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l. Einleitung

1 Epithelien

Epithelien gehdren neben Muskel-, Nerven- und Bindegewebe zu den vier Grundgewebstypen
und kleiden die inneren und aulReren Oberflachen des Korpers aus.

Sie werden morphologisch nach der Anzahl ihrer Zellschichten und Zellform der obersten
Epithelzellschicht in einschichtige einfache, einschichtig mehrreihige und mehrschichtige
Epithelien unterteilt. Eine Untergruppe der Epithelien stellen die Endothelien dar, die die innere
Auskleidung der Blut- und Lymphgefal3e bilden.

Epithelzellen sind polarisierte Zellen, deren Plasmamembranen funktionell in eine apikale und
basolaterale Seite unterteilt werden. Die apikale Membran ist dem Lumen (bzw. bei Epidermis
der Koérperoberflache) zugewandt. Die basolaterale Membran besteht aus zwei Anteilen, der
den benachbarten Zellen zugewandten lateralen Zellmembran und der zur Basallamina ge-
richteten basalen Zellmembran. Bei Epithelien ist die basale Zellmembran in der Regel der
Blutseite zugewandt, wahrend es bei Endothelien umgekehrt ist — dort ist die apikale Membran
dem GefalRlumen und somit dem Blut zugewandt. Die Grenze zwischen der lateralen und der
apikalen Zellmembran wird durch die Tight Junction gebildet.

Als Grenzflachen haben Epithelien spezifische Funktionen, die neben dem Schutz vor mecha-
nischer Schadigung oder Feuchtigkeitsverlust vor allem die Ausbildung von Barrieren zwi-
schen den Kompartimenten und der Umwelt, aber auch Regulation von Transport in sekreto-
rischer und resorptiver Richtung umfassen.

Die Gesamtfunktion eines Epithels ergibt sich aus dem Zusammenwirken dieser Funktionen
und erlaubt die funktionelle Klassifizierung von Epithelien nach ihrer Permeabilitat fir Solute
und Wasser. Die klassische Einteilung in lecke, dichte und undurchlassige Epithelien (Fromm,
2011, Diamond, 1974) erfolgt anhand ihrer Leitfahigkeit flr lonen, dem Kehrwert des elektri-
schen Widerstands. Ausschlaggebend ist hierbei das Verhaltnis der Leitfahigkeiten des trans-
zellularen Weges (durch die Zellen hindurch) und des parazellularen Weges (extrazellular zwi-
schen benachbarten Zellen hindurch). Transzellulare Passage beinhaltet den Durchtritt durch
die apikale und die basolaterale Membran, wahrend parazellulare Passage durch die Tight
Junction und den Interzellularspalt erfolgt.

e Lecke Epithelien sind dadurch definiert, dass ihre parazellulare Leitfahigkeit hoher ist als
die transzellulare. Sie finden sich in den Anfangsteilen tubulérer Epithelien wie dem proxi-
malen Nierentubulus und dem Dinndarm. Lecke Epithelien kénnen grof3e Transportraten
mit einem erheblichen parazellularen Anteil aufweisen, jedoch nicht gegen nennenswerte
lonengradienten arbeiten (Fromter, 1972, Frémter & Diamond, 1972, Windhager et al.,
1967).

o Dichte Epithelien besitzen eine geringere parazellulare als transzellulare Leitféahigkeit. Die
Zellmembranen sind somit durchlassiger fur lonen als der Weg durch die Tight Junction
und der Transport von lonen findet somit vorwiegend transzellular statt. Diese Art von
Epithelien findet sich in den Endsegmenten tubularer Epithelien wie dem distalen Nierentu-
bulus und dem Dickdarm. Dichte Epithelien transportieren weniger, kdnnen jedoch gegen
zum Teil hohe Gradienten arbeiten.
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e Undurchlassige Epithelien, zu denen lediglich die Epidermis und die Harnblase z&hlen,
transportieren extrem wenig. Hier liegt die parazellulare Leitfahigkeit bei unter einem Pro-
zent der transzellularen Leitfahigkeit, wobei beide so gering sind, dass undurchlassige
Epithelien vor allem als Barriere fungieren.

Es ist nicht allzu lange her, dass die Transporteigenschaften der Epithelien fast ausschlief3lich
den Kanalen und Carriern der Zellmembranen zugeschrieben wurden. Wir wissen jedoch in-
zwischen, dass auch die Tight Junction Kandale aufweist (Tang & Goodenough, 2003) und
somit der parazellulare Weg — am starksten bei den lecken Epithelien — zum epithelialen Trans-
port beitragt (Marcial et al., 1984, Ross et al., 1972). Der ausfuhrlichen Darstellung des para-
zellularen Transports ist zum Vergleich der beiden Transportwege eine kurze Ubersicht tber
den transzellularen Transport vorangestelit.

1.1 Transzellularer Transport

Der transzellulare Transportweg verlauft durch die apikale und die basolaterale Membran der
Epithelzellen. Der Transport von lipophilen Stoffen wie Gase oder Ethanol erfolgt durch einfa-
che Diffusion direkt durch die Phospholipidbereiche der Zellmembran; hydrophile Substanzen
dagegen kénnen die Phospholipidmembran nicht ohne weiteres passieren, sondern werden
durch Transportproteine oder Zytosemechanismen transportiert. Man unterscheidet drei Arten
von Transportproteinen: Kanéle, Carrier und Pumpen:

e Kanéle bestehen in der Regel aus einer durch die Membran fihrenden tunnelférmigen
Pore, Selektivitatsfiltern fiir GroRe und fur elektrische Ladung, sowie einem Offnungs- bzw.
Aktivierungsmechanismus. Die meisten Kanéle sind selektiv fur lonen oder lonensorten
gleicher Ladung oder z.B. fiir Wasser. Die treibende Kraft ist ein elektrochemischer Gradi-
ent, der sich aus Konzentrations- und Potentialdifferenzen zusammensetzt. Die Aktivierung
und Deaktivierung erfolgt bei epithelialen Kanalen in vielen Fallen durch intrazellular ver-
mittelte Phosphorylierungsschritte.

e Carrier durchlaufen — anders als Kanale — eine molekulare Konformationsanderung bei je-
dem Transportschritt. Man unterscheidet drei Klassen: Uniporter vermitteln rein passiven
Transport einer Substanz entsprechend ihrem Konzentrationsgradienten. Symporter ben6-
tigen fur den Transport eine weitere Substanz: Die eine (zumeist Na*) wird dabei entlang
ihres Gradienten transportiert und die andere kann aufgrund der dabei freiwerdenden Ener-
gie auch entgegen ihrem Gradienten transportieret werden. Antiporter transportieren zwei
Substanzarten in entgegengesetzte Richtungen. Als Antrieb dient den Symportern und An-
tiportern der Gradient (z.B. fur Na*), der durch die im Folgenden genannten Pumpen auf-
gebaut wird.

e Pumpen — das bekannteste Beispiel ist die Na*/K*-ATPase — werden auch als Transport-
ATPasen bezeichnet, da sie unter ATP-Hydrolyse den Transport gegen Konzentrationsgra-
dienten ermdglichen. Indem sie z.B. die intrazellulare Konzentration von Na* niedrig halten,
treiben sie indirekt den Transport vieler Symporter und Antiporter an.

e Zytosemechanismen bewirken den Transport durch die Zellmembranen durch einen ganz-
lich anderen Vorgang. Hierbei kommt es — zum Teil rezeptorvermittelt — zu Einstllpungen
und Abschniirung der Membran und der Ausbildung (und gegebenenfalls Wiedereinschleu-
sung) von Vesikeln, in denen sich die zu transportierenden Solute befinden. Auch hierbei
handelt es sich um einen aktiven Prozess, tUber den vor allem gré3ere Molekiile transpor-
tiert werden kdnnen. Im Falle einer endozytotischen Aufnahme und exozytotischen Abgabe
auf der gegeniiberliegenden Zelleseite spricht man von Transzytose.
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1.2 Parazellularer Transport

Die Zell-Zell-Kontakte der Tight Junction bestehen aus Multiproteinkomplexen, welche die
Epithelzelle netzartig im apikolateralen Bereich umgtrten und dadurch eine Grenze zwischen
apikal und basolateral bilden (Abbildung 1, links). Diese Grenze hat zwei Funktionen: Zum
einen verhindert sie die Diffusion transmembranaler Proteine zwischen apikaler und basolate-
raler Zellmembran (,Fence“-Funktion) und héalt so die Zellpolarisation aufrecht (Assémat et al.,
2008, Shin et al., 2006). Zum anderen verhindert die Tight Junction die ungehinderte Diffusion
von Substanzen zwischen den Zellen hindurch (,Gate“-Funktion), wobei der Interzellularspalt
keine nennenswerte Barriere darstellt (Fromter, 1972).

Anders als ihre Bezeichnung Tight Junction bzw. Zonula occludens suggeriert, ist sie jedoch
nicht in allen Epithelien vollig dicht, sondern ermdglicht in vielen Epithelien den passiven
Durchtritt von lonen und Wasser auf dem parazellularen Transportweg (Abbildung 1, Mitte).
Die Regulation dieses Transportweges erfolgt durch die im ndchsten Abschnitt vorgestellten
Tight Junction-Proteine. Es handelt sich um transmembranale Proteine, die sowohl mit be-
nachbarten Proteinen der gleichen Membran (cis-Interaktion) als auch mit Proteinen der
Membran der gegeniberliegenden Zelle (trans-Interaktion) interagieren. Erst durch diese An-
ordnung vermogen sie den parazellularen Weg abzudichten oder selektiv durchlassig zu ma-
chen (Abbildung 1, rechts).
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Abbildung 1: Aufbau der Tight Junction. Links: Anschnitt dreier Epithelzellen mit Darstellung
des Tight Junction-Netzwerkes und der basalwéarts darunter angeordneten Adherens Junction
(Nach (Krstic, 1978)). Mitte: Parazellularer Transportweg und Tight Junction-Strange, beste-
hend aus Proteinen benachbarter lateraler Zellmembranen. Rechts: Modell der cis- und trans-
Interaktion von Tight Junction-Proteinen (Claudin-15, nach Daten von Suzuki et al., 2015).

2 Tight Junction-Proteine

Tight Junctions der ,lecken® Epithelien sind sehr viel permeabler fur lonen als die der ,dichten®
oder der ,undurchlassigen® Epithelien. Diese grof3e Variabilitat ergibt sich aus der unterschied-
lichen Protein-Zusammensetzung der Tight Junctions sowie ihrer Ultrastruktur. Die Proteine
der Tight Junction bestimmen nicht nur die jeweils typischen Permeabilitats- bzw. Barriereei-
genschaften der Tight Junction unterschiedlicher Gewebe, sondern werden auch unter physi-
ologischen Bedingungen reguliert und durch pathologische Einflisse — zum Teil dramatisch —
verandert (Schneeberger & Lynch, 2004, Krug et al., 2014, Ginzel & Yu, 2013, Beyenbach,
2003).
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Obwohl die Ultrastruktur der Tight Junction schon vor mehr als vier Jahrzehnten beschrieben
wurde (Staehelin 1969a; Staehelin, 1973), war ihre molekulare Zusammensetzung lange un-
bekannt. Erst 1993 wurde das erste integrale Membranprotein der Tight Junction entdeckt und
Occludin genannt (Furuse et al., 1993). Nach und nach wurden vier Proteinfamilien identifiziert,
zunéachst die Claudine (Furuse et al., 1998; Tsukita et al., 2001; Mineta et al., 2011), dann die
Familie der JAMs (Martin-Padura et al., 1998) und die Familie der TAMPs, zu denen Tricellulin,
MarvelD3 sowie das schon bekannte Occludin gehdort (Ikenouchi et al., 2005; Steed et al.,
2009; Raleigh et al., 2010). Als letztes wurde die die Familie der Anguline entdeckt (Higashi et
al., 2013).

Eine Ubersicht Uber die vier Proteinfamilien der Tight Junction gibt Abbildung 2.
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Abbildung 2: Die vier Familien der transmembranalen Tight Junction-Proteine und einige ihrer
Eigenschaften. Die Claudine und die TAMPS (Occludin, Tricellulin und MarvelD3) weisen vier
Membrandurchgéange auf, wahrend die Anguline und JAMs einen Membrandurchgang besit-
zen. Als charakteristische molekulare Eigenschaften ist das PDZ-Bindemotiv bei den Claudi-
nen und JAMs markiert sowie die MARVEL-Doméne bei den TAMPS und die ELL-Doméne
bei Occludin und Tricellulin. Die Tight Junction-Proteine unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
bevorzugten Lokalisation in der bizellularen Tight Junction (Claudine, Occludin, JAMs) und der
trizellularen Tight Junction (Tricellulin, Anguline) (veréandert nach Gonzalez-Mariscal, 2012,
Bauer et al., 2014).

2.1 Claudine

Die Claudine bilden die grof3te Familie der Tight Junction-Proteine. Sie umfasst nach derzeiti-
gen Forschungsstand bei Mammalia 27 Mitglieder (Mineta et al., 2011). Besonderheiten be-
stehen darin, dass Claudin-13 bei Nagern, aber nicht beim Menschen vorkommt (Fujita et al.,
2006) und dass Claudin-24 und -27 nicht in die Tight Junction gelangen (Mineta et al., 2011).

Allen Claudinen gemein ist der Aufbau aus vier Transmembrandomanen, intrazellular einem
kurzen N-terminalen, einem langeren C-terminalen Bereich und einer kleinen Schleife, sowie
zwei extrazellularen Loops, wovon der erste gréf3er als der zweite ist.
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Die GroR3e der Claudine variiert zwischen 20 und 36 kDa. Eine Gruppe der Claudine wird auf-
grund von Sequenzhomologien als "klassische" Claudine bezeichnet (Claudine 1-10, 14, 15,
17, 19), wahrend alle Gbrigen gréf3ere Unterschiede aufweisen und "nicht-klassische" Claudine
genannt werden (Krause et al., 2008).

Die meisten Claudine (Ausnahmen: Claudine 12, 19a, 21 und 24-27 (Guinzel & Fromm, 2012,
Stiffler et al., 2007)) besitzen C-terminal ein PDZ-Motiv (siehe Abbildung 2, rot gestrichelte
Kastchen), Uber das sie mit peripheren Tight Junction-Proteinen verbunden sind (siehe Ab-
schnitt 2.5 Periphere Tight Junction-Proteine).

Bis 2001 ging man davon aus, dass alle Claudine mehr oder weniger abdichtende Funktion
besitzen —was damals zu ihrer Namensgebung (lat. claudere, schlie3en) fuhrte (Furuse et al.,
1998). Die bei lecken Epithelien offensichtliche hohe lonenpermeabilitéat der Tight Junction
wurde bis dahin allein auf Unvollstandigkeit und/oder eine geringe Zahl der von den Tight
Junction-Proteinen gebildeten Strange zuriickgefihrt.

Umso groRer war die Uberraschung, als im Jahr 2001 gezeigt wurde, dass die Uberexpression
eines einzelnen Tight Junction-Proteins — Claudin-2 — den transepithelialen Widerstand nicht
steigert, sondern im Gegenteil sogar senkt (Furuse et al., 2001) und dass Claudin-2 kationen-
selektive Kanéle bildet (Amasheh et al., 2002).

Spater wurde fur mehrere weitere Claudine entdeckt, dass sie Kanaleigenschaften besitzen,
wobei diese entweder fur Kationen, fir Anionen oder fiir Wasser bevorzugt permeabel sind
(siehe Tabelle 1). Es handelt sich hierbei um parazellular verlaufende Kanéle, die — anders als
die Vielzahl der apikalen und basolateralen Membrankanéle — die Zellmembran nicht kreuzen
und aus Proteinen zweier lateraler Zellmembranen bestehen. Voraussetzung fir die Kanalbil-
dung (ebenso wie fiir die Abdichtungsfunktion barrierebildender Tight Junction-Proteine) ist
die Interaktion der extrazellularen Schleifen gegenlberliegender und benachbarter Proteine
(trans- und cis-Interaktion, Abbildung 1 rechts).

Claudine besitzen somit ein weites Funktionsspektrum und sind hauptverantwortlich fur die
Barriereeigenschaften und Selektivitat der Tight Junction (Glnzel & Fromm, 2012).

Viele Claudine, wie z.B. Claudin-1, -3, -4 und -5, fihren zu einer Abdichtung der Tight Junction.

e Claudin-1 ist ein fur die Abdichtung unabdingbarer Bestandteil der Epidermis. Im Knock-
out-Modell fiihrt ein Fehlen von Claudin-1 zu massivem, tédlichem Wasserverlust (Furuse
et al., 2002).

¢ Claudin-3 ist ein ubiquitar exprimiertes Claudin, das abdichtende Funktion hat (Milatz et al.,
2010) und zudem eine hohe Ahnlichkeit mit Claudin-4 aufweist, das bei Uberexpression zu
einem starken Abfall der Kationendurchlassigkeit, aber nicht der Permeabilitat fir Anionen
fuhrt (Van Itallie et al., 2001). Sowohl Claudin-3 als auch Claudin-4 haben Einfluss auf Tight
Junction-Komplexitéat (Colegio et al., 2002) und -erscheinungsbild (Furuse et al., 1999,
Milatz et al., 2010, Van Itallie et al., 2001).

¢ Claudin-5 ist wichtiger Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke, wo es barrierebildende Funktion
aufweist, welche im Knockout und durch stabile Transfektion von Zelllinien nachgewiesen
werden konnte (Amasheh et al., 2005, Nitta et al., 2003).

Andere Claudine dagegen besitzen kanalbildende Eigenschaften (Krug et al., 2012a), wobei
sie nicht nur den transepithelialen Widerstand (TER) als MaR fur die Gesamtionenleitfahigkeit
erniedrigen, sondern auch ladungsselektiv sind.

e Claudin-2, war das erste als kanalbildend beschriebene Tight Junction-Protein (Furuse et
al., 2001) und erwies sich als selektiv durchlassig fur kleine Kationen (Amasheh et al., 2002)
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und fur Wasser (Rosenthal et al., 2010). Es wird typischerweise in lecken, proximalen Seg-
menten réhrenférmiger Epithelien wie dem proximalem Tubulus (Kiuchi-Saishin et al., 2002)
oder dem Dunndarm (Rahner et al., 2001, Van ltallie et al., 2008) stark exprimiert. Auch
wird oft eine Heraufregulation von Claudin-2 unter pathologischen Bedingungen, wie z.B.
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beobachtet (Heller et al., 2005, Zeissig et
al., 2007). Hierbei wird es unter anderem durch proinflammatorische Zytokine wie TNFa
reguliert (Mankertz et al., 2009).

e Claudin-15 ist ein weiterer kationenselektiver Kanalbildner (Colegio et al., 2002, Van lItallie
et al., 2003). Es wird im Darm exprimiert (Fujita et al., 2006, Inai et al., 2005) und bewirkt
hier durch die Rezirkulation des durch den Natrium-Glukose-Symporter SGLT1 aufgenom-
menen Na*, dass die Glukoseresorption effektiv funktionieren kann (Tamura et al., 2011).
Claudin-15 ist das erste Claudin, dessen Rontgenkristallstruktur aufgeklart wurde (Suzuki
et al., 2014, Suzuki et al., 2015). Dies stellt einen entscheidenden Durchbruch, u.a. fir die
Modellierung der Kanaleigenschaften von molekular ahnlichen Claudinen, dar (Conrad et
al., 2015; Abschnitt 11.2).

e Claudin-10 stellt ein besonderes kanalbildendes Tight Junction-Protein dar — es existiert
namlich in zwei Spleilvarianten, die sich nur im ersten extrazellularen Loop unterscheiden,
was aber zur Folge hat, dass die Variante Claudin-10b kationenselektiv ist, wahrend Clau-
din-10a anionenselektive Kanéle ausbildet (Glinzel et al., 2009b, Van lItallie et al., 2006).

¢ Claudin-17 ist ein Tight Junction-Protein, das parazellulare Kanale mit einer klaren Anio-
nenselektivitdt ausbildet. Bezliglich der Entdeckung der Kanaleigenschaft dieses Claudins
und deren molekularer Determinanten wird auf die eigenen Publikationen der Abschnitte
[1.1 und II.2 verwiesen (Conrad et al., 2015, Krug et al., 2012b)

Je nach verwendetem System der Analyse, aber auch abhangig von dem Vorhandensein an-
derer Claudine, ergeben sich fiir einige Claudine unterschiedliche Einflisse auf die parazellu-
lare Barriere.

¢ Claudin-4 wurde als ein fur Kationen abdichtendes Claudin beschrieben (Van lItallie et al.,
2001), kann aber auch zusammen mit Claudin-8, das ebenfalls ein abdichtendes Claudin
ist, zu einer weiteren Permeabilitatserhéhung fir Anionen fihren (Hou et al., 2010).

e Claudin-16 wurde in friilhen Untersuchungen als kanalbildendes Claudin fir Mg?* und Ca?*
beschrieben (Giinzel et al., 2009a, Hou et al., 2005). In anderen Untersuchungen zeigte
sich dann, dass Claudin-16 allein nicht diesen Effekt bewirkt (Kausalya et al., 2006) und
eher auf die Natriumpermeabilitat wirkt (Hou et al., 2007). Nach heutigem Kenntnisstand
wirkt Claudin-16 nur zusammen mit Claudin-19 kanalbildend (Hou et al., 2008, Peng et al.,
2011).

Derartige unterschiedliche oder sogar widerspriichliche Befunde unterstreichen, wie variabel
die Eigenschaften der Tight Junction in Abhangigkeit von Expressionen unterschiedlicher
Claudine sind und welch entscheidende Bedeutung die Interaktion und Regulation der einzel-
nen Claudine fir die parazellulare Barriere besitzen.

Einen Uberblick uber die hinsichtlich ihrer Barriereeigenschaften derzeit charakterisierten
Claudine (einschlieRlich der im folgenden Abschnitt besprochenen TAMPS) gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1 Kanal- und barrierebildende Tight Junction-Proteine. Die hier nicht aufgefiihrten
Claudine 12, 13, 18a, 20 bis 27 sowie MarvelD3 sind entweder bisher nicht eindeutig charak-
terisiert oder nicht in der Tight Junction lokalisiert (hach Krug et al., 2014, Ginzel & Yu, 2013),
aktualisiert)

Kanalbildende Tight Junction-Proteine Literatur
Kationenselektive Kanalbildner
Claudin-2 (Amasheh et al., 2002)
Claudin-10b (Gunzel et al., 2009b, Van Itallie et al., 2006)
Claudin-15 (Colegio et al., 2002, Van ltallie et al., 2003)

Claudin-16 + Claudin-19  (Hou et al., 2008, Peng et al., 2011)
Anionenselektive Kanalbildner

Claudin-7 (Hou et al., 2006)
Claudin-10a (Ginzel et al., 2009b, Van ltallie et al., 2006)
Claudin-17 (Krug et al., 2012b), siehe 1.1

Claudin-4 + Claudin-8 (Hou et al., 2010)
Wasserpermeable Kanalbildner
Claudin-2 (Rosenthal et al., 2010)

Barrierebildende Tight Junction-Proteine
Kationenselektive Barrierebildner
(Permeabilitat flr Anionen ist starker verringert als fur Kationen)
Claudin-7 (Alexandre et al., 2007, Alexandre et al., 2005)
Anionenselektive Barrierebildner
(Permeabilitat fir Kationen ist starker verringert als fir Anionen)

Claudin-1 (Inai et al., 1999, McCarthy et al., 2000)

Claudin-3 (Milatz et al., 2010)

Claudin-4 (Hou et al., 2006, Hou et al., 2010, Van Itallie
et al., 2001)

Claudin-5 (Wen et al., 2004)

Claudin-6 (Sas et al., 2008)

Claudin-8 (Angelow et al., 2007, Yu et al., 2003)

Claudin-9 (Sas et al., 2008)

Claudin-11 (Van Itallie et al., 2003)

Claudin-14 (Ben-Yosef et al., 2003)

Claudin-18b (Jovov et al., 2007)

Ladungsunselektive Barrierebildner

Occludin (Balda et al., 1996, McCarthy et al., 1996, Van
Itallie et al., 2010)

Tricellulin (Krug et al., 2009a)

2.2 TAMPs

Auch die Familie der TAMPs (Tight Junction-associated MARVEL proteins (Raleigh et al.,
2010)) durchspannt die Membran viermal und stellt somit trotz der Bezeichnung "Tight Junc-
tion-assoziiert" echte Tight Junction-Proteine dar. Es besteht keine Sequenzhomologie mit den
Claudinen. TAMPs zeichnen sich durch eine allen Mitgliedern gemeinsame MARVEL (MAL
and related proteins for vesicle trafficking and membrane link)-Domane aus (siehe Abbildung
2, blau gestrichelte Kastchen). Diese Doméne umfasst die vier Transmembran-Helices, die mit
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spezialisierten Cholesterol-reichen Membranmikrodoméanen assoziiert ist und bei der Bioge-
nese von Vesikel-Transport-Carriern und Tight Junction-Regulation beteiligt ist (Sanchez-
Pulido et al., 2002). Zu ihren Mitgliedern zahlen Occludin, Tricellulin (MarvelD2) und MarvelD3.

Occludin und Tricellulin (nicht aber MarvelD3) besitzen eine sog. ELL-Doméne nahe dem C-
Terminus (siehe Abbildung 2, braun gestrichelte K&stchen). Hierbei handelt es sich um eine
konservierte Gruppe von RNA-Polymerase-Il-Elongationsfaktoren, deren Funktion in diesen
Proteinen unbekannt ist (DiMartino et al., 2000).

Die TAMPs unterscheiden sich trotz ihrer partiellen strukturellen Gemeinsamkeit hinsichtlich
ihrer Barriereeigenschaften betrachtlich (Raleigh et al., 2010).

e Occludin ist in seiner Barrierefunktion oft widersprichlich charakterisiert und diskutiert wor-
den; es wurde deswegen eine eher regulatorische Funktion vermutet. Wahrend sich zum
Beispiel im Knockdown in Zellkulturen (Yu et al., 2005) und der Maus (Schulzke et al., 2005)
keine Effekte auf den Widerstand oder lonenpermeabilitaten zeigen, fiuhrt die Uberexpres-
sion von Occludin zur Erh6hung des transepithelialen Widerstands (McCarthy et al., 1996,
Van ltallie et al., 2010). Neuere Daten legen auch einen Einfluss verminderter Occludin-
Expression auf die Makromolekilpermeabilitat (Buschmann et al., 2013) nahe, wobei es
unter niedriger Occludin-Expression zur Umverteilung eines anderen TAMPs, dem Tricel-
lulin, kommt (Ikenouchi et al., 2008). Aufgrund solcher Umverteilungen sind auch die wider-
spruchlichen Befunde fiur die Barriere erklarbar: Bei Occludin-Reduktion kénnen andere
abdichtende Tight Junction-Proteine wie das Tricellulin das fehlende Occludin ersetzen und
den Funktionsverlust weitgehend ausgleichen (Glunzel & Fromm, 2012, Krug et al., 2014).
Tricellulin ist hauptsachlich in den Kontaktpunkten dreier Zellen lokalisiert (Ikenouchi et al.,
2005) und kann homo- und heteromere Komplexe bilden (Westphal et al., 2010). Tricellulin
konnte als abdichtendes Tight Junction-Protein charakterisiert werden, welches in der tri-
zellularen Tight Junction, die als potentieller Schwachpunkt der parazellularen Barriere gilt
(Ikenouchi et al., 2005, Staehelin et al., 1969b, Walker et al., 1985), Einfluss auf die Per-
meabilitat fir groRere Moleklle hat (Krug et al., 2009a).

¢ MarvelD3 kommt in zwei SpleiBvarianten vor (Steed et al., 2009) und ist in ersten Untersu-
chungen widerspriichlich in seinen Eigenschaften beschrieben. Der Knockdown von Mar-
velD3 fuhrte bei unterschiedlichen Autoren zu einem Anstieg (Steed et al., 2009) oder einer
Abnahme (Raleigh et al., 2010) des transepithelialen Widerstands. Die Funktion von Mar-
velD3 innerhalb der Tight Junction-Barriere ist somit noch unklar. Allerdings wurde kirzlich
eine wesentliche Beteiligung von MarvelD3 in der Regulation von epithelialer Proliferation,
Zellmigration und der Uberlebensfahigkeit tiber den MAPK-Signalweg beschrieben (Steed
et al., 2014).

2.3 Anguline

Bei den Angulinen (Higashi et al., 2013, Iwamoto et al., 2014) handelt es sich um die jingste
Gruppe der Tight Junction-Proteine. Sie weisen eine Membrandomane auf und sind den Im-
munglobulinen ahnlich (Higashi et al., 2013, Masuda et al., 2011).

Zwar waren ihre Mitglieder bereits seit langerem bekannt, z.B. Angulin-1 unter den Namen
LSR (lipolysis-stimulated lipoprotein receptor; (Yen et al., 1999)), doch wurde ihre Lokalisation
innerhalb der trizelluldaren Tight Junction sowie ein Einfluss auf die korrekte, trizellulare Loka-
lisation von Tricellulin erst kirzlich nachgewiesen (Furuse et al., 2012, Masuda et al., 2011).

Weitere Mitglieder der Angulin-Familie sind Angulin-2/ILDR1 (Hauge et al., 2004) und Angulin-
3/ILDR2 (Higashi et al., 2013, Masuda et al., 2011). Alle Anguline durchspannen die Membran
dabei nur einmal, weisen eine immunglobulindhnliche Struktur auf (Ig-Doméne siehe Abbil-
dung 2, griin gestricheltes Kastchen) und sind an der vollstandigen Entwicklung der tri-, aber
davon auch abhangigen bizellularen Tight Junction-Barriere beteiligt. Dabei wurde auch eine
Funktion bei der Rekrutierung und Lokalisation von Tricellulin in die trizellularen Tight Junction
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beobachtet (Furuse et al., 2014, Higashi et al., 2013, Masuda et al., 2011). Die Anguline selbst
werden Uber JNK1/2-abhangige Phosphorylierung an die trizellularen Kontakte gebracht
(Nakatsu et al., 2014).

24 JAMs

Die Familie der Junctional adhesion molecules (JAM) durchspannt die Tight Junction ebenfalls
einmal und ist an Funktionen in der Tight Junction-Neubildung (Ebnet et al., 2004) und der
Translokation von Immunzellen beteiligt (Martin-Padura et al., 1998). Die JAM-Proteine wer-
den abhéangig von ihrer Homologie in zwei Untergruppen unterteilt, wobei die eine JAM-A,
JAM-B und JAM-C umfasst und die zweite aus CAR (Coxsackie and adenovirus receptor),
ESAM (Endothelial cell-selective adhesion molecule) und JAM-4 besteht (Ebnet et al., 2004).
JAMs besitzen zwei Ig-Doménen (siehe Abbildung 2, griin gestrichelte Kastchen) und kénnen
Uber PDZ-Bindemotive (siehe Abbildung 2, rot gestricheltes Kastchen) ahnlich wie die Clau-
dine mit peripheren Tight Junction-Proteinen interagieren (siehe Abschnitt 2.5, Periphere Tight
Junction-Proteine).

2.5 Periphere Tight Junction-Proteine

Eine Vielzahl weiterer Proteine, die keine transmembranalen Domanen besitzen, ist am Auf-
bau und der Regulation der Tight Junction beteiligt. Diese sind mit den "echten" Tight Junction-
Proteinen intrazellular assoziiert und werden daher auch als "Tight Junction-assoziierte Prote-
ine“ bezeichnet. Um Verwechslungen mit dem Namensbestandteil der TAMPs zu vermeiden,
bevorzugen wir den Begriff "Periphere Tight Junction-Proteine" (Gonzalez-Mariscal, 2012).

Die peripheren Tight Junction-Proteine sind in den meisten Fallen mit den Tight Junction-Pro-
teinen Uber PDZ-Doménen (PSD-95/Discs Large/Z0O-1-Doméne) verbunden (siehe auch Ab-
bildung 2, rot gestrichelte Késtchen). Die PDZ-Domaéne ist eine modular aufgebaute Protein-
interaktionsdoméne, die sequenzspezifisch mit der C-terminalen Sequenz Glu-Ser/Thr-Asp-
Val interagiert (Doyle et al., 1996). Neben dieser Sequenz werden aber auch einige andere
Sequenzen aus vier Aminosauren erkannt, wobei der C-Terminus eine hydrophobe Amino-
saure, in der Regel Valin, ist (Nourry et al., 2003). Beispielsweise enden die meisten Claudine
mit einer PDZ-Domanen-bindende Sequenz, die auf Valin endet (Roh & Margolis, 2003).

Viele der peripheren Tight Junction-Proteine haben regulatorische Funktionen (Bauer et al.,

2010), manche fungieren aber auch als Geristproteine (Scaffolding proteins) und sind Uber

Aktin- und Myosinfibrillen mit dem Zytoskelett verbunden (Van ltallie et al., 2009, Van ltallie et

al., 2015). Zu den peripheren Tight Junction-Proteinen zahlen unter vielen anderen (Van Itallie

& Anderson, 2014):

— Z0O-1 bis Z0O-3 ("Zonula occludens"; (Haskins et al., 1998, Jesaitis & Goodenough, 1994,
Stevenson et al., 1986)) als bekannteste Vertreter der MAGUKs (membrane-associated
guanylate kinases). Die Namensgebung "Zonula occludens" erfolgte 1986, als die echten
Tight Junction-Proteine noch unentdeckt waren.

— PAR (partitioning defective)

— MAGI (membrane-associated guanylate kinase with an inverted arrangement of protein-
protein interaction domains)

— MUPP1 (multiple PDZ domain protein 1).

3 Ultrastruktur der Tight Junction

Das Strangnetzwerk des Tight Junction an den Kontaktstellen zweier benachbarter Epithelzel-
len (bizellulare Tight Junction), welches die parazellulare Durchlassigkeit reguliert, wurde be-
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reits lange vor seiner molekularen Zusammensetzung durch gefrierbruchelektronenmikrosko-
pische Analysen nachgewiesen (Staehelin, 1973, Staehelin et al., 1969a, Staehelin et al.,
1969b). Die Tight Junction-Strange sind dabei auf beiden Seiten der Bruchebenen erkennbar.
Wahrend sie sich auf der protoplasmatischen Seite (P-Face) deutlich abheben, bilden sie auf
der exoplasmatischen Seite (E-Face) Rinnen, die zu P-Face-Seite komplementér sind (Easter

et al., 1983) (Abbildung 3).

Dieses Netzwerk kann sehr unterschiedlich ausgebildet sein. Wichtige morphometrische Pa-
rameter der Auswertung von Gefrierbriichen sind (i) die Anzahl und Ausdehnung der horizontal
zur apikalen Membran orientierten Strange, (ii) Diskontinuitaten im Verlauf dieser Strange, (iii)
die Ausbildung der Strange in linearer oder partikelartiger Form und (iv) die Maschenform in
rechteckiger oder kurvig-runder Ausbildung.

Die Zahl der horizontalen Strange steht in einer logarithmischen Relation zum transepithelialen
Widerstand (Claude, 1978, Claude & Goodenough, 1973, Marcial et al., 1984). Diese Relation
blieb jedoch nicht unwidersprochen (Martinez-Palomo & Erlij, 1975) und trifft offenbar nicht fur
Vergleiche unterschiedlicher Epithelien zu.

Abbildung 3: Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahme von Tight Junctions aus Clau-
din-transfizierten HEK-Zellen. Erkennbar ist der Ubergang der Bruchebene zwischen P-Face
und E-Face. Balken = 10 ym (eigene Aufnahme).

Das Auftreten von Strangdiskontiuitaten >20 nm geht mit einer Barrierestorung einher und tritt
zum Beispiel an entziindlich veranderten Darmepithelien auf (Zeissig et al., 2007, Schulzke et
al., 1998, Marin et al., 1983).

Das Auftreten von partikelartigen Strangen, die im Gegensatz zu linienférmigen Strangen wie
Perlschnire aussehen, scheint charakteristisch fur die Gegenwart bestimmter Claudine zu
sein, insbesondere fur den Kationen- und Wasserkanalbildner Claudin-2 (Furuse et al., 2001).
Partikelartige Strange deuten demnach auf eine eher durchlassige Tight Junction hin, wobei
bisher offen bleibt, ob die Partikelartigkeit selbst eine funktionelle Bedeutung besitzt oder nur
ein Hinweis auf die Art der vorhandenen Claudine darstellt.

Die meisten Tight Junction-Netzwerke zeigen ein unregelmafiges, eher rechteckférmiges Er-
scheinungsbild. Dagegen wird ein kurvig-rundes Erscheinungsbild bei Claudin-3 oder Claudin-
4 exprimierenden Tight Junctions gefunden (Furuse et al., 1999, Milatz et al., 2010, Van ltallie
etal., 2001). Auch fir diesen Parameter ist bisher ungeklart, ob er Ursache oder Epiph&nomen
veranderter Barriereeigenschaften darstellt.
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Im Zusammenhang mit der oben genannten Partikelartigkeit wird die Assoziation von Tight
Junction-Partikeln mit der protoplamatischen oder extrazellularen Bruchseite der Membran far
Aussagen Uber die Interaktion von Tight Junction-Proteinen herangezogen. Eine Verschie-
bung von einer Praferenz zur anderen kénnte dabei dann auch Hinweis auf veranderte Barri-
ereeigenschaften der Tight Junction geben (Liebner et al., 2000, Piontek et al., 2008, Wolburg
et al., 1994)

Wenn ohne weiteren Zusatz von "Tight Junction" gesprochen wird, ist zumeist die zwischen
zwei benachbarten Zellen angeordnete bizellulare Tight Junction (bTJ, siehe Abbildung 4) ge-
meint. Es zeigte sich jedoch schon friihzeitig ultrastrukturell (Menco, 1988, Staehelin, 1973)
und vor wenigen Jahren auch molekular (Ikenouchi et al., 2005, Krug et al., 2009a), dass am
Kontaktpunkt dreier Zellen eine spezialisierte und funktionell hochinteressante Struktur exis-
tiert, die trizellulare Tight Junction (tTJ). An diesem Punkt treffen die bizellularen Tight Junc-
tions von drei (oder zuweilen vier) Zellen aufeinander und konvergieren in lateraler Richtung
(Abbildung 4). Aus elektronenmikroskopischen Bildern wurde abgeleitet, dass die tTJ eine
Zentralpore (Central Tube) mit einer Lange von etwa 1 pum und einem Durchmesser von 10
nm ausbilden (Menco, 1988, Staehelin, 1973, Wade & Karnovsky, 1974, Walker et al., 1994,
Walker et al., 1985). Schon friihzeitig wurde postuliert, dass diese Struktur aufgrund ihrer An-
ordnung und ihres Durchmessers einen Schwachpunkt des Tight Junction-Netzwerks und ei-
nen Ort erhéhter Permeabilitét fir Solute darstellt (Ikenouchi et al., 2005, Staehelin et al.,
1969b, Walker et al., 1985).

In Abschnitt 1.5 wird dargestellt, wie diese Eigenschaft der tTJ fir potentielle Absorptionsen-
hancer fiir makromolekulare Pharmaka ausgenutzt werden kann (Krug et al., 2013).

Abbildung 4: A: Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahme einer trizellularen Tight
Junction (tTJ); bTJ: bizellulére Tight Junction; MV: Microvilli (eigene Aufnahme). B: Tight
Junction-Netzwerk bestehend aus bi- und trizellularen Tight Junctions; modifiziert nach
Menco, 1988.
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4 Funktionelle Analyse der Tight Junction

Der wohl am haufigsten bestimmte Messwert zur funktionellen Charakterisierung der Trans-
porteigenschaften eines Epithels ist der transepitheliale Widerstand (TER; R!). Er ist ein rezi-
proker Parameter der Permeabilitat (exakt: der elektrischen Leitfahigkeit) fur die lonen der
umgebenden Flissigkeit. Fur die Beurteilung der Kanal- oder Barriereeigenschaften der Tight
Junction ware es allerdings von Vorteil, den Widerstand nur des parazellularen Weges zu er-
mitteln; der TER setzt sich jedoch aus Anteilen des transzellularen und des parazellularen
Weges zusammen und ist somit nur bedingt als Maf? der Widerstandseigenschaften der Tight
Junction geeignet (siehe Abschnitte 4.1 und 4.2). Zur Beurteilung der Eigenschaften der Tight
Junction waren dartber hinaus die Permeabilitaten fur Kationen und Anionen (also die La-
dungsselektivitat) und fur einzelne lonensorten (siehe Abschnitt 4.3) sowie flr ungeladene
Molekile unterschiedlicher Gré3e wichtig (siehe Abschnitt 4.4).

4.1 Widerstandsmessung in der Ussingkammer

Fur Messungen des TER sind zwei Methoden gebrauchlich. Eine ausfihrliche Darstellung ha-
ben wir z.B. in (Glnzel et al., 2010) gegeben, darum hier nur kurz:

- Zwei-Elektrodenmessungen an Zellkulturfiltern mittels "Chopstick-Elektroden” (Jovov et al.,
1991). Vorteile hierbei sind die Einfachheit und Wiederholbarkeit der Messungen, Nachteil die
Schwierigkeit der Konstanthaltung der Messbedingungen wie Elektrodenabstand zum Epithel,
Temperaturkonstanz und entstehende Solutpolarisation aufgrund fehlender Lésungsumwal-
zung.

- Vier-Elektrodenmessungen an Zellkulturfiltern oder nativen Epithelflachen einschlieRlich Bi-
opsie-Praparaten in der "Ussingkammer" (Ussing, 1949). Vorteile sind die hohe Messgenau-
igkeit aufgrund optimierter fester Anordnung von stromeinspeisender und spannungsmessen-
der Elektroden sowie die lange Uberlebensdauer des Préaparats in der Kammer. Die Ussing-
kammer ermoglicht zudem die Messung des aktiven lonentransports (Kurzschlussstrom, Isc)
(Clarke, 2009, Brown & O'Grady, 2008).

Die Ussingkammer stellt die Basis der in den folgenden drei Abschnitten vorgestellten Metho-
den dar.

4.2 Ein-und Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie

Mit Hilfe der Impedanzspektroskopie kdnnen die Ergebnisse der TER-Messung weiter aufge-
schliisselt werden. Die theoretischen Grundlagen von Impedanzmessungen an Epithelien wur-
den bereits vor Jahrzehnten gelegt (Teorell, 1946, McClendon, 1936, Clausen et al., 1979).

Wir unterscheiden heute zwischen zwei Formen, Ein- und Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie
(Fromm et al., 2009):

Die Ein-Wege-Impedanzspektroskopie unterscheidet zwischen dem Widerstand der Epithel-
zellschicht (R®") und darunter liegenden subepithelialen Schichten (RS*). Rs“* wird bei nativen
Epithelien durch adharente Bindegewebs- und Muskulaturschichten und bei Zellkulturen durch
den Filtersupport gebildet. Die Summe aus R®" und RS ergibt den TER. Die genaue Bestim-
mung von R®? ist auch bei Zellkulturen fur die Auswertung der Zwei-Wege-Impedanzspektro-
skopie wesentlich (siehe Gleichungen 2 und 3, in Gl. 2 als Kehrwert G verwendet). Fir native
Epithelien sei die Bedeutung der Ein-Wege-Impedanzspektroskopie an einem Beispiel erlau-
tert, bei dem aufgrund entziindlicher Prozesse das Darmepithel durchlassiger, das Subepithel
jedoch verdickt ist. So kann die Situation auftreten, dass R®"' abnimmt, R%"® jedoch zunimmt,
so dass eine reine TER-Messung keine signifikante Anderung zeigen wirde (Zeissig et al.,
2007).
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Neben den bereits erwahnten ohm'schen Komponenten R®' und RS enthalt das in Abbildung
5A dargestellte Modellschaltbild eines Epithels auch einen Kondensatorelement (C®). C®
wird durch die kapazitiven Eigenschaften der Doppellipidschicht der Zellmembranen gebildet.

Bei der Impedanzspektroskopie macht man sich die kapazitiven Eigenschaften der Membra-
nen zunutze, da diese frequenzabhéngig leitfahig sind. Appliziert man Wechselstréme unter-
schiedlicher Frequenzen, wird der kapazitive Blindwiderstand bei einer Frequenz von nahe
0 Hz unendlich grof3, da der gesamte Strom Uber den dem epithelialen Widerstand entspre-
chenden R-Teil des RC-Gliedes und den in Serie geschalteten RS fliel3t. Der erhaltene Wert
bei Frequenzen nahe 0 Hz gibt somit den Gesamtwiderstand R! wieder. Bei Anlegen sehr
hoher Frequenzen (mehrere 10 kHz, Extrapolation gegen unendlich) lauft R' gegen Null, da
der gesamte Strom Uber den Kondensator und am Parallelwiderstand vorbei- und schlie3lich
durch den Serienwiderstand Rs“* hindurchflieRt, so dass bei hohen Frequenzen folglich nur
RsU® ermittelt wird.

Die Auftragung der komplexen Daten einer Frequenzreihe zwischen beiden Extrema in einem
Nyquist-Diagramm ("Cole-Cole-Plot"), der Phasenwinkel von —90° des kapazitiven Stroms ge-
gentber dem Strom durch einen Ohm’schen Widerstand wird durch die um 90° gedrehten
Achsen der Zahlenebene reprasentiert (Abbildung 5C).

Der Imaginarteil der komplexen Impedanz, der durch die kapazitiven Eigenschaften des
Epithels zustande kommt, wird dabei auf der Ordinate gegen den Realteil der komplexen Im-
pedanz, die dem Ohm'schen Widerstand entspricht, auf der Abzisse aufgetragen.

Das erhaltene Kreissegment der Impedanzmessung stellt eigentlich die Uberlagerung zweier
Kreissegmente dar, welche die Eigenschaften der apikalen und der basolateralen Membran
widerspiegeln. Solange diese ahnliche Zeitkonstanten aufweisen, tiberlagern sie sich zu einem
Kreissegment. Veranderte Eigenschaften einer Membranseite lassen sich somit bereits durch
den Kurvenverlauf erkennen.

Die komplexe Impedanz Z einer Parallelschaltung aus Ohm'schen Widerstand R und einer
Kapazitat C setzt sich aus dem Realteil Z. und dem Imaginéarteil Z, zusammen, wobei C ge-
malf (Gleichung 1) berechnet wird:

1

/Zim /max

Cepl =

mit w = Kreisfrequenz, definiert als Frequenz am Maximum von Zim.
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I. Einleitung

Abbildung 5: Elektrische Schaltbildmo-
delle eines Epithels. A: Stark verein-
fachtes Modell, bei dem das Subepithel
durch Widerstand R®*® und das Epithel
durch Widerstand R®' sowie den kapa-
]R"H“{] [Para  zitiven Eigenschaften der Membranen
(C®") reprasentiert werden (Modell fir
Eine-Wege-Impedanzspektroskopie).
B: Modell, bei dem zwischen parazel-
s 2o lularem Weg (Widerstandselement
R* A* RP¥®) und den transzellularem Weg
(Widerstand R"™" und Kapaztat C°®)
unterschieden wird (Modell fur Zwei-
Wege-Impedanzspektroskopie).

= C: Auftragung der realen und imagin&-
‘ Zis ‘ ren Anteile der Impedanz (Zre, Zim) €i-
> ner Impedanzmessung im Nyquist-Dia-
gramm. Bei zunehmenden Frequenzen
(w2 ) verringert sich der Realteil Ze
bis zum Wert des subepithelialen Wi-
derstands R®, wahrend Z.. bei niedri-
gen Frequenzen (o= 0) die Summe
Y * von subepithelialem und epithelialem
‘ Widerstand repréasentiert (R' = RS +
C=1w,, . B R®P). Die zur Berechnung von C®' ver-
wendete Wert w stellt die Frequenz
dar, bei der Zin sein Maximum erreicht

(modifiziert nach Krug et al., 2009b).

}

co

1

Jros oo

1

Rsub 7 0= R5ub+ [epl

o

Zim

Mit der Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie kann dartber hinaus zwischen transzellularem
Widerstand (R"") und parazellularem Widerstand (RP2?) unterschieden werden (Abbildung
5B). Hierzu wird die Bestimmung einer zusatzliche MessgréRe bendétigt, da sich R"™"s und Rra@
nicht direkt aus dem Nyquist-Diagramm ableiten lassen und das System ansonsten unterbe-
stimmt ware (Krug et al., 2009b, Kottra & Fromter, 1984).

Diese zusatzliche MessgrofRe wird gewonnen, indem selektiv RP22 (oder R"") perturbiert wird
(Krug et al., 2009b). Dies geschieht zum Beispiel durch Gabe des Ca?'-Chelators EGTA,
wodurch der Zusammenhalt der Adherens Junction und damit auch der Tight Junction aufge-
hoben und der parazellulare Weg gedffnet wird. In Vorversuchen wurde fur verschiedene Zell-
linien verifiziert, dass der transzellulare Weg hierdurch nicht beeinflusst wird.

Gleichzeitig zu dieser Modifikation von RP#2 wird eine Fluxmessung (siehe 5.4) durchgefihrt,
wobei in Abhangigkeit des zu untersuchenden Zellsystems ein ausschlief3lich parazellular
durchtretender Stoff, z.B. Fluoreszein verwendet wird. Wenn nun der parazellulare Weg durch
EGTA geoffnet wird, nimmt der parazellulare Flux proportional zu dieser Anderung zu, so dass
anhand der Fluxanderung und der Anderung des direkt messbaren R®" RP&2 ynd R"™" {iber
die Leitfahigkeiten (G), die den Kehrwert des jeweiligen Widerstands darstellen, ermittelt wer-
den konnen (Gleichung 2).

Gepl = Glrans + GpPara = Gans + 1/(k x Jriuoreszein) (2

mit k = Konstante; J = Flux
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Die transzellulare Leitfahigkeit kann dabei direkt aus der Auftragung der Messwerte von G/

gegen den Flux J als Schnittpunkt mit der y-Achse abgelesen werden, wahrend die parazellu-

lare Leitfahigkeit auf zwei Weisen bestimmt werden kann:

e GPa kann nach Ermittlung von G"" aus Gleichung 2 und aus der Steigung k - J errechnet
werden.

¢ GP¥2 kann unter Verwendung der Fluxverhaltnisse des parazellularen Markers vor und nach
EGTA-Gabe und den Daten der Impedanzanalyse ermittelt werden (Gleichung 3).

RPL  .REP .<1_M>

Rpara — 7 EGTA machEGTA\™ JnachEGTA -
M.(Repi _gepi )
Jnach EGTA \ VoT EGTA "nach EGTA

4.3 Dilutions- und biionische Potentialmessungen

Die Selektivitat von Epithelien fur lonen bzw. deren Ladungsklassen lassen sich in Ussing-
kammern aus Diffusionspotentialen ermitteln, indem man lonengradienten tGber dem Epithel
aufbaut.

Um beispielsweise die Permeabilitdten fir Na* und CI' zu messen, wird ein Teil des in der
Badlésung vorhandenen NaCl in einer der Ussing-Halbkammern durch eine ungeladene,
isoosmotische Substanz, Mannitol, ersetzt. Dadurch ist das NaCl verdiinnt (daher die Bezeich-
nung Dilutionspotential), ohne dass osmotische Anderungen auftreten. Wenn die Permeabili-
taten fur Na* und CI- unterschiedlich sind, bildet sich eine transepitheliale Potentialdifferenz AE
aus. Sie ist positiv auf der verdiinnten Seite, wenn die Permeabilitat fir Na*™ grof3er ist als die
fur CI, und negativ, wenn fur ClI- eine h6here Permeabilitat als fir Na* vorliegt.

Aus der umgeformten Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung lassen sich aus dem Permeabilitats-
verhaltnis Pna/Pci die einzelnen Permeabilititen berechnen (Gleichung 3,4,5; (Hou et al.,
2005)).

AE/s).,ap _ bl
PNa 10(AE/5) aAcp —4cl

= 3
Pci  ayh—10(E/9).qBL 3
_ G'RT A
cl — [NaCl]'FZ'(1+PNa/PCl) ( )
Pna G'RT-Ppgq
Py, =P = 5
Na = 5Clp., ™ [NaCl]-F2-(14+Pyqo/Pci)Pel ®)

mit AE = Ep — Eap mit Korrektur des Liquid Junction-Potentials; s = 2,303(RT/F); a =
lonenaktivitat; ap = apikal; bl = basolateral, R = Universale Gaskonstante; T = Abso-
lute Temperatur; F = Faradaykonstante; [NaCl] = NaCl-Konzentration; G =
transepitheliale Leitfahigkeit = 1/R'

Auf ahnliche Art kdnnen die Permeabilitditen anderer monovalenter lonen bestimmt werden,
indem Na* zum Teil gegen das zu messende Kation ersetzt wird und das resultierende, nun
biionische, transepitheliale Potential gemessen wird (Gleichung 6).

a bl bl a
Px _ ane+(Pct/Pna)adi—10%E/S)-(ag +(Pc1/Pna)ag]

6
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Ahnliche Messungen und Berechnungen sind auch fiir divalente Kationen (Gleichung 7), sowie
Anionen (Gleichung 8) moglich, so dass man differenzierte Aussagen uber die lonenselektivi-
tat erhalt und so Aufschluss Uber die Beschaffenheit und Dimensionen der beteiligten parazel-
luldaren Kanale gewinnt (Eisenman, 1962).

AE
Px _ —nna=(Pci/PNa)ncrzcl mitn = z - AE ap;10” /S‘aap 7)
PNa NxZx S 107°E/s—1
z = Ladungszahl des jeweiligen lons
a bl a bl

Pci 10@E/9agP—ay_p

4.4 Permeabilitatsmessungen von parazellularen Markern unterschiedlicher
GrolRe

Weitere Permeabilitdtseigenschaften lassen sich tber die Messung von Fluxen verschiedener
parazellularer GroRenmarker erhalten. Hierbei kbnnen entweder radioaktiv markierte Substan-
zen wie Harnstoff, Mannitol, Inulin oder Polyethylenglykole (PEG) unterschiedlicher GréRRen
verwendet werden (Ghandehari et al., 1997) oder Fluoreszenz-markierte Dextrane (Sanders
et al., 1995).

Die zu vermessende Substanz wird dabei auf einer Seite des Epithels in die Ussing-Halbkam-
mer gegeben, wenn moglich unter ausgeglichenen Bedingungen mit unmarkierter Substanz
auf der anderen Seite. In definierten Zeitintervallen werden Proben auf der anderen Seite ge-
nommen und der Flux (J) nach Standardformeln aus den Konzentrationen der Substanz, die
das Epithel durchquert hat, berechnet. Die Permeabilitat fur die betreffende Substanz ergibt
sich aus dem Quotienten aus Konzentration und Flux und erméglicht Aussagen uber die Gro-
Benlimitierung des Durchtritts.

5 Molekulare Analyse von Tight Junction-Proteinen

Da die spezifischen Permeabilitédtseigenschaften der Tight Junction maRgeblich tber die Zu-
sammensetzung und Interaktion der Tight Junction-Proteine, allen voran der Claudine, be-
stimmt werden, ist die Analyse des molekularen Aufbaus dieser Interaktionen fur das Ver-
standnis der Barriere- oder Kanalfunktion unerlasslich.

Die hierbei verwendeten Methoden erfordern zwar im Vergleich einen anteilmaRig gréReren
Aufwand, werden allerdings hier nur kurz vorgestellt, da es sich weitgehend um zell- und mo-
lekularbiologische Standardmethoden handelt.

5.1 Mutagenese

Schon frih, als trotz der hohen Sequenzéhnlichkeit die ersten stark unterschiedlichen Eigen-
schaften von Claudinen erkannt wurden, riickte die molekulare Analyse von Aminosauren und
ihrer Einflisse auf die Funktionalitat in den Fokus des Interesses.

Sequenzvergleiche von Claudinen gleicher und gegensatzlicher Barriere- bzw. Kanaleigen-
schaften lieRen hierbei erste Motivgemeinsamkeiten erkennen und gaben Hinweise auf poten-
tiell wichtige Aminoséauren, die die Funktionalitit eines Claudins beeinflussen kdnnten.
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Zur Aufklarung dieser Eigenschaften werden die interessierenden Aminosauren tber Site-di-
rected Mutagenesis gegen andere Aminoséaurereste ausgetauscht. AnschlieRend werden die
resultierenden Mutanten in Zellkultursystemen Uberexprimiert und elektrophysiologisch unter-
sucht, wodurch der Einfluss auf die parazellulare Barriere erkennbar wird.

Claudin-2, das als erstes kanalbildendes Claudin entdeckt wurde, wurde bisher am intensivs-
ten erforscht. Die negativ geladene Aminosaure Aspartat, die innerhalb des ersten extrazellu-
laren Loops bei Claudin-2 an Position 65 lokalisiert ist, wurde als essentiell fir die Ausbildung
von Kationenkanaleigenschaften beschrieben (Yu et al., 2009). Auch im ebenfalls Kationen-
kanéle ausbildenden Claudin-15 wurde durch ladungsumkehrende Mutagenese die analoge
Position Glutamat-64 als Position, die die Ladungsselektivitat bestimmt, ermittelt (Colegio et
al., 2002).

Aber auch fiir andere Claudine wurden schon einige Aminosaurereste untersucht, deren Vor-
handensein essentiell fur die jeweiligen Claudin-typischen Eigenschaften sind. Die Ausbildung
der anionenselektiven Kanéle des Claudin-10a hangt beispielsweise von den Argininen an
Position 32 und 59 ab (Van lItallie et al., 2006). Fur das barrierebildende Claudin-5 wurden die
in allen Claudinen konservierten Cysteine der Claudin-Signatur W-x(15, 20)-[Gn]-L-W-x(2)-C-
X(8,10)- C-x(15, 16)-[gR] (Glinzel & Yu, 2013), welche bei diesem an Position 54 und 64 sitzen,
als notwendig zur Aufrechterhaltung der Abdichtung beschrieben (Wen et al., 2004)

Wahrend lange Zeit die Selektivitdtseigenschaften dem ersten extrazellularen Loop zuge-
schrieben wurden (Krause et al., 2008), zeigten neuere Untersuchung, dass auch der zweite
extrazellulare Loop dabei eine Rolle spielt. In Claudin-5 fihrten Substitutionen der Aminosau-
ren Arginin-145, Tyrosin-148 und -158, sowie Glutamat-159 zu einem Verlust der abdichten-
den Eigenschaften (Piehl et al., 2010).

5.2 Molekulare Modellierung der Kanaleigenschaften

Die Befunde von Mutagenesestudien wurden, da es bis vor kurzem keine Strukturdaten zu
Claudinen gab, zum Modellieren hypothetischer Claudinstrukturen verwendet, um letztendlich
die molekularen Mechanismen der Abdichtung oder der spezifischen Kanalbildung aufzukla-
ren.

Bisher wurden die meisten Studien zum Verstandnis des Claudin-2-Kanals unternommen.
Uber Cystein-Scanning-Mutagenese konnte die ungefahre Lage verschiedener Aminosauren
innerhalb des Kanals bestimmt werden (Angelow & Yu, 2009, Li et al., 2013, Yu et al., 2009).
Dazu wurden diese Aminoséauren zunachst gegen Cysteine substituiert und diese dann utber
deren Sulfhydrylgruppe an thiol-reaktive raumfordernde Substanzen gekoppelt. Bei einer Po-
sitionierung der Aminosaure innerhalb des Kanals wirde dieser durch den grofRen Rest ver-
schlossen, so dass die urspringlichen Permeabilitaten fur verschiedene lonen verloren gin-
gen, wahrend bei einer Position aulRerhalb des Kanals der grof3e Rest keinen Einfluss auf die
Permeabilitaten hatte. Durch solche Untersuchungen und anschlieRende Berechnungen tber
Brown’sche Dynamik-Simulationen konnte fir Claudin-2 ein erstes Modell der Kanaldimensi-
onen berechnet werden (Yu et al., 2009).

Durch die Verdffentlichung der ersten Rontgenkristallstruktur zweier Claudine, Claudin-15
(Suzuki et al., 2014) und Claudin-19 (Suzuki et al., 2015), ist die Analyse der funktionell be-
deutsamen Aminosauren um einiges leichter geworden. Unter Verwendung dieser Strukturen
kénnen andere Claudine modelliert werden und Vermutungen Uber Aminosaurerestinteraktio-
nen angestellt werden. Solche Vermutungen kdnnen dann mit Mutagenesestudien verbunden
und experimentell bestétigt werden.
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Die hier skizzierten Methoden wurden in einer in Abschnitt .2 dargestellten Studie angewandt
und erstmals ein hypothetisches Modell eines Claudin-Anionenkanals prasentiert (Conrad et
al., 2015).

6 Fragestellungen

Tight Junction-Proteine besitzen sowohl abdichtende als auch Durchlassigkeit vermittelnde
Eigenschaften. Im Sinne dieses Dualismus ergeben sich mehrere Fragestellungen, aus denen
sich zwei Unterthemen dieser Habilitationsschrift ergeben:

1. Fir Durchlassigkeit vermittelnde Tight Junction-Proteine stellt sich zun&chst die Frage, wel-
che Proteine dies sind, in welchen Organen sie lokalisiert sind und welche Funktion sie dort
austiben. Mit der Funktion einhergehend ergibt sich zudem auch die Frage nach den moleku-
laren Determinanten der Permeabilitatsvermittiung. Die ersten beiden Arbeiten behandeln
diese Fragestellungen in Bezug auf Claudin-17.

2. Fur abdichtende Tight Junction-Proteine ergeben sich zunachst die gleichen Fragen wie
unter 1. dargestellt, dann aber die Frage nach Mdglichkeiten, die Tight Junction-Durchlassig-
keit transient zu steigern, um die Aufnahme von ansonsten kaum resorbierbaren pharmakolo-
gischen Wirkstoffen zu erméglichen ("drug uptake enhancing"). Dies ist das gemeinsame
Oberthema der dritten bis flinften Arbeit.

Auf der Basis der vorliegenden Resultate wird in der Diskussion abschliel3end die Frage be-
handelt, auf welche Weise gréfiere Molekile generell durch die Tight Junction gelangen, (i)
durch sich stochastisch 6ffnende und schlieende Unterbrechungen in bizellularen Tight Junc-
tion-Strangen oder (ii) durch die Zentralpore der trizellularen Tight Junction.
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ll. Eigene Arbeiten

1 Claudin-17 bildet parazellulare Anionenkanale aus

Uber Claudin-17 war bis auf eine hohe Verwandtschaft und Clusterung mit Claudin-8 (Yu et
al., 2003) nichts bekannt, weder seine Organlokalisation noch seine Funktion. Claudin-8 wirkt
zwar tendenziell anionenselektiv, ist aber insgesamt ein Barrierebildner (Angelow et al., 2007,
Yu et al., 2003). Umso uberraschender war der Befund der hier dargestellten Arbeit, dass
Claudin-17 parazellulare Kanale mit Anionenselektivitat ausbildet.

Dies wurde auf Zellkulturebene sowohl in Uberexpressions- als auch Knockdown-Experimen-
ten gezeigt. Die fur Claudin-17 beobachtete Ladungsselektivitat wurde dabei auf die Amino-
saureposition 65, welche in Studien an anderen Claudinen bereits als fur die Ladungsselekti-
vitat wichtig befunden wurde, zurtickgefuhrt.

Die Expression von Claudin-17 wurde in murinen Geweben auf mRNA- und Proteinebene im
Gehirn und vor allem in der Niere nachgewiesen. Die Lokalisation von Claudin-17 in den Seg-
menten des Nephrons wurde tUber Immunfluoreszenzfarbungen unter Verwendung geeigneter
Segmentmarker aufgeklart und ergab die starkste Expression im proximalen Tubulus, abneh-
mende Werte bis zum frihdistalen Tubulus und keine Expression im Sammelrohr.

Hinsichtlich der funktionellen Bedeutung von Claudin-17 als parazellularer Anionenkanal wur-
den folgende Uberlegungen angestellt: Im proximalen Tubulus findet die Chloridresorption
hauptsachlich parazellular statt (Planelles, 2004, Aronson & Giebisch, 1997) und auch im frih-
distalen Tubulus wird von einem parazellularen Chloridtransportweg ausgegangen
(Subramanya & Ellison, 2014). Wir schlagen daher vor, dass die parazellulare Chloridresorp-
tion im proximalen Nephron Claudin-17 vermittelt wird. Unbekannt sind gegenwartig die rela-
tiven Beitrage von Claudin-17 und einem weiteren Anionenkanalbildner, Claudin-10a, der
ebenfalls im proximalen Tubulus vorkommt.

Uber 80% des glomerular filtrierten Bicarbonats (HCO3), das wichtig fir die Saure-Basen-
Regulation des Korpers ist, wird bereits im proximalen Tubulus resorbiert (Cogan et al., 1979).
Dies erfolgt hauptsachlich transzellular tber die Carboanhydrase, die meisten Carboanhyd-
rase-unabhangigen Transportsprozesse laufen jedoch parazellular ab (Lang et al., 1982). Dem
Claudin-17 konnte hierfir eine zentrale Rolle zukommen, da bisherige Daten zu Claudin-10a
eher keine Bicarbonatpermeabilitéat vermuten lassen (Giinzel et al., 2009b). Auch im dicken
aufsteigenden Ast der Henleschleife, in der Claudin-10a nicht exprimiert ist (Giinzel et al.,
2009b), findet parazellulare Resorption von Bicarbonat statt (Capasso et al., 2002), so dass
auch hier eine Beteiligung von Claudin-17 denkbar wére.

Somit kann festgestellt werden, dass die genaue Funktion von Claudin-17 im Nephron (z.B.
durch Analyse isolierter Tubuli) bisher nicht aufgeklart ist, doch weisen diese ersten Befunde
darauf hin, dass es eine Rolle bei der parazellularen Anionenresoprtion im Nephron spielen
kann. Unabhangig von diesen Uberlegungen ist, dass mit Claudin-17 ein weiteres anionenka-
nalbildendes Tight Junction-Protein identifiziert wurde.

Krug SM, Gunzel D, Conrad MP, Rosenthal R, Fromm A, Amasheh S, Schulzke JD, Fromm
M (2012) Claudin-17 forms tight junction channels with distinct anion selectivity. Cell. Mol. Life
Sci. 69: 2765-2778

Erganzende Informationen sind als Supplement verfligbar unter:
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00018-012-0949-
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DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00018-012-0949-x
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2 Molekulare Grundlagen der Anionenselektivitat von Claudin-17

Bereits in der ersten Arbeit Gber Claudin-17 (Abschnitt I1.1) wurde die Aminosaure K65 als fur
die Ladungsselektivitat von Claudin-17 essentiell beschrieben. Eine geladene Aminoséure an
dieser Position im ersten extrazellularen Loop — je nach Claudin auch um einige Positionen
versetzt — ist auch in anderen Claudinen maf3geblich an der Selektivitat beteiligt (Yu et al.,
2009, Van ltallie et al., 2006, Hou et al., 2010, Colegio et al., 2002, Angelow & Yu, 2009).
Daneben wurden weitere geladene Aminosauren als wichtig fir die Ladungsselektivitat be-
schrieben.

Die nachfolgende Arbeit zu Claudin-17 verkniipft erstmals funktionelle Analysen des Effekts
der einzelnen Aminosaurereste mit einem Strukturmodell eines Claudins.

Hierzu wurden zunachst Aminosaurereste beider extrazellularer Loops im Detail untersucht,
indem ladungsumkehrende oder neutralisierende Mutationen durchgefiihrt und der Einfluss
auf die Anionenpermeabilitat bestimmt wurde.

AnschlieBend wurden die aus den generierten Mutationen erhaltenen funktionellen Befunde
auf ein Modell der Struktur von Claudin-17 Ubertragen. Dieses baut auf die unmittelbar zuvor
publizierte Kristallstruktur von Claudin-15 auf (Suzuki et al., 2014), einem kationenselektiven
Kanalbildner (Tamura et al., 2008, Tamura et al., 2011). Dies ist dadurch gerechtfertigt, dass
Proteine mit zumindest partieller Sequenzhomologie zumeist eine vergleichbare Sekundéar-
und Tertiarstruktur ausbilden.

Deutlich zeigte sich, dass die Aminosauren, fur die wir einen Effekt auf die lonenpermeabilitat
und die Ladungsselektivitdt fanden, vorwiegend an der fir Claudin-17 angenommenen Pore
liegen und somit die Eigenschaften des Anionenkanals determinieren. Auf der Basis dieser
Ergebnisse wurde schlie3lich ein Porenverlauf des Claudin-17-basierten Anionenkanals vor-
geschlagen (siehe Fig. 5) und eine hypothetisches Architektur dieses Kanals im Claudin-17-
Polymer eines Tight Junction-Stranges prasentiert (siehe Fig. 7).

Conrad MP*, Piontek J* (*shared first authorship), Ginzel D, Fromm M, Krug SM (2016)
Molecular basis of claudin-17 anion selectivity. Cell. Mol. Life Sci. 73(1): 185-200

Erg&nzende Informationen sind als Supplement verfigbar unter:
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00018-015-1987-y

38


http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00018-015-1987-y

Il. Eigene Arbeiten

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00018-015-1987-y

39-54



Il. Eigene Arbeiten

3 Die perineurale Barriere lasst sich kurzfristig iber Regulation von Clau-
din-1 6ffnen

Absorptionsenhancer oder -verstéarker sind Substanzen, die die Aufnahme von hydrophilen
Soluten, vor allem Medikamenten, erleichtern sollen. Als Angriffspunkt bietet sich dabei die
Tight Junction aufgrund des schnellen und die Zellen selbst nicht alterierenden Transports
durch die Epithel- bzw. Endothelzellschicht an.

Das in den vorangegangenen Abschnitten dargestellte Claudin-17 beeinflusst — wie andere
kanalbildende Claudine auch — selektiv den Durchtritt kleiner lonen, ohne die Permeabilitat fir
groRere Solute wesentlich zu beeinflussen. Die Hochregulation von kanalbildenden Claudinen
wie Claudin-2, Claudin -10a oder -10b, Claudin-15 und Claudin-17 ist daher untauglich, die
parazellulare Resorption groRerer Molekile von Medikamentwirkstoffen zu steigern.

Der erfolgversprechendere Ansatz besteht darin, stattdessen barrierebildende Tight Junction-
Proteine wie z.B. Claudin-1 transient herabzuregulieren und so eine Permeabilitatserhéhung
fur grolRere Molekile zu erzielen.

Die folgende Arbeit beschéftigt sich mit der Modulation der parazellularen Barriere des Peri-
neuriums, das die Nervenfaserbindel umgibt und die Blut-Nerven-Barriere darstellt (Pina-
Oviedo & Ortiz-Hidalgo, 2008). Das Ziel dieser Modulation war es, den Durchtritt von Lokal-
analgetika durch das Perineurium fir die Aufnahme in den peripheren Nerven zu ermdglichen.
Die hierbei benutzte Methode, namlich die perineurale Injektion hypotoner Salzlésung, ist fur
ihre permeabilitatssteigernde Funktion bekannt (Rapoport, 2000), stellt aber selbst eine
schmerzausldsende Behandlung dar und ist daher in der Praxis nicht anwendbar. Allerdings
eignet sie sich hervorragend, um ihren Wirkmechanismus, der zu einer Herabregulierung von
Claudin-1 fuhrt, aufzuklaren. Es zeigte sich, dass hypertone Salzlésung die Metalloproteinase
9 (MMP9) aktiviert, welche Uber ihre nicht-katalytische Doméne an das dem Low-density Lip-
oproteinrezeptor-ahnliche Protein-1 bindet. Diese triggert die Phosphorylierung der extrazellu-
lar regulierten Kinase 1/2 (Erk1/2), wodurch es dann zur Herunterregulation von Claudin-1
kommt.

Perineurale Injektionen mit Komponenten dieses Signalwegs hatten alle die gleiche Herabre-
gulation zur Folge, wodurch es zu verstarktem Durchtritt und der Wirkung des als Testsubstanz
verwendeten Analgetikums [D-Ala2,N-Me-Phe4,Gly5-ol]-Enkephalin (DAMGQO) kommt.

Wir postulieren, dass die Aufklarung von Signalwegen, die zur Barrieredffnung fiihren, die Ge-
nerierung spezifischer Modulatoren zur Aufnahmeverbesserung von Medikamenten erleich-
tert.

¢ In einer Folgearbeit (Sauer RS, Krug SM, et al., 2014; siehe Liste ausgewéahlter Publikati-
onen) wurde die Offnung der Blut-Nerven-Barriere tiber Regulation von Claudin-1 weiter
erschlossen.

Hackel D, Krug SM, Sauer RS, Mousa SA, Bocker A, Pfliicke D, Wrede EJ, Kistner K, Hoff-
mann T, Niedermirtl B, Sommer C, Bloch L, Huber O, Blasig IE, Amasheh S, Reeh PW, Fromm
M, Brack A, Rittner HL (2012) Transient opening of the perineurial barrier for analgesic drug
delivery. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 109(29): E2018-E2027

Erganzende Informationen sind als Supplement verfligbar unter:
http://www.pnas.org/content/109/29/E2018.abstract?tab=ds
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4 Die parazellulare Durchlassigkeit kann tber Tight Junction-Protein-spezi-
fische Liganden reguliert werden

Nicht nur der Einsatz von bereits bekannten Absorptionsenhancern wie dem in Abschnitt I1.5
behandelten Caprat oder der in Abschnitt I1.3 beschrieben Regulation von Signalwegen fir
Claudin-1 sind Ansatze zur Permeabilitatssteigerung der Tight Junction. Auch die zielgerich-
tete Generierung von bindenden Peptiden ist eine Moglichkeit zur Regulation der Tight Junc-
tion-Durchlassigkeit.

Dabei wird auf bereits bekannte Peptide mit Tight Junction-Protein-bindenden Eigenschaften
zurlckgegriffen. Fur das pathogene Bakterium Clostridium perfringens ist bekannt, dass es
die epitheliale Barriere mit Hilfe seines Toxins, Clostridium perfringens-Enterotoxin (CPE)
durchbricht. CPE ist ein kleines Protein, dessen N-terminaler Bereich die zytotoxische Doméne
darstellt, wahrend die C-terminale Doméane die Rezeptorbindung vermittelt (Katahira et al.,
1997, Hanna et al., 1992). Die Rezeptoren dieser Bindung sind Claudin-3 und Claudin-4
(Sonoda et al., 1999), wobei die Bindung jeweils Giber den zweiten extrazellularen Loop erfolgt
(Fujita et al., 2000).

Um spezifischere Bindungen an das Claudin zu erhalten, wurde mittels Phage Display nach
Bindung mutierter C-CPEs, welche von den C-terminalen Aminosauren 184-319 abgeleitet
wurden, gescreent. Die nicht leicht zu synthetisierenden Claudine wurden fur das Display von
einem Budded Baculovirus synthetisiert und in ihrer aktiven Form an seiner Oberflache pra-
sentiert (Kakutani et al., 2011).

Aus den zahlreichen Mutanten wurde die C-CPE-Mutation m19, die im Gegensatz zum Wildtyp
C-CPE auch an Claudin-1, -2 und -5 bindet, herausgegriffen und im Detail analysiert, da sie
einen Breitband-Binder darstellen kbnnte. Mittels Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie konnten
wir zeigen, dass die Bindung und folglich Offnung der Tight Junction reversibel und auf rein
parazellularer Ebene erfolgt. Die Permeabilitédt war dabei im Zellkultursystem nur fur kleine
lonen, reprasentiert durch den TER, aber nicht fur grof3e Molekiile erhéht. Im tierexperimen-
tellen Ansatz dagegen wurde auch die Permeabilitat fr Makromolekuile erhéht, was eine kom-
plexere Regulation im Organismus nahe legt.

Die Lokalisation der Claudine wurde durch C-CPE m19 nicht beeinflusst, was unterstreicht,
dass es sich hier um eine Modifikation der Interaktionen der extrazellularen Loops handelte.

Insgesamt stellt die Methode des Budded Baculovirus-Phage Displays eine elegante Methode
zur Generation spezifisch bindender Peptide dar, die es erlaubt, nur bestimmte Komponenten
der Tight Junction anzuvisieren und damit auch das organspezifische Expressionsmuster zu
berlcksichtigen. Hierbei konnen auch andere tber Tight Junction-Proteine wirkende Toxin-
Doménen als Ausgangspunkt gewahlt werden.

e In einem aktuellen Projekt, das kurz vor dem Abschluss steht, wurde in einem neuartigen
Ansatz ein Angulin-Rezeptor — wir nennen ihn Angubindin-1 — aus einer CPE-Mutante er-
zeugt, der Uber die Blockade von Angulin Tricellulin herabreguliert und dadurch die trizel-
luldre Tight Junction fur mittelgroRe und groRe Molekiile 6ffnet.

Takahashi A*, Saito Y*, Kondoh M*, Matsushita K, Krug SM, Suzuki H, Tsujino H, Li X, Ao-
yama H, Matsuhisa K, Uno T, Fromm M, Hamakubo T, Yagi K (2012) Creation and biochemical
analysis of a broad-specific claudin binder.Biomaterials 33(12): 3464-3474 (*shared first au-
thorship)

Erganzende Informationen sind als Supplement verfligbar unter:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961212000361
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5 Caprat reguliert die Permeabilitat fir Makromolekile tber die trizellulare
Tight Junction

Obwohl sie als Angriffspunkt von Regulationen zur Offnung der parazellularen Barriere geeig-
net sind, zeigen die Claudine eher einen Einfluss auf den Durchtritt kleiner lonen. Fur die Tight
Junction insgesamt wird jedoch eine groRenabhangige Selektivitat beobachtet, deren moleku-
larer Grund jedoch bisher nicht aufgeklart war.

Eine gangige Erklarung hierfir wére der etappenweise Durchtritt gré3erer Molekiile durch sich
stochastisch 6ffnende und schlieBende Unterbrechungen der einzelnen Strange im Tight Junc-
tion-Netzwerk (Anderson et al., 2004, Schneeberger & Lynch, 2004).

Wir gehen davon aus, dass stattdessen die Zentralpore der trizellularen Tight Junction diesen
Weg darstellt, da sie zu einem die Dimensionen, fir einen makromolekularen Durchtritt besitzt
(Staehelin, 1973) und zum anderen wir in einer friiheren Arbeit zeigen konnten, dass vermin-
derte Expression von Tricellulin den Durchtritt von Makromolekilen durch die trizelluléare Tight
Junction verstérkt (Krug et al., 2009a).

Auch in der hier vorgestellten Arbeit wurde mittels eines Absorptionsenhancers — des Fettsau-
resalzes Caprat (n-Decanat) — eine Modifikation der Tight Junction zur Erzielung einer erhdh-
ten parazellularen Aufnahme von groRen Molekilen eingesetzt mit dem im Vordergrund ste-
henden Ziel, den Effekt und den Wirkmechanismus zu charakterisieren.

Funktionell zeigte sich, dass Caprat reversibel die parazellulare Barriere fir lonen und fir So-
lute bis einschlieB3lich 10 kDa 6ffnet. Auf molekularer Ebene fanden wir, dass Caprat sowohl
das abdichtende Protein Claudin-5 aus der bizellularen Tight Junction als auch Tricellulin aus
der trizellularen Tight Junction dislozierte. Visualisierungsexperimente am konfokalen Mikro-
skop mit Sulpho-NHS-SS-Biotin (607 Da) ergaben dabei, dass der Caprat-induzierte Durchtritt
dieses Soluts durch die trizellulare Tight Junction erfolgt.

¢ Ineiner nachfolgenden Arbeit wurde Laurat (n-Dodecanat), das dem Caprat strukturell ver-
wandt ist, als Absorptionsenhancer verwendet. Dabei zeigte sich, dass Laurat nur Claudin-
5 beeinflusst und nicht auf Tricellulin wirkt. Dementsprechend hatte Laurat auch nur einen
Effekt auf die Permeabilitat fir kleinere Solute bis hin zu mittelgrof3en Molekilen von 650
Da. Dadurch wurde nochmals die Regulation der trizellularen Tight Junction-Barriere als
Durchtrittsort fir Makromolekile durch Tricellulin im Vergleich zur bizellularen Durchl&s-
sigkeit unterstrichen. Diese Arbeit findet sich im Anlageband unter den ausgewahlten Pub-
likationen (Dittmann |, Amasheh M, Krug SM, et al., 2014).

Krug SM, Amasheh M, Dittmann I, Christoffel I, Fromm M, Amasheh S (2013) Sodium caprate
as an enhancer of macromolecule permeation across tricellular tight junctions of intestinal
cells. Biomaterials 34(1): 275-282
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1 Die molekularen Eigenschaften von Claudinen machen ihre Funktion in-
nerhalb der Tight Junction aus

Fur die transzelluldre Barriere oder Passage von hydrophilen Soluten durch die Zellmembran
besteht eine deutliche Arbeitsteilung durch grundsétzlich unterschiedliche Molekilklassen: Die
Barriere wird durch die Phosholipiddoppelschicht gebildet und der Passageweg durch Kanal-
und Carrierproteine der Zellmembran.

Fur den parazellularen Weg ist dies anders: Sowohl die Barriere- als auch die Passagefunktion
werden von den Vier-Membrandomanen-Proteinen der Tight Junction ausgeubt. Die Funkti-
onsanalyse von Tight Junction-Proteinen fuhrte daher in der Vergangenheit manchmal zu
Uberraschenden Ergebnissen, wie sich am Beispiel von Claudin-17 gezeigt hat.

Seit der Entdeckung des ersten Tight Junction-Proteins (Occludin) im Jahr 1993 bis zum Jahr
2001/2002 wurde angenommen, dass diese Proteine nur abdichtende Funktion haben kénnen.
Es war dann eine kleine Sensation, als gezeigt wurde, dass eines dieser Proteine (Claudin-2)
den Widerstand vermindert (Furuse et al., 2001), indem es einen parazellular verlaufenden
Kanal fur kleine Kationen bildet (Amasheh et al., 2002).

In den anschlieBenden zehn Jahren wurden weitere Claudine mit permeabilitdtsvermittelnden
Eigenschaften entdeckt und charakterisiert (siehe Tabelle 1 im Abschnitt I.2.1), zuletzt das in
Abschnitt I1.1 erstmals beschriebene Claudin-17, das eine eindeutige Anionenselektivitat auf-
weist (Krug et al., 2012b). Der Vergleich von kationen- und anionenselektiven Claudinen legt
nahe, dass vor allem geladene Aminoséauren des ersten extrazellularen Loops eine Rolle bei
der Selektivitdtsausbildung der Claudine spielen. Hierbei ist vor allem die Position 65 in einigen
Claudinen als entscheidend beschrieben. Daneben sind aber auch andere Positionen in Mu-
tagenesestudien als die Selektivitat beeinflussend gefunden worden. Fir Claudin-17 wurden
dabei neben funktionellen Analysen uber biionische und Dilutionspotentialmessungen der un-
terschiedlichen Mutanten auch erstmals die Positionen in der hypothetischen Struktur unter-
sucht (Abschnitt I1.1; Conrad et al., 2015). Dazu wurde die kurz zuvor publizierte Kristallstruk-
tur von Claudin-15 als Vorlage fir die Modellbildung verwendet. Bei der Ubertragung der im
Experiment die Selektivitat beeinflussenden Positionen auf das Modell zeigte sich, dass diese
Aminosaurereste sich entlang oder am Anfang oder Ende einer Rinne befinden, von der an-
genommen wird, dass sie den Porenverlauf fir die Anionenpassage darstellt. Aminosau-
rereste, von denen sich zeigte, dass sie die Selektivitat nicht beeinflussten lagen, dagegen
weitab von dieser Pore.

Die Verknupfung funktioneller Analysen mit Strukturtiberlegungen stellt einen grof3en Fort-
schritt fur das Verstandnis der Ausbildung und lonenselektivitat von Claudin-basierten Kanalen
dar und kann auch zur spateren, eventuellen Beeinflussung und Modifikation dieser verwendet
werden. Durch gezielte Mutation einzelner Aminosaurereste kann sich eine vollig andere Se-
lektivitat und Ladungspraferenz eines kanalbildenden Claudins ergeben. Da noch zahlreiche
Claudine in ihrer Funktion nicht charakterisiert sind, kdnnten Vergleiche von Strukturmodellen
und der Positionierung geladener Aminosaureresten bereits erste Hinweise, besonders im
Vergleich mit funktionell bereits bekannten Claudinen und ihren Strukturen, auf ihre Funktio-
nalitat geben.

¢ Unsere aktuelle Forschung beinhaltet zwei Aspekte: Erstens, wird die Lokalisation und funk-
tionelle Bedeutung von Claudin-17 an einem in unserem Labor generierten Knockout-
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Mausmodell im Vergleich zur Wildtypmaus untersucht und zweitens wollen wir unseren ers-
ten Modellvorschlag einer Claudin-17-basierten polymeren Pore (Abb. 7 in Conrad et al.,
2015) verifizieren und vervollstandigen.

2 Die Entwicklung spezifischer Absorptionsenhancer zielt auf eine kontrol-
lierte, transiente Offnung der parazellularen Barriere

Eine auf den molekularen Eigenschaften aufbauende Modifikation der Tight Junction-Proteine
koénnte dann auch die Bertcksichtigung des Claudin-Expressionsprofils zu organspezifischen
Anwendungen fuhren, wenn beispielsweise Claudin-bindende Peptide als Shuttle, bzw. Ab-
sorptionsenhancer zur selektiven Wirkstoffaufnahme herangezogen werden.

Dabei kénnen die Absorptionsenhancer ber Mutation und Screening mittels Phage Display
gezielt entwickelt werden, um entweder ein Tight Junction-Protein oder aber mehrere zu bin-
den. Dies wurde am Beispiel des C-CPE m19 gezeigt. Im Vergleich zum Wildtyp-C-CPE be-
sitzt es ein weiteres Wirkspektrum, da es auch an Claudin-1, -2 und -5 bindet. Ein fernes Ziel
in der Expressionsprofil-spezifischen Entwicklung konnte dann die Selektion von Bindern sein,
die zum Beispiel nur bestimmt Komplexe aus spezifischen Claudin-Interaktionen erkennen.

Auch das Verstandnis von Signalwegen, welche die Expression der Tight Junction-Proteine
regulieren, ist bei der Auswahl von modifizierenden Agenzien von Nutzen, wie es sich zum
Beispiel bei der Regulation der Blut-Nerven-Barriere tiber Claudin-1 zeigte. Durch die Aufkla-
rung des Wirkmechanismus hypotoner Salzlésung auf die Barrieredffnung konnten Alternati-
ven zur Injektion mit dieser gefunden werden. Gleichzeitig erdffneten sich dadurch auch wei-
tere Angriffspunkte innerhalb des Signalwegs fur die Claudin-1-abhangige Regulation der
Tight Junction-Barriere.

3 Die parazellulare Passage von Makromolektlen erfolgt Gber die trizellulare
Tight Junction und kann ebenfalls modifiziert werden

Wasser und lonen werden abhangig vom Claudin-Expressionsprofil spezifisch in ihrer para-
zellularen Passage beeinflusst. Daneben wird aber auch eine grél3enabhéngige Selektivitat
beobachtet. Diese deckt einen Bereich von ca. 4 bis 40 A ab (Diamond, 1978) und wurde
bisher unter der Annahme diskutiert, dass sich die physikalische Barriere fir lonen und andere
Solute unterscheidet, da selbst bei hohen Widerstanden grof3ere Solute die Tight Junction
passieren kénnen.

Das daraus resultierende Modell zur Beschreibung der parazellularen Barriere fur ungeladene
Solute beschreibt diese als aus zwei Komponenten bestehend, welche nicht nur unterschied-
lich an sich, sondern auch unabhangig voneinander sind (Watson et al., 2001, Van lItallie et
al., 2008, Van ltallie & Anderson, 2004). Aus Fluxmessungen von PEG-Gemischen eines wei-
ten GroRenspekirums wurden einerseits haufige, groRenlimitierte ,kleine Poren" mit einem
Radius von ungefahr 0,4 nm, und andererseits gréflenunabhangige ,grofl’e Poren", die den
Transport grof3erer Solute erlauben, postuliert.

Hierbei wurde angenommen, dass sich die Permeabilitat fur kleine Solute proportional zu Po-
renanzahl und dem Expressionsprofil der Tight Junction-Proteine verhélt. Auch die Summe
der lonenleitfahigkeiten innerhalb aller Tight Junction-Strange des Netzwerks in Abhangigkeit
der Claudinselektivitéat geht in dieses Modell der lonenleitfahigkeit ein. Da die molekulare
Grundlage der Passage grof3erer Solute unbekannt war, wurde angenommen, dass sie Uber
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reversible und zufallig auftretende Briiche im Strangnetzwerk auftritt und dadurch diese Pas-
sage schrittweise und langsam ablauft, was dazu fuhrt, dass die Passage der grof3en Solute
auch bei hohen Widerstanden stattfinden kénnte (Anderson et al., 2004).

Aus der Charakterisierung des TAMPs Tricellulin konnte dagegen erstmals gezeigt werden,
dass der parazellulare Durchtritt von gro3en Soluten Gber die trizellulare Tight Junction erfol-
gen kann und Tricellulin dabei eine die Abdichtung regulierende Funktion hat (Krug et al.,
2009a);(Abbildung 6). Die Dimensionen der Zentralporen der trizellularen Tight Junction erlau-
ben den Durchtritt der groBRen Molekile. Gleichzeitig sind die trizellularen Tight Junctions im
Vergleich zum bizelluldaren Tight Junction-Netzwerk selten genug, um je nach Epithelmodell
nur wenig Einfluss von auf die parazellulare lonenpermeabilitat zu haben.
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Abbildung 6: Effekt der Tricellulin-Uberexpression in MDCK lI-Zellen auf die Permeabilitat un-
terschiedlich groRer parazellularer Fluxmarker. Schwache Uberexpression von Tricellulin
(TRa) zeigte nur trizellulare Lokalisation (blau), wahrend starke Uberexpression tri- und bizel-
lulare Lokalisation zur Folge hatte (rot). Vektortransfizierte Kontrollen (schwarz) zeigten das
zweiphasige Permeabilitatsprofil wie es bereits in anderen Studien (Watson et al., 2001, Van
Iltallie et al., 2008, Van Itallie & Anderson, 2004) beobachtet wurde. Rein trizellulare Uberex-
pression flhrte zur Abdichtung gegen groRe Molekile (blaue Flache) und scheint eine der
beiden parazellularen Transportkomponenten darzustellen. Zusétzliche bizellulare Uberex-
pression fuhrte zu einer zusatzlichen Abdichtung gegen kleinere Solute (rote Flache; aus
Gunzel & Fromm, 2012 aus Daten von Krug et al., 2009a).

Weitere Evidenz fir die trizellulare Tight Junction als den Durchtrittsort fiir grof3e Solute liefert
die hier beschriebene Arbeit, die sich mit der Regulation und Offnung der parazellularen Bar-
riere mittels des Absorptionsenhancers Caprat beschéftigte.

Caprat wirkte nicht nur auf Claudine, in diesem Fall Claudin-5, sondern auch auf Tricellulin.
Die auftretende Permeabilitditszunahme fiir grofRere Solute bis hin zu ca. 10 kDa legte nahe,
dass hierbei als Durchtrittsort die trizellulare Tight Junction in Frage kommt. Dies wurde noch
durch weitere Befunde mit dem strukturell &hnlichen Laurat, das aber nur auf Claudin-5 wirkt
und dabei auch nur die Permeabilitat fir kleine Molekiile bis 330 Da beeinflusste, unterstri-
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chen. Fur das mittelgrof3e Markermolekil Sulpho-NHS-SS-biotin (607 Da) konnte dann tat-
séachlich die trizellulare Tight Junction als Durchtrittsort nach Inkubation mit Caprat visualisiert
wurden.

Fasst man nun die Ergebnisse und Aussagen der hier beschriebenen Studien zusammen, so
lasst sich ein Modell fur den parazellularen Transport von lonen und von grof3en Molekulen
postulieren, das eine entscheidende Abwandelung der bisher gangigen "Pore and leak path-
way"-Hypothese darstellt (Schneeberger & Lynch, 2004; Anderson et al., 2004). Sowohl diese
Hypothese als auch unser Modell beinhalten zwei Wege, von denen der eine bei beiden gleich
ist, namlich der Weg von lonen und Wasser durch kanalbildende Claudine (Pore pathway,
siehe Abbildung 7A, links). Bei der ,Pore and leak“-Hypothese erfolgt der Durchtritt gro3erer
Molekiile schrittweise durch einzelne horizontale Strange, auf deren stochastische Offnungen
das Molekil warten muss (Leak pathway). In Abbildung 7B ist links der selten auftretende
Zustand der gleichzeitigen Offenheit von vier Strangunterbrechungen eingezeichnet, in der
Regel sind jedoch nur einzelne Strange durchlassig. Dies hat zur Folge, dass der elektrische
Widerstand dieses Weges extrem hoch ist und trotzdem Solute passieren kénnen. Diese Hy-
pothese ist elegant, aber es existiert bisher keine experimentelle Evidenz fur die Existenz oder
gquantitative Bedeutung dieses Mechanismus.

Alle unsere Ergebnisse sprechen daflr, dass stattdessen die Zentralpore der trizellularen Tight
Junction einen bedeutsamen Weg fur Makromolekile darstellt (Abbildung 7B, Mitte). Sie be-
sitzt mit etwa 10 nm einen hinreichenden Durchmesser flr einen makromolekularen Durchtritt
(Staehelin, 1973) und bereits in einer friheren Arbeit konnten wir demonstrieren, dass bei
verminderter Expression von Tricellulin der Durchtritt von Makromolekilen durch die trizellu-
lare Tight Junction verstarkt ist (Krug et al., 2009a).

lonen und Wasser konnen aufgrund ihrer geringen Grol3e ebenfalls relativ ungehindert die
trizellulare Zentralpore das Epithel passieren (Abbildung 7A, Mitte), doch sind diese Zentral-
poren im Vergleich zur Zahl bizellularen Claudin-Kanalen sehr selten. Ein lonendurchtritt ist
deshalb nur in dichten Epithelien nachweisbar, da in diesen Epithelien die parazellulare lonen-
leitfahigkeit Gber die bizellulare Tight Junction gering ist.

Fur Makromoleklle dagegen spielt die trizellulare Zentralpore eine wichtigere Rolle. Claudin-
basierten Kanéle sind fiir einen Makromolekuldurchtritt bei weitem zu eng, wahrend die trizel-
luldare Zentralpore trotz ihrer relativen Seltenheit Gberhaupt erst einen Durchtritt ermdglicht. Die
Durchlassigkeit der trizellularen Zentralpore wird tber trizellular lokalisierte Tight Junction-Pro-
teine wie das Tricellulin reguliert.
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A Small lons B Macromolecules
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Control tubs ~ ® : small ion, e.g. Na* e : channel-forming claudin, e.qg. claudin-2 “
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Abbildung 7: Parazellulare Routen der Passage von kleinen lonen und makromolekularen So-
luten. Dargestellt sind die Tight Junction-Bereiche (TJ) von drei aufeinandertreffenden Zellen.
In dem Bereich, an dem die bizellularen TJs (bTJ) dreier Zellen aufeinander treffen, konver-
gieren die bTJs zur trizellularen TJ (tTJ). Das Inset zeigt die Draufsicht auf die durch die tTJ
geformte Zentralpore bestehend aus Angulinen und Tricellulin. A: Kleine lonen und Wasser
passieren die TJ hauptsachlich Uber die leitfahigen, kleinen Kanale, die durch Claudine gebil-
det werden, aber zu gewissen Anteilen auch uber die tTJ oder Strangbriiche. B: Makromole-
kile kénnen den parazellularen Spalt Gber die seltene und gering-kapazitive tTJ oder aber
Strangbriiche passieren (Krug et al., 2014).
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IV. Zusammenfassung

V. Zusammenfassung

Die Tight Junction determiniert den parazellularen Transport, wobei sie vorwiegend abdich-
tende Funktion hat. Dennoch gibt es zahlreiche Tight Junction-Proteine aus der Familie der
Claudine, die eine Permeabilitat vermitteln, indem sie parazellular verlaufende Kanéle mit Se-
lektivitat fur Kationen, Anionen oder Wasser bilden.

Im ersten Unterthema dieser Habilitationsschrift geht es um ein — wie die Studien ergaben —
kanalbildendes Tight Junction-Protein. Es zeigte sich, dass das bisher nicht charakterisierte
Tight Junction-Protein Claudin-17 einen anionenselektiven parazelluldaren Kanal bildet und
vorwiegend im proximalen Nephron lokalisiert ist. Seine Anionenselektivitat wird von bestimm-
ten geladenen Aminosauren beider extrazellularer Schleifen dieses Claudins verursacht. Die
Ubertragung dieser Aminosaurepositionen auf ein Claudin-17-Strukturmodell ergab, dass sich
diese Aminoséaurereste am Anfang, im Inneren und am Ende eines hypothetischen Porenver-
laufs des Claudin-17-basierten Kanals befinden.

Auf der Basis dieser Ergebnisse waren wir in der Lage, ein erstes hypothetisches Strukturmo-
dell eines Claudinpolymer-basierten Anionenkanals zu préasentieren.

Das zweite Unterthema fokussiert sich auf abdichtende Tight Junction-Proteine. Diese eignen
sich als Angriffspunkte fur parazellular wirksame Absorptionsenhancer. Aufgabe von Absorp-
tionsenhancern ist es, ansonsten schlecht resorbierbare mittel- bis makromolekulare hydro-
phile Solute — z.B. Medikamente — parazellular durch Epi- oder Endothelien zu schleusen,
indem sie eine kontrollierte transiente Offnung der Tight Junction bewirken.

Drei unterschiedliche Lésungsanséatze werden présentiert. In einer ersten Studie wurde der
Signalweg aufgeklart, tber den Absorptionsenhancer an der peripheren Blut-Nerven-Barriere
den Durchtritt von Lokalanasthetika erleichtern, indem sie Claudin-1 herabregulieren. In der
zweiten Studie wurde eine geeignete Mutante des Clostridium perfringens-Enterotoxins be-
nutzt, die mit mehreren abdichtenden Claudinen interagiert und diese funktionsuntiichtig
macht. In der dritten Studie zu diesem Unterthema wurde der Effekt des Fettsauresalzes
Caprat untersucht, mit dem Ergebnis, dass es das abdichtende Protein Claudin-5 aus der bi-
zellularen Tight Junction als auch Tricellulin aus der trizellul&ren Tight Junction dislozierte. Wir
konnten fluoreszenzoptisch zeigen, dass ein 607 Da grof3es Molekiil (Biotin) nach Capratgabe
durch die trizellulare Tight Junction gelangt.

Aus unseren Daten leiten wir eine neuartige Hypothese fiir den Transportweg fur lonen und
Makromolekiile ab: Wéahrend lonen und kleine Solute in quantitativ bedeutsamer Menge durch
Claudin-basierte parazellulare Kanéle der bizellularen Tight Junction passieren, kénnen Mak-
romolekule das Epithel durch die etwa 10 nm grof3e Zentralpore der trizellularen Tight Junction
passieren.
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