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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Epitheliale und endotheliale Zellen bilden pharmagische Barrieren in vielen Teilen des Or-
ganismus. Zum Beispiel wird das periphere Nervanaayslurch das Perineurium und das zen-
trale Nervensystem durch die Blut-Hirnschranke géber den meisten hydrophilen Wirkstof-
fen abgeschirmt. Diese Barrieren erschweren dadlieciherapie z.B. von neurodegenerativen
Erkrankungen oder eine spezifische SchmerzbehagdatrPerineurium. Bisherige Strategien
zur verbesserten Wirkstoffzufiihrung basieren auudepezifischen Offnung von Zellbarrieren
mit zum Teil molaren Dosierungen, sind durch hohsikBn und Nebenwirkungen und
eingeschrankte Effizienz gekennzeichnet oder bgealdti aufwandige galenische
Modifikationen. Klinische Anwendungen sind desHhaikher sehr begrenzt.

MaRgebend fur die parazellulare Barriereabdichtsing bestimmte Claudin (Cld)-Subtypen.
Diese Transmembranproteine dichten mit ihren eali@daren Schleifen (EZS) den
parazellularen Spalt ab und begrenzen damit diéfd8tosion zwischen den Zellen. Die
Kombination der Cld-Subtypen ist gewebespezifisdhre Modulation durch EZS-
Peptidomimetika stellt daher eine vielversprecheBiategie dar, um die Durchlassigkeit einer
Barriere spezifisch und sicher zu erhéhen.

Zur Modulation von Cld-Interaktionen fiir die partaiére Offnung wurden Peptidomimetika
der EZS1 und -2 von Cld1 bis -5 hergestellt und imolekularen, strukturellen und Bindungs-
eigenschaften untersucht. Schwerpunkt der Arbeitdes Cld1-Peptid mC1C2. Es fuhrte in
Zellkulturbarrieren mit unterschiedlicher Cld-Auststing zur Umverteilung von Cld1-5 von der
Zellmembran ins Zytosol und dadurch zur Beeintigainty der Barrierefunktion. mC1C2 in-
ternalisierte in Minuten, interagierte direkt midC und -5 und indirekt mit Cld2-4, modulierte
die Cld-Strangstruktur und erhdhte ab 6 h konzeatrsabhéngig und reversibel die Permea-
tion hydrophiler, ansonsten nicht barrieregangi§estanzen. Diese Befunde bestétigten sich
in viva mC1C2 fiuhrte durch Cld1-Bindung und tber den Skaptionsfaktor Cdx2 zur Cld1-
Downregulation im Cld1-dominierten Perineurium. k&sn zur zeit-, dosisabhangigen, neben-
wirkungsfreien Offnung fir hydrophile, nicht-perimaimgangige Wirkstoffe fir bis zu 48 h.
Mit Struktur-/Funktionsuntersuchungen wurden die 162-Wirkregion ermittelt, optimierte
Derivate hergestellt und die Peptidaktivitat auf giFaltblatt, das von einer-Helix flankiert
wird, eingeengt. Auf dieser Grundlage wurde ein Bbaur Interaktion zwischen mC1C2 und
Cld1 entwickelt. Insgesamt wird das Verstandnisridhe molekulare Struktur, Funktion und
Regulation von Claudinen als Barrierebildner ursdZaél fir pharmakologische Interventionen
erweitert und die peptidbasierte Permeationsvéust@r als eine aussichtsreiche Strategie fur

die spezifische, transiente, nebenwirkungsfrei@@ff von Zellbarrieren identifiziert.




Summary

Summary

Epithelial and endothelial cells constitute pharatagical barriers in organs such as the peri-
neurium and the blood-brain barrier, which effi¢lgrimit the delivery of hydrophilic drugs
into the peripheral and central nervous systenpeds/ely. As a consequence, specific
treatment of pain via the perineurium or therapyeaf. neurodegenerative diseases is ham-
pered. Current strategies to improve drug penetraticlude unspecific opening of cell barri-
ers using high doses, produce side-effects or spedfic drug formulation which limits their
clinical application.

The paracellular tightening is mediated by speafaudin (Cld) subtypes. The extracellular
loops (ECL) of these transmembrane proteins closgparacellular gap against uncontrolled
diffusion. As different barriers show tissue spiecld subtype patterns, their modulation is a
promising strategy to improve drug release and nabke safe and reliable drug access
through cell barriers.

Aimed at paracellular opening, peptidomimetics et from ECL1 and -2 of Cld1-5 were
developed to modulate Cld interactions. FocusinghenCld1 peptide mC1C2, their molecu-
lar, structural and binding properties were exawhirie cell culture models exerting different
Cld compositions, mC1C2 application led to a redistion of Cld1 to -5 from the plasma
membrane to the cytosol, thereby compromising teidr tightness. mC1C2 was interna-
lized within minutes, it interacted directly withldd and -5 and indirectly with Cld2-4.
mC1C2 modulated the CId strand morphology andtista6 h after administration, reversi-
bly increased the permeability for hydrophilic, aby barrier-impermeable molecules in a
concentration dependent manner. These findings werdirmed in vivo in the Cld1-
dominated perineurium, where mC1C2 induced Cld1lrdmgulation by binding to Cld1 and
suppressing the transcription factor Cdx2. Foraugg h, a time- and dose depended opening
of the perineurium was observed for hydrophilic poends being perineurium-impermeable
under normal conditions. Using a structure-/functtapproach, the active region of mC1C2
was elucidated, an optimized derivative was dewadognd the activity of mC1C2 was at-
tributed to gs-sheet, flanked by am-helix. These results provided the basis for theetigp-
ment of a model describing the spatial interactbmC1C2 and Cld1.

The knowledge about the molecular structure, famcéind regulation of claudins is extended
in the light of their barrier-forming propertiescaas a target for pharmacological interven-
tion. Furthermore, the data indicate that a pepbased strategy to enhance drug permeation

is promising to specifically, transiently and sgfepen cellular barriers for drug delivery.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Epitheliale und endotheliale Barrieren

Epithelgewebe bilden innere und auf3ere Oberflastoen Organen [1]. Wahrend durch
Epithelzellen z.B. der Gastrointestinaltrakt auseielet oder die Epidermis der Haut ge-
bildet wird, kleiden die ebenfalls zum Epithel gedridlen Endothelzellen das Blut- und
LymphgefalRsystem aus. Epitheliale und endothefialeen sind somit wichtige Barrieren
gegenuber inneren und aufl3eren Einflissen. Gleithk@nnen Barriereeigenschaften der
genannten Zellen den Durchtritt von pharmakologscBubstanzen zum Wirkort verhin-

dern, wodurch Diagnose und Behandlung erschwedemer

1.1.1 Funktion und Aufbau

Epitheliale und endotheliale Barrieren sind entstdred fur die Aufrechterhaltung stabiler
physiologischer Bedingungen im Organismus. Wesdnttierfur ist ihre Fahigkeit, den
Stofftransport zu kontrollieren, wodurch sie Kontpaentierung und regulierten Stoffaus-
tausch zwischen Geweben ermdglichen [2]. Epithielmelachsen ein- bis mehrschichtig,
wahrend Endothelzellen stets einschichtig vorliefgn Beide Zelltypen finden sich an
einer Basalmembran, durch die sie mit daruntentidga Bindegewebsschichten verbun-
den sind. Sowohl Epithel- als auch Endothelzelied golarisiert, d.h. sie besitzen eine
apikale (luminale) Zellseite und eine basale (alhahe) Zellseite [3]. Die Zellen stehen
Uber die Zell-Zell-Kontakte derght junctions(TJs),adherens junctionsnacula adherens
(Desmosom, nur in Epithelzellen) ugdp junctionsmiteinander in Verbindung (Abb. 1)

[4, 5]. Die TJs enthalten transmembranBi®teine und umrunden die gesamte Zelle.

Aufnahme von(A) RattengehirnkapillarendothelzellefB) humanen Kolonepithelzellen (Caco-2) uf@)
Saumzellen (Dinndarmepithel). Dight junctions(TJs, Pfeil) sind der apikalste Zell-Zell-Kontakhd
verschlieRen den parazellularen Spalt groRenselgieientber der interzellularen Diffusion von Stoff
AJ, adherens junctionsD, macula adherengDesmosom); ER, endoplasmatisches Retikulum; mp-Mi
chondrium; Mv, Mikrovilli. (A, B) verandert nach [6(C) nach [2].
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Dadurch wird die Zellmembran in einen apikalen enten basolateralen Bereich mit un-
terschiedlichem Proteinbesatz unterteilt [7, 8]h&bgig von ihrer Funktion unterscheiden
sich epitheliale und endotheliale Barrieren in ihBachtigkeit. Diese wird wesentlich
durch ihre transzellularen Transporteigenschafteh die Zell-Zell-Kontakte der TJs, die
die parazellulare Stoffdurchlassigkeit regulierbastimmt (Abb. 1) [4, 5]Wé&hrend z.B.
die auf Stoffresorption spezialisierten Epitheldges Dinndarms eine hohe parazellulare
Durchlassigkeit aufweisen [9], sind andere Bereidhe Korpers von besonders dichten
Zellbarrieren umgeben. Hierzu zahlen u.a. das akentund periphere Nervensystem
(ZNS/PNS), die durch die Blut-Hirnschranke (BHSHuwtas Perineurium geschitzt wer-
den [10]. Die Dichtigkeit der Barrieren spiegelttsin ihrem transzellularen elektrischen
Widerstand (TER) wider, der z.B. in der BHS >100&n? [11] und im Dinndarm
<100Q-cn¥ betragt [9].

1.1.1.1 Das Perineurium

Die epithelioiden Zellen des Perineuriums bildemeeBarriere (Abb. 2B) und ermdglichen
dadurch die Homoostase des PNS [12]. Das Perimaurasteht aus bis zu 15 Zellschich-
ten, die sich konzentrisch um das Endoneuriumein die Nervenfasern verlaufen, lagern.
Jede Perineuralzellschicht ist dabei durch einealBasmbran von der anderen getrennt
[13]. Mal3geblich fir die Barrierebildung sind didsTider Perineuralzellen [14, 15]. Neben
der Regulation der Passage von lonen, Nahrstoffehdem Schutz vor neurotoxischen
Substanzen [16], unterbindet das Perineurium affizieat die Permeation von hydrophi-
len Arzneistoffen ins PNS [17, 18].

1.1.1.2 Die Blut-Hirnschranke

Die BHS ist eine selektive Zellbarriere, die dewffaiustausch zwischen Blut und ZNS
kontrolliert und dadurch fur stabile physiologisdedingungen im ZNS sorgt [19]. Durch
sie wird der Austausch von lonen, Nahrstoffen umaffechselendprodukten reguliert
und das Vordringen von z.B. Neurotoxinen ins ZN&thmunden [20]. Die BHS wird von

Gehirnkapillarendothelzellen, die die Wand der @®apillaren auskleiden, gebildet
(Abb. 2A) [21]. lhre Barriereeigenschaften hangemvVorhandensein der TJs ab [22]
und sind nicht starr, sondern kdnnen den jeweiligieysiologischen Notwendigkeiten an-
gepasst werden. Dies geschieht in WechselwirkurigPemiizyten, Astrozyten, Nervenzel-

len und Mikroglia, die zusammen mit den Gehirnkapéndothelzellen die ,Neurovasku-
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lare Einheit* bilden [23]. Aufgrund ihrer Barrieiigenschaften verhindert die BHS das

Vordringen von >98% aller niedermolekularen Wirkitons ZNS [24].

Astrozytenendfuly Fenstrierte Endothelzelle
Perizyt TJ Kapillarlumen

. Perineuralzelle
TJ der Kapillarendothelzellen . .
. » perineurale Barriere
Basallamina

X A Kapillarendothelzelle
Gehirnkapillarlumen Nervenfaser

Kapillarendothelzelle » BHS Endoneurium
Neuron Basallamina .
; : —— Fibroses Perineurium
— Mikroglia —— Epineurium
ZNS

Abb. 2  Aufbau der Blut-Hirnschranke und der perineuralen Barriere. Schematische Darstellung der
Blut-Hirnschranke (BHS) und der perineuralen Ba&i€A) Die BHS wird aus Gehirnkapillarendothelzellen
(blau) gebildet, die die Wand von Gehirnkapillaent) auskleiden und mit ihren abdichtendaght junc-
tions (TJs, Pfeil) den parazellularen Spalt verschlieesammen mit Astrozyten, Perizyten, Neuronen und
Gliazellen bilden sie die ,Neurovaskuléare Einheitid regulieren die Homdostase des zentralen Neysens
tems (ZNS)(B) Die perineurale Barriere wird aus den epithelioi@®llen des Perineuriums (Perineuralzel-
len, griin) gebildet, die durch ihre abdichtendes di& parazellulare Diffusion von Stoffen ins Enelanum
kontrollieren und so die Homdostase des periphBernensystems aufrechterhalten.

1.1.2 Wirkstoffdurchtritt durch Zellbarrieren

Der Wirkstoffdurchtritt durch Epithel- und Endothellschichten wird durch die Barriere-
eigenschaften der Zellen und die physikochemisdbBigienschaften des Wirkstoffs be-
stimmt. Die Wirkstoffpassage durch Zellen kann peHalar oder transzellular erfolgen
(Abb. 3) [9, 25]. Die Fahigkeit zur transzellularBiffusion eines Wirkstoffes hangt stark
von seiner Lipophilie ab. Sehr lipophile Wirkstoff@Octanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizient, LogP, >5) neigen dazu, sich lediglichder Plasmamembran anzureichern,
wohingegen hydrophile Stoffe (LogP <0) nur sehrrbegt in diese eindringen. Im Gegen-
satz dazu konnen Wirkstoffe mit einem LogP zwisch&rund<5 transzellular durch die
Plasmamembran diffundieren [26-28]. Allerdings vesrdliese zum Teil dabei durch Mit-
glieder derATP-binding cassettéABC)-Transporterfamilie und anderen Effluxtranspo
tern aus der Zelle geschleust (Abb. 3) [29, 30]rallech Enzyme abgebaut [31]. Da die
transzellulare Diffusion hydrophiler Wirkstoffe dir die Plasmamembran unterbunden
wird, steht fur diese Verbindungen, wenn sie nibimtch Transporter erkannt oder durch
rezeptor-/adsoptionsvermittelte Transzytose disrRéanembran Gberwinden, nur der pa-
razellulare Weg zur Verfliigung [9, 28]. Die parazigte Diffusion von Wirkstoffen wird
in Epithel- und Endothelzellen allerdings durch @is limitiert (Abb. 3) [5, 7].

Aufgrund der genannten Aspekte ist die Zahl zetlbeegéngiger Wirkstoffe relativ gering
und beschrankt sich auf Molekule mit sehr spezifsscphysikochemischen Eigenschaften.

So zeigen 90% der oral verabreichten Wirkstoffe, die klinischer Phase Il erreicht ha-

3
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ben, ein Molekulargewich£500 Da, einen LogR5, <5 H'-Donatoren und<10 H'-
Akzeptoren [28]. BHS-gangige Wirkstoffe sind durobch stringentere Eigenschaften
charakterisiert: Molekulargewicht <450 Da, bere¢bnéogP <5, <3 F-Donatoren und
<7 H-Akzeptoren [32]. Dadurch unterbindet die BHS damrdvingen von >98% aller
niedermolekularen und nahezu 100% der héhermolekulgAntikérper, Peptide, rekom-
binante Proteine) Wirkstoffe in das ZNS [24]. Audas Perineurium verhindert das Ein-
dringen von hoch- und niedermolekularen Verbindmn{$8, 34], inklusive hydrophiler
Wirkstoffe [17, 18], ins PNS. Dies fuhrt dazu, das3. fiir die lokale Schmerzbehandlung
(z.B. Patientenmobilisierung nach orthopadischerer@mnen) lberwiegend lipophile,
unspezifisch wirkende Lokalanasthetika wie Lidocadter Ropivacain verwendet werden
[18, 35]. Diese blockieren neben der Schmerzweiterig z.B. auch Motoneuronen und
erschweren dadurch die aktive Teilnahme von Patreah physiotherapeutischen Behand-
lungen. Spezifisch auf Schmerzrezeptoren wirkendméistoffe wie der p-Opioid Rezep-
tor-Agonist [D-Al&, N-MePhé, Gly>-ol]-Enkephalin (DAMGO) koénnen aufgrund ihrer
hydrophilen Natur und der damit verbundenen gennggerazellularen Diffusion durch das

Perineurium, nicht eingesetzt werden [18].

Abb. 3  Mdglichkeiten der Wirkstoffpassage tber Zel
TZ PZ barrieren. Lipophile Wirkstoffe kénnen transzellular (TZ)
f 1 Wena) durch die Plasmamembran (PM) diffundieren (D). Di#fu-
AVT RVTTVT D D Efflux | sion hydrophiler Wirkstoffe unterbindet die PM, dass diese
die Zellbarriere transzellular nur Uber die tramsgpvermit-
telte Transzytose (TVT, z.B. Glukose Transporterrgéyep-
torvermittelte Transzytose (RVT, z.Bow density lipopro-
teinRezeptor) oder adsorptionsvermittelte Transzytose
(AVT) Uberwinden kdénnen. Alternativ kénnen hydrdphi
Wirkstoffe Zellbarrieren auch parazellular (PZ) dlkieden.
Das Ausmal variiert allerdings gewebeabhangig audfgier
tight junction(TJ)-Komposition stark und findet z.B. im Peri-
nerium nur sehr begrenzt und in der Blut-Hirnsckeafak-
O o tisch nicht statt. Alle Stoffe kdnnen einem RUcksport
durch ABC-Transporter (Efflux) unterliegen.

T
basolateral  *A* O

Insgesamt fuhren die Barriereeigenschaften vorhEpitind Endothelzellen zur Aufrecht-
erhaltung von Kompartimentierung und Homdostasealleaerschweren sie jedoch erheb-
lichen die Diagnostik und Behandlung von ZNS-Erkiargen wie Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson, Schlaganfall, Gehirntumoren [@d¢r die lokale Schmerztherapie [18,
36], da sie, bedingt durch die TJs, die parazebulZiffusion von hydrophilen Wirkstoffen

zum Zielort stark limitieren.
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1.2  Dietight junctions

In Epithelzellen bilden die TJs die Grenze zwisclapikaler und basolateraler Plasma-
membran (Abb. 3) und stellen den apikalsten Zell-Rentakt dar (Abb. 1) [4]. In En-
dothelzellen liegen die TJs lateral vor, jedocthhigeparat, sondern in sehr enger raumli-

cher Nahe zu deadherens junctiong37].

1.2.1 Funktion

Die TJs dichten den parazellularen Spalt zwischpithEl- bzw. Endothelzellen ab und
bilden damit eine Barriere gegeniiber dem paraze#ual Durchtritt hydrophiler Stoffe [38-
40]. Abhangig von der gewebespezifischen, molekual&roteinzusammensetzung der TJs
variiert die parazellulare Abdichtung hinsichtli@r63e und Ladung [41]. Neben der Ab-
dichtung der Zellzwischenraume trennen die TJsapiluminale) von basolateralen (ab-
luminalen) Plasmamembranbestandteilen [7, 8], wddsie an der Ausbildung und dem
Erhalt der Zellpolaritat beteiligt sind [42]. Le¢&zes ermdglicht u.a. die polare Verteilung
von Transportern zur Nahrstoffaufnahme und Entgdtdes ZNS [43]. Durch die polare
Verteilung von z.B. ABC-Transportern (Abb. 3) konneiederum Wirkstoffe gerichtet
aus Zellen geschleust werden [29, 30]. Daruberdsifmlden die TJs eine Signalplattform

und sind dadurch in Prozessen wie Zelldifferenzigrund Proliferation [44] involviert.

1.2.2 Bestandteile und Struktur

Die TJs sind ein Multiproteinkomplex der aus Traesmranproteinen und membranasso-
Ziierten Proteinen besteht. Zu den wichtigsten Sim@mbranproteinen gehéren die Clau-
din (Cld)-Familie [45] und die Tassociatedmyelin and lymphocyte and related proteins
for vesicle trafficking and membrane liINKARVEL) proteins (TAMPS) [46] Occludin
(Occ) [47], Tricellulin (Tric) [48] und MarvelD3 Bi. Darlber hinaus lokalisieren in den
TJs u.a. digunction adhesion moleculé3AMs) [50] und decoxsackie adenovirus recep-
tor [51] (Abb. 4). Zur Gruppe der Membran-assoziieriehProteine gehéren z.B. das
zonula occludengrotein (ZO) [52] und Cingulin [53] (Abb. 4). Mikroskopike Untersu-
chungen zeigen, dass die TJs einen die Zelle ure8emnden Ring (Abschlussleiste) bil-
den, an dem die Plasmamembranen benachbarterrbardender Zellen nahezu mitei-
nander zu fusionieren scheinen [4] ( Abb. 4). Irfriégoruch-Elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wird deutlich, dass dieser Ring aus eiBémrangnetzwerk aus kontinuierlichen

und diskontinuierlichen Partikeln aufgebaut ist,[38].
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Abb. 4  Aufbau der tight junctions. (A) Gefrierbruch-Elektronenmikroskopische Aufnahme viatesti-
nalen Epithelzellen; digight junctions(TJs) sind als Abschlussleiste in Form eines Netkes aus inter-
membranalen Strangen sichtbar; Mv, Mikrovilli; vedé&rt nach [2](B, C) Schematische Darstellung des TJ-
Kontaktbereiches dreier Zellen; der parazellulgpaltS(PZS) zwischen zwei Zellen wird durch ein didle
umschlieendes Netzwerk von TJ-Proteinen (Clauglinetion adhesion molecul¢3AMs), Occludin, Mar-
velD3) verschlossen, wobei die Claudine die Strddghg und maf3geblich die Abdichtungsfunktion vermi
teln; der PZS im Drei-Zell-Kontakt wird von Tricelin abgedichtet; nicht TJ-spezifisckenula occludens
proteins(ZO) stellen den Kontakt der transmembranen Tdeffre mit dem Aktinzytoskelett her; PM, Plas-
mamembran; bTJ, bizellulare TJ; tTJ, trizellulade Ferandert nach [55].

1.2.2.1 Claudine — Grundlage der parazellularen Abdichtung

In Saugetieren umfasst die Familie der Claudinaelk7 Mitglieder [56], wobei die Cld-
Zugehorigkeit der zuletzt entdeckten Cld25-27 [Gif]stritten ist [58]. Claudine gehéren
zur pfam00822 Superfamilie [59] und sind durch zexdirazellulare Schleifen (EZS1/2),
eine intrazellulare Schleife, vier Transmembrandoamd sowie zytosolisch&lH,- und
COOH-Termini (N-/C-Termini) charakterisiert (Abb. 5A) [60].

R

Homophile Heterophile
trans-Interaktion trans-Interaktion

Homophile Heterophile
cis-Interaktion cis-Interaktion

RA—RAAR

Cld1 Cld1 Cld3

Abb.5  Struktur von Claudinen und Mdglichkeiten der Interaktion. (A) Darstellung der Claudin-15
(Cld15)-Proteinstruktur; die vier Transmembrandoeri(T M) sinda-helikal, die erste extrazelluldre Schlei-
fe (EZS1) besteht aus vier antiparallel verlaufengid-altblattern g1-4), die EZS2 enthalt eis-Faltblatt
(#5) und groRe unstrukturierte Anteile; die EZS1 uBdnteragieren tbefl undf5; in der EZS1 besteht
zwischenp3 undp4 eine intramolekulare Disulfidbriicke (A, rechtsamge); verandert nach [61B) Mog-
lichkeiten homophiler (zwischen einem Subtyp, griindl heterophiler (zwischen zwei Subtypen, grunlpla
Cld-Interaktion innerhalb der Plasmamembran (PMgeiZelle €is) und zwischen zwei Zellerirgns). EZ,
extrazellular; 1Z, intrazellular; NNHx-Terminus; C,COOHTerminus; derC-Terminus ist in A verklrzt
dargestellt.
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Mit Ausnahme von z.B. Cld23 oder -25, die ein Malkekgewicht >30 kDa haben, ist die
Mehrzahl der Claudine ~23 kDa grof3 [56]. Auf Basim Sequenzhomologien lassen sich
die Claudine in klassische (Cld1-10, -14, -15, -119) und nicht klassische Subtypen
(Cld11-13, -16, -18, -20-24/(-25-27) unterteileri [57]. Abb. 6 zeigt einen Sequenzver-
gleich zwischen der EZS1 und -2 der klassischenddhe.

EZs1 ! EZs2
30 ) 40 50 ) 60 70 80 i 140 150 160

Claudin-1
Claudin-2
Claudin-3
Claudin-4
Claudin-5
Claudin-6
Claudin-7
Claudin-8
Claudin-9
Claudin-10a
Claudin-10b
Claudin-14
Claudin-15
Claudin-17
Claudin-19

<< << <<

O0000000000000
O0000000000000
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Abb. 6 Sequenzvergleich der extrazellularen Schlafh der klassichen Claudine.Sequenzvergleich
zwischen der ersten und zweiten extrazellularene8eh(EZS1/2) von murinem Claudin-1 (NP_057883.1),
-2 (NP_057884.1), -3 (NP_034032.1), -4 (NP_034033:b (NP_038833.2), -6 (NP_061247.1), -7
(NP_001180548.1), -8 (NP_061248.1), -9 (NP_0646891Da (NP_076367.2), -10b (NP_067361.2), -14
(NP_001159397.1), -15 (NP_068365.1), -17 (NP_85246719 (NP_694745.1). Eigenschaften der Amino-
sauren: violett, polar; griin, unpolar; rot, saddau, basisch; gelb, Cystein; turkis, Tyrosin; grarolin; ---,
konserviertes Sequenzmotiv der EZS1 aller Claud®d -W-x-x-C-[9 Aminosduren]-C); Sequenzanord-
nung, ClustalW?2 [62]; Darstellung, Jalview [63].

Die klassischen, aber auch einige nicht klassislaedine [56] lokalisieren bizellular im
apikalen Kontaktbereich der Plasmamembran zweiée€primierender Zellen (Abb. 4B,
C). Die Mitglieder der Cld-Familie kbnnen zudemaibdichtende und porenbildende Sub-
typen untergliedert werden. Zu den abdichtendereiygehoren u.a. Cld1 [64], -3 [65],
und -5 [66]. Bei den Porenbildnern existieren aaion(u.a. Cld10a [67]) und kationense-
lektive (u.a. Cld2 [68], -10b [67], -16 [69]) Typehine Sonderstellung nimmt moglicher-
weise Cld4 ein, das in Abhangigkeit des untersucHhtltyps und dessen Cld-Musters als
Barriere- oder Porenbildner auftritt [70-72]. Di@idbination verschiedener Cld-Subtypen
fuhrt zur gewebespezifischen, grél3en- und laduhglgseen, parazellularen Abdichtung
und damit zu den unterschiedlichen Barriereeigeafseh [41, 70]. Die Ladungsselektivi-
tat der Claudine wurde eindrucksvoll durch Li et(2D13) gezeigt: Die canine Nierenzell-
linie MDCK-I exprimiert kein Cld2 und weist daheine sehr geringe parazellulare Durch-
lassigkeit fur Na auf; das kinstliche Einbringen des kationenselektiPorenbildners
Cld2 erhohte deren parazellulare "MBurchlassigkeit signifikant um den Faktor 9 [73],

wobei die Durchlassigkeit fir Molekitel kDa unveréndert blieb [74].
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In der BHS konnten u.a. Cld1, -3, -5, und -12 naefigsen werden [75]. Die hohe Dich-
tigkeit der BHS basiert u.a. auf der starken pdhalzeen Abdichtung fiur kleine Molekile
durch CId5, das am starksten exprimierte Cld denit@kapillarendothelzellen [75]. So
resultiert das Fehlen von Cld5 in einer verstark#S-Penetration von Molekilen
<800 Da [76]. Perineuralzellen des PNS exprimieZéfil, -3 und -19 [15, 77]. Dabei ist
Cld1 entscheidend fur die BarriereeigenschafterdataFehlen von Cld1 die Durchlassig-
keit des Perineuriums fir u.a. hydrophile Wirkseagfgnifikant erhéht [14].

Die Claudine interagieren untereinander innerhab Blasmamembran einer Zelles]
und zwischen Plasmamembranen benachbarter Zétbars)( entweder mit dem gleichen
Subtyp (homophil) oder mit anderen Subtypen (hetatp (Abb. 5B) [41]. Das Ergebnis
dieser Interaktion ist die in Abb. 4 dargestelltea8gbildung. Cld1, -3 und -5 kénnen ho-
mophil in cis odertransinteragieren (Cld1/Cld1; Cld3/Cld3; Cld5/Cld5) [78)]. Hetero-
phile transInteraktionen sind fur Cld1/Cld3, Cld1/Cld5 undd@BICld5, heterophileis-
Interaktionen fur Cld1/5, Cld1/3 und CIld3/5 gezeigtrden [79]. Die Wechselwirkung der
Claudine untereinander erfolgt Uber ihre EZS1 ubdEZS1, ~50 Aminoséauren, EZS2,
~25 Aminosauren) sowie Uber ihre Transmembrandompte 80]. Untersuchungen wei-
sen darauf hin, dass die EZS1 fur die parazelliMdichtung bzw. Porenbildung verant-
wortlich ist. Zum Beispiel kann die Kationen- odfamionenselektivitat von Porenbildnern
wie Cld2 oder -10 durch Aminosauresubstitutioneden EZS1 geéndert werden [67, 81].
Charakteristisch fur die EZS1 aller Claudine ist #anservierte Sequenzmotiv G-L-W-x-
x-C-[7-9 Aminoséauren]-C, das zwei Cysteine entljdlb. 6) [82]. Diese bilden eine in-
tramolekulare Disulfidbricke [61, 83] (Abb. 5A). ®Relevanz der Cysteine fur die Ab-
dichtungsfunktion zeigt sich in Mutationsexperim@amtwonach die Barrierefunktion der
Claudine von der Intaktheit der Disulfidbriicke abi[66, 73]. Auf Basis von Se-
guenzanalysen wurde fur die EZS1 ein stafkEaltblattcharakter vorhergesagt [41]. Vor
Kurzem wurden die ersten Kristallstrukturen von X8dzw. -19 publiziert [61, 84]. Diese
bestatigen u.a. defrFaltblattcharakter der EZS1 und deren Disulfidkai¢Abb. 5). Ne-
ben der EZS1 ist vermutlich auch die EZS2 fir dié-Cld-Interaktion zwischen benach-
barten Zellen verantwortlich. So kann die EZS2 @5 dimerisieren [85] und Punktmu-
tationen resultieren in einer reduziertieans-Interaktion [80]. Weiterhin wurde gezeigt,
dass reduziertéransInteraktionen der EZS2 die parazellulare Abdiclgturermindern
[86]. Die beschriebenen Cld-Cld-Wechselwirkungamdgiedoch nicht statisch. Wahrend
z.B. Endziindungsprozessen [87, 88] oder der Mmynaton Zellen [89] kann es zur rever-

siblen Endozytose der Claudine kommen, wodurchBdigieredichte von Epithel- und
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Endothelzellen moduliert wird. Dabei unterscheisieh der Mechanismus je nach Stimu-
lus und Cld-Subtyp. Cld5 wird z.B. in CCL2 (ChemoKC-C Motiv) Ligand-2) behandel-
ten Endothelzellen Caveolae-vermittelt endozytj88]; Cld1l kann u.a. in Epithelzellen
nach Interferon-Stimulation via Makropinozytose [87] oder nach*G&ntzug Clathrin-
abhangig aufgenommen werden [90].

Mikroskopische Studien mit TJ-freien Zellen zeigdass — nach rekombinanter Expressi-
on — Claudine die einzigen Proteine der 3id&l, diede novoTJ-artige Strange ausbilden
kénnen [45]. Dabei unterscheidet sich die Strargtaktur zwischen den Cld-Subtypen.
Cld1 bildet in TJ-freien Zellen nach Transfektioonkinuierliche, mit der protoplasmati-
schen Seite der Plasmamembran (PF) assoziiertag8t{d5]. Cld5 bildet in TJ-freien
Zellen nach Transfektion diskontinuierliche, mitr aexoplasmatischen Seite der Plasma-
membran (EF) assoziierte Strange [91]. Neben dearggen Cld-Cld Interaktionen wech-
selwirken Claudine z.B. auch mit den Mitgliedermr dAMP-Familie. Cis-Interaktionen
sind z.B. fur Cld1/Occ oder Cld1/Tric beschriebea dihren zu Modifikationen der Cld1-
Strangmorphologie [92]. Dariber hinaus verfugt Biehrzahl der Claudine Uber e®-
terminales PDZ-Bindemotivppstsynaptic density prote&/Drosophila disc large tumor
suppressor/zonula occludens protdif56]), wodurch sie mit ZO interagieren kénnermun
der Kontakt mit dem Aktinzytoskelett hergestellrav[93]. Der zytosolisch€-terminale
Teil von Claudinen ist ~25-55 Aminosauren lang [4i)d kann neben dem PDZ-
Bindemotiv Uber Palmitylierungs- und Phosphoryliegssstellen verfigen [94]. Durch
Palmitylierung [95] oder Phosphorylierung [96] v@taudinen kann deren Transport zu
den TJs und deren Lokalisation innerhalb der Tgsliert werden. Potentielle Phosphory-
lierungsstellen an deZ-terminalen Sequenz, z.B. fir die ProteinkinaseQ\péder die My-
osin-Leichte-Kette-Kinas€ werden fur die Mehrzahl der Claudine postulid][

1.2.2.2 Occludin und Tricellulin

Die TAMPs besitzen ebenfalls vier Transmembrand@naaine EZS1 und -2 sowie zyto-
solischeN- und C-Termini [46]. Occ ist das erste transmembranald’iialein, das ent-

deckt wurde. Es lokalisiert in Zwei-Zell-Kontaktemd ist ~60 kDa grof3 (Abb. 4B, C)
[47]. Neben den homophilen Interaktionercia undtrans, kann Occ auch heterophil, u.a.
mit Claudinen [92] und ZO [97], wechselwirken. Cmtdet keine TJ-Strange, beeinflusst
aber die Morphologie Cld-basierter Strdnge. Belspieise resultiert die Co-Expression
von Cld1 und Occ in einer gesteigerten Parallelitid Diskontinuitat von Cld1-Strangen

[98] sowie einer verstarktenansInteraktion von Occ [92]. Die Modulation von OacB.
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durch Aminoséauresubstitution [99], fuhrt zur Vegamung der parazellularen Dichtigkeit.
Der knockoutvon Occ hat keinen Einfluss auf die TJ-Bildung,otighologie [100] oder
die Barriereeigenschaften des intestinalen Epih&di[101]. Allerdings zeigen Mause u.a.
chronische Entziindungen des gastrointestinalerh@&pjt Unfruchtbarkeit der M&nnchen
[100] und Gehorlosigkeit [102]. Ferner wurde Ocs 8lodulator der TJ-Struktur und
-Funktion unter reduzierenden Bedingungen idemgifizZ/98]. Occ beeinflusst also mog-
licherweise die Barriereeigenschaften der dldse direkt an der Barrierebildung beteiligt
zu sein und/oder kann in seiner Funktion zum Teitd andere TAMPs kompensiert wer-
den [46]. So resultiert ddsnockdownvon Occ in Epithelzellen in einer Umverteilung von
Tric aus trizellularen in die bizellularen TJs; dkompensiert also moglicherweise zumin-
dest teilweise die Occ-Funktion [103].

Tric kann in vier verschiedenen Isoformen vorlied&nc-a [48], -al, -b und -c [104]).
Diese Arbeit bezieht sich auf Tric-a, das im Weiteals Tric bezeichnet wird. Tric hat ein
Molekulargewicht von ~65 kDa und ist normalerwedge Drei-Zell-Kontakten lokalisiert
(Abb. 4B) [48]. Derknockdowrresultiert in strukturellen Anderungen der bizklten TJs
und einer Offnung der parazellularen Barriere [4B&riiber hinaus verandert Tric die
Cld1-Strangmorphologie hin zu mehr rechteckigenzbietmit reduzierter Maschengrol3e
[92]. Tric selbst dichtet die Drei-Zell-Kontakte ggntiber Makromolekilen zwischen 4-
10 kDa ab [105] (Abb. 4B). Die Relevanz der Triagraédtelten Abdichtung wird durch
Mutationen imTRIG-Gen verdeutlich, bei der vier Mutationen im diemkZusammenhang
mit dem Auftreten von Gehoérlosigkeit beim Mensclstehen [104]. Neben der Abdich-
tungsfunktion fungiert Tric als Redoxsensor in d&s [106]. Sowohl Tric [48] als auch
Occ [93] interagieren direkt mit ZO-1. Und obwohicTund Occ mit Cld1 wechselwirken,
gibt es keine Hinweise auf eine Occ-Tric-Interaktio der Plasmamembran [92].

1.2.2.3 Zonula occludens

ZO untergliedern sich in drei Isoformen (ZO-1[522, [107], -3 [108]) und gehdren
zur Familie der membrane-associated guanylate kinase homolfif39]. ZO-1 st
~225 kDa grof3 [52], vermittet die Organisation Viaansmembranproteinen wie z.B. Cld,
Occ oder Tric, interagiert mit dem Aktinzytoskel@ibb. 4C) [110] und bildet eine Platt-
form, Gber die TJ-beeinflussende Signalkaskaddieitiwerden [111]. ZO-1 verfiigt tber
PDZ-, Src-homology 3und Guanylat-Kinase Proteinbindungsdomanen [108E-ZO-1-
Interaktionen finden Uber di®rc-homology 3und Guanylat-Kinase Proteindomé&ne von
ZO-1 statt [112]. Claudine wechselwirken mit ihr&DZ-Bindemotiv mit der PDZ-1 Do-

10
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mane von Z0O-1 [93]. Tric interagiert mit ZO-1 Uk@ne konservierte Domane seires
Terminus [104]. Die ZO-Proteine sind allerdingshti@ J-spezifisch, sondern interagieren

auch mit Proteinen anderenctions[113].

1.3  Modulation von Zellbarrieren zur Verbesserung des Wk-
stoffdurchtritts

1.3.1 Stand der Forschung

Die Verbesserung des Wirkstoffdurchtritts durchliZarieren kann durch die Steigerung
der transzellularen oder der parazellularen Wirfkséomeation erfolgen. Eine Zunahme
der transzellularen Passage von Wirkstoffen kanrchddie Erhdhung der Lipophilie
(Steigerung der Plasmamembrangangigkeit [114]) Kdipplung an einen Rezeptorligan-
den (rezeptorvermittelte Permeation [115]) oder\Wiekstoffoptimierung zum Transpor-
tersubstrat [116]) erfolgen. Nachteile der genamitedifikationen sind u.a., dass die Er-
hoéhung der Lipophilie von Wirkstoffen zur Erh6hudgs Molekulargewichtes [117] und
verstarktem metabolischen Abbau flihren kann [27¢. Wirkstoffmodifikationen fir die
transportervermittelte oder rezeptorvermittelte akfme kdnnen einen Wirkverlust verur-
sachen. Ferner muss der Wirkstoff nach AufnahndiarzZelle unter Umstanden in einem
zweiten Schritt basolateral ausgeschleust werdgb][Vor allem die Kapillarendothelzel-
len der BHS weisen eine stark verminderte Pinozyjt48] und ein hohe Expression von
Effluxtransportern auf [30]. Daneben existieren &uze zu Kombinationstherapien. Fur
die lokale Schmerzbehandlung kann beispielswes@eneinsame Gabe des hydrophilen
Lokalanasthetikums QX-314 mit Agonisten des TRPWhehkanalstfansient receptor
potential vanilloid ) erfolgen. QX-314 ist ein Lidocain-Derivat mit em Molekularge-
wicht von 263a, das neuronale Natriumkandale nach intrazelluldpplikation blockiert
[119]. TRPV1 wird ausschlieBlich auf sensorischererdnendigungen, die auf
Schmerzwahrnehmung spezialisiert sind, exprimiet20]. Nach der Capsaicin-
vermittelten TRPV1 Stimulation 6ffnet sich der lokanal, wodurch der neuronale Ein-
strom von QX-314 maoglich ist [35] und die Reizwdi@ung schmerzsensitiver Nerven-
endigungen blockiert werden kann. Der Nachteil lmkgchriebenen Kombinationstherapie
ist eine starke temporare Schmerziberempfindli¢taailnjektionsort.

Eine alternative Strategie zur Verbesserung dek$tbffaufnahme ist die Erhéhung des
parazellularen Stoffdurchtritts mit indirekt auf edi TJs wirkenden Permea-

tions-/Absorptionsverstarkern [121]: hyperosmolakannitollésung wird als BHS-

11



Einleitung

Offnersubstanz fiir die Behandlung bestimmter Géninore verwendet [122], die Fett-
saure Caprat kommt als gastrointestinaler Absamptierstarker fir Ampicillin zur An-
wendung [123] und die Carotisinjektion von CapraRiatten 6ffnet die BHS konzentrati-
onsabhangig und reversibel [124]. Mit hypertonecksalzldsung konnte im Tierversuch
die perineurale Barriere fur hydrophile Wirkstoffetffnet werden [14]. Daneben wurde
mit fokussiertem Ultraschall die BHS von Mausenersibel, lokal gedffnet und die ZNS-
Penetration von Antikorpern nachgewiesen [125]erlings kann die unspezifische, nicht
groRenselektive, parazellulare Offnung einer Zetlbee zu erheblichen Nebenwirkungen
fuhren. Die intraarterielle Carotisinjektion hypenoolarer Mannitollésung fihrt zum Auf-
reiBen der BHS durch Schrumpfung des EndothelseBi&erfahren birgt das Risiko von
neurologischen und renalen Begleiterscheinunge®,[127], z.B. durch die Aufnahme
von Albumin oder Glutamat im ZNS. Die klinische Zssung als BHS-Offner beschrankt
sich daher auf die Behandlung einiger KrebsartenzB. Lymphome [122] und Schadel-
hirntrauma [127]. Die BHS-Offnung durch Caprat kareurologische und kardiologische
Nebenwirkungen hervorrufen [124] und wird beim Maren nicht angewendet. Nachteile
der Ultraschall-vermittelten, aber auch der trarsy@len Zufihrung von Wirkstoffen sind
u.a. die begrenzte Diffusion der Arzneistoffe [2£8]. Die Injektion von hypertoner
Kochsalzlosung fiir die lokale Schmerzbehandlungtféah einer Schmerziberempfind-
lichkeit am Injektionsort und wird u.a. beim Mensohals experimentelles Modell fur
Schmerzuntersuchungen genutzt [129].

Die aufgefuhrten Strategien zur Verbesserung @ersiellularen und parazellularen Per-
meation zeigen, dass gegenwartig keine effektiveardpien fur die erleichterte Wirk-
stoffzufiihrung zur Verfiigung stehen. Unter andevenmindern die Risiken fur den Pati-
enten oder der gro3e Aufwand der Wirkstoffmodifikatdie breite Anwendung fur z.B.
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheioder Morbus Parkinson.

Im Gegensatz zu den oben genannten Verfahren vagdite spezifische Modulation der
TJs erlauben, Wirkstoffe ohne weitere Modifikatieimzusetzen. Ein ideales Ziel fur die
temporare, groRen- und gewebeselektive Offnungrdeszellularen Spalts stellen Claudi-
ne dar, da sie den parazellularen Spalt gréReriselbdichten und eine gewebespezifi-
sche Claudin-Kombination aufweisen [41]. CId5 issdlominierende Cld der BHS [75]
und dichtet diese gegenuber Molekilen <800 Da &h. [Kuch ohne CId5 in der BHS
kommt es nicht zur Odembildung, der Anreicherung ¥dbumin oder dem ganzlichen
Verschwinden der TJs [76]. Die temporare Modulatron Cld5 in der BHS kénnte dem-

nach eine Wirkstoffpermeation ohne starkere Nebewungen ermdglichen. Im Gegensatz
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zur BHS werden die Barriereeigenschaften des Returas maf3geblich durch Cld1 be-
stimmt [14]. In Ubereinkunft mit dieser Abdichturiigsktion resultiert die temporare Ent-
fernung von CId1 in der reversiblen Erhéhung deapeallularen Permeation von hydro-
philen, ansonsten nicht perineuriumgangigen Wifkstoins Endoneurium [14]. Beide
Beispiele verdeutlichen, dass die direkte Modutation Claudinen fur die gewebsspezifi-
sche und groRenselektive Offnung von Zellbarrieielfiihrend ist.

1.3.2 Claudin-modulierende Peptide

Es ist davon auszugehen, dass die Interaktion 484 £130] und -2 [131] von Claudinen
gegenuberliegender ZelletrgnsInteraktion) die selektive Abdichtung des intelaiéren
Spalts vermittelt [132]. Die spezifische Blockad® &ZS-Interaktionen eines Cld-Subtyps
kénnte daher dessen Abdichtungsfunktion verringemh somit zur grol3enselektiven, ge-
webespezifischen Barriere6ffnung fihren. Ein Be&kfiir die Erh6hung des parazellularen
Stoffdurchtritts auf Basis von peptidbasierten ®lddulatoren ist C-CPE. C-CPE repra-
sentiert derC-terminalen, Cld-bindenden, nicht zytotoxischen Tein CPE Clostridium
perfringensEnterotoxin) [133]. C-CPE bindet u.a. an die EZ882 Cld3 [133] und Cld4
[134] und erhoht im Tiermodel die intestinale Aljg@mn von 4 kDa-Dextran 400-fach
starker als der klinisch verwendete Absorptionséeker Caprat [135]. Dabei ist die Pep-
tidwirkung groRRenselektiv, nicht zytotoxisch undeziiisch flr daslejunum d.h. selektiv
fur Gewebe mit einer bestimmten Cld-Kombination L3Die C-CPE-Wirkung kann
durch ein von der EZS2 von Cld4 abgeleitetes Pdgtdkiert werden, nicht aber durch
ein EZS2-Peptid von Cld1 [134]. Das erste von eirlel¥Protein abgeleitete Peptid, fur
das eine barrieremodulierende Wirkung gezeigt wekagnte, stammt von der EZS2 von
Occ. Das Peptid verringert die Dichtigkeit von Nieepithelzellen reversibel, zeit- und
konzentrationsabhéangig [136]. Mittlerweile wurdeneitgre Occ oder auch JAM-
abgeleitete Peptide gefunden, die die parazelllddichtungsfunktion [121] beeinflus-
sen. Im Gegensatz zu Claudinen weisen Occ und J&insgewebespezifisches Expressi-
onsmuster [50, 137] oder eine subtypenspezifisatd@€hselektivitat auf. Ihr Potential fur
die groRRenselektive, gewebespezifische Erh6hungpdeazellularen Durchlassigkeit ist

daher sehr eingeschrénkt.
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1.4  Zielstellung

Die bisherigen Ansatze zur Verbesserung der Wifgaetration durch die unspezifische
Offnung von Zellbarrieren sind mit groRen RisikermduNebenwirkungen verbunden. Die
Modifikation von Arzneistoffen zur verbessertennBaellularen Passage birgt die Gefahr
des Aktivitatsverlustes. Die Entwicklung von Stgaém zur Modulation der TJ-Proteine
und der damit bezweckten Erhdhung der parazelllBermeabilitdt sind daher das Ziel
dieser Arbeit.

Die maligebliche TJ-Komponente fur die parazelluldfddichtung sind die
gewebespezifisch exprimierten Claudinmuster. lhrarriBrefunktion basiert auf
Interaktionen ihrer EZS1 und -2. Als Arbeitshypa®eavird deshalb angenommen, dass
die Interaktionen der EZS durch EZS-Peptidomimetiledgerichtet blockiert und dadurch
die parazellulare Permeation hydrophiler Wirksta#gersibel und nebenwirkungungsfrei
erhoht werden kann. Es sollen Peptidomimetika &3 1Eund -2 der Cld-Subtypen 1, -2, -
3, -4 und -5 hergestellt und deren Fahigkeit zuapalularen Offnung von Barrieren
ermittelt werden. Inwieweit Cld-abgeleitete Peptailee Cld-Subtyp- und Zelltypspezifitat
aufweisen ist bisher nicht bekannt und soll mitreglialen und endothelialen Zellmodellen
unterschiedlicher Cld-Ausstattung untersucht wer@ameben soll eine Charakterisierung
der permeationssteigernden Eigenschaften der atsawm identifizierten Peptide erfolgen
(Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit, Reversifiijit Da die EZS miteinander
interagieren, wird angenommen, dass permeatiogsstele Peptide ebenfalls mit den
Cld-EZS assoziieren. Um die Interaktion zu quazigfien, werden Bindungsstudien mit
markierten Peptiden durchgefuhrt. AulRerdem sollen truk&ur- und
Wirkungsuntersuchungen erfolgen, um die Wirkregioder Peptidomimetika
herauszufinden und Erkenntnisse Uber die moleki@amaktur der Peptide, aber auch des
entsprechenden Cld-Segments zu erlangen. So ikt biekannt, ob EZS-abgeleitete
Peptide die selbe Struktur wie die EZS annehmemdidrund wenn dies der Fall ist, in
wieweit diese relevant fur die Wirksamkeit der Ragtist. Daneben sollen Aminoséuren
identifiziert werden, die fur die Barrierefunktiater Claudine von besonderer Bedeutung
sind. Nach dem vitro-Charakterisierung aktiver Peptide sollen diesédhanwivo validiert
werden.

Insgesamt zielt die Arbeit darauf ab, die MOoglidtdee der peptidbasierten Cld-
Modulation zu untersuchen, Claudine als Target zMerbesserung der
Wirkstoffpermeation zu charakterisieren und dariberaus das Grundlagenwissen zur

Struktur, Funktion und Regulation von Claudinerepweitern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Wenn nicht anders erwahnt, stammten die verwendéggarialen von Sigma-Aldrich, Stein-

heim, DE.

Tab.1 Chemikalien

Substanz

Bezugsquelle

5-Hexadecanoylaminofluorescein
9-Fluorenylmethoxycarbonyl
Acrylamid/Bisacrylamid Mischung 40%
Alexa Fluor 680-3kDa Dextran
Alexa Fluor 680-Transferrin
Ammoniumperoxodisulfat

Amylose Matrix

Bovine fibroblast growth fact
Deochycholat

Diamidinphenylindol

Diethylether
Dinatriumydrogenphosphat
Dithiothreitol

Dulbecco's modifieEagleMedium
Dulbecc(s phosphate-buffered saline
Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Fetales Kalberserum

Geneticin

Gentamycin

Glycin

Glyzerin

Hank's balanced salt soluti

Hoechst 33342

Isopropanol
IsopropylB-D-1-thiogalactopyranosid
Lysogeny brot-Medium

Lysozym

Methanol

Milchpulver
N4-[2-(4-Phenoxyphenyl)ethyl]-4,6-quinazolindiamin
Natriumchloric
Natriurrdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfe

Nicht essenzielle Aminosaur
Nonidet F-40 alternative
Opti-minimal essentialedium
Phenol

Polyethylenimin
Rattenschwanzkollagen

Roswell Park Memorial Institute 16-Medium
Salzsaure
Tetramethylethylendiamin

Tricin

Trifluoressigséure

Ziegenserum

B-Mercaptoethanol

Life Technologiearrbstadt, DE

Orpegon, Heidelberg, DE

Carl Roth, kanhe, DE

Life Technologies, Datadt, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
NewEngland BioLabs, Ipswich, GB
Life Technologies, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Biochrom, Berlin, DE
J.T. Backer, Deventur, NL

Carl Roth, Karlsriie,
Life Technologies, Darmstadt, DE
Biochrom, Berlin, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
VWR, Darmstadt, DE

Fermentas, St. Leon-R&,
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
VWR, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

yb@an Chemical, Ann Arbor, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
SERVA, Heidelberg, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Calbiochem, Merck, Darmstadt, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Honeywell, Seelze, DE
Polyscience, Eppelheim, DE
Roche, Mannheim, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Vector Laboratory, Burlingame, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Tab. 2 Gerate

Bezeichnung, Spezifikation

Hersteller

Analysenwaage, AT21 Comparator
cellZscope

Durchflusszytometer, FACSAria
Fluoreszenz Scanner, FLA-5000
Gefriertrockner, Alpha 2-4 LSC
Geldokumentationssystem, E.A.S.Y.
Gelelektrophorese-Kammer, SE 250
Handelektrode, EVOM Voltohmeter
Heizplatte, PZ 28-2 T
Inkubationshaube, TH 15

Inkubator, CB 210
Massenspektrometer, AB SCIEX TOF/TOF 5800

Massenspektrometer, Acquity Ultra Perfomance LigGitroma-

tography/Micromass LCT Premier Mass Spectrometer
Mikroskop, 510 META-NLOlaser scanning microscope
Mikroskop, Eclipse E600

Mikroskop, Inverses Phasenkontrastmikroskop, IMT-2
Mikroskop, Inverted SP5 Xaser scanning microscope
Peptidsyntheseautomat, ABI 433A

Plattenmessgeréat, Safire
Rotations-Vakuum-Konzentrator, SPD1010
Rotationsverdampfer, IKA RV 10 basic

SemiDry Blot, Trans-Blot SD Transfer Cell

Sonifikator, Vibra Cell 72434

Spektropolarimeter, J-720

Transilluminator, Lumi Imager F1

Ultraschallbad, RK 100 SH
Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatogra@h8A
Wasserbad, 1002

Zentrifuge, 5804 R

Ultrazentrifuge, SW41

Tab.3 Verbrauchsmittel

Metler Toledo, GieReé
nanoAnalytics, Minchen, DE
Becton Dickinson, ¢tdberg, DE
Fujifilm, Tokio, JP
Martin Christ, Ostde, DE
Herolab, Wies|@ith
Hoefer, HollistdBA
WPI, Sarasota, USA
Harry Gestigkeit, Dusseldorf, DE
Edmund Buhler, Hechingen, DE
Binder, Tuttlingen, DE
AppliedgsBstems, Foster City, USA
Waters, Massachusetts, USA

Carl Zeiss, Jena, DE
Nikon, Egg, CH
Olympus, Hamburg, DE
Leica, Buffalo Grove
Applied BiosysteRuster City, USA
Tecan, Mannedorf, CH
Thermo8ifie, Schwerte, DE
VWR, DarmsidoE
Bio-Radiinchen, DE
Bioblock Scientifitlkirch, FR
Jasco, Tokio, JP
Roche, RotkreGH|
Bandelin electronic, Berlin, DE
Shimadzu, Kyoto, JP
GFL, Burgwedel, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Beckman Coulter, Brea, USA

Produkt

Hersteller

Filter, Costar

Filter, Millicell (CM, HA)
Nitrocellulosemebran, Hyba-ECL, 0,45 pum
Opti-TOF, 384er Platte

PolyenCap-A 300 Saule

Quarzkivette, 100-QS
Spitzenvorsatzfilter, Milex, 22 pm
Tragerharz, SRam TentaGel
Zellkulturflasche, CellBINDSurface
Zellkulturflasche, Cellstar
Zellkulturtestplatt, 48 Vertiefungen
Zellkulturtestplatte, 6-, 24- , 96 Vertiefungen
ZipTip, C18 Saulen

Tab.4 Kommerzielle Reaktionsansatze

Corning, New York, USA
Merck Millipore, Darmstadt, DE
GE Healthcare, Little Chalfont, GB
Applied Biosystems, Foster City, USA
Bischoff Analysentechnik, Leonberg, DE
Hellma Analytics, Millheim DE
Merck Millipor®armstadt, DE
Rapp-Polymere, Tibingen, DE
Corning, NewYork, USA
Greiner Bio-One, Frécthausen, DE
Corning, NewkKpUSA
THPasadingen, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE

Produkt

Bezugsquelle

Bicinchoninsaurerotein assay kifPierce)
EinschlussmittellmmuMount
EinschlussmittelyVectashield
EntwicklerlésungLumi-light western blotting substrate
Penicillin/Streptomycin-Mischung

Protein MarkerPrecision plus protein dual color
Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure-Ldsung

Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Roche, Mannheim, DE

Life Technologig3armstadt, DE

Bio-Rad, Mlinchen, DE

LigzAnologies, Darmstadt, DE
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Tab.5 Plasmide und siRNAs

Plasmidbezeichnung Accession-Nr. RE Bezugsquelle

Claudin-1 pEYFP-N1 (human, Cld1-YFP) NP_066924 Sal, BanrHl  Dr. Piontek, FMP Berlin, DE
Claudin-2 pEYFP-N1 (human, Cld2-YFP) NP_00116456%al, BarrHl  Dr. Piontek, FMP Berlin, DE
Claudin-3 pEYFP-N1 (murin, Cld3-YFP) NP_034032 Sal, BanHI  Dr. Piontek, FMP Berlin, DE
Claudin-4 pEYFP-C1 (human, YFP-Cld4) NP_001296 Sal, BanHl Dr. Piontek, FMP Berlin, DE
Claudin-5 pEYFP-N1 (murin, Cld5-YFP) NP_038833 Sal, BanrHI  Dr. Piontek, FMP Berlin, DE
Claudin-5 pMAL-C2X (human, MBP-Cld5sg;) NP 038833 Ecarl/Sal Dr. Pfeil, FMP Berlin, DE

siRNA (Bestellnummer) Bezugsquelle

Rab4 siRNA (s72620, s72619, s201891)

Rab5 siRNA (5114661, s114662, s114663) Life Technologies, Darm-
Rab7 siRNA (5232059, s232060, s72641) stadt, DE

Negativ-Kontroll #1 siRNA (AM4611)
28-81, Aminosaureposition; Cld, Claudin; EYFEBnphanced yellow fluorescent proteiMBP, Maltose-
Bindeprotein RE, Restriktionsenzym, siRNAmall interfering ribonucleic acid

Tab.6  Antikdper

Priméarantikérper (Bestellnummer) Spezies Bezugsquelle

Anti-Claudin-1 (51-9000) Kaninchen Life Technologji®armstadt, DE
Anti-Claudin-2 (51-6100) Kaninchen Life Technologji®armstadt, DE
Anti-Claudin-3 (34-1700) Kaninchen Life Technologji®armstadt, DE
Anti-Claudin-4 (36-4800) Kaninchen Life Technologji®armstadt, DE
Anti-Claudin-5 (34-1600) Kaninchen Life Technologji®armstadt, DE
Anti-GAPDH (MCA4740G) Maus AbD Serotec, Puchheink D
Anti-Occludin (33-1500) Maus Life Technologies, Detadt, DE
Anti-Rab4 (ab55656) Maus Abcam, Cambridge, GB
Anti-Rab5 (ab170070) Maus Abcam, Cambridge, GB
Anti-Rab7 (ab76804) Maus Abcam, Cambridge, GB
Anti-Tricellulin (70-0191) Kaninchen Life Technoleg, Darmstadt, DE
Anti-zonula occludens proteih (55-1900) Kanninchen Life Technologies, DarmstBd
Anti- zonula occludens proteih (33-9100) Maus Life Technologies, Darmstadt, DE
Sekundarantikarper (Bestellnummer) Spezies Bezugsquelle

Anti-GAPDH (G8795) Maus Sigma-Aldrich, SteinheimED
Anti-Kaninchen Alexa Fluor 488-Konjugat (A-11029) iege Life Technologies, Darmstadt, DE
Anti-Kaninchen Meerrettich- Peroxidase (62-6520) egé Life Technologies, Darmstadt, DE
Anti-Maus Cy3-Konjugat (A-10521) Ziege Life Techngles, Darmstadt, DE
Anti-Maus-Meerrettich-Peroxidase (A2074) Ziege SigAddrich, Steinheim, DE

Cy3, cyanine dye3; FITC, Fluorescein-Isothiocyanat; GAPDH, Glyoaidehyd-3-phosphat-Dehydrogenase,
Rab,Ras-related protein

Tab.7  Eukaryotische Zellen, Bakterienstimme und Msuchstiere

Zellentyp Beschreibung Bezugsquelle

bENnd5 Murine Gehirnendothelzelllinie Prof. EngetitatUniversitat Bern, SUI
Caco-2 Humane kolorektale Epithelzelllinie Bayeafna AG, Berlin, DE
HEK-293 Humane embryonale Nierenzelllinie ATCC, Masas, USA

HT29/B6 Humane kolorektale Epithelzelllinie Prbiuber, Charité Berlin, DE
MDCK-II Canine Nierenzelllinie ATCC, Manassas, USA

pMBMEC Primare murine GehirnkapillarendothelzellenProf. Engelhardt, Universitat Bern, SUI
pRBMEC Priméare Rattengehirnkapillarendothelzellen rof Peli, B.R.C., Szeged, HU
Bakterium Stamm Bezugsquelle

Escherichiacoli BL21 Life Technologies, Darmstadt, DE
Versuchstier Stamm Bezugsquelle

Mus muscult C57BL/6 Harlan Laboratories, Boxmeer, NL
Rattus norvegict  Wistar Universitat Wirzburg, DE

B.R.C,Biological Research Centre

17



Material und Methoden

Tab. 8 Fluoreszenzeigenschaften der verwendeten Maar

Substanz Fluoreszenzeigenschaften
5-Hexadecanoylaminofluorescein Aex = 488 nmAe, = 505-530 nm
Alexa Fluor 680-3kDa Dextran Aex = 633 NMA, = 650 Nm
Alexa Fluor 680-Transferrin Aex = 633 NMAey = 650 NM
Anti-Kaninchen Alexa Fluor 488-Konjugat Aex = 488 nmAe, = 505-530 nm
Anti-Maus Cy3-Konjugat Aex = 543 nMAey = 560 NM
Anti-Rab4, -Rab5, -Rab7 FITC-Konjugat Aex = 485 nmMAey = 520 Nm
Claudin-YFP-Fusionsproteine Aex = 514 nmAe, = 516-537 nm
Diamidinphenylindol Aex = 364 nmMA= 390-465 nm
Fluorescein-lsothiocyanat 10 kDa-Dextran Aex = 485 nmAe, = 520 nm
Hoechst 33342 Aex = 364 nMAg= 390-465 nm
Luciferyellow Aex = 425 nMAey = 520 Nm
TAMRA-markierte Peptide Aex = 543 nMAe, = 560 Nm
Trypanblau Aex = 543 nMAe, = 560 Nm

Cy3, ganine dye3; FITC, Fluorescein-Isothiocyanat; TAMRA, 5,6-Baxrytetramethylrhodamin; YFRellow
fluorescent proteini.,, Anregungswellenlange,,, Emmisionswellenlange;

Tab.9  Software

Produkt Hersteller

Endnote, Version X7 Thomson Reuters, Philadelgb&a
MS Office 2007 Professionel Microsoft, Unterschheiin, DE
PEP-FOLD, Zugriff 23.10.2014 [138-140]

ImageJ, Version 1.46r W. Rasband, National Inggwif Health, USA
Discoversy-Studio, Version 4.0 Accelrys, San DiddSA

Carl Zeiss LSM Image Browser, Version 4.2.0.121 | Zarss, Jena, DE

Prism, Version 5.04 GraphPad, San Diego, USA
Spectra Manager, Version 1.54.03 Jasco, Toki@rlap
NIS-Elements BR, Version 3.10 Nikon, Egg, CH

Jalview, Version 2.2.8 [63]

ClustalWw, Version 2.0 [62]
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2.2 Methoden

2.2.1 Peptidherstellung
2.2.1.1 Peptiddesign

Der Entwurf der Peptidomimetika erfolgte auf Bad#s Aminosauresequenzen der EZS1 und
EZS2 von Cld1 bis Cld5. Die EZS1-Peptide stammigs @der zweitenC-terminalen Halfte
der EZS1 von Aminosaurepositionen 53-81. Die EZ8@tie basierten auf der kompletten
EZS2, Aminosaureposition 137-160 (Tab. 10). Dietidepmenklatur ist in Abb. 7 erklart.

Cld1 Abb. 7 Nomenklatur der Peptidomimetika am Beispiel
! ‘ der Claudin-1-Peptide mC1C2 und hC1C3.Schematische
/C1C? “0103 Darstellung von Claudin-1 (Cld1); erste und zweiktrazel-

S ‘ | EZ lulare Schleife, EZS1/2; 1-3, ProteinabschnittéNl-terminale
‘_J / S , ‘; Halfte EZS1 (---); 2,C-terminale Halfte EZS1-{, Position
ﬁ I 1 2% | =" \ m 53-81); 3, komplette EZS2-(; Aminosaureposition 137-160);
Ll { °/ , 3 ) N, N-Terminus; C,C-Terminus; PM, Plasmamembran; EZ,

c N extrazellular; 1Z, intrazellular. Die BezeichnungCid1(53-

81, mClLC2) und hCld1(140-159, hI3) ergibt sich aus dem
Cld-Subtyp (Cld, C1), dem Proteinabschnitt auf dem das
Peptid basiert (&3) und der Spezies des Cld-Subtyps (m,
Maus; h, human).

Es wurden die Aminosauresequenzen der murinen @bdyBen 1-5 fur die Peptidentwick-
lung verwendet. Zur Erh6hung der Variation und Bestung des Wirkbereiches wurden
aulRerdem verkuirzte, verlangerte und mutierte Pegi@hten hergestellt. Die Cysteine der
murinen EZS1, C54 und C64, wurden durch Serin grsetd die Peptid€-Terminal amidi-
ert; mC1C2 und mC2C2 sind zur VisualisieruNglerminal mit 5,6-Carboxytetramethyl-
rhodamin (TAMRA) markiert worden.

Tab. 10 Hergestellte Peptidomimetika zur Zellbarrigemodulierung

Peptid | Name |  Sequenz

Claudin-1 abgeleitete PeptidenCld1 Accession-Nr. NP_057883)

mCld1(53-81) mC1C2 SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQRNH,

hCld1(140-159) hC1C3 YGNRIVQEFYDPMTPVNARY-NH
Deletions-/Additionspeptide auf Basis vom PeptidL@Z

mCld1(53-76)R mC1C2-4aaC SSVSQSTGQIQSKVFDSLLMNMR-NH,

mCld1(53-75)R mC1C2-5aaC SSVSQSTGQIQSKVFDSLLMNINNH,

mCld1(53-74)R mC1C2-6aaC SSVSQSTGQIQSKVFDSLLMR-NH,

mCld1(53-73)R mC1C2-7aaC SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNAR,

mCld1(53-72)R mC1C2-8aaC SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNR;

mCld1(57-81) mC1C2-4aaN QSTGQIQSKVEDSLNSTLQATR-NH,

mCld1(61-81) mC1C2-8aaN QQKVFDSLLNLNSTLQATR-NH,

mCld1(52-76)R mC1C2+laaN-4aa( MSSVSQSTGQIQSKVFDSILNNTR-NH,
Aminosaureaustauschmutanten des Peptids mC1C2

(N741)mCId1(53-81) mC1C2(N22I) SSVSQSTGQIQSKVFDSULISTLQATR-NH,

(N74S)mCId1(53-81) mC1C2(N22S) SSVSQSTGQIQSKVFDSLESTLQATR-NH,

19



Material und Methoden

Peptid Name Sequenz
(N74Q)mCId1(53-81) mC1C2(N22Q) SSVSQSTGQIQSKVFDSILIQETLQATR-NH,
(N74K)mCId1(53-81) mC1C2(N22K) SSVSQSTGQIQSKVFDSUKSTLQATR-NH,
(N74DmCId1(53-81) mC1C2(N22D) SSVSQSTGQIQSKVFDSLIDBTLQATR-NH,
(N74E)mCId1(53-81) mC1C2(N22E) SSVSQSTGQIQSKVFDSILIBSTLQATR-NH,
Sonstige Modifikationen des Peptids mC1C2
TAMRA-mCId1(53-81) | TAMRA-mC1C?2 TAMRA-SSVSQSTGQIQSKIDSLLNLNSTLQATR-NH,
C16-mCld1(53-81) C16-mC1C2 C16-SSVSQSTGQIQSKVFDSLNSTLQATR-NH,
mCld1(53-81)-PEG mC1C2-PEG SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNQRTR-PEG
D-AS-mCld1(53-81) D-AS-mC1C2 ssvsqstgqigskvfdsistlgatr-NH
Invers-mCld1(53-81) Invers-mC1C2 RTAQLTSNLNLLSDFVRBQGTSQSVSS-NH
Claudin-2 abgeleitete PeptidenCld2 Accession-Nr. NP_057884)
mCld2(53-81) mC2C2 ESATHSTGITQSDIYSTLLGLPADIQAAQ-NH
mCld2(141-160) mC2C3 HGILRDFYSPLVPDSMKFEI-NH
Sonstige Modifikationen des Peptids mC2C2
TAMRA-mCId2(53-81) | TAMRA-mC2C2 | TAMRA-ESATHSTGITQSMSTLLGLPADIQAAQ-NH
Claudin-3 abgeleitete PeptidenCld3 Accession-Nr. NP_034032)
mCld3(53-81) mC3C2 NSVVQSTGQMQSKMYDSLLALPQDLQAAR-NH
mCld3(137-159) mC3C3 WSANTIIRDFYNPLVPEAQKREM-NH
Claudin-4 abgeleitete PeptiddCld4 Accession-Nr. NP_034033; mCld4 AccessionNP_001296)
hCld4(53-81) hC4C2 NSVVQSTGQMQSKVYDSLLALPQDLQAAR-NH
mCld4(141-160) mC4C3 HNVIRDFYNPMVASGQKREM-NH
Claudin-5 abgeleitete PeptidenCld5 Accession-Nr. NP_038833)
mCld5 mC5C2
mCld5(145-160) mC5C3 REFYDPTVPVSQKYEL-NH
Nicht Claudin abgeleitete Peptide
Kloe | |

(53-81), Aminoséaureposition im Ursprungsproteinaalll, verlangert anN-Terminus um eine Aminosaure;
-4aaN/C, verkurzt amN-/C-Terminus um 4 Aminosauren; C16, Palmitinsaure;, Claudin; D-AS,
D-Aminoséaure; h, human; m, Maus; N22D, SubstitutibrD in Position 22 im mC1C2 Peptid; PEG, Polyethy-
lenglykol; TAMRA, 5,6-Carboxytetramethylrhodamin

2.2.1.2 Peptidsynthese

Die Herstellung der Peptide erfolgte in der Arbgitgppe Beyermann mittels Festphasensyn-
these nach 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Peptidchemie dem Peptidsyntheseautomaten
ABI 433A [141]. Es wurde das ABI 433A Standardpiatlh ,FastMoc 0.25Q MonPrevPk*
mit 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylmiom Hexafluorophosphat und 1-Hy-
droxybenzotriazol als Kupplungsreagenzien verweridet Synthese fand bei 22 °C mit ei-
nemSRamTentaGel Tragerharz statt. Dieteminale TAMRA-Markierung der Peptide fand
nach Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe Uber 40 mibimethylsulfoxid (DMSQO) statt.
TAMRA wurde zuvor mit 2-(6-Chloro-(1H-Benzotriazdyl)-1,1,3,3-tetramethylaminium
Hexafluorophosphat und N,N-Diisopropylethylamin wiktit. Die Abspaltung der Peptide
vom Tréagerharz und die Entfernung der Schutzgrugpeden in 8,5 ml Trifluoressigsaure
(TFA), 0,5 ml HO, 0,5 ml Phenol und 0,5 ml Triisopropylsilan unirhren fir 3 h, bei 22
°C statt. Das Rohpeptid wurde 30 min mit Diethyetigefallt, abzentrifugiert (2208, 5
min), mit Diethylether gewaschen und bei 22 °Cgsknet.
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2.2.1.3 Peptidreinigung und Charakterisierung

Die Reinigung des Rohpeptids fand mittels Hochleigsflissigkeitschromatographie
(HPLC) Uber eine PolyenCap-A 300 Saule statt [140D mg Rohpeptid sind in einem Ge-
misch aus 0,5 ml Acetonitril und 1,8 ml 0,1% TFAemem Gradient von 30-70% des Eluen-
ten B (80% Acetonitril/0,1% TFA) in 70 min aufgetrd worden (Eluent A: 0,1% TFA). Die
Detektion der Peptide erfolgte bei 220 nm. Die einen Fraktionen wurden Uber Nacht bei
40 °C im Rotationsverdampfer von Acetonitril Riéksden befreit und im Anschluss lyophi-
lisiert. Die qualitative Analyse der Fraktionenatdgte massenspektrometrisch (Acquity Ultra
Perfomance Liquid Chromatography/ Micromass LCT nitee Mass Spectrometer) mit
1 mg/ml Peptid in 0,1% TFA: 5-95% des Eluenten iidiber eine PolyenCap-A 300 Saule
in 40 min aufgetrennt worden. Die detektierten Massntsprachen den theoretischen Be-
rechnungen und die HPLC-Reinheit der Peptide lagdvwen 85% und >95%. Fim vivo
Versuche wurden nur Peptide mit einer Reinh®§% verwendet.

Die Messung des Endotoxingehaltes der Peptidegtefot Kooperation mit Dr. B. Bohrmann
von der Firma Hoffmann-La Roche, (CNS Research @gr&asel, CH). Von den zu testen-
den Peptiden wurden Losungen von je 200 uM in Cabdtedium (Tab. 11) hergestellt und

der Qualitatskontrolle unterzogen. Als Referenntdielas Caco-2 Medium ohne Peptide.

2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Routinezellkultivierung

Die Zellen (Tab. 7) wurden im Inkubator bei 37 °6du5% oder 10% COin zellspezifi-
schem Medium und GefalRen kultiviert (Tab. 11). Ndem Waschen (2XQulbecco’'s phos-
phate-buffered salinephne C& und Md*, DPBS-/-) und Ablésen mit Trypsin/Ethylen-
diamintetraessigsaure (EDTA)-L6sung bei 37 °C, sidim neuen Medium resuspendiert
und zentrifugiert (15@, 4 min) worden. Das Pellet wurde in neues Mediwfgenommen
und auf Zellkulturflaschen oder -testplatten (Thb) verteilt. Fir bEnd5-Zellen sind die Zell-
kulturgefaRe vor den Aussden mit Gelatine (0,1%1iDgq, 0,04 mlicni, 1 h, 37 °C) be-
schichtet und anschlieRend gewaschen (DPBS-/-) emorDie pMBMECSs sind von Dr. C.
Coisne (Universitat Bern, CH) aus 7-9 Wochen a@&7BL/6 Mausen isoliert (Tab. 7) und
direkt auf Matrigel-beschichtete Transwell CostdreF geséat worden [142, 143].
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Tab. 11 Kultivierungsbedingungen fiur die Routinekutivierung eukaryotischen Zellen

Zelltyp Medien-Zusammensetzung CQ Kulturflasche Vereinzelung
bEnd5 DMEM, 4,5 g/l Glukose, 10% FKS, 1000%  Cellstar 0,05% Trypsin/
U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin, 1x 0,02% EDTA
NEA, 5 uM s-Mercaptoethanol
Caco-2 DMEM, 19/l Glukose, 20% FKS, 100 U/mb% CellBIND 0,25% Trypsin/
Penicillin, 100ug/ml Streptomycin, 1x NEA Surface 0,02% EDTA
HT29/B6 RPMI 1640 Medium, 5% FKS, 100 U/mb% Cellstar 0,25% Trypsin/
Penicillin, 100ug/ml Streptomycin 0,02% EDTA
MDCK-Il, DMEM, 1g/l Glukose, 10% FKS, 100 U/mI10%  Cellstar 0,25%/0,05%
HEK-293 Penicillin, 100ug/ml Streptomycin,* Trypsin/0,02% EDTA
pMBMEC DMEM, 4,5 g/l Glukose, 20% FKS, 5010%  Cellstar 0,05% Trypsin/
pag/ml Gentamycin, 1x NEA, 1 ng/ml bFGF 0,02% EDTA

* nach Transfektion Kultivierung mit Geneticinr{él 0,5 pg/ml); bFGHyovine fibroblast growth factpiCO,,
in Volumen %; DMEM,Dulbecco’'s modified Eaglstedium; EDTA, Ethylendiamintetraessigsaure; FK3afe
les Kéalberserum; NEA, nicht essentielle AminosaurRMI, Roswell Park Memorial InstitutMedium

2.2.2.2 Kryokonservierung

Nahezu konfluente Zellen (75-85%) wurden gewasq2en DPBS-/-), mit Trypsin/EDTA
abgelost (Tab. 11) und bei 150 g, 4 min zentrifgieas Zellpellet wurde im Einfriermedi-
um (90% fetales Kalberserum (FKS), 10% DMSO) resodpert, auf Kryordhrchen verteilt,
mit einer Kuhlrate von 1 °C/min bis auf -20 °C akigjelt und bei -196 °C in flissigem Stick-
stoff gelagert. Zur Reaktivierung wurde die Krydkulim 37 °C Wasserbad aufgetaut und
sofort in zellspezifisches Medium (Tab. 11) gegeldach Zentrifugation ist das Zellpellet in

neues Medium aufgenommen und in eine Zellkultuchasiberfiihrt worden.

2.2.2.3 Zellzahlbestimmung

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde 1:2 mit ze#lsffischem Medium verdinnt. Davon
wurden 20ul auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Nacszéhiung der 4 Zahlgitter
wurde die Zellzahl/ml berechnet, indem die mitti&edlzahl/z&hlgitter mit 16und dem Ver-

dunnungsfaktor 2 multipliziert wurde.

2.2.2.4 Transfektion und Herstellung stabil transfiziedetllinien

Fur die Herstellung stabil transfizierter Zelllinievurden Zellkulturtestplatten (6 Vertiefun-
gen) mit Poly-L-Lyisn (PLL, 20 pg/ml in DPBS-/-) é&hichtet (10 min, 1,5 ml), gewaschen
(2x, DPBS-/-) und HEK-293-Zellen darin ausgesaf.21). Bei einer Konfluenz von 90%
wurde das Medium entfernt und pro Vertiefung 25@pki-minimal essentiaMedium mit
der Transfektionsmischung (2 pg Plasmid-DNA (Tgbubd 10 ul Polyethylenimin) appli-
ziert. Am nachsten Tag erfolgte die Zellvereinzgl{®.2.2.1) und Zugabe des Selektionsan-
tibiotikums Geneticin (final 0,5 pg/ml). Im Ansclsls erfolgte mittels Durchflusszytometrie
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eine weitere Anreicherung der Zellen, die das Zahin (Cldyellow fluorescent protejn
Cld-YFP) exprimieren: die Zellen wurden abgelostzellspezifischem Medium mit 5 mM
EDTA resuspendiert, zentrifugiert (1504 min), 2x gewaschen (DPBS-/- mit 5 mM EDTA)
und in eine Zellsiebréhrchen tberfuhrt. Die Zelfsrssion wurde bis zur Zellsortierung auf
Eis gelagert und danach entsprechend 2.2.2.1 larttiv

Fir denknockdowrnvon Rab4, -5 oder -7 wurden HEK-293 Cld1-YFP-Zelieit einer Mi-
schung aus je 3 verschiedenen siRNAs (Tab. 5) emt siPort NeoFX Reagenz entsprechend
der Herstellerangabe transfiziert, 24 h spéater gitiblert und nach weiteren 48 h verwendet
(Kooperation mit Dr. A. Andjelkovic-Zochowska, Umisitat Michigan, USA) [144].

2.2.2.5 Kultivierung von Zellen auf Deckglaschen und Fitter

Die Zellen wurden auf Deckglaschen oder Filterreunten in 2.2.2.1 beschrieben Bedingun-
gen Kkultiviert. Fur MDCK-II, HEK-293 und Caco-2-Zeh wurden die Deckglaschen
(1,1 cnf, 9,6 cnf) vor der Zellaussat mit PLL (20 ug/ml in DPBS#dschichtet; fiir bEnd5
mit Rattenschwanzkollagen (0,67 mg/ml in 0,2% Esige), je mit 0,3 ml/cm1,5 h, 22 °C.

Vor der Zellaussat wurden die Deckglaschen gewas(DEBS-/-).

Tab. 12 Kultivierungsbedingungen der Zellen auf Filern

Caco-2 MDCK-II HT29/B6 pMBMEC
Filterbezeichnung CM CM HA Matrigel
Membran-Material PTFE PTFE Zellulose-Ester  Zelleldsster
Porendurchmesser (um) 0,4 0,4 0,4 0,4
Wachstumsflache (ch 0,6 0,6 0,6 0,3
Beschichtung RSK (85 ug/éin  RSK (85 pglc) - Matrigel
Zellzahl (cn) 135000 180000 850000 #
Medienwechsel 1-/2-taglich - 2-taglich
Tage bis Experimentstart ~ 5-7 1-2 7-9 6-8

#, pMBMECs wurden in einer Dichte von 51000 verdaukapillaren/crhausgeséat; PTFE, Polytetrafluorethyl-
en; RSK, Rattenschwanzkollagen

Auch die Filter (Tab. 12) wurden zunéchst besclichElr Caco-2- und MDCK-II-Zellen
sind 150 pl Rattenschwanzkollagen (0,67 mg/ml 8¥©Essigséaure, 1:2 in DPBS-/-) pro Fil-
ter (Typ: CM) appliziert und tber Nacht auf ein@r <€ Heizplatte getrocknet worden. Nach
dem Waschen (DPBS-/-) erfolgte die Aquilibrierurey dilter mit zellspezifischem Medium
(apikal 400 pl, basal 600 pl, Tab. 11) fur 2 h mkubator. HT29/B6-Zellen wuchsen auf un-
behandelten Millicell-Filtern (Typ: HA). Die Kultierung erfolgte mit apikal 400 pl und
600 ul basolateral. Eine Ausnahme bildete die iFiftecellZscope (2.2.3.1) mit apikal 560 pl
und basolateral 400 ul Medium. Die pMBMECs wurd&odperation mit Prof. B. Engel-
hardt und Dr. C. Coisne; Universitat Bern, CH) additrigel-beschichteten Costar-Filtern
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(Corning, New York, USA) ausplattiert [142, 143]ieCFilterkultivierung der pPRBMEC mit
Perizyten und Astrozyten erfolgte in Kooperationt riRrof. M. Deli, Dr. S. Veszelka
(Biological Research Centreszeged, Ungarn) und Dr. A. Kittelnétitute of Experimental
Medicine Budapst, Ungarn) [6].

2.2.2.6 Behandlung von Zellen mit Peptiden

Die Peptide (Tab. 10) wurde mittels Analysenwaaggeaogen und in 37 °C-temperiertes,
zellspezifisches Medium (Tab. 11) geldst. Vor deptitibehandlung wurde das Medium ab-
genommen und durch peptidhaltiges Medium ersetaMRA-markierte Peptide sind zu-
nachst in DMSO gel6st (4 mM oder 40 mM) und dars0Q:1:1000 (8 uM oder 40 uM) in
Medium mit 0,012% Pluronic F-127 verdinnt worden.

2.2.3 Funktionelle Untersuchungen

Die Bestimmung der parazellularen Dichtigkeit egtelmit Widerstands- (TER-) und Perme-
ationsmessungen. Wahrend der TER die parazellidarehlassigkeit fur lonen widerspie-
gelt, ermdglichen Permeationsmessungen, Ricksehkissdie Durchlassigkeit eines Zell-
verbandes fur Moleklle unterschiedlicher Grof3e iangen. Die Kombination beider Me-
thoden erlaubt es, Anderungen der parazellularehti@keit mit der Durchlassigkeit fiir be-

stimmte Molekulgré3en zu korrelieren.

2.2.3.1 Transzellularer elektrischer Widerstand

Der TER der Filterkulturen (Tab. 12) wurde entwenhéreiner Handelektrode oder automati-
siert mit dem cellZscope gemessen. Fur MessungedanHandelektrode wurden die Filter-
kulturen auf eine 37 °C Heizplatte gestellt undriger 3 Messungen, jede um 120° versetzt,
vorgenommen. Fur die Berechnung des TEBR2) wurde vom mittleren elektrischen Wi-
derstand des zellbewachsenen Filt€rg @der mittlere elektrische Widerstand des Leerflte

(QL) subtrahiert und mit der Wachstumsflache der iH{tm2) multipliziert.

2.2.3.2 Permeationsmessungen

Alle Schritte erfolgten mit 37 °C-temperierten Lagen. Als Permeationsmarker dienten
Fluorescein-Isothiocyanat 10 kDa-Dextran (FD10kD@), Lucifer yellow(LY, 0,4 kDa) und
Alexa Fluor 680-3kDa Dextran (AD3, 3 kDa). Fur Cdatound MDCK-I1I-Zellen wurde der

PermeationskoeffizienPg) nach Formel (1) berechnet [145].
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do 1

(1) [Pk] = at A-C, 60

(em/s)

dQ/dt  Menge an diffundiertem Permeationsmarkgg /min)

A Wachstumsflache des Filtersn(?)
Ci Initiale Konzentration der Permeationslosufgy /ml)
60 Umrechnungsfaktomin zu s

Die Filter wurden auf einer 37 °C temperierten i&ate 2x mitHank's balanced salt soluti-
onmit C&* und Md¢f* (HBSS+/+) gewaschen (apikal 400 pl, basolaterél ), bevor apikal
400 pl Permeationslosung (45,7 pug/ml LY oder 250mk FD10 in HBSS+/+) und basolate-
ral 600 pl HBSS+/+ appliziert wurden. Nach bis 2un3in im Inkubator sind pro Filter baso-
lateral 3 Aliquots a 80 pl, je um 120° versetzigetommen und auf eine Zellkulturtestplatte
(96 Vertiefungen) uberfuhrt worden. Die Fluoresaetensitaten (Tab. 8) wurden mit dem
Plattenmessgerat bestimmt und die Filter im Ansshan die Permeationsmessung mit einem
inversen Phasenkontrastmikroskop auf Unversehrtioatprift. Die Messung der parazellu-
laren Dichtigkeit der pMBMECs erfolgte in Koopematimit Prof. B. Engelhardt und Dr. C.
Coisne (Universitat Bern, CH); der pPRBMEC mit Priof. Deli, Dr. S. VeszelkaBRjological
Research CentreSzeged, Ungarn) und Dr. A. Kittelnétitute of Experimental Medicine
Budapst, Ungarn).

2.2.3.3 Zellvitalitat

Zellkulturtestplatten (48 Vertiefungen) wurden rRitL beschichtet (20 pg/ml in DPBS-/-,
0,3 mi/Vertiefung, 5 h) und gewaschen (DPBS-/-¢ alkiteren Waschschritte ebenfalls mit
DPBS-/-). Die Zellen wurden ausplattiert und nachreiehen der Konfluenz mit den zu tes-
tenden Substanzen behandelt. Im Anschluss wurdedalien gewaschen und je Vertiefung
200 pul 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (MTT)-Lasg (0,5 mg/ml inDulbecco’'s modified

EagleMedium (DMEM), 1g/I Glukose, ohne Phenolrot) odexuitalrot-Lésung (50 pg/ml in

DMEM 1g/l Glukose, ohne Phenolrot) appliziert [14BJach 3-4 h im Inkubator wurden die
Zellen gewaschen und 200 pl Extraktionslosung pestiefung appliziert (MTT: 5% Tri-

ton-X-100, 2% 2 N Salzsdure, 93% Isopropanol; Neudt: 2% Essigsaure, 50% Ethanol
(99%)). Nach 15 min auf dem Ruttler (800 U/min)odgte die Extinktionsmessung der Ho-

mogenate (MTT, 570 nm; Neutralrot, 540 nm) mit einelattenmessgerat.
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2.2.4 Mikroskopische Untersuchungen

Soweit nicht anders angegeben, wurde fir die Umtbreng dadaser scanning microscope
(LSM) 510 META-NLO mit PlanApochromat 63x/1.4 od®&anNeofluar 100x/1.3 OlI-
Objektiven und die LSM Image Browser Software verdet. Die Einstellungen wurden ent-

spechend der Fluoreszenzeigenschaften der Markeihife(Tab. 8).

2.2.4.1 Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenzfarbung von Zellen auf Deckglaschen

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellefi 1 cnf Deckglaschen kultiviert
(2.2.2.5). Fur die Immunfluoreszenzfarbung von HEX3- und Caco-2-Zellen wurden diese
gewaschen (2x, DPBS mit €aund Md"*, DPBS+/+, auch alle weiteren Waschschritte) und
auf Eis 5 min in Aceton, 1 min in 99% unvergaltethdhol und 2 min in DPBS+/+ inkubiert.
Nach der Blockierung (DPBS+/+, 5% Milchpulver, O©5Tween-20) mit 80 pl far 1 h,
bei 22 °C wurde 2x gewaschen. Anschlieend sindul7@rimarantikdrper (1:200 in
DPBS+/+, 0,25% Milchpulver; Tab. 6) appliziert ubdi 4 °C tber Nacht inkubiert worden.
Nach 4x waschen folgte die Inkubation mit 80 pl @edérantikorper (1:250 in DPBS+/+,
0,25% Milchpulver; Tab. 6) fir 1 h im Dunkeln. Dizeckglaschen wurden 4x gewaschen
und mit EinschlussmittelfomuMouny} auf dem Objekttrager stabilisiert.

Fur Kolokalisationsuntersuchungen zwischen TAMRA4AGR2/-mC2C2, Cld1 und den endo-
somalen Markern Rab5 (fruihe Endosomen) [147], R@ekzyklosomen) [148] und Rab7
(spate Endosomen) [149] in HEK-293 Cld1-YFP-ZellefiKooperation mit Dr.

A. Andjelkovic-Zochowska, Universitat Michigan, U$Avurden die Zellen gewaschen, mit
4% Paraformaldehyd (0,1 M BRQO,, pH 7,2) 20 min fixiert, 3x gewaschen und ans@died
30 min blockiert (DPBS+/+, 5% Ziegenserum, 1% FB®1% Triton X-100). Die anti-Rab4,
-Rab5, -Rab7 Antikorper (Tab. 6) wurden Uber Nait4 °C auf die Deckglaschen gegeben,
inkubiert, 3x gewaschen und mit Einschlussmitté&dtashieldl auf dem Objekttrager stabili-
siert. Die Proben wurden mit dem LSWvertedSP5 X Mikroskop untersucht und die Kolo-
kalisation zwischen Cld1-YFP, TAMRA-Peptid und Rab8 und -7 mit dem Programm

ImageJ bestimmit.
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Immunfluoreszenzfarbung von Zellen auf Filtern

Caco-2 und MDCK-II Zellfilter (2.2.2.5) wurden gesahen (DPBS+/+, auch alle weiteren
Waschschritte) und apikal mit 400 pl und basol&teria 600 ul Ethanol (99%, eiskalt, un-
vergalt) fir 10 min, bei -20 °C fixiert. Nach denugschneiden der Filtermembran erfolgte
die Permeierung der Zellen fir 10 min mit 120 uDRBS+/+ mit 0,1% Triton-X 100. Die
Membran wurden 4x gewaschen, fur 1 h, bei 22 °CKibot (DPBS+/+, 5% Bovines Serum-
albumin (BSA)) und im Anschluss mit 120 pl Prim&radrper (1:200 in DPBS+/+; Tab. 6)
bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Nach dem Waschen yxden mit 120 pl Sekundarantikor-
per (1:200 in DPBS+/+; Tab. 6) fur 1 h, bei 22 fRubiert, 4x gewaschen, und die Membran

mittels EinschlussmittelfhmuMoun} zwischen einem Deckgléaschen und einem Objekttrage

stabilisiert. Die pMBMECs wurden mit eiskaltem Matiol fir 30 s fixiert, gewaschen
(DPBS-/, auch alle weiteren Waschschritte) und 30rmin, bei 22 °C blockiert (50 mM
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid (Trigzt), 150 mM NaCl, 5% Milchpulver,
0,2% Triton X-100, pH 7,5). Die Membran wurde gegfam, fir 30 min, bei 22 °C mit Pri-
marantikorper (1:25 in Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5% Ishipulver, 0.2% Triton X-100, pH
7,5; Tab. 6) inkubiert und erneut gewaschen. Egdatliie Inkubation mit den Sekundéranti-
kérpern fir 30 min, bei 22 °C (1:25 in Tris-HCIl,@BM NacCl, 5% Milchpulver, 0.2% Triton
X-100, pH 7,5; Tab. 6). Die Membran wurde gewaschied mit EinschlussmitteMowiol)
zwischen einem Deckglaschen und einem Objekttrsigédlisiert. Die mikroskopischen Un-
tersuchungen erfolgten mit dem Eclipse E&80Rroskop, ausgestattet mit ddigital camera
DXM1200F. Die Untersuchung der pMBMECs erfolgtekinoperation mit Dr. Coisne (Uni-

versitat Bern, CH).

2.2.4.2 Lebendzelluntersuchungen

Die auf 9,6 criDeckglaschen kultivierten Zellen (2.2.2.5) wurdenr8it HBSS+/+ gewa-
schen und in HBSSS+/+ mikroskopiert. Die Farbungr diellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342 (5 pM in HBSS+/*#10 min), der Plasmamembran mit Trypanblau (0,5 mM
in HBSS+/+>2 min) oder 5-Hexadecanoylaminofluorescein (17 pNMIBSS+/+>5 min).

Endozytose von Peptiden

Zur Untersuchung der Zeitabhangigkeit der Peptio@uine wurden Zellen fir unterschied-
lich lange Zeitrdume mit 40 uM TAMRA-markiertem Ridp(Tab. 10) unter den in 2.2.2.1

aufgefuhrten Bedingungen kultiviert und anschlief3enkroskopiert.
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Die Temperaturabhangigkeit der Peptidaufnahme warduettelt, indem die Zellen zuné&chst
15 min, bei 6 °C inkubierten. Das Medium wurde ddaonch 6 °C-temperiertes Medium mit
40 uM TAMRA-markiertem Peptid ersetzt. Nach 35 mimrden die Zellen entweder mikro-
skopiert oder fur weitere 30 min, bei 37 °C, 10%,&0ltiviert.

Die Aufklarung des Endozytoseweges von TAMRA-mCHIIgte mit Endozytoseinhibito-
ren (Tab. 13). Bei der Verwendung von 40 uM TAMRARC2 wurden die Zellen fir 1 h
mit Inhibitor vorbehandelt, bevor das Peptid zusammit dem Inhibitor fir 35 min appli-
ziert wurde. Fur die Testung von 8 uM TAMRA-mC1Carde 30 min mit Inhibitor vorin-
kubiert und im Anschluss das Peptid mit dem Inbibitir 1 h appliziert.

Tab. 13 Verwendete Endozytoseinhibitoren und -marke

Substanz Beeinflussung/Markierung Finale Konzentratior!
Chlorpromazin Inhibierung der Clathrin-vermitteltenernalisierung 15,00 uM

Filipin I Inhibierung der Caveolae-vermitteltentérnalisierung 15,27 uM
LY294002 Inhibierung der Makropinozytose 100,00 uM
Wortmannin Inhibierung der Makropinozytose 0,25 uM

Alexa Fluor 680- Markierung der Clathrin-vermittelten Internalisiagyund 25,00 pg/ml
Transferrin der Rezyklosomen

* die Inhibitoren wurden in zellspezifischem Medi(fab. 11) gelést und appliziert

Die Ergebnisse der Internalisierungsuntersuchungamrden mit Alexa Fluor 680-
gekoppeltem Transferrin verifiziert (Tab. 13). Ts&errin ist ein Protein, das nach Bindung an
den Transferrinrezeptor Clathrin-abhangig intesait wird [150]. Nach der Internalisierung
wird es nicht degradiert, sondern zuriick an diesrREamembran transportiert. Alexa Fluor
680-gekoppeltes Transferrin diente daher als Maifilkedie Clathrin-abhangige Internalisie-
rung und fir Rezyklosomen [148, 150]. Die Zellenrgan flr 15 min, bei 6 °C mit 40 uM
TAMRA-mC1C2 oder 25 pg/ml Transferrin oder 25 pgfimansferrin und 40 uM TAMRA-
mMC1C2 inkubiert. Anschliel3end folgten weitere 2% imkubation bei 37 °C, bevor die mik-
roskopische Analyse stattfand.

Der intrazellulare Verbleib von TAMRA-mC1C2/mC2C2aah der Endozytose wurde mit
fixierten Proben (2.2.4.1) und Saccharose-Dichtdigrdenzentrifugation (2.2.6.7) unter-

sucht.

Quantifizierung der Peptidaufnahme

Die Quantifizierung der Peptidaufnahme erfolgte Hilfe der Peptid-Fluoreszenzmarkierung
TAMRA. Fir jedes aufgenommene Bild wurde die Sumafler detektierten TAMRA-
Signale (Tab. 8) mit Intensitaten zwischen >99 «@85 arbitrary units berechnet und auf

die Zellzahl normiert (Fluoreszenzsignale/Zell&§ L
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Proteinmobilitat in der Plasmamembran (FRAP)

Mit fluorescence recovery after photobleach{iRiRAP)-Untersuchungen ist es mdglich, die
Diffusionseigenschaften eines fluoreszenzmarkieResteins zu untersuchen [152]. Hierfur
wird in einem definierten Untersuchungsareal disoFészenzmarkierung des zu untersu-
chenden Proteins durch mehrere intensive Laserpuiseersibel zerstort. Durch Diffusion
kénnen Proteine mit intaktem Chromophor in das t$nighungsareal stromen, so dass uber
die Zeit eine erneute Zunahme der Fluoreszenzdasedn Areal ermittelt werden kann. Aus
der Zunahme der Fluoreszenzintensitat Uber die k&gih die mobile Fraktion (Formel (4))

des Proteins auf Basis der Formeln (2) und (3) tezthiverden.

(2) F; = Fyp = Fyg (A.U.)
) Fy = Fyg — Fyp (A.U.)
o (F
(4) Mobil = (F) -100 (%)
i
F; Initiale Fluoreszenzintensitétd. U.)
Fy Finale Fluoreszenzintensitd§i. U.)
Fyg Fluoreszenzintensitat vor dem Bleich€A. U.)
Fyg Fluoreszenzintensitat nach dem Bleichgh U.)
Fyr Fluoreszenzintensitat nach WiederherstellydgU. )

In den durchgefiihrten FRAP-Experimenten wurde defliss vom Peptid mC1C2 (100 uM,

5 h) auf die Mobilitat von Cld1-YFP in Zwei-Zell-Kbakten untersucht. Hierfiir wurde das
YFP in den Kontaktregionen zweier HEK-293 Cld1-YE&len ausgeblichen und Uber
14 min die erneute Zunahme der Fluoreszenzintensitédetreffenden Areal gemessen. Fir

die Untersuchungen wurden die Zellen auf Deckgksdtultiviert (2.2.2.5).

2.2.4.3 Gefrierbruch-Analyse

Zellkulturflaschen (25 cA) wurden mit 5 ml PLL fiir 5 h beschichtet (20 pgimDPBS-/-).
Nach dem Waschen (DPBS+/+, auch alle weiteren Vdabcitte) wurden HEK-293
Cld1-YFP-Zellen ausgesat (2.2.2.1) und bei Erraicki@er Konfluenz von 85% fiir 24 h mit
100 uM Peptid behandelt. Anschliel3end wurden dieeZgewaschen und mit 5 ml Glutaral-
dehydlésung (2,5% Glutaraldehyd in DPBS+/+) fur fxkert. Nach erneutem Waschen (2x)
wurden die Flaschen maximal mit DPBS+/+ geflllt doed 4 °C gelagert. Die Gefrierbriiche

wurden durch Prof. H. Wolburg (Universitat Tubing&k) hergestellt und fotografiert.
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2.2.5 Untersuchung von Signaltransduktionswegen

Der Glykogensynthase-Kinase-3 Inhibitor SB4152861 wer NRB-Inhibitor N4-[2-(4-
Phenoxyphenyl)ethyl]-4,6-quinazolinediamin  (QNZ) rden zunachst in DMSO geldst
(40 mM bzw. 20 mM) bevor sie in Caco-2 Medium ( Tab) verdinnt wurden. Fur die Un-
tersuchung mit den NiB-Inhibitoren wurden Caco-2-Filterkulturen (2.2.2r8it Pyrrolidin-
dithiocarbamat (PDTC, 100 uM) oder QNZ (1 uM) fiin Apikal vorbehandelt, das Medium
gegen peptidhaltiges Medium ohne Inhibitor gewelthg®el 24 h inkubiert. SB415286 (30-
60 uM) wurde fir 1 h bilateral inkubiert und dasdien anschlieRend gegen Medium mit
SB415286 und Peptid ersetzt.

2.2.6  Proteinbiochemische Methoden
2.2.6.1 Zelllysatherstellung aus eukaryotischen Zellen

In Zellkulturtestplatten (24 Vertiefungen) gewaamseZellen (2.2.2.1) wurden 2x mit
DPBS+/+ gewaschen und pro Vertiefung 250 pl eiskddPBS+/+ hinzugegeben. Nach dem
Ablosen der Zellen mit einem Zellschaber wurdersélipelletiert (150 g, 5 min, 4 °C) und in
70 pl Lysepuffer aufgenommen (50 mM Tris-HCI, 15MmMNaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet
P-40, 0,5% Deochycholad,1% NatriumdodecylsulfgiSDS), pH 7,5). Nach 30 min auf Eis
wurde zentrifugiert (2000@, 40 min, 4 °C), der Uberstand in Ladepuffer resusipert
(Tab. 14), denaturiert (5 min, 95 °C) und bis zeiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.6.2 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektroph@es

Die Auftrennung von Zelllysaten erfolgte mittels SDPolyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) in 12% Tris-Gycin Gelen (Tab. 14) bed M und 22 °C. Von den Proben sind
10 pg Protein/Spur aufgetragen bzw. die Proteimdéggrauf ein Referenzprotein normiert
(2.2.6.4) worden.

2.2.6.3 Proteinbestimmung

Es wurde das Pierce BicinchoninsabBretein assay kientsprechend der Herstellervorgaben
verwendet. Von jeder Probe wurden 1:2/1:5 Verdligearhergestellt und in Triplikaten auf
eine Zellkulturtestplatte (96 Vertiefungen) gegeh#n 25u1 Probe wurde mit 20Ql Reakti-
onslésung vermischt und fir 30 min, bei 37 °C inkub Parallel wurde eine BSA-
Standardreihe (0,025-2,0 pg/pl) mitgefuhrt. Die &ipsion wurde bei 562 nm im Platten-

messgerat bestimmt.
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2.2.6.4 Western Blot

Nach kurzem Spulen des Polyacrylamid-Gels y@ddwurden die Proteine in Transferpuffer
(25 mM Tris-HCI, 190 mM Glycin, 20% Methanol, pH33,auf eine 0,45 pm Nitrozellulose-
Membran mittels Semi-Dry-Verfahren in tbertrage (hin, 15 V, gefolgt von 45 min,

20 V). Nach dem Proteintransfer wurde die NitradeBemembran 1 h blockiert (Tris-

gepufferte Salzlésung, TBST, 50 mM Tris-HCI, 150 N\CI, 0,05% Tween-20, pH 7,4)

und der primére Antikoérper (1:1000 in TBST; Tabu@j}er leichtem Schutteln Gber Nacht bei
6 °C inkubiert. Der an Peroxidase gekoppelte Sekrardikorper (1:2000 in TBST; Tab. 6)
wurde nach dem Waschen der Membran (6x, TBST) fijrldei 22 °C inkubiert. Nach erneu-
tem Waschen (6x, TBST) fand der ChemilumineszenzhiNais der Proteine statt: die
Membran wurde 5 min mit Entwicklerlésung benetztl wiie Chemilumineszenz im Transil-

luminator detektiert. Die Analyse der Bandenintgiten erfolgte mit ImageJ.

Tab. 14 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektophorese

12%/20% Tris-Glycin-Gele 18% Tris-Tricin-Gel

Laufpuffer 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 0,1% SDS 100 mM Tris-HCI, 100 mM Tricin,

0.1% SDS, pH 8,3
Sammelgelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 .
Trenngelpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 8 M Tris-HCl pH 8,5
Sammelgel (5 ml) 2,94 mlDy4 1,25 ml Sammelgelpuffer, 0,7 ml 3,1 ml HOyq, 1,25 ml Gelpuffer,
30% Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1, 50 pl 10% 0,625 ml 40% Acrylamid/Bisacryl-
SDS, 40 pl 10% APS, 20 ul TEMED amid 29:1, 5 ul 40% APS, 20 pl
TEMED
Trenngel (10 ml)  4,1/0,9 ml @44, 2,5 ml Trenngelpuffer, 3,2/6,4 2,9 ml Ethylenglycol, 2,5 ml Gel-
ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1, 100 pl puffer, 4,5 ml 40% Acrylamid/

10% SDS, 50 pl 10% APS, 50 ul TEMED Bisacrylamid 19:1, 10 ul 40% APS,
15 ul TEMED
4x Ladepuffer 125 mM Tris-HCI, 4% SDS, 20% Glydefh2 M Dithiothreitol, 0,02% Bromphenolblau,
pH 6,8

Tris-HCI, Tris(Hydroxymethyl)aminomethan Hydrochidr APS, Ammoniumperoxodisulfat; SD3yatrium-
dodecylsulfat TEMED, Tetramethylethylendiamin; es wurde &gecision plus proteimlual color Gré3enstand-
ard verwendet (3 pl/Spur)

2.2.6.5 Nachweis von Peptiden in Blutplasma

TAMRA-mC1C2 ist in einer Konzentration von 100 pM DMSO gel6st und anschliel3end
1:10 in Rattenblutplasma (zur Verfigung gestellt Br Rittner, Universitat Wirzburg, DE)
verdinnt worden. Das Blutplasma wurde Uber einetraien von bis zu 48 , bei 37 °C inku-
biert. Zum Zeitpunkt O sowie nach 2, 4, 8, 16, 24nld 48 h wurden jeweils 150 ul Aliquots
entnommen und mit 60 pul Acetonitril /99% Ethanalljlgefallt (6 h, 4 °C). Nach Zentrifuga-
tion (20000g, 15 min, 4 °C) und anschlieRender Filtration désiStandes durch 22 um Spit-
zenvorsatzfilter wurden die Proben massenspektrigolet (2.2.8.3) oder mit SDS-PAGE

analysiert. Fur die Auftrennung der Peptide mit S&SGE wurden je 10 pl des Filtrates in
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Ladepuffer (Tab. 14) resuspendiert, denaturiertm{B, 95 °C), auf Eis abgekuhlt und bei
100 Volt und 22 °C in einem 18% Tris-Tricin-Gel seprt (Tab. 14). Die Fluoreszenz von
TAMRA wurde im Geldokumentationssystem detektiartl unit der Software ImageJ durch
Messung der Bandenintensitaten quantifiziert (Bab.

2.2.6.6 Expression und Koprazipitation von Fusionsproteinen

N-terminale Fusionsproteine der EZS1 von Cld5 (Améwsposition 21-88) mit dem Malto-
se-Bindeprotein (MBP-Cld5;.s9, oder MBP allein (Tab. 5) wurden iBscherichia coli
(BL21; Tab. 7) exprimiert. Die Zellen wurden hiarfin Lysogeny brot#tMedium in einer
Inkubationshaube kultiviert (37 °C, 200 U/min) uedd einer optischen Dichte von 0,6-0,8 mit
final 0,3 mM IsopropyB-D-1-thiogalactopyranosid bei 22 °C fur 3 h inkubiédnschlielRend
wurden die Zellen pelletiert (400§) 10 min, 4 °C), gefroren (flissiger Stickstoffyf&is
aufgetaut und in 40 ml Lysepuffer (20 mM Tris-HG|2 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 mg/ml Lysozym, 10%tycerin, 0,1% Nonidet P-40, pH 7,4)
resuspendiert. Nach 30 min wurde sonifiziert (651300 W), zentrifugiert (3900f) 1 h, 4
°C) und der aliquotierte Lysat-Uberstand bei -80y&agert.

Fur die Koprazipitationsuntersuchungen wurden prob® 100 pl Amylose-Matrix mit
DPBS-/- gewaschen (50f) 5 min), mit 100 pl Lysat-Uberstand gemischt uag¢mZugabe
von 1 ml Bindepuffer (20 mM Tris-HCI, 0,2 mM Nadl,mM EDTA, pH 7,4) drehend inku-
biert (1 h, 22 °C). Nach dem Waschen mit Bindepuig¢ die Matrix mit 800 ul Peptid-
Losung (10 uM TAMRA-mC1C2 oder TAMRA-mC2C2 in DPBS-und 400 ul Bindepuffer
gemischt und drehend inkubiert worden (1 h, 22 A®)schliel3end wurde die Matrix gewa-
schen (5x, je 1 ml DPBS-/-), mit 30 pl SDS-Laufpuffversetzt und in Ladepuffer aufge-
nommen (Tab. 14). Nach dem Denaturieren (5 miny@psind die Proben in einer 20%
SDS-PAGE (Tab. 14) separiert und die Peptide UleeFf AMRA-Markierung (Tab. 8) mittels

Fluoreszenz Scanner detektiert worden.

2.2.6.7 Endosomenisolation und -analyse

Nach Inkubation von HEK-293 Cld1-YFP-Zellen mit 8 rAMRA-mC1C2 oder -mC2C2
(Tab. 10) wurden diese resuspendiert (0,25 M Saosha3 mM Imidazol (pH 7,4), 1 mM
Ethylenglycoltetraessigsaure, 0,1 mM Phenylmethfdaylfluorid, 1x Protease-
Inhibitormischung), homogenisiert und zentrifugi€k7000g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand
wurde auf einen linearen 10-50% Saccharose-Graief® mM Imidazol (pH 7,4), 0,15 M
NacCl, 0,01% Triton X-100) gegeben und zentrifug{@i4000g, 18 h, 4 °C). Anschliel3end
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wurden, vom Boden beginnend, 30 Fraktionen entnammderen Fluoreszenz bestimmt
(Tab. 8) und sie einem Western Blot unterzogen.§242. Die Untersuchung fand in Koope-

ration mit Dr. A. Andjelkovic-Zochowska (Universitilichigan, USA) statt.

2.2.7 Invivo- und ex vivoUntersuchungen

Die Untersuchungen fanden in Kooperation mit DrRittner (Universitat Wirzburg) an am
Perineurium de®ervus ischiadicuson méannlichen Wistarratten (180-220 g) statt (T@gb.
[15, 18, 83].

2.2.8 Biophysikalische Methoden
2.2.8.1 Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Um mdgliche strukturelle Unterschiede zwischen sarken und unwirksamen Peptiden zu
ermitteln, wurde die Zirkulardichroismus-(CD) Spelskopie angewendet. Zirkular-
dichroismus beschreibt die Eigenschaft optischvakfichiraler) Substanz, links- oder rechts-
zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stamlt absorbieren. Die CD-Eigenschaften von
Peptiden werden stark durch die Geometrie der #legite beeinflusst, womit das CD-
Spektrum Ruckschlisse auf ihre Sekundarstruktubglioit: a-helikale Proteine (z.B. Poly-
L-Lysin, pH 11,1, 22 °C) zeigen CD-Spektrenminin& B08 und 222 nm sowie ein Maxi-
mum bei ~191 nm; unstrukturierte Proteine (Polytsin, pH 5,7, 22 °C) sind durch ein CD-
Minimum bei 197 nm und geringe positive Werten &7 nm charakterisiert; die
S-Faltblattkonformation (Poly-L-Lysin, 15 min erhitauf 52 °C, pH 11,1, 22 °C) resultiert in
einem CD-Minimum bei 217 nm, einem Maximum bei 198 [153].

Die Messungen erfolgten mit dem Spektropolarimét@0, bei 22 °C von 195-260 nm in
0,1 cm Quarzkivetten. Pro Messung sind 8 Akkumutaim mit einer Aufldésung von 0,1 nm
und einer Messgeschwindigkeit von 20 nm/min erzeumiden. Die verwendete Peptidkon-
zentration betrug 50 pM. Um umfassende Informatiodber die Sekundarstruktureigen-
schaften der Peptide zu erhalten, erfolgten diesMiagen in unterschiedlichen Pufferbedin-
gungen: 10 mM Phosphatpuffer (PP; 7,7 mMHRQO,, 2,3 mM NaHPQ,; pH 7,4), 0,25-
30 mM SDS in PP; 1-80% Trifluorethanol (TFE) in R Abhéngigkeit der Sekundarstruk-
turneigung eines Peptids ermdglicht die Zugabe $D'$ in Konzentrationen unterhalb der
kritischen Mizellenkonzentration (6-8 mM) dig-Faltblattbildung zu induzieren. SDS-
Konzentrationen tber der kritischen Mizellenkonzatindn kénnen zur Induktion und Stabili-

sierung vona-Helices fiuhren; TFE ist ein organisches Lésungsmitias die Bildung von
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a-Helices begunstigt [154-156]. Die Analyse der CDidbaerfolgte mit dem Programm
Spectra Manager: Die Elliptizitdtder Probe wurde pufferkorrigiert, in die Molardifiizitat
[0] transformiert (Formel (5)) und auf die Anzahl deninosauren normiert (Molare Residu-
elle Elliptizitat, P]urg, Formel (6)). Die Bestimmung der Sekundarstrukitede der Peptide

erfolgte mit dem Spectra Manager unter VerwenduwngReferenzspektren [157].

__® 2 g 11
(5) 01 =572 (deg - cm? - decimol™")
(6) (8] mre = 9 (deg - cm? - decimol™")
n

Elliptizitdt (mdeg)

Molare Konzentration(mol - [1)
Schichtdicke der Kivettgcm)
Anzahl der Aminosauren

S ano

2.2.8.2 3D-Strukturvorhersage der Peptide

Die Vorhersage der 3D-Strukturen der Peptide etdahgit dem Programm PEP-FOLD [138-
140]. Ausgehend vom Konzept d&suctural alphabet$158] wird hierbei die Priméarsequenz
des Peptids mit 27 4-Aminosaurefragmenten mit befearKonformation abgeglichen. Aus
Ubereinstimmenden Fragmenten werden im Anschluss Beachtung ihrer Konformations-
eigenschaften Modelle des Peptids generiert. Diglédle mit den energetisch gunstigsten
Konformationen (SOPEP [159]) wurden fUr die weitdr@ersuchung verwendet und mit dem

Programm Discovery-Studio dargestellt.

2.2.8.3 Massenspektrometrischer Nachweis der Peptide inpBkma

Fur den massenspektrometrischen Nachweis von TANPRAtiden im Blutplasma wurden
die Proben entsprechend 2.2.6.5 vorbereitet, engjeéRotations-Vakuum-Konzentrator,
45 °C 5,5 Torr/min Unterdruck) und in 5% Acetoi@j1% TFA im Ultraschallbad gel6st.
Zum Entsalzen und erneuten Aufkonzentrieren debéveurden ZipTip C18 Saulen verwen-
det. Nach dem Waschen (3x; 50% Acetonitril, 0,198 &nd Aquilibrieren (3x; 0,1% TFA,
pH 7,0) wurden die Saulen durch 10x aufziehen mitRrobe beladen. Nach dem Waschen
(3%, 0,1% TFA, pH 7,0) erfolgte die Probenelutionli5 pul 65% Acetonitril/0,3% TFA direkt
auf eine Opti-TOF 384er Platte. Fur jede Probe wd&® pla-Cyano-4-hydroxyzimtsdure
(5 mg/ml in 75% Acetonitril/0,3% TFA) auf der Platvorgelegt. Die Detektion der Peptide
erfolgte mit dem Massenspektrometer (AB SCIEX TABFI5800).
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2.2.9 Statistik

Die Ergebnisse sind, soweit nicht anders angegealsnMittelwert:Standardabweichung
(SD) dargestellt. Die SD wurde ab3iberechnet. Unterschiede zwischen 2 Gruppen wurden
mit dem Mann-Whitney U Test, Unterschiede zwischeahr als 2 Gruppen mit dem
Kruskal-Wallis Test, gefolgt vom Dunns-Vergleiclsttedentifiziert. Fir dien vivo Experi-
mente wurden ANOVA, gefolgt vom Student-Newman-kewder Dunnett-Test angewen-
det. Ein p-Wer& 0,05 (*) wurde als statistisch signifikantg@O01 (**) als hoch signifikant
und 0,001 (***) als hochst signifikant erachtet. Die &lgse der Daten erfolgte mit dem

Programm Prism.
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3 Ergebnisse

3.1  Claudin-Peptidomimetika zur Zellbarrieremodulation

Die parazellulare Dichtigkeit epithelialer und ettdsialer Zellbarrieren wird durch die inter-
zellulare Wechselwirkung der extrazellularen Sdhreil und -2 (EZS1, -2) der Claudine be-
stimmt. Mit dem Ziel die parazellulare Durchlas®gldurch die spezifische Modulation die-
ser Wechselwirkungen zu erhéhen, wurden Peptidotikeneler EZS1 und -2 von Cld1-5
entworfen und synthetisiert (Tab. 10). Die Aktivitger Peptide wurde Uber TER- und Per-
meationsmessungen sowie die Farbung der TJ-Prdiestenmt. Fur Bindungs- und Lokali-
sationsuntersuchungen wurde an die Peptide diaddmenzmarkierung TAMRA gekoppelt.
Die Bestimmung von wirkrelevanten Bereichen erlgtit Deletions-, Additions- und Ami-

nosaureaustauschpeptiden.

3.2 Das Claudin-1-Peptidomimetikum mC1C2 erhéht die Zdbarriere-
durchlassigkeit

Als Eingangstestsystem flr die Detektion moéglidhamrieremodulierender Eigenschaften der
Cld-Peptidomimetika (Tab. 10) dienten epithelialec@-2-Zellen. Diese exprimieren die-TJ
Proteine Cld1-5 (Abb. 8A) und Occ und wiesen nadhTagen Kultivierung einen TER von
208+18Q-cnt auf (Abb. 8B). Damit einher ging eine signifikangringerte parazellulare
Durchlassigkeit fur kleine (LY; 0,4 kDa) und gro(fD10; 10 kDa) Molekile. Abb. 8B zeigt

A B TER  Permeation (o4
(kDa) Occ (59 kDa) 250 - LY FD10 260 151
[
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Abb. 8 Caco-2-Zellen als Testsystem zur Untersuchgndes Einflusses von Claudin-Peptidomimetika
auf die parazellulare Dichtheit. (A) Western Blot-Nachweis der TJ-Proteine Claudin-1d{Clberechnetes
Molekulargewicht 23 kDa), Cld2 (25 kDa), Cld3 (2B&), Cld4 (22 kDa), Cld5 (23 kDa) und Occludin (Qcc
59 kDa).(B) Filterkulturen (Zellen+Filter) zeigten nach 5-7gea einen transzellularen elektrischen Widerstand
(TER, schwarzer Balken) von >2@0cnt und signifikant verringerte Permeationskoeffizeen{R) fiir Lucifer
yellow (LY, 0,4 kDa, karierte Balken) und Fluoresceintlsocyanat 10 kDa-Dextran (FD10, gepunktete Bal-
ken) im Vergleich zu Leerfiltern (Filter-Zellen)>8; Mittelwert=SD; Mann-Whitney U Test; *** $0,001.(C)
Von den getesteten Peptidomimetika (200 uM, apRélh) reduzierte lediglich das von der erstenaaeitula-
ren Schleife von murinem Cld1-abgeleitete Peptidl@Z den TER im Vergleich zu peptidfrei kultiviertZel-

len (Kontrolle); m, Maus; h, human; Details zu d@aptiden, Tab. 103; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis Test
mit Dunns-Vergleichstest; ***, $0,001.
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den Effekt der Cld-Peptidomimetika (200 uM apik&4, h) auf den TER von Caco-2-Zellen.
Von den getesteten Peptiden bewirkte lediglich BZS1-Peptid von Cldl (mC1C2) eine
signifikante Verringerung des TER um 53+£12% gegeni#ellen die ohne Peptid kultiviert
wurden (Kontrolle). Alle anderen Peptide fihrtenkainer signifikanten TER-Verringerung,

d.h. Offnung der parazellularen Zellbarriere.

3.3 Invitro-Wirkung von mC1C2

3.3.1 Zelltyp-, Konzentrations-, Administrations- und Zeitabhéangigkeit

Die weitere Charakterisierung des Peptideffektas mC1C2 erfolgte an Zellen mit unter-
schiedlichen Barriereeigenschaften. Neben den @pten Caco-2-, MDCK-I1l-, HT29/B6-
und HEK-293-Zellen, wurden auch die murine Gehiduthelzellline bEnd5 und primére
murine (pMBMEC)- oder Ratten (pRBMEC)-Gehirnkapidladothelzellen verwendet.
bENnd5, pMBMECs und pRBMECSs sind etablignevitro Modelle der Blut-Hirnschranke [6,
160]. Die Unterschiede in den Barriereeigenschaftamverwendeten Zelltypen ergeben sich
u.a. aufgrund der verschiedenen Cld-Subtypenexpres$ViDCK-II-Zellen exprimieren
Cld1, -2, -3 und -4 [86, 161], Caco-2- [162, 168HWHT29/B6-Zellen [164] noch zusatzlich
Cld5. HEK-293-Zellen sind Cld-frei [80] und wurddir die Untersuchungen mit Cld1-5
monotransfiziert. Im Gegensatz zu den genannterthedjalen Zellen, exprimieren
die pMBMECs CId3 und -5, jedoch nicht Cld1, -2 udd 165, 166], bEnd5-Zellen Cld3 und
-5 [160] und pRBMECSs CId5 [6].

3.3.1.1 mC1C2 wirkt konzentrations- und administrationsatgig

Zur Untersuchung der Konzentrations- und Adminigirsabhangigkeit des Peptideffektes
von mC1C2 wurden Caco-2-Zellen apikal (Abb. 9A) rodigateral (Abb. 9B) mit 30-300 uM
mMC1C2 behandelt und der TER 24 h und 48 h spastmiat. Administrationsunabhangig
fuhrten 30 UM mC1C2 zu keiner signifikanten Andeyales TER im Vergleich zu peptidfrei
kultivierten Zellen (Kontrolle). Noch hohere mC1®&®2nzentrationen resultierten in einer
signifikanten Verringerung des TER: Nach apikalednmfnistration von 100, 200 oder
300 uM mC1C2 sank der TER nach 24 h um 28+10%, &&thzw. 66£6% und nach 48 h
Inkubation um 25+10%, 63+19% bzw. 67+21%, relativ Kontrolle. Die bilaterale Behand-
lung mit 100-300 pM mC1C2 fihrte nach 24 h zu TE&sihgerungen von 25+13%,
64+22% und 87+14%, und nach 48 h von 38+10%, 89+LB#94+3%, relativ zur Kontrol-
le. Hierbei bewirkte die Behandlung mit 200 uM naéhh zur signifikant starkeren TER-
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Absenkung als nach 24 h (Abb. 9B). Obwohl die bilae Behandlung der Zellen mit
200 und 300 uM mC1C2 zu tendenziell starkeren THERefkungen als nach apikaler Be-
handlung fuhrte, unterschieden sich die TER-Weithtrsignifikant voneinander. Das in den
Voruntersuchungen (3.2) auf die Barrierefunktios wairkungslos identifiziertes Peptid der
EZS1 von Cld2 (mC2C2) wurde als Kontrolle verwend#tabhéngig von der Administrati-
onsart oder Inkubationsdauer ergaben 300 uM mC2€# signifikante Anderungen des
TER im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 9A, B).

Nach 48 h Peptidinkubation wurde die parazelluuechlassigkeit degellrasens fur den
Permeationsmarker FD10 (10 kDa) bestimmt (Abb. @&geniber der peptidfreien Kontrol-
le (0,4+0,110° cm/s) fiihrte die apikale Behandlung mit 200 uMB£3,710° cm/s) und
300 M mC1C2 (5,1+1;20° cm/s) zu einer 9,5- bzw. 12,8-fachen ErhéhungREsneati-
onskoeffizienten von FD10 (PFD10). Die bilaterale mC1C2-Behandlung mit 200 uM
(19,748,810°cm/s) und 300 pM (29,7+2110° cm/s) erhohte diesen noch starker (28,1-
bzw. 42,4-fach) gegeniiber der Kontrolle (0,7+008 cm/s). Die mC2C2-Behandlung resul-
tierte, analog zu den TER-Messungen, in keinerifskgmt erhdhten parazellularen Durchlas-
sigkeit fur FD10 — weder nach apikaler (0,9+0Q° cm/s) noch nach bilateraler
(0,8+0,710° cm/s) mC2C2-Inkubation (Abb. 9C).

A Apikale mC1C2-Behandlung B Bilaterale mC1C2-Behandlung C FD10-Permeation
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Abb. 9 Das Claudin-1-Peptidomimetikum mC1C2 erhéhtie parazellulare Durchlassigkeit administra-
tions- und konzentrationsabhangig.Einfluss einer 24- bzw. 48-stiindigéA) apikalen oderB) bilateralen
Administration von 30-300 uM mC1C2 und dem Konfeftid mC2C2 (300 uM) auf den transzellularen
elektrischen Widerstand (TER) von Caco-2-Filtenkrén im Vergleich zu peptidfrei kultivierten ZelléKon-
trolle); >100 uM mC1C2 fuhrten administrationsunabhéngig ratleder 48 h zur signifikanten Reduktion des
TER, relativ zur Kontrolle(C) 200-300 uM mC1C2 fuhrten, im Vergleich zur Kontegplhach 48 h administra-
tionsunabhangig zur signifikanten Erhéhung der paltalaren Durchlassigkeit des Permeationsmarkéus F
orescein-Isothiocyanat 10 kDa-Dextran (FD10); mC2@®hte den Permeationskoeffizientep)(Richt. re5;
Mittelwert=SD; Kruskal-Wallis Test mit Dunns-Vergbastest; *, g0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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3.3.1.2 Nach 12 h Inkubation 6ffnet mC1C2 in der minimdéekfiven Konzentration epithe-

liale und endotheliale Barrieren

Wann beginnt sich die parazellulare Dichtigkeitvasringern (0-24 h) und findet der beob-
achtete Effekt auch in anderen Zelltypen statt? Beeintwortung dieser Fragen wurden epi-
theliale Caco-2 (Cld1-5) und MDCK-II (Cld1-4) sowiein aus priméaren Gehirnkapil-
larendothelzellen aufgebautesvitro Modell der Blut-Hirnschranke (pMBMECSs; Cld3, -5)
mit mC1C2 inkubiert. Aufgrund der Voruntersuchungars 3.3.1.1, wurde flr die Analyse
des Wirkeintritts die minimal effektive Wirkkonzeation von 200 uM (24 h, apikal) ver-
wendet. Vor der Behandlung wiesen die Caco-2-Zeliginen basalen TER von
207+16Q-cn?, die MDCK-II-Zellen von 143+4&-cn? und die pMBMECS von 47+@-cnf
auf. Das Peptid mC1C2 fuhrte nach 6 h zu 10-30%#fgesenkungen des TER (Abb. 10A) in
allen Zellkulturen. Nach 12 h wurde bei Caco-2 MIDCK-1I-Zellen eine signifikante Ver-
ringerung der parazellularen Dichtigkeit gegenidsr Kontrolle von 40£26% bzw. 61+27%
gemessen. Bei den pMBMECs kam es nach 18 h zu sige@fikanten Absenkung des TER
auf 51+14% gegenuber der Kontrolle. Am Ende deshBeltungszeitraums von 24 h war der
TER der Caco-2-Zellen um 58+18%, der MDCK-II-Zellem 67+33% und der pMBMECs
um 51+17% signifikant gegeniber der Kontrolle vegart. Dagegen fuhrte das Kontroll-
peptid mC2C2 auch nach 24 h bei keinem Zelltypiguifikanten TER-Anderungen.

Fur mC1C2-behandelte Zellen konnte nach 24 h Inkobaelltypenunabhangig eine signifi-
kante Erhéhung der parazellularen Durchlassigkeikleine (LY, 0,4 kDa) und gré3ere Mo-
lekile (FD10, 10 kDa; AD3, 3 kDa) gemessen werd&lob( 10B, C). Der Permeationsko-
effizient (R LY) von mC1C2-behandelten Caco-2-Zellen (16,3#8)8 cm/s) war gegeniiber
den Kontrollzellen (0,8+0;10° cm/s) 20-fach erhoht; in MDCK-II-Zellen kam es eimer
42-fachen Steigerung der LY-Permeabilitat von 1,940° cm/s auf 79,3+24;40° cm/s und

in den pMBMECSs zu einer 8-fachen Erhdhung von 8,3:4%° cm/s auf 65,5+11;30° cm/s
(Abb. 10B). Der R FD10 war nach mC1C2-Behandlung in Caco-2-Zelle®@® 710° cm/s)
3-fach gegeniiber Kontrollzellen (0,3+@,8° cm/s) erhéht; MDCK-II-Zellen zeigten einen
31-fachen Anstieg der Durchlassigkeit fiir FD10 §28,210° cm/s) im Vergleich zu den
Kontrollzellen (0,7+0,8.0° cm/s); pMBMECs wiesen fiir AD3 eine 8,5-fache Enlntdn von
P« AD3 3,2+1,910° cm/s auf 27,1+5;90° cm/s auf (Abb. 10C). Das Kontrollpeptid mC2C2
steigerte die Durchlassigkeit der Permeationsmabler Caco-2 (LY: 0,8+0,40° cm/s;
FD10: 0,1+0,08.0° cm/s), MDCK-Il (LY: 2,4+1,510° cm/s; FD10: 0,7+0;40° cm/s)
und pMBMEC (LY: 6,0+3,4.0°cm/s; AD3: 2,5+0,940° cm/s) gegeniiber der Kontrolle
(siehe oben) nicht (Abb. 10B, C).
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Abb. 10 mC1C2 steigert die Permeation epi- und endaelialer Barrieren ab 12 h Inkubation. Filterkultu-
ren der Epithelzelllinien Caco-2 (links), MDCK-IIM{tte) und der primaren Gehirnkapillarendothelzelle
(PMBMECsSs, in vitro Blut-Hirnschranke Modell, rechts) wurden apikak 200 puM mC1C2 oder dem Kontroll-
peptid mC2C2 behandelt. Dgk) tranzellulare elektrische Widerstand (TER) wurdeMergleich zu peptidfrei
kultivierten Zellen (Kontrolle) bestimmt>d. 24 h nach Behandlungsbeginn wurde die paradefiudurchlas-
sigkeit fur die Permeationsmark@) Lucifer yellow(LY, 0,4 kDa), &5, (C) Fluorescein-Isothiocyanat 10 kDa-
Dextran (FD10), »6, oder Alexa Fluor 680 3 kDa-Dextran (AD3%:6) bestimmt und mit der Kontrolle vergli-
chen; R, Permeationskoeffizient. Mittelwert+SD; Kruskal-WW& Test mit Dunns-Vergleichstest; *<p,05; **,
p<0,01; *** p<0,001.

3.3.1.3 Die Barrieredffnung ist reversibel

Die Behandlung von Epithel- und Endothelzellen 260 uM mC1C2 fuhrte zum signifikan-
ten Absinken des TER und zur Erh6éhung der pardaedin Permeabilitat fur LY (3.3.1.2).
Um die Reversibilitat des beobachteten Effektesrmitteln, wurde 24 h nach Peptidapplika-
tion bei Caco-2- und MDCK-I1I-Zellen das Medium \&tindig gewechselt und kontinuierlich
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der TER gemessen (Abb. 11). Bei Caco-2-Zellen soteed sich 48 h nach Entfernung des
Peptids der TER der mC1C2-behandelten Proben (88xhicht signifikant vom TER der
Zellen vor Behandlungsbeginn (Kontrolle) (Abb. 11Rermeationsmessungen mit LY, 72 h
nach Entfernung des Peptids, bestatigten die Whedstellungen der Barriereintegritat: Der
LY Permeationskoeffizient peptidfrei kultivierteellen (Kontrolle, 0,9+0,80° cm/s) unter-
schied sich nicht signifikant vom LY Permeationdkiaeent der mC1C2-Proben nach 72 h
Regeneration (1,5+1,00° cm/s; Abb. 11B). MDCK-II-Zellen zeigten 36 h naBeptident-
fernung eine Wiederherstellung des TER auf 69+33% fLkllen vor Behandlungsbeginn
(Abb. 11C) und keine signifikanten Permeationsistieiede zwischen der Kontrolle
(1,8+0,810° cm/s) und der mC1C2-Probe (0,7+Q®° cm/s; Abb. 11D).
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Abb. 11 Die Barrieredffnung durch mC1C2 ist reversbel. (A, B) Caco-2- und(C, D) MDCK-II-Zellen
wurden 24 h apikal mit 200 uM mC1C2 behandelt adere Peptid kultiviert (Kontrolle), d€A, C) transzellu-
lare elektrische Widerstand (TER) bestimmt, das iM@dgewechselt und die Zellen fir weitere 36-72uhik
viert. (B, D) Nach der Regeneration des TER wurde der Perms&beffizient (R) fur Lucifer yellow(LY,
0,4 kDa) bestimmt und mit demyRler Kontrolle verglichen. >5; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis Test mit
Dunns-Vergleichstest; *,49,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

3.3.1.4 Wirkkonzentrationen von mC1C2 sind nicht zytotokisc

Um mogliche zytotoxische Einflisse des Peptids mZ¥G ermitteln, ist die Zellvitalitat
nach Peptidbehandlung und der Endotoxingehalt @ewendeten Peptidcharge bestimmt
worden. Fur die Bestimmung der Zellvitalitdit wurd@aco-2 (Abb. 12A) und MDCK-II
(Abb. 12B) fur 24-48 h mit 100-300 puM mC1C2 und kis 300 uM mC2C2 inkubiert.
AulRerdem ist in orientierenden Versuchen der Essflder Peptide auf die Vitalitat
untransfizierter (wt, Abb. 12C) oder mit dem Fusiprotein Claudin-Jellow fluorescent
protein (Cld1-YFP) transfizierter HEK-293-Zellen untersuetrden (Abb. 12D). Keine der
getesteten Bedingungen wirkte sich negativ auf Wigalitat der Zellen aus. Als
Positivkontrolle dienten pD, behandelte Zellen: 5 mM J, (24 h) verringerten die
Zellvitalitat bei Caco-2-Zellen um 54+25% und beDRIK-II-Zellen um 98+2% (Abb. 12A,
C). In HEK-293 (-Cld1YFP)-Zellen fuhrten 2 mM &, nach 30 min Inkubation zur
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Verringerung der Zellvitalitat um 30% (Abb. 12C,.M)ie Endotoxinbestimmung fir mC1C2
und mC2C2 ergab Werte von <0,55 Endotoxineinhdish)/ml fir Peptidkonzentration von

200 pM. Die in der Wirkkonzentration der Peptidehaftene Endotoxinmenge lag damit
unter dem von ded.S. Food and Drug Administraticengegeben Endotoxin-Grenzwert von
K/M=2,5 EU/mI (maximale Pyrogen-Dosis (K/M); K, flllenschen und Kaninchen 5 EU/Kg;

M, maximale einmalige Dosis/h, 2 ml/kg [167].

A Caco-2 B MDCK-II Cc HEK-293 D HEK-293 CId1-YFP

Zellvitalitét (relativ zur Kontrolle)

R & & &G
& TSV Y o o oY o § &
SF IO A S S o N g‘?“ o
L )L ) O
mC2C2 mcic2 e P mc2c2  mC1C2 mCc2C2  mC1C2

Abb. 12 mC1C2 ist in den Offnerkonzentrationen nich zytotoxisch. (A) Caco-2-,(B) MDCK-II-, (C) un-
transfizierte HEK-293 (wt)- undD) Claudin-1yellow fluorescent proteiCld1-YFP)-transfizierte HEK-293-
Zellen wurden apikal fir 24-48 h mit 100-300 uM n@2loder mC2C2 behandelt und die Zellvitalitat relat
peptidfrei kultivierten Zellen (Kontrolle) bestimn{$A, B) 24-48 h Inkubation mit mC1C2 oder mC2C2 verrin-
gerten die Zellvitalitat von Caco-2- oder MDCK-IElfen, relativ zur Kontrolle, nicht; D, (24 h), positiv Kon-
trolle; Caco-2: r8 fur 200 uM, HO,, Kontrolle; Kruskal-Wallis Test mit Dunns-Vergléistest; **, 0,01,
ansonstenxR; MDCK-II-Zellen: n>4. (C, D) 24 h Inkubation mit 100-300 pM mC1C2 oder mC2Cg&inger-
ten die Zellvitalitdt von HEK-293 wt- oder Cld1-YFRRellen, relativ zur Kontrolle, nicht; ¥, (30 min) redu-
zierte die Zellvitalitat; n=2; Mittelwert+SD.

3.3.2 Effekt auf die Lokalisation und Expression vontight junction-Proteinen
3.3.2.1 mC1C2 verringert die Plasmamembranlokalisation @@udin-1 dosisabhéngig

Welchen Einfluss hat das Cld1-Peptid mC1C2 aufzeitulare Lokalisation von Cld1? Zur

Klarung dieser Frage wurden Caco-2-Zellen mit bi€20 uM mC1C2 fur 48 h inkubiert und

im Anschluss Cld1 und Occ durch Immunfluoreszermfdg nachgewiesen (Abb. 13). Die
mit dem Kontrollpeptid mC2C2 (300 pM) behandeltezlleh unterschieden sich beziglich
ihrer Cld1- und Occ-Farbungen nicht von den Zetiane Peptid (Kontrolle). Cld1 und Occ
kolokalisierten in der lateralen Zellmembran, detteéll an zytosolischem Cld1 oder Occ war
vernachlassigbar gering und das Cld1 Signal wduskf als das Occ Signal (Abb. 13). Bei
den mC1C2-behandelten Zellen konnte ein konzeatrséibhangiger Effekt auf die Cld1-

Lokalisation beobachtet werden. 30 uM und 100 uMLRZE fihrten nur zur geringen Erho-
hung des intrazellularen Cld1-Signals (Dreieck)e Biehandlung mit 200-300 uM mC1C2
resultierte in einem deutlichen Anstieg des intilai@en Cld1-Signals und der Abnahme
seiner Plasmamembranlokalisation. Ab 200 uM mC1@&2ingerte sich auch die homogene

Plasmamembranlokalisation von Occ.
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Kontrolle 300 pM mC2C2 % 30 uM mC1C2
LY

~

— : *$, SOy

, Occ

100 uM mC1C2

Abb. 13 Die Umverteilung von Claudin-1 durch mC1C2ist konzentrationsabhangig.Immunfluoreszenz-
farbung von Caco-2-Filterkulturen, die 48 h apikad 30-300 uM mC1C2, 300 uM des Kontrollpeptids 22
oder ohne Peptid (Kontrolle) kultiviert wurden; di¢audin-1 (Cld1, griin) und Occludin (Occ, rot) latikation
der mC2C2 Zellen unterschied sich nicht von dertkale. mC1C2 fihrte konzentrationsabhéngig zumtitigs
von zytosolischem Cld1 (Dreieck) und zur Verringeguer Plasmamembranlokalisation von Cld1 (Pfei) u
Occ; Mal3stab, 25 pm.

3.3.2.2 Die Barrieredffnung geht mit der Umverteilung vola@lin-1 einher

Die Inkubation mit mC1C2 fuhrte nach 6 h zur Vegerung und ab 12 h zur signifikanten
Absenkung der parazellularen Dichtigkeit von Caedellen (3.3.1.2). Daruber hinaus zeig-
ten Immunfluoreszenzfarbungen, dass mC1C2 die isdtan von Cld1 beeinflusst (3.3.2.1).
Zur Beantwortung der Frage, ob die Erhéhung desizediularen Durchlassigkeit zeitlich mit

der Anderung der Lokalisation von Cld1 Ubereinstimwurden Caco-2-Zellen mit 200 pM

mMC1C2 behandelt und zu unterschiedlichen Zeitpum&iiell mit Immunfluoreszenzfarbung

nachgewiesen (Abb. 14). Im Vergleich zur Kontrqb. 14, oben) fihrte die mC1C2 In-

kubation nach 6 h zu leichten Anderungen in derl@ldkalisation: vereinzelt wiesen Zellen

zytosolisches Cld1 auf (Abb. 14, unten, DreieckacN 12 h mC1C2-Inkubation kam es zu
einer sehr deutlichen Verringerung der Cld1-Plaserabranlokalisation (Pfeil) und einer

starken Zunahme von zytosolischem Cld1. Die dehdlidnderung der Cld1-Lokalisation

nach 12 h stimmte zeitlich mit der signifikanterh&nung der Durchlassigkeit der Caco-2-
Zellen tberein (3.3.1.2). EirEl8-stiindige mC1C2-Inkubation resultierte in eingniranho-

mogenen Cld1-Lokalisation in der Plasmamembranderdveiteren Zunahme von zytosoli-
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schem Cld1 (Abb. 14, rechts unten). Wie Cld1 zeaieh Occ bereits nach 18 h deutliche
Verringerungen in der Plasmamembranlokalisation.

Die beschriebenen Effekte waren reversibel, da hadh der Entfernung des Peptids Cld1
und Occ wieder plasmamembranstandig vorlagen utak&lisierten (Abb. 15B). Gegenuiber
der Verteilung von Cldl, 24 h nach mC1C2-Behandl(ghb. 15A), konnte eine deutliche
Reduktion des zytosolischen Cld1-Signals festgésterden (Abb. 15B).

Kontrolle

, Occ

mC1C2

Abb. 14 Die mC1C2-vermittelte Umverteilung von Cladlin-1 beginnt nach 6-12 h Inkubation.Immun-
fluoreszenzfarbung von Caco-2-Filterkulturen die i 24 h apikal mit 200 uM mC1C2 oder ohne P¢jptan-
trolle) kultiviert wurden; die Claudin-1 (Cld, griiund Occludin (Occ, rot) Lokalisation von 6 h mCtC
behandelten Zellen unterschied sich gegenulber datrélle nur durch einen leichten Anstieg von zglzEh
lokalisiertem Cld1 (Dreieck). Ab 12 h mC1C2-Inkubat kam es zur Anreicherung von zytosolischem Cld1
sowie zur verringerten und diskontinuierlichen G@dc Plasmamembranlokalisation (Pfeil); MaR3stabyl 20

Abb. 15 Die Umverteilung von Claudin-1 ist
reversibel. Caco-2-Filterkulturen wurden 24 h
apikal mit 200 uM mC1C2 inkubiert un@h)
danach, ode{B) 72 h nach einem Medienwech-
B sel (Regeneration) Claudin-1 (Cld1, griin) und
Occludin (Occ, rot) mittels Immunfluoreszenz-
farbung detektiert. Der Anstieg von zytosolisch
lokalisiertem Cld1 (Dreieck) und die verringerte
Cld1-Plasmamembranlokalisation (Pfeil) waren
reversibel; Mal3stab, 20 um.

c
=}
=

o

5]

c

5]

o

5]
14
=
o

|~

24 h mC1C2-Behandlung >

44



Ergebnisse

3.3.2.3 mC1C2 verandert die Plasmamembranlokalisation yaodin-1 bis -5, Occludin

und Tricellulin

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass mQli€2arazellulare Barriere von
Epithel- und Endothelzellen mit unterschiedlicherdd-Expressionsmuster offnet (3.3.1.2)
und die Plasmamembranlokalisation von Cld1 revetdieeinflusst (3.3.2.2). Um zu lber-
prufen, ob weitere Claudine durch mC1C2 modulieztden, sind die TJ-Proteine Cld1-5 und
Occ in Caco-2, MDCK-Il und pMBMECs mittels Immunditeszenzfarbung analysiert wor-
den (Abb. 16). In Caco-2-Zellen wurde zusatzlicic engefarbt. Fur Zellen, die 24 h ohne
Peptid (Kontrolle) oder mit dem Kontrollpeptid mC2@200 uM) kultiviert wurden, ergab
sich ein typisches Farbemuster der Claudine (ABh. Diese kolokalisierten mit dem TJ-
Markerprotein Occ im apikalen Bereich der laterad@imembran. Im Vergleich dazu fihrte
die Inkubation mit 200 uM mC1C2 zu einer deutlicerderung der Verteilung von Cld1-5.
In Caco-2 und MDCK-II konnten verstarkt intrazefité Cld-Signale detektiert werden
(Abb. 16A, B, unten, Dreieck). Weiterhin nahm dierhbgenitdt des Membransignals deut-
lich ab (Pfeil). Wie zuvor die Caco-2-Zellen zeigt@uch die MDCK-II-Zellen eine deutliche
Abschwachung des Occ-Signals. Tric wurde in Ca&eikn unter Kontrollbedingungen
Uberwiegend in den Drei-Zell-Kontakten detektiéxblp. 16A, rechts). Nach der Behandlung
mit mC1C2 wiesen die Mehrzahl der Drei-Zell-Kontaldin diffuses Tric-Signal und eine
verstarkte Anreicherung von Tric im Zytosol auf éizgrck). In pMBMECSs verringerte mC1C2
die Plasmamembranlokalisation und steigerte dmazetlulare Lokalisation von Cld3 und -5
leicht (Abb. 16D, unten) im Vergleich zu den mC2@handelten Zellen (Abb. 16D, oben).
Im Gegensatz dazu konnte fir Occ nach mC1C2-Betiagdiahezu kein Signal in der Plas-
mamembran detektiert werden, wohingegen der Awmteiintrazellularem Occ-Signal stark
anstieg.

AulRRerdem wurde der Effekt von mC1C2 auf die Lolkdicn von Cld5 und ZO-1 in der Ge-
hirnendothelzelllinie bEnd5 untersucht. bEnd5 sivid pMBMECSs einin vitro Modell der
Blut-Hirnschranke [160]. Auch hier bewirkte mC1C&bp. 16C, unten) eine Zunahme von
zytosolischem CId5 und eine diskontinuierliche Riamiembranverteilung von CIld5 und
Z0O-1 im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 16C, ob#fitte).
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Abb. 16 Das Claudin-1-Peptid mC1C2 fihrt zur Umvereilung von Claudin-1 bis -5, Occludin und Tri-
cellulin. Immunfluoreszenzfarbungen von Filterkulturen deittielzellen(A) Caco-2,(B) MDCK-II und den
endothelialen Blut-Hirnschranke Modell¢@) bEnd5 (Deckglaschen) un@®) pMBMEC; die Zellen wurden
24 h apikal mit 200 uM mC1C2 oder 200 pM mC2C2 (Kaolipeptid; fir pMBMECs 300 pM) behandelt oder
peptidfrei kultiviert (Kontrolle).(A) Im Vergleich zur Kontrolle verringerte mC1C2 diea®hamembranlokali-
sation (Pfeil) und erhdhte den zytosolischen Anteit Claudin-1 (Cld1) bis -5, Occludin (Occ) undcBtlulin
(Tric) (Dreieck); mC2C2 veranderte die Lokalisatider genannten Proteine nicht; Maf3stab, 20 (B).Die
Plasmamembranlokalisation (Pfeil) von Cld1-4 wudidech mC1C2 gestdrt und die Signalintensitéat vore Oc
stark verringert; mC2C2 zeigte keinen Effekt; MaBst0 um(C) mC1C2 erhéhte die zytosolischen Anteil von
Cld5 und verringerte die Plasmamembranlokalisation Cld5 undzonula occludens proteih (ZO-1); Mal3-
stab, 20 um(D) mC1C2 verringerte die PlasmamembranlokalisatidailjPron Cld3, -5 und Occ und erhdhte
deren zytosolische Lokalisation (Dreieck) im Veighezu mC2C2; Mal3stab, 50 pm.
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3.3.2.4 Die Expression votight junctionProteinen wird durch mC1C2 beeinflusst

Der Einfluss von mC1C2 und dem Kontrollpeptid mC242 die Expression der TJ-Proteine
Cld1-5 und Occ wurde in Caco-2-Zellen mittels WestBlot untersucht (Abb. 17A). Die

guantitative Analyse ergab, dass 24 h nach Admatiet von 200 uM Peptid die Expression
von Cld1, -2, -4 und -5 gegenuber den Zellen ohegti® (Kontrolle) nicht verandert war
(Abb. 17B). Eine leichte Erhéhung der Expressionrke fur Cld3 und eine starke fur Occ
detektiert werden (jedoch mit einer starken Strguder Werte).

v Abb. 17 Expression vontight junc-
A 2 o o 2 o o . . ;
5008 330 330 888 ©88 1888 tion-Proteinen nach Peptidbehand-
wo £22 882 E82 582 §82 1828 oo |lung. Caco-2-Zellen wurden 24h
2z 404 _ — | =~ = — _ Z20 | apikal mit 200 pM mC1C2, dem Kon-
T e 00 -5 || trollpeptid mC2C2 oder ohne Peptid
is == | B 275 1| (Kontrolle) kultiviert und die Expres-
£3 Clam| A AR | A = , AAA | ‘ =@ 4% sion von Claudin-1 (Cld1, berechnetes
§° 15-Cld1(23kDa) iQ_(Z_?kDa) Cld3 (23 kDa) | Cldd (22 kDa) =G Occ (59 kDa) Molekulargewicht 23 kDa)' Cld2
‘ (25 kDa), Cld3 (23 kDa), Cld4
B _ (22 kDa), Cld5 (23 kDa), Occludin
5 304 (Occ, 59 kDa) und dem Referenzpro-
< tein Glycerinaldehyd-3-phosphat-
%’ 25 Dehydrogenase (GAP DH, 37 kDa)
= mittels (A) Western Blot bestimmit.
2 20 (B) Die Bandenintensitat (Bl) von
S Cld1-5 und Occ wurde auf die Bl von
= GAPDH normiert und relativ zur BI
3 1.5+ der Kontrolle angegeben; die Peptide
5 erhohten die Expression von Cld3
g 1.04 leicht und von Occ stark; A.Uarbit-
s H H H H _ H H rary unit. n=3; Mittelwert+SD
w oL L 1. 1 ,
Cld1 Cld2 Cld3 Cld4 Clds Occ
[ Kontrolle [ mc2c2 M mci1c2

3.3.2.5 Claudin-1 und -5 werden direkt, Claudin-2 und -diiekt durch mC1C2 moduliert

Um die mC1C2-Spezifitat fur einzelne Cld-Subtypsaoliert zu untersuchen, wurden Cld1-5-
YFP Fusionskonstrukte stabil in HEK-293 Zellen mivaosfiziert. HEK-293 ist eine huma-
ne, embryonale Nierenepithelzelllinie, die endogeime Claudine exprimiert und daher auch
keine TJs ausbildet [80]. Mittels Immunfluoreszembiing konnte kein endogenes Cld1-5 in
untransfizierten HEK-293 Zellen (wt) nachgewieserden (Abb. 18A). Occ und ZO-1 wur-
den in den Zwei-Zell-Kontakten detektiert und zergdort eine diskontinuierliche Plasma-
membranverteilung (Abb. 18A, links oben, Pfeil). $&&n Blot-Analysen bestétigten die
Immunfluoreszenzfarbungen: in den wt Zellen korfiitekeines der Cld1-5 ein Signal detek-
tiert werden (Abb. 18B). Nach der Monotransfektion Cld1-5-YFP in HEK-293 Zellen
sind die Fusionsproteine Cld1-5-YFP im Western Bletektiert worden (Abb. 18B). Wie in
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Abb. 18C exemplarisch durch Cld1-YFP gezeigt, kaszer TJ-artigen Anreicherung der

Cld-Fusionsproteine in den Zwei-Zell-Kontakten @kprimierender Zellen.
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Abb. 18 Expression und Lokalisation vortight junction-Proteinen in HEK-293 Zellen. (A) Immunfluores-
zenznachweis von Claudin-1 (Cld1), -2, -3, -4, ghiif), Occludin (Occ, rot) undonula occludens proteih
(2O-1, grun) in untransfizierten HEK-293 (wt) ZaiteOcc und ZO-1 waren diskontinuierlich in den Z:#eil-
Kontakten verteilt und kolokalisierten (Pfeil); f@ld1-5 wurden keine Signale detektiert; Zellkerhiwechst
33342 (blau); MaR3stab, 20 pi§B) In wt Zellen konnte kein Cld1-5 (berechnetes Malekgewicht (kDa): 23,
25, 23, 22, 23) detektiert werden; die Monotrantgfekvon HEK-293 Zellen mit Cld1-5-YFP (Monomer,-49
52 kDa, A ; Dimer, ~98 kDa, A) flihrte zur Expression der Fusionsproteine; YFPkRa,A. (C) Lebendzellmik-
roskopie von Cld1-YFP transfizierten HEK-293 Ze|l&id1-YFP (gelb) reicherte sich plasmamembranstand
in den Zwei-Zell-Kontaktetight junctionrartig an (Pfeil); Membran, Trypanblau (rot); Mafdst20 um.

Der Einfluss von mC1C2 auf die Lokalisation derzeimen Cld-Subtypen ist in Abb. 19 dar-
gestellt. Zellen ohne Peptid oder mit mC2C2 wiesiereinheitliches Bild auf (Abb. 19, oben,

Mitte): Cld1-5-YFP waren in Zwei-Zell-Kontakten agrgichert. Dartiber hinaus wurde intra-
zellular nur eine sehr geringe Fluoreszenz der Gldgtektiert. Deutliche Anderungen in der
Cld-Lokalisation wurden in Cld1-transfizierten &=l nach mC1C2-Behandlung gefunden
(Abb. 19, links unten). Hier erhohte sich das im¢thulare Cld1-YFP-Signal (Dreiecke).

Gleichzeitig wurde in den Zwei-Zell-Kontakten eisehr inhomogene Cld1-Signalverteilung
detektiert (Pfeil). Das Cld5-YFP-Signal andertehsimach mC1C2-Behandlung ebenfalls hin
zu einer diskontinuierlichen Signalverteilung inndéwei-Zell-Kontakten; jedoch weniger

stark als Cld1 (Abb. 19, rechte Spalte unten, Rfeilir Cld2, -3 und -4-YFP konnten keine

Anderungen im Cld-Fluoreszenz beobachtet werdei.(AB, unten).

48



Ergebnisse

K-' AR { / : \ {
Abb. 19 mC1C2 verandert die Plasmamembranlokalisatin von Claudin-1 und -5 in Claudin-
monotransfizierten HEK-293 Zellen. Lebendzellmikroskopie von Claudin-1, -2-, -3-, ¥hd -5yellow flu-
orescent proteir(Cld1-5-YFP, gelb)-monotransfizierten HEK-293 2el] die 24 h apikal mit 100 uM mC1C2
(untere Reihe), dem Kontrollpeptid mC2C2 (mittl&eihe) oder ohne Peptid kultiviert wurden (Kongolbbe-
re Reihe). Unter Kontrollbedingungen waren Cld145PYin der Plasmamembran lokalisiert und in den Zwei
Zell-Kontakten angereichert. Die mC1C2-Behandlurigbte das intrazellulare Cld1-YFP Signal (Dreieghl
bewirkte in den Cld1 und -5-YFP-Kontakten eine imogene Cld-YFP Verteilung (Pfeil); MaRstab, 10 um.

3.3.2.6 mC1C2 offnet interzellulare Kontakte, verandert Mierphologie detight junction
Strange von Claudinen und bindet an Claudin-1 &nd -

Nachdem pRBMECs 24 h mit mC1C2 inkubiert wurderml&s neben der Absenkung des
TER (Kontrolle: 380+172-cn’; mC2C2: 374+27)-cn?; mC1C2: 333+8)-cnv; Abb. 20A)
zur Weitung des interzellularen Raums durch Offnuder interzellularen Kontakte
(Abb. 20D). Das Kontrollpeptid mC2C2 fuhrte zu lk&inverringerung der parazellularen
Dichtigkeit und verénderte den interzellularen Kakteé nicht (Abb. 20A, C). Um den Ein-
fluss der Peptide auf die TJs detaillierter zu tsuehen, wurden die TJ-Strange mittels Ge-
frierbruch-Elektronenmikroskopie betrachtet. Abhgngom Claudin-Subtyp sind Unter-
schiede in die Morphologie der TJ-Strange detdbdierEs lassen sich mit der protoplasmati-
schen Bruchebene der Membran (PF) assoziierteddiegawerke und mit der extrazellularen
Bruchebene der Membran (EF) assoziierte Strangeekamunterscheiden. Kontinuierliche
PF-assoziierte Stréange sind typisch fur Cld1 [48hrend diskontinuierliche EF-assoziierte
Strange typisch fur Cld5 sind [80].
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Abb. 20 mC1C2 offnet die interendothelialen Kontake in priméren Rattengehirnendothelzellen.Eine
Ko-Kultur aus priméren RattengehirnendothelzellpREMECSs), Perizyten und Astrozyten wurde fiur 24 h
apikal mit(A, D) 300 pM mC1C2(A, C) 300 pM mC2C2 (Kontrollpeptid) od€A, B) ohne Peptid kultiviert
(Kontrolle). (A) Der transzellulare elektrische Widerstand (TERJdeudurch mC1C2 leicht verringert, wohin-
gegen mC2C2 keine Anderungen gegeniiber der Kamtoelvirkte; n=3(B-D) Untersuchung der Ultrastruktur
mittels Trans-ElektronenmikroskopiB) peptidfrei und mi{C) mC2C2 kultivierte Zellen wiesen keine Ande-
rungen dettight junction (TJ)-Kontakte () auf, wohingegeD) mC1C2 die interendothelialen TJ-Kontakte
offnet ¢); ¥, Beginn/Ende der interendothelialen Kontakte; Mal3s500 nm.

In Cld-monotransfizierten HEK-293 wird vor allemdZlund in geringerem MalRe CId5 durch
mMC1C2, nicht jedoch durch mC2C2 beeinflusst (353.2Der Effekt der Peptide auf die
Strangmorphologie von Cld1l und Cld5 wurde dahertatsit Gefrierbruch-Elektronen-
mikroskopie naher untersucht. Cld1-transfiziertdlefe waren nach der Inkubation mit
mC2C2 (24 h, 100 pM) oder ohne Peptid (Medium) kussn kontinuierliches, PF-
assoziiertes Strangnetzwerk charakterisiert (AGB)2 die EF war strangfrei. mC1C2
(100 pM, 24 h) steigerte die Parallelitat der SIgi(Abb. 21B, C, Pfeil; Abb. A50A), erhohte
die Anzahl zisternenartig geformter Maschen undenleGrof3e (Abb. 21B-D, Sternchen;
Abb. A50B) und flihrte zu diskontinuierlichen StrangAbb. 21D, Dreieck).

Cld5 bildete unter Kontrollbedingungen (mC2C2, ofReptid) diskontinuierliche, kettenarti-
ge, mit der EF-assoziierte Strange (Abb. 22A). Dule Inkubation mit mC1C2 kam es zu
drastischen Anderungen des Cld5-Strangnetzwerkbb. (22B-E). Hierbei wiesen 44% der
Proben eine Assoziation von Cld5 mit der EF auifdee die Partikeldichte deutlich reduziert
war (Abb. 22B, C, Dreieck). In diesen Replikas kimnaul3erdem an der PF partikelfreie
Auswolbungen beobachtet werden (Abb. 22C, Pfeildén restlichen 56% der untersuchten
Replikas waren diskontinuierliche und kontinuidrec Cld5-Strange mit der PF assoziiert
(Abb. 22D, E). Abb. 22D zeigt ein Ubergangsstadimindiskontinuierlichen, mit
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Claudin-1

Abb. 21 mC1C2 verringert die Kontinuitat von Claudin-1-Strangnetzwerken und verandert die Grofe,
Parallelitat und Form der Claudin-1-Maschen. Claudin-1yellow fluorescent protei(Cld1-YFP) transfizierte
HEK-293 Zellen wurden 24 h apikal n{B-D) 100 uM mC1C2(A, untere Reihe)dem Kontrollpeptid mC2C2
oder (A, obere Reihe)ohne Peptid kultiviert (Kontrolle); das Strangmwetzk wurde mittels Gefrierbruch-
Elektronenmikroskopie sichtbar gemactt) In den Kontroll- und mit mC2C2 inkubierten Zellassoziierte
Cld1 mit der protoplasmatischen Bruchebene der MamipPF) und bildete kontinuierliche Stran¢®-D) In
mC1C2-behandelten Zellen wurde die MaschengréRend)Parallelitat|) der Strange erhéht und die Kontinu-
itdt der Strange verringer¥(. EF, extrazellulare Bruchebene der Membran; fgsi3erte zisternenartige Ma-
schen; MaR3stab, 200 nm.

=
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Claudin-5

Abb. 22 mC1C2 andert die Morphologie von Claudin-55trangnetzwerken. Claudin-5yellow fluorescent
protein (Cld5-YFP) transfizierte HEK-293 Zellen wurden B4apikal mit(B-E) 100 pM mC1C2(A, untere
Reihe) dem Kontrollpeptid mC2C2 od€A, obere Reihe)ohne Peptid kultiviert (Kontrolle); das Strangnetz
werk wurde mittels Gefrierbruch-Elektronenmikrosieogargestellt(A) In den Kontroll- und mit mC2C2 inku-
bierten Zellen assoziierte Cld5 mit der extrazéileh Bruchebene der Membran (EF) und bildete digkaier-
liche Strange. Die mC1C2-Behandlung fiihrte zur @ilgl von(E) kontinuierlichen, mit der protoplasmatischen
Bruchebene der Membran (PF) assoziierten Strangeongd (B-D) Strangen im Ubergangszustand, die eine

abgeschwachte Partikeldichte auf der @5 ¢der(D) PF () und(C) schwache Furchen auf der P Zeigten;
MaRstab, 200 nm.
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der PF-assoziierten Cld5-Stréangen. In Abb. 22E &mtinuierliche, mit der PF-assoziierte
Cld5-Strange gezeigt. Diese sind eigentlich charadtisch fur Cld1-basierte, nicht aber fur
Cld5-basierte Strangnetzwerke.

Die Untersuchungen zur Wirkung von mC1C2 auf did-Slbtypen 1-5 haben gezeigt, dass
vor allem Cld1, aber auch CId5, direkt durch mCl§&2influsst werden. Dabrowski et al.
konnte die Bindung von mC1C2 an die ESZ1 von Cleigen [83]. Inwieweit eine unmittel-
bare Interaktion zwischen mC1C2 und Cld5 erfolgirde mittels Koprazipitation untersucht
(Abb. 23). Hierfur wurde die rekombinant hergestelEZS1 von Cld5 (MBP-Cld%.s9 mit
TAMRA-mC1C2, TAMRA-mC2C2 und TAMRA inkubiert. Einstarke Assoziation konnte
zwischen TAMRA-mC1C2 und MBP-Cldbgs detektiert werden (Abb. 23, 1. Spur). Die
Bindung von TAMRA-mC1C2 an MBP (Abb. 23, 4. Spumgering. TAMRA-mC2C2 und
TAMRA zeigten nahezu keine Bindung an MBP-Gldé (Abb. 23, 2. und 3. Spur) und MBP
(Abb. 23, 5.Spur).
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Abb. 23 mC1C2 bindet an die erste extrazellulare $teife von Claudin-5. Ein Fusionsprotein der ersten
extrazellularen Schleife von Cld5 (Aminoséureposit21-88) mit dem Maltose-Binde-Protein (MBP-Gldh)
oder MBP allein wurden mit 10 uM 5,6-Carboxytetrdnyrhodamin (TAMRA) markiertem mC1C2 (T-
mC1C2; 3,5 kDa) oder T-mC2C2 (3,4 kDa) inkubiegwgschen und auf einer 20% SDS-PAGE aufgetrennt.
Die Detektion der Peptide erfolgte Uber die TAMRWéteszenz; Kontrollen: 0,35 pg T-mC1C2 (7. Spurd u
T-mC2C2 (8. Spur). T-mC1C2 zeigte eine starke Bigdan MBP-CIld5;.gs (1. Spur) und nur eine sehr schwa-
che Assoziation an MBP (4. Spur).

3.3.2.7 Die Plasmamembranmobilitat von Claudin-1 wird im @esten 5 h nach mC1C2-

Administration nicht erhdht

Das Peptid mC1C2 beeinflusst die Cld1 und -5-Streorghologie (3.3.2.6) und deren Plas-
mamembranlokalisation (3.3.2.5). Inwieweit erhol@ €2 dabei auch die Mobilitat der Cld-
Molekule in der Plasmamembran? HEK-293 Cld1-YFRefelvurden mit 100 uM mC1C2

inkubiert und die Cld1-Plasmamembranmobilitat nstleERAP untersucht (Abb. 24A). Da flr
die Messungen eine kontinuierliche Plasmamembraiarerung von Cld1l notwendig war,

wurde das Peptid nur fur 5 h auf die Zellen gegeb&ch mC1C2-Behandlung der Zellen
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ergab die Quantifizierung eine mobile Cld1-YFP-Fi@k von 36,6£14,7% (Abb. 24B). Diese
lag leicht nur unwesentlich tber der mobilen CldaP¥Fraktion der Kontrolle (ohne Peptid
kultiviert, 30,3+11,5%).

A

Kontrolle

mC1C2

HEK-293 Cld1-YFP

O min  Bleichen 4

IHA
i

min

Mobile Fraktion Cld1-YFP (%) O3
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40 A
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Abb. 24 mC1C2 erhdht nicht die Plasma-
membranmobilitdt von Claudin-1 in den ersten
5h nach der Applikation. (A) Lebendzell-
mikroskopie Claudin-Jellow fluorescent protein
(Cld1-YFP, gelb)-transfizierter HEK-293-Zellen,
die 5 h mit 100 hM mC1C2 oder ohne Peptid
(Kontrolle) inkubiert wurden und Bestimmung der
mobilen Plasmamembranfraktion von Cld1-YFP.
In einem definierten Bereich im Zell-Zell-Kontakt
(O min, ---) wurde YFP ausgeblichen und die er-
neute Zunahme der YFP-Fluoreszenz mitféls
orescence recovery after photo bleachig-
stimmt. (B) Quantifizierung der mobilen Cld1-YFP
Fraktion; re11; Mittelwert+SD.

3.3.3 Zellulare mC1C2-Lokalisation und Wirkmechanismus

Zur Untersuchung der zellularen Lokalisation und Wérkmechanismus von mC1C2 wurde

TAMRA markiertes mC1C2 verwendet. Orientierendesdiehe bestétigten, dass die barrie-
re6ffnende Wirkung von mC1C2 durch die Markierumghhbeeintrachtig war (Abb. 25): die
24-stundige apikale Inkubation von Caco-2 Zelleh200 uM TAMRA-mC1C2 resultierte in
einer Verringerung des TER um 57% gegeniber dettriiba (Abb. 25A) und einer Erho6-
hung der parazellularen FD10-Durchléssigkeit voR580,1410°cm/s auf 0,61.0° cm/s
(Abb. 25B). TAMRA-mMC1C2 zeigte auch keine zytotakise Wirkung (Abb. 25C).
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Abb. 25 5,6-Carboxytetramethylrho-
damin  beeinflusst die mC1C2-
Wirkung nicht. Caco-2-Zellen wurden
apikal fir 24 h mit 200 uM 5,6-Carboxy-
tetramethylrhodamin (TAMRA)- mC1C2
behandelt. (A) TAMRA-mC1C2 redu-
zierte den transzellularen elektrischen
Widerstand (TER), ¥2, (B) erhoht den
Permeationskoeffizienten P von Flu-
orescein-Isothiocyanat 10 kDa-Dextran
(FD10) im Vergleich zu Zellen ohne
Peptid (Kontrolle), r2, und ist(C) nicht
zytotoxisch; HO, (24 h), Positivkontrol-

le; n>4; Mittelwert+SD.

53



Ergebnisse

3.3.3.1 mC1C2 endozytiert zeitabhéngig, zusammen mit CraGdbder allein

Nach Inkubation von HEK-293 Cld1-YFP-Zellen mit TARA-mC1C2 (40 uM) kam es zur
zellularen Anreicherung des Peptids. Parallel atrazellularen Anreicherung von TAMRA-
mC1C2 allein (Abb. 26A, B, Dreieck), wurde die Kkédisation von TAMRA-mC1C2 mit
Cld1 im Zytosol und an der Plasmamembran (Abb. 28APfeil) beobachtet. Nach 24 h In-
kubation war dartber hinaus eine starke Anreiclgees Peptids an der apikalen Zellober-
flache und den Zellkontakten erkennbar (Abb. 26®iIP Erste intrazellulare Peptidsignale
waren nach 5 min detektierbar (Abb. 26A, links gldereieck). Die Quantifizierung der Pep-

tidanreicherung ergaben nach 15 min 15,4+8,6 Faremezsignale/Zelle, nach 35 min
76,2145,0, nach 2 h 206,3+72,5 und nach 5 h 26D0:8LSignale/Zelle (Abb. 26C). Nach
24 h wurden 328,8+119,0 Signale/Zelle registri&ine Sattigung der Anreicherung von
TAMRA-mC1C2 fand ab 6 h nach PeptidapplikationtstBAMRA allein reicherte sich nicht
in den Zellen an (Abb. 26A, rechts unten).
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Abb. 26 mC1C2 reichert sich zeitabhangig, zusammemit Claudin-1 oder allein, intrazellular und
plasmamembranstandig in Claudin-1-transfizierten Zdélen an. (A, B) Lebendzellmikroskopie von Clau-
din-1-yellow fluorescent proteifCld1-YFP, gelb)-transfizierten HEK-293-Zellen, diés zu 24 h apikal mit
40 uM 5,6-Carboxytetramethylrhodamin  (TAMRA)-mC1G2ot) oder TAMRA inkubiert wurden; zeit-
abhangige intrazellulare Anreicherung von TAMRA-n@21 (Dreieck) und Kolokalisation mit Cld1-YFP
(Pfeil); TAMRA reicherte sich nicht an; MaRstabuf. (C) Quantifizierung der Peptidanreicherung auf Basis
der TAMRA-Fluoreszenzsignale/Zelle; A.lrbitrary unit, analysierte Zellzahl >119; Mittelwert+SD.

Die zellulare Lokalisation von TAMRA-mC1C2 in CageZellen war nicht zufriedenstellend
zu untersuchen, da TAMRA sehr stark unspezifischdair Caco-2-Plasmamembran assozi-
ierte (Abb. A51). Um dennoch den Verbleib des Rispiin Zellen mit endogener Claudinex-
pression zu untersuchen, wurden HT29/B6-Zellen eadet. Die Wirkung von mC1C2 und

mC2C2 auf die parazellulare Dichtigkeit wurde ineatierenden Experimenten bestatigt
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(Abb. 27). 24 h nach Applikation von 200 uM Peptidr der TER um 36+1,6% gegenuber
peptidfrei kultivierten Zellen (Kontrolle) abgesen{@dbb. 27A). mC2C2 inkubierte Zellen
wiesen eine sehr leichte Absenkung von 4+0,5% gdmgmder Kontrolle auf. Permeations-
messungen (Abb. 27B) mit LY ergaben eine nur legagdteigerte LY-Durchléassigkeit nach
mC1C2-Behandlung (2,2+010° cm/s) gegeniiber der Kontrolle (1,9+06°cm/s), wohin-
gegen mC2C2 (1,8+080°cm/s) eine leichte Verringerung der LY-Durchlassighbewirkte.
Wie bei HEK-293 Cld1-YFP-Zellen war mC1C2 (40 uMjch 24 h Inkubation intrazellular,
vesikelartig (Abb. 27C, links, Dreieck) angereidchend an der lateralen und apikalen Plas-
mamembran detektierbar (Abb. 27D, Pfeil). Das Kaligeptid mC2C2 wies eine deutlich
geringere intrazellulare Anreicherung auf (Abb. 2'Mitte). Signale in den lateralen oder
apikalen Bereichen der Zellen, wie bei mC1C2, kertvégi mC2C2 nicht beobachtet werden
(Abb. 27E). Die Markierung TAMRA war nach 24 h Iidation nahezu nicht detektierbar
(Abb. 27C, rechts). Die Quantifizierung der Peptitiahme nach 24 h Inkubation ergab eine
signifikant hohere Anreicherung von TAMRA-mC1C2 814+29,4 Signal/Zelle) im Ver-
gleich zu TAMRA-mC2C2 (28,3+11,4) und TAMRA alleff,8+0,6), (Abb. 27F).
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Abb. 27 mC1C2 reichert sich in Zellen mit endogeneClaudinexpression intrazellular und membran-
stéandig an.Die Inkubation von HT29/B6-Zellen mit 200 uM mC1&R 24 h verringert defA) transzellularen
elektrischen Widerstand (TER):8, und erhdht de(B) Permeationskoeffizienten {Pvon Lucifer yellow(LY,
0,4 kDa) im Vergleich zu Zellen, die ohne Peptidfitolle) oder mit dem Kontrollpeptid mC2C2 inkutiie
wurden, n=3(C-E) Lebendzellmikroskopie von HT29/B6-Zellen, die 24nit 40 uM 5,6-Carboxytetramethyl-
rhodamin (TAMRA)-mC1C2, TAMRA-mC2C2 oder TAMRA (fotinkubiert wurden;(C, links) TAMRA-
MC1C2 reicherte sich stark intrazellular (Dreiedkid (D) membranstandig (Pfeil) afC, Mitte) TAMRA-
mC2C2 zeigte eine schwachere intrazellulare Aneziahg undE) keine Bindung an die Plasmamembré®,
rechts) TAMRA allein reicherte sich nicht in den Zellen; &iembran, 5-Hexadecanoylaminofluorescein (grin).
(F) Die Quantifizierung der Peptidanreicherung aufiBder TAMRA-Fluoreszenz/Zelle ergab eine signifika
starkere Anreicherung des TAMRA-mC1C2 Peptids inigiédch zum Kontrollpeptid mC2C2 und TAMRA;
A.U., arbitrary unit; analysierte Zellzahl,>160; Mittelwert=SD; Mann-Whitney U Test; *<0,05.
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3.3.3.2 Clathrin- und Claudin-1-vermittelte Endozytose vo61C2

Inwieweit die Expression eines bestimmten Claudimgluss auf die mC1C2-Aufnahme hat,
wurde mittels Cld1, -2, -4 oder -5-YFP-monotransfien HEK-293-Zellen untersucht
(Abb. 28). Hierbei konnte gezeigt werden, dassTHa8IRA-mC1C2 verstarkt in Gegenwart
von Cld1-YFP aufgenommen wird (11,7+6,1 Signald&eAbb. 28A, E). Die Anreicherung
von TAMRA-mC1C2 in Cld2-YFP (1,8£2,4 Signale/Zellejler Cld5-YFP (2,9+3,5 Signa-
le/Zelle) Zellen lag im Bereich von untransfiziertelEK-293 Zellen (2,3£1,9 Signale/Zelle;
Abb. 28B-F). Cld4-transfizierte Zellen zeigten eirsgnifikant geringe Anreicherung
von TAMRA-mC1C2 (0,6+1,2 Signale/Zelle) im Vergleizu untransfizierten HEK-293-
Zellen (Abb. 28E).

TAMRA-mC1C2 Zellkerne| E 20

A: HEK-Cld1..

o

*k%k

—_
(&)
1

Fluoreszenz-Intensitat
TAMRA-mC1C2/Zelle (A.U.)
o =)
1 L

Abb. 28 Die Internalisierung von mC1C2 findet versérkt in Gegenwart von Claudin-1 statt. (A-D) Lebend-
zellmikroskopie von HEK-293-Zellen, die nach Moraotsfektion vor(A) Claudin-1yellow fluorescent protein
(Cld1-YFP, gelb)(C) Cld2-YFP,(D) Cld5-YFP ode(B) untransfiziert (wt), fir 60 min mit 8 uM 5,6-Carbe
tetramethylrhodamin (TAMRA)-mC1C2 (rot) inkubierturden; Zellkerne, Hoechst 33342 (blau); Membran,
5-Hexadecanoylaminofluorescein (magenta); MaRRdtaum.(E) Die Quantifizierung des Peptidsignals mittels
TAMRA-Fluoreszenz ergab eine signifikant erhhte MRA-mC1C2 Anreicherung in Cld1-YFP- und eine
signifikant geringere Anreicherung in Cld4-YFP-2Zgllgegeniber wt; A.Uarbitrary unit, analysierte Bilder,
n>20; analysierte Zellzahl>468; MittelwertSD; Kruskal-Wallis Test mit DunnseYgleichstest; ***, g0,001.

Zur genaueren Charakterisierung des Aufnahmemesinasi wurde in einem orientierenden
Versuch Uberprift, inwieweit eine Aufnahme von TARHRIC1C2 in HEK-293 Cld1-YFP
Zellen bei 6 °C erfolgt. Die Peptidinkubation bei® fuhrte zur drastischen Verringerung der
Anreicherung des Peptids in den Zellen (Abb. 29Bije weitere Inkubation bei 37 °C
(Abb. 29C) zeigte, dass die Aufnahme des Peptidshdlie Erh6hung der Temperatur erneut

stattfinden konnte.
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Abb. 29 Die zellulare Aufnahme von mC1C2 ist tempeatursensitiv. Lebendzellmikroskopie Claudin-1-
yellow fluorescent protei(Cld1-YFP, gelb) transfizierter HEK-293-Zellengdd) fir 35 min bei 37 °C(B) fir
35 min bei 6 °C odefC) fiir 35 min bei 6 °C und dann weitere 35 min bei’@7mit 40 uM 5,6-Carboxytetra-
methylrhodamin (TAMRA)-mC1C2 (rot) inkubiert wurdelpei 6 °C war die intrazelluléare Anreicherung (Bre
eck) und Kolokalisation (Pfeil) von TAMRA-mC1C2 n@iid1-YFP stark verringert; Maf3stab, 10 pm.

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss vaestgmer Endozytoseinhibitoren auf die
mC1C2-Aufnahme in HEK-293 CId1-YFP bestimmt: Chlompazin (Clathrin-vermittelte
Endozytose), Filipin 1l (Caveolae-vermittelte Emgtose), Wortmannin und LY294002
(Makropinozytose) [143, 151, 168]. Der Einfluss &mdozytoseinhibitoren auf die TAMRA-
mC1C2 Aufnahme unterschied sich in Abhangigkeit wtEm verwendeten Peptidkonzen-
tration. Wurden die Zellen mit 8 uM TAMRA-mC1C2 ubiert (11,7+6,1 Signale/Zelle;
Abb. 30A, E), konnte durch die Verwendung von Cptomazin (1,7+1,8 Signale/Zelle) eine
signifikante Verringerung der Peptidanreicherungiedt werden (Abb. 30B, E). Filipin Il
(10,8+6,5 Signale/Zelle) und Wortmannin (8,8+6,8riile/Zelle) beeinflussten die Endozy-
tose des Peptids nicht signifikant (Abb. 30C-E)i 8er Behandlung mit 40 uM TAMRA-
mC1C2 (Abb. 31A, G) kam es neben der Clathrin-viatien Endozytose zur verstarkten
Peptidaufnahme durch Makropinozytose. So konnteAdimahme des Peptids in HEK-293
Cld1-YFP-Zellen signifikant reduziert werden, wediese mit Chlorpromazin oder Wort-
mannin bzw. LY294002 vorbehandelt wurden (Abb. 3#,05). Die gemeinsame Blockie-
rung der Clathrin-vermittelten Endozytose und Maknozytose (Chlorproma-
zin+Wortmannin; Abb. 31F, G) flhrte zur starkstemfahmehemmung des Peptids. Dariber
hinaus fuhrte auch Filipin 11l zur Reduktion der MRA-mC1C2 Aufnahme (Abb. 31G). Zur
Bestatigung der Clathrin-abhangigen Internalisigramurde die Kolokalisation von TAMRA-
mC1C2 und Transferrin, das als Marker fir die Glathermittelt Endozytose gilt, Gberpruft
[168]. TAMRA-mC1C2 und Transferrin kolokalisiertémtrazellular, lagen aber auch isoliert

in der Zelle vor.
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Abb. 30 mC1C2 wird spezifisch Uber die Clathrin-vemittelte Endozytose, zusammen mit Claudin-1,
aufgenommen. (A-D) Ledendzellmikroskopie von Claudinykllow fluorescent protei(Cld1-YFP, gelb)-
transfizierten HEK-293-Zellen, die fir 60 min mitud1 5,6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA)-mC1C2
(rot) inkubiert wurden, nachdem (&) ohne oderB-D) 30 min mit(B) 15 pM Chlorpromazin(C) 1,5 uM
Filipin 11l oder (D) 250 nM Wortmannin vorbehandelt wurden; intrazéitas TAMRA-mC1C2, Pfeil; Zellker-
ne, Hoechst 33342 (blau); Maf3stab, 10 giE).Quantifizierung der Peptidanreicherung auf BasisTAMRA-
Fluoreszenz im Vergleich zu Zellen ohne InhibitartJ., arbitrary unit; analysierte Bilder, ¥16; analysierte
Zellzahl, rr445; Mittelwert£SD; Kruskal-Wallis Test mit Dunnse¥gleichstest; ***, 5:0,001.

G — 150
-3 40 pM TAMRA-mC1C2
S<L
=<
o
8 g 1001
c N
N
83
(@] -
u £ 50
ez
S
2=
CZ o
Fo
! N
3 ¥ , ! R
2 FRN. et ' & ¢
D: Wertmannin 2LY294002 1 FfChlorpromazin+ R
NS | . 1 { Wortmannin - (O
y ] £ ‘ ‘1 y £
Py, L Y Claudin-1-YFP TAMRA-mC1C2 Transferrin Zellkern

Abb. 31 In héheren Konzentrationen wird mC1C2 vor dlem Uber die Clathrin-vermittelte Endozytose
und Makropinozytose aufgenommen. (A-F, H)Lebendzellmikroskopie von Claudinykllow fluorescent
protein (Cld1-YFP, gelb)-transfizierten HEK-293-Zellen,ediiir 35 min mit 40 uM 5,6-Carboxytetramethyl-
rhodamin (TAMRA)-mC1C2 (rot) inkubiert wurden. Zuvavurden(A) ohne oder 30 min miB) 1,5 uM Fili-
pin 111, (C) 30 min mit 15 uM ChlorpromaziiD) 60 min mit 250 nM Wortmannin bzyE) 100 uM LY294002
oder(F) 30 min mit Chlorpromazin+Wortmannin vorbehandeittazellulares TAMRA-mC1C2, Pfeil; Zellker-
ne, Hoechst 33342 (blau); Mal3stab, 5 |{@). Quantifizierung der Peptidanreicherung auf Basis TAMRA-
Fluoreszenz im Vergleich zu Zellen ohne InhibitArt)., arbitrary unit; analysierte Bilder, #l5, analysierte
Zellzahl, r»365, MittelwertSD, Kruskal-Wallis Test mit Dunnsexgleichstest; **, g0,01; ***, p<0,001.(H)
Kolokalisation (gelb) zwischen TAMRA-mC1C2 (rot)diffransferrin (grin, Marker fir die Clathrin-vertaite
Endozytose); Zellkern, Hoechst 33342, hellgrin;1€¥d-P, blau; Maf3stab, 10 um.
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3.3.3.3 Endozytiertes mC1C2 gelangt in Rezyklosomen undziedt die Claudinexpression

Der Verbleib der endozytierten Peptide mC1C2 und®@Zwurde in HEK-293 Cld1-YFP-
Zellen analysiert [88]. Als Marker fiir frihe Endosen diente Rab5 [147], fur Rezyklosomen
Rab4 [148] und flur spate Endosomen Rab7 [149].

A Cld1-YFP TAMRA-mC1C2 C 2345678910 111213 14 15 16 1718 19 20 2v?23 24 2526 27 28 2030
5min [
Rab5 Rab4 Rab7 .
« |10 min {
3
< B ) H - —
- 4] sl [ 241 |
=)
. . . 2 34 56|78 910 11 {21314 15 16/17 18 19 20 21[22 23 24 25 26 27|28 29 30
- Rab7 e e
e & =
1° 1 ° . [ —
) [ o
250
o =3 B .
< =3 200
s wd | | [
= 7]
vy ¢ < o
Wi W
NG —- 5 min
% Fiy M / ~ 1omi
5 g5 1001 ea 2h
S 5 24h
2< ,
B = [ =
B i :“TS-*J
TAMRA-mC1C2 Cld1-YFP O+—rT T T N S 5 s A s ——
L 10 10 12 3456 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27/28 29 30
S -
& 08 Fraktionen
3
S 06 0,6
? D = - 5 min
g 04 - 3 10 -=- 10 min
] 4 >
g 02 02 8 S . 2h
S R
X 0 0 Dey 5 24h
2 02 15min  2h  24h Omin 15min 2h 24h gg 2
s -0, SE« &] b .
§ i R L et oo L o % P
§ 04 B RabS [ Rab4 [ Rab7 L oS e =
& 06 ff 012345678 91011121314151617 181920212223 242526272829 30

Abb. 32 Nach der Aufnahme in die Zellen verbleibt i£1C2>2 h in Rezyklosomen, bewirkt die Interna-
lisierung und den Abbau von Claudin-1. (A) Immunfluoreszenzfarbung von Clauding@How fluorescent
protein (Cld1-YFP, griin)-transfizierten HEK-293-Zellen, edimit 8 uM 5,6-Carboxytetramethylrhodamin
(TAMRA)-mC1C2 (rot) inkubiert wurden; Kolokalisatiodes Peptids mit frihen Endosomen (Rab5, blake lin
Spalte), Rezyklosomen (Rab4, blau, mittlere Spaltisy Lysosomen (Rab7, blau, rechte Spalte); Kdikdidon
zwischen: TAMRA-mC1C2/Rab, magenta; TAMRA-mC1C2/CMFP, gelb; Cld1-YFP/Rab, cyan; Trilokali-
sation zwischen Cld1-YFP/TAMRA-mC1C2/Rab, weil}; &b, 25 um(B) Quantifizierung der zeitabhéngi-
gen Kolokalisation zwischen Rab/TAMRA-mC1C2 (linksjer Rab/Cld1-YFP (rechts) mittels Pearson’s korre
lationskoeffizienten; Mittelwert+SD(C) Die Endosomen der TAMRA-mC1C2 behandelten Zellemden mit
einem Saccharose-Dichtegradient separiert und rinedtezelnen Fraktionen mit Western Blot Cld1 (obengl
Rab4, -5, -7 (Mitte) bzw. mit FluoreszenzmessungVIA-mC1C2 (unten) nachgewiese{D) In HEK-293
Cld1-YFP-Zellen, die bis zu 24 h mit 8 uM TAMRA-mMC2 inkubiert wurden, kam es zu keiner Anreicherung
des Peptids in den untersuchten Endosomenfraktigaéh, arbitrary unit.

Es konnte mit Immunfluoreszenzfarbungen gezeigtdemr dass TAMRA-mC1C2 15 min
nach Administration maximal mit Rab5 kolokalisienied diese dann mit der Dauer der Inku-
bation stetig abnahm (Abb. 32A, B linkes Diagrami)h nach Peptidgabe zeigte mC1C2
eine maximale Kolokalisation mit Rab4. Nach 24 kulpation kolokalisierte mC1C2 maxi-
mal mit Rab7. Die Lokalisation von Cld1-YFP nachptdbehandlung entsprach der von
TAMRA-mC1C2 (Abb. 32A, B rechtes Diagramm). Mitte®accharose-Dichtegradienten-
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zentrifugation wurden die Endosomen der behand&letien separiert und Cld1 (Abb. 32C,
oben), Rab4, -5, -7 (Abb. 32, Mitte) oder TAMRA-mMCA (Abb. 32C, unten) in den Endo-
somenfraktionen nachgewiesen. In den Rab5-positfraktionen 22-26 (frihe Endosomen,
Abb. 32C, Mitte) wurde 5-10 min nach der TAMRA-mCA@dministration Cld1l nachge-
wiesen (Abb. 32C, oben). Die Rab4-positiven Fralg¢io 12-16 (Rezyklosomen, Abb. 32C,
Mitte) zeigten zwischen 5 min und 2 h eine kontmiiche, starke Zunahme von Cldl
(Abb. 32C, oben). Nach 24 h Inkubation war in deabRpositiven Fraktionen 2-7 (spate
Endosomen, Abb. 32C, Mitte) ein starkes Cld1-Sigmathweisbar (Abb. 32C, oben). Die
Detektion von TAMRA-mC1C2 erfolgte mittels Fluoreszmessung (Abb. 32C, unten) und
entsprach Uberwiegend der Rab-Cld1 Lokalisation. Adeil von TAMRA-mC1C2 war in
den Rab5-positiven Fraktionen (frihe Endosomen,. BBR, Mitte) nach 5-10 min maximal
und nach 24 h minimal. Nach 2 h Inkubation wurde deximale TAMRA-mC1C2 Signal
(Abb. 32C, unten) in den Rab4-positiven FraktioflRazyklosomen, Abb. 32C, Mitte) detek-
tiert, wobei diese Fraktionen auch schon nach BaltD Inkubation ein starkes Peptidsignal
aufwiesen. Nach 24 h Inkubation lag TAMRA-mC1C2 KAB2C, unten) noch immer in
Rab4-positiven Fraktionen vor, zusétzlich und fajkdoch auch in Rab7-positiven Fraktio-
nen. In Zellen die mit dem Kontrollpeptid TAMRA-mC2 inkubiert wurden, konnte keine
Anreicherung in den Rabb5, -4, oder -7 Fraktionetiekteert werden (Abb. 32D).

Die Endosomenlokalisation von TAMRA-mC1C2 wurde atuisiRNA-Versuche bestatigt.
Der knockdownvon Rab5 filhrte zur starken Reduktion der intlak@len TAMRA-
Anreicherung nach 10 min Peptidinkubation (Abb. AR2Nach 2 h kolokalisierte TAMRA-
mC1C2 maximal mit Rab4 (Abb. 32A, B linkes Diagrajnier knockdowrvon Rab4 resul-
tierte in einer starken Anreicherung des PeptidRab7-positiven Endosomen, sowohl nach
2 h und 24 h Peptidinkubation (Abb. A52B, C). Dit-gtiindige Inkubation des Peptids mit
Rab7knockdowrZellen reduzierte die TAMRA-mC1C2-Rab7 Kolokalisat sehr stark und
fuhrte zu einem sehr hohen Anteil von TAMRA-mC1G2 Rab4-positiven Endosomen
(Abb. A52D).

3.3.3.4 Wirkung von mC1C2 auf Signaltransduktionswege

Die Untersuchung des Einflusses von mC1C2 auf iiegdene Signaltransduktionswege er-
folgte in Caco-2-Zellen. Es ist beschrieben, das€dhéhung der Permeabilitat von Epithel-
zellen im Zusammenhang mit einer dB-vermittelten Expressionsanderung von TJ-
Proteinen stehen kann [169]. Deshalb wurden ogestide Experimente mit dem B~
Inhibitor PDTC durchgefiihrt. Die Vorbehandlung miPDTC hob die TER-
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reduzierende Wirkung von mC1C2 zum Teil auf (AbBAB Nach 24 h mC1C2-Inkubation
konnte lediglich eine TER-Verringerung um 26% ged®mr der unbehandelten Kontrolle
verzeichnet werden. Die mit mC1C2 inkubierten Zellgiesen eine TER-Absenkung von
64+3% auf. Zellen die lediglich mit PDTC inkubievtirden, unterschieden sich nicht von der
Kontrolle. QNZ, ein weiterer NéB-Inhibitor, fihrte zum Anstieg des TER auf 151+18%
genuber der Kontrolle. Die mC1C2-vermittelte TERrsMfegerung um 85+1% wurde aber
durch QNZ (QNZ+mC1C2) nicht beeintrachtig (84+1%bA33B). Der Einfluss des XB-
Signalweges auf die Wirkung von mC1C2 konnte daladt abschlie3end geklart werden.

Abb. 33 Einfluss von Inhibitoren des NKB-

A B
1287 175 Signaltweges auf die mC1C2-Wirkung. Caco-2-
% 2 150 - Filterkulturen wurden mifA) Pyrrolidindithiocarbamat
5 100 4 E 125 - (PDTC, 100 pM) od(_er (_B) . N4-[2—(4-
’; ¥ 100 4 Phenoxyphenyl)ethyl]-4,6-quinazolinediamin ~ (QNZ,
3 § 75 1 uM) fir 1 h vorbehandelt und anschlie3end apikal
5 5 s mit 200 UM mC1C2 inkubiert. >2; Mittelwert+SD.
1 = = 24 h nach Peptidapplikation wurde der transzekular
(= Eo25 elektrische Widerstand (TER) relativ zu den unbehan
0 - 0t ” E I:' delten Zellen (Kontrolle) bestimmt. PDTC schwéchte
& o g¥ g% | die mC1C2-Wirkung ab; QNZ zeigte keinen Einfluss
€ N auf die mC1C2-Wirkung.
S
S S

Darlber hinaus wurde der Effekt des Glykogensymiidnase-3 (GSK-3)-Inhibitors
SB415286 auf die mC1C2-vermittelte TER-Absenkuntgrsucht. GSK-3 ist u.a. an der Re-
gulation der TJ-Barrierefunktion beteiligt [170-378a durch GSK-3 Transkriptionsfaktoren
wie Snail oder CdxZcaudal-related homeobox Rontrolliert werden, welche direkt die Ex-
pression von Cld1 regulieren [173, 174]. SB4152B&rafiihrte konzentrationsabhangig zu
TER-Absenkungen (15 pM: 10%, 30 pM: 23%, 60 uM: 23@lativ zur Kontrolle;
Abb. 34A). Die Kombination mit dem Peptid zeigteeeadditive (Abb. 34A, B), nicht zellto-
xische (Abb. 34C) Wirkung. So verstéarkte die Intidn der GSK-3 den mC1C2-Effekt, z.B.
nach 24 h von 59+19% TER-Absenkung auf 77% (Ablg)3{Die anschlieRende immunzy-
tochemische Untersuchung der Zellen deutete daautiass SB415286 allein die Expressi-
on von Cld1l und ZO-1 nicht beeinflusst (Abb. A58erglichen mit mC1C2-behandelten
Zellen resultierte die Inkubation mit SB415286+m@1f@doch in einer Verringerung des
Z0-1-Signals und einer Steigerung der Cld1-Mengdan Plasmamembran. Die Inhibition
der GSK-3-Aktivitat fuhrt im untersuchten Zellmodelemnach nicht zur Aufhebung des
mC1C2-Effektes.
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Abb. 34 Die Inhibition der Glykogensynthase-Kinase3 verstérkt die barriere6ffnende Wirkung von
mC1C2. Caco-2-Filterkulturen wurden mit 30-60 uM SB415286 60 min vorbehandelt und anschlieBend
apikal mit 200 uM mC1C2 und SB415286 fir 24 h inkub (A) 24 h nach Peptidapplikation wurde der trans-
zellulare elektrische Widerstand (TER) relativ zabehandelten Zellen (Kontrolle) bestimmt; SB41521%6
wirkte eine konzentrationsabhéangige Verringerung TER; die Inkubation mit SB415286 und 200 uM mC1C2
zusammen (SB415286+mC1C2) bewirkte eine starkeiR-ABRsenkung als die Einzelbehandlung). Zeit-
abhangige Wirkung von 30 uM SB415286 allein odedBi286 zusammen mit 200 uM mC1C2 auf den TER,
relativ zur Kontrolle (C) Die durch Inkubation mit 30 uM SB415286 oder Katlhation mit 200 pM mC1C2
hervorgerufene Barrieredffnung basiert nicht aufszbadigenden Effekten; J,, Positivkontrolle; r2; Mit-
telwert+SD; Kruskal-Wallis Test mit Dunns-Verglegthst *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

3.4  Strukturanalyse und Wirkoptimierung von mC1C2

3.4.1  Struktur- und Funktionsbeziehungen von mC1C2

Welche Bereiche oder strukturellen Bestandteile ndD1C2 sind maf3geblich fur die Wir-
kung? Zur Klarung wurden die Sekundarstruktureigeaten von mC1C2 sowie verschiede-
ne Sequenzvariationen und Verkirzungspeptide voa@2Gund das Kontrollpeptid mC2C2
mit CD-Spektroskopie untersucht, 3D-Strukturmodelistellt und experimentell Uberpriift,

inwieweit Peptidvarianten noch eine Wirkung haben.

3.4.1.1 mC1C2 neigt zur Ausbildung vghiFaltblatt- undx-Helixstrukturen

Zur Untersuchung der Sekundarstrukturneigungen evdats Peptid in Phosphatpuffer (PP),
in PP mit 0,25-30 mM SDS und PP mit 1-80% TFE in&ttbdie CD-Spektren bestimmt und
mit Referenzspektren [157] verglichen, um den Ander Sekundarstrukturelemente zu be-
stimmen. Wahrend SDS unterhalb seiner kritischereMinbildungskonzentration (6-8 mM)
die p-Faltblattbildung induzieren und stabilisieren kabagiinstigen hohe TFE Konzentratio-
nen die Bildung vom-Helices [154-156].

In PP lag mC1C2 grofitenteils ungeordnet ung-kaltblattkonformation vor (49+4% unge-
ordnet, 41+5%p-Faltblatt, 11+2%-Schleife, 0%u-Helix; Abb. 35A-C; Tab. A15). 0,5 mM
SDS erhéhte den Faltblattanteil auf 48+8% und daizat auf 6£5% (Abb. 35A, C;
Tab. A15). Mit zunehmendem SDS-Anteil kam es zuiteven Steigerung der Helizitat und
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Verringerung des Faltblatt-Anteils (Abb. 35A). Inefgich der kritischen Mizellenkonzentra-
tion von SDS wurde die mit SDS maximal induzierbHedizitat von ~60% in mC1C2 her-
vorgerufen (Abb. 35A). Zugaben von bis zu 15% THEOBten den Faltblattanteil in mC1C2
von 41+5% auf 55%, wahrend sich der ungeordneteiAnon 49+4% auf 35% verringerte
(Abb. 35B; Tab. A15). TFE-Konzentrationen von 1348Bteigerten dem-helikalen Anteil
von 10% auf 71+£3%, gleichzeitig nahm der Faltbla#d von 55% auf 0% ab (Abb. 35B).
Wie mC1C2 zeigte auch das inaktive Kontrollpepti@2€2 in PP bei 199 nm ein Minimum
und im Bereich von 210-240 nm eine leicht negaBletizitat (Abb. 35C). Dies entspricht
hauptsachlich einer Mischung aus unstrukturierterd @-Faltblattanteilen (Abb. 35D;
Tab. A16). Die Inkubation mit 0,5 mM SDS anderte,Gegensatz zu mC1C2, nicht die Kon-
formation von mC2C2, was einer geringer ausgepnaftatblattneigung entsprach. Auch
60% TFE, die in mC1C2 den Helixanteil von 0 auf 48t(Ausbildung der Minima bei 208
und 220 nm; Abb. 35C) induzierten, fuhrten in mC2C2 zur moderaten Steigerung der He-
lizitat von 0 auf 22+5%. Der Faltblattanteil bliabhveréandert (Abb. 35C, D).

Strukturanalyse: mC1C2 Strukturanalyse: mC2C2 im Vergleich zu mC1C2
A —— a-Helix B-Faltblatt B —— a-Helix p-Faltblatt c D aielix, mC1C2 —  Ungeordnet, mC1C2
_. 80 _. 80 a-Helix, mC2C2 Ungeordnet, mC2C2
* B-Schleife Ungeordnet 8 B-Schleife Ungeordnet 15} 60 - B-Schleife, mC1C2 B-Faltblatt, mC1C2
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Abb. 35 mC1C2 hat eine starke Neigung zug-Faltblatt- und a-Helixbildung. (A, B) Die Sekundarstruk-
turneigung von mC1C2 wurde in Phosphatpuffer (FRPmmM, pH 7,4), in(A) PP mit 0,25-30 mM SDS (kon-
zentrationsabhangige Induktion v@rFaltblatt odera-Helix) oder in(B) PP mit 1-80% Trifluorethanol (TFE,
a-Helix induzierend) mittels Zirkulardichroismus (GBpektroskopie untersucht und der Anteil der Sekun-
darstrukturelemente mittels Referenzspektren bestifi57]; =8 Akkumulationen; Mittelwert+SD(A) Der
SDS-induziertes-Faltblattanteil ist mit 0,5 mM maximaB) 60-80% TFE induzieren die maximaieHelizitat

in mC1C2.(C) Vergleich der CD-Spektren urf®) Sekundarstrukturneigungen vom Kontrollpeptid mC2qaie
mC1C2 in PP, PP mit 0,5 mM SDS oder PP mit 60% TIRENC2C2 lasst sich dei-Faltblattanteil durch
0,5 mM SDS nicht wie bei mC1C2 maximal erhéhen; 6D8& induzieren in mC2C2 nur eine moderate Erho-
hung desi-Helixanteils; 32 Akkumulationen; Mittelwert+SD.

3.4.1.2 Die mC1C2-Wirkregion umfasst die Aminosauren 1-88 tormtN-terminal ein

S-Faltblatt- undC-terminal einex-Helix

Um die Lokalisation der Sekundarstrukturelementen@1C2 zu bestimmen und diese in
Relation zur Wirkregion von mC1C2 zu stellen, wurdeinachst die barrieremodulierenden
Eigenschaften vonN- und C-terminal verkirzten mC1C2-Varianten untersucht. Die

C-terminale Verkirzung um 4-8 Aminosauren (mC1C2laaC1C2-8aaC) fuhrte zur suk-
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zessiven Verringerung der barrieredffnenden Wirk¢agb. 36A): mC1C2 verringerte den
TER um 84+5%, mC1C2-4aaC um 65+3% und mC1C2-5aaG1#8% gegenuber der Kon-
trolle. Dagegen fuhrten mC1C2-6aaC, -7aaC und -8ad{@lich zu TER-Verringerungen
zwischen 23 und 0% gegenuber der Kontrolle. Ri#erminale Trunkierung um 4 oder 8
Aminosauren (mC1C2-4aaN, mC1C2-8aaN) hob die Wgkuon mC1C2 vollstandig auf.
Untersuchungen zur parazellularen LY Durchlassigiestéatigten die TER-Messungen. Ne-
ben mC1C2 (26,7+17:80° cm/s) fiihrten lediglich mC1C2-4aaC (11,2+10f cm/s) und
mC1C2-5aaC (2,8+0,60° cm/s) zur signifikanten Erhéhung der Permeabitiggeniiber der
Kontrolle (1,2+0,710° cm/s) (Abb. 36B). Der fiir die mC1C2-Aktivitat vetaortliche Se-

guenzbereich konnte daher auf die Aminoséauren @v&gegrenzt werden (Abb. A56).
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Abb. 36 Die Wirkregion von mC1C2 erstreckt sich Gibe die Aminosduren 1-23 des Peptids, wobei der
N-Terminus eine g-Faltblatt und der C-Terminus eine a-helikale Neigung besitzt. (A, B)Caco-2-Filter-
kulturen wurden bilateral mit 300 uM mC1C2 oder Mitbzw. C-terminal um 4-8 Aminoséuren verkirzten
mMC1C2-Varianten (-4/-8aaN bzw. -4/-8aaC) inkubiertl 24 h nach Peptidadministration d&j transzellulare
elektrische Widerstand (TER) und diB) parazellulare Durchlassigkeit fluucifer yellow (LY, 0,4 kDa) im
Vergleich zu peptidfrei kultivierten Zellen (Kontl®) bestimmt; mC1C2 und die verkirzten Peptidvaga
mMC1C2-4aaC und -5aaC verringerten den TER und &rhddie parazellulare Durchléssigkeit gegenuber der
Kontrolle signifikant; R, Permeationskoeffizient; >%; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis Test mit Dunns-
Vergleichstest; *, 0,05; **, p<0,01; *** p<0,001. (C) Sekundarstrukturneigung der mC1C2-
Verkirzungsvarianten im Vergleich zu mC1C2; diekdiardichroismus-Spektren wurden zur Bestimmung der
p-Faltblattneigung in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, f#) mit 0,5 mM SDS und zur Bestimmung deHelix-
neigung in 60% Trifluorethanol aufgenommen und Réferenzspektren abgeglichen [157]; digerminale
mC1C2-Verkirzung fihrte zur Abnahme dedielix- und Zunahme deg-Faltblattanteils; dieN-terminale
mC1C2-Verkirzung hatte nahezu keinen Einfluss anfxdHelix- oderp-Faltblattanteil; R16 Akkumulationen;
Mittelwert+SD.

Die CD-Untersuchungen ergaben, dass mit zunehme@ederminaler Verkiirzung von
mC1C2 die induzierbare Helizitat abnahm (Abb. 3&@h. A17): Fir mC1C2 wurde ein An-
teil von 66+4% Helizitat und fir mC1C2-5aaC ein dihtvon 53+15% gemessen.
mC1C2-8aaC zeigte eine Helizitat von 42%. Nigerminale Verkirzung hatte einen wesent-
lich geringeren Einfluss auf die induzierbare H#liz Diese lag in mC1C2-4aaN bei 65+2%
und in mC1C2-8aaN bei 62+2%. Der induzierbgtd-altblattanteil wurde durch die
C-terminale Verkirzung erhoht. Dieser steigerte &nch,5 mM SDS von 48+8% (mC1C2)
auf 62+8% (MC1C2-7aaC) bzw. 58+5% (mC1C2-8aaC).Nbierminale Verkirzung beein-
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flusste die Faltblattbildung unter SDS-Einfluss reicht. Diese lag zwischen 49+1%
(mC1C2-4aaN) und 52+4% (mC1C2-8aaN). Die deutliBbeahme der induzierbaren Heli-
zitat derC-terminal verkirzten Peptide und die nur sehr keidkerringerung der induzierba-
ren Helizitat beiN-terminal verkirzten Peptide wies auf eine starkiékdde Neigung der
C-terminalen Seite.

Die energetisch gunstigsten 3D-Konformationen deptide wurden mit PEP-FOLD [138-
140] berechnet und sind in Abb. 37 dargestelltbEstatigte sich, dass mC1C2 (Abb. 37A,
oben, links) sowohl eine helikale (rot) als auchegi-Faltblattneigung (blau) besitzt, diese
C-terminal bzwN-terminal lokalisiert sind und dié-terminale Verklrzung zur Verringerung
des Helixanteils fuhrt. Die CD-Daten wiesen darhuf, dass mC1C2 in de¥-terminalen
Halfte Uber eine starke Neigung zg#Faltblattbildung verfugt. Diese ist jedoch Flexibea
eine N-terminale Verkirzung nicht in einer deutlichen Wegerung des induzierbaren
S-Faltblattanteils resultierte. Die 3D-Modelle dé#terminal trunkierten Peptide (Abb. 37B)
zeigten keingg-Faltblattbildung und standen damit im Widerspruahden CD-Daten.

Aus dem 3D-Modell von mC1C2 (Abb. 37A, links obemjurde deutlich, dass die
C-terminalen Aminosauren T24, L25, Q26, A27, T28, R2@sition im Peptidgine separate
a-Helix am C-Terminus von mC1C2 bilden. Die Trunkierung die8eminosauren (mC1C2-
4aaC, mC1C2-5aaC) beeinflusste die Wirkung desid®epicht oder nur leicht. Mit weiterer
C-terminaler Verkirzung um 1-3 Aminosauren (mC1C2&5aenC1C2-8aaC) wurde der
zentrale Teil des-Helix (S17, L18, L19, N20, L21, N22, S23) sukzeesrerkleinert und der

relative-Faltblattanteil erhdht, was einen Wirkungsverllss Peptids nach sich zog.

A mC1C2 mC1C2-4aaC mC1C2-5aaC B mC1C2-4aaN
QSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR

SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTR SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSR

mC1C2-6aaC mC1C2-7aaC mC1C2-8aaC mC1C2-8aaN
- | SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNR SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLR  cs SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNR - | QIQSKVFDSLLNLNSTLQATR

N,
g
o
NA &

Helix,
a-Helix,

.

Abb. 37 Einfluss von N- oder C-terminalen Verkirzungen auf die mC1C2-Tertiarstruktur. 3D-
Strukturmodelle der energetisch giinstigsten Kon&tionen defA) C- oder(B) N-terminal verkirzten mC1C2-

Varianten; die(A) C-terminale Verkirzung bewirkte eine Verringerungs deHelix- und Steigerung des
S-Faltblattanteils; digB) N-terminale Trunkierung verringerte den FaltblatdintDie Modelle sind entspre-
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chend der zentralen, nicht durch die Trunkierungdffenen Sequenz DSLLN, relativ zu mC1C2, ausdeeic
N, N-Terminus; CC-Terminus; Modellentwicklung, PEP-FOLD [138-140JaiBtellung, Discovery Studio.

3.4.1.3 Asparagin in Position 22 ist essentiell fur die kMing und 3D-Struktur von mC1C2

Das mC1C2-abgeleitete Peptid mC1C2(N22S) besitzlesinrAminosaureposition 22 anstatt
eines Serins ein Asparagin. Diese Variation, albbehdN221, N22D, N22E und N22K resul-
tierten in einem Verlust der barrieredffnenden Wirg des Peptids (Abb. 38A). Die Substitu-
tion gegen die strukturell und chemisch sehr ahelidminosaure Q (MC1C2(N22Q)) ergab
eine minimale Aktivitdt des Peptids. Zur Klarundp, die Substitution N22S Einfluss auf die
Sekundarstruktur von mC1C2 hat, wurde mC1C2(N223)s@ektroskopisch charakterisiert
(Abb. 38B; Tab. A18). In der Flexibilitdt und Neigy zur Ausbildung verschiedener Kon-
formationen unterschied sich mC1C2(N22Q) leicht wo@1C2. In PP und PP mit 0,5 mM
SDS besall mC1C2(N22S) einen 8 bzw. 10% hohgfealtblattanteil als mC1C2; in 60%
TFE war die maximale helikale Induzierbarkeit m8&6 niedriger als bei mC1C2 mit 66+4%
(Abb. 38B).

c mC1C2
125 - SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR

mC1C2(N22S)
SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLSSTLQATR

100

TER (relativ zu Kontrolle) 3>

w

Sekundarstruktur-Neigung (%)

—— a-Helix, mC1C2

- a-Helix, mC1C2(N22S)
B-Faltblatt, mC1C2
B-Faltblatt, mC1C2(N22S)

80 A

60

40 ~

20 4

0 I

Ungeordnet, mC1C2
Ungeor., mC1C2(N22S)
B-Schleife, mC1C2
B-Schleife, mC1C2(N22S)

PP 0,5mM SDS 60% TFE

a-Helix, B-Faltblatt,

Abb. 38 Die N22-Substitution in mC1C2 fuhrt zum Wikungsverlust und einer veranderten Terti-
arstruktur . (A) Filterkulturen von Caco-2-Zellen wurden fir 24 pikal mit 300 pM mC1C2 oder der

MC1C2(N22)-Varianten inkubiert und der transzel@l&lektrische Widerstand (TER) bestimmt; nur mC1C2

verringerte gegenuber Zellen ohne Peptid (Kontyaignifikant den TER; ¥3; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis
Test mit Dunns-Vergleichstest; ***40,001.(B) Vergleich der Sekundarstrukturneigungen der Pepti€1C2
und mC1C2(N22S) in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH,7n PP mit 0,5 mM SDS(Faltblatt-Induktion) oder

in PP mit 60% Trifluorethanol (TFEs-Helix-Induktion); der jeweilige Anteil der Sekund#ukturelemente
wurde mit Zirkulardichroismus-Spektroskopie und €&ehzspektren bestimmt [157]; mC1C2(N22S) wies ge-
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genilber mC1C2 eine starkere Faltblattneigung awf8 mkkumulationen; MittelwertSD.(C) 3D-
Strukturmodelle der energetisch ginstigsten Konédimnen von (C, links) mC1C2 und (C, rechts)
mMC1C2(N22S);C, unten) die Substitution N22S verstarkte die Interaktiavischen denp-Faltblatt und der
a-Helix und vergroRerte den Winkel zwischen dem zdetr und demC-terminalen Teil dera-Helix von
€mc1c=88° aufemcicon22sy123°; das mC1C2(N22S) Modell ist entsprechendzéetralen, nicht veranderten
Aminosauresequenz DSLLN, relativ zu mC1C2 ausggeiciN, N-Terminus; C,C-Terminus; Modellentwick-
lung, PEP-FOLD [138-140]; Darstellung, Discoveru@o.

Beide Peptide unterschieden sich in der Lokalisatier Sekundéarstrukturelemente innerhalb
der Peptide nicht, zeigten bezuglich der enerdefigmstigsten 3D-Konformation aber deut-
liche Unterschiede (Abb. 38C): (1) Aufgrund der I$23ubstitution wurde di€-terminale
a-Helix nicht wie bei mC1C2 umnc1c=88° gegenlber der zentralerHelix abgewinkelt,
sondern umemcican22sy123°; (2) in mC1C2(N22N) interagiert dasFaltblatt mit der
C-terminalen a-Helix Uber Wasserstoffbrickenbindungen zwischen/R24, Q5/R29,
Q5/T28, sowie mit der zentralemHelix Uber $YN?% in mC1C2 besteht lediglich eine
Wechselwirkung zwischen dem Faltblatt und zentraleielix tber S1/D16 und S1/N20.

3.4.1.4 Die Wirkung von mC1C2 ist nicht von stereospezliest Interaktionen abhangig

Inwieweit ist die Wirkung von mC1C2 von stereosfiszhen Interaktionen abhéngig? Ein
aus D-Aminosauren aufgebautes mC1C2 (D-AS-mC1C#8)ain inverses mC1C2 (Invers-
mC1C2) wurden hierfiir hinsichtlich ihrer barrieresnberenden (Abb. 39A) und Struktur-
eigenschaften (Abb. 39C-F) untersucht. Die Peptideerschieden sich in ihrer Chiralitat
(D-AS-mC1C2) oder ihrer Primarsequenz (Invers-mCl@2ntischen Aminosauren wie
mC1C2 in umgekehrter Reihenfolge) von mC1C2. Invarsl D-AS-mC1C2 (200 uM, api-
kal, 24 h) verringerten den TER signifikant um 38% bzw. 44+19% und erhdhten die para-
zellulare Durchlassigkeit fir FD10 von 0,2+0,@° cm/s in peptidfreien Zellen (Kontrolle)
auf 0,7+0,410°cm/s (dAS-mC1C2) bzw. 1,3+11®0° cm/s (Invers-mC1C2) (Abb. 39A).
Invers-mC1C2 und D-AS-mC1C2 zeigten keine zellsgeitle Wirkung (Abb. 39B). Struk-
turuntersuchungen ergaben, dass beide Peptidectmiinsh ihrer Sekundarstrukturneigung
groRe Ubereinstimmungen mit mC1C2 aufwiesen, sidogh in der Starke der Auspragung
unterschieden (Abb. 39C-F; Tab. A19). Erwartungsiférreigte D-AS-mC1C2 aufgrund der
Chiralitat der Aminosauren ein nahezu spiegelldltts CD-Spektrum gegeniber mC1C2
(Abb. 39E). Der TFE-induzierte-Helixanteil war in Invers-mC1C2 mit 48% (Abb. 39D)
deutlich geringer als bei mC1C2 (66%) oder D-AS-18€156%; Abb. 39F). Im Gegensatz
dazu war der SDS-induzierteFaltblattanteil in mC1C2 (48+8%) und Invers-mC1@8%;
Abb. 39D) identisch, wéahrend er in D-AS-mC1C2 howear (58%; Abb. 39F). Da trotz der
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genannten strukturellen Unterschiede der Peptitke\@rgleichbare Aktivitat wie bei mC1C2
vorlag, ist die Wechselwirkung der Peptide mit déeimolekil vermutlich nicht von stereo-
spezifischen Faktoren abhéngig, sondern wird dudas Sekundarstrukturmotiv aus
S-Faltblatt undx-Helix bestimmit.

A B Invers-mC1C2 D-AS-mC1C2
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Abb. 39 Die Wirkung von mC1C2 ist nicht von steregsezifischen Wechselwirkungen abhangig. (A, B)
Caco-2-Zellen wurden mit einem aus D-AminosauresA@®mC1C2) aufgebauten und einem inversen mC1C2
(Invers-mC1C2) inkubiert (24 h, 200 pM, apikal) uther (A) transzellulére elektrische Widerstand (TER), die
parazellulare Durchlassigkeit von Fluorescein-lgmyanat 10 kDa-Dextran (FD10) urfB) die Zytotoxizitat

im Vergleich zu peptidfrei kultivierten Zellen (Ktiolle) und mC1C2-behandelten Zellen bestimmiO} Posi-
tivkontrolle; D-AS-mC1C2 und Invers-mC1C2 verringgr wie mC1C2 signifikant den TER, erhéhten den
Permeationskoeffizienten gPfur FD10 und waren nicht zytotoxische31 Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis Test
mit Dunns-Vergleichstest; * 40,05; **; p<0,01; ***, p<0,001.(C-F) Die Sekundéarstrukturneigungen von
(C) Invers-mC1C2 undE) D-AS-mC1C2 wurden in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, f#), in PP mit 0,5 mM
SDS {3-Faltblatt-Induktion) oder in PP mit 60% Trifluoheinol (TFE,a-Helix-Induktion) mittels Zirkular-
dichroismus-Spektroskopie untersucht ij F) der Anteil der Sekundarstrukturelemente mittelseRanz-
spektren bestimmt [157]>8 Akkumulationen; Mittelwert+SD.

3.4.2  Wirkoptimierung von mC1C2

3.4.2.1 mC1C2 kann ohne Wirkeinbu@terminal um 4 Aminosauren verkurzt, nicht aber

N-terminal verlangert werden

Der N-Terminus von mC1C2 ist essentiell fur die Peptréuamng und weist eig-Faltblatt auf.
Mit dem Ziel diesen wirkrelevanten Bereich zu vedérn, dadurch ein wirksameres Derivat
herzustellen und somit die benétigte Peptidmengereriuzieren, wurde das gegenuber
mC1C2 verkurzte, aber wirksame Peptid mC1C2-4&&@rminal mit der p-Faltblatt-
induzierenden Aminosaure Methionin verlangert (mg€ttaaN-4aaC). Im Gegensatz zu
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mMC1C2 und mC1C2-4aaC, die den TER um 47+15% bz%h #9ativ zur Kontrolle verrin-
gerten (Abb. 40A; siehe auch Abb. 36A, B), fuhrt€hc2+1laaN-4aaC nicht zur TER-
Absenkung (Abb. 40A).

CD-Untersuchungen bestatigen, dass sich der SDgimrdbare p-Faltblattanteil von
mC1C2+laaN-4aaC gegenuber mC1C2 von 48+8% auf 68fgede und sich gleichzeitig
der TFE-induzierbare o-helikale Anteil von 66+4% auf 36% verringerte
(Abb. 40B; Tab. A20). Diese Befunde konnten durels @D-Modell der energetisch gins-
tigsten Konformation bestatigt werden (Vergleich&#A40A mit Abb. 38C).

. +1aaN-4aaC
N 150 - B — aHelix, mc1c2 URgeordnet, mc1c2 C  1iSSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTR
--- a-Helix, +1aaN-4aaC Ungeordnet, +1aaN-4aaC
o B-Schleife, mC1C2 B-Faltblatt, mC1C2
I B-Schleife, +1aaN-4aaC ~~ B-Faltblatt, +1aaN-4aaC
c —_
o
v 1004 B 80 1
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w 2
= ]
s 20 A /
@ /,
NI Y 32 i
3§ N7 W@ © I .
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Abb. 40 Die C-terminale Verkiirzung von mC1C2 um 4 Aminosduren veingert die Offnerwirkung
nicht, wohingegen dieN-terminale Verlangerung zum Wirkverlust fihrt. (A) Caco-2-Filterkulturen wurden
fur 24 h mit je 200 uM der Peptide mC1C2, mClC2eid@-terminal um 4 Aminosduren verkirzt) und
mC1C2+laaN-4aaC (mC1C2-4abl@erminal mit Methionin verlangert) inkubiert, deeanszellulare elektrische
Widerstand (TER) bestimmt und mit den peptidfreltikierten Zellen (Kontrolle) verglichen; mC1C2 und
mC1C2-4aaC verringerten den TER, nicht aber mCl@2Mi4aaC; »4; Mittelwert+SD. (B) Die Sekun-
darstrukturneigung von mC1C2+l1aaN-4aaC wurde irspthatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,4), in PP mit 0,5 mM
SDS -Faltblatt-Induktion) oder in PP mit 60% Trifluohetnol (TFE,a-Helix-Induktion) mittels Zirkulardich-
roismus-Spektroskopie untersucht, der Anteil dekuBdarstrukturelemente mittels Referenzspektreriteim
[157] und im Vergleich zu mC1C2 dargestellt>8n Akkumulationen; Mittelwert+SD.(C) Das 3D-
Strukturmodell der energetisch giinstigsten Konfdionavon mC1C2+laaN-4aaC; NN-Terminus; C,C-
Terminus; Modellentwicklung, PEP-FOLD [138-140]; S&ellung, Discovery Studio.

3.4.2.2 Die Palmitylierung oder Pegylierung von mC1C2 flhidht zur Wirkverbesserung

Zur Reduktion der minimalen Wirkkonzentration durdie Erhéhung der Verweildauer an
der Plasmamembran und damit in der Nahe der CldtfAi&turen [175], wurde mC1C2
N-terminal an Palmitinsdure gekoppelt (C16-mC1C2)6-81C1C2 reduzierte in Caco-2-
Zellen bei geringerer Wirkkonzentration als mC1@DQuM: 58+18%) den TER (C16-
MC1C2: 5 uM: 8+4%, 10 pM: 21+7%, 20 pM: 39+8%, 90:.62+10%, 100 uM: 69+9% ;
Abb. 41A) und erhohte die parazellulare Durchldesigfir LY (C16-mC1C2: 10 pM:
1,240,310%m/s, 20 pM: 3,1+0,20%°cm/s, 50 pM: 8,0+1;80° cm/s; mC1C2: 200 pM:
16,3+5,810° cm/s; Kontrolle: 0,8+0,20° cm/s; Abb. 41B). Untersuchungen zur Zytotoxizi-
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tat ergaben jedoch, dass C16-mC1C2 schon ab 20glistizadigend war (Abb. 34C). Pal-
mitinsaure allein (200 uM) bewirkte gegentber dentfolle keine Unterschiede (Daten nicht
gezeigt).

Die Pegylierung von Peptiden kann deren Stabilitédt Loslichkeit erh6hen und so ebenfalls
die minimale Wirkkonzentration reduzieren [176]el3-terminale Pegylierung von mC1C2
(mC1C2-PEGQG) fihrte im Gegensatz zu C16-mC1C2 raahtZytotoxizitat (Abb. 41C). Die
Inkubation mit 200 uM uber 24 h resultierten inezilfER-Absenkung von 38+14%, wahrend
mC1C2 den TER um 57+17% gegeniiber der Kontrollengezrte (Abb. 41A). Die Durch-
lassigkeit des Zellrasens fur LY wurde durch mCREXs nicht signifikant
(3,1+1,010°cm/s) erhoht (0,8+0;Z0°m/s; Abb. 41B).

125 - 254 15
) °
S 100 {1 s
£ _ s
g £ 2 1,04
s 75 A S E
3 @
Z 50 & - z 2
® s I S 05-
= oo ~ =
g 251 oo o L
= s S
s B X2 E 0 —
%QO'L NN 5 \\‘?'O"'O’LO\& RN
© N L7 N TS B C RN K D
~l~°°\ Y ,\0"’9 OTRTPTRP +0¢66\\¢ @o\&f? YO PSP
© o
N\ C16-mC1C2 N C16-mC1C2 N C16-mC1C2

Abb. 41 Pegylierung oder Palmitylierung von mC1C2 esultieren nicht in der Verringerung der minima-

len Wirkkonzentration. Caco-2-Zellen wurden apikal mit 200 pM mC1C2, pegtgm mC1C2 (PEG-mC1C2,
200 pM) oder 5-100 pM palmityliertem mC1C2 (C16-n8@2) behandelt und 24 h nach Inkubationsbeginn der
(A) transzellulare elektrische Widerstand (TER}4{B) die parazellulare Durchlassigkeit fliucifer yellow
(LY, 0,4 kDa), 4, und(C) die Zellvitalitat im Vergleich zu peptidfrei kwiierten Zellen (Kontrolle) bestimmt;
H,0,, Positivkontrolle; r3. C16-mC1C2 verringerte den TER und erhéhte diazedlulare LY Durchlassigkeit
konzentrationsabhangig, fihrte in den Wirkkonzeitren &20uM) jedoch zu Zellschadigungen; PEG-mC1C2
war nicht zellschadigend, zeigte aber geringereidrabffnende Effekte als mC1C2. Mittelwert+SD; Kkal-
Wallis Test mit Dunns-Vergleichstest; %@,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

70



Ergebnisse

3.5 Invivo-Wirkung von mC1C2 und Derivaten

3.5.1 mC1C2 hat eine hohe Stabilitat in Blutplasma

In Vorbereitung auf dién vivo-Administration von mC1C2 wurde die Stabilitat voiCiC2

in Blutplasma von Ratten untersucht. TAMRA-mC1C2deubei 37 °C fur bis zu 48 h inku-
biert und im Anschluss gelelektrophoretisch aufyatt (Abb. 42A). Die densiometrische
Analyse des Peptidsignals ergab eine Halbwertspeit7,3 h (Abb. 42B). Aul3erdem konnten
mit Massenspektrometrie ab 2 h beginnend drei hexdene C-terminal verkirzte TAMRA-
mC1C2 Fragmente detektiert werden (Abb. 42B). Uethign Wasser inkubiertes TAMRA-
mC1C2 zeigte auch nach 48 h bei 37 °C keine Hirenaig einen Abbau (Abb. 42C, D).

3.5.2 mC1C2 und mC1C2-4aaC offnen das Perineurium reversel fur hydrophile
Wirkstoffe

Die perineurale Injektion von 400 uM mC1C2 o6ffndés Perineurium dés. ischiadicus/on
Ratten (Tab. 7) reversibel fur die hydrophilen VEtdife DAMGO und Tetrodotoxin (TTX).
Den Wirkstoffen ist gemeinsam, dass sie zwar diBnf&ezwahrnehmung hemmen, aber
nicht-perineuriumgangig sind. DAMGO st ein p-OpidRezeptor Agonist; TTX bindet und
blockiert hochaffin spannungsabhéngige Natrium-Kankine gesteigerte Durchlassigkeit
des Perineuriums vom. ischiadicusdir DAMGO oder TTX resultiert daher in einer erhoh-
ten Pfotendruckschwelle der Ratten. Die perineutajektion des LOsungsmittels (0,9%
NacCl, Kontrolle) oder 400 uM mC1C2 erhohten die deschwelle bis zu 96 h nach Admi-
nistration nicht (Tab. A21). Signifikante Erh6hungkonnten erzielt werden, wenn 48-72 h
nach mC1C2-Injektion DAMGO (195 uM; Abb. 43A) od24-48 h nach mC1C2-Injektion
TTX (10 uM; Abb. 43) perineural appliziert wurdern der Ldsungsmittelkontrolle
(Abb. 43A-C) und den mC2C2-behandelten Proben (ABK) kam es nach DAMGO- der
TTX-Injektion nicht zu Anderungen der Druckempfiintikeit. 96 h nach Applikation von
mC1C2 unterschieden sich die Pfotendruckschwell@ch DAMGO-Gabe nicht von der
Kontrolle (Abb. 43A). Das in Zellkulturversuchercht die parazellulare Permeabilitat erho-
hende Peptid mC1C2-4aaN (gegeniber mC@&minal um 4 Aminosauren verkirzt) zeig-
te auchin vivokeine barriere6ffnende Wirkung (Abb. 44): 24-4B8dcth perineuraler Injektion
von 400 uM kam es nach Administration von DAMGO §39M) nicht zur Steigerung der
Druckschwelle (Abb. 44A). Im Gegensatz dazu bewirkiC1C2-4aaC (aus der mC1lC2-
Wirkoptimierung hervorgegangen) 24-48 h nach peraler Injektion (400 uM) einen signi-
fikanten Anstieg der Pfotendruckschwelle nach DAM@&abe (197 uM; Abb. 44B, C).
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MC1C2-4aaC und mC1C2-4aaN fihrten allein nichtEnnthung der Pfotendruckempfind-
lichkeit.
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Abb. 42 Stabilitat und Abbauprodukte von mC1C2 in Butplasma. 5,6-Carboxytetramethylrhodamin
(TAMRA)-mC1C2 (TAMRA-SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATRH,, 10uM, 3,5 kDa) wurde bei
37 °C fur bis zu 48 h A, B) Blutplasma (Ratte) odé€C, D) Wasser inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Proben entnommen, gelelektrophoretisch &eiget und das Fluoreszenzsignal von TAMRA detedtie
Es konnte eine zeitabhdngige Reduktion des TAMRALGZ Signals in{A, B) Blutplasma, nicht aber ifC,

D) Wasser beobachtet werd€B) Quantifizierung des TAMRA-mC1C2 Signals zur Bestiomg der Peptid-
Halbwertszeit ;) und massenspektrometrisch detektierte Abbauptedul AMRA-SSVSQSTGQIQS
KVFDSLLNL (Zeitpunkt der erstmaligen massenspektetnischen Detektion: 2 h), TAMRA-SSVSQSTGQ
IQS (16 h), TAMRA-SSVSQSTGQI@4 h).

3.5.3 mC1C2 und mC1C2-4aaC verringern die perineurale Cladin-1-Expression,
erhohen die Durchlassigkeit fur grol3e Molekile undolokalisieren mit Clau-
din-1

24 h nach perineuraler Administration von 400 uM 182 (Abb. 45A) bzw. 48 h nach
mC1C2-4aaC (Abb. 45B) konnte eine deutliche Abnahdae perineuralen Cld1-Signals
(gran) imN. ischiadicugdetektiert werden. Die Reduktion war reversibal Gld1 sieben Ta-
ge nach der mC1C2-Behandlung wieder im Perineudataktierbar war. Das Kontrollpeptid
mC2C2 (400 uM) verringerte die Cld1-Signal nichtbpA45C). Die Reduktion von Cld1l
nach mC1C2 und mC1C2-4aaC Behandlung wurde durghwarstarkte perineuraéx vivo
Durchlassigkeit fur das Markerproteikvan's blue albumin(EBA, 70 kDa) begleitet
(Abb. 45D, E). Die Behandlung mit mC2C2 fiuhrte nizhr erhéhten Permeation von EBA
ins Endoneurium (Abb. 45F).

Die Untersuchungen zum Verbleib von mC1C2 nachnperialer Injektion erfolgten mit
TAMRA-mC1C2 (rot; (Abb. 45G). Bis zu 48 h nach Ajaltion von TAMRA-mC1C2 konn-
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te eine starke Kolokalisation mit Cld1 (grtin) imriReurium detektiert werden (Abb. 45G),
wobei nach 48 h eine deutliche Reduktion der Cldid TAMRA-mC1C2 Signalintensitat zu
beobachten war. TAMRA allein zeigte keine Anreiclmgy am Perineurium, kolokalisierte
nicht mit Cld1 und fuhrte auch nicht zur Reduktaer Cld1-Signalintensitéat (Abb. 45G).
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Abb. 43 mC1C2 erhdht reversibel die Durchlassigkeitles Perineuriums vomN. ischiadicusbei Ratten
fur nicht-perineuriumgangige Analgetika. Perineural wurden je 300 pl 0,9% NaCl (KontrolléD-400 pM
mC1C2 oder 400 uM mC2C2 (300 pul) appliziert. Bis9guh nach Peptidadministration wurde die Pfoteckiru
schwelle unmittelbar vor und 10 min nach perinearatjektion von 100 ul de@\, C) p-Opioid-Rezeptor Ago-
nisten [D-Al&, N-MePhé, Gly>-ol]-Enkephalin (DAMGO, 195 uM) oddB) des Natriumkanal-Blockers Tetro-
dotoxin (TTX, 10 uM) ermittelt; BL, Pfotendruckscklle vor TTX Administration. Die perineurale Injédb
von mC1C2 oder mC2C2 allein erhohte die Pfotendsciowelle nicht (Tab. A21). Eine Erhéhung der Pfeten
druckschwelle konntéA) 48-72 h nach mC1C2-Behandlung durch die Admirtistnavon DAMGO und(B)
24-48 h nach mC1C2-Behandlung durch die Administnatvon TTX erzielt werden(C) Nach mC2C2-
Administration fihrte DAMGO nicht zur Erhéhung defotendruckschwelle. n=6; MittelwerttSEM; ANOVA

mit Dunnett-Test; *, §0,05.
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Abb. 44 Das wirkoptimierte Peptid mC1C2-4aaC erhohtdie Durchlassigkeit des Perineuriums voni.

ischiadicusvon Ratten fiir nicht-perineuriumgangige Analgetika Perineural wurden je 300 ul 0,9% NacCl
(Kontrolle), 400 uM mC1C2-4aaN (gegeniber mCIE&rminal um 4 Aminosauren verkirzt) oder mC1C2-
4aaC (gegeniber mC1@2terminal um 4 Aminosauren verkirzt) injiziert. Ddotendruckschwelle wurde 24-
48 h nach Peptidadministration unmittelbar vor (B 10 min nach perineuraler Injektion von 10@es$(A-

C) u-Opioid-Rezeptor Agonisten [D-AaN-MePhé, Gly>-ol]-Enkephalin (DAMGO, 195 pM) ermittel{(A)
24-48 h nach Administration von mC1C2-4aaN wurde ffiotendruckschwelle durch das Peptid (BL) oder di
zuséatzliche Gabe von DAMGO nicht erho(@, C) mC1C2-4aaC erhohte die Druckschwelle bis zu 4&dhn
Administration nicht (BL); die zuséatzliche Gabe VODAMGO erhéhte die Druckschwelle signifikant gegeeii
der Kontrolle. n=6; Mittelwert+SD; Two-Way-RM-ANOVAnit Student-Newman-Keuls-Test; *@,05.
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Abb. 45 mC1C2 und mC1C2-4aaC verringern die perinetale Claudin-1-Expression und erhéhen des-
sen Durchlassigkeit fur Evan's bluealbumin. Am N. ischiadicusvon Ratten wurden perineural 0,9% NacCl
(Kontrolle), 400 uM mC2C2 (Kontrollpeptid), 400 uwvhC1C2 oder mC1lC2-4aaC (gegeniibber mC1C2
C-terminal um 4 Aminosauren verkirzt) (je 300 plpbgert. (A-C) 24 h bis 7 Tage nach Administration im-
munhistochemisch die Expression von Claudin-1 (Ctglin) im Perineurium (Peri) odéD-F) 48 h nach Ad-
ministration die Durchlassigkeit fliEvan's bluealbumin(EBA, 70 kDa, rot) ins Endoneurium (Endo) bestimmt
(A-C) Im Gegensatz zu mC2C2 verringerten mC1C2 und me@Z die Cld1-Expression im Perineurium
und (D-F) erhdhten die EBA-Durchlassigkeit (Pfeil) des Peuimumsex vivo (G) 24-48 h nach perineuraler
Administration von 5,6-CarboxytetramethylrhodamiiAMRA)-mC1C2 (rot) konnte eine starke Kolokalisatio
zwischen Peptid und perineuralem Cld1 (griin) detgkiverden; 48 h nach Peptidadministration war @l -
Signal stark reduziert; die Peptidmarkierung TAMR@&lokalisierte nicht mit Cld1 und fihrte nicht zZReduk-
tion der Cld1-Signalintensitat. Zellkerne, Diamidlirenylindol (blau). Mal3stab, A, C, D, F, G, 200 pBy;E,
250 pm.

3.5.4 Die Wirkung von mC1C2 kann durch die Inhibition der Glykogensynthase-
Kinase-3-Aktivitdt aufgehoben werden

Die GSK-3 wurde in vorangegangenen Studien alsvahtiger Regulator der parazellularen
Permeabilitat identifiziert [170-172]. Die Rollerd8SK-3 in der mC1C2-vermittelte Offnung
der parazellularen Barriere wurde mit den GSK-3ditbren SB216763 und SB415286 un-
tersucht (Abb. 46). Hierzu wurde den Ratten entwede der Inhibitoren intraperitoneal inji-
ziert oder mC1C2 perineural injiziert oder eine Konationsbehandlung aus Inhibitor (intra-
peritoneal) und mC1C2 (perineural) durchgefuhrneEsignifikante Erhéhung der Pfoten-
druckschwelle konnte erzielt werden, wenn 24-48abhnmC1C2 Injektion DAMGO peri-
neural injiziert wurden (195 pM; Abb. 46A). Im Gegatz dazu verhinderten die systemisch
applizierten GSK-3-Inhibitoren SB216763 und SB41%X8nzentrationsabhéngig die Erho-
hung der Pfotendruckschwelle nach DAMGO-Administrat Die Inhibitoren allein erhéhten
die Pfotendruckschwelle nicht.
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Abb. 46 Die Blockierung der Glykogensynthase-Kinas8 hebt die mC1C2-vermittelte Offnung der Peri-
neuriums auf. Ratten wurden intraperitoneal (it) SB216763<0,6mg/kg Kdérpergewicht)B) SB415286<1
mg/kg Kdrpergewicht)(A, B) mit mC1C2 perineural am. ischiadicug400 uM, 300 ul, in 0,9% NacCl) oder in
einer Kombination aué?) SB216763 und mC1C2 bz@B) SB415286 und mC1C2, behandelt. Unmittelbar vor
der mC1C2-Administration (0 h) sowie 24 h und 48pkiter wurde nach perineuraler Injektion von 150d
p-Opioid-Rezeptor Agonisten [D-AlaN-MePhé, Gly*-ol]-Enkephalin (DAMGO, 390 pM) die Pfotendruck-
schwelle ermittelt. SB216763 und SB415286 vermitetekonzentrationsabhéngig die Steigerung der Druck
schwelle durch mC1C2. n=6; Mittelwert+SEM; Two-WBy4-ANOVA mit Student-Newman-Keuls-Test; *,
p<0,05.

3.6  Untersuchung eines nicht Claudin-abgeleiteten Pejuls

Das aus 16 Aminosauren bestehende Peptid Kloermgiaich durch einen hohen Anteil an
Aminosauren aus, die eine Praferenz pdFaltblattbildung besitzen bzw. seltener in
a-Helices als ins-Faltblattstrukturen vorkommen [177]. Mittels CD€Xtroskopie konnte die
theoretisch hohes-Faltblattneigung bestétigt werden (Abb. 47A). IR Wies Kloe einen
p-Faltblattanteil von 66,9% auf. Dieser konnte duileh Zugabe von 0,5 mM SDS nur unwe-
sentlich auf 67,6% erhoht werden. Interessanteeveewirkten 60% TFE eine Steigerung
des Faltblattanteils auf 77,9%, wobei der unstnuétte Anteil auf 19,8% sank.
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Abb. 47 Struktur- und Funktionsuntersuchung eines iicht Claudin-abgeleiteten Peptids. (A)Die Sekun-
darstrukturneigung vom Kloe-Peptid wurde in Phogpiiéer (PP, 10 mM, pH 7,4), in PP mit 0,5 mM SDS
(p-Faltblattinduktion) oder in PP mit 60% Trifluoretiol (TFE,a-Helix induzierend) mittels Zirkulardichrois-
mus-Spektroskopie untersucht und der Anteil deruSeérstrukturelemente mittels Referenzspektrenteimi
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[157]); mit SDS liel3 sich der hohFaltblattanteil in PP (66,9%) nur minimal erh6hé,6%); mit TFE lield
sich keinen-Helix induzieren, der Faltblattanteil aber auf9, steigern; n=8 Akkumulationen; MittelwertxSD.
(B-D) Caco-2-Zellen wurden apikal mit 50-200 uM Kloe-fépehandelt und 24 h nach Inkubationsbeginn der
(B) transzellulare elektrische Widerstand (TER}Y3N(C) die parazellulare Durchlassigkeit fir Fluorescein-
Isothiocyanat 10 kDa-Dextran (FD10, 10 kDay5nund(D) die Zellvitalitat im Vergleich zu peptidfrei kidt
vierten Zellen (Kontrolle) bestimmt; J,, Positivkontrolle; r3. Das Peptid verringerte den TER konzentrati-
onsabhangig, erhdhte die parazellulare FD10 Dussigleit und fihrte zu keinen Zellschadigungen.téit
wertxSD; Mann-Whitney U Test; *,49,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

Die 24-stindige Inkubation von Caco-2-Zellen fuhttnzentrationsabhéngig zur Erhéhung
der parazellularen Durchlassigkeit (Abb. 47B). 8duzierten 50 uM den TER um 22+1%,
100 uM um 40£3% und 200 uM um 51+5%. Permeationsorggen mit FD10, 24 h nach
Behandlung mit 200 uM Peptid, ergaben eine 3,6-faminohte Durchlassigkeit
(0,62+0,1710° cm/s) im Vergleich zu Zellen ohne Peptidbehandl(hd.7+0,1910° cm/s)
(Abb. 47C). Die beobachteten Effekte waren niclitesine zellschadigende Wirkung des Pep-
tids zurtickzufuhren (Abb. 47D).

76



Diskussion

4 Diskussion

4.1  Design Claudin-abgeleiteter Peptidomimetika und ihe Wirkung auf
die Dichtheit von Zellbarrieren in vitro

Fur die Untersuchung der Wirkung von Cld-Peptidehdie parazellulare Dichtheit wurden
Peptidomimetika der EZS1 und -2 von murinem Cldiefgestellt. Die EZS1 aller Claudine
verfligen Uber ein hochkonserviertes Sequenzmotizwai Cysteinen (murin C54, C64), die
in der zweiten Halfte der EZS1 lokalisiert sind (Al&). Diese Cysteine bilden eine intramo-
lekulare Disulfidbriicke [61, 83], welche elemerfiar die Abdichtungsfunktion der Claudine
ist [66, 73]. Zur Erleichterung der Peptidsynthasd Verhinderung unspezifischer Wechsel-
wirkungen wurden jedoch nur EZS1-Peptidomimetikaverfen, bei denen die Cysteine C54
und C64 durch Serine ersetzt wurden. Von den ga&stEZS1-Peptiden verringern das
Cld1-abgeleitete Peptid mC1C2 und @i¢erminal um vier bzw. finf Aminosauren verkurz-
ten Derivate mC1C2-4aaC und mC1C2-5aaC die pawdéedl Dichtheit von Epithel- und
Endothelzellenin vitro. mC1C2 steigert hierbei reversibel die parazelulRurchlassigkeit
fur kleine (0,4 kDa) und gréf3ere (10 kDa) hydrophihembranimpermeable Molekiile. Die
Wirksamkeit der EZS1-Peptide unterstitzt die Annehdass die EZS1 fur die spezifische
Abdichtungsfunktion der Claudine [56] wichtig ifin Cld1-EZS1-Peptid einer anderen Stu-
die zeigt ebenfalls eine barrieremodulierende Witk{L78]. Auch in diesem Peptid sind die
Cysteine durch Serine ersetzt. Die EZS1-CysteimeCthudine sind demnach zwar essenziell
fur die parazellulare Abdichtung der Claudine, hi@dber fir die Wirkung von Cld-
Peptidomimetika. Die Erh6hung der Permeation d&@eptide deckt sich mit Untersuchungen
zumknockoutvon CId5 in der BHS [179] oder Cld1 im Perineuri{td], bei denen ebenfalls
eine reversible Erhdhung der Permeation hydrophilermalerweise membranundurchlassi-
ger Molekule beobachtet wird. Demnach kann vonreihedulation der Claudine durch Cld-
Peptidomimetika ausgegangen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit getesteten EZS2-idepiiihren nicht zur Erhéhung der para-
zellularen Durchlassigkeit, obwohl sie mehrere Amséuren beinhalten, die an der TJ-
Strangformationtrans-Interaktionen und der Abdichtungsfunktion der Blashen Claudine
beteiligt sind [80, 131]. Ein Teil dieser Aminosénrist Bestandteil des konservierten EZS2-
Sequenzmotivs DFYNP. Obwohl die EZS2-Peptide wahalieses Sequenzmotiv enthalten
(Cld3, -4: DFYNP; bzw. Cld1/5: EFYDP; Cld2: DFYSPab. 10), fuhrt keines dieser Peptide
zur Erh6hung der Barrieredurchlassigkeit in Cacteflen. Dieses Ergebnis deckt sich mit

den Ergebnissen einer anderen Studie, bei derbanfals aus dem kompletten Cld-EZS2
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abgeleitetes Peptid keine barrieremodulierende Wigkaufweist [178]. Baumgartner et al.
(2011) kann hingegen zeigen, dass Peptide, diggligldi aus dem konservierten Se-
quenzmotiv DFYNP bestehen, zur Reduktion der Dgitait in Epithelzellen fihren [180].

Die Diskrepanz der barrieremodulierenden Eigensehawischen dem DFYNP-Peptid und
der EZS2-Peptide der vorliegenden Arbeit konntedan verwendeten Zellmodellen liegen.
Die Testung der EZS2-Peptide wurde an Caco-2-Zeltegenommen. Diese sind ein etab-
liertes Zellmodell fir die Untersuchung von Trangpmzessen oder der pharmakologischen
Modulierung von Zellbarrieren [181]. Mittels WesieBlot und Immunfluoreszenzfarbung
kann die Expression von Cld1-5 in den Caco-2-Zelkechgewiesen werden. Diese Cld-
Komposition stimmt mit Literaturdaten Uberein [18853], allerdings wird die Existenz von
CId5 nicht immer bestatigt [6]. Fur die DFYNP-Pegtudie [180] wurden Eph4-Zellen ver-
wendet, die Cld3, -4, -1 (sehr schwach) und wedé2 Goch -5 exprimieren [182]. Mdglich-
erweise spielt demnach die Cld-Zusammensetzunye®rendeten Zellmodelle eine Rolle
fur die Wirkung der getesteten Peptide.

Aufgrund seiner Kirrze zeigt DFYNP eine hohe Seqiibamrinstimmung mit anderen huma-
nen Proteinen (Proteinsequenzvergleich pribtein data bankeintrdgen zu:human (ta-
xid:9606); http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiNeben den Claudinen kénnten deshalb
durch DFYNP auch andere Proteine in ihrer Funkiieeintrachtig werden. Diese Vermutung
wird durch den Befund unterstiitzt, wonach die eaebffnende Wirkung des DFYNP-
Peptids mit der Apoptose der Zellen einhergeht]180

Dartber hinaus kann nicht ausgeschlossen werdes, dia in dieser Arbeit untersuchten
EZS2-Peptide eine Konformation ausbilden, die iimteraktion mit den Cld-Zielproteinen
unterbindet. Im Cld-Protein nehmen auch die Tramsbrandoméanen Einfluss auf die EZS-
Struktur. Die EZS2-Peptide wurden ohne Transmendmiewénen hergestellt. Untersuchun-
gen zur Bindung von C-CPE an immobilisierten EZ&ptRlen bestéatigen diese Vermutung
[133]. C-CPE bindet dabei stark an die EZS2 von3Chicht aber an die EZS2 von Cld4,
obwohl beide Proteine Bindungspartner von C-CPH EiB3].

41.1 Effekt von mC1C2 auf Claudine

Claudin-Lokalisation: Zur Klarung, ob Claudine hrer Lokalisation von mC1C2 beeinflusst

werden, sind Zellen mit unterschiedlicher Cld-Aasising [6, 80] verglichen worden: neben
den schon oben beschriebenen epithelialen Cacdl@iZevaren dies MDCK-II- und
HEK-293-Zellen sowie die endothelialen bEnd5 undBMECs. MDCK-II-Zellen exprimie-
ren Cld1-4, bEnd5-Zellen Cld5 und die pMBMECs Cldéd -5. Identische Cld-
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Expressionsmuster werden fur MDCK-I11 [86, 161], bE&rM160] und pMBMECs [165, 166]
auch von anderen berichtet. Fur die UntersuchursgEdeflusses von mC1C2 auf einzelne
Cld-Subtypen wurden Cld-monotransfizierte HEK-298l&n verwendet, die endogen keine
Claudine exprimieren [80]. Nach Transfektion rerchsich dieC-terminal mit YFP markier-
ten Claudine 1-5 TJ-artig im bizellularen Kontaktigchen zwei Cld-exprimierenden Zellen
an. Diese Beobachtung deckt sich mit einer Studlierolekularen Organisation von Cld1, -3
und -5, in der diese eine vergleichbare Zellloksis zeigen [79].

Das Peptid mC1C2 bewirkt eine Reduktion der Plasemabmanlokalisation der endogen ex-
primierten TJ-Proteine Cld1-5, Occ und Tric. WestBtot-Analysen zeigen jedoch, dass die
Cld-Menge gegentiber den Kontrollen nicht reduzistt Die Absenkung des TER durch
mC1C2 kann daher auf eine Umverteilung der Claudungickgefihrt werden. Diese An-
nahme wird durch Befunde unterstitzt, wonach déek8tder Barrieredffnung mit der Starke
der Cld1-Dislokalisation korreliert und die Andeguder Cld1-Lokalisation zeitlich mit der
Verringerung der Barrieredichtheit GbereinstimméabBi ist die Modulation der TJs kein se-
kundarer Effekt, der auf einer zellschadigendenkWig des Peptids beruht. Denn die
mC1C2-behandelten Zellen unterscheiden sich i Mitalitéat nicht von den Kontrollen und
der Effekt des Peptids, sowohl in Bezug auf diepealiulare Dichtheit, als auch auf die Cld-
Verteilung, ist reversibel.

Es ist zu erwéhnen, dass die Cld1-Lokalisationan derwendeten Caco-2-Zellen z.T. sehr
diffus erscheint und nicht ausschlieRlich auf dis Degrenzt ist (Abb. A54). Ahnliche Be-
obachtungen beschreibt Amasheh et al. (2002), vwosiab die Cld1-Lokalisation mit zuneh-
mender Expressionsstarke auch auf Plasmamembrinatdserhalb der TJs ausweitet [68].

Direkte und indirekte Beeinflussung der Claudinae MModulation der Claudine durch

mC1C2 kann, sowohl durch eine direkte, als aucletdemne indirekte Wirkung des Peptids
auf die Claudine erklart werden. Die Hypothese rethiekten Wirkung wird durch (1.) Inter-
aktionsstudien unterstitzt, wonach Cld1 mit Cld3l ub innerhalb einer Plasmamembran
(cis) und auch zwischen Plasmamembranen zweier Zdfmms| wechselwirkt [79]. Daneben
ist (2.) die Bindung eines Cld1-Peptids an Cld1 tBhdowie deren veranderte zellulare Loka-
lisation beschrieben [178]. Auch stammt (3.) dagtidlenC1C2 aus dem EZS1-Bereich, flr
den z.B. in Cld19 eine Interaktion zwischen der Aosiaure Q57 des einen Molekiils mit Q61
und Q63 des anderen Cld19-Molekils postuliert WindmC1C2 Q5, Q9, Q11) [183]. Auf-
grund der Konservierung der beteiligten Aminosaurerschen Cld1 und -19 (Abb. 6) wird
diese Interaktion auch fur Cld1l angenommen. Dad imirRahmen dieser Arbeit mittels Cld-

monotransfizierter HEK-293-Zellen bestatigt, diaeedirekte Beeinflussung von Cld1 und -5

79



Diskussion

durch mC1C2 zeigen. In Cld1-exprimierenden Zellardwdie starkste Anderung der Cld-
Plasmamembranlokalisation beobachtet; fur Cld5disse schwécher. Im Gegensatz dazu
zeigen Cld2, -3 und -4 exprimierende HEK-293-Zellaine Unterschiede gegeniber den
Kontrollen. Demnach wirkt mC1C2 stark auf Cld1 wmehiger stark auf Cld5. Cld2, -3 und 4
werden dagegen nicht direkt durch das Peptid beestf

Auf der anderen Seite liegt mdglicherweise einar@gkte Wirkung des Peptids vor, bei der
durch Bindung von Cld1 auch andere TJ-Proteine tertwerden. Diese Annahme wird
durch die Tatsache unterstitzt, dass Cld1 mit QltB -5 heterophil, sowohl iais, als auch

in trans interagieren kann [79]. Daneben wechselwirkt Githrk incis mit Occ [92] und ein
knockdownvon Cld1l kann den Transport von Occ zur Plasmamamitoren [184]. In
den pMBMECSs, welche Cld1, -2 und -4 nicht expriraref165, 166], ist die Plasmamem-
branlokalisation von Cld3 und -5 nur leicht reduizigrohingegen Occ komplett zytosolisch
vorliegt. Da Cld1 in diesen Zellen nicht vorhandst) wird der Occ-Effekt moglicherweise
durch Cld3 und/oder -5 vermittelt. So unterstiutidSCdie trans-Interaktion zwischen Occ-
Molektlen [92]. Danebenis-interagiert Occ mit Cld2 und -4 [92], wodurch autibse Clau-
dine indirekt durch mC1C2 beeinflusst werden konrigams Cld2-abgeleitete Kontrollpeptid
mC2C2 zeigt keinen Effekt auf die Barrieredichthgst verwendeten Zellen und beeinflusst
die zellulare Lokalisation von keinem der unterdaniClaudine 1-5.

Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit Bigdmessungen unserer Arbeitsgruppe
zwischen mC1C2 und Cld1-5 bzw. mC2C2 und Cld1 [8&mnach interagiert mC1C2 mit
Cld1 mit einer Dissoziationskonstante (Kd) von 188+tiM, mit Cld5 mit Kd=1113+391 nM
und mit Cld2-4 mit einem Kd>2574 nM [83]. Das Kailpeptid mC2C2 bindet mit einer
sehr geringen Affinitdt an Cld1 (Kd >12000 nM). Béndung von mC1C2 an CId5 erklart
die reduzierte Plasmamembranlokalisation von Ghd&ld1-freien pMBMECSs. Da Cld5 und
-3 heterophil intrans interagieren, kann dadurch auch CId3 indirekt nieduwerden [79].
Die sehr geringe Affinitdt von mC2C2 zu Cld1 begtéhingegen den Befund, dass es in sei-
ner Plasmamembranlokalisation nicht durch das Kdpeptid beeinflusst wird.

mC1C2 offnet Gewebe und Zellbarrieren fur kleind gnol3e Molekile. Da Cld5 die parazel-
lulare Barriere gegenuber kleinen Molekilen abditlif6], missen andere TJ-Proteine fur
die erhohte Durchlassigkeit groRer Molekile nachl@ZBehandlung verantwortlich sein.
Cld-Subtypen, die in den untersuchten Zellen exgrirund durch mC1C2 beeinflusst wer-
den, sind Cld1, -3 und -4. Fur alle von ihnen lredéteraturdaten vor, die eine Abdichtung
gegenuber Molekiler4 kDa nahelegen [64, 65, 71]. Daruiber hinaus kogareigt werden,
dass Tric, welches unter physiologischen Bedingargriptsachlich in Drei-Zell-Kontakten
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lokalisiert ist, die parazellulare Permeation vonlgn Molekllen in Epithelzellen limitiert
[48, 105]. Tric interagiert mit Cld1, -3, -4 und e/d derknockdownvon Cld1 resultiert in
einer Umverteilung von Tric aus dem Drei-Zell-Kdkttain zu einer bizellularen Verteilung
[92]. Es muss daher angenommen werden, dass dekt ztin mC1C2 auf Cld1 (und Cld5)
auch indirekt die Abdichtungsfunktion von Tric batefichtigt. Diese Annahme wird durch
Anderungen der Lokalisation von Tric nach mC1C2#etiung in Caco-2-Zellen unter-
mauert und konnte in &hnlicher Form auch in Endoéiien stattfinden, da auch diese Tric
exprimieren [185].

Aufgrund der diskutierten heterophilen Interaktiongt es wahrscheinlich, dass eine Disloka-
lisation und Disregulation von Cld1 bzw. Cld5 dienktion und Lokalisation der anderen TJ-

Proteine indirekt beeinflusst.

4.1.2 Einfluss von mC1C2 auf dietight junction-Morphologie

mC1C2 offnet interendotheliale Kontakte, steigee plarazellulare Durchlassigkeit und an-
dert die Cld-Lokalisation. Zur Beantwortung der ggaob mC1C2 TJ-Strange modifiziert,
wurden Cld-monotransfizierte HEK-293-Zellen mit n@2 behandelt und die TJ-
Strangmorphologie untersucht.

In unbehandelten Cld1-monotransfizierten HEK-298efeweist Cld1 kontinuierliche, mit
der Plasmaseite der Membran (PF) assoziierte Stranofy Diese Beobachtung stimmt mit
Literaturdaten [78] uberein. In Cld5-monotransfiee HEK-293-Zellen kbnnen hingegen
diskontinuierliche, mit der Extrazellularseite déembran (EF) assoziierte Reihen von Parti-
keln detektiert werden. Auch dieses Ergebnis eitspden Befunden anderer Studien [91].
Die Inkubation von Cld5-exprimierenden Zellen miC&C2 fuhrt zur teilweisen Umwand-
lung von diskontinuierlichen EF-assoziierten Steémgin zu kontinuierlichen PF-assoziierten
Strangen. Aul3erdem ist die Partikeldichte zum Teluziert. Andere Studien zeigen, dass
Substitutionen von einzelnen Aminoséauren in der Z¥6n CId5 ebenfalls eine EF- zu PF-
Umwandlung und zusatzlich eine verringerte Cidbisinteraktion bewirken [80]. Verrin-
gerte Cld5transInteraktionen resultieren wiederum in der beobetemt Erhéhung der pa-
razellularen Durchlassigkeit und werden auch vodeegr Stelle bestétigt [86]. Diese Be-
obachtungen sprechen fir eine Bindung von mC1C#8i@rEZS, wobei die fur di¢rans
Interaktion und EF-Assoziation verantwortlichen Awsauren beeinflusst werden. Daten zur
Bindung von mC1C2 an Cld5 bestatigen, dass dasdPapCld5 mit nanomolaren Bindungs-
konstanten interagiert [83]. Mit der vorliegenderbéit kann dartber hinaus die EZS1 als

Bindungsareal identifiziert werden. Es muss dahegeaommen werden, dass mC1C2 an
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CId5 bindet, dadurch die Cld5-Strangmorphologigirdert und dies die parazellulare Dicht-
heit reduziert. Dies trifft fur die Uberwiegend Gidxprimierenden pMBMECs und bEnd5,
aber auch Caco-2-Zellen, welche Cld5 neben vieteler@n Cld exprimieren, zu.

In Cld1-exprimierenden Zellen erhéht mC1C2 die Anzparalleler TJ-Strange sowie die
Anzahl zisternenartiger Maschen. Aul3erdem bewirklL@2 eine partielle Umwandlung von
kontinuierlichen Strangen zu diskontinuierlichenitie@ von Partikeln. Da das Peptid mit
hochster Affinitat an die EZS1 von Cld1 bindet [88]d die EZS1 eine wesentliche Rolle in
der parazellularen Abdichtung spielt [130], bedingE1C2 nach Cld1-Bindung eine Stérung
der transInteraktionen zwischen Cld1-Molekulen. Dies fulzar Modifikation der Cld1-
Strangmorphologie und dadurch zur Erh6hung derzpdwaren Durchlassigkeit. Die redu-
zierte Dichtheit der Cld1-exprimierenden Caco-2-d ubMDCK-II-Zellen nach mC1C2-
Behandlung kann daher auf die veranderte Cld1-&tnanphologie und -Lokalisation zu-
rickgefuhrt werden.

Die Cld-Subtypen zeigen eine spezifische Morph@atgr Cld-Stréange, z.B. kontinuierliche
(Cld1) oder diskontinuierliche (Cld5) Reihen vonrtik&In in der Plasmamembran (siehe
oben). Mdglicherweise kénnen die morphologischemetsthiede der Cld-Strange mit dem
unterschiedlichen Oligomerisierungsverhalten ded-8lbtypen erklart werden. So gibt es
Hinweise, dass CId5 in hoheren Oligomerisierungsnuten als Cld1 vorliegt [186]. Die in
der vorliegenden Arbeit beobachteten AnderungerCi-Strangmorphologie von diskonti-
nuierlichen EF-assoziierten Strangen hin zu komgiichen PF-assoziierten Strangen, wie
sie Cld1 bildet, reflektiert moglicherweise eineriiegerung des Oligomerisierungszustandes
von Cld5. Da nur geringfiigige Anderungen in derwragider EZS direkten Einfluss auf die
Membranassoziation von Claudinen haben [80], massm ausgegangen werden, dass durch
mC1C2 die Cld-Cld-Interaktionen gestort, die Konxjtkgt der Cld-Strange beeintrachtigt und
dadurch letztlich die parazellulare Abdichtung desécht wird.

41.3 Zellulare Aufnahme von mC1C2

Endozytosewegq: Ein weiterer wichtiger Faktor, dier Wirkung von mC1C2 beeinflusst, ist

die zellulare Aufnahme des Peptids. mC1C2 wird rinak von 5 min in Epithelzellen inter-
nalisiert und zeitabhéngig angereichert; eine @ty der Aufnahme beginnt nach ~6 h
[151]. Die zellulare Anreicherung von mC1C2 findbei 6 °C nicht statt, so dass eine tempe-
raturunabhéangige Diffusion durch die Plasmamembnae,fir andere Peptide beschrieben
[187], ausgeschlossen werden kann. Die Inkubatmm Zellen bei 6 °C blockiert unspezi-
fisch energieabhéngige Prozesse, so dass z.B.lalieri@- oder Caveolae-vermittelte Endo-
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zytose nicht stattfindet [168]. Demnach muss mCI€2inem energieabhangigen Prozess
aufgenommen werden.

Diese Annahme wird durch die Verwendung spezifisdbedozytose-Inhibitoren bestatigt.
Abhangig von den experimentellen Bedingungen wad Beptid hauptsachlich (a) Clathrin-
vermittelt oder (b) Clathrin-vermittelt und Uber ktapinozytose und in geringerem Mal3e
Caveolae-vermittelt internalisiert [143, 151]. [&athrin-vermittelte Endozytose des Peptids
kann durch die Ko-Internalisierung mit Transferemem Marker fur diesen Endozytoseweg,
zusatzlich bestatigt werden [151]. Die in der \egknden Arbeit gefundenen Endozytosewe-
ge des mC1C2-Peptids stimmen mit der EndozytoseGlidfh Uberein, das, abhangig vom
Stimulus (Interferony, Tumornekrosefaktos; Entzug von C%), ebenfalls durch Clathrin-
[90] oder Caveolae-vermittelte [188] Endozytose roNakropinozytose [87] internalsiert
wird. Allerdings ist eine gegenseitige Beeinflusguler Endozytosewege nicht ausgeschlos-
sen, bei der die Blockierung eines Internalisiesuwgpes zur starkeren Nutzung eines ande-
rern fuhrt [88].

Die Beobachtung, dass mC1C2 iber identische Endsewtege wie Cld1 in die Zelle aufge-
nommen wird, deutete darauf hin, dass das Pept@dirgebunden internalisiert wird. Diese
Annahme kann durch Versuche bestatigt werden, womd21C2 wesentlich starker in Cld1-
exprimierenden Zellen aufgenommen wird und dort Ziten in Kolokalisation mit Cld1 in
intrazellularen Vesikeln vorliegt. Da das Peptidgeh auch unabhéngig von Cld1 in die Zel-
len gelangt und in geringem Umfang auch in Cldeineoder Cld2, -4 und -5 exprimierenden
Zellen internalisiert, findet in begrenztem Umfaagch eine Internalisierung ohne Cld1 statt.
Das Kontrollpeptid mC2C2 wird in Zellen signifikasthwacher als mC1C2 aufgenommen.
Diese Beobachtung deckt sich mit den ermitteltess@ziationskonstanten zwischen mC2C2
und Cld1(Kd>12000 nM) sowie mC1C2 und Cld1 (Kd 188+xM) [83].

Subzellulére Lokalisation: Nach der Internalisiegudes Cld-Peptid-Komplexes kann dieser

verschiedene subzellularen Kompartimenten durcaigutu denen u.a. frihe Endosomen,
Rezyklosomen und spate Endosomen/Lysosomen gefi86h Untersuchungen zum Ver-
bleib von mC1C2 und Cld1 nach Internalisierung eejglass in den ersten 15 min nach Pep-
tidadministration ein Teil von mC1C2 mit Cld1 un@l® kolokalisiert. Rab5 ist ein Marker
fur fruihe Endosomen [190]. mC1C2 und Cld1 verbleilbann fir>2 h in Rezyklosomen
(Markerprotein Rab4 [191]). Ein anderer Teil deptRis durchlauft diesen Endozytoseweg
ohne Cld. Entweder weil diese mC1C2-Fraktion nmmilgammen mit Cld1 in die Zelle aufge-
nommen wurde oder weil es zur Trennung des Cld-nZHanplexes kam. Ein Grol3teil des

Peptids liegt also nach Administration &2 h in verschiedenen endozytischen Komparti-
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menten vor und steht fur strukturelle, morphologesand funktionelle Effekte nicht zur Ver-
fugung. Gleichzeitig kann diejenige Cld1-Fraktiamelche die verschiedenen Endozytose-
Kompartimente durchlauft, nicht in die TJs eingdbaarden und ihre Abdichtungsfunktion
ausfuihren. Andere Studien bestétigen, dass Clawdicte ihrer Internalisierung nicht zwangs-
laufig degradiert, sondern haufig in Rezyklosomeri@gen, wodurch sie fur die Rekonstitu-
tion der TJs zu Verfugung stehen [87, 90]. Nachh2akubation sind mC1C2 und Cld1 in
spaten Endosomen/Lysosomen angereichert (Markerpr®ab7 [192]). Die verstarkte Lo-
kalisation vom Cld1-Protein in spaten Endosomergkgsnen nach 24 h stimmt mit der ma-
ximalen TER-Absenkung ab 24 h Peptidinkubation éimer

KnockdowrExperimente, in denen die Expression von Rab4déy -7 mit sSiRNA reduziert
wurden, bestatigen die Lokalisation von mC1C2 im dgadosomen. Daneben zeigen die
siRNA-Experimente, dass die mC1C2-Internalisierdngch das Fehlen von Rab5 blockiert
wird bzw. durch das Fehlen von Rab4 das Recyclmg mC1C2 unterbunden wird. Diese
Beobachtungen entsprechen Befunden anderer Studieienen die Transferrin-Endozytose
untersucht wurde. Transferrin wird wie mC1C2 Cletfabhangig endozytiert und unterliegt
einem Recycling [168]. Durch Rab-Mutanten kann éléndessen Endozytose [193] bzw.
Recycling unterbunden werden [194].

Erst ab>5 h ist eine leichte und nach 24 h eine deutlicliE @2-Anreicherung in den Cld-
Kontakten zu beobachten. Daher ist erst@lh Inkubation der Zugang von mC1C2 innerhalb
der Cld-Kontakte mdglich. In den ersten Stunderhma€1C2-Administration ist auch nicht
von einer Bindung des Peptids an die Claudine maibrder bizellularen Kontakte auszuge-
hen, da diese hochmolekular organisiert sind, egltssBindungsstellen der EZS1 und -2 blo-
ckiert sind und der parazellulare Spalt aufgrund @kl-vermittelten Abdichtungsfunktion
nicht fur Molekule durchdrungen werden kann [79{atlessen bindet mC1C2 zunéchst
wahrscheinlich, wie auch fir C-CPE gezeigt [133],Gaudine aul3erhalb der TJs und stort
die Inkorporation dieser in die bizellularen Korteakbzw. deren Funktion innerhalb der TJs.
Der Befund, dass mC1C2 erst nach mehreren Stunderfareicherung an die Cld-Kontakte
zeigt, wird durch Untersuchungen zur Mobilitdt v@ld1l in der Plasmamembran unterstitzt.
5 h nach mC1C2-Administration ist die Cld1-Plasmarbeanmobilitat (~37%) nur sehr
leicht gegenuiber der Kontrolle (~30%) erhdht. Diebite Cld1-Fraktion der Kontrollzellen
mit ~30% deckt sich mit den Beobachtungen and&2r Neben der geringen mobilen Frak-
tion besitzt Cld1 eine hohe Halbwertszeit von ~7R1jd95]. Cld1 liegt daher sehr stabil und
in geringem Mal3e frei beweglich in den TJs vor esdoenétigeb h bis ein hinreichender

Austausch von Cld1-Komplexen gegen Cld1-mC1C2-Kexplstattgefunden hat bzw. ein
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mangelnder Nachschub von Cld1 die Barrierefunkiieeintrachtigt. Letzteres wird durch die
Beobachtung unterstitzt, dass sich schon wenigeutstinnach Peptidgabe Cld1l in den
Rezyklosomen (Rab4-positiv) befindet und dort ¥2h verbleibt. In Ubereinstimmung mit
der nur geringfligig erhéhten mobilen Cld1-Frakti@ach 5 h, kommt es erst ab >6 h zur Re-
duktion der parazellularen Abdichtung und maximakaptidaufnahme. Auch das Peptid C-
CPE, welches u.a. an Cld3 und -4 bindet [133],tfélst nach >6 h Inkubation zur Verringe-
rung des TER (personliche Mitteilung Dr. L. WinRI§t33].

Insgesamt erklart der beschriebene Internalisiemmeghanismus von mC1C2, warum die
Offnung der TJs ab6 h stattfindet. Dartiber hinaus verdeutlicht digedtherung des Peptids
in Endosomen, warum mC1C2 erst ab 200 uM deutligfiiekte zeigt, obwohl es hochaffin
an Cld1 bindet. Die Beobachtungen, dass die Inlist@aung des Peptids und Cld1 innerhalb
von Minuten stattfindet und erst nach Stunden 8aerganisation der TJ-Strange initialisiert
wird, bestéatigen orientierende Auswaschexperimgitbb. A55). Nach Inkubation von
mC1C2 fur 1 h oder 6 h und anschlieBendem Auswasdks Peptids ist nach 24 h eine
leichte Reduktion des TER zu beobachten. Die li6kibation mit mC1C2 ist allerdings
nicht ausreichend, um TER-Absenkungen wie nach Rxkibation zu erzielen und steht da-

mit in Ubereinstimmung mit den oben diskutierteriudeen.

4.1.4 mC1C2-Struktur und -Interaktion mit Claudin-1

3D-Struktur von mC1C2: Die CD-spektroskopische Amal der Cld1-EZS1-Peptide zeigt
eine Neigung dieser zur Ausbildung vgiraltblatt unda-Helix und eine spezifische Vertei-

lung der Sekundarstrukturelemente innerhalb detidReDie Untersuchungen der vorliegen-
den Arbeit bestatigen damit die EZS-Sekundarstruktihersage einer friiheren Studie [132],
wonachN-terminal bis zentral eii-Faltblatt- undC-terminal einen-Helixneigung vorliegt.
Das Kontrollpeptid mC2C2 verfiigt im Vergleich zu @2 tber eine geringere Neigung zur
Auspragung vormp-Faltblatt unda-Helix. Beide Peptide weisen in Phosphatpuffer sgimli-
che Anteile von unstrukturierten Anteilen und Fattelementen auf, doch kénnen durch
Zugabe der sekundarstrukturinduzierenden Agenzi2® 8der TFE deutliche Unterschiede
in der Sekundarstrukturneigung der Peptide beobtaohtrden. Die Konformation des
mC1C2-Peptids ist somit sehr flexibel und wird mégtrweise erst durch die Wechselwir-
kung mit den Bindungspartnern Cld1 oder Cld5 imeeiOrientierung stabilisiert. Ahnlich
wie es z.B. fur die Bindung des Prolin-reichen REpVPP an eine SH3-Doméane dgswth

factor receptor-bound protein @ezeigt wurde [196].
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Die entwickelten 3D-Modelle der energetisch stabilsonformationen von mC1C2 und den
Derivaten bestétigt die CD-Messungen hinsichtlielh dusammensetzung und Lokalisation
der Sekundarstrukturelemente in den Peptiden. Vddhder Erstellung der vorliegenden Ar-
beit und nach Generierung der 3D-Modelle wurde edite Kristallstruktur eines Claudins
(Cld15; protein data bank EintragP79) publiziert [61]. Der Vergleich des eigenenddlls
mit der Cld15-ESZ1-Kristallstruktur zeigt eine hotiébereinstimmung beider Modelle
(Abb. 48). Zur Quantifizierung der Strukturibereimsnung beider Modelle wurde dreot-
mean-square deviatiofC,) berechnet. Mit 1,94 A ist diese sehr gering und hhaeutlich,
dass das Peptid in seiner stabilsten Konformatioe &truktur ausbilden kann, die der

C-terminalen Halfte der EZS1 sehr dhnlich ist.

Abb. 48 Strukturiiberlagerung von Claudin-15 mit mC1C2. Die Kristallstruktur von Claudin-15 (Cld15;
a-Helix, rot; g-Faltblatt, blau; Schleife, griin; unstrukturiertagy [61] wurde mit dem 3D-Modell des mC1C2
Peptids (gelb) uberlagert; das 3D-Modell der stidil Konformation von mC1C2 (Modellentwicklung, REP
FOLD [138-140]) zeigt eine groRe Ubereinstimmung aeir extrazellularen Schleife 1 (EZS1, grin) vdd16
(root-mean-square deviatidi€,)=1,94 A); EZ, extrazellular; PM, Plasmamembran.

Interaktion von mC1C2 mit Claudin-1: Das Cld15-Mbdgbt auRerdem wichtige Hinweise

zur Interaktion der Claudine untereinander. In GlaMird diecis-Interaktion méglicherweise
durch die Wechselwirkung d€-terminalen Halfte der EZS1 mit der EZS2 eines bkhar-
ten CId15 stabilisiert [61]. Dabei interagiert M@Qs der extrazellularen Helix der EZS1 (in
Cld1: L70; in mC1C2: L18) mit den Aminosauren F1&349, L161 (in Cld1l: F148, Y149,
F161) der EZS2 eines Nachbarmolekuls [61]. Die Hiypse dieser Wechselwirkung kann
durch Aminosaureaustauschexperimente untermauedewewonach die Cld15-Mutanten
M70A und M70E keine Strange bilden. Dagegen beessflder Austausch zu den unpolaren,
hydrophoben Aminoséauren M70L und M70I die Strardjimig nicht [61]. Die potentiell bin-
dungsrelevanten Aminosauren der EZS2 (in Cld1: FY4849, F161) sind in den klassischen
Claudinen konserviert (Abb. 6). In Cld5 fiihren Ams@uresubstitutionen dieser Reste eben-
falls zu Anderungen dais- undtrans-Interaktion [79, 80] sowie zu Anderungen der Albdic

tungseigenschaften [131].
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Moglicherweise beeinflusst die extrazellulare Heder EZS1 in Cld1 die Orientierung der
Aminosaureposition L70 in Cld1 zu den Aminosauréd&; Y149, F161 eines Nachbarmole-
kils. Die fur die beschriebene Interaktion releeafiminosaure der EZS1 ist in mC1C2 vor-
handen (in Cld1: L70; in mC1C2: L18). Dizterminale Verkirzung des mC1C2-Peptids um
vier Aminosauren beeinflusst seine Wirkung nichheBweitere Verkirzung, hin zu dem Pep-
tidbereich, der das extrazellulare Helixareal d8SE reprasentiert und die bindungsrelevante
Aminosdure L18 enthalt, bewirkt eine schrittweiseedBktion der mC21C2-Aktivitat
(Abb. A56). Bindungsmessungen zwischen Cld1 und @&=3aaC oder mC1C2-6aaC erge-
ben Dissoziationskonstanten (Kd) von 348+58 nM b2w16+448 nM. Dagegen binden
MC1C2 und mC1C2-4aaC an Cld1 mit Kds von 157+97bai. 108+18 nM [83]. Ein weite-
res Indiz dafur, dass die Region um L18 in mC1CResst wichtig fur die Bindung an Cld1
ist, ergibt sich aus dem Sequenzvergleich der tptées Peptide. Zwischen dem wirksamen
Peptid mC1C2 und den unwirksamen Peptiden der B&®1Cld2-5 (Tab. 10) liegt eine
Aminosauresequenzhomologie von 66% (Abb. A56) Vateressanterweise besteht jedoch
zwischen den Aminosauren 20 und 22-24 von mC1C2-INT) und den Peptiden der EZS1
von Cld2-5 eine besonders geringe Homologie voiglieti 20%. Im Vergleich dazu besitzen
die Cld2-5-Peptide in diesem Bereich eine Sequesreiistimmung von 69% (Abb. A56).
Der Vergleich aller klassischen Claudine im Beradeh aquivalenten Aminosaurepositionen
70 und 72-74 (mC1C2: 20, 22-24) (Abb. 6) bestatigtUnikalitat der Cld1/mC1C2-Sequenz
N-x-NST, wonach kein anderes Cld diese SignatugttrEntsprechend dieser Befunde er-
zeugt keine der hergestellten mC1C2(N22)-Peptidderi(N22S, N22I, N22Q, N22L, N22D,
N22E) eine Barrieretffnung. Lediglich der Austauzehl physikochemisch ahnlichen Ami-
nosaure Q bewirkt eine sehr schwache TER-AbsenkiDag. 3D-Stukturmodell der néher
untersuchten N22S (mC1C2(N22S)) deutet daraufdaes die N22-Substitution die stabilste
Konformation von mC1C2 andert, wodurch die obenchesbene Wechselwirkung nicht
mehr moglich ist. Demnach ist die Kombination gEaltblatt und einer flankierenden
a-Helix in Verbindung mit mC1C2-spezifischen Sequdrszhnitten entscheidend fur die
Peptidwirkung. Die Bindung von mC1C2 an Cld1 [88ldu5 kann dartber hinaus auf die
EZS1 eingegrenzt werden.

Auf Basis der Befunde wurde ein Modell einer mdgtic Interaktion zwischen mC1C2 und
Claudin-1 entwickelt (Abb. 49). Danach interagigie Aminosaure L18 von mC1C2 mit den
Aminosauren F148, Y149, F161 einescia-benachbarten Cld1-Proteins. In dieser Orientie-
rung kénnten Aminosauren dgskaltblatts von mC1C2 mit det+Faltblatt (33, f4) eines
gegeniberliegenden Claudirtsaqs) interagieren (Abb. 49). Fir diese Wechselwirkuigg
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Faltblatter spricht die Orientierung der fur dieduagsselektivitat in Cld15 [197] verantwort-
lichen Aminoséauren D57 und D66 im Cld15-Strukturmib@6l]. Diese zeigen weg von der
fS-Faltblattoberflache. Eine solche Orientierung kanoh fiir andere Claudine vermutet wer-
den, da z.B. eine hohe Konservierung der Posiadangsselektiver Aminosauren innerhalb
der kationenselektiven Claudine besteht, z.B. Gld27, D65), Cld10b (D57, E66), Cld15
(D75, D66) [73]. Darlber hinaus wird fur CId19 eilmgeraktion zwischen Q57 des einen
Molekils mit den Aminosauren Q61 und Q63 des amd&feleklls postuliert [183]; diese
Reste sind zwischen Cld19 und -1 konserviert (A)lund liegen inp-Faltblatt der EZS. Die
genannten Aminosauren existieren auch in mC1C2surdiN-terminal img-Faltblatt lokali-
siert (Q5, Q9, Q11). Weitere Hinweise fir die Wighkeit dieser Reste fur die Interaktion
zwischen mC1C2 und Cld1 kdnnen Niterminal verkirzten Varianten von mC1C2 (mC12-
4aaN, mC1C2-8aaN) gefunden werden. Beide Peptiderzéeine Wirkung im Zellkultur-
modell und weisen Dissoziationskonstanten von >5M0yegeniber Cld1 auf [83]. Die be-
schriebene Wechselwirkung zwischen mC1C2 und Cldievdie Cld-Cld-Interaktionen und

den Aufbau eines Cld-Oligomers storen und letzttigh parazellulare Abdichtungsfunktion

negativ beeintrachtigen.

-------------------

jjeds saignjjezeleq

trans-Interaktion zwischen
Q5,,c1ce Und Q61/Q6344
cis-Interaktion zwischen
L18,,c1co und F148/Y149/L161 44

Cld

PM

Abb. 49 Modell der Interaktion zwischen mC1C2 und @d1. Die Modelle der Claudine basieren auf der
Kristallstruktur von Claudin (Cld)-15 [61] und wwed an folgenden Aminosaurepositionen in die Cld1-
Aminosauresequenz angepasst: M70L, D57Q, V61Q, N&3@9Y, L161F(schwarzes Rechteck,- — - -) Fur
Cld19 wurde eine mdgliche Interaktion der Aminosiuder ersten extrazellularen Schleife zwischen Q&7
einen Molekils mit Q61 und Q63 des anderen Molegolstuliert [183]; diese Reste sind zwischen Cldiv.b
mC1C2 (Q5, Q9, Q11) und -19 konservi¢sthwarzes Rechteck, — — Hyur Cld15 wurde eine mdgliche Inter-
aktion zwischen M70 der extrazellularen Helix (EZ#8s einen Molekils mit F148, F149, L161 des andere
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Molekils in derselben Plasmamembrais)( postuliert [61]; die betreffenden Aminosaureposién sind im
oben gezeigten Modell entsprechend der Cld1-Sequemestellt(rote/blaue Ellipse) Auf Basis der genannten
Literaturdaten sowie Verkirzungs-, Aminosaureaissthy und Bindungsmessungen der vorliegenden Arbeit
interagiert mC1C2 mit Cld{rote Ellipse) in cis mdglicherweise Uber L18:c, mit F148/Y149/F164,4; und
(blaue Ellipse)in trans tiber Q&,c1c. mit Q61/Q63,4;; diese Interaktion wirde eine Stérung der Cld-Diey-
aktion incis undtrans bewirken und dadurch die parazellulare Abdichtfunggion der Claudine beeintrachti-
gen. PM, Plasmamembran; Entwicklung der stabilkmmformation von mC1C2, PEP-FOLD [138-140].

Da auch das aus D-Aminoséauren aufgebaute D-AS-m@HER Invers-mC1C2 barriereotff-
nende Eigenschaften aufweisen, ist die mC1C2-lktiera mit Cld1 nicht stereospezifisch.
Dass die spiegelbildliche Konformation eines Peptictht zwangslaufig zum Wirkungsver-
lust fuhrt, wird u.a. durch Calmodulin-bindende frag [198] oder die Interaktion zwischen
Peptiden des humanen Influenza Virus-1 Glykoprogedhl [199] bestatigt. Hier verfligen die
L- und D-Varianten Uber identische Aktivitaten. Dider hinaus besitzt auch ein anderes Cld-
abgeleitetes Peptid (DFNYP) [180] die Fahigkeie darazellulare Barriere zu 6ffnen — und
das sowohl in L- als auch in D-Konformation. Dannitterscheidet sich die Interaktion zwi-
schen mC1C2 und Claudinen z.B. von den PeptidhoRereptorwechselwirkungen von
Bradykinin [200] oder Oxytocin [201], welche stesetektiv sind. CD-Untersuchungen zei-
gen eine spiegelbildliche Konformation von D-AS-n@2lim Vergleich zu mC1C2 und be-
statigen damit friihere Studien, die L- und D-Vamgnvon Peptiden hinsichtlich ihrer Se-

kundarstrukturneigung untersucht haben [199].

4.2  Wirkoptimierung von mC1C2

Die Plasmahalbwertszeit von mC1C2 ist mit 7,2 h\iergleich zu anderen Peptiden sehr
hoch und deutet auf eine grofRe Stabilitdt gegenBletidasen [202] hin. Um den Einfluss
der Peptidolyse von mC1C2 auf seine Aktivitat ztetsuchen, wurden Zellen mit einer aus
D-Aminosauren synthetisierten mC1C2-Variante inkab{D-AS-mC1C2). Die Verwendung
von D-Aminosauren erlaubt die Herstellung von Rbpti mit einer gesteigerten Stabilitat
gegeniber Peptidasen [202]. Die apikale InkubadiemZellen mit D-AS-mC1C2 fuhrt nicht
zu einer starkeren Absenkung des TER als nach mQdkitbation. Demnach mindert der
peptidolytische Abbau nicht den mC1C2-Effekt. Widite bedeutet dies, dass die starkere
Barriere6ffnung nach bilateraler gegeniber apikal@1C2-Behandlung nicht aufgrund des
mC1C2-Abbaus durch Peptidasen der apikalen Plasmbrae [203] hervorgerufen wird.
Maoglicherweise sorgt stattdessen die grofRere Raptide, die durch die grol3ere Zelloberfla-
che (apikal+basal) aufgenommen werden kann, fubegseres stéchiometrisches Verhaltnis

zwischen Peptid und Cld-Zielprotein.
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Nicht nur D-Aminosauren, sondern auch Fettsdurearschiedlicher Lange kénnen verwen-
det werden, um die Stabilitdt von Peptiden gegenBleetidasen zu erhdhen und die Biover-
fugbarkeit zu verbessern [202]. Neben der gestgetabilitat von Peptiden wird vermutet,
dass Fettsdauremodifikationen die Anreicherung deptiBle an der Zellmembran bedingen
[175]. Im Fall von mC1C2 wiirde dies bedeuten, dads das Peptid auch langer in der Nahe
seiner Cld1-Zielstruktur befindet und dadurch effelmehr mC1C2 mit Cld1 interagiert.
Palmitinsaure-modifiziertes mC1C2 (C16-mC1C2) ethdilh 10 uM konzentrationsabhéngig
die parazellulare Durchlassigkeit und bewirkt abpdd eine signifikante Permeabilitatsstei-
gerung fur kleine Molekule. Damit weist C16-mC1G&ygniber mC1C2 eine ~4x geringere
Wirkkonzentration auf. Studien anderer bestéatigerbessere Bioverflugbarkeit/Stabilitat von
Wirkstoffen nach Fettsauremodifikation: Beispielsseekann durch diél-terminale Palmity-
lierung die Stabilitdt eines Somatostatin-Analogensdht und dadurch seine Bioverfligbar-
keit verbessert werden [204]. Fur ein Occ-moduhdes, fettsduremodifiziertes Peptid wird
eine erhOhte Stabilitdt beschrieben [175]. Allegdirfihren schon 20 pM C16-mC1C2 zu
Zellschadigungen. Da Palmitinsédure allein in unsetéellsystem keine zellschadigenden
Eigenschaften besitzt, ist die spezifische Komhamatzon mC1C2 und Palmitinsdure aus-
schlaggebend flr die Zytotoxizitat. Die geringerérRkbnzentration lie3e sich durch eine
bessere Membranndhe bzw. partielle Membranintegraturch die Palmitinsaure erklaren.
Dadurch kdme der wirksame Teil von C16-mC1C2 n&@medie aus der Zellmembran ent-
springende EZS.

Die Kopplung von Polyethylenglykol (PEG) an Pepti@dan ebenso deren Stabilitdt und Los-
lichkeit verbessern [202]. Beispiele hierfur siné.UPEG-konjugierte Varianten von Insulin
[205]. DasN-terminal monopegylierte mC1C2 Peptid (PEG-mC1G2yitkt an Zellen eine
Erh6hung der parazellularen Durchlassigkeit; imgieich zu mC1C2 war diese jedoch deut-
lich schwacher. Die geringere barrieredffnende Wik von PEG-mC1C2 kdnnte durch die
sterische Hinderung dé&Terminus fur wirkrelevante Interaktionen hervorgen sein. Ver-
klrzungsexperimente zeigen, dass dieser Bereiahesepfindlich auf strukturelle Verande-
rungen reagiert. Auch dig-terminale Monopegylierung vogiucagon-like peptidd bewirkt
eine deutliche Verringerung seiner Aktivitat, waideadie Pegylierung innerhalb des Peptids
zu keiner Aktivitatsminderung fuhrt [206]. Auf deamnderen Seite kann nach PEG-
Modifikationen eine Diskrepanz zwischen der Wirk&am in vitro und in vivo bestehen
[176]. PEG-mC1C2 kdnnte dahiarvivo, trotz der schwacheren vitro-Aktivitat, in geringe-

ren Wirkkonzentrationen als mC1C2 eine effizienserigreoffnung erzielen.
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4.3  Einfluss von mC1C2 auf Claudin-relevante Signalwege

Die GSK-3 ist neben ihrer Funktion im Glykogensi#thsel auch ein Schliisselenzym des
Whnt-Signalweges und an Prozessen wie Zellteilund Apoptose beteiligt [207]. Dartber
hinaus ist sie ein wichtiger Regulator der Barmien&tion. Die GSK-3 wird in zwei Isofor-
men (GSK-3« und #) in Mammalia exprimiert und ist in ausdifferenzer Zellen konstitu-
tiv aktiv [207].

Mit der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werdenssdanit GSK-3-Inhibitor behandel-
te Caco-2-Zellen eine zeitabhangige Reduktion dentbeit des Zellrasens aufweisen. Dieses
Ergebnis entspricht Untersuchungen von Seversoral.et(2010), wonach die GSK-3-
Inhibierung in MDCK-Zellen eine gesteigerten patadére Durchlassigkeit bewirkt [170].
Im Gegensatz dazu fuhrt die GSK-3-Inhibition inezinveiteren Studie, in der primare Ge-
hirnendothelzellen verwendet wurden, zur Stabilisig von Claudinen [172]. Die Ko-
Inkubation der Caco-2-Zellen mit dem GSK-3-Inhibittnd mC1C2 bewirkt eine starkere
Reduktion der parazellularen Dichtheit im Verglemhlediglich mit Peptid behandelten Zel-
len. Die Untersuchungen im Caco-2-Zellmodell eraulolaher nicht den Rickschluss, dass
die mC1C2-vermittelte Barrieredffnung durch die GSHnhibition kompensiert werden
kann.

Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Experimenta Einfluss der GSK-3-Inhibition auf
den mC1C2-Effekin vivo zeigen, dass die Blockierung der GSK-3 konzentnaabhangig
zur Reduktion der mC1C2-vermittelten Barrieredffguties Perineuriums fuhrt [15]. Auch
reduziert mC1C2 nicht die Cld1-Expression im Pearrien, wenn ein GSK-3-Inhibition vor-
liegt [15]. Detailliertere Analysen zeigen, das€manC1C2-Administration die Expression
des Transkriptionsfaktors Cdx2 im Perineurium umdi@eurium reduziert wird [15]. Die
Expression von Cdx2 korreliert positiv mit der Gl@gpression [174]. Eine wichtige Funkti-
on der GSK-3 ist die Regulation von Transkripti@ksbren wie Snail208] oder Cdx2 [209],
welche die Expression von z.B. Cld1 regulieren [17B4]. Durch die Inhibition der GSK-3
kommt es zur gesteigerten Cdx2-Expression [209F weederum, wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, die Cld1-Expression steigert unel miC1C2-vermittelte Barriere6ffnung ver-
hindert [15]. Somit kann die mC1C2-vermittelte Baredffnungin vivo durch eine gesteiger-
te Cld1-Expression blockiert werden. Die Befundenach mC1C2 zu einer Reduktion der
Cld1-Plasmamembranlokalisation und damit zur Beetifnung fuhrt, kdnnen somit besta-
tigt werden. Die unterschiedlichen Befunde zur GEZkhibition zwischen dem Caco-2-
Zellmodell und demn vivo-Untersuchungen basieren mdglicherweise auf deebetgn Aus-

sagekraft der Caco-2-Zellen in Bezug auf den untrten Signaltransduktionsweg. Caco-2-
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Zellen sind eine kolorektale Epithelzelllinie in rdenehrere Proteine des GSK-3/Wnt-
Signalweges Mutationen aufweisen [210]. Diese magermutlich zu ihren Krebszelleigen-
schaften bei [211]. Gleichzeitig limitieren sie dfergleichbarkeit der GSK-3/Wnt-Befunde
mit denen, die in primaren Zellen [172] odervivo erzielt werden [15]. Ein weiterer Grund
fur die Diskrepanz zwischen den Zellkultur- umdvivo-Daten liegt moéglicherweise in der
Administrationsart der GSK-3-Inhibitoren. Die Ca2&zellen wurden direkt mit dem Inhi-
bitor inkubiert, wohingegem vivo, nach intraperitonealer Inhibitoren-injektion, esystemi-
sche Wirkung vorlag,

Ein mdoglicher Einfluss des MB-Signalweges auf die mC1C2-vermittelte Barrierrtffg
von Zellen wurde mit den NdB-Inhibitoren PDTC und QNZ [212] untersucht. RB-ist ein
ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor, deniarschiedenen Prozessen des Epithelgewe-
bes [213] involviert ist. Dies umfasst u.a. aucé Bliodifikation von TJ-Proteinen und damit
die Regulation der parazellularen Dichtigkeit [2246]. Wahrend PDTC eine Reduktion der
mC1C2-Barrieredffnung in Caco-2-Zellen bewirkt, I1GaNZ keinen Effekt auf die mC1C2-
Wirkung. Mdgliche Grinde kénnten eine zu geringenkantration von QNZ oder eine zu
kurze Inkubationszeit des Inhibitors sein. Die Déglanz der Ergebnisse erfordert eine detail-
liertere Analyse des Einflusses von - auf die mC1C2-Wirkung. So sollte nach der
mC1C2-Behandlung, neben der Testung anderer QNubhtionsprotokolle, aul3erdem die
subzellulare Lokalisation von NB Uberprift werden, da sich diese nach Aktivierdes
NFkB-Signalweges von Zytosol in den Zellkern verlagert

Die NFB-vermittelte Modulation der Claudine kann auf whisdene Weise erfolgen. So
kann die Aktivierung von NEB eine gesteigerte Expression bzw. Aktivitat dertivta
Metallopeptidase 9 oder der Myosin-Leichte-Kett@d§e auslosen. Wahrend die Matrix-
Metallopeptidase 9 z.B. den proteolytischen Abban €Id5 und damit die Offnung der pa-
razellularen Barriere bewirkt [215], kann eine geptrte Expression/Aktivitat der Myosin-
Leichte-Kette-Kinase zur Phosphorylierung von Claead fuhren [216]. Fur Cld5 konnte
gezeigt werden, dass dessen Phosphorylierung dlieciMyosin-Leichte-Kette-Kinase zur
Reduktion der Cld5-Stabilitat in den TJs und somit Verringerung der Barrierefunktion
beitragt [217]. Die Untersuchung des Phosphorytigsstatus” von Claudinen nach mC1C2-
Behandlung wéare daher ein weiterer Ansatzpunktefiie detaillierte Analyse des NB-
Anteils an der mC1C2-Wirkung.
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4.4  Wirkung von mC1C2 auf die Dichtheit von Zellbarrierenin vivo

Fur die Uberprifung, inwieweit die vitro Ergebnisse zur Wirkung von mC1C2 aiiglvivo
Geltung haben, wurde der Einfluss von mC1C2 aubdiechlassigkeit des Perineuriums des
N. ischiadicusvon Ratten ermittelt. Das Perineurium verhindeat das Vordringen von hy-
drophilen Arzneistoffen ins PNS [17, 18]. Entsclesid fur die Barrierebildung sind die TJs
der Perineuralzellen [15, 77]. Da Cld1 eine maligkeblAbdichtungsfunktion zukommt [14],
wurde diese Zellbarriere mit dem Cld1-modulierendenl C2-Peptid behandelt.

Die eingangs beschriebenanvitro-Effekte kénnen im Rahmen dieser Arbeit auchvivo
bestétigt werden. So 6ffnet mC1C2 das Perineuriiminydrophile, unter Kontrollbedingun-
gen nicht-barrieregangige Wirkstoffe wie DAMGO uMarphin. Die Offnung des Perineuri-
ums ist, wie in den Zellmodellen, konzentrationad weitabhéngig. Allerdings zeigen sich
Unterschiede im Zeitverlauf. Wahrend dievitro-Barriere6ffnung ab >6 h einsetzt, finden
wir diesein vivo erst ab>24 h Inkubation [15, 18]. Ursachlich sind vermuilidnterschiede

in der Komplexitat der behandelten Barrieren. Dieder vorliegenden Arbeit verwendeten
Zellmodelle wachsen alle in einschichtigen ZelllagBagegen besteht das Perineurium aus
bis zu 15 Zellschichten, die jeweils durch eined@@a&mbran von der anderen getrennt sind.
Jede Perineuralzelle bildet wiederum TJs zu ihranhlarzellen aus [15, 77], so dass durch
mC1C2 die Interaktionen der Claudine bis an diesiste, an das Endoneurium grenzende
Perineuralzellschicht blockiert werden muss. Emstrdist die parazellulare Diffusion der
Wirkstoffe zu ihrem Zielort komplett.

Das C-terminal verkirzte Peptid mC1C2-4aaC, welches arsQptimierung von mC1C2
hervorgegangen ist, 6ffnet das Perineurium ebenfat48 h nach Administration [15]. Da-
gegen besitzt das in den vitro-Tests inaktive N-terminal verkirzte Peptid mC1C2-4aaN
sowie das Kontrollpeptid mC2aa vivo keine barriere6ffnenden Eigenschaften [15, 18} Un
tersuchungen zur Lokalisation von mC1C2 in derkidtur zeigen, dass sich das Peptid ab
5 h beginnend und nach 24 h stark im Bereich der ifJKolokalisation mit Cld1, anlagert.
Dieser Befund kanm vivo bestatigt werden, wonach mC1C2 nach 24-48 h ikadisation
mit Cld1 vorliegt [15]. Gleichzeitig reduzieren mC2 und mC1C2-4aaC die Cld1-
Expression im Perineurium auf Proteinebene [15, 88, Die Reduktion der mC1C2-
vermittelten Cld1-Plasmamembranlokalisation wir@laun vitro beobachtet. Allerdings zei-
gen Western Blot-Daten von Caco-2-Zellen, dassGisamtmenge an Cld vitro nicht re-
duziert wird. Sie stehen damit im Widerspruch za gevivo Daten. In Zellkulturuntersu-
chungen ist der Effekt von mC1C2 nicht zellschadiyend die Veranderungen auf Ebene
der Claudine und der parazellularen Dichtheit reded. In vivo bewirkt mC1C2 ebenfalls
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keine Neurotoxizitat, da neben der Wiederherstglldes Cld1-Signals keine morphologi-
schen und funktionellen Veranderungen des behamdilérven auftreten [15].

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass mCl1CRulahlassigkeit einer Cld1-basierten
Zellbarriere auchn vivo fur hydrophile Wirkstoffe voribergehend 6ffnen kaGegenwartig
werden fur die Lokalanasthesie in der klinischeaxBr hauptsachlich schmerzrezeptorunspe-
zifische Wirkstoffe wie Lidocain, Ropivacain odewjvacain verwendet, die neben der
Schmerzweiterleitung z.B. auch Motoneurone blo@kiefl8, 35]. Zum Teil besitzen diese
Wirkstoffe zuséatzlich neurotoxisches Potential [R1Bie mC1C2-vermittelte Offnung der
TJs ermdglicht es, die Gruppe der verwendbaren laoksthetika auf hydrophile Wirkstoffe
wie DAMGO auszuweiten und somit schmerzrezeptotfipelze Arzneistoffe fur die lokale
Schmerztherapie einzusetzen. Dadurch kann die dahimoglichen Nebenwirkungen redu-

ziert und die Spezifitat der Behandlung erhéht ward
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5 Schlussfolgerungen

Ziel der Arbeit war, Cld-Peptidomimetika zu entwetk und deren Potential als Permeations-
verstarker fur die Wirkstofffreisetzung in das jelge Zielorgan zu validieren. Hierzu wurde
die Annahme verfolgt, dass die Interaktionen de6EZind -2 von Claudinen durch EZS-
Peptidomimetika reversibel vermindert und daduriehparazellulare Permeation hydrophiler
Wirkstoffe temporar und nebenwirkungungsfrei erhn@atden kann.

Von den untersuchten Cld1, -2, -3, -4 und -5-Peptidrhéht insbesondere das Cld1-EZS1-
Peptid mC1C2 und zwei optimierte Derivate davanvitro reversibel die parazelluléare
Durchlassigkeit fur hydrophile Stoffe in Cld1- bzwb5-haltigen Zellbarrieren. Diese
Ergebnisse wurden durdh vivo-Untersuchungen an einer Cld1-dominierten Epitheixar
(Perineurium) bestatigt. So wird erstmalig gezeigiss eine Cld-Peptid-basierte Offnung des
Perineuriums moglich ist und zur reversiblen Erlmghaler Durchlassigkeit fur hydrophile
Wirkstoffe fuhrt. mC1C2 hat dabei keine zellsch&digen Nebenwirkungen. Die Ergebnisse
zeigen, dass die peptidbasierte Modulation vonbaelieren zur Wirstoffzufihrung eine
vielversprechende, neue Alternative gegenlber gefydigen Strategien zur
Permeationserh6hung darstellt und weiterverfolgtee sollte.

Bisherige Ansatze zur Verbesserung der Wirkstoffauing durch besonders dichte
Zellbarrieren des Koérpers (z.B. BHS, Perineuriungsibren auf einer unspezifischen
Offnung, sind mit groRen Risiken fiir den Patientenbunden oder bendtigen aufwendige
Modifikationen der Wirkstoffe. Die Verwendung vonQihC2 als Permeationsverstéarker
verzichtet hingegen auf Wirstoffmodifikationen umdichnet sich aufgund der spezifischen
Cld-Modulation durch eine hohe Reproduzierbarkegyersibilitdt und Vertraglichkeit aus.
Fur kanftige Studien sollte die in dieser Arbeittveickelte PEG-modifizierte mC1C2-
Variante mehr bertcksichtigt werden. Dabei solk&gtet werden, ob die PEG-Modifikation
eine hthere Stabilitat des Peptids gegentiber Reetidund damit eine bessere Bioverfligbar-
keit bewirkt, wodurch gleichzeitig die bendétigtepldmenge verringert und damit Kosten
reduziert werden.

Untersuchungen zum Wirkmechanismus der Cld-Pepiitetika zeigen, dass mC1C2 direkt
mit Cld1l und -5 interagiert, innerhalb von Minuteandozytiert wird, dadurch eine
Verringerung von Claudinen in der Plasmamembrannigédind die Morpholgie des Cld-
Strangnetzwerks andert. Weiterhin bewirkt mCig€®ivo eine Verringerung der Expression
des Transkriptionsfaktors Cdx2, was eine Redukdien Cld-Expression zur Folge hat. Die
Erh6hung der parazellularen Durchlassigkeit bedafter sowohl auf einer veranderten Cld-

Expression und -Lokalisation, als auch auf der @tgrder Cld-Cld-Interaktionen. Dabei
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konnte gezeigt werden, dass Cld-Peptide Uber dielggn Endozytosemechanismen wie Cld-
Proteine in Zellen aufgenommen werden. Die Subwp§pat der Cld-Cld-
Wechselwirkungen trifft auch fur die Peptide-Cld-&kselwirkungen zu, wodurch wertvolle
Erkenntnisse fur die Entwicklung weiterer Cld-Pdpthimetika sowie der Cld-Struktur
erzielt werden konnten.

Die Resultate ermdglichen es dartber hinaus, dekbafieich von mC1C2 durch Struktur-
und Funktionsuntersuchungen zu definieren, wirktglggante Aminosauren bzw. Bereiche
zu identifizieren und ein molekulares Modell detehaktion zwischen mC1C2 und Cld1 zu
entwickeln. Das molekulare Modell von mC1C2 ahnsdthr einer spéater publizierten
Kristallstruktur eines anderen Claudins. Diese Brteisse bilden nun die Grundlage fur die
Entwicklung weiterer, optimierter Cld-Peptidominkati Gleichzeitig verbessern sie das
Verstandnis der Struktur und Funktion der Claudiné&enerellen.

Die experimentellen Peptidstruktur-Untersuchungestdtigen unsere Strukturvorhersagen
fur die EZS1 von Claudinen und zeigen, dadsaltblatter fur die Funktion von Relevanz
sind. Wirkrelevante Bereiche des mC1C2-Peptids mebariber hinaus Hinweise auf
Aminosauremotive, die im Cld1-Protein an der pdialggen Abdichtung beteiligt sind. So
bewirken Aminosaurevariationen in mC1C2 an Positidd Anderungen seiner 3D-
Konformation, der Sekundarstrukturneigung und eiddaivitatsverlust des Peptids. U.a.
geht aus einer kirzlich publizierten Kristallstuukteines Claudins hervor, dass dieser
Aminosaurebereich auch in Cld-Proteinen wichtigdi& Abdichtungsfunktion ist.

Die N-terminale Verkirzung des Peptids um vier Aminosadtiihrt zum Wirkverlust, womit
vermutlich dieser Bereich im Cld-Protein besondardichtungsrelvant ist. Die Ergebnisse
machen deutlich, dass minimale Anderungen in derinds@uresequenz der Claudine
weitreichenden Einfluss auf ihre Struktur und dammitch auf ihre Abdichungsfunktion
ausiben konnen. Die Befunde sind tberdies fur ddskulare Verstandnis von Krankheiten
wie z.B. familidrer Hypomagnesidmie von Bedeutudig, durch Mutationen der EZS1 in
Claudinen verursacht werden.

mC1C2 hat das Potential, auch andere nicht CldietbaBarrieren zu 6ffnen. Diese Arbeit
zeigt, dass mC1C2 auch an CIld5 bindet, die Lokadisavon Cld5 direkt beeinflusst und die
parazellulare Durchlassigkeit von BHS-Modellen éthdld5 ist das dominierende Cld der
BHS und sein transient&nockdowrresultiert in einer gréRenselektiven, reversii¥mung

fur Molekile <800 Da. Die erhaltenen Daten untersfi daher die Annahme, dass mC1C2
nicht nur als Permeationsverstarker fur Cld1-red®aepitheliale Barrieren, sondern ebenso

fur Cld5-haltige, endotheliale Barrieren zur Anwand kommen kann. Ahnlich wie bei
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Caprat oder Mannitol sollte daher der Effekt vonI62 auf die BHS-Dichtheit nach Caroti-
sinjektion untersucht werden. Die mC1C2-vermittéittinung der BHS wiirde es ermdgli-
chen, bislang BHS-undurchlassige Therapeutika igrB&handlung von neurodegenerativen
Erkrankungen, Schlaganfallen oder Hirntumoren esetzzen und damit einen neuartigen
pharmakologischen Ansatz zu erlauben.

Als Testsystem zum Finden von barrieremoduliererRigstiden dienten in den Experimenten
Caco-2-Zellen. Diese exprimieren nur wenig vom Bidevanten Cld5, so dass der Cld5-
Anteil an der Barrierebildung gering ist. Peptidegs an Cld5 binden, kdnnen daher moglich-
erweise nur schwer mit dem Caco-2-Testsystem detelterden. Alle hergestellten Peptide
sollten deshalb auch noch auf ihre permeationsutestden Eigenschaften in BHS-Modellen
hin untersucht werden.

Weiterhin wurde der Effekt des nicht von Claudirdammenden Peptids Kloe analysiert.
Struktur- und Funktionsstudien mit mC1C2 zeigerssdders-Faltblattanteil des Peptids sehr
wichtig fur die Wirkung ist. Das Peptid Kloe istheidealess-Faltblattmodell. Es fihrte zur
konzentrationsabhangigen Offnung der parazellul@aniere in Caco-2-Zellen und ist in
den wirksamen Konzentrationen nicht zellschadigéhd. die Spezifitdt des Peptids heraus-
zufinden, sollten Untersuchungen mit Cld-monotranesften HEK-293-Zellen sowie Epithel-
und Endothelzellen mit unterschiedlicher Cld-Autsatay erfolgen.

Die Arbeit zeigt, dass Cld-Peptidomimetika als Reationsverstarker zur Wirkstoffzufihrung
verwendet werden kénnen und eine neue, aussiatiter8irategie darstellen. Gegentiber ande-
ren Strategien, die molare bzw. millimolare Konzatmnen verwenden, erfolgt die Behand-
lung mit mikromolaren Konzentrationen und flhrt spezifischen und temporaren Modulation
barrierebildender Proteine. Eine sichere und nebkamgsfreie Wirkstoffzufihrung in schwer
oder bis dato nicht zuganglichen Kompartimentexashit prinzipiell méglich. Ferner kénnten
die Peptide z.B. auch zur Reduktion von Hirnddem&ch Schadelhirntrauma zu Anwendung
kommen, da durch die groRenselektive parazellufaung der BHS ein Riickstrom von
Uberschissigem Gewebewasser ins Blut moglich w#edurch kame den Cld-
Peptidomimetika zusatzlich zur pharmakokinetiscérkung auch eine pharmakodynamische

Wirkung zu.
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Abb. A50 mC1C2 verandert die Parallelitat und Formvon Claudin-1-basierten StrangnetzwerkenClau-
din-1yellow fluorescent proteifCld1-YFP)-transfizierte HEK-293-Zellen wurden P4apikal mit 100 uM
mC1C2, dem Kontrollpeptid mC2C2 (100 uM) oder ofteptid kultiviert (Kontrolle); das Strangnetzwerk
wurde mittels Gefrierbruch-Elektronenmikroskopiehsbar gemacht. Gegenuber den Zellen ohne Peptid-(K
trolle) oder mC2C2-Zellen erhéhte mC1(®) den Anteil parallel verlaufender Stranges (parallele Strange,
Abstand maximal 70 nm) an der Gesamtflache (@)ddie Zahl zisternenartiger Maschen profqunalysierte
Replikas, &9; Mittelwert+SD.
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Abb. A51 Anreicherung von TAMRA-mC1C2 in Caco-2-Zelen. (A, C) Lebendzellmikroskopie von Zellen
die fur unterschiedlich lange Zeitraume mit 40 pM-Earboxytetramethylrhodamin (TAMRA)-mC1C2 oder
TAMRA (rot) inkubiert wurdenj(A) TAMRA-mC1C2 reicherte sich zeitabhangig &B) Quantifizierung der
zeitabhangigen Peptidanreicherung auf Basis der RANFluoreszenz/Zelle, nach 24 h Inkubation konrdas d
TAMRA-Signal aufgrund der gewahlten Mikroskopeitistegen nur gesattigt detektiert werdd@) Plasma-
membranstandige (Pfeil) und sehr leichte intrat@l(Dreieck) Anreicherung von TAMRA-mC1C2, 2 h hac
Applikation auf die Zellen; TAMRA reicherte siche@fifalls plasmamembranstandig, nicht aber intralzelan;
Membran, Hexadecanoylaminofluorescein (griin). (3 Quantifizierung der Peptidanreicherung auf Bdsis
TAMRA-Fluoreszenz/Zelle zeigte nach 24 h Inkubatikein Unterschied zwischen TAMRA-mC1C2 und
TAMRA allein. A.U., arbitrary unit, analysierte Zellzahl >170; Mittelwert+SD; Mann-Whitney U Test.
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Abb. A52 Der siRNA-vermittelter knockdownvon Rab5, -4 und -7 beeinflusst die Endozytose vanC1C2.
Gegenuber der Kontrolle (Kontroll-siRNA) verminderder siRNA-vermittelt&knockdownvon (A) Rab5 die
Zellanreicherung von 5,6-CarboxytetramethylrhodaiAMRA)-mC1C2 (8uM) nach 10 min Inkubation stark
und reduzierte die Kolokalisation mit Rab4; #eockdownvon Rab4 fiihrt nactB) 2 h und(C) 24 h Peptidin-
kubation zur Anreicherung von TAMRA-mC1C2 in Rabdsjtiven Endosomen(D) derknockdowrvon Rab7
fuhrte zur Anreicherung von TAMRA-mC1C2 in Rab5 uAdoositiven Endosomen; Mittelwert+SD.

Kontrolle

, ZO-1

Abb. A53 Die Inhibition der Glykogensynthase-
Kinase-3 fuhrt in Caco-2-Zellen zur verénderten
Expression von tight junction-Proteinen nach

@8 mC1C2-Behandlung. Immunfluoreszenzfarbung

B von Caco-2-Filterkulturen die mit 30 pM
SB415286 fir 60 min vorbehandelt und anschlie-
Rend apikal mit 200 pM mC1C2 und SB415286
(SB) fur 24 h inkubiert wurden; die Inkubation mit
mC1C2 resultierte gegeniiber den Zellen die ohne
Peptid und Inhibitor kultiviert wurden (Kontrolle)
in einer Erhdhung des intrazellularen Claudin-1
(Cld1)-Signals (griin, Dreieck) und einer Reduktion
von Cld1 in der Plasmamembran (Pfeil). SB415286
allein beeinflusste die Cldddnula occludens pro-
teinl (ZO-1) Expression (rot) nicht. Die Ko-
Inkubation von SB415286+mC1C2 fuhrte zur Re-
duktion des ZO-1 und einer Steigerung des Cld1-
Signals in der Plasmamembran (*); Mal3stab,
50 pm.
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Abb. A54 Claudin-1 zeigt in Caco-2-Zellen auch ein@nreicherung in Bereichen aufRerhalb dettight junc-
tions. Immunfluoreszenzfarbung von Caco-2-FilterkulturgX). Claudin-1 (Cld1, griin) kolokalisiert mit Occlu-
din (Occ, rot) in detight junctions(Pfeil), ist aber auch in der apikalen Plasmamamiamngereichert (Dreieck).
(B) Claudin-2 (Cld2, gruin) ist ausschlieflich in dight junctions(Pfeil) angereichert und kolokalisiert dort mit
Occ (rot, Pfeil). Mal3stab, 20 pm.

Abb. A55 mC1C2 initiiert die Offnung der tight junctions. Caco-2-
Filterkulturen wurden apikal mit 200 pM mC1C2 fluhloder 6 h inkubiert
und das Medium anschlieend gegen Medium ohnedPaipsgigetauscht. 24 h
nach dem Start des Experimentes wurde der tratémalelektrische Wider-
stand (TER), relativ zu Zellen bei denen nur daglise gewechselt wurde,
bestimmt. Die zeitlich begrenzte Inkubation derl&@®@lmit mC1C2 initiierte
die Offnung detight junctions Mittelwert+SD.

TER nach 24 h (relativ zur Kontrolle)
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Abb. A56 Sequenzvergleich der Peptide mC1C2, mC2CHC3C2, hC4C2, mC5C2 und Bestimmung der
Wirkregion von mC1C2. (A) Sequenzvergleich der Claudin (Cld)-Peptide ausdsen extrazellularen Schlei-
fe von Cld1-5 (Tab. 10); die Peptide besitzen dinlee Sequenzhomologie von 66%, wobei die Aminosade
und 22-24 {--) von mC1C2 (barrieredffnend) gegeniber den anderen Peptiden (keine barriemtide Wir-
kung, @) eine sehr geringe Homologie von 20% aufweisedje Substitutionen N22S, N22I, N22Q, N22L,
N22D, N22E fiuhren zum Wirkverlust von mC1GB) Vergleich demMN- bzw. C-terminal um 4-8 Aminosauren
verkirzten mC1C2-Varianten (-4/-8aaN bzw. -4/-8aa@) dem-terminal um 1 Aminosaure verlangerten Vari-
ante (MC1C2+l1laaN-4aaC); die wirkrelevante Regianm@&1C2 umfasst die Aminosaureposition 1-23. Eigen-
schaften der Aminosauren: violett, polar (ungelaggnin, unpolar (hydrophob); rot, sauer; blau,dxs tirkis,
Tyrosin; grau, Prolin; Sequenzanordnung, Clusta]@22; Darstellung, Jalview [63].
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Tab. A15 Sekundarstruktureigenschaften von mC1C2ni verschiedenen Puffern
Sekundarstrukturneigung (%)

a-Helix pS-Faltblatt S-Schleife Ungeordnet

‘mCIC2inPP 01:01{5,1} 407+51  107+18 A3,

+ 0,25 mM SDS 1,2 +2,1{9,6} 45,6+10,6 7,0+3,8 6,2+5,4

+ 0,50 mM SDS 6,145,5 {15,3) 48,048,5 2,529 3,443,0

+ 0,75 mM SDS 34,3 (29,3} 28,8 5 31,9

+ 1,00 mM SDS 36,0+14,4 {33,5} 33,5+19,8 0 IS

+5,00 mM SDS 60,2+8,7 {58,9} 9,6+7,8 0 30,52,

+ 15,00 mM SDS 61,0 {56,2} 8,4 0 30,6
.*+3000mMSDS 5961592y 90 o 314

+ 1% TFE 0{1,5} 53,4 7,1 39,5

+ 5% TFE 0{3,2} 54,8 54 39,8

+15% TFE 10,2 {12,5} 54,8 0 35,0

+20% TFE 36,1 {38,3} 25,2 0 38,7

+40% TFE 64,4 {65,5} 0 0 35,6

+60% TFE 66,0+3,5 {68,9} 0,9+2,0 0 33,1+2,9

+ 80% TFE 71,0+2,9 {73,7} 0 0 29,0+2,9

Berechnete Sekundarstrukturneigung von mC1C2 (I@pauf Basis seiner Zirkulardichroismus-Spektrad u
Referenzspektren [157] und zusétzlich, fur dddelixanteil ({}), auf Grundlage des Spektrenminims bei 208
nm [153]. PP, 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,4; SDSriNmdodecylsulfat; TFE, Trifluorethanol>8 Akkumu-
lationen; Mittelwert+SD.

Tab. A16 Sekundéarstrukturvergleich von mC1C2 und n€2C2
Sekundarstrukturneigung (%)

a-Helix S-Faltblatt S-Schleife Ungeordnet
mC1C2 in PP 0,1+0,1 {5,1} 40,745,1 10,7+1,8 48,533,
+0,5 mM SDS 6,1+5,5 {15,3) 48,04£8,5 2,529 3,0
_FB0%TFE 66,0+3,5 (68,9} | 0,920 0 331829
mC2C2 in PP 0 {7,6} 39,4+4,6 13,5+1,8 47,1+1
+0,5 mM SDS 0{4,7} 38,0+11,6 14,4+3,7 47,638,
+ 60% TFE 22,2+5,0 {30,2} 41,646,9 0 36,2+2,4

Berechnete Sekundarstrukturneigung von mC1C2 un@Q@aQTab. 10) auf Basis ihrer Zirkulardichroismus-
Spektren und Referenzspektren [157] und zusatdichdena-Helixanteil ({}), auf Grundlage des Spektrenmi-
nimums bei 208 nm [153]. PP, 10 mM Phosphatpufiet,7,4; SDS, Natriumdodecylsulfat; TFE, Trifluorath
nol; i>32 Akkumulationen; Mittelwert+SD.

Tab. A17 Sekundérstruktureigenschaften von verkirzén mC1C2-Varianten
Sekundarstrukturneigung (%)

a-Helix fS-Faltblatt S-Schleife Ungeordnet
| SDS TFE SDS TFE SDS  TFE SDS TFE
mC1C2! 6,155 66,0+3,5 48,0485 0,9+20 |25+29 0 |434+3,0 33,1+29
| {15,3) {68,9}
-4aaC ! 0,5+0,8 49,0+4,9 454429 153463 | 7,9423 0 | 46,2+3,1 35,7+2,1
' {10,5} {49,8}
-5aaC ! 0,3#0,5 53,4+152 | 46,84#2,8 13,6163 7,5¢22 0 | 454423 33,0+1,8
' {11,6} {54,5}
-6aaC | 0,5t0,6 47,7+2,3 58,2+46,6 18,8+3,4 | 33+44 0 |38,0+2,8 335%1,1
1 {7,6} {47,3}
-7aaC | 5,749,2 44,6+9,3 61,648,7 22,5+12,110 0 {327+2,1 32,9+28
1 {8,9} {43,7}
-8aaC : 0 {0} 42,2 {41,6} 58,3 27,1 7.2 0 [345 30,7
-4aaN | 19,1{20,6} 65,1{61,8} 48,8 21426 |0 0 (321 32,840,3
-8aaN :19,5{14,8} 61,8 {56,8} 52,1 6,9424 | 0 0 [284 31,3+0,6

Berechnete Sekundarstrukturneigung von mC1C2@mizw. N-terminal (-XaaC/-XaaN) verkirzten mC1C2-
Derivate (Tab. 10) auf Basis ihrer Zirkulardichroiss-Spektren und Referenzspektren [157] und zusat£lr
dena-Helixanteil ({}), auf Grundlage des Spektrenminims bei 208 nm [153]. Messungen in 10 mM Phos-
phatpuffer, pH 7,4 mit SDS (0,5 mM Natriumdodecifest) oder TFE (60% Trifluorethanol)>16 Akkumula-
tionen; Mittelwert=SD.
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Tab. A18 Sekundéarstrukturvergleich von mC1C2 und n€1C2(N22S)
Sekundarstrukturneigung (%)

a-Helix pS-Faltblatt S-Schleife Ungeordnet
mC1C2 in PP 0,1+0,1 {5,1} 40,745,1 10,7+1,8 48,833,
+0,5 mM SDS 6,1+5,5 {15,3) 48,0£8,5 2,529 3,0
__FBO0%TFE 66,0+3,5(68,9) | 0,920 0 331129
mC1C2(N22S) in PP{ 0 {1,0} 48,4 9,8 41,8
+0,5 mM SDS 5,8 {5,8} 58,4 0 35,8
+ 60% TFE 58,1 {36,9} 7,2 0 34,7

Berechnete Sekundarstrukturneigung von mC1C2 undGRON22S) (N-S Substitution an Position 22)
(Tab. 10) auf Basis ihrer Zirkulardichroismus-Spektund Referenzspektren [157] und zusatzlichdfma-
Helixanteil ({}), auf Grundlage des Spektrenminimsifpei 208 nm [153]. PP, 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,
SDS, Natriumdodecylsulfat; TFE, TrifluorethanokthAkkumulationen; Mittelwert+SD.

Tab. A19 Sekundarstrukturvergleich von mC1C2, Inves-mC1C2 und D-AS-mC1C2
Sekundarstrukturneigung (%)

a-Helix S-Faltblatt S-Schleife Ungeordnet
mC1C2 in PP 0,1+0,1 {5,1} 40,745,1 10,7+1,8 48,83,
+0,5 mM SDS 6,115,5 {15,3) 48,048,5 2,5+29 3.0
__*BO%TFE 66,0:35 {689} | 0920 0 331229
Invers-mC1C2 in PP 0{3,2} 41,6 11,8 46,6
+0,5 mM SDS 12,8 {9,4} 48,3 1,1 37,8
+ 60% TFE 48,1 {51,9} 14,1 0 37,8
D-AS-mC1C2 in PP 0{3,2} 47,9 8,9 43,2
+0,5 mM SDS 4,1{9,4} 57,5 1,2 37,2
+ 60% TFE 55,9 {53,8} 0 10,7 33,4

Berechnete Sekundéarstrukturneigung von mC1C2, $aweEL1C2 (inverse mC1C2-Aminosauresequenz) und
D-AS-mC1C2 (aus D-Aminoséuren) (Tab. 10) auf Bé#sisr Zirkulardichroismus-Spektren und Referenzspek
tren [157] und zusétzlich, fur denHelixanteil ({}), auf Grundlage des Spektrenminims bei 208 nm [153].
PP, 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,4; SDS, Natriumdgldetfat; TFE, Trifluorethanol; 8 Akkumulationen;

Mittelwert+SD.

Tab. A20 Sekundéarstrukturvergleich von mC1C2 und n€1C2+1aaN-4aaC

Sekundarstrukturneigung (%)

a-Helix pS-Faltblatt S-Schleife Ungeordnet
mC1C2 0,1+0,1 {5,1} 40,745,1 10,7+1,8 48,5+3,8
+0,5 mM SDS 6,145,5 {15,3) 48,048,5 2,529 3,0
+ 60% TFE 66,0+3,5 {68,9} 0,9+2,0 0 33,129
+laaN-4aaC 0 48,0 10,1 41,9
+0,5 mM SDS 0,6 69,3 2,1 28,0
+ 60% TFE 35,9 29,9 0 34,2

Berechnete Sekundarstrukturneigung von mC1C2 undC@a€laaN-4aaC (Tab. 10) auf Basis ihrer Zirkular-
dichroismus-Spektren und Referenzspektren [157]ausétzlich, fir dem-Helixanteil ({}), auf Grundlage des
Spektrenminimums bei 208 nm [153]. PP, 10 mM Phagpiffer, pH 7,4; SDS, Natriumdodecylsulfat; TFE,
Trifluorethanol; 8 Akkumulationen; Mittelwert+SD.

Tab. A21 Pfotendruckschwelle vor Behandlungsbeginn

Behandlung Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
Kontrolle ipsilateral 71,17+2,13 68,00+3,85 64,082 69,3+3,08 66,67+1,25
mC1C2 (400 pupM) 77,67+1,80 74,67+3,00 68,00+2,02 69,00+1,863,30+2,87
ipsilateral

Kontrolle contralate- 72,67+1,74 67,67+3,32 69,00+1,61 69,33+3,665,00+£3,23
ral

mC1C2 (400 upM) 77,33+1,30 63,33+2,36 67,67+2,03 65,0+1,25 6B%2,09
contralateral

Kontrolle, 0,9% NacCl; Pfotendruckschwelle, g; niittelwert+SEM; ANOVA,; *, p<0,05.
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