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Abkirzungen

A Alanin

AJs adherens junctions

AP2 Clathrin Adapterprotein 2

AS Aminosaure

ATG9 autophagy related protein 9

BMVEC human brain microvascular
endothelial cells

Cldn Claudin, Claudin

CPZ Chlorpromazin

CQ Chloroquin

DMSO Dimethylsulfoxid

E Glutaminsaure

EEAL early endosome antigen 1

EZS Extrazellulare Schleife

F Phenylalanin

F3 Filipin 1

FPP fluorescence protease protection

FRAP fluorescence recovery after
photobleaching

FRET Fluorezenz-Resonanz-Energietransfer

GPs gap junctions

HBSS Hank's balanced salt solution

HEK-293 human embryonic kidney cells 293

HUVEC human umbilical vein endothelial
cells

JAM junctional adhesion molecule

K Lysin

LC3 Microtubule-associated proteins 1A/1B

light chain 3
MDCK-11 Madin Darby canine kidney cells
type Il

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

N Asparagin

PBS phosphate buffered saline

P1 Phosphatidylinositol

PIKfyve phosphoinositide kinase, FYVE-type
zinc finger containing

PIP Phosphatidylinositolphosphat

PLy Permeationskoeffizient fir lucifer yellow

Q Glutamin

RT Raumtemperatur

S Serin

STED stimulated emission depletion

T Threonin

TAMP tight junction assiciated MARVEL
proteins

TAMRA Tetramethyl-6-Carboxyrhodamin

TJ tight junction

TM Transmembrandoméne

TRQ monomeric Turquoise 2

V-H+-ATPase vacuolar H+-ATPase

Y Tyrosin

YFP yellow fluorescent protein

Z0O zonula occludens



1. Einleitung

Epitheliale Barrieren kontrollieren den Stoffaustausch zwischen Geweben und halten so das
spezifische Milieu jedes Kompartimentes aufrecht (Powell, 1981). Dafir sind spezialisierte
Zellen notwendig, welche eine gerichtete Permeation gewahrleisten kénnen. Epithelzellen und
Endothelzellen sind polarisierte Zellen, welche eine klare Aufteilung in einen apikalen, dem
Lumen zugewandten Bereich, und einen basolateralen, also dem Lumen abgewandten Bereich
welche funktionell und strukturell verschieden sind (Yeaman et al., 1999). Die Bereiche grenzen
sich durch unterschiedliche raumliche Verteilung bestimmter Proteine voneinander ab, komplexe
protein sorting Mechanismen sorgen fiir die Aufrechterhaltung dieser Asymmetrie (Mellman and
Nelson, 2008). Der Stoffiibertritt Gber die Zellbarriere kann entweder Uber den transzelluléaren
Weg erfolgen, wobei spezialisierte Transporter involviert sind, oder uber den parazellularen Weg,
wobei die Kontaktbereiche zwischen den Zellen die Regulierung der Diffusion und des

Transports Ubernehmen.

1.1. Morphologie von epithelialen Zellkontakten

Die Zellzwischenrdume werden von spezialisierten Membranbereichen eingenommen, welche in
mehrere Abschnitte gegliedert sind. An apikaler Position, also dem Lumen am néchsten, befinden
sich die tight junctions (TJ), anschlieBend folgen die adherens junctions (AJs) und schlielich die
Desmosomen und gap junctions (GPs). Diese Gliederung findet sich in allen Epithelien
(Farquhar and Palade, 1963), wobei TJs und AJs ein kontinuierliches Band um die Zelle bilden,
wéhrend Desmosomen und GPs punktartig sind und ihre Haufigkeit abhéngig von der Art der
Zellen ist. Funktionell dienen AJs und Desmosomen der Zelladhasion (Garrod and Chidgey,
2008), GJs dienen der Zellkommunikation (Giepmans, 2004) und TJs bilden zusétzlich zu ihrer
Funktion in der Zelladhdsion eine parazelluldre Diffusionsbarriere zwischen der luminalen und
der abluminalen Seite der Epithelien und der Regulation des parazelluldren Transportweges
(Balda et al., 1996).



Dieser Apical Junctional Complex ist auf elektronenmikroskopischen Bildern gut zu erkennen
(Abb. 1.1A,B). Eine Zellmembran l&sst sich in drei Schichten unterteilen: zwei elektronendichte
Lamellen, welche jeweils etwa 40 A breit sind, die von einer etwa 30 A breiten, weniger
elektronendichten Schicht getrennt werden (Farquhar and Palade, 1963). Waéhrend der
interzellulare Region (also die Distanz zwischen dem Zytoplasma beider Zellen) im Bereich der
AJs etwa 200 A breit ist, wird er im Bereich der TJs auf 70 — 90 A verengt. Hier scheinen die
aulleren Schichten beider aneinander grenzender Zellmembranen zu fusionieren und bilden eine
Mittellinie zwischen den Zellen, welche dunner ist als die inneren Schichten der jeweiligen
Membran. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass die duf3eren Schichten der Plasmamembranen im
Bereich der TJ miteinander verschmelzen (Lee et al., 2008), diese Ansicht ist mittlerweile

allerdings nicht mehr gangig.

Claudine

Filamente

B ’

Basal

D f\.‘r - | p
LA Intermediare (I

JAM

Parazellularer
Transport

Abb. 1.1: R&aumliche Organisation von Zellkontakten. A: Elektronenmikroskopische Darstellung eines
epithelialen Zellkontaktes. Zu erkennen ist apikal die tight junction (zonula occludens, Zo), dann die adherens
junction (zonula adherens, Za) und noch weiter basal ein Desmosom (D). Im Bereich der tight junction ist der
parazelluldre Spalt geschlossen, wie man an der dunklen Féarbung (hohe Elektronendichte) der Fusionsline (fl)
zwischen den Membranen erkennen kann, modifiziert nach (Farquhar and Palade, 1963). B: Schematische
Darstellung eines Zellkontaktes. Die tight junction (TJ) und adherens junction (AJ) sind mit dem Aktin-Zytoskelett
verbunden, welches die Zelle durchspannt. C: Dastellung der TJ. Claudine, tight junction associated MARVEL
proteins (TAMPSs) und junctional adhesion molecule (JAM) sind ber die zonula occludens (ZO)-Proteine mit dem
Zytoskelett verbunden. B, C: Modifiziert nach (Aktories and Barbieri, 2005).



1.2. Aufbau und Funktion der Tight Junctions

TJs sind spezialisierte Zellkontakte, welche zur parazellularen Abdichtung der lateralen
Zellzwischenrdume in allen Epi- und Endothelien vorkommen. In elektronenmikroskopischen
Bildern stellen sie eine verdichtete Stelle (Zonula occludens) an den Beriihrungsbereichen
zwischen benachbarten Zellen dar (Abb. 1.1B,C). Je nach Proteinzusammensetzung andert sich
die parazellulare Durchl&ssigkeit der TJs fir lonen und wasserlosliche Stoffe, wodurch eine
Regulierung des Stofftransportes erreicht wird (Van Itallie and Anderson, 2006).

Die TJs sind ein Proteinkomplex bestehend aus transmembranalen und zytosolischen,
membranassoziierten Proteinen, welche in Kontakt mit dem Aktin-Zytoskelett stehen (Abb.
1.1C). Zu den zytosolischen Proteinen z&hlen z.B. die Zonula occludens (ZO)-Proteine 1 bis 3,
sowie Cingulin. Transmembranale TJ-Bestandteil sind Claudine, welche wesentlich an der
abdichtenden Funktion der TJs beteiligt sind, sowie Junctional adhesion molecules (JAMs) und
die Gruppe der Tight junction associated MARVEL proteins (TAMPS), bestehend aus Occludin,
Tricellulin und MarvelD3 (Haseloff et al., 2015).

1.2.1. Die Proteinfamilie der Claudine

Claudine kommen in allen Zellbarrieren vor, je nach Claudin-Ausstattung werden
unterschiedliche Barriereeigenschaften realisiert. Claudine beeinflussen durch homophile und
heterophile Wechselwirkungen die Dichtigkeit der jeweiligen Barriere. Die Familie der Claudine
umfasst aktuell 27 Mitglieder (Mineta et al., 2011), die zwischen 21 und 34 kDa groR sind, wobei
jedoch die Zugehorigkeit der zuletzt entdeckten Mitglieder Claudin-26 und -27 noch nicht
abschlieBend geklart ist (Maher et al., 2011). Sie gehdren zur Pfam00822-Superfamilie und teilen
morphologische Eigenschaften, wie vier helikale Transmembrandomanen (TM), zwei
extrazelluldare Schleifen (EZS) und jeweils einen zytosolischen COOH- und NH»2- Terminus
(Abb. 1.2 A). Der N-Terminus ist im Allgemeinen nur wenige Aminsduren lang, wéhrend der C-
Terminus langer ist und regulatorische Doménen enthélt, unter anderem meistens eine PDZ-
Bindedomane (Morita et al., 1999b), Phosphorylierungs- und Palmitoylierungsdoménen (Van
Itallie et al., 2005; Yamamoto et al., 2008). Zusétzlich enthalten die meisten Claudine in der

ersten EZS ein konserviertes GLWxxC(8-10 Aminosduren)C-Motiv, wobei die zwei Cysteine
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konserviert sind. Diese bilden vermutlich eine intramolekulare Disulfid-Briicke die funktionelle
Bedeutung hat (Li et al., 2013).

Die Kristallstrukturen von Cldn15 und -19 (Shinoda et al., 2016; Suzuki et al., 2014) geben einen
Hinweis auf die dreidimensionale Konformation von Claudinen in der Membran. Die beiden EZS
bilden eine Ebene aus funf untereinander verbundenen R3-Strdngen, wobei vier Strdnge von der
ersten EZS gebildet werden und der flinfte von der zweiten EZS beigesteuert wird (Abb. 1.2B).
Die vier TMs haben helikale Konformation und sind zu einem Bundel geordnet, wobei TM3

wesentlich langer ist als die anderen Helices.

Ext

Intr

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Claudine. A: Claudine besitzen vier Transmembrandoménen (TM), zwei
extrazelluldre Schleifen (EZS) und eine kurze intrazellulare Schleife. Beide Termini sind intrazellular, der N-
Terminus ist normaler Weise kurz, wahrend der langere C-Terminus Interaktionsdomanen flr verschiedene Proteine
beinhaltet. Sterne: Palmitoylierungsdoménen, Punkte: Phosphorylierungsdomane, roter Zylinder: PZD-Doméne.
Bearbeitet nach (Gunzel and Yu, 2013). B: Modell von Cldn15 aufgrund seiner Kristallstruktur. Die vier TM sind zu
einem Bundel zusammengefasst. Die beiden EZS bilden ein konjugiertes p-Faltblatt aus 5 Strangen (B). C:
Schematische Darstellung der Proteindoménen von Cldnl15. B,C: Bearbeitet nach (Suzuki et al., 2014). Ext:
extrazelluldrer Bereich. Intr: intrazellulérer Bereich.

1.2.2. Lokalisierung und Funktionelle Eigenschaften der Claudine

Die Expression von Claudinen in einem Zelltyp beschrankt sich nicht auf einen einzigen Subtyp.
Im Allgemeinen bestehen Gewebebarrieren aus einem Gemisch mehrerer unterschiedlicher
Claudine. Verschiedene Gewebe exprimieren spezifische Sets an Claudinen (Morita et al., 1999b;
Peppi and Ghabriel, 2004; Rahner et al., 2001), welche die Barriereeigenschaften bestimmen.
Aullerdem unterscheidet sich die subzelluldre Lokalisation der Claudine. So wurden im
Darmepithel Cldn2, -8, -10, -12, -15 und -18 fast ausschliellich im Bereich der TJs gefunden,
wéhrend Cldnl, -3, -4, -5 und -7 sich auch in der basolateralen Membran befinden. Zusatzlich

unterschieden sich die Expressionslevel in den unterschiedlichen Darmabschnitten. Wahrend
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beispielsweise Cldn7 im gesamten Darm &hnliche Expressionslevel aufwies, wurde Cldn8
vornehmlich im Kolon exprimiert (Fujita et al., 2006).

Innerhalb der Claudine gibt es abdichtende Claudine, wie zum Beispiel Cldnl (Furuse et al.,
2002) und -5 (Amasheh et al., 2005). Andere Claudine bilden dagegen parazelluldare Poren, wie
zum Beispiel Cldn2, welches einen Wasserkanal bildet (Rosenthal et al., 2010), und Cldn15,
einem Natriumkanal (Van Itallie et al., 2003). Die Funktion einzelner Claudine ist gut untersucht.
So fiihrt ein knock-out von Cldn5 in Méusen zu einer Offnung der der Blut-Hirnschranke fir
Molekiile kleiner als 800 Da (Nitta et al., 2003). Cldnl ist ein wesentliches Protein bei der
Abdichtung der Epidermis gegen Wasserverlust, Cldnl defiziente M&use sterben kurz nach der
Geburt an Austrocknung (Furuse et al., 2002). Die porenbildenden Claudine weisen teilweise
eine Kationen- oder Anionen-Selektivitat in ihrer Durchléssigkeit auf (Colegio et al., 2003; Van
Itallie et al., 2003), wobei diese Selektivitat durch die geladene AS in den EZS moduliert wird.
Murines Cldn4 bildet zum Beispiel einen Chlorid-Kanal, dessen Anionenselektivitat durch K65
vermittelt wird. Ein Austausch des positiv geladenen Lysins gegen ungeladenes Threonin hob die
Anionenselektivitat auf (Hou et al., 2010).

1.2.3. Organisation der Claudine innerhalb der Tight Junctions

Claudine bilden maschenartige Strangnetzwerke zwischen benachbarten Zellen (Abb. 1.3A,B),
welche die gesamte Zelle gurtelartig umschlieRen. In TJ-freien Zellsystemen ist die Expression
einzelner Claudine ausreichend um ein Strangnetzwerk aufzubauen (Furuse et al., 1998). Dieses
besteht aus Claudin-Polymeren, welche sich in gepaarten Doppelstrangen zusammenlagern, d.h.
zweireihige Claudinstange innerhalb einer Membran interagieren mit ebensolchen Strangen der
gegenuber liegenden Membran (Furuse et al., 1999). Fir Claudine innerhalb derselben Membran
wurde in diesen Strdngen eine Anordnung der Claudine in einer antiparallelen Doppelreihe
nachgewiesen (Milatz et al., 2015). Diese Anordnung ergibt die kompakteste Packung der
Claudine (Abb. 1.3C) im Vergleich zu parallelen Strangen oder ungeordneten Claudinen. Anhand
von murinen Cldn3/Cldn5-Chiméren konnten Proteindoménen identifiziert werden, welche beim
Einbau der Claudine in TJs eine Rolle spielen (Rossa et al., 2014). Aminosauren (AS) der dritten
und vierten TM von murinem Cldn5 (Cys128, Alal32, llel42, Alal63, llel66 und Leul74)

wurden als wichtige Elemente der Proteinfaltung und der TJ-Montage identifiziert.
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Abb. 1.3: Anordnung von Claudinen in tight junction (TJ)-Strangen. A: Elektronenmikroskopische Darstellung
des TJ-Strangnetzwerks (Pfeile). Durch Verzweigungen kommt ein maschenartiges Muster zustande; modifiziert
nach (Tsukita et al., 2001) B: Schematische Darstellung der TJ-Strdnge und Interaktion mit ZO-1; modifiziert nach
(‘Yamazaki et al., 2011). C: Modell der antiparallelen doppelreihigen Anordnung von Claudinen in der Membran in
Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten). Rote Ké&sten: Areale der cis-Interaktion; modifiziert nach (Milatz et al.,
2015).

1.2.4. Claudin-Claudin Interaktionen

Claudine interagieren miteinander entlang derselben Plasmamembran (cis-Interaktionen) und
auch mit Claudinen der gegentber liegenden Zelle (trans-Interaktionen). Diese Interaktionen
konnen entweder homophil oder heterophil erfolgen (Abb. 1.4A), wobei die meisten Claudine
nur mit bestimmten anderen Claudin-Subtypen interagieren. Homophile cis-Interaktionen sind
beispielsweise fir Cldnl, -3 und -5 bekannt (Milatz et al., 2015; Piontek et al., 2011), heterophile
cis-Interaktionen zwischen Cldnl und -3, Cldnl und -5, Cldn3 und -5 (Piontek et al., 2011),
sowie zwischen Cldn3 und -4 (Daugherty et al., 2007).

Homophile trans-Assoziationen sind ebenfalls fiir viele Claudine beschrieben, so zum Beispiel
fir Cldn1,-2, -3 und -5 (Furuse et al., 1998; Piontek et al., 2008), heterophile trans-Assoziationen
findet man zwischen Cldnl und -3, Cldn2 und -3, sowie Cldn5 und -3, allerdings nicht zwischen
Cldnl und -2 (Furuse et al., 1999; Piontek et al., 2011). Cldn4 interagiert in trans weder mit
Cldn1, Cldn3 noch Cldn5 (Daugherty et al., 2007). Allerdings sind die Wechselwirkungen nicht
gleich stark fur alle Kombinationen. Die heterophilen trans-Interaktionen zwischen Cldn3 und -5
sind weit weniger stark aus gepragt als die Interaktionen zwischen Cldnl und -3, zwischen Cldnl
und -5, sowie die homophilen Interaktionen von Cldn3 und Cldn5 (Piontek et al., 2011). Die
homophilen trans-Assoziationen von Cldnl sind etwa doppelt so stark wie die von Cldn5,
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heterophile trans-Interaktionen zwischen Cldnl und -5 sind etwas intensiver als homophile
Cldn5 Interaktionen.
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Abb. 1.4: Interaktionen von Claudinen. A: Abhéngig vom Claudin-Subtyp kénnen Claudine innerhalb derselben
Membran (cis) oder mit Claudinen der gegenlber liegenden Membran (trans) interagieren. Sowohl cis- als auch
trans-Interaktionen kénnen zwischen Claudinen des gleichen Subtyps (homophil) oder unterschiedlicher Subtypen
(heterophil) stattfinden. B: Schema der an trans-Interaktionen beteiligten Aminosauren von murinem Cldn5. Die drei
aromatischen Seitenketten von F147, Y148 und Y158 interagieren mit den Seitenketten des gegenuber liegenden
Claudins, modifiziert nach (Piontek et al., 2008).

Aufschluss Uber die an den Wechselwirkungen beteiligten Proteindoménen geben Arbeiten mit
Claudin Chimé&ren und AS-Austauschmutanten. Ein Austausch einer der beiden EZS von Cldn4
gegen die entsprechende EZS von Cldn3 fuhrte zu trans-Interaktionen der Chimére mit Cldnl, -3
und -5, welche bei Wildtyp Cldn4 nicht vorhanden sind (Daugherty et al., 2007). Die Arbeiten an
Claudin-AS-Substitutionsvarianten zeigten auch, dass die EZS an den trans-Interaktionen von
Claudinen beteiligt sind. Murines Cldn3 enthélt in der ersten EZS an der Stelle 44 die AS
Asparagin, wahrend murines Cldn4 an gleicher Stelle ein Threonin enth&lt. Die AS-Substitution
von Cldn3 (N44T) fuhrt dazu, dass diese Mutante nun trans-Interaktionen mit Cldn4 eingehen
kann, wobei die Fahigkeit Cldnl und -5 zu binden erhalten bleibt (Daugherty et al., 2007). Cldn5
reichert sich in HEK-293-Zellen aufgrund seiner starken trans-Interaktionen in den Bereichen der
Zell-Zellkontakte im Vergleich zur restlichen Membran an. Austausch der AS F147, Y148,
Q156, Y158 wund E159 in murinem Cldn5 fiuhrt zu einer Reduzierung dieser
Kontaktanreicherung, was auf verringerte trans-Interaktionen schlieBen lasst (Piontek et al.,
2008). Die trans-Interaktionen basieren vermutlich auf Wechselwirkungen zwischen den
aromatischen Seitenketten gegenuberliegender Claudine (Abb. 1.4B).

Auch an den cis-Assoziationen sind AS der EZS beteiligt. Ein AS-Austausch in der zweiten EZS
von murinem Cldn5 (F158A) flhrt zu einem Verlust der homophilen cis-Interaktionen (Piontek
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et al., 2008), sowie der heterophilen cis-Interaktionen zwischen Cldn3 und -5 (Piontek et al.,
2011). Cis-Interaktionen werden aber auch durch die TMs realisiert, wie fur Cldn16 und -19
gezeigt wurde (Gong et al., 2015a). Die cis-Assoziationen zwischen Claudinen sind allerdings
nicht nur fur die Stabilisierung der TJ von Bedeutung, sondern auch fiir die korrekte Lokalisation
der Claudine beim Auf- oder Umbau der TJs. So werden zum Beispiel die Wechselwirkungen
zwischen Cldn16/19 und Cldn4/8 fir eine korrekte TJ-lokalisation der Claudine bendétigt.
Knock-down von Cldn16 oder -19 in der Niere fiihrt zu einer Mislokalisation des jeweils anderen
Claudins. Knock-down von Cldn8 in der Niere fiihrt zu einem Verlust von Cldn4 in den TJs (Hou
et al., 2009; Hou et al., 2010).

1.2.4.1. Interaktionen mit anderen TJ Proteinen

Interaktionen von Claudinen mit anderen TJ-Proteinen beeinflussen den Aufbau der TJs
erheblich. ZO-1 bis -3 interagieren Uber ihre PZD-Doméne mit dem C-Terminus vieler Claudine
(Itoh et al., 1999). Sie kdnnen so Claudine zu Membranabschnitten rekrutieren, an denen sich TJ-
ausbilden, wie fur ZO-1 und -2 gezeigt wurde (Umeda et al., 2006). Allerdings sind diese
Interaktionen nicht unbedingt notwendig um Claudine in TJs einzubauen. Deletion der ZO-1-
Bindedomane von Cldnl fuhrte bei hohem Expressionslevel des verkirzten Cldnl zur aberranten
Polymerisation von TJ-Strangen in der lateralen Membran. Bei Reduktion des Cldnl-
Expressionslevels konnten die verkirzten Cldnl-Proteine aber aufgrund von Wechselwirkungen
mit endogenem Cldnl korrekt in die TJs eingebaut werden (Kobayashi et al., 2002). Auch
TAMPs interagieren mit Claudinen und wirken regulatorisch auf die Verteilung von Claudinen.
Co-Expression von Cldn1 mit Tricellulin, Occludin oder MarvelD3 in TJ-freien HEK-293-Zellen
fuhrt zur Veranderung der TJ-Strange, vornehmlich zu einer verringerten Maschenweite, als sie

bei Expression von Cldn1 alleine gefunden wird (Cording et al., 2013).

1.3. Regulierung und Modulierung der tight junctions

Native TJs sind ein komplexes Netzwerk, welches streng reguliert wird. Faktoren, welche zur
Dysregulation der Claudin-Expression fuhren, haben einen groRen Einfluss auf die
Barrierefunktion und gehen oft mit Krankheiten einher. Einige inflammatorischen Zytokine
beeinflussen die TJ-Permeabilitdt Uber die Endozytose von Claudinen (Utech et al., 2010).

Entsprechend wurde bei Patienten mit Morbus Crohn eine verdnderte Expression von
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Cldn2, -5, -8 wund Occludin im Darmepithel nachgewiesen. Hochregulation des
porenbildendenden Cldn2, bei gleichzeitiger Reduktion der abdichtenden Claudine Cldn5 und -8,
sowie Occludin, fihrt zu diskontinuierlichen TJ-Strangen und erhohter Durchléssigkeit der
Barriere (Zeissig et al., 2007). Nach einem Schlaganfall wird die Permeabilitdt der Blut-
Hirnschranke durch Endozytose von Cldn5 aus den TJs von Endothelzellen erhoht (Liu et al.,
2012). AuRerdem geht die Expression bestimmter Claudine (zum Beispiel Cldn11) aus den TJs
mit niedrigerer Invasivitdt von Tumoren einher (Awsare et al., 2011), wahrend durch
Uberexpression von Cldn6, -7, und -9 die Invasivitat erhoht wird (Zavala-Zendejas et al., 2011).
Daher sind Faktoren, welche die Stabilitdt von Claudinen in der Membran beeinflussen, von

grofRem Interesse.

1.3.1. Mobilitat von Claudinen innerhalb der tight junctions

TJs sind funktionell stabil, die einzelnen Claudine sind jedoch zum Teil mobil in der Membran
eingebaut, wie durch fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)-Messungen gezeigt
wurde. In MDCK-I1 Zellen wurde nur eine mobile Fraktion von 25% von Cldnl gefunden (Shen
et al., 2008), in TJ-freien HEK-293-Zellen hat Cldnl eine mobile Fraktion von 30% (Cording et
al., 2013). Fur Cldn5 wurde in HEK-293-Zellen eine mobile Fraktion von 30% in den TJs
nachgewiesen (Piontek et al., 2011). In MDCK-I-Zellen wurde fur Cldn3 und -19 eine mobile
Fraktion von 13% gefunden, bei Cldn14 waren es 14% und bei Cldn7 18%. Cldn10 und Cldn12
lagen etwas hoher bei 37% bzw. 52% (Yamazaki et al., 2011). Die Mobilitat hangt jedoch auch
vom jeweiligen Zelltyp ab. In HEK-293-Zellen, welche keine endogenen Claudine exprimieren,
hat Cldn3 eine mobile Fraktion von 70%. Zusétzlich wurde demonstriert, dass die Mobilitét
durch trans-Interaktionen der Claudine moduliert wird. Die AS-Substitution Y148A in murinem
Cldn5 fuhrte zu verminderten trans-Wechselwirkungen und erhthte die Mobilitat von Cldn5 von
30% auf Gber 50% (Piontek et al., 2011).

Die Mobilitat der Claudine wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. So wird die Mobilitat
von Cldn3 durch Interaktionen von hepatocyte growth factor (HGF) mit der PDZ-Doméne von
Cldn3 erhoht (Twiss et al., 2013). Stabilisierung von Occludin in der Membran flhrt zu einer
hoheren Mobilitdt von Cldnl und -2, aber nicht von Cldn4 (Raleigh et al., 2011). In
Endothelzellen fuhrt die Inhibition von GSK3p zu einer Stabilisierung der TJs durch Reduzierung
des Cldn5-turnover (Ramirez et al., 2013). Die Halbwertszeiten von Claudinen sind abhangig
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vom jeweiligen Subtyp. In MDCK-II-Zellen wurden beispielsweise die Halbwertszeiten von
Cldn2 und Cldn 4 auf 12 h, bzw. 4 h bestimmt (Van Itallie et al., 2004). Auch der Zelltyp scheint
eine Rolle zu spielen, fur Cldn5 wurde in HUVEC-Zellen eine Halbwertszeit von 70 min
gemessen (Mandel et al., 2012), wahrend in HEK-293-Zellen und BMVEC-Zellen eine
Halbwertszeit von 14 h festgestellt wurde (Ramirez et al., 2013).

Trotz der geringen Mobilitat vieler Claudine sind TJ-Strdnge in der Membran keine starren
Strukturen, sondern werden standig umgebaut (Shen et al., 2008). Dies lasst sich in Zeitserien
fluoreszenz-markierter Claudine visualisieren. So konnte im Fall von GFP-markiertem Cldnl in
L-Fibroblasten zum Beispiel eine grof’e Mobilitat ganzer TJ-Strdnge nachweisen, wahrend die
einzelnen Claudine innerhalb der Strange nur eine geringe Mobilitat aufwiesen (Sasaki et al.,
2003). Diese Strange scheinen zeitgleich aus den Plasmamembranen angrenzender Zellen
internalisiert zu werden, wobei Claudine, wie zum Beispiel Cldn3, aus der Nachbarzelle

aufgenommen werden kdnnen (Matsuda et al., 2004).

1.3.2. Grundlagen Endozytose und Vesikeltransport

Endozytose ist ein Prozess, bei welchem durch Invagination der Plasmamembran intrazellulére
Vesikel entstehen. Auf diese Weise kann die Zelle mit ihrer Umgebung in Austausch treten, eine
wichtige  Voraussetzung flir interzellulare Kommunikation. Dabei konnen  sowohl
membranstandige Signale aufgenommen werden, als auch Material aus dem extrazelluléaren

Bereich. Die Internalisierung der Membran kann auf verschiedenen Wegen erfolgen (Abb. 1.5A).

Bei der Clathrin-abhangigen Endozytose wird Clathrin an die Plasmamembran rekrutiert, wo es
zur Invagination der Plasmamembran beitragt (Schmid, 1997). Diese clathrin coated pits (CCPs)
werden schlielich von der Membran abgeschniirt und bilden kleine Vesikel (ca. 100 - 200 nm
Durchmesser) (Kumari et al., 2010). Die Clathrin-Untereinheiten sind untereinander verbunden,
sodass sie eine Triskelion-Struktur (also drei Arme, welche von einem gemeinsamen Zentrum
ausgehen) bilden (Ungewickell and Branton, 1981). Die Rekrutierung von Clathrin an die
Plasmamembran erfolgt durch das Adapterprotein 2 (AP2), wo sich Clathrin-Triskelions netzartig
zusammenlagern und so die Beugung der Membran herbeiftihren. Nach Abschnirung wird die
Clathrin-Hulle vom Vesikel entfernt und es kommt zur Fusion mit friihen Endosomen (McMahon
and Boucrot, 2011).
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Abb. 1.5: Endozytose und Vesikeltransport. A: Unterschiedliche Endozytosewege, modifiziert nach (Mayor and
Pagano, 2007). B: Rab-Proteine regulieren den Vesikeltransport nach Abschniren des Vesikels von der Membran.
Dabei sind die einzelnen Rab-Proteine spezifisch fur bestimmte Prozesse und nehmen mehr oder weniger
abgegrenzte Mikrodoménen der Vesikel ein, modifiziert nach (Stenmark, 2009).

Ein anderer Internalisierungsweg ist abhangig von Caveolin, wobei kleine Vesikel (Durchmesser
von etwa 120 nm) internalisiert werden (Kumari et al., 2010). Hier werden im Bereich von lipid
rafts, spezialisierten Membranbereichen welche viel Cholesterin enthalten, durch Interaktionen
zwischen Caveolin und Cholesterin Einsttlpungen der Membran erzeugt. Sowohl in Clathrin-
abhangiger (Damke et al., 1994) als auch Clathrin-unabhéngiger Endozytose (Henley et al., 1998)
lagert sich Dynamin, eine GTPase, am Hals des sich bildenden Vesikels an und bewirkt durch

Kontraktion die Abschniirung des Vesikels (Sweitzer and Hinshaw, 1998).

Weitaus groliere Vesikel entstehen durch Makropinozytose, hier werden Vesikeldurchmesser von
bis zu 10 um erreicht. Es kommt zu einer Ausstllpung der Plasmamembran, diese aktinreichen
Membranarme umschlie3en einen extrazellularen Bereich, welcher endozytiert wird. Eingeleitet
und reguliert wird dieser Prozess durch Phosphoinositid (Swanson, 2008). Ausgehend von
Phosphatidylinositol (PI) entstehen durch Phosphorylierung des Inositolzuckers an Position 3,
4", 5" oder einer Kombination aus Mehrfach-Phosphorylierungen durch spezifische Kinasen ein
bestimmtes Phosphatidylinositolphosphat (PIP), durch welches spezifische Effektor-Proteine

rekrutiert werden.

Nach der Endozytose wird das Vesikel entlang des Aktinskeletts transportiert. Im Fall der

Clathrin- oder Caveolin-abhangigen Endozytose, sowie der Makropinozytose fusioniert das
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Vesikel mit einem frihen Endosom. Dort wird der Inhalt sortiert und zu dem entsprechenden
Kompartiment transportiert (Mukherjee et al., 1997). Fur die Regulation des Vesikeltransports
sind zum groRen Teil Rab-Proteine zustandig, eine Gruppe von kleinen monomeren GTPasen.
Die einzelnen Rabs haben hierbei eine spezifische Lokalisation entlang der endozytotischen
Route (Abb. 1.5B) und werden daher auch als VVesikelmarker eingesetzt. Einige fiir den Transport

von TJ-Proteinen relevante Rab-Proteine sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.

Tabelle 1.1: Rab-Proteine und deren Funktionen.

Protein Lokalisation Funktion

Rab3 TJs polarisierter Epithelzellen ?
Transzytotische Vesikel Exozytose sekretorischer Vesikel (TGN zu apiko-lateralen

Membranen)

Rab4 Friihe Endosomen und Recycling von frihen Endosomen zur PM
Rezyklosomen

Rab5A, PM, Clathrin-haltige Vesikel PM zu frihen Endosomen

Rab5B

Rab5C Friihe Endosomen Transport, Fusion frilher Endosomen

Rab7 Spéte Endosomen Frihe zu spate Endosomen, spate Endosomen zu Lysosomen

Rab8 post-Golgi Vesikel, basolaterale  Golgi zu basolaterale PM, Transport in polarisierten Zellen
Vesikel, TJs polarisierter Zellen

Rab9 Spéte Endosomen, TGN Spate Endosomen zu TGN

Rab10 Golgi und post-Golgi Vesikel Basolateraler Proteintransport von Golgi und TGN

Rab11 TGN, Rezyklosomen, post-Golgi  Transport von Golgi tiber Rezyklosomen bei apikalem und
Vesikel basolateralem Recycling

Rab13 TJs polarisierter Epithelzellen TJ-Aufbau TJs in Epithelzellen

Rab15 Friihe Endosomen und Inhibitor endozytischer Internalisation

Rezyklosomen
Rab 24 ER, cis-Golgi, spate Endosomen  Bildung von Autophagosomen (zusammen mit Rab33)

(Bhuin and Roy, 2014; Martinez and Goud, 1998; Stenmark, 2009); TJ — tight junction, PM — Plasmamembran,
TNG - trans-Golgi-Netzwerk, ER — endoplasmatisches Retikulum.

Makroautophagie (im Folgenden Autophagie genannt) ist ein Prozess, Uber welchen Aggregate
aus dem Zytoplasma verdaut werden. Die Biogenese von Autophagosomen wird durch PI(3)P
reguliert (Blommaart 1997). In einer spezialisierten, PI(3)P-reichen Region des
endoplasmatischen Retikulums wird das Omegasom induziert (Tooze and Yoshimori, 2010), aus
welchem zunichst ein flaches, einwandiges Vesikel, der Phagophor, entsteht. Dieser wird
verlangert und umschlie3t ein Aggregat, worauf die Seiten des Phagophors verschmelzen und so
ein doppelwandiges Vesikel bildet, das fertige Autophagosom. AnschlieBend erfolgt der
Transport zum Lysosom, wo die duf’ere Membran mit der lysosomalen Membran fusioniert und
die innere Membran zusammen mit dem Vesikelinhalt verdaut wird (Mizushima et al., 2002).
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 (LC3) ist ein Markerprotein fir
Autophagosomen. Die zytosolische Form (LC3-1) wird N-terminal lipidiert (LC3-I1) und in die

Autophagosomenmembran inseriert. Es lokalisiert sowohl an der inneren, als auch an der duReren
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Autophagosomenmembran. Nach Fusion mit dem Lysosom wird das an der inneren Membran
gebundene LC3 verdaut, wahrend das LC3 von der aufieren Membran geldst wird (Kimura et al.,
2007). Jedoch hat sich heraus gestellt, dass nicht nur das endoplasmatische Retikulum Ort der
Autophagosomen Biogenese ist, sondern auch andere zellulare Membranen, unter anderem die
Plasmamembran. Das autophagy related protein 16L (ATG16L) interagiert mit der schweren
Clathrin-Kette und induziert die Entstehung von Phagophoren an der Plasmamembran
(Ravikumar et al., 2010).

1.3.3. Regulation der Claudin-Zusammensetzung durch Endozytose

Bei der Regulation der Claudin-Zusammensetzung in der Membran spielt Endozytose von
Claudinen eine wichtige Rolle. Der Endozytoseweg ist dabei abhangig vom Claudin-Subtyp,
Zelltyp und Stimulus. So wird zum Beispiel Cldn5 in Endothelzellen (ber den Caveolin-
abhangigen Weg endozytiert, etwa nach einem Schlaganfall (Liu et al., 2012), oder nach
Behandlung mit dem Zytokin CC-chemokine ligand 2 (CCL2) (Stamatovic et al., 2009). In
Epithelzellen wird Cldnl nach Behandlung mit Interferon-y (ber einen Endozytoseweg
internalisiert, der dem der Makropinozytose &hnelt (Bruewer et al., 2005) und findet sich dann in
frihen Endosomen und Rezyklosomen. Nach Kalzium-Entzug wird Cldnl dagegen zusammen
mit Cldn4 Clathrin-abhéngig in eine bisher nicht charakterisierte Art von Vesikel internalisiert
(lvanov et al., 2004), welches positiv fur Syntaxin-4 ist, aber negativ fur Marker spéter
Endosomen, Rezyklosomen, Golgi oder Lysosomen. Cldn4 wird auch nach Carbachol-
Behandlung tber den Clathrin-abhangigen Weg endozytierte (Cong et al., 2015). Des Weiteren
fuhrt Depolymerisierung der Aktinfilamente zur Endozytose von Occludin Uber den Caveolin-
abhéngigen Weg und zum Verlust der Barrierefunktion gegentber lonen (Shen and Turner,
2005). Neben der Stimulus-induzierten Herunterregulierung von Claudinen wurde aber auch
konstitutives Recycling von Cldnl und -2 nachgewiesen (Dukes et al., 2011). Zusammen mit der
Mobilitat eines Teils der Claudine im stabilen Zustand der TJs lasst sich schlussfolgern, dass die
TJs keine starren Barrieren sind. Es erfolgt ein kontinuierlicher turn-over von Claudinen, welcher
aber die Barrierefunktion nicht beeinflusst (Shen et al., 2008).

Fir die Regulierung von Claudin-Endozytose gibt es Hinweise auf den Einfluss von
Phosphorylierungen. Die Internalisierung von murinem Cldn2 wird nach Phosphorylierung an

S208 verringert (Van ltallie et al., 2012). Phosphorylierung von murinem Cldn4 an S195, bzw.
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humanem Cldn4 an dem korrspondierenden S194 wird fir die TJ-Lokalisation von Cldn4
bendtigt (Aono and Hirai, 2008). In vivo gingen unter inflammatorischen Bedingungen
Veranderungen in der Phosphorylierung verschiedener Claudine (Cldn3, -5, -6 und -7) mit der
Permeabilitat der TJs einher (Li et al., 2015).

Der Abbau von Claudinen kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. In Endothelzellen konnte fiir
humanes Cldn5 eine Polyubiquitinierung am K199 nachgewiesen werden und anschlie}ender
proteasomaler Abbau, aber auch lysosomaler Abbau (Mandel et al., 2012). In epithelialen Zellen
wurde fur Cldnl auch eine Ubiquitinierung nachgewiesen, welche zu lysosomalem Abbau fiihrt
(Takahashi et al., 2009). Dephosphorylierung von Cldnl und Cldn2 fuhrt zur Internalisierung
beider Claudine und Abbau tber das Lysosom (Fujii et al., 2016).

1.3.4. Modulation der TJ durch Claudin-abgeleitete Peptide

Zu den bisher noch nicht diskutierten Modulatoren von TJs gehdren Claudin-abgeleitete Peptide,
welche zur Internalisierung von Claudinen fiihren (Tscheik et al., 2013). So flhrt ein kurzes
Peptid, welches auf einer Sequenz der zweiten EZS basiert (DFYNP), zur spezifischen
Internalisierung von Cldn3 und Cldn4 (Baumgartner et al., 2011). Das analoge Cldn2-Peptid
(DFYSP) fuhrt zu einer spezifischen Internalisierung von Cldn2 und dessen Abbau via dem
Lysosom (lkari et al., 2015). Auch Peptide, welche auf der Sequenz der ersten EZS basieren
konnen zur Modulation der TJs eingesetzt werden. Cldnl abgeleitetes Peptid erhoht die
parazelluldare Permeabilitdt in Zellkulturmodellen und wurde in vivo zur Verbesserung des
Transportes eines Analgetikums Uber das Perineurium eingesetzt (Zwanziger et al., 2012a). Fur
Cldnl und Cldn5 abgeleitete Peptide konnten gezeigt werden, dass deren Aufnahme in
epithelialen HEK-293-Zellen abhéngig von der Expression von Claudinen ist und das Peptid
intrazellular mit Claudinen kolokalisiert (Zwanziger et al., 2012b). Cldnl abgeleitetes Peptid
wird in epithelialen HEK-293-Zellen vornehmlich dber Clathrin-vermittelte Endozytose
aufgenommen, wéhrend Cldn5 abgeleitetes Peptid in endothelialen bEND-3-Zellen vor allem
uber Caveolin-vermittelte Endozytose internalisiert wird. Cldnl abgeleitetes Peptid flhrt in
HEK-239-Zellen zu einer Umverteilung von Cldnl und Cldn5, aber nicht von Cldn2, Cldn3 oder
Cldn4 von der Membran ins Zytoplasma (Staat et al., 2015). In Zellen mit intaktem TJ-Apparat

bewirkt das Peptid eine reversible Umverteilung von Cldnl bis -5, sowie von Occludin von der
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Membran in zytoplasmatische Vesikel. Diese Peptide binden mit hoher Affinitat an Claudine, flr
Cldn1 und -5 wurden Affinitdten im nanomolaren Bereich gemessen (Dabrowski et al., 2015).

1.4. Zielstellung

Der Stand der Forschung deutet darauf hin, dass es einen kontinuierlichen turn-over von TJs gibt.
Die Mechanismen des TJ-Umbaus und die Abbauwege der TJ-Proteine sind allerdings nur
unzureichend geklart. Verschiedene Stimuli, die zur Internalisierung von Claudinen fiihren
kdnnen, sind gut beschrieben (Utech et al., 2010). Allerdings gibt es nur wenige Untersuchungen
zu Abbauwegen und zu Kkonstitutiver Internalisierung (also des TJ-Remodeling unter
physiologischen Bedingungen) von Claudinen. AuBerdem sind die Mechanismen, uber welche
Claudine endozytiert werden, noch ungeniigend untersucht.

TJs sind funktionell stabil, ihre molekularen Bestandteile sind aber durch eine hohe Dynamik
gekennzeichnet. Einerseits werden Claudine kontinuierlich erneuert, zum Beispiel durch
Recycling aus TJ-freien Membranbereichen (Dukes et al., 2011) oder durch de novo-Synthese
von Claudinen. Andererseits sind TJs durch starke cis- und trans-Assoziationen zwischen
bestimmten Claudinen gekennzeichnet. Dabei féllt eine relativ geringe Mobilitat vieler
abdichtender Claudine in der Membran auf. Besonders der Einfluss der EZS-vermittelten trans-
Interaktionen auf die Endozytose von Claudinen aus den TJs ist vollig unklar. Die extrazelluldren
Segmente missten entweder im extrazellularen Bereich voneinander getrennt werden, oder beide
Zellmembranen missten aneinanderhaftend endozytiert werden. Hinweise auf doppelwandige
Vesikel im Zusammenhang mit Claudin-Endozytose sind zwar gegeben (Matsuda et al., 2004),
allerdings ist der Mechanismus, wie diese entstehen, unbekannt. Auflerdem konnte bisher die
Lokalisation von Claudinen in diesen Vesikeln nicht nachgewiesen werden.

Experimente mit Cldn1-Peptidomimetika in HEK-293-Zellen, welche nur einen Claudin-Subtyp
exprimieren, zeigen eine selektive Wirkung des Peptids auf Cldnl und -5 (Staat et al., 2015).
Allerdings geht diese Spezifitat in Epithel- und Endothelzellen, welche eine groliere Palette an
Claudinen exprimieren, verloren und es kommt nach Behandlung mit Cldnl-Peptid zur
Umverteilung von Cldnl bis -5 sowie Occludin von der Membran ins Zytoplasma. Dies spricht
fr einen Einfluss heterologer Claudin-Wechselwirkungen auf deren Endozytose, allerdings gibt

es bisher keine Untersuchungen zu diesem Thema.
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In dieser Arbeit soll daher (1) der Einfluss von Claudin-Interaktionen auf deren Endozytose,
anhand der Cldn5-AS-Substitutionen F147A und Q156E untersucht werden. Sowohl Cldn5g147a
als auch Cldnbqisee zeigen reduzierte trans-Interaktionen (gemessen anhand fehlender
Anreicherung an Zellkontakten), die cis-Interaktionen mit Wildtyp Cldn5 waren jedoch nicht
beeintrachtigt (Piontek et al., 2008). Zum anderen soll (1) der Prozess der cross-over Endozytose
von Claudinen in die Nachbarzelle genauer charakterisiert werden. Dazu soll der Einfluss
verschiedener Endozytosewege, der Abbauweg der Claudine und die Struktur der resultierenden
Vesikel untersucht werden. AuBerdem soll (111) analysiert werden, ob die cross-over Endozytose
spezifisch fur einzelne Claudine ist. Zusétzlich soll (1) geklart werden, auf welchem Weg
Claudin-abgeleitete Peptide in die Zelle gelangen, speziell, ob sie zusammen mit Claudinen aus
den TJs oder zusammen mit freien Claudinen internalisieren, welche nicht in der TJ eingebaut
sind.

Insgesamt soll mit dieser Arbeit ein Beitrag zum besseren Verstandnis der TJ-Dynamik geleistet
werden, da deren Modulation bzw. Regulation groRe Bedeutung fir die Barrierefunktion von
Zellkontakten hat.
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2. Material und Methoden

2.1. Geréate und Material

Im Folgenden werden die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmittel (Tabelle 2.1),
Antikorper (Tabelle 2.2), Enzyme (Tabelle 2.3), Zellen und Bakterien (Tabelle 2.4), Inhibitoren
(Tabelle 2.5), Puffer und Losungen (Tabelle 2.6), sowie die Geréte (Tabelle 2.7) aufgelistet.

Tabelle 2.1: Chemikalien und Verbrauchsmittel

Bezeichnung Hersteller

AccuPol DNA Polymerase + Buffer VWR, Radnor, USA

Aceton VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Acrylamid/Bisacrylamid Mischung 30% Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agarose VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Ammoniumpersulfat (APS) BioRad, Hercules, CA, USA

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Benzonase Merck Bioscience, Darmstadt, Deutschland
bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Deckgléser Durchmesser 12 mm und 30 mm Cotech Vertriebs GmbH, Berlin, DE
Digitonin Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Dithiothreitol (DTT) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
DNA-Marker (100bp-GeneRulerTM; 1kb Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland
DNA-Marker GeneRulerTM; dNTPS)

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

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco by Life Tech nologies, Carlsbad, CA, USA
+ GlutaMAX mit 1 g/L D-Glucose,

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol unvergallt Berkel AHK Alkoholhandel GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, DE
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe, DE

FACS- Rohrchen mit Zellfilter-Deckel (BD BD Biosciences, San Jose, USA
Falcon tubes, 5 ml, Polystyrene)

Falcon 10 mi Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, DE

Falcon 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Fotales Kélberserum (FKS) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
G418 Biochrom

Geneticin (G418) Biochrom, Berlin, DE

Glycerol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Glycin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Glyzerin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Immu-Mount Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Isopropanol VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Kanamycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kryoréhrchen 1,2 ml Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Lucifer Yellow (LY) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

24



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

Luria Broth (LB)-Medium Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lysotracker DND99 Life Technologies, Darmstadt, DE
Methanol VWR, Darmstadt, DE

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, DE

Millicell héngende Zellkultureinsdatze (PIHT Millipore

12R 48)

Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, DE
Natriumdodecylsulfat (SDS) SERVA, Heidelberg, DE

Objekttrager 76 x 26 mm, geschliffen 90°, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Mattrand
Opti-minimal essential-Medium (Opti-Mem) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

PageRuler

Parafilm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Pasteurpipette Gesamtlange 230 mm Glaswarenfabrik Karl Hecht "Assistent", Sondheim/Rhén, DE
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Pipettenspitzen 10 - 1000 pl Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, DE

Plasmid Plus Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden, DE

Plasmid Plus Midi Kit Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Polyethylenimin (PEI) Polyscience, Eppelheim, DE

Poly-L-Lysin (PLL) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

ProLong Gold Life Technologies, Darmstadt, DE
Rattenschwanzkollagen Roche, Mannheim, DE

Salzséure Merck, Darmstadt, DE

Serologische Pipetten 1 ml, 2 ml TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml  Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

SignalSilence LC3B siRNAI Cell Signaling Technology, Danvers, USA

SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Transferpipette 3,5 ml, Polyethylen Low Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE
Density

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
TritonX-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tween20

Zellkulturflaschen Filterdeckel 25 cm2, 75 cm2  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Zellkulturplatten Version F 6 well, 24 well, 96 TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
well
ZR Plasmid miniprep Classic Zymo Research Corporation, Irvine, CA, USA

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit Zymo Research Corporation, Irvine, CA, US

Tabelle 2.2: Verwendete Antikorper.

Primarantikorper (Bestellnummer) Spezies Hersteller

Anti-Atgl6 (4425) Kaninchen  ProSci Inc. Poway, USA
Anti-Claudin-1 (51-9000) Kaninchen  Life Technologies, Darmstadt, DE
Anti-Claudin-2 (51-6100) Kaninchen  Life Technologies, Darmstadt, DE
Anti-Claudin-5 (34-1600) Kaninchen  Life Technologies, Darmstadt, DE
Anti-Claudin-7 Kaninchen
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Anti-GAPDH (MCA4740G)

Anti-Lamp1 (3629)

Anti-LC3/MAPLC3A (100-2331)
Anti-LC3A/B (4108S)

Anti-MAP1LC3A (7579)
Anti-MAP1LC3B (7581)

Anti-Occludin (33-1500)

Anti-zonula occludens protein-1 (33-9100)

Maus AbD Serotec, Puchheim, DE
Kaninchen  ProSci Inc. Poway, USA

Kaninchen Novus

Kaninchen  Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Kaninchen  ProSci Inc. Poway, USA
Kaninchen  ProSci Inc. Poway, USA

Rab Family Ab Sampler Kit: Rab4, Rab5, Rab7, Rah9, Kaninchen  Cell Signaling Technology, Danvers, USA

Rabl1, Lampl (9385S)

Sekundarantikérper (Bestellnummer)
Anti-Kaninchen Alexa Fluor 647-Konjugat (A-21244)
Anti-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase (STAR208P
Anti-Maus Alexa Fluor 647-Konjugat (A-21236)
Anti-Maus-Meerrettich-Peroxidase (STAR207P)

Maus Life Technologies, Darmstadt, DE
Maus Life Technologies, Darmstadt, DE
Spezies Hersteller

Ziege Life Technologies, Darmstadt, DE
Ziege Bio-Rad, Hercules, USA

Ziege Life Technologies, Darmstadt, DE
Ziege Bio-Rad, Hercules, USA

GAPDH, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; Rab, Ras-related protein

Tabelle 2.3: Enzyme und zugehdrige Puffer

Enzym/Puffer Hersteller

FastDigest BamH1 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
FastDigest HindlIl11 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
FD Green Buffer 10x Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Proteinase K Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
T4 DNA Ligase Buffer 10x ~ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
T4-Ligase Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Tabelle 2.4: Zellen, Bakterien und Medienzusammensetzung

Medium

Trypsin

Zellen Quelle

MDCK-II (Staat et al., 2015)
HEK-293 (Piontek et al., 2011)
Escherichia coli Invitrogen, Carlsbad, CA,
(E.coli) DH5a USA

DMEM 1g/ml Glukose, 10% FKS, 1% Pen/Strep 0,25%
DMEM 1g/ml Glukose, 10% FKS, 1% Pen/Strep 0,05%

LB-fliissig, LB-Agar

* flr stabile Linien wurde zusatzlich 1% G418 zum Medium gegeben.

Tabelle 2.5: Inhibitoren

Inhibitor Ziel

Konzentration
(Stock/ final)

Hersteller

Bafilomycin V-H*-ATPase-Inhibitor

(Baf)

Chloroquin Lysosomale Alkalinisierung
(CQ)

Chlorpromazin  Clathrin-vermittelte Endozytose
(CPZ)

Dynasore (Dyn) Dynamin

Filipin Il (F3)  Caveolae-vermittelte Endozytose
LY294002 P13-Kinase/ Autophagie

(LY) Inhibition

Rapamycin mTOR/ Autophagie Induktion

100 uM in DMSO/
100 nM

20 mM in H,O/
100 — 200 uM

25 mM in DMSO/
50 uM

10 mM in DMSO/
100 pM

15,27 mM in DMSO/
1527 uM

100 mM in DMSO/
100 uM

100 uM in DMSO/

Cell Signaling Technology, Danvers,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
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(Rap) 50 — 500 nM
YM201636 PIKfyve-Kinase/ Autophagie 1 mM in DMSO/ Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
(YM) Inhibition 1uM

* die Inhibitoren wurden in zellspezifischem Medium geldst und appliziert

Tabelle 2.6: Verwendete Puffer und Lésungen.

Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

Blockpuffer BSA

Blockpuffer Milchpulver
Extraktionsldsung

Hank’s Balanced Salt Solution mit Ca?*
und Mg?* (HBSS +/+)

KHM-Puffer
Laufpuffer
Lysepuffer

MTT-L6sung
Phosphatgepufferte  Salzldsung
Ca2+und Mg2+ (PBS +/+)

mit

Phosphatgepufferte Salzlésung ohne Ca2+
und Mg2+ (PBS -/-)
Probenpuffer (5 x)

Sammelgelpuffer
Stripping Puffer
TBST
Transferpuffer
Trenngelpuffer
Trypsin 0,05%

Trypsin 0,25%

5% BSA in PBS-T pH 7,4

5% Milchpulver in TBS-T pH 7,4

5% TritonX-100, 0,04 N HCI, 93% Isopropanol

140 mg/L CaCl,, 100 mg/L MgCl; x 6 H,0, 100 mg/L MgSO4 x 7 H0,
400 mg/L KCI, 60 mg/L KH2PO4, 350 mg/L NaHCO3, 8 g/L NaCl, 48
mg/L Na;HPO,, 1 g/L D-Glucose pH 6.7 - 7.8 / Gibco by Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA

110 mM Kaliumacetat, 20 mM HEPES, 2 mM MgCl; pH 7,4

25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 0,1% SDS pH 8,3

5% Glycerol, 20mM Tris, 100mM NaCl, 1mM MgCl,, 0,1% Tx-100, pH
7.5

5 mg/ml MTT in PBS

8 g/L NaCl, 200 mg/L KCI, 1,15 g/L Na;HPO,, 200 mg/L KH,PO4, 100
mg/L MgCl; x 6 H,O, 100 mg/L CaCl,, pH 7,4 / Biochrom AG, Berlin,
DE

8 g/L NaCl, 200 mg/L KClI, 1,15 g/L Na;HPO4, 200 mg/L KH2PO4 pH 7,4
/ Biochrom AG, Berlin, DE

0,225 M Tris-Cl, pH 6,8,
0,05% Bromphenolblau, 0,25 M DTT
1,5 M Tris-HCI pH 8,8

15 g Glycin, 1 g SDS, 10 ml Tween20, pH = 2.2, auf 1 | auffiillen
50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4

25 mM Tris-HCI, 190 mM Glycin, 20% Methanol, pH 8,3

0,5M Tris-HCI pH 6,8
0,05% Trypsin, 0,02%
Technologies, Darmstadt, DE
0,25% Trypsin, 0,02%
Technologies, Darmstadt, DE

50%  Glycerol, 5% SDS,

Ethylendiamintetraessigséure-Losung/  Life

Ethylendiamintetraessigsaure-Losung/  Life

Tabelle 2.7: Geréte.

Gerat

Hersteller

Absaugpumpe Vacumat 130-K

Agarosegel- Dokumentationskammer E.A.S.Y. 440 K
Agarosegel-Kammer Owl Separation Systems, Model:

B1A

Bio-Rad Mini Protean Blot System
CellZscope

CO2-Inkubator BB16

CO2-Inkubator CB 210
DurchfluBzytometer BD FACSAria Il
Elektrophorese Netzgerat Consort E835
Elektroporationskivetten 1 mm
Elektroporator

Gefrierbox Nalgene "Mr. Frosty" Freezing Container fur

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen, DE
Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, DE
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

nanoAnalytics GmbH, Minster, DE

Heraeus Instruments, Hanau, DE

Binder GmbH, Tuttlingen, DE

BD Biosciences, San Jose, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen, DE
Easyject Prima EquiBio/Thermo Electron, Milford,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
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1-2 ml Kryordhrchen

Heizblock Thermomixer 5436

Heizplatte LHG Prézitherm Stérk-Tronic
Kompaktschiittler KS 15 A mit Inkubationshaube
Mikroskop IMT-2

Mikroskop LSM 510 Meta - NLO

Mikrowaage AT21 Comparator

Mikrowelle 8018

Neubauer-zahlkammer Tiefe 0,1 mm

Pipetten Pipetman Classic P2, P10, P20, P100, P200,
P1000

Pipetten Transferpipette S 1 pl, 10 pl, 20 ul, 100 pul, 200
pl, 1000 pl

Pipettierhilfe pipet4u Oasis

Plattenreader Safire

Plattformschiittler Polymax 2040

Sicherheitsbrenner Fireboy eco

Spectrophotometer NanoDrop ND-1000

Sterilwerkbank Heraeus HS 12

Sterilwerkbank Laminar Flow Sicherheitswerkbank 1200

Thermocycler PTC-100
UV-Handlampe HL-6-MK
Vortexer MS2 Minishaker

Vortexer VF2

Waage MC 1 Laboratory LC 2200 S
Waage PB1502-S

Wasserbad GFL

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5804 R

Zentrifuge Mini C- 1200

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Storck GmbH & Co. KG, Stutt- gart, DE
Edmund Bihler GmbH, Hechingen, DE
Olympus Corporation, Tokyo, Japan ?
Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, DE

Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz
Privilieg, Stuttgart, DE

Paul Marienfeld, Lauda Kénigshofen, DE
Gilson Inc., Middleton, WI, USA

BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim, DE

AHN Biotechnologie GmbH, Nordhausen, DE

Tecan Group Ltd., Méannedorf, Schweiz

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwalbach,
DE

INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA
BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbiihl-
Genkingen, DE

MJ Research Inc., St. Bruno, Kanada

Bachofer

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE

Sartorius AG, Gottingen, DE

Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz

Victor Recker, Berlin, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Labnet International Inc. Edison, NJ, USA

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Klonierung

Murines Cldnl und -5, sowie die Mutanten Cldn5r147a und Cldn5qisee wurden N-terminal mit
YFP oder mTurquise2 fusioniert. Die N-terminale Position wurde gewahlt um eine Korrekte
Lokalisierung der Proteine an der Plasmamembran zu gewéhrleisten, da sich C-terminal u.a. die
Interaktions-Domane fir ZO-1 befindet. Dazu wurden Primer mit Schnittstellen fiir die
(Tabelle 2.8).

Kettenreaktion wurden dann die Claudine aus den Ausgangsvektoren (Tabelle 2.9) mit den

Restriktionsenzyme Hindlll und BamH1 designt Mittels Polymerase-

Schnittstellen amplifiziert und tber ein Agarosegel aufgereinigt. Anschlielend wurden sowohl
die PCR-Produkte als auch die Vektoren peYFP-C1 und pmTurquoise2 mit den FastDigest
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Enzymen BamH1 und Hindlll in FD Green Buffer verdaut (45 min, 37 °C) und Uber ein
Agarosegel aufgereinigt. AnschlieBend wurden Inserts und Vektoren (4:1 Ratio) mit T4-Ligase
inkubiert (Uber Nacht, 16 °C). Nach der Ligation wurden elektrokompetente E. coli DH5a mit
den Konstrukten elektrotransformiert, in Antibiotikum-freiem LB-Medium geschittelt (1 h,
37 °C) und anschlielend auf Kanamycin-haltige Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation der
Platten (liber Nacht, 37°C) wurden einzelne Kolonien in flissigem LB-Medium mit Kanamycin
resuspendiert und bei 250 rpm kultiviert (iber Nacht, 37°C).

Tabelle 2.8: Primer fur die Klonierung.

Primer Sequenz

Cldn1-fwd 5’- CACCAAGCTTCCATGGCCAACGCGGGGCTG
Cldn1-rev 5’- GCAGGGATCCTCACACATAGTCTTTCCCACTAGA
Cldn5-fwd 5- CATCAAGCTTCCATGGGGTCTGCAGCGTTG
Cldn5-rev 5 - GCAGGGATCCTTAGACATAGTTCTTCTTGTCGTA

Restriktionssequenzen: rot, HindllI; grin, BamH1.

Tabelle 2.9: Ausgangsvektoren fir die Klonierung.

Vektor Quelle Resistenz Anwendung
pPEYFP-C1 Clontech Kanamycin  Expressionsvektor
pmTurquoise2-C1 (Goedhart et al., 2012) Kanamycin  Expressionsvektor
pCMV-SPORT6 Source BioScience (IRAVp968A105D)  Ampicillin Cldnl Vorlage
pCld5-mCherry C. Tscheik, FMP Berlin, unpubliziert Kanamycin  Cldn5 Vorlage
PEYFP-Cldn5r147a-N1  (Piontek et al., 2008) Kanamycin  Cldn5my Vorlage
PEYFP-Cldn5q1s6e-N1  (Piontek et al., 2008) Kanamycin  Cldn5my Vorlage

2.2.2. Proteinanalyse mittels Western Blot

2.2.2.1. Proben Aufbereitung

Die Zellen wurden in 6-well Zellkulturplatten ausgesdt und nach Erreichen der Konfluenz
behandelt. AnschlieBend wurde zweimal mit PBS -/- (4 °C) gewaschen und die Proben in 1 ml
PBS mit einem Zellkulturschaber von der Platte gelost. Die Zellsuspension wurde bei 300 x ¢
zentrifugiert (10 min, 4°C) und das Zellpellet in flissigem Stickstoff gefroren, in der Hand
aufgetaut und anschlielend in Lysepuffer resuspendiert und flinfmal durch eine Kanile (26 G)
gezogen. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 600 x g (10 min, 4 °C), der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet verworfen. VVor Auftragen der Proben auf das Polyacrylamid-
Gel wurde Probenpuffer dazugegeben und die Proben auf dem Heizblock inkubiert (5 min,
95 °C). Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.
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2.2.2.2. SDS-PAGE und Proteintransfer

Die Proben wurden auf ein 12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und in Biorad Mini-Protean
System erst bei 80 V laufen lassen, bis die Lauffront das Trenngel erreichte, anschlieRend wurde
die Spannung auf 120V erhoht. Als Marker wurde PageRuler Prestained oder PageRuler
Prestained Plus aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde gestoppt, als die Lauffront fast den
unteren Rand erreicht hatte. Das SDS-Gel wurde in Transferpuffer (15 min, 4 °C) equilibriert und
anschlieBend mit dem Biorad Mini-Protean Wetblot-System (1 h, 100 V) auf eine Membran mit
0,2 um PorengréRe geblottet. AnschlieBend wurde die Membran in Milchpulver-Blocklésung
inkubiert (45 min, Raumtemperatur) und mit Primdarantikorper (Tabelle 2.10) inkubiert (tber
Nacht, 4 °C), anschlieBend in TBST gewaschen (4 x 10 min) und mit Sekundarantikorper
inkubiert (1 h, 4°C), worauf wieder Waschschritte mit TBST folgten (4 x 10 min) Alle
Antikdrper wurden in Milchpulver-Blockierlésung verdiinnt, die Konzentrationen sind Tabelle
2.10 zu entnehmen. AnschlieBend wurde die Membran mit Lumilight Entwicklerlésung
entwickelt und die Banden am Transilluminator detektiert. Die densitometrische Auswertung der
Proteinbanden erfolgte mit ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Die Proteine wurden zunachst auf
GAPDH normiert und anschliefend auf den unbehandelten Wert. Die unterschiedlichen Proteine
wurden auf derselben Membran immer in er gleichen Reihenfolge detektiert: LC3, GAPDH,
Cldn5, Cldnl. Zwischen Cldn5 und Cldnl Detektion wurde die Membran gestrippt (siehe
2.2.2.3).

Tabelle 2.10: Proteine und Antikérper im Western Blot.

Protein GroRe Primérantikdérper Sekundarantikorper
Cldnl 23 kDa 1:1000 1:5000

Cldn5 23 kDa 1:1000 1:5000

GAPDH 36 kDa 1:2000 1:5000

LC3-1/11 18/16 kDa 1:1000 1:2000

YFP 27 kDa

2.2.2.3. Membran-stripping
Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Membran wurde mit Stripping Puffer inkubiert
(2 x 10 min), dann mit PBS (2 x 10 min) und anschlieBend mit TBST (2 x 10 min) gewaschen.

Darauf erfolgte ein erneuter Blockierschritt und Antikorperinkubation (vgl. 2.2.2.3).
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2.3. Mikrobiologische Methoden

2.3.1. Kultivierung, DNA-Isolation und Kryostocks

Flussiges Antibiotikum-haltiges LB-Medium wurde mit Bakterien aus Kryostocks oder von
Agarplatten angeimpft und bei 250 rpm kultiviert (Uber Nacht, 37°C). AnschlieRend wurde die
Plasmid-DNA mit einem Plasmidaufreinigungskit isoliert, in H2O eluiert und bei -20 °C gelagert.
Fur die Herstellung von Kryostocks wurde von dem uber Nacht kultiviertem Bakterien-Ansatz
0,5 ml entnommen, mit 0,5 ml Glycerol (100%) gemischt und in Kryoréhrchen bei -80 °C
gelagert.

2.3.2. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Untransformierte E. coli DH5a wurden in 5 — 10 ml Antibiotikum-freiem LB-Medium bei 250
rpm Kkultiviert (Gber Nacht, 37°C). Diese Vorkultur wurde zu 1 | vorgewarmtem, Antibiotikum-
freiem LB-Medium gegeben und bis zum Erreichen einer OD von 600 wachsen lassen (etwa 3 h).
Die Bakterienkultur wurde in 250 ml ZentrifugengefaRe tberfihrt, 30 min auf Eis gekihlt und
abzentrifugiert (3200 x g, 4 °C, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen, jedes Pellet in 80 ml
H2O (bidestilliert, 4 °C) resupendiert, in zwei 50 ml Falcon-Roéhrchen Gberflihrt und erneut
zentrifugiert (1500 x g, 4 °C, 15 min). AnschlieBend wurde der Waschschritt mit 40 ml H20 pro
Falcon wiederholt. Die Pellets wurden jeweils in 10 ml steriler Glycerollésung (10% in H>O
bidestilliert, 4 °C) resuspendiert, in zwei Falcon-Rohrchen gesammelt und abzentrifugiert
(1500 x g, 4°C, 15min). Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets in 1 ml steriler
Glycerollosung (10% in H20 bidestilliert, 4 °C) und 50 pl Aliquots angefertigt, welche bei -80 °C

gelagert wurden.

2.4. Zellbiologische Methoden

2.4.1. Kultivierung und Vermehrung von Zellen

MDCK-I11- und HEK-293-Zellen wurden in Zellkulturflaschen bei 37°C und 10% CO- kultiviert.

Nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurden die Zellen mit PBS ohne Ca?* und Mg?*
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(PBS -/-) gewaschen und anschlieBen mit Trypsin/EDTA-LOsung abgeldst (Konzentration und
Medium vgl. Tabelle 2.4). AnschlieBend wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert
und in eine neue Zellkulturflasche tberfihrt oder auf Coverslips oder Zellkulturplatten ausgesét.
Fur die Kultivierung auf Coverslips wurden diese vor der Uberfiihrung der Zellen fiir 30 min mit

einer Poly-L-Lysin-L6sung (20 pg/ml in PBS) beschichtet.

2.4.2. Transfektion und Herstellung stabiler Zelllinien

Fur die Transfektion wurden Zellen auf 6-well Zellkulturplatten ausgesat und bei Erreichen von
etwa 80% Konfluenz transfiziert. Fir jedes Well wurden 10 pl PEI (1 mg/ml) mit 250ul
Optimem gemischt, sowie 2 ug der Plasmid-DNA und 250 pl Optimem. Beide Ansatze wurden 5
min separat inkubiert, anschlieBend vereinigt und weitere 25 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Der gesamte Ansatz wurde vorsichtig tropfenweise in das Well pipettiert und die Platte 16 h im
Inkubator belassen. Anschliefend wurden die Zellen wie oben beschrieben abgeldst und auf
Coverslips Uberfihrt. Fur die Herstellung stabiler Zelllinien wurden die Zellen nach der
Transfektion in eine 25cm? Zellkulturflasche Gberfiihrt und dem Medium G418 (500 pg/pl)
zugesetzt. Dieses wurde regelméafiig gewechselt, bis die transfizierten Zellen zu einem Zellrasen

zusammenwuchsen.

2.4.3. FACS-Sortierung transfizierter Zellen

Zur Erhohung des Anteils der Zellen, welche das Zielprotein exprimieren, wurden stabil
transfizierte MDCK-I1-Zellen mittels Durchflusszytometrie sortiert. Die Zellen wurden in 75 cm?
Zellkulturflaschen kultiviert, wie oben beschrieben abgeldst und resuspendiert und anschlieRend
4 min zentrifugiert (4 °C, 150 x g). Das Zellpellet wurde in PBS -/- mit 5 mM EDTA
resuspendiert und weitere 4 min zentrifugiert und in 1 ml PBS -/- mit 5 mM EDTA
aufgenommen. Nach Filtration in ein FACS-Rohrchen wurden die Zellen auf Eis gekihlt. Die
Einstellungen fiir die Durchflusszytometrie wurden fir alle YFP- bzw. TRQ-markierten Proteine
konstant gehalten, um maglichst &hnliche Zellpopulationen zu erhalten. Als Negativ-Kontrolle
fur Auto-Fluoreszenz wurden untransfizierte MDCK-II-Zellen gemessen. Die fluoreszierenden
Zellen wurden in 2 ml Zellkulturmedium aufgefangen, bei 150 x g abzentrifugiert, in frischem
Medium resuspendiert und in eine 25 cm? Zellkulturflasche Gberfihrt.
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2.4.4. Kryokonservierung

Die Zellen wurden wie oben erldutert kultiviert und abgeldst, anschlieRend zentrifugiert (4 min,
150 x g, 21 °C) und in Kryomedium (10% DMSO in FKS) resuspendiert. AnschlieBend wurden
500 ul Aliguots in Kryorohrchen gefullt und diese in einer Kryobox mit Isopropanol mit einer
konstanten Kuhlrate von 1 °C/min auf -80 °C abgekuhlt und anschlielend in flissigem Stickstoff
gelagert. Das Auftauen der Kryokulturen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C, dann wurden die
Zellen in 10 ml Medium aufgenommen und in eine 75 cm? Zellkulturflasche Gberfihrt. Am

nachsten Tag wurde das Medium gewechselt um tote Zellen zu entfernen.

2.4.5. Zytotoxizitats-Assay

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat der Inhibitoren erfolgte mittels eines MTT-Tests. Die Zellen
wurden in 24-well Zellkulturplatten ausgesat und wie in den korrespondieren Experimenten mit
Inhibitor behandelt. Als Positivkontrolle wurde dem Medium 0,1% TritonX100 zugesetzt (15m,
37 °C, 10% CO2) AnschlieBend wurden die Zellen mit HBSS+/+ gewaschen und mit 500 pl
MTT-L6sung inkubiert (3 h, 37 °C, 10% COy). Diese wurde abgenommen und durch 300 pl
Extraktionslosung ersetzt, die Zellen wurden 15 min auf einem Horizontalschittler geschuttelt
und das Lysat anschlieBend durch mehrmaliges auf und ab pipettieren gemischt. Die Absorption
wurde am TECAN Plattenreader bei 570 nm bestimmt.

2.4.6. RNA-Interferenz

Fur die RNA-Interferenz wurde SI-RNA gegen humanes LC3 eingesetzt, welche laut
Herstellerangaben zu 85% mit der caninen Sequenz bereinstimmte, da canine si-RNA nicht zur
Verfligung stand. Die Bedingungen wurden an untransfizierten MDCK-II-Zellen und YFP-Cldn5
transfizierten Zellen etabliert. Die Transfektion erfolgte in Suspension mittels PEI. Die Zellen
wurden wie in (2.4.1) beschrieben kultiviert und abgeldst. Anschlielend wurde die Zellsupension
mit dem Transfektionsansatz (10 pl PEI + 250 pl Optimem, 3 pl si-RNA + Optimem, vgl. 2.4.2)
gemischt und auf einer Zellkulturplatte (3,5 cm) oder Deckgléschen (1,2 cm) ausgesdt. Am
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folgenden Tag wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 24 h bzw. 48 h die Zellen
fixiert, oder fir den Western blot vorbereitet.

2.5. Untersuchungen zu Endozytose

Madin-Darby canine kidney cells type 11 (MDCK-II) und human embryonic kidney 293 (HEK-
293)-Zellen sind epitheliale Zelllinien aus der Niere, welche géangige Zellkulturmodelle
darstellen. Die embryonalen HEK-293-Zellen exprimieren endogenen weder Claudine, noch
Z0-1, wéhrend MDCK-II-Zellen eigene TJs ausbilden und mindestens einige endogene Claudine
exprimieren, z.B. Cldnl bis -4 und Cldn7, allerdings kein Cldn5. Zur Untersuchung der
Endozytose von Claudinen wurden Zellen mit fluoreszenzmarkiertem Claudin monotransfiziert,
also entweder mit mTurquoise2 (TRQ)-Cldn oder Yellow Fluorescent Protein (YFP)-Cldn. Diese
stabilen monotransfizierten Zelllinien wurden in TRQ-Cldn/YFP-Cldn Kokulturen auf Coverslips
ausgesat und nach zwei Tagen Kultivierung behandelt. Dabei wurde YFP-Cldn und TRQ-Cldn in
gleichen Verhdltnissen, jeweils 1:6 — 1:10 (je nach Wachstumsgeschwindigkeit) sodass nach zwei
Tagen Konfluenz erreicht wurde. Die Untersuchungen wurden an Zellen durchgefiihrt, welche
Zellkontakte mit Zellen teilten, die das jeweils andere Fluorophor exprimierten. So konnte
Claudin, welches aus der Nachbarzelle stammte anhand des Fluorophors identifiziert werden.

2.5.1. Pharmakologische Inhibition der Endozytose und des Vesikeltransports

Fur die Inhibition der Clathrin-abhéngigen Endozytose wurde Chlorpromazin (CPZ) eingesetzt.
CPZ stort die Interaktionen zwischen Clathrin und dem AP2, und fiihrt zu einer Umverteilung
von Clathrin und AP2 von der Plasmamembran an endosomale Membranen (Wang et al., 1993).
Filipin 111 (F3) interagiert mit Cholesterol in der Plasmamembran und flhrt so zu einer Inhibiton
der Caveolin-abhéngigen Endozytose (Schnitzer et al., 1994). Gleichzeitig hat es eine
Autofluoreszenz und kann somit auch als Marker fur Cholesterol genutzt werden (Maxfield and
Woustner, 2012). AuBerdem wurde Dynasore eingesetzt, einem spezifischen Inhibitor von
Dynamin, welches flr die Abschnirung der Vesikel von der Plasmamembran in Clathrin- und
Caveolin-abhangiger Endozytose benotigt wird (Macia et al., 2006).

Durch Chloroquin (CQ), eine schwache membrangangige Base, welche in sauren Organellen

akkumuliert, kommt es zu einer Alkalinisierung des Lysosoms (Misinzo et al., 2008).
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Gleichzeitig kommt es zu einer starken VergroRerung der Lysosomen und einer verringerten
Proteindegradation, da die lysosomalen Enzyme, welche einen niedrigen pH-Wert bendtigen,
gehemmt werden (de Duve et al., 1974). Der lysosomale Abbau wird auch durch Bafilomycin
gehemmmt. Bafilomycin hemmt die V-H+-ATPase Protonenpumpe (Crider et al., 1994), welche
die Azidifizierung von Endosomen bewirkt (Yoshimori et al., 1991). Zusatzlich hemmt es die
Fusion von Endosomen und Autophagosomen mit dem Lysosom (Mauvezin et al., 2015).
YM201636 ist ein Inhibitor der PIKfyve Kinase (Ikonomov et al., 2009), welche an der Initiation
von Autophagie beteiligt ist (Vicinanza et al., 2015). LY294002 inhibiert P13-Kinasen der Klasse
I1l, welche in die frihe Phase der Autophgosomenbiogenese involviert sind (Balla, 2013).
Rapamycin ist ein Autophagieinduktor, welcher Gber die Inhibiton von mTOR die Aktivitat von
ATG-Proteinen erhéht (He and Klionsky, 2009).

Lysotracker wurde im Verhéltnis 1:10.000 eingesetzt. Die Inhibitoren wurden in den oben
angegebenen Losungsmitteln geldst, in den angegebenen Konzentrationen (Tabelle 2.5) dem
Zellkulturmedium zugesetzt und durch vorsichtiges auf und ab pipettieren vermischt. Die

Kontrollzellen wurden entweder mit der entsprechenden Menge DMSO oder Wasser behandelt.

2.5.2. Peptide

Es wurden Cldnl, -2 und -5 abgeleitete Peptide untersucht, deren Sequenz mit dem N-terminalen
Teil der ersten EZS (bereinstimmt. Die Cysteine wurden dabei durch Serine ausgetauscht. Die
Peptide wurden in der AG Beyermann (FMP Berlin) synthetisiert und aufgereinigt. Die Peptide
wurden in DMSO geldst und anschliefend 1:100 in Zellkulturmedium verdinnt. Tetramethyl-6-
Carboxyrhodamin (TAMRA)-markiertes Peptid wurde einer finalen Konzentration von 10 uM

eingesetzt, unmarkiertes Peptid in einer Konzentration von 300 uM.

Tabelle 2.11: Peptide.

Name Ursprung Sequenz Konzentration

C5C2 Murines Claudin5(53-81) SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH; 300 pM
TAMRA-  Murines Claudin1(53-81) TAMRA-SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR- 10 uM
cicz2 NH:

TAMTA- Murines Claudin-2(53-81) TAMRA-ESATHSTGITQSDIYSTLLGLPADIQAAQ- 10 uM
c2c2 NH:

TAMRA- Murines Claudin5(53-81) TAMRA- 10 uM
C5C2 SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH,
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2.6. Funktionelle Messungen

2.6.1. Aussaat von Zellen auf Zellkultur-Inserts

Zur Aussaat der Zellen auf Zellkultur-Inserts wurden die Zellen wie beschrieben abgeldst und
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl/ml in einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Pro
Insert wurden 80.000 Zellen in 500 ml Medium ausgesat. Die Inserts wurden mit
Rattenschwanzkollagen in PBS (Konzentration) beschichtet, wobei 150 pl Collagen-Ldsung in
jedes Insert gegeben wurde und Uber Nacht auf der Heizplatte getrocknet wurde. Die so
vorbereiteten Inserts wurden vor Zugabe der Zellsuspension mit Zellkulturmedium equilibriert
(2 h, 37 °C, 10% COy). Die Zellzahl wurde in einer Neubauer Z&dhlkammer bestimmt.

2.6.2. Messungen des transepithelialen elektrischen Widerstands (TER)

TER-Messungen erlauben Aussagen Uber die Durchlassigkeit der Zellbarriere fir lonen. Nach
Aussaat der Zellen in den Zellkultur-Inserts wurden diese in das Cellzscope tberfihrt und der
AuRenbereich mit Medium aufgefullt, allerdings ohne dass es zum Kontakt zwischen dem Innen-
und Aufllenbereich kam. Der TER wurde nach Aussaat der Zellen einmal pro Stunde gemessen

und die Messungen dauerten 6 Tage an.

2.6.3. Messung der Permeabilitat

Da Cldn5 die Barriere gegen den Durchtritt von Molekiillen <800 Da abdichtet (Nitta et al.,
2003), wurden Permeabilitditsmessungen mit Lucifer Yellow, einem etwa 450 Da grofien
fluoreszenten Farbstoff durchgefiihrt. Nach Messung der TER-Werte wurden die Zellkultur-
Einsdtze vom CellZscope in eine 24-well Zellkulturplatte transferiert und zweimal mit HBSS+/+
gewaschen (alle Schritte erfolgten bei 37 °C). Lucifer Yellow-Losung wurde in das apikale
Kompartiment pipettiert (200ul, 200 uM in HBSS+/+), wahrend basolateral 1 ml HBSS+/+
zugegeben wurde. Nach Inkubation (10 min, 37 °C, 10% COz) wurden die Zellkultureinsétze in
eine Platte mit frischem HBSS+/+ Uberfiihrt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und von
jedem Zeitpunkt 80 pl in Triplikat in eine 96-well-Platte Uberflhrt, zusammen mit einer

Standardreihe. Die Fluoreszenz wurde mit dem Tecan Plattenreader analysiert (Anregung:
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425nm, Detektion: 520 nm) und die Lucifer Yellow Konzentrationen anhand der Standardreihe
bestimmt. Der Permeationskoeffizient (PLy) wurde nach folgender Formel berechnet:

d
Py = d—? : ﬁ (cm/s)
Wobei dQ/dt die Menge an diffundiertem Lucifer Yellow (pg/min), A die Flache des Einsatzes

(cm?) und C die initiale Konzentration von Lucifer Yellow (ug/ml) darstellt.

2.7. Mikroskopie

2.7.1. Vorbereitung der Proben

2.7.1.1. Fixierung und Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden auf einem Coverslip mit 1,2 cm Durchmesser ausgesét, nach der Behandlung
zweimal mit PBS+/+ (4 °C) gewaschen und dann entweder mit PFA (4% in PBS mit 0,1%
TritonX-100, 10 min, RT) oder mit einer Reihe aus Aceton, Ethanol 100% und PBS (5 min, 1
min, 1 min, alles auf Eis) fixiert. Anschlieend wurden die Coverslips mit einer BSA-
Blockierlosung (Tabelle 2.6) inkubiert (15 min, RT). Die priméren Antikorper (Tabelle 2.2,
Tabelle 2.12) wurden in Blockierlésung auf die Zellen gegeben (4 °C, Uber Nacht). Nach
Behandlung mit dem primaren Antikorper wurden die Zellen mit PBS 0,1% TritonX-100
gewaschen (4 x 2 min), anschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden Alexa-647-
konjugierten sekundaren Antikorper (Tabelle 2.2) in Blockierlosung (1 h, RT, 1:250 verdiinnt).
Dann wurden die Waschschritte wiederholt und die Coverslips in Immu-Mount auf einem
Objekttrager eingebettet. Fir stimulated emission depletion (STED)-Mikroskopie wurde zum
Einbetten ProLong Gold benutzt. Nach Trocknen der Proben (15 min, 37 °C auf der Heizplatte)
wurden die Objekttrager bei 4 °C gelagert. Fir ProLong Gold eingebettete Proben wurden die
Proben zusatzlich vor der Mikroskopie mindestens eine Woche im Kiihlschrank trocknen lassen.

Tabelle 2.12: Antikérper fur Immunfluoreszenzen

Antikorper Verdiinnung
Anti-Atg16 1:100
Anti-Claudin-1 1:200
Anti-Claudin-2 1:200
Anti-Claudin-5 1:200
Anti-Claudin-7 1:200
Anti-Lampl (ProSci) 1:100
Anti-LC3/MAPLC3A (Novus) 1:100
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Anti-LC3A/B (Cell Signaling) 1:100

Anti-MAP1LC3A (ProSci) 1:100
Anti-MAP1LC3B (Prosci) 1:100
Anti-Occludin 1:200
Anti-zonula occludens protein-1 1:200

Rab Family Ab Sampler Kit: Rab4, Rab5, Rab7, Rab9, Rab1l, Lampl  1:100

2.7.1.2. Lebendzellmikroskopie

Fur die Lebendzellmikroskopie wurden die Zellen auf groflen Deckglésern (r = 1,5 cm) ausgesét
(vgl. 2.4.1). Diese wurden einmal mit HBSS+/+ gewaschen und in eine Mikroskopier-Kivette
eingespannt. Wenn nicht anders beschrieben wurden alle Messungen an lebenden Zellen in
HBSS+/+ durchgefihrt.

2.7.1.3. Gefrierbruchelektronenmokroskopie

Fur die Gefrierbruchelektronenmikroskopie wurden HEK-293-Zellen, welche entweder mit
Cldn5-YFP oder Cldn5r1a7a-YFP transfiziert waren auf 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesét (vgl.
2.4.1). Diese wurden vorher mit 5 ml PLL (20 pg/ml in PBS) fur beschichtet (5 h, RT) und
anschlieBend mit PBS+/+ gewaschen. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit
PBS+/+ gewaschen und mit Glutaraldehyd (2,5% Glutaraldehyd in PBS+/+) fixiert (2 h, RT).
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS+/+ gewaschen die Zellkulturflasche mit
PBS+/+ angefullt und bei 4 °C gelagert. Die Gefrierbriiche und Mikroskopie wurden von Prof H.
Wolburg (Universitat Tubingen, DE) durchgefihrt.

2.7.2. Verwendete Mikroskope

Fur alle Assays, mikroskopische Analysen der Vesikelzahlen und Kolokalisationsstudien wurde
das konfokale Mikroskop Zeiss NLO mit einem Plan-Neofluar 100x 1.3 Ol-Objektiv (Zeiss,
Oberkochen, DE) benutzt. TRQ wurde bei einer Wellenlange von 458 nm, YFP bei 514 nm und
Alexab647 bei 633 nm angeregt. Bei STED-Mikroskopie wird eine hohere Auflosung als bei
konfokaler Mikroskopie erreicht indem durch einen Depletions-Laser unerwiinschte Fluoreszenz
unterdriickt wird. So l&sst sich eine Auflésung von unter 100 nm herstellen, zusatzlich ist STED
Mikroskopie auch fur lebende Zellen geeignet. Fir die STED-Mikroskopie wurde das Leica TCS
3X gSTED, Leica LASX Software und HC PL APO CS2 100x 1.4 Oil Objektiv (Leica, Wetzlar,
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Germany) benutzt. TRQ wurde bei 405 nm angeregt und die Emission zwischen 440 nm und 513
nm detektiert. YFP wurde bei 514 nm angeregt und die Emission zwischen 519 nm und 581 nm
detektiert, beide tber HyD Detektoren (time gated mode, 0,3 - 6 ns) unter Einsatz eines 592 nm

Depletionslasers.

2.7.3. Mikroskopie-basierende Assays

2.7.3.1. Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)-Analyse

HEK-293-Zellen wurden transient mit YFP-Cldn und TRQ-Cldn Plasmid kotransfiziert (jeweils 1
pug pro Plasmid-DNA pro Ansatz). Als Negativkontrolle wurde YFP-corticotropin releasing
factor receptor-1 (CRFR1) mit TRQ-Cldn5 transfiziert. CRFR1 kolokalisiert mit Zellkontakten,
zeigt aber keine Interaktionen mit Cldn5. Nach Transfektion (vgl. 2.4.2) wurden die Zellen auf
Deckgléser (@ = 3 cm) uberflihrt und zwei Tage wachsen lassen. FRET wurde mit der Methode
des Akzeptor-Photobleichens gemessen (Abb. 2.1) (Van Munster et al., 2005).

Bei Fluorophoren kommt es unter bestimmten Bedingungen zu strahlungsfreiem Energietransfer.
Im angeregten Zustand kann ein Fluorophor Energie auf einen anderen Fluorophor Ubertragen,
wenn die Distanz zwischen den beiden gering genug ist (Forsterradius). Innerhalb dieses Radius
lasst sich aus der transferierten Energie ein Rickschluss auf die Distanz zwischen den
Fluorophoren ziehen. Dieser Energietransfer findet allerdings nur statt, wenn die
Anregungswellenldnge des Akzeptors mit der Abstrahlungswellenldnge des Donors Uberlappt.
Der Donor strahlt nach Anregung kein Licht aus, sondern gibt die Energie an den Akzeptor
weiter. In Anwesenheit eines Akzeptors strahlt der Donor also weniger Licht ab, allerdings nur,
wenn die Fluorophore nicht weiter als 10 nm entfernt liegen. Durch Zerstérung des Akzeptors
durch einen starken Laserimpuls gewinnt der Donor an Fluoreszenz, welche gemessen wird. Um
die cis-Interaktionen zu messen, wurde YFP an Zellkontakten mit 12 Laserpulsen bei 100%
Intensitéat geblichen und vor jedem Puls die YFP und TRQ-Fluoreszenz gemessen. Es wurden nur
Kontakte ausgewertet, welche jeweils ein &hnliches Verhaltnis von YFP zu TRQ hatten, da dies
die FRET-Effizienzen beeinflussen kann (Chen et al., 2006).

39



Tabelle 2.13: Mikroskopieeinstellungen fiir Fluoreszenz-Resonanzendergietransfer.

AA (nm) AE (nm) Intensitat Detektor gain
Bleichen 514 537-644 100% 600
TRQ 458 462-494 5,0% 695
YFP 514 526-644 1,0% 593

AA: Anregungswellenlange; AE: Emissionswellenlédnge
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Abb. 2.1: Fluoreszenz Resonanz Energietransfer. A: Anregungs- und Emissionsspektren von CFP, mTurquoise2
und YFP. B: Energietransfer zwischen Donor und Akzeptor.

2.7.3.2. Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)

FRAP ist eine Methode zur Bestimmung der Mobilitadt von Proteinen in der Membran. Dabei
wird ein Teil der Fluorophore durch einen hohen Laser-Impuls zerstort und anschlielend die
Ruckkehr der Fluoreszenz an die gebleichte Stelle gemessen. FRAP wurde in Kokulturen YFP-
Cldn oder TRQ-Cldn monotransfizierter MDCK-I1-Zellen (vgl. 2.5) an Zellkontakten gemessen,
welche von Zellen gebildet wurden, die unterschiedlich markierte Claudine exprimierten. Dieser
Versuchsaufbau wurde gewdahlt, um nur Daten von jeweils einer einzelnen Zelle zu erhalten. Die
Messungen wurden ausschlielich an YFP-Cldn durchgefiihrt, da TRQ wesentlich fotostabiler ist
und nicht so schnell ausgeblichen werden kann. Zwischen den Messungen lag jeweils ein
Intervall von 5s, die Aufnahmen wurden mit geringer Laserintensitdt gemacht (514 nm, 0,5%

Intensitét, Detektion 535-590 nm). Fiir das Einstellen einer stabilen Ausgangsfluoreszenz wurden
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5 Aufnahmen vor dem Bleichen gemacht. Das Bleichen erfolgte durch einen Impuls bei voller

Laserintensitat (1 s), anschliefend wurden wieder Aufnahmen in 5 s — Intervallen aufgenommen.

2.7.3.3. Fluorescence Protease Protection (FPP) Assay

Der FPP-Assay beruht auf selektiver Permeabilisierung der Plasmamembran durch Digitonin und
anschlieBendem Verdau von zytosolischen Proteinen durch Proteasen. Digitonin interagiert mit
Cholesterol und interkaliert in der Membran, wodurch diese permeabel wird. Da die
Plasmamembran eine weitaus hohere Konzentration an Cholesterol aufweist als endosomale
Membranen hat Digitonin relativ geringe Effekte auf intrazellulare Membranen (Plutner et al.,
1992). So sind Proteine innerhalb der Organellen vor dem Verdau geschutzt, wéahrend
zytosolisches Protein abgebaut wird. Auf diese Weise lasst sich die Orientierung von
Fluorophoren in der Vesikelmembran bestimmen. Der FPP-Assay wurde in Anlehnung an
(Lorenz et al., 2006) durchgefiihrt. Auf Deckglaser ausgesate MDCK-II-Zellen wurden mit
KHM-Puffer gewaschen (3 x 1 min) und mit Digitonin (100 pM in KHM-Puffer, 3 min)
permeabilisiert. AnschlieBend wurde noch einmal kurz mit KHM-Puffer gewaschen und der
Verdau mit Proteinase K (300 pg/ml in KHM-Puffer, 26 min) gestartet. Alle Schritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Vor Beginn des Verdaus wurde ein konfokaler Z-stack

aufgenommen, sowie wahrend der Proteolyse alle 2 min.

2.8. 3-D Strukturvorhersage von Claudinen

Die dreidimensionale Struktur der Proteine wurde mit I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly
Refinement) berechnet. Dieses analysiert die eingegebene AS-sequenz anhand der Ahnlichkeit
mit Proteinen in der Datenbank und erstellt mogliche Konformationen der Proteine Anhand des
Vergleichs mit bekannten Kristallstrukturen (Roy et al., 2010). Kristallstrukturen von Claudinen
sind bereits fir Cldn15 und Cldn19 bekannt (Shinoda et al., 2016; Suzuki et al., 2014). Die vierte
TM wird bei den meisten Claudinen von mehreren geladenen AS flankiert, welche den Ubergang
ins Zytoplasma markieren. Fir die Strukturanalyse wurden die C-terminalen Bereiche der
Proteine ab diesen geladenen AS nicht berlcksichtigt. Die Darstellung der Strukturen wurde mit

PyMOL bearbeitet (https://www.pymol.org/). Fir die Cldn5-AS-substituenten wurde ein
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alignment mit Cldn5 durchgefuhrt, fir die Darstellung der humanen Pfam00822-Familie wurde
mit der Cldn1-Struktur abgeglichen.

2.9. Auswertung

Alle Auswertungen wurden mit ImagelJ (http://imagej.nih.gov/ij/) durchgefiihrt. Um die
Auswertungsprozesse zu automatisieren wurden Makros fur die einzelnen Assays geschrieben.
Wenn nicht anders dargestellt, wurden die TRQ-Signale ausgewertet, da YFP weniger foto- und
pH-stabil ist und ein schwaches Dimer ausbildet, welches die Messungen verfélschen kénnte. Die
region of interest (ROI) wurde innerhalb der Zellmembran gelegt, um die membranstdndigen
Claudine aus der Analyse auszuschlie3en. Die Diagramme wurden mit Graphpad Prism 5 erstellt.

2.9.1. Quantifizierung der Vesikelzahlen

Vesikelzahlen wurden in konfokalen Z-Stacks bestimmt (0,25 um Intervallen zwischen den
Ebenen). Da MDCK-II-Zellen oft unterschiedliche Ausdehnungen in den Ebenen hatten, wurde
jede Ebene einzeln ausgewertet und die durchschnittliche Vesikelzahl pro Ebene bestimmt. Diese
wurde fiir die Gesamtzahl der Vesikel auf den Zellumfang normiert und fur die Anzahl der cross-
over endozytierten Vesikel auf die Gesamtlange der Zellkontakte, welche mit jeweils
andersfarbigen Zellen geteilt wurde. Um die Hintergrundfluoreszenz aus anderen Ebenen zu
reduzieren wurden nur Intensitdten oberhalb der Schwellenwerte einbezogen (TRQ, YFP = 70,
Alexab47 = 40). Als Vesikel wurden Partikel interpretiert, welche einen Radius von
50 nm < r <500 nm hatten. Flr jedes Experiment wurden die alle Werte auf den Mittelwert der
unbehandelten Probe normiert. Es wurden die Vesikelzahlen und nicht die mittlere Intensitat
analysiert, um ein Mal3 zu erhalten, das relativ unabhangig vom Expressionslevel ist. Aulerdem
konnen so einzelne Endozytose-Ereignisse quantifiziert werden, unabhéngig von der

VesikelgroRe und Intensitéat.

2.9.2. Kolokalisation mit Endosomenmarkern

Fir die Kolokalisationsanalyse wurde eine Z-Projektion (nach maximaler Intensitat berechnet)

erstellt. Dabei wurden die konfokalen Z-Stacks auf eine gemeinsame XY-Ebene projiziert,
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welche fur die Auswertung der Kolokalisation genutzt wurde. Die Pearson- und Manders-
Koeffizienten der einzelnen Zellen mit dem JACOP-Plugin von ImageJ berechnet. Fir die
Manderskoeffizienten wurden fur die einzelnen Fluorophore Schwellenwerte gesetzt (YFP: 40;
TRQ: 40; Alexa674: 20).

2.9.3. Quantifizierung der internalisierten Peptidmenge

In den einzelnen Ebenen wurde die durchschnittliche Intensitat des intrazelluldren Peptids
bestimmt. Die Werte der Ebenen wurden gemittelt und die mittlere Intensitat der unbehandelten

Proben als Hintergrundfluoreszenz abgezogen.

2.9.4. Quantifizierung der degradierten Claudinmenge

Da sich die Zellen wahrend der langen Aufnahme leicht aus dem Fokus bewegten, wurde fur die
Auswertung des FPP-Assays von jedem Z-Stack eine Projektion (nach maximaler Intensitét)
berechnet und zu jedem Zeitpunkt die mittlere Intensitat des intrazellularen YFP-Cldn5 und
TRQ-Cldn5 bestimmt. Um die Hintergrundfluoreszenz zu bestimmen wurden Zellen gemessen,
welche keinen Kontakt zu Zellen mit dem jeweils anderen Fluorophor hatten und die mittlere
Intensitédt der “nicht eigenen” Fluoreszenz gemessen (d.h. der Hintergrund fiir TRQ-Fluoreszenz
wurde in YFP-Cldn5 exprimierenden Zellen gemessen). Fiur die Kurven wurde der Hintergrund
wurde von den mittleren Intensitdten abgezogen und alle Zellen ausgeschlossen, welche nach
dem Verdau einen Endwert von weniger als Hintergrundintensitat + Standardabweichung hatten.
Fur die Berechnung des verdauten Claudin-Anteils, wurde der Anteil (Endwert nach 14
Messzyklen), der durch das Bleichen des Fluorophors verlorenging, zum Endwert des abgebauten

Claudins hinzugerechnet.

2.9.5. YFP-rescue Bestimmung

Fur den YFP-rescue wurde eine Z-Projektion (nach maximaler Intensitat berechnet) erstellt und
die durchschnittliche Intensitéat des intrazellularen Claudins bestimmt. Durch die VergréRerung
der Vesikel nach CQ-Inkubation war es hier nicht sinnvoll nach Vesikeln oder Ebenen zu

trennen, da sich die Lysosomen teilweise Gber mehrere Ebenen erstreckten.
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2.9.6. Berechnung der cis-Interaktionen

Die FRET-Effizienzen (Fg) wurden nach der Formel Fe = (la - Ig)* 100/1a berechnet und auf den
Mittelwert der Cldn5-Messungen normiert, wobei Ia und Ig die TRQ-Intensitaten vor bzw. nach
dem Fotobleichen des Akzeptors sind.

2.9.7. Bestimmung der mobilen Fraktion

Die FRAP-Auswertung erfolgte in Anlehnung an (Yguerabide et al., 1982). Die Uber die Zeit
gemessenen Werte wurden nach der Formel lrei(t)=(1(t)-Isieichen)/(Ivor-1Bieichen) NOrmiert, wobei lvor
und Igieichen die gemessenen Intensitaten direkt vor und nach dem Bleichen des Zellkontaktes sind
und I(t) die zu einem bestimmten Zeitpunkt gemessene Intensitat. Die relativen Intensitaten (Irer)
zu jedem Messpunkt wurden gemittelt als Diagramm dargestellt und die mobile Fraktion und

Halbwertszeit durch einen nonlinear curve fit (einphasige Assoziation) berechnet.

2.9.8. Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. AusreiRer wurden
mit Graphpad Quickcalcs Outlier calculator (https://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm)
bestimmt. Fir Experimente mit mehr als zwei Gruppen wurde ein one way ANOVA (Kruskal-
Wallis Test fiir nicht normalverteilte Daten, mit anschlieBendem Dunn’s Test fiir multiple
Vergleiche) durchgefuhrt. Bei Experimenten in denen nur zwei Gruppen verglichen wurden,
wurde ein t-Test durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SEM dargestellt, sofern nicht

anders angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Cross-over Endozytose

Kokulturen von Zellen, welche Claudine mit unterschiedlichem Fluorophor exprimieren, wurden

Vesikel welche Claudin aus der Nachbarzelle enthalten gefunden (Abb. 3.1). Dieses Phdnomen

wird in dieser Arbeit als cross-over Endozytose bezeichnet.
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Abb. 3.1: Piktogramm der cross-
over Endozytose. Claudine werden in
die Nachbarzelle transportiert. Dieser
Vorgang lasst sich aufgrund der
Expression von Claudinen  mit
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern
sichtbar machen. Vgl. Abb. 3.2, Abb.
3.4 und Abb. 3.5.

3.1.1. In HEK-293-Zellen findet kaum cross-over Endozytose statt

Zunéchst wurde die cross-over Endozytose in TJ-freien HEK-293-Zellen untersucht. In diesem

Zellsystem konnen exogen exprimierte Claudine isoliert von anderen TJ-Proteinen betrachtet

werden. Claudine reicherten sich in den Zellkontakten an und bildeten morphologisch

unauffallige Zellkontakte aus. In YFP-Cldn5/mCherry-Cldn5 Kokulturen wurde selten cross-over

endozytiertes Cldn5 in der Nachbarzelle gefunden (Abb. 3.2, Pfeilkopfe). Aufgrund des geringen

Vorkommens cross-over endozytierter Vesikel sind HEK-293-Zellen jedoch nur begrenzt als

Zellsystem zur Untersuchung dieser Art von Endozytose geeignet.
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Abb. 3.2: Cross-over Endozytose in HEK-293-Zellen. In HEK-293-Zellen wurde transgenes Claudin-5 (Cldn5) an
die Membran transportiert und reicherte sich an den Zellkontakten an. In YFP-Cldn5/mCherry-Cldn5
monotransfizierten Kokulturen wurde in manchen YFP-Cldn5-Zellen cross-over endozytiertes mCherry-Cldn5

gefunden (Pfeilkdpfe).
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3.1.2. Cross-over Endozytose in MDCK-11-Zellen

3.1.2.1. MDCK:-I1I-Zellen als Zellsystem zur Untersuchung von cross-over Endozytose

MDCK-11-Zellen enthalten endogene TJs und exprimieren zuumindest Cldn1, -2, -3, -4, und -7.
Daher wurde die Expression von endogenem Cldn5 in diesen Zellen uberpruft. Im Western blot
lie sich in YFP-Cldnl oder YFP-Cldn5 exprimierenden Zellen eine klare Bande mit endogenem
Cldn1 (Abb. 3.3) bei etwa 20 kDa detektieren, aber kein endogenes Cldn5 (unbeschrifteter Pfeil).
Dagegen fand sich in YFP-Cldn5 exprimierenden Zellen in der Farbung gegen Cldn5 eine Bande
bei etwas uber 40 kDa, diese fehlte in YFP-Cldnl exprimierenden Zellen. Zusétzlich lief3 sich in
YFP-Cldn5 exprimierenden Zellen eine Bande bei etwa 100 kDa detektieren. Es handelt sich

vermutlich um dimerisiertes YFP-Cldn5.

YFP-  YFP-
kD2 1401 Cldns
1 Qe ‘ =Y FP-Cldn5
7 Oligomer
55w
40w o 5 |-g—YFP-Cldn5 kDa YFP- YFP-
p— GAPDH Cldn1 Cldn5
35w
25 25| W
| . — — <—Cldn1
15 15

Abb. 3.3: MDCK-11-Zellen enthalten kein endogenes Cldn5. Im Western blot liel3 sich in Zelllysaten YFP-Cldnl
bzw. YFP-Cldn5 exprimierender Zellen endogenes Cldnl detektieren (rechte Seite), aber kein endogenes Cldn5
(unbeschrifteter Pfeil). In YFP-Cldn5 exprimierenden Zellen lieB sich YFP-Cldn5 als Monomer bzw. als Oligomer
(vermutlich Dimer) nachweisen.

3.1.2.2. Homophile und heterophile cross-over Endozytose

In  homophilen  YFP-ClIdn1/TRQ-Cldnl  bzw. YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5  Kokulturen
monotransfizierter Zellen wurden cross-over endozytierte Vesikel sowohl in den Cldnl- als auch
Cldn5-transfizierten Zellen gefunden (Abb. 3.4). Die Richtung der Endozytose war unabhéngig
vom Fluorophor, es wurden YFP-Vesikel in den TRQ-Cldn exprimierenden Zellen gefunden,
aber auch TRQ-Vesikel in den YFP-Cldn exprimierenden Zellen. Die cross-over endozytierten
Vesikel enthielten in den meisten Fallen Claudine aus beiden Zellen. Dies deutet auf einen
allgemeinen Mechanismus der Endozytose von Claudinen hin, bei dem das Claudin aus der
Plasmamembran der Nachbarzelle, inklusive der intrazelluldren Termini zusammen mit dem

eigenen Cldn endozytiert wurde.
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Abb. 3.4: Homophile cross-over Endozytose von Claudin-1 und -5. In homophilen Kokulturen monotransfizierter
Zellen wurden sowohl fiir YFP-Cldnl/TRQ-Cldnl als auch fir YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokulturen cross-over
endozytierte Vesikel gefunden. Diese Vesikel enthielten sowohl YFP- als auch TRQ-Fluoreszenz (Pfeilkdpfe). Lila:
Z0-1 als Zellkontaktmarker.

Cross-over endozytierte Vesikel wurden auch in heterophilen Cldnl/Cldn5 Kokulturen
monotransfizierter Zellen (Abb. 3.5) gefunden. Auch hier gelangten Claudine aus beiden Zellen
in dieselben Vesikel und der Transport lief in beide Richtungen. TRQ-Cldnl wurde in YFP-
Cldn5 exprimierende Zellen internalisiert, sowie YFP-Cldn5 in TRQ-Cldnl exprimierende
Zellen. Dieses Verhalten anderte sich auch nicht mit getauschten Fluorophoren, also in YFP-
Cldn1/TRQ-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter Zellen.
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Abb. 3.5: Heterophile cross-over Endoyztose. An den Kontakten zwischen TRQ-Cldnl exprimierenden und YFP-
Cldn5 (bzw. TRQ-Cldn5 oder YFP-Cldnl) exprimierenden mono-transfizierten Zellen wurde cross-over
endozytiertes Claudin in der jeweiligen Nachbarzelle gefunden. Lila: ZO-1 als Zellkontaktmarker. Pfeilkdpfe: cross-
over endozytiertes Claudin.

3.2. Eigenschaften der Cldn5-Aminosauresubstitutionen Cldn5ri47a
und Cldn5aq1see

Die Bindungseigenschaften von Claudinen werden maligeblich von ihren extrazelluldren
Schleifen bestimmt. Um den Einfluss der transzelluldren Interaktionen von Claudinen auf die
cross-over Endozytose zu untersuchen wurden zwei Cldn5-Aminnosaureaustauschvarianten
ausgewahlt, welche zu verringerten trans-Interaktionen fiihren. Die beiden AS-Substitutionen
Cldn5r147a und Cldnb5qgisee liegen in der zweiten EZS, die Proteine werden in HEK-293-Zellen
zwar an die Plasmamembran transportiert, aber nicht in die TJs eingebaut (Piontek et al., 2008).
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3.2.1. Lokalisation von Cldn5r147a und Cldn5g1see

Die Cldn5 Varianten Cldn5r147a und Cldn5qisee wurden als TRQ- und YFP-Fusionsproteine N-
terminal Fluoreszenz-markiert und zunachst auf ihre funktionellen Eigenschaften untersucht. In
MDCK-I1I-Zellen lokalisierten beide Proteine in der Plasmamembran (Abb. 3.6A-C), wobei die
Anreicherung an Zell-Zell-Kontakten bei Wildtyp Cldn5 stérker ausgepragt war. Zellen, welche
eine der Austauschvarianten exprimierten beinhalteten im Durchschnitt kleinere Vesikel (Abb.
3.6D). Von den Cldn5 enthaltenden Vesikel haben etwa 15% einen grofieren Durchmesser als
200 nm. Von Cldn5qisee enthaltenden Vesikeln haben dagegen nur knapp 7% Vesikel einen
groReren Durchmesser als 200 nm, in Cldn5r147a exprimierenden Zellen waren fast alle Vesikel

kleiner als 200 nm. Die unterschiedliche GroRenverteilung deutet darauf hin, dass es sich hier um

unterschiedliche intrazellulare Kompartimente handelt.
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Abb. 3.6: Claudin-5-Aminosaureaustauschvarianten der zweiten extrazelluldren Schleife lokalisieren in der
Plasmamembran von MDCK-II-Zellen. A-C: Fixierte TRQ/YFP Kokulturen von monotransfizierten Zellen,
welche Cldn5, Cldn5r147a oder Cldn5qisee exprimieren. Alle Konstrukte lokalisieren in der Plasmamembran. D:
GroRenverteilung aller intrazelluldrer Vesikel. Cldn5 enthélt einen gréfReren Anteil an Vesikeln die einen Radius von
mehr als 200 nm haben. n > 24 ausgewertete Zellen.

3.2.2. Einfluss der Claudin-5-Mutanten auf die Permeabilitat der Zellbarriere

3.2.2.1. Einfluss auf den Transepithelialen Elektrischen Widerstand

Cldn5 ist dafur bekannt, Zellbarrieren abzudichten, eine Eigenschaft, welche durch die starken
trans-Interaktionen vermittelt wird. Da die AS-Substitutionen F147A und Q156E in Cldn5 zu
einer Verringerung der trans-Interaktionen flhren stellte sich die Frage, ob die Proteine noch in
der Lage sind, die Barriere abzudichten.

Die Durchléssigkeit der Zellbarriere gegenuiber lonen wurde durch Messung des transepithelialen
elektrischen Widerstands (TER) bestimmt. In MDCK-II Zellen bildeten die TER-Werte eine
charakteristische Kurve aus (Abb. 3.7A). Zunédchst stieg der TER auf ein wenige Stunden
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andauerndes Maximum und fiel dann auf ein Plateau ab, welches Gber mehrere Tage stabil blieb.
Transfektion von Cldn5 fuhrte zu einer Verdopplung der TER-Werte gegentiber untransfizierten
Zellen am Anfang des Plateaus (Abb. 3.7B, 85 Q * cm? bzw. 55 Q * cm?2). Der vorhergehende
Hochstwert war im Gegensatz zu untransfizierten Zellen leicht erhoht (160 Q * cm? bzw.
140 Q * cm?, allerdings war dieser auch sehr variabel, wie an den Fehlerbalken zu sehen ist.

Cldn5r147a oder Cldn5q1see exprimierende Zellen zeigten im Vergleich mit Wildtyp Cldn5 einen
verringerten TER sowohl im Maximum als auch im Plateau (Abb. 3.7A). Die Expression von
Cldn5r147a oder Cldn5qisee flihrte im Vergleich zu untransfizierten Zellen zu einer drastischen
Reduktion des Maximums (80 Q * cm? bzw. 65 Q * cm?), welches auch um etwa 20 h verzogert
auftrat. Bei Cldn5q1s6e war das Maximum sogar fast gar nicht mehr vorhanden. Am Anfang des
Plateaus lagen die TER-Werte der Cldn5ria7a oder Cldn5qisee exprimierenden Zellen
(60 Q*cm2  bzw. 65Q*cm?) nur leicht Uber denen der untransfizierten Zellen. Die
Verminderung des Maximums der TER-Werte im Vergleich mit untransfizierten Zellen durch die
Cldn5-AS-austauschvarianten deutet auf einen Einbau der Proteine in die TJs hin, wo aber

aufgrund fehlender trans-Interaktionen (Piontek et al., 2008) keine abdichtende Funktion

aufgebaut wurde.
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Abb. 3.7: Claudin-5-Varianten zeigen beeintrachtigte Zellbarriereeigenschaften. A: MDCK-II-Zellen wurden
auf Zellkultur-Einsétzen ausgesat, die Entwicklung der TER-Werte wurde im Cellzscope jede Stunde gemessen.
Jeder Punkt der Kurve représentiert den Mittelwert +/- SEM, n=9 aus 3 Experimenten. Die TER-Werte zeigten in
MDCK-II-Zellen eine charakteristische Kurve mit einem Maximum nach etwa 2 Tagen, welcher auf ein relativ
stabiles Plateau abfiel. B: TER-Werte 90 h nach Aussaat (nach Abzug der Leerfilter-Werte). Die Expression von
Cldn5 fuhrte zu einer Verdopplung des TER, Transfektion der Aminoséuresubstituenten fiihrte nur zu einer leichten
Erhéhung. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Test. C: Permeabilitat fur Lucifer Yellow, fiir jedes Zellkulturinsert
wurde eine Dreifachbestimmung vorgenommen. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Test.
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3.2.2.2. Einfluss auf die Permeabilitat fur kleine Molekule

Die verminderte Barrierefunktion zeigte sich auch in der erhéhten Permeabilitat fur Lucifer
Yellow, einem etwa 450 Da groRen Fluoreszenzfarbstoff (Abb. 3.7C). Cldn5 dichtet
bekanntermafen die Zellbarriere gegen den Durchtritt von Molekilen <800 Da ab (Nitta et al.,
2003). Transfektion von Cldn5 fiihrte zu einer leichten Verminderung der Permeabilitat fur
Lucifer Yellow, also zu einer Abdichtung der Barriere fir kleine Molekule. Cldn5qisee flhrte zu
einer starken Erhéhung der Permeabilitat, wahrend Cldn5ri47a keine Veranderungen in der
Permeabilitat fur Lucifer Yellow zeigt. Cldn5ria7a hatte also nur einen Einfluss auf die
Permeabilitat der Barriere gegentiber lonen, wahrend Cldn5qisee auch einen Einfluss auf die
Permeabilitat fir kleine Molekile hatte. Zusatzlich interferierten sowohl Cldn5r147a als auch
Cldn5qisee mit der Barrierefunktion anderer Claudine, da die TER-Werte im Maximum nach
Transfektion noch unter denen der untransfizierten Zellen lagen, eventuell durch Verdrangung

von abdichtenden Claudinen aus den TJs.

3.2.3. Cldn5r147a und Cldn5qisee  fUhren zu einer Veranderung der

Proteinstruktur

Um strukturelle Unterschiede zwischen Cldn5 und den AS-austauschvarianten darzustellen
wurde fur alle drei Proteine mittels iTASSER eine Proteinstrukturvorhersage erstellt (Abb. 3.8).
Diese Methode nutzt die vorhandenen Kristallstrukturen von Cldn15 und -19 als Vorlage um
wahrscheinliche Tertiérstrukturen zu berechnen. Die Modelle der drei Proteine weichen nicht
sehr stark voneinander ab, in der Ribbon-Struktur lieBen sich kaum Unterschiede feststellen
(Abb. 3.8A). Die vier Transmembrandoménen bildeten jeweils eine Helix und waren zu einem
Bundel zusammengeschlossen. Die beiden EZS bilden eine Ebene aus fiinf R-Strdngen, von
denen vier von der ersten Schleife und der funfte von der zweiten Schleife gebildet wurden. Die
Positionen der beiden Substitutionen in der zweiten EZS sind dargestellt. In den Modellen der
sind sowohl die Helices als auch die 3-Strange erhalten. Allerdings waren die Strange 3 und R4
sowohl bei Cldn5r147a als auch bei Cldn5qisee verléngert, bei Cldn5qisee fehlte auflerdem die
kurze extrazellulare Helix.

Im Oberflachenmodell (Abb. 3.8B) zeigte Cldn5r147a nur geringe Konformationsanderungen im
Vergleich zu Cldn5. Auffallig war jedoch, dass die zusétzliche negative Ladung der
Glutaminséure, welche in Cldn5q1see eingefuhrt wurde, im Modell nach aulRen gerichtet war und
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im postulierten Bindungsareal fir Claudine gegenuber liegender Zellen (Abb. 3.8B, weilRer
Kreis) auftauchte. Diese Ladungsénderung konnte der Grund fir die erhohte Permeabilitat fur
lucifer yellow (Abb. 3.7C) von Cldn5qisee exprimierenden Zellen sein. Bei beiden Mutanten fiel
eine Konformationsanderung der aromatischen Seitenketten von Y148 und Y158 auf (Abb.
3.8C,D), welche innerhalb der Claudine konserviert sind (Anhang 1) und zusammen mit F147 ein
Bindungsinterface bilden (Piontek et al., 2008).

Seitenansicht

Aufsicht

) . ;
!} &<
CldnSq1see CldnSg147a CldnSq1see

| \

Cldn5,, Cldn5¢447a Cldn5q1s6e Cldn5,, CldnSgi47a  CldnSgqsee
Abb. 3.8: Strukturmodelle von murinem Cldn5, Cldn5r1a7a und Cldn5qisse. Die Strukturmodelle wurden von
den Aminoséuren (AS) 1 — 190 (Protein ohne C-Terminus) mit iTASSER erstellt. A: Ribbon-Darstellung. Zu sehen
sind die vier Transmembrandoménen, welche eine helikale Konformation haben und als Biindel angeordnet waren,
sowie die 5 R-Faltblattstrdnge, welche von den zwei extrazellularen Schleifen gebildet werden. Graue Ebene:
Oberflache der Plasmamembran. B: Oberflachen-Darstellung. Rot: basische AS, Blau: saure AS, Gelb: lipophile AS,
Grin: hydrophile AS. Wei3es Oval: Bindungsareal fiir trans-Interaktionen. C,D: Die Seitenketten der AS Y148 und
Y158 ist bei Cldn5r147a und Cldn5q1s6e im Vergleich zu Cldn5 gedreht.
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3.2.4. Cldn5ri474 bildet keine tight junction Strange

Cldn5 bildete in transfizierten HEK-293-Zellen und MDCK-I1-Zellen maschenartige TJ-Strange
(Abb. 3.9). In STED-mikroskopischen Aufnahmen von Kokulturen monotransfizierter MDCK-II-
Zellen fanden sich an den Zellkontakten zwischen TRQ-Cldn5 und YFP-Cldn5 TJ-Strange (Abb.
3.9A). In diesen Striangen war eine Uberlappung der von beiden Nachbarzellen beigesteuerten
Claudine zu erkennen. Solche Strange wurden weder fir Cldn5r1474, noch fir Cldn5gisee
gefunden. In Gefrierbruchelektronenmikroskopie von Cldn5 und Cldn5r147a-exprimierenden
HEK-293-Zellen zeigten Cldn5-exprimierende Zellen deutliche TJ-Strange (Abb. 3.9B), welche
E-face assoziiert waren. In Cldn5ris7a-exprimierenden Zellen wurden jedoch keine Strange

festgestellt, sondern nur einzelne Partikel, welche grotenteils P-face assoziiert waren.

N TRQ-Cldn5

Abb. 3.9: Die Aminoséuresubstitution Cldn5ri47a bildet keine tight junction (TJ)-Stréange. A: TJ-Strénge in
TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 Kokultur monotransfizierter MDCK-I1-Zellen. Aufnahmen von Zellkontakten mit
stimulated emission depletion (STED)-Mikroskopie. In Cldn5-transfizierten Zellen fanden sich Netzwerke von TJ-
Strangen, abhangig von der Ebene war die Uberlappung der Claudine beider Zellen zu erkennen (Pfeile). B:
Gefrierbruch-elektronenmikroskopische Darstellung monotransfizierter HEK-293-Zellen. Cldn5 bildete TJ-Strénge
(Pfeile), wahrend in Cldn5r147a keine Strange gefunden wurden.
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3.25. Einfluss der Aminosauresubstitutionen auf Claudin-Claudin-

Interaktionen

3.2.5.1. Cldn5r147a und Cldn5qisee beeintrachtigen die cis-Interaktionen

Die cis-Interaktionen wurden mittels FRET-Messungen in TJ-freien HEK-293-Zellen bestimmt.
Bei einer Distanz von weniger als 10 nm zwischen den Fluorophoren kommt es zu einem
Energietransfer vom Donor (hier TRQ) auf den Akzeptor (hier YFP), was zu einem quenching
der TRQ-Fluoreszenz flhrt. Durch Ausbleichen des Akzeptors kommt es zu einer Zunahme der
Donorfluoreszenz (Abb. 3.10A), welche umso starker ausfallt, je né&her die Fluorophore
beieinander liegen. So lasst sich die Starke der cis-Interaktionen von Claudinen in der Membran
abschétzen (Van Munster et al., 2005).

Im Gegensatz zu vorangegangenen Messungen (Piontek et al., 2008) wurden allerdings nicht
Wildtyp Cldn5 als FRET-Partner gewahlt, sondern jeweils Cldn5ri47a gegen Cldn5gia7a, bzw.
Cldn5q1s6e gegen Cldn5gisee gemessen. In diesem Versuchsaufbau zeigten beide Varianten eine
geringere FRET-Effizienz als Wildtyp Cldn5 (Abb. 3.10B), Cldn5qisee hatte eine um 30%
verringerte FRET-Effizienz, bei Cldn5ri47a war die FRET-Effizienz sogar um 70% verringert.
Dies l&sst auf verminderte cis-Interaktionen beider AS-Substitutionsvarianten schlie3en, wobei

Cldn5r147a zu einer starkeren Beeintrachtigung fihrte.
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Abb. 3.10: Cldn5ri47a und Cldn5oisee zeigen verringerte FRET-Effizienzen. FRET-Messungen wurden in
transient transfizierten HEK-293-Zellen durchgefiihrt. A: Zunahme der TRQ-Fluroreszenz nach dem Bleichen von
YFP. B: Durchschnittliche FRET-Effizienzen normiert auf Cldn5. Als Negativkontrolle wurde der Corticotropin-
releasing factor receptor 1 (CRFR) gemessen. Cldn5r147a und Cldn5qisee zeigten eine signifikant verringerte FRET -
Effizienz, was auf verminderte cis-Interaktionen schlieBen l&sst. Cldn5 n=27; Cldn5r147a n=11; Cldn5q1sece N=38;
CRFR n=12 aus insgesamt 3 Experimenten. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Test.
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3.2.5.2. Cldn5ri47a zeigt eine erhdhte Mobilitat in der Plasmamembran

Da in beiden Cldn5-Varianten sowohl cis- als auch trans-Interaktionen vermindert sind, wurde
als néchstes der Effekt der AS-Substitution auf die Stabilitdt der Proteine in der Plasmamembran
untersucht. Hierzu wurde die Mobilitdit der Cldn5-Mutanten in der Membran mittels
Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)-Messungen in MDCK-II-Zellen ermittelt
(Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Cldn5ru47a aber nicht Cldn5qisese zeigt eine erhéhte Mobilitadt im Zellkontakt. FRAP-Messungen
wurden in Kokulturen monotransfizierter MDCK-11-Zellen an Zellkontakten durchgefihrt, die von einer YFP-Cldn
und einer TRQ-Cldn exprimierenden Zelle gebildet wurden (weiRer Kasten in A). A: Zeitserie nach Ausbleichen
eines Teils des YFP im Zellkontakt. Pfeile: Lokalisation der gebleichten Region. B: Normalisierte FRAP-Kurven.
Jeder Punkt reprasentiert den Mittelwert aus allen gemessenen Kurven + SEM. Nur Cldn5r1474 zeigte eine deutlich
erhbhte Mobilitdt. C: Mobile Fraktion (MF) und Halbwertszeit (Ti») berechnet nach Anpassung einer
Séttigungskurve. Cldn5 n=32; Cldn5g147a N=46; Cldn5q1sese N=26 aus 4 Experimenten.

Um sicherzustellen, dass nur die Plasmamembran einer einzelnen Zelle gemessen wird, wurde in
Kokulturen monotransfizierter Zellen, welche entweder TRQ-Cldn oder YFP-Cldn exprimierten,
an YFP/TRQ-Kontakten die Mobilitat bestimmt. Nach Ausbleichen des YFP-Signals an einem
Teil des Zellkontaktes (Abb. 3.11A, Pfeile) wurde die Riickkehr des Fluoreszenzsignals an der
ausgebleichten Stelle gemessen. Cldn5 hatte eine mobile Fraktion von 19% (Abb. 3.11 B,C), die
mobile Fraktion von Cldn5qisee liegt bei 25%, wahrend Cldn5r1474 eine deutlich héhere mobile
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Fraktion von etwa 51% zeigte. Die Halbwertszeit der Fluoreszenz-Ruckkehr lag fir Cldn5 am
niedrigsten (11 s), gefolgt von CldnS5r147a (14 s), am langsten brauchte Cldn5qisee (18 ).

3.3. Faktoren der cross-over Endozytose

3.3.1. Claudin-Claudin-Interaktionen beeinflussen die cross-over Endozytose

Da die vorherigen Ergebnisse zeigten, dass Cldn5r147a und Cldn5q1see verringerte cis- und trans-
Interaktionen aufweisen, wurde nun untersucht inwiefern sich diese auf die cross-over
Endozytose auswirken. Die in den Zellen enthaltenen Vesikelzahlen wurden fir Cldn5,
Cldn5r147a und Cldnbqisee quantifiziert. Die Zahl der cross-over endozytierten Vesikel betrug
etwa 20% der gesamten Anzahl an intrazelluldren Claudin-haltigen Vesikeln (Abb. 3.12A). Die
Gesamtzahl der Cldn5ri47a und CldnSqisee-positiven Vesikel Ubersteigt die der Cldn5
enthaltenden Vesikel (Abb. 3.12B), bei Cldn5r147a wurde eine signifikante Erhéhung auf fast das
Doppelte gemessen. Bei Cldn5q1see sind es etwa 50% mehr Vesikel als in Cldn5-exprimierenden
Zellen. Dieser Anstieg ist jedoch nicht signifikant. Dagegen ist die Anzahl der cross-over
endozytierten Vesikel signifikant reduziert, sie liegt bei beiden Mutanten etwa bei 30% im
Vergleich mit Cldn5 (Abb. 3.12B). In Cldn5qusse-exprimierenden Zellen wurden etwas mehr
cross-over endozytierte Vesikel gefunden als in Cldn5gia7a-exprimierenden Zellen, dieser

Unterschied war allerdings signifikant.
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Abb. 3.12: Cross-over Endozytose ist abhéngig von Claudin-Interaktionen. In TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5
Kokulturen monotransfizierter MDCK-11 Zellen wurden die Zahl cross-over endozytierter und die Gesamtzahl der
Vesikel analysiert. Es wurde der Mittelwert aus den Vesikelzahlen mehrerer Schnitte eines Z-Stacks gebildet und die
gezéhlten Vesikel wurden entweder auf den Zellumfang (Gesamtzahl) oder die Lange des Kontaktes mit Zellen, die
das andere Fluorophor exprimierten, normiert (cross-over). A: Relative Anzahl von TRQ-Cldn5-Vesikeln in TRQ-
Cldn5 exprimierenden Zellen (total) und in YFP-Cldn5-exprimierenden Zellen (cross-over) normiert auf die
Gesamtanzahl. n > 100 analysierte Zellen aus 4 Experimenten. B: Vesikelzahlen (total und cross-over) von Cldn5,
Cldn5r147a und Cldn5qisee jeweils normiert auf Cldn5. n >79 analysierte Zellen aus 4 Experimenten. Kruskal-
Wallis-Test mit Dunns Post-Test.

56



3.3.2. Cross-over endozytierte Vesikel enthalten mehrere TJ-Proteine

Aus der Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel (Abb. 3.12) ist ersichtlich, dass Claudin-
Claudin-Interaktionen malgeblich an der cross-over Endozytose beteiligt sind. TJs sind
allerdings ein Proteinkomplex aus verschiedenen Claudin-Subtypen und anderen Proteinen,
welche miteinander wechselwirken. Daher wurde als nachstes Untersucht, welche endogen in

MDCK-I11-Zellen exprimierten TJ-Proteine mit cross-over endozytiertem Cldn5 kolokalisieren.

TRQ-Cldn&+ | YFP-Cldn5

Abb. 3.13: Cross-over endozytierte Vesikel kolokalisieren mit endogenen Claudinen. Fixierte Kokulturen von
monotransfizierten MDCK-II  Zellen welche entweder YFP-Cldn5 oder TRQ-Cldn5 exprimierten.
Immunofluoreszenz-Farbungen gegen Cldnl, Cldn2 oder Cldn7 zeigten eine Kolokalisation mit cross-over
endozytiertem Cldn5 (Pfeile).



3.3.2.1. Claudine

TJ-Strange beinhalten meist nicht nur einen Claudin-Subtyp, sondern eine gewebespezifische
Zusammensetzung. Um festzustellen, wie spezifisch bestimmte Claudine via cross-over
Endozytose internalisiert werden, wurden Immunfluoreszenzfarbungen gegen endogene Claudine
durchgefihrt. Cldn1, -2 und -7 zeigten eine gute Uberlappung mit TRQ- bzw. YFP-Cldn5 an den
Zellkontakten, die cross-over endozytierten Vesikel enthielten endogenes Cldnl (Abb. 3.13) und
Cldn7, aber Weise auch Cldn2, welches zu den porenbildenden Claudinen gehért (Rosenthal et
al., 2010). Innerhalb der Claudine sind Cldnl und Cldn7 nah miteinander verwandt, wie ein

Alignment der humanen Pfam00822-Familie zeigt (Anhang 1). Cldn2 und Cldn5 liegen weiter

entfernt von Cldnl und -7, alle sind sich in ihrer vorhergesagten 3D-Struktur allerdings relativ
ahnlich. Zum Vergleich wurden die Mitglieder der Pfam00822-Familie als 3D-Modelle
dargestellt (Anhang 2).

Abb. 3.14: Cross-over endozytierte Claudine kolokalisieren mit Occludin, aber nicht mit ZO-1. Fixierte
Kokulturen monotransfizierter MDCK-I1 Zellen welche entweder YFP-Cldn5 oder TRQ-Cldn5 exprimierten, wurden
gegen Occludin oder ZO-1 gefarbt. In Vesikeln, welche cross-over endozytiertes Cldn5 enthielten (Pfeilkdpfe) wurde
ein schwaches Signal fiir Occludin gefunden, aber nicht fur ZO-1.

3.3.2.2. Andere Tight Junction Proteine
In der Immunfluoreszenz-Farbung von ZO-1 wurden fast keine Vesikel gefunden (Abb. 3.14),

aber eine Intensive Farbung der Zellkontakte. Bei Occludin waren Vesikel sichtbar, allerdings
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wesentlich weniger und auch mit schwécherer Intensitét als Claudin-haltige Vesikel. Die cross-
over endozytierten Cldn5-Vesikel enthielten kein ZO-1, aber in einigen Féllen wurde ein
schwaches Occludin-Signal in den Vesikeln gefunden (Abb. 3.14, Pfeile). Demnach scheint es
sich bei der cross-over Endozytose um einen Mechanismus zu handeln, mit welchem
vornehmlich Claudine aus den TJs entfernt werden, aber teilweise auch andere
Transmembranproteine internalisiert werden. Dies spricht fiir eine Internalisierung des gesamten

Membranabschnitts innerhalb der TJs.

3.3.3. Cross-over Endozytose in lebenden Zellen

Auch in lebenden Zellen wurde cross-over endozytiertes Claudin in den benachbarten Zellen
gefunden (Abb. 3.15). Allerdings fand sich nur eine geringe Menge an YFP-positiven Vesikeln in
TRQ-exprimierenden Zellen (Abb. 3.15A, Pfeile), TRQ-positive Vesikel fanden sich dagegen
haufig in YFP-Cldn exprimierenden Zellen (Abb. 3.15A, Pfeilkopfe). In der XZ und YZ-

Projektion sieht man auch die dreidimensionale Ausdehnung des Vesikels, das vollstandig von

der Plasmamembran getrennt war.

Abb. 3.15: Die Sichtbarkeit von cross-over endozytiertem Claudin-5 in lebenden Zellen ist abhangig vom Typ
des Fusionsprotein. Monotransfizierte MDCK-II-Zellen wurden in TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 Kokulturen auf
glésernen Coverslips ausgesat und in HBSS (mit Ca2+ und Mg2+) mikroskopiert. Pfeilkdpfe: cross-over
endozytiertes TRQ-Cldn5, Pfeil: cross-over endozytiertes YFP-Cldn5. Links: Ubersichtsbild. Rechts: VergroRerter
Ausschnitt und XZ bzw. YZ-Projektionen. Cross-over endozytiertes YFP-Cldn5 ist wesentlich seltener zu
beobachten als cross-over endozytiertes TRQ-Cldn5.

Der Unterschied zwischen den Fluorophoren deutet darauf hin, dass sich das cross-over

endozytierte Cldn5 im Inneren der Vesikel befindet. Ein wesentlicher Unterschied zwischen YFP
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und TRQ sind ihre unterschiedliche pH-Sensitivitat. Der pKa-Wert von YFP (also der pH-Wert,
bei dem ein Fluorophor die Halfte seiner Fluoreszenzintensitat verliert) liegt bei 6,5 (Chudakov et
al., 2010), der von TRQ liegt dagegen bei 3,1 (Goedhart et al., 2012). Wahrend sich Vesikel
entlang der endozytischen Route bewegen, kommt es zu einem starken Abfall des pH-Wertes von
anndhernd neutralem pH im Zytoplasma, zu einem pH-Wert von 6.0-6.5 in frihen Endosomen
bis 4.5-5.5 in spaten Endosomen und Lysosomen (Hu et al., 2015; Pillay et al., 2002). Bei
Eintritt ins Lysosom verliert YFP also seine Fluoreszenz, wahrend TRQ (noch) nicht betroffen
ist. Dies gab auch einen ersten Hinweis auf den Abbauweg der cross-over endozytieren Vesikel

uber den lysosomalen Abbauweg.

3.4. Endozytoseweg der cross-over endozytierten Vesikel

3.4.1. Einfluss von Endozytose-Inhibitoren auf cross-over Endozytose

Fur die Charakterisierung des Endozytosewegs wurden die Vesikelzahlen nach Behandlung mit
Endozytosehemmern analysiert, sowie Vesikelmarker eingesetzt, um das intrazellulare
Kompartiment, in welchem sich cross-over endozytiertes Claudin befindet zu identifizieren. Die
Behandlung mit Filipin Il und Chlorpromazin fiihrte bereits nach einer Stunde zu einer
drastischen Reduktion der Vesikelzahlen von Cldn5 (Abb. 3.16). Dieser Effekt liel3 sich sowohl
fir cross-over endozytierte Vesikel, als auch die gesamte Vesikelzahl zeigen. Im Fall von
Filipin Il handelte es sich jedoch nur um einen transienten Effekt, der nach 1,5h wieder
nachliel. Chlorpromazin senkte dagegen die Vesikelzahlen dauerhaft. Inhibition von Dynamin
fihrte zwar nach 2 h zu einer leichten Reduktion der Gesamtanzahl der Vesikel, hatte jedoch
keinen Effekt auf cross-over endozytierte Vesikel. Alle Inhibitoren waren in den eingesetzten
Konzentrationen nicht zytotoxisch, wie durch MTT-Test verifiziert wurde (Anhang 3). Der Effekt
von Chlorpromazin und Filipin auf die Cldn5-Vesikelzahlen deutete darauf hin, dass sowohl
Komponenten der Clathrin-abhéngigen, als auch der Caveolin-abhangigen Endozytose in den
Mechanismus der cross-over Endozytose involviert waren. Allerdings scheint es sich nicht um
den konventionellen Endozytoseweg zu handeln, da Dynamin offenbar nicht zur Abschniirung
der Vesikel bendtigt wurde (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Inhibiton der Clathrin-vermittelten Endozytose reduziert cross-over endozytierte Vesikel. Der
Einfluss von Endozytosehemmern wurde in YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter MDCK-11-Zellen
quantifiziert. Clathrin-vermittelte Endozytose wurde durch Chlorpromazin (CPZ, 50 uM) inhibiert, Caveolae-
vermittelte Endozytose durch Filipin 111 (F3, 1 pug/ml) und Dynamin durch Dynasore (Dyn, 100 pM) gehemmt. CPZ
und F3 fuhren zu einer signifikanten Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel. n > 70 analysierte Zellen fir
alle Inhibitoren aus 3 Experimenten. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Test.

3.4.2. Kolokalisation von cross-over endozytiertem Claudin-5 mit

Endosomenmarkern

3.4.2.1. Kolokalisation von cross-over endozytiertem Cldn5 mit Rab-Proteinen

Als néchstes sollte das Vesikel, in welchem sich die cross-over endozytierten Claudine befanden,
naher charakterisiert werden. Hierzu wurden Immunfluoreszenzfarbungen gegen die
Endosomenmarker Rab4, Rab5, Rab7, Rab9 und Rab11 durchgefuhrt (Abb. 3.17). Rab4 ist ein
Marker fir Recycling Endosomen, Rab5 fur friilhe Endosomen, Rab7 fiir spate Endosomen und
Lysosomen, Rab9 fir spate Endosomen und Rabl11 fiir Recycling Endosomen mit Ursprung im
Trans-Golgi-Netzwerk (Stenmark, 2009). Ein Teil des cross-over endozytierten Cldn5
kolokalisierte in Vesikeln mit Rab4, Rab5, Rab7, Rab9 und Rabll (Abb. 3.17, Pfeile). Ein
anderer Teil zeigt diese Kolokalisation allerdings nicht (Abb. 3.17, Pfeilkopfe). Dies wurde auch

flr cross-over endozytierte Cldnl gefunden (Anhang 4).
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Abb. 3.17: Cross-over endozytiertes Cldn5 kolokalisiert zum Teil mit endosomalen Markern. Fixierte
Kokulturen monotransfizierter YFP-Cldn5 oder TRQ-Cldn5 exprimierender MDCK-I1I-Zellen wurden mit
Antikorpern gegen Rab4, -5, -7, -9 und -11 geférbt. Abgebildet sind konfokale Z-Projektionen. Pfeile: cross-over
endozytiertes Cldn5 Vesikel welches das jeweilige Rab-Protein enthalt. Pfeilkdpfe: cross-over endozytiertes Vesikel
ohne Rab-Protein.
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3.4.2.2. Cross-over endzytiertes Claudin kolokalisiert mit lysosomalen Markern
Immunfluoreszenzfarbungen gegen den Lysosomenmarker Lamp-1 zeigte haufig Uberlappungen
zwischen cross-over endozytiertem Cldn5 und dem Lysosom (Abb. 3.18A, Pfeile), jedoch waren
nicht alle cross-over endozytierten Vesikel markiert (Pfeilképfe). In lebenden Zellen wurde eine
Kolokalisation des cross-over endozytierten Cldn5 mit Lysotracker gefunden (Abb. 3.18 B,
Pfeile). Allerdings gab es auch hier Vesikel, welche cross-over endoyztiertes Cldn5 enthielten,
aber negativ fur Lysotracker waren (Pfeilkdpfe). Da Lysotracker in sauren Organellen
akkumuliert, haben diese Vesikel also noch einen neutralen pH-Wert. In Ubereinstimmung damit
war in TRQ-Zellen in den Lysotracker-negativen Vesikeln auch cross-over endozytiertes YFP-
Cldn5 sichtbar.

TRQ:CId5; -
L

Abb. 3.18: Cross-over endozytiertes Claudin-5 kolokalisiert mit Lysosomenmarkern. TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5
Kokulturen monotransfizierter MDCK-II-Zellen. Abgebildet ist jeweils eine konfokale Z-Projektion. A:
Immunfluoreszenz gegen Lamp-1 an fixierten Zellen. Pfeile: positiv fur LAMP-1. Pfeilkopfe: negativ fir LAMP-1.
B: Lebende Zellen inkubiert mit Lysotracker (2 h, 100 nM). Pfeile: positiv fur Lysotracker. Pfeilkdpfe: negativ fir
Lysotracker.

3.4.2.3. Kolokalisationsanalyse

Eine Analyse der Kolokalisation der Endosomenmarker mit Cldn5 mittels des Pearson-
Korrelationskoeffizienten und des Manders-Koeffizienten lieferte keine eindeutigen Ergebnisse.
Die Pearson-Koeffizienten (Abb. 3.19) zwischen TRQ-Cldn5 und den Endosomenmarkern waren
hoher, als die Koeffizienten zwischen YFP-CInd5 und Endosomenmarkern. Die Verhéltnisse
zwischen den einzelnen Endosomenmarkern waren allerdings fir beide Fluorophore &hnlich. Alle

Endosomenmarker korrelierten starker mit dem Cldn5 in der eigenen Zelle als mit cross-over
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endozytiertem Cldn5. Cross-over endozytieres Cldn5 korrelierte am starksten mit Rab7 und
Rab11. Allerdings sind die Unterschiede zu den anderen Rab-Proteinen nicht besonders grof:.
Das gesamte Cldn5 in einer Zelle korrelierte am starksten mit Rab5 und Rab7. Der Manders-
Koeffizient unterschied sich nicht zwischen YFP-Cldn5 und TRQ-Cldn5-Zellen (Anhang 5),
daher konnten alle Werte gemittelt werden. Allerdings lassen sich auch keine Unterschiede

zwischen dem gesamten intrazellularen Cldn5 und cross-over endozytiertem Cldn feststellen.
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Abb. 3.19: Pearson-Koeffizient der Kolokalisation zwischen cross-over endozytiertem Claudin und
Endosomen-Markern. Kokulturen von TRQ-Cldn5 oder YFP-Cldn5 exprimierenden monotransfizierten MDCK-I1-
Zellen wurden gegen verschiedene Endosomenmarker gefarbt (Lampl, Rab4, -5, -7, -9, und -11; Marker flr
Lysosomen, Rezyklosomen, frilhe Endosomen, spate Endosomen/Lysosomen, spdte Endosomen/Trans-Golgi-
Netzwerk, Trans-Golgi-Netzwerk/Rezyklosomen). Der Pearson-Koeffizient wurde sowohl fur YFP-CIdn5 als auch
TRQ-Cldn5 mit dem jeweiligen Marker bestimmt.

3.5. Abbau der cross-over endozytierten Vesikel

3.5.1. Hemmung des lysosomalen Abbaus

3.5.1.1. Chloroquin fuhrt zu einer Akkumulation von cross-over endozytiertem Cldn5, aber
nicht von Cldn5r147a und Cldn5qisee

Die Kolokalisation des cross-over endozytierten Cldn mit Lamp-1 und Lysotracker deutete auf

einen lysosomalen Abbau hin, daher wurde dieser Abbauweg genauer untersucht. Nach

Behandlung der Zellen mit Chloroquin kam es zu einer konzentrationsabhéngigen Verringerung
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der Gesamtzahl an Cldn5-Vesikeln (Abb. 3.20). Nach dreistiindiger Inkubation mit 100 pM
Chloroquin erfolgte eine Reduktion um etwa 20%, nach Inkubation mit 200 uM waren es sogar
50%. Allerdings kam es auch zu einer drastischen Erh6hung der cross-over endozytierten
Vesikel. Hier wurde bei beiden Konzentrationen eine etwa 2,5-fach hohere Anzahl an Vesikeln
gefunden, wobei der Wert nach Einsatz von 200 pM Chloroquin etwas hoher lag als nach
Einsatz von 100 pM Chloroquin. Die Vesikelzahlen, sowohl insgesamt als auch cross-over
endozytiert, waren bei Cldn5r1a7a und Cldn5qisee durch die Behandlung mit Chloroquin nur

leicht beeinflusst.

Cross-over endozytierte Vesikel Gesamte Vesikelanzahl
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g 2.5 ; 1 g 2.5- BT Cldn-Se1474
E 2.0 E 2.0 I8 Cldn-5g1s5c
o 1.5 2 1.5
= 1.04 = 1.04
o o
e al TRl Wl
0.0 0.0
unbehandelt 100 uM CQ 200 uM CQ unbehandelt 100 uM CQ 200 uM CQ

Abb. 3.20: Hemmung der lysosomalen Degradation fiuhrt zu einer Akkumulation von cross-over
endozytiertem Cldn5. Kokulturen von YFP-Cldn oder TRQ-Cldn monotranzfizierten MDCK-II-Zellen wurden mit
Chloroquin (CQ, 100 bzw. 200 uM) behandelt. Bei Cldn5 kommt es nach Inhibition des lysosomalen Abbaus zu
einer drastischen Erhéhung der cross-over endozytierten Vesikel, bei den Mutanten kommt es nur zu einer geringen
Erhdhung. n > 20 analysierte Zellen, Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Test.

3.5.1.2. Einfluss von Chloroquin auf die Fluoreszenz von cross-over endozytiertem YFP

In Experimenten an lebenden Zellen wurde cross-over endozytiertes Cldn5, in den vergrofierten
Lysosomen nach Chloroquin-Behandlung gefunden (Abb. 3.21A). Da Chloroquin zu einer
Erhéhung des pH-Wertes in den Lysosomen fuhrt (Geng et al., 2010), sollte die Behandlung zu
einer Erhéhung der Fluoreszenz-Intensitat von cross-over endozytiertem YFP-Cldn flhren. Es
wurde allerdings nur ein leichter rescue-Effekt fur YFP-Cldn5 gemessen (Abb. 3.21A). Es wurde
weiterhin eine Zunahme von cross-over endozytieren TRQ-Cldn5 nach 2 h Behandlung mit
Chloroquine (200 uM) festgestellt. Nach 20 Stunden Behandlung wurde ein signifikanter Anstieg
auf den dreifachen Wert im Vergleich zu unbehandelten Zellen gemessen. Der rescue-Effekt lieR
sich auch fur eine Inkubation mit 100 uM Chloroquin sowohl fur Cldnl als auch fir Cldn5
feststellen (Anhang 6).
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Um die Identitat der vergrofRerten Vesikel als Lysosomen zu bestétigen, wurde eine gleichzeitige
Inkubation mit Chloroquin und Lysotracker Red durchgefiihrt. In unbehandelten Zellen
akkumuliert Lysotracker in sauren Organellen (Abb. 3.21B) und kolokalisiert mit Cldn5. Die
Behandlung mit Chloroquin fuhrte zu einer Verringerung der Intensitdat von Lysotracker in den
vergroRerten Lysosomen (Abb. 3.21C), welche auch cross-over endozytiertes Cldn5 enthalten.
Die Verringerung der Intensitidt von Lysotracker nach Behandlung mit Chloroquin zeigte auch,

dass es tatséchlich zu einer Deazidifizierung der Lysosomen kam.

J unbehandelt

= 200 uM 1h Fokk
200 uM 2h

I 50 uM 20h

-

-
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Abb. 3.21: Chloroquin fuihrt zu einer VergrolRerung und Akkumulation der cross-over endozytierten Vesikel.
YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter MDCK-I1-Zellen wurden mit 200 uM Chloroquin (CQ)
behandelt. Die Werte wurden jeweils auf den unbehandelten Wert normiert. 20 h: n> 10; alle anderen Guppen: n >
18 aus 2 Experimenten; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Test. A: Behandlung mit CQ fiihrte zu einer leichten
Erhéhung der Intensitét von cross-over endozytiertem YFP-Cldn5. Pfeilkopfe: Cross-over endozytiertes YFP-Cldn5.
Pfeile: Cross-over endozytieres TRQ-Cldn5. B: In unbehandelten Zellen farbte Lysotracker saure Vesikel, welche
auch Cldn5 enthielten. C: Behandlung mit CQ und Lysotracker flihrte zu einer Akkumulation von Lysotracker in den
vergrofierten Lysosomen.
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3.5.1.3. Einfluss von Bafilomycin auf die Fluoreszenz von cross-over endozytiertem
YFP-Cldn5

Bafilomycin A1 hemmt die V-ATPase Protonenpumpe, welche den pH-Wert in Lysosomen
reguliert, und fihrt so zu einer Hemmung der Azidifizierung von Lysosomen (Crider et al.,
1994). Zusatzlich verhindert es die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen, so kommt es zu
einer Akkumulation von Autophagosomen in der Zelle (Mauvezin 2015). In unbehandelten
Kokulturen von TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 monotransfizierten MDCK-II-Zellen war normalerweise
nur cross-over endozytiertes TRQ-Cldn5 sichtbar (Abb. 3.22A, Pfeilkopf). Cross-over
endozytiertes YFP-Cldn5 wurde dagegen nur relativ selten detektiert (Abb. 3.22A, Pfeil). Nach
Behandlung mit Bafilomycin wurden dagegen wesentlich mehr cross-over endozytierte YFP-
Cldn5 Vesikel sichtbar (Abb. 3.22 B, Pfeile).

Bafilomycin Al flhrte schon nach einer Stunde zu einer drastischen Erhéhung der YFP-Cldn5-
Intensitat in TRQ-Cldnl exprimierenden Zellen (Abb. 3.22 C), wahrend sich die Intensitat des
cross-over endozytierten TRQ-Cldn5 nur leicht erhdhte. Nach dreistundiger Inkubation mit
Bafilomycin wurde eine etwa siebenmal hohere YFP-Intensitat in TRQ-Cldn5 exprimierenden
Zellen gemessen als in unbehandelten Proben. Bei Verlangerung der Inkubationszeit auf fiinf
Stunden fiel die YFP-Intensitdt wieder ab. Dieser Effekt stand im Kontrast zu cross-over
endozytiertem TRQ-Cldn5, welches die hdchste Intensitat erst nach funf Stunden Inkubation mit
Bafilomycin zeigte. Diese Erhohung war allerdings nicht so stark wie bei cross-over
endozytiertem YFP-Cldn5 und erreichte nur den dreifachen Wert der unbehandelten Zellen. Da
YFP bei saurem pH-Wert an Fluoreszenz verliert, lasst sich die starke Erh6hung des YFP-Signals
als Effekt der Inhibition der lysosomalen Azidifizierung deuten (Griesbeck et al., 2001). Noch
intaktes YFP, welches aufgrund des niedrigen pH-Wertes nicht fluoreszierte, wurde nach
Behandlung mit Bafilomycin wieder sichtbar. Dagegen war die Erhéhung der TRQ-Intensitat auf
eine Akkumulation von Cldn5 zuriickzufiihren, welche durch die Verhinderung des lysosomalen

Abbaus zustande kam.
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Abb. 3.22: Bafilomycin (Baf) fuhrt zu einer Akkumulation von cross-over endozytiertem Cldn5. TRQ/YFP-
Cldn5 Kokulturen von lebenden monotransfizierten MDCK-11-Zellen wurden mit Baf (100 nM) inkubiert. Durch die
Inhibition der Vesikel-Azidifizierung war nach der Behandlung auch cross-over endozytieres YFP-Cldn5 sichtbar.
A, B: Pfeile: Cross-over endozytiertes YFP-Cldn5. Pfeilkdpfe: Cross-over endozytiertes TRQ-Cldn5. C: Mittlere
Intensitat von cross-over endozytiertem Cldn5. n=16 - 23, aus 2 Experimenten. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-
Test.

3.5.2. Beteiligung von Autophagie am Abbau cross-over endozytierter

Claudine

Da die Kolokalisation mit verschiedenen Rab-Proteinen keine eindeutigen Ergebnisse lieferte und
die Effekte von Chloroquin und Bafilomycin auf einen autolysosomalen Abbauweg hinwiesen,
wurden MDCK-I1I Zellen mit dem Autophagosomenmarker Tandem-RFP-GFP-LC3 transfiziert.
Das RFP-GFP-Konstrukt dient in lebenden Zellen als pH-Sensor, da GFP (wie auch YFP) pH-

sensitiv ist, wahrend RFP auch in saurem Milieu fluoresziert. Fluoreszenz von GFP indiziert
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einen etwa neutralen pH-Wert der Umgebung des Proteins, im Falle von LC3 bedeutet das eine
Lokalisation im Zytoplasma oder in Autophagosomen vor Fusion mit dem Lysosom. Nach der
Fusion kommt es zur Ansduerung des Autophagosoms, was dazu flhrt, dass nur noch RFP
detektiert wird (Maulucci et al., 2015).

3.5.2.1. Cross-over endozytiertes Cldn5 kolokalisiert mit dem Autophagiemarker LC3

In Kokulturen von monotransfizierten TRQ-Cldn5 oder RFP-GFP-LC3 exprimierenden
MDCK-11-Zellen wurde cross-over endozytiertes TRQ-Cldn5 in RFP-GFP-LC3 exprimierenden
Zellen gefunden (Abb. 3.23). TRQ-Cldn5 kolokalisierte in fast allen Vesikeln mit RFP (Pfeile),
was auf das Vorhandensein von cross-over endozytiertem Cldn5 in Autolysosomen schlielen
lieB. In einigen Féallen wurde auch eine Kolokalisation mit GFP-Fluoreszenz gefunden
(Pfeilkopfe), cross-over endozytiertes Cldn5 war also vor der Fusion mit dem Lysosom in
Autophagosomen vorhanden. Eine Kolokalisation mit GFP wurde allerdings relativ selten
gefunden, was dafur spricht, dass die Zeit zwischen Autophagosom-Entstehung und Fusion mit

dem Lysosom relativ kurz war

o > te [y
Abb. 3.23: Cross-over endozytiertes Cldn5 kolokalisiert mit dem Autophagosomenmarker LC3.
Monotransfizierte Tandem-RFP-GFP-LC3 oder TRQ-Cldn5 exprimierende MDCK-11-Zellen wurden als Kokulturen
kultiviert. Cross-over endozytiertes Cldn5 lokalisierte in RFP-positiven Vesikeln (Pfeilekdpfe) und in RFP-GFP-
positiven Vesikeln (Pfeile).
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Nach Inkubation von TRQ-Cldn5/RFP-GFP-LC3 Kokulturen monotransfizierter MDCK-I11-
Zellen mit Chloroquin vergroRerten sich die LC3-positiven Autolysosomen (Abb. 3.24). In
unbehandelten Zellen, sowie nach einstiindiger Inkubation war RFP-GFP-LC3 im Zytosol
sichtbar. Die vergroRerten Autolysosomen enthielten cross-over endozytiertes TRQ-Cldn5,
welches am Rand der Vesikel lokalisierte (Abb. 3.24A, Pfeilkopfe). In einigen Vesikeln war an
der Membran eine GFP und RFP-Féarbung zu erkennen (Pfeile). AuRerdem waren teilweise
Vakuolen zu erkennen, welche kein LC3 enthielten (Sterne). Nach drei Stunden Inkubation mit
Chloroquin lokalisierte LC3 nur noch membranstandig (Abb. 3.24B), fast alle
Autolysosomenmembranen waren GFP und RFP-positiv. Die Lokalisation von cross-over
endozytiertem Cldn5 war unveréndert wie nach einstundiger Inkubation seitlich innerhalb der
Autolysosomen (Abb. 3.24B, Pfeilkdpfe). Selten fanden sich auch kleine GFP-, RFP- und TRQ-
positive Vesikel (Pfeil). Das Innere der groReren Autolysosomen war allerdings nie GFP-positiv,
analog zu dem nur leichten YFP-rescue Effekt (Abb. 3.21) wurde der pH-Wert der
Autolysosomen durch Chloroquin mdglicher Weise nicht genug angehoben um GFP im Inneren
sichtbar werden zu lassen.

Diese Kolokalisierung deutete auf eine Funktion von LC3 wahrend der cross-over Endozytose
hin. Ein knock-down von LC3 ergab jedoch keinen eindeutigen Effekt auf die cross-over
endozytierten Vesikelzahlen (Anhang 7), auBerdem konnte der knock-down nicht mittels Western
blot bestatigt werden, da die Banden zu schwach fiir eine aussagekraftige densitometrische
Auswertung waren. Da die humane SI-RNA nur eine Ubereinstimmung von 85% mit der
entsprechenden caninen Sequenz hatte, ist der knock-down eventuell nicht effizient genug um
eindeutige Effekte zu erzielen.
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Abb. 3.24: RFP-GFP-LC3 kolokalisiert mit cross-over endozytiertem Cldn5 in vergrofRerten Lysosomen nach
Chloroquin (CQ) Behandlung. Kokulturen TRQ-Cldn5/RFP-GFP-LC3 monotransfizierter MDCK-II-Zellen
wurden mit 200 UM CQ behandelt. Cross-over endozytiertes TRQ-Cldn5 befand sich am Rand der vergroRerten
Autolysosomen (Pfeilkdpfe) und kolokalisierte dort mit RFP. A: 1h CQ. GFP-Fluoreszenz befindet sich
Uberwiegend im Zytoplasma, zum Teil auch in der Membran von Autolysosomen (Pfeile). B: 3h CQ. GFP-
Fluoreszenz befindet sich nicht mehr im Zytoplasma, sondern in der Membran von Autolysosomen. Kleine TRQ-
Cldn5 enthaltene Vesikel, welche fiur GFP und RFP positiv sind (Pfeil).

3.5.2.2. Cross-over endozytiertes Cldn5 kolokalisiert mit autophagy related protein 16L,
einem Marker fur friihe Autophagosomen
ATGI16L ist ein Protein, welches an der Initiierung von Autophagosomen-Formation beteiligt ist.
ist. Im Komplex mit ATG12 und ATGS lipidiert ATG16L LC3 am Ort der Autophagosomen-
Biogenese (Fujita et al., 2008). ATG16L wurde auch an der Plasma-Membran nachgewiesen
(Ravikumar et al., 2010). In Immunfluoreszenz-Farbungen gegen ATG16L konnte dieses
uberlappend mit Claudinen an der Plasmamembran nachgewiesen werden (Abb. 3.25,
Pfeilkdpfe). AuBerdem wurde eine Kolokalisation von ATG16L mit cross-over endozytiertem
Cldn5 gefunden (Abb. 3.25, Pfeile). Da sich ATG16L kurz nach der Induktion des
Autophagosoms von dessen Membran l6st (Fujita et al., 2008), waren diese ATG16L-positiven
Vesikel frihe Stadien der Vesikelbildung. Die Kolokalisation von ATG16L mit Claudinen an TJs

deutete auf eine Rolle von ATG16L bei der Initiation der cross-over Endozytose hin.
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cross-over endozytierten Vesikeln. Immunfluoreszenz-Farbung von Kokulturen TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5
monotransfizierter MDCK-11-Zellen gegen ATG16L, welches an der Biogenese von Autophagosomen beteiligt ist.
Gezeigt ist eine Z-Projektion. ATG16L kolokalisiert in Vesikeln mit cross-over endozytiertem Cldn5 (Pfeile), aber
auch mit Cldn5 an den tight junctions (Pfeilkdpfe).

3.5.2.3. Hemmung von Kinasen, welche an der Initiilerung von Autophagosomen-

Entstehung beteiligt sind, fuhrt zu verringerter cross-over Endozytose
Zur Verifizierung des autolysosomalen Abbauweges wurden P13-Kinasen (Klasse 3) und die
PIK-FYVE Kinase mittels LY294002 bzw. YM201636 gehemmt. PI(3)P und PI(5)P sind
involviert in die Initiierung der Bildung von Autophagosomen (Noda et al., 2009; Vicinanza et
al., 2015). Inhibition der PI3-Kinasen durch LY294002 fiihrte nach 2,5 h zur Reduktion der
cross-over endozytierten Vesikel (Abb. 3.26A). Die Gesamtzahl der Vesikel stieg nach 1,5 h auf
mehr als das 1,5-fache der unbehandelten Proben an, fiel dann jedoch wieder ab, sodass nach
2,5h eine signifikante Verringerung der Vesikelzahlen zu erkennen war. Behandlung mit
YM201636 fuhrte zu einer zeitabhangigen Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel,
sowie der Gesamtzahl der Vesikel (Abb. 3.26B). Allerdings war der Effekt auf cross-over
endozytierte Vesikel groRer als der auf die Gesamtanzahl der Vesikel. Nach dreistlindiger
Behandlung war nur die Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel signifikant verandert.
Fur endogenes Cldnl wurde auch eine signifikante Reduktion nach zwei- und dreistindiger
Behandlung gefunden (Anhang 8).
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Abb. 3.26: Hemmung von Kinasen, die zur Bildung von Autphagosomen beitragen, fihrt zu einer Reduktion
von cross-over endozytiertem Cldn5. A: Inhibition der P13-Kinase durch LY294002 (100 uM) fiihrte nach 2,5 h zu
einer signifikanten Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel und der gesamten Vesikelandzahl. n > 30 aus 2
Experimenten. B: Inhibition der PIK-FYVE Kinase durch YM201636 (1 uM) fiihrte nach dreistiindiger Inkubation
zu einer signifikanten Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel und zu einer nicht signifikanten Reduktion der
Gesamtzahl der Vesikel. n > 50 aus 2 Experimenten. 1-way ANOVA mit Dunn-Post-Test. * p<0,05, ** p<0,01.

3.5.2.4. Induktion von  Autophagie  mittels Rapamycin  fuhrt zu  einer

konzentrationsabhéangigen Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel
Inkubation mit Rapamycin fiihrt zu verstarkter Induktion von Autophagie indem ATG-Proteine
aktiviert werden und auBerdem die lysosomale Degradation angeregt wird (He and Klionsky,
2009). Inkubation mit 100 — 500 nM Rapamycin fuhrte zu einer Reduktion cross-over
endozytierter Vesikel (nur bei 300 nM signifikant), allerdings nicht zu einer Reduktion der
gesamten Vesikelzahl (Abb. 3.27). Eine Konzentration von 50 nM fiihrte dagegen nicht zu einer
Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel, sondern zu einer Erhdhung der gesamten
Vesikelzahl.
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Abb. 3.27: Induktion von Autophagie durch Rapamycin filhrt zu einer Verringerung der cross-over
endozytierten Cldn5-Vesikel. TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter MDCK-11-Zellen. Rapamycin
zeigte eine konzentrationsabhangige Wirkung auf die Vesikelzahlen. Konzentrationen von 100 — 500 nM fiihrten zu
einer Verringerung cross-over endozytierter Vesikel, hatten aber keinen Einfluss auf die Gesamtanzahl. 50 nM
Rapamycin zeigten dagegen keine Wirkung auf die cross-over endozytierten Vesikel, dafilir aber eine Erhéhung der
Gesamtanzahl. Zellen wurden nach funfstindiger Behandlung fir die Vesikelanalyse fixiert. Normiert auf
unbehandelt. n > 40 analysierte Zellen aus zwei Experimenten. 1-way ANOVA mit Dunns Post-Test. * p<0,05.

3.5.3. Chloroquin und Rapamycin beeinflussen die Proteinmengen von Cldn5

Die Proteinmengen nach Inkubation mit Inhibitoren wurden mittels densitometrischer
Auswertung von Western blots bestimmt. Nach dreistundiger Inkubation mit Chloroquin lieRen
sich leicht erhdhte Cldn5-Mengen detektieren (Abb. 3.28), was fur eine Blockierung des
lysosomalen Abbaus spricht. Nach einstiindiger Behandlung mit Chlorpromazin wurde keine
Veranderung der Proteinmenge von Cldn5 festgestellt. Behandlung mit Rapamycin fiihrte
dagegen zu einer Reduktion der Proteinmenge von Cldn5. Sowohl Chloroguin als auch
Chlorpromazin fuhrten zu einer Erhéhung der LC3-11-Menge, dagegen fuhrte Rapamycin zu

einer leichten Reduktion. Rapamycin hat jedoch keinen Einfluss auf Cldn5r147a-Proteinmengen.
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Abb. 3.28: Chloroquin (CQ) und Rapamycin (Rap) beeinflussen die Proteinmenge von Cldn5. Cldn5 oder
Cldn5g147a exprimierende MDCK-I1-Zellen wurden mit CQ (200 uM), Chlorpromazin (CPZ, 50 uM) oder Rap
(500 nM) behandelt. Die Zelllysate wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Die Proteinmengen von Cldn5 und LC3-Il bzw. Cldn5r1474a Wurden densitometrisch bestimmt, wobei
jede Spur auf GAPDH normiert wurde. Alle Werte wurden anschlieBend auf den Wert der unbehandelten Probe
bezogen. n = 2 fiir Cldn5g147a CQ; n > 4 fiir alle anderen Gruppen. Einstichproben t-Test. * p<0,05.
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3.6. Struktur der cross-over endozytierten Vesikel

3.6.1. Stimulated emission depletion (STED)-Mikroskopie

3.6.1.1. Stimulated emission depletion)-Mikroskopie in lebenden Zellen zeigt doppelwandige
Vesikelstruktur
Um die Struktur der cross-over endozytierten Vesikel genauer zu untersuchen, wurde
hochauflésende STED-Mikroskopie eingesetzt. Im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie, lie3
sich bei STED-Aufnahmen eine klare Trennung der Claudine aus den aneinander grenzenden
Zellen erkennen (Abb. 3.29). Cross-over endozytiertes TRQ-Cldn lokalisierte im Inneren des
Vesikels, wahrend YFP-Cldn sich auBen befand. Diese Verteilung war auch im Intensitéts-Profil
der Fluoreszenz zu erkennen (Abb. 3.29, rechts). Im Profil der STED-Aufnahme sind zwei klare
Maxima der YFP-Fluoreszenz auflerhalb der TRQ-Fluoreszenz zu erkennen. Auch in der
Plasmamembran lagen die Fluorophore getrennt voneinander vor. Da es sich bei Claudinen um
integrale Membranproteine handelt, l&sst sich davon ausgehen, dass die Plasmamembranen
beider Zellen zu dem Vesikel beitrugen. Fir Cldn5ri47a und Cldn5qisee wurden solche Vesikel
nicht gefunden, vermutlich weil sie nicht stabil in die TJs eingebaut werden kénnen und daher

nicht so haufig cross-over endozytiert wurden.
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Abb. 3.29: Super-resolution Mikroskopie zeigt eine klare Trennung der beiden Fluorophore an der
Plasmamembran und in cross-over endozytierten Vesikeln. Konfokale und stimulated emission depletion
(STED)-Mikroskopie in lebenden Zellen (TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter MDCK-I1-Zellen).
Die Zellen wurden in eiskaltem HBSS-Puffer (mit Ca2+ und Mg2+) mikroskopiert um die Bewegung der Vesikel
moglichst gering zu halten. Oben: Konfokale Aufnahme. Unten: STED-Aufnahme. Rechts: Intensitatsprofil der
beiden Fluorophore durch das Vesikel.
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Nach Behandlung mit Chloroquin vergroRerten sich die Cldn5-enthaltenden Vesikel (Abb. 3.30).
Das cross-over endozytierte TRQ-Cldn5 lokalisiert im Inneren des Vesikels, allerdings
konzentriert an einer Seite der &ulleren Membran, wahrend YFP-Cldn5 in der duReren Membran
lokalisierte. Bei Inkubation mit Chloroquin erweiterte sich nur der duf3ere Radius, nicht aber der
Radius des cross-over endozytierten TRQ-Cldn5. Die cross-over endozytierten Vesikel hatten
ohne Zugabe von Chloroquin schon einen relativ grof3en Durchmesser zwischen 400 und 900 nm

(Abb. 3.30, rechts). Nach zweistindiger Behandlung mit Chloroquin vergrofRert sich der

Durchmesser auf bis zu 2 pum.
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Abb. 3.30: Super-Resolution-Mikroskopie cross-over endozytierter Vesikel nach Behandlung mit Chloroquin.
Lebende, monotransfizierte MDCK-11-Zellen in TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 Kokulturen nach zweistundiger Behandlung
mit Chloroquin (CQ, 200 uM) aufgenommen mit stimulated emission depletion (STED)-Mikroskopie. Pfeile: cross-
over endozytiertes Cldn5 in vergroBerten Lysosomen. Rechte Seite: Durchmesser der AuBenwand der Vesikel,
welche cross-over endozytiertes Cldn5 enthalten. Unbehandelt n=9, CQ n=8 gemessene Vesikel. Zweiseitiger t-Test.
** p<0,01.

3.6.1.2. In fixierten Proben liel3 sich keine gute Auflésung der Vesikel erzielen

Um eine genauere Darstellung der Vesikel zu erhalten, wurden STED-Bilder von fixierten Zellen
aufgenommen (Abb. 3.31). Es wurden drei verschiedene Fixierungsmdoglichkeiten getestet: PFA,
Methanol und Aceton. Von diesen war allerdings keine geeignet die Vesikelmembran zu
konservieren. Selbst nach Dekonvolution (mathematische Methode zu Erhdhung von Kontrast
und Auflésung der Bilder) des STED-Bildes wurde keine klare Trennung der Fluorophore in
cross-over endozytierten Vesikeln erreicht, die bei STED-Mikroskopie von lebenden Zellen
gefunden wurde (3.6.1.1). Dies ist vermutlich auf eine Kondensation der Membranen wéhrend
der Fixierung zurtickzufuihren, welche die Trennung beider Zellen erschwert. Allerdings konnte
die Kolokalisation von cross-over endozytiertem Cldn5 mit endogenem Cldnl verifiziert werden
(Abb. 3.31, roter Kanal).
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Abb. 3.31: Fixierung der Zellen fihrt zu einer verédnderte Membranstruktur. Aceton-fixierte TRQ-Cldn5/YFP-
Cldn5 Kokulturen monotransfizierter MDCK-I1-Zellen mit Immunfluoreszenz gegen endogenes Cldnl. Im Vergleich
mit dem konfokalen Bild (oben) wurden nach STED-Mikroskopie die Vesikel schérfer (Mitte), durch Dekonvolution
konnte etwas Hintergrundfluoreszenz reduziert werden und die Bildschérfe noch einmal erhdht werden (unten).
Allerdings wurden durch die Fixierung offenbar die Membranen zusammengezogen und es lasst sich keine klare
Abgrenzung zwischen den Fluorophoren erkennen.

3.6.2. Cross-over endozytiertes Claudin befindet sich im Vesikellumen

Die Kolokalisation von cross-over endozytiertem Cldn5 mit LC3 l&sst sich auf verschiedenen
Wegen erkldren: 1) Das ohnehin schon doppelwandige Vesikel wird vom Autophagosom
umschlossen und dann dem Lysosom als Ganzes zugefuhrt. 2) Das doppelwandige Vesikel,
welches aus der Plasmamembran geldst wird ist selbst ein Autophagosomen-&hnliches Vesikel,
dessen &uRere Membran direkt mit dem Lysosom fusioniert. Um zu kl&ren, um welchen Fall es
sich handelt, wurde ein fluorescence protease protection (FPP)-Assay durchgefiihrt. Dabei wird
selektiv die Plasmamembran permeabilisiert, wahrend die Membranen der Zellorganellen intakt
bleiben. So wurden nur zytosolische Proteine abgebaut, aber Proteine im Inneren von Organellen

waren vor der Protease geschitzt.
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Nach der Permeabilisierung der Plasmamembran war die Claudin-Fluoreszenz zuné&chst
unbeeintrachtigt (Abb. 3.32). Nach Zugabe von Protease K wurden innerhalb von 26 min die
zytosolischen Fluorophore verdaut, sowohl an der Plasmamembran, als auch an der dem Zytosol
zugewandten Seite der Vesikelmembranen. Cross-over endozytierte Vesikel waren zu Beginn
positiv fir sowohl YFP, als auch TRQ (Abb. 3.32, Pfeile). Im Verlauf des Proteolye ging die
Fluoreszenz in der eigenen Zelle verloren und nur das cross-over endozytierte Cldn5 blieb
erhalten. Das liel? sich sowohl fiir YFP-Cldn5 als auch fiir TRQ-Cldn5 feststellen.

Vor P_(_ermeabilisierun 0 min Prot K 4 min Prot K
bl g o .- -‘
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Abb. 3.32: Cross-over endozytiertes Cldn5 wird im fluoreszenz protease protection Assay nicht degradiert.
TRQ-Cldn5/YFP-Cldn5 Kokulturen von monotransfizierten MDCK-I1-Zellen wurden mit Digitonin (100 uM, 3 min)
permeabilisiert und anschliefend mit Protease K (300 pug/ml) verdaut. Wahrend der Proteolyse wurde alle 2 min ein
Z-stack aufgenommen, in der Abbildung sind Z-Projektionen der einzelnen Zeitpunkte gezeigt. Pfeile: cross-over
endozytiertes Cldnb.

Um den Anteil des degradierten Cldn5 zu berechnen wurde zun&chst die Veranderung der
Fluoreszenz-Intensitat im Verlauf der Messungen an unbehandelten Proben bestimmt. In den
unbehandelten Proben liefl3 sich erkennen, dass die Intensitat von YFP schon durch Ausbleichen
mit jedem Messzyklus nachlieB, wéhrend TRQ wesentlich fotostabiler war und sich in seiner
Intensitat kaum veranderte (Abb. 3.33A). Nach 14 Messzyklen hatten YFP-Cldn5 Zellen einen
Intensitatsverlust von Uber 40%. TRQ-Zellen zeigten dagegen am Ende der Messung eine
unverénderte Intensitat. Cross-over endozytiertes YFP-Cldn5 verlor in unbehandelten Zellen

knapp 30% seiner urspiinglichen Intensitét, wéhrend es bei cross-over endozytiertem TRQ-Cldn5
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nur knapp 10% waren. Die Diskrepanz zwischen der Gesamtfluoreszenz und der cross-over
Fluoreszenz der Fluorophore ist vermutlich auf die Bewegung der Zelle wahrend der Messung
zurlckzufuhren. Da viel weniger cross-over endozytiertes Cldn5 vorhanden war, hatte es einen
groleren Einfluss, wenn sich ein Vesikel aus dem Messbereich entfernte.

Nach 25 min Inkubation mit Protease K wurden Uber 50% des intrazellularen TRQ abgebaut
(Abb. 3.33 B,C). Cross-over endozytiertes TRQ-Cldn war nicht betroffen und behielt die
urspriingliche Intensitét bei. Cross-over endozytiertes YFP-Cldn konnte aufgrund des Bleichens
nach 14 Messzyklen und der ohnehin schon seltenen Existenz dieser Vesikel nur in wenigen
Proben quantitativ ausgewertet werden. Aber auch hier zeigte sich ein geringerer Verlust der
Intensitat als YFP-Cldn5 in der eigenen Zelle. Dies zeigte, dass sich das cross-over endozytierte
Cldn5 tatsachlich im Inneren der Vesikel befanden, wahrend die dulRere Membran Kontakt mit

dem Zytoplasma hatte.
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Abb. 3.33: Cross-over endozytiertes Cldn5 ist vor der Proteolyse durch Proteinase K geschitzt. TRQ-
Cldn5/YFP-Cldn5 Kokulturen von monotransfizierten MDCK-I1-Zellen. Fur die Messung des degradierten Cldn5
wurden insgesamt 14 Z-stacks in zweiminitigen Intervallen von einem Zellbereich aufgenommen und der zeitliche
Verlauf der Intensitdt in Z-Projektionen ausgewertet. A: Messung des Ausbleichens der Fluorophore in
unbehandelten Zellen. n=7; fir YFP in TRQ n=4. B: Messung der Intensitdt nach Permeabilisierung der
Plasmamembran und Zugabe von Protease K. n >12 analysierte Zellen aus zwei Experimenten. C: Proteolysierter
Anteil an TRQ-Cldn5 nach Abzug des Ausbleichens. n = 16; zweiseitiger t-Test. * p<0,05.
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3.7. Internalisierung Claudin-abgeleiteter Peptide

Zur Modulierung der TJs kénnen Claudin-abgeleitete Peptide eingesetzt werden. Diese Erhohen
die parazellulare Permeabilitat fir lonen und Tracermolekile durch Herunterregulierung von
Claudinen. Die Peptide binden an die EZS von Claudinen und werden zusammen mit diesen
internalisiert (Zwanziger et al., 2012a). Jedoch ist der Mechanismus, durch welchen diese
Internalisierung erfolgt noch nicht vollstandig geklart. Es stellte sich die Frage, ob das Peptid im
TJ-Bereich an Claudine bindet, oder an freie Claudine auf3erhalb der TJs.

3.7.1. Cldnl, -2 und -5 abgeleitete Peptide unterscheiden sich nicht in ihrer

Lokalisation

Das Cldn5-abgeleitete Peptid C5C2 wurde mit TAMRA markiert und mit Kokulturen von TRQ-
Cldn oder YFP-Cldn-exprimierender Zellen inkubiert. TAMRA-C5C2 befand sich zum Teil in
Vesikeln, welche auch cross-over endozytiertes TRQ- oder YFP-Cldn5 enthielten (Abb. 3.34,
weille Kasten). Im Fluoreszenzprofil sieht man jedoch, dass eine unterschiedliche Verteilung der
Fluorophore innerhalb des Vesikels existiert. Allerdings findet sich TAMRA-C5C2 auch in
Vesikeln mit cross-over endozytiertem YFP-Cldn5 (Abb. 3.34, Vesikel 2), also in Vesikeln,
welche noch einen annadhernd neutralen pH-Wert haben. In den Intensitéatsprofilen liel sich
allerdings keine eindeutige Trennung oder Uberlappung der Fluoreszenz von YFP-Cldn5, TRQ-
Cldn5 und TAMRA-Peptid erkennen.
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Abb. 3.34: Internalisiertes TAMRA-Peptid kolokalisiert zum Teil mit cross-over endozytierten Vesikeln. YFP-
Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter MDCK-1I-Zellen wurden 2 h mit TAMRA-C5C2 inkubiert. In
Lebendzell-Mikroskopie befand sich internalisiertes Peptid in denselben Vesikeln wie cross-over endozytiertes

Cldn5 (weilRe Kasten). Die Intensitatsprofile der einzelnen Fluorophore (entlang der weiflen Linien) zeigen eine
leicht abweichende Lokalisation.

Cldnl und Cldn2-abgeleitete Peptide C1C2 und C2C2 zeigten eine ahnliche Lokalisation wie
C5C2 (Abb. 3.35). Auch diese Peptide befanden sich in Vesikeln, welche cross-over
endozytiertes Cldn5 enthielten (Abb. 3.35, Pfeile). Es wurden aber auch teilweise Cldn5 haltige
Vesikel gefunden, welche kein Peptid enthielten (Abb. 3.35, Pfeilkopf). Dies war ebenso bei
C5C2 der Fall. Die Peptide wurden also zum Teil tber die Bindung an Cldn5, welches in den TJs

eingebaut war, internalisiert.
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Abb. 3.35: Verschiedene Claudin-abgeleitete Peptide zeigen eine dhnliche Lokalisation. YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5
Kokulturen monotransfizierter MDCK-11-Zellen wurden mit TAMRA-markiertem Cldnl-abgeleitetem Peptid
(TAMRA-C1C2) oder Cldn2-abgeleitetem Peptid (TAMRA-C2C2) 2 h inkubiert. Pfeile: Cldn5-haltige Vesikel
positiv fir TAMRA-Peptid. Pfeilkopf: Cldn5-haltiges Vesikel negativ fir TAMRA-Peptid.

3.7.2. Claudin-abgeleitete Peptide unterscheiden sich in der Menge des

internalisierten Peptids

Die Mengen der internalisierten Peptide wurden in lebenden Zellen analysiert, welche mit
TAMRA-gekoppeltem Peptid inkubiert wurden. Es wurden YFP- oder TRQ-Cldn exprimierende
Zellen fur Cldnl, Cldn5 und Cldn5r147a mit TAMRA-C2C2, TAMRA-C1C2 oder TAMRA-
C5C2 inkubiert. In allen Zelllinien wurde mehr TAMRA-C5C2 aufgenommen als TAMRA-
C1C2 (Abb. 3.36). In Cldnl exprimierenden Zellen wurde sowohl nach zwei, als auch nach drei
Stunden signifikant mehr TAMRA-C5C2 aufgenommen als TAMRA-C1C2, in Cldn5
exprimierenden Zellen war nur der 3 h Wert signifikant hoher. In Cldn5r147a exprimierenden
Zellen wurden insgesamt etwas hohere Mengen an TAMRA-C1C2 und TAMRA-C5C2

gefunden, dies war jedoch nicht signifikant unterschiedlich. Die Aufnahme von TAMRA-C2C2
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war nach zwei Stunden nicht signifikant niedriger als die Aufnahme von TAMRA-C1C2 oder
TAMRA-C5C2.

45 [ mC2C2 2h
= 4.0 *k*k i B mC1C2 1h
5 351 B mC1C2 2h
C 3.0 K
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Cldn-1-Zellen Cldn-5-Zellen Cldn-5g4474-Zellen

Abb. 3.36: C5C2 zeigt eine hohere Internalisierung als C1C2. YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokulturen
monotransfizierter MDCK-I1-Zellen. In lebenden Zellen wurde die durchschnittliche TAMRA-Intensitat ermittelt.
Die Zellen exprimierten TRQ- oder YFP-markiertes Cldn1, Cldn5 oder Cldn5g147a. n > 20 ausgewertete Zellen aus 2
Experimenten. Kruskal-Wallis Test, Dunn Post-Test.

Zusétzlich wurde der Endozytoseweg von TAMRA-C1C2 in YFP- oder TRQ-Cldnl-Zellen
untersucht. Nach zweistindiger Inkubation hatte Filipin I1l, also Hemmung der Caveolin-
abhangigen Endozytose, keinen Effekt auf die Aufnahme von TAMRA-C1C2 in (Abb. 3.37A),
Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose mit Chlorpromazin fiihrte dagegen zu einer
leicht, jedoch nicht signifikant, verringerten Aufnahme von TAMRA-C1C2. Inhibition der PIK-
FYVE Kinase flihrte dagegen zu einer leichten Erhdhung der TAMRA-C1C2-Intensitat. Nach 3 h
fielen die Effekte geringer aus. Hier zeigten sowohl Filipin Il als auch Chlorpromazin einen
leichten Effekt, YM201636 jedoch nicht.
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Abb. 3.37: Endozytosehemmer haben nur einen leichten Effekt auf die Internalisierung des von Claudin-1-
abgeleiteten Peptids. Kokulturen von YFP-Cldnl oder TRQ-Cldnl monotransfizierter MDCK-I1-Zellen wurden mit
Chlorpromazin (CPZ, 50 uM — Clathrin-vermittelte Endozytose), Filipin 1l (F3, 1 pg/ml — Caveolin-vermittelte
Endozytose) oder YM201636 (YM, 2 uM — Inhibition der PIK-FYVE Kinase) behandelt. A: Internalisiertes Peptid
nach 2 h. n=15, 16, 16, 21, 26, 20 ausgewertete Zellen in den einzelnen Gruppen. B: Internalisiertes Peptid nach 3 h.
n=18, 20, 22, 21. Kruskal-Wallis Test, Dunn Post-Test.

3.7.3. Einfluss von C5C2 auf die cross-over Endozytose

Behandlung von Cldn5 exprimierenden Zellen mit C5C2 fiihrte zu einer nicht signifikanten
Verringerung der Vesikelzahlen (Abb. 3.38). Dabei war die Gesamtzahl der Vesikel starker
betroffen, als die Anzahl cross-over endozytierter Vesikel. C5C2 fiihrte also verstarkt zum Abbau
von Claudinen, welche nicht in die TJs eingebaut waren
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Abb. 3.38: Behandlung mit C5C2 fihrt zu einer Reduktion der Claudin-5-Vesikel. Kokulturen
monotransfizierter TRQ-Cldn5 oder YFP-Cldn5 exprimierender MDCK-I1-Zellen wurden mit C5C2 (300 uM, 5 h)
behandelt. n>30 analysierte Zellen aus 2 Experimenten. Zweiseitiger t-Test.
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4. Diskussion

Claudine gehoren zur den Tetraspanninen und besitzen vier TMs, eine intrazelluldre Schleife und
zwei EZS (Morita et al., 1999a). Beide Termini sind zum Zytoplasma orientiert, und die EZS
einiger Claudine kdnnen starke trans-Interaktionen mit den Claudinen der gegenuber liegen Zelle
ausbilden (Piehl et al., 2010; Piontek et al., 2008). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die cross-
over Endozytose von Claudin-Interaktionen abhangig ist und dass cross-over endozytierte
Claudine in der Nachbarzelle in Autophagosomen-&hnlichen, doppelwandigen Vesikeln

lokalisieren, welche iber Lysosomen abgebaut werden.

4.1. Einfluss von Claudin-Claudin-Interaktionen auf die

Fur die Untersuchungen der cross-over Endozytose von Cldn5 wurden HEK-293- und MDCK-II-
Zellen mit YFP-Cldn5 oder TRQ-Cldn5 transfiziert. In Kokulturen monotransfizierter Zellen
welche unterschiedliche Fluoreszenzmarker exprimierten, wurden cross-over endozytierte
Vesikel gefunden. Das heif3t also, dass die Claudine aus der TJ-Membran in die benachbarte
Zelle endozytiert wurden, zusammen mit dem Claudin der Nachbarzelle. HEK-293-Zellen sind
TJ-freie Zellen, welche daher fir Untersuchungen zu Interaktionen einzelner Claudine geeignet
sind (Piontek et al., 2008). Allerdings wurden in HEK-293-Zellen kaum cross-over endozytierte
Cldn5-Vesikel beobachtet, was diese Zellen zu einem weniger geeigneten Modellsystem zur
Untersuchung von cross-over Endozytose macht. MDCK-I1-Zellen exprimieren dagegen endogen
TJs, enthalten aber kaum Cldn5, wie mittels Western blot tberpriift wurde. Somit kann in diesem
Zellsystem die Endozytose von Cldn5 untersucht werden, ohne dass die Ergebnisse durch
endogenes Cldn5 verfalscht werden.

Um den Einfluss der Claudin-trans-Interaktionen auf die cross-over Endozytose zu untersuchen
wurden die AS-Substitutionsvarianten Cldn5ri47a und Cldn5qisee zunachst genauer analysiert.
Aus vorhergegangenen Experimenten (Piontek et al., 2008) war bekannt, dass beide Varianten
zwar in die Plasmamembran von HEK-293-Zellen eingebaut werden, aber nicht wie Wildtyp
Cldn5 an den Kontakten zwischen den Zellen anreichern. Daraus l&sst sich schlielRen, dass durch
das Fehlen dieser AS die trans-Interaktionen gestort werden. Daher wurde davon ausgegangen,
dass durch mangelnde trans-Interaktionen kein korrekter Einbau in die TJs mdglich ist.

Allerdings wurde in dieser Arbeit festgestellt, dass die Expression von Cldn5ris7a oder
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Cldn5qisee  In MDCK-II-Zellen zu einer Verdnderung im Aufbau des transepithelialen
Widerstands fuhrt. Die Erhéhung der TER-Werte im Plateau in Cldn5r1s7a oder Cldn5gisee
exprimierenden Zellen ist zwar nur gering, allerdings ist das charakteristische Maximum der
Widerstandskurve im Vergleich mit untransfizierten MDCK-I1I-Zellen deutlich reduziert. Die
Mutanten storen also vermutlich die Interaktionen von endogenen Claudinen, indem sie
fehlerhaft in die TJs eingebaut werden, aber dort keine abdichtende Funktion ausuben.
Expression von Cldn5qisee fihrt auRerdem zu einer signifikanten Erhdhung der Durchldssigkeit
der Barriere fur lucifer yellow. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass beide Cldn5-Varianten in
MDCK-II-Zellen in die endogenen TJs eingebaut werden, allerdings vermindert und irregulér.
Neben dem Einfluss von Cldn5r147a und Cldn5qisee auf die funktionellen Eigenschaften der TJs
wurde bei FRET-Messungen auch eine reduzierte cis-Interaktion fir beide Mutanten gefunden,
wobei Cldn5r147a einen starkeren Effekt hatte. Die cis-Interaktionen mit Wildtyp Cldn5 waren
jedoch in friheren Messungen bei beiden Varianten nicht gestort (Piontek et al., 2008). Daraus ist
ersichtlich, dass durch Interaktion mit Wildtyp Cldn5 die Stérung der cis-Interaktionen zumindest
teilweise ausgeglichen werden kann. Die dreidimensionalen Strukturmodelle, die mit iTASSER
erstellt wurden, lieBen erkennen, dass bei beiden Varianten die Konfomation der aromatischen
Seitenketten von Y148 und Y158 veréndert ist. Diese bilden vermutlich ein Interface fur trans-
Interaktionen mit der gegentiberliegenden Membran (Piontek et al., 2008). Zwei dieser Aromaten
wurden in Cldn15 auch als wichtige Vermittler der cis-Interaktionen gefunden (Suzuki et al.,
2014). Die AS F146 und F147 in murinem Cldn15 korrespondieren mit F147 bzw. Y148 in
murinem Cldn5 (vgl. Anhang 1). Die Rotation von Y148 in Cldn5r147a und Cldn5qusee erklart
also die Effekte der Mutationen auf cis-Interaktionen. AS-Substitutionen von F146 und F147 bei
Cldn15 bilden keine TJ-Strange, wie durch Gefrierbruchanalyse gezeigt wurde (Suzuki et al.,
2014). Analog dazu wurden keine durchgangigen TJ-Strange in Gefrierbruchanalyse von
Cldn5r147a-transfizierten HEK-293-Zellen und STED-Mikroskopie von Cldn5g147a-transfizierten
MDCK-I1-Zellen gefunden.

Die cis-Interaktionen haben auch einen Einfluss auf die Mobilitat der Claudine in der Membran.
Zwar zeigen beide Cldn5-Varianten verringerte FRET-Werte, aber nur Cldn5r1474 zeigt eine stark
erhdhte Mobilitat. Allerdings sind die FRET-Werte bei Cldn5r147a starker reduziert als bei
Cldn5qisee. Weiterhin ist die cross-over Endozytose bei Cldn5ri47a starker reduziert als bei
Cldn5qsee, allerdings ist der Unterschied relativ gering. Aus den Daten ergibt sich insgesamt,

dass die Interaktionen Uber die Position F147 einen Einfluss auf die Mobilitéat in der Membran
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hat. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit (Piontek et al., 2011), hier wurde fir AS-
Substitution des Nachbararomaten Cldn5y14sa eine erhthte Mobilitat gefunden. Die Mobilitét in
der Membran hat aber nicht zwangslaufig Auswirkungen auf die Dichtheit der Barriere, da die
Permeation fur lucifer yellow nur bei Cldn5q1see erhoht ist.

Insgesamt betrachtet wird deutlich, dass anhand von AS-Substitutionsvarianten wohl keine
absolute Trennung des Einflusses von cis- und trans-Interaktionen moglich ist. Diese
beeinflussen einander mdglicher Weise gegenseitig, indem sie die Dichte der TJ-Strange
veréandern (Milatz et al., 2015). Allerdings kdnnen beeintrachtigte cis-Interaktionen offenbar
durch Interaktion mit anderen Claudinen ausgeglichen werden (s.0). Da Cldn5 starke cis-
Wechselwirkungen mit Cldnl eingeht (Piontek et al., 2011) koénnen die beeintrachtigten cis-
Interaktionen von Cldn5r147a und Cldn5qisee in MDCK-I1-Zellen durch Wechselwirkungen mit
endogenen Cldnl ausgeglichen werden. Daher kénnen trotzdem begrenzt Riickschliisse auf den
Einfluss von cis- und trans-Interaktionen auf die cross-over Endoyztose gezogen werden.

Bei beiden Cldn5-Varianten zeigt sich eine Verminderung der Anzahl cross-over endozytierter
Vesikel. Daraus lasst sich schlieBen, dass dieser Mechanismus speziell fur in die TJs fest
eingebaute Claudine genutzt wird. Offenbar werden hierbei nicht einzelne Claudine entfernt,
sondern es werden ganze Abschnitte der TJs herausgetrennt, wie sich aus der Présenz von
endogenem Cldnl, -2 und -7 in cross-over endozytierten Vesikeln erschlielen l&sst. Zusétzlich
wurde Occludin in den Vesikeln gefunden, was im Kontrast zu vorherigen Ergebnissen steht. Bei
der Endozytose von Cldn3 in die Nachbarzelle wurde in den Vesikeln kein Occludin gefunden
(Matsuda et al., 2004). Allerdings ist war das in dieser Arbeit gefundene Signal auch relativ
schwach, daher ist anzunehmen, dass nur wenig Occludin in den Vesikeln vorhanden ist.
Ubereinstimmend mit (Matsuda et al., 2004) wurde kein ZO-1 gefunden, dieses wird offenbar vor
Beginn der Endozytose von den Claudinen gel6st. Insgesamt bestatigen die o0.g.

Zusammenhange, dass die cross-over Endozytose von Claudin-Claudin-Bindung abhéngig ist.

4.2. Endozytoseweg und Transport

Fir die cross-over Endozytose von Cldn5 in MDCK-II-Zellen wurde ein Einfluss sowohl von

Clathrin- als auch Caveolin-Inhibition nachgewiesen. Beides fuhrt zu einer Verringerung der

cross-over endozytierten Vesikel, sowie der gesamten Vesikelanzahl. Dabei fuhrt die Behandling

mit Filipin 111, welches die Caveolin-abhéngige Endozytose inhibiert (Schnitzer et al., 1994), nur
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zu einer transienten Verringerung nach einstiindiger Inkubation, anschliefend steigen die
Vesikalzahlen wieder an. Chlorpromazin, welches die Clathrin-abhéngige Endozytose durch
Verlagerung von Clathrin und AP2 von der Plasmamembran an Endosomen inhibiert (Wang et
al.,, 1993), fuhrt dagegen zu einer dauerhaften Verringerung der Vesikelzahlen, welche
mindestens zwei Stunden anhélt. Caveolin-abhangige Endozytose von Cldn5 konnte bereits in
Endothelzellen gezeigt werden (Stamatovic et al., 2009), Clathrin-abh&ngige Endozytose wurde
in Epithelzellen beispielsweise fur Cldn4 (Cong et al., 2015) und Cldn2 (lkari et al., 2015)
gefunden. Allerdings ist sowohl bei Clathrin- als auch bei Caveolin-abhangiger Endozytose
Dynamin fur die Abschniurung der Vesikel notig (Cocucci et al., 2014; Oh et al., 1998). Inhibition
von Dynamin flhrte dagegen nicht zur Reduktion des cross-over endozytierten Cldn5. Diese
Befunde deuten darauf hin, dass die cross-over Endozytose von Claudinen nicht Uber den
konventionellen Clathrin- oder Caveolin-abhéngigen Internalisierungsweg verlauft, obwohl
Bestandteile beider Wege involviert sind.

Teilweise konnten die cross-over endozytierten Vesikel mit Endosomenmarkern angefarbt
werden. Dabei ergab sich kein klarer Unterschied zwischen der Kolokalisation mit
unterschiedlichen Rab-Proteinen und auch nicht zwischen der Gesamtheit der Vesikel und cross-
over endozytierten Vesikeln. Deshalb l&sst sich Gber die Kolokalisation mit Vesikelmarkern
keine eindeutige Aussage zu dem endosomalen Kompartiment treffen. Allerdings fihrt die
Inhibition des lysosomalen Abbaus durch Chloroquin oder Bafilomycin zu einer Anreicherung
von cross-over endozytiertem Cldn5, fiir die AS-Substituenten wurde jedoch keine signifikante
Anreicherung der cross-over endozytierten Vesikel nach Behandlung mit Chloroquin festgestellt.
Dies spricht fiir eine Degradation des cross-over endozytierten Cldn5 tiber das Lysosom, was
durch die Kolokalisation mit Lysotracker und Lamp1 bestatigt wird.

Statt mit Markern des endosomalen Transportweges wurde eine Kolokalisation von cross-over
endozytiertem Cldn5 mit LC3 und ATG16L festgestellt. Beide Proteine sind fir den
autophagosomalen Abbau nétig. Die Beteiligung von Autophagie am Abbau cross-over
endozytierter Claudine wurde durch die Verringerung cross-over endozytierter Vesikel, aber
nicht der Gesamtzahl der Vesikel, nach Induktion von Autophagie mittels Rapamycin
untermauert. Dieser Effekt ist konzentrationsabhangig, bei einer niedrigen Konzentration
(50 nM) kam es nicht zu einer Reduktion der cross-over endozytierten Vesikel, sondern zu einer
Erhohung der Gesamtanzahl der Vesikel. Auch die gesamte Proteinmenge (Cldn5 in der

Plasmamembran und intrazelluléar) von Cldn5 war im Western blot nach Induktion wvon
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Autophagie verringert, wahrend die Menge von Cldn5r147a, Welches nur in geringen Mengen
cross-over endozytiert wird, unverandert bleibt.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass nach Induktion von Autophagie der Abbau von Claudinen
beschleunigt ist. Die Kolokalisation von ATG16L mit cross-over endozytiertem Cldn5 und mit
Cldn5 in den TJs unterstitzt die Annahme, dass die autophagosomale Maschinerie direkt an der
Endozytose von Claudinen in den TJs beteiligt ist und nicht nur deren Abbau nach Endozytose
koordiniert. ATG16L ist nur anfanglich im entstehenden Autophagosom enthalten und ist somit
ein Marker friiher Autophagosomen (Walczak and Martens, 2013). Autophagie ist also initial an
der cross-over Endozytose beteiligt. Dies zeigt sich auch durch die Kolokalisation von Cldn5 mit
GFP-RFP-LC3, da GFP nur in fruihen Endosomen fluoresziert (Maulucci et al., 2015). Die
Halbwertszeit von GFP-LC3-positiven Vesikeln liegt dabei bei 13 min (Jahreiss et al., 2008). Der
Einfluss von Autophagie-assoziierten Proteinen an der Endozytose von Cldn5 wird durch die
Reduzierung von cross-over endozytierten Vesikeln nach Inhibition von PI3K und PIKfyve
untermauert, da beide Kinasen an der Autophagosomen-Biogengese beteiligt sind (Blommaart et
al., 1997; Vicinanza et al., 2015).

Im Western blot lieR sich ein Anstieg des Autophagosomenmarkers LC3 nach Behandlung mit
Chlorpromazin und Chloroquin feststellen. Da beide einen gegensatzlichen Effekt auf cross-over
endozytiertes Cldn5 haben, lasst sich davon ausgehen, dass hier unterschiedliche Prozesse
beobachtet werden. Nach Chloroquin-Behandlung kommt es zu einer Anreicherung von LC3, da
der lysosomale Abbau gestort ist. Dementsprechend kommt es auch zu einer leichten Erhéhung
von Cldn5. Die Anreicherung von RFP-GFP-LC3 im Lumen und an der Membran der
vergroRerten Vesikeln nach Chloroquin-Behandlung bestatigt die Inhibition des Abbaus von
LC3. Wahrend dessen kommt es nach Inhibition durch Chlorpromazin zu einer Hochregulation
des autolysosomalen Abbaus. Chlorpromazin induziert Autophagie, indem es den mTOR-
Signalweg inhibiert und die Bildung von LC3-11, der membranstandigen Form von LC3, fordert
(Shin et al., 2013). Allerdings &ndert sich die Gesamtmenge an Cldn5 im Western blot nicht,
daher lasst sich schlielen, dass Chlorpromazin gleichzeitig zu einer Inhibition der Endozytose
von Cldn5 fuhrt, welches an der Plasmamembran verbleibt.

Vor dem Hintergrund der Autophagie ist auch der Einfluss der Endozytosehemmer zu bewerten.
AP2 und Clathrin interagieren mit autophagy related protein 9 (ATG9), welches an der
Vergrolierung des Phagophors beteiligt ist (Popovic and Dikic, 2014), und ATG16L (Ravikumar

et al., 2010) und regulieren die Initiation von Autophagie. Die Verlagerung von Clathrin und AP2
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von der Plasmamembran in Endosomen durch Chlorpromazin hemmt mdglicherweise die
Interaktion mit ATG16L, welches an der Plasmamembran mit Claudinen kolokalisiert, und
verhindert so die Bildung von cross-over endozytierten Vesikeln. Caveolin hat dagegen einen
inhibitorischen Effekt auf die Autophagie: ein knock-down von Caveolin in Endothelzellen
bewirkt Aktivierung von Autophagie (Chen et al., 2014; Shiroto et al., 2014). AuBerdem gibt es
Hinweise, dass Cholesterolentzug zur Einleitung von Autophagie fiihrt (Cheng et al., 2006).
Somit ist es wahrscheinlich, dass durch die eingesetzten Endozytoseinhibitoren auch der
Autophagie-Signalweg beeinflusst wird.

Fur eine effiziente Regulierung des parazelluldaren Stofftransportes ist auch eine strikte
Regulierung der TJs nétig. Obwohl ein Grofteil der abdichtenden Claudine innerhalb der TJ
relativ immobil ist (Cording et al., 2013; Shen et al., 2008), werden TJs kontinuierlich umgebaut.
Jedoch ist bislang unklar, wie bestimmte Claudine gezielt aus den TJs entfernt werden, ohne dass
die Barrierefunktion darunter leidet. Selektive Regulation durch Autophagie ist fir Cldn2 im
Darmepithel beschrieben, allerdings wurden keine morphologischen Entsprechungen, die denen
in dieser Arbeit charakterisierten Vesikeln entsprechen untersucht (Nighot et al., 2015). Durch
welche Mechanismen diese spezifische Regulierung erfolgt ist allerdings unklar. Der gezielte
Abbau von Transmembranproteinen (ber Clathrin/AP2 ist fir einige GJ-Proteine bekannt.
Connexine bilden Hemi-Kanéle innerhalb einer Membran, diese interagieren mit Hemi-Kanalen
der gegeniber liegenden Membran und bilden so funktionsfahige GJs (Sosinsky and Nicholson,
2005). Der Abbau dieser Kanale stellt also ahnliche Anforderungen wie der Abbau von
Claudinen. Tatséchlich wurde fur Connexin-31.1 ein Abbauweg nachgewiesen, der sowohl
Clathrin- als auch Autophagie-abhéngig ist (Zhu et al., 2015). In Endothelzellen wurde eine
cross-over Endozytose von Cadherin gefunden, welche Dynamin-unabhéngig ist (Sakurai et al.,
2014) und der Transmembranrezeptor EphB2 wird von Neuronen in benachbarte Gliazellen
cross-over endozytiert (Lauterbach and Klein, 2006). Diese Befunde sprechen fir einen
generellen Endozytosemechanismus fiir Transmembranproteine mit starken trans-Interaktionen.
Ein Problem beim Arbeiten mit transfizierten Zellen sind mdgliche Auswirkungen der
Transfektion auf endogene Claudine. Expression von exogenem Claudin kann das
Expressionslevel endogener Claudine beeinflussen (Tian et al., 2014). Dieses wurde hier in
geringem Male fir YFP-Cldn5-transfizierte Zellen festgestellt, welche etwas geringere Mengen
an endogenen Cldnl-Vesikeln aufwiesen als TRQ-Cldn5-transfizierte Zellen. Ein Grofteil der

Auswertungen wurde jedoch an TRQ-Cldn5-transfizierten Zellen vorgenommen und ist daher in
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sich vergleichbar. Aullerdem waren Ergebnisse zwischen YFP-Cldn5 und TRQ-Cldn5 in ihren
Tendenzen vergleichbar. Die Wechselwirkungen zwischen der Expression endogener und
exogener Claudine wurden auch fir Cldnl-transfizierte Zellen beobachtet. Hier duBerten sich
diese durch eine weniger stabile Expression von TRQ-Cldnl/YFP-Cldnl als die von TRQ-
Cldn5/YFP-Cldn5. Wahrend Cldn5-transfizierte Zellen (ber viele Passagen verwendet werden
konnten, war fur Cldnl-transfizierte Zellen oft eine erneute FACS-Sortierung nétig, um nicht
fluoreszierende Zellen auszusortieren. Bei der Quantifizierung der Vesikelzahlen wurden diese
Unterschiede in Betracht gezogen, indem nicht die Gesamtfluoreszenz analysiert wurde, sondern
die Vesikelzahlen. Dies l&sst auch bei geringerem Expressionsniveau einen Schluss auf einzelne
Endozytose-Ereignisse zu.

Viele in die Endozytose involvierte Proteine und Molekiile haben vielfaltige zellulére
Funktionen. Bafilomycin wird oft als Autophagieinhibior eingesetzt. Es inhibiert die
Azidifizierung von Autophagosomen, Lysosomen und Endosomen (Yamamoto et al., 1998),
auflerdem hemmt es die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen, aber auch die Fusion von
Endosomen und Lysosomen (Klionsky et al., 2008). Daher ist Bafilomycin nicht spezifisch fir
Autophagie, sondern inhibiert allgemein die Fusion von intrazellularen Vesikeln. Ahnliche
Probleme bestehen auch fiir andere Inhibitoren, da beispielsweise PI1(3)P auch in andere Prozesse
involviert ist, wie die Makropinozytose (Swanson, 2008) oder Vesikeltransport (Simonsen et al.,
2001). Diese Sachverhalte missen bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden. Daher
wurden hier die Ergebnisse nach Madoglichkeit mit Inhibitoren unterschiedlicher Pathways
(beispielsweise  Chloroquin  und Bafilomycin, YMZ201626 und LY294002) oder

Immunfluoreszenzfarbungen verifiziert.

4.3. Vesikelstruktur

Die doppelwandige Struktur der cross-over endozytierten Vesikel wurde unabhangig mit STED-
Mikroskopie und einem fluorescence protease protection (FPP)-Assay nachgewiesen. Die dabei
auftretende optische Trennung der beiden Fluorophore, welche von beiden Nachbarzellen
beigesteuert wurden, zeigt, dass beide Membranen in dieses Vesikel inkorporiert wurden. Zwar
wurde die Lokalisation von Claudinen in der Membran doppelwandiger Vesikel bereits postuliert

(Matsuda et al., 2004), allerdings wurde hier zum ersten Mal der direkte Nachweis erbracht. Die
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durch superauflosende STED-Mikroskopie erzeugten Bilder haben zwar eine hohere Aufldsung
als konfokale Aufnahmen, allerdings hat diese Methode den Nachteil, dass nicht alle Fluorophore
geeignet sind und dass sich die Membranen nicht gut fixieren lassen. Somit konnten in dieser
Arbeit nur lebende Zellen mikroskopiert werden. Dies bedeutet, dass die Zielstrukturen wéhrend
der Aufnahme in Bewegung sind und somit nicht die maximale Aufldsung erreicht werden kann.

Daher wurde diese Vesikelstruktur durch den FPP-Assay als unabh&ngige Methode verifiziert.
Da sich beide Termini von Claudinen im Zytosol befinden (Morita et al., 1999a) liegt bei
Einstllpung des Vesikels an der Plasmamembran das Fluorophor des cross-over endozytierten
Claudins im Lumen des Vesikels, wéhrend das Fluorophor des eigenen Claudins der Zytoplasma
zugewandt ist (Abb. 4.1B). Wahrend des FPP-Assays wird selektiv zytoplasmatisches Protein
durch Protease K abgebaut, wahrend Proteinen im Lumen von Vesikeln vor dem Abbau
geschiitzt sind (Lorenz et al., 2006). Im Fall der cross-over endozytierten Vesikel wurde
festgestellt, dass Claudin aus der Nachbarzelle vor der Proteolyse geschitzt ist, sich also im
Inneren der Vesikel befinden. Nicht cross-over endozytiertes Claudin (also das Claudin aus der
eigenen Zelle) wird dagegen abgebaut, ist also dem Zytoplasma zugewandt. Fir Connexine
wurde angenommen, dass endozytiertes Connexin von einem Autophagosom umschlossen wird,
und dann zum Lysosom transportiert wird (Fong et al., 2012). Dies ist bei Claudinen nicht der
Fall, da Claudine in der &uf3eren Membran wahrend des FPP-Assaya abgebaut werden, was bei
einer UmschlieBung mit einer weiteren Membran nicht der Fall ware. Zusétzlich wird diese
Schlussfolgerung auch durch die Erweiterung der &uferen Membran nach Behandlung mit
Chloroquin widerlegt. Chloroquin fiihrt zum Anschwellen der Lysosomen (de Duve et al., 1974),
vermutlich durch hyperosmotischen Druck. Fir Claudin-enthaltende Vesikel wurde eine solche
VergroRerung nur an der duBeren Vesikelmembran gefunden, welche das eigene Claudin enthielt,
also entspricht diese Membran der Lysosomenmembran. Das cross-over endozytierte Claudin
befindet sich wahrenddessen konzentriert an einer Seite des vergrofRerten Lysosoms Diese
Situation ist vergleichbar mit der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen, wodurch die
aullere Autophagosomenmembran ein Teil der Lysosomenmembran wird, wahrend die innere
Membran abgebaut wird (Tsuboyama et al., 2016). Diese Schlussfolgerung deckt sich auch mit
Literaturangaben, welche sowohl fur Claudine als auch fiir Connexine nur doppelwandige, aber
nicht 4-wandige Vesikel in ultrastrukturellen Abbildungen beschreibt (Falk et al., 2009; Matsuda
et al., 2004).
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Weiterhin lasst auch die Fluoreszenz von YFP in Lebendzell-Experimenten Ruckschliisse auf den
Transportweg cross-over endozytierter Vesikel zu. Wie GFP ist YFP pH-sensitiv: es fluoresziert
nur in nahezu neutraler Umgebung. Der pKa-Wert von YFP, also der pH-Wert, bei dem YFP-
Fluoreszenz um die Halfte reduziert ist, liegt bei 6,5 (Griesbeck et al., 2001) fir TRQ liegt er bei
3,1 (Goedhart et al., 2012). In unbehandelten lebenden Zellen finden sich nur wenig YFP-
positive cross-over endozytierte Vesikel, da sich das Fluorophor im Inneren des Vesikels
befindet. Durch das dort herrschende saure Milieu verliert es seine Fluoreszenz. Die
existierenden YFP-positiven Vesikel sind daher frihe Stadien, da sich der pH-Wert von
Autophagosomen und Endosomen erst entlang der Transportroute zum Lysosom absenkt
(Mukherjee et al., 1997). Entsprechend lieR sich ein rescue-Effekt mit Chloroquin, einer leichten
membranpermeablen Base, und Bafilomycin, einem Inhibitor der V-ATPase, beobachen. Beide

heben den intravesikuldren pH-Wert an und flihren so zu einer Rickkehr der YFP-Fluoreszenz.

4.4. Internalisierung von Claudin-abgeleiteten Peptiden

Claudin-abgeleitete Peptidomimetika modulieren die Eigenschaften von Zellbarrieren, indem sie
zur Herabregulierung von Claudinen fiihren. Das Cldnl-abgeleitete Peptid C1C2 flhrt in
monotransfizierten HEK-293-Zellen, welche keine endogenen TJs bilden, zu einer selektiven
Endozytose von Cldnl und Cldn5. In MDCK-II-Zellen, welche einen endogenen TJ-Apparat
exprimieren, bewirkt es dagegen eine zellulare Umverteilung von Cldnl bis -4, sowie von
Occludin (Staat et al., 2015). Aulerdem wurde mehr internalisiertes Peptid in Cldnl-
exprimierenden HEK-293-Zellen gefunden, als in Cldn5-exprimierenden Zellen. In vitro Studien
zeigten auch, dass Cldnl-abgeleitetes Peptid mit hoherer Affinitdt an Cldnl (Kd=157+98 nM)
bindet, als an Cldn5 (Kd=1113+£391 nM) (Dabrowski et al., 2015). Hier wurde die Aufnahme von
C1C2, sowie dem Cldn5-abgeleiten C5C2 und Cldn2-abgeleiteten Peptid C2C2 in MDCK-II-
Zellen getestet, welche mit exogenem Cldnl, Cldn5 oder Cldn5ri47a transfiziert wurden. Im
Gegensatz zur Aufnahme in HEK-293-Zellen, wurde in MDCK-I1-Zellen von allen transfizierten
Zelllinien mehr C5C2-Peptid aufgenommen, als C1C2-Peptid, obwohl MDCK-II-Zellen kein
endogenes Cldn5 aufweisen. Die Menge an aufgenommenem C1C2 unterschied sich auch nicht
zwischen Cldnl-transfizierten und Cldn5 transfizierten Zellen. Auch C5C2 wurde von Cldnl-
transfizierten und Cldn5-transfizierten Zellen gleich stark aufgenommen. Allerdings wurden
beide Peptide von Cldn5r147a-exprimierenden Zellen in leicht héheren Mengen aufgenommen. In
93



HEK-293-Zellen wurde eine hohere Oberflachenfraktion von Cldn5ris7a als von Cldn5
festgestellt (Piontek et al., 2008). Das heift also, dass an der Oberflache der Zellen mehr freies
Claudin fiir die Bindung von Peptid zur Verfligung stand. Daher spricht die erhéhte Aufnahme
von Peptid in Cldn5r147a-exprimierenden Zellen fur Bindung des Peptides an freies Claudin in
der Membran, welches keine trans-Interaktionen ausbildet.

Auch die groRere Reduktion der gesamten Vesikelzahl als der cross-over endozytierten Vesikel
nach C5C2-Behandlung spricht flr einen Wirkmechanismus, welcher durch freies Claudin
vermittelt wird und nicht von TJ-gebundenem Claudin. Allerdings zeigt die Prdsenz von
TAMRA-Peptid in Vesikeln mit cross-over endozytiertem Claudin dass zumindest ein Teil der
Peptide auch innerhalb der TJ binden und endozytiert werden. Lokalisation im selben Vesikel mit
intaktem cross-over endozytierten YFP-Cldn schlief3t auch aus, dass die Peptide nur in dasselbe
Lysosom transportiert wurden wie die Claudine, da diese Vesikel aufgrund der pH-Sensitivitat
von YFP ein frihes Stadium des Vesikels darstellen (siehe oben). Somit wirkt C5C2 vermutlich
auf neu synthetisiertes oder recyceltes Claudin, da die cross-over endozytierten Vesikel, welche
von den TJs stammen, weniger betroffen sind als die gesamte Vesikelzahl. Dieses Ergebnis passt
zu der Beobachtung, dass C1C2 nach zwei Stunden verstarkt im Rezyklosom vorkommt (Staat et
al., 2015). Der Wirkung dieser Peptide wird also vermutlich tber Bindung an nicht in die TJ
integrierte Claudine vermittelt, nicht tber die Einleitung der Endozytose von TJ-integrierten
Claudinen.

Die Endozytose von C1C2 konnte mittels Chlorpromazin-Behandlung leicht reduziert werden,
was die Internalisierung ber Clathrin-abhangige Endozytose bestétigt. Filipin hatte nach zwei
Stunden keinen Einfluss auf die Menge internalisierten Peptids, nach dreistindiger Behandlung
wurde eine Tendenz gefunden. Inkubation mit dem PIKfyve-Inhibitor YM201636 fiihrte zu einer
leichten Erhéhung des intrazellularen Peptids. Fur YM201636 wurde gezeigt, dass es das
konstitutive Recycling von Cldnl und -2 inhibiert (Dukes et al., 2012). Die Erhéhung von
intrazellularem C1C2 nach YM201636-Behandlung ist ein weiterer Hinweis darauf, dass C1C2-
Peptid in Rezyklosomen gelangt.
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4.5. Mechanismus der cross-over Endozytose

Zusammengefasst lasst sich eine schematische Darstellung der cross-over Endozytose erstellen
(Abb. 4.1). Cross-over endozytiertes Claudin befinden sich in doppelwandigen Vesikeln
bestehend aus Teilen der Plasmambran beider angrenzender Zellen, wobei das Claudin der
Nachbarzelle im Inneren des Vesikels lokalisiert, wahrend die duRere Membran Claudin aus der
eigenen Zelle enthdlt. Somit unterscheidet sich der Mechanismus der cross-over Endozytose
entscheidend von konventioneller Endozytose, da hier zwei Membranen endozytiert und von der
Plasmamembran abgeschniirt werden. Dies erklart auch, dass Dynamin an diesem Schritt nicht
beteiligt ist. Dynamin bildet Rohren mit einem AuRendurchmesserdurchmesser von 50 nm
(Sweitzer and Hinshaw, 1998), aber nur einem Innendurchmesser von 7 nm (Cocucci et al.,
2014). Die Breite der Zellkontaktmembran im Bereich der TJ liegt bei 7 bis 9 nm (Farquhar and
Palade, 1963). Dies erklart, dass Dynamin an der Abschniirung einer Doppelmembran vermutlich
nicht beteiligt sein kann, da deren Durchmesser zu grof3 ist.

Dieses doppelwandige Vesikel wird durch die V-H*ATPase angeséuert und fusioniert schlieBlich
mit dem Lysosom. Hier wird die innere Vesikelmembran, welche aus der Nachbarzelle stammt,
mitsamt dem enthaltenen Claudin degradiert, wéhrend die dulRere Membran Teil der
Lysosomenmembran wird. Daraus geht auch hervor, dass nur das Claudin aus der eigenen Zelle
durch lysosomale Rickbildung recycelt werden kann. Aus der Nachbarzelle aufgenommenes
Material wird dagegen abgebaut. In der sauren Umgebung des Lysosoms werden auch die trans-
Interaktionen von Claudinen gelockert (Lim et al., 2008).

Claudine, welche nicht in die TJs eingebaut sind, sondern frei in der Plasmamembran vorliegen,
kdnnen dagegen uber konventionelle Endozytoseweg endozytiert, recycelt, oder abgebaut werden
(Abb. 4.1). Cldn5 kolokalisiert zum Beispiel in Endothelzellen nach CCL2-Behandlung mit Rab4
(Rezyklosomenmarker) und EEAL1 (Marker fir frihe Endosomen) (Stamatovic et al., 2009) in
Rezyklosomen und frilhen Endosomen, von wo aus sie zuriick an die Plasmamembran recycelt
werden. Auch fir Cldnl konnte eine Kolokalisation mit EEA1 nachgewiesen werden (Asaka et
al., 2011).

Insgesamt lasst sich folgender Mechanismus des TJ turn-over ableiten: TJ-Teile werden via
cross-over Endozytose entfernt, im Lysosom werden die trans-Interaktionen getrennt und das
Claudin der Nachbarzelle abgebaut. Neu synthetisiertes oder recyceltes Claudin, welches aus

nicht-TJ-Bereichen der Zellmembran endozytiert wurde und in Rezyklosomen lokalisiert, wird
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zur TJ transportiert. Das Vesikel fusioniert mit der Plasmamembran, wo Claudin oder Claudin
cis-Oligomere in die TJ diffundieren, bis trans-Interaktionen mit freien Claudinen aus der
Nachbarmembran etabliert werden. Solch eine laterale Diffusion wurde beispielsweise fur Cldnl

und Occludin nachgewiesen (Shen et al., 2008).
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Abb. 4.1: Mechanismus der cross-over Endozytose. A: Schematische Darstellung der cross-over Endozytose. B:
Struktur des resultierenden Vesikels. Cross-over endozytiertes Claudin lokalisiert im Lumen des doppelwandigen
Vesikels, wahrend das Claudin aus der eigenen Zelle direkt im Kontakt mit dem Zytoplasma steht. C: Schema des
TJ-Remodeling. Claudine werden (ber cross-over Endozytose internalisiert und in einem Autophagosomen-
dhnlichen Vesikel dem Lysosom zugeflhrt (oben). Durch laterale Diffusion von ungebundenen Claudinen oder
Fusion von Vesikeln, welche neu synthetisiertes oder recyceltes Claudin enthalten, wird der Claudin-Gehalt der TJ
reguliert (unten). Aut: Autophagosom, FE: frihes Endosom, Lys: Lysosom, RE: Rezyklosom.

4.6. Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit sollte ein Endozytosemechanismus charakterisiert werden, durch welchen
Claudine in eine Nachbarzelle gelangen konnen. Es wurde der Beweis erbracht, dass
doppelwandige Vesikel, welche aus der Plasmamembran geldst werden, Claudine aus beiden

Nachbarzellen enthalten, was bisher nur spekulativ war. Es wurde ein Autophagosomen-
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ahnliches Vesikel nachgewiesen, welches aus der Internalisierung von Zell-Zell-Kontakten
hervor geht. Im Gegensatz zur Autophagosomen-Biogenese entsteht dieses doppelwandige
Vesikel nicht Uber ein Omegasom/Phagophor, sondern direkt aus der gleichzeitigen Endozytose
von zwei benachbarten Membranen. Dieses Modell illustriert einen Mechanismus Uber den
Claudine und andere Membranproteine mit starken transzelluldaren Wechselwirkungen
endozytiert werden kénnen, ohne dass vorher die trans-Interaktionen im extrazelluléaren Bereich
gelost werden.

Im Zuge der cross-over Endozytose kommt es zur Entfernung grof3er TJ-Abschnitte aus der
Membran, wodurch sich eine Moglichkeit zum raschen Umbau der TJs und somit zur Modulation
der Barriereeigenschaften ergibt. Eine Modulation kann beispielsweise durch den Einbau anderer
Claudin-Subtypen anstelle der entfernten Subtypen realisiert werden. Der konstitutive turn-over
von Claudinen im stabilen Zustand der TJs kann durch den Einbau derselben Subtypen
bewerkstelligt werden. Cross-over Endozytose ermdglicht ein synchronisiertes Remodeling von
Zellkontakten zwischen zwei Zellen, zum Beispiel die Reorganisiation von TJs im
Zusammenhang mit Wundheilung (Matsuda et al., 2004). Daher ist ein besseres Verstandnis der
Grundlagen und der Regulation dieser Form von Endozytose von Relevanz fir die Erfassung
entsprechender Krankheitszustande.

Es wurde auch untersucht, wie die autophagosomale Maschinerie in den Abbau von TJ-Proteinen
involviert ist. Diese scheint an der Initiierung der Internalisierung von cross-over endozytiertem
Claudin beteiligt zu sein, welche dann zum Lysosom transportiert und abgebaut werden. Es
bleiben jedoch viele Fragen offen. Eine davon ist, wie die Invagination eines doppelwandigen
Vesikels vonstattengeht und welche Proteine daran beteiligt sind. Die Krimmung einer
doppelwandigen Membran, welche zusatzlich durch die enthaltenen Transmembranproteine an
Rigiditat gewinnt, ist vermutlich ein energieaufwéndiger Prozess. Um eine solche Kriimmung zu
erzeugen wird das Vorhandensein spezifischer Proteine angenommen. So wird wéhrend der
Bildung von clathrin coated pits die Biegung der Membran durch Insertion von Epsin vermittelt,
welches an membranstandiges P1(4,5)P2 bindet (Ford et al., 2002). Fur doppelwandige Vesikel
wie Autophagosomen kann die Membrankrimmung durch eine Asymmetrie in den
Proteinmengen, welche in der inneren und &uBeren Membran inserieren erzeugt werden (Knorr et
al., 2012). Makroskopische Biegung der Membran kann auch durch Interaktionen mit dem
Zytoskelett erzeugt werden (Doherty and McMahon, 2008). Dieser Mechanismus wurde bereits

mit der cross-over Endozytose von Cadherinen in Verbindung gebracht (Sakurai et al., 2014) und
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erscheint daher ein vielversprechender Ausgangspunkt fur weiterflihrende Untersuchungen an der
cross-over Endozytose von Claudinen.

Die von den TJs endozytierten Vesikel enthalten nicht nur Cldn5, sondern auch Cldnl, -2, -7,
sowie Occludin, daher scheinen nicht selektiv einzelne Claudine endozytiert zu werden, sondern
vielmehr ganze TJ-Abschnitte. Dies steht im Kontrast zu Literatur, in welcher die spezifische
Regulation von Cldn2 Uber einen Autophagie-abhingigen Mechanismus beschrieben wird. Die
Autoren gehen von einer selektiven Internalisierung von Cldn2 aus der TJ aus (Nighot et al.,
2015). In Zusammenhang mit den hier erzielten Ergebnissen ist allerdings wahrscheinlicher, dass
es sich bei dieser selektiven Regulierung von Cldn2 um zwei verschiedene Prozesse handelt.
Zum einen wird Cldn2 unspezifisch als Teil der TJs entfernt, zusammen mit anderen Claudinen.
Zum anderen werden selektiv andere Claudinsubtypen an dessen Stelle in die TJ eingebaut.

Fur die Stabilisierung einiger Claudine in der Membran, zum Beispiel Cldn2 und Cldn4, ist eine
Phosphorylierung im C-terminalen Bereich notwendig (Aono and Hirai, 2008; Van Itallie et al.,
2012). Dagegen induziert Ubiquitinierung die Endozytose von Claudinen, Cldn5 wird nach
Ubiquitinierung Uber Proteasomen, aber auch ber das Lysosom abgebaut (Mandel et al., 2012).
Polyubiquitinierung von Cldn1 fihrt zum Abbau durch das Lysosom (Takahashi et al., 2009) und
Ubiquitinierung von Cldn8 fiihrt zu dessen Abbau (ber einen nicht untersuchten Abbauweg
(Gong et al., 2015b). Die Regulation von TJs durch das Zusammenspiel von Ubiquitinierung und
Phosphorylierung wurde fiir Occludin bereits demonstriert (Murakami et al., 2009) und kame so
auch fur Claudine in Frage.

Weiterhin stellt sich die Frage, wie das doppelwandige Vesikel von der Membran abgeschniirt
wird. Es wurde kein Einfluss von Dynasore auf die cross-over Endozytose gefunden. In Frage
kommt zum Beispiel der ESCRT-111 Komplex. Dieser ist in die Schliefung der Autophagosomen
involviert, ein nicht funktionierender ESCRT-III-Komplex flihrt zu einer Anreicherung an
Autophagosomen, die nicht abgebaut werden kénnen (Lee et al., 2007). Der ESCRT-I11-Komplex
steht auch in Verbindung mit TJs und wird fur konstitutives Recycling von Cldnl benétigt
(Dukes et al., 2011).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit ein Mechanismus des TJ-
Umbaus naher charakterisiert wurde, in welchem trans-interagierende Proteine aus zwel
Nachbarzellen zusammen endozytiert werden. Diese cross-over Endozytose erfolgt in
Autophagosomen-ahnlichen, doppelwandigen Vesikeln, welche mit Autophagiemarkern

kolokalisieren und zu Lysosomen transportiert werden. Autophagie reguliert also direkt die
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Claudine in den TJs, und ist nicht nur fir deren Abbau nach Endozytose zustandig.
Beobachtungen an anderen Zellkontaktproteinen wie Connexinen und Cadherin, lassen die

Hypothese zu, dass es sich hier um einen generellen Mechanismus handelt, der fir die
Reorganisation von Zellkontakten genutzt wird.
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Zusammenfassung

Claudine (Cldn) sind transmembranale tight junction (TJ)-Proteine, welche den parazellularen Spalt in
Epithelien und Endothelien abdichten. Durch Interaktionen mit Claudinen in derselben Membran (cis) und
in der gegeniberliegenden Membran benachbarter Zellen (trans) regulieren sie den parazelluldren
Stoffaustausch. TJ-Umbau durch Endozytose und Neueinbau von Claudinen sind essentielle Regulatoren
der TJ-Zusammensetzung, wortiber die Barriereeigenschaften von Zellschichten bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde der Mechanismus der cross-over Endozytose charakterisiert, bei welcher Claudine
aus der gegeniberliegenden Membran in die Nachbarzelle endozytiert werden, zusammen mit dem
eigenen Claudin. Aminosauresubstitutionen in der zweiten extrazellularen Schleife von Cldn5 (Cldn5g1474
und Cldn5qsee) fulhrten in MDCK-II-Zellen zu gestorten cis- und trans-Interaktionen und zu
beeintrachtigten Barriereeigenschaften, die mit reduzierter Bildung von TJ-Strangen einhergingen. Es
wurde gezeigt, dass cross-over Endozytose von Claudin-Claudin-Interaktionen abhangt, da Cldn5g1474 und
Cldn501s6e Wesentlich seltener cross-over endozytiert wurden als Cldn5. Mittels stimulated emission
depletion (STED)-Mikroskopie wurden doppelwandige, Cldn5-haltige Vesikel nachgewiesen. Die dulere
Membran dieser Vesikel war in Kontakt mit dem Zytosol, wie durch selektive Proteolyse des
zytoplasmatischen Materials bewiesen wurde. Cross-over endozytiertes Cldn5 lokalisierte dagegen im
Vesikelinneren. In diesen Vesikeln kolokalisierten verschiedene Claudin-Subtypen sowie Occludin. Es
handelt sich somit um einen Prozess, tiber den zusammenhdngende Membranbereiche, nicht aber einzelne
Claudine endozytiert werden. Die cross-over Endozytose von Cldn5 war abhdngig von
Clathrin/Adapterprotein 2 sowie von Caveolin/Cholesterol, aber unabhangig von Dynamin. AulRerdem
wurde der Abbau cross-over endozytierter Vesikel tber den Autophagie/Lysosom-abhdangigen Weg
nachgewiesen. Cross-over endozytiertes Cldn5 kolokalisierte mit Lysomen sowie mit Autophagosomen-
Markern (LC3 und ATG16L). Die Inhibition des lysosomalen Abbaus fihrte zur Akkumulation von cross-
over endozytiertem Cldn5. ATG16L ist bekanntermalien an der Autophagosomenbiogenese beteiligt und
ist typisch fir frihe Autophagosomen. Die Présenz von ATG16L, sowie GFP-LC3 in cross-over
endozytierten Vesikeln deutet auf eine direkte Rolle der autophagosomalen Maschinerie fir die
Endozytose von in die TJs integrierten Claudinen hin. Die Internalisierung von Claudin-abgeleitetem
Peptiden erfolgte teilweise Uber cross-over endozytierte Vesikel, also nach Bindung an Claudine innerhalb
der TJ, aber auch (ber die Bindung an freie Claudine auBerhalb der TJs.

Insgesamt wurde ein Mechanismus charakterisiert, welcher im Kontext friherer Untersuchungen generelle
Bedeutung fiir das Remodeling von Zellkontakten und die Endozytose trans-interagierender
Transmembranproteine aufzeigt. Als Mittel zur Regulierung der Permeabilitdt von Zellbarrieren spielt
cross-over Endozytose von Claudinen eine wichtige Rolle unter physiologischen und pathologischen

Bedingungen.
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Summary

Claudins (Cldns) are transmembranous tight junction (TJ) proteins that seal the paracellular cleft in
epithelia and endothelia. They regulate the paracellular solute exchange through Cldn-Cldn interactions
along the same membrane (cis) and with Cldns in neighboring cells (trans). TJ-remodeling via
endocytosis and incorporation of different Cldns is an essential regulator of TJ-composition which
determines the barrier properties of a cell layer.

In this study, cross-over endocytosis was characterized, a mechanism during which Cldns are endocytosed
into the neighboring cell together with the cell’s own Cldns. Amino acid substitutions in the second
extracellular loop of Cldn5 (Cldn5g147a, Cldn5o1see) led to reduced cis- and trans-interactions, and to
impaired barrier function in MDCK-II cells which was accompanied by reduced TJ-strand formation.
Cross-over endocytosis was shown to depend on Cldn-Cldn interactions, as Cldn5ria7a und Cldn5o1see
were less frequently cross-over endocytosed than wildtype Cldn5. Using stimulated emission depletion
(STED)-microscopy the existence of Cldn5-containing, double membrane vesicles was demonstrated.
The outer membrane of this vesicle was oriented towards the cytosol, which was confirmed by selective
proteolysis of cytoplasmic material. Cross-over endocytosed Cldn5 located towards the lumen of the
vesicle. Different Cldn-subtypes as well as occludin were found to colocalize with these vesicles.
Therefore cross-over endocytosis is a process that internalizes coherent membrane sections, but not
individual Cldn molecules. Cross-over endocytosis depended on clathrin/adapter protein 2 and
caveolin/cholesterol but was independent of dynamin. Moreover, degradation of cross-over endocytosed
vesicles via the autophagy/lysosomal pathway was demonstrated. Cross-over endocytosed Cldn5 was
shown to colocalize with the lysosome, as well as with autophagy markers (LC3, ATG16L). Inhibition of
lysosomal degradation led to an accumulation of cross-over endocytosed Cldn5. ATG16L is known to be
involved in autophagosome biogenesis and is typically found in early stages of autophagosome formation.
The presence of ATG16L and GFP-LC3 in cross-over endocytosed vesicles suggests a direct role for the
autophagosomal machinery in the endocytosis of Cldns integrated in the TJs. Internalization of Cldn-
derived peptides occurred via binding of the peptides to Cldns inside the TJs and to free Cldns outside the
TJs.

In conclusion this study characterized a mechanism that, in the context of existing knowledge, has
relevance for the remodeling of cell contacts and for the endocytosis of transmembrane proteins with
strong associations with the opposing membrane. As a means for the regulation of the permeability of cell

barriers cross-over endocytosis plays an important role for physiologic and pathologic conditions.
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Anhang
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cLD21 cLD21
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Anhang 1: Stammbaum der humanen Pfam00822-Superfamilie. Das Alignment wurde mit MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) durchgefiihrt
und mit Jalview (http://www.jalview.org) bearbeitet. Der Stammbaum wurde nach der Neighbourhood Joining Methode (nach prozentualer Ubereinstimmung in den
Sequenzen) erstellt. Rechts: Alignment der zweiten extrazelluldren Schieife. Die Positionen der Mutationen F147 und Q156 sind mit blauen Pfeilen markiert. F147
ist innerhalb der Claudine konserviert. Rot: basische Aminoséure (AS), Blau: saure AS, Gelb: lipophile AS, Griin; hydrophile AS, Lila: Cystein, Grau: Prolin.
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Anhang 2: iTASSER-Modelle der humanen Pfam00822-Familie. Die Modelle
wurden Cldn13 wurde bisher nur in der Maus gefunden, daher ist es in dieser
Darstellung nicht vorhanden. Als Grundlage der Modelle dienten die bekannten
Kristallstrukturen von Cldn15 und Cldn19 (Kasten). Graue Ebene: ungeféhre
Position der Plasmamembran. Rot: basische Aminosdure (AS), Blau: saure AS,
Gelb: lipophile AS, Grun: hydrophile AS, Grau: Prolin.
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MTT-Test Claudin-5

w 1.5 ] unbehandelt
S B3 TritonX-100 0.1%
2 N [ Filipin 11l
= % :\§ § g = Chlorpromazin
g sl I HINDE & chioroqun
g N EINAE & Lvze4002
& @ N EIN E YM201636

0.0l LE AN BEINNVAEH B Rapamycin

MTT-Test untransfizierte Zellen i Cldn5  Untr.
Unbehandelt 21 8

as 197 :
Hyl TritonX-100 6 3
% Filipin 111 6 3
c
2 1.0 = - = = Dynasore 6 3
£ b = § g g Chlorpromazin 24 11
g % § % E Chloroquin 2 8
% e % § % E LY294002 3 6
B % § / E YM201636 17/ 6
& n 215

0.0 @ % & 4 = Rapamycin 17 5

Anhang 3: Die eingesetzten Inhibitor-Konzentrationen sind nicht zytotoxisch. MTT-Test an TRQ-Cldn5 oder
YFP-Cldn5 transfizierten MDCK-II-Zellen (oben), oder untransfizierten MDCK-11-Zellen. Die Zellen wurden mit
TritonX-100 (0,1%, 15 min) als Positivkontrolle behandelt. Behandlung mit Filipin 111 (15 uM, 2 h), Dynasore
(100 uM, 2 h), Chlorpromazin (50 uM, 1 h), Chloroquin (200 pM, 3 h), LY294002 (100 uM, 3 h), YM201636
(1 uM, 3h) oder Rapamycin (200 nM, 5 h) hatte keinen Einfluss auf die Zellproliferation. Kruskal Wallis Test mit
Dunns Post-Test.
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Anhang 4: Kolokalisation von Claudin-1 mit Endosomenmarkern. Kokulturen monotransfizierter YFP-Cldnl
oder TRQ-Cldnl1 exprimierender MDCK-I1-Zellen wurden mit Antikérpern gegen Rab4, -5, -7, -9 und -11 geférbt.
Abgebildet sind konfokale Z-Projektionen. Pfeile: cross-over endozytiertes Cldnl-Vesikel, welches den jeweiligen
Marker enthalt. Pfeilkopfe: cross-over endozytiertes Vesikel ohne Endosomenmarker.
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Anhang 5: Manders-Koeffizient von Claudin-5 mit Endosomen-Markern in MDCK-11-Zellen. Der Manders-
Koeffizient wurde in YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokulturen monotransfizierter Zellen zwischen Cldn5 und dem
jeweiligen Endosomenmarker bestimmt (also der Anteil von Cldn5, welcher mit dem Marker Uberlappte). Die
Koeffizienten unterschieden sich nicht zwischen YFP-Cldn5-Zellen und TRQ-Cldn5-Zellen (bestimmt mit
zweiseitigem t-Test) und wurden daher zusammengelegt. Die Anteile des gesamten Claudins, welcher mit dem
Marker Uberlappt war genauso hoch wie der Anteil des cross-over endozytierten Cldn5. Nur etwas mehr als 10% des
gesamten Cldn5 Uberlappte mit cross-over endozytiertem Cldn5, wahrend etwa 70% des cross-over endozytierten
Cldn5 mit der Gesamtmenge an Cldn5 Uberlappte. n> 10 fur alle Endosomenmarker, n> 100 fiir cross-over
endozytiertes vs. gesamtes Cldn5. Kruskal Wallis Test mit Dunns Post-Test.
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Anhang 6: 100 uM Chloroquin (CQ) fuhrt zum rescue der Intensitat des cross-over endozytierten YFP-
Claudins. Kokulturen monotransfizierter MDCK-II-Zellen wurden mit CQ (100 uM) behandelt und die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat bestimmt. Links: YFP-Cldn5/TRQ-Cldn5 Kokultur. Rechts: YFP-
Cldn1/TRQ-Cldn1 Kokultur. Es wurde jeweils das cross-over endozytierte Claudin ausgewertet. Kruskal Wallis Test
mit Dunns Post-Test.
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Gesamt Cross-over

Anhang 7: Humane si-RNA gegen LC3 hat keine eindeutigen Effekte in MDCK-II-Zellen. YFP-Cldn5/TRQ-
Cldn5 Kokulturen monotransfizierter Zellen wurden 24 h bzw. 48 h mit si-RNA gegen LC3 behandelt. Ub:
unbehandelt, SI: LC3 knock-down mit si-RNA. A: Die Vesikelzahlen waren nicht signifikant verandert (zweiseitiger
Mann Whitney Test). Nach 24 h bzw. 48 h zeigten sich gegenséatzliche Tendenzen. n = 9 — 16 analysierte Zellen. B:
Western blot von Zelllysaten untransfizierter und YFP-Cldn5 transfizierter MDCK-I1-Zellen.
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Anhang 8: Inhibition von PIKfyve fihrt zu reduzierten Vesikelzahlen von endogenem Claudin-1. Die

Vesikelzahlen von

endogenem Cldnl wurden in
monotransfizierter MDCK-II-Zellen quantifiziert. Die Cldnl-Vesikelzahlen wurden sowohl in YFP-Cldn5 als auch
in TRQ-Cldn5 transfizierten Zellen bestimmt und auf den unbehandelten Wert der jeweiligen Zellinie normiert.
n > 50 analysierte Zellen. One-way Anova.
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