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Abstract: Laurate and melittin_effects in the intestinal epithelial cell model HT-
29/B6

Drug absorption across the gastrointestinal epithelium can occur physiologically via
transcellular and paracellular pathways, but may be limited by specific molecular traits.
Hydrophilic drugs pose a special challenge in drug development as they cannot pass
the lipid bilayer of the cell’s membrane without specific uptake mechanisms and depend
on a paracellular passage through the intercellular space. This passage is characterized
by a passive permeability that can be specifically modified through the barrier-forming
proteins of the tight junction.

In the context of optimizing systemic and organ-selective drug application methods, ab-
sorption enhancement attempts the selective and reversible regulation of the epithelial
intestinal barrier, thereby facilitating the temporary passage of macromolecules. Lau-
rate, a medium-chain fatty acid, occuring in foods such as coconut oil, cow’s and human
milk, as well as the xenobiotic peptide melittin, occurring in bee’s poison, have both
come into focus as novel absorption enhancers improving transepithelial drug uptake.
The mechanisms by which they affect the epithelial barrier, however, are not yet fully
understood.

The aim of this study was to analyze the effects of laurate and melittin on paracellular
permeability and tight junction proteins in confluent monolayers of the intestinal epithe-
lial cell line HT-29/B6. Exposure with 3.5 mM laurate resulted in a reversible decrease in
transepithelial resistance down to 50 % of initial values, identified to be the result of an
exclusive drop in paracellular resistance by two-path impedance spectroscopy. Laurate
exposure induced an increase in the permeability for fluorescein (330 Da), whereas
permeability for biotin (600 Da) or FITC-dextran (4 kDa) did not increase. Confocal la-
ser-scanning microscopy revealed a decrease of claudin-5 within tight junction com-
plexes for laurate, without effects on other barrier-forming tight junction proteins includ-
ing tricellulin, a barrier former preventing the paracellular passage of macromolecules.
While 0.3 uM melittin induced a drop in TER down to 60 % of initial values, permeability
did not markedly increase. In accordance with the flux experiments, protein expression
and distribution in melittin-exposed cells remained unchanged.

In conclusion, Melittin does not induce any significant increase in permeability and is
therefore not considered a candidate for absorption enhancement in HT-29/B6 cells.

Laurate, however, induced increased paracellular permeability for smaller molecules



without affecting either tricellular cell contacts or the paracellular passage of macro-
molecules. Laurate’s suitability as an enhancer of a size-selective drug uptake for
smaller molecules suggests minimal adverse effects of an unwanted passage of larger

compounds such as toxins and immunomodulatory agents.



Abstract: Laurat und Melittin: Effekte im intestinalen Epithelzellmodell HT-29/B6

Die Absorption von Medikamenten Uber das gastrointestinale Epithel kann sowohl
trans- als auch parazellular erfolgen, wird jedoch von spezifischen Substanz-
eigenschaften der eingesetzten Stoffe limitiert. In der Medikamentenentwicklung stellen
dabei insbesondere hydrophile Substanzen eine Herausforderung dar, da sie anders als
lipophile Molekile nicht ohne spezifische Transportsysteme Uber die Zellmembran dif-
fundieren kdnnen und sich somit eher fur eine parazellulare Passage durch den Inter-
zellularspalt eignen. Diese Passage ist durch eine passive Permeabilitat charakterisiert,
die spezifisch Uber die barriereformenden Proteine der Tight Junction beeinflusst wer-
den kann.

In der Entwicklung von Absorptionsenhancern wird diesbeziglich die selektive, reversi-
ble Regulation der epithelialen Barriere angestrebt, die eine temporare Passage von
Makromolekllen und somit die gezielte Absorption eines Medikaments ermdglichen
soll. Die mittelkettige Fettsaure Laurat, die u.a. natlrlicherweise in Kuh-, Muttermilch
und Palmfett vorkommt, sowie das xenobiotische Peptid Melittin aus dem Gift der Ho-
nigbiene werden derzeit als Absorptionsenhancer einer transepithelialen Medikamen-
tenaufnahme diskutiert. Die genauen Wirkmechanismen sind bisher jedoch weder fir
Laurat noch Melittin vollstandig verstanden.

Das Ziel dieser Studie war die Analyse der Effekte von Laurat und Melittin auf die para-
zellulare Permeabilitat und die Proteine der Tight Junction in konfluenten Monolayern
der intestinalen Epithelzelllinie HT-29/B6. Die Exposition mit 3,5 mM Laurat resultierte
dabei in einem Absinken des transepithelialen Widerstands auf 50 % der Initialwerte.
Dieser Effekt konnte im Rahmen einer Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie vorrangig
als Veranderung im parazellularen Anteil des transepithelialen Widerstands identifiziert
werden. Die Lauratexposition fUhrte zudem zu einer Zunahme der Permeabilitat far
Fluorescein (330 Da), wahrend die Permeabilitaten fir Biotin (600 Da) und FITC-
Dextran (4 kDa) unter Lauratzugabe unverandert blieben. Immunhistochemisch zeigte
sich fur Laurat eine Abnahme von Claudin-5 in Tight-Junction-Komplexen, jedoch ohne
Effekt auf weitere TJ-Proteine wie das Tricellulin, das als Barriereformer die parazellula-
re Passage von Makromolekulen verhindert.

Wahrend die Zugabe von 0,3 uM Melittin ebenfalls einen Abfall des transepithelialen
Widerstands auf 60 % der Initialwerte bewirkte, kam es zu keinem Anstieg der Permea-

bilitat. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Fluxexperimente zeigte sich auch



keine veranderte Proteinexpression bzw. -distribution unter Melittinzugabe. Melittin fuhr-
te also zu keiner signifikanten Veranderung der Permeabilitat und erwies sich somit
nicht als geeigneter Kandidat fur eine Verstarkung der Absorption in HT-29/B6-Zellen.

Es zeigte sich jedoch, dass Laurat eine verbesserte Permeabilitat fur kleinere Molekule
bewirkt, ohne dabei die trizellulare Barriere oder die Passage von Makromolekulen zu
beeinflussen. Somit eignet sich Laurat als Absorptionsenhancer flr eine grof3en-
selektive Medikamentenabsorption unter Erhalt der intakten Barrierefunktion des Epi-

thels gegen groRere Molekile wie z.B. toxische und immunomodulatorische Noxen.



1 Einleitung

1.1 Pharmakotherapie

Der Erfolg einer Pharmakotherapie wird mafgeblich durch die Kooperationsbereitschaft
des Patienten zur Medikamenteneinnahme bestimmt. So ist es nicht verwunderlich,
dass mangelnde Patientencompliance bezlglich Zeitpunkt, Dosierung und Regelma-
Rigkeit der Medikamenteneinnahme zu den Hauptgrinden fur das Versagen einer me-
dikamentdsen Therapie zahlt (Osterberg & Blaschke, 2005). Ein umsichtiger Einsatz
von Medikamenten durch den Kliniker sowie eine erleichterte Applikation durch den Pa-
tienten kdnnen somit viel zum korrekten Einhalten einer Pharmakotherapie beitragen
(Shahiwala et al., 2011). Die Pharmakodynamik und -kinetik des eingesetzten Pharma-
kons sowie dessen jeweilige Zielstruktur bleiben jedoch fur Erfolg und Wirksamkeit ent-
scheidend (vgl. Herdegen, 2010). Wahrend parenteral verabreichte Medikamente auf-
grund einer schnellen Bioverfligbarkeit und hohen Effizienz im stationaren Bereich sinn-
voll eingesetzt werden kénnen, eignen sie sich nicht fir eine ambulante, oft langerfristi-
ge Pharmakotherapie (Maher et al., 2007). Hier ist die orale Medikamenteneinnahme
Applikationsweg der Wahl.

Diese ist zwar mit einer hoheren Patientenakzeptanz und somit auch besseren Compli-
ance belegt als beispielsweise eine intravendse Medikamentengabe, jedoch mit ander-
weitigen Problemen behaftet (Blackwell,1973; Kucukarslan, 2012). Eines der Hauptpro-
bleme liegt dabei in der oralen Bioverfugbarkeit der eingesetzten Pharmaka. Gerade
peptidbasierte Medikamente, aber auch Peptidomimetika besitzen eine niedrige orale
Bioverfugbarkeit (Aungst et al., 1996), die haufig mit schwankenden und schlecht pro-
gnostizierbaren Plasmakonzentrationen korreliert. Eine Kontrolle der Dosis-Wirkungs-
Zusammenhange und der potentiell toxischen Effekte ist somit erschwert (Aungst et al.,
1996). Unerwilnschte Arzneimittelwirkungen (UAW), die daraus resultieren, kdnnen
wiederum die Kooperationsbereitschaft und das korrekte Einnahmeverhalten des Pati-
enten vermindern (Kucukarslan, 2012). Dies hat das Verordnen hdherer Konzentratio-
nen bei vermeintlicher Unwirksamkeit zur Folge — ein Teufelskreis entsteht, aus dem
schwer auszubrechen ist.

Gleichzeitig kommt es durch die Ausscheidung (und somit Verschwendung) nicht-
resorbierter Medikamentendosen — abgesehen von einer individuellen Belastung des
Patienten — zu zusatzlichen, durchaus relevanten Kosten flr das Gesundheitssystem
(Aungst et al., 1996).



Da sich die Patientencompliance nur zu einem geringen Grad kontrollieren lasst und
von einigen schwer beeinflussbaren externen Faktoren abhangig ist (Kucukarslan,
2012), kdonnte der Schlussel also in der Verbesserung der Resorptionseigenschaften

des applizierten Pharmakons liegen.

1.2 Transzelluldre und parazellulare Resorption

Resorption ist sowohl auf transzelluldrem als auch auf parazelluldrem Wege méglich.’
Auf dem transzellularen Weg kann die Passage sowohl direkt durch Diffusion Uber die
Zellmembran erfolgen, als auch rezeptor-, poren- oder kanalvermittelt. Der transzellula-
re Transport ist dabei energie- und gradientenabhangig (vektorieller Transport), sowie
von spezifischen Substanzeigenschaften beeinflusst. Lipophile Substanzen verfigen
aufgrund einer erleichterten Membrangangigkeit durch den Lipid-Bilayer der Zellmem-
bran Uber eine deutlich bessere Passagefahigkeit als peptid- oder proteinbasierte, hy-
drophile Pharmaka, die eine substratspezifische Uptake-Mediation durch Transporter
und Rezeptoren erfordern. Bislang sind jedoch nur wenige Transporter bekannt, die ei-
ne spezifische Absorption ermoglichen, wie der intestinale Oligopeptidtransporter
PepT1, der Peptidomimetika (z.B. das B-Laktam-Antibiotikum Ampicillin und 5-Amino-
laevulinsdure) als Substrat akzeptiert (Amasheh et al., 1997; Ddring et al., 1998a,
1998b). Die strukturelle Anpassung einer Substanz an ein vorhandenes Transportsy-
stem, die bei erhaltener pharmakologischer Aktivitat eine verbesserte intestinale Barrie-
regangigkeit ermaoglicht, lasst sich jedoch nur in Einzelfallen realisieren (Aungst et al.,
1996). Fir die meisten Substanzen, die nicht von Rezeptoren als Substrat erkannt bzw.
ohne Wirksamkeitseinbufde modifiziert werden kénnen, erweist sich dieser Ansatz des
Absorptionsenhancements als ungeeignet.

Eine vielversprechende Alternative fur die Absorption hydrophiler Makromolekule bietet
stattdessen die parazellulare Passage durch den Interzellularspalt und Uber die Tight
Junctions. Dieser Weg zeichnet sich durch eine passive Permeabilitat aus, die sich
durch eine Modifizierung der Barriereproteine relativ spezifisch beeinflussen lasst (Ro-
senthal et al., 2012b).

! Rosenthal et al. (2012a) verweisen noch auf einen weiteren Weg der epithelialen Passage Uber Bereiche apoptoti-
scher Zellen. Da hierfur jedoch einzelne Zellen des Zellverbands geschadigt werden bzw. zugrunde gehen, wird die-
se Passagemadglichkeit hier nicht weiter bertcksichtigt.
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1.3 Absorptionsenhancer

Im Kontext der Weiterentwicklung und Optimierung einer systemischen und organo-
selektiven Medikamentenapplikation, dem sogenannten Drug Targeting bzw. der Targe-
ted Drug Delivery, sind verschiedene pharmakologische Substanzen auf eine Eignung
als Absorptionsenhancer (AE) hin untersucht worden. Der Ansatz eines Absorptionsen-
hancements besteht dabei meist in der selektiven und reversiblen Regulation der epi-
thelialen Barriere, die die temporare Passage von Makromolekilen ermoglicht (Rosen-
thal et al., 2012a). Einige grundlegende Kriterien sollten deswegen bei der Entwicklung
eines Absorptionsenhancers erflllt sein. Die Reproduzierbarkeit der verbesserten inte-
stinalen Permeabilitdt und eine garantierte Zellviabilitat sind hierfir ebenso erforderlich
wie ein Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen (vgl. Aungst et al., 1996).
Auch lokale Kurzzeit- und Langzeitwirkungen des AEs musen beachtet werden. Bei ei-
ner oral-gastrointestinalen Applikation ist beispielsweise ein rasch einsetzender Effekt
von Vorteil, da das intestinale Epithel aufgrund der propulsiven Peristaltik des Darmes
lokal jeweils nur fur kurze Zeit einer ausreichenden Konzentration von AE und Medika-
ment ausgesetzt ist. Bei rektaler Applikation kommt es hingegen zu lokal langer andau-
ernder Einwirkung der Substanzen, so dass hier die Langzeitwirkung ebenso wie eine
eventuelle Schadigung des Epithels berucksichtigt werden muss (Lindmark et al.,
1998).

Die Erforschung absorptionsverbessernder Substanzen mit Wirkung auf die epitheliale
Permeabilitat ist seit den 1960er Jahren etabliert: In Ratten- und Hundemodellen konnte
gezeigt werden, dass sich mit dem Ca®*-Chelator Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)
die Absorption von Heparin und synthetischen Heparinoiden verbessern lasst (Windsor
& Cronheim, 1961).

Auch verschiedene mittelkettige Fettsauren (MCFA) wurden bzgl. ihrer permeabilitats-
verbessernden Eigenschaften fur hydrophile Makromolekile diskutiert und untersucht
(Lindmark et al., 1995; Lindmark et al., 1998; Krug et al., 2013). Bisher ist jedoch Caprat
(C10), die aliphatische, gesattigte Decansaure (Trivialname Caprinsaure), die einzige
Substanz, die klinisch als absorptionsverbessernde Komponente eines rektalen Ampicil-
linsuppositoriums eingesetzt wird (Lindmark et al., 1997). Weitere MCFAs, aber auch
andere Molekile wie das xenobiotische Peptid Melittin oder das Polysaccharid Chitosan
bieten sich flr eine Nutzung als Absorptionsenhancer an (Maher et al., 2007; Rosenthal
etal., 2012b).



Die Offnung der parazellularen Barriere fiir groRere Medikamentenmolekdile birgt jedoch
potentiell das Risiko, dass immunoreaktive Substanzen und Noxen ebenfalls das Epi-
thel passieren. Deswegen sollte in der Entwicklung von AEs nicht nur die Reversibilitat
des Effekts, sondern auch die GroRenselektivitat der Permeabilisierung bertcksichtigt

werden.

1.3.1 Laurat

Laurat (C12), die Dodecansaure (Trivialname Laurinsaure), ist wie Caprat eine aliphati-
sche, gesattigte mittelkettige Fettsaure. Die Molmasse von Laurat betragt 200,32 g/mol
(Natriumlaurat: 222,3 g/mol). Bei 101,3 kPa und 20 °C liegt Laurat in Form fester, weil3-
licher Kristalle vor. Die Ldslichkeit in Wasser ist mit 0,058 g/| H,O gering.? Laurat besitzt
ein Gerust aus 12 Kohlenstoffatomen und kommt als Glycerinester in verschiedenen
Triglyceriden wie z.B. Kokosfett, Palmkernfett und Lorbeerdl, aber auch in tierischen
Fetten vor (vgl. Mortimer & Muller, 2010).

Die Anwendung von Laurat als Lebensmittelzusatz, beispielsweise in Rapsoélen, ist von
der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen bzw. regu-
liert.®> Ein hoher Anteil am Fettgehalt humaner Milch — bis zu 6,4 % des totalen Fettge-
halts (Francois et al., 1998; Molt6-Puigmarti et al., 2011) — pradestiniert Laurat als po-
tentiell vertraglichen Absorptionsenhancer.

Uber die Wirkmechanismen von Laurat auf die epitheliale Barriere ist bislang wenig be-
kannt. Bisher konnte flr Laurat ein rasches Absinken des transepithelialen Widerstan-
des in Caco-2-Zellklonen (Lindmark et al., 1995; Lindmark et al.,1998) und eine erhdhte
Durchlassigkeit fir Makrosolute wie Fluorescein und ['*C]-Mannitol gezeigt werden
(Lindmark et al., 1998). Der Anstieg der Permeabilitat fir Markermolektle wurde hierbei
auch als deutlich schneller beschrieben als bei anderen Tight Junction-selektiven AEs
wie Palmitoylcarnitin (Hochman et al., 1994) oder Chitosan (Schipper et al., 1996). Der
Einsatz verschiedener Inhibitoren in Kombination mit Laurat deutete dabei auf einen
Phospholipase-C-(PLC)-vermittelten Signalweg hin (Lindmark et al., 1998). Zusatzlich
wurde zwischen einem Kurzzeit- und einem Langzeiteffekt von Laurat unterschieden.

Wahrend der Langzeiteffekt durch Inhibitoren wie den Ca**/Calmodulin-Antagonisten

2 Alle Informationen zu den Stoffeigenschaften der Laurinsaure sind der GESTIS-Stoffdatenbank des Instituts fur Ar-
beitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung enthommen:
http://gestis.itrust.de/nxt/gateway.dll/gestis_de/027100.xml?f=templates$fn=default.htm$3.0, 27.10.2012, 12:45h.

3 http://www.fda.gov/Food/FoodIngredientsPackaging/FoodAdditives/FoodAdditiveListings/ucm091048.htm#ftnL,
24.10.2012, 10:00h.
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W7 und den MLCK-Inhibitor ML7 partiell aufgehoben werden konnte, liel} sich der Kurz-
zeiteffekt kaum beeinflussen (Lindmark et al., 1998). Zwar blieb unter Einwirkung des
Inhibitors der TER stabil, die Permeabilitat durch Laurat erhéhte sich jedoch trotzdem
(Lindmark et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass der Kurzzeiteffekt zusatzlich noch
uber einen weiteren, PLC-unabhangigen Signalweg vermittelt wird. Es wurde dabei
nicht ausgeschlossen, dass in verschiedenen Zelllinien in Abhangigkeit vom Expressi-
onshintergrund unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert werden (Lindmark et al.,
1998).

O
CH3(CH2)QCH2 ONa

Abb. 1: Strukturformel von Natriumlaurat.*

1.3.2 Melittin

Das Peptid Melittin macht einen hohen Anteil (~50 %) des Giftes der europaischen Ho-
nigbiene Apis mellifera aus (Meier, 1995). Sein Molekulargewicht betragt 2846,46 g/mol.
Seine amphiphile, a-helikale Struktur setzt sich aus insgesamt 26 Aminosauren (NHz-
Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-
Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-CONH;) zusammen, von denen die apolaren, hydrophoben und
neutralen Aminosauren den N-Terminus, die polaren, hydrophilen und basischen Ami-
nosauren den C-Terminus konstituieren (Meier, 1995). Als natlrliches Detergenz er-
mdglicht die amphipathische Struktur eine Insertion in die Zellmembran, wo es Uber te-
tramere Porenbildung eine Lyse der Zellen bewirken kann (Pratt et al., 2005). So wurde
Melittin bereits als Membrane-Attack-Protein ahnlich dem Granulysin oder Peptiden des
Komplementsystems beschrieben (Pratt et al., 2005).

In Dosierungen zwischen 0,5 uM und 2,0 uM kommt es jedoch zu keiner vollstandigen
Disruption der Zellmembran (Pratt et al., 2005). Der lytische Einfluss des Melittins auf
die Zellmembran scheint somit bei niedrigeren Konzentrationen keine vordergrindige
Rolle zu spielen. Bei Konzentrationen unter 0,5 uM wird also von einem primaren Effekt
auf die epithelialen Barriereproteine der Tight Junction ausgegangen.

Im Caco-2-Zellmodell wurde der Effekt des Melittins sowohl mit einem Absinken des

transepithelialen Widerstands als auch mit einer verbesserten Permeabilitat verschie-

4 http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/SIGMA/L9755?lang=de&region=DE, 19.11.2012, 11:00h.
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dener FITC-Dextrane (4-70 kDa) beschrieben (Maher et al., 2007). Inhibitoren der
Phospholipase A2 (Aristolochiasaure, Indomethacin), aber auch der Cyclooxygenasein-
hibitor Piroxicam konnten diese Effekte partiell attenuieren (Maher et al., 2007). Dies
konnte auf einen Prostaglandin-vermittelten Signalweg in der Regulation der Tight Junc-

tions durch Melittin hinweisen.
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Abb. 2: Melittin. Peptid aus dem Bienengift bestehend aus 26 Aminosauren, geladene Reste
mit + markiert (Terwilliger & Eisenberg, 1982).

1.4 Epithelien: Vorkommen, Funktion und Struktur

Epithelien sind hochspezialisierte Zellverbande, die die Grenzflachen des Korpers be-
decken. Dies kdnnen aufllere Grenzflachen des Organismus zur Umwelt und Abgren-
zungen innerer Kompartimente sein. Epithelien tragen mit spezifischen Eigenschaften
zur Homdostase und Aufrechterhaltung des inneren Milieus bei, indem sie Transport-,
Resorptions-, Sekretions- und Filtrationsvorgange ermdglichen und als Barriere den Or-
ganismus, bzw. die subepithelialen Strukturen vor endogenen und exogenen Noxen
schitzen (vgl. Fromm, 2010).

Funktion und Aufbau der Epithelien sind dabei von der Lokalisation abhangig. So unter-
scheiden sich Epidermis (als aulerste Grenzschicht der Haut), Endothel (als Ausklei-
dung der Blut- und Lymphgefalie), die Epithelien des Respirations-, Urogenital- und
Verdauungstraktes, sowie Sinnes- und Drusenepithelien zwar im spezifischen Aufbau,
allen gemein ist jedoch die polare Struktur und die Verankerung an der Basalmembran.
Ein apikaler, zur freien Oberflache hin orientierter und ein basolateraler Zellpol kdbnnen

voneinander abgegrenzt werden (vgl. Lullmann-Rauch, 2010).
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Verschiedene Strukturen verbinden die Zellen als funktionelle Einheit. Haftverbindungen
(Zonulae adhaerentes, auch Desmosomen oder Adherens Junctions), kommunizieren-
de Verbindungen (Konnexone, auch Nexus oder Gap Junctions) und abdichtende Ver-
bindungen (Zonulae occludentes, auch Tight Junctions) schaffen die Voraussetzung flr
die Koordination und Kooperation im Zellverband. Haftverbindungen dienen der mecha-
nischen Verankerung, wahrend Gap Junctions Uber Kanale bzw. Poren die interzellula-
re Kommunikation und den Stoffaustausch innerhalb des Zellverbandes ermdglichen
(z.B. Elektrolyte, ATP, Glukose und Aminosauren bis zu einem Molekulargewicht von
1000 Da). Weder Desmosomen noch Konnexone sind epithelienspezifisch und kommen
auch in nicht-epithelialen Geweben vor, beispielsweise in Myokardzellen.

Tight Junctions dienen der Barrierefunktion und sind spezifisch flr epitheliale Gewebe.

Sie regulieren den parazellularen Anteil der absoluten epithelialen Permeabilitat.

I

Abb. 3: Junktionaler Komplex. a: Schema einer Epithelzelle mit Zell-Zell-Kontakt bestehend
aus Zonula occludens (ZO), Zonula adherens (ZA) und Desmosom (D) (Lullmann-Rauch, 2010,
S.35); b: elektronenmikroskopische Darstellung epithelialer Zellen mit Mikrovillibesatz (MV)
(Tsukita & Furuse, 2000Db).

1.4.1 Permeabilitat von Epithelien

Der Quotient aus parazellularer und transzellularer Permeabilitat gibt Auskunft Gber die
Permeabilitatseigenschaften bzw. die ,Leckheit” eines Epithels. Lecke Epithelien trans-
portieren charakteristischerweise grof3e Stoffmengen, kdénnen jedoch keine wesentli-
chen transepithelialen Konzentrationsgradienten aufbauen. Zu ihnen gehdren alle pro-
ximalen Segmente rohrenformiger Epithelien (proximaler Nierentubulus, Dinndarm
etc.), deren absolute Permeabilitat dank einer ausgepragten parazellularen Durchlas-

sigkeit entsprechend hoch ist.
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Dichte Epithelien, die zwar nur einen geringen Nettostofftransport aufweisen, sind daftr
in der Lage, aufgrund einer geringen parazellularen Permeabilitat hohe Konzentrations-
gradienten aufzubauen. Hier erfolgt der Stofftransport zum groften Teil transzellular
uber spezifische Transportproteine der apikalen Zellmembran. Zu ihnen zahlen alle di-
stalen Segmente rohrenformiger Epithelien (distaler Nierentubulus und Sammelrohr,
Dickdarm etc.).

Undurchléassige Epithelien wiederum haben primar eine Barrierefunktion (Epidermis,
Harnblase); ein transepithelialer Stoffaustausch soll physiologischerweise vermieden

werden (vgl. Fromm, 2010).

1.4.2 Transepithelialer Widerstand

Die obengenannten Eigenschaften spiegeln sich auch im transepithelialen Widerstand
wider, der bei lecken Epithelien typischerweise deutlich niedriger ist als bei dichten oder
undurchléssigen Epithelien. So verfiigt lleumepithel (Kaninchen) mit 115 Q-cm? als
leckes Epithel tber einen deutlich geringeren transepithelialen Widerstand als das dich-
tere Epithel des distalen Kolon (Kaninchen) mit 730 Q-cm? (Powell, 1981). Ursache fiir
diesen Unterschied des TER sind die ,dichteren” Tight Junctions des Kolonepithels, die
den hohen elektrochemischen Gradienten, der durch aktiven transzellularen Transport

aufgebaut wird, aufrechterhalten kdnnen (Anderson & Van lItallie, 2009).

1.4.3 Barrierestorungen

Verschiedene Erkrankungen gehen mit einer Stérung der epithelialen Barrierefunktion
einher (vgl. Hering et al., 2012). Haufig sind dabei Proteine der Tight Junction betroffen,
die die parazellulare Barriere regulieren, wie z.B. im Rahmen chronisch-entzindlicher
Darmerkrankungen (CED) wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Zeissig et al., 2007;
Amasheh et al., 2009a). Aber auch in diversen genetischen Erkrankungen wie dem fa-
miliaren Hypomagnesiamie-Hypercalciurie-Nephrocalcinose-Syndrom (FHHNC, MIM
248250) (Kausalya et al., 2006; Gunzel et al., 2009a) oder dem velo-cardio-fazialen
Syndrom (VCSF) (Morita et al., 1999) spielen Mutationen oder Deletionen von Genen,
die fur Tight-dunction-Proteine kodieren, eine Rolle bzw. kénnen als mitverursachende

Faktoren identifiziert werden.
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Abb. 4: Trans- und parazellularer Weg. Elektrischer Ersatzschaltkreis der trans- und parazel-
lularen Widerstande eines epithelialen Monolayers mit Ra (apikaler Widerstand), Ry (Wider-
stand der Tight Junction), Rg_ (basolateraler Widerstand) und R s (Widerstand des lateralen
Interzellularspalts). Der transzellulare Widerstand (Reihenschaltung aus Ra und Rg.) wird durch
Transporter der apikalen und basolateralen Zellmembran kontrolliert und ist typischerweise ho-
her als der parazellulare Widerstand der parallelgeschalteten Widerstande der Ry;. Somit wird
der transepitheliale Gesamtwiderstand mafRgeblich durch die TJ bestimmt. Theoretisch ist auch
Rus in Reihe mit Rry geschaltet, der Beitrag zum parazellularen Widerstand kann jedoch ver-
nachlassigt werden (Van Itallie & Anderson, 2009).

1.5 Tight Junctions: Regulatoren der parazellularen Passage

Bis dato wurden mehr als 40 verschiedene Tight Junction-Proteine identifiziert, die sich
in verschiedene Proteinfamilien untergliedern lassen: die TJ-assoziierten MARVEL®-
Proteine (TAMPs) Occludin®, Tricellulin (MarvelD2) und MarvelD3, JAM (Junctional Ad-
hesion Molecule) und die Familie der Claudine’, die mehr als 24® Mitglieder umfasst
(Fromm, 2010; Anderson & Van ltallie, 2009; Schneeberger & Lynch, 2004; Gonzalez-
Mariscal et al., 2003; Dorfel & Huber, 2012; Mineta et al., 2011).

Die ersten expliziten Beschreibungen einer ,verschlielenden Struktur® zwischen Epi-
thelzellen tauchten jedoch bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts in der biologischen
Fachliteratur auf (vgl. Anderson & Cereijido, 2001). Sie bezogen sich auf das lichtmikro-
skopisch identifizierbare Schlussleistennetz, das zu diesem Zeitpunkt noch als imper-

meable Barriere angesehen wurde (Bizzozero, 1870; Bonnet, 1895). Diese Undurchlas-

®> MAL and related proteins for vesicle trafficking and membrane link

5 at. occludere: verschliel3en, einschlielen, zuschliel3en

7 |at. claudere: abschliel3en, verschlielen, versperren

® Bei Saugetieren und Vogeln sind bis zu 27 Claudine identifiziert, bei Fischen sind es deutlich mehr: im Kugelfisch
sind sogar 56 Claudine beschrieben worden (Loh et al., 2004).
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sigkeit konnte zu Beginn des 20. Jahrhunderts widerlegt werden, als eine parazellulare
Passage von Wassermolekulen, aber auch Makrophagen, nachgewiesen werden konn-
te (vgl. Anderson & Van ltallie, 2009).

Viele der heutigen Erkenntnisse zur epithelialen Barriere und somit auch zur TJ beru-
hen auf der elektrophysiologischen Pionierarbeit des danischen Wissenschaftlers Hans
Ussing und seiner Mitarbeiter. In den spaten 1940er Jahren entwickelte Hans Ussing im
Rahmen der Untersuchung epithelialer Transportvorgange die spater nach ihm benann-
te Ussing-Kammer, die nach wie vor ein zentrales Instrument elektrophysiologischer
Experimente an epithelialen Zellverbanden ist. In einer Reihe von Studien an Epithelien
der isolierten Froschhaut (Ussing & Zerahn, 1951; Koefoed-Johnsen & Ussing, 1958;
Ussing & Windhager, 1964) wurde die Grundlage fur unser heutiges Verstandnis der

physiologischen Kopplung von trans- und parazellularem Transport geschaffen.

1.5.1 Funktion und Struktur der Tight Junctions (TJ)

Die Tight Junctions stellen eine selektiv-permeable Barriere dar, die sich gurtelférmig
um die Zellen des Epithels zieht und den Interzellularspalt von 15-20 nm verschliel3t
(Tepass, 2003). Gemeinsam mit den Adherens Junctions und Gap Junctions trennen
sie den apikalen vom basolateralen Membrananteil und verhindern u.a. eine laterale
Diffusion von Transportproteinen, lonenkanalen und Pumpen innerhalb der Lipid-
doppelschicht der Zellmembran (Rodriguez-Boulan et al., 1983; van Meer et al., 1986;
Anderson & Van ltallie, 1995; Yamazaki et al., 2008). Die Polaritat der Zellen, sowie die
apikal zu basolateral abweichende Zusammensetzung der Membranproteine ist fur die
Funktion des Epithels elementar (Cereijido et al., 1998). Neben der Aufrechterhaltung
der parazellularen Barriere spielen Tight Junctions auch eine Rolle in der Signaltrans-
duktion (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Van ltallie & Anderson, 2006), der Regulation
von Transkription und Zellzyklus (Balda & Matter, 2007; Matter & Balda, 2009; Tsukita
et al., 2008), sowie in der Vesikelrezirkulation (Yeaman et al., 2004).

Lichtmikroskopisch sind die TJs allerdings nicht darstellbar; auch elektronen-
mikroskopisch prasentieren sie sich nur als ,kissing points® (Tsukita et al., 2001) —
punktuelle Verdichtungen der benachbarten Zellmembranen (Staehelin, 1973; Staehe-
lin,1974). Erst in Gefrierbruchschnitten zeigt sich die Tight Junction als anastomosie-
rendes Netzwerk von Strangen und Fibrillen, das je nach Leckheit des Epithels mehr

oder weniger dicht gestrickt erscheint (Claude & Goodenough, 1973).
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1.5.2 Bizellulare und trizellulare Tight Junctions (bTJ und tTJ)

Die Permeabilitat der Tight Junction wird nicht nur von der Zusammensetzung der Pro-
teine beeinflusst, sondern ist auch von der Dichte und Komplexitat des Maschenwerks
abhangig.

Bizellulare Tight Junctions (bTJs) dichten den Interzellularspalt zwischen zwei benach-
barten Epithelzellen ab und machen den Grol3teil der Tight Junctions aus. Charakteri-
stisch fur die bTJ ist die horizontale Ausdehnung des Netzwerks und die Anzahl der
Strange, aber auch die Strangdichte. Ultrastrukturell lassen sich ,breaks® — Strangbru-
che von mindestens 20 nm — sowie Strangstrukturen vom ,continuous type“ bzw. ,parti-
cle type“ unterscheiden.

Die trizellulare TJ (tTJ) hingegen ist an den Eckpunkten dreier Epithelzellen lokalisiert.
In Gefrierbruchschnitten zeigt sich, dass sich an den Kontaktpunkten dreier Zellen das
TJ-Netzwerk nach basal ausdehnt und ein ca. 1 um messendes ,central tube“ — eine
trizellulare Zentralpore mit vertikal orientierten Strangen — ausbildet (Staehelin, 1973;
Wade & Karnovsky, 1974; Walker et al., 1994).

Eine lokal erhéhte Permeabilitat der tTJ fur verschiedene Solute wurde im Rahmen von
Untersuchungen am Tight Junction-Protein Tricellulin bestatigt (Staehelin et al., 1969;
Walker et al., 1985; Ikenouchi et al., 2005; Krug et al., 2009a; Krug et al., 2013).

P
w

: ARORE R RN e 0 e AR S
Abb. 5: Bi- und trizellulare TJ. A: bTJ vom ,continuous type“ mit ridges (R) und grooves (G),

(Wade & Karnovsky, 1974b); B: tTJ mit sich nach basal ausdehnendem ,central tube® (Pfeile),
(Wade & Karnovsky, 1974a).
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1.5.3 Tight Junction-Proteine

Die Proteinzusammensetzung der Tight Junction ist komplex und variiert je nach Epi-
thelientyp. Zusatzlich zu den Membranproteinen der TJ existieren weitere TJ-assoziierte
Proteine, die Uber eine intrazellulare Interaktion mit den Transmembranproteinen an
Aufbau und Regulation der TJ beteiligt sind.

Die Membranproteine der Tight Junction lassen sich in verschiedene Proteinklassen un-
terteilen (vgl. Fromm, 2010; Dorfel & Huber, 2012): die TAMPs mit Occludin und Tricel-
lulin, JAM (Junctional Adhesion Molecule) und die Familie der Claudine (mit Uber 24
bisher beim Menschen bekannten Vertretern) sind direkt am Aufbau der epithelialen
Barriere beteiligt. JAM hat zusatzliche Funktionen in der Neubildung von Epithelien und
bei der Translokation von Immunzellen. TJ-assoziierte, zytosolische Proteine wie ZO-1,
Z0-2 und ZO-3 interagieren Uber spezifische Bindungsstellen mit den zytosolischen
Regionen der Transmembranproteine. In immunhistochemischen Farbungen ko-
lokalisieren sie mit der TJ und werden als wichtige TJ-Marker angesehen (vgl. Furuse et
al., 1993).

1.5.3.1 Occludin

Occludin konnte uber eine Ko-Lokalisation mit dem TJ-assoziierten, zytosolischen Pro-
tein ZO-1 als erstes echtes TJ-Protein identifiziert werden (Furuse et al., 1993). Occlu-
din besitzt vier Transmembrandomanen, zwei extrazellulare Schleifen und drei intrazel-
lulare Domanen (vgl. Saitou et al., 2000). In der SDS-Gelelektrophorese stellt sich Oc-
cludin mit drei Isoformen zwischen 62 und 82 kDa dar, die aus einer Phosphorylierung
an Serin-, Threonin- (Sakakibara et al., 1997; Wong, 1997; Wong & Gumbiner, 1997)
und Tyrosinresten (Chen et al., 2002; Tsukamoto & Nigam, 1999) resultieren.

Occludin kann Uber das C-terminale Ende direkt mit F-Aktin interagieren (Wittchen et
al., 1999), wahrend andere TJ-Proteine fiir eine Aktin-Interaktion Scaffolding®-Proteine
wie ZO-1 bis -3, PATJ oder MUPP1 bendtigen. Auch die Regulation des Occludins
konnte Uber diese C-terminale Region erfolgen, da in vitro u.a. eine Assoziation mit den
regulatorischen Proteinen PKC-C, Non-Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-Yes und Phos-
phatidylinositol-3-Kinase gezeigt werden konnte (Nusrat et al., 2000). Occludin kommt

ubiquitar in allen Epithelien vor.

? engl. scaffolding: (Bau-)Geriist
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Die genaue Rolle von Occludin innerhalb der TJ konnte bislang noch nicht identifiziert
werden, doch ist die Funktion vermutlich deutlich komplexer als zuvor angenommen
(Saitou et al., 2000). In Transfektionsversuchen an Occludin-negativen L-Fibroblasten
induzierte die Anwesenheit von Occludin die Ausbildung TJ-ahnlicher Filamente, selbst
wenn die Zellen diese Fahigkeit vorher nicht besal3en (Furuse et al., 1998). Der Verlust
von Occludin in Occludin-Knockout-Modellen hatte elektrophysiologisch jedoch keinen
Zusammenbruch der epithelialen Barriere zur Folge (Saitou et al., 1998, 2000; Schulzke
et al.,, 2005). Histologisch zeigten sich allerdings Abnormalitaten wie chronisch-
entzundliche Prozesse der gastralen Mukosa, cerebrale Kalzifizierung, testikulare Atro-
phie und eine Substanzverringerung der Knochenkompakta (Saitou et al., 2000).

Die Uberexpression von Occludin in Madin Darby Canine Kidney-(MDCK)-Zellen fiihrte
zu einem deutlich héheren Niveau des TER (McCarthy et al., 1996) bei gleichzeitiger
Disruption der parazellularen Barriere mit erhohter Permeabilitat fir Mikrosolute (Balda
et al., 1996; Chen et al., 1997).

1.5.3.2 Claudine

Gegenwartig sind bei Mammalia 27 verschiedene Claudine zwischen 20 und 27 kDa
bekannt (Mineta et al., 2011). Claudine haben vier Transmembrandomanen, zwei extra-
zellulare Loops und eine intrazellulare Schleife (Tsukita & Furuse, 2000a).

Trotz der strukturellen Ahnlichkeit mit den anderen Tetraspan-Proteinen Occludin und
Tricellulin bestehen zu diesen keinerlei Sequenzhomologien. Die Sequenzhomologie
der Claudine untereinander variiert mit Ubereinstimmungen von 12,5 % bis 69,7 %, was
zu einer Einteilung in klassische und nicht-klassische Claudine geflhrt hat (Krause et
al., 2008). Hierbei ist der Grad der Sequenzhomologie innerhalb der klassischen Clau-
dine deutlich ausgepragter. Klassische sowie nicht-klassische Claudinen besitzen ein
konserviertes Aminosauremotiv (W-GLW-C-C'%) in der ersten extrazellularen Schleife,
und fast alle Claudine verfliigen Uber ein C-terminales PDZ-Bindemotiv (PSD/Discs Lar-
ge/Z0O-1-Domane), das die Interaktion mit zytoplasmatischen Scaffolding-Proteinen wie
Z0-1, ZO-2 und ZO-3 (Itoh et al., 1999), MUPP1 (Hamazaki et al., 2002; Jeansonne et
al., 2003) and PATJ (Roh et al., 2002) ermdglicht.

Auch wenn bislang noch nicht alle Claudine mit Funktion charakterisiert worden sind,

zeichnet sich bereits ein breites Spektrum von Aufgaben ab, die primar die Modifikation

10 Trp-Gly-Leu-Trp-Cys-Cys
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der epithelialen Barriere betreffen.

Claudin-1, -4 und -5 haben eine abdichtende Funktion innerhalb der TJ. Der Verlust von
Claudin-1 als wesentlichem Bestandteil der epidermalen Tight Junction fuhrte im
Knockout-Modell zu letalem, transdermalem Wasserverlust (Furuse et al., 2002).
Claudin-4 modifiziert vor allem die lonenselektivitat und tragt zur Komplexitat der TJ bei
(Colegio et al., 2002). Eine Uberexpression resultierte in einem Abfall der Kationen-
durchlassigkeit bei unveranderter Anionenselektivitat (Van Itallie et al., 2001). Claudin-5
ist fir die Integritat der Blut-Hirn-Schranke und die Barrierefunktion im Gastrointestinal-
trakt von Bedeutung (Nitta et al., 2003; Amasheh et al., 2005; Markov et al., 2010;
Amasheh et al., 2010). Zudem konnte Claudin-5 in TJs pankreatischer Azinuszellen
(Rahner et al., 2001), Schwannzellen (Poliak et al., 2002) und im Alveolarepithel (Wang
et al., 2003) nachgewiesen werden. Auch in der Ontogenese wird Claudin-5 eine wich-
tige Rolle zugesprochen (Sirotkin et al., 1997; Kojima et al., 2002).

Claudin-2 verringert den transepithelialen Widerstand (Furuse et al., 2001) durch Bil-
dung parazellularer Kationenkanale (Amasheh et al., 2002). Dabei wird Claudin-2 typi-
scherweise in den lecken, proximalen Anteilen rohrenformiger Epithelien exprimiert, wie
dem proximalen Nierentubulus (Kiuchi-Saishin et al., 2002) und im Dinndarm (Markov
et al., 2010). Die Regulation ist im Rahmen chronisch-entztindlicher Darmerkrankungen
verandert (Heller et al., 2005; Zeissig et al., 2007), wobei pro-inflammatorische Cytokine
wie TNF-a eine Rolle spielen (Mankertz et al., 2009).

Von Claudin-10 sind veschiedene Spleildvarianten bekannt, die je nach Expressions-
hintergrund als anionen- bzw. kationenselektive Porenbildner beschrieben wurden (Van
Itallie et al., 2006; Gunzel et al., 2009b).

Auch Claudin-16 zahlt zu den kanalbildenden Claudinen mit Selektivitét fir Mg®* (Simon
et al., 1999). Mutationen im Claudin-16-Gen stehen mit dem familiaren Hypomagnesia-
mie-Hypercalciurie-Nephrocalcinose-Syndrom (FHHNC, MIM 248250) in Zusammen-
hang (Simon et al., 1999; Weber et al. 2000; Kausalya et al., 2006; Gunzel et al.,
2009a).

Zusatzlich besitzen die Extrazellularschleifen einiger Claudine eine Regulationsfunktion
uber die Interaktion mit den Loops gegenuberliegender Claudine. Wechselwirkungen
zwischen Claudin-3 und -1 bzw. Claudin-3 und -2, nicht aber zwischen Claudin-1 und -2

konnten beobachtet werden (Furuse et al., 1999).
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1.5.3.3 Tricellulin

Tricellulin besitzt strukturelle Ahnlichkeit mit Occludin und verfiigt ebenfalls tiber vier
Transmembrandomanen, zwei extrazellulare Loops und zwei intrazellulare Domanen
(Ikenouchi et al., 2005). Vier Isoformen (Tric-a, Tric-a1, Tric-b und Tric-c) wurden identi-
fiziert (Riazuddin et al., 2006), mit einem Molekulargewicht zwischen 51 und 64 kDa.
Ebenso wie Occludin kommt Tricellulin ubiquitar in allen Epithelien vor und ist, anders
als der Name suggeriert, nicht nur Bestandteil trizellularer TJs, sondern in geringerem
Malde auch in bizellularen TJs vertreten (Ikenouchi et al., 2005). In der trizellularen TJ
zeigt sich jedoch die besondere Funktion von Tricellulin fur die epitheliale Permeabilitat
von Makromolekiilen (Krug et al., 2009a; Krug et al., 2013). In Uberexpressionsexperi-
menten mit Tric-a fiihrte eine starke Uberexpression sowohl in bTJs als auch in tTJs zu
einem Anstieg des TER, der mit einer verringerten Permeabilitat fir lonen und Makroso-
lute einhergeht (Krug et al., 2009a). Im Gegensatz dazu hatte eine isolierte Uberex-
pression von Tricellulin nur in tTJs weder eine Anderung des TER, noch eine verringer-
te lonenpermeabilitat zur Folge, fuhrte jedoch zur deutlichen Abnahme der Durchlassig-
keit fir Makromolekile (Krug et al., 2009a). Mutationen in Tric-a verursachen nicht-
syndromale Taubheit (DFNB49) (Riazuddin et al., 2006; Chishti et al., 2008).

1.5.3.4 Junctional Adhesion Molecule (JAM) und CAR

JAMs gehoren, anders als Occludin, Tricellulin und die Claudine, nicht zu den Te-
traspan-Proteinen und haben nur eine einzelne Transmembrandomane (Martin-Padura
et al., 1998). Zusatzlich zu ihrem Vorkommen in der TJ finden sie sich auch in Leuko-
und Thrombozyten und vermitteln den Zellkontakt mit dem Endothel bzw. anderen Leu-
ko- oder Thrombozyten. Dort sind sie auch an der Bindung von Viren und der Angioge-
nese beteiligt.

Dennoch werden JAMs zu den Tight-Junction-Proteinen gezahlt und sind fur die Neu-
bildung von Tight Junctions mitverantwortlich (Ebnet et al., 2004).

Die JAM-Proteine lassen sich abhangig von der Lange des cytoplasmatischen C-
Terminus und der Bindungsmotive in zwei Untergruppen teilen. JAM-A, JAM-B und
JAM-C einerseits, sowie CAR (coxsackie und adenovirus receptor), ESAM (endothelial

cell-selective adhesion molecule) und JAM-4 andererseits.
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Occludin Tricellulin JAM-A CAR, CLMP
Claudins ESAM, JAM4

(1-24)
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Abb. 6: TJ-Proteine. Occludin, die Claudine und Tricellulin gehdren zu den Tetraspaninen mit
vier transmembranaren Domanen, wahrend JAM, CAR u.a. nur Uber eine einzige Transmem-
brandoméane verfligen (Ebnet, 2008).

1.5.3.5 MarvelD3

MarvelD3 konnte 2009 als ein weiteres Tetraspan-Protein mit Vorkommen in der Tight
Junction identifiziert werden (Steed et al., 2009). Benannt nach der Marvel-Domane, die
ursprunglich als strukturelles Motiv in fur Membranapposition und -fusion zustandigen
Proteinen beschrieben wurde (Steed et al., 2009), kann MarvelD3 in eine gemeinsame
Proteinfamilie mit Occludin und Tricellulin, die TJ-assoziierten Marvel-Proteine
(TAMPs), eingeordnet werden (Raleigh et al., 2010). MarvelD3 wird bei Saugetieren in
zwei verschiedenen Spleildvarianten exprimiert. Beide Isoformen konnten ubiquitar in
verschiedenen Epithelien und Endothelien nachgewiesen werden (Steed et al., 2009).
In intestinalen Epithelien ko-lokalisiert MarvelD3 mit Occludin in TJs. In RNA-
Interferenz-Experimenten bildeten sich auch ohne eine regulare Expression von Mar-
velD3 funktionelle Tight Junctions heraus. Bei einer Depletion von MarvelD3 resultierten
jedoch Monolayer mit deutlich erhdhtem TER (Steed et al., 2009). Die genauen Funk-
tionen von MarvelD3 sind noch nicht komplett erfasst, aber verschiedene Experimente
weisen daraufhin, dass MarvelD3 partiell den Funktionsverlust von Occludin und Tricel-
lulin kompensieren kann und mit diesen Proteinen Uberlappende, zum teil redundante
Aufgaben erfullt (Raleigh et al., 2010).

1.5.4 Tight Junction-assoziierte Proteine
Zusatzlich zu den eigentlichen TJ-Proteinen sind weitere, sogenannte Plaque- oder

Scaffolding-Proteine mit der Tight Junction assoziiert, die mit den Tight Junction-
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Proteinen Uber deren zytosolische Domanen kommunizieren und somit die Struktur und
Funktion der Tight Junction mitbeeinflussen (Yeaman et al., 1999). Die intrazellularen
Plaque-Proteine erkennen die TJ-Proteine Uber eine PDZ-Domane, die spezifisch mit
Glu-Ser/Thr-Asp-Val interagiert (Gonzalez-Mariscal et al., 2003). Die meisten der Clau-
dine verfugen Uber ein PDZ-bindendes Motiv (Krause et al., 2008). Ausnahmen sind
Claudin-12 und Claudin-22. Viele der Plaque-Proteine erflillen regulierende Aufgaben
bzw. vermitteln Uber Aktin- oder Myosinfibrillen eine Interaktion mit dem Zytoskelett.
Entsprechend werden sie auch als Scaffolding-, also ,Gerust"-, Proteine bezeichnet.

Zu ihren Vertretern gehdren unter anderem die Proteine der MAGUK-Familie ZO-1, ZO-
2 und ZO-3 (Stevenson et al., 1986; Jesaitis et al., 1994; Haskins et al., 1998; Itoh et
al., 1999; Roh et al., 2002a), sowie PAR (Itoh et al., 2001; Johansson et al., 2000; |zumi
et al., 1998), PATJ (Roh et al., 2002b) und MUPP1 (Hamazaki et al., 2002). Eine aus-
fihrliche Ubersicht tiber weitere Tight Junction-assoziierte Proteine findet sich bei Gon-

zalez-Mariscal et al., 2003.

23



2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die mittelkettige Fettsaure Laurat (C12) und das xenobiotische
Peptid Melittin auf die jeweiligen Eigenschaften und eine Eignung als Absorptions-
enhancer (AE) hin zu untersuchen.

Zu diesem Zweck sollte zunachst die Wirkung verschiedener Konzentrationen der bei-
den Substanzen auf den transepithelialen Widerstand in elektrophysiologischen Pilot-
experimenten untersucht werden. Ein Zellviabilitatstest sollte der Ermittlung einer phy-
siologischen Konzentration dienen, um eine Toxizitat fir das Epithel auszuschlie3en.
Effekte auf den transepithelialen Widerstand sollten anschlielend auf einen Dosis-
Wirkungs- und Zeit-Reversibilitats-Zusammenhang hin untersucht werden. Im Rahmen
einer Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie sollten die jeweiligen Veranderungen des pa-
ra- und transzellularen Anteils des TER analysiert werden. Zur Bestatigung der parazel-
lularen Veranderungen von RP*® wurde der Nachweis einer permeabilisierenden Wir-
kung in Fluxexperimenten angestrebt und eine GrolRenselektivitat der Permeabilitat un-
tersucht. Experimente mit Inhibitoren bekannter Signalwege der TJ-Regulation sollten
die Effekte der AEs abschwachen und somit einen Aufschluss Uber die Signaltransduk-
tion geben.

Um phanomenologische Veranderungen im transepithelialen Widerstand auf moleku-
larbiologischer Ebene zu untersuchen, sollte die Proteinexpression der AE-exponierten
Zellen sowohl im Gesamtlysat als auch in der Membranproteinfraktion analysiert wer-
den. In immunhistochemischen Farbungen sollten mdgliche Effekte der AEs auf die Lo-

kalisation von Tight Junction-Proteinen identifiziert werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

1286 Electrochemical Interface Solartron-Schlumberger,
Farnborough, UK

402 Frequence Response Analyzer Beran Instruments, Gilching

Agarosegel-Elektrophoresekammern Biorad, Minchen

Begasungsbrutschrank, B 5060, EC/CO2 Heraeus, Hanau

Fluoreszenz-Spektrometer Spektramax Gemini Molecular Devices, Ismaning

Fluorometer Tecan Infinite M200 Tecan, Mannedorf, Schweiz

Heizblock Grant, Berlin

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss, Berlin

LSM 510 Meta

Lumineszenzbild-Analysator (LAS 1000) Fuji, DUsseldorf

pH-Meter, Typ 761 Nick, Berlin

Magnetrahrer Ika-Combimag, Minchen

Mini-Trans-Blot-Transferzelle Biorad, Munchen

Mini-Protean-3-Elektrophoresesystem Biorad, Minchen

Plattenlesegerat Spectra Classic Tecan, Crailsheim

PSM 1700 PsimetriQ phase sensitive N4L, Arlington Heights, IL, USA

Multimeter

Speed Vac Uniequip, Martinsried

Thermostat 5320 Eppendorf, KoIn

Ussing-Kammern Institut fur Klinische Physiologie, CBF,
Charité Berlin

Vortexgerat Pharmacia, Freiburg

Wasserbad SW 21/ TWB 5 Julabo, Selbach

Widerstandsmessgerat (Chopstickelektrode) Institut fur Klinische Physiologie, CBF,
Charité Berlin

Wippe Frobel Labortechnik, Lindau

Zentrifugen Hermle z233MK, Wehingen
Eppendorf 5414C, Koln
Beckman Avanti J25, Unterschleil3heim,
Lohhof
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien
15 ml PPN-Ro6hrchen

50 ml PPN-Ro&hrchen
Magnetruhrfische
Mikrotiterplatte 96 Loch
Objekttrager

PCF-Filter (Millicell-HA, 0,6 cm?)
Pipetten
PVDF-Transfer-Membranen
Reaktionsgefalle
Sarstedt-Monovetten
Standardtips 10, 20, 1000 ul
Zell- und Gewebekulturschalen

Zellschaber

3.1.3 Chemikalien
[*H]-Mannitol
Acrylamid

Agarose

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse-Antikdrper

Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit-Antikorper

Ammoniumpersulfat (APS)
Anti-R-Aktin-Antikdrper
Anti-Claudin-Antikorper
Anti-Occludin-Antikdrper
Anti-Rb-1gG-POD-Antikorper
Anti-Tricellulin-Antikorper

Anti-ZO-1-Antikorper

BCA-Protein Assay Reagenz A + B

B-Mercaptoethanol
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Greiner, Frickenhausen
Nunc, Karlsruhe

Merck, Berlin

Sarstedt, Niumbrecht
Menzel/Glaser, Braunschweig
Millipore, Schwalbach
Eppendorf, KoIn

Perkin Elmer, Weiterstadt
Eppendorf, KoIn
Sarstedt, Niumbrecht
Eppendorf, KoIn

Nunc, Karlsruhe

Costar, Corning, NY, USA

Biotrend, Kaln
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Molecular Probes, MoBiTec,
Gottingen

Molecular Probes, MoBiTec,
Gottingen

Sigma, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, San Francisco, CA, USA

Invitrogen, San Francisco, CA, USA

Roche, Mannheim

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Zymed, San Francisco, CA, USA
Pierce, Rockford, IL, USA
Clontech, Heidelberg



Bromphenolblau (Laemmli)
BSA
DAPI

Dulbeccos’s Minimum Essential Medium

Dulbecco's PBS mit Mg®*/Ca**
Dulbecco's PBS ohne Mg**/Ca**
EDTA

EGTA

Ethanol

Ethidiumbromid

FITC-Dextran (4 kDa)

FKS

Fluorescein

Glycin

Glycerol

Isopropanol

Low Melt Agarose
LumilightPLUS Western Blotting Kit
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Melittin

Methanol

Natriumlaurat

Natriumchlorid

PBS-Tabletten
Paraformaldehyd
Peroxidasesubstrat
Plus-Reagenz

Protein-Marker PageRuler

Pro Tags Mount Fluor
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Amersham, Munchen

NEB, Beverly, MA, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

J.T. Backer, Deventer, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

J.T. Backer, Deventer, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Werk Zapfendorf

Merck, Berlin

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Merck, Berlin

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Berlin

QuanteBlue Pierce, Rockford, lllinois
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, Leon-Rot

Biocyc, Luckenwalde



RPMI Sigma Aldrich, Taufkirchen
SDS Merck, Berlin

SOC Invitrogen, Karlsruhe
Sulpho-NHS-SS-Biotin Sigma, Taufkirchen

TAE 50x% Invitrogen, Karlsruhe
TEMED Life Technologies

Tris Merck, Berlin

Tris Base Calbiochem, Bad Soden

Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 / 0,5M pH 6,8
Triton X-100

Biorad, Minchen

Roche, Mannheim

Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin

Tween 20 Sigma Aldrich, Taufkirchen
Wasser Fluka, Seelze

X-Gal Life Technologies, Karlsruhe

3.1.4 Zelllinie HT-29/B6

In den Experimenten wurden epitheliale Zellen des Zellkulturmodells HT-29/B6 verwen-
det. HT-29/B6 ist ein Subklon der humanen Koloncarcinom-Zelllinie HT-29. Die Zellen
wachsen konfluent als epithelialer Monolayer und verfligen Uber einen durchschnittli-
chen transepithelialen Ausgangswiderstand von ca. 400 Q-cm? (Kreusel et al., 1991).
Die assoziierten Permeabilitatseigenschaften machen HT-29/B6 zu einem dichten Epi-
thel.
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3.1.5 Puffer und Losungen

BSA-Blockierungslésung:

5 g BSA

0.02 g Natriumazid
ad 100 ml PBS/Tween

Elektrophoresepuffer:
500 mi 10x Westpuffer
50 mi 10 % SDS

ad 5 I Wasser

5 % Magermilchpulver in PBS:

5 g Magermilchpulver
ad 100 ml PBS

5 % BSA in PBS:
5 g BSA
ad 100 ml PBS

Gesamtlysepuffer:
10 mM  Tris-HCI pH 7,5
150 mM NacCl
05 % Triton X-100
01 % SDS
pro 10 mi Zugabe einer Tablette Complete (Roche)

Membranlysepuffer:
2 mi 1 M Tris-Cl, ph 7,4
500 I 1 M MgCl,
200 i 0,5M EDTA
120 ul 0,5M EGTA
ad 100 ml Wasser
pro 10 mi Zugabe einer Tablette Complete (Roche)
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PBS/Tween:
2 Stick PBS-Tabletten
1 ml Tween 20

ad 1 [ Wasser

Ringerlésung # 111:
113.6 mM NhaCl
24 mM NaHPO,
0.6 mM NaH;PO4
21 mM  NaHCO;
54 mM KCI
1.2 mM CaCl,
1.2 mM MgCl;
10 mM  D(+)-Glukose

Sammelgel:
98 ml Sammelgelldsung (bereits vorgemischt)

100 ul 10 % SDS
100 ul 10 % APS
10 ul  TEMED

1x TAE:
40 mM  Tris-Acetat, pH 8,3
1 mM EDTA

Transferpuffer:
100 ml 10 x Westpuffer
100 ml Methanol abs.

ad 1 I Wasser

Trenngel (8,5 %):
56 ml Acrylamidldésung

10,1 ml Wasser
47 mil 1,5 M Tris, pH 8,8
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200 i 10 % SDS
200 i 10 % APS
10 ul TEMED

Trenngel (12,5 %):
8,2 ml Acrylamidldésung

7,1 ml Wasser

47 ml 1,5 M Tris, pH 8,8
200 10 % SDS

200 10 % APS

10 1] TEMED

10x Westpuffer:
144 ¢ Glycin
304 g Tris

ad 1 I Wasser
pH 8,1-84

Die Ringerlésung der elektrophysiologischen Versuchsreihen wurde bei der Herstellung
mittels NaOH auf pH 7,8 titriert. Eine Begasung mit einem 95:5-0,-CO,-Gemisch und
eine Umgebungstemperatur von 37 °C gewahrleisteten wahrend der Versuche einen

konstanten pH von 7,4.
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3.2 Methoden
3.2.1 LDH-Assay zur Viabilitatspriufung

Ist eine Zelle unphysiologischen Bedingungen ausgesetzt, kann es im Verlauf der zellu-
laren Stressantwort durch einen Mangel an Kompensationsmechanismen zu einem
Funktionseinbruch kommen, etwa durch Verlust der zellularen Barriere nach Einbruch
des Membranpotentials. Infolgedessen werden vermehrt intrazellulare Metabolite frei-
gesetzt bzw. stromen aus. Dieser Effekt wird auch in der klinischen Diagnostik genutzt,
um beispielsweise das Ausmal} des Zelluntergangs nach einem Herzinfarkt oder bei
verschiedenen Lebererkrankungen zu bestimmen.

Die Freisetzung des zytosolischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) konnte negativ
mit einer intakten Zellfunktion korreliert werden, so dass in der vorliegenden Arbeit LDH
als Parameter fUr die Zellviabilitat verwendet wurde: Je geringer die LDH-Freisetzung,
desto besser ist die Toleranz der Zellen fur die applizierte Substanz bzw. deren Dosis.
Somit konnte die Toxizitat der verwendeten Substanzen in ihren jeweiligen Applikati-
onskonzentrationen Uberprift und eine physiologische Dosis flr die weiterfihrenden
Experimente festgelegt werden. Artefakte durch Apoptose bzw. Zelllyse in Messungen
des transepithelialen Widerstands sollten auf diese Weise so gut wie mdglich ausge-
schlossen werden.

Fir die Viabilitatsprifung wurden epitheliale Monolayer der Zellreihe HT-29/B6 in Milli-
pore-Filtern verwendet. In Vorbereitung der LDH-Konzentrationsbestimmung wurde der
Widerstand der Filter manuell mit einer Chopstickelektrode bestimmt; ein ausreichend
hoher Widerstand wurde hierbei als Zeichen flr eine intakte Epithelfunktion gewertet.
AnschlieRend wurden die Filter mit den entsprechenden Konzentrationen der Substan-
zen (Melittin 0,3/ 1,0/ 3,0 uM, Laurat 3,5/ 4,5/ 6 mM, Kontrolle mit Ringerldsung #111)
fir jeweils zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Nun wurden ca. 500 pl Uberstand ent-
nommen, in ein Eppendorf-Réhrchen Gberflihrt und bei 5000 rpm Uber 2 Minuten zentri-
fugiert. Hiervon wurden 450 pl in ein Sarstedt-Rohrchen pipettiert (Probe 1). Der Rest
des Uberstands wurde verworfen und die Filter auf einem Tissue abgetupft. Im néch-
sten Schritt wurden die Filter mit 2 % Triton X-100 (in RPMI und angewarmt) 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, um die Zellen zu lysieren. Anschliel3iend wurden die Zell-
trimmer mit einer Pipette vereinzelt, die Lysate in Eppendorf-Réhrchen Uberflhrt und
nach obengenanntem Vorgehen (Zentrifugation, Pipettieren von 450 pl Uberstand) in

Sarstedt-Rohrchen pipettiert (Probe 2). Pro Ansatz resultierten 2 Probenréhrchen, eines
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mit der freigesetzten LDH aus dem Uberstand vor Lyse (Probe 1), das andere mit dem
Gesamtlysat, also auch der gesamten intrazellular verbliebenen LDH (Probe 2). Die
Gesamt-LDH vor Inkubation konnte nur indirekt bestimmt werden als Summe aus dem
LDH-Gehalt der Proben 1 und 2. Die Probenréhrchen wurden durch das Zentrallabor
des Universitatsklinikums Benjamin Franklin (UKBF) der Charité bzgl. ihres LDH-
Gehalts analysiert.

Fir die Bewertung wurde nach Erhalt der Ergebnisse der Quotient aus freigesetzter
LDH (LDHysei) vor Zelllyse/-permeabilisierung, aber nach Inkubation mit Substrat bzw.
Ringerlésung #111, und Gesamt-LDH (LDHges), das sich zu Beginn intrazellular befand,

entsprechend

LDHpy.;
LDHges + LDHppe;

gebildet. Das Ergebnis stellt den Anteil der freigesetzten LDH an der Gesamt-LDH dar

und ist ein prozentualer Wert fir die Toxizitat.

3.2.3 Elektrophysiologie

3.2.3.1 Manuelle Widerstandsmessung mittels Chopstickelektroden

Messungen zur Bestimmung des initialen Widerstands oder im Rahmen einer Inkubati-
on aullerhalb der Ussing-Kammer wurden manuell mithilfe speziell fur die Messung an
Zellfiltern entwickelten Chopstickelektroden (Ing. grad. D. Sorgenfrei) durchgefuhrt. Die
Chopstickelektroden bestehen aus zwei Messflhlern, die synchron ins Medium abge-
senkt werden kénnen. Zur Messung des transepithelialen Widerstands eines konfluent
bewachsenen Zellfilters wird einer der Messfuhler innerhalb, der andere auf3erhalb des
Filters von oben in die den Filter ausflllende und umspulende Lésung eingetaucht. Zur
Korrektur wurde abermals ein Leerwert an einem zellfreien Filter ermittelt, der wiederum
vom gewonnenen Messwert abgezogen wurde. Zwischen Messungen wurden die
Chopstick-Elektroden durch Eintauchen in 96 % Ethanol gereinigt.

Substanzen wurden, soweit nicht anders beschrieben, apikal unter Konstanthaltung des
Beflllungsvolumens der Filter hinzugegeben. Expositionszeiten von 30 min bzw. 2 h
wurden je nach Versuchsreihe eingehalten. In Reversibilitatsexperimenten fand, soweit
nicht anders beschrieben, ein Auswaschen der Substanzen mit Ringerlésung #111
statt.
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3.2.3.2 Kurzschlussstrom-Methode nach Ussing

Zur Bestimmung des aktiven lonentransports (Kurzschlussstrom Isc in pmol/h/cm?) und
des transepithelialen Widerstands R' (TER) bzw. dessen Kehrwert, der lonenleitfahig-
keit G', von Epithelien eignet sich als etabliertes in vitro-Verfahren die Kurzschluss-
strom-Methode nach Ussing (vgl. Ussing & Zerahn, 1951).

Im Versuchsaufbau ist ein Epithel zwischen zwei synchron mit 5 ml Medium (Ringerl6-
sung #111) beflllten, auf 37 °C temperierten Kammern aufgezogen. Die Lésung in bei-
den Kompartimenten wird jeweils mittels kontinuierlicher Carbogen-Begasung (95 % O,
5 % CO;) durchmischt.

Durch eine spezielle Modifikation der Plexiglaskammern (Kreusel et al., 1991) kdnnen
im Versuch auch kommerzielle Zellkulturfilter verwendet werden (Millipore, Schwal-
bach). Je zwei Dichtungsringe aus Gummi verhindern einen lateralen Fluss der Losung
uber den Filterrand.

Die elektronischen Messungen an der Ussing-Kammer erfolgen Uber einen PC mit
Mehrkanal-AD-Wandler, mit dem die Spannung {iber dem Epithel (U*") erfasst und die
Elektroden im closed bzw. open circuit angesteuert werden kdnnen. Der transepithelia-
le Widerstand (transepithelial resistance TER bzw. R') kann (iber Spannungsanderun-
gen (A V) berechnet werden, die durch Kurzschlussstromimpulse (50 uA, 0,3 s) eines
weiteren externen Messverstarkers (CVC6 bzw. CVC8) induziert werden. Eine entspre-
chende Software (Analogon, Ing. grad. D. Sorgenfrei) ermoglicht die Steuerung des
Programms, eine Anzeige der Messwerte und eine Registrierung der Parameter in vor-
gegebenen Zeitintervallen. Uber ein pH-Meter findet eine kontinuierliche Messung des
pH-Werts statt.

Zur Bestimmung des Kurzschlussstroms Isc unter closed circuit - Bedingungen wird das
Epithel zuvor auf 0 mV geklemmt.

Da es bereits durch die sich in den Kammern zwischen eingespanntem Epithel und
Elektroden befindliche Flissigkeit zu Anderungen in der Spannung und im Widerstand
kommt, ist eine Korrektur der Messdaten notwendig. Entsprechend wurde vor Einbau
der Zellfilter der Widerstand der flUssigkeitsgefullten Kammern ohne Praparat und das
Asymmetriepotential der Elektroden gemessen und der ermittelte Leerwert von den im

Experiment gewonnenen Daten abgezogen.
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Abb. 7: Schematischer Aufbau der Ussing-Kammer. Rechte und linke Kammerhalfte werden
durch das Epithel voneinander getrennt, so dass eine apikale von einer basolateralen Seite un-
terschieden werden kann. Begasung und thermostatische Regulation gewahrleisten eine Kon-
stanthaltung des Milieus. Ein Voltmeter ermdglicht die Messung des transepithelialen Wider-
stands, wahrend sich Uber eine externe Stromquelle ein Kurzschlussstrom applizieren lasst
(Glnzel et al., 2010).

Im Anschluss an die Bestimmung des Leerwiderstandes sowie des Asymmetriepotenti-
als wurden die Zellfilter in die Ussing-Kammer eingebaut und beidseitig synchron mit
dem gleichen Volumen (5 ml Ringerlésung #111) beflllt. Nach Anlegen eines Stroms |
uber den Rechteckgenerator konnte die Potentialdifferenz aus U4 und U, bestimmt und

uber Anwendung des Ohm’schen Gesetzes

R_U
i
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der transepitheliale Widerstand R' ermittelt werden. Aus dem somit berechneten Wider-
stand R sowie der direkt gemessen transepithelialen Spannung U°®P' Iasst sich entspre-
chend auch der Kurzschlussstrom Isc als Quotient aus Spannung und Widerstand
bestimmen.

Substanzen wurden, soweit nicht anders beschrieben, apikal unter Konstanthaltung des
Kammervolumens hinzugegeben. Je nach Versuchsreihe wurden Expositionszeiten von
30 min bzw. 2 h eingehalten. In Reversibilitatsexperimenten wurde, soweit nicht anders
beschrieben, ein Auswaschen der Substanzen mit Ringerlésung #111 durchgefihrt.
Spezifische Inhibitoren weiter unten beschriebener Signalwege (Kap. 4.1.8. bzw. 4.2.8.)
wurden 30 min vor Applikation der AE hinzugegeben, um einen inhibitorischen Effekt zu

gewahrleisten.

3.2.3.3 Fluxmessungen parazellularer GroRenmarker

Die parazellulare Passage unterschiedlich grof3er Moleklle Uber ein Epithel, die im
Rahmen von Fluxmessungen ermittelt werden kann, gibt einen Hinweis auf die epithe-
liale Permeabilitat. Die durchgefuihrten Fluxmessungen fanden alle in Ussing-Kammern
statt, da durch die Begasung eine konstante Durchmischung der Badflissigkeit gewahr-
leistet wird, und somit eine Beeinflussung des Flux durch eine Entstehung von Grenz-
schichten aufgrund von Konzentrationsgefallen an den Passagestellen vermieden wer-
den kann.

Nach Einbau der konfluent bewachsenen Zellkulturfilter, dem Beflllen der Kammerhalf-
ten mit je 5 ml Ringerlésung #111 und dem Erreichen konstanter Widerstande, wurde
zu Beginn eine Leerwertprobe abgenommen. Hierzu wurden basolateral 300 ul Badlo-
sung entnommen und durch frische Ringerlésung #111 ersetzt. AnschlieRend wurden
apikal 5 pul Fluorescein (100 mM) appliziert. Zu den Zeitpunkten 10, 20, 30 und 40 min
ab Fluoresceinzugabe wurden basolateral jeweils wieder 300 yl entnommen und durch
frische Ringerlésung #111 ersetzt. Photometrisch wurden anschliel3end bei einer Wel-
lenlange von 520 nm die Fluoresceinkonzentrationen der Proben am Spektrometer er-
mittelt und zur Berechnung der Fluxe verwendet.

Zur Berechnung des Flux fand folgende Formel

(CZ - Cl) ’ VKammer




mit dem Flux J, den Konzentrationen ¢ zu Zeitpunkt 1 und 2, der Zeitdifferenz At zwi-
schen Zeitpunkt 1 und 2, sowie dem Kammer- bzw. Zugabevolumen V und der zugang-
lichen Flache des Filters A Verwendung.

Aus dem Quotienten aus Flux und Konzentrationsdifferenz Iasst sich somit unter An-

wendung von

die Permeabilitat P von Fluorescein bestimmen.

Die Bestimmung der Permeabilitat fir FITC-Dextran wurde auf ahnliche Weise durchge-
fuhrt wie fur die Fluoresceinpermeabilitat beschrieben. Allerdings wurde hierbei die Us-
sing-Kammer mit einer Ringerlésung #111 befullt, die bereits 10 mM eines unmarkierten
Dextrans gleicher GroRRe enthielt. Vor Versuchsbeginn wurde das FITC-Dextran (4 kDa)
dialysiert, um Artefakte einer falschlichen Mitanalyse kleinerer Dextranfragmente zu
vermeiden. Proben wurden zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 120 min jeweils basolateral
entnommen und mit gleichem Volumen der Ringerlésung #111 ersetzt. Die photometri-
sche Messung bei einer Wellenlange von 520 nm am Spektrometer, sowie die Berech-
nung von Flux und Permeabilitat wurden auf gleiche Weise wie bei der Ermittlung der

Fluoresceinparameter durchgefihrt.

3.2.3.4 Permeationsanalyse mit Sulpho-NHS-SS-Biotin

Zur weiteren Analyse der groRenselektiven parazellularen Molekulpermeation wurden
Deckglaschen mit epithelialen Monolayern der Zelllinie HT-29/B6 nach AE-Exposition
apikal mit Sulpho-NHS-SS-Biotin (606,7 Da) inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Ge-
genfarbung mit anti-ZO-1, einem Antikorper, der sich gegen das TJ-Scaffolding-Protein
Z0-1 richtet. Antikdrper- und Biotin-Signale wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie in der lateralen (z-)Achse der Epithelzellen detektiert. Biotin-Signale wur-
den in Bezug zu bi- und trizellularen TJs gesetzt und ein Signal innerhalb bzw. unter-
halb der TJ als Permeation gewertet. Nach anschlieRendem Washout detektierte Hin-
tergrundsignale von im Interzellularraum verbliebenen Biotin-Molekllen wurden im Sin-

ne einer Detektabilitdt des verwendeten Markermolekuls gewertet.
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3.2.3.5 Impedanzspektroskopie’

Die Technik der Impedanzspektroskopie ermdglicht es, zwischen epithelialem und
subepithelialem Widerstand zu differenzieren, die gemeinsam den Gesamtwiderstand
(transepithelialer Widerstand R') ausmachen. Dabei beschreibt der epitheliale Wider-
stand R°"' die Impedanzeigenschaften des Epithels bzw. des epithelialen Monolayers an
sich und der subepitheliale Widerstand R die Eigenschaften der darunterliegenden
Strukturen. Der transepitheliale Widerstand entspricht hierbei der Summe der Einzelwi-
derstande. Im Modell der Ein-Wege-Impedanz (1P1) sind R®"" und R®*® zueinander in
Reihe geschaltet. FUr die Zwei-Wege-Impedanz (2PI1) wird der epitheliale Widerstand

R®' noch weiter in einen transzelluldren Anteil R""S

und einen parazellularen Anteil
RP® aufgegliedert. Diese sind zueinander parallelgeschaltet und befinden sich in

Reihenschaltung zum subepithelialen Widerstand.

Copiz

|Q§ub[;]

Abb. 8: Zwei-Wege-Impedanz. Im Gegensatz zur 1Pl ist im Schaltkreis der 2PI der epitheliale
Widerstand nochmals unterteilt in transzellularen Widerstand R™" und parazelluldren Wider-
stand R, C* ist in diesem Modell der epitheliale Kondensator (Krug, 2009b).

Zusatzlich wird bei der 2Pl auch noch eine reversible Modifizierung des parazellularen
Widerstands bewirkt. Dabei wird EGTA als Calcium-Chelator zugegeben, der spezifisch
die fur den parazellularen Weg maligeblichen Tight Junctions o6ffnet und als
Calciumswitch bezeichnet wird (Martinez-Palomo et al. 1980)."

Parallel zur Widerstandsmessung bei gedffneten Tight Junctions findet dabei auch eine
Messung eines parazellularen Markerfluxes statt. Anhand der ermittelten Fluxe vor und
nach EGTA-Gabe kann mit der Impedanzmessung vor und nach Tight-Junction-Offnung

der para- vom transzellularen Widerstandsanteil diskriminiert werden.

" Die Messungen und Auswertungen der Impedanzspektroskopie wurden von Dr. Susanne Krug durchgefihrt (Krug

et al.,, 2009b).

2 Zzwar wird durch den Calciumswitch auch die Adherens Junction beeinflusst, dies kann allerdings fir unsere Be-
rechnungen aulRer Acht gelassen werden, da diese nicht zum parazellularen Widerstand beitragt.
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Fir die impedanzspektroskopischen Messungen wurden konfluent bewachsene Zellfil-
ter mit epithelialem Monolayer in Ussing-Kammern eingebaut, deren Kammerhalften
jeweils mit 5 ml Ringerlésung #111 synchron befullt wurden. Die transepithelialen Po-
tentiale wurden zwischen den Messungen auf 0 mV geklemmt. Wahrend der Impe-
danzmessung wurde sequentiell sinusférmiger Wechselstrom (35 pA/cm?) mit 42 ver-
schiedenen Frequenzen zwischen 1,3 Hz und 16 kHz appliziert. Die hierdurch generier-
ten Spannungsanderungen wurden mittels phasensensitiver Verstarker (402 frequency
response analyzer, Beran Instruments; 1286 electrochemical interface, Solartron
Schlumberger) gemessen und die Impedanzen aufgezeichnet. In zehnminttigem Ab-
stand ab Einbau der Zellfilter wurden Impedanzspektren aufgezeichnet. Nach einer in-
itialen Messung fand die Markerzugabe statt, an die im Anschluss regelmaRig Proben
entnommen wurden. 30 min nach Fluoresceingabe wurde beidseits EGTA 1,3 mM zu-
gefugt, wodurch ein Widerstandseinbruch verzeichnet werden konnte. Im Verlauf wur-
den weiterhin in zehnminatigen Intervallen Impedanzspektren aufgenommen.

Ahnlich wie in den Fluxexperimenten zur Berechnung der Permeabilitat (siehe 3.2.3.3.)
erfolgte die Probenentnahme, um die Passage des Markermolekuls zu ermitteln und die
Ergebnisse mit den Impedanzmessungen zu korrelieren. Um die Impedanzspektrosko-
pie jedoch nicht zu stoéren, fand die Entnahme jeweils im Intervall zwischen den Impe-
danzmessungen statt. Nach Abnahme eines initialen Leerwertes erfolgten die Entnah-
men bei =10, 20, 30 min. Nach der dritten Entnahme erfolgte die Zugabe des EGTA
zur Offnung der Tight Junctions und somit zur Erhéhung des parazelluléren Fluxes. Vier
weitere Probenentnahmen erfolgten in Zehnminutenintervallen. Die Konzentration des
Markermolekuls wurde wie in 3.2.3.3. bestimmt und fur die Fluxberechnung verwendet.
Fir die hier verwendete Zelllinie (HT-29/B6) wurde an anderer Stelle bereits Fluores-
cein als rein parazellularer Fluxmarker identifiziert (vgl. Krug, 2009b), so dass von nur
geringen Artefakten bei der Berechnung von para- und transzellularem Widerstand
ausgegangen werden kann.

Die Ermittlung von R fand unter Einbeziehung der Fluxverhaltnisse des parazellula-
ren Markers Fluorescein vor und nach EGTA-Gabe und der Informationen der Impe-
danzanalyse Uber den Vergleich der Widerstandsanderung in Bezug zur Fluxanderung
statt.
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3.2.4 Molekularbiologie

3.2.4.1 Western Blot

Die Proteinexpression der Epithelzellen (HT-29/B6) nach Inkubation mit den Absorpti-
onsenhancern wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht. In einem ersten Ansatz
wurden die Proteine des Gesamtlysats der Epithelzellen und in einem gesonderten An-
satz die isolierte Fraktion der Membranproteine betrachtet.

Die einzelnen Schritte der Proteinextraktion, Membranpraparation und des Western

Blot-Verfahrens sind im Folgenden beschrieben.

3.2.4.2 Proteinextraktion aus epithelialen Monolayern

Fir die Proteinextraktion aus den epithelialen Monolayern der Zellreihe HT-29/B6 wur-
den jeweils drei Zellfilter gepoolt aufbereitet um die Menge an detektierbarem Protein je
Probe zu erhdhen. Vor Beginn der Proteinextraktion wurden die Zellfilter nach Absau-
gen des Mediums bereits 2 Stunden mit den entsprechenden Substanzen (Laurat 3,5
mM / Melittin 0,3 uM / Kontrollen mit Ringerlésung #111) bei 37 °C in der Zellkultur in-
kubiert.

Nach Abschluss der Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt und die Filter mit PBS
gewaschen. Nach erneutem Absaugen des Uberstands wurden 200 ul PBS pro Zellfilter
aufgetragen und die Zellen mit einem Cell-Scraper abgeschabt. Die aus je drei Zellfil-
tern gepoolte Zellsuspension wurde in Eppendorf-Rdhrchen Uberflhrt und anschlieend
bei Raumtemperatur eine Minute lang bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen.

Die anschlieBenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. 500 ul eiskalter
Gesamtlysepuffer wurde zum Zellpellet in die Eppendorf-Réhrchen gegeben und mittels
Vortex vermengt. Nach 30-60 Minuten Inkubation auf Eis und zwischenzeitlichem Vor-
texen wurden die Proben nochmals bei 4 °C und 15 000 x g 15 Minuten lang zentrifu-
giert. Wieder wurde der Uberstand abgenommen und diesmal als Asservat zur Protein-

quantifizierung und anschlieRenden Proteinbestimmung weiterverarbeitet.

3.2.4.3 Membran-Protein-Extraktion aus epithelialen Monolayern

In einem gesonderten Ansatz wurde statt der Aufbereitung des Gesamtproteins eine
Membranproteinpraperation der Proben durchgeflhrt. Wie oben beschrieben fand zuvor
nach Absaugen des Mediums aus den Zellfiltern (HT-29/B6) eine zweistlndige Inkuba-
tion bei 37 °C im Brutschrank mit den Absorptionsenhancern bzw. der Kontrollen in Rin-

gerlosung #111 statt. Alle folgenden Arbeitsschritte fanden auf Eis statt.
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Nach abgeschlossener Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellfilter mit
PBS gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und 100 pl Membranlysepuffer pro Filter
zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Cell-Scraper abgeschabt und
die Zellsuspension in ein Eppendorf-Réhrchen Uberfihrt. Dessen Inhalt wurde nun
zehnmal durch eine Insulinnadel aspiriert und funf Minuten lang bei 200 x g und Raum-
temperatur zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde in ein weiteres Eppendorf-
Réhrchen (berfiihrt und 30 Minuten bei 43 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uber-
stand, in dem sich die geldste Proteinfraktion befand, wurde wieder abgenommen und
in ein weiteres Eppendorf-Réhrchen uberflhrt. Der verbliebene Zellpellet, der das
membranstandige Protein (cold membrane fraction) enthielt, wurde mit ca. 100 pl eis-
kaltem Membranlysepuffer vorsichtig wieder in Lésung gebracht. Die Proben wurden

nun bei -80 °C asserviert und zur Proteinquantifizierung weiterverarbeitet.

3.2.4.4 Proteinquantifizierung (Pierce, BCA)

In eine Mikrotiterplatte wurden je 10 ul Probe zusammen mit 190 yl BSA-Gebrauchs-
l6sung pipettiert (200 pul Gesamtvolumen pro Vertiefung). Die Standardreihe wurde mit
je 10 ul BSA-Lésungen bekannter Konzentrationen mit 0,0 — 0,2 - 0,8 — 1,2 mg BSA/ml
erstellt. Fur die BSA-Gebrauchslésung wurden PIERCE BCA Protein Assay Reagenz A
und Pierce BCA Protein Assay Reagenz B in einem Verhaltnis von 20:1 angesetzt. Als
Kontrolle dienten je 10 ul Lyse-Puffer.

Die beladene Mikrotiterplatte wurde mit Parafilm versiegelt und bei 37 °C 30 Minuten im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde mit dem Mikrotiterplattenlesegerat Tecan
Spectra Classic die Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen.

Aus den Werten der Standardreihe konnte durch lineare Regression eine Eichkurve er-
stellt werden, anhand derer sich die Proteinkonzentration der Proben ermitteln lief3.
Hierfar wurde jeweils der Mittelwert aus zwei Ansatzen nach Abzug des Mittelwerts der

Lyse-Puffer-Kontrollen gebildet.

3.2.4.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Mittels einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese kdénnen die zuvor aus den Zellfiltern ex-
trahierten Proteine in unterschiedliche Fraktionen aufgetrennt werden.

Die Methode der PAGE macht sich dabei das Prinzip zunutze, dass Moleklle entspre-
chend ihrer GréfRe, Molmasse und Ladung, aber auch abhangig von der Beschaffenheit
des Trennmediums in einem elektrischen Feld zur Kath- bzw. Anode wandern. |hre

Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei sowohl durch die angelegte Spannung, als auch
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durch die PorengroRe des Gels bedingt. Da der Gehalt an Polyacrylamid die Dichte des
Gitters im Gel bestimmt, eignen sich héherprozentige Trenngele eher zur Auftrennung
kleinerer Molekile, geringerprozentige Trenngele zur Auftrennung groflRerer Molekdle.

In diesem Ansatz wurden 8,5 %- und 12,5 %-ige Trenngele und eine Mini-Protean-
Apparatur verwendet.

Je zwei Glasplatten wurden durch einen 1,5 mm-Spacer voneinander getrennt in die
Elektrophoresekammern eingebaut, mit Trenngel bis 1,5 cm unterhalb der Oberkante
luftblasenfrei befullt und 30 Minuten zur Polymerisation belassen. Eine 10 mm-Schicht
absoluten Ethanols verhinderte das Austrocknen des Gels. Nach Abgiel3en des Etha-
nols wurde ein Sammelgel auf das Trenngel aufpipettiert, mittels eines Kamms gekam-
mert und 30 Minuten zur Polymerisation belassen. Nach Entfernen des Kamms wurden
die entstandenen Taschen mit Elektrophoresepuffer gespilt und die Gele in die Elek-
trodenhalterungen der ebenfalls mit Elektrophoresepuffer beflllten Elektrophorese-
kammern eingebaut.

Die Proteinproben wurden mit Lysepuffer und 5 x Laemmli gemischt und abzentrifugiert.
Bei 95 °C wurden die Proben funf Minuten denaturiert und mit Natriumdodecylsulfat
(SDS) markiert. Das SDS Uberlagert die Eigenladungen der Proteine und bewirkt, dass
diese sich wie gewunscht, nach Molekulgrofe, nicht aber entsprechend ihrer heteroge-
nen Ladungsdichten, trennen.

Ein weiterer Kaleidoskop-Marker wurde bei 42 °C Uber zwei Minuten appliziert, bevor
die Proben in die Elektrophoresetaschen des Sammelgels aufgetragen wurden.

Die anschlieRende Elektrophorese fand bei einer Spannung von 100 V Uber eine Dauer
von 60 - 90 Minuten statt.

3.2.4.6 Elektrotransfer

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Proteine fur die weitere Immunde-
tektion vom Gel auf eine PVDF-Membran Ubertragen.

Die PVDF-Membran wurde hierfur ca. funf Minuten in absolutem Ethanol angefeuchtet
und anschlieliend mit Transferpuffer inkubiert. Danach wurden das Gel und die PVDF-
Membran sowie zwei Schwamme und zwei Whatman-3MM-Filter funf Minuten lang in
Transferpuffer equilibriert und anschlieend zu einem ,Sandwich® zusammengebaut
(zuoberst ein klares Panel, Schwamm 1, Whatman-Filter 1, PVDF-Membran, Gel,
Whatman-Filter 2, Schwamm 2, zuunterst ein schwarzes Panel). Das entstandene

Sandwich wurde in die Elektrodenkammer eingesetzt und mit Kihlakku und Rihrstab-
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chen versehen in die Pufferkammer eingebracht, die daraufhin mit Transferpuffer aufge-
fullt wurde. Die komplette Apparatur wurde auf einen Magnetrihrer gestellt und an die
Stromversorgung angeschlossen. Der Transfer fand bei 100 V und konstantem Strom

zwischen 0,2 und 0,4 A Uber die Dauer von 60 Minuten statt.

3.2.4.7 Inmundetektion mit POD-konjugiertem Zweitantikorper

Mittels Immundetektion lassen sich auf einer Nylonmembran fixierte Proteine mit spezi-
fischen Antikdrpern nachweisen und verifizieren. Die getrocknete Membran wurde vor
Beginn der Immundetektion kurz mit Ethanol befeuchtet und in PBS / Tween gespdlt. Im
Anschluss wurde die Membran in einer Glaskuvette in ca. 50 ml PBS / Tween / 5 %
Magermilchpulver zwei Stunden lang bei Raumtemperatur blockiert bzw. Gber Nacht bei
4 °C. Dieser Schritt diente der Blockade unspezifischer Proteinbindungsstellen. Der
Uberstand wurde abgeschiittet, die Membran jedoch in der gleichen Glaskiivette belas-
sen (auch samtliche Bindungsstellen des am Glas haftenden Proteins sollten hier bloc-
kiert sein) und mit PBS / Tween gespdlt. Dann erfolgte die Inkubation in ca. 50 ml PBS /
Tween / 5 % BSA / 0,02 % NaAzid Uber zwei Stunden bei Raumtemperatur bzw. tber
Nacht bei 4 °C. Im nachsten Schritt fand die Inkubation mit dem 1. Antikérper in einem
Verhaltnis von 1:2000 statt. In mindestens 12,5 ml PBS / Tween / 5 % BSA / 0,02 %
NaAzid wurde die Membran weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur mit dem 1. Anti-
korper auf einer Wippe inkubiert. Im Anschluss daran wurde sie 3 x 10 Minuten mit
PBST gewaschen und dann in 15 ml PBST / 1 % Blocking Reagent mit dem 2. Antikor-
per (je nach 1. Antikdrper Anti-Rabbit-Ak oder Anti-Mouse-Ak) 60 - 90 Minuten bei
Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert.

Nach weiteren Waschvorgangen (3 x 10 Minuten in PBS / Tween bei Raumtemperatur)
wurde die Membran fur funf Minuten in einer Entwicklungslésung (Lumilight, Roche) im
Dunkeln inkubiert. Anschliel3end wurde die Membran zwischen zwei Transparentfolien
in den Lumineszenz-Detektor LAS 1000 eingebracht. Dort wurde bei Expositionszeiten
zwischen 30 Sekunden und finf Minuten das bei der Spaltung des Lumilight-Substrats

emittierte Licht detektiert und somit das spezifische Bandenmuster kenntlich gemacht.

3.2.4.8 Immunfluoreszenz
Das Prinzip der Immunfluoreszenz basiert auf der spezifischen Bindung von Erst-
Antikdrpern an nachzuweisende Proteine im Zellverband. Diese Immunkomplexe kon-

nen wiederum spezifisch von fluoreszenzmarkierten Zweit-Antikdrpern gebunden wer-
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den, die sich gegen die Fc-Domane der proteinspezifischen Erst-Antikdrper richten.
Diese kénnen im konfokalen Laser Scanning-Mikroskop dargestellt werden, da sie nach
Anregung mit Licht bestimmter Wellenlangen ebenfalls Licht emittieren. Neben dem
Nachweis einzelner Proteine eignet sich diese Methode auch zur Darstellung von Ko-
Lokalisationen verschiedener Proteine, da im Rahmen von Doppelfarbungen verschie-
dene Antikorper gegen unterschiedliche Strukturen gleichzeitig verwendet werden kon-
nen. In der vorliegenden Arbeit wurden Antikdrper gegen Occludin, Tricellulin und Clau-
dine, sowie das TJ-assoziierte ZO-1 verwendet und mit fluoreszenzmarkiertem Antikor-
per Alexa Fluor 488 goat anti-mouse and Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit dargestellt.
Auf diese Weise konnten die Tight-dJunction-Proteine Occludin, Tricellulin, sowie ver-
schiedene Claudine und ZO-1 nach Inkubation mit den Absorptionsenhancern und in
Kontrollen dargestellt werden, sowie ihre Lokalisation in Bezug zur Zellmembran ge-
zeigt werden. Nuclei wurden mit DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid) an-
gefarbt, zur Darstellung von F-Aktin wurde FITC-Phalloidin verwendet.

Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um epitheliale Monolayer der Zellreihe
HT-29/B6 auf Deckglaschen (18 x 18 mm), die vor Beginn der Immunfarbung nach Ab-
saugen des Mediums je 30 Minuten bzw. zwei Stunden mit den entsprechenden Sub-
stanzen (Laurat 3,5 mM und 4,5 mM / Melittin 0,3 uM und 1 uM / Kontrollen in Ringerl6-
sung #111) bei 37 °C in der Zellkultur inkubiert wurden.

Nach Absaugen des Uberstands wurden die Deckgldschen 2 x mit PBS (mit Mg?* /
Ca*") gewaschen und 15 Minuten mit auf 37 °C vorgewarmtem 1 % Paraformaldehyd
(20 min bei 2 %) in PBS (pH 7,4) im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend folgten zwei
weitere Waschvorgange mit PBS (mit Mg?*/Ca?*). Die Zellen wurden fiinf Minuten in 25
mM Glycin in PBS inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (mit Mg**/Ca**) wur-
de eine 15-minutige Permeabilisierung der Zellen mit 0,3 % Triton X-100 in PBS (7 min
bei 0,5 %) durchgefiihrt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (mit Mg?*/Ca?*) wurde
60 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,5 % Goat-Serum blockiert. Im nachsten Schritt
wurde 60 Minuten bei 4 °C mit dem Erst-Antikdrper in 0,5 % Goat-Serum inkubiert.
Nach zweimaligem Auswaschen mit 0,5 % Goat-Serum erfolgte die Inkubation zur Dop-
pelfarbung mit einem weiteren 1. Antikdrper, wie bereits oben beschrieben, und von
zweimaligem Auswaschen mit 0,5 % Goat-Serum gefolgt.

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten im Dunkeln, um die fluoreszenzmarkierten Zweit-
Antikorper zu schonen. 60 Minuten wurde bei 37 °C mit dem ersten Zweit-Antikorper
(Goat-Anti-Rabbit 594 1:500) in 0,5 % Goat-Serum inkubiert. Dieser Vorgang wurde mit
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dem zweiten Zweit-Antikorper (Goat-Anti-Mouse 488 1:500) flir 60 Minuten bei 37 °C
wiederholt. Nach zweimaligem Waschen mit 0,5 % Goat-Serum wurden die Deckglas-
chen kurz nacheinander mit Aqua bidest. und absolutem Alkohol abgespult und mit Pro
Tags Mount Fluor eingedeckt. Das Ausharten fand bei Raumtemperatur im Dunkeln
statt, die Darstellung der immungefarbten, fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte am
konfokalen LSM 510 Meta, Carl Zeiss, Jena, bei exzitatorischen Wellenlangen von 543,
488 und 405 nm.

3.2.5 Auswertung und Statistik

Die in dieser Arbeit verwendeten Dateitabellen, Abbildungen und statistischen Auswer-
tungen wurden unter Verwendung von Microsoft Excel, Microsoft Word, Microsoft Po-
werpoint und Origin erstellt. Die Messwerte wurden als arithmetischer Mittelwert £+ SEM
(Standard Error of the Mean) angegeben. Die Berechnung von Signifikanzen fand mit-
tels Student’s t-Test und Bonferroni-Holm-Methode statt, wobei ein p-Wert <0,05 als si-
gnifikant gewertet wurde (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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4 Ergebnisse

4.1 Effekte von Laurat

Die Widerstandsmessungen (sowohl manuell als auch mittels Ussing-Kammer) wurden
zum Nachweis eines Effektes von Laurat auf die Epithelien durchgeflhrt. Initial wurden
verschiedene Konzentrationen der Substanz getestet und ihr Effekt auf den Widerstand
und auf eine Reversibilitat der Veranderung hin analysiert.

Messungen des initialen transepithelialen Widerstands konfluenter Monolayer zeigten
Ausgangswerte von 317,4 + 24,1 Q-cm? (n=28).

4.1.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung

In Abhangigkeit von der apikalen Konzentration des Laurats stellte sich eine deutliche
Dosis-Wirkungs-Beziehung der Effekte dar. Wahrend in Kontrollen nach zweistlindiger
Inkubation mit Ringerlésung #111 keine signifikante Veranderung des TER zu verzeich-
nen war (95,66 £ 2,08 % des initialen Widerstands (n=10)), kam es bei einer apikalen
Konzentration von 3,5 mM Laurat zu einem Abfall des TER auf 52,4 + 12,33 % des
Initialwerts (n=10). 4,5 mM Laurat apikal fuhrte zu einem Absinken des TER auf 24,87 +
4,13 % des Initialwerts (n=4) und 6 mM Laurat senkte den TER auf 11,31 + 1,28 % des

Initialwerts (n=4).
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Abb. 9: Dosis-Wirkungs-Beziehung von Laurat. Zweistiindige Inkubation mit Laurat in den
Konzentrationen 3,5 mM (n=10), 4,5 mM (n=4) und 6 mM (n=4) flihrte zu deutlichen, konzentra-
tionsabhangigen Veranderungen des TER im Vergleich zu Initialwerten (***p < 0,001). Kontrol-
len (CTRL) zeigten stabile TER-Werte im Verlauf (n=28).
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4.1.2 Zeit-Reversibilitats-Beziehung

Nach zweistlindiger Exposition mit 3,5 mM Laurat und anschlieendem Auswaschen
der Substanz zeigte sich eine deutliche Zeitabhangigkeit der Wirkung auf den transe-
pithelialen Widerstand.

Initiale Messungen ergaben transepitheliale Widerstande mit Werten von 376,95 + 9,07
Q-cm? fiir Kontrollen (n=12), bzw. 378,9 + 21,92 Q-cm? fiir die Lauratgruppe (n=12).
Kontrollen blieben nach initalem Absinken ihres TER auf einem stabilen Niveau bei
89,27 + 1,99 % des Ausgansgwerts nach 240 min (n=12).

Nach Applikation von 3,5 mM Laurat kam es im Verlauf zu einem Absinken des TER auf
70,74 £ 2,47 % des Initialwerts nach 30 min (***p < 0,001), bzw. 63,01 + 3,73 % des In-
itialwerts nach 60 min (***p < 0,001). Bei 120 min erreichte der TER sein Minimum mit
49,37 + 0,53 % des Initialwerts (***p < 0,001). Nach Auswaschen der Substanz konnte
eine Erholung mit Anstieg des TER auf 55,37 £ 1,24 % des Initialwerts innerhalb von
240 min beobachtet werden (n=12).

In einem gesonderten Ansatz mit zweistliindiger Lauratinkubation in Medium zeigte sich
nach 20 h eine Ruckkehr auf 89,22 + 10,48 % des Initialwerts (n=4).
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Abb. 10: Zeit-Reversibilitats-Beziehung von Laurat. Unter zweistlindiger Inkubation mit 3,5
mM Laurat zeigten sich im Verlauf von 240 min deutliche, zeitabhangige Effekte. Initial kam es
zu einem Absinken des TER im Vergleich zu Initialwerten (***p < 0,001). Nach Auswaschen des
Laurats nach 120 min erfolgte ein Wiederanstieg des TER mit Aufwartstrend (n=12). Kontrollen
blieben nach initialem Absinken ihres TER konstant (n=12).
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4.1.3 Zellviabilitatsmessung mittels LDH-Assay

Zum Ausschluss toxischer Effekte des Laurats wurde sowohl unter Kontrollbedingungen
mit Ringerlésung #111 als auch unter zweistlindiger Exposition mit verschiedenen Kon-
zentrationen von Laurat ein LDH-Freisetzungs-Assay durchgefuhrt. In diesem Assay
wird die Aktivitat des zytosolischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) im Extrazellu-
larraum — in diesem Falle im Medium bzw. Zelliberstand — nachgewiesen. Unter zyto-
toxischen Bedingungen wird LDH vermehrt freigesetzt und gilt somit als Marker fir den
Grad der Zellschadigung.

Nach zweistindiger Inkubation mit Ringerlésung #111 zeigten Kontrollen eine LDH-
Freisetzung von 0,32 + 0,02 % des totalen LDH-Gehalts (n=4).

Bei einer Konzentration von 3,5 mM Laurat kam es zu einer nicht signifikanten Freiset-
zung mit 0,62 £ 0,2 % der Gesamt-LDH (n.s., n=4). Unter Konzentrationen von 4,5 mM
und 6 mM Laurat wurden 3,76 + 1,4 % (*p < 0,05, n=4) bzw. 18,1 + 1,47 % (***p
<0,001, n=4) der Gesamt-LDH freigesetzt (Abb. 15).
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Abb. 11: LDH-Assay fiir Laurat. Nach zweistlindiger Inkubation mit 3,5 mM, 4,5 mM und 6 mM
Laurat zeigten sich dosisabhdngige Unterschiede in der jeweiligen Freisetzung des zytosoli-
schen Enzyms LDH in Prozent des Gesamt-LDH-Gehalts (n.s., *p < 0,05, ***p < 0,001, jeweils
n=4). Eine geringe Freisetzung wurde als Ausdruck intakter Zellviabilitdt gewertet.
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4.1.4 Zwei-Wege-Impedanzmessung

Um zwischen transzellularem und parazellularem Anteil des Widerstands zu unter-
scheiden, wurde eine Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie (2-Pl) bei einer
Konzentration von 3,5 mM Laurat durchgefthrt (Abb. 12). Kontrollen mit Ringerldsung
#111 prasentierten einen durchgehend konstanten epithelialen Widerstand R®" von
415,9 + 35,6 Q-cm? mit einem transzelluldren Widerstand R"™" von 685,7 + 67,8 Q-cm?
und einem parazelluldren Widerstand RP? von 1264 + 208,8 Q-cm? (n=7). Unter apika-
ler Zugabe von 3,5 mM Laurat kam es zu einer Abnahme des epithelialen Widerstands
R®" auf 210,2 + 17,7 Q-cm? nach Substanzzugabe (***p < 0,001, n=7), wobei sich der
transzellulare Widerstand R"™" nicht signifikant veranderte mit 731,8 + 202,7 Q-cm?
(n=7). Der parazellulare Widerstand R sank hingegen deutlich ab auf 518,4 + 133,2
Q-cm? (*p < 0,01, n=7).
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Abb. 12: Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie fur Laurat. Die apikale Zugabe von 3,5 mM
Laurat fUhrte zu einem deutlichen Absinken des epithelialen Widerstands R** (***p < 0,001,
n=7). Die 2PIl-Analyse konnte zeigen, dass dieser Effekt Gber einen Abfall des parazellularen
Widerstands RP*™ vermittelt wurde (*p < 0,01, n=7). Der transzellulare Widerstand R"™" blieb
auch nach Inkubation mit Laurat im Vergleich zu den Kontrollen konstant (n.s., n=7), was somit
auf einen exklusiven Effekt des Laurats auf die parazellularen Barriereeigenschaften hindeutet.
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4.1.5 Markerflux-Experimente

4.1.5.1 Permeabilitaten von Fluorescein und FITC-Dextran

Zur Evaluation der GroRRenselektivitat des parazellularen Weges wurden die Permeabili-
taten von Fluorescein (330 Da) und FITC-Dextran (4 kDa) in unidirektionalen Flux-
Experimenten analysiert.

Die Permeabilitat fur Fluorescein nahm in der mit 3,5 mM Laurat inkubierten Gruppe
deutlich im Vergleich zur Kontrollgruppe zu (Abb. 13A). Die Permeabilitat der Kontrollen
fir Fluorescein lag bei 0,09 + 0,01:10° cm/s (n=8), wahrend die der mit Laurat inkubier-
ten Zellen bei 0,18 + 0,03-10° cm/s (n=6, **p<0,01). Fiir FITC-Dextran (4 kDa) lieR sich
jedoch keine signifikant erhdhte Permeabilitat bestatigen (Abb. 13B). Kontrollen zeigten
eine Permeabilitat fiir FITC-Dextran (4 kDa) von 0,08 + 0,01 - 10° cm/s (n=7). Fir die
mit Laurat inkubierten Proben stellte sich eine Permeabilitat fur FITC-Dextran (4 kDa)
mit 0,064 + 0,01 -10°® cm/s dar (n.s., n=7).
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Abb. 13: Marker-Permeabilitaten fiir Laurat. Unter apikaler Gabe von 3,5 mM Laurat kam es
zu einer deutlichen Erhéhung der Permeabilitat fir Fluorescein (**p<0,05, n=6). Fur FITC-
Dextran 4 kDa liel3 sich keine signifikante Erhdhung der Permeabilitat nachweisen (n.s., n=7).
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4.1.5.2 Permeabilitat von Sulpho-NHS-SS-Biotin

Fir die genauere Bestimmung und Eingrenzung einer Laurat-vermittelten GrélRenselek-
tivitat der parazellularen Permeabilitat wurden Monolayer apikal mit Sulpho-NHS-SS-
Biotin (606,7 Da) inkubiert und anschlieRend mit Anti-ZO-1-Antikdrper gegengefarbt.
Biotin ist in etwa doppelt so grof} wie Fluorescein (330 Da) und wurde als Zwischen-
schritt im GrolRensprung zu FITC-Dextran (4 kDa) eingesetzt. Die konfokal-
lasermikroskopische Analyse der lateralen (z-)Achse der epithelialen Zellen gab keinen
Hinweis auf eine Permeation des Biotin-Signals nach inner- oder unterhalb bi-, bzw. tri-
zellularer Zellkontakte. Nach Washout waren noch vereinzelt Hintergrundsignale von im

Interzellularraum verbliebenem Biotin detektierbar, die im Sinne einer zuverlassigen De-

tektierbarkeit des Biotin-Signals gewertet wurden.
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Abb. 14: Biotin-Permeabilitdt nach Lauratexposition. Es wurde keine verbesserte Permeabi-
litdt fur den nicht-membrangangigen Marker Sulpho-NHS-SS-Biotin (606,7 Da) festgestellt.
Weder inner- oder unterhalb bizellularer (a, durchgezogener Pfeil) noch inner- oder unterhalb
trizellularer (b, durchgezogener Pfeil) TJs wurde in z-Scans der lateralen Zellspalten eine
Signalverstarkung des Biotins (rot) mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie detektiert. Die
gestrichelten Pfeile weisen auf die jeweilige Lokalisation der bi- bzw. trizellularen TJs in der
Aufsicht von oben hin. Anti-Z0O-1-Signal: grtin, Balken: 5 um.
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4.1.6 Western Blots

Fir die Analyse eines Effektes auf die Proteine der Tight Junction wurden Western
Blots von Gesamtprotein- und Membranproteinpraparationen konfluenter Zellmonolayer
nach zweistlndiger Inkubation mit 3,5 mM Laurat erstellt (n=6). Kontrollen wurden Uber
zwei Stunden mit Ringerlésung #111 inkubiert (n=6).

Es lielen sich weder im Gesamtlysat noch in der Membranfraktion deutliche Verande-
rungen in den TJ-Proteinen Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, Occludin und Tricellulin im Ver-

gleich zu den B-Aktin-Signalen der jeweiligen Praparationen feststellen (Abb. 15).
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Abb. 15: Effekte von 3,5 mM Laurat auf die Proteine der Tight Junction in Western Blots.
Eine Western Blot-Analyse von Gesamtlysat- und Membranfraktionproteinpraparationen zeigte
keine deutlichen Effekte von einer 2 h-Lauratinkubation auf die Proteine der Tight Junction
(n=6). Als Referenz dienten endogene R-Aktin-Signale. Die Sensitivitat der Detektion einzelner
Proteine variierte in beiden Ansatzen und wurde nicht als Indikation eines quantitativen Unter-
schieds zwischen den beiden Praparationsprotokollen gewertet.
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4.1.7 Immunfluoreszenz

In immunhistochemischen Farbungen nach zweistindiger Inkubation mit 3,5 mM Laurat
wurden die TJ-Proteine Occludin, Tricellulin, Claudin-1, -2, -3, -4, -5 und -7 sowie das
Aktin-Myosin-Zytoskelett und die Zell-Nuklei dargestellt (n=4-6). Kontrollen wurden mit
Ringerlésung #111 inkubiert (n=4). Eine Phalloidin-Farbung ergab keinen Hinweis auf
eine detektierbare Beteiligung des Zytoskeletts an den Laurateffekten, da sich auch
nach 2 h Inkubation mit 3,5 mM Laurat keine Veranderungen in der F-Aktin-Lokalisation
zeigten (n=4, Abb. 16). Eine Kolokalisation der Claudine mit Occludin konnte sowohl in
bi- als auch trizellularen Tight Junctions nachgewiesen werden, wohingegen Tricellulin
vor allem in ftrizellularen Zellkontakten dargestellt werden konnte. Die immunfluores-
zenz-mikroskopische Analyse der Farbungen zeigte fur die mit 3,5 mM Laurat inkubier-
ten Zellen keine signifikanten Veranderungen flr die TJ-abdichtenden Proteine Claudin-
1, -3 oder Tricellulin im Vergleich zu Kontrollen (Abb. 17), wohingegen sich das versie-
gelnde Claudin-5 nach 2 h Inkubation mit Laurat signalreduziert zeigte. Dieser Effekt
war jedoch nach Wash-Out reversibel (Abb. 18).
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Abb. 16: Phalloidin-Farbung des Zytoskeletts. Eine immunhistochemische Farbung mit Phal-
loidin gab keinen Hinweis auf eine Beteiligung des Zytoskeletts an den Laurateffekten. Die F-
Aktin-Lokalisation nach 2 h Inkubation mit 3,5 mM Laurat blieb unverandert zu einer F-Aktin-
Lokalisation in Kontrollen (n=4). Balken: 5 um.
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Abb. 17: Detektion von Occludin, Claudin-1, -3 und Tricellulin nach 2 h Inkubation mit
Laurat. Immunhistochemische Farbungen gaben keinen Hinweis auf Veranderungen der Loka-
lisation von Claudin-1 und -3 (jeweils rot, Gegenfarbung von Occludin in grin), bzw. Tricellulin

(griin, Gegenfarbung von Occludin in rot) nach zweistlindiger Lauratexposition einer Konzentra-
tion von 3,5 mM (n=4-6).
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Claudin-5
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Abb. 18: Immunhistochemische Darstellung von Claudin-5 in Kontrollen, nach 2 h Inku-
bation mit 3,5 mM Laurat und nach anschlieRendem Wash-Out. Im Gegensatz zu Occludin,
Claudin-1 und -3, sowie Tricellulin, bewirkte eine Exposition mit Laurat eine Signalreduktion von
Claudin-5 (grtin, Gegenfarbung von Occludin in rot), die nach Auswaschen reversibel war.
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4.1.8 Inhibitorexperimente

Um einen Einblick in die Signalkaskade einer durch Laurat vermittelten Wirkung auf den
transepithelialen Widerstand zu gewinnen, wurden verschiedene Inhibitoren einer Tight
Junction-Regulation eingesetzt. Um einen inhibitorischen Effekt auf die Lauratwirkung
beurteilen zu kdnnen, wurden die ermittelten Messwerte zu Werten von jeweils nur mit
Laurat inkubierten Zellen in Bezug gesetzt.

Initiale Widerstandsmessungen der epithelialen Monolayer ergaben TER-Werte von
362,66 + 15,31 Q-cm? (n=19).

Die Inhibitoren M18, Y-27632, Dynasore, PitStop und H7 wurden initial im Rahmen ei-
nes Pilotexperiments getestet. Dynasore, ein Inhibitor des Dynamins, das im Rahmen
der Endozytose bei der Clathrin-vermittelten Vesikelbildung eine essentielle Rolle spielt,
aber auch PitStop, ein direkter Inhibitor des Clathrins, sowie H7, ein nichtselektiver
Inhibitor der Proteinkinase C, bewirkten im Pilotexperiment in Kombination mit Laurat
einen irreversiblen Einbruch des TER, so dass sie wegen madglicher toxischer Effekte
auf die Zellviabilitat von weiteren Experimenten ausgeschlossen wurden.

Einen Einsatz im Rahmen weiterer Experimente fanden nur die im Labor etablierten
Blocker der Aktin-Myosin-Interaktion M18 und Y-27632.

Eine Exposition mit 3,5 mM Laurat bewirkte ein Absinken des TER nach 30 min auf
77,01 £ 8,7 % des Initialwerts (n=6). M18, ein MLCK-inhibitorisches Peptid, wurde in ei-
ner Konzentration von 10 M apikal und basolateral 30 min vor Lauratapplikation hinzu-
gegeben. Nach anschlieRender 30-minttiger Inkubation mit 3,5 mM Laurat war der TER
auf 63,61 £ 6,42 % des Initialwerts gesunken (n=4) und unterschied sich somit nicht
signifikant von den jeweils nur mit Laurat inkubierten Proben.

Y-27632 wirkt als selektiver Rho-Kinase-1-Inhibitor, der u.a. in die Aktin-Myosin-
Interaktion des Zytoskeletts eingreift. Y-27632 wurde in einer Konzentration von 10 M
apikal und basolateral 30 min vor Lauratzugabe appliziert. Nach anschliel3ender 30-
mindtiger Inkubation mit Laurat kam es zu einem Abfall des TER auf 67,97 + 11,7 %
des Initialwerts, was sich nicht signifikant von den nur mit Laurat exponierten Filtern un-
terschied (n=4).
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Abb. 19: Inhibitorische Wirkung auf den Laurat-vermittelten Effekt. Weder M18 noch Y-
27632, Inhibitoren der Aktin-Myosin-Interaktion, konnten einen Laurateffekt verhindern. Der Ab-
fall des TER unterschied sich unter zusatzlicher Gabe der Inhibitoren (jeweils n=4) nicht signifi-
kant von einem rein Laurat-vermittelten Absinken des TER (n=4).
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4.2 Effekte von Melittin

Zum Nachweis eines Effektes von Melittin auf die Epithelien wurden Widerstandsmes-
sungen manuell und in Ussing-Kammern durchgefihrt. Verschiedene Konzentrationen
der Substanzen wurden auf einen dosisabhangigen Effekt hin getestet und die Reversi-
bilitat dieser Veranderungen in Bezug zum Ausgangswert untersucht.

Messungen des initialen transepithelialen Widerstands konfluenter Monolayer zeigten
Ausgangswerte von 317,4 + 24,1 Q-cm? (n=28).

4.2.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Auch fur Melittin liel® sich eine Dosis-Wirkungsabhangigkeit der Effekte zeigen. Kontrol-
len nach zweistindiger Inkubation mit Ringerlosung #111 zeigten keine signifikante
Veranderung des TER (95,66 + 2,08 % des initialen Widerstands (n=10)). Die apikale
Zugabe von 0,3 uM Melittin bewirkte ein Absinken des TER auf 62,75 £ 14,17 % des
Initialwerts (n=10). Bei einer apikalen Konzentration von 1 uM Melittin fiel der TER auf
19,84 £ 0,51 % (n=4), bei 3 uM uberdies auf 12,19 + 0,46 % des Initialwerts (n=4).

100-_ -
@ ] * % %
5 80 -
R
m -
= 60 -
£ ]
O 40 -
S i * % %
S . * % %
o 20—_ -
L .
2. B
0

CTRL O3 uyM 1pM 3 puM

Melittin

Abb. 20: Dosis-Wirkungs-Beziehung von Melittin. Nach einer zweistlindigen Inkubation mit
0,3 uM (n=10), 1 uM (n=4) und 3 pM (n=4) Melittin zeigten sich deutliche, konzentrations-
abhangige Effekte auf den TER im Vergleich zu den ermittelten Initialwerten (***p < 0,001).
Kontrollen (CTRL) blieben im zeitlichen Verlauf mit ihrem TER stabil (n=28).
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4.2.2 Zeit-Reversibilitats-Beziehung

Nach zweistundiger Exposition mit 0,3 uM Melittin, sowie anschlieRendem Auswaschen
der Substanz zeigten sich deutliche zeitabhangige Effekte auf den TER.

In initialen Messungen prasentierten sich transepitheliale Widerstande von 340,8 £ 5,93
Q-cm? fiir Kontrollen (n=4), bzw. 297,15 + 13,87 Q-cm? fiir die Melittingruppe (n=4).
Kontrollen mit Ringerlésung #111 sanken mit ihnrem TER auf 86,71 + 4,43 % des Aus-
gangswerts nach 120 min (*p< 0,05, n=4), erholten sich aber innerhalb von 20 h auf
99,38 + 4,2 % des Ausgangswerts (n.s., n=4).

Nach Zugabe von 0,3 uM Melittin kam es im Verlauf zu einem Absinken des TER auf
61,84 £ 4,67 % des Initialwerts nach 120 min (**p<0,01, n=4). Nach Auswaschen der
Substanz zeigte sich ein Aufwartstrend mit einer Erholung des TER auf 82,89 + 5,06 %
des Initialwerts innerhalb von 20 h (*p<0,05, n=4).
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Abb. 21: Zeit-Reversibilitats-Beziehung von Melittin. Eine zweistlindige Inkubation mit 0,3
MM Melittin bewirkte im Verlauf von 120 min deutliche, zeitabhangige Effekte (**p < 0,01, n=4).
Nach Auswaschen des Melittins nach 120 min erfolgte ein Wiederanstieg des TER mit einem
Aufwartstrend Uber 20 h. Kontrollen mit Ringerlésung #111 zeigten kein signifikantes Absinken
ihres TER (n=4).
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4.2.3 Zellviabilitatsmessung mittels LDH-Assay

Um toxische Effekte der eingesetzten Melittinkonzentrationen auszuschlie3en, wurde
auch hier ein LDH-Freisetzungs-Assay durchgefuhrt. Der Grad der Aktivitat des zytoso-
lischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) im Extrazellularraum — in diesem Falle im
Medium bzw. Zelliberstand — wurde als Indikator fir das Ausmald der Zellschadigung
gewertet.

Eine zweistlindige Exposition mit Ringerlosung #111 bewirkte in Kontrollen eine LDH-
Freisetzung von 0,32 + 0,02 % des totalen LDH-Gehalts (n=4).

Eine Inkubation mit verschiedenen Melittinkonzentrationen ergab eine LDH-Freisetzung
von 1,02 £ 0,32 % unter Gabe von 0,3 uM Melittin, 11,8 £ 2,26 % unter Gabe von 1 yM
Melittin und 19,0 £ 3,73 % unter Gabe von 3 uM Melittin.
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Abb. 22: LDH-Assay fir Melittin. Die zweistiindige Exposition der epithelialen Monolayer mit
0,3 uM, 1 uyM und 3 uM Melittin bewirkte konzentrationsabhangige Unterschiede in der
jeweiligen Freisetzung des zytosolischen Enzyms LDH in Prozent des Gesamt-LDH-Gehalts
(n.s., *™p < 0,01, jeweils n=4). Eine geringere Freisetzung von LDH wurde als Zeichen einer
physiologischen Vertraglichkeit der applizierten Konzentration interpretiert.
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4.2.4 Zwei-Wege-Impedanzmessung

Zur Unterscheidung zwischen transzellularem und parazellularem Anteil des epithelia-
len Widerstands wurde eine Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie bei einer
Konzentration von 0,3 uM Melittin durchgefuhrt (Abb. 23). Kontrollen mit Ringerldsung
#111 waren durchgehend im epithelialen Widerstand R®*"' mit 463,9 + 19,1 Q-cm? stabil
und zeigten einen transzelluldren Widerstand R"™" von 658,0 + 40,8 Q-cm?, sowie ei-
nen parazellularen Widerstand R*™ von 1636,7 + 145,6 Q-cm? (n=5). Nach Applikation
von 0,3 pM Melittin kam es zu einer Abnahme des epithelialen Widerstands R®**' auf
254,14 + 68,7 Q-cm? (*p < 0,05, n=6). Dabei sank der parazelluldre Widerstand R
deutlich ab auf 404,44 + 126,6 Q-cm? (***p < 0,001). Der transzelluldre Widerstand
R"" blieb hingegen mit 719,96 + 143,1 Q-cm? auf Kontrollniveau. Diese Ergebnisse

deuten auf einen rein parazellularen Effekt von Melittin hin.
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Abb. 23: Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie fur Melittin. Melittin senkte den epithelialen
Widerstand R*"' (*p < 0,05) Uber einen Effekt auf den parazelluldren Widerstand R (***p <
0,001). Im Gegensatz hierzu blieb der transzellulare Widerstand R"™" unverandert, was auf ei-
nen exklusiven Effekt der Substanzen auf die parazellularen Barriereeigenschaften hinweist. In
Kontrollen mit Ringerlésung #111 zeigte sich der epitheliale Widerstand konstant.

4.2.5 Markerflux-Experimente
Um die GroRRenselektivitat des parazellularen Weges nach Zugabe von 0,3 uM Melittin
zu beurteilen, wurden die Permeabilitaten von Fluorescein (330 Da) und FITC-Dextran

(4 kDa) in unidirektionalen Flux-Experimenten analysiert.
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In der mit 0,3 yM Melittin inkubierten Gruppe nahm die Permeabilitat flr Fluorescein
nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe zu (Abb. 24A) mit 0,082 + 0,008 -10®
cm/s und 0,081 + 0,009, (n=7 und 4). Fur FITC-Dextran (4 kDa) zeigte sich ebenfalls
keine signifikant erhdhte Permeabilitat (Abb. 24B). Kontrollen wiesen eine Permeabilitat
fir FITC-Dextran (4 kDa) von 0,094 + 0,0062 -10® cm/s (n=4) auf. Die mit Melittin inku-
bierten Proben zeigten eine Permeabilitat fir FITC-Dextran (4 kDa) von 0,103 £ 0,0053
10® cm/s (n=4). Von einem Permeationstest mit Sulpho-NHS-SS-Biotin (606,7 Da)
wurde in Hinblick auf die nicht signifikante Zunahme der Permeabilitat von Fluorescein
(330 Da) abgesehen.
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Abb. 24: Marker-Permeabilitaten fiir Melittin. Die apikale Zugabe von 0,3 uM Melittin erhéhte
die Permeabilitdten von Fluorescein und FITC-Dextran (4 kDa) nicht signifikant.

4.2.6 Western Blots

Zum Nachweis eines Effektes von 0,3 uM Melittin auf die TJ-Proteine wurden Western
Blot-Analysen von Gesamtprotein- und Membranproteinpraparationen konfluenter Zell-
monolayer nach zweistliindiger Inkubation erstellt (n=4). Kontrollen wurden Uber zwei

Stunden mit Ringerlésung #111 inkubiert (n=4).
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Weder im Gesamtlysat noch in der Membranfraktion zeigten sich deutliche Verande-
rungen in den TJ-Proteinen Claudin-1, -2, -3, -4, -5, Occludin und Tricellulin verglichen

mit den B-Aktin-Signalen der jeweiligen Praparationen (Abb. 25).
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Abb. 25: Effekte von 0,3 pM Melittin auf die Proteine der Tight Junction in Western Blots.
Gesamtlysat- und Membranfraktionproteinpraparationen zeigten in der Western Blot-Analyse
keine deutlichen Veranderungen der TJ-Proteine nach Inkubation mit 0,3 uM Melittin (n=4). In
beiden Ansatzen variierte die Sensitivitat der Detektion einzelner Proteine, was somit nicht als
Indikation eines quantitativen Unterschieds zwischen den beiden Praparationsprotokollen ge-
wertet wurde.
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4.2.7 Immunfluoreszenz

Nach 30-minutiger bzw. zweistindiger Inkubation mit 0,3 pM Melittin wurden die
Proteine Occludin, Tricellulin, verschiedene Claudine, ZO-1, sowie das Aktin-Myosin-
Zytoskelett und die Zell-Nuklei in immunhistochemischen Farbungen der TJ-Proteine
dargestellt (n=4). Kontrollen wurden mit Ringerlésung #111 inkubiert (n=4). Sowohl in
bi- als auch trizellularen Tight Junctions konnte eine Ko-Lokalisation der TJ-Proteine mit
Occludin bzw. ZO-1 nachgewiesen werden, wohingegen Tricellulin sich vor allem in tri-
zellularen Zellkontakten darstellen lie3. Fur die mit 0,3 uM Melittin inkubierten Zellen
zeigte die immunfluoreszenz-mikroskopische Analyse der Farbungen keine signifikan-
ten Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollen (Auswahl, Abb. 26A).

Bei einer hoheren Konzentration von 1 uM Melittin lie® sich jedoch eine deutliche Ver-
anderung in der Struktur der Zellkontakte feststellen, die sich in Form einer perlschnur-
artigen Vesikelbildung entlang der Zellmembran darstellte. In Kontrollen zeigte sich im
Gegensatz dazu ein homogenes, regelmafiges Erscheinungsbild der Zellkontakte (Abb.
26B).

Melittin 0.3 uM

A

Occludin
Tricellulin

Occludin
Z0-1
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Melittin 1 pM

Occludin
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Abb. 26: Inmunhistochemische Darstellung von Occludin, Claudin-1 und Tricellulin nach
Inkubation mit 0,3 uM (A) bzw. 1 pyM (B) Melittin und in Kontrollen. Unter 0,3 uM Melittin
zeigten sich keine Veranderungen in der immunhistochemischen Darstellung im Vergleich zu
Kontrollen (A). Bei der héheren Konzentration von 1 uM Melittin lie3 sich jedoch eine deutliche
Veranderung in der Struktur der Zellkontakte feststellen, die sich in Form einer
perischnurartigen Vesikelbildung entlang der Zellmembran darstellte (B). In Kontrollen zeigte
sich im Gegensatz dazu ein homogenes, regelmafRiges Erscheinungsbild der Zellkontakte.
Balken: 5 uM.

4.2.8 Inhibitorexperimente

Um einen Melittin-vermittelten Effekt auf den transepithelialen Widerstand zu inhibieren
und somit einen Einblick in die Signalkaskade zu gewinnen, wurden verschiedene
Blocker einer Tight Junction-Regulation eingesetzt. Zur Beurteilung des inhibitorischen
Effekts wurden die ermittelten Messwerte zu Werten von jeweils nur mit Melittin inku-
bierten Zellen in Bezug gesetzt.

Initiale Widerstandsmessungen der epithelialen Monolayer ergaben TER-Werte von
362,66 + 15,31 Q-cm? (n=19).

65



Die Inhibitoren M18, Y-27632, Dynasore, PitStop und H7 wurden, wie bereits fur Laurat
beschrieben, initial im Rahmen eines Pilotexperiments getestet. Dynasore, PitStop so-
wie H7, bewirkten auch in Kombination mit Melittin im Pilotexperiment einen nicht-
reversiblen Einbruch des TER, so dass ihr Ausschluss aus weiteren Experimenten we-
gen moglicher toxischer Effekte auf die Zellviabilitat erfolgte.

Einen Einsatz im Rahmen weiterer Experimente fanden auch hier nur die im Labor
etablierten Blocker der Aktin-Myosin-Interaktion M18 und Y-27632.

Eine Exposition mit 0,3 uM Melittin verursachte einen Abfall des TER nach 30 min auf
54,74 + 6,63 % des Initialwerts (n=5). 30 min vor Melittinaplikation wurde M18, ein
MLCK-inhibitorisches Peptid, in einer Konzentration von 10° M apikal und basolateral
hinzugegeben. Nach anschlielender 30-mindtiger Inkubation mit 0,3 uM Melittin war
der TER auf 64,67 £ 12,46 % des Initialwerts gesunken (n=3) und unterschied sich so-
mit nicht signifikant von den jeweils nur mit Melittin inkubierten Proben.

Y-27632 wurde in einer Konzentration von 10° M apikal und basolateral 30 min vor
Melittinzugabe appliziert. Nach anschlieRender 30-minutiger Inkubation mit Melittin kam
es zu einem Abfall des TER auf 71,57 + 8,3 % des Initialwerts (n=4), was sich somit

nicht signifikant von den nur mit Melittin ohne Inhibitor inkubierten Filtern unterschied.
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Abb. 27: Inhibitorische Effekte auf die Wirkung von Melittin. Die Inhibitoren der Aktin-
Myosin-Interaktion M18 und Y-27632 konnten den Melittin-vermittelten Effekt auf den TER nicht
signifikant verhindern.
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5 Diskussion

5.1 Analyse von Laurat- und Melittineffekten in HT-29/B6-Epithelzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Effekte von Laurat und Melittin auf intestinale Epi-
thelien untersucht und die Eignung der jeweiligen Substanz als potentieller Absorptions-
enhancer einer oralen Arzneimittelapplikation in vitro evaluiert.

Als intestinales Epithelzellmodell diente die Zelllinie HT-29/B6, die sich besonders gut
fur die Analyse von Barriereeigenschaften humaner Kolonepithelien eignet (Kreusel et
al., 1991), u.a. bedingt durch die endogene Expression wichtiger barrierebildender TJ-
Tetraspan-Proteine, darunter Occludin, Tricellulin (Krug et al., 2009a) und die Claudine
(Amasheh et al., 2005; Amasheh et al., 2009b; Amasheh et al., 2010). Parallele Studien
an humanen HT-29/B6-Zellen und Intestinalepithelien von Nagetieren zeigten zudem
eine hohe Ubereinstimmung und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Amasheh et al.,
2009b; Amasheh et al., 2010; Amasheh et al., 2012). Bereits in vorangegangenen Stu-
dien, in deren Rahmen das Polysaccharid Chitosan (Rosenthal et al.,, 2012) und die
mittelkettige Fettsaure Caprat (Krug et al.,, 2013) auf ihre Eignung als Absorptions-
enhancer hin gepruft wurden, erwies sich die Zelllinie HT-29/B6 als zuverlassiges in vi-

tro - Zellmodell.

5.2 Laurateffekte

5.2.1 Zellviabilitat und elektrophysiologische Effekte von Laurat

Laurat ist eine mittelkettige Fettsaure mit natlrlichem Vorkommen in diversen pflanzli-
chen Olen und tierischen Fetten (Mortimer & Miiller, 2010). Zusétzlich hat Laurat einen
hohen Anteil an den Fettsauren der Trigylceride humaner Milch (Francois et al., 1998).
Die Konzentration von Laurat in der Muttermilch variiert zwar sowohl in Abhangigkeit
vom Lauratgehalt der Nahrung der Stillenden (Francois et al., 1998), als auch in Ab-
hangigkeit vom Zeitpunkt innerhalb der Stillperiode™ (Moltd-Puigmarti et al., 2011), liegt
jedoch im Mittel bei 4,7 % des totalen Fettgehalts humaner Milch™ und ist somit deut-
lich hdher konzentriert als beispielsweise Caprat mit einem Anteil von nur 0,9 % (Fran-
cois et al., 1998).

1 Molté-Puigmarti et al. unterscheiden zwischen Kolostrum, transitorischer und reifer Milch (Molto-Puigmarti et al.,
2011).

' Der in héheren Dosen permeabilisierende Effekt auf die intestinale Barriere kbnnte moglicherweise eine Funktion
im Rahmen absorptiver Prozesse des Neugeborenen haben.
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Das Vorkommen als nattrliche Komponente der menschlichen Nahrung spricht also fur
eine potentiell harmlose orale Applikation im Ramen eines Absorptionsenhancements.
Zytotoxische Effekte der experimentell verwendeten Konzentration von 3,5 mM Laurat
auf das in vitro - Zellmodell HT-29/B6 konnten im LDH-Freisetzungs-Assay aus-
geschlossen werden.

Laurat zeigte im Experiment eine zeit- und dosisabhangige Wirkung auf den trans-
epithelialen Widerstand konfluenter, epithelialer Monolayer. 3,5 mM Laurat bewirkten
dabei ein deutliches Absinken des TER im Vergleich zu Kontrollen mit anschlieRender
Erholung des transepithelialen Widerstands nach Auswaschen der Substanz. Diese Er-
gebnisse wurden als Hinweis fur die Reversibilitdat der Lauratwirkung gewertet, die im
Einklang mit der Nicht-Toxizitat von 3,5 mM Laurat in HT-29/B6-Zellen steht.

Eine 2PI-spektroskopische Analyse ergab dariiberhinaus ein Absinken von R®' durch
einen isolierten Abfall von R, sodass von einer rein parazellular vermittelten Wirkung
des Laurats auf den transepithelialen Widerstand ausgegangen werden kann. Dies ent-
spricht Ergebnissen der mittelkettigen Fettsaure Caprat, die ebenfalls rein parazellular
in HT-29/B6-Zellen wirkt (Krug et al., 2013). Weder fur Laurat noch fir Caprat zeigten
sich simultane signifikante Veranderungen des transzellularen Widerstands (Krug et al.,
2013). Chitosan, ein Chitinderivat, bewirkte im Gegensatz hierzu ein Absinken des TER
in HT-29/B6-Zellen nicht nur Uber eine Verringerung des para-, sondern auch des
transzelluldren Widerstands R"™" (Rosenthal et al., 2012).

Die fur Laurat gezeigte parazellulare Wirkung wurde als Hinweis einer Veranderung der
TJ gedeutet, die malgeblich den parazellularen Widerstand und die parazellularen
Barriereeigenschaften bestimmt. Eine damit einhergehende deutlich erhéhte Permeabi-
litat fir den niedermolekularen Permeabilitatsmarker Fluorescein (330 Da) konnte zwar
in Fluxexperimenten nachgewiesen werden, fur Biotin (600 Da) und das erheblich gro-
Rere Markermolekll FITC-Dextran (4 kDa) lie® sich dieser Effekt jedoch nicht zeigen.
Dies deutet darauf hin, dass Laurat in HT-29/B6-Zellen zwar einen spezifischen Effekt
auf die parazellulare lonendurchlassigkeit hat, nicht aber auf die parazellulare Permea-
bilitat groéfierer Molekdle.

Dass sowohl Caprat (Krug et al., 2013) als auch Chitosan (Rosenthal et al., 2012) bei
vergleichbarem Effekt auf den TER die Permeabilitdt von FITC-Dextranen bis zu einem
Molekulargewicht von 10 kDa erhdhen, zeigt zudem, dass sich eine Veranderung des
transepithelialen Widerstands in HT-29/B6-Zellen nicht direkt mit dem Ausmal} der pa-

razellularen Permeabilitat bzw. deren GroRRenselektivitat korrelieren lasst.
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Ein komplexer Zusammenhang von TER und Permeabilitat hatte sich diesbezlglich be-
reits in Studien an Caco-2-Zellen angedeutet (Lindmark et al., 1998). Im Rahmen von
Inhibitorexperimenten liel} sich zwar die Wirkung von Laurat auf den TER attenuieren,
die Permeabilitat der Markermolekiile Fluorescein und ['“C]-Mannitol blieb jedoch un-
eingeschrankt erhdht (Lindmark et al., 1998).

Um einen Signalweg flir die durch Laurat vermittelten Effekte einzugrenzen, wurden
verschiedene Inhibitoren der TJ-Regulation und Aktin-Myosin-Interaktion eingesetzt. Die
Blocker Dynasore, PitStop und H7 erwiesen sich dabei jedoch als potentiell zytotoxisch,
da sie in Kombination mit Laurat zu irreversiblen Einbrichen des TER fuhrten und die
hierbei erzielten Ergebnisse nicht fur eine statistische Analyse geeignet waren.

Auch M18 und Y-27632, in unserem Labor etablierte Blockersubstanzen, die bereits in
HT-29/B6-Zellen erfolgreich eingesetzt wurden und die unabhangig vom vorausgegan-
genen Signalweg die Aktin-Myosin-Interaktion inhibieren, konnten den Laurateffekt nicht
signifikant attenuieren. Somit lieen sich die Ergebnisse aus Caco-2-Zellen (Lindmark
et al., 1998), die u.a. eine Phospholipase-C-vermittelte Signaltransduktion postulierten,

nicht in unserem Zellmodell reproduzieren.

5.2.2 Spezifische Effekte von Laurat auf die parazellulare Barriere

Die Western Blot-Analyse von Membranproteinen und Gesamtlysat zeigte keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen Laurat-inkubierten Proben und Kontrollen.

In immunhistochemischen Farbungen zeigten sich keine Veranderungen in der Lokali-
sation der TJ-Proteine Occludin, Claudin-1 und -3 und Tricellulin, und auch TJ-
assoziierte Proteine wie ZO-1 blieben in ihrer Lokalisation unverandert, wie auch ein
Laurat-vermittelter Effekt auf das Aktin-Zytoskelett nicht beobachtet wurde, was in Ein-
klang mit den Ergebnissen der Inhibitorexperimente steht. Es konnte jedoch eine rever-
sible Signalreduktion von Claudin-5 mit einem Laurateffekt korreliert werden, die nach
Wash-Out der Substanz auf die Ausgangssignalstarke zurtickkehrte. Eine isolierte Ver-
anderung in der Distribution von Claudin-5, das als wichtige Determinante der parazel-
lularen Barriere die Passage von lonen und kleineren Molekilen wie [*H]-Mannitol ver-
hindert (Amasheh et al., 2005), steht somit im Einklang mit den Erkenntnissen der
Permeabilitatsexperimente, in denen ein erhoéhter Flux von Fluorescein (330 Da), nicht
aber von FITC-Dextran (4 kDa) beobachtet werden konnte. Durch eine Untersuchung
der Permeabilitat von Sulpho-NHS-SS-Biotin (606,7 Da) konnte die GrolRenselektivitat

der parazellularen Passage weiter eingegrenzt werden. Hierbei konnte keine signifikan-
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te Penetration des Sulpho-NHS-SS-Biotins nach inner- oder unterhalb der TJs detektiert
werden, so dass fur die Laurat-induzierte GroflRenselektivitat der parazellularen Per-
meabilitat ein GroRenbereich um 330 Da mit einem Cut-Off bei 600 Da angenommen
werden kann. Auch die Fettsaure Caprat (C10), die in ihren Eigenschaften dem Laurat
(C12) nicht unahnlich ist, fuhrt zu einer Reduktion in der Claudin-5-Distribution mit einer
erhdohten Permeabilitat fur Fluorescein (Krug et al., 2009b; Del Vecchio et al., 2012).
Zusatzlich reduziert Caprat jedoch auch das TJ-Protein Tricellulin, das als wichtiges
Element trizellularer TJs die Passage von Makromolekilen verhindert (Krug et al.,
2009a), was sich unter Capratwirkung in einem erhdhten Flux fur FITC-Dextrane bis zu
einer Grole von 10 kDa widerspiegelt. Eine mdgliche Erklarung hierfur findet sich even-
tuell in den chemischen Eigenschaften der Fettsauren Laurat und Caprat. Caprat, die
kleinere der beiden Substanzen, kdnnte aufgrund einer effizienteren Akzessibilitat leich-
ter an seine Zielstruktur, dem Tricellulin trizellularer TJs, vordringen, wahrend Laurat
aufgrund seiner Grol3e dieser erleichterte Zugang verwehrt bliebe.

Wahrend der genaue Wirkmechanismus auf das Claudin-5 noch ungeklart ist, konnte in
verschiedenen inhibitorischen Experimenten zumindest eine Beteiligung des Zytoske-
letts, aber auch verschiedener Kinasen ausgeschlossen werden (siehe 5.2.1.). Auf-
grund der Geschwindigkeit des Effekteintritts des Laurats wird jedoch eine direkte Inter-

aktion mit Claudin-5-tragenden Mikrodomanen der Zellmembran nicht ausgeschlossen.

5.3 Melittineffekte
5.3.1 Zellviabilitat und elektrophysiologische Effekte von Melittin

Das xenobiotische Peptid Melittin ist kein natlrlicher Bestandteil der menschlichen Nah-
rung und wirkt in hohen Konzentrationen zytotoxisch (Pratt et al., 2005). Fur die im
Experiment verwendete Konzentration von 0,3 uM Melittin lie sich in den HT-29/B6-
Zellen jedoch kein Hinweis auf Zytotoxizitat feststellen, so dass eine Verwendung von
Melittin als deutlich harmloser eingestuft wurde als beispielsweise die Applikation eini-
ger weitaus haufiger konsumierter Substanzen wie Aspirin oder Ethanol (Bjarnason,
1994; Wolffe et al., 1999).

Auch fur Melittin lie® sich im Experiment eine zeit- und dosisabhangige Wirkung auf den
transepithelialen Widerstand konfluenter, epithelialer Monolayer nachweisen. Vergli-
chen mit Kontrollen bewirkten 0,3 uM Melittin ein deutliches Absinken des TER und ei-

nen anschlieenden Wiederanstieg des transepithelialen Widerstands nach Auswa-
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schen der Substanz. Dieser Hinweis auf eine Reversibilitdt des Melittineffekts steht in
Ubereinstimmung mit der Nicht-Toxizitat von 0,3 uM in HT-29/B6-Zellen.
In einer 2PI-spektroskopischen Analyse zeigte sich zudem, ahnlich wie flr Laurat, ein

Absinken von R® durch einen isolierten Abfall von RP3?

ohne Auswirkung auf den
transzelluldren Widerstand R"™". Dies spricht fiir eine rein parazellulare Wirkung des
Melittins auf den transepithelialen Widerstand und wurde, ebenfalls wie bei Laurat, als
Hinweis fur eine Veranderung an der TJ gedeutet, die den parazellularen Widerstand
und die parazellularen Barriereeigenschaften bestimmt. Eine erhdhte Permeabilitat, die
in Fluxexperimenten fur die Permeabilitdtsmarker Fluorescein (330 Da) und FITC-
Dextran (4 kDa) untersucht wurde, liel3 sich jedoch nicht zeigen.

Um die Signaltransduktion der Melittin-vermittelten Effekte genauer zu untersuchen,
wurden verschiedene Inhibitoren der TJ-Regulation und Aktin-Myosin-Interaktion einge-
setzt. Dynasore, PitStop und H7 erwiesen sich dabei, ebenso wie fur Laurat, als poten-
tiell zytotoxische Kombinationspartner, da sie irreversible Einbriche des TER verur-
sachten. Die somit erzielten Ergebnisse wurden nicht fur eine statistische Analyse aus-
gewertet.

Auch far Melittin zeigten M18 und Y-27632, etablierte Inhibitoren der Aktin-Myosin-
Interaktion, keinen Effekt auf eine Melittinwirkung. Die Ergebnisse aus Caco-2-Zellen
(Maher et al., 2005), die einen Prostaglandin-vermittelten Signalweg als Regulation der

TJ postulierten, konnten auch hier nicht in unserem Zellmodell reproduziert werden.

5.3.2 Spezifische Effekte von Melittin auf die parazellulare Barriere
Hauptdeterminante fur die parazellulare Permeabilitat ist, wie oben bereits beschrieben,
die Tight Junction. Wichtige Tetraspan-Proteine wie Occludin (Furuse et al., 1993), die
Claudine (Furuse et al., 1998) und Tricellulin (Ikenouchi et al., 2005) sind an ihrem Auf-
bau beteiligt. Eine Kommunikation mit dem Zytoskelett erfolgt mittels Scaffolding-
Proteinen wie ZO-1 (Yeaman et al., 1999; Gonzalez-Mariscal et al., 2003).

Zwischen Melittin-exponierten Proben und Kontrollen zeigten sich in der Western Blot-
Analyse von Membranproteinen und Gesamtlysat jedoch keine signifikanten Unter-
schiede.

Auch in immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen zeigten sich bei einer Konzentra-
tion von 0,3 pM keine signifikanten Veranderungen. Erst bei einer hoheren
Konzentration von 1 uM zeigten sich eindeutige Veranderungen in der Lokalisation der

TJ-Proteine. Dabei imponierten perlschnurartige Veranderungen entlang der Zellmem-
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branen, die am ehesten als Vesikelabschnirungen gewertet wurden. TJ-assoziierte
Proteine wie ZO-1 blieben jedoch in ihrer Lokalisation unverandert. Auch ein Effekt auf
das Aktin-Zytoskelett unter Zugabe von Melittin blieb aus, was wiederum in Einklang mit

den Ergebnissen der Inhibitorexperimente steht.

5.4 Beurteilung der Ergebnisse

Sowohl 3,5 mM Laurat als auch 0,3 yM Melittin sind in der Lage, den parazellularen
Widerstand in HT-29/B6-Zellen schnell, selektiv und reversibel zu senken. Nicht-
Toxizitat, ein Hauptkriterium in der Entwicklung eines Absorptionsenhancers (siehe
1.3.), konnte fUr beide Substanzen in diesen Konzentrationen nachgewiesen werden.
Ahnliche Ergebnisse fiir Laurat und Melittin wurden bereits in Caco-2-Zellen beschrie-
ben (Lindmark et al., 1998; Maher et al., 2005). Auch eine Verbesserung der Permeabi-
litat fiir Fluorescein und ["*C]-Mannitol im Falle von Laurat (Lindmark et al., 1998) bzw.
Fluorescein und verschiedener FITC-Dextrane (3,10 und 70 kDa) im Falle von Melittin
(Maher et al., 2005) wurde beschrieben.

Wahrend sich im Einklang mit diesen Beobachtungen in unserem Zellmodell fir 3,5 mM
Laurat zwar eine erhohte Permeabilitat fur Fluorescein bestatigte, konnte keine Verbes-
serung der Permeabilitdt von grélReren Molekllen wie FITC-Dextran (4 kDa) nachge-
wiesen werden. Fur 0,3 uM Melittin lielen sich weder fur Fluorescein noch fur FITC-
Dextran (4 kDa) signifikante Effekte auf die Permeabilitat zeigen. Diese Ergebnisse
Uberraschen insbesondere fur die mittelkettige Fettsdure Laurat, deren Wirkung sich
somit deutlich von der Wirkung des Caprats, einer verwandten Substanz, unterscheidet.
Wahrend beide Fettsauren sich in ihrem Aufbau in nur 2 C-Atomen unterscheiden (bei
Caprat handelt es sich um C10, bei Laurat um C12), konnte fur Caprat im gleichen
Zellmodell eine eindeutige Erhéhung der parazellularen Permeabilitat von Molekilen bis
zu einem Molekulargewicht von 10 kDa nachgewiesen werden (Krug et al., 2013) — Mo-
lekilen also in der Grélienordnung des Insulins (Morishita et al., 1993).

Hoéhere Konzentrationen der eingesetzten Substanzen kdnnten zwar potentiell die epi-
theliale Permeabilitat fur groliere Moleklle erhdhen, dabei ist jedoch nicht auszuschlie-
Ren, dass dieser Effekt durch eine den Zellverband beeintrachtigende Zellschadigung,
nicht aber durch die Modifikation der parazellularen Barriere, verursacht wirde. Im
LDH-Freisetzungs-Assay waren hohere Konzentrationen beider Substanzen jeweils von
einer deutlich erhdhten Enzymfreisetzung begleitet. Auch immunhistochemisch zeigte

sich bei diesen Konzentrationen eine Veranderung der interzellularen Kontakte, die
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Folge einer irreversiblen Zellschadigung sein kénnten. Eine Permeabilisierung Uber ge-
schadigte bzw. apoptotische Epithelareale hinweg wurde jedoch im Rahmen dieser Ar-
beit nicht weiterflUhrend untersucht, da sie den Grundsatzen eines physiologischen Ab-
sorptionsenhancements widersprache. Die hierbei eingeschrankte Reversibilitat der
Wirkung kdénnte in vivo zudem das Risiko einer Translokation von Noxen uber das ge-
schadigte Darmepithel und flr potentiell damit einhergehende immunologische Reak-
tionen erhdhen.

Far Melittin gilt somit in HT-29/B6-Epithelzellen, dass es trotz seines deutlichen Effekts
auf den TER in nicht-toxischen Konzentrationen keine flr ein Absorptionsenhancement
nutzbare permeabilisierende Wirkung zu haben scheint.

Im Falle von Laurat ist die beobachtete grolienselektive Permeabilisierung fir
Fluroescein, nicht aber fur FITC-Dextran (4 kDa) eventuell sogar von Vorteil: Wahrend
eine Permeabilisierung von Soluten der Grol3enordnung des Fluoresceins gewahrleistet
wird, bleibt das Epithel in seiner Barrierefunktion fur gréfiere Molekule intakt. Eine Ab-
sorption von immunomodulatorischen bzw. -reaktiven Agenzien oder Noxen ist somit
potentiell reduziert im Vergleich zu einer Permeabilisierung durch Caprat, das auch fir
deutlich groRere Teilchen bis zu 10 kDa permeabilisiert (Krug et al., 2013).

Diese Wirkung des Laurats lie3e sich insbesondere fur niedermolekulare Medikamente
nutzen, wie beispielsweise die Aminopenicilline Ampicillin (Molmasse 349,41 g-mol™)
und Amoxicillin (Molmasse 365,4 g-mol™), die in einem ahnlichen GréRenspektrum lie-
gen wie das Fluorescein (330 Da). Insbesondere bei einem Absorptionsenhancement
von Antibiotika kdnnte das Erzielen einer verbesserten Absorption und somit einer mog-
lichen Dosisreduktion potentielle Resistenzbildungen bei bakteriellen Erregern verhin-
dern — was gerade im klinischen Alltag in Hinblick auf die Verbreitung und Entstehung
multiresistenter Keime anzustreben ist.

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass in verschiedenen Epithelzellmodellen
nicht nur unterschiedliche Signalwege fur die Regulation der Tight Junction verantwort-
lich sind — eine These, die auch in der Literatur vertreten wird (Lindmark et al., 1998) —
sondern dass daruber hinaus die in einem Zellmodell beobachteten Effekte nicht immer
direkt auf ein anderes Zellmodell Ubertragbar sind. Ursache hierfir kann mitunter die
unterschiedliche endogene Proteinexpression und Signaltransduktion der verschiede-
nen Zelltypen sein, die fur abweichende Reaktionen und Kompensationsmechanismen

unter Substanzexposition verantwortlich ist.
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Dies erfordert aber gerade bei der Interpretation der Ergebnisse fur die in vivo-
Anwendung von AEs ein besonderes Bewusstsein fur zelltypspezifische Substanzwir-
kungen, da sich in unterschiedlichen Darmabschnitten Effekte somit potentiell sehr stark
voneinander unterscheiden kénnen.

In weiterfUhrenden Experimenten kdnnten hohere Konzentrationen der beiden Substan-
zen auf eine parazellular permeabilisierende Wirkung untersucht werden, sowie eine
zusatzliche Verifizierung der Intaktheit des Epithels unter hohen Konzentrationen trotz
vermehrter LDH-Freisetzung angestrebt werden. Des Weiteren mussten zur
Eingrenzung der Signalwege in fortfhrenden Inhibitorexperimenten geeignete Blocker-
substanzen ausgewahlt werden, die bei Gabe keinen eigenen Effekt auf den TER ha-

ben.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Effekte von Laurat und Melittin auf epitheliale
Monolayer der Zelllinie HT-29/B6 untersucht und mit dem Fokus eines potentiellen
Absorptionsenhancements evaluiert.

In einem LDH-Freisetzungs-Assay wurde die Toxizitat der eingesetzten Substanzen
gepruft. Die Konzentrationen von 3,5 mM Laurat und 0,3 uyM Melittin hatten keine
signifikante Enzymfreisetzung zur Folge, so dass diese Konzentrationen in allen folgen-
den Experimenten verwendet wurden.

In elektrophysiologischen Experimenten konnte der Effekt der Substanzen Uber eine
zeit- und konzentrationsabhangige, reversible Abnahme des transepithelialen Wider-
stands gezeigt werden. Zwei-Wege-Impedanzspektroskopische Analysen bestatigten
anschlieRend fir Laurat und Melittin die Abnahme von R®' {iber eine spezifische Ab-
nahme des parazelluldren Widerstands RP®?. Der transzellulare Widerstand R"™" war
jeweils nicht verandert. Dieser isolierte Effekt auf den parazellularen Widerstand wurde
als Modifikation der parazellularen Barriere und somit als Veranderung der Tight
Junction gedeutet.

Mit der Veranderung des transepithelialen Widerstands unter Substanzexposition ging
allerdings keine signifikante Veranderung der Permeabilitat fir grolRere Molekile einher.
Wahrend sich fur Melittin in Fluxexperimenten insgesamt keine signifikante Erhdhung
der Permeabilitat zeigte, konnte bei Laurat eine deutlich erhéhte parazellulare Permea-
bilitat fur Fluorescein (330 Da) nachgewiesen werden, die sich jedoch nicht flr Sulpho-
NHS-SS-Biotin (606,7 Da) oder FITC-Dextran (4 kDa) zeigte.

Auch Western Blot-Analysen von Gesamtprotein und Membranfraktionen zeigten im
Vergleich zu Kontrollen keinerlei Veranderungen in der Expression der Tight Junction-
Proteine Occludin, Tricellulin und der Familie der Claudine. In immunhistochemischen
Farbungen konnte allerdings durch Laurat eine reversible Abnahme von Claudin-5 in
Tight Junctions nachgewiesen werden. Die Claudin-5-Expression blieb demnach insge-
samt konstant, Claudin-5 wurde jedoch durch Laurateinwirkung innerhalb der Tight
Junction reduziert.

Hoéhere Konzentrationen von 4,5 mM Laurat bzw. 1 uM Melittin fihrten zu starken Ver-
anderungen der interzellularen Kontaktstellen, welche auf eine generell gestérte Tight-
Junction-Integritat deuteten. Eine sich auf diese Weise ausdrickende zellulare Schadi-
gung wurde nicht ausgeschlossen, da diese Ergebnisse im Einklang mit den Ergebnis-

sen der Viabilitatstests standen.
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Melittin nicht in der Lage ist, in physiologischen
Konzentrationen eine Absorptionsverstarkung pharmakologisch relevanter Molekule
durch eine Verbesserung der parazellularen Permeabilitat in HT-29/B6-Zellen zu bewir-
ken.

Laurat dagegen zeigt eine sehr spezifische und gréRenselektive Offnung der Tight
Junction und Ubertrifft nicht nur die relativ unspezifische Wirkung von Melittin, sondern
auch die anderer Absorptionsenhancer wie Caprat und Chitosan hinsichtlich einer
selektiven Offnung der Tight Junction fiir die Passage niedermolekularer Verbindungen
bei gleichzeitiger Vermeidung des Durchtritts makromolekularer Noxen und immuno-

reaktiver Substanzen.
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