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Abkürzungsverzeichnis 

A Alanin 
BN-PAGE Blaue Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
C Cystein 
cCPE C-terminale Domäne von Clostridium perfringens-Enterotoxin 
CPE Clostridium perfringens-Enterotoxin 
Cldn# Claudin-# 
D Aspartat 
DDM n-Dodecyl β-D-Maltosid 
E Glutamat 
EM Elektronenmikroskopie 
EZS1 und -2 Extrazelluläre Schleife 1 und 2   
FHHNC familiäre Hypomagnesiämie, Hyperkalziurie und Nephrokalzinose  
FRET Förster- bzw. Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer 
GuK Guanylatkinase 
I Isoleucin 
KO Knock Out 
L  Lysin 
M Methionin 
MAGUK Membranassoziierte Guanylatkinase 
MAL Proteins of myelin and lymphocyte 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
MARVEL MAL and related proteins for vesicle trafficking and membrane link 
MDCK II Madin-Darby Canine Kidney Cells Typ II 
MMP9 Matrix-Metalloproteinase 9 
MUPP-1 Multi-PDZ-Domänenprotein 1 
N Asparagin 
NISCH neonatale Ichthyosis und sklerosierende Cholangitis  
P Prolin 
PDB Protein Datenbank 
PDZ Domäne, die in den drei Proteinen PSD95/SAP90, Discs large und Zonula occludens-

1 entdeckt wurde 
F Phenylalanin 
Q Glutamin 
R Arginin 
RMSD  Root Mean Square Deviation  
S Serin 
SH3 Src-Homologieregion 
T Threonin 
TAMP Tight junction-assoziiertes MARVEL-Protein 
TER Transepithelialer/transendothelialer Widerstand [Ω·cm²] 
TJ Tight Junction 
TM Transmembransegment  
WT  Wildtyp 
Y Thyrosin 
ZO Zonula occludens 
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1. Einleitung 

1.1 Tight Junctions und Gewebebarrieren  

Gewebebarrieren sind für die Funktion von Organen wie Darm, Niere, Lunge, Haut oder 
Gehirn essentiell. Sie werden durch zelluläre Grenzschichten gebildet, Epithelien oder 
Endothelien, die zwei Körperkompartimente oder den Organismus von der Umgebung 
trennen und den Stoffaustausch kontrollieren. Hierüber wird das innere Milieu im 
Gleichgewicht gehalten und der Stoffaustausch verschiedener Organe untereinander und 
zwischen Organismus und Umwelt der physiologischen Situation angepasst.  

Epithel- und Endothelzellen zeichnen sich durch ihre Polarität aus. Die Plasmamembran ist 
in eine basolaterale Domäne, die der Basalmembran zugewandt ist, und eine apikale, dem 
Lumen oder dem äußeren Milieu zugewandte Domäne funktionell aufgetrennt. Ein Stoff-
transport kann prinzipiell sowohl transzellulär durch beide Plasmamembranen als auch 
parazellulär erfolgen. Der transzelluläre Transport kann aktiv oder passiv durch eine Vielzahl 
transmembranärer Carrier- und Kanalproteine erfolgen. Demgegenüber wird die 
parazelluläre Permeabilität für anorganische Ionen, kleine Moleküle, Makromoleküle und H2O 
durch die gate-Funktion der Tight Junction (TJ, Zonula Occludens) reguliert. Darüber hinaus 
limitiert die TJ die laterale Diffusion von Membrankomponenten zwischen der basolateralen 
und der apikalen Plasmamembran (fence-Funktion) und ist somit an der Aufrechterhaltung 
der Zellpolarität beteiligt (Diamond, 1977).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die molekulare Organisation und strukturelle Aspekte des 
transmembranären Rückgrats der TJs mittels molekularbiologischer, zellbiologischer und 
bioinformatischer Methoden untersucht. Es wurden Protein-Protein-Interaktionen 
charakterisiert, die an der Ausbildung der parazellulären Barriere und an selektiven 
Transportprozessen beteiligt sind. Zudem wurden Ansätze zur gewebespezifischen 
Modulierbarkeit der gate-Funktion der TJs aufgezeigt.  

 

1.2 Struktur, molekulare Zusammensetzung und Funktion der Tight Junction 

TJs befinden sich am apikalen Ende der lateralen Plasmamembran und bilden dort eine 
gürtelartige Struktur um die Zellen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen von 
Ultradünnschnitten erscheinen TJs als Fusionen der Membranen zwischen zwei Zellen. Über 
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie wurden TJs als verzweigtes Netzwerk aus 
reißverschlussartigen Strängen/Fibrillen visualisiert, die aus transmembranären Partikeln 
bestehen (Staehelin, 1974). Die Dichtigkeit der TJs wird durch deren molekulare 
Zusammensetzung bestimmt und unterscheidet sich in verschiedenen Geweben. In 
proximalen Segmenten von tubulären Epithelien (z.B. proximaler Tubulus der Niere und 
Dünndarm) sind TJs viel durchlässiger als in distalen Segmenten (z.B. distaler Tubulus der 
Niere und Dickdarm) (Günzel und Fromm, 2012). In der Harnblase, der Epidermis und dem 
Gehirnendothel bilden TJs einen fast völlig undurchlässigen Verschluss. Zudem ist das 
Ausmaß der Abdichtung durch die TJ nicht immer konstant. Sie kann einerseits in 
bestimmten Geweben abhängig von den physiologischen Bedingungen reguliert werden und 
anderseits durch pathologische Faktoren verändert werden (Schneeberger und Lynch, 
2004). 
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Die parazelluläre Dichtigkeit wird durch die tetraspan-Transmembranproteine der Claudin 
(Cldn)-Familie (derzeit 27 Mitglieder in Säugern) bestimmt. Sie bilden das Rückgrat der TJs 
(Furuse et al., 1999). Die exogene Expression eines Claudins, z.B. von Cldn1, oder Cldn2 in 
Zellen ohne endogene TJs reicht im Gegensatz zur Expression anderer TJ-Proteine zur 
Bildung von TJ-Strängen aus (Furuse et al., 1998a). Schon in dieser Studie wurde davon 
ausgegangen, dass sich TJ-Stränge durch Polymerisation der Claudine über cis-

Interaktionen innerhalb derselben Membran und trans-Interaktionen zwischen Membranen 
gegenüberliegender Zellen bilden. Zudem war bekannt, dass einige (z.B. Cldn1 und Cldn3), 
aber nicht alle Claudine Heteropolymere untereinander bilden können (Furuse et al., 1999). 
Claudine werden gewebespezifisch exprimiert und unterscheiden sich in ihren 
Barriereeigenschaften, so dass die parazelluläre Permeabilität in den verschiedenen 
Geweben vorrangig durch deren Claudinzusammensetzung bestimmt wird. Claudine können 
in barrierebildende und kanalbildende Claudine unterteilt werden (für einen Überblick: 
Günzel und Yu, 2013). Die Mehrheit der Claudine verfügt über abdichtende Funktionen. 
Demgegenüber bilden bestimmte Claudine parazelluläre Kanäle, die selektiv permeabel für 
Kationen (Cldn2, -10b, -15, -16 zusammen mit -19) oder für Anionen (Cldn10a, -17) und im 
Fall von Cldn2 auch für Wasser permeabel sind (Rosenthal et al., 2010). Die Funktion einiger 
Claudine ist noch unklar, da deren Einfluss auf epitheliale Barrieren in unterschiedlichen 
experimentellen Kontexten uneinheitlich ist (Cldn4, -7, -8). Unabhängig von ihren 
Barriereeigenschaften können Claudine aufgrund ihrer Sequenzähnlichkeit untereinander in 
zwei Gruppen unterteilt werden: Die "klassischen" Claudine (Cldn1 bis-10, 14, -15, -17,-19) 
besitzen untereinander einer höhere Sequenzähnlichkeit als die "nicht-klassischen" Claudine 
(Cldn11, -12, -13, -16, -18, -20 bis -27) untereinander (Krause et al., 2008). 

Die TJ-assoziierten MARVEL-Proteine (TAMPs) teilen mit den Claudinen zwar eine 
Tetraspan-Transmembrantopologie, verfügen jedoch über keine nennenswerte 
Sequenzhomologie. TAMPs kopolymerisieren mit den Claudinen an bi- (Occludin, MarvelD3) 
oder trizellulären (Tricellulin) Kontakten der TJs (Günzel und Fromm, 2012). Occludin wird 
als eine regulatorische Komponente der TJ angesehen. Für Tricellulin wurde gezeigt, dass 
es trizelluläre TJs abdichtet und dadurch die transepitheliale Makromolekül-Passage 
einschränkt (Krug et al., 2009).  

Die Assemblierung und Disassemblierung der TJ werden durch eine Vielzahl an TJ-
assoziierten transmembranären Proteinen (z.B. Junctional Adhesion Molecules, 
Tetraspanine) und membran-assoziierten Proteinen reguliert, die z.B. den Transport der 
Claudine oder deren Verankerung am Zytoskelett kontrollieren. ZO-1, -2 -3, MAGI, MUPP-1; 
Par3, Par6, PALS1, PATJ fungieren als Gerüst- und Adapterproteine und verbinden die TJ-
Stränge mit dem Zytoskelett über ihre zytoplasmatischen PDZ-Domänen oder SH3-hinge-
GuK-Einheiten und über ihre Assoziation mit Aktin und Myosin. Darüber hinaus wirken 
zahlreiche Proteine intrazellulärer Signalwege (z.B. PKC, PKA, MAP-kinase, WNK, MLCK, c-
Src, RhoK und Eph-Rezeptoren) als Regulatoren der transmembranalen TJ-Proteine und 
sind an der Regulation der TJ-Genexpression, Proliferation und Differenzierung epithelialer 
Zellen beteiligt (Matter und Balda, 2003; Roh und Margolis, 2003). Posttranslationale 
Modifizierungen von TJ-Proteinen beinhalten Phosphorylierung, Palmitoylierung, O-
Glykosylierung sowie Ubiquitinierung und regulieren deren TJ-Lokalisation und einen 
proteasomalen Abbau (Gonzalez-Mariscal et al., 2010).  
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1.3 Krankheitsbedingte Veränderungen der Tight Junction  

TJs sind an der Pathophysiologie vieler Krankheiten beteiligt. Z. B. können im Zuge 
intestinaler Infektionen mit Bakterien, der Exposition von bakteriellen Toxinen (wie Zonula 
Occludens-Toxin von Vibrio Cholerae- und Clostridium perfringens-Enterotoxin) oder 
intestinaler Entzündungen (Zöliakie, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, mikroskopische Kolitis 
und Pouchitis) Schädigungen der TJ auftreten, die die Barrierefunktion beeinträchtigen 
(Mullin et al., 2005; Barmeyer et al., 2015). Darüber hinaus verursachen humane Mutationen 
im CLDN1-Gen neonatale Ichthyosis und sklerosierende Cholangitis (NISCH) (Hadj-Rabia et 
al., 2004), Mutationen im CLDN16- (Simon et al., 1999) oder CLDN19-Gen (Konrad et al., 
2006) familiäre Hypomagnesiämie, Hyperkalziurie und Nephrokalzinose (FHHNC) und renale 
Hypomagnesiämie, Mutationen von CLDN14 oder Tricellulin verursachen autosomal 
rezessive Taubheit (Riazuddin et al., 2006). Die fundamentale physiologische Bedeutung der 
TJ wird auch durch die Phänotypen von Knockout-Mäusen untermauert: z.B. schwerer 
transepidermaler Wasserverlust bei Fehlen von Cldn1 führt zum Tod nach der Geburt 
(Furuse et al., 2002); Fehlen von Cldn5 führt zum Zusammenbruch der Bluthirnschranke für 
kleine Moleküle und ebenfalls zum Tod kurz nach der Geburt (Nitta et al., 2003). 

In vielen Tumoren sind Claudine fehlreguliert (Kwon, 2013). Einerseits wurde angenommen, 
dass eine verminderte Claudin-Expression in Verbindung mit dem Verlust der TJ-Funktion 
und der Zelladhäsion zur Tumorprogression, Dedifferenzierung und Invasivität der 
Tumorzellen beiträgt. Anderseits wird in den meisten Studien eine Hochregulation von 
Claudinen in Tumoren berichtet (Long et al., 2001; Rangel et al., 2003; Hewitt et al., 2006). 
So zeigen Brust-, Kolon- und Pankreastumore oft eine Hochregulation von Cldn3 und Cldn4 
(Michl et al., 2001; Kominsky et al., 2004; Nichols et al., 2004; de Oliveira et al., 2005). 
Claudine, die in Tumoren überexprimiert sind, tragen nicht notwendigerweise zur TJ-
Funktion bei. In humanen kolorektalen Tumoren z.B. sind Cldn1, -3 und -4 hochreguliert, 
aber die TJ-Ultrastruktur ist gestört und die parazelluläre Solut-Permeabilität ist erhöht (de 
Oliveira et al., 2005). Es wird angenommen, dass die erhöhte Expression und 
Fehllokaliserung bestimmter Claudine die Tumorprogression durch positive Effekte auf 
Zellmigration, Invasion und Metastasierung unterstützt (Boireau et al., 2007; Lioni et al., 
2007).  

 

1.4 Tight Junctions der Bluthirnschranke 

Im Vergleich zu epithelialen TJs sind endotheliale TJs in den meisten Geweben für Solute 
wesentlich durchlässiger (Kazakoff et al., 1995; Günzel und Fromm, 2012). Demgegenüber 
bilden die TJs der Gehirnkapillarendothelzellen, die die Bluthirnschranke bilden, mit einem 
transendothelialen Widerstand (TER) von ca. 2000-8000 Ω٠cm² (Crone und Olesen, 1982; 
Smith und Rapoport, 1986) eine der dichtesten parazellulären Barrieren im Körper. 
Interessanterweise wird Cldn5 im Vergleich zu anderen Claudinen in allen Endothelien 
unabhängig von deren parazellulären Dichtigkeit mit Abstand am stärksten exprimiert (Morita 
et al., 1999; Nitta et al., 2003; Ohtsuki et al., 2008). Die Überexpression von Cldn5 in 
epithelialen Zellen führt zur Abdichtung gegenüber Ionen und anderer kleiner Solute (Wen et 
al., 2004; Amasheh et al., 2005; Piehl et al., 2010). Die Claudin-5-Knockout-Maus zeigt eine 
stark erhöhte parazelluläre Permeabilität für Moleküle kleiner 800 Da (Nitta et al., 2003). 
Diese Studien demonstrierten eindeutig die Fähigkeit von Cldn5 zur parazellulären 
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Abdichtung. Allerdings führt eine starke Cldn5-Expression in Endothelzellen, wie bereits 
erwähnt, nicht zwangsläufig zur Ausbildung dichter TJs, so wie in der Bluthirnschranke oder 
der Bluthodenschranke (Kamimura et al., 2002). Die Barrierefunktion von 
Gehirnkapillarendothelzellen nimmt in vitro ohne Kokultivierung mit Astrozyten und Perizyten 
stark ab, was dafür spricht, dass die Mikroumgebung der Endothelzellen in vivo (die 
Neurovaskuläre Einheit) entscheidend für die Ausbildung sehr dichter endothelialer TJs ist 
(Nakagawa et al., 2009). Welche strukturellen Komponenten der TJ neben Cldn5 dafür 
verantwortlich sind, ist unklar. Es ist davon auszugehen, dass wie in Epithelzellen weitere 
transmembranäre TJ-Proteine daran beteiligt sind, einen abdichtenden Multiproteinkomplex 
zu bilden. TAMPs werden ebenfalls in der Bluthirnschranke, aber auch in anderen 
Endothelzellen exprimiert (Haseloff et al., 2015). Demgegenüber gab es zu Beginn der 
vorliegenden Arbeit Hinweise, dass Endothelzellen der Bluthirnschranke im Gegensatz zu 
denen der meisten anderen Blutgefäße Cldn1, -3 und -12 exprimieren (Wolburg und Lippoldt, 
2002; Nitta et al., 2003). Insbesondere die Beteiligung von Cldn3 an der Abdichtung der 
Bluthirnschranke wurde durch mehrere Hinweise auf eine regulierte Expression von Cldn3 im 
Gehirn und den Verlust von Cldn3 unter pathologischen Bedingungen nahegelegt (Wolburg 
et al., 2003; Liebner et al., 2008). Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde analysiert, 
inwiefern Interaktionen zwischen Cldn1, -3, -5 und -12 zu den Bluthirnschranken-typischen 
Eigenschaften der TJs beitragen könnten.  

 

1.5 Tight Junction als Angriffspunkt zur Verbesserung der Wirkstoffaufnahme 

Die Wirkung potentieller Medikamente wird häufig durch die limitierte Fähigkeit ihrer 
Wirkstoffe, Gewebebarrieren zu überwinden und ihre Zielstruktur zu erreichen, 
eingeschränkt. Verschiedene Ansätze werden verfolgt, um die transzelluläre 
Wirkstoffaufnahme zu verbessern (Upadhyay, 2014). Eine alternative Strategie versucht, die 
parazelluläre Passage von Wirkstoffen über eine zeitlich und örtlich begrenzte Öffnung der 
TJ zu verbessern (Deli, 2009; Tscheik et al., 2013). Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass die 
Wirkstoffaufnahme für strukturell unterschiedliche Substanzen verbessert wird und dass es 
nicht nötig ist, den Wirkstoff selbst zu modifizieren. Verschiedene Absorptions-Verstärker 
wurden verwendet, um die TJ zu öffnen und die Wirkstoffaufnahme im Darm oder über die 
Haut zu verbessern. Im Gegensatz zu diesen generellen Absorptionsverstärkern ist die C-
terminale Domäne des Clostridium perfringens-Enterotoxins (cCPE) ein Claudin-selektiver 
TJ-Modulator (Kondoh, 2006). cCPE bindet an eine Untergruppe von Claudinen, die cCPE-
Rezeptoren, z.B. von Cldn3 und Cldn4, und öffnet die TJs in einer reversiblen Weise 
(Veshnyakova et al., 2010). Daher ist cCPE ein guter Kandidat, um eine effektive, reversible 
und Gewebe-spezifische TJ-Modulation zu erzielen.  

 

1.6 Clostridium perfringens-Enterotoxin als Werkzeug zur Strukturanalyse und 

Modulation der Claudine 

Das Clostridium perfringens-Enterotoxin (CPE) verursacht die gastrointestinalen Symptome 
der Clostridium perfringens-Typ A-Lebensmittelvergiftung, die eine der häufigsten 
lebensmittelbedingten Krankheiten in den USA und Europa darstellt. Zudem sind häufig 
Nutztiere von CPE-verursachten gastrointestinalen Krankheiten betroffen (McClane, 2001; 
Smedley und McClane, 2004). Vegetative Clostridium perfringens-Bakterien, die mit der 
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Nahrung aufgenommen werden, setzen während der Sporenbildung im Darm CPE frei, das 
anschließend an Claudine bindet, die im Dünndarmepithel exprimiert werden (Miyakawa et 
al., 2005). Zu diesen CPE-Rezeptoren zählen vor allem Cldn3 und Cld4. Nachdem die C-
terminale Domäne des CPE (cCPE) an die Claudine gebunden hat, wird unter Beteiligung 
der N-terminalen Domäne von CPE eine Pore in der Plasmamembran der Mukosazelle 
gebildet, durch die es zum Einstrom von Ca2+ sowie Flüssigkeits- und Elektrolyt-Verlust 
kommt. Dies führt je nach CPE-Konzentration zum Zelltod der Epithelzellen über Nekrose 
oder Apoptose und zu den klinischen Symptomen der CPE-Vergiftung (Miyakawa et al., 
2005). 

cCPE (AS 194-319) allein ist nicht zytotoxisch, jedoch in der Lage, an bestimmte Claudine zu 
binden und dadurch die TJs zu öffnen. Die Behandlung von epithelialen Zellschichten mit 
cCPE erhöht die parazelluläre Permeabilität für Solute bis 10 kDa (Sonoda et al., 1999) und 
verstärkt die Wirkstoffaufnahme im Ratten-Jejunum um das 400fache im Vergleich zum 
klinisch verwendeten Na-Caprat (Kondoh et al., 2005). cCPE entfernt spezifisch Cldn4 aus 
den TJs ohne die Verteilung von Cldn1, das kaum an cCPE bindet, zu verändern (Sonoda et 
al., 1999). Diese Claudinsubtyp-spezifische TJ-Öffnung durch cCPE verläuft viel langsamer 
als die zytotoxische Porenbildung durch das Vollängen-CPE und ohne Veränderung der 
Membranintegrität der Plasmamembran. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde cCPE, das 
nicht toxisch ist, als pharmakologisches Werkzeug zur TJ-Modulation zwecks Verbesserung 
der Wirkstoffaufnahme über Gewebebarrieren und das toxische CPE zur Behandlung von 
Claudin-überexprimierenden Tumoren vorgeschlagen (Veshnyakova et al., 2010). 

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass cCPE unter Beteiligung der Aminosäurereste 290-
319 an Cldn3, -4, -6, -7,-8 und -14 bindet und es wurde vermutet, dass es nicht an andere 
Claudine bindet. Zudem war bekannt, dass die zweite extrazelluläre Schleife (EZS2) von 
Cldn3 für dessen Interaktion mit cCPE essentiell ist (Fujita et al., 2000). Details zum 
molekularen Mechanismus der cCPE-Claudin Interaktion waren jedoch nicht bekannt. Dieser 
Interaktionsmechanismus wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit näher analysiert 
(Winkler et al., 2009; Veshnyakova et al., 2012b; Protze et al., 2015), auch indem die 
Kristallstruktur von cCPE (Van Itallie et al., 2008) genutzt wurde. Hierrüber sollten einerseits 
Informationen über den Pathomechanismus von CPE und andererseits über die unbekannte 
Struktur der Claudine gewonnen werden. Des Weiteren war es unser Ziel, ein besseres 
Verständnis des molekularen Mechanismus der cCPE-Claudin-Interaktion zu nutzen, um 
cCPE-Varianten zu entwickeln, die als Claudinsubtyp-spezifische und somit 
gewebespezifische Claudin-Modulatoren zur Verbesserung der Wirkstoffaufnahme 
eingesetzt werden könnten.  

 

1.7 Methoden 

1.7.1 Zelluläre Rekonstitution von Tight Junctions 

Die biochemische und biophysikalische Analyse von TJ-Strängen ist stark durch deren 
Sensitivität gegenüber Detergenzien limitiert, welche eine Solubilisierung oder in vitro-
Rekonstitution von intakten TJ-Strängen bisher verhinderte. Im Gegensatz dazu ist z.B. die 
Solubilisierung intakter Connexone aus zellulären Gap Junctions leicht möglich (Stauffer et 
al., 1991). Zur Überwindung dieser Limitierung wurden – aufbauend auf Experimenten von 
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Furuse et al. (Furuse et al., 1999) – Methoden etabliert, um die Assemblierung von 
Claudinen zu TJ-Strängen in einer nativen zellulären Umgebung zu analysieren.  

 Abb. 1 Analyse der TJ-Strangbildung. (A) TJs bilden ein gürtelartiges Netzwerk aus TJ-

Strängen um Epithelzellen (Menco, 1988, modifiziert). Claudine (gelb) bilden das Rückgrat 
dieser TJ-Stränge. (B) Visualisierung der TJ-Stränge durch Gefrierbruch-

Elektronenmikroskopie. Balken 200 nm; PF, protoplasmatische Seite (face); EF, 

exoplasmatische Seite. Morphologisch können zwei Strangtypen unterschieden werden: 

"Kontinuierliche Stränge" auf der PF und "Partikeltyp" mit Partikelreihen auf der EF 

(Staehelin, 1974; Furuse et al., 1998b; Rossa et al., 2014a) . (C) Visualisierung von Cldn5-

Strängen durch Superresolution-Lokalisationsmikroskopie mit einer Lokalisationsgenauigkeit 

von ~20 nm (Kaufmann et al., 2012). (D) Differenzielle Dimerisierungseigenschaften wurden 

mittels blau-nativer Gelelektrophorese untersucht. M, Monomer; B; Dimer. (E) Schema der 

TJ-Strangbildung: TJ-Stränge werden durch cis-Interaktionen (rote Pfeile) und trans-

Interaktionen (blaue Pfeile) zwischen Claudinen (blaue Piktogramme) gebildet. Claudine 

(blau, grün) interagieren in homophiler (rote und blaue Pfeile) und teilweise in heterophiler 

(schwarze Pfeile) Weise (Piontek et al., 2011). (F) Anreicherung von Cldn5-YFP (gelb, Pfeil) 

an Kontakten zwischen Cldn5-exprimierenden HEK-Zellen (Plasmamembran in rot) als 

Indikator einer trans-Interaktion; Balken 5 µm. (G) Das Fehlen der Kontaktanreicherung einer 

Claudin-Mutante weist auf eine Blockierung der trans-Interaktion hin; Balken 5 µm.  

TJ-Stränge (Abb. 1A, B) wurden in der TJ-freien Zelllinie HEK293 rekonstituiert, indem 
Claudinkonstrukte mit C-terminalen YFP- oder CFP-Tags transfiziert wurden. In diesem 
System kann die TJ-Strangbildung (Abb. 1E) unabhängig von endogenen Claudinen und TJ-
regulierenden Proteinen, die über PDZ-Domänen verfügen, analysiert werden. Trans-
Interaktionen zwischen Claudinen wurden über die Anreicherung der Claudine an Kontakten 
zwischen Claudin-exprimierenden Zellen (nachfolgend als Kontaktanreicherung bezeichnet) 
mittels Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) lebender Zellen detektiert (Abb. 1F, G) (Piontek 
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et al., 2008). Kokulturen von HEK293-Zellen, die zwei verschiedene Claudin-C/YFP-
Konstrukte exprimieren, wurden zur Analyse heterophiler trans-Interaktionen verwendet 
(Piontek et al., 2011). Eine räumliche Nähe von Claudinen innerhalb einer Membran als 
Indikation für cis-Interaktionen wurde über FRET-Assays getestet (Blasig et al., 2006). 
Verschiedene TJ-freie Zelllinien wurden verwendet, wobei mit HEK293-Zellen die beste 
experimentelle Effizienz und Datenkonsistenz erzielt wurde. Dieser Rekonstitutionsansatz 
wurde verwendet, um die heterophile Kompatibilität von Claudinen, die in zerebralen 
Schranken exprimiert werden, und Sequenzdeterminanten der TJ-Strangbildung zu 
analysieren (Piontek et al., 2008; Piontek et al., 2011; Rossa et al., 2014a; Rossa et al., 
2014b).  

Zudem wurde die Oligomerisierung von solubilisierten Claudinen mittels blau-nativer 
Gelelektrophorese (Abb. 1D) und FRET-Assays mit Lysaten Claudin-transfizierter Zellen 
analysiert (Rossa et al., 2014a).  

 

1.7.2 Elektronenmikroskopische Analyse der TJ-Ultrastruktur 

TJ-Stränge können mittels Gefrierbruch-EM eindeutig identifiziert und morphologisch 
charakterisiert werden. Hierbei wird die Lipiddoppelschicht der Membranen der Zellen in die 
protoplasmatische (P-face) und exoplasmatische (E-face) Hälfte getrennt und die 
Membranproteine werden als Intramembranpartikel sichtbar (Piontek et al., 2008) (Abb. 1B). 
TJs sind die einzigen zellulären Strukturen, die hierbei als verzweigtes Netzwerk linear 
angeordneter Intramembranpartikel mit einem Durchmesser von ca. 10 nm zu finden sind 
(Staehelin, 1974). Die Komplexität und Morphologie dieses TJ-Netzwerks unterscheidet sich 
in den verschiedenen Geweben und korreliert teilweise mit parazellulären 
Barriereeigenschaften. Vor allem Diskontinuitäten in dem Netzwerk größer 25 nm sind häufig 
bei pathologisch erhöhter parazellulärer Permeabilität für Solute zu finden (Zeissig et al., 
2007). Zwei TJ-Strangtypen können unterschieden werden (Abb. 1B). Der kontinuierliche 

Strangtyp ist in vielen, aber nicht allen Epithelien zu finden und zeichnet sich durch nicht 
unterbrochene Fibrillen oder Stränge mit Partikeln auf der P-face und komplementären 
Furchen auf der E-face aus. Demgegenüber findet man vor allem in Endothelien den 
Partikeltyp, bei dem Partikel wie Perlen auf einer Kette in einem Abstand von 10-40 nm 
aneinandergereiht sind (Furuse et al., 1998b; Rossa et al., 2014a). Diese unterschiedlichen 
Typen korrelieren jedoch nicht eindeutig mit bestimmten Barriereeigenschaften. Allerdings 
zeigen TJs der Bluthirnschranke im Vergleich zu denen anderer Endothelien 
entwicklungsabhängig eine wesentlich höhere Assoziation der Partikel mit der P-face. Hier 
korreliert die P-face-Assoziation mit der Dichtheit der Barriere (Kniesel et al., 1996). TJ-
Stränge, die durch Cldn5-Expression rekonstituiert wurden, zeigen E-face-assoziierte 
Partikel, entsprechende Cldn3-Stränge jedoch eine P-face-Assoziation. Daher und aufgrund 
der unter 1.4. erwähnten Korrelation von Cldn5/-3-Koexpression und Dichtigkeit war unsere 
Arbeitshypothese, dass Cldn3 und Cldn5 in der ausdifferenzierten Bluthirnschranke 
kopolymerisieren und damit ultrastrukturell zu einer gemischten P-/E-face-Assoziation der 
TJ-Partikel und funktionell zu einer hohen Dichtigkeit führen, was im Rahmen dieser Arbeit 
überprüft wurde (Piontek et al., 2011; Rossa et al., 2014a).  
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Des Weiteren wurde mittels superauflösender Lokalisationsmikroskopie ein EM-
unabhängiges Verfahren zur Analyse der Zusammensetzung und Morphologie von TJ-
Strängen etabliert (Kaufmann et al., 2012) (Abb. 1C). 

 

1.7.3 Untersuchung der Abdichtungsfunktion von Claudinen 

Zur Analyse der Abdichtungsfunktion von Claudinen wurden Claudin-Konstrukte und 
entsprechende Vektorkontrollen in polare epitheliale MDCK-Zellen stabil transfiziert. Diese 
Zellen verfügen über endogene funktionsfähige TJs. Die potentielle Veränderung der 
parazellulären Barriere-Eigenschaften dieser Zellen in Abhängigkeit der Expression eines 
exogenen Claudins gilt als Standardverfahren zur funktionellen Charakterisierung des 
entsprechenden Claudins (Günzel und Yu, 2013). Zuerst wurde die Expression des Claudin-
Konstrukts über Westernblot und dessen Einbau in die TJ über LSM sichergestellt. 
Anschließend wurde zum einen der TER als reziprokes Maß für die Ionenpermeabilität 
gemessen. Zum anderen wurde der Flux von parazellulären Permeabilitätsmarkern 
verschiedener Größe (Fluoreszein (332 Da) und 10 kDa FITC-Dextran) gemessen und 
daraus die Permeabilität für diese Moleküle nach Standardformeln bestimmt und auf diese 
Weise die Abdichtungsfunktion von Cldn5- (Piehl et al., 2010) und Cldn1-Konstrukten 
(Veshnyakova et al., 2012a) beurteilt. 

 

1.7.4 Bioinformatische Methoden 

Zu Beginn des Projekts waren weder die Struktur eines Claudins noch 
Sequenzdeterminanten für die Interaktionen zwischen Claudinen bekannt. Daher wurden die 
experimentellen Ansätze mit bioinformatischen Methoden kombiniert, um Struktur- und 
Interaktionsvorhersagen zu treffen (Piontek et al., 2008). Alignments von 
Aminosäuresequenzen wurden verwendet, um erstmals zwei Claudinuntergruppen aufgrund 
von Sequenz-Struktur-Funktionsbeziehungen zu definieren, klassische und nicht-klassische 
Claudine (Krause et al., 2008). Homologie-Modellierung wurde verwendet, um erste 
experimentell gestützte Claudinstrukturmodelle zu generieren (Krause et al., 2009; Winkler et 
al., 2009; Veshnyakova et al., 2012b). Nach Veröffentlichung einer Claudin-Kristallstruktur 
(Suzuki et al., 2014) wurden detaillierte Homologiemodelle unter Verwendung von Cldn15 als 
Template-Struktur generiert (Rossa et al., 2014b; Krause et al., 2015; Protze et al., 2015). 
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1.8 Fragestellungen und Ziele dieser Arbeit 

Die parazelluläre Barriere- und Transportfunktion in Epithelien und Endothelien wird durch 
TJs reguliert. Die Ausgangsfrage dieser Arbeit war, wie TJ-Strängen auf molekularer Ebene 
organisiert sind und wie Claudine als deren Hauptkomponenten miteinander interagieren, um 
die barrierebildenden polymeren TJ-Stränge zu bilden. Der Fokus der Projekte lag hierbei 
auf den Claudinen, die in zerebralen Schranken (Bluthirnschranke und Blut-CSF-Schranke) 
exprimiert werden (Cldn1, -2, -3, -5 und -12; Ohtsuki et al., 2008). Die Struktur/Funktions-
beziehung dieser transmembranären TJ-Proteine sollte in zellbiologischen Studien 
untersucht werden. Die Hauptziele waren:  

(i) Etablierung einer molekularbiologischen, zellbiologischen und bioinformatischen Methodik 
zur Aufklärung der molekularen Architektur der TJ-Stränge 

Hierüber sollten identifiziert werden: 

• Claudin-Paare, die heterophile trans- und/oder cis-Interaktionen eingehen können 
• Sequenzdeterminanten der Claudinfaltung, der homo- und heterophilen trans- und 

cis-Interaktionen zwischen Claudinen und der Ultrastruktur homo- und 
heteropolymerer TJ-Stränge 

• Sequenzdeterminanten der Claudin-CPE-Interaktion  

(ii) Exemplarischer Nachweis, dass identifizierte Interaktionsdeterminanten die 
Barrierefunktion der Claudine in funktionellen TJs bestimmen 

(iii) Ableitung von molekularen Strukturmodellen von Protomeren (Untereinheiten) und 
Oligomeren der Claudine zerebraler Schranken; Ableitung schematischer Modelle für 
polymere TJ-Stränge  

Die Ergebnisse sollen dazu dienen, 

• die membranäre Polymerisation von TJ-Proteinen auf molekularer Ebene und damit 
die strukturelle Basis der Regulation der parazellulären Permeabilität besser zu 
verstehen 

• Vorarbeiten zur zielgerichteten therapeutischen Manipulation von Organschranken 
z.B. zur Verbesserung der Wirkstoffaufnahme über die Bluthirnschranke zu leisten. 
So könnten z.B. CPE-Fragmentvarianten entwickelt werden, die an definierte 
Claudine binden und eine selektive und reversible Öffnung der TJs bewirken. 
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2. Eigene Arbeiten 

2.1 Tight Junction-Bildung: Determinanten der homophilen Interaktion zwischen 

klassischen Claudinen  

Originalarbeit: Piontek J*, Winkler L* (*shared first authorship), Wolburg H, Muller SL, 
Zuleger N, Piehl C, Wiesner B, Krause G, Blasig IE (2008) Formation of tight junction: 
determinants of homophilic interaction between classic claudins. FASEB J. 22(1): 146-158. 
http://dx.doi.org/10.1096/fj.07-8319com 

Ergänzende Informationen sind als Supplement verfügbar unter: 
http://www.fasebj.org/content/22/1/146/suppl/DC1 

 

Zu Beginn der Arbeit war die Struktur der Claudine unbekannt und der Mechanismus der 
Assemblierung von Claudinen in TJs weitgehend unklar. Zunächst wurden Methoden 
etabliert, um die Claudin-Assemblierung in einer nativen zellulären Umgebung analysieren 
zu können (Blasig et al., 2006; Piontek et al., 2008): 

Aufbauend auf Pionierarbeiten von Mikio Furuse (Furuse et al., 1998a) wurde die 
Rekonstitution von TJ-Strängen in der TJ-freien Zelllinie HEK293 durch Transfektion mit C-
terminal-YFP-markierten Claudinkonstrukten adaptiert. In diesem System kann die TJ-
Strangbildung unabhängig von endogenen TJ-Proteinen analysiert werden. Als Maß für die 
Trans-Interaktion zwischen Claudinen wurde die Anreicherung von Claudinen an Kontakten 
zwischen lebenden Claudin-exprimierenden Zellen mittels LSM quantifiziert („Kontakt-

Anreicherung”). TJ-Stränge und deren Morphologie wurden durch Gefrierbruch-EM 
detektiert. Als Indikator einer cis-Interaktion wurde die räumliche Nähe von Claudinen 
innerhalb einer Membran über FRET-Assays quantifiziert.  

Dieser Ansatz wurde zusammen mit einer systematischen Mutagenese verwendet, um für 
Cldn5, das für die Abdichtung der Bluthirnschranke essentiell ist, zu zeigen, dass dessen 
EZS2 eine zentrale Rolle bei der Bildung von TJ-Strängen hat. Nach der Mutagenese 
erhielten wir drei Phänotypen: Ein TJ-Typ mit Wildtyp-ähnlicher trans- und cis-Interaktion, ein 
Disjunction-Typ mit blockierter trans-Interaktion und ein fehlgefalteter Intrazellulär-Typ. Die 
experimentellen Daten wurden mit molekularer Modellierung kombiniert, um 
Aminosäurereste in der EZS2 von Cldn5 zu identifizieren, die an der Proteinfaltung (z.B. 
K157) und an intermolekularen Interaktion (F147, Y148, Q156, Y158, E159) beteiligt sind. Es 
wurde ein erstes Homologiemodell der Struktur der EZS2 von Cldn5 und ein antiparalleles 
Homodimer-Modell der EZS2 mit einem aromatischen Bindungskern abgeleitet.  

Diese Daten lieferten erstmals einen Ansatz einer Erklärung, wie Claudine aneinander 
binden, um den parazellulären Raum zu verengen. Fast alle Interaktions-relevanten Reste 
sind innerhalb der Gruppe der ebenfalls im Rahmen der Arbeit beschriebenen Gruppe der 
klassischen Claudine (Krause et al., 2008) konserviert. Daher sind die Ergebnisse dieser 
Studie von genereller Relevanz für alle klassischen Claudine. Auf der Grundlage dieser 
Daten wurde ein neuartiges molekulares Konzept der TJ-Bildung entwickelt.  
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2.2 Molekulare Determinanten der Interaktion zwischen Claudin-3 und Fragmenten des 

Clostridium perfringens-Enterotoxins  

Originalarbeit: Winkler L, Wenzel A, Gehring C, Piehl C, Mueller SL, Krause G, Blasig IE, 
Piontek J (2009) Molecular determinants of the interaction between Clostridium perfringens 
enterotoxin fragments and claudin-3. J. Biol. Chem. 284(28): 18863-18872. 
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M109.008623 

Ergänzende Informationen sind als Supplement verfügbar unter: 
http://www.jbc.org/content/284/28/18863/suppl/DC1 

Aufbauend auf das EZS2-Strukturmodell von Cldn5 wurde die Struktur-Funktionsanalyse auf 
den EZS2 anderer klassischer Claudine ausgedehnt, und zwar zunächst auf Cldn3, da es 
Hinweise dafür gab, dass Cldn3 ähnlich wie Cldn5 für die Integrität der Bluthirnschranke von 
Bedeutung ist (Wolburg et al., 2003). Zudem fungiert Cldn3 wie einige, aber nicht alle 
anderen klassischen Claudine, in der Darmmukosa als Rezeptor für das Clostridium 

perfringens-Enterotoxin (CPE). Es war bekannt, dass diese Interaktion über die EZS2 von 
Cldn3 vermittelt wird (Fujita et al., 2000). Unseren Homologie-Modellen zu Folge sollte sich 
die EZS2-Struktur von Cldn5 und Cldn3 ähneln. Daher wurde die CPE-Bindung an den EZS2 
von Cldn3 und Cldn5 analysiert, um hierüber die EZS2-Modelle zu überprüfen und zu 
verbessern. 

Zwei zuvor beschriebene Claudin-bindende CPE-Fragmente (CPE116-319 und CPE194-319) 
wurden als rekombinante GST-Fusionsproteine in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Mittels 
Peptid-Arrays konnte gezeigt werden, dass GST-CPE116-319 direkt an EZS2-Peptide von 
Maus-Cldn-3, -6, -7, -9, und -14 aber nicht an EZS2-Peptide von 1, 2, 4, 5, 8, 10-13, 15, 16, 
18-20 und 22 bindet. Über Substitutions-Peptidkartierung konnte das zentrale hydrophobe 
Motiv (148)NPLVP(152) in der vorhergesagten turn-Region des EZS2 als essentiell für die 
Interaktion zwischen CPE und murinen Claudin-3-Peptiden identifiziert werden. Die 
Beteiligung von N148 und L150 an der CPE-Bindung konnte mittels CPE-Bindungsassays 
mit Cldn3-transfizierten HEK293-Zellen und deren Lysaten auch für Volllängen-Cldn3 
demonstriert werden. CPE116-319 zeigte im Gegensatz zu CPE194-319 zudem eine Bindung an 
Cldn5-exprimierende HEK293-Zellen. Diese konnte durch T151A- oder Q156E-
Substitutionen in Cldn5 inhibiert werden. Demgegenüber verstärkte die Substitution 
aromatischer Seitenketten im EZS2 von Cldn3 und -5, die an der trans-Interaktion zwischen 
Claudinen beteiligt sind, die CPE-Bindung.  

In der Summe bestätigte die Konsistenz der Befunde die EZS2-Homologiemodelle für Cldn3 
und -5. Zudem zeigten die Daten, dass der molekulare Mechanismus der Claudin-Claudin-
Interaktion von dem der CPE-Claudin-Interaktion verschieden ist. Des Weiteren wurde über 
LSM gezeigt, dass CPE116-319 und CPE194-319 Cldn-3 auf der Zelloberfläche vorwiegend 
außerhalb von Zell-Zellkontakten binden. Die erhalten Daten tragen zu einem besseren 
molekularen Verständnis der pathologisch relevanten CPE-Claudin-Interaktion sowie der 
Claudinstruktur bei und könnten für ein gezieltes Design von CPE-basierten TJ-Modulatoren 
z.B. zur Verbesserung der Wirkstoffaufnahme dienen.  

 

• In zwei Folgearbeiten wurden Interaktionsflächen und die Orientierung des EZS2 von 
Cldn3 und Cldn4 in der Claudinbindungstasche von CPE (Veshnyakova, Piontek et al., 
2012; siehe Liste ausgewählter Publikationen) und der Mechanismus, der dazu führt, dass 
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CPE hochaffin an Cldn3 und -4, aber nicht an Cldn1 und -5, bindet, (Protze et al., 2015; 
siehe Liste ausgewählter Publikationen) aufgeklärt sowie CPE-Varianten mit veränderter 
Claudinsubtyp-Spezifität generiert (beide Arbeiten). 
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2.3 Beteiligung der Extrazellulären Schleife 2 von Claudin-5 an der parazellulären 

Abdichtung gegenüber Ionen, kleiner und großer Moleküle 

Originalarbeit: Piehl C*, Piontek J* (*shared first authorship), Cording J, Wolburg H and 
Blasig IE (2010) Participation of the second extracellular loop of claudin-5 in paracellular 
tightening against ions, small and large molecules. Cell. Mol. Life Sci. 67(12): 2131-2140.  
http://dx.doi.org/10.1007/s00018-010-0332-8 

Ergänzende Informationen sind als Supplement verfügbar unter: 
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00018-010-0332-8 

 

Da zuvor gezeigt werden konnte, dass Aminosäurereste im EZS2 von Cldn5 an der Claudin-
Claudin-Interaktion beteiligt sind (Piontek et al., 2008), sollte analysiert werden, ob diese 
Reste auch an der Cldn5-vermittelten parazellulären Abdichtung beteiligt sind. Hierzu 
wurden Cldn5-Konstrukte stabil in MDCK-II-Zellen exprimiert, die Standardzellen zur Analyse 
der TJ-Funktion darstellen. Lediglich Cldn5-wt, nicht aber die Mutanten R145A, Y148A, 
Y158A und E159Q erhöhte den transepithelialen elektrischen Widerstand (TER) und 
verminderte die Fluoreszein-Passage. Zudem erhöhte die Expression von Cldn5-Y148A, -
Y158A oder -E159Q, nicht aber die von Cldn5-wt oder Cldn5-R145A die Permeabilität für 10 
kD-Dextran. Demgegenüber war der Cldn5-Einbau in die TJ und deren Strangmorphologie 
für alle stabilen Zelllinien gleich.  

Die Ergebnisse zeigten, dass R145 nicht essentiell für die trans-Interaktion von Cldn5, aber 
notwendig für die Abdichtung gegen kleine Solute ist. Im Gegensatz dazu tragen die 
zwischen klassischen Claudinen hochkonservierten Reste Y148, Y158 und E159 in EZS2 
von Cldn5 grundlegend zur homo- und/oder heterophilen Interaktion zwischen klassischen 
Claudinen und somit zur parazellulären Abdichtung gegenüber Ionen sowie anderen kleinen 
und großen Solute bei. Somit lieferten die Ergebnisse neuartige Einblicke in die molekulare 
Funktionsweise der Tight Junctions. 

• In einer weiteren Arbeit (Zhang et al., 2010; siehe Liste ausgewählter Publikationen) 
wurde in Zebrafischembryonen gezeigt, dass der ECL2 von Cldn5 an der parazellulären 
Abdichtung der zerebral-ventrikulären Barriere gegenüber Soluten und damit an der 
embryonalen Gehirnentwicklung beteiligt ist.  

 



49 
 

2.4 Aufklärung der Prinzipien der molekularen Organisation heteropolymerer Tight 

Junction-Stränge  

Originalarbeit: Piontek J, Fritzsche S, Cording J, Richter S, Hartwig J, Walter M, Yu D, 
Turner JR, Gehring C, Rahn HP, Wolburg H, Blasig IE (2011) Elucidating the principles of 
the molecular organization of heteropolymeric tight junction strands. Cell. Mol. Life Sci. 
68(23): 3903-3918. http://dx.doi.org/10.1007/s00018-011-0680-z 

Ergänzende Informationen sind als Supplement verfügbar unter: 
http://link.springer.com/article/10.1007/s00018-011-0680-z 

Um die molekulare Organisation von TJs zu analysieren, wurde die Fähigkeit der Claudine, 
Homo- und Heteropolymere zu bilden, untersucht. Es wurden Claudine analysiert, die in 
zerebralen Barrieren exprimiert werden (Cldn1, -2, -3, -5, und -12). TJ-Stränge wurden über 
Claudin-Transfektion von HEK293-Zellen rekonstituiert.  

cis-Interaktionen und/oder die räumliche Nähe der Claudine wurde mittels FRET-Assays 
innerhalb und außerhalb von TJ-Strängen quantifiziert und wie folgt eingeordnet: 
Cldn5/Cldn5 > Cldn5/Cldn1 > Cldn3/Cldn1 > Cldn3/Cldn3 > Cldn3/Cldn5 und keine 
Interaktion für Cldn3/Cldn2. Die klassischen Claudine Cldn1, -3, und -5 zeigten im 
Gegensatz zum nicht-klassischen Cldn12 die Fähigkeit zur homophilen trans-Interaktion. 
Mittels Gefrierbruch-EM wurde aufgedeckt, dass Cldn12 im Gegensatz zu den klassischen 
Claudinen keine homopolymeren Stränge bildet. Heterophile trans-Interaktionen wurden in 
Kokulturen unterschiedlich monotransfizierter Zellen getestet. Die trans-Interaktion war für 
Cldn3/Cldn5 wesentlich schwächer ausgebildet als für Cldn3/Cldn1, Cldn5/Cldn1, 
Cldn5/Cldn5 oder Cldn3/Cldn3.  

Die Barrierefunktion der rekonstituierten TJ-Stränge wurde über einen neuartigen Imaging-
Assay demonstriert. In der Summe lieferten die Ergebnisse Hinweise dafür, dass die 
Bluthirnschranken-spezifische Ultrastruktur der TJs und damit die Dichtheit der 
parazellulären Barriere durch eine Kopolymerisierung von Cldn3-Oligomeren und Cldn5-
Oligomeren in TJ-Strängen zustande kommt.  
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2.5 Die Faltung von Claudin-3 und -5 und deren Assemblierung in Tight Junctions wird 

durch Reste in Transmembransegment 3 und der Extrazellulären Schleife 2 bestimmt.  

Originalarbeit: Rossa J, Ploeger C, Vorreiter F, Saleh T, Protze J, Günzel D, Wolburg H, 
Krause G, Piontek J (2014) Claudin-3 and claudin-5 protein folding and assembly into the 
tight junction are controlled by non-conserved residues in the transmembrane 3 (TM3) and 
extracellular loop 2 (EZS2) segments. J. Biol. Chem. 289(11): 7641-7653. 
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M113.531012 

Ergänzende Informationen sind als Supplement verfügbar unter: 
http://www.jbc.org/content/289/11/7641/suppl/DC1 

Cldn3 und Cldn5 verfügen über einige Gemeinsamkeiten: Beide werden in der 
Bluthirnschranke exprimiert und gehören sowohl zu den klassischen als auch zu den 
Barriere-bildenden Claudinen. Allerdings unterscheiden sich die Ultrastrukturen der TJ-
Stränge, die durch Cldn3 oder durch Cldn5 gebildet werden, fundamental. Ein Verständnis 
der molekularen Grundlage dieser Unterschiede könnte zur Aufklärung des Mechanismus 
der Claudin-Assemblierung und TJ-Bildung beitragen.  

Um molekulare Determinanten der Faltung, Assemblierung und Ultrastruktur dieser 
klassischen Claudine zu erhalten, wurden chimäre Mutanten von Cldn3 und Cldn5 generiert. 
Diese wurden mittels zellulärer Rekonstitution von TJ-Strängen, konfokalem Imaging 
lebender Zellen und Gefrierbruch-EM analysiert. Es wurde ein umfangreiches Screening auf 
der Basis der funktionellen Wiederherstellung von Strandbildungs-defizienten Mutanten 
durchgeführt. Hierüber wurden Interaktions-relevante Reste von Cldn3 bzw. Cldn5 in 
verschieden Segmenten identifiziert, die in die Faltung und/oder die Assemblierung der 
Claudine involviert sind: In TM3 A127/C128, S136/C137, S138/F139, am Übergang von TM3 
zur EZS2 T141/I142 und in der EZS2 N148/D149, L150/T151 und R157/Y158. Blau-native 
Gelelektrophorese und FRET-Assays demonstrierten eine 1%-n-Dodecyl-β-d-Maltosid-
resistente cis-Dimerisierung für Cldn5, jedoch nicht für Cldn3.  

Es wurde gezeigt, dass diese homophile Interaktion durch Reste in TM3 stabilisiert wird. Die 
Daten machen es sehr wahrscheinlich, dass die Subtyp-spezifischen cis-Dimere 
Untereinheiten der polymeren TJ-Stränge darstellen und entscheidend zur Subtyp-
spezifischen Ultrastruktur der TJs beitragen, die über Gefrierbruch-EM detektiert wird. 
Insbesondere wurde gezeigt, dass die Cldn5-ähnlichen Partikeltyp-Stränge, die mit der 
exoplasmatischen Seite der Membran assoziiert sind, mit der cis-Dimerisierung 
zusammenhängen. Diese Ergebnisse lieferten neuartige Einsichten in den molekularen 
Mechanismus der Bildung parazellulärer Barrieren: Es wurde demonstriert, dass definierte 
nichtkonservierte Reste in TM3 und EZS2 der klassischen Claudine zur Bildung von TJ-
Strängen unterschiedlicher Ultrastruktur beiträgt. 
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2.6 Molekulare und strukturelle Transmembrandeterminanten für die Einbettung von 

Claudin-5 in Tight Junction-Stränge 

Originalarbeit: Rossa J*, Protze J* (*shared first authorship), Kern C, Piontek A, Günzel D, 
Krause G#, Piontek J# (#shared last authorship) (2014) Molecular and structural 
transmembrane determinants critical for embedding claudin-5 into tight junctions reveal a 
distinct four-helix bundle arrangement. Biochem. J. 464(1): 49-60. 
http://dx.doi.org/10.1042/BJ20140431 

Ergänzende Informationen sind als Supplement verfügbar unter: 
http://www.biochemj.org/content/464/1/49.supplemental 

In dieser Arbeit wurde die Strategie, Interaktions-relevante Reste in Claudinen über die 
Wiederherstellung der TJ-Strangbildungsfähigkeit von Cldn3/Cldn5-Chimären weitergeführt. 
Mittels systematischer Mutagenese wurden Cldn5-Reste identifiziert, die an der Bildung von 
TJ-Strängen beteiligt sind: C128, A132, I142, A163, I166 und L174. Die experimentellen 
Ergebnisse wurden mit Methoden der strukturellen Bioinformatik kombiniert. Initial wurde das 
zuvor experimentell validierte Model des EZS2 von Cldn5 um die flankierenden 
Transmembran-Segmente (TM3/TM4) erweitert.  

Es wurde ein coiled-coil-Interface identifiziert, das durch alternierende kleine und große 
Reste sowie knob-into-hole-Interaktionen, an denen die hier identifizierten Cldn5-
spezifischen Reste beteiligt sind, zustande kommt. Um die Anordnung der Transmembran-
Segmente in einem putativen vier-Helix-Bündel vorherzusagen, wurden Daten über 
evolutionär gekoppelte Aminosäure-Austausche in den Sequenzen der Mitglieder der 
Claudin/PMP22/MP20/EMP-Superfamilie herangezogen und vergleichende Modelle der 
intramolekularen Interaktionsflächen in der Transmembranregion der Claudine und 
schließlich des kompletten Cldn5 generiert.  

Die von uns vorgeschlagenen Claudinsubtyp-spezifischen intramolekularen 
Interaktionsflächen, die durch konservierte coiled-coil-Motive und nicht-konservierte Reste in 
definierten TM-Positionen zustande kommen, wurden durch die kürzlich veröffentlichte 
Kristallstruktur von Cldn15 bestätigt. In der Summe wurden strukturelle Determinanten 
identifiziert, die essentiell für die Assemblierung von Claudinen in TJ-Stränge und somit 
entscheidend für die Bildung parazellulärer Barrieren sind.  
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3. Diskussion 

3.1 Molekulare Organisation der Tight Junctions  

Die parazelluläre Barriere- und Transportfunktion von Epithelien und Endothelien wird durch 
TJs reguliert. Diese Arbeit hat das Ziel, dazu beizutragen, die molekulare und strukturelle 
Grundlage dieser Funktion besser zu verstehen. TJs wurden ultrastrukturell und funktionell 
erstmals Anfang der 1960er Jahre beschrieben (Farquhar und Palade, 1963). Als erstes TJ-
assoziiertes Protein wurde ZO-1 (Stevenson et al., 1986) und als erstes Transmembran-TJ-
Protein Occludin (Furuse et al., 1993) identifiziert. Allerdings wurden erst kurz vor der 
Jahrtausendwende die Mitglieder der Claudin-Familie als die Proteine identifiziert, die das 
transmembranäre Rückgrat der TJ bilden (Furuse et al., 1998a). Hierbei war die 
Gefrierbruch-EM von entscheidender Bedeutung, da durch diese Technik gezeigt werden 
konnte, wie ähnlich sich endogene und über Claudin-Transfektion zellulär rekonstituierte TJ-
Stränge sind (Staehelin, 1974; Furuse et al., 1998b). Über superauflösende 
Lokalisationsmikroskopie konnten wir direkt einzelne Claudin-Moleküle in Netzwerken aus 
individuellen TJ-Strängen visualisieren sowie erstmals deren relative Moleküldichte 
bestimmen und eine Unterscheidung von polymerisierten und nichtpolymerisierten Claudinen 
erzielen (Kaufmann et al., 2012). 

Seit der Entdeckung der Claudine konnte gezeigt werden, dass sich die verschiedenen 
Claudine in ihrem Expressionsmuster und in ihren Barriereeigenschaften deutlich 
unterscheiden. Zudem wurden Reste in der EZS1 identifiziert, die die Ladungsselektivität der 
durch bestimmte Claudine gebildeten Ionenkanäle kontrollieren. Allerdings blieben die 
Struktur der Claudine und der molekulare Mechanismus, über den Claudine TJ-Stränge und 
teilweise Ionenkanäle bilden, völlig unklar. 

 

3.2 Struktur der Claudine 

Zu Beginn der Arbeit war für kein Claudin eine 3D-Strukturinfomation bekannt. Auch für 
andere Proteine mit signifikanter Sequenzhomologie, wie z.B. die anderen Mitglieder der 
Claudin/PMP22/EMP/MP20-Superfamilie, war keine Kristallstruktur verfügbar. Diese 
Tatsache erschwerte Struktur-Funktionsstudien erheblich. Von dem sehr ambitionierten 
Versuch, Volllängen-Claudine zu kristallisieren, um Strukturinformation zu erhalten, wurde 
Abstand genommen, da hierfür an den beteiligten Instituten keine Expertise vorhanden war 
und bekannt war, dass andere Gruppen diese Strategie bereits verfolgten. Allerdings wurde 
von Kooperationspartnern (Dr. Gerd Krause/Dr. Peter Schmieder, FMP Berlin) der Versuch 
unternommen, die NMR-Struktur der EZS1 von Cldn1 zu erstellen. Dieser Ansatz wurde 
verfolgt, da die NMR-Struktur von extrazellulären Fragmenten anderer multispan-
Transmembranproteine (G-Protein-gekoppelter Rezeptoren) bereits aufgeklärt werden 
konnte. Diese biophysikalische Strategie war jedoch nicht erfolgreich. Daher wurde 
stattdessen ein indirekter Ansatz zur Strukturaufklärung gewählt – die experimentell 
validierte bioinformatische Strukturmodellbildung:  

Claudin-basierte TJ-Stränge wurden über Claudin-Transfektion in HEK293-Zellen 
rekonstituiert, die über keine endogenen TJs verfügen. Nach zellulärer Rekonstitution 
wurden mittels systematischer Mutagenese Aminosäurereste in Cldn5 identifiziert, die an der 
TJ-Strangbildung der Claudine beteiligt sind. Je nach Phänotyp der Mutante, konnte ein 



  

94 
 

Einfluss des Restes auf cis-Interaktion, trans-Interaktion oder Faltung von Cldn5 abgeleitet 
werden. Allerdings erlaubte die indirekte Natur der konfokal- und elektronenmikroskopischen 
Assays keine stringente Unterscheidung zwischen direkten und indirekten Auswirkungen 
eines Aminosäureaustausches auf eine bestimmte Interaktion. Daher wurden die 
experimentellen Daten mit Methoden der strukturellen Bioinformatik kombiniert. Es wurden 
Fragment-basierte Homologie-Modelle der Claudinstruktur erstellt, anhand derer die 
Phänotypen der Mutanten erklärt werden konnten (Krause et al., 2008; Piontek et al., 2008; 
Krause et al., 2009). Für die EZS2 von Cldn5 wurde ein Helix-Turn-Helix-Modell generiert, 
das (i) den Missfaltungs-Phänotyp der Mutanten D149A, P150A, V152A, P153A, K157A, 
K157M, (ii) den Phänotyp der trans-Interaktions-Defizienz der Mutanten F147A, Y148A, 
Q156E, Y158A, E159Q, L160A und (iii) die Hemmung der Abdichtungsfunktion von Cldn5 
durch R145A, Y148A, Y158A und E159Q erklären konnte.  

Die Plausibilität des Modells haben wir auf zwei Weisen validiert: Zum einen sind die nach 
dem Modell strukturrelevanten Reste unter der von uns in diesem Zusammenhand 
identifizierten Gruppe der klassischen Claudine (Krause et al., 2008) konserviert. Daher 
konnten wir für die klassischen Claudine, die alle TJ-Stränge bilden, ein gemeinsames Helix-
Turn-Helix Modell vorschlagen (Krause et al., 2008) und für Cldn3 experimentell unterstützen 
(Piontek et al., 2011). Zum anderen war diese EZS2-Konformation konsistent mit unseren 
(Winkler et al., 2009; Veshnyakova et al., 2010; Veshnyakova et al., 2012b) und anderen 
(Kimura et al., 2010; Robertson et al., 2010) Studien zur Interaktion der EZS2 von Cldn3 und 
-4 mit CPE (siehe auch 3.3). In der Summe lieferten diese Ergebnisse das erste 
experimentell validierte Strukturmodell einer EZS eines multispan-TJ-Proteins. Zuvor wurde 
zwar ein Modell des EZS1 und der flankierenden Transmembransegmente von Cldn19 
erstellt (Konrad et al., 2006), allerdings war dieses Modell zum einen nicht kompatibel mit der 
putativen Transmembran-Topologie der Claudine und zum anderen wurde das Modell nicht 
experimentell überprüft.  

In einigen Studien wurden weitere Modelle der Claudinstruktur vorgeschlagen, die EZS und 
teilweise die Transmembransegmente umfassten. Zum Teil basierten die Modelle lediglich 
auf einer automatischen Modellierung mittels Webportalen ohne experimentelle und weitere 
bioinformatische Überprüfung (Ahmad et al., 2011). Extensivere Molekulardynamik-Studien 
wurden ebenfalls durchgeführt (Bhavaniprasad et al., 2013; Vipperla et al., 2014), allerdings 
war auch hier die experimentelle Basis dieser Studien sehr begrenzt. Zumindest wurden zur 
Struktureingrenzung Daten über Interaktionen zwischen Claudinen und anderen Proteinen 
(CD81, Ephrin Typ-A Rezeptor 2 (Davis et al., 2012; Bhavaniprasad et al., 2013; Vipperla et 
al., 2014) sowie Claudinen und Cldn1-EZS1-Peptiden (Dabrowski et al., 2015) in die 
Modellierung einbezogen. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die begonnene Untersuchung (Piontek et al., 2008) der 
Claudinstruktur über Analyse rekonstituierter TJ-Stränge in HEK293-Zellen, systematischer 
Mutagenese und bioinformatischer Strukturmodellierung weitergeführt (Rossa et al., 2014a). 
Die Analyse wurde auf chimäre Cldn3/-5-Mutanten fokussiert, da sich diese beiden Claudine 
auf funktioneller und primärstruktureller Ebene ähneln, jedoch über unterschiedliche 
Oligomerisierungseigenschaften verfügen (Piontek et al., 2011; Rossa et al., 2012). Es 
konnten von uns Faltungs-relevante Reste in Cldn3 und -5 (Rossa et al., 2014a; Rossa et al., 
2014b) sowie eine coiled-coil-Interaktionsfläche identifiziert und das Helix-Turn-Helix-Modell 
der EZS2 um die flankierenden TM3/TM4 erweitert werden. Die Anordnung der 
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Transmembran-Segmente in einem putativen vier-Helix-Bündel wurde unter Einbeziehung 
von Daten über evolutionär gekoppelte Aminosäureaustausche in der 
Claudin/PMP22/MP20/EMP-Superfamilie vorhergesagt (Rossa et al., 2014b).  

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Studien von Rossa et al. wurde – als Meilenstein der 
TJ-Forschung – die erste Kristallstruktur eines Claudins (mCldn15) gelöst (Suzuki et al., 
2014). Diese Information ermöglicht von nun an wesentlich detailliertere Struktur-
Funktionsstudien zu den Claudinen. So konnten auch unsere Strukturmodelle überprüft 
werden. Die Cldn15-Kristallstruktur und darauf basierende Cldn3- und Cldn5-
Homologiemodelle bestätigten die rhombische Anordnung der Transmembransegmente im 
Uhrzeigersinn in einem linksgängigen vier-Helix-Bündel mit coiled-coil-Interaktionsflächen 
(Rossa et al., 2014b; Suzuki et al., 2014; Krause et al., 2015). Drei (TM1, 3, 4) der vier 
vorhergesagten partiellen coiled-coil-Helices stimmen in Faltung und Konformation mit der 
Kristallstruktur überein.  

Der Vergleich der EZS2 in unserem Modell mit der EZS2 der Cldn15-Kristallstruktur ergab 
bemerkenswerte Ähnlichkeiten, aber auch Unterschiede. Für das Cldn5-EZS2-Model stimmt 
die Rückgrat- und Seitenkettenorientierung der vorhergesagten Helix-Turn-Helix-Struktur zu 
80% mit der EZS2-Konformation der Cldn15-Struktur überein (Rossa et al., 2014b; Suzuki et 
al., 2014; Krause et al., 2015). Dies manifestiert sich in einer paarweisen Übereinstimmung 
der Rückgratatome der N-terminalen Helices und der Turnregion zwischen P−1 und P+3 von 
Modell und Struktur, was durch eine Root Mean Square Deviation (RMSD) von 0.7 Å 
demonstriert wird. Lediglich der kurze C-terminale β-Strang vor TM4, der intramolekular mit 
der EZS1 interagiert, wurde nicht vorhergesagt. Hierbei ist zu beachten, dass sich die 
Sequenzen von Cldn5 und -15 um einen Rest, der bei Cldn15 fehlt, unterscheiden. 
Nichtsdestotrotz stabilisiert das nachfolgende, Faltungs-sensitive (Piontek et al., 2008) Lysin 
an der Position P+7 (K157 in Cldn5, K155 in Cldn15) sowohl im Cldn5-Modell als auch in der 
Cldn15-Kristallstruktur die Turn-Konformation durch eine Wasserstoffbrücke mit Position P-1 
(D149 in Cldn5, N147 in Cldn15). In der Summe wurde wesentliche Teile unserer EZS2- und 
TM-Modelle durch die Cldn15-Kristallstruktur bestätigt.  

Die Kristallstruktur enthüllte zudem die Existenz einer zusammenhängenden extrazellulären 
β-Faltblattstruktur, zu der vier β-Stränge vom EZS1 und der β-Strang von EZS2 beitragen 
(Suzuki et al., 2014). Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeiten unter den klassischen 
Claudinen (Krause et al., 2008) kann davon ausgegangen werden, dass alle Claudine dieser 
Gruppe über eine ähnliche (Protomer-)Struktur verfügen.  

 

3.3 Claudin-Clostridium perfringens-Enterotoxin-Interaktion 

Das Clostridium perfringens-Enterotoxin (CPE) verursacht die gastrointestinalen Symptome 
der Clostridium perfringens-Typ A-Lebensmittelvergiftung durch Bindung an CPE-Rezeptor-
Claudine wie Cldn3, und -4 und anschließende Bildung von zytotoxisch wirkenden Poren in 
der intestinalen Mukosa-Zellmembran (McClane, 2001; Brynestad und Granum, 2002; 
Veshnyakova et al., 2010). Die hochaffine Bindung der nichttoxischen C-terminalen Claudin-
bindenden Domäne cCPE an Cldn-3, -4, -6, -7, -8, und -14 konnte von uns bestätigt werden; 
darüber hinaus wurde die hochaffine Bindung an Cldn9 und eine schwache Bindung an 
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Cldn1 demonstriert (Winkler et al., 2009; Veshnyakova et al., 2012b; Protze et al., 2015). 
Auch eine schwache CPE-Bindung an Cldn2 wurde beschrieben (Kimura et al., 2010). 

Unsere Peptidkartierung und zielgerichtete Mutagenese führte zur Identifizierung des CPE-
Bindungsmotivs in der EZS2 der Claudine: N/D(P−1)P(P)L/M/V(P+1)V/T(P+2)P/A/D(P+3) 
(Winkler et al., 2009; Veshnyakova et al., 2012b; Protze et al., 2015). Dieses Motiv ist durch 
ein hochkonserviertes Prolin (Position P im Motiv) charakterisiert (Krause et al., 2008; 
Krause et al., 2015). Insbesondere die Reste an den Positionen P−1 und P+1 beeinflussen 
die Interaktion mit cCPE stark (Winkler et al., 2009; Kimura et al., 2010; Robertson et al., 
2010).  

Die Kristallstrukturen von cCPE (PDB: 2QUO), (Van Itallie et al., 2008) und von Volllängen-
CPE (PDB: 2XH6, 2YHJ, Briggs et al., 2011; PDB: 3AM2, Kitadokoro et al., 2011) sind 
mittlerweile bekannt. In cCPE wurden Y306, Y310, Y312 und L315 als entscheidend für 
dessen Interaktion mit der EZS2 von Cldn4 identifiziert (Harada et al., 2007; Takahashi et al., 
2008). Unter Verwendung der cCPE-Kristallstruktur, EZS2-Modellen klassischer Claudine 
und Mutagenesestudien wurde von uns ein detailliertes Modell der Claudin/cCPE-Interaktion 
für Cldn3 und Cldn4 erstellt (Veshnyakova et al., 2012b). Es konnte gezeigt werden, dass 
Leucin an der Position (P+1) im EZS2 in eine hydrophobe Vertiefung bindet, die durch Y306, 
Y310 und Y312 gebildet wird. Damit wurde die Orientierung der EZS2 in der Bindungstasche 
von cCPE geklärt. Zudem konnten wir zeigen, dass Cldn3 und -4 zwar in der gleichen 
Orientierung, jedoch mit leicht unterschiedlichen Interaktionsmodi binden (Veshnyakova et 
al., 2012b). Nachdem die Cldn15-Struktur gelöst worden war (Suzuki et al., 2014), wurden 
die cCPE-Interaktionsmodelle für Cldn3-/-4 verfeinert. Hierbei hatte der Austausch der 
vorgeschlagenen C-terminalen Helix in EZS2 gegen den kurzen β-Strang des Cldn15-
Templates keinen Einfluss auf die Interaktionsfläche in der EZS2-Turnregion zwischen P−1 
und P+3 (Protze et al., 2015). Schließlich wurde die bereits 2012 vorhergesagte Anordnung 
und Orientierung der Cldn-EZS2-Turnregion in der Bindungstasche von cCPE durch die 
Kristallstruktur des Cldn19/cCPES313A Komplexes bestätigt (PDB: 3X29, Saitoh et al., 2015). 
Des Weiteren enthüllten die Claudin-Kristallstrukturen und Homologiemodelle die Beteiligung 
des EZS1 an der Claudin/cCPE-Interaktion durch Vergrößerung der hydrophoben 
Oberfläche (Krause et al., 2015; Saitoh et al., 2015). Trotz dieser zahlreichen neuen 
Erkenntnisse sind noch nicht alle mechanistischen Details der CPE/Claudin-Interaktion 
geklärt. So verhindern Aspartat P-1 und Threonin (P+1 oder P+2) zwar die hochaffine 
Bindung von Cldn1 und Cldn5 (Protze et al., 2015). Es ist allerdings noch unklar, ob 
Asparagin an Position P−1 die EZS2-Turn-Konformation stabilisiert oder direkt mit cCPE 
interagiert. Zudem ist nicht für alle Reste der Bindungstasche im cCPE, die um hydrophobe 
Vertiefungen angeordnet sind (Veshnyakova et al., 2012b), klar, wie diese im Einzelnen mit 
EZS1- und EZS2-Resten interagieren.  

 

3.4 Generierung von Claudin-Modulatoren 

Zur Verbesserung der parazellulären Wirkstoffaufnahme über Gewebebarrieren könnten TJ-
Modulatoren dienen (Tscheik et al., 2013). Diverse Absorptionsverstärker (z.B. Na-Caprat, 
Chitosan) können TJs öffnen und wurden zur Applikation an Darm, Haut oder 
Bluthirnschranke vorgeschlagen (Del Vecchio et al., 2012; Rosenthal et al., 2012; Krug et al., 
2013). Des Weiteren können Alkylglycerole verwendet werden, um die Bluthirnschranke 
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transient zu öffnen. Der Mechanismus der durch Alkylglycerol vermittelten transienten TJ-
Öffnung wurde von uns charakterisiert (Hulper et al., 2013). 

Im Gegensatz zu den oben genannten Absorptionsverstärkern haben Claudin-bindende 
Peptide/Proteine den Vorteil, selektiv und direkt die strukturellen Komponenten der TJ zu 
adressieren. Cldn1-EZS1-Peptide (Mrsny et al., 2008) wurden z.B. verwendet, um die Blut-
Nerven-Schranke zu öffnen (Sauer et al., 2014). cCPE ist ein Claudinsubtyp-selektiver TJ-
Modulator, der im Vergleich zu Cldn-EZS1-Peptiden bereits in einer ca. 1000fach geringeren 
Konzentration eine effektive TJ-Öffnung ermöglicht. Daher ist cCPE ein guter Kandidat, um 
eine gewebespezifische, effektive und reversible TJ-Modulation zu erzielen (Kondoh et al., 
2005; Winkler et al., 2009; Veshnyakova et al., 2012b). Um die Gewebespezifität der cCPE-
vermittelten TJ-Öffnung zu verbessern, wurden die mechanistische Informationen zur 
cCPE/Claudin-Interaktion (siehe 3.3) genutzt, um gezielt cCPE-Varianten zu entwickeln, die 
eine veränderte Claudin-Subtypspezifität besitzen.  

Es wurden von uns Mutanten generiert, die präferenziell mit Cldn3 (cCPEL223A/D225A/R227A, 

cCPER227A), Cldn4 (cCPEL254A/S256A/I258A/D284A) oder Cldn5 (cCPEY306W/S313H) 

interagieren (Veshnyakova et al., 2012b; Protze et al., 2015). Parallel dazu wurde ein Phage 
Display verwendet (Screening von Protein-Bibliotheken, die von Phagen präsentiert werden), 

um einen Breitband-Claudinbinder (cCPES305P/S307R/S313H) zu selektionieren (Takahashi et 

al., 2012). Derartige cCPE-Varianten haben das Potential, als spezifische TJ-Modulatoren für 
Gewebe zu fungieren, in denen die entsprechenden Claudine stark exprimiert werden 
(Cldn5, Bluthirnschranke; Cldn1, Haut; Claudin-3 und Claudin-4, Darm). Darüber hinaus 
könnten die verschiedenen cCPE-Varianten auch der Diagnose diverser Tumore mit 
unterschiedlichem Claudin-Expressionsprofil dienen (Neesse et al., 2013). Entsprechende 
Volllängen-CPE-Varianten könnten zum zytotoxischen Angriff der Claudin-
überexprimierenden Tumoren verwendet werden. Erste Schritte in diese Richtung wurden 
von uns bereits unternommen (Walther et al., 2012).  

 

3.5 Assemblierung der Claudin-Protomere zu TJ-Strängen 

Obwohl mittlerweile Kristallstrukturen für Cldn15 und -19 bekannt sind, ist der Mechanismus 
der Assemblierung von Claudin Protomeren zu TJ-Strängen weitgehend unklar. Einerseits ist 
zur Stabilisierung endogener TJs die intrazelluläre Interaktion der Claudine mit ZO-Proteinen 
notwendig (Umeda et al., 2006) und anderseits können Claudine in unpolaren Zellen 
unabhängig von anderen TJ-assoziierten Protein – einschließlich der ZO-Proteine – TJ-
Stränge bilden (Furuse et al., 1998b; Piontek et al., 2008). Obwohl unklar ist, wie die TJ-
Strangbildung durch weitere zelluläre Proteine und durch Lipide beeinflusst wird (Lingaraju et 
al., 2015), ist davon auszugehen, dass folgende Claudin-Claudin-Interaktionen direkt zur TJ-
Strangbildung beitragen: (I) Intramolekulare Faltung in der Membran und intermolekulare 
Assemblierung durch (IIa) Ko- oder posttranslationale cis-Oligomerisierung und (IIb) Bildung 
polymerer Stränge durch trans-Interaktionen (Furuse et al., 1999; Piontek et al., 2008; 
Piontek et al., 2011; Koval, 2013; Krause et al., 2015).  

Die meisten Epithel- und Endothelzellen exprimieren mehrere Mitglieder der Claudinfamilie, 
so dass es in den meisten Zellen sowohl durch homophile (zwischen gleichen Claudinen) als 
auch heterophile Interaktionen (zwischen verschiedenen Claudinen) zur Bildung 
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heteropolymerer TJ-Stränge kommt. Allerdings sind nicht alle Claudine kompatibel 
zueinander. Cldn1 interagiert in trans mit Cldn3, aber nicht mit Cldn2 (Furuse et al., 1999); 
Cldn16 und Cldn19 interagieren in cis, jedoch nicht in trans (Hou et al., 2008). Weitere trans-
Inkompatibilitäten wurden für Cln3/-4, -4/-5, -1/-4, -1/-10b und -1/-15 berichtet (Daugherty et 
al., 2007; Inai et al., 2010). Für Claudine, die in zerebralen Schranken exprimiert werden, 
konnten wir zeigen, dass die räumliche Nähe der Claudine innerhalb einer Membran wie folgt 
abnimmt: Cldn5/Cldn5 > Cldn5/Cldn1 > Cldn3/Cldn1 > Cldn3/Cldn3 > Cldn3/Cldn5 >> 
Cldn3/Cldn2. Starke homophile trans-Interaktionen sind für Cldn1, -2, -3 und -5, nicht aber 
für Cldn12 möglich. Heterophile trans-Interaktionen sind zwischen Cldn3/Cldn1, Cldn5/Cldn1 
stärker ausgeprägt als zwischen Cldn3/Cldn5. Zudem konnte gezeigt werden, dass 
Cldn3/Cldn5-Heteropolymere die Bluthirnschranken-spezifische TJ-Ultrastruktur aufweisen 
und stärker zur Bluthirnschranke beitragen könnten als Cldn12 (Piontek et al., 2011).  

In der Summe sprechen diese Untersuchungen dafür, dass das Rückgrat der TJs über 
Claudinsubtyp-spezifische multilaterale Interaktionen zwischen den Claudinen gebildet wird 
und dass zusätzlich TAMPs in diese Stränge inkorporiert werden und dadurch deren 
Morphologie und Funktion modifizieren (Westphal et al., 2010; Cording et al., 2013). 

Der molekulare Mechanismus, über den Claudine miteinander interagieren und die 
Kompatibilität auf bestimmte Claudine einschränkt wird, ist jedoch unklar. Dessen Aufklärung 
wurde seit Beginn der Arbeit durch einen Mangel an struktureller Information über Oligomere 
von Claudinen oder homologen Proteinen erschwert. Lediglich für Connexin-Oligomere 
(Connexone), die die Gap Junction bilden, sind 3D-Strukturen mit zunehmender Auflösung 
seit 1999 durch Elektronen-Kristallographie (Unger et al., 1999; Oshima et al., 2007) und 
durch Röntgenkristallstrukturanalyse (Maeda et al., 2009) bekannt. Zwei Connexone, die 
zwischen den Membranen von aneinandergrenzender Zellen in trans-interagieren, werden 
durch sechs Connexine in jeder Membran gebildet. Da Connexine wie Claudine über eine 
tetraspan-Transmembrantopologie verfügen, oligomere Zell-Zellkontakt-Strukturen bilden 
und ein ähnliches Molekulargewicht besitzen, wurden diese Strukturen auch für TJ-
Strukturüberlegungen herangezogen. In Gefrierbruch-Replika zeigen die Connexin-
Hexamere mit einem Durchmesser von 10 nm eine ähnliche Größe wie intramembranäre TJ-
Partikel (Piontek et al., 2008). Zudem wurden nach Solubilisierung von rekombinantem 
Cldn4 wie für Connexine ebenfalls Hexamere detektiert (Mitic et al., 2003). Diese 
Gemeinsamkeiten führten zu der Hypothese, dass auch Claudine hexamere 
Struktureinheiten bilden. Allerdings war die Größe von Claudin-Oligomeren, die in weiteren 
Studien detektiert wurden, sehr unterschiedlich. Diese war sowohl vom analysierten Claudin, 
vom verwendetem nativen Gel-Elektrophoresesystem und vom Zellmaterial abhängig (Coyne 
et al., 2003; Van Itallie et al., 2011). Wir erhielten mittels Blau-Nativer-Gel-Elektrophorese 
(BN-PAGE) von n-Dodecyl β-D-Maltosid (DDM)-solubilisierten Claudinen reproduzierbare 
und mit anderen Daten konsistente Ergebnisse (Rossa et al., 2014a). Hierüber konnten wir 
mittels FRET-Assays zeigen, dass Cldn5 im Gegensatz zu Cldn3 DDM-resistente cis-Dimere 
bildet. cis-Dimere wurde auch für Cldn2, aber nicht für Cldn4 beschrieben (Van Itallie et al., 
2011). Diese und unsere Arbeiten unterstützen die Hypothese, dass Claudin-Dimere die 
strukturelle Grundeinheit größerer Detergenz-sensitiver Komplexe sind. Letztere könnten 
den 10-nm-Partikeln der TJ-Stränge entsprechen, die mittels Gefrierbruch-EM detektiert 
werden (Rossa et al., 2014a). Allerdings ist die DDM-resistente cis-Dimerisierung keine 
Voraussetzung für die Fähigkeit eines Claudins, TJ-Stränge zu bilden, sondern die Folge 
Claudinsubtyp-spezifischer Assemblierungseigenschaften. Wir konnten demonstrierten, dass 
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TM3 entscheidend zur cis-Dimerisierung der Claudine und damit zur ultrastrukturellen 
Morphologie der TJ-Stränge beiträgt (Rossa et al., 2014a).  

 

3.6 Modelle der TJ-Strangarchitektur  

Das IP39-Protein (UniProt ID: Q65Z39) von Euglena gracilis ist ein Mitglied der PMP-
22/EMP/MP20/Claudin-Superfamilie und teilt mit Claudinen die Fähigkeit zur linearen 
Polymerisation in der Membran und besitzt 20% Sequenzähnlichkeit. Seine 3D-Struktur 
konnte über Cryo-EM von 2D-Kristallen bestimmt werden (Suzuki et al., 2013). Die sich in 
den Kristallen wiederholenden IP39-Trimere wurden als Grundlage für Strukturmodelle der 
Claudine und deren Polymerarchitektur herangezogen. Allerdings ist in der 3D-Struktur des 
IP39 bei einer Auflösung von ∼10 Å nur die Form des Proteins, jedoch nicht die Position 
einzelner Aminosäuren zu erkennen. Vor allem zeigte sich durch die Kristallstrukturen von 
Cldn15 (Suzuki et al., 2014) und Cldn19 (Saitoh et al., 2015), dass die Anordnung des 4-
Helixbündels der Transmembran-Domäne der Claudine völlig anders ist als für IP39 (auf der 
Basis der Leukotrien-C4-Synthase, PDB ID: 2UUI) vorgeschlagen (Suzuki et al., 2013). 
Zudem ist IP39 nicht wie Claudine in trans-Interaktionen an Zell-Zellkontakten involviert. 
Demnach ist es in der Summe sehr fraglich, ob TJ-Strängen, so wie für die IP39-Polymere 
beschrieben, trimere Grundeinheit der Claudine zu Grunde liegen.  

Ein Alternativmodell der TJ-Strangarchitektur wurde kürzlich auf der Basis der Cldn15-
Kristalle vorgeschlagen (Abb. 2, (Suzuki et al., 2015): Die Anordnung der Cldn15-Protomere 
in einer Membran als antiparallele Doppelreihe mit zwei unterschiedlichen cis-
Interaktionsflächen. Die eine (lineare) Interaktionsfläche zwischen EZS2 eines Protomers 
und der kurzen Helix (ECH) in EZS1 eines benachbarten Protomers ergibt sich durch die 
lineare Anordnung der Claudin-Protomere in der Cldn15-Kristallpackung (Abb. 2A). 
Auffallender Weise beinhaltet diese Interaktionsfläche EZS2-Reste (F146, F147, E157, 
L158) für deren korrespondierende Reste in Cldn5 und Cldn3 von uns eine essentielle 
Beteiligung an der TJ-Strangbildung (Piontek et al., 2008; Piontek et al., 2011) und 
Abdichtungsfunktionen in vitro (Y148, E159 in Cldn5, Piehl et al., 2010) sowie in vivo (Y148 
in Cldn5, Zhang et al., 2010) nachgewiesen wurden. Auch in Cldn15 sind F146, F147 in 
EZS2 und M68 der ECH in EZS1 für die Strangbildung nötig (Suzuki et al., 2015). Diese 
Befunde unterstützen zwar die Annahme einer direkten EZS2-ECH cis-Interaktion in nativen 
TJ-Strängen, belegen sie allerdings nicht zweifelsfrei. Alternativ könnte diese 
Interaktionsfläche ein Artefakt der Proteinpackung im Kristall sein, so wie andere Protomer-
Interaktionsflächen, die sowohl im Cldn15-Kristall als auch in anderen Proteinkristallen 
vorliegen. Die EZS2 könnte z.B. auch, so wie für Cldn5 vorgeschlagen (Piontek et al., 2008), 
direkt an der trans-Interaktion beteiligt sein.  

In der Summe konnte durch die Daten, die für Mutanten von Cldn3, -5, und -15 erhaltenden 
wurden, zusammen mit der Cldn15-Kristallstruktur und Homologie-Modellierungen gezeigt 
werden, dass das unter klassischen Claudinen konservierte Motiv F, Y/F, x(9−10), E, L/I/M/F 
auf einer Seite der EZS2 (Abb. 2A) essentiell für eine intermolekulare Interaktion ist, die zur 
TJ-Strangbildung führt (Krause et al., 2015).  

Die zweite (antiparallele) cis-Interaktionsfläche des Doppelreihenmodells wird durch 
Wechselwirkungen zwischen den Rändern der EZS-β-Faltblätter von zwei antiparallel 
zueinander angeordneten Protomeren gebildet (Abb. 2A) (Suzuki et al., 2015). Diese 
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Interaktionsfläche wird durch Cystein-Crosslinking Daten gestützt, die für Cldn2 (Angelow 
und Yu, 2009; Li et al., 2013a) und Cldn15 (Suzuki et al., 2015) erhalten wurden.  

Des Weiteren wurde von Suzuki et al. vorgeschlagen, dass sich zwei dieser “half pipe”-
artigen Cldn15-cis-Doppelreihen in der Tight Junction an gegenüberliegenden Zellen in trans 
verbinden. Diese würde zu einer β-Fass-ähnlichen Struktur führen, in der ein Teil der 
Seitenketten zum Inneren einer Pore zeigt (Abb. 2B, C; Suzuki et al., 2015). Allerdings führt 
die sehr enge trans-Anordnung in diesem Modell zu massiven Kollisionen 
gegenüberliegender Reste. Zudem beinhaltet die oben beschriebene cis-Anordnung (Abb. 
2A) keine intermolekularen Interaktionen zwischen Transmembran-Domänen der Claudine. 
Letztere wären jedoch aufgrund thermodynamischer Vorteile und experimenteller Hinweise 
(Colegio et al., 2003; Van Itallie et al., 2011; Rossa et al., 2014a) nicht unwahrscheinlich. 
Aufgrund dieser Unstimmigkeiten muss die Anordnung oder Konformation der Claudin-
Protomere im nativen TJ-Strang zumindest teilweise vom Modell von Suzuki et al. 
abweichen.  

 

Abb. 2 . Modell eines TJ-Stranges, der durch Cldn15 gebildet wird und Ionenkanäle bildet 

(modifiziert nach Suzuki et al., 2015). (A) In einer Membran bildet sich eine Doppelreihe aus 

Cldn15-Protomeren (farbig; Cartoon ohne Seitenketten, Ansicht von extrazellulärer Seite). 

Diese cis-Anordnung verfügt über zwei verschiedene cis-Interaktionsflächen (gestrichelte 

Boxen) zwischen benachbarten Protomeren: i) Eine lineare cis-Interaktionsfläche (liegt in 

Kristallpackung vor) zwischen EZS2 und der kurzen Helix (ECH) von EZS1 (gerade Box); ii) 

Eine „face-to-face“-cis-Interaktionsfläche zwischen den Rändern der EZS-β-Faltblätter von 

zwei antiparallel angeordneten Protomeren (schräge Box). Dadurch entsteht ein größeres β-

Faltblatt, das eine „half pipe“ formt. (B) Zwei cis-Doppelreihen verbinden sich an 

gegenüberliegenden Zellen in trans. Die beiden „half pipes“ bilden dabei eine Pore aus 

(Cartoon ohne Seitenketten, Ansicht parallel zur Membran) (C) Darstellung der Oberflächen 

der Protomere (farbig) und der Membranen (grau). Schwarze Pfeile in A-C deuten den 

Verlauf der putativen Ionenpore an. 

Darüber hinaus sind auch völlig andere Protomer-Anordnungen denkbar. Nichtsdestotrotz 
liefert dieses Model eine wertvolle Arbeitshypothese über die Architektur der TJ-Stränge, die 
in weiteren Studien getestet werden kann. Insbesondere die Tatsache, dass das antiparallele 
Doppelreihen-Arrangement der Claudin-Protomere zu einer Symmetrie und einer Größe 
führt, die konsistent mit der Ultrastruktur der TJ-Stränge ist, die mittels Gefrierbruch-EM 
visualisiert wurde (Furuse et al., 1999; Suzuki et al., 2015), ist beachtenswert. Auch eine 
eigene Studie, in der das cis-Arrangement der Claudin-Prototypen Cldn1 und Cldn3 in TJ-
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Strängen über einen FRET-Ansatz bestimmt wurde, ist mit einem antiparallelen 
Doppelreihen-Modell vereinbar (Milatz et al., 2015). 

 

3.7 Bildung von Ionenkanälen durch Claudine 

Claudine können in einer Subtyp-abhängigen Weise den parazellulären Spalt für Solute und 
Wasser entweder abdichten oder parazelluläre Kanäle bilden. Unter den eindeutig TJ-
strangbildenden Claudinen zeigen kanalbildende Claudine untereinander keine größere 
Sequenzähnlichkeit als kanal- und barrierebildende Claudine zueinander (Krause et al., 
2008). Das spricht dafür, dass Kanal- und Barrierebildner über einen ähnlichen 
Mechanismus polymerisieren und sich nicht völlig in der Protomer-Anordnung der TJ-
Stränge unterscheiden. So ist z.B. eine Protomer-Anordnung, ähnlich wie sie für das 
kanalbildende Cldn15 vorgeschlagen wurde (Abb. 2; Suzuki et al., 2015), auch für 
Barrierebildner denkbar. cis- und trans-Interaktionsflächen könnten weitgehend ähnlich sein, 
lediglich ein Teil der intermolekularen Interaktion könnte unterschiedlich sein und bei den 
Barrierebildnern im Gegensatz zu den Kanalbildner zu einem parazellulären Verschluss 
führen. Zukünftige Struktur-Funktionsstudien könnten das klären. Immerhin ist schon länger 
bekannt, dass die Permeabilitätseigenschaften, insbesondere die Ladungs- (Colegio et al., 
2003) und Größenselektivität (Li et al., 2013b) der Claudin-Kanäle, weitgehend von der 
EZS1 der Claudine bestimmt wird. EZS1-Reste, die die Ionenpermeabilität beeinflussen, 
wurden für verschiedene kanalbildende Claudine beschrieben (für einen Überblick:(Krause et 
al., 2015) ): R33 und R62 in Cldn10 für Anionen-Selektivität; D55 und D/E64 in Cldn15 für 
Ladungsselektivität; D104, D105 und E119 in Cldn16 für Kationenselektivität und H71, L75, 
G128 und R146 für Mg2+-Permeabilität; K65 in Cldn17 für Anionenselektivität; Y67 in Cldn2 
und F66 in Cldn10b für Kationenselektivität. In Cldn2 wurde D65 als elektrostatische 
Interaktionsstelle für Kationen identifiziert und T32, G45, S47, M52, T56, T62, D65-S68 als 
porenauskleidende Reste beschrieben.  

Für Barrierebildner konnten Reste identifiziert werden, die an der Abdichtung beteiligt sind: 
K65 in Cldn4; D38 und E53 in Cldn7. Wir konnten über den Austausch von EZS1-Resten im 
Barrierebildner Cldn1 durch korrespondierende Reste des Kanalbildners Cldn2 die 
abdichtende Wirkung von E48, S53 und D68 in Cldn1 zeigen (Veshnyakova et al., 2012a). 
Zudem konnten wir als erste die Beteiligung von EZS2-Resten (R145, Y148, Y158 und E159 
in Cldn5) an der parazellulären Abdichtung demonstrieren (Piehl et al., 2010; Zhang et al., 
2010).  

Die experimentell identifizierten Permeations-sensitiven EZS1-Reste der verschiedenen 
Claudine wurden von uns auf die EZS1-Struktur von Cldn15 und ein entsprechendes 
Homologiemodell von Cldn2 kartiert. Hierüber wurde deutlich, dass sich die Permeations-
sensitiven Reste auf beiden Seiten des extrazellulären β-Faltblatts befinden (Krause et al., 
2015). Zurzeit ist unklar, ob die Pore von beiden oder nur von einer Seite des β-Faltblatts 
direkt ausgekleidet wird und die zweite Seite lediglich indirekt an der Porenbildung beteiligt 
ist. Eine Ableitung der multiplen Interaktionen, die zur Porenbildung führen, ist auf der 
Grundlage der Cldn15 Kristallstruktur nicht einfach möglich. Als ersten Schritt konnten wir 
durch Mutagenese, funktionelle Assays und Homologie-Modellierung für den Cldn17-
Anionenkanal postulieren, dass eine hydrophile Rinne auf der Membran-abgewandten Seite 
des EZS β-Faltblatts einen Teil des oligomeren Kanals auskleidet. Zudem sprechen die 
Ergebnisse dafür, dass in kanal- bzw. barrierebildenden Claudinen unterschiedliche 
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elektrostatische Interaktionen zwischen Position 1 und Position 4 C-terminal der 
konservierten Disulfidbrücke (im EZS1) an Porenbildung bzw. Abdichtung beteiligt sind 
(Conrad et al., 2015). Allerdings sind weitere Struktur-Funktionsstudien nötig, um den 
strukturellen Unterschied zwischen permeablen und abdichtenden TJs und die 
Porenarchitektur der verschiedenen Claudine zu enthüllen.  
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4. Zusammenfassung  

Die parazelluläre Permeabilität für Solute und Wasser in Epithelien und Endothelien wird 
durch die Tight Junction (TJ) reguliert. TJs sind somit einerseits essentiell für die Bildung von 
Organschranken, anderseits limitieren sie die Wirkstoffaufnahme über Gewebebarrieren, z.B. 
die Bluthirnschranke. Die Ultrastruktur der TJ ist durch membranäre Stränge/Fibrillen im 
apikalen Bereich von Zell-Zellkontakten gekennzeichnet. Die Mitglieder der Claudin-
Proteinfamilie (Cldn) bilden das Rückgrat der TJ-Stränge und deren gewebespezifische 
Claudin-Zusammensetzung bestimmt die gewebespezifischen Barriereeigenschaften der TJs 
maßgeblich. Allerdings ist unklar, wie TJ-Stränge auf molekularer Ebene organisiert sind und 
wie je nach Claudinzusammensetzung entweder parazelluläre Schranken oder Poren für 
Solute und Wasser gebildet werden.  

Im Rahmen der vorliegenden Habilitationsarbeit wurden molekularbiologische, 
mikroskopische, funktionelle und bioinformatische Methoden kombiniert, um Einsichten in 
den molekularen Mechanismus der Bildung barrierebildender TJ-Stränge und deren 
Modulierbarkeit zu erzielen. 

Es wurden erstmals Sequenzdeterminanten für die homophile Interaktion zwischen 
Claudinen identifiziert und verwendet, um zwei strukturell unterschiedliche Subgruppen 
(klassische und nicht-klassische Claudine) zu beschreiben. Für Cldn3 und Cldn5 wurden 
Interaktions-relevante Reste in Transmembransegment (TM) 3, der extrazellulären Schleife 2 
(EZS2) und TM4 identifiziert. Z.B. wurde die Beteiligung von TM3-Resten an einer 
Claudinsubtyp-spezifischen cis-Dimerisierung und deren Bedeutung für die ultrastrukturelle 
Morphologie der TJ demonstriert. Die Interaktionsdeterminanten wurden zusammen mit 
Methoden der strukturellen Bioinformatik verwendet, um Homologiemodelle der unbekannten 
3D-Struktur von Cldn3, Cldn5 und anderer Claudine zu erstellen und mechanistische 
Aspekte der Proteinfaltung und TJ-Strangbildung der Claudine zu erklären. Die kürzlich 
aufgeklärte Kristallstruktur von Cldn15 hat die zuvor von uns generierten Strukturmodelle in 
großen Teilen betätigt. In der Summe konnten wir z.B. zeigen, dass das unter klassischen 
Claudinen konservierte Motiv F, Y/F, x(9−10), E, L/I/M/F in der EZS2 eine Interaktion 
zwischen Claudinprotomeren vermittelt, die essentiell für die TJ-Strangbildung ist.  

Für Cldn5 wurde die grundlegende Bedeutung der EZS2 an der Abdichtung der TJ 
gegenüber Soluten in vitro in einem epithelialen Monolayer und in vivo im Zebrafischembryo 
demonstriert. Die homo- und heterophilen cis- und trans-Interaktionen zwischen Claudinen, 
die in zerebralen Schranken exprimiert werden, und deren Auswirkung auf die Mobilität 
dieser Proteine, auf deren Fähigkeit, TJ-Stränge zu bilden, und auf deren Strang-
Morphologie wurden bestimmt. Erstmals wurden einzelne Claudinmoleküle direkt in TJ-
Strängen visualisiert, von nichtpolymerisierten Molekülen abgegrenzt und gezeigt, dass 
Cldn3 und Cldn5 die gleiche relative Moleküldichte in den TJ-Strängen besitzen.  

Der molekulare Mechanismus, über den das Clostridium perfringens-Enterotoxin (CPE) an 
eine Untergruppe klassischer Claudine bindet, wurde weitgehend aufgeklärt und 
anschließend benutzt, um CPE-Varianten mit veränderten Claudin-Bindungseigenschaften 
zu generieren. Die erhaltenen Erkenntnisse zur Struktur und Organisation der TJ sowie zur 
CPE-Claudin-Interaktion können genutzt werden, um gezielt gewebsspezifische, 
größenabhängige und reversible Claudin-Modulatoren zu generieren. Diese TJ-Modulatoren 
könnten die parazelluläre Wirkstoffaufnahme z.B. über die Bluthirnschranke erheblich 
verbessern.  
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