Sekundarantikérpern, welche
gleichzeitig zu dem Praparat gegeben werden konnten. Ungebundene Sekundarantikdrper
wurden ebenfalls durch Waschen entfernt. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte durch die
Farbung mit 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). Die Objekttrager mit den fixierten und
gefarbten HT-29/B6-Zellen wurden direkt mit Eindeckmedium (ProTags Mount Fluor, BioCyc
GmbH + Co. KG) auf Objekttrager aufgebracht. Die Ringe auf der serosalen Seite der
Praparate des Rattenkolons wurden entfernt und diese auf Objekttrager Uberfiihrt, sodass die
serosale Seite zum Objekttrager gerichtet war, und ebenfalls mit Eindeckmedium und einem
Deckglaschen eingebettet. Die Polypenbiopsien wurden nicht eingebettet, sondern in PBS am
LSM analysiert.
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Tabelle 9 Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper, Fluorophore und ihre Detektion fiir die Analyse von
Zellen und whole mount-Praparaten. Verdinnungen wurden in Blockierldsung angesetzt. Aex -
Anregungswellenlédnge, Xem - Emissionswellenldnge. Wellenlédngen sind als der Bereich angeben, welcher zur
Anregung bzw. Detektion am LSM verwendet wurde.

Primar- Verdiinnung Sekundédr- Fluorophor Verdinnung Aex Aem [NM]
antikorper antikorper [nm]
Maus anti- Ziege anti- Alexa Fluor 543 587 - 694
GST Maus 594
1:250
1:100 Alexa Fluor 488 498 - 561
Kanninchen Ziege anti-
488
anti-ZO1 Kaninchen
Cy5 1:400 633 655 - 720
DAPI 1:400 405 416 - 489
3.3.10 cCPE-Behandlung eines humanen Epidermismodells

Die Modelle der rekonstruierten humanen Epidermis (RHE) wurden am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf durch Fr. S. Vidal-y-Sy angelegt und in Kooperation mit Hr. R.
Mannweiler am Institut fir Klinische Physiologie analysiert.

Die RHE-Modelle wurden aus primaren humanen Keratinozyten nach einem etablierten
Protokoll generiert (Basler et al. 2017). Dazu wurden 3 x 10° Zellen in 500 pl DermalLife Basal
Medium (Lifeline Cell Technology) mit 1,5 mM CaCl, aufgenommen und in Zellkultureinsatze
(Merck) Uberflhrt. In das basale Kompartiment wurden 2,5 ml Zellkulturmedium gegeben. Die
Zellen wurden fur 30 h bei 37 °C, 5% (v/v) CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Daraufhin wurde das Medium aus dem apikalen Kompartiment entfernt und das basale
Medium durch 1,5 ml EpiLife mit 1,5 mM CaCly, 92 ug/ml Ascorbinsaure (Sigma) und 10 ng/ml
rekombinantem, humanem Keratinozyten-Wachstumsfaktor (R&D Systems) ersetzt. Die
Zellen befanden sich somit an der Grenzflache zwischen Luft und flissigem Zellkulturmedium.
Dieser Zustand bewirkt, dass die Zellen mehrschichtig wachsen und sich verschiedene Lagen,
die denen einer humanen Epidermis entsprechen, ausbilden (Basler et al. 2017).

Drei bzw. vier Tage nach dem Ubergang zur Luft-Fliissigkeits-Grenzflache wurden 50 pg/ml
der entsprechenden GST-cCPE-Varianten zu dem basalen Medium gegeben. Die Inkubation
mit GST-cCPE erfolgte entweder fur 24 oder fur 48 h. Bei 48-stindiger Inkubation wurde das
Medium nach 24 h durch frisches cCPE-haltiges Medium ausgetauscht. Am Ende der
Inkubationszeit wurden die Impedanz der Modelle gemessen. Anschliefend wurden sie fir
30 min mit 4% (w/v) PFA fixiert. Die fixierten Modelle wurden aus den Plastikhalterungen der
Zellkultureinsatze entfernt und am Institut fir Pathologie am Campus Benjamin Franklin
entwassert. Die entwasserten Modelle wurden in flissiges Paraffin eingebettet und mit einem

Schlittenmikrotom (Leica, Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, DE) in 3 um dicke Schnitte
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geschnitten und auf Adhasionsobjekttrager (SuperFrost®, R. Langenbrick GmbH)
aufgebracht.

3.3.11 YFP-cCPE-Behandlung von Magenkarzinom-Organoiden

Magenkarzinome wurden in der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und Gefal3chirurgie am
Campus Benjamin Franklin operativ entfernt. Die Untersuchung des Gewebes zu
Forschungszwecken erfolgte nach Zustimmung der Patienten. Die Organoide wurden durch
Fr. J. Arndt in der Arbeitsgruppe fiir experimentelle und klinisch-chirurgische Forschung
kultiviert (Ehlen et al. 2020) und flir Experimente zur Verfligung gestellt. Die Kultivierung
erfolgte in 8 well-Kammerobjekttragern.

Nach etwa dreiwochiger Kultivierung wurden die lebenden Organoide mit YFP-cCPE
behandelt. Dazu wurde der Kulturiiberstand Gber der 95%-igen Matrigelschicht durch frisches
RPMI-Medium mit 30 ug/ml YFP-cCPE-SSS bzw. -YALA ersetzt. Die Organoide wurden bei
37 °C und 5% CO- inkubiert und die Bindung von YFP-cCPE an die Organoide Uber das YFP-
Signal am LSM 780 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) verfolgt. War das Signal Uber einen
Zeitraum von mindestens 60 min konstant, wurden das Medium Uber den Organoiden
vollstandig abgenommen und 2 x mit je 350 ul vortemperiertem (RT) PBS gewaschen. Die
Fixierung erfolgte mit 4% (w/v) PFA/0,5% (w/v) Glutaraldehyd (in PBS) fur 2 h bei RT.
AnschlieRend wurde die Fixierungslésung abgenommen und 3 x mit je 350 ul bidestilliertem
Wasser gewaschen. In einer Kryoeinbettform wurden 150 — 200 pl flissiges Richard-Allen
Scientific™ HistoGel™ (Thermo Scientific™) vorgelegt und ausgehartet. Das Matrigel mit den
Organoiden wurde aus den Kammern entfernt und je zwei identisch behandelte Kammern
vereinigt. Das Matrigel wurde auf das ausgehartete HistoGel™ in der Kryoeinbettform
gegeben und mit weiterem flissigen HistoGel™ (berschichtet. Nach ca. 1 h war der Block
vollstandig ausgehartet, wurde aus der Form entfernt und Uber Nacht in 4% Formalinlésung
(in PBS) nochmals fixiert. Die Blocke wurden entweder in 70% Ethanol gelagert oder direkt am
Institut fir Pathologie entwassert und in Paraffin eingebettet. Am Mikrotom (Rotationsmikrotom
Leica Biosystems Nussloch GmbH) wurden 4 um dicke Schnitte aus den Paraffinblécken
angefertigt, welche anschliefend auf Adhasionsobjekttrager (SuperFrost®, R. Langenbrick
GmbH) aufgebracht, entparaffiniert und sodann fir die Immunfluoreszenzfarbung (s. Abschnitt

3.3.12) verwendet wurden.
3.3.12 Immunfluoreszenzfarbung von Paraffinschnitten

Vor der Immunfluoreszenzfarbung mussten die Paraffinschnitte zunachst rehydriert werden.
Dazu wurden sie 3 x 20 min in Xylol, anschlieBend in einer absteigenden Ethanolreihe
(100% - 2 min, 100% - 5 min, 90%, 80%, 70% jeweils 1 min) und in destilliertem Wasser
(5 min) inkubiert. Die Schnitte wurden in TEC-Puffer in der Mikrowelle gekocht (3 10 min,
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360 W), fur 30 min auf RT abgekihlt, 2 x 3 min in TBS-T gewaschen und fiir 10 min bei 37 °C
in 0,001% Trypsinlésung inkubiert. AnschlieRend wurden sie nochmals kurz mit destilliertem
Wasser und 2 x 3 min mit TBS-T gewaschen. Zum Blockieren unspezifischer Bindungstellen
wurde fir 30 min bei RT die Antikérper-Verdiinnungslésung mit Hintergrund-reduzierenden
Zusatzen ,DAKO-Block® auf die Schnitte gegeben. AnschlieRend erfolgte Gber Nacht bei 4 °C
die Inkubation mit den Primarantikérpern, welche gleichzeitig auf die Zellen gegeben wurden
(die entsprechenden Verdiinnungen sind Tab. 10 zu entnehmen). Am nachsten Tag wurden
die Primarantikérper abgenommen und die Schnitte 3 x 3 min mit TBS-T gewaschen. Die
Inkubation mit den Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern erfolgte fiir 90 min bei 37 °C.
Danach wurden die Schnitte 2 x 5 min mit TBS-T und 2 x 3 min mit destilliertem Wasser
gewaschen und mit dem Eindeckmedium ProTags Mount Fluor eingebettet. Die gefarbeten

Schnitte wurden am LSM 780 analysiert.

Tabelle 10 Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper, Fluorophore und ihre Detektion fiir die Analyse von
Paraffinschnitten. Verdinnungen wurden in PBS angesetzt. Aex — Anregungswellenlange, Xem -
Emissionswellenlange. Wellenlangen sind als der Bereich angeben, welcher zur Anregung bzw. Detektion am LSM
verwendet wurde.

Primar- . Sekundar- . Aexc
. Verdiinnung o Fluorophor Verdiinnung Aem [NM]

antikorper antikorper [nm]

Maus

anti-Cldn4 Ziege anti- Alexa Fluor
- 488 498 - 561
Maus Maus Plus 488

anti-GST
Kanichen

1:100 1:250
anti-Cldn1
Kaninchen Ziege anti- Alexa Fluor
594 596 - 694

anti-ZO1 Kaninchen Plus 594

Kaninchen

anti-Cldn4

DAPI 1:400 405 416 - 489

3.4 Bioinformatische Methoden

3.4.1 Homologiemodellierung von Claudinen und Claudin/cCPE-Komplexen

Die Homologiemodellierung ist eine in silico-Methode, mit deren Hilfe sich die Tertiarstruktur
einer Proteinsequenz auf Basis einer experimentell bestimmten, homologen Struktur
vorhersagen lasst. Die Grundannahme dieser Methode besteht darin, dass eine Ahnlichkeit in

der Primérstruktur, also der AS-Sequenz, eine Ahnlichkeit in der Tertiarstruktur mit sich bringt.
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Homologe Proteine werden identifiziert, indem die AS-Sequenz des Proteins mit unbekannter
Struktur mit den Sequenzen von Proteinen mit bekannter Tertiarstruktur abgeglichen wird.
Eine geeignete Plattform daflr bietet die ,Protein Data Bank* (PDB) (Burley et al. 2017). Das
Proteinriickgrat dieser sogenannten ,Template-Proteine“ wird fir die Modellierung der
unbekannten Proteinstruktur verwendet. Dabei werden einzelne AS des Templates gegen die
entsprechenden AS aus der Zielsequenz ausgetauscht, wahrend das Proteinrtickgrat
unverandert bleibt. Anschlielend wird das erstellte Modell energetisch minimiert.

Die Qualitat des generierten Modells hangt stark von der Qualitat des Template-Proteins sowie
der Identitdt zwischen den beiden AS-Sequenzen ab. Dabei sollte die Auflésung der als
Template verwendeten Kristallstruktur im Idealfall nicht weniger als 3 A und die
Sequenzidentitat nicht weniger als 30% betragen. Aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften
in der Proteinstruktur sollten Cysteine und Proline im Template- und Zielprotein an derselben
Position liegen.

Fir diese Arbeit wurden die Homologie-Modelle mit der Software Maestro (Version 12.0,
Schrédinger, LLC, New York, US) erstellt. Fir die Modellierungen wurden die veréffentlichten
Kristallstrukturen 3X29 (murines Cldn19 mit cCPE (Saitoh et al. 2015)), 5B2G (humanes Cldn4
mit cCPE (Shinoda et al. 2016)) und 60V2 (humanes Cldn9 mit cCPE (Vecchio and Stroud
2019) verwendet. Die Templates fir eine Homologie-Modellierung wurden entweder nach der
héchsten Ubereinstimmung der Priméarstruktur oder nach den bekannten cCPE-
Bindungseigenschaten des Zielproteins ausgewahlt. Energetisch unglnstige Schleifen im
Modell wurden Uber eine energetische Vorabminimisierung in energetisch glinstigere
Konformationen gebracht. Die erhaltenen Tertiarstrukturmodelle wurden anschlieRend
insgesamt energetisch minimisiert. Dazu wurde der Membranbereich fiir die vorhergesagten
TMHSs (Suzuki et al. 2014, Saitoh et al. 2015, Nakamura et al. 2019) manuell definiert. Fir die
intra- und extrazellularen Segmente wurde ein wassriges Milieu angenommen und daher das
Kraftfeld OPLS (optimized potentials for liquid simulations) mit dem Solvatisierungsmodell
VSGB verwendet. Als RMS-Gradient (engl. root mean square, quadratisches Mittel) wurden
0,1 kcal/mol/A angewendet.

Polare Interaktionen zwischen AS-Resten wurden Uber entsprechende Funktionen in Maestro
oder PyMol 2.3 (Schrédinger, LLC) ermittelt. Teilweise wurden polare Interaktionen auch
zwischen AS-Resten passender Ladungen angenommen, wenn ihr Abstand weniger als 4 A

betrug.
3.4.2 Visualisierung

Fir diese Arbeit wurden die Darstellungen von Proteinstrukturen mit PyMol 2.3 erstellt. Die
gezeigten Alignments wurden in Geneious Prime 2020.2 (Biomatters, Auckland, NZ) erarbeitet

und fur die Darstellung aufbereitet. Zur Finalsierung von Abbildungen und der Erstellung von
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schematischen Abbildungen wurden Corel Draw X5 (Corel Corporation, Ottawa, CA, 2010)
und Microsoft PowerPoint 2016 (Microsoft, Redmont, WA, US, 2016) verwendet.

3.5 Statistik

Die Experimente wurden mehrfach durchgeflihrt. Dies ist durch ,n“, die Anzahl der Replikate,
gekennzeichnet. Zur statistischen Auswertung wurde GraphPad Prism 6 (Graphpad Software,
Inc., San Diego, CA, US) verwendet. Messwerte sind als arithmetisches Mittel + SEM (engl.
standard error of the mean) dargestellt. Wertegruppen wurden nach D"Agostino-Pearson auf
Normalverteilung getestet. Sofern nicht anders angegeben, wurde bei normalverteilten
Datensatzen eine einseitige, einfaktorielle Varianzanalyse (kurz ANOVA von engl. analysis of
variance) mit anschlieRendem Sidak-Test durchgefiihrt. Nicht normalverteilte Daten wurden

mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und des Post-hoc-Tests nach Dunn ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Interaktion zwischen cCPE und den Claudinen

CPE bietet einen neuen Ansatz, um Claudin-Uberexprimierende Karzinome zu behandeln. Mit
dem wildtypischen CPE ist die Anwendbarkeit jedoch auf solche Karzinome beschrankt,
welche Rezeptorclaudine (vorallem Cldn3 und -4) exprimieren. Um das Spektrum an CPE-
Rezeptorclaudinen auszuweiten und die am haufigsten in Karzinomen Uberexprimierten
Claudine mit einzuschliel3en, wurde in der Arbeitsgruppe (Dr. A. Piontek, Dr. J. Protze, FMP,
Berlin) bereits zuvor eine (c)CPE-Variante generiert, welche zusatzlich zu den klassischen
Rezeptorclaudinen auch Cldn1, -2 und -5 bindet (Piontek et al. 2019).

Durch neue Homologiemodelle sollten einerseits die Interaktionen zwischen dieser neuen
Variante cCPE-S231R/S313H und den Claudinen 1 bis 7 genauer untersucht werden, und
andererseits mogliche Hinweise auf die Konformation der Claudine 1 und 5, fur die bisher noch

keine Kristallstrukturen verdffentlicht wurden, gefunden werden.

4.1.1 Die Mutation S231R/S313H erweitert das Rezeptorspektrum von cCPE

um die Claudine 1, 2und 5

Nach Generierung der cCPE-Varianten S213R, S313H und S231R/S313H (SRSH) wurde
deren Bindung an die Claudine (Cldn) 1 bis 7 in zellularen Bindungsassays mit stabil
transfizierten HEK-293-Zellen untersucht (Dr. A. Piontek, FMP, Berlin). Diese Bindungsassays
zeigten, dass cCPE-SRSH im Vergleich zu cCPEwt starker an Cldn1, -2 und -5 und schwacher
an Cldn4 und 6 bindet. Die Bindung an Cldn3 und -7 blieb unverandert (s. Anhang, Abb. 29).
Weitere Homologiemodelle der Komplexe von Cldn1-7 mit cCPE-SRSH sollten Aufschluss
darliber geben, welche Interaktionen durch die Substitutionen die Bindung beeinflussen
konnten (Abb. 10). Als Template wurde wie in einer vorhergehenden Arbeit (Neuhaus et al.
2018) die Kristallstruktur des Cldn4-cCPEwt-Komplexes (PDB ID: 5B2G (Shinoda et al. 2016))
verwendet, sofern kein anderes Template eine deutlich h6here Sequenzhomologie aufwies.

Die Ubersichtsabbildung (Abb. 10 A) gibt Hinweise darauf, welche Interaktionen durch die
Doppelmutation mdglich sein kénnten. Durch die Mutation S313H wurde innerhalb der
Claudinbindungstasche des cCPE ein kleiner, polarer AS-Rest durch einen grélieren AS-Rest
mit basischem Imidazolring ersetzt. Fir diese Mutation war bereits bekannt, dass sie die
Bindung an Cldn1 verbessert und an Cldn5 ermdglicht (Protze et al. 2015, Takahashi et al.
2012). Die Mutation S231R hingegen befindet sich auerhalb der EZS2-Turn-Bindungstasche.
Das positiv geladene Arginin kénnte an dieser Stelle ionische bzw. elektrostatische
Wechselwirkungen mit AS-Resten in der TMH3 oder am Ubergang zwischen der TMH2 und

der extrazellularen Helix (EZH) eingehen.
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Abbildung 10 Interaktionsmodelle fiir cCPE-S231R/S313H mit den Claudinen 1 bis 7. Claudine als Cartoon,
cCPE als Oberflache und Cartoon gezeigt. Mutierte Reste sind in hellrot hervorgehoben. (A) Homologiemodell der
Strukutr des Cldn1-cCPE-SRSH-Komplexes. (B — H) Detailansicht der Wechselwirkungen zwischen cCPE-SRSH
und den entsprechenden Claudinen. Relevante AS-Reste in Stabdarstellung gezeigt. In Doppelmutante cCPE-
SRSH sind AS R®' und H3® in cyan, der Rest R%7 in gelb hervorgehoben. Mdgliche polare Interaktionen
gekennzeichnet (schwarze gestrichelte Linie — anziehend, roter Doppelpfeil — abstoRend, polare Interaktion
entweder mittels entsprechender Funktionen in PyMol oder Maestro bestimmt oder aufgrund raumlicher Nahe
(Abstand zwischen den AS-Resten < 4 A) angenommen). Die Interaktionsmodelle fiir Cldn1, -2 und -5 beruhen auf
einem Cldn4-Interaktionsmodell (PDB ID: 5B2G, (Shinoda et al. 2016), fir Cldn6 auf dem Cldn9- (PDB ID: 60V2,
(Vecchio and Stroud 2019) und fur Cldn7 auf dem Cldn19-Interaktionsmodell (PDB ID: 3X29, (Saitoh et al. 2015)).
Fir die Modelle mit Cldn3 und -4 wurden die jeweiligen verdffentlichten Kristallstrukturen verwendet (Cldn3: PDB
ID: 6AKE (Nakamura et al. 2019), Cldn4: PDB ID: 5B2G, (Shinoda et al. 2016)).

Das Interaktionsmodell fir Cldn1 zeigt ionische bzw. elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen R?' im cCPE-SRSH und den Resten Q'*¢ bzw. E' im Cldn1 (Abb. 10 B). Diese
Wechselwirkung kann mit cCPEwt, das an Position 231 ein kleineres, polares, ungeladenes
Serin besitzt, nicht ausgebildet werden.
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In Cldn5 koénnen E’™ und E'5, welche negative Ladungen besitzen, ionische
Wechselwirkungen mit dem positiv geladenem R%' der cCPE-Mutante eingehen, sodass es
zu einer gesteigerten Bindung von cCPE-SRSH im Vergleich zu cCPEwt kommt (Abb. 10 F).
Ahnliche Wechselwirkungen wéaren auch zwischen R%' und D7® bzw. D¢ in Cldn2 méglich,
werden aber im Interaktionsmodell nicht beobachtet (Abb. 10 C). Die ionische Wechselwirkung
zwischen D' (Cldn2) und R??” (cCPE) wird auch mit cCPEwt ausgebildet. Sie wird nicht durch
die Mutation S313H beglnstigt und ist daher wahrscheinlich nicht fir die gesteigerte Bindung
von cCPE-SRSH an Cldn2 verantwortlich. Die Mutation S313H allein steigert die Bindung an
Cldn2 im Vergleich zu cCPEwt etwas. Die Einzelmutation S231R hat keinen Einfluss auf das
Bindungsverhalten (s. Anhang, Abb. 29 B). Die deutlich gesteigerte Bindung, welche mit
cCPE-SRSH beobachtet wurde, ist moglicherweise auf eine Veranderung der Oberflache des
cCPE, die besser zur Konformation des Cldn2 passt, zuriickzuflhren.

Die Mutante cCPE-SRSH zeigte eine verminderte Bindung an Cldn4 (s. Anhang, Abb. 29 D),
obgleich durch die Mutation S231R eine ionische Wechselwirkung zwischen ebendiesem Rest
des cCPE und Q' im Cldn4 ausgebildet werden kénnte (Abb. 10 E). Die verminderte Bindung
von cCPE-SRSH an Cldn4 kénnte durch eine elektrostatische AbstoBung zwischen den zwei
positiv geladenen Resten R??” (cCPE-SRSH) und R'® (Cldn4) bedingt sein (roter Doppelpfeil
in Abb. 10 E). Diese Reste liegen im Komplex aus Cldn4 und cCPE-SRSH naher zusammen
als in dem entsprechenden Komplex mit cCPEwt. Gleichzeitig werden die Reste R*?” (cCPE)
und D' (Cldn4), zwischen denen sich eine ionische Wechselwirkung ausbilden konnte, durch
die Mutation S313H weiter voneinander entfernt (Abb. 10 E).

Fur Cldn6 fuhrt die Mutation S231R zu einem Verlust der polaren Interaktion zwischen S
(cCPE) und R (Cldn6). Die Auswirkung dieser Mutation allein scheint nicht stark genug zu
sein, um die Bindung an Cldn6 zu beeintrachtigen. Vielmehr steigert sie trotz des Verlusts der
polaren Interaktion die Bindung an Cldn6 leicht. Obwohl die Mutation S313H zu einer
elektrostatischen Wechselwirkung mit N'*° fiihren konnte (Abb. 10 G), vermindert sie die
Bindung an Cldn6 (s. Anhang, Abb.29F). Eventuell verandern die Mutationen die
Konformation der Claudinbindungstasche auf eine Weise, welche insgesamt ungtinstig fir die
Bindung an CIldn6 ist.

Far Cldn3 und Cldn7 wurden keine Wechselwirkungen gefunden, die in der Doppelmutante
cCPE-SRSH die Bindung im Vergleich zu cCPEwt verandern kdnnten (Abb. 10 D, H).

Die Interaktionsmodelle liefern Hinweise darauf, wie die experimentell gemessenen
Bindungsdaten von cCPE-SRSH and die Claudine 1 -7 mechanistisch erklart werden
konnten. Flr das mutierte R?*! konnten vor allem mit relevanten AS-Resten der Cldn1 und -5,
aber auch -2, moégliche Wechselwirkungen gefunden werden, welche die gesteigerte Bindung

von cCPE-SRSH an diese Claudine auf molekularer Ebene begriinden.
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4.1.2 Vergleich der Konformationen des Claudin-cCPE-Komplexes in den

Kristallstrukturen

In den letzten Jahren wurden Kristallstrukturen von verschiedenen Claudinen im Komplex mit
cCPE verdffentlicht. So liegen Strukturen fiir die Komplexe aus murinem Cldn3 (PDB ID:
6AKE, 6AKF und 6AKG (Nakamura et al. 2019)), humanem Cldn4 (PDB ID: 5B2G (Shinoda
et al. 2016)), humanem Cldn9 (PDB ID: 60V2, 60V3 (Vecchio and Stroud 2019)) und murinem
Cldn19 (PDB ID: 3X29 (Saitoh et al. 2015)) jeweils im Komplex mit cCPE vor.

Ein Alignment aller verfligbaren Claudin-cCPE-Kristallstrukturen auf cCPE zeigte

Unterschiede zwischen den Konformationen der einzelnen Komplexe auf (Abb. 11 A).

Y312
Y306

L/ S(P+1)
!

Y310

Abbildung 11 Konformationen des Claudin-cCPE-Komplexes. Cartoondarstellung der Claudine, cCPE
entweder als Oberflache (A — C) oder ebenfalls als Cartoon (D — F) dargestellt, Stabdarstellung ausgewahlter AS-
Reste. (A - C) Kristallstrukturen ausgerichtet auf cCPE. (A) Die TMH3 weist in den unterschiedlichen
Kristallsturkturen verschiedene Winkel zur cCPE-Oberflache auf. (B) Durch die unterschiedliche Biegung der TMH3
ist diese in Cldn19 (PDB ID: 3X29) am weitesten zur EZS2-Turn-Bindungstasche des cCPE hingeneigt, wahrend
sie in murinem Cldn3 (PDB ID: 6AKE) am weitesten von ihr weg zeigt. (C) Trotztdem liegt die EZS2 aller Claudin-
Kristallstrukturen auf fast identische Weise in der EZS2-Turn-Bindungstasche. Zur besseren Ubersicht ist nur das
cCPE der Kristallstruktur 5B2G gezeigt. (D — F) Kristallstrukturen ausgerichtet auf die TMH der Claudine. (D) Durch
die unterschiedliche Neigung von cCPE uber die TMH3 verandert sich der Abstand zwischen cCPE und der EZH
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der Claudine. Beispielhaft fur alle Claudine ist hier Cldn4 (PDB ID: 5B2G) gezeigt. (E) Wahrend in der Struktur
6AKE cCPE am weitesten Gber die TMH3 geneigt ist, ist es in der Struktur 3X29 am nachsten an der EZH des
Claudins. (F) Detailansicht der EZH der Claudine und a3 des cCPE. In der Kristallstruktur 3X29 betragt der Abstand
zwischen dem Claudinbackbone (D®) und S2'7 (cCPE) 5,7 A. In der Struktur 6AKE, in welcher cCPE am weitesten
tiber die TMH3 gekippt es, vergroRert sich der Abstand auf 11,6 A. rot — murines Cldn19 (PDB ID: 3X29), magenta
—humanes Cldn4 (PDB ID: 5B2G), blau: murines Cldn3 (PDB ID: 6AKE), hellgriin: murines Cldn3-P134A (PDB ID:
6AKF), griin — murines Cldn3-P134G (PDB ID: 6AKG), orange — humanes Cldn9 in geschlossener Konformation
(PDB ID: 60V2), gelb — humanes Cldn9 in offener Konformation (PDB ID: 60V3), grau — Oberflache von cCPE
(PDB ID: 5B2G)

Inbesondere wurde deutlich, dass die TMH3 der einzelnen Claudine unterschiedlich stark
geneigt ist. Der extrazellulare Teil der TMH3 steht dadurch in verschiedenen Winkeln zur
Claudinbindungstasche des cCPE. Fur die Kristallstruktur von murinem Cldn19 (PDB ID:
3X29, rot in Abb. 11 A, B) ist die TMH3 am weitesten zur cCPE-Oberflache hingeneigt,
wahrend sie in der Kristallstruktur von murinem Cldn3 (PDB ID: 6AKE, blau in Abb. 11 A, B)
am weitesten von ihr weggeneigt ist. Dennoch wurde deutlich, dass die EZS2 in allen
vorhandenen Kristallstrukturen auf ahnliche Weise mit der EZS2-Turn-Bindungstasche
interagieren. Der Rest der AS an Position P + 1 (L in Cldn3, -4 und -9, S in Cldn19) zeigt in
allen Kristallstrukturen auf die gleiche Weise in die hydrophobe Tripel-Tyr-Tasche (Abb. 11 C).
Ein Alignment aller vorhandenen Kristallstrukturen auf die TMHs der Claudine verdeutlichte,
dass cCPE in den Kristallstrukturen unterschiedlich weit tGber die TMH3 geneigt und somit a.3
des cCPE verschieden weit von der EZH entfernt ist (Abb. 11 D). So ist cCPE in der
Kristallstruktur 6AKE am weitesten tber die TMH3 geneigt und hat daher den grof3ten Abstand
zur EZH, wahrend es in der Struktur 3X29 am wenigsten tber die TMH3 kippt und so am
nachsten zur EZH steht (Abb. 11 E). Dieser Unterschied ist in Abb. 11 F noch einmal im Detail
dargestellt. Wahrend der Abstand zwischen dem Backbone am AS-Rest D%, welches sich am
Ubergang der EZH und des B4-Strangs im EZS1 des Claudins befindet, und S?'7 aus der o3
des cCPE aus 3X29 ~ 5,7 A betragt, so ist er fir denselben Rest in der Struktur 6AKE mit
~ 11,6 A etwa doppelt so groR.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass der Claudin-cCPE-Komplex in unterschiedlichen
Konformationen vorliegt. In diesen ist cCPE unterschiedlich weit tGber die TMH3 gekippt, was
zumindest teilweise auf eine unterschiedliche Stellung der TMH3 zurlickgefihrt werden kann.
Je weiter das cCPE gekippt ist, desto weiter entfernt es sich von der EZH, was mdgliche
Interaktionen mit der EZH und anderen EZS1-Bereichen beeinflussen kénnte. Die EZS2
hingegen liegt trotz der konformellen Unterschiede in allen Kristallstrukturen auf fast

identischer Weise in der Claudinbindungstasche des cCPE.
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4.1.3 Interaktionsmodelle der Claudine 1 und 5 mit cCPE-S231R/S313H liefern

Hinweise auf eine mdgliche Flexibilitat der Claudinkonformation

Auf Grundlage der Claudin-cCPE-Kristallstrukturen und der experimentell erhobenen
Bindungsdaten der Claudine an cCPE-SRSH sollte untersucht werden, ob sich Aussagen Uber
die Konformationsunterschiede der TMH3 der Claudine treffen lassen.

Bisher wurden weder fur Cldn1 noch fur CldnS Kristallstrukturen verdffentlicht.
Sequenzvergleiche lassen erste Hypothesen Uber die Konformation der TMH3 der beiden
Claudine zu. So besitzt Cldn1 wie Cldn19 an Position 136 ein Alanin, welches zu einer eher
geraden TMH3 fihren koénnte. In der TMH3 von Cldn5 befindet sich an der entsprechenden
Position ein Prolinrest (P'3*), wie er auch in murinem Cldn3 vorkommt. Dieser kann zu einer
Abweichung der regelmaRigen Struktur einer a-Helix fihren, sodass eine Biegung entstehen
kann, wie sie in der Kristallstruktur 6AKE beobachtet wird (Abb. 11 A, B).

Die Mutante cCPE-SRSH bindet mit hoher Affinitat sowohl an Cldn1 als auch an Cldn5 (s.
Anhang, Abb. 29 A, E). Mithilfe von Homologiemodellen fir diese beiden Claudine, die jeweils
auf 6AKE (Cldn3 mit gebeugter TMH3) und 3X29 (Cldn19 mit gerader TMH3) basieren, sollte
untersucht werden, ob die Konformation der TMH3 einen Einfluss auf die Interaktionen
zwischen den Claudinen und cCPE-SRSH hat (Abb. 12).

Das Homologiemodell fir Cldn1, welches auf der Struktur von Cldn19 (PDB ID: 3X29) beruht,
besitzt eine fast gerade TMH3 (Abb. 12 A, dunkelgriin), sodass diese nah zur Claudin-
Interaktionsflache des cCPE gerichtet ist. In diesem Modell kann der Rest E' des Cldn1
elektrostatische Wechselwirkungen mit den Resten R??” und H3'® des cCPE-SRSH eingehen
(Abb. 12 B). Jedoch flihrt die Mutation S231R im cCPE in diesem Modell zu keiner neuen
elektrostatischen Wechselwirkung, welche die erhdhte Bindung erklaren koénnte, die
experimentell gemessen wurde (s. Anhang, Abb. 29 A). Aufgrund der raumlichen Nahe
zwischen der TMH3 zu dem Rest R%?' des cCPE, die durch die gerade TMH3 zustande
kommen sollte, ist es dennoch mdéglich, dass polare Wechselwirkungen zwischen Cldn1 und
R23' ausgebildet werden konnten. Verwendet man fir den Rest R%' das Rotamer, welches in
der Struktur basierend auf 5B2G (Abb. 10 F) zu bindungsteigernden Wechselwirkungen fuhrt,
so kann eine polare Wechselwirkung zwischen RZ'" und Q' (Cldn1) ausgebildet werden
(Abb. 12 C). Diese kann die deutlich erhohte Affinitat von cCPE-SRSH an Cldn1 erklaren.
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Abbildung 12 Die Konformation der Transmembranhelix 3 der Claudine beeinflusst mégliche Interaktionen
mit cCPE-S231R/S313H. Cartoondarstellung der Homologiemodelle mit Oberflache des cCPE und Stabdarstellung
ausgewahlter AS-Reste in den Detailansichten. (A — E) Homologiemodelle fir Cldn1 basierend auf 3X29
(A — brillantgrin, Detailansicht B, C) und 6AKE (A — blassgriin, Detailansicht D, E). (A) Entsprechend der Templates
weisen die Cldn1-Homologiemodelle Unterschiede in der Konformation der TMH3 auf. (B) Fur das
Homologiemodell mit der geraden TMH3 (basierend auf 3X29) ergeben sich elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen dem Rest E'7 (Cldn1) und R?" bzw. H%'® (cCPE-SRSH). R?¥' kann in diesem Modell keine
Wechselwirkungen eingehen, welche die gesteigerte Affinitdt der Mutante fir Cldn1 erklaren kénnten. (C) Durch
Verwendung des Rotamers des auf 5B2G-basierten Modells fiir R?3! wird dieser Rest in eine Position gebracht, in
der er eine elektrostatische Wechselwirkung mit dem Rest Q' des Cldn1 eingehen kann. (D) In dem
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Homologiemodell mit einer gebeugten TMH3 (basierend auf 6AKE) bleiben die bindungssteigernden
Wechselwirkungen zwischen E'#7 (Cldn1) und R??” (cCPE) sowie zwischen Q'#¢ (Cldn1) und R%' (cCPE) bestehen.
(E) Durch Einfihren der Rotamere aus der auf 5B2G-basierenden Struktur kann sich eine zusatzliche
elektrostatische Wechselwirkung zwischen E'#7 (Cldn1) und H3'3 (cCPE) ausbilden. (F — J) Homologiemodelle fiir
Cldn5 basierend auf 3X29 (F — beige, Detailansicht G, H) und 6AKE (F — orange, Detailansicht I, J). (F) Das 3X29-
basierte Modell besitzt eine gerade TMH3 und einen geringen Abstand zwischen cCPE und der EZH-TMH2-Region
des Cldn5. Durch die Beugung der TMH3 in dem Modell basierend auf 6AKE wird dieser Abstand vergroRert. (G)
Obwohl in dem Modell basierend auf der Struktur 3X29 der Abstand zwischen cCPE und dem Ubergang zwischen
EZH und TMH2 des Cldn5 am geringsten ist, werden in diesem Modell keine bindungssteigernden
Wechselwirkungen durch den Rest R?3" (cCPE) ausgebildet. Der Rest E'#6 (Cldn5) kann mit R?%7 und H3'3 (cCPE)
ionische bzw. elektrostatische Wechselwirkungen eingehen. (H) Wird fiir den Rest R%' das Rotamer aus dem
Modell basierend auf 5B2G verwendet, kommt er in die Ndhe des Restes E’® (Cldn5), sodass eine ionische
Wechselwirkung zwischen diesen beiden Resten mégliche wére (Abstand < 4 A). (1) In dem Modell basierend auf
der Struktur 6AKE koénnte eine ionische Wechselwirkung zwischen E'#6 (Cldn5) und R??” (cCPE) ausgebildet
werden (Abstand < 4 A). Durch die Biegung der TMH3 ist das cCPE jedoch so weit von der EZH und der TMH2
entfernt, dass der Rest R#®' (cCPE) nicht in die Nahe des Restes E’® (Cldn5) kommen kann. (J) Werden die
Rotamere aus der 5B2G-basierten Struktur verwendet, kann eine zusatzliche elektrostatische Wechselwirkung
zwischen E'#¢ (Cldn5) und H3'3 (cCPE) ausgebildet werden. Der Abstand zwischen R%' (cCPE) und E’® (Cldn5) ist
jedoch zu groR, als dass diese beiden Reste in diesem Modell miteinander interagieren kénnten. Schwarze
gestrichelte Linie - mégliche polare Wechselwirkungen (in PyMol bestimmt oder Abstand < A).

Anders als in murinem Cldn3 sollte die TMH3 in Cldn1 eher gerade sein. In dem Modell,
welches auf der Struktur von Cldn3 (PDB ID: 6AKE) beruht und eine gebogene TMH3 besitzt,
sodass die TMH3 eher von der Claudin-Interaktionsflache weggeneigt ist, kann der Rest R?3'
des cCPE-SRSH trotzdem eine elektrostatische Wechselwirkung mit dem Rest Q"¢ aus Cldn1
ausbilden, was zur Bindungssteigerung dieser Mutante an Cldn1 beitragen kénnte. Wie auch
in dem Homologiemodell mit der geraden TMH3 kann eine ionische Wechselwirkung zwischen
zwischen E' (Cldn1) und R?7" (cCPE-SRSH) ausgebildet werden (Abb. 12 D). Durch
Einfihren der Rotamere aus dem Homologiemodell beruhend auf der Struktur 5B2G bleibt die
polare Wechselwirkung zwischen R%'und Q'“¢ bestehen. Der Rest E'#’ kann in diesem Modell
zusatzlich zur ionischen Wechselwirkung mit R??” eine elektrostatische Wechselwirkung mit
H3'3 eingehen (Abb. 12 E).
Auch die beiden Homologiemodelle fur Cldn5 zeigen deutliche Unterschiede in der Biegung
der TMH3 (Abb. 12 F). Cldn5 besitzt in der TMH3 an Position 134 wie murines Cldn3 einen
Prolinrest. Dies deutet daraufhin, dass Cldn5 ebenfalls eine leicht geknickte TMH3 haben
konnte. Eine gebogene TMH3 wiirde dazu flihren, dass das cCPE-SRSH weiter von der EZH
und TMH2 entfernt ist. Dieser Abstand ist jedoch relevant fir eine mdgliche Interaktion
zwischen dem R?%! des cCPE und dem E’® in der TMH2 von Cldn5.
Obwohl in der Kristallstruktur 3X29 der Abstand zwischen cCPE und der EZH und TMH2 der
Claudine am geringsten ist, ergeben sich in dem Cldn5-Homologiemodell basierend auf
3X29 keine Wechselwirkungen zwischen R?*' und E®, da der Argininrest von der TMH2
weggerichtet ist (Abb. 12 G). Verwendet man jedoch die Rotamere aus dem auf 5B2G-
basierenden Modell, in der eine ionische Wechselwirkung beobachtet wird, betragt der
Abstand zwischen den beiden Resten R?*' und E’® weniger als 4 A, sodass sie potenziell
eine ionische Wechselwirkung ausbilden kénnten (Abb. 12 H).
Aufgrund der Biegung der TMH3, die in dem Homologiemodell beruhend auf der
Kristallstruktur 6AKE beobachtet wird, ist das cCPE Uber die TMH3 gekippt, sodass sich die
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Claudinbindungstasche und der Rest R?*" von der EZH und der TMH2 entfernen (Abb. 12 F).
In diesem Modell ist der Abstand zwischen dem Rest E'® (Cldn5) und R%?” (cCPE-SRSH)
kleiner als 4 A, sodass sich zwischen diesen Resten maoglicherweise eine ionische
Wechselwirkung ausbilden konnte. Der Rest R%' ist jedoch soweit von den TMH2 und -3
entfernt, dass er keine bindungssteigernden Wechselwirkungen eingehen kann (Abb. 12 ).
Auch durch Ausrichten der Aminosaurereste entsprechend der Rotamere aus dem
Homologiemodell, das auf der Struktur 5B2G basiert, kann wegen des grof3en Abstands keine
Wechselwirkung erzielt werden. Zusatzlich zur ionischen Wechselwirkung zwischen E'6
(Cldn5) und R??” (cCPE-SRSH) ist in diesem Modell jedoch auch eine elektrostatische
Wechselwirkung zwischen E'® und H3'® moglich, welche die Bindungssteigerung an Cldn5
durch die Doppelmutation von cCPE weiter untermauert (Abb. 12 J).

Allein aufgrund der Sequenz der TMH3 ist es nicht mdglich, Rickschlisse auf deren
Konformation zu ziehen. So wurden fir Cldn1 sowohl in dem Homologiemodell mit der geraden
als auch in dem mit der gebogenen TMH3 Wechselwirkungen gefunden, welche die
Bindungssteigerung der Doppelmutante cCPE-SRSH an dieses Claudin erklaren kénnen.
Jedoch ist der Abstand zwischen dem mutierten R?' und dem E® in der TMH2 in Cldn5 zu
grol3, wenn die TMH3 zu weit gebogen ist. In Modellen mit einer weniger gebogenen TMH3,
welche auf den Kristallstrukturen 5B2G und 3X29 basieren, kommen diese beiden Reste
einander nah genug, um eine potenzielle ionische Wechselwirkung auszubilden. Diese
Wechselwirkung ist wahrscheinlich notwendig, um die gesteigerte Bindung von cCPE-SRSH
an Cldn5 auf struktureller Ebene zu begriinden. Es scheint daher méglich, dass die TMH3 der
Claudine zu einem gewissen Grad flexibel ist und deren Konformation nicht nur durch die An-

bzw. Abwesenheit eines Prolins bestimmt wird.
4.2 Einsatz von CPE-S231R/S313H in der Tumortherapie

Die claudinvermittelte Zytotoxizitdt des CPE konnte fur therapeutische Zwecke bei der
Behandlung Claudin-Uberexprimierender Karzinome genutzt werden. Die Variante CPE-SRSH
erweitert das Rezeptorspektrum um die Claudine 1, 2 und 5, welche in relevanten

Karzinomentitaten haufig Gberexpirmiert sind.

4.2.1 cCPE-S231R/S313H bindet an Claudin-exprimierende

Bronchialkarzinomzellen

Nachdem der Mechanismus der Bindung von cCPE-SRSH an Cldn1 charakterisiert worden
war, wurde die Eignung von CPE-SRSH fiir die Behandlung von Cldn1-tberexprimierenden
Zellen evaluiert. Hierfir wurden verschiedene Tumorentititen getestet. Auf
Schilddrisenkarzinomzellen, die ausschlieRlich Cldn1 exprimieren, zeigten cCPE-SRSH bzw.

CPE-SRSH im Gegensatz zu den entsprechenden Wildtyp-Proteinen eine starke Bindung
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bzw. Zytotoxizitat (Dr. A. Piontek, FMP, Berlin (Piontek et al. 2019)). Zusatzlich sollte getestet
werden, wie sich die gleichzeitige Expression weiterer Claudine auf die Wirkung der (c)CPE-
Varianten auswirkt. Daher wurde die Bindung von cCPE-SRSH an Bronchialkarzinomzellen,
die mehrere Claudine exprimieren, analysiert. Es wurden daflir die Zelllinien PC-9 und SK-
MES-1 ausgewahlt. PC-9-Zellen stammen aus einem metastatischen Lymphknoten eines
NSCLC, wahrend SK-MES-1-Zellen aus dem Pleuraerguss eines
Plattenepithelbronchialkarzinoms isoliert wurden.

Beide Zelllinien exprimieren Rezeptorclaudine fiur cCPEwt und cCPE-SRSH, weisen aber
unterschiedliche Expressionsmuster auf. PC-9-Zellen zeigen hohe Expressionsniveaus flr
Cldn1, -3, -4 und -7. Dahingegen werden in SK-MES-1-Zellen nur Cldn1 und -3 schwach
exprimiert. (s. Anhang, Abb. 30).

Mit beiden Zelllinien wurden zellulare Bindungsassays mit 0,5 ug/ml cCPEwt, cCCPE-SRSH
und der nichtbindenden Variante cCPE-Y306A/L315A (YALA) als Negativkontrolle
durchgefihrt. Hierbei wurde die Bindung von GST-cCPE an lebende Zellen nach deren
Fixierung mittels Fluorophor-gekoppelter anti-GST-Antikorper detektiert. Die Bindungssignale
aus unbehandelten Zellen wurden als unspezifischer Hintergrundwert fir die jeweilige Zelllinie
substrahiert. Als Referenzwert wurde die Bindungsstarke von cCPEwt in claudinreichen PC-
9-Zellen verwendet (Abb. 13).

8’1'5' e e
:?2305- % :*_

PC-9 SK-MES-1
] cCPEwt B cCPE-Y306A/L315A cCPE-S231R/S313H

Abbildung 13 cCPE-S231R/S313H bindet an Claudin-exprimierende Bronchialkarzinomzellen. Claudin-
exprimierende Bronchialkarzinomzellen PC-9 und SK-MES-1 mit 0,5 ug/ml der GST-cCPE-Varianten inkubiert
(30 min, 37 °C), ungebundenes GST-cCPE durch Waschschritte entfernt, anschliefend fixiert. Gebundenes GST-
cCPE Uber Fluoreszenzsignal des Phycoerythrin-gekoppelten anti-GST Antikorper detektiert, Normalisierung auf
Anzahl der Zellen (Zellkerne mit Hoechst 33342 gefarbt). Signal fiir unbehandelte Zellen wurde von jeweiliger
Zelllinie als unspezifischer Hintergrund substrahiert. Mittelwerte + SEM des Quotienten aus Phycoerythrin- und
Hoechst-Signal bezogen auf Signal fur Bindung von cCPEwt an PC-9-Zellen. Einseitige ANOVA mit Sidak-Test.
*vs. cCCPE-YALA, ¢ vs. SK-MES-1, ** p < 0,001, ****, eeee p < 0,0001, n = 9.

Fir die nicht-bindende Kontrolle cCPE-YALA wurde in beiden Zelllinien fast keine Bindung
detektiert (PC-9: 0,01 + 0,02, SK-MES-1: 0,02 + 0,04). In PC-9-Zellen ist die Bindung von
cCPEwt und -SRSH fast gleich stark (cCPEwt: 1 + 0,06, cCPE-SRSH: 1,05 + 0,11) und
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deutlich starker als fur cCPE-YALA (einseitiger ANOVA: p < 0,0001). Fir cCPE-SRSH konnte
in SK-MES-1-Zellen eine etwas starkere Bindung als fir cCPEwt detektiert werden (cCPEwt:
0,25 + 0,04, cCPE-SRSH: 0,37 + 0,02). Auch wenn die Bindung fir cCPEwt tendenziell
starker als die von cCPE-YALA war, war nur fur cCPE-SRSH der Mittelwert der Wertegruppe
deutlich von jenem der cCPE-YALA-behandelten Zellen unterschiedlich (einseitiger ANOVA:
p = 0,003).

Fur die beiden claudinbindenden Varianten cCPEwt und -SRSH liegen die Bindungssignale in
claudinreichen PC-9-Zellen deutlich Gber denen in claudinarmen SK-MES-1-Zellen (einseitiger
ANOVA: p < 0,0001).

Insgesamt hatte in den Bronchialkarzinomzellen das Claudinexpressionsniveau einen

starkeren Einfluss auf die cCPE-Bindung als dessen Claudinsubtyppraferenz.
4.2.2 CPE-S231R/S313H reduziert die Viabilitat von Bronchialkarzinomzellen

Die zytotoxischen Effekte der  CPE-Varianten auf  Claudin-exprimierende
Bronchialkarzinomzellen und deren Konzentrationsabhangigkeit wurden in MTT-Assays
untersucht (Abb. 14).

In PC-9-Zellen verursachten CPEwt und -SRSH bereits bei einer Konzentration von 0,1 ug/ml
deutliche zytotoxische Effekte. Ab einer Konzentration von 1 ug/ml reduzierten sie die
Zellviabilitat auf ein Niveau, das in etwa dem der Positivkontrolle durch Zelllyse (0,1% (v/v)
Triton X-100) von ~ 20% entspricht. Die Negativkontrolle CPE-YALA hat auch bei hohen

Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf die Zellviabilitat gezeigt (Abb. 14 A).
A B
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Abbildung 14 Claudin-bindende CPE-Varianten sind stark zytotoxisch fiir die NSCLC-Zellen PC-9. Viabilitat
von PC-9-Zellen (A) und SK-MES-1-Zellen (B) nach CPE-Behandlung (1 h, 37 °C). AnschlieRende Bestimmung
der Zellviabilitdt mittels MTT-Assay mit 0,1% (v/v) Triton X-100 als Positivkontrolle fir vollstandigen Verlust der
Viabilitat. (A) Viabilitdt von claudinreichen PC-9-Zellen durch CPEwt und CPE-SRSH deutlich vermindert. Bereits
bei 0,2 pg/ml CPEwt und -SRSH war Viabilitat der Zellen teilweise eingeschrankt. Ab 0,1 pg/ml war Behandlung
mit CPEwt und -SRSH so zytotoxisch wie Behandlung mit 0,1% (v/v) Triton X-100. CPE-YALA (Negativkontrolle)
wirkte sich in keiner Konzentration negativ auf Viabilitdt der PC-9-Zellen aus. (B) In claudinarmen SK-MES-1-Zellen
wurde Zellviabilitat auch bei hohen Konzentrationen von CPEwt und -SRSH auf maximal 50% reduziert.
Behandlung mit Triton X-100 konnte Zellviabilitdt effektiv inhibieren, wahrend CPE-YALA keinen zytotoxischen
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Effekt hatte. Mittelwerte + SEM. Einseitige ANOVA mit Bonferroni-Korrektur gegen Behandlung mit cCPE-YALA
bei gleicher Konzentration. * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001. n =3 - 11.

In SK-MES-1-Zellen haben CPEwt und -SRSH ab einer Konzentration von 0,1 ug/ml die
Zellviabilitat reduziert. Auch bei hohen Konzentrationen wurde die Zellviabilitat jedoch um
maximal 50% verringert. Das Niveau der Positivkontrolle konnte bei keiner Konzentration an
CPEwt und -SRSH erreicht werden. Die Negativkontrolle CPE-YALA hatte bei keiner
Konzentration einen zytotoxischen Effekt auf die Zellen (Abb. 14 B).

Die claudinbindenden Varianten CPEwt und -SRSH waren fiur PC-9-Zellen zytoxischer als fur
SK-MES-1-Zellen. Damit korreliert die zytotoxische Wirkung, die CPE auf die beiden Zelllinien
hat, mit den Claudinexpressionsniveaus der beiden Zelllinien (s. Anhang, Abb. 30) und dem
Ausmall der cCPE-Bindung (Abb.13). In der Summe zeigte CPE-SRSH auf die
Bronchialkarzinomzellen mit einem breiten Claudinexpressionsmuster keine starkere Wirkung
als CPEwt.

4.3 cCPE-basierte molekulare Sonden fur die Tumordiagnostik

Die Claudinderegulierung und -delokalisation sind ein frihes Ereignis in der Kanzerogenese.
Uberexprimierte, extrajunktionale Claudine in der Plasmamembran kénnten als mégliche
Rezeptoren dienen, um entartete Zellen schon friihzeitig zu erkennen. Dafir stellt cCPE einen
geeigneten Liganden dar: Es bindet mit hoher Spezifitit an Claudine und seine
Bindungseigenschaften lassen sich an verschiedene Claudinsubtypen anpassen.

Durch Kopplung von cCPE an Fluorophore lassen sich die delokalisierten Claudine
visualisieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene modulare cCPE-basierte
molekulare Sonden generiert und getestet. Als Referezenz fir die Spezifitdt der Bindung
wurde unmarkiertes GST-cCPE in fixierten Proben Gber Immunfluoreszfarbungen visualisiert,
da mit diesen Varianten die meisten der bisher etablierten Bindungsstudien durchgefiihrt
wurden. Fluorophor-gekoppeltes cCPE wurde mit zwei verschiedenen Verfahren erzeugt: Zum
einen wurde GST-cCPE nach der Proteinaufreinigung mit dem Fluorophor Alexa Fluor 647
gekoppelt, zum anderen wurde ein YFP-markiertes cCPE als Fusionsprotein exprimiert.

Die Claudindetektion mit diesem cCPE-basierten Sonden wurde in verschiedenen Modellen
untersucht. Die intestinalen HT-29/B6-Zellen, die von Zellen eines Adenokarzinoms des
Kolons abstammen, dienten als etabliertes in vitro-Kolonepithelmodell. Ein ex vivo-
Entziindungsmodell des Rattenkolon wurde genutzt, um unter definierten Bedingungen die
Claudindelokalisation in pathologisch verandertem Kolongewebe zu untersuchen. Unauffallige
kolorektale Polypen (Adenome) und Organoide aus Magenkarzinomen, die beide aus
humanen Biopsien gewonnen worden, dienten als humane ex vivo-Modelle in verschiedenen

Stadien der Kanzerogenese.
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4.3.1 Detektion der cCPE-Bindung in Claudin-exprimierenden

Kolonkarzinomzellen

HT-29/B6-Zellen sind stark ausdifferenzierte Epithelzellen, die durch Subklonierung aus der
humanen Kolonkarzinomzelllinie HT-29 generiert wurden. Aufgrund ihres hohen
Differenzierungsgrads dienen sie als Modell fiir das humane Kolonepithel (Kreusel et al. 1991),
in dem relevante Claudine (u.a Cldn1 — 5), welche als Rezeptoren flir cCPEwt bzw. flir cCPE-
Varianten dienen und funktionelle TJ bilden, exprimiert werden (Nielsen et al. 2011). Je nach
Kultivierungsbedingungen kdnnen unterschiedliche Differenzierungsgrade der Zellen erreicht
werden. So bilden die Zellen auf Zellkulturfiltern eine starke parazellulare Barriere aus und die
Claudine sind in diesen Zellen zu einem Grofteil in den TJ lokalisiert (Eichner, Augustin, et al.
2017). Werden die Zellen hingegen subkonfluent und ohne Unterscheidung zwischen
apikalem und basalem Kompartiment, z.B. auf Deckglasern, kultiviert, sind sie eher
undifferenziert und verfigen Uber viele extrajunktionale Claudine auf ihrer Oberflache
(Abb. 15).

Die Bindung von cCPEwt und dem Multiclaudinbinder cCPE-S305P/S307R/S313H (cCPE-
SSS) an subkonfluente, undifferenzierte HT-29/B6-Zellen wurde mithilfe verschiedener
Fluorophore visualisiert (Abb. 15, Abb.16). Als Referenz wurde dabei eine
Immunfluoreszenzfarbung von GST-cCPE auf diesen Zellen verwendet, in denen zudem das
Rezeptorclaudin Cldn4 sowie der TJ-Marker ZO1 gefarbt wurden (Abb. 15).

Fir cCPEwt (Abb. 15 A, B) und -SSS (Abb. 15 C, D) wurde in subkonfluenten HT-29/B6-Zellen
ein deutliches Signal fir eine Bindung detektiert, welche insbesondere im Randbereich und
auf der Oberflache der Zellinseln sehr stark war. Der TJ-Marker ZO1 zeigte in diesen
Bereichen nur ein schwaches, diffuses Signal, wahrend ein deutliches Signal fir Cldn4
detektiert werden konnte. Obwohl fast alle Zell-Zell-Kontakte Cldn4-positiv waren, war ZO1
nicht an jedem Kontakt angereichert. Dies deutet darauf hin, dass in den subkonfluenten HT-
29/B6 noch nicht Uberall funktionale TJ ausgebildet wurden und extrajunktionales Cldn4 als
Rezeptor fir cCPE vorlag. An Zell-Zell-Kontakten mit starker ZO1-Anreicherung wurde keine
Bindung von den claudinbindenden cCPE-Varianten detektiert (Abb. 15 A, C). Die cCPE-
Bindung an Cldn4-positive Bereiche ist im Inneren der Zellinseln deutlich geringer als in den
Randbereichen (Abb. 15 B, D). Uber eine Immunfluoreszenzfarbung Iasst sich nicht eindeutig
bestimmen, ob die Claudine polymerisiert in TJ vorliegen und cCPE daher nicht binden kann
oder ob die Zuganglichkeit der primaren und sekundaren Antikérper an diesen Stellen
limitierend war (Abb. 15 A — D). Fur die nicht-bindende Variante cCPE-YALA wurde an einigen
Stellen ein schwaches Signal detektiert, welches aber in keiner Weise die starke spezifische
Bindung von cCPEwt und -SSS an Cldn4-positive Zellen widerspiegelt, sondern eher auf eine

unspezische Bindung der Antikorper zurtickzufuhren ist (Abb. 15 E, F).
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S305P/S307R/S313H

Y306A/L315A

Abbildung 15 Detektion der Bindung von GST-cCPE-Varianten in subkonfluenten HT-29/B6-Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung. Reprasentative konfokalmikroskopische Aufnahmen. HT-29/B6-Zellen subkonfluent
auf Deckglaser ausgesat, Kultivierung fir 24 h, Inkubation mit 10 pg/ml der jeweiligen cCPE-Variante (30 min,
37 °C). AnschlieRend Fixierung, Immunfluoreszenzfarbung. Detektion des gebundenen GST-cCPE uber anti-GST-
Antikorpers (Maus), ZO1 und Cldn4 Uber jeweilige Antikorper (Kaninchen). (A, C, E) ZO1 wurde an einigen Zell-
Zell-Kontakten stark angereichert, wo es auf intakte TJ hindeutet. (B, D, F) Demgegeniiber konnte Cldn4 sowohl
an den Randern der Zellinseln als auch in allen Zell-Zell-Kontakten nachgewiesen werden. Zusammen mit dem
Z01-Signal lasst sich daraus schlief3en, dass unpolymerisiertes Cldn4 in der Plasmamembran subkonfluenter HT-
29/B6-Zellen vorliegt, welches nicht in funktionelle TJ inkorporiert ist. (B, D) Claudin-bindenden Varianten cCPEwt
(B) und -SSS (D) zeigten deutliche Bindung am Rand der Zellinseln, wo sie mit Cldn4 kolokalisierten (Kolokalisation
in Uberlagerung gelb). An Cldn4-positiven Zell-Zell-Kontakten im Inneren der Zellgruppen konnte kein oder nur
schwaches cCPE-Signal detektiert werden. (A, C) An ZO1-positiven Zell-Zell-Kontakten wurde keine Bindung von
cCPEwt (A) oder -SSS (C) detektiert. (E,F) Fir cCPE-YALA (Negativkontrolle) wurde nur schwaches
Hintergrundsignal detektiert. Signal kolokaliserte nicht mit Rezeptor Cldn4. Malistabsbalken 10 uym.

Die Bindung der Fluorophor-gekoppelten cCPE-Varianten wurde an lebenden, subkonfluenten
HT-29/B6-Zellen untersucht (Abb. 16).
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Abbildung 16 Detektion der cCPE-Bindung in subkonfluenten HT-29/B6-Zellen mit Fluorophor-gekoppelten
cCPE-Varianten. Reprasentative Aufnahmen lebender (A — F) und fixierter (G — 1) HT-29/B6-Zellen. Oben jeweils
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Ubersichtsaufnahmen, darunter Detailansichten (A — F) HT-29/B6-Zellen subkonfluent auf Deckglasern kultiviert,
Behandlung fir 30-45min mit 10 ug/ml des fluorophormarkierten cCPE. Ausgewahlte Aufnahmen der
Uberlagerungen mit dem differenziellen Interferenzkontrastbild (A — C) Gebundenes cCPE iiber konjugiertes Alexa
Fluor 647 detektiert (A) Wildtyp und (B) Mutante cCPE-SSS binden auf der Oberflache der Zellen. (C) cCPE-YALA
zeigt kein deutliches Signal auf der Zelloberflache; aggregiertes cCPE-YALA ist erkennbar. (D —F) Direkte
Visualisierung des gebundenen Fusionsprotein YFP-cCPE Uber YFP-Signal. Detektion der Bindung der Varianten
YFP-cCPEwt (D) und -SSS (E) auf Oberflache der Zellen. (F) YFP-cCPE-YALA (Negativkontrolle) zeigt schwaches
Hintergrundsignal, dass sich nicht auf Plasmamembran befindet. (G — 1) Behandlung der Zellen mit jeweils 10 pg/ml
YFP-cCPE, Fixierung, Immunfluoreszenzfarbung. Gebundenes YFP-cCPE sowohl tber YFP-Fluoreszenz als auch
Uber anti-YFP-Antikérper (Maus) nachgewiesen. (G, H) Detektion der Claudin-bindenden Varianten YFP-cCPEwt
(G) und -SSS (H) Gber YFP-Signal an allen Zell-Zell-Kontakten. Anti-YFP-Antikdrper zeigte nur im Randbereich der
Zellgruppen bzw. unspezifisch intrazellular ein Signal (wei in Uberlagerung mit YFP-Signal). (I) Fir
Negativkontrolle YFP-cCPE-YALA konnte Bindung weder (iber YFP-Fluoreszenz noch Uber anti-YFP-Antikorper
nachgewiesen werden. Mal3stabsbalken 10 pm.

Fir die Claudin-bindenden Varianten cCPEwt und -SSS konnten sowohl fiir das Alexa Fluor
647-Konjugat (Abb. 16 A, B) als auch fir das YFP-cCPE-Fusionsprotein (Abb. 16 D, E)
deutliche Signale auf der Plasmamembran der Zellen detektiert werden. Weder die Alexa Fluor
647-gekoppelte Kontrolle (Abb. 16 C) noch das Fusionsprotein YFP-cCPE-YALA (Abb. 16 F)
zeigten ein Signal auf der Oberflache der Zellen. Fir beide Proteine wurden aber unspezifische
Signale aufgrund von Aggregaten detektiert.

In den lebenden Zellen konnte, anders als in den fixierten Proben (Abb. 15), auch ein
deutliches Signal fir die Claudin-bindenden, Fluorophor-markierten cCPE-Varianten an den
Zell-Zell-Kontakten im Inneren der Zellinseln nachgewiesen werden. Um die Antikérper-
Zuganglichkeit in diesen Bereichen zu Uberprifen, wurden YFP-cCPE-behandelte HT-29/B6-
Zellen fixiert und mit Antikérpern gegen YFP und ZO1 gefarbt (Abb. 16 G —I). Wie bereits in
den vorgehenden Proben beobachtet wurde, gab es nicht an allen Zell-Zell-Kontakten eine
deutliche ZO1-Anreicherung. Dies spricht daflir, dass die HT-29/B6-Zellen noch nicht
vollstandig differenziert waren und somit nicht tiberall funktionelle TJ ausgebildet hatten. Uber
das eigene YFP-Fluoreszenzsignal des YFP-cCPE konnte fir cCPEwt und -SSS eine
deutliche Bindung an allen Zell-Zell-Kontakten gezeigt werden. Dementgegen konnte das
Signal des anti-YFP-Antikérpers nur an gut zuganglichen Stellen am Rand der Zellinseln, nicht
aber in der Mitte, detektiert werden (Abb. 16 G, H). Die Spezifitat dieser Signale wurde mithilfe
der Negativkontrolle YFP-cCPE-YALA sichergestellt. Fir dieses konnte weder eine YFP-
Fluoreszenz des Fusionsproteins noch ein Signal flr die Antikérperfarbung detektiert werden
(Abb. 16 I). Diese Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass eine cCPE-Bindung in fixierten
Proben mittels Antikdrperbindung nicht aufgrund fehlender cCPE-Rezeptoren, sondern wegen
einer unzureichenden Zuganglichkeit nicht detektiert werden konnte.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass sich die Bindung der Varianten cCPEwt und -SSS an
Claudin-exprimierende Zellen in lebenden Zellen sowohl Uber ein posttranslational
konjugiertes Alexa Fluor 647 als Uber ein YFP-cCPE-Fusionsprotein detektierten Iasst. Diese
Bindung ist spezifisch und weist nur sehr geringe Hintergrundsignale auf. Auferdem ist durch
die geringere Grole der Fluorophor-markierten Proteine im Vergleich zu einer Antikorper-

Kopplung auch eine Detektion an schwer zuganglichen Stellen innerhalb der Zellen méglich.
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Mithilfe von YFP-cCPE liel3en sich auRerdem die Entwicklung funktioneller Tight Junctions
sowie mogliche Veranderungen der Claudinlokalisation in lebenden HT-29/B6-Zellen
untersuchen. Dazu wurden die Zellen subkonfluent auf Deckglaser ausgesat und die
parazellulare Barriere nach 24- bzw. 48-stindiger Kultivierung indirekt Gber CellMask™
visualisiert. CellMask™ bindet an die Plasmamembran der Zellen, wird aber durch funktionelle
TJ daran gehindert, von der apikalen in die basolaterale Membran zu diffundieren. Sind diese
noch nicht in den Zellen ausgebildet, so kann es innerhalb kurzer Zeit an die gesamte
Plasmamembran binden. YFP-cCPE-SSS wurde fir die Detektion der Claudine sowie als
weiterer funktioneller Marker fiir die TJ-Barriere gewahlt. Es sollte an Claudine binden, die
nicht in TJ-Strange inkorporiert sind, da die extrazelluldre Bindungsstelle méglicherweise
durch die trans-Interaktion mit anderen Claudinen blockiert wird (Krause, Protze, and Piontek
2015, Eichner, Augustin, et al. 2017) (Abb. 17).

An HT-29/B6-Zellen, die fur einen Tag auf Deckglasern kultiviert wurden, zeigten sowohl
CellMask™ als auch YFP-cCPE-SSS bereits nach 10-minltiger Inkubation eine deutliche
Bindung, die besonders stark am Randbereich der Zellinseln war und zur Mitte hin abnahm
(Abb. 17 A). Nach 60-minutiger Inkubationszeit war jedoch auch in der Mitte der Zellinseln eine
starke Bindung von YFP-cCPE-SSS und eine etwas schwachere Bindung von CellMask™
eindeutig zu detektieren (Abb. 17 B). In der orthogonalen Ansicht wird deutlich, dass YFP-
cCPE-SSS sowohl in der apikalen als auch in der basolateralen Zellmembran bindet
(Abb. 17 C).

Wurden die HT-29/B6-Zellen flr zwei Tage kultiviert, konnte nach 15-minitiger Inkubation mit
CellMask™ und YFP-cCPE-SSS deren Bindung nur am &uflersten Rand der Zellinsel
detektiert werden (Abb. 17 D). Auch wenn die Inkubationszeit auf 60 min verlangert wurde,
sind die beiden Marker nur in die Randbereiche der Zellinsel eingedrungen. In der Mitte der
Zellinsel wurde weder fir CellMask™ noch fir YFP-cCPE-SSS ein Bindungssignal detektiert
(Abb. 17 E). Die Kolokalisation der YFP-cCPE-SSS-Bindung und des CellMask™-Signales ist
in der apikalen Membran der Zellen in den Randbereichen deutlich starker als im Inneren der
Zellgruppe (Abb. 17 F). Dieser Befund lasst darauf schlieRen, dass in den starker
differenzierten Zellen weniger extrajunkionale Claudine in der apikalen Membran als cCPE-
Rezeptoren zur Verfligung stehen als es in eher undifferenzierten Zellen der Fall ist.

Neben der veranderten Claudinlokalisation zeigen diese Daten, dass die parazellulare Barriere
in HT-29/B6-Zellen nach zweitagiger Kultivierung starker ausgebildet ist als nach nur einem
Tag, auch wenn die Zellen noch subkonfluent sind. Am zweiten Tag wurde CellMask™ durch

funktionelle TJ daran gehindert, in das Innere der Zellinseln zu diffundieren.

100



Ergebnisse

{ XFP-8GPE
,“"" iy

o/ *& p

o
) i
o

sf/)

A

b

YFP-cCPE

IR, TR,
”\i B 2 N ‘|. N ‘
\‘- -l" L \NL‘M’

Abbildung 17 Die Entwicklung der TJ-Barriere in HT-29/B6-Zellen ldsst sich mithilfe von CellMask™ und
YFP-cCPE visualisieren. Reprasentative Aufnahmen subkonfluenter HT-29/B6 mit YFP-cCPE-SSS (griin) und
CellMask™ (rot) als Uberlagerungen mit differenziellem Interferenzkontrastbild. HT-29/B6-Zellen subkonfluent auf
Deckglaser ausgesat. (C, D) Orthogonale Ansicht (xy, xz und yz). (A - C) Einen bzw. (D - F) zwei Tage nach
Ausséen Inkubation der Zellen mit 5 yg/ml YFP-cCPE-SSS und CellMask™ (Verdinnung 1:15000 in Hepes-
Ringer), Bindung in Echtzeit am LSM verfolgt. (A) Zellen, die fur einen Tag kultiviert wurden, zeigten nach 10 min
Bindungssignal fir CellMask™ und YFP-cCPE-SSS an aufieren Zell-Zell-Kontakten. (B) Nach 60 min wiesen alle
Zell-Zell-Kontakte deutliches Signal fir YFP-cCPE-SSS auf. Plasmamembran aller Zellen durch CellMask™
angefarbt, Gradient von aulReren zu inneren Zellen. (C) Anreicherung von YFP-cCPE nicht nur in apikaler, sondern
auch in basolateraler Plasmamembran. (D) Zellen, die fir zwei Tage kultiviert wurden, besallen ausgepragte
parazellulare Barriere. Bindung von YFP-cCPE-SSS und CellMask™ 15 min nach Zugabe nur an &uflere
Plasmamembran von Zellen am Rand der Gruppe. (E) YFP-cCPE-SSS und CellMask™ nach 60 min Uber
parazellularen Weg in duRere Schichten der Zellgruppe eingedrungen. Zwischen auf3eren und inneren Zellen wies
eingeschrankte Diffusion von CellMask™ auf ausgepragte parazellulare Barriere und funktionelle TJ hin. Claudine,
die polymersiert in TJ-Strangen vorlagen, standen nicht als Rezeptoren fiir YFP-cCPE-SSS zur Verfugung. (F)
Geringe Kolokalisation von YFP-cCPE-SSS und CellMask™ in apikaler Membran im Inneren der Zellgruppe als im
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Randbereich deutet darauf hin, dass in starker differenzierten Zellen weniger Rezeptorclaudine in der apikalen
Membran vorliegen. Maf3stabsbalken 20 pym.

4.3.2 cCPE-SSS bindet an Zellen mit veranderten Tight Junctions in einem in

vitro-Modell eines entzundeten Kolonepithels

In einem in vitro-Modell fir entziindliche Darmerkrankungen wurde die Detektion der Bindung
von cCPE an ein Kolonepithel mit gestdrter Barrierefunktion untersucht.

Eine 20-stiindige ex vivo-Inkubation der distalen Rattenkolonmukosa mit TNFa und IFNy
verandert die Morphologie der Kolonmukosa zu einem Phanotyp mit verkirzten Krypten und
fuhrt zu einer erhdhten Expression des porenbildenden Cldn2 und einer verringerten
Expression der barrierebildenden Cldn1, -5 und -7 (Amasheh et al. 2009).

Nach der Inkubation mit den Zytokinen wurden 15 pg/ml Alexa Fluor 647-markiertes GST-
cCPE-SSS bzw. -YALA von der mukosalen Seite des Kolonepithels appliziert und fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde das Gewebe fixiert und mittels Immunfluoreszenz die
Lokalisation des TJ-Markers ZO1 und die Bindung der cCPE-Proteine analysiert (Abb. 18).
Morphologisch liefien sich keine Unterschiede zwischen der unbehandelten (- Zytokine) und
der Zytokin-behandelten Kolonmukosa feststellen. Die Mukosa besal3, unabhangig von der
Behandlung, die typische Kolonstruktur mit deutlich erkennbaren Krypten. Die Enterozyten
zeigten ein weitgehend intaktes ZO1-Signal im apikolateralen Bereich der Zellen. Dies indiziert
eine intakte TJ-Barriere, bei der die meisten Claudine junktional vorliegen.

Fir cCPE-SSS konnte sowohl im unbehandelten als auch im Zytokin-behandelten
Kolonepithel ein Signal des Fluorophors Alexa Fluor 647 detektiert werden. Die Bindung von
cCPE-SSS wurde eher auf der mukosalen Oberflache des Epithels an Stellen mit einem
delokaliserten ZO1-Signal beobachtet (Abb. 18 A, B, Detailansicht in A1, B1). Dies deutet auf
delokalisierte, extrajunktionale Claudine in der Plasmamembran hin, deren extrazellulare
Segmente zuganglich flir eine cCPE-Bindung sind.

Fir cCPE-YALA wurde auch an Stellen mit einem delokalisierten ZO1-Signal keine Bindung
detektiert (Abb. 18 C, D, Detailansicht C1, D1). Das detektierte Alexa Fluor 647-Signal in
Proben mit cCPE-SSS-Inkubation ist somit auf eine spezifische Bindung von cCPE-SSS an
delokalisierte Claudine im Epithel und nicht auf eine unspezifsche Aggregation des Proteins
zurlckzufihren.

Die Bindung von Alexa-Fluor 647-markiertem cCPE-SSS bzw. -YALA wurde bezogen auf die
Zellzahl (DAPI) quantifiziert und auf das Signal der Negativkontrolle cCPE-YALA im
unbehandelten Kolonepithel normiert (Abb. 18 E). Sowohl im unbehandelten als auch im
Zytokin-behandelten Modell bindet cCPE-SSS deutlich stérker an das Epithel als die
Negativkontrolle cCPE-YALA (unbehandeltes Kolon: cCPE-YALA: 1 + 0,29, cCPE-SSS:
8,51 + 2,14, Zytokinbehandlung: cCPE-YALA: 0,53 + 0,08, cCPE-SSS: 7,37 + 1,73). Die
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Behandlung mit Zytokinen flhrte jedoch nicht zu einer starkeren Bindung von cCPE-SSS im

Vergleich zum unbehandelten Epithel.

cCPE-S305P/S307R/S313H cCPE-Y306A/L315A
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Abbildung 18 Die Bindung von cCPE-SSS an delokalierte Claudine in einem ex vivo-Modell fiir chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen lasst sich spezifisch iliber das konjugierte Fluorophor Alexa Fluor 647
nachweisen. Gewebeprobe distales Rattenkolon ex vivo in Ussing-Kammer von serosaler Seite mit TNFa und
IFNy behandelt (20 h, 37 °C). Anschlieflende Inkubation mit 15 ug/ml Alexa Fluor 647-GST-cCPE-SSS bzw -YALA
(30 min, 37 °C), Fixierung, Immunfluoreszenzfarbung. (A — D) Reprasentative konfokalmikroskopische Aufnahmen
des fixierten Kolongewebes nach 20-stiindiger Inkubation mit Zytokinen (B, D) bzw. des Kontrollgewebes (A, C)
und 30-miniitiger Inkubation mit Alexa Fluor 647-GST-cCPE. Ubersichtsaufnahmen in orthogonaler Ansicht (xy, xz
und yz), sowie vergrofierte Detailabbildungen. (A, B) cCPE-SSS bindet dort an Kolonepithel, wo delokalisiertes
Z01-Signal auf extrajunktionale Claudine hindeutet. (C, D) Fiir die cCPE-YALA (Negativkontrolle) wurde an diesen
Stellen keine Bindung detektiert. Maf3stabsbalken 20 ym. (E) Quantifizierung der Bindung von Alexa Fluor 647-
markierten cCPE-Varianten an entzliindetes Kolonepithel. Relative Signalstérke (Signal fir Alexa Fluor 647
bezogen auf Zellzahl (DAPI) in Maximumprojektionen der aufgenommenen Fokus stacks (z-Ebene)). Normierung
der Signale auf Negativkontrolle cCPE-YALA im unbehandelten Kolon. Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit
Post-hoc Dunn-Test: * p = 0,034, ** p = 0,003. Biopsien aus zwei Rattenkola. n = 2 fir cCPE-SSS, n = 1 fir cCPE-
YALA. Insgesamt wurden fiir Behandlung mit ccPE-SSS 10 und mit cCPE-YALA 5 Aufnahmen ausgewertet.
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Insgesamt lasst sich festhalten, dass die Bindung von fluorophormarkiertem cCPE-SSS an
delokaliserte Claudine in einem entzindlichen Kolonmodell mithilfe des Alexa Fluor 647-
Signals spezifisch detektiert werden kann. Durch die Zytokinbehandlung wurden im Vergleich
zu der Kontrollbehandlung jedoch nicht mehr Claudine auf der Oberflache der Enterozyten
zuganglich, sodass es flr cCPE-SSS keine Unterschiede in der Signalstarke zwischen

unbehandeltem und Zytokin-behandeltem Kolonepithel gab.

4.3.3 cCPE-SSS bindet an Zellen mit delokalisierten Tight Junctions in

humanen kolorektalen Polypen

Darmpolypen sind gutartige Neoplasien des intestinalen Epithels, auf deren Oberflache
delokalisierten Claudine Uber cCPE-SSS detektiert werden sollten. Nach der ex vivo-
Inkubation der Polypen mit dem Multi-Claudinbinder cCPE-SSS bzw. cCPE-YALA als
Negativkontrolle wurde die Bindung von cCPE mittels Immunfluoreszenz analysiert. ZO1
wurde dabei als TJ-Marker verwendet, um die Integritdt des Kolonepithels in den Polypen
abzuschatzen (Abb. 19). Die Polypen zeigten zumeist ein durchgehendes ZO1-Signal im
apikolateralen Bereich der Plasmamembran der Enterozyten (Abb. 19 A — D). Dies deutet auf
ein groBtenteils intaktes Kolonepithel mit funktionellem TJ-Netzwerk hin, in dem die Claudine
hauptsachlich polymerisiert in TJ-Strangen vorliegen.

An einigen Stellen wurde kein kontinuierliches junktionales, sondern ein delokalisiertes ZO1-
Signal in der apikalen Membran der Enterozyten beobachtet. Die Bindung von cCPE-SSS
wurde nur auf der Oberflache von Zellen detektiert, welche ein delokalisiertes ZO1-Signal
aufwiesen (Abb. 19 A, B). Sowohl das delokalisierte ZO1-Signal als auch die Bindung von
cCPE-SSS sind Hinweise auf extrajunktionale, unpolymersierte Rezeptoclaudine, die auf der
Oberflache der Enterozyten vorliegen. Fur die Negativkontrolle cCPE-YALA wurde auch auf
Zellen mit delokalisertem ZO1-Signal keine Bindung beobachtet (Abb. 19 C, D). Somit wurde
auch in einem nativen Gewebe die Spezifitdt der Bindung von cCPE-Varianten sichergestellt.
Um die Eignung von cCPE-SSS fir die Detektion delokaliserter Claudine in Kolonpolypen zu
Uberprufen, wurde die Bindung der beiden cCPE-Proteine an die Kolonpolypen quantifiziert
und auf die Zellzahl (DAPI-Signal) normiert (Abb. 19 E). Dabei war das Signal fir die Bindung
des Multiclaudinbinders cCPE-SSS an humane Kolonpolypen durchschnittlich zwdlfmal
starker als das entsprechende Signal fir die Negativkontrolle cCPE-YALA (cCPE-SSS:
12,06 + 2,71, cCPE-YALA: 1 + 0,05, Mann-Whitney-Test: p < 0,0001).

Aus dem apikolateralen, junktionalen ZO1-Signal in der Plasmamembran der Enterozyten
kann abgeleitet werden, dass die untersuchten Kolonpolypen noch gut differenziert waren, wie
es fir Adenome in sehr friihen Stadien der Tumorentwicklung zu erwarten ist. Die Ergebnisse
zeigten, dass sich delokalisierte Claudine in pra-kanzerésen Kolonlasionen spezifisch mithilfe

von cCPE-SSS detektieren lassen.

104



Ergebnisse

cCPE-S305P/S307R/S313H cCPE-Y306A/L315A

m

20

15 —

10

relative Signalstarke

cCPE-Y306A/L315A cCPE-S305P/'8307R/S313H

Abbildung 19 cCPE-SSS bindet spezifisch an Zellen mit dysregulierten Tight Junctions in humanen
kolorektalen Polypen. Humane Kolonpolypen ex vivo mit 15 ug/ml der jeweiligen GST-cCPE-Proteine inkubiert
(30 min, 37 °C, regelmaRiges Invertieren der Probe), Fixierung und Farbung von ZO1 (Kaninchen anti-ZO1) und
GST-cCPE (Maus anti-GST). Reprasentative konfokalmikroskopische Aufnahmen. Kolonpolypen zeigten
groRtenteils durchgehendes ZO1-Signal in Plasmamemban. (A, B) cCPE-SSS hat nur dort an Polypen gebunden,
wo das Z0O1-Signal delokalisiert war und auf extrajunktionale Claudine in der Plasmamembran hindeutete. (C, D)
Fir cCPE-YALA wurde keine Bindung an Kolonpolypen beobachtet. Mafstabsbalken 20 um. (E) Quantifizierung
der Bindung von GST-cCPE-SSS und -YALA. Relative Signalstarke in Maximumprojektionen der aufgenommenen
Fokus stacks errechnet aus Signal fir GST-cCPE bezogen auf Zellzahl (DAPI). Normierung auf Signal von cCPE-
YALA in einzelnen Polypen. Mittelwerte + SEM. Mann-Whitney-Test: p < 0,0001. Polypen von 5 Patienten.
Insgesamt fir Behandlung mit cCPE-SSS 58 und fiir cCPE-YALA 54 Aufnahmen ausgwertet.

4.3.4 Magenkarzinome exprimieren Rezeptorclaudine fur cCPE-SSS

Magenkarzinome von zwei Patienten wurden von Dr. Philip Bischoff (Institut fir Pathologie,
Charité — Universitdtsmedizin Berlin) auf Grundlage von Hamatoxylin- und Eosin-gefarbten
Paraffinschnitten (J. Arndt, Arbeitsgruppe flr experimentelle und Kklinisch-chirurgische
Forschung) klassifiziert (s. Anhang, Abb.31). Die Klassifizierung ist in Tab. 11

zusammengefasst.
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Tabelle 11 Klinische Merkmale der Patienten und ihrer Magenkarzinome. Die histopathologische Einordnung
erfolgte nach Laurén und WHO-Standards.

Patient Geschlecht Lokalisation Histologie Subtyp?
1 mannlich Corpus ventriculi Adenokarzinom diffus
2 weiblich Corpus ventriculi Adenokarzinom muzinds

Zunachst wurde die Expression und Lokalisation relevanter Rezeptorclaudine im
Tumorgewebe untersucht (Abb. 20 A, B), um Vergleiche zwischen der Claudinexpression und
-lokalisation in Zellen des Primarkarzinoms und der Organoide zu erméglichen. Dazu wurden
Paraffinschnitte der beiden primdren Magenkarzinome (angfertigt von J. Arndt) mittels
Immunfluoreszenzfarbung gegen Cldn1 und Cldn4 gefarbt.

In beiden Tumoren waren anhand der Claudinsignale unterschiedliche Zellpopulationen
erkennbar. Einige Zellen im Schnitt von Patient 1 schienen noch in einer geordneten,
drisenahnlichen Struktur vorzuliegen. In diesen Zellen waren Cldn1 und -4 in der
Plasmamembran lokalisiert. Eine zweite Zellpopulation lag eher ungeordnet vor und zeigte
intrazellulare Cldn1- und -4-Signale. Weiterhin gab es Zellen, die weder Cldn1 noch Cldn4
exprimieren (Abb. 20 A).

Die meisten Zellen im Tumorschnitt von Patient 2 lagen in einer geordneten Drisenstruktur
vor. In diesen Zellen war Cldn4 deutlich in der Plasmamembran lokalisiert. Cldn1 lag sowohl
in der Plasmamembran als auch intrazellular vor. Eine kleine Zellpopulation zeigte einen
Fibroblasten-ahnlichen Phanotyp mit intrazellular lokalisiertem Cldn4. In diesen Zellen gab es
entweder kein oder nur wenig, intrazellulares Cldn1 (Abb. 20 B).

Die histologische Klassifizierung der Tumore schien sich in ihrer Claudinexpression und -
lokalisation ~ widerzuspiegeln. Der hohere Dedifferenzierungsgrad des diffusen
Magenkarzinoms ging mit einem intrazellular delokalisierten oder fehlendem Claudinsignal
einher. Viele Zellen in dem eher gut differenzierten muzinésen Magenkarzinom von Patient 2
lagen noch in der geordneten, drisenahnlichen Struktur des Magenepithels vor. In diesen
Zellen war ein Grofdteil des Cldn1 und -4 in der Plasmamembran lokalisiert.

Zellen in den Magenkarzinomen beider Patienten exprimierten Cldn1 und -4, die als

Rezeptorclaudine fir cCPE-SSS dienen kénnen.

2 Als Adenokarzinome werden solche Magenkarzinome bezeichnet, deren Zellen sich von den
Drusenzellen ableiten. Ein diffuses Adenokarzinom ist nicht scharf abgegrenzt und zeigt
infiltratives Wachstum in die Magenwand. Muzinése Adenokarzinome sind durch azellulare

Schleimablagerungen gekennzeichnet.
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Abbildung 20 Mit YFP-cCPE-SSS kénnen Claudine in lebenden Magenkarzinomorganoiden visualisert
werden. Reprasentative konfokalmikroskopische Aufnahmen (A, B, G — J) und Uberlagerungen mit differenziellem
Intereferenzkontrastbild (C, D). (A, B) Immunfluoreszenzfarbung des fixierten Tumorgewebes von Patient 1 (A) und
2 (B) gegen Cldn1 und -4 (Kaninchen anti-Cldn1, Maus anti-Cldn4) zeigten, dass primare Karzinomzellen Cldn1
und -4, welche als Rezeptoren fir YFP-cCPE-SSS dienen kénnen, exprimierten. (C — F) Lebende Organoide der
Magenkarzinome von Patient 1 und 2 nach dreiwdchiger Kultivierung mit YFP-cCPE-Varianten inkubiert (37 °C,
5% COz). (C, E) YFP-cCPE-SSS hat an Zellkontakten auf der Oberflache lebender Organoide gebunden und
visualisierte so die Claudine in der Plasmamembran der Organoidzellen. (D, F) YFP-cCPE-YALA (Negativkontrolle)
zeigte kein Signal. Fixierung der Organoide, wenn YFP-cCPE-Signal fiir mindestens 1 h konstant war (Patient 1:
170 min, Patient 2: 260 min). Immunfluoreszenzfarbung gegen gebundendes YFP-cCPE-SSS sowie dessen
Rezeptorclaudine (Maus anti-GFP, Kaninchen anti-Cldn1 bzw. anti-Cldn4). (G — J). Unterschiedliche Phanotypen
der Organoide entsprechen verschiedenen Zelltypen und deren Differenzierungsgrad aus Karzinomgewebe.
Wahrend Cldn1-Signale sowohl intrazelluldr als auch in Plasmamembran detektiert werden konnten, gab es in
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drusendhnlichen Organoiden mit ausgepragtem Lumen prominentes Cldn4-Signal an Zellkontakten. Deutlich
schwacheres Claudinsignal in apikalen Membranen deutete auf funktionelle TJ-Diffusionsbarriere hin. YFP-cCPE-
SSS kolokalisierte mit Claudinen in der Plasmamembran (gelb in Uberlagerung). MaRstabsbalken 50 um.

4.3.5 Die Bindung von cCPE-SSS kann in Echtzeit auf der Oberflache lebender

Magenkarzinom-Organoide detektiert werden

YFP-cCPE wurde verwendet, um Claudine auf den Oberflachen Iebender
Magenkarzinomorganoide zu detektieren. Nach 2 - 3 h liel sich die Bindung von YFP-cCPE-
SSS an die Organoide von den Patienten 1 und 2 spezifisch detektieren (Abb. 20 C, E). Die
nicht-bindende Mutante YFP-cCPE-YALA zeigte kein Signal (Abb. 20 D, F). Phanotypische
Veranderungen der Organoide, die auf eine ungewilnschte Wirkung des YFP-cCPE
zurtckzufiihren waren, wurden wahrend der gesamten Inkubationszeit nicht beobachtet.

YFP-cCPE-SSS eignet sich somit fur die spezische Echtzeit-Detektion von Cldn1 -9 in

lebenden Magenkarzinom-Modellen.

4.3.6 cCPE-SSS bindet spezifisch an extrajunktionale Claudine in

Magenkarzinom-Organoiden

Nach der Inkubation der Magenkarzinomorganoide mit YFP-cCPE und der Echtzeitaufnahme
des Bindungssignals wurden die Organoide fixiert, um mittels Immunfluoreszenz die
Expression und Lokalisation der Claudine 1 und 4 zu analysieren. Die YFP-cCPE-Bindung
wurde zudem Uber eine anti-YFP-Farbung verifiziert.

Aus den Karzinomen beider Patienten entwickelten sich Organoide unterschiedlicher
Phanotypen, was die Heterogenitat der Zellen im Tumor reflektiert. Fur die folgende Analyse
wurden driisenahnliche Organoide mit ausgepragtem Lumen verwendet, da diese eher einem
epithelialen Phanotyp entsprechen und eine starkere Bindung von YFP-cCPE-SSS zeigten als
solide Organoide ohne Lumen.

Die Organoide beider Patienten exprimierten Cldn1 und -4 (Abb. 20 G — J). Bei Patient 1 war
das Cldn1 eher intrazellular lokalisert; Cldn4 hingegen zeigte starke Signale an den
Zellkontakten (Abb. 20 G, I).

In den Organoiden von Patient 2 gab es sowohl fir Cldn1 als auch fir Cldn4 ein deutlich
vermehrtes Signal an den Zellkontakten.

In den apikalen Membranen aller Organoide waren die Claudinsignale nur sehr schwach.

Die Bindung von YFP-cCPE-SSS kolokalisierte stark mit den Claudinen in der
Plasmamembran der Organoidzellen (die Kolokalisation ist in der Uberlagerten Abbildung aller
Kanale als gelbes Signal erkennbar). cCPE kann jedoch nur an Claudine binden, die keine
trans-Interaktion eingehen (Abschnitt 4.3.1, Abb. 17 und (Krause, Protze, and Piontek 2015)).

Somit sollten die meisten der detektierten Claudine extrajunktional und nicht zu TJ
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polymerisiert vorliegen. Demgegentber ist das Fehlen einer cCPE-Bindung in der apikalen
Membran der Organoidzellen ein Hinweis auf eine intakte TJ-Barriere.

Insgesamt spricht die Claudinexpression und -lokalisation fiir den epithelialen Ursprung der
Organoide, jedoch auch fiir einen gewissen Dedifferenzierungsgrad der Zellen. So gibt es zwar
deutliche Hinweise auf das Vorhandensein intakter TJ, welche einen epithelialen Phanotyp der
Organoide indizieren. Jedoch ist das Claudinsignal stark Uber die basolaterale Membran

ausgebreitet, was auf eine epithelial-mesenchymalen Transition hinweisen konnte.

4.4 Modulierung der epidermalen Tight Junction-Barriere durch cCPE-

Varianten

Die epidermale Barriere der menschlichen Haut setzt sich aus den verhornten, abgestorbenen
Corneozyten und den darunter liegenden TJ zwischen den Keratinozyten des Stratum
granulosum (SG) zusammen. Die TJ der Epidermis enthalten vorrangig Cldn1 und Cldn4.
Diese stellen Rezeptoren flir cCPEwt (Cldn4) und den Multiclaudinbinder cCPE-SSS (Cldn1
und -4) dar.

Modelle rekonstruierter humaner Epidermis (RHE) wurden fir 24 bzw. 48 h mit cCPE-
Varianten inkubiert. Die spezifische Offnung der TJ-Barriere wurde durch R.Mannweiler iber
eine neue impedanzspektroskopische Methode fir mehrschichtige Epithelien gemessen
(Mannweiler et al., Direct assessment of individual skin barrier components by electrical

impedance spectroscopy. Manuskript in Revision).

4.4.1 In rekonstruierter humaner Epidermis werden relevante Claudine

exprimiert

Die Expression und die Lokalisation ausgewahlter TJ-Proteinen wurden in den vorliegenden
RHE-Modellen untersucht. Die Untersuchung wurde mittels Immunfluoreszenz in Modellen
durchgeflihrt, die bis zum 5. Tag nach Umstellung auf das Air-Liquid-Interface (ALI) kultiviert
worden waren (Abb. 21).

Occludin wurde als Marker fir intakte TJ in der Epidermis verwendet. In den
konfokalmikroskopischen Aufnahmen gab es ein ausgepragtes Hintergundsignal fir die
Occludinfarbung (Abb. 21 A). Dennoch lie3en sich auch Occludin-positive Bereiche erkennen,
welche in der Abbildung durch einen Pfeil gekennzeichnet sind. Occludin umgab die oberen
Keratinozyten des SG im apikalen Bereich und war daher in den Paraffinschnitten als
punktférmiges Signal in der Plasmamembran erkennbar. Occludin-positive Bereiche, an denen
das Cldn4-Signal stoppte, zeigten moglicherweise intakte TJ.

Cldn1 wurde in allen Schichten des Epidermismodells exprimiert, Cldn4 hingegen nur in den
oberen Schichten lebender Zellen, welche dem SG entsprechen (Abb. 21 B). Beide Claudine

waren stark extrajunktional lokalisiert und zeigten Signale in der gesamten Plasmamembran.
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Eine Kolokalisation von Cldn1 und -4 in der basolateralen Membran mit einem fehlenden oder
nur sehr schwachen Signal in der apikalen Membran kénnte ein Hinweis auf TJ sein
(Abb. 21 B, Pfeile).

In den konfokalmikroskopischen Aufnahmen lassen sich intakte TJ nur sehr schwer erkennen.
Die Cldn1 und -4 liegen mehrheitlich extrajunktional in der Plasmamembran vor, sodass sie

dort als Rezeptoren flir cCPEwt und -SSS dienen kénnen.

Abbildung 21 Expression und Lokalisation von TJ-Proteinen in rekonstruierter humaner Epidermis.
Reprasentative konfokalmikroskopische Aufnahmen nach Fixierung und Immunfluoreszenzfarbung von am 5. Tag
nach Umstellung auf ALI. (A) Expression von Cldn1 in allen lebenden Zellen der RHE, von Cldn4 in oberen
lebenden Zellschichten. Beide Claudine hauptsachlich extrajunktional in gesamter Plasmamembran lokalisiert.
Kolokalisation von Cldn1 und Cldn4 (gelbes Signal der Uberlagerung) in basolateraler Membran mit fehlendem
oder schwachem Claudinsignal in apikaler Membran kdnnte intakte TJ in oberster Schicht des SG indizieren
(Pfeile). (B) Occludin lokalisierte im apikalen Bereich der lateralen Membran der Keratinozyten des SG oberhalb
des Cldn4-Signals (Pfeile), wurde aber auch extrajunktional detektiert (Zytoplasma, Nukleus). Kolokalisation von
Occludin und Cldn4 mit fehlendem Cldn4-Signal in apikaler Membran als Indikator fiir funktionelle TJ. ap — apikale
Seite der RHE. Malstabsbalken 20 pm.

4 4.2 cCPE-Varianten binden an Claudine in rekonstruierter humaner

Epidermis und offnen die Tight Junction-Barriere

RHE-Modelle wurden ab dem 3. Tag nach Umstellung auf ALI von der basalen Seite mit
50 pg/ml der cCPE-Varianten inkubiert. Nach 24-stiindiger Inkubation wurde die Offnung der
TJ-Barriere mittels Impedanzspektroskopie (R. Mannweiler) gemessen. Die TJ-Barriere wurde
sowohl durch cCPEwt als auch durch cCPE-SSS gedffnet. Obwohl cCPEwt starker an Cldn4
und nur schwach an Cldn1 bindet, 6ffnete es die TJ gleichermalRen. Die Negativkontrolle
cCPE-YALA hatte keinen Einfluss auf die TJ-Funktion. Die Barriere des Stratum corneum
wurde durch die Inkubation mit den cCPE-Proteinen nicht beeinflusst (s. Anhang, Abb. 33).
Nach der Impedanzmessung bzw. nach 48-stundiger Inkubation mit 50 ug/ml GST-cCPE
wurden die Modelle fixiert und Paraffinschnitte angefertigt, welche fir eine
Immunfluoreszenzfarbung gegen die TJ-Proteine Occludin und Cldn1 sowie GST-cCPE
verwendet wurden (Abb. 22).
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Bereits nach 24-stindiger Inkubation wurde fir cCPEwt und -SSS ein klares Signal an den
Zellkontakten in allen Schichten der RHE erhalten; die Negativkontrolle cCCPE-YALA zeigte
kein Signal. (Abb. 22 A — F). Occludin-positive Zellen sind durch einen Pfeil gekennzeichnet.
An diesen Stellen stoppte das Signal flir cCPEwt und -SSS haufig, was auf funktionelle TJ an
diesen Stellen hinweisen koénnte (Basler et al. 2017, Bergmann et al. 2020). Sowohl cCPEwt
als auch cCPE-SSS kolokalisierten in allen Schichten der RHE mit Cldn1.

Auch nach 48 -stiindiger Inkubation mit den cCPE-Proteinen wurde eine Bindung von cCPEwt
und -SSS an den Zellkontaten in allen Schichten der RHE beobachtet. Schwache Signale
wurden auch fiir die Negativkontrolle cCPE-YALA detektiert. Diese waren jedoch sehr diffus
und wurden daher als unspezifische Bindung aufgrund der langen Inkubationszeit klassifiziert
(Abb. 22 G —L). Trotz der langen Inkubationszeit wurden noch Occludinsignale detektiert, an
denen die Signale fur cCPEwt und -SSS stoppten (Abb. 22 G — |, Pfeile). An diesen Stellen
kénnten funktionale TJ vorliegen. cCPEwt und -SSS kolokaliserten mit Cldn1; dies wurde fir
cCPE-YALA nicht beobachtet (Abb. 22 J —L).

Die Morphologie der RHE unterschied sich nach der langeren Inkubations- und somit auch
Kultivierungszeit nicht von den Modellen, welche fur 24 h mit den cCPE-Varianten inkubiert
wurden. Dies lasst darauf schlieen, dass auch in Anwesenheit von claudinbindenden cCPE-
Varianten ein funktionelles, mehrschichtiges Epithel aufrechterhalten werden konnte und
cCPE keinen toxischen Effekt auf die Keratinozyten hatte.

Zusammen zeigten die impedanzspektroskopischen Messungen (s. Anhang, Abb. 33) und die
Immunfluoreszenzfarbungen (Abb. 22), dass die epidermale TJ-Barriere gezielt durch

claudinbindende cCPE-Varianten moduliert werden kann.
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Abbildung 22 cCPE-Varianten binden an Claudine in rekonstruierter humaner Epidermis. Reprasentative
konfokalmikroskopische Aufnahmen. Inkubation der RHE am 3. Tag nach Umstellung auf ALI mit 50 ug/ml GST-
cCPE von basaler Seite fir 24 (A —F) bzw. 48 h (G — L). Fixierung der Modelle nach Impedanzmessung und
Einbettung in Paraffin. Paraffinschnitte mittels Immunfluoreszenz gefarbt und am LSM analysiert. (A—C, G - 1)
Occludin-positive Zellen mit Pfeilen gekennzeichnet. cCPEwt (A, G) und -SSS (B, H) banden in allen Schichten der
RHE. An Occludin-positiven Stellen drang cCPE zum Teil nicht weiter in RHE ein. An diesen Stellen lagen
moglicherweise intakte TJ vor. (D — F, J — L) Cldn1 wurde in allen Schichten der RHE exprimiert und war in der
gesamten Plasmamembran der Keratinozyten lokalisiert. Die Bindung von cCPEwt (D, J) und -SSS (E, K)
kolokalisierte mit dem Signal fir Cldn1. (C, F, I, L) cCPE-YALA band nicht an den Zellkontakten in der RHE. (J, K)
Zellkulturfilter auf der basalen Seite der RHE zeigten eine deutliche Farbung flir cCPEwt bzw. -SSS. ap — apikale
Seite der RHE. Mal3stabsbalken 50 pm.
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5 Diskussion

Claudine sind nicht nur mafigeblich an der Ausbildung von Gewebebarrieren beteiligt, sondern
besitzen auch weitreichende, zellbiologische Funktionen bspw. in der Tumorentwicklung und
epithelial-mesenchymalen Transition.

Durch die umfassende Charakterisierung der Struktur und Funktion von (c)CPE und den
Claudinen konnte das molekulare Verstandnis der cCPE-Claudin-Interaktion genutzt werden,
um die Claudinsubtypspezifitdt von (c)CPE gezielt durch strukturbasierte, molekulare
Modifikationen zu verandern (Neuhaus et al. 2018, Protze et al. 2015, Piontek et al. 2019).

In dieser Arbeit wurden mithilfe der Variante cCPE-S231R/S313H (-SRSH) strukturbiolgische
Untersuchungen zur Claudin-cCPE-Interaktion sowie zur Konformation der Claudine
durchgefuhrt. Die Eignung von CPE-SRSH fir die Behandlung Claudin-lberexprimierender
Karzinome wurde in in vitro-Untersuchungen evaluiert. Der Multiclaudinbinder cCPE-
S305P/S307R/S313H diente als Tartgetingmodul fir eine Fluorophor-gekopppelte molekulare
Sonde zur Detektion extrajunktionaler Claudine. Weiterhin konnte mithilfe claudinbindender
Varianten die Rolle der Claudine 1 und -4 in der epidermalen Barriere genauer analysiert

werden.

5.1 Neuartige cCPE-Varianten ermoglichen weitere strukturbiologische

Analysen zur Interaktion zwischen cCPE und Claudinen

Durch die Verbindung von experimentellen Bindungsdaten mit strukturbiologischen Analysen
konnten weitere Einblike in das Bindungsverhalten der Variante cCPE-SRSH an die Claudine
1 — 7 gewonnen werden. Dieses Wissen wurde genutzt, um zusatzliche Untersuchungen zur

Struktur der Claudine 1 und 5 durchzufthren.

5.1.1 Strukturbiologische Grundlagen der Interaktion zwischen cCPE-
S231R/S313H und den Claudinen 1 bis 7

Mithilfe von Homologiemodellen fir die Komplexe aus Cldn1 — 7 und cCPE-SRSH (Abb. 10)
sollten die strukturbiologischen Grundlagen fur die experimentell bestimmten Affinitaten (s.
Anhang, Abb. 29, (Piontek et al. 2019)) untersucht werden.
In den Homologiemodellen fiir Cldn1, -2 und -5 wird deutlich, dass der Rest R?' in der cCPE-
Doppelmutante elektrostatische Wechselwirkungen eingehen kann, welche zu einer erhohten
Affinitat von cCPE fir diese Claudine beitragen kann. So sind Wechselwirkungen zwischen
R?%! des cCPE und Q'8 bzw. E' in Cldn1 und E’® sowie E'*® in Cldn5 mdglich. Auf ahnliche
Weise konnte R?*' potenziell ionische Wechselwirkungen mit den negativ geladenen D76 und
D'€im Cldn2 eingehen. In dem entsprechenden Homologiemodell war der Abstand zwischen
den AS-Resten jedoch zu grof flr eine solche Wechselwirkung. Das kénnte auf die geringere
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GroRe des Aspartat im Vergleich zu Glutamat, das in Cldn5 vorliegt, und den damit
verbundenen gréReren Abstand zu R?' zurlickzufiihren sein. Weiterfiihrende Modellierungen
kénnten darlber Aufschluss geben, ob durch die Mutation S231R eine leichte
Konformationsanderung von Cldn2 bewirkt wird, welche zu einer verstarkten Interaktion mit
cCPE-SRSH fiihren konnte. Daflr kénnten z.B. in Minimisierungen die Abstande zwischen
den Resten R?' bzw. R?7 im ¢cCPE und D’® und D' in Cldn2 auf eine bestimmte Lange
eingeschrankt werden. Molekulardynamik-Simulationen waren besonders gut geeignet, um
Konformations- und Interaktionsédnderungen sowie deren Stabilitat in Abhangigkeit von AS-
Substitutionen zu analysieren.

Mithilfe der erstellten Homologiemodelle (Abschnitt 4.1.1) konnten die in zellularen
Bindungsassays ermittelten Bindungseigenschaften von cCPE-SRSH fur die Cldn1 - 7 auch
auf struktureller Ebene verifiziert werden.

Vor Kurzem wurde eine neue Kristallstruktur fir den Heterokomplex aus Cldn4 und cCPE
veroffentlicht (PDB ID: 7KP4, Vecchio et al., Structural basis for Clostridium perfringens
enterotoxin targeting of claudins at tight junctions in mammalian gut. Manuskript in der
Veroffentlichung). Die neue Struktur ahnelt im Wesentlichen der bereits verdéffentlichten und
fur die Homologiemodelle in dieser Arbeit verwendeten Struktur fur den Cldn4-cCPE-Komplex
(PDB ID: 5B2G, (Shinoda et al. 2016)). Die wichtige Interaktion zwischen dem AS-Rest L%
des Cldn4 und der Tripel-Tyrosin-Tasche auf der Oberflache des cCPE wird auch in der neuen
Kristallstruktur beobachtet. Es gibt jedoch Unterschiede in der Ausrichtung einzelnen AS-
Reste. So ist Q'™ im Cldn4 in den beiden Kristallstrukturen unterschiedlich zueinander
ausgerichtet. Wahrend in der Struktur 5B2G dieser Rest keine polaren Interaktionen eingehen
kann, werden in der neuen Struktur 7KP4 polare Wechselwirkungen zwischen Q"% und R’
sowie S3'3 des cCPE beobachtet. Dementsprechend kénnte die Ausrichtung dieses AS-Restes
einen Einfluss auf die Interaktion zwischen cCPE und Cldn4 haben. Weiterhin sind auch die
geladenen AS-Reste D7 und Q"8 unterschiedlich in den beiden Kristallstrukturen ausgerichtet.
Dadurch kénnte Uber elektrostatische Wechselwirkungen die Interaktion mit der Variante
cCPE-SRSH beeinflusst werden. Uber Molekulardynamik-Simulationen lieRen sich die
Auswirkungen der genannten Unterschiede auf die Interaktion von Cldn4 mit verschiedenen

cCPE-Varianten genauer untersuchen.

5.1.2 Claudin-cCPE-Interaktionsmodelle geben Aufschluss Uber eine magliche

Flexibilitat der Konformation des Heterokomplexes

Die Wechselwirkungen zwischen cCPE und verschiedenen Claudinsubtypen wurde bereits
vielfach analysiert. So konnten die Claudine nicht nur als CPE-Rezeptoren mit hoher, geringer
oder gar keiner Affinitat fir cCPEwt eingeteilt werden (Fujita et al. 2000, Kimura et al. 2010,
Protze et al. 2015, Shrestha and McClane 2013, Sonoda et al. 1999, Winkler et al. 2009).
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Vielmehr ist es auch gelungen, einzelne Aminosaurenreste zu identifizieren, welche sich
positiv oder negativ auf die cCPE-Claudin-Interaktion auswirken kénnen (Winkler et al. 2009,
Veshnyakova et al. 2010, Veshnyakova et al. 2012, Protze et al. 2015, Kimura et al. 2010,
Robertson, Smedley, and McClane 2010). Zudem lieferten die Kristallstrukturen verschiedener
Claudin-cCPE-Heterokomplexe wertvolle Einblicke in den Interaktionsmechanismus (Shinoda
et al. 2016, Vecchio and Stroud 2019, Saitoh et al. 2015, Nakamura et al. 2019).

Wahrend das veranderte Claudinbindungsverhalten der Varianten cCPE-SSS und cCPE-
Y306W/S313H vorallem dadurch erklart werden konnte, dass durch eine Formanderung der
EZS2-Turn-Bindungstasche im cCPE eine bessere Interaktion mit der EZS2 der Claudine
ermdglicht wurde (Protze et al. 2015), besitzt die Variante cCPE-SRSH durch die Mutation
S231R einen positiv geladenen Rest, der mdglicherweise auch mit negativ geladenen Resten
am extrazellularen Ende der TMH2 oder -3 der Claudine interagieren kann (Abb. 10, Abb. 12,
(Piontek et al. 2019)).

Richtet man alle bisher veréffentlichten Claudin-cCPE-Kristallstrukturen auf cCPE aus
(Abb. 11 A - C), wird deutlich, dass zwar die EZS2 der einzelnen Claudine immer auf die
gleiche Weise mit der EZS2-Turn-Bindungstasche interagieren, aber die N-terminal davon
gelegenen TMH3 in unterschiedlichen Richtungen auf ebendiese treffen. Besonders gut
ersichtlich wird dies, wenn man nur die beiden Claudine betrachtet, die jeweils am weitesten
zur cCPE-Oberflache hin und von ihr weg zeigen, murines Cldn3 (PDB ID: 6AKE) und
humanes Cldn19 (PDB ID: 3X29). Ein Vergleich der beiden TMH3 dieser Claudine zeigt, dass
die TMH3 von murinem Cldn3 ab der Position 134, an welcher sich ein Prolin befindet, deutlich
gebogen ist, wahrend die TMH3 von humanem Cldn19, die an entsprechender Stelle ein
Alanin besitzt, gerade ist. Es wurde gezeigt, dass die Biegung der TMH3 verandert werden
kann, indem das Prolin, welches die regelmaRige Helixkonformation stért, durch ein Glycin
oder Alanin substituiert wird, sodass sich eine geraden Konformation ergibt. Diese Substitution
hatte jedoch keinen Einfluss auf die Bindung von cCPE (cCPE-S313A, eine Wildtyp-ahnliche
Mutante) an Cldn3 (Nakamura et al. 2019).

cCPE-SRSH bindet mit einer hohen Affinitat sowohl an Cldn1 als auch an Cldn5 (s. Anhang,
Abb. 29). Fir keines der beiden Claudine wurde bisher eine Kristallstruktur verdéffentlicht.
Sequenzanalysen der TMH3 suggerieren Konformationsunterschiede zwischen Cldn1 und -5.
So sollte Cldn1 eher eine gerade TMH3 wie humanes Cldn19 besitzen (A'*®), wahrend diese
in Cldn5 aufgrund des P'** ahnlich wie in murinem Cldn3 gebogen sein konnte.

Mithilfe von Homologiemodellen fir Cldn1 und -5, die jeweils auf Grundlage der Strukturen
3X29 und 6AKE erstellt wurden, sollte untersucht werden, ob die Krimmung der TMH3 einen
Einfluss auf die Interaktion zwischen den beiden Claudinen und cCPE-SRSH hat (Abb. 12).
In den Homologiemodellen fir Cldn1 wurden sowohl mit gerader als auch mit gebogener

TMH3 bindungssteigernde Wechselwirkungen durch die Substitution S231R gefunden
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(Abb. 12 A — E). Hingegen wird in den Interaktionsmodellen fiir cCPE-SRSH und Cldn5 nur in
denen, die eine gerade oder nur leicht gebogene TMH3 aufweisen, eine Interaktion zwischen
dem Rest R®'" und geladenen Resten am Ende der TMH2 (E"®) und -3 (E'®) beobachtet
(Abb. 10 F, Abb. 12 F - J).

Anhand der erhaltenen Daten kénnen keine zuverlassigen Rickschlisse auf die Konformation
der TMH3 von Cldn1 bzw. -5 gezogen werden. So sollte Cldn1 laut der AS-Sequenz eher eine
gerade TMH3 besitzen, aber in den Homologiemodellen konnten sowohl mit gerader als auch
mit gebeugter TMH3 bindungssteigernde Interaktionen gefunden werden. Durch den
unterschiedlichen Neigunswinkel des cCPE wurden die Abstidnde zu den entsprechenden
Resten in der TMH3 kaum beeinflusst. Diese Abstande sind fir die gesteigterte Bindung von
cCPE-SRSH an Cldn5 jedoch relevant: sind sie durch eine gebogene TMH3 zu grof3, kann
keine Wechselwirkung zwischen R?*' und E’® ausgebildet werden. Obwohl Cldn5 anhand der
AS-Sequenz eher eine gebeugte TMH3 besitzen sollte, wird an dieser Stelle deutlich, dass
eine eher gerade TMH3 diese Interaktionen deutlich begunstigt.

Um die Konformation der TMH3 der Claudine zu bestimmen, sind letztlich zuverlassige und
genaue Strukturen, z. B. Kiristallstrukturen, notwendig. Wie auch die verdffentlichten
Kristallstrukturen fir die verschiedenen Claudin-cCPE-Komplexe nahelegen, scheinen die
Biegung der TMH3 und somit die Neigung eher von untergeordneter Bedeutung fir die
Bindung von cCPE an die Claudine zu sein. Vielmehr scheint die Konformation der Claudine
generell eine gewisse Flexibilitat und Dynamik im Bereich der TMH3 und extrazellularen
Segmente aufzuweisen. So konnten auch fir humanes Claudin-9 zwei Claudin-cCPE-
Komplexe kristallographisch differenziert werden, die sich trotz identischer AS-Sequenzen in
der Neigung der TMH3 und dem Abstand zwischen cCPE und dem C-terminalen Teil der EZS2
unterscheiden (sog. ,offene” und ,geschlossene” Konformation®) (Vecchio and Stroud 2019).
Es scheint mdglich, dass durch Wechselwirkungen zwischen cCPE und AS-Resten am Ende
der TMH2 oder -3 der Claudine bestimmte Konformationen favorisiert werden, wie anhand der
Homologiemodelle fir Cldn1 und -5 gezeigt werden konnte (Abb. 12, Abb. 23). Mithilfe von
Molekulardynamik-Simulationen liee sich diese Hypothese und auch die Claudin-cCPE-
Interaktion genauer untersuchen. Neben den verfugbaren Kristallstrukturen liefern die in dieser
Arbeit generierten Homologiemodelle eine wichtige Grundlage daflir. Entsprechende
Molekulardynamik-Simulationen werden zurzeit in der Arbeitsgruppe etabliert, sodass sie in

naher Zukunft systematisch durchgefiihrt werden kénnen.
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Stabilisierung der geschlossenen
Bindung von cCPE Konformation durch elektrostatische
Wechselwirkungen

flexibler Wechsel zwischen offener
und geschlossener Konformation

Abbildung 23 Madogliche Flexibilitait des Claudin-cCPE-Komplexes. Cartoondarstellung der Claudine,
Oberflachendarstellung fir cCPE, Alignment auf TMHs. Verdffentliche Kristallstrukturen der Claudin-cCPE-
Komplexe suggerieren, dass die Struktur der Claudine vor allem im Bereich der TMH3 flexibel ist (Vecchio and
Stroud 2019). Méglicherweise wird Biegung der TMH3 durch AS an Position 134 bzw. 136 (orangefarbener Kreis)
beeinflusst. (Nakamura et al. 2019). Durch Bindung von cCPE kénnte die geschlossene Form der Claudine mit
einer eher geraden TMH3 (ber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Resten auf der Oberflache des cCPE
und im Bereich der EZS1/TMH2-Region bzw. TMH3 der Claudine (angedeutet durch schwarze Doppelpfeile)
stabilisiert werden. hellblau — murines Cldn3 (PDB ID: 6AKE), rot - humanes Cldn9 in offener Konformation (PDB
ID: 60V3), dunkelblau — murines Cldn19 (PDB ID: 3X29), TMH1, -2, -4 in Uberlagerung grau dargestellt.

5.2 CPE-Varianten fur die Therapie Claudin-uberexprimierender

Karzinome

Mit CPEwt ist die Anwendbarkeit von CPE in der Tumortherapie auf solche Tumoren
beschrankt, welche die klassischen CPE-Rezeptorclaudine, hauptsachlich Cldn3 und -4,
exprimieren. Jedoch wurde beispielsweise fir Schilddriisenkarzinome eine Uberexpression
von Cldn1 (Zwanziger et al. 2015) und fir Bronchialkarzinome eine Uberexpression mehrerer
Claudine, u.a. Cldn1 und -5 (Paschoud et al. 2007, Jung et al. 2009, Sun et al. 2016)
beschrieben, sodass diese als mdgliche Rezeptoren fir den Einsatz von CPE-Varianten in der
Tumortherapie dienen kénnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit CPE-SRSH
gearbeitet. Sowohl die theoretisch als auch die experimentell ermittelten
Bindungseigenschaften von CPE-SRSH fur Cldn1 und -5 machen es zu einem potenziellen

Wirkstoff zur Behandlung der genannten Tumorerkrankungen.

5.2.1 CPE-S231R/S313H ermdglicht den gezielten Angriff auf Claudin-1-
uberexprimierende Karzinomzellen

Die Anwendbarkeit von CPE-SRSH fir eine mogliche Behandlung Claudin-

Uberexprimierender Bronchialkrazinome wurde zunachst in in vitro-NSCLC-Modellen mit

starker Expression der Cldn1, -3, -4 und -7 (PC-9-Zellen) und bronchialen
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Plattenepithelkarzinomzellen mit schwacher Expression von Cldn1 und -3 (SK-MES-1-Zellen)
verglichen (s. Anhang, Abb. 30).

Die Bindung der cCPE-Varianten an die beiden Zelllinien sowie die Zytotoxizitat der CPE-
Proteine korrelierten direkt mit der Claudinexpression der Zellen (Abb. 13, Abb. 14). Allerdings
bot die Variante CPE-SRSH in keiner der beiden Zelllinien einen entscheidenden Vorteil fur
die Zytotoxizitat gegeniiber dem Wildtyp.

In einem Modell fiir das papillare Schilddrisenkarzinom, in dem nur Cldn1 stark exprimiert
wird, konnte jedoch gezeigt werden, dass CPE-SRSH eine deutlich starkere zytotoxische und
antitumorale Wirkung auf die Zellen hat als der Wildtyp (Piontek et al. 2019). Somit ist die
neuartige Variante CPE-SRSH besonders zur Behandlung solcher Karzinome geeignet,

welche vorrangig Cldn1 exprimieren.

5.2.2 Vorteile von CPE-Varianten gegenuber anti-Claudin-Antikorpern in der

Tumortherapie

Ein vergleichsweise neuer Therapieansatz bei der Behandlung von Tumoren ist der Einsatz
von Antikérpern gegen spezielle Oberflachenproteine der Tumoren. Besonders bekannt ist der
Einsatz des monoklonalen Antikérpers Trastuzumab (Handelsname Herceptin®) gegen den
humanen epidermalen Wachstumsfaktor HER-2, welcher zur Behandlung von
Mammakarzinomen verwendet wird (Piccart-Gebhart et al. 2005). Mittlerweile sind in der
Europaischen Union und den Vereinigten Staaten 13 monoklonale Antikérper flir die
Tumortherapie zugelassen (Adler and Dimitrov 2012).

In mehreren Studien wurden bereits anti-Claudinantikérper zur Tumortherapie getestet (Cldn1:
(Yoda et al. 2014), Cldn4: (Silva et al. 2017), Cldn5: (Hashimoto et al. 2017), Cldn18.2: (Singh,
Toom, and Huang 2017)). Doch rekombinante CPE-Varianten besitzen einige Vorteile
gegenuber monoklonalen anti-Claudin-Antikbrpern. Anders als Antikérper, die eine
notwendige posttranslationale Modifikation besitzen, kdnnen CPE-Proteine kostengulnstig
rekombinant in Bakterien produziert werden. Wahrend monoklonale anti-Claudinantikdrper nur
gegen ein spezielles Claudin gerichtet sind, kénnen CPE-Varianten mit einer auf das Karzinom
abgestimmten Claudinspezifitdt entwickelt werden, welche verschiedene Claudine als
Rezeptoren nutzen. Somit kdnnten gleichzeitig mehrere Claudine als Wirkstofftargets genutzt
werden, was zu einem schnelleren und rigoroseren Therapieeffekt fihren konnte. Weiterhin
sind in CPE die Rezeptor-bindende und die zytotoxische Doméane bereits nativ kombiniert,
sodass eine Bindung von CPE auch den gewlinschten zytotoxischen Effekt nach sich zieht.
Fir immuntoxin- oder antikérperbasierte Therapien muss dagegen die Zytotoxizitat
unabhangig von der Bindung vermittelt werden, wodurch sich die Effizienz der Therapie

deutlich verringern kann.
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CPE wurde bereits in mehreren tierexperimentellen Studien erfolgreich als
Tumortherapeutikum getestet. In Ovarialkarzinomem werden unter anderem die CPE-
Rezeptorclaudine Cldn3 und -4 haufig Uberexprimiert. In Studien, in denen Mausen mit
Patientenxenografts aus chemotherapieresistenten Ovarialkarzinomzellen intraperitoneal mit
CPEwt (8 x 7,5 pg/ml bzw. 8,5 ug/ml CPE) behandelt wurden, wurde das Fortschreiten der
Tumorentwicklung erfolgreich unterdrickt (Santin et al. 2005, Casagrande et al. 2011). Auch
in subkutanen Patientenxenografts von Claudin-exprimierenden Mammakarzinomen in
Mausen wurde durch intratumorale Gabe von CPEwt (7 x 2 bzw. 10 ug CPE) ein zytolytischer
Effekt auf die Karzinomzellen beobachtet (Kominsky et al. 2004). Wir konnten zeigen, dass
das Tumorwachstum von Cldn1-Uberexprimierenden, subkutanen Zelllinien-Xenografts des
papillaren Schilddrisenkarzinoms (abgeleitet aus der K1-Zelllinie) durch die intratumorale
Applikation von 10 x 0,04 ug/ml CPE-SRSH deutlich verringert wird (Piontek et al. 2019)
Weiterhin ist es mdglich, CPE mit einem in vivo-Gentransfer zu applizieren. Das CPE wird
daraufhin von den Zellen exprimiert und vermittelt eine claudinabhangige Zytotoxizitat. Dieser
kosten- und arbeitsglinstige Ansatz zeigt in Kolon- und papillaren
Schilddrisenkarzinommodellen eine ahnliche Effizienz wie die Gabe von rekombinanten CPE
(Walther et al. 2012, Pahle et al. 2017, Piontek et al. 2019).

5.2.3 Einschrankungen in der Anwendbarkeit von CPE-Varianten zur

Tumortherapie

Da CPE-Rezeptorclaudine auch in gesundem Gewebe exprimiert werden, besitzt CPE eine
hohe systemische Toxizitat. Dadurch werden der Applikationsweg und die CPE-Dosis stark
eingeschrankt. Bei lokal begrenzter Gabe, z.B. intratumoral oder intraperitoneal, wurden in
keiner der genannten Studien negative, systemische Effekte beobachtet. Um die systemische
Toxizitat weiter zu minimieren, kdénnten CPE-Varianten mit einem noch passgenauerem
Bindungsverhalten oder Protoxine, welche erst in der Nahe der Tumorzellen aktiviert werden,
einen vielversprechenden Ansatz zur Minimierung unerwiinschter Nebenwirkungen bieten. Ein
solches Protoxin wurde bereits erfolgreich in einem Modell fir Cldn3- und -4-
Uberexprimierende Prostatakarzinome getestet (Romanov et al. 2014).

Als bakterielles Protein kann CPE auch eine Immunantwort ausloésen. Durch eine Antikorper-
vermittelte Immunantwort kénnen sich das pharmakokinetische und pharmakodynamische
Wirkprofil deutlich verandern, sodass die Wirksamkeit der CPE-Proteine nicht gut
vorausgesagt werden kann. Zudem kann eine mégliche Hypersensibilitat gegentiber CPE zu
schweren Nebenwirkungen fiihren (Leach et al. 2014). Eine Domainmapping-Analyse von
CPE hat die Bereiche der AS 16 —-65, 91— 170 und 286 — 305 als mdgliche antigene
Determinanten bestimmt. Jedoch hat cCPE, das die AS 290 — 319 umfasst, eine eher geringe

Antigenizitdt. Modulare Biologika, in denen cCPE-Varianten zur Vermittlung der
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claudinspezifischen Wirkung eingesetzt werden, stellen daher eine Alternative zum Einsatz
von zytotoxischem Volllangen-CPE dar (Saeki et al. 2010). Zudem kdénnte versucht werden,
die Immunogenitat von (c)CPE durch gezielte Veranderung von Proteinoberflachenarealen,

die nicht fur die Claudinbindung und Porenbildung notwendig sind, zu verringern.

5.3 Anwendung von cCPE-basierten molekularer Sonden fur die

Detektion Claudin-Uberexprimierender Tumoren

Die Entstehung von kolorektalen Karzinomen ist gut erforscht. Die Entwicklung von
unauffalligen Polypen Uber benigne Adenome zu malignen Karzinomen ist oft beschrieben
worden und das anerkannte Modell zur Tumorentstehung von koloraktalen Karzinomen
(Pandurangan et al. 2018). Im Rahmen der Tumorgenese von Darmkrebs kdnnen auch schon
Polypen frihzeitig eine Claudinderegulierung aufweisen (Pope, Ahmad, et al. 2014, Oleinikova
et al. 2017). In ahnlicher Weise wurde auch fir Magenkarzinome eine Claudinderegulierung
beschrieben (Kwon 2013). Mithilfe der Variante cCPE-SSS koénnte ein breites Spektrum an
Claudinen (Cldn1 —9) als Rezeptoren zur Detektion solcher Neoplasien genutzt werden
(Takahashi et al. 2012, Protze et al. 2015), sodass Fluorophor-markiertes cCPE-SSS
spezifisch an die Uberexprimierten Claudine auf der Oberflache von (pré)-malignen Lasionen
binden und sie gleichzeitig Uber eine Anreicherung des Fluoreszenzsignals sichtbar machen

konnte.

5.3.1 Generierung Fluorophor-markierter cCPE-Varianten

Es wurden zwei unterschiedliche Ansatze zur Generierung von Fluorophor-markierten cCPE-
Varianten verfolgt.

Uber die posttranslationale Kopplung von GST-cCPE an das Alexa Fluor 647 wurden cCPE-
Varianten erhalten, deren Bindung im tiefroten bzw. nahinfraroten Wellenlangenbereich
detektiert werden kann. Dieser Wellenlangenbereich kann besonders gut in lebenden
Geweben detektiert werden, auch wenn mehrere Fluorophore gleichzeitig eingesetzt werden
(Shcherbo et al. 2009). Das Fluorophor Alexa Fluor 647 ist an einen Succinimidylester
gekoppelt, welcher mit freien Aminogruppen reagieren kann. Im GST-cCPE liegen sieben
Lysinreste auf der Proteinoberflaiche, sodass bei maximaler Reaktionseffizienz sieben
Farbstoffmolekile an ein GST-cCPE-Molekil binden kdnnten. Experimentell wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit Bindungseffizienzen von drei bis vier Molekilen Alexa Fluor
647 je Molekll GST-cCPE beobachtet. Jedoch ist dies nur ein Durchschnittswert, sodass auch
starker oder gar nicht markierte Molekile vorliegen kénnen. Letztere sind besonders
nachteilig, da sie zwar an Claudine binden und diese so fir markierte cCPE-Molekiile

blockieren, aber nicht liber das Fluoreszenzsignal detektiert werden kénnen.
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Alternativ dazu wurde ein Fusionsprotein aus eYFP mit N-terminalem 6 x His-Tag und cCPE
generiert (bezeichnet als YFP-cCPE). Wenn ein YFP-cCPE-Molekdl an ein Claudin bindet, so
kann diese Bindung immer Uber das YFP-Signal detektiert werden.

Wahrend in LOsungen von Alexa Fluor 647-gekoppeltem cCPE das Protein nach
mehrmonatiger Lagerung ausfiel, wurde dies bei YFP-cCPE-Varianten nur in einem wesentlich
geringeren Umfang beobachtet. Im kurzen Wellenlangenbereich des YFP kann eher eine
Autofluoreszenz des Gewebes auftreten, welche wiederum die Detektion der cCPE-Bindung
storen konnte. Dies stellte jedoch in in den meisten der untersuchten Proben ein Problem dar.
Zudem ist eYFP im Gegensatz zu Alexa Fluor 647 mit einer 488 nm-Laserlinie anregbar,
welche in dem Konfokalendoskop, das fiir zuktinftige in vivo-Experimente verwendet werden
soll, vorhanden ist.

Es wurden unterschiedlich Fluorophor-markierte cCPE-Proteine hergestellt, deren
Fluoreszenzen in unterschiedlichen Wellenlangenbereichen und mit unterschiedlicher
Helligkeit detektiert werden kénnen. Die diagnostische Claudindetektion Uber Fluorophor-
gekoppelte cCPE-Proteine lieRe sich somit an die verschiedenen Gegebenheiten der Gewebe
und der technischen Ausstattung angepasst werden. Nach den beschriebenen Prinzipien
kénnten auch weitere cCPE-basierte Biosonden generiert werden, um zusatzliche spektrale

Bereiche fiir die Detektion abzudecken.

5.3.2 Detektion von Claudinen in einem in vitro-Zellmodell mit Fluorophor-

markierten cCPE-Varianten

Zunachst wurde die Bindung und Detektion der Fluorophor-markierten cCPE-Varianten in
einem etablierten Zellsystem, der Kolonepithelzelllinie HT-29/B6, getestet und mit der Bindung
von unmarkiertem GST-cCPE, welche Uber eine Immunfluoreszenzfarbung detektiert wurde,
verglichen (Abb. 15, Abb. 16).

Durch den Vergleich von anti-GST-, Alexa Fluor 647-, YFP- und anti-YFP-Signalen konnte
gezeigt werden, dass die Zell-Zell-Kontakte im Inneren von Zellinseln nicht gut flr Antikorper
zuganglich sind. Demgegenlber konnten die Claudine auch an sterisch schlechter
zuganglichen, jedoch nicht vollstandig ausdifferenzierten, Zell-Zell-Kontakten durch die
kleineren Fluorophor-markierten cCPE-Varianten zumindest teilweise nachgewiesen werden.
Dies und die Verwendbarkeit fir die Echtzeitfluoreszenzdetektion in lebenden Zellen und
Geweben eingesetzt werden, sind deutliche Vorteile gegenliber der Claudindetektion mit

Antikérpern.
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5.3.3 Die Lokalisation der Claudine andert sich Verlauf der Differenzierung von
HT-29/B6-Zellen

Die unter Abschnitt 5.3.2 genannten Eigenschaften ermdglichten zudem die Analyse der
Zeitabhangigkeit der Zuganglichkeit von Claudinen auf der Zelloberflache subkonfluenter HT-
29/B6-Zellen. Durch den Vergleich der YFP-cCPE-Bindung an unterschiedlich stark
differenzierter HT-29/B6-Zellen wurde deutlich, dass sich die Lokalisation der
Rezeptorclaudine im Verlauf der Differenzierung andert. In den undifferenzierten Zellen zeigte
eine starke Bindung von YFP-cCPE-SSS in der apikalen Zellmembran, dass viele
extrajunktionale Claudine in diesem Membrankompartiment vorliegen missen (Abb. 17 C).
Hingegen war in den starker ausdifferenzierten Zellen die Bindung von YFP-cCPE-SSS in der
apikalen Plasmamembran deutlich geringer (Abb. 17 F). Daraus lasst sich schlieen, dass in
den ausdifferenzierten Zellen die meisten Claudine junktional bzw. basolateral unterhalb der
intakten TJ vorliegen. Diese Claudine stehen nicht mehr als Rezeptoren fur cCPE zur
Verfligung. Noch deutlicher wird dieser Befund, wenn man diese Daten mit der cCPE-Bindung
in vollstandig differenzierten HT-29/B6-Zellen, die auf Zellkulturfilern kultiviert wurden und
daher eine deutliche Polarisierung aufweisen, vergleicht. Apikal appliziertes cCPE konnte in
diesen Zellen nur bei einer kleinen Population, in der die Claudine in der apikalen Membran
vorlagen, binden. In der basolateralen Membran differenzierter Zellen war die cCPE-Bindung
nicht unterhalb der intakten TJ-Barriere in der basolateralen Membran zu detektieren.
Hingegen wurde eine deutliche cCPE-Bindung nach basaler Gabe detektiert, was zeigt, dass
extrajunktionale Claudine in der basolateralen Membran zwar vorliegen, aber nicht als cCPE-

Rezeptoren nach apikaler Applikation dienen (Eichner, Augustin, et al. 2017).
5.3.4 cCPE bindet nicht an junktionale Claudine

Bisher herrscht Unstimmigkeit dariber, ob cCPE nur an extrajunktionale Claudine bindet
(Krause, Protze, and Piontek 2015) oder ob auch Claudine in TJ-Strangen als Rezeptoren
dienen kénnen (Vecchio and Stroud 2019). Die Kofarbungen mit den TJ-Proteinen ZO1 und
Cldn4 zeigten, dass cCPE nur an Bereiche der Zellen gebunden hat, an denen durch das ZO1-
Signal keine ausdifferenzierte TJ angezeigt wurde. Hingegen wurde in Bereichen mit
deutlicher ZO1-Anreicherung an den Zell-Zell-Kontakten, wie sie fur funktionelle TJ erwartet
werden, keine Kolokalisation mit cCPE beobachtet. (Abb. 15, Abb. 16 G —1). Dies deutet
darauf hin, dass cCPE nicht oder nur zu einem geringen Grad an junktionale Claudine bindet.
In Verbindung mit einer Uber CellMask™ detektierten Diffusionsbarriere (Abb. 17) konnte
bestatigt werden, dass YFP-cCPE-SSS hauptsachlich an extrajunktionale Claudine bindet.
Apikal appliziertes YFP-cCPE-SSS zeigte eine deutliche Bindung in der gesamten

Plasmamembarn von Zellen mit einer weniger dichten parazellularen Barriere (Abb. 17 A — C).
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Hingegen wurde keine Bindung hinter der intakten TJ-Barriere, welche in starker
differenzierten Zellen die Diffusion von CellMask™ in die basolaterale Membran und in das
Innere des Zellverbandes stoppte, detektiert (Abb. 17 D — F). Wirde YFP-cCPE-SSS auch an
junktionale Claudine binden, so ware zum einen die parazellulare Diffusionsbarriere fir
CellMask™ gestort gewesen und zum anderen hatte die YFP-cCPE-Bindung auch im Inneren
der Zellgruppe detektiert werden missen. Die gewonnenen Daten liefern deutliche Hinweise
daflir, dass eine parazellulare TJ-Barriere auch in Anwesenheit claudinbindender cCPE-
Varianten zumindest flr einige Zeit (z.B. 1h in subkonfluenten HT-29/B6-Zellen)
aufrechterhalten wird. cCPE kann die parazellulare Barriere wahrend dieser Zeit nicht

Uberwinden und bindet nur an extrajunktional lokalisierte Claudine.

5.3.5 Fluorophor-markierte cCPE-Varianten zur Detektion (pra)maligner

Kolonlasionen

Die mogliche cCPE-Bindung an pramaligne Kolonlasionen wurde mithilfe von zwei Modellen
getestet. In einem in vitro-Modell flr chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (Amasheh et
al. 2009) wurde zunachst versucht, die Claudinderegulierung in einem weitgehend intakten
Kolonepithel, wie es bei einem milden Verlauf chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen
oder auch in einem sehr friihen Stadium der Kolonkarzinomentstehung der Fall sein kdnnte,
zu simulieren (Abb. 18). Sowohl die Messung des TER als auch die mikroskopische
Gewebearchitektur und das ZO1-Signal zeigten keine Veranderung durch die
Zytokinbehandlung. Ein Effekt durch die Zytokine konnte somit nicht reproduziert werden. Im
Kolonepithel gab es jedoch einige lokal begrenzte Bereiche, welche durch ein
delokalisiertes/nicht junktionales ZO1-Signal gekennzeichnet waren. In diesen Bereichen
sollten auch Claudine vermehrt extrajunktional auf der Oberflache der Enterozyten vorliegen,
wo sie als Rezeptoren fur claudinbindende cCPE-Varianten zur Verfugung stehen kdnnten.
Dafir spricht auch, dass in diesen Bereichen eine spezifische Bindung und Detektion von
Alexa Fluor 647-gekoppeltem cCPE-SSS nachgewiesen werden konnte. Ergebnisse aus
friheren Studien, in denen gezeigt wurde, dass auch intaktes Kolonepithel gegenuber CPE
lokal begrenzt sensitiv ist (Eichner, Augustin, et al. 2017), konnten somit untermauert werden.
AuRerdem wurden klinisch unauffallige, humane Kolonpolypen, die zuvor im Rahmen von
routinemafig durchgefihrten Koloskopien entfernt worden waren, ex vivo mit GST-cCPE
inkubiert. Da in diesem Fall das Material stark begrenzt war und zu Beginn des Projektes die
Behandlung mit Fluorophor-markiertem cCPE noch nicht etabliert war, wurden diese Proben
mit unmarkiertem GST-cCPE behandelt und anschlieRend Uber  eine
Immunfluoreszenzfarbung analysiert (Abb. 19). Somit konnte zeitgleich auch die Integritat des
Epithels Uber eine Farbung des TJ-Markers ZO1 analysiert werden. Aufgrund der geringen

Grolke der Proben war dies Uber TER-Messungen nicht mdglich. Die Bindung von cCPE-SSS
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an die kolorektalen Polypen war dabei spezifisch und auf delokaliserte, extrajunktionale
Claudine beschrankt.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um das Ausmal} der cCPE-Bindung an pramalignen
Kolonlasionen im Vergleich zu gesundem Gewebe, aber auch zu weiter fortgeschrittenen
Neoplasien einordnen zu kdénnen. Ein limitierender Faktor war hierbei bisher die Verfligbarkeit
von Polypenbiopsien und adaquaten Kontrollen. Entsprechend der Hypothese, dass die
Claudinderegulierung und -delokalisation im Verlauf der Kanzerogenese zunimmt, sollte die
cCPE-Bindung in gesundem Gewebe geringer, in fortgeschrittenen Adenomen/Karzinomen
hingegen groRer sein (Abb. 24). Von groltem Interesse waren aufgrund des hohen
Malignitatsrisikos und der bisher schlechten Detektierbarkeit insbesondere Biopsien, bei

denen der Verdacht auf ein sessiles, serratiertes Adenom besteht.

~ . Lo e
oJo] = Jolole
Epithel frihe Neoplasie

I-mesenchymale Transition

Claudindelokalisation

) cCPE-Bindung

Abbildung 24 Einsatz von cCPE-basierten molekularen Sonden zur Claudindetektion im Rahmen der
Karzinogenese Claudin-iiberexprimierender Tumoren. Im Verlauf der Karzinogenese werden aus Epithelzellen
unpolarisierte Zellen mit mesenchymalem Phanotyp (epithelial-mesenchymale Transition). Dies geht mit einem
Verlust funktioneller TJ und einer Delokalisation der Claudine einher. In der Plasmamembran der Tumorzellen
kénnen vermehrt extrajunktionale Claudine vorliegen, welche als Rezeptoren flir cCPE dienen kénnen. In humanen
kolorektalen Polypen konnte nach ex vivo-Inkubation mit cCPE-S305P/S307R/S313H eine spezifische,
claudinabhangige Bindung gezeigt werden. In gesundem Gewebe sollten weniger, in fortgeschrittenen Karzinomen
hingegen mehr extrajunktionale Claudine als Rezeptoren fir cCPE zur Verfligung stehen. Diese kdnnte bei
Verwendung von Fluorophor-markiertem cCPE in Echtzeit visualisiert werden.

funktionelle TJ

Die derzeitigen Methoden zur Detektion von kolorektalen (pra-)malignen Lasionen lassen sich
in nicht-invasive und invasive Untersuchungen unterteilen. Zu den nicht-invasiven Methoden
zahlen neben radiologischen Untersuchungen auch Analysen des Bluts und Stuhls. Bei
letzterem werden die Proben auf Blut und Zellfragmente von vaskularisierten Polypen,
Adenomen und Karzinomen analysiert. Die entsprechenden Laboranalysen koénnen
vergleichsweise kostenglinstig durchgeflihrt werden. Es ist jedoch eher unwahrscheinlich,
dass besonders die friihen Neoplasien kontinuierlich bluten. Zudem kann das Blut im Stuhl

auch andere pathologische (entziindliche Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes,
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Einnahme von Aspirin oder nichtsteroidaler Antirheumatika) und nicht-pathologische (z.B.
Verzehr von rotem Fleisch) haben, sodass die Analyse der Stuhlproben leicht verfalscht
werden kann (Carroll, Seaman, and Halloran 2014). Die radiologischen Untersuchungen
beinhalten die Kapselendoskopie, bei der eine kleine Kapsel mit einer Kamera und einem
Sender geschluckt wird und anschlieffiend Aufnahmen des Gastrointestinaltrakts macht, und
die Computertomographie-Koloskopie, die Uber Roéntgenaufnahmen vorallem gréliere
Polypen und Karzinome visualisiert und identifiziert (Plumb et al. 2014, Hassan et al. 2008).
Ein Nachteil aller nicht-invasiven Methoden besteht darin, dass sie zwar positive Befunde
liefern kénnen, die Lasionen aber anschliefend dennoch in invasiven Eingriffen behandelt
werden missen. Zu den invasiven Untersuchungen zahlen die Sigmoidoskopie und die
Koloskopie. Neben der direkten Visualisierung und Detektion mdglicher Neoplasien bieten
diese Eingriffe den Vorteil, dass Biopsien flir eine genauere pathologische Beurteilung
abgenommen werden konnen. Generell gilt die Koloskopie als die zuverlassigste Methode zur
Detektion von kolorektalen Lasionen (Brenner, Altenhofen, and Hoffmeister 2010).

Im Rahmen einer Weillichtendoskopie werden Kolonlasionen bzw. Lasionen in weiteren
Teilen des Gastrointestinaltrakts auf Grundlage struktureller und makroskopisch sichtbarer
Veranderungen detektiert. Jedoch sind im Kolon vor allem flache und sessile Lasionen schwer
zu detektieren und werden daher eher Ubersehen (Wang et al. 2020). Man geht davon aus,
dass solche flachen Adenome bis zu 35% aller pramalignen Lasionen ausmachen und daher
ein vermeidbares Krebsrisiko darstellen, wenn sie rechtzeitig entdeckt werden (Rembacken et
al. 2000, le Clercq et al. 2014).

Einen alternativen Ansatz zur konventionellen Weillichtendoskopie stellt die
Echtzeitfluoreszenzendoskopie dar, bei der fluoreszierende Liganden an Rezeptorproteine auf
der Zelloberflache binden und Strukturen so tber ein erhdhtes Fluoreszenzsignal hervorheben
(Rabinsky et al. 2016). In pramalignen Lasionen werden Tumormarker oft schon
Uberexprimiert, bevor morphologische Veranderungen erkennbar sind (Wang et al. 2020). Zu
diesen Markerproteinen zahlen u.a. Claudine, welche sich aufgrund ihrer extrazellularen
Doméanen gut als Rezeptoren fir fluoreszierende Liganden eignen. Flr verschiedene
Tumoren, welche routinemallig endoskopisch detektiert werden, wurde bereits eine
Uberexpression relevanter Claudine beschrieben. So sind in Magenkarzinomen oftmals Cldn1,
-3, -4, -5 und -7 Uberexprimiert (Johnson et al. 2005, Resnick et al. 2005, Cunningham et al.
2006, Yang, Sun, and Meng 2018), wahrend in kolorektalen Karzinomen vor allem eine
Uberexpression von Cldn1, -3 und -4 beobachtet wurde (de Oliveira et al. 2005, Dhawan et al.
2005).

In den durchgefihrten in vitro- und ex vivo-Versuchen konnte eine spezifische Claudinbindung
von cCPE-SSS und deren Detektion gezeigt werden. Somit ware cCPE-SSS ein geeignetes

Targetingmodul fiir eine cCPE-basierte molekulare Sonde fiir die Fluoreszenzendoskopie,

126



Diskussion

welche gerichtet an einen mdglichen Biomarker der (pra)kanzerésen Lasionen binden wurde.
In einer vorgehenden Studie wurde ein ahnlicher Ansatz verfolgt, indem Uberexprimiertes
Cldn1 in Kolonlasionen Uber ein fir Cldn1-spezifisches, Fluorophor-gekoppeltes Peptid in
einer Echtzeit-Fluoreszenzendoskopie visualisert wurde (Rabinsky et al. 2016). Allerdings war
das Signal-Hintergrund-Verhaltnis bei Verwendung dieses Peptids verbesserungswiirdig und
es konnte nur Cldn1 detektiert werden, wohingegen mit cCPE-SSS ein Ligand zur Verfligung
steht, der an ein breites Claudinspektrum, namlich Cldn1 -9, bindet. Dieser kdnnte
Kolonlasionen bzw. gastrointestinale Lasionen im Allgemeinen schon friihzeitig markieren,
ohne dass das genaue Claudinexpressionsmuster bekannt sein muss.

Ein Nachteil der Fluoreszenzendoskopie besteht allerdings darin, dass das gemessene Signal
der Sonde meist mit der Autofluoreszenz des Gewebes gemischt ist. Dieses Problem kdnnte
durch die Anwendung von Fluoreszenzlebenszeitmessungen oder die Auswertung
multispektraler Bilddaten verbessert werden. Beide Ansatze sind jedoch sehr teuer (Bae et al.
2019). Ein gerichtetes Kontrastmittel fir die klinische Anwendung bei der
Fluoreszenzendoskopie ist bisher noch nicht zugelassen. Neben dem hohen Kostenaufwand
muss dabei auch sichergestellt werden, dass die molekulare Sonde auch vertraglich ist. Bisher
wird neben Fluorophor-markierten Antikdérpern zur Tumordetektion auch an dem
Tracermolekulen geforscht, die nur in einer Tumorumgebung fluoreszieren. Dazu zahlen
beispielsweise y-Glutamylhydroxymethylrhodamingriin, das Enzym y-Glutamyltranspeptidase
auf der Oberflache von Tumorzellen zu einem aktiven Fluorophor gespalten wird (Mitsunaga
et al. 2013), und das sogenannte BMV109, das durch die enzymatische Spaltung von
Cathepsin H, das als Modulatoren der Extrazellularmatrix in die Tumorumgebung sekretiert
wird, aktiviert wird (Verdoes et al. 2013).

Auch wenn die Fluoreszenzendoskopie bisher noch nicht in gréRerem Umfang eingesetzt wird,
so zeigen diese Arbeiten doch, dass sie eine aussichtsreiche Erganzung zur
Weillichtendoskopie darstellt, welche besonders die Detektion friher und flacher Neoplasien
verbessern kénnte. Fluorophorgekoppeltes cCPE ist dabei eine weitere molekulare Sonde, flir

die gezeigt wurde, dass durch sie relevante Tumormarker detektiert werden kénnen.
5.3.6 Charakterisierung von Magenkarzinomorganoiden mittels YFP-cCPE

Als weiteres Modell flr Karzinome, bei denen eine Claudiniiberexpression beschrieben ist,
wurden Magenkarzinome bzw. aus ihnen abgeleitete Organoide verwendet.

Die Organoidkulturen wurden aus primaren Magenkarzinomzellen von Tumorpatienten
abgeleitet. Sowohl durch  morphologische Untersuchungen als auch durch
Immunfluoreszenzfarbung spezifischer Tumormarker wie p53, Cancer Antigen 72 und dem
carcinoembryonalen Antigen konnte gezeigt werden, dass die Zellen der Organoide aus den

jeweiligen Primartumoren abgeleitet worden waren. Weiterhin konnte Uber Farbung des
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Antigens Ki-67 die proliferative Aktivitdt in den Organoidkulturen nachgewiesen werden.
(Ehlen et al., Patient-derived organoids recapitulate individual properties of gastric and
gastroesophageal junction cancer in vitro). Da in einem primaren Karzinom jedoch eine
Vielzahl verschiedener Zelltypen, wie unterschiedlich dedifferenzierter Epithelzellen, aber
auch Fibroblasten, vorliegen, sind die kultivierten Organoide entsprechend heterogen. So
wurden neben Organoiden mit deutlichem Lumen auch solche beobachtet, welche eher wie
ein unorganisiertes Zellaggregat aussahen. Fir die initiale Analyse wurden vor allem
lumenbildende Organoide gewahlt, da auf ihnen eine starkere Bindung von YFP-cCPE-SSS
detektiert wurde (Abb. 20).

Die kultivierten Organoide stammen aus zwei unterschiedlichen Magenkarzinomentitaten.
Wahrend in dem primaren Tumor von Patient 1, einem diffusen Magenadenokarzinom, Cldn1
und Cldn4 sowohl an Zell-Zell-Kontakten als auch intrazellular vorliegen, liegen im Karzinom
von Patient 2, einem muzinésen Magenadenokarzinom, diese beiden Claudine fast nur an
Zell-Zell-Kontakten vor (Abb. 20 A, B). Die Claudinlokalisation spiegelt daher teilweise auch
jene Dedifferenzierung wider, die in den Karzinomen beobachtet wurde. In beiden
Organoidkulturen gab es jeodch Organoide unterschiedlichster Morphologie. Dies war ein
Grund dafur, dass anhand der Tumorklassifizierung noch keine Aussage uber den
Differenzierungsgrad der heterogenen Organoidkulturen getroffen werden konnten.

In der Lebendzell-Mikroskopie konnte die spezifische Bindung von YFP-cCPE-SSS an die
Oberflache der Magenkarzinomorganoide eindeutig detektiert werden (Abb. 20 C — F). Dies
war zum einen ein erster Anhaltspunkt daflir, dass extrajunktionale Claudine auf der
Oberflache der Organoide vorliegen; anderseits untermauert es noch einmal die mdgliche
Anwendbarkeit von YFP-cCPE zur Detektion delokalisierter Claudine im Rahmen
bildgebender Verfahren zur Tumordiagnostik.

In den lumenbildenden Organoiden wurden Cldn1 und -4 besonders in der basolateralen
Membran und an Zell-Zell-Kontakten, jedoch nicht in der apikalen Membran detektiert
(Abb. 20 G — J). Dies deutet auf eine ausgepragte Zellpolaritat, wie sie flr Epithelzellen
charakteristisch ist, hin. Gleichzeitig ist dies ein Hinweis auf das Vorhandensein intakter TJ im
apikalen Bereich der lateralen Membran, die ein unkontrolliertes Diffundieren von Claudinen
in der Plasmamembran verhindern. Weiterhin ist auch die Ausbildung eines Lumens in
Organoiden zumindest teilweise von der TJ-vermittelten Regulierung der Permeabilitat
gegenuber verschiedenen Soluten abhangig (Bardenbacher et al. 2019).

Es ist zu beachten, dass YFP-cCPE-SSS von aufl)en und somit der basalen Seite der
Organoide zugegeben wurde. Auch bei ausdifferenzierten, polaren intestinalen Epithelzellen
wurde eine wesentlich starkere Bindung des GST-cCPE nach basaler als nach apikaler

Zugabe nachgewiesen (Eichner, Augustin, et al. 2017). Daher ist noch unklar, ob die
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Rezeptorclaudine in den Tumororganoiden im Zuge einer Dedifferenzierung in einem
starkeren Malle basolateral extrajunktional vorliegen.

Desweiteren weisen die intrazellular detektierten Claudine auf eine Dedifferenzierung der
Epithelzellen hin. Das Ausmald der Dedifferenzierung konnte durch zukinftige, detaillierte
Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation und TJ-Integration verschiedener Claudine in
Magenkarzinom-Organoiden mittels cCPE-Behandlung und Immunfarbungen analysiert
werden. So koénnten extrajunktionale Claudine weiterhin Gber YFP-cCPE-SSS visualisert
werden, wahrend eine intakte TJ-Barriere als Diffusionsbarriere flir einen niedermolekularen
Marker (bspw. CellMask™ oder Fluorescein, Vgl. Abschnitt 4.3.1) erkennbar ware. Wichtig
ware aullerdem, die Organoidkulturen aus Tumoren mit denen aus gesundem,
gastrointestinalem Gewebe zu vergleichen und zu testen, inwiefern die cCPE-Bindung,
Claudin-Verteilung und TJ-Barriere mit der morphologischen Heterogenitat der Organoide und
weiterer Marker der EMT korreliert.

Sowohl Uber die morphologischen Analysen als auch Uber die Immunfluoreszenzfarbung von
Tumormarkern und Claudinen konnte gezeigt werden, dass die kultivierten Organoide gute in
vitro-Modelle der Magenkarzinome darstellen, welche die spezifischen Eigenschaften der
primaren Tumoren zuverlassig reflektieren. Somit stellen sie ein geeignetes in vitro-System
dar, in denen Antikrebsmedikamente mit einem hohen Durchsatz patientenindividuell getestet
werden koénnen und mit dessen Hilfe nach der zell- und molekularbiologischen
Charakterisierung personalisierte Behandlungsstrategien flir die weitere Therapie der
Tumoren ausgewahlt werden kénnen, wie es bereits fir weitere Organoidkulturen beschrieben
worden ist (Vlachogiannis et al. 2018, Steele et al. 2019, Li et al. 2018, Li et al. 2019).

Mit YFP-cCPE-SSS steht ein Molekl zur Verfigung, dass die im Rahmen der Karzinogenese
delokalisierten Claudine nicht nur im Rahmen einer Gastroskopie visualisieren konnte,
sondern Uber dessen Bindung sich auch Hinweise Uber den Verlauf der Erkrankung ergeben
kénnten. So wurde beschrieben, dass die Expression von Cldn6, einem weiteren Rezeptor
von cCPE-SSS, mit einer schlechteren Prognose des Krankheitsverlaufes korreliert (Kohmoto
et al. 2020). Eine Uberexpression von Cldn4 ist hingegen eher mit einer positiven Prognose
fur den Patienten assoziiert (Kwon et al. 2011). Weiterhin kdnnte Gber die ex vivo-Bindung von
YFP-cCPE-Proteinen die Expression und Lokalisation der Claudine auch im nativen Gewebe
analysiert werden, wie es bereits fur Pankreaskarzinommodelle beschrieben worden ist
(Torres et al. 2018). Ein besseres Verstandnis der Rolle der Claudine in der Progression von
Magenkarzinomen konnte so die Wahl der bestmdglichen Therapie fir den Patienten
beeinflussen. Wie die Ergebnisse zeigen, sollte hierbei nicht nur das Expressionsniveau,

sondern auch die subzellulare Lokalisation der Claudine miteinbezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte in mehreren proof-of-priciple-Ansatzen gezeigt werden, dass
cCPE-SSS bereits in friihen Stadien der Karzinomentwicklung spezifisch an die
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extrajunktionalen Claudine auf der Oberflaiche verschiedener Modellsysteme fur die
Karzinogenese bindet und diese Bindung zuverlassig detektiert werden kann. Die Detektion
der Uberexpression von Claudinen auf der Oberflache von Karzinomen wurde auch schon in
friheren Studien angewendet. So konnte Uberexprimiertes Cldn4 in Pankreaskarzinomen
sowohl mittels Cy5.5-gekoppeltem GST-cCPEwt (Neesse et al. 2013) als auch Uber einen
radioaktiv-markierten monoklonalen anti-Cldn4-Antikérper (Torres et al. 2018) zur
spezifischen Detektion von (pra)kanzerdsen Lasionen des Pankreas eingesetzt werden. In
einem weiteren Ansatz konnte zudem gezeigt werden, dass eine cCPE-basierter molekulare
Sonde flir die Magnetresonanztomographie spezifisch an Cldn4-exprimierende HEK-293-
Zellen bindet und detektiert werden kann (Piontek et al. 2017). Zusammen zeigen diese
Ergebnisse, dass Uberexprimierte Claudine nicht nur relevante Wirkstofftargets auf der
Oberflache von Karzinomzellen sind, sondern ihre Expression auch im Rahmen diagnostischer

Verfahren durch die Bindung cCPE-basierter Biologika visualisiert werden kénnen.
5.4 Modulierung der epidermalen Barriere durch cCPE-Varianten

Lange Zeit wurde ein funktioneller Beitrag der TJ zur transepidermalen Barriere angezweifelt.
Erst in den letzten zwei Jahrzehnten wurde gezeigt, dass intakte TJ fir das Aufrechterhalten
der transepidermalen Barriere entscheidend sind (Furuse et al. 2002). Mithilfe einer neuen
impedanzspektroskpischen Methode, die von R. Mannweiler am Institut flr Klinische
Physiologie entwickelt wurde, ist es erstmals moglich, den Gesamtwiderstand eines
Epidermismodells auf den Beitrag des Stratum corneums (SC) und der lebenden Zellen, also
der TJ im Stratum granulosum (SG), aufzuteilen (Mannweiler et al., Direct assessment of
individual skin barrier components by electrical impedance spectroscoy. z. Zt. in Revision).

In der RHE werden relevante TJ-Proteine exprimiert und intakte TJ ausgebildet (Abb. 21,
Abb. 22). In einem ersten Schritt konnte mittels Messung des TER und der Lucifer Yellow
Permeabilitat im RHE-Modell gezeigt werden, dass cCPE-Varianten die Hautbarriere 6ffnen
kénnen (Beier et al. 2019). In einem zweiten Schritt zeigten impedanzspektroskopische
Messungen, dass gezielt die TJ-Barriere durch die claudinbinden Varianten cCPEwt und -SSS
geoffnet werden kann, ohne dabei die Barriere, die durch das SC gebildet wird, zu beeinflussen
(s. Anhang, Abb. 33 A-D). In den TJ der RHE liegen hauptsachlich Cldn1 und -4 vor. In
Knockdown-Experimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass der Einfluss von Cldn1 auf den
transepidermalen Widerstand deutlich groRer ist als der von Cldn4 (s. Anhang, Abb. 33 E).
Nichtsdestotrotz spricht die charakteristische Koexpression von Cldn1 und Cldn4 in der TJ-
ausbildenden Zellschicht der Haut, dem SG, dafur, dass Cldn4 die Ausbildung funktioneller
TJs unterstutzt.

Anders als erwartet hatte cCPEwt einen ahnlich starken Effekt auf die epidermale Barriere wie
cCPE-SSS, obwohl es eine geringe Affinitat flir Cldn1 besitzt (s. Anhang, Abb. 33 A). Mithilfe
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von Knockdown-Experimenten sollte untersucht werden, ob der Einfluss von cCPEwt und -
SSS auf die TJ in der RHE weiter differenziert werden kann. Durch den Verlust von Cldn1 in
den TJ der RHE wurde die parazellulare epidermale Barriere so gestort, dass keine der cCPE-
Varianten mehr einen messbaren Einfluss hatten. Hingegen konnte in den RHE-Modellen, in
denen Cldn4 herunterreguliert war, eine dichtere TJ-Barriere aufrechterhalten werden. Obwohl
in diesem Modell keine cCPEwt-Rezeptorclaudine mehr zu dieser Barriere beitragen konnten,
wurde sie durch cCPEwt deutlich gedtffnet (s. Anhang, Abb. 33 B - D).

Die sehr hohe eingesetzte Konzentration von 50 ug/ml cCPE und die lange Inkubationszeit
der RHE mit diesem kénnten jedoch dazu flihren, dass die Bindung von cCPEwt ausreicht, um
genug Cldn1 zur Schwachung der epidermalen Barriere zu binden. cCPEwt schwachte die
Barriere in nativer RHE tendenziell starker als cCPE-SSS. Dies konnte damit
zusammenhangen, dass cCPE-SSS durch seine im Vergleich zu cCPEwt héhere Affinitat fur
Cldn1 kompetitionsbedingt etwas weniger Cldn4 blockiert und somit das Zusammenwirken von
Cldn1 und -4 bei der TJ-Barriere weniger effektiv hemmt (Abb. 25). Diese Interpretation wird
durch den Befund gestltzt, dass cCPE-SSS in dem RHE-Modell, in dem die Cldn4-Menge
durch Knockdown stark reduziert und die Barriere somit fast ausschlief3lich durch Cldn1
gebildet wurde, entsprechend seiner hdheren Affinitat zu Cldn1 einen etwas starkeren Einfluss
auf die Barriere als cCPEwt hatte (Abb. 33 C).
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Abbildung 25 In vitro-Modulierung der epidermalen TJ-Barriere durch cCPEwt und -SSS. Modelle
rekonstituierter humaner Epidermis sind mehrschichtige Modelle, deren Zellschichten spezifischen Schichten der
Epidermis entsprechen. TJ befinden sich zwischen obersten lebenden Zellen. TJ der Epidermis enthalten
hauptsachlich Cldn1 und -4. Cldn1 wird in allen Schichten der RHE exprimiert, Cldn4 nur in oberen Schichten (SG).
cCPE-SSS bindet mit hoher Affinitat an Cldn1 und -4, fiir cCPEwt ist Affinitat fir Cldn4 deutlich gréRer als fir Cldn1.
In nativer RHE wird parazellulare Barriere starker durch cCPEwt als durch cCPE-SSS geschwécht. Bei hohen
eingesetzten Konzentrationen bindet cCPEwt sowohl an Cldn4 als auch an Cldn1. Kompetitionsbedingt blockiert
cCPE-SSS Cldn1 jedoch starker als Cldn4, sodass TJ-Barriere weniger effektiv beeinflusst wird. Durch Cldn1-
Knockdown wird Ausbildung einer dichten parazellularen Barriere verhindert. Dies Giberlagert moglichen Effekt, den
Blockierung von Cldn4 haben kénnte. In Cldn4-Knockdown-Modellen kann dichte TJ-Barriere ausgebildet werden.
Da cCPE-SSS mit hoherer Affinitat an Cldn1 bindet als cCPEwt, kann es die parazellulare Barriere starker 6ffnen.
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In vorhergenden Studien konnte die Lucifer Yellow Permabilitdt von humanen
Epidermismodellen auch durch die Inkubation mit 10 und 50 ug/ml cCPEwt Uiber einen langen
Zeitraum von vier Tagen erhdht werden (Yuki et al. 2013). In den RHE-Modellen wurde der
Einfluss von cCPE-Varianten auf die epidermale Barriere auch Uber den TER und die
Permeabilitat fiir Lucifer Yellow gemessen. Hierbei wurde die Barriere gegen Lucifer Yellow
durch cCPE-SSS starker geschwacht als durch cCPEwt (Beier et al. 2019). Die Befunde
deuten darauf hin, dass sich Cldn1 und Cldn4 in ihrem Beitrag zu einer Barriere gegen kleine
lonen und einer Barriere gegen etwas grofiere Solute unterscheiden kénnten.

Auch die Immunfluoreszenzfarbungen von cCPE-behandelter RHE zeigen keine deutlichen
Unterschiede zwischen der Bindung von cCPEwt und -SSS. Obwohl Cldn4, der klassische
Rezeptor fiir cCPEwt, nur in den oberen Schichten des SG lokalisiert ist, bindet cCPEwt, wie
auch cCPE-SSS, in allen Schichten der RHE und kolokalisiert mit Cldn1 (Abb. 22).
Zusammen deuten die Ergebnisse daraufhin, dass cCPEwt unter den gegebenen
Bedingungen tatsachlich in ausreichender Weise an Cldn1 in der RHE binden konnte, um die
TJ-Barriere zu beeintrachtigen.

Um die Eignung von cCPE-Varianten fur die Modulierung der epidermalen Barriere besser
abschatzen zu kénnen, sind zunachst weitere Versuche notwendig. So sollten geringere
Konzentrationen von cCPE sowie kiirzere Inkubationszeiten getestet werden, um die héhere
Affinitdt von cCPE-SSS an Cldn1 besser nutzen zu kdnnen. Dieses sollte schneller oder in
geringeren Konzentrationen als cCPEwt die epidermalen TJ 6ffnen kdnnen. Die TJ-Integritat
kébnnte  zusatzlich  zur Impedanzmessung auch Uber Fluoreszein- und
Biotinpermebilitatsmessungen beurteilt werden. So wird durch die Impedanzmessung zwar die
Barriere flir lonen, nicht aber flr kleine Molekiile gemessen. Bei diesen kdnnte sich durchaus
noch ein Unterschied zwischen den eingesetzten cCPE-Varianten ergeben. Die Varianten
cCPE-SRSH und cCPE-L254A/S256A/1258A/D284A, welche preferenziell an Cldn1 bzw.
Cldn4 binden, kénnten zudem neue Erkenntnisse Uber den Beitrag der einzelnen Claudine zur
TJ-Barriere in der Epidermis liefern. Weiterhin sollte auch die Reversibilitat der Offnung der
transepidermalen Barriere getestet werden. Dies lielte sich mit wenig Aufwand durch eine
anschlieftende Inkubation in cCPE-freiem Medium und entsprechende Impedanzmessungen

realisieren.

In der Summe konnte gezeigt werden, dass durch cCPE-Varianten die TJ-Barriere in
Epidermismodellen gezielt ohne Beeinflussung des SC moduliert werden kann. Ein deutlicher
Beitrag der TJs, die vor allem durch Cldn1 und in geringerem Mal3e von Cldn4 gebildet werden,

zur Hautbarriere konnte untermauert werden.
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5.5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Anwendungsmoglichkeiten cCPE- und CPE-
basierter Biologika fiir die Diagnose und Therapie Claudin-lberexprimierender Tumoren sowie
zur Modulation der epidermalen Barriere untersucht.

Claudin-cCPE-Komplexe wurden zunachst mittels bioinformatischer Methoden auf
struktureller Ebene analysiert. Auf diese Weise konnten nicht nur die experimentell
gemessenen Daten zur Bindung von cCPE-SRSH an Cldn1 -7 auch mechanistisch
untermauert werden, sondern es wurden auch konkrete Hinweise auf eine Flexibilitat der
Claudinkonformation gefunden, die durch Interaktionen mit claudinbindenden cCPE-Proteinen
beeinflusst werden kénnte (Absatz 4.1).

Claudine, die auf der Oberflache von Karzinomen oder prakanzerdésen Lasionen
Uberexprimiert werden, sind geeignete Wirkstoffziele fir neuartige Tumortherapien. In dieser
Arbeit konnte der deutliche Vorteil der Variante CPE-SRSH gegeniiber CPEwt bei der
Eliminierung von Karzinomen, die hauptsachlich Cldn1 exprimieren, in in vitro-Modellen fir
Bronchial- und Schilddrisenkarzinome hervorgehoben werden (Abschnitt 4.2).

Claudine kénnen nicht nur fur die Tumorbehandlung, sondern auch fir die Tumordiagnose
eingesetzt werden. Nicht-toxisches cCPE kann dabei als Targetingmodul fir cCPE-basierte
molekulare Biosonden dienen (Abschnitt 4.3). Der Fokus dieser Arbeit lag dabei auf Sonden
fur fluoreszenzendoskopische Methoden. So konnten mit zwei verschiedenen Ansatzen neue
Fluorophor-markierte cCPE-Proteine entwickelt werden. Diese besitzen dieselben
Claudinbindungseigenschaften wie unmarkiertes GST-cCPE. |hr entscheidender Vorteil liegt
in dem Einsatz bei der Lebendanalyse von Claudin-exprimierenden Modellen (Abschnitte
4.3.1, 4.3.5). Zudem ist fir die Claudindetektion mit Fluorophor-markierten cCPE-Proteinen
keine weitere Antikoérperfarbung notwendig. Dies erhdhte die Sensitivitat der Claudindetektion
deutlich, da auch schwerer zugangliche, extrajunktionale Claudine in der Plasmamembran
detektiert werden kénnen (Abschnitt 4.3.1).

Die Bindung von cCPE an delokalisierte Claudine wurde in verschiedenen, relevanten
Modellen der Kanzerogenese gezeigt. So wurden einerseits die Claudindelokalisation im
Rahmen der Entstehung von kolorektalen Karzinomen Uber cCPE-Bindung detektiert
(Abschnitte 4.3.2, 4.3.3) und andererseits die Bindung von YFP-cCPE flr die Charaktersierung
eines neuartigen Magenkarzinomorganoidmodells (Abschnitte 4.3.5, 4.3.6) verwendet. In allen
Modellen war die Bindung von cCPE-SSS spezifisch und besal? ein gutes Signal-zu-
Hintergrund-Verhaltnis.

Darliber hinaus wurde der Einfluss von cCPE-Varianten auf die epidermale Barriere
untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die claudinbindenden Varianten cCPEwt und
cCPE-SSS spezifisch an die Claudine in der Epidermis binden und somit die TJ-Barriere

offnen, aber keinen Einfluss auf weitere Barrierekomponenten in der Epidermis haben.
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Weiterhin konnte der jeweilige Beitrag von Cldn1 und -4 zur epidermalen Barriere erstmals

differenziert und unabhangig von der Barriere des SC betrachtet werden (Abschnitt 4.4).

Diese dargestellten Ergebnisse sprechen fiir die vielfaltigen Einsatzméglichkeiten von CPE
und cCPE. Durch weitere Anpassung der Bindungseigenschaften von CPE an die
Claudinexpressionsmuster bestimmter Karzinome koénnen diese gezielt eliminiert werden,
wahrend die Nebenwirkungen auf gesundes Gewebe durch Reduzierung der Immunogenizitat
und gezielte Applikation moglichst geringgehalten werden.

Die Anwendung von Fluorophor-markierten cCPE-Proteinen in der Tumordiagnose ist
ebenfalls vielversprechend. Im Rahmen weiterer Experimente sollte hier unbedingt die
Bindung und Detektion von Fluorophor-markiertem cCPE ex vivo in humanen Proben lebend
und fixiert untersucht werden. Weiterhin ist es notwendig, auch die Bindung in gesundem
Kontrollgewebe zu analysieren. Diese sollte moglichst gering sein, um (pra)kanzerdse
Lasionen zuverlassig detektieren zu kénnen. Ein weiterer Schritt flr die Etablierung einer
cCPE-basierten molekularen Biosonde ist die in vivo-Analyse. Hier kdnnten ein beispielsweise
Vergleich von Weildlicht- und Fluoreszenzendoskopie in einem geeigneten Modellorganismus
wie CPC;Apc Mausen, die spontan flache und gestielte Kolonlasionen bilden (Hinoi et al.
2007), angestrebt werden.

Mithilfe von YFP-cCPE kénnen auch die Magenkarzinomorganoide ausflhrlicher
charaktersiert werden. Beispielsweise lielde sich Uber Diffusionsmarker die funktionelle TJ-
Barriere visuell dargestellen. Durch Behandlung mit zytotoxischem CPE kénnten gezielt
Claudin-exprimierende Zellen in den Organoiden eliminiert, um deren Beitrag zur
proliferierenden Zellpopulation der Organoide genauer zu analysieren. Durch ein besseres
Verstandnis der Organoideigenschaften lieften sich evtl. Riickschlisse auf die Eigenschaften
des Primartumors ziehen. Diese kdnnten fur die Tumortherapie von entscheidendem Vorteil
sein.

Neben der epidermalen Barriere ist auch besitzt auch die endotheliale Blut-Hirn-Schranke eine
sehr dichte parazellulére Barriere, die vorallem durch Cldn5 gebildet wird. Ahnlich wie es fir
die Epidermismodelle beschrieben worden ist, kénnte mithilfe Cldn5-bindender cCPE-
Varianten (Protze et al. 2015, Neuhaus et al. 2018) in in vitro- und tierexperimentellen Studien
versucht werden, die Blut-Hirn-Schranke gezielt zu modulieren, um bspw. eine mdgliche

Wirkstoffgabe Uber diese Barriere zu verbessern.
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7 Anhang

7.1 Proteinaufreinigungen

Im Folgenden werden beispielhaft Fraktionen der Expression und Aufreiningung der
rekombinanten Proteine 6 x His-CPE, 6 x His-eYFP-cCPE und GST-cCPE in Coomassie-

gefarbten Polyacrylamidgelen oder als Western Blots gezeigt.
7.1.1 Expression und Aufreiningung von GST-cCPE

GST-cCPE wurde in E. coli BL21(DE3) exprimiert und Gber eine Affinitatschromatographie mit
Glutathion-Agarose als Matrixmaterial aufgereinigt. Abb. 26 zeigt exemplarisch die
Proteinfraktionen der einzelnen Expression- und Reinigungsschritte nach SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung (hier fur GST-cCPE-Y306A/L315A).

M nach vor
[kDa] Ind. Ind.

Lc FT w1 w4 E

Abbildung 26 Expression und Aufreinigung von GST-cCPE. Exemplarisches Coomassie-gefarbtes
Polyacrylamid-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben. Erwartete GroRe GST-cCPE 41 kDa.
Endogene E. coli-Proteine und kaum Proteinexpression vor Induktion (vor Ind.) der E- coli BL21(DE3) zu erkennen,
deutliche Band auf entsprechender H6he nach Induktion (nach Ind.) mit 1 mM IPTG. Kein Proteinverlust durch
Zellaufschluss (Lc — geklartes Lysat). Unerwilinschte endogene Proteine der E. coli und etwas GST-cCPE im
Durchfluss (FT), der nicht an Glutathion-Agarose gebunden hat. Progressive Reinheit der Waschfraktionen (hier
W1 und W4 gezeigt). Prominente Bande entsprechender GréR3e in Eluat (E), fast keine Verunreinigungen durch
endogene Proteine der E. coli. Banden von GST-cCPE durch rote Kasten hervorgehoben.
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7.1.2 Expression und Anreicherung von 6 X His-markierten Proteinen

CPE und YFP-cCPE wurden als 6 x His-markierte Proteine in E. coli BL21(DE3) exprimiert
und Uber Affinitdtchromatographie mit Ni-IDA (His60 Ni Superflow Resin, Takara Bio Inc)
aufgereinigt. Exemplarische Aufreinigungen sind in Abb. 27 (6 x His-CPE) und Abb. 28
(6 x His-YFP-cCPE) gezeigt.

A B

M E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 MW

(kDa)

vor  nmach g4 E2 E3 E4 E5 E6  E7
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|- 55

—— . . — — - 36

I-28

=17

Abbildung 27 Expression und Anreicherung von 6 x His-CPE. (A) Exemplarisches Coomassie-gefarbtes
Polyacrylamidgel nach SDS-Page. Erwartete Gré3e des rekombinanten Proteins ca. 35 kDa. Vor Induktion (vor
Ind.) endogene E. coli-Proteine aufgetrennt. Nach Induktion zusétzliche Bande bei 35 kDa fir 6 x His-CPE. Alle
Eluate zeigten erwartete Bande flr rekombinantes 6 x His-CPE (hervorgehoben durch rote Kasten), aber auch
Verunreinigungen durch endogene Proteine. (B) Western Blot fur Eluatfraktionen (E1 — E7) visualisiert Uber anti-
CPE-Antikorper (Kaninchen). Gleiche Volumina fir alle Eluatfraktionen aufgetragen. Prominente Bande bei ca.
35 kDa, die rekombinantem Protein entspricht. E1 niedrigere Konzentration als Ubrige Eluate, daher nicht weiter
verwendet.
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Abbildung 28 Expression und Aufreinigung von 6 x His-eYFP-cCPE. (A) Exemplarisches Coomassie-
gefarbtes Polyacrylamidgel nach SDS-PAGE. Erwartete GroRe des rekombinanten Proteins ca. 40 kDa. Leichte
Expression schon vor Induktion. Deutliche Steigerung nach Induktion der Expression mit 1 mM IPTG.
Rekombinantes Protein und endogene Proteine im geklarten Lysat (Lc). Durchfluss (FT) enthalt rekombinantes
Protein. Entfernung unerwiinschter, endogener Proteine durch Waschschritte (W). Alle Eluatfraktionen enthielten
YFP-cCPE. Banden fir rekombinantes Protein durch rote Kasten hervorgehoben. (B) Western Blot fir
Eluatfraktionen visualisiert Uiber anti-GFP-Antikdrper (Maus). Gleiche Volumina fur alle Fraktionen aufgtragen.
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7.2 Durch die Doppelmutation S231R/S313H wird die Affinitat von cCPE
fur die Claudine 1, 2 und 5 erhoht

Die Einzelmutationen S231R und S313H und die Doppelmutation S231R/S313H wurden in
cCPE kloniert. Mit den aufgereinigten GST-cCPE-Proteinen wurden zelluldre Bindungsassays
in stabil Claudin-transfizierten HEK-293-Zellen durchgefihrt (Dr. A. Piontek, FMP, Berlin).
Die beiden Einzelmutationen erhdhen die Bindung an Cldn1 bereits deutlich. Dieser Effekt wird
in der Doppelmutante nochmals verstark (Abb. 29 A). Auch an Cldn2 bindet die Mutante
cCPE-S313H deutlich besser als cCPEwt. Die Einzelmutation S231R allein hat keinen Einfluss
auf die Bindung an Cldn2, jedoch wird durch die Doppelmutation die Bindung noch einmal
erhéht (Abb. 29 B). Dieser Effekt wird ebenfalls fur Cldn5 beobachtet, allerdings bindet die
Doppelmutante deutlich starker an Cldn5 als es fir die Einzelmutante cCPE-S313H
beobachtet wird (Abb. 29 E). Fur die Affinitat an Cldn3 und -7 wurden durch die Mutationen
keine Veranderungen beobachtet (Abb. 29 C, G). Die Varianten cCPE-S313H und -SRSH
binden mit leicht verringerter Affinitat an Cldn4 und -6 (Abb. 29 D, F).
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Abbildung 29 Die Doppelmutation S231R/S313H erweitert das Spektrum von Rezeptorclaudinen fiir cCPE
um die Claudine 1, 2 und 5. Relative cCPE-Bindung in zellularen Bindungsassays mit stabil Claudin-transfizierten
HEK-293 ((A) — Cldn1-YFP, (B) — Cldn2-YFP, (C) — Cldn3-YFP, (D) — Cldn4-GFP, (E)— Cldn5-YFP, (F) — Cldn6-
YFP, (G) — Cldn7-YFP) bestimmt. 24 h nachdem die Zellen ausplattiert worden waren, wurden sie mit 0,5 ug/mli
des jeweiligen GST-cCPE-Proteins inkubiert (30 min, 37 °C), Fixierung, Detektion des gebundenen GST-cCPE
Uber  Phycoerythrin-gekoppelten  anti-GST  Antikérper.  Berechnung der Bindung relativ.  zum
Claudinexpressionsniveau (YFP- bzw- GFP-Signal). cCPE-S231R/S313H band deutlich stérker als cCPEwt an
Cldn1, -2 und -5, wahrend die Bindung an Cldn3 und -7 unverandert blieb und fiir Cldn4 und -6 leicht sank.
Mittelwerte + SEM. Einseitige ANOVA mit Bonferroni-Korrektur. * vs. cCPEwt oder wie angegeben. n > 3.
*p<0,05 *p<0,01, ** p<0,001, *™** p < 0,0001 (Piontek et al. 2019).
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Uber Homologiemodelle fiir die entsprechenden Claudine im Komplex mit cCPE-SRSH
konnten die experimentellen Bindungsdaten auch mechanistisch verifiziert werden (s.
Abschnitt 4.1.1).

7.3 Expression von Claudinen in Bronchialkarzinomzelllinien

In  den Bronchialkarzinomzelllinien PC-9 (NSCLC) und SK-MES-1 (bronchiales
Plattenepithelkarzinom) wurde die Expression der Claudine 1 -9 mittels Western Blot
analysiert (Abb. 30). Die Western Blots wurden von Dr. A. Piontek angefertigt und
ausgewertet. Die Zelllinie PC-9 exprimiert die Cldn1, -3. -4 und -7 stark. In SK-MES-1-Zellen

werden schwach Cldn1 und -3 exprimiert.

>
()
&
S S
)
Cldn1 |*= .
Cldn2 Abbildung 30 Claudinexpressionsmuster von Bronchialkarzinomzellen.
Cldn3 i Analyse der Expression von endogenem Cldn1—-9 in NSCLC (PC-9) und

bronchialen Plattenepithelkarzinomzellen (SK-MES-1) mittels Western Blot. Als
Cldn4 |« Beladungskontrolle wurde Aktin verwendet. Reprasentative Abbildung aus n = 3.
(aus (Piontek et al. 2019).
Cldn5

Cldn6
Cldn7
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7.4 Histopathologische Klassifizierung der Magenkarzinome

Nach der operativen Entfernung wurden aus den Magenkarzinomen Biopsien zu
Forschungszwecken entnommen und teilweise fixiert. Mit dem fixierten Gewebe wurden
Paraffinschnitte angefertigt, die mittels Hamatoxylin- und Eosinfarbung fir die
histopathologische Analyse aufgearbeitet wurden (Arbeitsgruppe fir experimentelle und
klinisch-chirurgische Forschung). Das Magenkarzinom von Patient 1 (Abb. 31 A) wurde als
diffuses Adenokarzinom klassifiziert, welches stark dedifferenziert ist und invasiv wachst. Bei
Patient 2 (Abb. 31 B) lag ein muzindses Adenokarzinom vor. Zwar gibt es dysplastisches
Wachstum, die driisenahnliche Struktur des Magenepithels lasst sich dennoch gut erkennen

und deutet auf eine gute Differenzierung der Zellen hin.
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Abbildung 31 Hamatoxylin- und Eosinfarbung der primdren Magenkarzinome. Reprasentative
lichtmikroskopische Aufnahmen des gefarbten Tumorgewebes der Patienten 1 (A) und 2 (B). A —diffuses
Magenadenokarzinom, B — muzinéses Magenadenokarzinom. Die Abbildungen wurden von der Arbeitsgruppe fur
experimentelle und klinisch-chirurgische Forschung zur Verflgung gestellt (noch nicht publiziert).
MaRstabsbalken 50 ym.

7.5 Impedanzspektroskopische Messungen an cCPE-behandelten in

vitro-Epidermismodellen

Der Transport von Soluten erfolgt in Epithelien Uber zwei Wege. Wahrend auf dem
transzellularen Weg die apikale und basolaterale Zellmembran Uberwunden werden muissen,
fuhrt der parazellulare Weg Uber die TJ. Die Durchlassigkeit eines Epithels fur lonen kann
durch TER-Messungen bestimmt werden. In diesen Messungen wird der elektrische
Gesamtwiderstand, der (Uber einem Gewebe liegt, gemessen. Mithilfe der
Impedanzspektroskopie kann der elektrische Widerstand eines Gewebes in den
subepithelialen Widerstand (bspw. Bindegewebe und Muskulatur im nativen Gewebe) und den
epithelialen Widerstand differenziert werden (Krug, Fromm, and Gunzel 2009).

Durch Messung der transepithelialen Impedanz eines mehrschichtigen Epithels Uber einen
Frequenzbereich erhalt man eine Kurve, deren Maxima den Resonanzfrequenzen des Epithels
entsprechen. Die Position und die HOhe der Resonanzfrequenzen werden durch die
zelltypspezifischen Widerstands- und Kondensatoreigenschaften bestimmt. Fir die
Auswertung der Impedanzspektren kann ein Ersatzschaltkreis verwendet werden. Dieser
besteht in einem epithelialen Monolayer aus sechs elektrischen Komponenten: dem
Widerstand und der Kapazitat der apikalen und basalen Membran, sowie den Widerstédnden
der TJ und des Subepithels (Abb. 32) (Mannweiler et al., in Revision).

In der Arbeitsgruppe wurde von R. Mannweiler, aufbauend auf etablierten Messverfahren zur
Impedanzmessung (Fromm et al. 2009), eine impedanzspektroskopische Methode entwickelt,
um die Barriereeigenschaften von mehrschichtigen Epidermismodellen genauer zu

betrachten. Mit dieser Messmethode ist es méglich, zwischen den Beitragen des Stratum
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corneum (SC) und der lebenden Zellen zum Gesamtwiderstand der Epidermis zu
unterscheiden. Der Hauptwiderstand der lebenden Epidermisschichten wird hauptsachlich

durch die TJ im Stratum granulosum (SG) gebildet (Mannweiler et al., in Revision).

A B

Stratum corneum (SC)

¥ e Yo

lebende Epidermis (VE) i
e T "o |

RFiIter

basal

Abbildung 32 Ersatzschaltkreise fiir epitheliale Monolayer und rekonstruierte humane Epidermis. (A)
Schematische Darstellung eines einschichtigen Epithels mit entsprechenden elektrischen Komponenten.
lonentransportvorgange stellen Widerstande dar, Lipidmembranen verhalten sich wie Kondensatoren. TJ als Rpara
bezeichnet; sie stellt den grélten Widerstand des parazellularen lonentransports dar. Rap, Cap, Roi und Cpi sind
Widerstande bzw. Kondensatoren der apikalen und basolateralen Plasmamembran, Rsuw ist Widerstand des
subepithelialen Gewebes bzw. der Zellkultureinsatze. (B) Schema der rekonstruierten humanen Epidermis mit
Model fir deren elektrische Komponenten. ap — apikal, bl—basal, C — Kondensator, para — parazellular,
R — Widerstand, SC — Stratum corneum, sub — Subepithel, VE — lebende Epidermis (viable epidermis) (nach
Mannweiler et al., in Revision).

Mithilfe dieser neuen Impedanzmessung sollte untersucht werden, ob sich ein
claudinspezifischer Effekt von cCPE-Varianten auf die TJ in in vitro-Epidermismodellen
nachweisen lasst. TJ in der Epidermis enthalten vorrangig Cldn1 und -4. Daher sollte die
Barrieremodulierung mit den Varianten cCPEwt und -SSS untersucht werden. Dabei sollte
cCPEwt vor allem auf Cldn4 und cCPE-SSS sowohl auf Cldn4 als auch auf Cldn1 einen Effekt
zeitigen. Um diese genauer zu analysieren, wurden neben nativen RHE-Modellen, in denen
beide Claudine exprimiert werden, auch Knockdown-Modelle verwendet, in denen jeweils
Cldn1 oder -4 herunterreguliert waren. In den Messungen wurde jeweils zwischen dem
Widerstand aufgrund der TJ-Barriere (Resonanzfrequenz f., von engl. viable epidermis) und
aufgrund des SC (Resonanzfrequenz fsc) unterschieden (Abb. 33).

Dabei wurde deutlich, dass die Inkubation mit cCPE in keinem der Modelle einen Einfluss auf
die Barriere des SC hatte, sondern seine Wirkung auf die TJ in den lebenden Zellschichten
begrenzt war (Abb. 33 A - D).

In dem nativen RHE-Modell wurde die TJ-Barriere sowohl durch cCPEwt als auch -SSS
geschwacht (unbehandelt: 1,43 + 0,05, cCPEwt: 2,13 + 0,12, p < 0,0001 vs. unbehandelt,
cCPE-SSS: 1,90 + 0,07, p = 0,002 vs. unbehandelt), der Nichtbinder cCPE-YALA hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Barriere (1,54 + 0,04) (Abb. 33 A). Die Behandlung mit der Kontroll-

siRNA scheint die parazellulare Barriere insgesamt etwas geschwacht zu haben, sodass der
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Einfluss der cCPE-Varianten evtl. Uberlagert wurde (Abb. 33 B). Durch den Knockdown von
Cldn1 wurde die parazellulare Barriere ebenfalls so stark beeintrachtigt, dass die TJ-
Modulierung Uber cCPE-Varianten keinen Einfluss mehr hatte (Abb. 33 C). In dem Cldn4-
Knockdownmodell wurde die TJ-Barriere hingegen durch cCPEwt (1,90 + 0,04, p = 0,002) und
cCPE-SSS (2,04 £+ 0,06, p <0,0001) geschwacht. Die Negativkontrolle cCPE-YALA zeigte
auch in diesem Modell keinen Einfluss auf die parazellulare Barriere (unbhandelt: 1,56 + 0,03,
cCPE-YALA: 1,61 + 0,02) (Abb. 33 D).

A B
* = = * =
-~ 2 - _—
< Sy EE
E’ [~ _8’
fue fsc fve fsc
RHE AllStars
C D
34 34 T
| I | 2-
=) =3
) : =)
fve fsc fue fsc
Cldn1 KD Cldn4 KD

=3 unbehandelt 3 cCPE-Y306A/L315A = cCPEwt B cCPE-S305P/S307R/S313H

E
9] = RHE
T

“a - -
& " 1 AllStars
g 1.0+ Bl Cldn1 KD
S B3 Cldn4 KD
9
% 0.57
o
°

0.0

Claudin-Knockdown

Abbildung 33 In vitro-Modulierung der epidermalen Barriere durch Entfernung von Cldn1 und -4 aus den
Tight Junctions. Impedanzmessung an RHE-Modellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 50 ug/ml der jeweiligen
GST-cCPE-Varianten im basalen Mediumkompartiment. Mithilfe der Impedanzmessung kénnen die Beitrage des
SC (fsc) und des parazelluldren Widerstandes durch die TJ im SG (fve) zum gesamten transepidermalen
Widerstand unterschieden werden. Mittelwerte der Resonanzfrequenzen (f) + SEM. (A — D) Claudinbindende
cCPE-Varianten haben einen Einfluss auf die TJ-Barriere, aber nicht auf die Barriere des SC. (A) cCPEwt und -
SSS offneten TJ in RHE. (B) Schwacher, barrieredffnender Effekt in der RHE durch AllStars siRNA
(Negativkontrolle des Knockdowns). Dieser wurde durch cCPEwt und -SSS leicht verstarkt. (C) Claudinbindende
cCPE-Varianten hatten nur geringen Effekt auf TJ-Barriere in Cldn1-Knockdownmodell der RHE. (D) Nach Cldn4-
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Anhang

Knockdown wurde epidermale Barriere durch Bindung von cCPEwt und -SSS an Cldn1 geschwécht. (E) Einfluss
der Claudine 1 und -4 auf epidermale TJ-Barriere. Cldn1-Knockdown in der RHE fiihrte zu deutlicher Verminderung
der parazelluldren Barriere, wahrend Knockdown von Cldn4 keinen Einfluss auf diese hatte. Mittelwerte + SEM.
(A) n=38, (B-E)n =4. Einseitige ANOVA mit Post-hoc Tukey-Test. * vs. unbehandelt (A — D) bzw. vs. RHE (E),
= vs. CCPE-YALA. = p < 0,05, **, == p < 0,01, === p < 0,001, ****, =u== p < (0,0001.

Ein Vergleich der unbehandelten RHE-Modelle zeigte, dass durch einen Cldn1-Knockdown
die TJ-Barriere deutlich verringert wird, wohingegen sich ein Cldn4-Knockdown nicht auf diese

auswirkt (Abb. 33 E).
Anhand dieser Messungen konnte gezeigt werden, dass sowohl cCPEwt als auch cCPE-SSS

die TJ-Barriere in der Epidermis 6ffnen kénnen.
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