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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fur eine Vielzahl von Wirkstoffen stellt die endelinle Blut-Hirn-Schranke (BHS) eine un-
Uberwindliche Barriere dar. Die Permeabilitat istah Tight Junctiondimitiert, die den para-
endothelialen Spalt abdichten. Das transmembiagigt-JunctionProtein Claudin-5 hat eine
essenzielle Rolle fiur die Barriereintegritat, dierah interzellulare Bindung seiner extra-
zellularen Schleifen (EZS) bedingt wird. Daher wandPeptide aus den EZS von Claudin-5
generiert und hinsichtlich einer BHS-Offnung chaeaisiert.

Das EZS1-Peptid C5C2 und dessen Varianten fuhue®uarchlassigkeit zellularer Barrieren
fur Molekule bis etwa 70 kDa einschliel3lich desmalerweise nicht hirngangigen Zytostati-
kums Doxorubicin. Peptide, synthetisiert aus D-Ams#uren (AS), waren proteolytisch stabi-
ler als L-AS-Peptide und fuhrten nach etwa 4 hRemetration von Molekulen bis mindestens
547 Da durch die murine BHS. Durch Vorbehandlung @&iom-tragenden Mausen mit D-
AS-C5C2 war ein Trend zur Tumorreduktion durch dat-hirngangige Zytostatikum Pac-
litaxel zu verzeichnen. Generell wirkten die Peptidvivo sowiein vitro temporar und waren
gut vertraglich sowie nicht zytotoxisch. Grund daiBi eine hochaffine Bindung an Claudin-
5, welche eine Kointernalisierung sowie reduziettemsmembranes Claudin-5 und verrin-
gerte mRNA-Expression bedingte. Die hervorgeruf@mght-JunctionStérung hatte eine
paraendotheliale Permeabilisierung zur Folge. NBE#-FOLD-Modellierung glichen die
Peptide strukturell der Claudin-5-EZS1 durch diesildung eine$-Faltblattes flankiert von
einer a-Helix. Das Assoziationsmodell der Peptide (CAB®idozeigte eine Bindung zwi-
schenB-Strang-,a-Helix und unstrukturierten Bereichen.

Zusammenfassend wurden Claudin-5-EZS1-Peptidonkmedientifiziert, die transient und
ohne Nebenwirkungen die BHS-Permeabilitat fir Zybisa verbessern. Die Peptid-vermit-
telte Penetration von Wirkstoffen eroffnet damiheeineue spezifische Behandlungsoption
zerebraler Krankheiten.

Neben Claudin-5 wird Claudin-12 in der BHS exprimiedessen Funktion jedoch unklar
bleibt. Die BHS-Funktion war Claudin-12-unabhangap bei Claudin-12-Defizienz die

Durchlassigkeit unverandert war. DarUber hinausté&ibdie Abwesenheit von Claudin-12 zu
Funktionsstérungen des Herzens bei morphologistdkt|am Myokard und unverdnderter
Expression anderer Claudine sowie and&rght-JunctionProteine. Die verminderte Expres-
sion des Vitamin-D-Rezeptors in Dinndarm und Paakreach Claudin-12-Knockout deutete
auf eine Rolle von Claudin-12 in der Calciumhomaéssthin.

Insgesamt wurde ein Beitrag zum besseren Verstérabr Funktion und Modulation der
BHS geleistet.

XI



Summary

Summary

For the majority of drugs, the endothelial blooaibrbarrier (BBB) strongly obstructs the
treatment of brain diseases. The BBB permeabiitiimited by tight junctions closing the

paracellular cleft of the endothelium. Especiallye transmembrane tight-junction protein
claudin-5 plays an essential role for the barmeegrity due to its highly affine intercellular

binding between the extracellular loops (ECLSs).r€fare, peptides derived from the ECLs of
Claudin-5 were characterized regarding their padéta open the BBB.

The ECL1 peptide C5C2 and its variants caused pedoitity of cellular barriers for
molecules up to 70 kDa including the non-brain-peaible cytostatic drug doxorubicin.
Peptides synthesized from D-amino acids (aa) weoteplytically more stable than L-aa
peptides and caused murine BBB penetration of mtdecwith a size of at least 547 Da at
about 4 hours. A trend in tumour reduction by then-brain-permeable cytostatic drug
paclitaxel was observed after pre-treatment ofngdiebearing mice with D-aa-C5C2. In
general, thein vivo andin vitro peptide effect was transient and the peptides wezig
tolerated and without cytotoxic effects, respedyiv@his is due to a high affinity peptide
binding to claudin-5 resulting in a cointernalisatias well as in reduced transmembrane
claudin-5 and mRNA expression. These alterationgaimthe morphological tight-junction
structure and therefore propagate increased pastericil permeability. The peptides
modelled with PEP-FOLD structurally resemble claw8li ECL1 by showing g-sheet
flanked by onex-helix. The association model of the peptides (CARBSkK) showed a binding
via B-strandsg-helices and unstructured parts.

Overall, claudin-5 ECL1 peptides have been ideadithat improve the BBB permeability of
cytostatic drugs transiently and without adverske ®ffects. The peptide-mediated penetra-

tion of drugs opens new specific treatment optiongerebral diseases.

Besides claudin-5, claudin-12 is expressed at tB& But its function remains unknown.
Claudin-12 knockout mice showed no BBB permeabgiiggesting that the barrier function
was claudin-12 independent. Beyond, the absenc&odin-12 resulted in functional impair-
ments of the heart with morphologically intact mgatium and unchanged expression of
other claudins as well as other tight-junction pmas. In small intestine and pancreas, the
expression of the vitamin D receptor is decreasedaudin-12 knockout mice pointing at a
role of claudin-12 in the calcium homeostasis.

Taken together, this work makes a contribution betaer understanding of the BBB function

and modulation.
Xl



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau zellularer Barrieren

Um an ihren Wirkort zu gelangen, missen Substa@Gmemebebarrieren tberwinden. In héhe-
ren Organismen dienen Epithelien und EndothelisnBalrrieren gegeniber auf3eren sowie
inneren Einflissen und grenzen Organe, Gewebe fOvgankompartimente voneinander ab
(Powell, 1981). Dazu sind benachbarte Zellmembrdataral tGber Zell-Zell-Kontakte ver-
bunden und sorgen fur eine Polarisierung der ZeWledurch sich der apikale und basale Pol
strukturell und funktionell voneinander untersclegidRodriguez-Boulan und Macara, 2014).
Diese Zell-Zell-Kontakte sind’ight Junctions Adherens Junctiondesmosomeiinur Epi-
thelzellen) undsap JunctiongFarquhar und Palade, 1963; Abb. 1).

A apikal B apikal

Tight Junctions

<

) ¥ ¥ '& Adherens
Adherens Junctions |:| % ? . Junctions

Gap Junctions [}

Desmosomen O

)

basal SNl T L E st T
Abb. 1: Epitheliale Zell-Zell-Kontakte. (A) Schema modifiziert nach Johnson, 20() Elektronenmikros-
kopische Aufnahme (Pollard et al., 201&)ght Junctionssind dem apikalen Zellpol am nachsten, umspannen
die Zelle girtelartig und dichten den extrazellefdSpalt abAdherens Junctionsnd Desmosomen verankern
die Zelle mit dem Zytoskelett (elektronendichte luger). Gap Junctionsbilden Kanéle zur interzelluléaren
Kommunikation.

Adherens Junctiondienen der Bildung und Stabilisierung interzellatakontakte Uber die
Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett. Sie sind dar Ausbildung vonTight Junctions
(Hartsock und Nelson, 2008; Itoh et al., 1997) soder generellen Entwicklung und Auf-
rechterhaltung zellularer Barrieren beteiligt (Baund Georgiou, 2011). In Epithelien liegen
Tight und Adherens Junctiondeutlich voneinander getrennt vor, in Endothejesioch als
Mischkontakte (Schulze und Firth, 1993). Cadhetind Nectine gelten als wichtige Vertre-
ter derAdherens Junctiongnd halten didight-Junctiorabhéngige Zellbarriere aufrecht (Irie
et al., 2004; Tunggal et al., 2005).
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Desmosomen sorgen fur eine starke interzellulateAdasion und zytoskelettale Veranke-
rung, weswegen sie vor allem in Organen, die starlexhanischer Belastung ausgesetzt sind

(z.B. Herz und Haut), vorkommen (Thomason et &l1,(3.

Gap Junctionsinteragieren mitTight Junctionsin verschiedenen Zelltypen (Farquhar und
Palade, 1963; Wagner und Kachar, 1995) und tragdreidzur Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion bei (Nagasawa et al., 2006). Dan@xin-Familie ist von essenzieller Be-
deutung fur die Funktionen dépap Junctions(Chen et al., 2015a; Kwak et al., 2001).
Connexine bildenGap-JunctiorKanéle, die Zellen elektro- und biochemisch dueihen

Austausch von lonen, Botenstoffen und kleinen Meliegn miteinander verknupfen.

1.2 Struktur und Funktion der  Tight Junctions

Tight Junctionsdie apikalsten Zell-Zell-Kontakte in Epitheliesind charakterisiert durch ein
Strangnetzwerk (Abb. 2B), das eine enge Assozidéitaraler Membranen benachbarter Zel-
len bedingt (Farquhar und Palade, 1963; Abb. 2Ag. Strange zeigen in der Gefrierbruch-
Elektronenmikroskopie Partikel mit einer Grol3e vekl®d nm (Staehelin, 1973Tight Junc-
tions verschliel3en nicht nur den interzellularen Spakier benachbarter Zellen sondern bil-
den auch trizellular&ight Junctionsn Dreizell-Kontakten (Staehelin, 1973).

Die Hauptfunktion vonTight Junctionsist die Abdichtungsfunktion des Interzellularraums
(parazellulare Barriere). Dies hat eine limitieRdfusion von l6slichen Substanzen, lonen,
Immunzellen und Pathogenen aber auch von Pharmak&age (Kirschner et al., 2013;
Shen et al., 2011). Di€ight-Junctionabhangige parazellulare Permeabilitat ist grofewat
ladungsselektiv sowie stark variabel in verschieteGeweben und Barrieren (Anderson und
Van ltallie, 2009; Krause et al., 2008)ght Junctionsumspannen die Zellen ringférmig und
sorgen somit fir eine Trennung von apikaler undlaésraler Membran (Cao et al., 2012).
Dadurch verhindern sie die laterale Diffusion vopitlen oder Membranproteinen entlang
der Plasmamembran (Cereijido et al., 1998). Eb&ealenTight Junctiongdurch Phospho-
rylierung reguliert und sind beteiligt an Regulagprozessen wie z.B. der Zellproliferation
und -differenzierung (Gonzalez-Mariscal et al., Z0Watter et al., 2005).

Morphologisch gestort&ight Junctionsdeeinflussen die Barriere-Integritat z.B. durcthpa
genbedingte Reorganisation bei Virusinfektionenv@oet al., 2000; Liu et al., 2009), Ent-
zundungen (Prasad et al., 2005), Tumorprogresdftamtin und Jiang, 2009) oder Alkohol-
exposition (Koval, 2013).
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Tight Junctionsbestehen aus mehr als 40 Proteinen (Schneebearddrymch, 2004). Dazu
gehéren Transmembranproteine sowie intrazelluldaee, die sowohl mit den Trans-
membranproteinen als auch mit Adapterproteinenrarézellularer Seite interagieren. Adap-
terproteine vernetzen digght-JunctionProteine mit Signalproteinen und dem Zytoskelett.

Hauptkomponenten ddiight Junctionsn Bezug auf Strukturgebung und Funktion sind €lau
dine (Furuse et al., 1998; Morita et al., 1999agitdfe Komponenten sintight-Junction
assoziierte MARVELProteine (TAMP; Raleigh et al.,, 2010Junctional Adhesion
Molecules(JAM; Martin-Padura et al., 1998) und zytosolis@hght-Junctionrassoziierte
Proteine (z.BZonula occluden§ZO)-Proteine; Guillemot et al., 2008) (Abb. 2C).

Die Tight-JunctionProteine unterliegen einem kontinuierlichen Tummvder vor allem
durch Endozytose vermittelt wird. Nach Clathrin-abgiger Endozytose (Ivanov et al., 2004;
Zwanziger et al., 2012b), Caveolin-abhangiger Egtitse (Stamatovic et al., 2009) oder
Makropinozytose (Bruewer et al., 2005) erfolgt emtier ein lysosomaler Abbau déight-
JunctionProteine oder ein Recycling zurtick zur PlasmamambiGehne et al.,, 2017;
Stamatovic et al., 2009; Takahashi et al., 2009).
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Abb. 2: Aufbau der Tight Junctions. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Pollard et 2016). Tight-
JunctionKontakt (TJ, Pfeil) zwischen zwei Endothelzell¢B) Schema eines Strang-Netzwerks gebildet aus
Tight-JunctionProteinen modifiziert nach Pollard et al., 2016dishtung des interzellularen Spal{€) Kom-
ponenten defight Junctiongnodifiziert nach Kondoh et al., 2006. Transmemprateine: Claudine, Occludin,
Tricellulin (angereichert im Dreizell-Kontakt, nictargestellt)Junctional Adhesion Molecul¢3AM). Zytoso-
lisch assoziierte Protein@onula occluden®rotein (Z0)-1, -2, -3 verbindefight Junctionsmit dem Zytoske-
lett (Aktinfilamente).
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1.2.1 Claudine

Claudine (20-29 kDa, 207-305 Aminosauren (AS)).eddright-JunctionFunktion erstmals
1998 beschrieben wurde (Furuse et al., 1998), aiimel multigene Familie aus 27 bisher be-
kannten Proteinen (Mineta et al., 2011). Sie sindetzichtbar fur die Ausbildung und Ab-
dichtung parazellularer Barrieren (Furuse und TsuKI006; Krause et al., 2008). Aufgebaut
sind sie aus vier Transmembrandomanen, zwei eXuklizen Schleifen (EZS1: 49-52 AS;
EZS2: 16-33 AS), einer intrazellularen Schleifejegn kurzen N-terminalem Segment (2-
6 AS) und einem variablen C-terminalen Teil (21A%) (Shinoda et al., 2016; Suzuki et al.,
2014). Ausgehend von den bisher bekannten Kristallstingkt zu Claudin-15 (Suzuki et al.,
2014), -19 (Saitoh et al., 2015) und -4 (Shinodalet2016) bilden die Claudine vier Trans-
membranhelices und eine extrazellulare Strukturaenidestehend aus den fUhkfStrangen
beider EZS (EZS131-4, EZS285). Beide EZS enthalten eine kurze HelixsequenSEZL-
terminal, EZS2: N-terminal; Suzuki et al., 2014 bABA).

A EZS1 B
‘ | \ Heterophile
extra- cis-Interaktion
zellular y Claudin-5 Claudin-1
s lNulér : i
extrazellu Homophile Heterophile
trans-Interaktion trans-Interaktion
Claudin-5 Claudin-5
Homophile
PM m cis-Interaktion
o~ . H
intra- c
zellular N o
intrazellular PDZ-Bindungsmotiv

Abb. 3: Struktur und Interaktion von Claudinen. (A) Schema der Claudin-Struktur anhand des Kristall-Mo-
dells fur Claudin-15 (Suzuki et al., 2014). Vieramsmembrandomanen (TM, griin) durchspannen die Blasm
membran (PM). Neben einem intrazellularen N- un@e@ninus (N/C; C-Terminus bedingt durch Kristallisa
tion um 33 AS verkdrzt), enthalten Claudine eirteaizelluldre Schleife und zwei extrazellulare Sitbie(EZS).
Die EZS1 bildet vier antiparallelg-Strange [§1-4, blau), die durch einefrStrang von EZS2p6) zu einem
gemeinsameifi-Faltblatt verlangert werden. Diese EZS-Doméne wird je einera-Helix (rot) der EZS1 und
EZS2 flankiert. Grau, unstrukturierte Bereicf®) Claudin-InteraktionenTransInteraktionen zwischen Claudi-
nen benachbarter Zellmembranen soeiielnteraktionen entlang derselben Zellmembran. Hdmiepnterak-
tion (zwischen einem Subtyp, blau), heterophilerdaltion (zwischen zwei Subtypen, blau/gelb). Kovisetes
Motiv (rote Kreise) aller Claudin-EZS1, welches Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbriicke-C)
fuhrt. PDZ-Bindungsmotiv am C-Terminus als Intefaksdoméane flZonula occluden®roteine; 1ZS, intra-
zelluléare Schleife.
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Strukturell lassen sich klassische Claudine mitehddequenzahnlichkeit (Claudine 1-10, 14,
15, 17, 19) und nicht-klassische Claudine mit Jdeia Sequenzen (11-13, 16, 18, 20-27)
unterscheiden (Tab. 1; Krause et al., 2008; Mie¢tal., 2011). Funktionell kann eine Unter-
scheidung zwischen Barriere- und Poren-bildendeaudihen vorgenommen werden. Teil-
weise wurden widersprichliche Funktionen beschnef@eB. Claudin-4; Hou et al., 2010;

Van Itallie et al., 2001) oder die Funktion ist hamklar (Tab. 1).

Tab. 1: Funktion der Claudin-Subtypen

Funktion Abdichtung Porenbildung unklar
Klassische | 1 (Inai et al., 1999) 2 (Furuse et al., 2001)
Claudine 3 (Milatz et al., 2010) 4 (Hou et al., 2010)

4 (Van ltallie et al., 2001) 7 (Hou et al., 2006)

5 (Nitta et al., 2003) 10 (Van ltallie et al., 2006)

6 (Sas et al., 2008), 15 (Colegio et al., 2002)

8 (Yu et al., 2003) 17 (Krug et al., 2012)

9 (Sas et al., 2008)
14 (Ben-Yosef et al., 2003)
19 (Hou et al., 2008)

Nicht- 11 (McCabe et al., 2016) 16 (Hou et al., 2008) 12, 13, 20,
klassische | 18 (Jovov et al., 2007) 21 (Tanaka et al., 2016) 22,23, 24,
Claudine 25 (Ohnishi et al., 2017) 26, 27

In verschiedenen Gewebebarrieren unterscheiden ds&clClaudine im Expressionsmuster
(Kirk et al., 2010; Rahner et al., 2001) und bedimgomit funktionelle Unterschiede (Gunzel,
2017). Claudine kommen auch auf3erhalb der ZelHRelitakte vor (z.B. in basolateraler
Membran: Claudin-7 (Inai et al., 2007) oder Claudli(Gregory et al., 2001)). Deren dortige
Funktion ist jedoch noch unbekannt.

Tight Junctionssind durch Dimerisierung der extrazellularen Doeréxon Claudinen gegen-
Uberliegender Zellmembranen aufgebaut (Rossa ,eR@l4; Van lItallie et al., 2011). Die
dadurch entstehenddnght-JunctionStrange (Piehl et al., 2010; Piontek et al., 2088]in-
gen somit die Abdichtung (Colegio et al., 2003; W&tnal., 2004) bzw. die parazellulare
lonenselektivitat (Colegio et al., 2002; Veshnyak®@t al., 2012). Die beiden konservierten
Cysteine in der EZS1 und die dartber gebildetaimtiekulare Disulfidbriicke sind Teil ei-
ner Konsensus-Sequenz (G-L-W-x-x-C-[7-9 AS]-C; AS: polar/geladen; Glnzel und Yu,
2013). Das C-terminale Ende vieler Claudine entleitte konservierte Sequenz (PDZ-
Bindungsmotiv) bestehend aus sechs der letzteersid® (Zhang et al., 2006), tber die die
Claudine an eine Doméane der ZO-Proteine (PDZ1-Denhmden (Itoh et al., 1999; Ruffer
und Gerke, 2004, Abb. 3B, unten links).
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Die genannte Claudin-Claudin-Bindung Uber die EZ8v@nen kann zwischen Claudinen
entlang der Zellmembran derselben Zel#gs-(nterkation) oder einer benachbarten Zelle
(transInteraktion) erfolgen. Neben der Wechselwirkungsohen Claudinen desselben Sub-
typs (homophile Interaktion) ist auch eine Assaaratzwei verschiedener Subtypen (hetero-
phile Interkation) moglich (Abb. 3B). Die Affinit&iir homo-/heterophileis- undtransIn-
teraktionen ist von den Subtypen abhéangig (Daughettal., 2007; Furuse et al., 1999;
Piontek et al., 2011). Die Bindung zwischen eingeli€laudinpaaren kann dabei hochaffin
sein (Dabrowski et al., 2015).

Da fir die Untersuchungen der vorliegenden Arbat @audine 5 und 12 essenziell sind,
werden diese im Folgenden genauer dargestellt.

1.2.1.1 Claudin-5

Claudin-5 (23 kDa, 218 AS) ist ein Barriere-bildesdClaudin (Amasheh et al., 2005), wel-
ches vor allem in der Blut-Hirn-Schranke (BHS) ¢Hauptfunktion in der parazellularen

Abdichtung hat (Campbell et al., 2008; Nitta ef 2D03). Es kommt in gro3en Mengen im
Gehirnendothel (Morita et al., 1999b) aber auchlirersen anderen Organendothelien z.B.
der Haut (Morita et al., 2003), der Leber (Rahrieale 2001), der Niere und Lunge (Morita et
al., 1999b) vor. Organe mit epithelialer Claudif=®pression sind z.B. Uterus (Biazik et al.,
2008), Testis (Morrow et al., 2009), Lunge (Wanget 2003), Darm und Pankreas (Rahner
et al., 2001). Daruber hinaus wurde es in Kardiarggen nachgewiesen (Sanford et al.,
2005).

Interagieren kann es tber homophile und heteroghi mit Claudin-1, -3jrans undcis-
Interaktionen (Coyne et al., 2003; Daugherty et2007; Piontek et al., 2011). Die Ausbil-
dung von Claudin-Sright-JunctionStrangen wird durch ZO-1 und Occludin beeinflusst
(Cording et al., 2013; Ruffer und Gerke, 200Aght-JunctionStrange in Zellen, monotrans-
fiziert mit Claudin-5, sind mit der exoplasmatisnhilalfte (E-face) assoziiert, wie durch
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie nachgewiesendeuiPiontek et al., 2008; Rossa et al.,
2014). Eine E-Face-Assoziation liegt auch in Zdtlkunodellen der BHS vor (Abb. 4A),
wobei die BHSn vivo sowohlITight-JunctionStrange auf der E-Face als auch auf der proto-
plasmatischen Hélfte (P-Face) aufweist (Abb. 4B;M/ay et al., 2009). Die Internalisierung
von Claudin-5 erfolgt vorwiegend uber Caveolin-amgige Endozytose (Stamatovic et al.,
2009; Zwanziger et al.,, 2012b). Claudin-5 wird dmie3end recycelt (Gehne et al., 2017;
Stamatovic et al., 2009) oder nach Polyubiquiterylng abgebaut (Liu et al., 2016; Mandel
et al., 2012).
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Abb. 4: Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie von Tight Junctions in Gehirnkapillarendothelzellen. Mo-
difiziert nach Wolburg et al., 2009A) Zellkulturmodell. Tight-JunctionStrange (Pfeile) auf der exoplasmati-
schen Halfte (E-Face) der Plasmamemb(@hin vivo. Tight-JunctionStrange (Pfeile) assoziiert mit der proto-
plasmatischen Halfte (P-Face) und E-Face der Plasmdran.

1.2.1.2 Claudin-12

Claudin-12 (27 kDa, 244 AS) ist ein nicht klassesIClaudin, das zu klassischen Claudinen
nur eine Sequenzahnlichkeit von 33-36 % aufweists@bff et al., 2015). Im Gegensatz zu
den meisten anderen Claudinen (Itoh et al., 1989)taudin-12 kein PDZ-Bindungsmotiv
am C-Terminus und zeigt keine homopluig Interaktion (Piontek et al., 2011).

Nachgewiesen wurde es in Gehirnendothelzellen gNgtt al., 2003) und mit einem hohen
Anteil an der Claudin-Expression in Niere (Hwangkt 2014) und im Darmepithel (Hwang

et al., 2014; Lameris et al., 2013). Weitere Orgbns. Gewebe mit Claudin-12-Expression
sind Leber, Lunge (Hwang et al., 2014), Haut (Epids/Haarfollikel; Brandner et al., 2003;

Troy et al., 2005), Harnblase (Acharya et al., 30&peicheldriise (Mellas et al., 2015), Ma-
gen (Hewitt et al., 2006), Retina (Luo et al., 201Rlacenta (Ahn et al., 2015) und Testis
(Haverfield et al., 2014). In Enterozyten spiela@in-12 eine Rolle bei der Vitamin-D-

abhangigen C& Absorption (Christakos et al., 2010; Fujita et 2008).

1.2.2 Tight-Junction -assoziierte MARVEL-Proteine

Die Struktur der TAMP-Familie &hnelt der von Claugh, obwohl die Sequenzen sich stark
unterscheiden (vier Transmembrandomanen, zytobkelisbl- und C-Terminus, eine intra-
zellulare und zwei extrazellulare Schleifen; Ratedg al., 2010). Vertreter der TAMP-Familie
sind Occludin (Furuse et al., 1993), Tricellulikghouchi et al., 2005) und MarvelD3 (Steed
et al.,, 2009). TAMP bildefMight-JunctionStrange in Anwesenheit andergight-Junction
Proteine (z.B. Claudine; Cording et al., 2013). 8asen heterophile (Occludin-MarvelD3,
Tricellulin-MarvelD3) und homophile (Occludin, Tadulin, MarvelD3) cis-Interaktionen

sowie homophilgrans-Interaktionen (Occludin) auf (Cording et al., 2013

Die genaue Funktion von Occludin (65 kDa) ist unkBekannt ist, dass es wichtig fur die
parazellulare Barrierefunktion und diEght-JunctiorAusbildung ist (Balda et al., 1996;
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Hirase et al., 1997). Dabei ist insbesondere digphosphorylierung von Occludin von Be-
deutung (Wong, 1997). Knockout-Studien bestétigere darrierefunktion von Occludin
nicht (Saitou et al., 1998; Schulzke et al., 20@@her wird davon ausgegangen, dass Occlu-
din indirekt die Permeabilitat beeinflusst (Saitetual., 2000). Da Occludin, soweit bekannt,
in allen Tight Junctionsvorkommt, gilt es al§ight-JunctionMarker (Wong, 1997). Aul3er
mit Claudinen (Cording et al., 2013) interagiertc@din mit ZO-Proteinen (Fanning et al.,
1998; Li und Mrsny, 2000) un@ap-JunctionProteinen (Herve et al., 2004). Tricellulin ist
lokalisiert an trizellularenTight Junctions(Cording et al.,, 2013; Ikenouchi et al., 2005),
kommt aber auch an Zweizell-Kontakten vor (Kojimiaak, 2013) und tragt zur parazellula-
ren Barriere bei (Krug et al., 2009). MarvelD3 iistEpithelien exprimiert und kolokalisiert
mit Occludin in Zweizell-Kontakten (Raleigh et #010; Steed et al., 2009).

1.2.3 Zytosolische Tight-Junction -assoziierte Proteine

Zu den zytosolischefmight-Junctionassoziierten Proteinen gehdren die ZO-Proteine1Z0

225 kDa, Stevenson et al., 1986; ZO-2, 160 kDaaitiesund Goodenough, 1994; ZO-3,
130 kDa, Haskins et al., 1998) mit jeweils drei édatinalen PDZ-Domanen, einer SRC
homology 3 (SH3)-Domane und einer GuanylatkinasgKf=Doméane. Die PDZ1-Domane

ist an der Assoziation mit Claudinen und die PDZ&2yiane an der Assoziation der ZO-Prote-

ine untereinander beteiligt (Itoh et al., 1999).

Die ZO-Proteine sind Gerustproteine, die einersditekt an Transmembranproteine der
Tight Junctionsbinden und andererseits mit Signal- und Strukttgmen zur Regulation der
Tight-JunctionStruktur und -Funktion verbunden sind (Fanning ufdderson, 2009).
Dadurch werden beispielsweise Occludin (lUber dieKedmane; Fanning et al., 1998),
Claudine (Uber die PDZ1-Domane; Itoh et al., 1999) JAMs (Uber die PDZ3-Domaéane; Itoh
et al., 2001) direkt mit dem Aktin-Zytoskelett vari@en. Ein Knockdown von ZO-1 und ZO-
2 nicht jedoch von ZO-3 sorgt fir eine veranderd&dlisation der Claudine sowie Occludin
und dadurch fur eine Verminderung der parazellnldBarriere (Fanning et al., 2012;
Ikenouchi et al., 2007). Eine nukleare Lokalisataer ZO-Proteine hat dariiber hinaus eine
Funktion in der Signaltransduktion (Gottardi et 4D96; Traweger et al., 2003). NebBEght
Junctions sind ZO-Proteine auch an der Bildung und Funktam Adherens Junctions
(Ikenouchi et al., 2007) un@ap JunctiongGiepmans und Moolenaar, 1998) beteiligt. Des-
halb gilt insbesondere ZO-1 als allgemeines Marnkeaein fir Zell-Zell-Kontakte.
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1.2.4 Junctional Adhesion Molecules

JAM (z.B. JAM-A, -B, -C) sind Transmembranprotemer Immunglobulinsuperfamilie, die
Uber Gerustproteine mit dem Zytoskelett verbunded. Sie bestehen aus einer extrazellula-
ren Domane mit zwei Immunglobulin-artigen Schlejfemer Transmembran-Doméane und
einem kurzen intrazellularen N-Terminus (Seversz007). Sie unterstitzen andeFeght-
JunctiorrProteine wie Claudine bei der Lokalisation an Tight JunctiongTornavaca et al.,
2015) und stabilisieren somit die Barriere (Bazz@003). Funktionell sind sie an der Regu-
lation zur Bildung von Zell-Zell-Kontakten, der Hmigration oder der Mitose und somit an
der zellularen Barriereformation, Homoostase undidgenese beteiligt (Ebnet, 2017).

1.3 Die Blut-Hirn-Schranke

Ein Charakteristikum des Gehirns ist dessen gutskMarisierung durch Gehirnkapillaren,
die im humanen Gehirn eine Lénge von etwa 650 kchaine Flache von 10 bis 207 mus-
machen (Begley, 2003; Cecchelli et al., 2007). Basirn benttigt fur seine Funktion eine
balancierte Homoostase. Daher muss sichergestglitem, dass keine toxischen Xenobiotika,
Stoffwechselprodukte, Pathogene oder BlutzellenGlalsirn erreichen kénnen (Abbott et al.,
2010). Diese Aufgaben werden von der Blut-Hirn-&oke (BHS) Ubernommen, eine zellu-
lare Barriere, die aus mikrovaskularen Endothedrelind der umgebenden Basalmembran
unter dem Einfluss von Perizyten, Astrozyten, M@ und Neuronen gebildet wird. Die
genannten zellularen Komponenten werden als neskaldre Einheit zusammengefasst
(Abb. 5A; Correale und Villa, 2009).

—L. Basal- B Blut
A Neuron membran &= o C Rezeptor-abhéangige Diffusion
e ¥ E":e(:::el | Transporter ~ Transzytose Parazellulire Efflux-
¥ g Route Transport
. '_l_| ° B

i

glla Tight
junction Plasma-
membran
i . J
Tight Junctions
: b
Neurovaskulire Einheit | i o e DA Gehirn

B ‘Gehlrm

Abb. 5: Aufbau und Passagerouten der Blut-Hirn-Schanke. (A) Schema der Blut-Hirn-Schranke (BHS)
bestehend aus Gehirnkapillarendothelzellen (EZblael) und deren angrenzender Basalmembran (bRing).
Abgedichtet ist der parazellulare EZ-Spalt dufidght Junctions(dunkelblau). Weitere Komponenten bilden
zusammen mit den Endothelzellen die neurovaskiireeit: Astrozyten (AZ, grin), Perizyten (PZ, JiléNeu-
rone (rosa), Mikroglia (gelb)B) Elektronenmikroskopische Aufnahme des interzalaraKontaktes zweier
Gehirnkapillarendothelzellen modifiziert nach Wegdsal., 2009. Parazellularer Spalt abgedichtettdiiight
Junctions(TJ): elektronendichtes Material zwischen zwei &hédlzellen. TJ vermischt mitdherens Junctions
(AJ). (C) Passagerouten durch die BHS modifiziert nach Galbert 2010. Passive Diffusion parazellular tGber
Tight Junctiongrot) oder transzellular durch Plasmamembran/Djtéisellblau). Aktiver transzellularer Trans-
port Uber Transporter (dunkelblau) oder rezeptonitselt (griin). Ricktransport Uber Efflux-Transgmor(gelb).
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Perizyten ummanteln die Endothelzellen zu etwa 30V#thiisen et al., 2010) und unterstit-
zen die BHS-Bildung und -Aufrechterhaltung sowie dingiogenese. Dadurch wird sowohl
die HomoOostase des zentralen Nervensystems (ZNMSaualh die neuronale Funktion auf-
rechterhalten (Winkler et al., 2011). Mikrogliaz#ll sind an der Immunabwehr der BHS
beteiligt und werden besonders unter pathologis@eshingungen aktiv (Readnower et al.,
2010; Zhao et al., 2013). Astrozyten-Endfil3e umelar@9 % der Endothelzellen (Mathiisen
et al.,, 2010) und fordern die Aufrechterhaltung BetS-Integritat (Abbott et al., 2006). Die
einschichtigen Gehirnendothelzellen (Risau und \Wab1990) sind lateral vollstédndig durch
ein ringformigesTight-JunctionStrangnetzwerk verschlossen (Wolburg und Lippd&002).
Das BHS-Endothel weist im Vergleich zu anderen Emeleen einen hohen transzellularen
elektrischen Widerstand (TER) auf (Butt et al., @99Aul3erdem ist es durch eine geringe
pinozytotische Aktivitat, geringem vesikularen Tsport und dem Fehlen von Fenestrierun-
gen charakterisiert (Abbott et al., 2010; Villegel Broadwell, 1993).

1.3.1 Tight Junctions der Blut-Hirn-Schranke

Die Barrierefunktion der BHS hangt neben den Efflamsportern (Abb. 5B, gelb; nédher be-
schrieben in 1.3.3) insbesondere von der StrukidrRunktion defight Junctionsab (Mark
und Davis, 2002; van der Goes et al., 2001). Dibsleten den parazellularen Spalt fur eine
passive Diffusion von Na K" sowie Wasser ab und sorgen somit fiir eine ionistdes-

ostase (Kimelberg, 2004).

Als dominantes abdichtend@sght-JunctionProtein der BHS gilt Claudin-5, da es in den
Kapillarendothelzellen hochexprimiert ist und diedethelialen Zwischenrdume abdichtet
(Ohtsuki et al., 2007). Bei Verminderung ist die 8Barriere gestort (Campbell et al., 2008;
Koto et al., 2007). Ein Knockout von Claudin-5 ftikur Durchléassigkeit von Molekilen bis
800 Da (Nitta et al., 2003). Weitere Claudine detBsind Claudin-1 (Pfeiffer et al., 2011),
Claudin-3 (Wolburg et al., 2003b) und Claudin-14ti@et al., 2003). Claudin-1 und Claudin-
3 sind im Verhéltnis zu Claudin-5 sehr gering expeit (Ohtsuki et al., 2008). Beide Subty-
pen sind abdichtend (Inai et al., 1999; Milatz let 2010), wobei deren Funktion in der BHS
unklar ist. Eine geringere BHS-Permeabilitat wiesthrieben, wenn Claudin-1 in transgegen
Mausen Uberexprimiert ist (Pfeiffer et al., 201Aych fur Claudin-3 wird eine BHS-Barriere-

funktion angenommen (Wolburg et al., 2003b).

Des Weiteren wurden Claudin-11, -20, -25 (Berndtl7), Occludin (Hirase et al., 1997),

Tricellulin (lIwamoto et al., 2014; Mariano et #013), ZO-1 (Watson et al., 1991) und JAM-

A sowie JAM-C (Aurrand-Lions et al., 2001; Yeungatt 2008) inTight Junctionsvon Ge-
10
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hirnendothelkapillaren nachgewiesen. Bis auf Claddwurde bisher fur kein anderéght-
JunctiorrProtein eine klare Funktion an der BHS beschrieben

1.3.2 Pathologische Veranderungen der Blut-Hirn-Sch  ranke

Beeintrachtigungen der BHS fiihren zu einer Imbadaven lonen- und Molekulflux, einer
erhdhten Extravasation von Blutzellen sowie einest@rtenTight-JunctioaMorphologie
(Rosenberg, 2012; Weiss et al., 2009). Fiur verdelme Krankheiten ist ebenso eine erh6hte
parazellulare Permeabilitdt nachgewiesen worderb.(Ba. Dazu zéhlen die Alzheimer-
Erkrankung (Biron et al., 2011; Hartz et al., 2QI2)\S-Entzindungen (Argaw et al., 2012;
Pfeiffer et al., 2011) und ischamische Erkrankungés Schlaganfall (Sandoval und Witt,
2008). Letztere werden insbesondere durch Adipogita et al., 2016), Diabetes Mellitus
(Venkat et al., 2017) oder Mikroangiopathien (Adial., 2017) begunstigt.

Die Endothelzellen reagieren auf pro-inflammatdmscStimuli wie Thrombin, Histamin,
Tumornekrosefaktos- oder Botenstoffe/Toxine von Tumorzellen bzw. Mirganismen mit
einer erhohten parazellularen BHS-Durchlassigk8ithéllenberg et al., 2012; Xie et al.,
2010). Andererseits kbnnen anti-inflammatorischaigmren wie Sphingostt-phosphat
und Angiopoetin-1 zu einer Abdichtung fihren (Mebutal Malik, 2006).

Tab. 2: Pathologisch-bedingte Erh6hung der parazellaren Permeabilitat

Erkrankungen

Neurologische Erkrankungen

AlzheimerErkrankuny (Montagne et al., 2017; Zlokovic, 20)

Multiple Skleros (Alvarez et al., 011)

Amyotrophe Lateralsklero (Brylev et al., 2012; Hekel et al., 200)
Epilepsi¢ (Marchi et al., 201)

Schmer (Brooks et al., 2005; Huber et al., 21
Ischamie/Hypoxie (Merali et al., 2017; Sandoval und Witt, 2008)
Gehirntumore (Ishihara et al., 2008; Wolburg et al., 2003b)
Alkohol-/Drogenmissbrauch (Rubio-Araiz et al., 2017; Sajja et al., 2016)
Schadel-Hirn-Trauma (Higashida et al., 2011; Jungner et al., 2016)
Infektionen

Viral (Spindler und Hsu, 20)

Bakteriel (van Sorge und Doran, 2()

Bluthochdruck (Mohammadi und Dehghani, 2014; Setiadi et al., 2017

11
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1.3.3 Passagerouten durch die Blut-Hirn-Schranke

BHS-permeable Substanzen Uberwinden diese entvidxdgrpassive Diffusion, Transporter
oder Rezeptor-vermittelte Transzytose (Abb. 5C;itdik und Chacko, 2014). Transzellular
diffundieren kleine gasférmige Molekile wie Saueffsind Kohlenstoffdioxid sowie lipo-
phile Molekule. Letztere sind membrangéngig, weieremen log P-Wert <5 (Oktanol-Was-
ser-Verteilungskoeffzient, Verhaltnis zwischen Lpbpdie und Hydrophilie), nicht mehr als
5 Donatoren bzw. 10 Akzeptoren von Wasserstoffleiibkndungen und eine Molekilmasse
bis 500 Da aufweisen (Lipinski et al., 1997). Arel&ubstanzen kénnen die BHS transzellu-
lar mittels Rezeptor-vermittelter Transzytose obi@nsportern passieren (Gabathuler, 2010).

Beispielsweise werden hydrophile Nahrstoffe wie®ke UbeSolute Carrier(SLC)-Trans-
porter in der luminalen und abluminalen Endothélzembran aufgenommen (Tsuji, 2005).
Organo-Anion-Transporter (OATP), lokalisiert an &S (Gao et al., 1999; Thompson et
al., 2014), transportieren neuroaktive Peptide antlernen Stoffwechselprodukte wie z.B.
Glucuronide und Sulfate (Hagenbuch und Meier, 20B&lere Peptide permeieren die BHS
Uber spezifische Rezeptoren (z.B. Leptin; Bjorbatll., 1998 und Transferrin; Zhang und
Pardridge, 2001). Die parazellulare Route ist ddrght Junctionsstark limitiert (Bauer und
Traweger, 2016; Bauer et al., 2014).

Des Weiteren verhindern Efflux-Transporter und rbetische Enzyme durch die Ausschleu-
sung oder den Abbau entsprechender SubstanzeAmiageherung im Gehirn (Abb. 5C; El-
Bacha und Minn, 1999; Loscher und Potschka, 208aghtige Efflux-Transporter der BHS
sind ABC (ATP binding cassetdeTransporter wie p-Glykoprotein (P-gpMultidrug
Resistance-Relatedroteine (MRP)1-6 und Breast Cancer Resistance Prote(BCRP)
(Morris et al., 2017; Saidijam et al., 2017). Psgpleust toxische Substanzen aber auch viele
Pharmaka sowie Metabolite aus den Zellen (Tsu@8)nd ist neben der BHS auch in Le-
ber, Niere und Darm exprimiert (Cordon-Cardo et H90). Es interagiert mit mehr als 300
Substanzen (Wang et al., 2011) darunter Chemotéetiap wie Doxorubicin (Ohnishi et al.,
1995) und Paclitaxel (Sparreboom et al., 1997)eHiochregulation, beispielsweise ausge-
I6st durch zerebrale Ischamie, Epilepsie oder $ghiznie, sorgt fur eine Wirkstoffresistenz
(Cen et al., 2013; Feldmann und Koepp, 2016; Hoosgal., 2015).

1.3.4 Wirkstoffdurchtritt durch die Blut-Hirn-Schra nke

Abdichtungs- und Effluxtransportmechanismen erscawelie Behandlung von ZNS-Erkran-

kungen bei mehr als 98 % der Wirkstoffe (Pardridz)5). In der Regel sind lipophile Wirk-

stoffe BHS-gangig, die kleiner als 500 Da sowienk@BC-Transporter-Substrat sind und
12
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einen log P-Wert < 5 sowie eine geringe Vorausset4ir die Ausbildung von Wasserstoff-
bricken aufweisen (Lipinski et al., 1997; Pardridg612). Andere Pharmaka permeieren
Uber transzellulare Transportprozesse oder diferedi Uber die parazellulare Route, wenn
diese durch Wirkverstarker geotffnet wurde. Aus elie&rinden ist die Zulassungsrate von
ZNS-Wirkstoffen nur halb so hoch wie von nicht-ZNBrkstoffen (Kaitlin, 2014). Durch die
BHS-Funktion ist die Verbesserung der Pharmakapati@t von hoher Relevanz.

1.3.4.1 Limitierte Behandlungsmdglichkeiten von Gli omen und Gehirnmetastasen

Priméare Gehirntumore machen 2 % aller Krebsarten(karlay et al., 2010), wobei die ag-
gressiven Glioblastome anteilig stark vertreter gifiab. 3). Dazu kommen Gehirnmetasta-
sen, die sich bei 9-40 % der Krebspatienten bilgeenach Studie und Primartumor; Nayak et
al., 2012; Patchell, 2003; Schouten et al., 20B2). Kindern und Jugendlichen sind ZNS-
Tumore die zweithdufigste Tumorerkrankung (Howlageleal., 2013; Ries et al., 1999). Risi-
koreiche konventionelle Therapien als Kombinatios &€hirurgie, Bestrahlung und Chemo-
therapie haben schlechte Heilungs- und Uberlebegspsen zur Folge (Tab. 3). Normaler-
weise wirksame Chemotherapeutika wie z.B. Doxoinhinid Paclitaxel (Belani, 2000) sind

durch die BHS nur wenig effektiv (Heimans et a@94; Lesniak et al., 2005).

Tab. 3: Eigenschaften von Glioblastomen und Gehirnetastasen

Glioblastome Gehirnmetastase!
Vor- 15-60 %aller Gliome (Mehta et al., 2011 |bei &40 % del (Nayak et al., 201z
kommen | (je nach Studie) Ostrom et al., 2016)| Krebspatienten Patchell, 2003;
Schouten et al., 2002)
Priméarkarzinome: Lung (Kamar und Posne
(50 %), Brust (15-20 %), 2010; Schouten et al.,
Haut (10-15 %) 2002)
Prognose |mittlere Uberlebenszeit: mittlere Uberlebenszeit:
14 Monate (Johnson uni 3-17 Monate (Bernhardt et al.
O'Neill, 2012) 2017)
43 Monat (Kinder)  (Song et al., 20))
Therapie Kombination aus Chirurgie, Bestrahlung, Chemothierap
(Stupp et al., 209; Stupp et al., 20l | (Platta et al., 2010; Soffietti et al., 2()
Therapie- |neurokognitive Schaden (Mulhern et al., 2005; Ris et al., 2001)
risiken hormonelle Schaden (Laughton et al., 2008)
Horschadigung (Hua et al., 2008)
Tumorrezidiv (Meadows et al., 2009; Neglia et al., 2006)
Strahlungsnekrose (Murphy et al., 2012)
reduzierte Lebensqualitat (Gurney et al., 2009; Zeltzer et al., 2009)
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1.4 Ansatze zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke

Zur Wirkstoffschleusung tber die BHS wurden versdene Methoden entwickelt, die in
ahnlicher Weise ebenso bei der zerebralen Gentieefayvendung finden (Fu und McCarty,
2016; Maguire et al., 2014). Ein Angriffspunkt gie Reorganisation deBight-Junction
Komplexes zur Offnung der parazellularen Route (ABb Mitte). Beispielsweise fiihrt
hochintensiver fokussierter Ultraschall praklinistir erhdhten Zytostatikapermeabilitat (Liu
et al., 2010) nach komplettem BHS-Zusammenbruchg@&ss et al., 2011). Andere unspezifi-
sche Modulationen sind hyperosmolares Mannitol (Kaky et al., 1999; BHS-Zusammen-
bruch, stark invasiv: Cosolo et al., 1989), Cafibs! Vecchio et al., 2012; BHS-Zusammen-
bruch, stark invasiv: Preston et al., 2008) undzkeitige Alkylglyzerole (Hulper et al., 2013:
stark invasiv). Auch ist tUber die Wirkung d&ascular Endothelial Growth Factors
(VEGF) die parazellulare Barriere durch eine Veyerung vonright-JunctionProteinen wie
Claudin-5 gestort (Wen et al., 2017). VEGF konramis die Wirkstoffpenetration erhohen,
fuhrte jedoch zur BHS-Offnung fiir groRe Molekiiledunirgt Risiken fiir unspezifische Ef-
fekte in peripheren Organen (Jiang et al., 201#)e Epezifische Beeinflussung von Claudin-
5 Uber siRNA (Campbell et al., 2008), shRNA (Canlpbe al., 2011) oder monoklonale
Antikorper (Hashimoto et al., 2017) weist dagege® éransiente und nicht toxischen Erho-

hung der BHS-Durchlassigkeit auf.

- p-GP-Inhibitoren Drion et al., 1996; Hughes et al., 1998

Efflux-Inhibition
TranspSO l)"i’se

Efflux-
transporter|

@) \Tight - Ultraschall Burgessetal., 2011; Park et al., 2012
Junctions - Hyperosmolares Mannitol Kobrinsky et al., 1999; Wakai et al., 2013
- Caprat Del Vecchioet al., 2012; Preston et al., 2008
Endothelzelle | - AlKylglyzerole Erdlenbruch et al., 2003; Hulper et al., 2013

- Angiogenese Jiang et al., 2014
O O - siRNA/shRNA Campbell et al., 2008; Campbell et al., 2011
- Antikdrper Hashimoto et al., 2017

J

Parazellulare Route

- Nanopartikel Kreuter und Gelperina, 2008; Petri et al., 2007
- Liposomen Doi et al., 2008; Soni et al., 2008

- Rezeptoren Bartus et al., 2000; Regina et al., 2008
- Zell-Penetrierende Peptide Diaz-Perlas et al., 2017; Oller-Salvia et al., 2016
- Influx-Transporter Ose etal., 2010; Ronaldsonet al., 2011

= Transzelluldre Route

Abb. 6: Modulation der Blut-Hirn-Schranke mit verbe ssertem Wirkstoffdurchtritt. Substanzen und Me-
chanismen zur Modulation der parazellularen (Mittedl transzellularen (unten) Route sowie des Effitans-
ports (oben). Parazelluldr: Beeinflussung @igsht Junctions Transzellular: Beeinflussung der Diffusion oder
von Transportern/Rezeptoren.
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Neben der parazellularen Route wurde auch die Zedinkire Route zur BHS-Modulation
untersucht (Abb. 6, unten). Unspezifische Methosien beispielsweise Zytostatika-gekop-
pelte Nanopartikel (Petri et al., 2007; moglichexikmat: Li et al., 2015a), Chemotherapeu-
tika-enthaltende Liposomen (Soni et al.,, 2008) Widkstoff-gekoppelte zell-penetrierende
Peptide i vitro; Diaz-Perlas et al., 2017; Oller-Salvia et al.1@D Spezifischer ist der Wirk-
stofftransport tber Influx-Transportproteine der 8Mie SLC-Transporter oder OATP (Ose
et al.,, 2010; Ronaldson et al., 2011) sowie Rezegtbangige Transzytose. Fur letztere
wurde ein von Bradykinin stammendes Peptid (RMPeré@ort) eingesetzt, das eine erhohte
Zytostatika-Durchlassigkeit in einem Gliom-Tiermtdezielte (Bartus et al., 2000). In einer
klinischen Phase-II-Studie konnte die Wirkung nibkestatigt werden (Warren et al., 2006).
Spezifischer scheint die Transzytose durch den@Rez&RP-1 Lipoprotein-relatedProtein-

1) zu sein, der stark im Gehirn exprimiert wird (@ala et al., 2015). Ein Konjugat aus Pacli-
taxel und dem LRP-1-Liganden Angiopep-2 (ANG100®ybessert die Behandlung von
Gehirntumoren (Regina et al., 2008). Das Potemaistle in einer klinischen Phase-I1I-Studie
bestatigt (Li und Tang, 2017).

Ein weiterer Ansatz zur Modulation von BHS-Proteinst die Inhibierung von Efflux-Trans-
portern wie P-gp zur Erhdhung der Wirkstoffkonzatiom im Gehirn (Abb. 6, oben; Hughes
et al., 1998). Dies ist jedoch von hohen unerwitesthebenwirkungen begleitet (z.B. Toxi-

zitat, Effekte in anderen Organen; Callaghan e2éll4; Palmeira et al., 2012).

Die bisher genannten Methoden zur Barriere-Modutatieigen, dass eine spezifische Beein-
flussung der unspezifischen vorgezogen werdenesdiight-Junctionsgerichtete Peptide

stellen dabei einen vielversprechenden Ansatz dar.

1.4.1 Peptide zur transienten Tight-Junction -Modulation
Neben den oben genannten Mechanismen wurden Peptideckelt, die spezifiscfiight-

JunctionProteine modulieren sollen (Abb. 7).
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apikal

cCPE (Winkler et al. 2009; i i :
> Takahashi etal, 2004y  OCI™ ﬁisr:n z :Ptzlo%g \(\ g

DFYNP (Baumgartner et al., 2011) Lacaz-Vieira et al., 1999; ) Ocln
Tavelin et al., 2003)
Cldnd «——Cldn4-EZS2-Peptid OclIn-EZS2-Peptide / - N~
(Shresthaet al., 2014) (Beeman et al., 2009; Chung
Cldn1-EZS1-Peptide etal, 2001; Wonget al., 1997)
(Mrsny et al., 2008; Zyklisches Peptid
Zwanziger et al., 2012a) CLYHYC

RTSPSSR (Rabinsky et al., 2016) (Oshimaeet al., 2003) \
Tric-EZS2-Peptid —;Q:t. Tric

N-159 (Bocsiketal., 2016) (Cording und Arslan et al., 2017)

N
Q
A
N
Cldn1
A
~
C

Cldn5-EZS2-Peptid
(Schlingmann et al., 2016)

intrazellular

ONONONC

(( 3

basal

Abb. 7: Peptide gerichtet gegen Claudine und’ight-Junction-assoziierte MARVEL-Proteine zur Tight-
Junction-Modulation fir Therapie und Diagnostik. TransienteDestabilisierung bzw. Wiederherstellung der
Tight JunctionsPeptide gerichtet gegen Claudine (Cldn, linkg) Tight-Junctiorassoziierte MARVEL-Prote-
ine Occludin (Ocln) und Tricellulin (Tric) (rechtsCPE, C-terminale Sequenz destridium perfringens
Enterotoxins; EZS, extrazelluldre Schleife.

1.4.1.1 Peptide zur Claudin-Modulation

Claudine als wichtige abdichtende BestandteileTagint Junctionssind aussichtsreiche Ziel-
proteine zur Modulation der parazellularen Routal(T4). Beispielsweise fiihrt der C-termi-
nale Teil deClostridium perfringen€nterotoxins (cCPE) Uber eine Bindung an die EZS2
von Claudin-3 und -4 (Robertson et al., 2010) zredé&/erminderung in epithelialefight-
Junctions Das resultiert in einer erhdhten parazellularennabilitatin vitro und in vivo
(Kondoh et al., 2006; Winkler et al., 2009). Da &C®@xische Nebenwirkungen (Li et al.,
2014) und keine Bindung an Claudin-5 zeigt (Fugital., 2000), ist es zur BHS-Modulation
ungeeignet (Bocsik et al., 2016). Ein synthetisdPegstid, welches eine in klassischen Claudi

nen konservierte Sequenz umfasst (DFYNP; Krausd.,eR008), fuhrt in epithelialemight
Junctionszur Reduktion von Claudin-3 und -4 (Baumgartnealet2011). Peptidomimetika
aus der EZS1 von Claudin-1 verursachen eine ertiiédmeabilitat in Epithelien des Gastro-
intestinaltraktes und der Niera vitro undin vivo (Mrsny et al., 2008; Staat et al., 2015;
Zwanziger et al., 2012a), im Perineuriumvivo (Zwanziger et al., 2012a) und in Gehirnen-
dothelzellenin vitro (Staat et al., 2015). Die im Phagen-Display idem¢rten Peptide PN-78
und PN-159 (Herman et al., 2007; Johnson und QR@35) beeinflussemight-JunctiorPro-
teine und erhdhen die epitheliale und endothelalechlassigkeiin vitro (Chen et al., 2006;
Johnson und Quay, 2005). Zielprotein fur PN-15€ €itaudin-1 und -5 (Bocsik et al., 2016).
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Tab. 4: Modulation parazellularer Barrieren durch Claudin-beeinflussende Peptide.

Peptid Peptidsequenz und -effekte ZieI.- Literatur
protein
NH2-SSYSGNYPYSILFQKF
NH,-SLDAGQYVLVMKANSSYSGNYPYSILFQKF s, | MBocsik et al., 2016
cCPE | Caco-2"**: TER |, Perm 1 < 66 kDa, ZO-1, Ocln, B-Ctn | 4 | PKondoh et al., 2006
Jejunumepithel (Ratte) @: Perm 1 < 20 kDa BlMasuyama et al., 2005
pBEC™: TER, Perm, ZO-1, Ocln, B-Ctn @ “Takahashi et al., 2005
DEYNP DFYNP (EZS2, konserviert, mehrere Spezies) diverse
EpH4-Zellen: TER, Cldn3, Cldn4 | Cldn | Baumgartner et al., 2011
Ac-SCVSQSTGQIQCKVFDSLLNLNSTLQAT-NH, (EZS1,
Cldnl- | b man)
Peptid - Cldn1
(53-80) T84-Zellen, Magenepithel (Ratte): TER |, Perm 1 <
3 kDa, Ocln, Cldn1, JAM-A, ZO-1 | Mrsny et al., 2008
o SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR-NH,
S QSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR-NH,Y
< c102 (EZS1, Maus)
% | (53-81) | Caco-2"**: TER |, Perm 1 < 10 kDa, Cldn1, -2, -3, -4, -5,
5 | cicz |Ocny Cldn1
2 | (57-81) | MDCK-II®!: TER |, Perm 1 < 10 kDa, CldnL, -2, -3, -4, -5, “Dabrowski et al., 2015
O Ocin | Plsauer et al., 2014
pBECP!: TER |, Perm 1 < 3 kDa, Cldn-3,-5, OcIn | Blstaat et al., 2015
Perineurium (Ratte) %% TER |, Perm 1 <66 kDa, Cldn1 | Mlzwanziger et al., 2012a
FDFWITP (Phage Display)
7-mer/ Caco-2": TER |, Perm 1 < 66 kDa, ZO-1, Ocln, B-Ctn |
PN-78 | PBECY: TER |, Perm 1 < 66 kDa, ZO-1, B-Ctn, Cldn5 | n.b.
16HBE140™: TER |, ZO-1 | MBocsik et al., 2016
MDCK®?: TER | PlHerman et al., 2007
NH.-KLALKLALKALKLAALKLA-NH, (Phage Display)
Caco-2'": TER |, Perm 1 <66 kDa; ZO-1, Ocln, B-Ctn | MBocsik et al., 2016
i Cldnl, |y
PN-159 | pBec!™: TER |, Perm 1 < 66 kDa; ZO-1, B-Ctn, Cldn5 | 5 Chen et al., 2006
EpiAirway ™, Nasenepithel (Kaninchen) 3 TER |, B130hnson und Quay,
Perm 1 < 4 kDa 2005

M@, erhoht/vermindert/unverandert (z.B. Expressibight-JunctionLokalisation); (53-80), Aminosaurese-
qguenz im Zielproteinp-Ctn, p-Catenin; 16HBE14¢ Zelllinie Bronchialepithel; Caco-2, Zelllinie Goi-Adeno-
karzinom; cCPE, C-terminale Sequenz @ésstridium perfrigen€nterotoxins; Cldn, Claudin; EpH4, Brustdri-
senepithelzelllinie; EpiAirwa)’', primare Atemwegsepithelzellen; EZS, extrazellilSchleife; JAM Junctio-
nal Adhesion MoleculeMDCK, Zelllinie Madin-Darbycanine kidneyn.b., nicht bekannt; pBEC, primare Ge-
hirnkapillarendothelzellen; Perm, Permeabilitat;irDdccludin; T84, Zelllinie Colon-AdenokarzinomER,
transzellularer elektrischer Widerstand; Zonula occluden®rotein.

1.4.1.2 Peptidomimetika gegen Tight-Junction-assozi  ierte MARVEL-Proteine
Occludin-Peptide zuFight-JunctioaModulation wirken reversibel und nicht toxisch fI'®).
Synthetische Peptide aus der kompletten EZS2 wieseranchen Studien eine Erh6hung der
lonendurchlassigkeit und eine epitheliale Occludeduktion auf (Vietor et al., 2001; Wong
und Gumbiner, 1997). In anderen Studien hatte tashg Peptid keine Effekte (Tavelin et
al., 2003). Kirzere Peptide aus der EZS2 fuhrenezhéhten epithelialen Permeabilitét
vitro undin vivo(Beeman et al., 2009; Chung et al., 2001; WongGuohbiner, 1997).

Ein Peptid der kompletten EZS1 zeigte in einer Btuceine Wirksamkeit (Wong und
Gumbiner, 1997), in einer anderen jedoch eine Badiffnung durch verringerte Occludin-

Lokalisation an defMight JunctiongTavelin et al., 2003). Fur C-terminale Verkirzungs-
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tide der EZS1 (AS 90-113, 90-103, 100-108, 100-M@)de ebenso eine Wirkung nachge-
wiesen (Everett et al., 2006; Lacaz-Vieira et H399; Tavelin et al., 2003). Ein synthetisches
Tricellulin-EZS2-Peptid erhoht die epitheliale Dhokgssigkeitin vitro und reduziert Tri-
cellulin in Zell-Zell-Kontakten (Cording et al., 20). Das einzige TAMP-Peptid, das zur er-
hohten endothelialen Permeabilitat fuhrt, ist eyklisches Occludin-Peptid welcheseine
konserviertedeZS2-Sequengnthali(Oshima et al., 2003).

Tab. 5: Modulation parazellularer Barrieren durch Peptidomimetika von Tight-Junction-assoziierten
MARVEL-Proteinen.

Peptid Peptidsequenz und -effekte ZieI.- Literatur
protein

GVNPQAQMSSGYYYSPLLAMCSQAYGSTYLNQYIYHYCT
Ocln- | VDPQE (EZS2, Huhn)

EZS2- | EpH4-Zellen™: TER |, Ocln |, B-Ctn 1, ZO-1 @/|, ECAD @ Ocln | Myjietor et al., 2001

Peptid | A6-Zellen ®: TER |, Perm 1 < 40 kDa, Ocln |, ZO-1, ZO-2, Phwong und Gumbiner,
CGN, ECAD @ 1997

Ocin- | GVNPTAQSSGSLYGSQIYALCNQFYTPAATGLYVDQYLYH

EzS2- | YCVVDPQE (EZS2, human) Ocln

Peptid | Caco-2: Perm @ < 182 kDa Tavelin et al., 2003
LYHY (EZS2, Maus)

LHYH Ocln
EpH4-Zellen: TER |, Ocln | Beeman et al., 2009

NH2-GSQIYTICSQFYTPGGTGLYVD-COOH (209-230)
Ocln- | (EZS2, Ratte)

EZS2- | BTS (Ratte)*“: TER |, Perm 1 < 66 kDa, OclIn |, Ocln

Peptid | ZO-1, NCAD, Aktin, B-Ctn @ Mchung et al., 2001
pSz™: TER | P\wong et al., 2007

Ocln- | DYGYGLGGAYGTGLGGFYGSNYYGSGLSYSYGYGGYYG

EzS1- | GVNQRT (EZS1, Huhn) Ocln | wong und Gumbiner,

Peptid | A6-Zellen: TER, Perm, Ocln, ZO-1, ZO-2, CGN, ECAD @ 1997

DRGYGTSLLGGSVGYPYGGSGFGS-NH,™ (90-113)
(EZS1, human)
DRGYGTSLLGGSVGYPYGGSGFGSYGSGYGYGYGYGYG
GYTDPR-NH," (90-135) (EZS1, human)

Ocln- | pRGYGTSLLGGSVG-NH,M (90-103) (EZS1, human)

Peptide gegen Tight-Junction -assoziierte MARVEL-Proteine

EZS1- | gNyYGSGLSY? (100-109) (EZS1, Huhn) Ocln
Peptide | SNYYGSGLS®? (100-108) (EZS1, Huhn) MEyerett ef al. 2006
pHAE™: TER |, Perm 1 < 70 kDa, Ocln |, ZO-1, Cldn1l, -4 & @ acaz-Vieira et al.,
A6-Zellen?: TER |, ZO-1 @ 1999
Caco-2": TER |, Perm 1 0,2 kDa, Ocln | BlTavelin et al., 2003
Peptid | CLYHYC (zyklisch) (EZS2, konserviert, mehrere Spezies) ocln
B HUVEC: Perm 1 neutrophile Granulozyten, Ocln |,VCAD @ Oshima et al., 2003
Trictid DNLNRGGASYTPFYLNVPNFVTSR-NH, (ESZ2, human) Tri
rictide ric
Caco-2: TER|, Perm 1<10 kDa, tTric, tLSR, Cldn1, Ocln | Cording et al., 2017

M@, erhbht/vermindert/unverandert (z.B. Expressifight-JunctionLokalisation); (90-113), Aminosaurese-
qguenz im Zielproteinf-Ctn, p-Catenin; A6, Nierenzellen vodenopus laevisBTS, Blut-Testis-Schranke;
Caco-2, Zelllinie Colon-Adenokarzinom; CGN, CinguliCldn, Claudin; ECAD, E-Cadherin; EpH4, Brustdri-
senepithelzelllinie; EZS, extrazellulare SchleifJVEC, humane Nabelschnurendothelzellen; LEBulysis-
stimulatedreceptor, NCAD, N-Cadherin; Perm, Permeabilitéat; pHAE priméienane Atemwegs-Epithelzel-
len; pSZ, priméare Sertoli-Zellen; Ocln, Occludin;tiizellular; TER, transzellularer elektrischer dfstand;
Tric, Tricellulin; VCAD, V-Cadherin; ZOZonula occluden®rotein.
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1.4.1.3 Peptide gegen Tight Junctions zur Diagnosti  k oder Therapie
Tight-Junctiongerichtete Peptide kdnnen diagnostisch oder tleet&geh eingesetzt werden
(Tab. 6). Ein synthetisches Peptid (23 AS) ausGlaudin-4-EZS2 verhinderh vitro undin
vivo die Bindung von CPE und die damit einhergehendenadzitat (Shrestha et al., 2014).
Ein Claudin-5-Peptid aus der EZS2-Region, die fitedaktionen der Claudine eine Rolle
spielt (Piontek et al., 2008), fordert digght-JunctionsStabilisierung und damit eine verrin-
gerte Durchlassigkeit des Alkohol-exponierten Alaeepithels (Schlingmann et al., 2016).

Ein weiteres Peptid (21 AS von Gastrokin-1, Schudigne der Magenschleimhaut; Kim et
al., 2016; Yoon et al.,, 2014) verbesserte die Sgmptin einem Colitis-Modell aufgrund

einer verminderten Barriere6ffnung dur@ight-JunctionStabilisierung (Chen et al., 2012;
Toback et al., 2003; Walsh-Reitz et al., 2005). iAdas mikrobielle Peptid LL-37, erhdht in
Hautinfektionen/-verletzungen (Schauber et al.,720@ormalisiert die Barrierefunktion und
die Tight-JunctionProteinexpression (Akiyama et al., 2014), die natdpischer Dermatitis

beeintrachtigt sind (De Benedetto et al.,, 2011). Dght-JunctionProteine in Tumoren

Uberexprimiert sein kdnnen (z.B. Claudin-1 im celdalen Karzinom; Grone et al., 2007;
Kinugasa et al., 2007), wurde ein Claudin-1-Peffiiid die Diagnostik von Dysplasien im
Colon entwickelt ohne selb$ight Junctionszu beeinflussen (Rabinsky et al., 2015).

Tab. 6: Tight-Junction-gerichtete Peptide zur Diagnostik und Therapie.

Peptid Peptidsequenz und -effekte ZieI.- Literatur
protein
Cldn4- | TAHNIIQDFYNPLVASGQKREM (EZS2, human)
EZS2- | Caco-2, Dinndarm (Kaninchen): CPE-induzierte Cldn4
o Peptid | Darmtoxizitat | Shrestha et al., 2014
'% Ac-EFYDP-NH, (EZS2, konserviert, mehrere Spezies)
@ | EFYDP | pAEC Alkohol -exponiert: TER 1, Perm | <10 kDa, Cldn18/- | Cldn5 | Schlingmann et al.,
= 5-Interaktion |, Cldn18/ZO-1-Interaktion 1 2016
T LDALVKEKKLQGKGPGGPPPK (human)
2 | Gastro | Caco-24: TER 1, Ocin, ZO-1, ZO-2, Cldn5, ECAD, JAM-A 1 Uichen et al., 2012
% | kin-1. | Colitis (Maus) >4 perm | <4 kDa, Ocln, ZO-1, Aktin 1, nb. Plchen et al., 2015b
Q peptid | Diarrhd, Blutung, Entziindung, mukosale Ulzera | BlToback et al., 2003
= Primare Antrummukosa-Zellen ®': Zellwachstum, “\walsh-Reitz et al.,
a Waundheilung 1 2005
é LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (human)
g LL-37 Primare Keratinozyten: TER 1, Perm | <4 kDa, Ocln, n.b.
=4 Claudin-1, -3, -4, -5, -6, -7, -9, -12, -14, -16, -17 1, JAM-A, -B,
& -C,Z20-1,-2,-30 Akiyama et al., 2014
r;_' - RTSPSSR (Phage Display)
Peptid | T84-Zellen, Colon -Adenokarzinom  (Maus): TER, ZO-1, Cldni
Cldn1 @, Karzinom-Diagnostik Rabinsky et al., 2015

M3, erhoht/vermindert/unverandert (z.B. Expressidight-Junction (TJ)-Lokalisation); Caco-2, Zelllinie
Colon-Adenokarzinom; Cldn, Claudin; CPEJostridium perfrigensEnterotoxin; ECAD, E-Cadherin; EZS,
extrazellulare Schleife; JAMjunctional Adhesion Molecuyla.b., nicht bekannt; pAEC: primare alveolare Epi-
thelzellen; Perm, Permeabilitat; Ocln, Occludin;4T&elllinie Colon-Adenokarzinom; TER, transzelkdé
elektrischer Widerstand; TJjght JunctionsZO, Zonula occluden®rotein.
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1.5 Zielstellung

Fur mehr als 98 % der Wirkstoffe stellt die BHSesumiuberwindliche Barriere dar und limi-
tiert die Behandlung von ZNS-Erkrankungen wie zi@1 Gehirntumoren. Bisherige Ansatze
die BHS zu Uberwinden, wirken meist unspezifiscd aaigen unerwiinschte Nebenwirkun-
gen durch den Zusammenbruch der BHS oder Effel@erlialb des ZNS. Um eine moglichst
spezifische Modulation zu erreichen, ist es Zielsdr Arbeit, Proteine der BHS selektiv zu

beeinflussen.

Das transmembranBght-JunctionProtein Claudin-5 ist maf3geblich fur die Abdiclguther
BHS verantwortlich. In vorangegangen Studien fuleitee Claudin-5-Defizienz zur erhdhten
parazellularen Permeabilitat fur kleine Molekuleesbalb wurde Claudin-5 als Zielprotein
zur Modulation der BHS zur Verbesserung des Wiffdtwchtritts ausgewahlt. Da die
Barrierefunktion von Claudinen insbesondere dutehmteraktion der extrazellularen Doma-
nen bestimmt wird, sollen Peptide aus dem extralze#in Bereich von Claudin-5 generiert
werden (Peptidomimetika). Ziel ist es, diese Pepudr moglichst spezifischen, vortber-
gehenden und moderaten Offnung der parazellularamiegBe Claudin-5-exprimierender
Zellen einzusetzen. Die synthetisierten Peptidéesatundchst auf ihre permeabilitatsstei-
gernde Wirkung an epithelialen und endothelialenriBeen getestet werden. Als wirksam
identifizierte Peptide werden genauer hinsichtlR@versibilitdt, Zeit- und Konzentrations-
abhangigkeit charakterisiert. Dartber hinaus sell cholekulare und zellulare Wirkungs-
mechanismus aufgeklart werden. Nach einevitro-Validierung schlie3en sich tierexperi-
mentelle Analysen an. Dabei werden pharmakokingistarameter untersucht. Anschliel3end
wird mittels Kombinationsbehandlung mit nicht ZN8nrgigen Zytostatika nach Gabe eines
permeabilitdtssteigernden Claudin-5-Peptids Gbdrpob eine Reduktion der Gliomgréfie in
Mausen erzielt werden kann. Strukturuntersuchursgdien klaren, welche Strukturelemente
der Peptide an Claudin-5 binden, um eine Wirkungrzaichen.

Da auch Claudin-12 in der BHS exprimiert wird, és eine weitere potenzielle Zielstruktur
zur BHS-Modulation. Bisher ist wenig Gber seine lgion bekannt. Deshalb soll anhand von
Knockout-Mausen die Funktion an der BHS und an sard£ellbarrieren untersucht werden.

Insgesamt ist das Ziel dieser Arbeit die Validigywaines peptidbasierten Ansatzes zur mog-
lichst spezifischen und transienten Permeabiligitsérkung Uber einéight-JunctionAModu-

lation sowie der weiteren funktionellen Aufklarumgn Claudinen in zellularen Barrieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tab. 7: Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien

Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien

Hersteller

2-Methylbutan
8-(4-chlorophenylthio(CPT))-cAMP
Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid Mischung 40 %
Albumin Fraktion V, bovin

Agarose Standard
Ammoniumperoxodisulfat

Borsaure

Bromphenolblau

Cacodylséaure Natriumsalz Trihydrat
Dexametason

Dextran ca. 70 kDa
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumydrogenphosphat
Dithiothreitol

DNA Gel Loading Dye (6x)

DNase | — RNase-frei

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich Ghee, Steinheim, DE
VWR, Darmstadt, DE
Carl Roth,risauhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Bio-Rad, Munchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmKHlIsruhe, DE
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich Chemie, Steeim, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Thermo Fisher Scientif@chwerte, DE
Roboklon GmbH, Berlin, DE

Dulbecco’s Modified Eagle’Medium (DMEM) gibco®, Thermo Fisher Scientific,

(1x) + GlutaMAX™ (1 g/I D-Glucose)

Schwerte, DE

Dulbecco’s Modified Eagle’Medium (DMEM) gibco®, Thermo Fisher Scientific,

(1x) + GlutaMAX™, High Glucose (4,5 g/l D-

Glucose)

Dulbecco’s Modified Eagle’Medium, High
Glucose (4,5 g/l D-Glucose), kein Natrium-

bicarbonat

Schwerte, DE

gibco®, Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Dulbecco’s Modified Eagle’Medium (DMEM) gibco®, Thermo Fisher Scientific,
(1x), High Glucose (4,5 g/l D-Glucose), ohne Schwerte, DE

Phenolrot
Eindeckmedium, ImmuMount
Essigsaure
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),

Dinatriumsalz Dihydrat, Titrierkomplex I

Ethylenglykol

Thermo Fisher Scientfichwerte, DE
J.T. Backer, Deventur, NL
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Tab. 7: Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien (Fodetzung)

Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien

Hersteller

Fibronektin
Fotales Kalber Serum (FKS), hitzeinaktiviert
Gadodiamid

GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Geneticin, G418-Sulfat

Glutaraldehyd-L6sung, 25 %
Glyzerin

Hank’s Buffered Salt SolutigiiiBSS) (1x), mit
cd* und Mg

Heparin-Natrium 250000 I.E./10 ml
Injektionslosung

HEPES Pufferldsung 1 mol/l

Isofluran CP

Isopropanol

Ketamin 10 % Injektionslosung

Kollagen Typ IV

L-Cystein

Methanol

Milchpulver, Blotting grade
Natriumchlorid

Natriumchlorid, 0,9-%ige Injektionslésung

Natriumcitrat-Losung, 3,2 %, Greiner Bio-
One Coagulation Tubes

Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat

Nicht essenzielle Aminosauren, Losung, 100x

Paclitaxel
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Phosphate-buffered Salif®BS) mit Md",
mit C&*, 10x

Phosphate-buffered SalifEBS) ohne Mg,
ohne C&', Trockensubstanz

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
giBc@hermo Fisher Scientific Inc.

Absource Diagnostics GmbH, Munchen,
DE

Thermo Fisher Scient8chwerte, DE

Biochrom AG, Merck Millipore, Berlin,
DE

Sigma-Aldrich Chemieiigteim, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

gibco®, Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Ratiopharm, Ulm, DE

PAA Laboratories GmbH, Colbe, DE
CP-Pharma, Burgdorf, DE
VWR, Darmstadt, DE
CP-Pharma, BurgddH,
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
VWR, Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH, Karlsej DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
B.Brawtelsungen, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Merck, Darmstadt, DE
SERVA, Heidelberg, DE

dibdthermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

gibc Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

gibco®, Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Biochrom AG, Merck Millipore, Berlin,
DE
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Tab.7: Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien (Fortstzung)

Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien

Hersteller

Poly-L-Lysin

Proteinase K, rekombinant, PCR grade

Rattenschwanzkollagen
Ro0-20-1724

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE
Thermo FiShiemtific, Schwerte, DE
Roche, Mannheim, DE
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE

Spectra™ Multicolor Low Range Protein Laddérhermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

TES, BioUltra,>99.5%
Tetramethylethylendiamin
Tissue-Tek

Trichloressigsaure

Tricin

Trifluorethanol

Tris Hydrochlorid

Triton X-100

Trypsin/EDTA, 0,25%, mit Phenolrot

Tweerf 20
Xylazin 2 % Injektionslésung
S-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

VWR International, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich Chemie, Steinhdia,

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

gib@pThermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ceva TiergesundheiiisBeldorf, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tab. 8: Gerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage METTLER AT21 Comparator

Cryostat CM 3000
Dounce-Homogenisator
ECIS System 1600R
Elektrophorese-Kammer

Elektrophorese-Netzteil 3000Xi

Fixiereinheit fur Mause, Tailvein®TV-150

Fluoreszenz Scanner, FLA-5000
Handelektrode EVOM Voltohmmeter
Gefrierbruchanlage BAF 400 D
Heizblock, PZ 28-2 T

Mettler-Tol€éembH, Giel3en, DE
Leica, Wetzlar, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Applied BioPhysics, Troy, USA

Bio-Rad Laboratories GmbHnidlo,
DE

Bio-Rad Laboratoi&sbH, Minchen,
DE

Braintree Scientific, Braintree, USA
Fujifilm, Tokio, JP
WPI, Sarasota, USA
BAL-TEC, Balzers, LIE
Harry Gestigkeit GmbH, Dudsef, DE
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Tab. 8: Gerate (Fortsetzung)

Gerat

Hersteller

Inkubator, CB 210

lonisationsgeblase STAT-FAN YIB01-ODR
Kafig-Resonator

Kleintier-MRT 9,4 T Bruker BioSpec 94/20

Kontrollsystem Model 1025, Monitoring &
Gating System

Kupfernetz

Mikroskop, Konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop LSM 780

BINDER GmbH, Tuttlingen, DE
Sartorius A&ittingen, DE
Rapid Biomed, Rimpar, DE
Bruker Bpmn, Ettlingen, DE
SA Instruments, Stony Brook, USA

Wacker Chemie, Miinchen, DE
Carl ZEISS Jena GmbH, Jena, DE

Mikroskop, Inverses PhasenkontrastmikroskopOlympus Europa GmbH, Hamburg, DE

IMT-2

Mikroskop, TransmissionselektronenmikroskopCarl ZEISS Jena GmbH, Jena, DE

EM10

Mikroskop, TransmissionselektronenmikroskopCarl ZEISS Jena GmbH, Jena, DE

EM900
Neubauer-Zahlkammer

PCR Thermocycler, DNA Engine

Peristaltische Pumpe MINIPULS 3
pH-Meter CG 840

Plattenmessgerat, Safire
Spektralphotometer ND-1000
Spektropolarimeter J-720
Spritzenpumpe, Model PHD 22/2000
StepOnePIf$Real Time PCR System
Sterilwerkbank S-1200

Thermomixer R

Wasserbad, 1002

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge Heraeus™ Biofuge™ Stratos™
Zentrifuge Mikro 22R

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,

Lauda- Konigshofen

Bio-Rad Laboratorieslibl, Munich,

DE
Gilson, MiddletlsA
Schott AG, Mainz, DE
Tecan, Mannedorf, CH
Nano Drop®, WilmingtdgA
Jasco, Tokyo, JP
Harvard Apparatiiliston, USA

Applied Biosystems, Fostsyr, CiSA

BDK Luft- und Reinraumtechnik
Sonnenbuhl-Genkingen, DE

Eppendorf, Hamburg, DE
GFL, Burgwedel, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Thermo SdienSchwerte, DE
Hettich, Tuttlingen, DE
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Tab. 9: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Chirurgischer Faden, 640S, 5/0, Silk, Black, 18" M&dical, Norcross, USA

Deckglaschen, Durchmesser 12, 30 mm, rund

Gerhamkz& GmbH, Braunschweig,
DE

Dialyseschlauch, Spectra/fd2 MWCO 12000- Spectrum Laboratories, Rancho

14000
ECIS® Chip 8W10E+

Dominguez, USA
Ibidi GmbH, Planegg/ Martinsried, DE

Falcon-Réhrchen (15 ml, 50 ml) CELLSTAR Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Filter, Minisart-Plus, Porengréf3e 0,2 um

DE
Sigmarisld Chemie, Steinheim, DE

Filtereinsatze, Millicell, CM, Porengrof3e 0,4 um releMillipore, Darmstadt, DE

Filtereinsatze, Transwé&llPolycarbonat,
Porengro3@,4 um

Filterspitzen Biosphefe(0,1 — 100Qul)
Kryoeinbettformen, Tissue-T&Cryomold®

MicroAmp® Fast Optical 96-Well
Reaktionsplatte

Nylon-Netzfilter, 25 mm, Porengrof3e 41 pm

Objekttrager
Objekttrager, Superfro¥®lus

PAP pen

Quarzkivette 100-QS

Spritzen, Omnicah10030G x 1/2”
Zellkulturflaschen 25, 75 cm? CellBIND
Zellkulturflaschen 25, 75 cm? CELLSTAR

Zellkulturplatten 48 Well
Zellkulturplatten 6, 24, 96 Well

Zentrifugationsrohrchen, Nanosep 10K Omega

Corning Life Sciences, New York, USA

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, DE
Sakura Finetek Germany, Staufen, DE
Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE

MercklMdre, Darmstadt, DE

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,
Sondheim, DE

Thermo Fisher Scientifi, Gerhard Menzel
B.V. & Co. KG, Braunschweig, DE

Abcam, Cambridge, UK

Hellma Analytics, Mullheim DE
B.Braun, Melsungen, DE
Cornind® Incorporated, NY, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
DE

Cornirfyincorporated, NY, USA

TPP Techno Plagtioducts AG,
Trasadingen, DE

Palp&ation, Port Washington, USA
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Tab. 10: Reaktionskits

Reaktionskits Hersteller

GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit  Roboklo@mbH, Berlin, DE

Luminaris Color HiGreen gPCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
high ROX

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
RT-gPCR

Taq DNA Polymerase + Puffer Roboklon GmbH, Belit

Tab. 11: Primarantikorper

Primarantikorper Spezies Konzentration Hersteller

pg/mi
Anti-Claudin-1 Kaninchen [HC 5 Invitrogen™, Thermo Fisher
#51-9000 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Claudin-3 Kaninchen [HC 5 Assay Biotechnology
#C0144 Company, Sunnyvale, USA
Anti-Claudin-5 Kaninchen IF 1,25 Invitrogen™, Thermo Fisher
#34-1600 IHC 5 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Claudin-11 Kaninchen IHC 5 Invitrogen™, Thermo Fisher
#36-4500 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Claudin-12 Kaninchen IHC 2 IBL International, Hamburg,
#JP18801 DE
Anti-Claudin-25 Kaninchen IHC 10 OriGene Technologies, Inc.,
#AP52015P Rockville, MD, USA
Anti-Connexin-43 Maus IHC 5 BD Biosciences, Heidelberg,
#610061 DE
Anti-Desmoplakin Kaninchen [HC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher
#711223 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Occludin Maus IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher
#33-1500 Scientific, Schwerte, DE
Anti-ZO-1 Ratte IF 2,5 BIOZOL Diagnostica Vertrieb
#1.SC124822 IHC 10 GmbH, Eching, DE

IF, Immunfluoreszenzfarbung; IHC, Immunhistochenzi®-1, Zonula occluden®rotein-1.
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Tab. 12: Sekundarantikérper

Sekundarantikorper Spezies Konzentration Hersteller

pg/ml
Anti-Kaninchen Alexa Ziege IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher
Fluor® 647 #A21244 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Kaninchen, Atto 488 Ziege IF 4 Sigma-Aldrich Chemie
#18771 IHC 10 GmbH, Steinheim, DE
Anti-Maus IgG-Alexa Ziege IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher
Fluor® 488 #A11029 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Maus IgG-Alexa Ziege IHC 20 Invitrogen™, Thermo Fisher
Flour® 647 #A21236 Scientific, Schwerte, DE
Anti-Ratte 1gG- Alexa Ziege IF 8 Invitrogen™, Thermo Fisher
Flour® 555 #A21434 IHC 20 Scientific, Schwerte, DE

IgG, Immunglobulin G; IF, ImmunfluoreszenzfarbutigC, Immunhistochemie.

Tab. 13: Fluoreszenzdetektion der Sekundérantikérpeam Laser-Scanning-Mikroskop

Antikdrper-Konjugat Anregungswellenl&nge Aex Emissionswellenlang@.en
im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 780

Alexa Flouf® 488 bzw. Atto 488 nm 491-535 nm

488

Alexa Flouf® 555 561 nm 566-631 nm

Alexa Flouf® 647 633 nm 638-740 nm

Lexs ANregungswellenlang@;,, Emmisionswellenlange.

Tab. 14: Primersequenzen fir Genotypisierung der CBL/6-Claudin-12-Mause

Primer Primersequenz (523)

WT for GTTACACATTCCAATCAGGCAGAGTAGC
rev CTTAGCCACAGAAGTGCTAGGATTGC

HO for GCAGCCTCTGTTCCACATACACTTCA

rev CCCCATCTGAAACCAATGAAGAAGCC

for, Vorwarts-Primer; HO, homozygotgv, Rickwarts-Primer; WT, Wildtyp; Primerdesign ungynthese:
Regeneron Pharmaceuticals, Tarrytown, USA.
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Tab. 15: Primersequenzen fiir quantitativereal-time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Primer

Primersequenz (52>3’)

Claudin-1
Claudin-2
Claudin-3
Claudin-4
Claudin-5
Claudin-6
Claudin-7
Claudin-8
Claudin-9
Claudin-10
Claudin-11
Claudin-12
Claudin-13
Claudin-14
Claudin-15
Claudin-16
Claudin-17
Claudin-18
Claudin-19
Claudin-20
Claudin-22
Claudin-23
Claudin-24
Claudin-25
Claudin-26
Claudin-27
MD3
Occludin
Tricellulin
VDR

Z0-1
B-Aktin

for GATGTGGATGGCTGTCATTG
for ATGGTGACGTCCAGTGCAAT
for GAGATGGGAGCTGGGTTGTA
for CCCGAGCCCTTATGGTCATC
for CTGGACCACAACATCGTGAC
for GAGCCAAGTGCACTACCTGT
for GCGACAACATCATCACAGCC
for TTGCTGACAGCCGGAATCAT
for CCAAGGCCCGTATCGTACTC
for GCTAAAATTGCTTGCTTGGC
for TAGCCACTTGCCTTCAGGTG
for AACTGGCCAAGTGTCTGGTC
for CCCTGTCCTGGGTAACACAC
for GCACAGGCATCTACCAGTGT
for TGTCTACGGTCCATGGCAAC
for CCTGCGATGAGTACGACTCC
for TCTCCCTCCGGTACTGGAAG
for GTGTCCATCTTCGCCCTGAA
for TTCTTCAACCCCAGCACTCC
for CTTTCATCCTGGCCGTGTCT
for GGGCTTAGTCTTCCGAACG
for GGACATATGTCGCGAGCAGA
for CTGTCATTGCTGGGATGGGT
for CTACATGGCGGCCTCCATAG
for TGACCGGGTTCTTGAGCTTC
for GCCTGGAAGTTTCTCCCTCC
for TGGAGAAGTCCCGTCAAAGC
for ACTCCTCCAATGGCAAAGTG
for GAGAATCCTGGGTGTGGTGG
for ACTCAGCTTCTCCGGAGACT
for CCCACCCCCATCTCAGAGTA
for TTTGAGACCTTCAACACCCC

rev CGTGGTGTTGGGTAAGAGGT
rev GGCGAGTAGAAGTCCCGAAG
rev GTAGTCCTTGCGGTCGTAGG
rev GAGTAGGGCTTGTCGTTGCT
rev GCCGGTCCAGGTAACAAAGA
rev TGGTGGGATATTCGGAGGGT
rev TACCAAGGCAGCAAGACCTG
rev TCGGAGATCTCTTTTCGGCG
rev GGACACGTACAGCAGAGGAG
rev TCCGTTGTATGTGTAGCCCA
rev GAGCAGCAGACGATGACACA
rev AGACCCCCTGAGCTAGCAAT
rev GGCTCCTGAAGGTCTAGCAC
rev TGAGGAGATGAAGCCCAGGT
rev CCACGAGATAGCCACCATCC
rev CTCCTGCCAAAAAGCAACCC
rev GCTCCTCCAAGTTCTCGCTT
rev GGTGTACCTGGTCTGAACGG
rev GCGGGCAACTTAACAACAGG
rev GGCTTTCCGGAATGGTCAGA
rev CTTCAAGTGCGGCAAGTAGT
rev CGAAAAACACCACGCCAGAG
rev TGCACAGGGACATCAAGACC
rev CGATGCCGCTATTGTGGTTG
rev CAGAGACCAGCCAAAGCGTA
rev ATGTAGATGCTGAGCCCTGC
rev AGCCACTATAAGCCCCTCCA
rev CCCCACCTGTCGTGTAGTCT
rev TTTCGATGACAACGACGGGT
rev GGATAGGCGGTCCTGAATGG
rev GGGACAGCTTTAGGCATGGT
rev ATAGCTCTTCTCCAGGGAGG

for, Vorwarts-Primer; MD3, MARVELdomain containing; rev, Rickwarts-Primer; VDR, Vitamin-D-Rezep-
tor; ZO-1,Zonula occluden®rotein-1; Primerdesign (exkl. VDR): Dr. P. BerfdMP, Berlin, DE); Primersyn-
these: BioTeZ, Berlin, DE.
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Tab. 16: Fluoreszierende GréRenmarker fir Permeatinsexperimente und weitere Farbmarker

GroRRenmarker fur
Permeation

Fluoreszenz- bzw.
Absorptionseigenschatften

Hersteller

Albumin-FITC-Konjugat
Doxorubicin Hydrochlorid
FD10, 10 kDa

FD40, 40 kDa

Lucifer Yellow, 0,4 kDa

TRITC-Dextran, 155 kDa

Sigma-Aldrich Chemie GmbH)ex = 485 nM)em = 520 Nnm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH)ex = 470 nMAer= 585 nm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbHiex = 485 nmpAem =520 nm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbHiex = 485 nmpAem =520 nm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbHAex = 425 nmAem = 520 nm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbHex = 540 nm}em = 565 Nnm
Steinheim, DE

Weitere Farbmarker

Ethidiumbromid-L6sung,
1%

Evans Blue

Fluoreszein-Dextran,
3 kDa, fixierbar

Hoechst 33342
(bisBenzimid)

Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazoliumbromid

Natrium-Fluoreszein

Neutralrotlosung, 0,5 % in
Essigsaure pH 5,2

Rhodamin-Phalloidin

TAMRA

Carl Roth, Karlsruhe, DE Aap= 210 bzw. 285 nm

Sigma-Aldrich Chemie GmbHex = 620 nm)em = 680 Nm
Steinheim, DE

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A4, =570 nm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbHhex = 460 NnMAem = 515 Nnm
Steinheim, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A4, = 540 nm
Steinheim, DE

Invitrogen™, Thermo Fisher iex = 540 nmAem = 565 nm
Scientific, Schwerte, DE

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE

rex = 494 nMAem= 518 nm

rex = 350 NMAem= 461 Nnm

rex = 543 NMAem = 572 nm

FD, Fluoreszein-Isothiocyanat-Dextran; FITC, Fleaein-Isothiocyanat; TAMRA, 5,6-Carboxytetramethyl-

rhodamin; TRITC, Tetramethylrhodamin-Isothiocyanaty, Wellenlange der Absorptionsmessuniky,
Anregungswellenlangé.,, Emmisionswellenlange.
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Tab. 17: Eukaryotische Zellen und Versuchstiere

Zellen Mutation Bezugsquelle

Spezies/ Gewebe/ Zelltyp

Astrozyten (primar) WT Helms et al., 2014
Ratte/ zerebraler Cortex/ Gliazelle

bEND.3 WT Zwanziger et al., 2012b
Maus/ zerebraler Cortex/ Endothel

HEK-293 hClaudin-1-YFP Piontek et al., 2011

Mensch/ Niere/ Epithel mClaudin-3-YFP

hClaudin-4-YFP
mClaudin-5-YFP
YFP-mClaudin-11

YFP-hOccludin

MDCK-II WT
Hund/distaler Tubulus/ Epithel YEP-mClaudin-5

Piontek et al., 2011
Piontek et al., 2011
Piontek et al., 2011

zur Verfigung gestellt von
Dr. P. Berndt

Bellmann et al., 2014
Gehne et al., 2017
Gehne et al., 2017

pBCEC (primar) WT Helms et al., 2014

Rind/ zerebraler Cortex/ Endothel

U-87 MG WT EPO GmbH

Mensch/ Glioblastom/ gliale Tumor-

zellen

Versuchstier, Spezies Stamm Bezugsquelle

Mus musculus C57BL/6 MDC, Berlin, DE
C57BL/6- Zichtung durch R. Blasig,
Cldn12mKOMPViegpr  EMP, Berlin, DE
NMRI-nu/nu JANVIER LABS, Le

Genest-Saint-Isle, FR

h, human; m, murin; pBCEC, primére bovine Gehirillaendothelzellen; YFPYellow Fluorescent Protein.
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Tab. 18: Software

Programm

Hersteller/Bezugsquelle

BIOVIA Discovery-Studio, Version 4.5

BLAST®

CABS-dock

EMBOSS

Endnote, Version X8
I-TASSER

ImageJ, Version 1.49k
Matlab®

MS Office 2010
PEP-FOLD
Primer3Plus.com
Prism 5, Version 5.04
PSIPRED

PyRAT Version 3.6-403-g7178127

Spectra Manager, Version 1.54.03
StepOn& Software v2.2.1

Zeiss LSM Image Browser, Version
4.2.0.121

ZEN 2010B SP1, Version 6,0,0485

Accelrys, SBiego, USA
NCBI, Rockville Pike, USA
Kurcinski et al., 2015
Rice et al., 2000
Thomson Reuters, Philadelgh&A
Roy et al., 2010; Zhang, 2008
W. Rasband, National Inggwf Health, USA
MathWorks, Natick, USA
Professionel Microsoft, Unterschiesiin, DE
Shen et al., 2014; Thevenet et al., 2012
Untergasser et al., 2012
GraphPad, San Diego, USA
Buchan et al., 2013

Scionics Computaplation GmbH,
Dresden,DE

Jasco, Tokio, JP
Applied Biosystems, Foster QA
Carl Zeiss, Jena, DE

Carl Zeiss, Jefa, D
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2.2 Peptiddesign und -synthese

Die Modulation der BHS sollte mittels Peptid-Sequesmuntersucht werden, deren Ursprung
das Tight-JunctionProtein Claudin-5 ist. Das Peptid C5C2 ist von H&S1 von murinem
Claudin-5 entlehnt (AS 53-81). Eine modifizierte riate ist C5C2[S22N], dessen Ser an
Position 22 (Position 74 im Claudin-5-Molekdl) drasn ausgetauscht wurde. Damit ahnelt
es der Sequenz von Claudin-1, welche an dieseteSt&l Asn ausbildet. Die Peptide
C5C2/C-4AS und C5C2/N+5AS sind C-terminal um 4 ASgkiirzt bzw. N-terminal um 5 AS
verlangert (KGLWQ). C5C2/shifted ist sowohl verkiii(z AS, C-terminal) als auch verlan-
gert (5 AS, KGLWQ, N-terminal). Die Sequenz von [3-&£5C2 stimmt mit der von C5C2
Uberein, ist jedoch vollstdndig aus D-AS aufgebaDasselbe gilt auch fir D-AS-
C5C2[S22N] und D-AS-C5C2/shifted in Bezug auf ibrdS-Varianten.

Wenn nicht anders erwdhnt, stammen die genanntptidBevon murinem Claudin-5. Hu-

mane Claudin-5-Peptide waren hC5C2 (analog zu rari@5C2) und C5/hEZS2, ein Peptid
generiert aus der kompletten EZS2 (AS 145-160)mE=IS2 ist das murine Aquivalent dazu.
C2C2 aus der EZS1 von murinem Claudin-2 (AS 53v&dnde als Kontrollpeptid verwendet

(Dabrowski et al., 2015; Staat et al., 2015; Zwgerkt al., 2012a).

Die Peptide waren C-terminal amidiert und natives Q@54 und C64) wurden durch Ser er-
setzt, um die Ausbildung einer intramolekularenuidbriicke (Wen et al., 2004) zu unter-
binden. Dariber hinaus wurden C5C2, D-C5C2, C5C2\%2ind C2C2 N-terminal mit 5,6-
Carboxytetramethylrhodamine (TAMRA) und/oder Flisrein markiert (Zwanziger et al.,
2012b). Die jeweiligen Sequenzen sind in Tab. Igektellt.

Die Herstellung der Peptide erfolgte in der AbteguChemische Biologie des Leibniz-For-
schungsinstitutes fur Molekulare Pharmakologie durd<retzschmar mittels Festphasensyn-
these nach 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Peptidchg/@®n et al., 2007). Die durch Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie aufgetrenrftezktionen des Rohpeptides (detektiert
bei 220 nm) wurden lyophilisiert und deren Reinheiassenspektrometrisch bestimmt.
Peptidfraktionen mit der erwarteten Masse und eR&inheit >95 % wurden fir die Unter-

suchungen verwendet.
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Tab. 19: Peptide

Peptido-
mimetikum

Abklirzung

Sequenz

Cldn2-EZS1-Peptid

Cldn2(53-81) C2C2

ESATHSTGITQSDIYSTLLGLPADIQAAQ-NH

Cldn5-EZS1-Peptide

Cldn5(53-81) C5C2
hCldn5(53-81)  hC5C2

SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH
SSVVQSTGHMQSKVYDSVLALSTEVQAARHNY

Deletions-/Additionspeptide

Cldn5(53-77)

C5C2/C-4AS SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVHN

Cldn5(48-81) C5C2/ KGLWQSSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR
N+5AS -NH,

Cldn5(48-77) C5C2/shifted KGLWQSSVVQSTGHMQSKVYESVLSAER-NH,

Substitutionspeptide

Cldn5(53- C5C2[S22N] SSVVQSTGHMQKVYESVLALNAEVQAAR-NH

81)[S74N]

D-Aminosaure-Peptide

D-AS-Cldn5 (53- D-AS-C5C2
81)

D-AS-Cldn5 (48- D-AS-
77) C5C2/shifted

D-AS-Cldn5 (53- D-AS-

ssvvgstghmgkvyesvlalsaevgaar.NH

kglwgssvvgstghmgskvyesvlalsaer-iH

ssvvgstghmagkvyesvlalnaevgaar-NH

81)[S74N] C5C2[S22N]

Cldn5-EZS2-Peptide

Cldn5(145-160)  C5/mEZS2
hCldn5(145-160) C5/hEZS2

REFYDPTVPVSQKYEL-NH2
VREFYDPSVPVSQKYE-NH

Fluoreszenz-markierte Peptide

Fluoreszein- Fluoreszein- Fluoreszein-

Cldn5(53-81) C5C2 SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH
Fluoreszein-D-  Fluoreszein- Fluoreszein-ssvvgstghmgskvyesvlalsaevqaag-NH
AS-Cldn5(53-81) D-AS-C5C2

TAMRA- TAMRA- TAMRA-ESATHSTGITQSDIYSTLLGLPADIQAAQ-
Cldn2(53-81) C2C2 NH;

TAMRA- TAMRA- TAMRA-

Cldn5(53-81) C5C2 SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH
TAMRA-Cldn5 TAMRA- TAMRA-

(53-81)[S74N]  C5C2[S22N] SSVVQSTGHMQSKVYESVLALNAEVQAAR-NH,

(53-81), Aminosaureposition im Ursprungsproteind&S; C-Terminus um 4 Aminosauren (AS) verkirzt; C5,
Claudin-5; Cldn, Claudin; D-AS, D-Aminosaure; EZXtrazellulare Schleife; h, human; m, murin; N+5AB,
Terminus um 5 AS verlangert; S22N, Substitution BeAsn in Position 22 des Peptides; shifted, GHliens
um 4 AS verkirzt und N-Terminus um 5 AS verlangeAMRA, 5,6-Carboxytetramethylrhodamin.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Als in vitro-Modell der BHS wurden bEND.3-Zellen, eine endatiel Zelllinie aus dem
Mausgehirn, kultiviert. Diese sind bekannt fur Bigpression von Claudin-5, ZO-1, ZO-2 und
Occludin (Brown et al., 2007; Watanabe et al., 202 weiteres BHS-Modell dienten pri-
mare bovine Gehirnkapillarendothelzellen, die nmitngren Ratten-Astrozyten als Kontakt-
kultur kultiviert wurden. Die Zellen wurden von RPr@®r. B. Brodin (Universitat Kopenha-
gen, DK) zur Verfugung gestellt und in Kooperatmit E. Tornabene (Universitat Kopenha-
gen, DK) kultiviert (Helms et al., 2014). Primarevine Gehirnkapillarendothelzellen ex-
primieren Claudin-5, Occludin und ZO-1 in hohem MaFauquette et al., 2012; Helms et
al., 2010). Die primare Astrozyten-Kultur wurde dlaer hinaus als Monokultur 3 Wochen

kultiviert, um Astrozyten-konditioniertes Medium KM) zu generieren.

HEK-293-Zellen, humane, embryonale Nierenepithédrelbilden endogen keirflgght Junc-
tions aus (Piontek et al., 2008) und exprimieren keiau@in-1 bis -5 und Occludin sowie
ZO-1 nur in geringem Mal3e (Staat, 2015). Daher emigtabile monotransfizierte HEK-293-
Zellen zur Untersuchung d&ight-JunctionProteine Claudin-1, -3, -5, -11, -12 und Occludin
eingesetzt. Zur besseren Detektion wurden N- bzser@inale YFP-Fusionsproteine ver-
wendet (s. Tab. 17).

Die epitheliale Nierenzelllinie MDCK (Madin-Darbganine kidne)ll wurde insbesondere
fur Permeationsuntersuchungen verwendet. DieserZelkprimieren endogen die Claudine-
1, -2 -3, -4, Occludin, ZO-1 und Effluxtransport€faudin-5 jedoch nur in vernachlassigbarer
Menge (Horio et al., 1989; McNell et al., 2006; &tat al., 2015). Daher wurden MDCK-II-
Zellen stabil transfiziert, sodass sie ein Fusiomisgin aus murinem Claudin-5 mit N-termina-
lem YFP {rellow Fluorescent Prote)nexprimieren (YFP-mClaudin-5, Gehne et al., 2017).
Dieses lokalisiert an der Plasmamembran (Abb. &. Z&llen wurden von Dr. N. Gehne

(FMP, Berlin) zur Verfigung gestellt.

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturfden unter sterilen Bedingungen in
Komplettmedium (Tab. 20) sowie bei einer Temperatn 37°C und einer C£&Konzentra-
tion von 10 % in einer wasserdampfgesattigten Aphése kultiviert. Im Besonderen wurden
die bovinen Gehirnkapillarendothelzellen nach eikedtivierung von 4 h mit frischem
Wachstumsmedium (Komplettmedium mit 50 % AKM undpien 125ug/ml) versorgt. Alle
Zelllinien bildeten einen adharent-wachsenden kmamflen Zellrasen aus.
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of
/

YPR-Claudin-5

A\

berlagerun/Nuklei

YFP-Claudin-5

MDCK-II-Zellen

WT

20 ym /2000 -

Abb. 8: MDCK-II-Zellen exprimieren stabil murines Claudin-5 N-terminal markiert mit Yellow
Fluorescent Protein (YFP-mClaudin-5). Immunfluoreszenzfarbungen von MDCK (Madin Darbgnine
kidney-ll-Zellen transfiziert mit YFP-mClaudin-5 oder wansfiziert (WT, Wildtyp). WT-Zellen zeigen eine
vernachlassigbare Claudin-5-Expression (unten).-§fe®audin-5-Zellen exprimieren Claudin-5 (oben, teli
welches mit Occludin in der Plasmamembran kololati§Uberlagerung, orange Membranen).

2.3.1.1 Subkultivierung von Zellen

Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurde alle drei fiiaf Tage das Komplettmedium abge-
saugt. Ohne den Zellrasen zu beschadigen, wurderdmveimal mit 37°C vorgewarmtem

PBS-/- Phosphate-buffered Salirehne C&" und Md™*) gewaschen, um Mediumreste und
abgestorbene Zellen zu entfernen. Zum Ablosen dbeéaranten Zellen wurden 20 pl/icm?
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Losang den Zellrasen gegeben (ca. 5 min,
37°C). Trypsin spaltet die Zellkontaktproteine UBATA bindet als Komplexbildner die fur

die Zelladhasionen wichtigen lonen“aind Md*. Die Reaktion wurde mit Komplettme-

dium gestoppt, um einer Schadigung weiterer Zelfpne entgegenzuwirken. Nach Zentri-
fugation der Zellsuspension (150xg, 4 min, Raumenafor (RT)) wurde das Zellpellet in

Komplettmedium resuspendiert und konnte zum Passamgioder fur Versuche verwendet

werden.
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Tab. 20: Komplettmedien fiir die verwendeten Zelllinen

Medium- bEND.3-Zellen MDCK-II-YFP- MDCK-II- pBCEC
kompo- mClaudin-5- Zellen Astrozyten
nenten Zellen,
stabil-transfizierte
HEK-Zellen
Basis- DMEM High DMEM DMEM DMEM High
medium Glucose, GlutaMAX, GlutaMAX, Glucose,
4,5 g/L Glucose 1 g/L Glucose 1 g/L Glucose 4,5 g/L Glucose
FKS 10 % 10 % 10 % 10 %
Antibiotika 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
Penicillin, Penicillin, Penicillin, Penicillin,
100 mg/mi 100 mg/mi 100 mg/mi 100 mg/mi
Streptomycin  Streptomycin Streptomycin Streptomycin
Zusatze / / / Nicht essenzielle
Aminosauren (1x)
Selektions- |/ Geneticin (0,5 / /
antibiotikum ug/ml)
Zellkultur- 25, 75 cm?, 25, 75 cm?, 25, 75 cm?, 75 cm?,
flaschen CellBIND® CELLSTAR® CELLSTAR®  CELLSTAR®
0,8 pg/crh
Kollagen Typ IV,
0,7 pglcrh
Fibronektin

bEND.3, Gehirnkapillarendothelzellen der Maus; DMBMlbecco’s Modified Eagle’8ledium; FKS, fotales
Kalberserum; HEK-293, humane embryonale NierenzglDCK-II-Zellen, Zelllinie Madin-Darbycanine
kidney m, murin; pBCEC, priméare bovine Gehirnkapillaretittlzellen; YFPYellow Fluorescent Protein.

2.3.1.2 Kryokonservierung

Zur permanenten Lagerung der Zelllinien dientesiiger Stickstoff (-196°C). Dazu wurden
die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % wie i13.2.1 beschrieben mit Trypsin/EDTA
abgelost, zentrifugiert (150xg, 4 min, RT) und dadlpellet in Einfriermedium (10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) als Kryoprotektivum, 90 %thles Kalberserum (FKS)) aufge-
nommen und in Kryoréhrchen tberflhrt. Diese wurdeneiner Kihlrate von -1°C/min bis
auf -80°C abgekihlt und in flissigem Stickstoff agdrt. Zur Reaktivierung wurde die
Zellsuspension in Komplettmedium aufgenommen unatriéegiert. Das Pellet wurde in

Komplettmedium resuspendiert und diente zur Kudtieng in Zellkulturflaschen.

2.3.1.3 Zellzahl-Bestimmung
Zur mikroskopischen Ermittlung der Zellzahl pro mlrde eine Neubauer-Zahlkammer
verwendet. Dazu wurde die Anzahl der Zellen in dien Z&hlgittern gezahlt und die mittlere

Zellzahl auf das Volumen eines Zahlgitters vonfl,bezogen.
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2.3.1.4 Kultivierung der Zellen fiir Peptid-Assays

Vorbereitend auf die Behandlung der Zellen mit iept wurden die jeweiligen Zellen in
Komplettmedium auf Zellkulturplatten, Deckglaschéranswell-Filtern oder Elektroden-
Haltern ausgesat. Die jeweiligen KulturgefalRe nat derwendeten Zellzahl und Beschich-

tung sind in Tab. 21 zusammengefasst.

Besonderheiten gab es bei der Kultivierung der @rén Gehirnkapillarendothelzellen auf
Polycarbonat-Transwell-Filtern. Vor deren Aussaatden Astrozyten auf die Filterunterseite
ausgesat und nach Adhéarenz (15 min, 37°C) in Kottmpéslium kultiviert. Die primaren
Gehirnkapillarendothelzellen wurden nach 2-3 Tagelkomplettmedium mit 125 pg/ml He-
parin auf die Filter ausgesat. Nach 3 Tagen edofgh Mediumwechsel mit Differenzie-
rungsmedium Qulbecco’s Modified Eagle’#edium (DMEM) ohne NaHC¢) 50 mM TES
(N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfaage), 10 ml/l nicht essenzielle Ami-
nosauren, 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg8tieptomycin, 0,5 uM Dexamethason,
17,5 pM Ro0-20-1724-Lo6sung, 313M 8-(4-CPT)-zyklisches Adenosinmonophosphat)
durchgefuhrt. Nach weiteren 3 Tagen waren die Adlle Versuche verwendbar.

Tab. 21: KulturgefaRe und Kultivierungsbedingungenfiir Peptid-Assays

Deckglas- ECIS- Zellkultur ~ Transwell- Deckglas- Transwell-
chen fur  Elektro- platte Filter chen- Filter
Mikros- den 48 Well 24 Well Kammern 12 Well
kopie
Zelllinie bEND.3 bEND.3 b.END3/ MDCK-II- HEK-293 Kokultur
MDCK- Zellen pBCEC +
lI-Zellen Astrozyten
Wachstums | 2 bzw. 10 0,8 1 0,6 0,8 1,12
flache (cm?)
Beschich- RSK, Cystein, RSK, RSK, PLL, Kollagen
tung 0,6 2,5 1,2 75 5 Typ IV,
pg/cm? pmol/lcm2z  pg/cm? pg/cm? nglenf Fibronektin
5 pg/cnd
Zellzahl pro | Nach 62500 Nach 266667 Nach pBCEC
cm? Bedarf Bedarf Bedarf 90000
Astrozyten
110000
Wachstum | Bis 80- 1 Tag Bis 80- 4 Tage Bis80% pBCEC
bis Start 90 % 90 % Konfluenz 6 Tage
der Konfluenz Konfluenz Astrozyten
Behandlung 8-9 Tage

bEND.3, Gehirnkapillarendothelzellen der Maus; E@ctric Cell-Substrate Impedance SensikiiEK-293,
humane embryonale Nierenzellen; MDCK-II-Zellen, lif@e Madin-Darby canine kidney pBCEC, priméare
bovine Gehirnkapillarendothelzellen; PLL, Poly-Ldify; RSK, Rattenschwanzkollagen.
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2.3.2 Funktionale Assays

Um den Einfluss der Peptide auf die parazellulabeiéhtung der verwendeten Zelllinien zu

untersuchen, wurden sowohl Widerstands- als auomdzionsmessungen durchgefthrt. Die
parazellulare lonendurchlassigkeit wurde tUber desdding des transzellularen elektrischen
Widerstands (TER) bestimmt, die Durchlassigkeit Molekile verschiedener Gréf3en Uber
Permeationsmessungen. Daruber hinaus wurden ¥itsgsays durchgefihrt, um zytotoxi-

sche Peptideffekte ausschliel3en zu kénnen.

2.3.2.1 Transzellularer elektrischer Widerstand

Fur die Bestimmung des TER wurde bei bEND.3-Zellkemn Methode de£lectric Cell-
Substrate Impedance SensififCIS) angewendet, bei den primaren Gehirnkapitidoéhel-
zellen und den MDCK-II-Zellen die Messung mit desrtdelektrode. Die TER-Messung ist
eine etablierte Methode zur quantitativen Bestimgnder Dichtheit epithelialer und endothe-
lialer Zellschichtenn vitro (Benson et al., 2013; Cereijido et al., 1993; Wegest al., 1996).
Nach dem ohmschen Gesetz kann nach dem Anlegen ld@een Wechselspannung der
TER unter Berucksichtigung der Wachstumsflache desl Leerwertes wie folgt berechnet

werden:
TER = (RZellschicht - RLeerwert) x A (-Q X sz)
Rouschicne  Widerstand der Zellschicht zwischen Q)
apikalem und basolateralem Kompartiment
Ricerwert Widerstand ohne Zellen zwischen apikalem  (Q)
und basolateralem Kompartiment
A Wachstumsflache (ecm?)

Fur die ECIS-Messung wachsen die Zellen auf einerdd-Glektrodensystem. Damit ist eine
Echtzeit-Messung des TER bei angelegter Wechseaisipgnnach definierten Zeitintervallen
moglich. Die Messung wurde bei verschiedenen Frezgre zwischen 100 und 80000 Hz
durchgefuhrt. Da bei hohen Frequenzen (> 40000dde)Strom uber die Zellen fliel3t, sind
niedrigere Frequenzen interessant, um Rickschliiigtelen parazellularen Widerstand zu
erhalten (AppliedBiophysics, 2017). Daher wurde parazellulare Widerstand bei 4000 Hz

bestimmt.

Die kultivierten bEND.3-Zellen bilden auf den Elsddlen nach 24 h einen stabilen TER von
1447+247Qxcnt (n=10, peptidfreie Mediumkontrollen) im Vergleidur zellfreien Kon-

trolle mit 236+25Qxcnt aus. Damit sind die Werte vergleichbar mit TER-Wey die fiir
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andere Endothelzellen bestimmt wurden (Stolwijklet2015; Szulcek et al., 2014). Die Mes-
sung wurde nicht langer als 72 h durchgefuhrt (2d/dchstumsphase, 48 h Peptidbehand-
lung), da anschlielend die Zellen durch einen brfdén TER nicht mehr geeignet waren
(Anhang 1). Die Zellen wurden im Plateau (nachZah) mit Peptiden (75-300 uM) oder
Medium fir 24 h behandelt. Fir Regenerationsexmarimwurde das peptidhaltige Medium
jeweils nach 16 h durch frisches bEND.3-Komplettmedersetzt und die Regeneration fir

weitere 32 h gemessen.

Der TER von MDCK-II-Zellen (Wildtyp (WT) und YFP-m&udin-5) sowie primaren Ge-

hirnkapillarendothelzellen (Kontaktkultur mit Asiyten) wurde in Transwell-Filtern mit der

Handelektrode (Dreifachbestimmung um 120° vers8#iC) vor und nach Peptidbehandlung
nach definierten Zeitintervallen gemessen. MDCK4lllen wurden apikal mit 300 uM Pep-
tid oder Medium fir 48 h behandelt. Bei der Behandlwurde das basolaterale Medium
durch frisches Komplettmedium ausgetauscht.

Um ein moglichst ungestértes Wachstum der prim&ehirnendothelzellen zu gewahrleis-
ten, wurde apikal die Halfte des Mediums durch piyaitiges Medium (finale Konzentra-
tion: 75-300 uM) oder Komplettmedium ausgetausichtbasolateralen Kompartiment wurde

kein Mediumwechsel vorgenommen.

Der TER wurde jeweils als Widerstand x Flacke«¢n?) angegeben und auf die zellfreie
Mediumkontrolle normiert. Vor der Behandlung lageie TER-Werte fir die MDCK-II-
YFP-mClaudin-Zellen bei 73,1+7 8xcnf und fiir die bovinen Zellen bei 493+48xcn?
(abzuglich Leerkontrolle, reprasentative Werte giBgperimentes, n=20 bzw. n=17).

2.3.2.2 Permeationsmessung

Permeationsmessungen der MDCK-II-Zellen (WT und ¥R®@laudin-5) sowie priméren
Gehirnkapillarendothelzellen (Kontaktkultur mit Astyten) in Filterkulturen wurden nach
48-stundiger bzw. 24-stundiger Peptidbehandlungtyefihrt. Zuvor wurde die Unversehrt-
heit des Zellrasens mittels Phasenkontrastmikroflegimmt. AnschlieRend wurden die Fil-
ter mit Permeationslésung (37°C, HBSS+Hafk’s Buffered Salt Solutiomit C&* und
Mg®"), 5 % FKS, 10 mM HEPES) zweimal apikal und basskltgewaschen. Die Permeation
(bei 37°C) wurde von Lucifer Yellow (LY, 100 uM)Qdund 40 kDa Fluoreszein-Isothyiocya-
nat (FITC)-Dextran (FD10, 8 uM; FD40, 2,5 uM), FFRKbumin (1,2 pM), 155 kDa Tetra-
methylrhodamin-Isothyocyanat (TRITC)-Dextran (0,M)uund Doxorubicin (25 uM) be-
stimmt. Die GroRenmarker (geldst in Permeationsigsuvurden apikal hinzugefugt. An-

schlieBend wurde die Fluoreszenzintensitat der &@nifarker (Fluoreszenzeigenschaften
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s. Tab. 16) nach verschiedenen Zeitintervallen @%), 50 min) in 600 pL basolateraler
Permeationsldsung mittels Plattenmessgerat gemeasserder Permeatioskoeffizient «)P

nach folgender Formel berechnet (Staat et al., 2015

dQ 1
Pe= G (G o 60) o2
dQ T . ug
—= Permeabilitdt des Grol3enmarkers =)
dt min
A Wachstumsflache des Filters (cm?)
Co Initiale Markerkonzentration apikal (2

ml

Vor der Behandlung der MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellevurden Permeationskoeffizien-
ten (cm/s) um (3,2+1,9)x10(Doxorubicin, 580 Da); (4,2+3,1)xT0 (Lucifer Yellow,
457 Da); (1,6+1,1)x1® (FD10, 10 kDa); (1,2+1,5)x10(FD40, 40 kDa); (9,1+5,0)x10
(FITC-Albumin, 67 kDa) und (2,8+1,2)xTQTRITC-Dextran, 155 kDa) gemessen. Die Luci-
fer-Yellow-Permeabilitat lag bei unbehandeltendfkulturen der primaren Gehirnendothel-
zellen mit Astrozyten bei (3,7+0,8)xf@m/s.

2.3.2.3 Vitalitdtsassays

Konfluente Zellen wurden fir 24 h bzw. 48 h in Kdatpmedium mit Peptiden (300 pM),
Triton X-100 (0,01 %) oder peptidfreiem Medium hukrt. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS+/+ Phosphate buffered salinmit C&* und Md¢") wurden die Zellen entweder mit
200 pI MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphgh2H-tetrazoliumbromid; 0,5 g/ml)
oder mit Neutralrot (50 pug/ml) in Zellkulturmediuahne Phenolrot inkubiert (3 h, 37°C).
Beide Assays basieren auf dem Nachweis lebendéerZeMTT wird von den Zellen zu
unldslichem, violettem Formazan umgewandelt, wedaheden Zellen als Prazipitat akkumu-
liert und direkt proportional zur Anzahl lebendegllgn ist. Der Umwandlungsprozess des
Farbstoffs ist nicht vollstandig aufgeklart, beraber hchstwahrscheinlich auf einer Reduk-
tion von NADH durch Reduktasen in Mitochondrien,t@yasma, Endosomen, Lysosomen
und der Plasmamembran (Bernas und Dobrucki, 208&jdgje et al., 2005; Liu et al., 1997).
Neutralrot reichert sich durch passive Diffusiondien Lysosomen an und bindet dort tber
hydrophobe Wechselwirkungen an die lysosomale Mdfkemes et al.,, 1979; Winckler,
1974).

Nach anschlieRendem Waschen (2x, PBS+/+) wurdezealielar akkumulierten Farbstoffe
mittels Extraktionslosung gelost (fir MTT-Assay%b Triton X-100, 95 % Isopropanol; fur
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Neutralrot-Assay: 2 % Essigsaure, 50 % Ethanol ¥99. Nach 10-mindtigem Schutteln
(800 U/min) wurde die Absorption mittels Plattensgeyat bestimmt (MTT: 570 nm;

Neutralrot: 540 nm).

2.3.3 Mikroskopische Untersuchungen

2.3.3.1 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Untersuchung der Peptideffekte auf die Zelgnitét, -morphologie und Proteinexpres-
sion wurden bEND.3-Zellen und primare Gehirnkapaitadothelzellen, nach Peptidbehand-
lung (75-300 pM) fixiert und immunzytochemisch géta Dazu wurden bEND.3-Zellen auf

Deckglaschen und primare Gehirnkapillarendothednedluf Transwell-Filtern fir 24 h behan-
delt. Zur Bestimmung des Regenerationspotenziats bEND.3-Zellen nach Peptidgabe
wurden diese nach einer 16-stindigen Behandlundrissthem Komplettmedium fir weitere

32 h inkubiert.

Nach initialem Waschen des Zellrasens mit PBS+lgtdoeine Fixierung in kaltem Aceton

(5 min) und Ethanol (1 min). Unspezifische Bindustgien der Zellen wurden blockiert
(PBS+/+, 5 % Milchpulver, 0,05 % Twe&2D, 1 h, RT). Die Zellen wurden mit Primaranti-
korpern und mit Fluoreszenzmolekul-gekoppelten Sdiantikorpern (s. Tab. 11) inkubiert
(in PBS+/+ mit 0,25 % Milchpulver, je 1 h, RT). Vaer Sekundarantikorper-Inkubation
wurde der Zellrasen mit PBS+/+ mit 0,25 % Milchperhgewaschen, danach mit PBS+/+.
Die Nuklei wurden mit Hoechst 33342 (5 uM in PBS+5tmin, RT) gefarbt. AnschlieRend
wurden Deckglaschen und Filtermembranen auf Obgetn mit ImmuMount eingedeckt
und Bilder mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikes LSM 780 aufgenommen. Das
Programm ImageJ diente der Berechnung der ZeluErkat mithilfe von Claudin-5-gefarb-

ten Zellmembranen. Dazu wurde folgende Formel vedet

Zellflache
Umfang?

Zirkularitit = 41 x Zellfliche  (urf)

Umfang (um)

Zellen mit einem Zirkularitatswert, der sich an inahert, sind typischerweise durch eine
elliptische Spindelform charakterisiert. Ein Wedrnvl ergibt einen Kreis. Dadurch kann der
Einfluss der Peptidwirkung auf die Zellmorpholobeurteilt werden (Abb. 9A).
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Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten mitt@isgeJ wurde ein definiertes Band mit
2 um Breite um die Plasmamembranen gelegt. Die gggnen Intensitaten des Bandes geben
Ruckschlisse auf die Membran-lokalisierte Proteanession und die Intensitaten der vom
Band begrenzten Flache auf die intrazellulare Esgom (Abb. 9B).

A Messung Zirkularitit B Messung Lokalisation
der Zellkontakt-Proteine

unbehandelt; 0,25 - /| behandelt: 0,59 =

,"‘ ' ‘1&_‘

Abb. 9: Quantifizierung der Zell-Zirkularitat und d er Fluoreszenzintensitaten von Zell-Zell-Kontakt-
proteinen in Immunfluoreszenzfarbungen mit ImageJ.Beispiel Claudin-5 (grin)A) Messung der Zellfla-
che und des Zellumfangs (griine Flache) zur Bereahaer Zirkularitat (4 x Zellfiiche/Umfang). Wert gegen
0: Ellipse, Wert gegen 1: Krei§B) Bestimmung der Lokalisation der Zell-Kontaktproidurch Messung der
Fluoreszenzintensitaten intrazellular (Sterne) imdMembranbereich (Pfeile) durch Anlegen eines Band
(2 um Breite).

2.3.3.2 Lebendzell-Mikroskopie

Zur Untersuchung der zeitabhangigen Peptidaufnalianden bEND.3-Zellen auf Deckglés-
chen mit TAMRA-Peptiden oder TAMRA (jeweils 10 uM, % DMSO) fur verschiedene
Zeitpunkte inkubiert (15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 48nh, 16 h, 24 h, 48 h). Zur zellularen De-
tektion der Fluoreszenz-markierten Peptide wurdeZéérasen zunédchst mit HBSS+/+ gewa-
schen und die Nuklei mit Hoechst 33342 (5 uM in I3B5&) gefarbt. Nach erneutem Wa-
schen wurden die Zellen mittels konfokaler Lasearthing-Mikroskopie Xex = 561 nmAem =
563-699 nm) untersucht. Fur Zeitpunkte Uber 4 hugetie Laserintensitat 24 % (Blende
40 pm); fur Zeitpunkte unter 4 h 30 % (Blende 166)uum ausreichende Laserintensitaten
messen zu kénnen. Es wurden ca. 20 Bilder aus neghibenen im Abstand von 1 pm
aufgenommen (Z-Stapel), um die Peptidverteilungddreensional zu untersuchen. Pro Probe
wurde ein Mittelwert aus mindestens drei Z-Staggdhildet. Die TAMRA-Intensitaten inner-
halb der Zellen wurden pro Ebene mittels Imagedirneg und die Summe aller detektierten
TAMRA-Signale eines Z-Stapels berechnet.

Um eine Interaktion von Claudin-5-Peptiden rhight-JunctionProteinen zu untersuchen,
wurden monotransfizierte HEK-293-Zellen, die stafflP-markierte Claudine und Occludin

exprimieren (s. Tab. 17), mit 300 pL Peptiden addedium behandelt. Nach 24 h wurde der
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Zellrasen mit HBSS+/+ gewaschen und mit Hoechs#335 puM in HBSS+/+) gefarbt. Da
die Tight-JunctionProteine mit gelb-fluoreszierendem YFP gekoppeltem, wurden sie mit-
tels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie detekifg.x = 488 nm\em = 491-535 nm) und
Bilder aufgenommen. Zur Messung des Peptideinfigssd die Membranlokalisation der
Claudine und Occludin wurde ein definiertes Bantl Inum Breite um die Zellmembran ge-
legt und die Fluoreszenzintensitat mit ImageJ besti

2.3.3.3 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Die Gefrierbruch-Methode gibt Einblicke in die Wstruktur vonTight JunctiongWolburg

et al., 2003a) durch die Aufspaltung der Membranlia protoplasmatische Hélfte (P-Face)
und die exoplasmatische Halfte (E-Face).

Konfluente bEND.3-Zellen wurden mit 300 uM Peptakeo Mediumkontrolle fir 24 h behan-
delt. Die Zellen wurden mit PBS+/+ gewaschen, miit&aldehyd (2,5 % in 0,1 M Caco-
dylatpuffer pH 7,4, 2 h, RT) fixiert und in Cacodipuffer bei 4°C gelagert. Die Gefrier-
bruch-Elektronenmikroskopie wurde in Kooperatiort Bi. P. Fallier-Becker (Universitats-
klinik Tubingen, Institut fir Pathologie und Neusthologie, Tubingen) durchgefuhrt. Die
adhéarenten Zellen wurden in 30 % Glyzerol fir 30 nmkubiert (Gefrierschutz) und an-
schlielRend mit einem Plastikschaber von der Ugergbgenommen. Ein Tropfen der Zell-
suspension wurde zwischen zwei Goldplattchen Gb#grfiund in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die Zellen wurden in einer Gefriertraislage bei -150°C und 5xi®ar aufge-
brochen. Die Bruchflachen wurden im gekihlten Vakuuit Platin (3 nm, Winkel 45°) und
zur Stabilisierung der Replikas mit Kohle (30 nmink¥él 90°) bedampft. Die Replikas wur-
den in Natriumhypochlorit gereinigt, mit destiliem Wasser mehrfach gewaschen und auf
ein mit Pioloform beschichtetes Kupfernetz tberfiibie Analyse der Replikas erfolgte mit
dem Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM10.(Raudin-5-abhangigdight Junc-
tions mit der E-Face assoziieren (Piontek et al., 20R&ssa et al., 2014) wurde mittels

ImageJ die Anzahl déright-JunctionPartikel auf die Stranglange in um bezogen.

2.4 Biochemische Methoden
2.4.1 Expressionsbestimmung

2.4.1.1 RNA-Isolation aus Zelllysaten und Organen
Zur RNA-Isolation mit dem GeneMATRIX Universal RNPRurification Kit wurden Zellen
und Organe wie folgt vorbereitet: bEND.3-Zellen dem nach Peptidbehandlung (300 uM,
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24 h) in 48-Well-Platten gewaschen (auf Eis, 2riR&S+/+). Anschlie3end wurden die Zel-
len in Lysepuffer (im Kit enthalten) aufgenommerdutie RNA im Zelllysat nach Hersteller-
angaben isoliert und in Nuklease-freiem Wasser endgimen. Isolierte Gehirnkapillaren
wurden ebenso in Lysepuffer aufgenommen und die Riskert.

Zur RNA-Isolation aus Mausorganen wurden ClaudiirK®> oder WT-C57BL/6-Mause
(30-40 Wochen alt) durch zervikale Dislokation getdund folgende Organe und Gewebe
entnommen: Grof3hirnrinde, Milz, Speicheldri&tafdula submandibular)s Lunge, Leber,
Nierencortex, Duodenum, Jejunum, lleum, Colon, Peak Testis, Uterus, Harnblase. Fir
Expressionsuntersuchungen im Myokard wurde der &berz ohne Ventrikelendokard und
Septumgewebe entnommen (Alter der Mause: 15-28 ¥fgch

Je Gewebe wurden ca. 5 mg in Lysepuffer homogehigrel nach Angaben des Herstellers
gereinigt. Zur Reduktion von Verunreinigungen dubddA wurde zusatzlich ein DNase-Ver-
dau (1 U/Probe) durchgefuhrt (s. Anleitung GeneMAXRIniversalRNA Purification Kit).

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch anhand Alesorption bei 260 nm gemessen.
Zur Prufung der Reinheit wurde darlber hinaus dahadtnis der Absorption bei 260 nm und
280 nm bestimmt.

2.4.1.2 cDNA-Synthese

cDNA wurde mit dem Maxima First Strand cDNA SyntiseKit synthetisiert. Die Kom-
ponenten des Reaktionsansatzes und das Synthds&efirgind in Tab. 22 zusammenge-
fasst. Um eine Kontamination mit genomischer DNAzuschlie3en, wurde als Kontrollsyn-

these eine Reaktion ohne Reverse Transkriptasefinitg.

Tab. 22: Reaktionsansatz und Protokoll fir die cDNASynthese

Komponente Konzentration | PCR-Protokoll Temperatur ~ Zeit

Reaktionsmix (5x) 1x Einleitende 25°C 10 min
Inkubation

Maxima Enzym-Mix 2 pl Reverse 50°C 15 min
Transkription

Proben-RNA 5 ng/ul Beendigung der 85°C 5 min
Reaktion

Nuklease-freies HO ad 20 pl Kuhlschritt 4°C o0

PCR, Polymerase-Kettenreaktion.
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2.4.1.3 Quantitative real-time Polymerase-Kettenrea  ktion

Quantitativereal-time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) wurde mit ®&tepOnePIu$
Real Time PCR-System unter Verwendung des Lumir@oisr HiGreen high ROX qPCR-
Mastermix durchgeftihrt. Der Mastermix enthalt elragrPolymerase, die bei Raumtempera-
tur inaktiv ist. Ein fluoreszierender Farbstoff émert Licht nach Bindung an doppelstrangige
cDNA, die wahrend der PCR vervielfaltigt wird. Di@mponenten des Reaktionsansatzes
und das gRT-PCR-Protokoll sind in Tab. 23 zusammfasgt. Maus-spezifische Primer
(Tab. 15) wurden mit Primer3Plus (Untergasser ¢t28l12) entworfen und ihre Bindungs-

spezifitat mittels BLAST getestet.

Tab. 23: Reaktionsansatz und Protokoll fir die gRTPCR

Komponente Konzen- | PCR-Protokoll Temperatur Zeit Zyklus-
tration anzahl
Luminaris Color Uracil-DNA- :

: 1 ° 2 1
HiGreen gPCR X Glykosylase- S0°C min
Master-Mix (2x) Vorbehandlung
Primer (for) 0,3 UM | Einleitende 95°C 10 min 1

Denaturierung
Primer (rev) 0,3 UM | Denaturierung 95°C 15s
Proben-cDNA 0,2 ng/ul| Annealing/Extension 60°C 60 s
Nuklease-freies HO ad 20 pl

for, Vorwarts-Primer; qRT-PCR, quantitatikeal-time Polymerase-Kettenreaktiorev, Rlickwarts-Primer.

Zur Auswertung der Daten wurde fir alle getest&ene der Schwellenwert im linearen Be-
reich der exponentiellen Vervielfaltigungsphaset@asgion) bei 0,4 gesetzt. Dieser Wert gibt
die normierte Intensitdt des Reporter-Farbstof@g$BR Green 1) an. Somit konnte fir alle
Gene der Zykluswert abgelesen werden, bei demnti@ngitat den gesetzten Schwellenwert
erreicht hatte (Ct-Wert). Da die Intensitat desbBtoffs proportional zur vervielfaltigten
DNA-Menge ist, wurde eine quantitative Bestimmurey dielgene relativ zum Kontrollgen
B-Aktin nach folgenden Formeln errechnet:

ACt = Ctg_aktin—Clzieigen Ct Schwellenwertzyklus

Zielgenexpressirmier= 24¢¢

Durch die Analyse der Primer-Schmelzkurven (grddudlemperaturanstieg um 0,3°C von
60 bis 90°C) konnten spezifische von unspezifiscResdukten unterschieden werden. Die
Effizienzen der verwendeten Primer lagen im Bereieischen 1,95 und 2,04 (Berndt, 2017;

Primereffizienz=2,0, 100 % Verdopplung der Ampl#ik pro Zyklus).
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2.4.2 Albuminbindung der Peptide

Inwieweit die Peptide an Albumin binden, sollte telg Dialyse nachgewiesen werden. Dazu
wurde bovines Serumalbumin (BSA) in physiologisckenzentration von ~40 g/l (Peters,
1996) in HBSS+/+ gel6st. Fluoreszenzmolekil-matkidPeptide (~3000 Da), Evans Blue
(961 Da), Na-Fluoreszein (NaFl, 376 Da) oder TAMR480 Da) wurden mit einer Kon-
zentration von 200 uM in BSA-L6sung gelost und gepeptidfreie BSA-Losung 72 h bei
4°C dialysiert. Die Molekulargewichtsgrenze (12¥i3a) wurde so gewahlt, dass die Mem-
bran fur die oben genannten Peptide und Farbsutesigadoch nicht fir Albumin (~66 kDa)
permeabel ist. Nach Abschluss der Dialyse wurdeybétr entnommen und der Gehalt an
Fluoreszenz-markierten Peptiden aufRerhalb des $2stylauches mittels Plattenmessgerat
bestimmt. Die Berechnung der Albumin-ungebundenebstanzmengen erfolgte nach fol-

gender Formel:

Freie Substanz = F(sygeres pialysekompartiment) — F(pusfer) in willktrlichen Einheiten

F, Fluoreszenzintensitat

Evans Blue bindet in der verwendeten Konzentratast vollstandig an Aloumin (Rawson,
1943) und wurde daher als Referenz verwendet. Ige@satz dazu zeigt Na-Fluoreszein eine
sehr geringe Plasmaproteinbindung (Wolman et @811

2.5 In-vivo - und ex-vivo -Untersuchungen

Die Versuchsméuse wurden im Tierstall des Max-DelkiCentrums flr Molekulare Medi-
zin in Standardkéafigen mit einem 12-h-Tag-Nachtldgkgehalten. Wasser und Futter wur-
den ad libitum zur Verfiugung gestellt. Die Experimente wurdenspréchend dem Tier-
schutzgesetz durchgefihrt und vom Landesamt fUuni@deit und Soziales Berlin (LAGeSo0)
genehmigt: Totung fur Organentnahme T0457/09 voni1lB009; Gewebeentnahme fir
Genotypisierung 00369/11 vom 14.02.2011; Peptidexmante GO030/13 vom 23.04.2013.

2.5.1 Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn

Zur Bewertung des Potenzials der Claudin-5-Peidedie BHS-Permeabilitdh vivo wur-
den in C57BL/6-Mause (10-19 Wochen alt, 18-23 gyB5+/+ geloste Peptide (3,5 pmol/kg)
oder PBS+/+ injiziert (i.v., laterale Schwanzvendach 1, 4, 12 oder 24 h folgte eine Na-
Fluoreszein-Injektion (376 Da; 0,5 mmol/kg; i.vatdrale Schwanzvene). Als Molekularge-
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wichtsmarker ist Na-Fluoreszein durch eine sehingerPlasmaproteinbindung fiir Untersu-
chungen zur BHS-Permeabilitat gut geeignet (KayhAimshali, 2011; Wolman et al., 1981).
Weitere untersuchte Applikationsregime waren eimeeitach- (Peptid: t=0, 2 h; Na-Fluo-
reszein: t=4 h) und Dreifachinjektion (Peptid: t26, 19 h; Na-Fluoreszein: t=21 h).

Jeweils 10 min nach der Na-Fluoreszein-Injektiofolgte eine Injektionsnarkose (i.p.) mit
Ketamin (120 mg/kg) und Xylazin (16 mg/kg). Duraheetranskardiale Perfusion wurde Na-
Fluoreszein im Blut entfernt. Dazu wurden die Maargen prépariert und Uber eine
Schmetterlingskantle im linken Ventrikel mit Pertusspuffer (25 ml PBS+/+, 6250 I.E. He-
parin, 4 ml/min) perfundiert. Ein Einschnitt deshten Vorhofs diente dem vollstandigen
Austritt des Blutes durch das Spilen mit dem Perfispuffer. Grol3hirnhalften, Nieren und
Leberlappen wurden in Methylbutan auf Trockeneisgefroren. Die Organe wurden in
PBS+/+ homogenisiert und mit Trichloressigsauraal@ Konzentration 30 %, w/v) gefallt
(im Dunkeln, tber Nacht, 4°C). Homogenisierte Omrgamurden zentrifugiert (19000xg,
15 min, 4°C) und die Fluoreszenzintensitat im Utaerd mittels Plattenmessgerat gemessen
(Aex=485 nmien=520 nm). Die Na-Fluoreszein-Aufnahme in die Orgamerde auf das
Organgewicht bezogen (Ng/Mdorgan UNd relativ zum Kontrollpeptid C2C2 dargestelit.

Als weitere Methode zur Bestimmung der Na-Fluorgs2@ifnahme ins Gehirn wurden in
Kooperation mit Prof. Dr. A. Andjelkovic-Zochowskind Dr. S. Stamatovic (Universitat
Michigan, USA) die Peptide in die rechte carotis communié3,5 umol/kg Peptid in physi-
ologischer NaCl-L6sung) injiziert. Nach 10 min dgke eine Na-Fluoreszein-Injektion (i.p.,
1 mol/kg, 30 min). Sowohl die Operation zur Pepijelktion in dieA. carotis communigls
auch die transkardiale Perfusion wurden unter Nsgkaurchgefuhrt (i.p., 100 mg/kg Keta-
min, 10 mg/kg Xylazin). Die transkardiale Perfusivnrde wie oben beschrieben durchge-
fuhrt. Vor der Perfusion wurde linksventrikularesItlut entnommen, im Verhaltnis von 1:4
mit Zitratpuffer (3,2 %) gemischt und zentrifugi€i®50xg, 10 min, RT). Das gewonnene
Blutplasma und die nach der Perfusion entnommengar@ wurden in Tris-Puffer (50 mM,
pH 7,4) homogenisiert und zentrifugiert (1000xg,Bid, RT), der Uberstand im Verhéltnis
von 1:1 mit Methanol gemischt und erneut zentridug(1000xg, 10 min, RT). Die Fluo-
reszenzintensitat im Uberstand wurde wie oben biedmEn mit dem Plattenmessgerat gemes-
sen und die Na-Fluoreszein-Konzentration im Gehufh die Konzentration im Blutplasma

normiert (Genirn (LG/MI)/Ggut (LQ/MI) Pro Genirn-
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2.5.2 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) wurde als weitdethode eingesetzt, um das Po-
tenzial der Claudin-5-Peptide zur Steigerung derSBfermeabilitdin vivo zu bestatigen.
Dazu wurden in C57BL/6-Mause Peptide (3,5 pmoldgr PBS+/+ injiziert (i.v., Schwanz-
vene). Die MRT-Bildgebung erfolgte 4 h nach Pepigktion und wurde in Kooperation mit
Prof. Dr. T. Niendorf, Dr. M.-C. Ku und Dr. A. Pah&nn (Berlin Ultrahigh Field Facility,
MDC, Berlin) durchgefiihrt. Dreil3ig Minuten vor defRT-Untersuchung wurde den Mausen
unter Isoflurannarkose (1,2-2,0 % in Luft) ein Selmavenenkatheter als Vorbereitung fur die
Kontrastmittelinjektion gelegt. Anschlie3end wurdgie Tiere in eine gewarmte Halterung
ins MRT-System (9,4 Tesla, Biospec 94/20) UberfiAtemfrequenz und Korpertemperatur
wurden mittels Kontrollsystem (Model 1025) Gberwach

Als Kontrastmittel, welches unter Kontrollbedingemgnicht BHS-géangig ist, wurde Diethy-
len-Triamin-Pentaessigsaure Gadolinium Il (Gd-DTBA7 Da, 1 mmol/kg) tber 20 min i.v.
mittels Spritzenpumpe (Model PHD 22/2000) injizidfine Kontrastmittelgabe reduziert die
T:-Relaxationszeit, daher wurdexT;-Ubersichten als Differenz zwischen Vor Kontrast-
mittel- (T1pry) und nach Kontrastmittelapplikationighs) berechnet, um quantitative Informa-
tionen Uber die BHS-Géangigkeit des Kontrastmitialserhalten. Die FRelaxationszeit be-
schreibt die longitudinale Relaxation, d.h. dietZdie die Kernspins zum Aufrichten entlang
des aul3eren Magnetfeldes nach Abschalten des Hqgceinzimpulses bendtigen.

2.5.2.1 Datenauswertung

T:-Ubersichten wurden (iber eine exponentielle Kurned@ Signalintensitaten den-ge-
wichteten Bilder angepasst. Zum Vergleich delativen T,-Verdnderungenvurde zunachst
der AT;-Wert berechnet:

AT, = (M) —1 (%)
1pra
T pra T1-Relaxationszeit vor Kontrastmittelgabe
T1 post T1-Relaxationszeit nach Kontrastmittelgabe

Auf die AT;-Ubersichterwurde eine Schablone mit anatomischer Referenz fidlaxSpace,
http://www.imaging.org.au/AMBMC/Mode) angewendetg die lateralen Ventrikel und de-
ren periventrikularen Raum erfasste. Histogramme phriventrikularenAT;-Schablonen

wurden mit ImageJ angefertigt und mittels Integmatals kumulative Haufigkeiten darge-
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stellt. Zum quantitativen Vergleich zwischen Kotitraind Peptidgruppe wurde das Maxi-
mum (dhay der absoluten Unterschiede der kumulativen H&eftgn () berechnet:

dmax = Maximum|Fc(AT1 Kontrolle) - FC(ATl Peptid)'

Amax maximaler Unterschied der kumulativen Haufigkeite
F, kumulative Haufigkeit der Histogramme d€f;-Schablonen
AT, Differenz Ti-Relaxationszeit vor und nach KontrastmittelgaBepds{ T 1prg)-1

2.5.3 Gliom-tragende Mause zur Chemotherapie nach P eptidapplikation

Zur Uberprifung des Potenzials der Chemotheragimeting nach vorangegangener Pep-
tidapplikation wurden ¥rsuche am Tumormodell von der Firma EPO GmbH (Campus Buch,
Berlin) durchgefiihrt. Dazu wurden immundefizienten Mausen (NMRI-nu/nu, 5-6 Wochen alt
weiblich) humane Glioblastom-Zellen (U-87 MG-Zellex1d) intrazerebral injiziert. Nach
drei Tagen wurde das Claudin-5-Peptid D-AS-C5C2rdeiBS+/+ als Kontrolle injiziert
(3,5 pmol/kgin PBS+/+, i.v., laterale Schwanzvene) und nach 3 h das Zytostatikum Paclitaxel
appliziert (24 mg/kg2 28 pmol/kg, i.v., laterale SchwanzvenBje Behandlung wurde an
drei aufeinanderfolgenden Wochen durchgefiihrt (Abb. 10, iiber den gesamten Behand-
lungszeitraum das Verhalten beobachtet und alle 3-4 Tage das Korpergewicht bestimmt. Nach
der Behandlung wurden die Tiere zur Untersuchung makroskopischer Veranderungeurtop-
siert, die Gehirne entnommen und in Methylbutan eingefrobae intrazerebrale Tumorfla-
che (in mm?) wurde anhand von Kresylviolett-gefirbten Kryoschnitten bestimmt, wobei Ge-
hirne, die kein Tumorwachstum oder einen nicht zerebralen Tumor zeigten, aus der Beurtei-

lung ausgeschlossen wurden.

Injektion Behandlung Behandlung Behandlung Gehirnentnahme
Glioblastom- t=0 h: D-AS-C5C2 t=0 h: D-AS-C5C2 t=0 h: D-AS-C5C2 Farbung
zellen (U-87 MG) t=3 h: Paclitaxel t=3 h: Paclitaxel t=3 h: Paclitaxel Auswertung

NMRI-nu/nu-
Mause | | | | | >
0 3 10 17 24 Tage

Abb. 10: Applikationsregime der Peptid-unterstiitzten Chemotherapie von Glioblastomen in immunde-
fizienten NMRI-nu/nu-Mé&usen. Glioblastomzellen U-87 MG, ¥L(%, intrazerebrale Injektion. Claudin-5-Pep-
tid D-AS-C5C2 3,5 pmol/kg; Paclitaxel 28 pmol/kg;ilnjektion (laterale Schwanzvene).
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2.5.4 Untersuchungen an Claudin-12-defizienten Mdus en

2.5.4.1 Stammherstellung und -ztichtung

Zur Untersuchung der Funktion von Claudin-12 wurd#audin-12-defiziente Mause ver-
wendet. Die transgenen Chimaren wurden mittels meari embryonalen Stammzellen des
Klons 13208A-F1VelociGené&, http://www.velocigene.com/komp/detail/13208) in &la-
zysten aus Albino-C57BL/6J-Mausen (B6(Cg)-T9¥J, Jackson Laboratory, #000058) in
Kooperation mit Herrn R. Naumann (Max-Planck-Ingtifiir Molekulare Zellbiologie und
Genetik, Dresden) hergestellt. Die Stammzucht gidoldurch Dr. R. Blasig (Leibniz-
Forschungsinstitut fir Molekulare Pharmakologie,rliBg Beim Claudin-12-KO-Stamm
(C57BL/6-Cldn12™OMPVIgphy) handelt es sich um einen kongenen Inzucht+8tater auf
C57BL/6 zurickgekreuzt wurde. Homozygote Tiere Imaleene schwarze Fellfarbe und
weisen normale Korper-, Verhaltens- und Reprodukhoerkmale auf.

2.5.4.2 Genotypisierung

Zur Genotypisierung wurden 1-2 ritBchwanz- oder Ohrgewebe der Mause (3-8 Tagenalt) i
50 pL Lysepuffer (3 U Proteinase K, 100 mM Tris-H8H 8,5, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS
(Natriumdodecylsulfat), 200 mM Natriumchlorid) B&°C (16 h) und 85°C (45 min) inku-
biert. Die Proben wurden auf 4°C gekiihlt und mi0 30 Milli-Q®-Wasser verdiinnt. An-
schlielRend wurde die PCR mit ddragPolymerase-Kit angesetzt und die Proben-DNA nach
folgendem Protokoll vervielfaltigt (Tab. 24):

Tab. 24: Reaktionsansatz und Protokoll fiir die Polynerase-Kettenreaktion zur Genotypisierung

Komponente Konzentration | PCR-Protokoll Temperatur Zeit Zyklus-
anzahl

Pol Puffer B 1x Einleitende 94°C 5min 1
Denaturierung

dNTP-Mix 0,2 mM Denaturierung 94°C 10 s

Primer (for) 0,4 uM Annealing 60°C 30s 35

Primer (rev) 0,4 uM Extension 72°C 30s

Tag-Polymerase 1 U Finale 72°C 5min 1
Extension

Proben-DNA 1l Kuhlschritt 4°C o0 1

Milli-Q ®-H,O0  ad 26 pl

dNTP, 2"-Desoxyribonukleosid-5"-Triphosphdior, Vorwarts-Primer; PCR, Polymerase-Kettenreaktimv,
Rickwarts-PrimerTag, Thermus aquaticus.
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Die PCR-Proben wurden im Verhéltnis 1:10 verdunmt, Probenpuffer (DNA Gel Loading
Dye) gemischt und auf ein 1,5-%iges Agarosegiel),5 pg/ml Ethidiumbromid in TBE-Puf-
fer (Tris45 mM, Borsdure 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3) aufgetragen und aufgetrennt (100 V,
90 min). Als GroBenmarker wurde eine DNA-Leiter bei der Auftrennung mitgefiihrt. Die
durch Ethidiumbromid markierten DNA-Banden wurden durch Absorption von UV-Licht
visualisiert. Anhand der verwendeten Primerpaare (Tab. 14 konnte flir Claudin-12-WT-Tiere
ein DNA-Produkt bei 501 Basenpaaren (BP) detektiert werden, fiir Claudin-12-KO-Tiere bei
773 BP (Abb. 11).

C57BL/6 Claudin-12

DNA-Produkt WT KO

mit KO-Primer_
773 BP

mit WT-Primer_
501 BP

Abb. 11: Genotypisierung von Claudin-12-Knockout (KO)- und Wildtyp (WT)-C57BL/6-Mausen. DNA-
Produkte vervielfaltigt mit KO-Primern: 773 Baseapa (BP), mit WT-Primern: 501 BP.

2.5.4.3 Permeabilitat von Na-Fluoreszein und Evans  Blue

Zur Untersuchung des Einflusses der Claudin-12Z4efz auf die Na-Fluoreszein- bzw.
Evans-Blue-Aufnahme ins Gehirn wurde Claudin-12-Kid WT-C57BL/6-Méausen (14-
21 Wochen alt) Na-Fluoreszein (0,5 mol/kg) oder isv8lue (0,26 mol/kg) injiziert (i.v.,
laterale Schwanzvene). Na-Fluoreszein und Evane ®lurden schon in einer Vielzahl von
Studien zur Untersuchung der BHS-Permeabilitat esatet (Abraham et al.,, 1996; Kozler
und Pokorny, 2003; Wolman et al., 1981). Na-Flupees wird als kleiner Molekularge-
wichtsmarker und Evans Blue durch die Bindung asibalbumin als grof3er Molekularge-
wichtsmarker verwendet. 10 min nach der jeweiligejektion wurde unter Narkose eine
transkardiale Perfusion mit anschlieRender Orgaiadmbe und Probenaufbereitung durchge-
fuhrt (s. Kapitel 2.5.1). Die Fluoreszenzintengtaivurden mittels Plattenmessgerat gemes-
sen (Na-Fluoreszeife,=485 nmier= 520 nm; Evans Bluéie, = 620 nmiem = 680 nm). Die
Farbstoff-Aufnahme in die Organe wurde auf das @ggaicht bezogen (lt@bstofMorgan
und relativ zu den WT-Organen dargestellt.
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2.5.4.4 Gewinnung von priméren Gehirnkapillaren

Claudin-12-KO oder WT-C57BL/6-Mause (20-35 Wochéihvaurden durch zervikale Dislo-
kation getttet. Nach Gehirnentnahme wurden diebralen Cortices separiert und mithilfe
eines Dounce-Homogenisators manuell in 5 ml DMEM @I Glucose) homogenisiert. Das
Gewebehomogenat wurde mit Dextranlésung (32 %, snndMEM, 4,5 g/l Glucose) ge-
mischt und zur Myelinentfernung zentrifugiert (4%@0 15 min, 4°C). Das Pellet, bestehend
aus Gehirnkapillaren, wurde in 3 ml DMEM (4,5 glu€ose) resuspendiert und erneut zentri-
fugiert (1500xg, 10 min, 4°C). Anschlie3end wur@e gerbleibende Pellet resuspendiert und
durch ein Nylonnetz (Porengrél3e 41 pm) filtrierte Dereinigten Gehirnkapillaren wurden in
DMEM (4,5 g/l Glucose) aufgenommen und zentrifug{@b600xg, 10 min, 4°C).

2.5.1 Peptidstabilitdt im Blutplasma

C57BL/6-Mausen (20-40 Wochen alt) wurde umgehermth zarvikaler Dislokation kardiales
Blut aus dem linken Ventrikel entnommen. Das Blutrde mit 25 I.E. Heparin pro ml Voll-
blut gemischt und zentrifugiert (750%g, 15 min, RDps gewonnene Blutplasma wurde mit
Fluoreszein-gekoppelten Peptiden (10 uM) bei 3fKubiert. Nach definierten Zeitpunkten
wurden Proben entnommen (0O, 2, 4, 6, 8, 12, 24728;). Daruber hinaus wurde als Kon-
trolle in Blutplasma gel6ste Fluoreszein-Peptid@ |(IM) mit Proteinase K (3 U/ml) verdaut
(87 °C, 1 h) bzw. Fluoreszein-Peptide ipCHinkubiert (10 uM, 0, 24, 48, 72 h). Die Proben
wurden mit 99-%igem Ethanol gefallt (30 min, 4°®ach dem Entfernen der geféllten Prote-
ine (Zentrifugation bei 20000xg, 15 min, 4°C) wurder Uberstand in Filterréhrchen
(Molekulargewichtsgrenze 10 kDa) erneut zentriftig{@4000%g, 15 min, RT). Dies diente
der weiteren Reinigung. Die Durchflussfraktion waindn Verhaltnis von 1:4 in Laufpuffer
verdunnt, mit Probenpuffer (Tab. 25) gemischt,teti©5 °C, 5 min) und mittels 18-%igem
Tris-Tricin-SDS-Polyacrylamide-Gel aufgetrennt (80n 80 V, 90 min 100 V; Tab. 25).
Nach dem gleichen Schema wurden die Kontrollprabkabiert, gereinigt, aufgetrennt und
gemessen. Zur Identifikation der Peptid-spezifischBanden diente ein Molekular-
gewichtsmarker (Spectra™ Multicolor Low Range Froteadder), der ebenfalls elektropho-
retisch aufgetrennt wurde. Das Fluoreszein-Signaidde mittels Fluoreszenzscanner FLA-
5000 gemessen (Anregung bei 473 nm) und die Baneksitadten mittels ImageJd quantifi-

ziert.
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Tab. 25: Tris-Tricin-Natriumdodecylsulfat-Polyacryl amid-Gelelektrophorese

Probenpuffer (5x) Laufpuffer Sammelgel (5 ml) Trenrgel (10 ml)

225 mM Tris-HCI, 100 mM Tris-HCI, 3,1 ml HOqest 2,9 ml Ethylenglykol

pH 6,8 pH 8,3

5 % SDS 100 nM Tricin 1,25mI3 M Tris- 2,5ml3 M Tris-HCI
HCIl pH 8,5 pH 8,5

50 % Glyzerin 0,1 % SDS 0,625 ml 40 % 4,5 ml 40 %
Acrylamid/ Acrylamid/
Bisacrylamid 19:1  Bisacrylamid 19:1

0,25 M 5ul 40 % APS 1Qul 40 % APS

Dithiothreitol

0,05 % 20 ul TEMED 15ul TEMED

Bromphenolblau

APS, Ammoniumperoxodisulfat; SDS, Natriumdodecystyl TEMED, Tetramethylethylendiamin; Tris-HCI,
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid.

2.6 Histologische Methoden

2.6.1 Probenvorbereitung und Kryoschnitte

Nach zervikaler Dislokation von Claudin-12-KO- uAlr-C57BL/6-Mausen wurden die ent-
nommenen Herzen in Methylbutan auf Trockeneis dingen, Kryoschnitte kaudal begin-
nend angefertigt (8 um) und auf Objekttrager Ulbetfl

In Kooperation mit Prof. Dr. A. Andjelkovic-Zochowisund Dr. S. Stamatovic (Universitat
Michingan, USA) wurde C57BL/6-M&ausen Peptid injizi€3,5 pmol/kg in 0,9 % NacCl, i.v.-
Injektion, laterale Schwanzvene). Nach 4 h folgtes d~luoreszein-Dextran-Injektion (3 kDa,
FD3; i.v., V. jugularis 20 min, 1,1 pmol/kg) unter Ketamin/Xylazin-NarkoNach trans-
kardialer Perfusion (s. Kapitel 2.5.1) wurden dieh{dne entnommen, fixiert (4 % Paraform-
aldehyd (PFA), in PBS, lber Nacht, 4°C), in flussig Stickstoff eingefroren und Kryo-

schnitte angefertigt.

2.6.2 Immunhistochemie und Mikroskopie der Gewebesc  hnitte

Die Herz-Kryoschnitte auf den Objekttragern wurdehMethanol fixiert (10 min, -20°C), in
PBS-/- gewaschen und unspezifische Bindungssteéleekiert (2 % BSA mit 0,1 % Triton
X-100 in PBS-/-, 1 h, RT). Die Gewebeschnitte wurdat Primarantikorpern (s. Tab. 11, in
PBS-/- mit 0,5 % BSA, uber Nacht, 4°C) inkubier¢wgaschen (PBS-/- mit 0,5 % BSA) und
mit Fluoreszenz-markierten Sekundéarantikorperméh. 11, in PBS-/- mit 0,5 % BSA, 1 h,
RT) inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte RBS-/- sowie eine Inkubation mit Rhoda-
min-Phalloidin zur F-Aktin-Farbung (100 nM in PBS-30 min, RT) und mit Hoechst 33343
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zur Nuklei-Farbung (5 pM, 5-10 min, RT). Nach kure&pulen in HO wurden die Schnitte
mit ImmuMount eingedeckt und mittels konfokalem &aScanning-Mikroskop untersucht
(Detektionsparameter s. Alexa FIfo555, Tab. 13). Da der Apex der Herzproben fiir Ex-
pressionsanalysen entnommen wurde, wurden Bildedam Bereich des linksventrikukaren

Myokards aufgenommen.

Die Farbung der Gehirnschnitte erfolgte nach deeicgén Prinzip (ohne Methanol-Fixie-
rung). Es wurden Bilder aus dem zerebralen Cortdgemommen. Durch die transkardiale
Perfusion konnte ausgeschlossen werden, dass 8i8eDEtektion auf Rickstande in den

Kapillaren zurtickzuftihren ist.

2.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Probenvorbereitung und elektronenmikroskopiacbatersuchungen wurden in Koope-
ration mit Dr. D. Puchkov der Abteilung ,Cellulamaging“ (Leibniz-Forschungsinstitut fur
Molekulare Pharmakologie, Berlin) durchgefuhrt. Dazurden Claudin-12-KO und WT-
C57BL/6-Mause (28-33 Wochen alt) unter Narkose.,(ilpetamin 120 mg/kg, Xylazin
16 mg/kg) mit 4 % PFA in PBS-/- transkardial pedient (25 ml, 4 ml/min). Praparierte Her-
zen wurden in Fixierungspuffer (4 % PFA mit 2,5 %it@raldehyd und 0,1 M Cacodylatpuf-
fer, pH 7,4) Uberfuhrt, in Osmium (VII)-oxid (1 %achfixiert und mit Uranylaceta&n bloc
kontrastiert. Es folgte eine Dehydrierung mitteldsteigendem Methanol-Gradienten. An-
schlieend wurden die Gewebesticke mit einem Génaigs Propylenoxid und Epoxidharz
infiltriert, in reinem Epoxidharz eingebettet unitradiinne Schnitte kaudal beginnend ange-
fertigt. Diese wurden auf ein Kupfernetz platziartd mittels Uranylacetat und Bleiacetat
nachkontrastiert. Die Analyse erfolgte mit dem Brarssionselektronenmikroskop Zeiss
EM900. Die Bilder wurden aus dem Bereich des liekdrikularen Myokards aufgenommen.

2.8 Biophysikalische und -informatische Methoden

2.8.1 Strukturelle Untersuchungen mittels Zirkulard ichroismus-Spektroskopie
Zirkulardichroismus-Spektroskopie ist eine etabéeviethode zur Untersuchung der Sekun-
darstruktur von synthetischen Peptiden (Campagiah,et998). Die Messungen beruhen da-
rauf, dass optisch aktive Substanzen zirkular gdates Licht unterschiedlich stark absor-
bieren. Daher wurden Claudin-5-Peptide (50 uM) mo$phatpuffer (10 mM, pH 7,2) gelost,
um den Anteil an Sekundarstrukturelementeiélix, p-Faltblatt,-Schleife) zu bestimmen.

Der verbleibende Anteil wurde als ungeordnet bétetc Durch die Zugabe des Tensids SDS
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(0,5 mM in Phosphatpuffer) unterhalb der kritischilizellenkonzentration (9-10 mM,
Niraula et al., 2014) sollte eine mdgliche Induktieon B-Faltblattstrukturen tberprift wer-
den (Zhong und Johnson, 1992). Oberhalb der KngiscMizellenkonzentration kann SDS
zur Induktion und Stabilisierung vamHelices fihren (Gopal et al., 2012). Trifluoretbn
(TFE, 60 %) weist die Eigenschaft auf, eine Induktvona-Helices zu begunstigen (Buck,
1998).

Mit dem Spektropolarimeter J-720 wurde die Ellipéiz im Wellenlangenbereich von 190-
260 nm (RT) in Quarzkluvetten gemessen. Pro Messumgen 8 Akkumulationen mit einer
Aufldsung von 0,1 nm und einer Messgeschwindigker 20 nm/min erzeugt. Zur Analyse
der Daten mit dem Programm Spectra Manager wurder ukbzug des Puffer-basierten
Spektrums und Berticksichtigung der Aminosaureandehimolare residuale Elliptizitad]

berechnet (Corréa und Ramos, 2009):

(6] = 0 grad X cm?
10XcXdXxXn dmol
0 Elliptizitat (gradk 1073)
c Konzentration (mol/1)
d Schichtdicke der Kivette (cm)
n Anzahl der Aminoséauren

Charakteristisch fun-helikale Elemente in L-AS-Peptiden sind Ellipt&ggminima bei 208

und 222 nm sowie einem Maximum bei 192 nm. ffaltblatt-Strukturen gibt es ein Mini-
mum bei 217 nm und ein Maximum bei 195 nm. Ungeeteliitlemente zeigen ein Minimum
<200 nm (Greenfield und Fasman, 1969).

Die Bestimmung der prozentualen Neigung die entsmeden Sekundarstrukturanteile aus-
zubilden, erfolgte mit dem Spectra Manager unteméadung von Referenzspektren (Yang
et al., 1986).
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2.8.2 Sequenz-Alignments

Zur Bestimmung der Sequenzidentitdt wurden die Asdresequenzen der Peptide mit der
entsprechenden Sequenz der EZS1 von Claudinen ociddih verglichen. Dazu wurde ein
globales Alignment nach dem Needleman-Wunsch-Allgonis mittels EMBOSS-Software
(Rice et al., 2000) durchgefuhrt. Zur Berechnung d&equenzidentitdt wurde eine
BLOSUMG62-Matrix verwendet, um sowohl weniger (z@laudine) als auch stark abwei-
chende (z.B. Occludin) Proteinsequenzen zu vefggai¢Choudhuri, 2014).

2.8.3 Molekulare Modellierung

3D-Strukturmodelle der Peptide (bis 30 L-AS) wurdeit PEP-FOLD (Shen et al., 2014,
Thevenet et al., 2012) vorhergesagt und Modelledaiit energetisch giinstigsten Konforma-
tionen dargestellt. Die Strukturvorhersage von @Giad wurde mittels I-TASSER (Roy et

al., 2010; Zhang, 2008) unter Berucksichtigungkigstallstruktur von Claudin-15 (Suzuki et

al., 2014) als Vorlage durchgefuhrt. Ein mittels ESxdock erstelltes Interaktionsmodell
(Kurcinski et al., 2015) wurde zwischen den EZS @881, 138-161) des generierten Clau-
din-5-Modells und Peptidsequenzen nach Struktuemsdge mit PSIPRED (Buchan et al.,
2013) erstellt. Die Modelle wurden mit dem PrograBI®VIA Discovery Studio dargestellt.

2.8.4 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW)+Standardelmhiung (SD) oder MW+Standardfeh-
ler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. GraphPaditi5.04 wurde fiir die statistischen Ana-
lysen verwendet. Zur einfaktoriellen Varianzanalyse&rden Vergleiche von mehr als zwei
Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test mit anschlie@emPost-HoeTest nach Dunn durchge-
fuhrt, zur zweifaktoriellen Varianzanalyse mit eme&wei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit
anschlieBendemPost-HoecTest nach Bonferroni. Die MRT-Ergebnisse wurdenttats
Kolmogorov-Smirnov-Test statistisch ausgewertetti§ische Signifikanz wurde mit g
0,05 (*/#), p< 0,01 (**/##) und p< 0,001 (***/###) angegeben, nicht signifikante veed
Ergebnisse mit ns oder ungekennzeichnet dargestellt
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3 Ergebnisse

3.1 Claudin-5-Peptidomimetika erhéhen die Permeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke in vitro

Die parazellulare Route ist in der BHS durch diedaktion der transmembran&mght-Junc-

tion-Proteine Uber deren EZS abgedichtet (Piehl e@l; Piontek et al., 2008). Dies ver-
hindert maf3geblich die BHS-Gangigkeit von mehra&@s% der niedermolekularen und wei-
testgehend aller héhermolekularen Wirkstoffe (Hdgdr, 2005). Da in defight Junctions

der BHS eine Reduktion von Claudin-5 zu gering&arieredichtkeit fuhrt (Campbell et al.,
2008; Nitta et al., 2003), wurde dieses als Zidggirogewahlt, um die Durchlassigkeit der
BHS fur kleine hydrophile Wirkstoffe (z.B. Zytosta) zu erhdhen. Dazu wurden Pepti-
domimetika eingesetzt, die gegen die ESZ von ClaGdyerichtet sind, um deren Effekt auf

die BHS-Permeabilitdt zu untersuchen.

3.1.1 Permeabilisierung von Endothelzellbarrieren

Die Permeabilisierung von Endothelzellbarrieren @laudin-5-Peptiden (Sequenzen s. Kap.
2.2) wurde zuersin vitro nachgewiesen. Dazu dienten bEND.3-Zellen als Bid@Bviodell,

da sie in hohem Mal3e Claudin-5, ZO-1, Occludin Gfaudin-12 exprimieren (Anhang 2).

Zur Peptidbehandlung wurden sie auf ECIS-Elektro@aliviert (Absolutwerte s. Kap.
2.3.2.1), um eine TER-Verlaufsmessung als Mal3 i@rEthéhung der lonendurchlassigkeit
des Zellrasens zu ermitteln. Nach Behandlung mit merinen Claudin-5-Peptiden (jeweils
300 pM, 48 h) war der TER im Verhdltnis zu Zelldre mit peptidfreiem Medium inkubiert
wurden, signifikant reduziert. Im Vergleich zur pdfreien Mediumkontrolle blieb der TER
des Kontrollpeptids C2C2 (300 pM) unverandert (nd8Hhn: 100,0£9,7 zu 97,7+£12,7 %). Die
Peptide C5C2, D-AS-C5C2, C5C2[S22N], D-AS-C5C2[SR2Nd D-AS-C5C2/shifted ver-
ringerten den TER innerhalb von 24 h auf ein kantsts Plateau, welches bis 48 h nach Be-
handlung anhielt. Die starkste Reduktion zeigte ZJS@2N] (auf 11,2+11,5 %) gefolgt von
D-AS-C5C2/shifted (auf 33,7+24,5 %), D-AS-C5C2 (&1f,4+14,5 %), D-AS-C5C2[S22N]
(auf 53,1+13,4 %) und C5C2 (auf 59,7+13,1 %) (nd8H). Fur die beiden N-terminal ver-
langerten Peptide C5C2/shifted und C5C2/N+5AS weide TER-Reduktion nach 24 h auf
37,0+14,3 % bzw. auf 34,0+6,3 % beobachtet. Eireater TER-Anstieg auf 64,4+21,7 %
bzw. auf 57,3+3,6 % folgte nach 48 h (Abb. 12). figitere Claudin-5-Peptide war der TER
bis 48 h nach Behandlung nicht reduziert: die huarR@ptidvariante von C5C2 (hC5C2), die
murine C-terminale Verkirzungsvariante (C5C2/C-4A8\ie die EZS2-Peptide C5/hEZS2

(human) und C5/mEZS2 (murin, Anhang 3).
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Abb. 12: Claudin-5-Peptide verringern zeitabhangigden transzelluldaren elektrischen Widerstand (TER)
einesin-vitro-Modells der Blut-Hirn-Schranke. Electric Cell-Substrate Impedance Sens{&LIS) an Ge-
hirnendothelzellen der Maus (bEND.3). Pfeil, Zugaloem Medium oder Medium mit 300 uM Peptid:h
Mittelwert+SEM; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) minachlieBendenRost-HoeTest nach Bonferroni; ***,
p<0,001; nicht signifikant (ns)>0,05 relativ zu peptidfreiem Medium. C2C2, Kontpelptid; Claudin-5-Pep-
tide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C3&#fted (N-terminal verlangert (5 AS), C-terminvarkirzt
(4 AS)), C5BC2/N+5AS (N-terminal verlangert (5 AS)P-Aminosaure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-
C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.

Als weiteres unabhangiges BHS-Zellmodell wurdemgre bovine Gehirnkapillarendothel-
zellen als Kontaktkultur mit Astrozyten auf Filtekokultiviert. Hiermit sollte der TER sowie

die Permeabilitdt gegeniber dem kleinen MolekulifeucYellow (457 Da) nach Peptid-

behandlung gemessen werden. Diese Zellen reagisetesitiver auf eine Peptidbehandlung
im Vergleich zur TER-Messung an bEND.3-Zellen, deedeptidkonzentration von 300 uM
zur nahezu kompletten Barriere6ffnung fiihrte. Seftasch Austausch mit peptidfreiem Me-
dium war diese nicht reversibel (Anhang 4). Um diesvermeiden, wurde die Peptidkon-
zentration von 300 uM auf 150 uM reduziert.

Bei Peptidbehandlung (150 uM) wiesen die ClaudPeptide C5C2 und C5C2[S22N] nach
24 h sowohl eine signifikante TER-Reduktion alshaamen signifikanten Anstieg der Luci-
fer-Yellow-Permeabilitat im Vergleich zur Mediumkoaolle auf. Fir C5C2 ergab sich ein
TER von 52,5+18,2% und eine 2,0+0,8-fache Luc¥eflow-Permeabilitat; fur
C5C2[S22N]: 1,742,0% (TER) und 21,5+1,1-fach (lfeciYellow). Da der Effekt von
C5C2[S22N] zu einer sehr starken Durchlassigkditt&) wurde die Konzentration nochmals
auf 75 uM reduziert, wobei die TER-Reduktion (a6f4311,8 %) und die Permeabilitats-
steigerung fur Lucifer Yellow (1,5+0,8-fach) verglebar mit der C5C2-Wirkung bei 150 uM
war. Das Kontrollpeptid C2C2 hatte keinen Effekt 8ER und Permeabilitat (Abb. 13).

Die verwendeten zellularen BHS-Modelle bestatiggemit eine Claudin-5-Peptid-abhangige
Barrierepermeabilitat.
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Abb. 13: Claudin-5-Peptide permeabilisieren priméare Gehirnkapillarendothelzellen. Priméare bovine
Gehirnkapillarendothelzellen kultiviert als Kontlldtur mit Astrozyten aus der Ratte. Relativer szgilulérer
elektrischer Widerstand (TER, linke Ordinate, geseasmit Handelektrode) und relativer Permeatiorfikoe
zient fir Lucifer Yellow (457 Da, rechte Ordina®) h nach Inkubation mit Medium oder Medium mit fp
(75/150 uM). Gestrichelte Linie, Mittelwert der Medhkontrolle. r=3; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis-Test mit

anschlieBenderRost-HoeTest nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ** p<0,0Celativ zu peptidfreiem Me-
dium. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5CHC2[S22N] (S substituiert mit N).

Relativer TER

3.1.2 Reversibilitdt und Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung von Claudin-5-
Peptiden auf endotheliale Zellen

Da die permeabilisierende Wirkung der Claudin-5tlelepbestatigt wurde, sollte untersucht
werden, ob der Effekt reversibel ist. Dazu wurded&helzellen (bEND.3-Zellen) fur 16 h
mit Peptiden behandelt. AnschlieRend wurde ein Mmdiechsel durchgefihrt, sodass das
Regenerationspotenzial des TER in peptidfreiem Madiestimmt werden konnte.

Es zeigte sich bei einer Peptidkonzentration vo@ g™ fur die Claudin-5-Peptide C5C2,
C5C2[S22N], C5C2/shifted und ihre jeweiligen D-A®anten eine signifikante TER-Re-
duktion innerhalb von 16 h (Abb. 14, Abb. 15). Dabar die Starke der erhdhten lonen-
durchlassigkeit in der Reihenfolge: C5C2[S22N] ©47,7 %) > C5C2/N+5AS
(45,941,6 %) > D-AS-C5C2 (63,4+31,9 %) > C5C2/#dft (68,2+27,8 %) > D-AS-
C5C2/shifted (68,4+25,0 %) > D-AS-C5C2[S22N] (7£9%83 %) > C5C2 (81,8+12,5 %)
relativ zur Mediumkontrolle. Nach Austausch von tmltigem mit peptidfreiem Medium
fuhrten die Peptide C5C2 (96,9+13,9 %), D-AS-C5@R,4+37,1 %), D-AS-C5C2[S22N]
(86,6+£23,8 %), C5C2/shifted (80,2+21,0 %) und D-85€2/shifted (85,1+23,8 %) 16 h
nach Behandlung zu einer Erholung der BarrierefonkiDie TER-Werte unterschieden sich
im Vergleich zum Ausgangswert der Mediumkontroliehh signifikant. Fir C5C2[S22N]
(47,9£13,9 %) und C5C2/N+5AS (51,9+3,3 %) stelliehsdie urspringliche Dichtheit der
Endothelzellbarriere durch einen Mediumwechsel i&:h noch nicht wieder her. Ein Trend
der TER-Erh6hung im Vergleich zum Messwert nachh4ghne Mediumwechsel war jedoch
zu verzeichnen (Abb. 15), weswegen angenommen dask der TER sich zu einem spéateren

Zeitpunkt regeneriert.
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Abb. 14: Regeneration der zellularen Dichtheit nachL6-stindiger Peptidbehandlung.Nach Peptidinkuba-
tion wurde der transzellulare elektrische WiderdtGPER) von Gehirnendothelzellen der Maus (bENDegju-
ziert. Schwarzer Pfeil, Zugabe von Medium oder Medimit 300 uM Peptid. 16 h nach Behandlung wurde
peptidhaltiges Medium durch peptidfreies Mediumetais(grauer Pfeil). Gemessen mitt&lectric Cell-Sub-
strate Impedance SensifigCIS). r#3; Mittelwert+SEM. TER relativ zu peptidfreiem Menin. C2C2, Kontroll-
peptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S stbsrt mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlanger
(5 AS), C-terminal verkiirzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (Brminal verlangert (5 AS)); D-Aminosaure-Pepti@e:
AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.

Zur weiteren Charakterisierung der Starke und Rstvditat des permeabilisierenden Effekts
von Claudin-5-Peptiden auf endotheliale Barrieremde der TER in Abh&ngigkeit von Pep-
tidkonzentrationen < 300 uM (150 und 75 pM) gemesBei einer Peptidkonzentration von
150 uM war nach 48 h der TER fur die getestetemdita5-Peptide weniger stark reduziert
als bei 300 uM: C5C2, auf 82,5+24,1 % (anstatt 58377 %), D-AS-C5C2, auf 46,4+27,6 %
(anstatt 33,5+18,9 %), C5C2[S22N], auf 50,5+19,5 (&hstatt 15,4+14,5 %), D-AS-
C5C2[S22N], auf 80,14£8,9 % (anstatt 53,1+14,3 %§Ce/shifted, auf 86,3+10,4 % (anstatt
64,4122,8 %), D-AS-C5C2/shifted, auf 66,8+15,3 %statt 33,7+15,5 %). Auler nach
C5C2-Behandlung fuhrten die getesteten Claudin{gi€te zu einer signifikanten Reduktion
nach 48 h, die fur die Peptide C5C2/shifted, D-AB=@/shifted, D-AS-C5C2[S22N] nach
Mediumwechsel rickgangig gemacht werden konnte 3213 %, 84,8+9,8 % bzw.
82,6+4,5 %). Fur D-AS-C5C2 und C5C2[S22N] regeme&zisich durch einen Mediumwech-
sel der TER nach 48 h noch nicht vollstandig. Daptid C5C2/shifted (300 und 150 puM)
resultierte bereits ohne Mediumwechsel in einer FEROhung (64,4+22,8 % bzw.
86,31£10,4 %) (Abb. 15).
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Abb. 15: Claudin-5-Peptidomimetika fihren zur konzentrationsabhangigen und reversiblen Reduktion
der parazelluldaren Dichtheit. Nach Peptidbehandlung wurde der transzellulangredehe Widerstand (TER)
von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) redtizi@emessen nach Inkubation von Medium oder Medium
mit Peptid in den Konzentrationen 300, 150 und 5 mittels Electric Cell-Substrate Impedance Sensing
(ECIS). re7; Mittelwert+SD; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mianschlieBendenPost-HoeTest nach
Bonferroni; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; oht signifikant (ns), 0,05 relativ zu peptidfreiem Medium.
Mediumwechsel (MW) 16 h, peptidhaltiges Medium waurt6b h nach Behandlungsbeginn durch peptidfreies
Medium ersetzt, Messpunkt 48 h nach Behandlunggstzw. 32 h nach Mediumwechsel). Claudin-5-Peptide
C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/sft(N-terminal verlangert (5 AS), C-terminal ver&iir

(4 AS)); D-Aminosaure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-CH&22N], D-AS-C5C2/shifted.
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Eine Konzentration von 75 uM der Peptide C5C2, D@&EC2[S22N], C5C2/shifted und D-
AS-C5C2/shifted sorgte innerhalb von 48 h fir kddirebhung der lonendurchlassigkeit. D-
AS-C5C2 und C5C2[S22N] reduzierten den TER sigaifik auf 70,6£10,4 % bzw. auf
83,31£14,6 % nach 48 h (Abb. 15).

Da sich die untersuchten Claudin-5-Peptide sowelthahdngig als auch konzentrationsab-
hangig in ihrer Barriereregeneration unterschiet@&nnen diese Eigenschaften genutzt wer-
den, um spezifische Barriere6ffnungen zu erreiclBmspielsweise kann C5C2[S22N] An-
wendung finden, wenn langere Wirkungen erwinschdl,swohingegen C5C2/shifted fur

kurzzeitige eingesetzt werden konnte.

3.1.3 Claudin-5-Peptidomimetika fihren zur groRense  lektiven Barrieredffnung

Um die GroRenselektivitat der permeabilisierenderkivig von Claudin-5-Peptiden zu un-
tersuchen, wurden MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen npieptidfreiem Medium, Kontroll-
peptid C2C2 (300 uM) oder Claudin-5-Peptiden beb&n@00 puM). Nach 48 h wurde so-
wohl der TER als auch die Permeabilitat fur Molekilit verschiedener Grof3e (0,4-155 kDa)
bestimmt (Absolutwerte s. Kap. 2.3.2.1 bzw. 2.3.2.2

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen war die TER#Wgerung Claudin-5-Peptid-behan-
delter Zellen Uber 48 h stetig und signifikant. N&8 h war C5C2[S22N] am wirksamsten
(Reduktion auf 34,9+24,3 %). Andere Claudin-5-Rigptireduzierten den TER auf
51,8+28,5 % bis 83,8+19,1 % (Abb. 16, linke Ord@)at

Damit einhergehend fiihrten die Claudin-5-Peptideinar erhdhten Durchlassigkeit fur Mar-
kermolekile mit verschiedenen Molekulargewichteobei die GrofRenselektivitat und das
Mald der Durchlassigkeit vom Peptid abhangig waksbei erhdhte das Peptid C5C2 die
Permeabilitat fir Molekile mit einer Grof3e von 453 signifikant bis aufs Sechsfache und
bis 67 kDa in geringerem MalRe im Vergleich zur pmHpien Mediumkontrolle.
C5C2/shifted, C5C2/N+5AS und die D-AS-Peptide D-B85€2, D-AS-C5C2/shifted und D-
C5C2[S22N] zeigten eine signifikante Erhohung dardblassigkeit bis 10 kDa und teilweise
auch fir grolRere Molekile bis 67 kDa, die oftmadsimgger penetrierten. Fur das Peptid
C5C2[S22N] war die Zellbarriere starker fur Molekidis 67 kDa und in geringerem Malie
bis 155 kDa getffnet. Des Weiteren wiesen ClaudiPeptide eine erhhte Permeabilitat fir
ein Zytostatikum (Doxorubicin, 580 Da) auf. Dabearnndie Durchlassigkeit signifikant um
den Faktor 5,2+1,8 (C5C2), 4,0+1,8 (D-AS-C5C2),+3,8 (C5C2/shifted) und 17,5+6,3
(C5C2[S22N]) erhoht (Abb. 16, rechte Ordinate).
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Abb. 16: Claudin-5-Peptide erhdhen die gréRenabhamge Permeabilitdt von Markersubstanzen und die
Durchlassigkeit von Wirkstoffen in Claudin-5-exprimierenden, epithelialen ZellschichtenMDCK-II-Zel-

len (Madin-Darbycanine kidney stabil transfiziert mit murinem Claudin-5, N4t@nal mit YFP {ellow
Fluorescent Protein markiert, kultiviert auf Filtern und behandelt tniledium oder Medium mit Peptiden
(300 pM). Linke Ordinate: TER (transzellularer étedcher Widerstand) vor und nach Peptidbehandlung.
Rechte Ordinate: Messung des relativen Permeatieffidienten des Zytostatikums Doxorubicin (580 Dater
Kasten) und Markersubstanzen verschiedener Gr&@¥eb4 (Lucifer Yellow), 10 kDa (Fluoreszein-Isotbya-
nat-Dextran), 40 kDa (Fluoreszein-Isothiocyanatits®y, 67 kDa (Fluoreszein-lsothiocyanat-Albumimdu
155 kDa (Tetramethylrhodamin-Dextran) 48 h nach é®efung mit Peptiden. Mittelwert+SD. TERz12,
Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieRenddétost-HoeTest nach Bonferroni; Permeabilitéatz4y
Kruskal-Wallis-Test mit anschlie@enddPost-HoeTest nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,0Pnicht
signifikant (ns), p0,05 relativ zu peptidfreier Mediumkontrolle (géstelte Linien). C2C2, Kontrollpeptid;
Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substitumeitt N), C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 AS)-
terminal verkiirzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminarangert (5 AS)); D-Aminosaure-Peptide: D-AS-C5C2,
D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.
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Das Kontrollpeptid C2C2 filhrte zu keiner signifikam Anderung von TER oder
Permeabilitdt (Abb. 16) genau wie die C-terminakrRéirzungsvariante von murinem C5C2
(C5C2/C-4AS) und die humane C5C2-Variante (hC5Qthakg 5).

Insgesamt sind Claudin-5-Peptide zur groRenselekiBarrieredffnung geeignet. Dabei kann
sowohl eine Offnung fiir kleinere Molekiile (z.B. mi6C2) als auch fir groBere Molekiile
(z.B. mit C5C2[S22N]) umgesetzt werden.

3.1.4 Der permeabilisierende Effekt der Claudin-5-P  eptide ist nicht zytotoxisch

Zur Bestimmung des Einflusses der getesteten Reptifl die Zellvitalitat wurden bEND.3-
(Abb. 17A) und MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen (Abld7B) fur 24 h bzw. 48 h mit in
Medium gelosten Peptiden (3@) inkubiert. Im Anschluss wurde entweder ein MT&sT
oder ein Neutralrot-Test zur Bestimmung der Zedhi#t durchgefuhrt. Keines der Peptide

wirkte sich negativ auf die Vitalitat der getesteielltypen relativ zur Mediumkontrolle aus.

Fur das Peptid C5C2/shifted wurde ein Proliferaggostieg bei der Messung mittels Neutral-
rot-Test verzeichnet (auf 138+9,6 % bei bEND.3-@®)ll Dies ist wahrscheinlich auf die
frihe Regenerationsfahigkeit der Peptid-behandefidien zurtickzufihren (Abb. 14). Als
Positivkontrolle dienten Zellen behandelt mit Tnit&-100 (0,01 %). Dadurch war die Zell-
vitalitdt bei bEND.3-Zellen nach 24 h auf 21,6£68/0(MTT) bzw. 11,4+11,6 % (Neutralrot)
und bei MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen nach 48 h aB6,4+19,8 % (MTT) bzw.
13,0£6,6 % (Neutralrot) reduziert (Abb. 17A,B).

Anhand der Untersuchungen wurde ausgeschlossen daasVirkung der Peptide auf zyto-

toxischen Effekten beruhte.

64



Ergebnisse

>

bEND.3

J MTT-Test
B Neutralrot-Test

Relative Zellvitalitat
o O - -
) @ M O

MDCK-II-YFP-mClaudin-5

J MTT-Test
169 @ Neutralrot-Test

W

Relative Zellvitalitat
o o o =~
i
____H
(I
" H
[ H
Heol_—_—H

.*:i—u:

*

*

S > 9 v oe
S &Y PP €S & &
o ¢ o L 9 9o & & & J O
S g P> S NS
R R U A &y © QO

C 9 g F &F &K O +

& & S

Q Q &

Abb. 17: Die Zellvitalitat ist in Endothel- und Epithelzellen durch Peptidbehandlung nicht beeintrachgt.
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetzaliumbromid)- und Neutralrot-Test nach Peptidbehan
lung (300 uM). Keines der Peptide zeigte einentayischen Effekt. Positivkontrolle, Triton X-1000Q, %.
Mittelwert+SD. Kruskal-Wallis-Test mit anschlie@emdPost-HoeTest nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001 relativ zu peptidfreier Mediumkontrol{@) Zellvitalitdt muriner Gehirnendothelzellen (bENDZ24 h
nach Peptidgabe>8. (B) MDCK-II-Zellen (Madin-Darbycanine kidney stabil transfiziert mit murinem YFP
(Yellow Fluorescent ProtejrClaudin-5, 48 h nach Peptidgabe;bn C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide:
C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/sft(N-terminal verlangert (5 AS), C-terminal ver&iir
(4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlangert (5 ASP5C2/C-4AS (C-terminal verkirzt (4 AS)), hC5C2 +(hu
mane Variante von C5C2); D-Aminosaure-Peptide: D@EEL2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.

3.2 Claudin-5-Peptidomimetika beeintrachtigen die Tight-Junction -
Struktur

3.2.1 Umverteilung und Reduktion von  Tight-Junction -Proteinen aus der Plasma-
membran

bEND.3-Zellen ohne Peptidbehandlung waren durch eine starke Claudin-5-Anreicherung in

der Plasmamembran und einer Kolokalisation mit dem Zellkontakt-Marker ZO-1 charakteri-
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siert. Im Zytosol waren nur schwache Claudin-5-8igrzu beobachten und die Zellen hatten
eine spindelférmige Zellstruktur. Gleiche Merkmalarden nach Behandlung mit dem Kon-
trollpeptid C2C2 gefunden (Abb. 18A, Medium, C2CRh Vergleich dazu flihrte die Be-
handlung mit Claudin-5-Peptiden (24 h, 300 uM) ¥Yerringerung von Claudin-5 in der Plas-
mamembran (Abb. 18A, Pfeilkdpfe) und zu einem Asgsan zytosolischem Claudin-5 (Abb.
18A, Pfeile). Die starkste Umverteilung von Clau8inm Vergleich zur Mediumkontrolle
hatten die Peptide D-AS-C5C2 (Claudifefbran Verringert auf 69,8+25,9 %, Claudiny@sol
erhoht auf 134,0£36,4 %) und D-AS-C5C2[S22N] (ClatBiembran Verringert auf
71,3+27,6 %, Claudin&oesor €rhoht auf 139,2+49,2 %Abb. 18A,B). Bei den Peptiden
C5C2[S22N], C5C2/shifted und C5C2/N+5AS wurde k&istieg an zytosolischem Claudin-
5, dafur aber sowohl eine Claudin-5- und ZO-1-Réidukin der Membran auf 89,8+23,6 %
bzw. 81,9+18,6 % (C5C2[S22N]), 42,2+16,3 % bzw. 8808,1 % (C5C2/shifted) und
90,4+23,0 % bzw. 64,4+20,1 % (C5C2/N+5AS) im Veigtezur Mediumkontrolle bestimmit.
Diese Effekte wurden bei allen getesteten Clauditeptiden von einer Verdnderung der Zell-
morphologie begleitet: die Zellen waren zunehmamader (Abb. 18, Sterne; Abb. 18B,
Quantifizierung) verglichen mit der elliptischen iSgelzellform der unbehandelten Zellen
(Abb. 18A). Die Beeintrachtigungen der Zellmorplgi®o waren 32 h nach Mediumwechsel
fur die Claudin-5-Peptide C5C2 und D-AS-C5C2 niamthr zu beobachten. Die Peptide
C5C2[S22N], D-AS-C5C2[S22N], C5C2/shifted und CaIT23AS wiesen nur eine teilweise
Regeneration auf. Es zeigten sich sowohl rundeededlls auch typische, spindelférmige
Endothelzellen. Auch das Claudin-5-Signal in dessRlamembran erholte sich nicht vollstan-
dig (Anhang 6).

Ahnliche Effekte der Claudin-5-Peptide auf die Awltphologie konnten in primaren, bo-
vinen Endothelzellkulturen beobachtet werden. NBehandlung mit peptidfreiem Medium
oder Kontrollpeptid behielten die Gehirnendothdézekine typische Spindelform bei, hinge-
gen sorgten C5C2 und C5C2[S22N] fur eine abgerendetm (Abb. 19A Sterne; Abb. 19B,
Quantifizierung). C5C2 erzielte diese Effekte beiee Konzentration von 150 pM. Far
C5C2[S22N] war eine Konzentration von 75 pM ausgremnzl, wobei 150 pM die Zellen
nachweislich schadigten (Abb. 19A,B).

Insgesamt bedingten die Claudin-5-Peptide vor akenen Verlust von Claudin-5 in den
Zell-Zell-Kontakten und eine Beeintrachtigung deglliorm aber auch eine intrazellulare

Akkumulation von Claudin-5.
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Abb. 18: Claudin-5-Peptide fuhren zur Umverteilungvon Claudin-5 aus der Plasmamembran ins Zytosol,
reduzieren Membran-assoziiertesZonula Occludens Protein-1 (ZO-1) und beeinflussen die Zellmorpholo-
gie von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3Yortsetzung auf nchster Seite.
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Abb. 18: Claudin-5-Peptide fiihren zur Umverteilungvon Claudin-5 aus der Plasmamembran ins Zytosol,
reduzieren Membran-assoziiertesZonula Occludens Protein-1 (ZO-1) und beeinflussen die Zellmorpholo-
gie von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3). (Almmunfluoreszenzfarbungen 24 h nach Peptidinkuba-
tion (300 uM) zeigen eine Claudin-5- und ZO-1-Reéukin der Plasmamembran (Pfeilspitzen), Akkumiatat
von Claudin-5 im Zytosol (Pfeile) und eine rundkcfZellform (Sterne)(B) Quantifizierung der Fluores-
zenzintensitat von Claudin-5 und ZO-1 in der Plaseabran, von zytosolischem Claudin-5 und der Zedmo
phologie (berechnet als Zirkularitat) nach Peptidiellung relativ zur Mediumkontrolle>80, Mittelwert+SD,
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBenddost-HoeTest nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,00elativ
zu peptidfreier Mediumkontrolle. C2C2, KontrollpehtClaudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S subitu
mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 AS);terminal verkirzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-termina
verlangert (5 AS)); D-Aminosaure-Peptide: D-AS-C502AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.
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Abb. 19: Claudin-5-Peptide flihren zur Abrundung in primaren Endothelzellen. Primére bovine Gehirn-
kapillarendothelzellen als Kontaktkultur mit Ratistrozyten wurden 24 h mit Peptiden (150 uM, weithtn
anders angegeben) oder Medium als Kontrolle inktibjd) Immunfluoreszenzfarbung der Zellen nach 24 h
Peptidinkubation zeigen eine eher rundliche ZalffqSterne). Cldn5, Claudin-5; ZO-Zpnula occluden®ro-
tein-1.(B) Quantifizierung der reduzierten elliptischen Mafgigie der Zellen (berechnet als Zirkularitat) nach
Peptidbehandlung.>47, Mittelwert+SD, Kruskal-Wallis-Test mit anschliendemPost-HoeTest nach Dunn;
*** p<0,001 relativ zu Peptidfreier Mediumkontrell C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2,
C5C2[S22N] (S substituiert mit N).
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3.2.2 Peptidbehandlung reduziert die Komplexitat de  r Tight-Junction -Strdnge

Zur Untersuchung des Einflusses von Claudin-5-Beptauf di€Tight-JunctionMorphologie
wurde Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie angewen®&ND.3-Zellen, die entweder mit
C5C2 oder D-AS-C5C2 (24 h, 300 pM) inkubiert wurdgirten zur signifikanten Reduk-
tion der Partikelzahl in defight-JunctiorStrangen der E-Face der Plasmamembfandie
peptidfreie Mediumkontrolle wurden 53+6 Partikel/um Stranglange gemessen;d8€2 und
D-AS-C5C2 nur 43+7 bzw. 4416 Partikel/um. Zellen, die mit dem Katipeptid C2C2 inku-
biert wurden, waren nicht signifikant beeinflus&uf der P-Face waren Partikel assoziiert,
die keine Strange bildeten und keiner Veranderunghdeine Peptidbehandlung unterlagen
(Abb. 20).

Damit fuhrten dieselben Claudin-5-Peptide nebeerdieduktion von Claudin-5 in den Zell-
Zell-Kontakten (s. Kap. 3.2.1) zur Reduktion dertiRalzahl in denTight-JunctionStrangen
auf der E-Face der Plasmamembran.

Partikel/
Mm Stranglange

30-

Medium C2C2 C5C2 D-AS-C5C2

Abb. 20: DasTight-Junction-Strangnetzwerk zeigt nach Claudin-5-Peptidbehandlog weniger Komplexi-

tat. Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie von Gehirnehédtellen der Maus (bEND.3) 24 h nach Peptidbe-
handlung (300 pM). Reduktion der Partikel (weil3eilej auf der exoplasmatischen Hélfte (EF) der rRtas
membran. Saulendiagramm: Z&hlung der Partikel pnoStranglange, >26; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis-
Test mit anschlieBendeRost-HoeTest nach Dunn; *** p<0,001 relativ zu peptidiEeiMediumkontrolle. PF,
protoplasmatische Halfte der Plasmamembran.
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3.3 Spezifitat von Claudin-5-Peptidomimetika

3.3.1 Reduktion von Claudin-5 und Occludin nach Pep  tidbehandlung

Zur Analyse der Peptidspezifitat wurden HEK-293i&el(normalerweiseTlight-Junction
frei) mit Uberexpression eineJight-JunctionProteins nach Peptidbehandlung (24 h,
300 uM) mittels Lebendzellmikroskopie untersuchie Bionotransfizierten Zellen exprimier-
ten jeweils nur einTight-JunctionProtein, welches mit YFP markiert war und sichden
Zwei-Zell-Kontakten anreicherte (Abb. 21A, link€)adurch war es moglich, Peptideffekte
auf dieTight Junctiongsoliert zu untersuchen. Der Fokus wurde dabedautClaudine-1, -3,
-4, -5, -11, -12 und Occludin gelegt, da diese @n BHS exprimiert werden bzw. tberwie-
gend eine abdichtende Funktion einnehmen.

Nach Behandlung mit Claudin-5-Peptiden war Cladgim der Plasmamembran relativ zur
Mediumkontrolle von 34,84£9,0 % bis 59,8+19,4 % €yant reduziert (Abb. 21A, obere
Reihe, weie Pfeile; Abb. 21B, Quantifizierung)e8elben Peptide hatten zudem einen signi-
fikanten Effekt auf die Occludin-Reduktion in ddagtmamembran (Abb. 21A, untere Reihe,
weille Pfeile; Abb. 21B, Quantifizierung; Reduktiwan 58,5+23,8 % bis 89,9+26,4 %).
C5C2[S22N] reduzierte zusatzlich Claudin-11 in BEasmamembran auf 81,6+£23,1 % (Abb.
21A, weil3e Pfeile) und erhdhte Claudin-4 auf 1234% % (Abb. 21A, blaue Pfeile; Abb.
21B, Quantifizierung). Das Peptid D-AS-C5C2 fuhre einer geringen Anreicherung von
Claudin-3 (auf 117,3+18,6 %) und Claudin-11 (124,88 %) in der Plasmamembran. Neben
einer Reduktion von Claudin-5 und Occludin waren@&C2/shifted Claudin-3, -4 und -11
relativ zur Mediumkontrolle erhoht (auf 134,9+1643 136,1+46,8 % bzw. 132,3+28,3 %;
Abb. 21A, blaue Pfeile; Abb. 21B, Quantifizierun®er Grund dafir kdnnte der proliferative
Effekt sein, den C5C2/shifted bereits im Vitalitagt hatte (Abb. 17). Das Kontrollpeptid
C2C2 hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation detesteten YFP-markierten Zellkon-
taktproteine (Abb. 21).

Dementsprechend wirkten Claudin-5-Peptide Uberwidgéber eine Modulation von Clau-
din-5 aber auch Occludin, wobei insbesondere d@s@2/shifted weiterdight-Junction

Proteine beeinflusst wurden.
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Abb. 21: Claudin-5-Peptide reduzieren die Plasmamebranlokalisation von Claudin-5 und Occludin in
monotransfizierten Zellen. (A) Lebendzellmikroskopie von Claudin-1-, -3-, -4-;,-8.1-, -12- und Occludin-
Yellow Fluorescent ProteifYFP)-monotransfizierten HEK-293-Zellen (humanebeyonale Nierenzelllinie)
nach Behandlung mit Peptiden (24 h, 300 uM) odetigieeiem Medium. Weil3er Pfeil, Reduktion der Prhas
membranintensitat; blauer Pfeil, Erhéhung der Pamembranintensité(B) Quantifizierung der YFP-Intensitat
in der Plasmamembranz15; Mittelwert+SD; Kruskal-Wallis-Test mit anscHiendemPost-HoeTest nach
Dunn; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 relativwz peptidfreier Mediumkontrolle. C2C2, Kontrollpegti
Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substitumeitt N), C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 A®)-
terminal verkiirzt (4AS)); D-Aminosaure-Peptide: 3A5C2, D-AS-C5C2[S22N].

3.3.2 In Claudin-5-freien, Tight-Junction -bildenden Zellen haben Claudin-5-Peptide
Uberwiegend keine Wirkung

Die gesteigerte Permeabilitat durch die BehandlonitgClaudin-5-Peptiden wurde in Clau-
din-5-exprimierenden Zellmodellen nachgewiesen. iDavorangegangenen Kapitel durch
monotransfizierte Zellen die Beteiligung von Clau8ian der Peptidwirkung bestatigt wurde,
sind weitere Untersuchungen dazu Gegenstand diegetels. Dazu wurden Claudin-5-freie,
Tight-Junctionbildende MDCK-II-Zellen verwendet, die die Zellkaktproteine Claudin-1,
-2, -3, -4, Occludin und ZO-1 exprimieren (McNefl @., 2006; Staat et al., 2015). Nach
Peptidbehandlung (48 h, 300 uM) hatten C5C2, D-A&Zund D-AS-C5C2[S22N] keinen
signifikanten Effekt auf TER-Reduktion (max. auf,&%,1 %) und Lucifer-Yellow-Per-
meabilitdt (max. 2,5t1,4-fach; Abb. 22, Saulen olvhaster). C5C2/shifted bedingte eine
vergleichbare Durchlassigkeit fur lonen sowie Leciifellow in Claudin-5-exprimierenden
und -freien Zellen (Abb. 22). Eine signifikante THRduktion und ein signifikanter Anstieg
der Lucifer-Yellow-Permeabilitat wurde fur die Pept C5C2[S22] (68,0+12,7 % bzw.
5,5+2,6-fach) und C5C2/N+5AS (63,7+5,0 % bzw. 2,8+#hch) mit WT-Zellen gemessen
(Abb. 22, Saulen ohne Muster). Jedoch war der Effek Vergleich zu Claudin-5-ex-
primierenden Zellen (Abb. 22, gestreifte Saulen b&iab. 16) wesentlich geringer. TER und
Permeabilitdt waren durch das Kontrollpeptid C2@htnbeeinflusst (Abb. 22).

Damit war die Wirkung der Claudin-5-Peptide auf gédlulare Barriere Claudin-5-abhéngig,
wobei die Peptide C5C2[S22N], C5C2/shifted und OBIZBAS weniger spezifisch waren.
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Abb. 22: Die Wirkung von Claudin-5-Peptiden auf dieDurchléssigkeit zellularer Barrieren ist abhangig
von Claudin-5-haltigen Tight Junctions. MDCK-II (Madin-Darby canine kidne)Zellen mit sehr geringer
endogener Claudin-5-Expression wurden auf Filtashivkert und mit Peptiden (300 uM) oder Medium als
Kontrolle behandelt (Saulen ohne Muster). Peptidheelte MDCK-II-Zellen, transfiziert mit YFPYEllow
Fluorescent ProteamClaudin-5 sind vergleichend dazu dargestellstfgéfte Saulen, Daten s. Abb. 16). Linke
Ordinate: TER (transzellularer elektrischer Widanst) 48 h nach Behandlung. Rechte Ordinate: Mesdang
relativen Permeationskoeffizienten von Lucifer 6ell (457 Da) 48 h nach Behandlung. Mittelwert+SB3n
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBenddost-HoeTest nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,00elativ
zu peptidfreier Mediumkontrolle (gestrichelte Limje Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieende
Post-HoeTest nach Bonferroni; #, p<0,05; ##, p<0,01; ##4),001 WT- relativ zu Claudin-5-Zellen. C2C2,
Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22(8] substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminadrv
langert (5 AS), C-terminal verkirzt (4 AS)), C5C2BAS (N-terminal verlangert (5 AS)); D-Aminosaure-
Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N].

3.4 Wirkmechanismus von Claudin-5-Peptidomimetika

3.4.1 Downregulation der mRNA von Claudin-5, Occlud  in und Zonula occludens Pro-
tein-1

Claudin-5-Peptide bedingen sowohl in Claudin-5-monotransfizierten HEK-293-Zellen
(s. Kap. 3.3.1) als auch in Claudin-5-exprimierenden Gehirnendothelzellen (s. Kap. 3.2.1)
eine Claudin-5-Reduktion in der Plasmamembran. Zur Klirung, ob dadurch ebenso eine
Regulation auf mRNA-Ebene stattfindet, wurden bEND.3-Zellen nach Inkubation mit
Claudin-5-Peptiden (24 h, 300 uM) mittels qRT-PCR untersucht. Dabei zeigte sich fiir die
getesteten Claudin-5-Peptide eine signifikante Reduktion der mRNA bzw. ein Trend zur
Reduktion fiir Claudin-5, Occludin und ZO-1. Fiir Claudin-5 war die mRNA-Expression
mindestens auf 75,5 % bis maximal auf 48,4 % verglichen zur peptidfreien Mediumkontrolle
reduziert; fir Occludin: auf 48,4 bis 27,3 %; fir ZO-1: auf 75,2 bis 28,7 %. Die mRNA-
Expression von Claudin-1 und -12 wurde nicht durch Claudin-5-Peptide beeinflusst, genauso
wie das Kontrollpeptid C2C2 keinen Einfluss auf die mRNA-Expression der getesteten
Zellkontaktproteine hatte (Abb. 23.
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Claudin-5-Peptide fithrten zur Downregulation der mRNA-Expression von Claudin-5, Occlu-

din und ZO-1 ohne die Expression anderer Claudine (Claudin-1 und -12) zu beeinflussen.

B Medium EmD-AS-C5C2 B C5C2/shifted
EmC2C2 @ C5C2[S22N] Bl D-AS-C5C2/shifted
1°°] E3C5C2 mmD-AS-C5C2[S22N] [ C5C2/N+5AS
5 kXX X
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10°¢ ~ = ~ —

Claudin-1 Claudin-5 Claudin-12 Occludin 201

Abb. 23: Der Effekt von Claudin-5-Peptiden auf diemRNA-Expression von Claudin-1, -5, -12, Occludin
und Zonula occludens protein-1 (ZO-1). Peptidkonzentration: 300 uM, mRNA normiert gehktin (ACt=Ctﬁ_

Akﬁn-CtZe”komaktpmteig; Ct, Schwellenwertzyklus. %7, Mittelwert+SD. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit

anschlieRenderPost-HoeTest nach Bonferroni; *, p<0,05; **, p<0,01; **<0,001 relativ zu peptidfreier
Mediumkontrolle. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5{Rgle: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N),
C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 AS), C-temadi verkiirzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verggmt
(5 AS)); D-Aminoséaure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-CH&22N], D-ASC5C2/shifted.

3.4.2 Zeitabhéngige Internalisierung von Claudin-5-  Peptiden in Endothelzellen

In anderen Untersuchungen zu Claudin-Peptiden wurde eine Kointernalisierung des Peptid-
Claudin-Komplexes beschrieben (Gehne et al., 2017; Staat et al., 2015; Zwanziger et al.,
2012b). Da Claudin-5 nach Peptidbehandlung in der Plasmamembran reduziert aber zytoso-
lisch angereichert war, soll untersucht werden, inwieweit auch Claudin-5-Peptide endozytiert
werden. Nach Behandlung mit Fluoreszenz-markierten Peptiden (C5C2 und Kontrollpeptid
C2C2) wurden lebende Gehirnendothelzellen (bEND.3-Zellen) nach verschiedenen Zeitpunk-
ten untersucht. Zuvor wurde bestétigt, dass die N-terminale Kopplung der Peptide mit Fluo-

reszenzmolekiilen keinen negativen Einfluss auf deren Wirkung hatte (Anhang 7.

Mittels Laser-Scanning-Mikroskopie wurde die zellulire TAMRA-Fluoreszenzintensitdt von
etwa 20 Bildern aus mehreren Ebenen im Abstand von laufgenommen (Z-Stapel) und
pro Probeder Mittelwert aus mindestens drei Z-Stapeln gebild@#é Untersuchungen erga-

ben eine intrazellulire Akkumulation von Fluoreszenz-markiertem Claudin-5-Peptid
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(TAMRA-C5C2) jedoch nicht von TAMRA-C2C2 oder TAMRA (Abb. 24A). Der Zeitverlauf

der intrazelluldren Akkumulation zeigte einen signifikant hoheren Anstieg von intrazelluldrem
C5C2 bezogen auf peptidfreies TAMRA-Medium nach 4 h (3-fach, hohe Laserintensitét) und
nach 16, 24 und 48 h (21-fach, 28-fach, 15-fach, niedrige Laserintensitét). Die hohe Laserin-
tensitdt flir Zeitpunkte bis 4 h wurde gewihlt, um reprasentative Werte liber dem Signal-
Rausch-Verhéltnis messen zu konnen. Das Kontrollpeptid C2C2 wurde {iber einen Zeitverlauf

von 48 h nicht intrazelluldr aufgenommen (Abb. 24B).

Somit wurde eine spezifische und zeitabhingige Internalisierung von C5C2 in Gehirnendo-

thelzellen nachgewiesen.

Nyklei — g
B TAMRA -+=TAMRA-C2C2 TAMRA-C5C2
N 1504 Fekek -150 —
S >
N =
ﬁ - Fedek ks s E
® =100 -100 = ?
3 i ~ &
by . S 9
S 5 501 Lfﬁf 50 59
= 2 A = N
Ii T-Tf ’I/ 1 .;I=5’=§===% E
0 T T T {ir—r —0
0 1 2 3 4148 16 24 48
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(Laserintensitat 30 %, (Laserintensitat 24 %,
Blende 165 um) Blende 40 um)

Abb. 24: Das Claudin-5-Peptid C5C2 aber nicht das Entrollpeptid C2C2 wird in Gehirnendothelzellen
der Maus (bEND.3) internalisiert. (A) Dreidimensionale Aufnahme durch die endotheliadéisgéhicht (Z-
Stapel aus ca. 20 Ebenen) 24 h nach Peptidbehan(BupM). Peptide sind N-terminal mit fluoresziedem
5,6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) markie(B) Zeitverlauf der intrazellularen Akkumulation von
TAMRA oder TAMRA-Peptiden. Mittelwert+SD,>8. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieRendem
Post-HoeTest nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu pejiteiem TAMRA-Medium.
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3.5 Geringe Bindung der Claudin-5-Peptidomimetikaa n Albumin

Durch die Plasmaproteinbindung von Wirkstoffen witdren Pharmakokinetik beeinflusst.
Daher wurde die Peptidbindung an Albumin, das qtaivt wichtigste Plasmaprotein, mit
Fluoreszenz-markierten Peptiden bestimmt. Zuvordeunittels Gelelektrophorese getestet,
ob die Fluoreszenz-Markierung der Peptide (TAMRAEIuoreszein) Uber den Messzeit-
raum in der Albuminlésung intakt und die Peptideredm stabil blieben. Beides wurde besta-
tigt (Anhang 8). Da Evans Blue zum uberwiegendemeAran Albumin bindet (Rawson,

1943), wurde es als Referenz fir eine vollstandipeminbindung verwendet.
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EB NaFI F-C5C2 F-D-C5C2 TAMRA T-C5C2 T-C5C2
[S22N]
Bindungin % | 100,00 + 0,29 + 274 + 125+ 0,17 + 0,86 + 0,75 +
rel.zu EB 41,11 0,02 1,01 0,15 0,04 0,25 0,10

Abb. 25: Claudin-5-Peptide liegen kaum albumingebuden vor. Dialyse von Floreszenz-markierten Peptiden
und Fluoreszenzfarbstoffen (200 uM in 40 g/l Albomiffer) gegen Albuminpuffer (40 g/l). Molekularge-
wichtsgrenze 12-14 kDa. Evans Blue, EB; Na-Flu@®szNaFI; 5,6-Carboxytetramethylrhodamin, TAMRA
bzw. T; N-terminal markierte Claudin-5-Peptide (estler mit TAMRA (T) oder Fluoreszein (F)): C5C2,
C5C2[S22N] (S substituiert mit N); D-Aminosaure-BeépD-AS-C5C2. Saulendiagramm zeigt die Fluores-
zenzintensitat in willkirlichen Einheiten der frei&ubstanz. ¥83; Mittelwert=SD; Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieRenderRost-HoeTest nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01 relativ zwaas Blue bzw. #, p<0,05 relativ
zu NaFl bzw. TAMRA. Tabelle zeigt die prozentuaiedding an Albumin relativ zur Evans-Blue-Bindung.

Im Vergleich zu Evans Blue (freie Substanz: 4+2lwiEinh.) wurden sowohl bei TAMRA
(2332+449 willk. Einh.) und Na-Fluoreszein (1357x98llk. Einh.) als auch bei den
Fluoreszenz-markierten Peptiden (TAMRA-C5C2, 49%tl1wilk. Einh.; TAMRA-

C5C2[S22N], 530+77 willk. Einh.; Fluoreszein-C5C{1+72 willk. Einh.; Fluoreszein-D-
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AS-C5C2, 317+£37 willk. Einh.) signifikant mehr feeMolekiile gemessen (Abb. 25, Saulen-
diagramm). Die berechnete prozentuale Bindung daestslibstanzen relativ zu Evans Blue
zeigte, dass weniger als 3 % der Peptide und werilge 0,3 % der Kontrollsubstanzen
(TAMRA und Na-Fluoreszein) albumingebunden vorlag@bb. 25, Tabelle). Andererseits
sind im Vergleich zur internen Fluoreszenzkontr¢lTMRA oder Na-Fluoreszein) die Pep-
tide 50- bis 100-fach mehr gebunden (Abb. 25, Sdlidgramm). Die getesteten Peptidderi-

vate wiesen im Vergleich zu C5C2 keine signifikanterschiedliche Albuminbindung auf.

Aus den Untersuchungen ergab sich, dass eine Aithindung der Peptide eine untergeord-
nete Rolle spielte.

3.6 Claudin-5-Peptidomimetika erh6hen reversibel die Pe  rmeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke in vivo

Zur Bewertung des Potenzials der Claudin-5-PeptideBHS-Permeabilitat auah vivo zu
steigern, wurden in Kooperation mit Prof. Dr. TeNdorf, Dr. M.-C. Ku und Dr. A. Pohl-
mann (Berlin Ultrahigh Field Facility, Max-Delbrii¢Bentrum fir Molekulare Medizin, Ber-
lin) MRT-Untersuchungen durchgefiihrt. Da die meiskéethoden eine Offnung nach kom-
plettem BHS-Zusammenbruch detektieren (Wunder.et2@8l2) wurden die MRT-Untersu-
chungen auf eine temporare Offnung durch die Peptitjepasst. Dazu wurde Mausen Clau-
din-5-Peptid (3,5 pmol/kg) oder KontrollsubstanZBBS+/+ oder C2C2, 3,5 pumol/kg) inji-
ziert (i.v.). Die Peptide waren jeweils in PBS+/eld@st. 4 h nach Applikation von C2C2 im
Vergleich zu C5C2 bzw. PBS im Vergleich zu D-AS-@5®urden Gehirn-Scans vor Kon-
trastmittel-Injektion bestimmt. Bei normalem Gelgewebe mit intakter BHS ist die Kon-
trastmittel-Permeabilitat durch die Barriere veliassigbar klein. Eine Kontrastmittelgabe
reduziert die T-Relaxationszeit. Daher wurdexil;-Ubersichten als Differenz zwischen T
vor Kontrastmittel- (Tor) und nach KontrastmittelapplikationiGbs) berechnet, um quantita-
tive Informationen Uber die BHS-Géangigkeit des Kastmittels zu erhalten. Die-Relaxa-
tionszeit beschreibt die longitudinale Relaxatid. die Zeit, die die Kernspins zum Auf-
richten entlang des aul3eren Magnetfeldes nach Altechdes Hochfrequenzimpulses bendti-

gen.

Die errechnete mittleraT;-Ubersicht fiihrte zur Kontrastmittel-Aufnahme inripentrikula-

ren Raum bei den Claudin-5-Peptiden C5C2 und D-ASX(Abb. 26A, oben). Anschlie-

Rend wurde eine Schablone auf die MRT-Bilder angelet die die lateralen Ventrikel und

deren periventrikularen Raum erfasgt@;-Werte innerhalb der Schablone zeigten eine signi-

fikante Durchlassigkeit 4 h nach C5C2- oder D-AS=28njektion bezogen auf Mause, die
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Kontrollsubstanzen erhielten (C2C2, PBS+/+). Diedéte Durchlassigkeit wurde an der star-
keren T-Reduktion im Vergleich zur entsprechenden Kongraleutlich (Verschiebung der

kumulativen Haufigkeiten zu negativa-Werten; Abb. 26A, unten).
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Abb. 26: Die Claudin-5-Peptide C5C2 und D-AS-C5C2[¥-Aminosaure-Derivat) erhéhen die Durchlassig-
keit der Blut-Hirn-Schranke fir kleine Molekile in vivo. (A) Mittels Magnetresonanztomographie wurde 4 h
nach Claudin-5-Peptid-Applikation (3,5 umol/kg,).gin Anstieg von Kontrastmittel (Diethylen-TriamPenta-
essigsaure Gadolinium Ill, Gd-DTPA; 547 Da; 1 mikgdi20 min i.v.) im Gehirn von C57BL/6-Mausen nach-
gewiesen. Reprasentative farb-kodierte UbersichtDiferenz der T-Relaxationszeit vor und nach Kontrast-
mittelgabe AT:=(T1pos{ T1pr9)-1) €ines Mausgehirns nach Behandlung mit PBS,2285C2 oder D-AS-C5C2;
Farbskala: je groRer der Negativwert, desto stadierDurchlassigkeit. Kumulative Haufigkeit vakil; im
periventrikularen Raum. Linksverschieburdd,;-Reduktion; ***, p <0,001; r3. Dy zeigt das Maximum der
absoluten Unterschiede zwischen den kumulativerfigiéeiten beider Grupper(B) Na-Fluoreszein (376 Da)-
Aufnahme ins Mausgehirn 4, 12 und 24 h nach Pdpjaktion (i.v., Einfachinjektion t=0 h oder Zwedhinjek-
tion t=0 und 2 h) relativ zum Kontrollpeptid C2C@eétrichelte Linie); 0,5 mol/kg Na-Fluoreszein iBF>+/+;
3,5 umol/kg Peptid in PBS+/+, Mittelwert=SD>31 Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieRendem
Post-HoeTest nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu C20Z) Immunhistochemie von fixierten Gehirn-
schnitten 4 h nach Peptid- (3,5 pumol/kg, i.v.-Itij@k) oder Kontrollbehandlung (NaCl, 0,9% Natriurfurid)
und anschlielender Applikation von Fluoreszein-Bext3 kDa (FD3, i.v.-Injektion, 20 min, 1,1 pmoljkg
WeilRe PfeileZonula occluden®rotein-1 (ZO-1)-positive Kapillaren.

Um den Effekt der erhohten BHS-Permeabilitat, hegeoufen durch Claudin-5-Peptide, zu
bestatigen, erhielten Mause 4, 12 oder 24 h naphdPkajektion (i.v.) eine Injektion mit Na-
Fluoreszein (376 Da, i.v., 0,5 mol/kg). Anschlie@evurde die Na-Fluoreszein-Aufnahme in
Gehirn, Leber und Niere bestimmt. Leber und Niergferten als Kontrolle fur die Na-Fluo-
reszein-Applikation, da durch die jeweils starkahli&ssige Endothelzell-Barriere eine maxi-
male Aufnahme zu erwarten war. Alle Messungen wuald das Kontrollpeptid C2C2 bezo-
gen, da in Initialversuchen die Na-Fluoreszein-Alfime ins Gehirn zwischen PBS+/+ und in
PBS-geléstem C2C2 nicht unterschiedlich waren. Diagedie Aufnahme von PBS-injizier-
ten Mauen (n=3) relativ zu C2C2 bei 92,91£8,9 % f{&shinjektion, nach 4 h) und bei
86,4+9,0 % (Zweifachinjektion, nach 4 h).

Fur die Claudin-5-Peptide wurden keine Unterschied#er Na-Fluoreszein-Anreicherung in
Leber und Niere verglichen mit dem Kontrollpepti@@2 gemessen (Anhang 9). Die Mes-
sungen des Gehirngewebes ergaben, dass das Chabejptd C5C2[S22N] keine signifi-
kante Aufnahme von Na-Fluoreszein bewirkte. C5@Rystte die Na-Fluoreszein-Aufnahme
tendenziell (um 14 %) und D-AS-C5C2 signifikant 461% innerhalb von 4 h nach Injektion
(Abb. 26B). Nach 12 h konnte der Effekt nicht mblobachtet werden.

Eine Zweifachinjektion der Peptide (i.v., t= 0 uRd) bedingte nach 4 h keine signifikant
hohere Na-Fluoreszein-Aufnahme im Vergleich zurféghinjektion (Abb. 26B, gemusterte
Séule). Bei D-AS-C5C2 war die Aufnahme verglicheit dem Kontrollpeptid C2C2 um
46 % erhoht (43 % bei Einfachinjektion) und bei @58n 23 % (14 % bei Einfachinjektion).
Ebenfalls unterschieden sich die in MRT-Untersugamermittelte Kontrastmittel-Durch-
lassigkeit und die berechnete kumulative HaufiglleitAT;-Ubersichten nichzwischen Ein-

fach- und Zweifachinjektion von D-AS-C5C2 (Anharg)1
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Andere Applikationsregime hatten in initialen Verkan einen leichten Trend zur verstarkten
Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn. Beispielsweisss diese 1 h nach C5C2-Injektion
(i.v.; Anhang 11A) und nach Dreifachinjektion (i.t=0, 16, 19 h; Anhang 11B) im Vergleich
zum Kontrollpeptid C2C2 um 24 % gesteigert. Ingidlersuche zur Peptidinjektion in die
A. carotis communi$3,5 pmol/kg Peptid in physiologischer NaCl-Losuh@ min) wurden in
Kooperation mit Prof. Dr. A. Andjelkovic-Zochowskind Dr. S. Stamatovic (Abteilung
Pathologie, Universitat Michigan, USA) durchgefuhm Anschluss folgte eine Na-Fluoresz-
ein-Injektion (376 Da, i.p., 1 mol/kg, 30 min Inkaton) und fihrte bei C5C2[S22N] zur 5-
fachen Erhdhung der Na-Fluoreszein-Permeabilitat Mausgehirn verglichen mit NacCl.
C5C2 und D-AS-C5C2 zeigten einen Anstieg auf dasf@che (Anhang 12).

Mittels Gehirnschnitten wurde die Permeabilitatmaerstindiger Peptidbehandlung fur ein
Molekul mit einer Gro3e von 3 kDa (FD3, FluoreszBiextran) untersucht. Die Lokalisation
der Kapillaren wurde anhand einer ZO-1-Farbungito@st. Nach i.v.-Injektion von D-AS-
C5C2 war FD3 anders als nach Kontrollbehandlungllkagssoziiert und diffus im Gehirn-
parenchym zu detektieren (Abb. 26C).

Insgesamt waren Claudin-5-Peptide geeignet, um &aesiente BHS-Durchlassigkeit fur
kleine Molekule zu beginstigen. Insbesondere waStabilisierung durch D-AS fir die Wir-
kung von Vorteil.

3.6.1 Expression von Claudin-5 in Geweben der Maus

Claudin-5-Peptide wurden synthetisiert, um Clauslials Zielprotein zu beeinflussen. Da die
Peptide systemisch appliziert wurden, sollte Ghgtprerden, in welchen Organen Claudin-5
beeinflusst sein konnte. Dazu wurde die Expressiorerschiedenen Mausgeweben quantifi-
ziert. Von den getesteten Organen wurde fur dasr@ele dritthochste Claudin-5-Expres-
sion normiert aufp-Aktin mit (1,5+0,5)x1¢ nach Lunge ((6,4+1,1)x%) und Herz
((3,2+1,0)x10°) bestimmt. Eine geringere Expression zeigten $estMilz > Uterus > Pan-
kreas > Niere > Leber > Harnblase ((8,7+2,1)%b& (1,6+0,6)x18). Im Darm (Duodenum,
Jejenum, lleum, Colon) und in der SpeicheldriseltgpiClaudin-5 mit einer Expression
<(7,6+2,9)x10" quantitativ eine untergeordnete Rolle (Abb. 27A).

Daruber hinaus wurde in isolierten Gehirnkapillaréer Zielstruktur der Claudin-5-Peptide,
die Expression von Claudin-5 und andefi@ght-JunctionProteinen untersucht. Dabei war
Claudin-5 sowohl in der GroR3hirnrinde, die Kap#arenthalt, als auch in isolierten Gehirn-
kapillaren mit (1,5+0,5)x16 bzw. (34,9+20,1)x16am starksten exprimiert. Die Expression

in den Kapillaren war 23-fach hoéher. Auch Occlud®@liaudin-1 und -3 waren in den
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Kapillaren im Vergleich zur Grol3hirnrinde hdher grpert (10-fach bei Occludin, 5-fach bei
Claudin-1 und -3). Deren Expression war jedochmggn als von Claudin-5 (niedrigste
Expression: Claudin-3; 0,3 % verglichen mit Clau8)nClaudin-12 war in der Grofl3hirnrinde
und den Gehirnkapillaren vergleichbar exprimierblfA 27B) und ist damit nicht auf die
Gehirnkapillaren beschrankt. Das geht einher midesgn Untersuchungen (Ohtsuki et al.,
2008). Es ist denkbar, dass Perizyten weitere Zatt Claudin-12-Lokalisation sind, da

dessen Claudin-12-Expression bereits beschrieb€8hgmizu et al., 2008).

Zusammenfassend war Claudin-5 neben dem Gehirniaiainge und Herz sehr stark expri-
miert. Ein geringes Expressionsniveau wurde in Diummd Dickdarm bestimmt. Im Gehirn
war es stark in den Kapillaren angereichert genaumo andereTight-JunctionProteine
(Claudin-1, -3 und Occludin). Claudin-5 spielte dguantitativ die gro3te Rolle.
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Abb. 27: Starke Claudin-5-Expression in Gehirn, Lurge und Herz sowie in isolierten Gehirnkapillaren
von C57BL/6-Méausen. (A) mRNA-Expression von Claudin-5 in verschiedenen €&mm. Karierte Saulen,
Expressior»102. (B) mRNA-Expression von Claudin (Cldn)-1, -3, -5, -I®iOccludin (Ocln) in GroRhirn und
Kapillaren normiert auf-Aktin (ACt=Ctﬁ_ Aktin-CtZeIIkontaktproteilz; Ct, Schwellenwertzyklus.>d, Mittelwert+SD;

Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieBendérast-HoeTest nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ
zur GroR3hirnrinde.

3.7 Claudin-5-Peptidomimetika verbessern Glioblasto =~ m-Chemotherapie

Da im Kapitel 3.6 gezeigt wurde, dass Claudin-5tildemimetika fur eine erhdohte-vivo-
Permeabilitat kleiner Molekile sorgten, sollte rdas Potenzial zur verbesserten Behandlung
von Gehirntumoren mit normalerweise nicht ZNS-ggagiZytostatika gepruft werden. Dazu
wurden humane Glioblastom-Zellen in immundefiziemMause intrazerebral injiziert. Nach
drei Tagen begann die Chemotherapie in KombinatanD-AS-C5C2. Dazu wurde zuerst

das Peptidi.v., 3,5 pmol/kgin PBS+/+) und nach 3 h das Zytostatikum Paclitaxel injiziert
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(i.v., 24 mg/kg2 28 pmol/kg. Die Behandlung wurde an drei aufeinanderfolgenden Wochen
wiederholt und nach einer weiteren Woche die intrazerebrale Tumorfldche der Gehirne unter-
sucht. Dazu wurden histologisch gefirbte Kryoschnitte der Gehirne verwendet. Gehirne, die
kein Tumorwachstum oder einen nicht zerebralen Tumor aufwiesen, wurden aus der Beur-
teilung ausgeschlossen. Im Vergleich zur peptidfreien PBS-Kontrolle war die Tumorflidche
nach der Behandlung sowohl mit als auch ohne Paclitaxel deutlich reduziert (48 % bzw. 53 %,
Abb. 28. Durch die hohe Streuung war der Effekt statistisch nicht signifikant, daher bedarf es
hier einer Wiederholung zur Erhhung der Stichprobe, um den Effekt statistisch abzusichern.

Die Gehirnschnitte in Abb. 28wurden reprasentativ fiir die einzelnen Gruppen ausgewéhlt.

Initiale Versuche zur Behandlung von Glioblastomen mit Paclitaxel nach vorangegangener

Peptidgabe zeigten eine Tendenz in der Tumorreduktion.
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Abb. 28: Reduktion der GroRe orthotroper Glioblastane im Mausgehirn nach Gabe von Paclitaxel mit
vorangegangener Applikation der D-Aminosaure-Variarte von C5C2.Drei Tage nach Ausbildung eines
Glioblastoms in NMRI-nu/nu-Mausen (5-6 Wochen altirde das Peptid injiziert (i.v., 3,5 umol/kg in $B+)
gefolgt von einer Paclitaxel-Injektion nach 3 W.(i24 mg/kgs 28 pmol/kg). Behandlung dreimal im Abstand
einer Woche, Auswertung nach weiteren 7 Tagen.u8imgramm mit Mittelwert (schwarze Linie) zeigt die
intrazerebrale Tumorflache in MMm>6; Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRenddPost-HoeTest nach Dunn;
nicht signifikant, p0,05 relativ zu PBS. Gehirnschnitte mit Kresylvibigefarbt.

3.7.1 Peptidgabe und Permeabilisierung der Blut-Hir  n-Schranke sind ohne Neben-
wirkungen

Um zu Uberprifen, ob die Injektion von Claudin-5ofgen die Tumorbehandlung nicht

durch eventuell unerwinschte Nebenwirkungen bew®htigt, wurden die Glioblastom-

Mause uber den Zeitraum der Peptid- und Paclit@kelbdlung untersucht. Auf die Ge-
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wichtszunahme der Mause hatte D-AS-C5C2 keinentivegeaEinfluss. Dabei spielte es
keine Rolle, ob das Peptid mit oder ohne Paclitayaiert wurde (Abb. 29). Ein Gewichts-
zuwachs steht im Allgemeinen fir einen guten Zusi@der Tiere, der nicht durch Peptidgabe
verschlechtert wurde. Dartber hinaus blieb das &exh der Tiere normal und eine Sektion
war makroskopisch unaufféallig. Dasselbe wurde reinmaliger Injektion der humanen Vari-
ante des C5C2-Peptids (hC5C2) Uber einen Zeitraomeinem Monat in Mausen ohne

Glioblastom und Paclitaxel-Behandlung festges{éitthang 13).

Daraus lasst sich ableiten, dass Claudin-5-Peptiigrund ihrer guten Vertraglichkeit zim-

vivo-Behandlung geeignet sind.
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Abb. 29: Das Claudin-5-Peptid D-AS-C5C2 (D-Aminosae-Variante) hat keinen negativen Einfluss auf
die Gewichtszunahme von Mausen mit orthotropem Gliolastom. Prozentuale Anderung des Korperge-
wichts relativ zum Ausgangswert von NMRI-nu/nu-Méuig5-6 Wochen alt) mit orthotropem Glioblastommac
Behandlung von Paclitaxel (i.v., 24 mg/kg28 pmol/kg) mit vorangegangener Applikation vorAB-C5C2

(3 h zuvor, i.v., 3,5 umol/kg in PBS+/+). Behandjuwireimal im Abstand von einer Woche, Versuchseratdn
weiteren 7 Tagen. n=10; Zwei-Wege-Varianztest (AMQWhit anschlieRenderRPost-HoeTest nach Bonfer-
roni; nicht signifikant, p0,05 relativ zu PBS.

3.8 D-Aminosauren erhdhen die Peptidstabilitatin B lutplasma

Ein Hauptproblem therapeutisch-eingesetzter Pepedéeht in der geringen Stabilitatvivo
insbesondere hervorgerufen durch den Abbau durptiddsen (Werle und Foger, 2017). Da
D-AS-Peptide einer geringeren Proteolyse untertie@@¢gamamoto et al., 2002; Hong et al.,
1999), wurden ausgewahlte Claudin-5-Peptide voltithaus D-AS synthetisiert. Zur Tes-
tung der Stabilitdt wurden die Peptide C5C2 undseled-Aminosaure-Variante N-terminal
mit Fluoreszein markiert uneix vivoin murinem Blutplasma inkubiert (10 uM, 0-72 hyoP

ben verschiedener Zeitpunkte wurden mittels Getledpkorese aufgetrennt und die Fluores-
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zenzintensitat detektiert (Abb. 30A). Beide Varemfuhrten zu einer zeitabhdngigen Reduk-
tion des Fluoreszein-Peptid-Signals, wobei das DP&Htid langsamer abgebaut wurde €
20,9+2,3 h) als das L-AS-Peptid (t;» = 14,9+1,3 h). Im Vergleich zum Ausgangswert waren
nach 72 h von D-AS-C5C2 noch 30,4+10,4 % detektierbar, von C5C2 nur noch 2,5+10,7 %
(Abb. 3@). Wurden die Peptide anstatt in Blutplasma in Wasser inkubiert, zeigte sich kein
Abbau iiber 72 h (Abb. 30C,D). Die Enzym-Spezifitit fiir L-AS wurde am Beispiel des En-
zyms Proteinase K getestet und filhrte zum starken Abbau von C5C2 aber nicht von D-AS-
C5C2 (Abb. 3, letzte Bande).

Die Ergebnisse belegen, dass das D-AS-Peptid proteolytisch stabiler als das L-AS-Aquivalent

war, was sich in einer lingeren Plasmahalbwertzeit duf3erte.
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Abb. 30: Die D-Aminosaure-Variante von C5C2 ist inBlutplasma stabiler als ihre entsprechende L-
Aminosaure-Variante. C5C2 und D-AS-C5C2 (jeweils N-terminal mit Fluare® markiert, 10 uM) wurden
Uber 72 h in(A,B) Blutplasma (Maus) ode{C,D) Wasser inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunktendamoir
Proben entnommen, gelelektrophoretisch (Tric-Triatriumdodecylsulfat-Gel) aufgetrennt und die Fluo
reszein-Signale quantifizier{A,C) Fluoreszein-markierte Peptidbanden detektiert n&eelektrophorese.
Markerbande 4,6 kDa, Peptid 3,4 kDa. ProtK, PratenK: Inkubation der Peptide (10 uM) fur 1 h mi/anl.
(B) Quantifizierung der relativen Fluoreszenzintensitim Ausgangswert (0 h). Mittelwert=SDz>41 Berech-
nung der Halbwertszeityf): Dosis-Wirkungs-Kurve mit variabler Steigun@) Quantifizierung der relativen
Fluoreszenzintensitat zum Ausgangswert (O h). Mige+SD, re2; nicht-lineare Kurvenanpassung.
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3.9 Strukturanalyse der Claudin-5-Peptidomimetika

Eine experimentelle Strukturanalyse mittels Zirkdiehroismus-Spektroskopie wurde durch-
gefuhrt, um die Art und das Ausmald der Peptid-Se#rstrukturneigungen abschatzen zu
kénnen. Zutin-silico-Untersuchung moglicher Wechselwirkungen zwischeau@h-5-Pepti-

den und dem Zielprotein Claudin-5 wurden 3D-Strukindelle angefertigt.

3.9.1 Sekundarstrukturanalyse der Claudin-5-Peptide

Zur Strukturanalyse mittels Zirkulardichroismus-Bpeskopie wurden die Claudin-5-Peptide
(50 uM) in Phosphatpuffer (10 mM, pH 7,2) gelost) den Anteil der Sekundéarstrukturele-
mentea-Helix, B-Faltblatt oder3-Schleife zu untersuchen. Der verbliebende Antelt gls
ungeordnet. Durch die Zugabe des Tensids SDS watibeder kritischen Mizellenkonzentra-
tion (9-10 mM, Niraula et al., 2014) sollte eine ghéhe Induktion vorp-Faltblattstrukturen
Uberprift werden (Zhong und Johnson, 1992). Oblertkat kritischen Mizellenkonzentration
kann SDS zur Induktion und Stabilisierung vedelices fihren (Gopal et al., 2012). TFE
weist die Eigenschaft auf, eine Induktion wohlelices zu begiinstigen (Buck, 1998).

Da sowohl Peptide aus L- als auch aus D-Aminoséasyathetisiert wurden, sollte zun&chst
untersucht werden, inwieweit die Art der Aminosdurke Struktur &ndert. Dabei war das
Spektrum von C5C2 verglichen zu D-AS-C5C2 spiegélkert (Abb. 31). Die Tabelle in
Abb. 31 zeigt zudem charakteristische ElliptizitBtdremwerte (195 nm fug-Faltblatt,
208 nm fiura-Helix) bei verschiedenen Pufferbedingungen. Nagiegelung der D-AS-Vari-
ante unterschieden sich die Werte zwischen L- useeptid nicht signifikant. Auch fir das
C5C2-Derivat C5C2/shifted war das Spektrum der Diasaure-Variante im Vergleich zur
jeweiligen L-Aminoséure-Variante ahnlich aber splegrkehrt (Anhang 14). Beim Vergleich
von C5C2[S22N] mit seiner D-Aminosaure-Varianteadrgich jedoch ein signifikanter Un-
terschied unter den verschiedenen Pufferbedinguifgahang 14) und kénnte den Wirk-
unterschied erklaren (L-AS-C5C2[S22N] > D-AS-C5C228)).

AnschlieRend wurden die Spektren der verschieder&minosaure-Varianten in Phosphat-
puffer mit und ohne Zusatz von SDS oder TFE genmedsePhosphatpuffer waren Spektren
der Peptide C5C2, C5C2[S22N], C5C2/shifted, C5CBAS und C5C2/C-4AS vergleichbar.
Dementsprechend unterschied sich die molare rdsidiliptizitat (®) statistisch nicht signi-

fikant bei charakteristischen Elliptizitats-Extreenten (195 und 217 nm f-Faltblatt, 192,

208 und 222 nm fua-Helix, Abb. 32, oben). Der Zusatz dgfFaltblatt-begiinstigenden Sub-
stanz SDS fuhrte bei den beiden N-terminal-verléege Peptiden C5C2/shifted und

C5C2/N+5AS zur signifikanten Verschiebung des Speks in Bereiche, die fur eine erhohte
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a-Helix-Neigung spezifisch sind (Doppelminimum b&82und 222 nm, Abb. 32, Mitte). Die
SDS-Konzentration lag mit 0,5 mM unter der kritisohMizellenkonzentration, bei d@r
Faltblattstrukturen begtnstigt werden (Zhong undndon, 1992), aber auch zur Ausbildung
von a-Helices fuhren kdnnen (Biswas und Das, 2004; Cgmpat al., 1998). Bei allen Pepti-
den wurde eine starke-helikale Sekundarstrukturneigung durch TFE beggtstlie sich
untereinander bei reprasentativen Wellenlangert micterschied (Abb. 32, unten).
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Abb. 31: Die Strukturen von C5C2 und deren D-Aminodure-Variante sind enantiomer. Messung und
Berechnung der molaren residualen Elliptizitd} der Peptide (50 uM) mittels Zirkulardichroismuse&trosko-
pie in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PPGyd mM SDS (Natriumdodecylsulfgi;Faltblatt-Begiinsti-
gung) oder in PP mit 60 % Trifluorethanol (TFEHelix-Beglinstigung); 8 Akkumulationen. Tabellegtéd bei
charakteristischen Elliptizitats-Extremwerten (188 fir p-Faltblatt, 208 nm fun-Helix), n>7, Mittelwert+SD,
Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieBenddPost-HoeTest nach Bonferroni; nicht signifikant,
p>0,05, C5C2 relativ zu D-AS-C5C2.

Nach der Bestimmung der Spektren wurde mittels ieafespektren der Anteil der Sekundar-
strukturelemente berechnet (Yang et al., 1986)Phosphatpuffer bildeten die Claudin-5-
Peptide keinen-Helix, zeigten aber Uberwiegend eifidraltblatt-Neigung (31-49 %, Abb.
33), eine gering@-Schleifen-Neigung (9-19 %) und 43-54 % ungeordig¢enente (Anhang
15). Dabei unterschieden sich die Peptide nichtifsigant von C5C2. Bei den N-terminal-
verlangerten Peptiden fihrte SDS bei unveranddiEaltblattanteilen zu einer signifikant
erhohtena-Helixneigung im Vergleich zu C5C2 (von 0 % auf % bei C5C2/shifted; auf
16 % bei D-AS-C5C2/shifted; auf 29 % bei C5C2/N+5ABie Zugabe von TFE bedingte
bei allen Claudin-5-Peptiden die Ausbildung eingdelix-Struktur (59 bis 72 %) und einer
Reduktion derp-Faltblattelemente auf 0-11 %, wobei es keine fkamten Unterschiede
zwischen den Peptiden gab (Abb. 33). Eine ausfiligliDarstellung aller Sekundarstruktur-

Neigungen ist in der Tabelle in Anhang 15 zusamre&gst.
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Strukturell wurde fir die Claudin-5-Peptide soweime Neigung zur Ausbildung vanrHe-
lix- als auchp-Faltblattelementen nachgewiesen. Des Weitereml&yeund L-AS-Peptide

mit gleicher Aminosauresequenz tberwiegend enaetivor.
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Abb. 32: Claudin-5-Peptide zeigen Uberwiegend vergichbare Zirkulardichroismus-Spektren. Messung
und Berechnung der molaren residualen Elliptiiegtder Peptide (50 pM) mittels Zirkulardichroismugse®t-
roskopie in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2)PR mit 0,5 mM SDS (NatriumdodecylsulfgtFaltblatt-
Begtinstigung) oder in PP mit 60 % Trifluorethandti, o-Helix-Begunstigung); B8 Akkumulationen. Tabel-
len zeigen® bei charakteristischen Elliptizitats-Extremwert@®5 und 217 nm fup-Faltblatt, 192, 208 und
222 nm fura-Helix), n>4, Mittelwert+SD, Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) ménschlieRenderfPost-Hoe
Test nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu C5C2audin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituieit
N), C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 AS), &@rhinal verkirzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal
verlangert (5 AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal verki(#tAS)).
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Abb. 33: Starke Neigung zur Ausbildung vorg-Faltblatt- und a-Helixelementen durch Claudin-5-Peptide.
Strukturelle Neigung zux-Helix- undp-Faltblatt-Ausbildung von Claudin-5-Peptiden (50 ubéstimmt mittels
Zirkulardichroismus-Spektroskopie in Phosphatpu(fe®, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 0,5 mM SDS (Natrium
dodecylsulfats-Faltblatt-Begiinstigung) oder in PP mit 60 % Twiflathanol (TFEg-Helix-Begunstigung) und
Berechnung des Anteils der Sekundérstrukturelemanitiels Referenzspekiren (Yang et al., 1986}8 n
Akkumulationen. g4, Mittelwert+SD, Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) ménschlieenderRost-HoeTest
nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu C5C2. Cthn-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert Mt
C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 AS), C-temadi verkiirzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verggmt

(5 AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal verkirzt (4 AS));Ainosaure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N],
D-ASC5C2/shifted.

3.9.2 Hohe Sequenzidentitdt von Claudin-5-Peptiden mit der ersten extrazellularen

Schleife von Claudin-5
Die verwendeten Peptide stammen aus der ESZ1 vamd{@F5. Substitutions-, Additions-

und Deletionsvarianten von C5C2 wiesen Unterschiedier permeabilisierenden Wirkung
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auf. Ein Vergleich der Peptidsequenzen Tmght-JunctionProteinen sollte daher Aufschluss
Uber bevorzugte Bindungspartner geben. Sequennaigis wiesen eine hohe Sequenzidenti-
tat der murinen Peptide C5C2, C5C2[S22N] und C3@fésl zum entsprechenden Teil der
murinen EZS1 von Claudin-5 auf (86,7 bis 93,1 %bAB4). Auch wurde eine hohe Identitat
fur die murine Additionsvariante C5C2/N+5AS mit nmar Claudin-5-ESZ1 (91,1 %) und
murines C5C2 mit humaner ESZ1 (86,2 %) errechnehéhgl6). Eine geringere Identitat
wurde fur die genannten Peptide verglichen mit nem Claudin-1 (50,0 bis 55,2 %), -3 und
-4 (56,7 bis 61,8 %) nachgewiesen. Mit Claudin®l,--12 und Occludin bestand nur eine
Identitat unter 35 % (Abb. 34). Das KontrollpepG@C2 hatte ebenso eine geringe Identitat
zu den getesteten Claudin- und Occludin-Bereich#enzu Claudin-2 (Abb. 34). Die Clau-
din-ESZ2 waren mit den Claudin-5-Peptiden und dewntrkollpeptid C2C2 wenig identisch
(2,3-24,1 %).
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Abb. 34: Sequenzidentitaten von Claudin-Peptiden uh der ersten extrazellularen Schleife (EZS1) von
Claudinen und Occludin. Globales Alignment zwischen AminosauresequenzRégtide und entsprechender
Sequenz der EZS1 von Claudinen und Occludin mittigledleman-Wunsch-Algorithmus (Rice et al., 2000).
Prozentuale Sequenzidentitéat. Tabelle: Peptidaleriraur EZS1 von Claudin-%, Identische Aminoséure;
ahnliche Aminosaure (Aminosauren der gleichen fogsiemischen Gruppe); undhnliche Aminoséaure;,
kein Alignment; m, murin; Kontrollpeptid C2C2, voflaudin-2 stammend; Claudin-5-Peptide: C5C2,
C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted {@tminal verlangert (5 AS), C-terminal verkirzt @)

89



Ergebnisse

Ein wichtiges Charakteristikum fir eine spezifisdhrkung der Claudin-5-Peptide ist die
sehr hohe Sequenzidentitat zur entsprechenden iGiaueZS1-Sequenz. Zu anderen Claudi-

nen und Occludin wiesen diese nur eine geringetitdeauf.

3.9.3 Claudin-5-Peptide bilden B-Faltblatt- und a-Helixstrukturen

Ob die Peptide strukturell der 3D-Struktur von Clew5 ahneln, wurde anhand von Struktur-
modellenin silico untersucht. Im Vergleich zur StrukturvorhersagigelédleESZ von Claudin-5
basierend auf der Claudin-15-Kristallstruktur (Skizet al., 2014) hatte C5C2 eine Neigung
von 34 % zur Ausbildung voa-Helices und 21 % vofi-Strangen (Abb. 35A, Anhang 15).
Damit ahnelte sich die Struktur des Peptids mit eéld@sprechenden Sequenz der ESZ2 von
Claudin-5 im Hinblick auf die Ausbildung von zwgiStrangen (blau) am N-Terminus uad
helikalen Strukturen (rot) am C-Terminus (Abb. 35B)e Substitutionsvariante C5C2[S22N]
und die Deletionsvariante C5C2/C-4AS bildeten veegehend ahnliche Strukturen vergli-
chen mit C5C2, wobei durch die Verkiirzung der @nirale a-Helix-Anteil reduziert wurde
(auf 12 %, Abb. 35B,D). C5C5/shifted wies eine Reatun der C-terminalem-Helix (auf
13 %) und eine Erhdhung der N-terminafeRaltblatt-Neigung (auf 40 %, Abb. 35C) auf. Da
die N-terminale Additionsvariante C5C2/N+5AS ebertiach eine Verlangerung dér
Strange charakterisiert war (auf 41 %, Abb. 35Ehemt der N-Terminus der Peptide fur die
Ausbildung derp-Strange relevant zu sein. D-Aminosauren konntendan verwendeten
Programmen nicht dargestellt werden, weswegen thikeme Strukturmodelle erstellt wur-
den.

Die Claudin-5-Peptid-Modelle bestehend aus Aw8trangen und einer C-terminalesHelix
deuteten somit auf eine hohe Strukturdhnlichkergegchbar mit den entsprechenden Ele-

menten von Claudin-5 hin.
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A Claudin-5-EZS B C
cs5c2 N C5C2
[S22N] shifted
D E
C ¢
c5C2/ Cc5C2/
C-4AS N+5AS

Abb. 35: Extrazellulare Schleifen (EZS) in murinemClaudin-5 und Claudin-5-EZS1-Peptiden bildenp-
Strange und a-Helices. (A) Strukturvorhersage der Claudin-5-EZS (AS 29-818-181) nach Vorlage der
Claudin-15-Kristallstruktur (Suzuki et al., 2014, Anhang 17) und vorgeschlagene C5C2-Struktur &ghnit
durch das Programm PEP-FOLD (Shen et al., 2014yertet et al., 2012). Gelb, C5C2-Bereich; graueHdac
aufere Oberflache der ZellmembréB-E) Strukturmodelle der Claudin-5-Peptide C5C2[S228l}s(ibstituiert
mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlangert (5 ASJ;terminal verkirzt (4 AS)), C5C2/C-4AS (C-ternlina
verkiirzt (4AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlangést AS). PEP-FOLD-Modellep-Strénge, blaug-Helix,
rot; B-Schleife, griin; ungeordnet, grau; N, C: N-/C-Tems; B1-5, B-Strange in EZS1/2 von Claudin{53’and
p4’, B-Stréange der Claudin-5-Peptide.

3.9.4 Assoziation von Claudin-5-Peptidomimetika an extrazellulare Schleifen von
Claudin-5

Da fur die Peptide eine Konformation, die der EA®h Claudin-5 &hnelte, vorhergesagt
wurde, wurden Interaktionsmodelle mittels CABS-ddq#urcinski et al.,, 2015) ermittelt
(Abb. 36). Das Modell fir C5C2 wies 10 Wasserstaititenbindungen auf, die bei der Inter-
aktion von C5C2 (Aminoséaurereste markiert mit Apgsh (')) mit den murinen Claudin-5-
EZS folgender Aminosaurereste gebildet wurd&s’-S155, S53°-Q156, S54°-Q156, S58’-
S58, E68°-S53, S69°-K48, S69°-Y158, S69°-Q156, S74°-E146 und E76’-S74. Die an der
Interaktion beteiligten Aminoséuren von C5C2 sind Teil der a-Helix (S74°, E76), der pB-Falt-
blatter (S58’) oder der unstrukturierten Regionen ($&bH4, S68, S69). Auf der Seite des
Claudin-5-Proteins sind beide EZS beteiligt (B3/5 und a-Helices, Abb. 36A). Bei gleichblei-
bender B-Faltblattneigung ist der a-helikale Anteil des Peptids C5C2 im Interaktionsmodell
reduziert (14 %, Abb. 36A zu 34 % in Abb. 354, s. auch Anhang 15.

Die Substitutionsvariante C5C2[S22N] ist charakterisiert durch einen Aminoséureaustausch
des an der Interaktion beteiligten S74” zu N74’. Dadurch ergibt sich im Interaktionsmodell
von C5C2[S22N] mit den Claudin-5-ESZ eine Interaktion von S74°-Q156, die mit 3,2 A stir-
ker als im C5C2-Interkationsmodell ist (3,7 A, Jeffrey, 1997). Weitere 5 intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen waren: S54°-T46, V55°-K48, T59°-Q44, T59°-Q63 und H61 -
T42. N74° (a-Helix), T59’ (B-Stringe), S54° und V55’ (ungeordnet) assoziierten mit den -
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Strangen beider EZ3$%/4/5). Bei gleicheB-Faltblattneigung war der-helikale Anteil des
Peptids C5C2[S22N] im Vergleich zur PEP-FOLD-Vodage im Interaktionsmodell halbiert
(21 %, Abb. 36 zu 45 % in Abb. 35B, s. auch Anha&Yy

C5C2/shifted assoziierte aus d@nstrangbereich mit Q52’-Q156, S53’-S53, S53’-Y6us a
dem B-Schleifenbereich mit S74’-E76 und aus dem ungestein Bereich mit W51'-Y158,
Q57-Q57, T59-Q44 Uber insgesamt 7 Wasserstoftketbindungen mit beiden EZS von
Claudin-5 $2/3/5). Der Abstand von S74’ mit E76 betragt 3,84 ist vergleichbar mit der
Bindung von C5C2[S22N] Uber N74’-Q156 (Abb. 360n Mergleich zum Peptidmodell
ohne Assoziationsbestimmung (Abb. 35C) blieb detreAmler Sekundarstrukturelemente bei
Interaktion unverandert (Abb. 36C).

Eine Verkirzung von C5C2 um 4 Aminosauren am C-Treumzeigte im Strukturmodell Se-
kundéarstrukturen vergleichbar zu den anderen Raptidbb. 35D, Anhang 15). Im Interak-
tionsmodell lag das Peptid jedoch tUberwiegend umiyesd vor (92 %). Eine mogliche Inter-
aktion mit Claudin-5 konnte nur fir 3 Aminosaure@ad59’-Y33, Q57’-Q156 und S54'-
S155 gefunden werden (Abb. 36D). Da das verwerideigramm keine Interaktion fur Pep-
tide mit mehr als 30 Aminosauren berechnet, istGBC2/N+5AS kein Interaktionsmodell
dargestellt.

Anhand der Interaktionsmodelle war die Peptidassmzi Gber Wasserstoffbrickenbindun-
gen bevorzugt mit defir Strangen der EZS von Claudin-5 vermittelt. Dalpgelée sowohl die

Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen als auchAdieder beteiligten Aminosaurereste
eine Rolle. Der C-Terminus der Peptide hatte vayesel strukturelle Bedeutung und war nur

zu geringen Teilen an der Assoziation beteiligt.
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‘ S58'—s58 | B C5C2[S22N] H61‘—T42 T59‘—Q63

T59'—Q44

553 —S155

=

S69'—Q156

—K48

CEZS1

S54'—S155 \ C5C2/C-4AS
Q57‘—~Q156) }

Abb. 36: Protein-Peptid-Interaktionsmodelle der extazellularen Schleifen (EZS) von murinem Claudin-5
mit murinen Claudin-5-Peptiden (gelb). (A) C5C2,(B) C5C2[S22N] (S substituiert mit NjC) C5C2/shifted
(N-terminal verlangert (5 AS), C-terminal verkii@t AS)), (D) C5C2/C-4AS (C-terminal verkiirzt (4 AS)).
Interaktionsmodell erstellt mittels CABS-dock (Kimski et al., 2015) zwischen den Claudin-5-EZS @931,
138-161) unter Verwendung der Claudin-15-Kristallktur (Suzuki et al., 2014) und Peptidstrukturenherge-
sagt mit PSIPRED als Vorlage (s. Anhang 15, Bucttaal., 2013). Graue Flache, aul3ere Oberflach&elér
membran.p-Strange, blaup-Helix, rot; B-Schleife, griin, ungeordnet, grau; N, C: N-/C-Tems; f1-5, -
Stréange von Claudin-B3’and p4’, p-Strange der Peptide. Griin-gestrichelte Linien, $&estoffbriickenbindun-
gen zwischen Aminoséure-Resten der Peptide (A®!)Claudin-5 (AS).

93



Ergebnisse

3.10 Charakterisierung von Claudin-12-defizienten M ausen

Neben Claudin-5 ist Claudin-12 ein weiteres Clapdialches in Endothelzellen der Gehirn-
kapillaren nachgewiesen wurde (s. Abb. 27). SoveshlClaudin-5-Knockout (Nitta et al.,
2003) als auch eine Claudin-5-Modulation durch Elep{Abb. 21, Abb. 23) hatte keine
Beeinflussung von Claudin-12 in Lokalisation undpEession zur Folge. Daher sollte unter-
sucht werden, inwieweit Claudin-12 an der BHS-Abtimg beteiligt ist und eventuell als
Zielprotein zur Modulation eine Rolle spielt. Da é{nockout von Claudin-5 zur Permeabili-
tat von Molekulen bis 800 Da fuhrte, wéare es denktdass ein Claudin-12-Knockout ebenso
eine erhohte Durchlassigkeit fur kleine oder auddfdg Moleklle bedingen kdnnte (Nitta et
al., 2003).

Neben einer Expression von Claudin-12 im Gehirngmelovurde es bereits in anderen Or-
ganepithelien bzw. —endothelien beschrieben (z.&ni@pithel; Fujita et al., 2006). In En-
terozyten spielt Claudin-12 eine Rolle bei der WitaD-abhangigen CG&Absorption
(Christakos et al., 2010; Fujita et al., 2008).at#dist dessen genaue Funktion im Einzelnen
noch unklar. Daher werden in diesem Kapitel Untensagen an Claudin-12-Knockout-Mau-
sen zusammengefasst, die die Expression von CHim verschiedenen Geweben und

dessen Bedeutung in Gehirn, Herz und Gastroinsdstakt darstellen sollen.

3.10.1 Claudin-12-Knockout beeinflusst nicht die Ba  rriere der Blut-Hirn-Schranke

In Abb. 27 wurde bereits gezeigt, dass Claudineli®s deiTight-JunctionProteine der BHS

(Nitta et al., 2003), in isolierten Gehirnkapillarexprimiert ist. Im Vergleich zum Wildtyp
unterschied sich im Claudin-12-Knockout die mRNAgEession von Claudin-1, -3, -5 und
Occludin nicht (Abb. 37A).

Da im Knockout kein Claudin-12 exprimiert wurde,lltgo dessen Einfluss auf die BHS
charakterisiert werden. Ausgehend von den durclhgesfii Untersuchungen wurde im Ver-
gleich zum Wildtyp keine erhdhte Permeabilitat kieine (Na-Fluoreszein, 376 Da) und
grofRe (albumingebundenes Evans Blue, 68 kDa) M@dekii Mausgehirn nachgewiesen.
Ebenso war die Permeabilitat in Leber oder Nieneetdndert (Abb. 37B).

Daraus liel3 sich schliel3en, dass sowohl(Tdggdnt-JunctiorExpression als auch die Barriere-
funktion der BHS durch einen Claudin-12-Knockoubee@influsst ist.
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Abb. 37: Claudin-12-Defizienz hat keinen Einfluss af die Tight-Junction-Expression in isolierten Gehirn-
kapillaren sowie die Permeabilitit von Na-Fluoresze (376 Da) und Evans Blue (albumingebunden,
68 kDa) in Gehirn, Leber und Niere. (A)mRNA-Expression von Claudin (Cldn)-1, -3, -5, -I2duOccludin
(Ocln) in Wildtyp (WT)- und Claudin-12-defizientgiKO) C57BL/6-Mausen (20-35 Wochen alt) normiert auf
B-Aktin (ACt=Ctﬁ_ Aktin-CtZeIIkontaktproteig; Ct, Schwellenwertzyklus.>#, Mittelwert+SD. Zwei-Wege-Varianztest

(ANOVA) mit anschlieRenderRost-HoeTest nach Bonferroni; nicht signifikant, p>0,05d.n nicht detektiert.
(B) Aufnahme von Na-Fluoreszein (0,5 mol/kg) bzw. Evatse (0,26 mol/kg) 10 min nach i.v.-Injektion.
Claudin-12-Knockout (KO) relativ zum Wildtyp (WTE57BL/6-Mause 14-21 Wochen alt. n=3. Streudiagramm
mit Mittelwert (schwarze Linie). Zwei-Wege-Variaest (ANOVA) mit anschlieRendefost-HoeTest nach
Bonferroni; nicht signifikant, 0,05 relativ zum WT.

3.10.2 Expression und Lokalisation myokardialer Tight-Junction -Proteine nach Clau-
din-12-Knockout

Da ein Claudin-12-Knockout keinen Einfluss auf BiS hatte, stellte sich die Frage nach
der generellen Funktion von Claudin-12. Dazu wurtemersuchungen im Institut Clinique

de la Souris (lllkirch, FR) nach internationalendustandardisierten Phanotypisierungs-
protokollen durchgefihrt. Dabei ergab sich, dassudih-12-Knockout-Mannchen (11 Wo-

chen alt) eine gute allgemeine Gesundheit und ner@aganfunktionen aufwiesen. Jedoch
war die Herzfunktion beeintrachtigt, welches sichBradykardie und proarrythmogenen
Symptomen aul3erte (Meziane et al., 2015). Bei esthenden weiblichen Mausen (16 Wo-
chen alt) zeigte sich eine hyperdyname Kreislauistg) charakterisiert von erhohter myokar-
dialer Kontraktilitat und Tachykardie. Zusammen gihem verringerten links-ventrikularen

Volumen deutete letzteres auf eine Hypovolamie(Bouabout und Monassier, 2016). Daher
sollte das Myokard ohne und mit Claudin-12-KnockoutHinblick auf die Bedeutung von

Claudinen, TAMP und ZO-1 ndher untersucht werden.
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3.10.2.1 Hohe Expression von Claudin-5, -12, -15, - 25 und Zonula occludens Protein-1
im Myokard

Da die Anwesenheit von Claudin-12 fur die Funktaes Myokards eine wichtige Rolle zu
spielen schien (Bouabout und Monassier, 2016; Mezét al., 2015), sollte zun&chst geklart
werden, ob Claudin-12 unter Normalbedingungen (idyl quantitativ eine Bedeutung hat.
Verglichen wurde sowohl mit allen bis dato bekannttgliedern der Claudin- und TAMP-

Familie (Mineta et al., 2011; Raleigh et al., 204® auch mit ZO-1. Claudin-13 kommt in

murinen Geweben nicht vor (Giinzel und Yu, 2013) wndde daher nicht getestet.

Claudin-12 war eines der vier stark exprimiertemudine im Mausmyokard: Claudin-25
((3,3+0,6)x10) > Claudin-5 ((3,1+1,0)x1) > Claudin-12 ((1,4+0,6)x1Y > Claudin-15
((0,7+0,3)x10) bezogen aup-Aktin. Auch ZO-1 war sehr hoch exprimiert ((3,938)x10%).
Eine geringere Expression (10- bis 1000-fach gerngwurde fir die Claudine 22> 10> 1>
24> 3> 20> 11> 23> 7> 9> 4> 2> 14> 17 und die TAMECludin und Tricellulin bestimmit.
Eine sehr schwache Expression (unter dem Schwesleat'<10°) wurde fir die Claudine-
13>6>8>19>27>16=18=26 und MarvelD3 nachgewiesern(AB). Es wurden sowohl mann-
liche als auch weibliche Myokardproben untersuailotei sich keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede im Expressionsniveau ergaben (Anh8nhg 1
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Abb. 38: Claudin-Expressionsprofil im Myokard von C57BL/6-Mausen zeigt eine hohe Expression von
Claudin-5, -12, -15, -25 und ZO-1mRNA-Expression von Claudin (Cldn)-1 bis -27, Oditu(Ocln), Tricellu-
lin (Tric), MarvelD3 undZonula OccludendProtein-1 (ZO-1) im Herzapex (ohne Ventrikelenddkaind
Septumgewebe) normiert afgfAktin (ACt=Ctﬁ_ Aktin-CtZeIIkontaktproteilz; Ct, Schwellenwertzyklus. C57BL/6-Mause:
mannlich/weiblich, Alter 15-28 Wochenzh6, Mittelwert+SD. Karierte Séulen, erhdhte Expi@ssgestrichelte
Linie, Schwellenwert #'=10°: schwache Expressiot%<10°. n.d., nicht detektiert.
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Immunfluoreszenzfarbungen gaben Aufschluss dariberClaudine im Myokard lokalisiert
sind. Die Farbung gegen F-Aktin galt als Orientigydtr das Zytoskelett der Kardiomyozy-
ten als auch fur die Glanzstreifen, welche die eteiniteinander verbinden. Dort kolokali-
sierte F-Aktin mit Desmoplakin, einem desmosomd&entein, welches in den Glanzstreifen
vorkommt (Abb. 39, Pfeilkdpfe; Angst et al., 19@jtstein et al., 2003). Claudin-1, Claudin-
12 und Occludin kamen in der lateralen Membrankdgdiomyozyten (Abb. 39, Pfeile) und
Claudin-11 Uberwiegend in den Glanzstreifen vor {AB9, Pfeilkdpfe). Claudin-5 kam
sowohl in der lateralen Membran als auch den Gtagifsn vor und kolokalisierte dort mit
Z0O-1 (Abb. 39, Pfeile und Pfeilkdpfe). Claudin-3 natea ausschlie3lich in den Blutgeféalien
des Myokards exprimiert (Abb. 39, Stern), in deaech andere Claudine detektiert wurden
(z.B. Claudin-5, -11, -12, Anhang 19, Pfeile).

AnschlielRend wurde bestimmt, inwieweit sich die i&gsion deffight-JunctionProteine und
Z0O-1 bei Claudin-12-Knockout im Myokard veranderabei wurden nur Proteine berick-
sichtigt, die in ihrer Expression tber dem Schwesllert (Z“) von 10° lagen. Unterhalb
dieses Wertes war mit dem verwendeten gRT-PCR-kuthtkeine reproduzierbare Detektion

moglich.

Claudin-12 war im Knockout nicht zu detektieren.Vergleich zum Wildtyp wurde kein Ein-
fluss auf die Expression von Claudinen, TAMP od€@-¥ festgestellt (Abb. 40). Beides
wurde mittels Immunfluoreszenzfarbungen besta#gthéing 20). DieTight-JunctiorStruk-
tur der myokardialen Endothelzellen war auf elekérmmikroskopischer Ebene durch einen
Claudin-12-Knockout ebenfalls nicht beeinflusst lang 21).

Im Herzen waren die Claudine-5, -12, -15, -25 u@ ¥ sehr hoch exprimiert, wobei eine
Claudin-12-Defizienz weder die mRNA-Expression nabé Lokalisation dieser Proteine,

anderer Claudine oder TAMP beeinflusste.
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Abb. 39: Differenzielle Lokalisation von Zell-ZellKontaktproteinen im Myokard vn C57BL/6-Mé&usen.
Immunfluoreszenzfarbung des linksventrikularen Mymls. Alter der Mause: 15-28 Wochen. Laterale Liskal
tion, Pfeile; Glanzstreifen, Pfeilkdpfe; BlutgefdRern. ZO-1Zonula OccludenBrotein-1.

98




Ergebnisse

c

ko]

A

o O 1

8 < 1.57 % !

w g 7 7

u > 7 _ ‘

:g /

[} / 1 V 7 A 7 v/ V] A v

(14 7 A | V/ V : /
- (N O < UMM OO O «~ N < UV O N OO < U C O «—
cC € £ £ c cCc C!—!—\—F!—NNNNNB — !
TS VB IVVIBEES555555550¢FR
OCOOOOLOO5506000000D0

Abb. 40: Claudin-12-Knockout hat keinen Einfluss afi die Expression von Claudinen,Tight-Junction-
assoziierten MARVEL-Proteinen und Zonula occludens Protein-1 im Mausmyokard. Relative mRNA-
Expression von Claudinen (Cldn), Occludin (Oclnjic&llulin (Tric) und Zonula Occluden®rotein-1 (ZO-1)
im Herzapex (ohne Ventrikelendokard und Septumgejvebn Claudin-12-defizienten (KO) C57BL/6-M&usen
relativ zum Wildtyp (WT). Mause: mannlich/weiblicAjter 15-28 Wochen. ¥16, Mittelwert+SD. Gestrichelte
Linie, Mittelwert der Expression im Wildtyp. Zwei-#ge-Varianztest (ANOVA) mit anschlieBend@wost-Hoe
Test nach Bonferroni; nicht signifikantz@,05; ***, p<0,001 relativ zum WT. n.d., nicht dktiert.

3.10.2.2 Kolokalisation von Gap-Junction- und Tight-Junction- Proteinen in myokardia-
len Glanzstreifen

In dieser Arbeit wurde die Expression und Lokal@atvon Tight-JunctionProteinen in den
Glanzstreifen des Myokards nachgewiesen. Durchrele&nmikroskopische Untersuchungen
ist erwiesen, dass die Verbindung der Kardiomyazytattels Glanzstreifen Gb&ap Junc-
tions Adherens Junctionend Desmosomen vermittelt ist (Severs et al., 1$@3nmer und
Johnson, 1970). Diese Zell-Zell-Kontakte wurdenngsiés in Claudin-12-defizientem Myo-
kard nachgewiesen und unterschieden sich strukniost vom Wildtypmyokard (Abb. 41).
Die Gap Junctionsdie eine typische funfschichtige Struktur aufwiesAnhang 22, drei
elektronendichte und zwei weniger elektronendichthichten; Karrer, 1960), wurden dar-
Uber hinaus mittels Immunfluoreszenzfarbung untdrsuDas in derGap Junctiongpromi-
nente Connexin-43 (Duffy et al., 2006) kolokalisisswohl in WT- als auch Claudin-12-defi-
zienten Mausen mit Claudin-5 und zeigte keine w@eée Expression nach Knockout (Abb.
42, Pfeile).

Anhand der Untersuchungen wurde kein Einfluss e@lasdin-12-Knockouts auf Zell-Zell-

Kontakte in myokardialen Glanzstreifen beobachtet.
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Abb. 41: Zell-Zell-Kontakte der myokardialen Glanzdreifen zeigen nach Claudin-12-Knockout keine
strukturellen Veranderungen. Transmissionselektronenmikroskopie vom Herzapexgkéchnitt durch das
linksventrikukdre Myokard von Wildtyp (WT)- und Qldin-12-defizienten (KO) C57BL/6-Mausen (Alter 28-
33 Wochen). Zell-Zell-Kontakte im Glanzstreifen (G&ap Junctions(GJ), Adherens JunctiongAJ) und
Desmosomen (D). Mi, Mitochondrien; MyF, Myofibritie

s
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WT Myokard

KO Myokard

Abb. 42: Kolokalisation von Tight- und Gap-Junction-Proteinen in den myokardialen Glanzstreifen von
Wildtyp (WT)- und Claudin-12-defizienten (KO) Mausen. Immunfluoreszenzfarbung des linksventrikularen
Myokards. C57BL/6-Mause, Alter 15-28 Wochen. Clad8j Tight-JunctionProtein; Cx43 (Connexin-43),
Gap-JunctiorProtein; Pfeile, Kolokalisation.

3.10.3 Einfluss von Claudin-12-Knockout auf Tight-Junction -Proteine verschiedener
Organe

Nachdem im murinen Myokard nach Claudin-12-Knock&eaine Veranderungen im Ex-
pressionsniveau von Claudinen, TAMP oder ZO-1 naaigsen wurde, wurden weitere Or-
gane auf verschiedene Zell-Zell-Kontaktproteine etsucht. Dafir wurde zun&chst die

mRNA-Expression von Claudin-12 verglichen. Besoadgark 2“>10?) war Claudin-12 in
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folgender Reihenfolge exprimiert: Niere > Leber erid> Pankreas. Aber auch in Speichel-
driise > Gehirn > Uterus > Testis > Colon > Lungéettrm > Duodenum > Jejunum war die
Expressior2*“>10°. Geringer exprimiert war Claudin-12 in Harnblase iMilz (Expression
24¢<10°, Abb. 43:2“-Werte in Anhang 23).

-
o

mRNA-Expression [2 A¢Y

> T
R

Abb. 43: Hohe Claudin-12-Expression in Niere, LeberHerz und Pankreas.Karierte Saulen, %*>102
MRNA-Expression in verschiedenen Mausgeweben norraigf B-Aktin (ACt=Ctﬁ_Akﬁn-CtZe”komaktpmteig; Ct

Schwellenwertzyklus. C57BL/6-Mause: mannlich/waibliAlter 30-40 Wochen >4, Mittelwert+SD.

Da Claudin-12 neben dem Herzen auch in Leber, Nieck Pankreas sehr hoch exprimiert
wurde, wurde fiir hoch exprimiert2*f*>10%) Claudine (1, 3, 5, 25), Occludin und ZO-1 der
Einfluss eines Claudin-12-Knockouts auf deren mREMpression bestimmt. Bezogen auf
den Wildtyp zeigten sich keine Unterschiede (AbbAAR*“-Werte in Anhang 23).

Da bekannt ist, dass Claudin-12 an der**@dsorption in Enterozyten beteiligt ist
(Christakos et al., 2010; Fujita et al., 2008), deur dartber hinaus Zell-Zell-Kontaktproteine
in DUnn- und Dickdarm von Claudin-12-defizienten ddén mit dem Wildtyp verglichen.
Ausgewahlt wurden Claudin-5 und Proteine mit hoBepression 1°“>10°, Claudin-3, -7,
-8, -15, -25, Occludin und Z0O-1), wobei sich keirmgnifikant vom Wildtyp unterschied
(Abb. 44B;2"““Werte in Anhang 23).

Diese Ergebnisse zeigten, dass eine Claudin-12zBef neben Herz und Gehirn auch auf
Claudine, Occludin und ZO-1 anderer Organe bzw. €bewkeine Auswirkung hatte. Eine
Claudin-12-Expression wurde fur Gehirn (Ohtsukakt 2007), Darm, Niere, Lunge, Leber
(Hwang et al., 2014), Harnblase (Acharya et alQ40Speicheldriise (Mellas et al., 2015)
und Testis (Haverfield et al., 2014) bestatigt. M Erkenntnisse wurden zu dessen Expres-
sion in Herz (sehr hoch), Pankreas (sehr hochyustgoch) und Milz (gering) gewonnen.
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Abb. 44: Keine Unterschiede in der mRNA-Expressiorausgewahlter Claudine (Cldn), Occludin (Ocln)
und Zonula occludens Protein-1 (ZO-1) in Organen Claudin-12-defizienter(KO) Mause. Claudin-12-KO-
Mause (C57BL/6) relativ zum Wildtyp (WT).>d, Mittelwert+SD. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit
anschlieRenderRost-HoeTest nach Bonferroni; **, p<0,01; ***, p<0,001 ediv zum WT. Gestrichelte Linie,
Mittelwert der mRNA-Expression im WildtyplA) Organe mit sehr hoher Claudin-12-Expression imdW
(2°°'>10?). (B) Diinn- und Dickdarmabschnitte mit Claudin-12-Expi@sson 2°>10°im Wildtyp.

3.10.4 Claudin-12-abhangige Expression des Vitamin-  D-Rezeptors im Gastrointestinal-
trakt

In der Klarung der physiologischen Funktion vonu@ia-12 wurde bisher lediglich auf eine
Rolle im parazellularen GaTransports des Darmepithels hingewiesen. Insbeserstheint
ein Zusammenhang zwischen Vitamin-D-abhéngiget’-Bafnahme und Claudin-12 von
Bedeutung zu sein (Christakos et al., 2010; Fejital., 2008). Deshalb sind in diesem Kapi-
tel Untersuchungen zum Vitamin-D-Rezeptor unteu@ia-12-Defizienz dargestellt.

In Wildtyp-Organen wurde eine starke Vitamin-D-Reme-Expression in Niere > Colon >
Duodenum > Pankreas > Jejunum > lleum ((10,6+3@jxdis (1,6+0,9)x18) nachgewie-
sen. Eine 10- bis 1000-fach geringere mRNA-Expogssiatten Speicheldrise > Testis >
Lunge > Leber > Harnblase > Herz > Uterus > MilzGehirn (Abb. 45A). Der Ex-
pressionsvergleich zwischen Wildtyp und Knockouttdee eine tendenzielle Reduktion des
Vitamin-D-Rezeptors in Pankreas (auf 35,7+27,1 Ba)pdenum (auf 37,4+35,0 %), lleum
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(auf 59,3+40,1 %), Jejenum (auf 71,2+64,8 %) unbdrgauf 68,1+62,2 %) in Claudin-12-
defizienten Mausen an (Abb. 45B).

Eine Claudin-12-Defizienz fuhrte zur Reduktion deRNA-Expression des Vitamin-D-Re-

zeptors in Organen des Gastrointestinaltraktes.
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Abb. 45: Der Vitamin-D-Rezeptor ist in Darm, Niereund Pankreas hochexprimiert und zeigt eine redu-
zierte MRNA-Expression in Claudin-12-defizienten Mésen. (A) mRNA-Expression des Vitamin-D-Rezep-
tors in Mausorganen. Karierte Saulen, starke Exjmes2“>10? normiert auf p-Aktin (ACt=Ctﬁ_ i

CtZeIIkontaktproteiR; Ct, SchwellenwertzyklugB) Relative mMRNA-Expression des Vitamin-D-Rezeptar€iaudin-

12-defizienten (KO) C57BL/6-Méausen relativ zum W (WT). Mause: mannlich/weiblich, Alter 30-
40 Wochen. Gestrichelte Linie, Mittelwert der mRNEpression im Wildtyp. Zwei-Wege-Varianztest
(ANOVA) mit anschlieRenderRost-HoeTest nach Bonferroni; nicht signifikant, p>0,05:4n Mittelwert+SD.
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4 Diskussion

Die BHS ist fur mehr als 98 % aller Wirkstoffe umitvindlich (Pardridge, 2005). Dadurch
ist die Zulassung von ZNS-Wirkstoffen halb so hoefe von nicht-ZNS-Wirkstoffen
(Kaitlin, 2014). BHS-gangige Pharmaka sind in deg®& lipophil, kleiner als 500 Da sowie
kein ABC-Transporter-Substrat und weisen einenHedyert < 5 sowie eine geringe Neigung
zur Ausbildung von Wasserstoffbricken auf (Lipinskial., 1997; Pardridge, 2012). Andere
Pharmaka permeieren Uber transzellulare Transpaepse oder diffundieren tber die para-
zellulare Route, wenn diese durch Wirkverstarkeifipet wurde. Ubliche Zytostatika tiber-
winden die BHS unzureichend, weswegen die Therapre beispielsweise Gehirntumoren
limitiert ist (Lesniak et al., 2005). KonventioreelMethoden sind Chirurgie, Bestrahlung und
Chemotherapie (Stupp et al., 2009), die sehr nelbemmgsreich sind (z.B. Mulhern et al.,
2005). Dariiber hinaus wird selten eine mittlere d#enszeit von 14 Monaten
(Glioblastome; Johnson und O'Neill, 2012) bzw. 1@nsiten (Metastasen; Bernhardt et al.,

2017) Uberschritten. Daraus resultiert ein hohdsri2aal zur Behandlungsoptimierung.

Bisher wurden verschiedene Ansatze zur VerbessedesgWirkstoffdurchtritts untersucht.
Diese sind in der Regel stark invasiv, fuhren ziomgletten Zusammenbruch der BHS oder
sind unspezifisch. Dazu gehdren hochintensiver deieunter Ultraschall (Burgess et al.,
2011), hyperosmolares Mannitol (Cosolo et al., 2988%r Caprat (Preston et al., 2008). Me-
thoden zur transzellularen Penetration sind audperifisch und zeigen Nebenwirkungen.
Fur Nanopartikel ist Zytotoxizitdt nachgewiesen @tial., 2015a). Liposomen sind BHS-
unspezifisch, da sie meist Gber Transzytose mifiedsmsferrin-Rezeptor wirken (Soni et al.,
2008), der nicht nur in der BHS exprimiert ist (Rarund Lok, 1999). Der Einsatz von zell-
penetrierenden Peptiden gekoppelt mit Wirkstoffenmittelt eine BHS-Durchlassigkein
vitro undin vivo (Diaz-Perlas et al., 2017; Oller-Salvia et al.1@)) findet aber bisher keinen
Einsatz zur Zytostatikapenetration. Auf3erdem wiial tdanszellulare Passage haufig durch

Efflux-Transporter verhindert (Loscher und PotscH@02).

Daher wurde in dieser Arbeit die Mdglichkeit zur aeoaten und transienten Permeabilisie-
rung der BHS untersucht, ohne dabei zu einem BH&Zwnenbruch zu fiihren. Die Offnung
sollte dabei in Starke und Dauer gerade ausreickemg um fir eine wirksame Zytostatika-
konzentration im Gehirn zu sorgen und dabei mogtidkeine Nebeneffekte auf andere
Organsysteme hervorzurufen. Um die gewilnschtenktefferzielen zu kénnen, sollte die
Modulation tber spezifische Zielproteine der BH®Blgen.
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4.1 Claudin-5 als Zielprotein zur spezifischen Modu lation der Blut-Hirn-
Schranke

Zellulare Barrieren hdangen von der Struktur undkgion derTight Junctionsab (Mark und
Davis, 2002). Vor allem sind Claudine unverzichtbdar die parazellulare Abdichtung
(Furuse und Tsukita, 2006). Diese Arbeit bestatigtExpression von Claudin-1, -3, -5 und
-12 in der BHS, die zuvor beschrieben wurde (Moegital., 1999b; Nitta et al., 2003; Pfeiffer
et al.,, 2011; Wolburg et al., 2003b). Die verweeteClaudin-5-Primer zur mRNA-Expres-
sionsbestimmung weisen Primereffizienzen zwisch8b tind 2,04 auf (Berndt, 2017), wobei
eine Effizienz von 2,0 eine 100-%ige Verdopplung Amplifikate pro Zyklus angibt. Damit
liegen die Effizienzen im angegebenen ToleranzbberéAnleitung Luminaris g°PCR Master
Mix, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE). Flie dResultate bedeutet dies, dass keine
Uber- bzw. Unterbestimmung der Expression vorlidgteraturangaben bestatigen die in
dieser Arbeit ermittelten Expressionsniveaus fiau@in-1, -3, -12, Occludin (Ohtsuki et al.,
2008) und fur Claudin-5 (Burkhart et al., 2015).

Die abdichtenden Claudine 1 und 3 sind gering inRieS exprimiert, welches auch durch
andere Studien belegt wird (Ohtsuki et al., 2068)y. beide Subtypen wird eine Funktion in
der BHS angenommen (Pfeiffer et al., 2011; Wolbetr@l., 2003b). Durch ihre geringe Ex-
pression sind sie jedoch zur Modulation ungeeig@audin-12 wird hiermit als das am
zweitstarksten exprimierte BHS-Claudin bestatigh de Untersuchungen dieser Arbeit mit
Claudin-12-defizienten Mausen keinerlei Auswirkungeif die BHS haben, entféallt Claudin-
12 als Zielprotein zur spezifischen PermeabilisigtiDessen Funktion bleibt weiterhin unbe-
kannt.

Im Gegensatz zu anderd@mght-JunctionProteinen wurde fur Claudin-5 eine sehr starke Ex-
pression gemessen (10-fach zu Occludin, >70-fachngeren Claudinen). Auch andere Stu-
dien belegen, dass es quantitativ eine Ubergeadielle an der BHS spielt (Ohtsuki et al.,
2008). Die Claudin-5-Expression ist nicht auss@liah auf das Gehirnendothel beschrankt,
wodurch unspezifische Wirkungen auf Claudin-5 ideren Organen denkbar waren. Im Ver-
gleich zum Gehirn wurde die Claudin-5-Expressiordiversen Organen bestimmt. Damit
decken sich die Ergebnisse von bereits bekannteyalden, die Claudin-5 im Endothel der
Leber (Rahner et al., 2001), Milz (Uehara und Uaha008), Niere und Lunge (Morita et al.,
1999b) aber auch epithelial in Uterus (Biazik et aD08), Testis (Morrow et al., 2009),
Lunge (Wang et al., 2003), Darm und Pankreas (Ra¢inal., 2001) beschreiben. Trotz der
Claudin-5-Expression in multiplen Organen spielemt dNebenwirkungen durch Claudin-5-
Peptidomimetika aus den folgenden Grinden einengerfRolle. Einerseits ist die Expression
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in peripheren Organen und peripheren mikrovasknl&Eadothelzellen geringer als im
Gehirnendothel (Morita et al., 1999b; Rahner et 2001). Andererseits sind Claudin-5-
exprimierende Blutgefal3e, abgesehen von der BH&hdEenestrierungen physiologisch
durchlassiger (z.B. in Leber, Niere, Darm). Dastgghher mit einer Studie, die beschreibt,
dass die Endothelbarriere aul3erhalb der BHS vond@leb unabhangig ist (Fontijn et al.,
2006).

Die hohe Claudin-5-Expression und die geringen mvagenden Wirkungen aul3erhalb der
BHS bestéatigen Claudin-5 als Zielprotein zur speadifen BHS-Modulation. Es ist erwiesen,
dass es funktionell entscheidend fur die Barrist¢GCampbell et al., 2008; Nitta et al., 2003).
Die Abdichtung resultiert aus einer Interaktion idee EZS (Daugherty et al., 2007), die
durch isolierte EZS von Claudin-5 gestort werdenrkéBlasig et al., 2006). Daher wurden in
dieser Arbeit Claudin-5-EZS als Ausgangsstruktuvenvendet, um synthetische Peptido-
mimetika zur Modulation von Claudin-5 zum verbesseWirkstofftransport zu entwickeln.

Der Ansatz zur Modulation der parazellularen Baerimittels Peptidomimetika entlehnt aus
den EZS defight-JunctionProteine wurde bereits in friheren Studien unthtsiDabei sor-
gen EZS1- bzw. EZS2-Peptide von Occludin, Tricellwind Claudinen fur eine Barrieretff-
nungin vitro undin vivo (zusammengefasst in 1.4.1, Tab. 4-5). Wie dieseli&t zeigen,
sind die Peptideffekte reversibel und nicht zytatol. In vivo wurde der permeabilitatsstei-
gernde Effekt vorwiegend auf epitheliale Barriereathgewiesen (z.B. Chung et al., 2001).
Eine erhohte endotheliale Durchlassigkeit (periphePerineurium) ist bisher nur fir ein
Claudin-1-EZS1-Peptid (C1C2) belegt (ZwanzigerlgtZz912a). Obwohl Claudin-1 sehr ge-
ring in der BHS exprimiert wird, fuhrt C1C2 in emeBHS-Modell zur starken parazellularen
Offnung (Staat et al., 2015). Weiterhin beeinfluS4C1 neben Claudin-1 auch Claudin-2, -3,
-4, -5 und Occludin in den Zell-Zell-Kontakten dyatialer Zellen (Staat et al., 2015). Effekte
aul3erhalb des Gehirns sind in den Epithelien dert KFauruse et al., 2002), des Choroid Ple-
xus (Wolburg et al., 2001) und des Darms (Popé,e2@14) zu erwarten, in denen Claudin-1
hochexprimiert ist. Diese Eigenschaften machen diai-Peptide durch die zu erwartenden
Nebenwirkungen ungeeignet zur BHS-Modulation.

4.2 Transiente Barrieredffnung durch  Tight-Junction- Modulation in vitro
Claudin-5-Peptidomimetika werden zur spezifisched transienten BHS-Offnung eingesetzt
ohne unerwiinschte Nebenwirkungen zu verursachen.VAlidierung der Peptidwirkung
einer Vielzahl verschiedener Claudin-5-Peptidomik@etiente ein einfaches und aussage-

kraftiges Zellkulturmodell von bEND.3-Zellen. Fliesvurde eine hohe Claudin-5-Expres-
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sion und eine typische Endothelzellmorphologie gaghesen. Aufwendigere Filterkulturen
mit MDCK-1I-Zellen und primaren Gehirnkapillarzetiein Kokultur mit Astrozyten wurden
fir Permeabilitatsuntersuchungen eingesetzt. iRéirivo-Untersuchungen wurden Peptide
ausgewahlt, die eine moderate, transiente und rrgtitoxische Offnung bedingen. Als
Kriterien dienten Reversibilitdt, Konzentrationsahbigkeit, Wirkstoffpenetration und

Zellvitalitat.

Insgesamt wirken die Claudin-5-Peptklenzentrations- (75 bis 300 puMund zeitabhangig
(bis 48 h) sowohl auf Epithelien als auch auf zealebEndothelzellen. Wirksam sind &hnliche
Konzentrationen wie fur das Claudin-1-Peptid C1Z®&4dnziger et al., 2012a), wobei C1C1
aufgrund unspezifischer Claudin-5-Bindung an Gedapilarendothelzellen (Staat et al.,
2015) bzw. geringer Claudin-1-Expression zur BHSdMlation ungeeignet ist. Die durch
Claudin-5-Peptide vermittelte Offnung erreichtedriralb von 48 h das Maximum und glich
damit einem Claudin-5-Knockdown am Versuchstiem(@bell et al., 2008). Ein Knockdown
ist jedoch zur BHS-Modulation ungeeignet, da siRiNéht stabil ist und Nebeneffekte sowie
Immunreaktionen bedingt (Gavrilov und Saltzman, 20Das relativ lange Zeitfenster der
Offnung konnte fiir Dauerinfusionen zur Chemothexamn Gehirntumoren (Cassier et al.,
2008) oder zur Therapie von intrakranieller Hypesten nach Schadel-Hirn-Trauma als
Alternative zur Mannitolinfusion (Asehnoune et a017) eingesetzt werden.

Die Reversibilitat der Claudin-5-Peptid-Wirkung ist eine Voraussetzuam vor demin-
vivo-Einsatz eine vollstandige BHS-Rekonstitution sizhsetellen. Eine transiente Wirkung
wird fur die Claudin-5-Peptide nachgewiesen, demnMediumwechsel fuhrt zur Barriere-
regeneration innerhalb eines Tages. Ein verglerenh&eitrahmen wird fir Claudin-1-Pep-
tide an epithelialen Zellbarrieren gefunden, diersm einen Tag nach Peptidauswaschung
regenerieren (Zwanziger et al., 2012a). Fir Clabdifeptide ist somit ein kompletter BHS-
Zusammenbruch ausgeschlossen, der zu neurologiStigdigungen fuhren wirde (Wang
et al., 2017). Die BHS-Offnung durch die Peptidem®derat sowie temporar und dhnelt da-
mit einer VEGF-vermittelten unschadlichen Permaetdibjl die ebenso durch Claudin-5 be-
dingt ist (Argaw et al., 2008) und keine Odembilgwur Folge hat (Jiang et al., 2014). Damit
sind Claudin-5-Peptide durch ihre Reversibilitabeaenklich anzuwenden.

Durch die geringe Pharmakapenetration ins Gehiandfitige, 2005) bei der Behandlung von
Gehirntumoren sind normalerweise wirksadgostatika wie z.B. Doxorubicin zur effekti-
ven Chemotherapie ungeeignet (Lesniak et al., 20D&)orubicin wirkt auf Gehirntumore
nur nach Penetrationsverbesserung (Gaillard ek@14). Nach der Behandlung von Filter-
kulturen mit Claudin-5-Peptiden wurde Doxorubics8(Q Da) als Permeabilitdtsmarker ein-
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gesetzt, da es gut photometrisch detektierbarSisine parazellulare Penetration durch die
Peptidgabe ist verbessert. Doxorubicin ist Substoat ABC-Transportern wie P-gp, BCRP
und MRP1/2 (Choi, 2005; Wind und Holen, 2011). levwendeten epithelialen Zellmodell
werden P-gp und MRP2 apikal und MRP1 basolatenatiexert (Goh et al., 2002; Tang et
al., 2002). Durch die Peptidbehandlung kann eireeneirkungsreiche Inhibition der Efflux-
transporter (Callaghan et al., 2014; Palmeira.e®8l2) vermieden werden, da eine basolate-

rale Wirkstoffausschleusung nach parazellulareefation vernachlassigbar ist.

Neben einer peptidvermittelten Permeabilitat vonx@abicin wird auch die Penetration
grolRerer Molekiile (bis 67 kDa bzw. fur C5C2[S22N b55 kDa) beobachtet. Damit liegt
das Molekulargewicht der penetrierenden Substamgdrer als beim Claudin-5-Knockout
(800 Da, Nitta et al., 2003). Die Diskrepanz laésish einerseits dadurch erklaren, dass an
dieser Stelle Zellkultur-Untersuchungen durchgefiturden, bei denen die Peptide statisch
in hoher Konzentration auf den Zellrasen wirkendémrseits konnte die Offnung fur gro-
Rere Molekile auch aus einer Wirkung der Peptidevauere Tight-JunctionProteine resul-

tieren.

Insgesamt eignen sich Claudin-5-Peptide als Widtéeker Claudin-5-haltiger Zellbarrieren.
Zur Wirkoptimierung wurden Varianten durch Deletion, Addition oder Subtion von
C5C2 verglichen. Die starksten Effekte zur BHS-Offg wurdenin vitro fiir C5C2[S22N]
detektiert. Die AS an Position 22 (Asn) stammt @audin-1 und ist essenziell fur die Wir-
kung von C1C2. Dies wurde bereits nach einer Switistn von Asn zu Ser im C1C2-Mole-
kil (C1C2[N22S]) deutlich, da es zum Verlust deragallularen Barriere6ffnung fuhrt
(Staat, 2015). Umgekehrt zeigt C5C2[S22N] im Vedjleu C5C2 eine etwa viermal erh6hte
Durchlassigkeit fur kleine (bis 0,457 kDa) und eiregwa zweifachen Anstieg fur grol3e Mo-
lektle (bis 67 kDa). Damit ist der Permeabilitittaeg ahnlich hoch wie bei C1C2 (Staat,
2015).

Deletions- und Additionspeptide dienen zur Aufkldgudes Wirkbereichs. Aul3erdem waren
Deletionspeptide vorteilhaft fir geringere Syntlkesten und zur Loslichkeitsoptimierung.
Eine Deletion von 4 AS am C-Terminus von C5C2 ethiitht die parazellulare Permeabili-
tat. Die Verlangerung um 5 AS am N-Terminus (C56@#sd) kompensiert den Wirkverlust
der C-terminalen Verkirzung und fuhrt sogar zur Rkarstarkung. Die N-terminale Ver-
lAngerung um 5 AS zeigt einen starkeren Effektca@flonendurchlassigkeit allerdings eine
geringere Permeabilitat fir kleine und grof3e Molekin Vergleich zu C5C2. Beides ist auch
fur C5C2/shifted der Fall. Damit ist der Effekt gtichbar, aber fallt durch eine schnellere
Regeneration schwécher aus. Die Zeitverlaufsprafée verschiedenen Claudin-5-Peptide
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unterscheiden sich im Wirkmaximum und in der Regatien, die sich wiederum aus Unter-
schieden in der Bindungsstarke zu Claudin-5 (Dabkowt al., 2015) und der Recyclingpro-
zesse (Gehne et al., 2017; Stamatovic et al., 20@@ben.

Im Hinblick auf eine intravendse Applikation wurd€iaudin-5-Peptide aus D-AS herge-
stellt, da diese gegentiber Peptidasen stabiler(¥uzile und Bernkop-Schnurch, 2006). Da-
bei muss Stereospezifitat nicht zwingend eine Ruadieder Barriere-modulierenden Wirkung
der Claudin-5-Peptide spielen, wie bereits fir aimderes Claudin-Peptid beschrieben
(Baumgartner et al., 2011). Fur die Claudin-5-Riptverden Unterschiede in der Wirkstérke
verzeichnet. So fuhrt vergleichend zur L-AS-Var@aeine Behandlung mit D-AS-C5C2 zur
starkeren, D-AS-C5C2/shifted zur vergleichbaren IRAS-C5C2[S22N] zur verringerten
Erhdhung der lonen- und Molekuldurchlassigkeit. &ek ist, dass D-AS-Peptide gleich
stark oder effektiver wirken kbénnen, da sie einemirggeren Proteolyse unterliegen (Elfgen et
al., 2017; Hamamoto et al., 2002). Andere Studiefeden eine reduzierte Wirksamkeit
(Schlingmann et al., 2016) vergleichbar zu L- unr€BC2[S22N)].

Das humane hC5C2, was sich in zwei AminosaurenCGE®2 unterscheidet, beeinflusst nicht
die epitheliale und endotheliale Barriere von memirund caninen Zellen. Dies geht einher
mit Untersuchungen zu anderdight-Junctioamodulierenden Peptiden, welche Spezies-
spezifische Unterschiede zeigen. Beispielsweiset félim EZS1-Peptid entlehnt aus Huhn-
Occludin zu keinem Effekt auXenopus-laeviZellen (Wong und Gumbiner, 1997) jedoch
ein humanes EZS1-Occludin-Peptid auf humane ZéHaerett et al., 2006; Tavelin et al.,

2003). Bei der Anwendung der Claudin-5-Peptide amdere Spezies muss daher der Effekt
Uberprift und die Sequenz gegebenenfalls angepassien, da der Unterschied weniger

Aminosauren grol3e Auswirkungen haben kann.

Ebenfalls unwirksam im Hinblick auf eine gesteigeRermeabilitdt sind Claudin-5-Peptide
aus der kompletten EZS2. Fir Claudin-1-EZS2-Peptiitd auch kein Effekt beobachtet
(Mrsny et al., 2008). Damit sind diese Peptideehine BHS-Modulation ungeeignet.

Das eingesetzte Kontrollpeptid C2C2 aus der EZS1 Gfaudin-2 hat keine Barriere-modu-
lierenden Effekte, was bereits bestatigt ist (Dalsta et al., 2015; Sauer et al., 2014; Staat et
al., 2015; Zwanziger et al., 2012a). Dies entspradn Erwartungen, da Claudin-2 anhand
von immunhistochemischen Farbungen nicht in zetebrBlutgefalien nachgewiesen wird
(Steinemann et al., 2016) und in Gehirnkapillar¢hdlzellen nur gering exprimiert ist
(Berndt, 2017). Eigene Resultate belegen zudemganage Sequenzidentitat von C2C2 mit
den Claudin-5-EZS. Damit ist C2C2 als Kontrollpdmut geeignet.
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Claudin-5-Peptide erh6hen vergleichend zur Korgrodlversibel die Permeabilitat in Clau-
din-5-exprimierenden Zellkulturmodellen der BHS sadriedener Spezies. Die Starke und
Dauer der Durchlassigkeit ist abhé&ngig von der koibation und Sequenz der Peptide ohne
zytotoxische Effekte hervorzurufen. Es wurden Clat&Peptide sowohl zur langeren Off-
nung fiir groRe Molekiile (z.B. mit C5C2[S22N]) aigch zur kirzeren Offnung fiir kleinere
Molektle (z.B. mit C5C2) eingesetzt.

4.3 Transiente Offnung der Blut-Hirn-Schranke in vivo

Um einen spezifischen Wirkstoffdurchtritt durch ditaudin-5-dominierte BHS zu erzielen,
wurden Claudin-5-Peptidomimetika basierend iawditro-Untersuchungen als Verstarker der
Wirkstoffpassage getestet. Als Applikationsrouteraden i.v.-Injektionen durchgefihrt, um
den First-Pass-Effekt zu vermeiden. Die Dosis aethsich nach der héchsten Dosis, die ohne
Loslichkeitsvermittler appliziert werden konnte, ved eine gutén-vivo-Vertraglichkeit wich-

tig ist.

C5C2 ist nach langeren Behandlungszeitrdumen (R)laicht und nach kirzererx @ h)
tendenziell wirksam. Im Vergleich zu dem-vitro-Bedingungen, die nach etwa 24 h eine
maximale Durchlassigkeit zeigen, spielt neben deateplytischen Abbau der Claudin-5-
Peptide durch endothelgebundene Peptidasen (Broweatisal., 1994) die Degradierung durch
Plasmaproteine eine Rolle (Werle und Foger, 2008 .Verwendung von D-AS resultiert in
einer Verlangerung der Plasmahalbwertzeit um 4&%oden auf C5C2. So wird ein erhdhter
Offnungseffekt um 26 % erreicht. Obwohl die struktien Eigenschaften von L-C5C2 und
D-C5C2, abgesehen von deren spiegelverkehrter Kamafioon, identisch sind, beruht der
erhohte Effekt auf einem langsameren Abbau der B&A§uenz durch Peptidasen. Unter-
stutzend dazu wurde in dieser Arbeit keine Degradg von D-AS-C5C2 durch eine
Protease nachgewiesen.

In vivo wird der Offnungseffekt fiir D-AS-C5C2 nach 4 h timsnt, der nach maximal 12 h
endet. Die Plasmahalbwertzeit mit 20,9 h lasst &ingere Wirkung erwarten, die auch nach
Mehrfachinjektion nicht verstarkt ist. Da die Plagralbwertzeitex vivo bestimmt wurde,
fehlt die Bertcksichtigung weiterer Metabolisierangowie Exkretionsprozesse, die ebenso
fur eine Eliminierung der Peptide verantwortlichdi(Diao und Meibohm, 2013). Auch
vitro werden diese Prozesse nicht berlcksichtigt, wdaddie hohe Diskrepanz der Wirk-

dauer von etwa 48ih vitro zu 4 hin vivo zu erklaren ist.
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Weiterhin ist die BHS-Regeneratiom vivo von grof3er Bedeutung, um Nebenwirkungen ge-
ring zu halten. C5C2 und D-AS-C5C2 erméglichen emakte BHS nach bereits 12 h. Eine
zeitabhangige Wirkung ist auch beim siRNA-vermigel Knockdown von Claudin-5 zu
verzeichnen, bei dem die BHS-Normalisierung jedectt nach 72 h startet und erst nach
7 Tagen vollstandig ist (Campbell et al., 2008)rier hinaus fuhrt kein Claudin-5-Peptid an
den untersuchten Mausen zu akuter Toxizitat, |&ngBgen Nebenwirkungen oder ZNS-
relevanten Effekten. Die Peptide simdvivo gut vertraglich, da sich die Gewichtszunahme
der Mause im Zeitraum von vier Wochen vergleichb#rder Kontrollgruppe verhalt. Aul3er-
dem weisen die Mause ein normales Verhalten ausuminach Sektion unauffallig. Es wer-
den keine Gehirnddeme beobachtet, die auch schonGiaudin-5-Knockout ausgeschlossen
wurden (Nitta et al., 2003). Neurologische Schadggn, die sich durch die Penetration von
im Blut befindlichen Komponenten wie Albumin undu@mat (Bullock, 1995; Wang et al.,
2017) oder durch Odeme (Ubersicht s.Michinaga uagalha, 2015) ergeben, scheinen keine
Rolle zu spielen. Diese Erkenntnisse sowie die te#ime und moderate BHS-Offnung bestéar-
ken, dass die verabreichte Dosis von den Tieramiéot wird und fir weitere Studien geeig-
net ist.

4.3.1 Claudin-5-Peptide zur Verbesserung der Gliomb  ehandlung

Aufgrund der Reversibilitat, Vertraglichkeit unda$tlitdt von D-AS-C5C2 wurde es fur initi-
ale Versuche zur Gliom-Chemotherapie an Mauseresetgt. Als Zytostatikum wurde Pacli-
taxel verwendet, das normalweise bei der BehandmgGehirntumoren unwirksam ist, da
es unzureichend durch die BHS gelangt (Henson.,e1292). In anderen Geweben wie z.B.
der Lunge kdonnen hohe Paclitaxelkonzentrationegiar werden (8957+277 ng/g, 3 mg/kg;
Li et al., 2015b). Die Gehirnkonzentration liegtigeh nur bei 190 ng/g (Gliom, Ratte, Pacli-
taxel 10 mg/kg; Zhao et al., 2010) bzw. 114-28rgksundes Gewebe, Mensch, Paclitaxel
175 mg/m?; Fine et al., 2006) und kann durch Wirkiggkung auf das 10-fache erhdht wer-
den (Zhao et al., 2010). Dadurch wird die Uberletzeit von Gliom-tragenden Tieren verbes-
sert (Zhao et al., 2010). Die hier eingesetzte ®bsgt hoher (24 mg/kg), daher kdnnen ho-
here Gehirnkonzentrationen erwartet werden. Eigeesultate belegen, dass die Claudin-5-
Peptid-vermittelte Penetration des Zytostatikumgivo zur Tumorreduktion fuhrt. Es besteht
ein Trend in der Reduktion auf 48 % im Vergleichr ontrollbehandelten Gruppe. Die
Tumorreduktion ist damit starker als in einem &ién Mausmodell mit U-87-MG-Gliom,
bei dem eine Paclitaxelpenetration tGber Alkylglygeruntersucht wurde (30 % Reduktion;
Hulper et al., 2011).
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Paclitaxel ist zwar kein Subtrat von BCRP (Yuaalet2009) und MRP1/2 (Kamazawa et al.,
2002) jedoch von P-gp (Sparreboom et al., 1997).Hiibux-Transporter wird bis ins Tumor-
Endstadium exprimiert (On et al., 2013) und istTiommor hochreguliert (von Wedel-Parlow
et al., 2009). Da P-gp auf der luminalen Seite @ehirnkapillarendothelzellen exprimiert
wird (Worzfeld und Schwaninger, 2016) hat diesef @ne Peptid-basierte, parazellulare
Tight-JunctionModulation keine Auswirkungen. Daher ist die patat@re Offnung tber
Claudin-5-Peptide zur Paclitaxelpenetration vantdi, um eine P-gp-Inhibition und entspre-
chende Nebenwirkungen zu vermeiden (Callaghan,e2Gil4; Palmeira et al., 2012).

Generell kann eine Barriere-modulierende Wirkung Beptide nur zum Tragen kommen,
solange die BHS noch nicht Tumor-bedingt zusammanogéen ist, wobei die BHS-Integri-
tat abhdngig vom Tumorstadium ist. Im in dieser eftrlyerwendeten Tumormodell scheint
ein behandlungsrelevantes Stadium untersucht wordensein, da Paclitaxel ohne
Wirkverstarkung durch Peptide keinen zytotoxischeffiekt aufweist (Breitkreuz-Korff,
2018). Im Mausmodell fir Gehirnmetastasen mit Lunkgezinomzellen ist die BHS in fri-
hen und mittleren Stadien des Tumors in Bezug aomBabilitat intakt, zeigt jedoch einen
Zusammenbruch im Spatstadium (On et al., 2013).hAsind Claudin-5 und andeféght-
JunctiorProteine mit zunehmendem Tumorgrad (untersuchtAsirozytomen) reduziert
(Ishihara et al., 2008; Liebner et al., 2000). Daseeine Behandlung mit Claudin-5-Peptiden
in friheren und mittleren Tumorstadien mit intak@dS von Bedeutung. Es besteht ein
Trend in der Gliomreduktion durch Paclitaxel nagpftibehandlung, der noch durch weitere

Untersuchungen statistisch abzusichern ist.

4.3.2 Optimierung der Wirkdauer von Claudin-5-Pepti  domimetika

D-AS-C5C2 verbessert die Tumorbehandlung, wobeiWigkung noch optimiert werden
kann. Weitere pharmakokinetische Analysen waren Yo& Bedeutung. Bestimmt werden
solite die Peptidstabilitat im Organismus unter (B&sichtigung von Stoffwechsel- und Ex-
kretionsprozessen sowie die genaue Paclitaxelkoraem in Gehirn und weiteren Organen.
Diese Erkenntnisse kdnnen eingesetzt werden, unemglkungen zu reduzieren oder wei-
tere Indikationsgebiete moglich zu machen. Beispielse kdnnte eine verlangerte Wirk-
dauer der Peptidomimetika die Applikation von gn@&Bewirkstoffen wie Antikdrper ermog-
lichen. Die Peptidsequenz ist fur weitere Anwendumyereits optimal, da z.B. C5C2[S22N]
keine bessere Wirkung vivo erzielt. Eine Verbesserung der Peptidstabilit&roderminde-
rung der Exkretion durch die Niere wéare denkbaneHibliche Methode fir Peptide ist die
PEGylierung (Fried et al., 2002). Da jedoch fur &iaudin-1-Peptidomimetikum eine

112



Diskussion

PEGylierung zum Wirkverlugn vitro fuhrt (Staat, 2015), soll diese Methode nicht@&C2

in Betracht gezogen werden. Eine weitere Mdgliahkieid zyklische Peptide. Im Falle eines
Tight-Junctioamodulierenden Peptides zeigt die zyklische Vaeaswgar starkere Wirkun-
gen als die lineare (Herman et al., 2007). Ein iggkles Occludinpeptid fuhrt zur erhdhten
Permeabilitatn vitro (Oshima et al., 2003).

Sehr effektiv verzogert die Bindung an Plasmapnetdi.B. Albumin) die Peptidausschei-
dung, da Wirkstoffe im gebundenen Zustand nichalrdiliriert oder metabolisiert werden
(Syed et al., 1997). Dabei ist zu beobachten, oladsr Regel der Protein-gebundene Anteil
pharmakologisch inaktiv ist (Ulldemolins et al.,12). Allerdings betragt der gemessene
albumingebundene Anteil der Claudin-5-Peptide wamnigls 3 %. Dadurch ergibt sich als
Vorteil, dass der tberwiegende Teil der Peptid-Basr direkten Modulation ddright Junc-
tions zur Verfuigung steht. Andererseits konnte eine r@Reoteinbindung die Ausscheidung
verringern z.B. durch eine Assoziation an AlbunBec¢h et al., 2017). Fir die Stabilisierung
der Claudin-5-Peptide ist diese Form der Konjugataenkbar. Ausgeschlossen werden

musste, dass die Albuminbindung zum Wirkverlust@eudin-5-Peptide fihrt.

4.4 Sekundarstrukturen der Peptidomimetika bei der Interaktion mit
Claudin-5

Die Modellierung der Peptide ergibt, dass die Rsptukturen auch ohne Bildung einer
Disulfidbriicke der Struktur des Claudin-Kristallnedld &hneln (Suzuki et al., 2014). Die
Peptide bilden zwefi-Strange §3° und 4°) flankiert von einer C-terminalerHelix. Dies ist
im Einvernehmen mit Daten zum Claudin-1-EZS1-Pe@tiC2, welches sich strukturell
ahnlich verhalt (Dabrowski et al., 2015). Durchkdiardichroismus-Spektroskopie wurde
eine Neigung zug-Faltblattbildung ermittelt. Dartber hinaus ist dNeigung zura-Helix-
Ausbildung unter Helix-begiinstigenden Bedingungemr stark. Ein anderes Claudin-Peptid
zeigt auch mit dieser Methode eine vergleichbarek8ir (Staat, 2015).

Durch Limitierung der verwendeten Modellierungsgtamme fir D-AS und Peptide
> 30 AS konnte keine Strukturvorhersage und keiterbaktionsmodell fir D-AS-Peptide
sowie das N-terminal verlangerte C5C2 (C5C2/N+5Af)chgefihrt werden. Da die
Zirkulardichroismus-Spektren der L- und D-AS-Pegtgich sehr stark ahneln, wird erwartet,
dass deren Strukturvorhersage vergleichbar ausfailede. Fir ein anderes Membranprotein
und interagierende D-AS-Peptide wurde ermittelssdaine enantiomere Struktur nicht aus-
schlaggebend fur die Bindung sein muss (Sal-Mat. €2004). Im Vergleich zum L-AS-Pep-
tid wird fir D-AS-Peptide stammend vom HIV-1-Glykopein gp41 bzw. von Claudin-1 eine
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ahnliche Struktur und Orientierung an ihrer jevggh Bindungsstelle gefunden (Pritsker et
al., 1998; Staat, 2015).

Die Substitution der Aminosaure an Position 22 dwtohl bei C1C2 (Staat, 2015) als auch
bei C5C2 keinen Einfluss auf die Sekundarstrukilardings auf die Orientierung dé¥-
Strange zuro-Helix. Dementsprechend gleichen sich die 3D-Strédat von C5C2 und
C1C1[N22S] genauso wie von C1C2 und C5C2[S22N]ztee¢ weisen eine um 90° rotierte
a-Helix auf. Wahrscheinlich ist die entsprechendeiasaure an Position 22 (Position 74 im
Claudin-Molekul) wichtig fur die Peptidkonformatiamd damit fur die Bindung zum Clau-
din-5-Protein. Dies belegt ein Bindungsmodell dersechiedenen Claudin-5-Peptide, bei dem
die Starke der Wasserstoffbriickenbindung (Jefft®@@7) bei Asn22 hoher ist als bei Ser22.
Ebenfalls spielt die Anzahl der Wasserstoffbrickedingen bei der Interaktion eine Rolle,
da fur das unwirksame C5C2/C-4AS nur drei Bindungenittelt werden.

Interaktionsmodelle (CABS-dock) von EZS1-Peptidegisen auf eine Assoziation nfit
Strangen beider EZS von Claudin-5 hin. Das gehtegimit Interaktionen von Claudin-15,
die Uberwiegend durcp-Strange vermittelt sind (Suzuki et al., 2014). é&nBerucksichti-
gung des Interaktionsmodells ist die C-terminalelelix vorwiegend fur die Stabilisierung
der B-Struktur und nur in geringem Mal3e fur die eigehii Bindung noétig, da ein fehlender
C-Terminus in funktionellen Untersuchungen unwirksat. Im 3D-Modell fur C5C2/C-4AS
wurde ermittelt, dass mit einer unstrukturierteptiRikonformation eine wesentlich schlech-
tere Bindung an Claudin-5 stattfinden kann. Dardifeggs eine N-terminale Verlangerung
auch bei verkirztem C-Terminus sowohl strukturigllaaich funktionell C5C2 &hnelt, spielen
die 4 C-terminalen Aminosauren fur die Kernwirkseom keine ausschlaggebende Rolle.

In vorangegangen Studien wurden durch Substitigkperimente zahlreiche Aminosauren
identifiziert, die wichtig bei detransInteraktion der EZS von Claudin-5 sind und bei A&bw
senheit die parazellulare Barriere beeintrachtiff@ontek et al., 2008; Wen et al., 2004).
Diese Aminoséauren sind ebenso bei der Interaktion@laudin-5-Peptiden mit den EZS von
Claudin-5 beteiligt, wie durch die eigene Modellieg belegt wird. So kann bei C5C2 und
C5C2/shifted digransInteraktion Gber die Aminosaure Y158 im Zielproteermittelt sein.
Die Aminosaure W51 ist in der 3D-Struktur an des@ddation von C5C2/shifted mit Clau-
din-5 und Q156 sowohl bei der Interaktion von Ciatsl mit C5C2 als auch mit
C5C2[S22N] und C5C2/shifted beteiligt. Somit scleailiese Aminosauren essenziell fur die

Wirkung zu sein.

In den dargestellten Modellen werden nur Wassdlstatkenbindungen fiir die Peptid-Asso-

ziation bertcksichtigt, wobei dartuber hinaus Claddieraktionen der EZS ebenso durch
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hydrophobe Wechselwirkungen mdglich sind (Suzukalet2014). Fur Claudin-5 sind auch
cis-Interaktionen durch die Transmembrandomanen befew (Rossa et al., 2014). Da die

Peptide extrazellular wirken, wird diese Form derdBing keine Rolle spielen.

4.5 Wirkmechanismus der Claudin-5-Peptidomimetika

Sowohlin vitro als auchn vivo fuhren Claudin-5-Peptide zu einer Beeintrachtigdeg BHS.
Nach Claudin-5-Peptidbehandlung ist das Claudinne&l in der Zellmembran reduziert
und die Zellen sind weniger spindelformig. Die \fiegerung von Claudin-5 in der Plasma-
membranin vitro geht zeitlich einher mit dem Anstieg der Barriengpeabilitat. Eine ahnli-
che Wirkung ist durch Caprat (Del Vecchio et aD12), Claudin-5-gerichtete monoklonale
Antikorper (Hashimoto et al., 2017) und siRNA (Cdmajp et al., 2008) nachgewiesen.

Da Claudin-5 durch Peptidgabe in den Zell-Zell-Kakten reduziert ist und gleichzeitig so-
wohl Claudin-5 als auch das Peptid intrazellul&uwakulieren, wird von einer gemeinsamen
Endozytose der Peptid-Claudin-Komplexe ausgegat@eb. 46). Eine Assoziation ist wahr-
scheinlich, da C5C2 eine hohe Affinitat zu ClauBlihat (Pfeil, 2014). Die Endozytose wird
dabei Uber Caveolin vermittelt sein, da diese Fdeminternalisierung sowohl fur Claudin-5
(Stamatovic et al., 2009) als auch C5C2 (Zwanzigeral., 2012b) in Gehirnkapillar-
endothelzellen die grof3te Rolle spielt. Die Pejptidrnalisierung zusammen mit dem Ziel-
protein ist bereits fir EZS-Peptide von Claudinatl ©ccludin bekannt (Beeman et al., 2009;
Zwanziger et al.,, 2012a). Da das Maximum der z&len Peptidaufnahme zeitlich mit der
maximalen lonendurchlassigkeit Ubereinstimmt (eP4ah nach Peptidbehandlung), wird die

Annahme unterstutzt, dass die Endozytose essefirielie Wirkung ist.

Die in Kapitel 4.2 und 4.3 beschriebene BHS-Regsrarsfahigkeitin vitro (~24 h) undn
Vivo (< 12h) deuten eher auf eine Umverteilung @ight-JunctionProteine als auf deren Ab-
bau undde-noveSynthese hin. Daflr spricht, dass eine Downreguladieser Proteine auf
MRNA-Expressionsebene gemessen wurde. Daher wat@scheinlich, dass Claudin-5 nach
der Internalisierung in Recyclingendosomen wieder Zellmembran zurticktransportiert
wird. Gestutzt wird diese Annahme durch bekannggeknisse von internalisiertem Claudin-5
sowie Claudin-C1C2-Komplexen, die sich gré3tenieilden Recyclingendosomen und kaum
in Lysosomen wiederfinden (Staat et al., 2015; &tawic et al., 2009).

Die Internalisierung defTight-JunctionProteine nach Claudin-5-Peptid-Behandlung folgt
einer Verminderung der homo- und heterophilen &keonen. Das bedeutet, dass die Asso-
ziation von Claudin-5-Molekilen untereinander abech mit Claudin-1, -3 und Occludin
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beeinflusst werden, was durch Interaktionsstud@miésen ist (Cording et al., 2013; Piontek
et al., 2011).

Die Schwachung des endothelial@mght-JunctionStrangnetzwerks durch C5C2-Peptide,
gezeigt durch eine Reduktion E-Face-assoziierteiikebhder Tight-JunctiorStrange, resul-
tiert aus verminderten Interaktionen (Abb. 46).dBisind wichtig fur die strukturelle Stabili-
tat derTight JunctiongPiehl et al., 2010; Piontek et al., 2008). Dight-JunctiorStrange
bleiben trotz Peptidgabe unverandert E-Face-agsbzBomit fihren die Claudin-5-Peptide
zu einer weniger drastischen und damit besser gegTight-JunctioaModulation im Ver-
gleich zum Peptid C1C1, welches eine Umverteiluaeg Fartikel von der E- zur P-Face be-
dingt (Staat et al., 2015).

Weitestgehend hat eine C5C2-Behandlung keine kosapernische Hochregulation anderer
Tight-JunctionProteine zur Folge und deckt sich damit mit andeCéaudin-5-Studien der
BHS (Campbell et al., 2008; Nitta et al., 2003)leAdings ist Occludin nach Claudin-5-Pep-
tid-Behandlung in den Zell-Zell-Kontakten reduzidda Occludin und Claudin-5 miteinander
heterophil interagieren (Cording et al., 2013),rkanch C5C2 direkt an Occludin binden und
somit die Interaktion stéren. ZO-1 ist in den Z&#H-Kontakten ebenso reduziert. Durch die
Internalisierung von Claudin-5 nach Peptidbindusgdie Beeinflussung von ZO-1 wahr-
scheinlich, da es direkt mit Claudin-5 assoziiekamn (Ruffer und Gerke, 2004). Eine
Interaktion der Peptidomimetika mit den Claudinen31 4, 11 und 12 wird durch hohe
Sequenzunterschiede als unwahrscheinlich eradhéenit einhergehend sind diese Claudine
durch die Peptide nicht verringert. Daher scheiat@6C2-Peptid-vermittelte BHS-Offnung
aus der Beeinflussung von Claudin-5, Occludin ui@t1Zzu resultieren (Abb. 46). Eine
gemeinsame Verminderung dieser Proteine im BHS-thediast bereits unter anderen Clau-
din-5-reduzierenden Bedingungen (z.B. Ischamiey &k al., 2011; akutes Leberversagen,
Chen et al., 2009; anderes Claudin-5-Peptid, Bostsét., 2016) erwiesen.

Nach Claudin-5-Peptid-Behandlung ist die mRNA voaudin-5 downreguliert (Abb. 46).
Bekannt ist, dass die Transkriptionsfaktoren Fox@ p-Catenin nach beeintrachtigter
Funktion desAdherens-Juncticiroteins VE-Cadherin die Claudin-5-Transkriptioernn-
gern (Taddei et al., 2008). Mdglich ist, dass tbefTight-JunctionVeranderung durch Clau-
din-5-Peptide die Funktion und Lokalisation von Zadherin beeinflusst ist. Dafir spricht,
dassTight und Adherens Junctionsn Endothel als Mischkontakte vorliegen (Schulzel u
Firth, 1993) und dass bei BHS-Beeintrachtigung aftnsowohl Claudin-5 als auch VE-Cad-
herin reduziert sind (Alvarez et al., 2015).
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Claudin-5-Peptidomimetika
Bindung an extrazellulare Domane von Claudin-5

Kointernalisierung
(uber Caveolae, Recylingendosomen)

Claudin-Umverteilung
(Tight Junctions > Zytoplasma)

ﬁ Downregulation von Tight Junctions
(mRNA-Expression, Tight-Junction-Partikel)

I
ErhGhung paraendotheliale Permeabilitiit

Abb. 46: Wirkungsmechanismus der Claudin-5-Peptidormetika.

4.6 Weitere Indikationsgebiete der  Tight-Junction -Modulation

Der Einsatz der Claudin-5-Peptide als Wirkverstérkelicher Zytostatika kann ebenso zur
gesteigerten Permeabilitdt anderer normalerweisbkt-BIHS-gangiger, neurotherapeutischer
Wirkstoffe eingesetzt werden. Neben dem Peptidefiéd Verstarker ist der Einsatz der Pep-
tide selbst als Wirkstoff mdglich. So kénnen neogidche Schaden, hervorgerufen durch
zerebrale Odembildung nach Schlaganfall (Dostowil.e 2016), Gehirntrauma (Campbell et
al., 2012) oder Leberversagen (Lee et al., 2008ywelert werden. Dazu konnte die Claudin-
5-Peptid-vermittelte transiente Offnung der BRight-Junctionsdirekt den Wasserefflux
verbessern. Eine Downregulation von Claudin-5 vl Alzheimer-Behandlung diskutiert
(Keaney et al., 2015) und ware eine weitere Mogkahzur C5C2-Anwendung.

Die Peptide kdnnten auch bei Erkrankungen, dieaioar Claudin-5-Hochregulation beglei-
tet sind, verwendet werden. Bei chronischem Alkohssbrauch ist Claudin-5 im Alveo-
larepithel erhdht, wodurch die parazellulare Pebigét gesteigert ist und sich ein akutes
Atemnotsyndrom anschliel3t (Schlingmann et al., 200&ch akuter Lungenschadigung mit
perivaskularen Lungentédemen ist endotheliales @Giabichochreguliert (Jang et al., 2010).

Claudin-5-Peptide kdonnten beide parazellulare Been normalisieren.

Daruber hinaus sind Claudin-Peptide zur Diagnoabik Dysplasien beschrieben (Claudin-1-
Peptid; Rabinsky et al., 2015). Als Diagnostikummiktien Peptide Einsatz finden, die keinen
Effekt auf die Barrierepermeabilitéat zeigen (z.B8G2/C-4AS). Essenziell ist dabei eine spe-
zifische Bindung zum Zielprotein. Denkbar ware dagnostik von Tumoren, die Claudin-
5 Uberexprimieren (z.B. Ovarkarzinome; Turunenl.e809).

Neben Claudin-5 ist Claudin-12 in der BHS exprimisorgt dort jedoch fur keine Abdich-

tung. Dementsprechend ware eine Claudin-12-ModuratiB. mit Peptiden ungeeignet. Da
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jedoch eine abdichtende Funktion fir Claudin-12lém Blut-Retina-Schranke nachgewiesen
ist (Quin et al.,, 2015), konnte eine Claudin-12-Miation zur Behandlung diabetischer
Makuladdeme eingesetzt werden. Diese sind in detlialeen Welt der Hauptgrund fur eine
Erblindung von Patienten jlinger als 65 Jahre (RomAgoca, 2011) und aktuelle Behand-
lungsmethoden wenig erfolgreich, nebenwirkungsreér nicht verfugbar (ICEH, 2015).

4.7 Charakterisierung von Claudin-12-Knockout-Mause n

Ein Nebenaspekt dieser Arbeit war die Charaktetisig von Claudin-12, das durch seine
BHS-Expression ein mogliches Zielprotein zur Modiola ware. Nach Claudin-5 ist es dort
das am starksten exprimierte Claudin. Claudin-5tBepnd ein Claudin-5-Knockout (Nitta
et al., 2003) haben keinen Einfluss auf Claudinf2@.der Knockout von Claudin-5 zur er-
hohten BHS-Permeabilitat fur Molekile bis zu 800fDlart, ware denkbar, dass Claudin-12
eine Durchlassigkeit fur grof3ere Molekile verhinder dem es an der Abdichtung beteiligt
ist (Nitta et al., 2003). Eigene UntersuchungenatsitClaudin-12-defizienten Mausen bele-
gen jedoch keine erhdhte BHS-Permeabilitat furnidgiNa-Fluoreszein, 376 Da) und grol3e
(albumingebundenes Evans Blue, 68 kDa) Molekileisdwine Reduktion anderdrght-
JunctiorrProteine. Das deutet darauf hin, dass Claudin€i@ekFunktion bei der Barrierebil-
dung der BHS hat. Ein Zusammenhang zwischen geridgsbildung homophilecis-Inter-
aktionen (Piontek et al., 2011) und geringer Polysierung (Yamazaki et al., 2011) von
Claudin-12 ist wahrscheinlich. So bleibt die Fuoktdes atypischen Claudin-12, das nur eine
geringe Sequenzahnlichkeit (33-36 %) zu klassisdblEudinen aufweist (Haseloff et al.,

2015), unklar und wurde naher charakterisiert.

Im Vergleich zum Gehirn ist Claudin-12 doppelt sarls im Myokard exprimiert, das hiermit
erstmals beschrieben wird. Damit ist es nach CilabdDelfin et al., 2012; Mays et al., 2008;
Sanford et al.,, 2005) das zweitéght-JunctionProtein, welches myokardial nachgewiesen
wird. Dort sind beide Claudine sehr hoch exprimié&iiir Claudin-5 ist belegt, dass es bei
Kardiomyopathien oder Herzversagen reduziert ilf(i et al., 2012; Mays et al., 2008;
Sanford et al., 2005; Swager et al., 2015). Dadkearin angenommen werden, dass eine lan-
gere C5C2-Behandlung zur Beeintrachtigung der Hektfon fihren kdonnte. Da jedoch die
durchgefuhrten Peptidstudien Uber einen Zeitraum4/&Vochen keine Anzeichen auf uner-
wunschte Effekte zeigen, sind Nebenwirkungen rechérwarten.

Claudin-12-defiziente Mause deuten auf eine Funkton Claudin-12 in der Aufrechterhal-
tung der Herzfunktion hin, da Arrhythmien und Kanahiyopathie in mannlichen und weibli-

chen Mausen auftreten (Bouabout und Monassier,;2@g@iane et al., 2015). Dabei ist we-
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der die Expression anderer Claudine, TAMP und Z@p&h die Lokalisation oder Struktur
von Zell-Zell-Kontakten in den Kardiomyozyten beedchtigt. Das geht einher mit Ergebnis-
sen zu Claudin-5, welches bei Kardiomyopathie deguliert ist ohne andere myokardiale
Zell-Zell-Kontaktproteine zu beeinflussen (Sanfetdal., 2005). Claudin-12 ist in der latera-
len Membran exprimiert. Nach Knockout fehlt es doithe einen Einfluss auf die Kardio-
myozytenstruktur einschliel3lich der Glanzstreifenhaben. Damit dhneln die Untersuchun-
gen der Claudin-5-Reduktion bei Kardiomyopathieai eenen Claudin-5 in der lateralen
Membran reduziert ist ohne Glanzstreifenproteingeruingern (Sanford et al., 2005).

Weiterhin werden im Mausherz erstmals 15 weiterau@he beschrieben. Beispielsweise
wurden Claudin-15 und -25 in sehr hohem Mal3e im hdyd detektiert. Claudin-15 bildet
parazellulare Kationenkanale (Colegio et al., 2002) konnte somit die Elektrophysiologie
im Myokard beeinflussen. Fur Claudin-25 ist eineliebtende Funktion im Gehirnendothel
beschrieben (Ohnishi et al., 2017), die FunktionrHerzen ist jedoch unklar. ZO-1 ist eben-
falls stark im Myokard exprimiert und lokalisiem der lateralen Membran sowie in den
Glanzstreifen der Kardiomyozyten. Letzteres istelterbeschrieben (Barker et al.,, 2002).
Dessen hohe Expression ist damit zu erklaren, @@nesichtiges Strukturprotein ist, welches
sowohl mit Tight-Junction (Itoh et al., 1999) als auch nf&ap-Junction (Giepmans und
Moolenaar, 1998) unddherens-Junctici?roteinen (Ikenouchi et al., 2007) interagiert.

In den myokardialen Glanzstreifen sind hiermit @iacs und Claudin-11 nachgewiesen wor-
den, die mit den Glanzstreifen-Proteinen Connegn{@ap Junctions und Desmoplakin
(Desmosomen) kolokalisieren. Glanzstreifen sind BesmosomenAdherens Junctionsnd
Gap Junctions(Severs et al., 1993; Sommer und Johnson, 197fdelsaut. Elektronen-
mikroskopisch weisen eigene Resultate kdirght Junctionsauf. Das ist im Einvernehmen
mit Literaturangaben, obwolap Junctiongfriher Nexus; Dewey und Barr, 1964; Sjostrand
et al.,, 1958) in manchen Studien miitght Junctionsverwechselt werden (Farquhar und
Palade, 1963). Durch die typische hexagonale (RewvelKarnovsky, 1967) und flnfschich-
tige Struktur (Karrer, 1960) wurden in dieser AtbBap Junctiondn myokardialen Glanz-
streifen identifiziert. Daher stellt sich weiterhthe Frage, welche Bedeutung abdichtende
Tight-JunctionProteine in Glanzstreifen haben, die zur elektrdraaschen Kopplung und
elektrischen Homdostase durchlassig fur lonen ugdaBnolekile sein missen.

Da das Fehlen von Claudin-12 in der lateralen Mamloler Kardiomyozyten zu funktionel-
len Herzst6rungen fuhrt (Bouabout und Monassief,62Meziane et al., 2015), sollte der
Mechanismus naher untersucht werden. Bekannt &gs cClaudin-12 an der Vitamin-D-
abhéngigen CGa-Absorption in Enterozyten beteiligt ist (Christaket al., 2010; Fuijita et al.,
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2008). C&'ist essenziell fur die elektromotorische Funkti@s dMyokards (Sejersted, 2011),
die eng mit der Vitamin-D-abhéngigen transzellu&r€alciumaufnahme verbunden ist
(Tishkoff et al., 2008). Eine wichtige Rolle spidibei der Vitamin-D-Rezeptor, der im Her-
zen exprimiert wird (Tishkoff et al., 2008). Ein kgel des genannten Rezeptors fuhrt zu
Hypertrophie, Kardiomyopathie und Herzversagen (Rah et al.,, 2007; Simpson et al.,
2007; Xiang et al., 2005). Eigene Resultate beleyear keine Claudin-12-vermittelte Beein-
flussung des Vitamin-D-Rezeptors im Herzen dafime éReduktion in Dinndarm und Pan-
kreas, die eine sehr hohe Vitamin-D-Rezeptor-Exgio@saufweisen. Damit ist die beschrie-
bene gegenseitige Beeinflussung von Claudin-12 idmin-D-Rezeptor im Dinndarm
(Fujita et al., 2008) auch nach Claudin-12-Knockbestatigt. Ob Claudin-12 am Calcium-

haushalt beteiligt ist und somit Einfluss auf dierkfunktion hat, bleibt zu untersuchen.

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Mit dieser Arbeit wurde ein neues Claudin-5-Peptittoetikum zur Verbesserung der Phar-
makaaufnahme ins Gehirn entwickelt. Damit im Zusamhang wurden Mechanismen der
Tight-JunctioaModulation zur verbesserten Wirkstoffpermeabilitiirch zellulare Barrieren
aufgeklart.

Besonders bedeutsam waren Peptide, die aus der @&&&Sttansmembrandnght-Junction
Proteins Claudin-5 entlehnt waren, da sie in Pebiligdasuntersuchungen zur transienten und
nicht zytotoxischen Wirkstoffpenetration durch belirieren fihren. Sowolm vitro als auch

in vivo ist die Wirkung abhéangig vom eingesetzten Pepdds heildt, es wurden Peptide
identifiziert, die eine Barrieredffnung im starkerglalie fur kleinere Molekile mit geringerer
Wirkdauer (z.B. C5C2/shifted) vermitteln, aber aléptide, die lAngere Effekte fur grol3e
Molekule bis 155 kDa (z.B. C5C2[S22N]) zur Folgebba. Das macht das Design gro-
Renselektiver Barrieredffner-Peptide fur verschiediendikationen mdglich. Ob die vielfalti-
gen Peptidwirkungen aus sich unterscheidenden Bogehffinitdten resultieren, kann mittels
Bindungsstudien Uberprift werden.

D-AS-Peptide zeigen eine vergleichbare Wirkung, nvei@ enantiomer zur entsprechenden
L-AS-Variante vorliegen, sind aber stabiler gegeotgolytischen Abbau. Diese Eigenschaft
sorgt ebenso fur eine starkere Wirkung von D-AS-E&Cvivo im Vergleich zu den L-AS-
Peptiden. Aufgrund der guten Tiergesundheit im Behangszeitraum ist D-AS-C5C2
potenziell zur Anwendung geeignet, da Nebenwirkange Rahmen einer peptidbasierten
Kurzzeitbehandlung eine untergeordnete Rolle spidi@ften. Dartber hinaus ware interes-

sant zu bestimmen, in welchem Ausmald die BHS lsesayischer Applikation fur Plasma-
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proteine< 70 kDa durchlassig ist und ob es auf molekuladsr struktureller Ebene andere

Claudin-5-Barrieren beeinflusst.

Ebenso wurde nachgewiesen, dass der Peptidans&ineruerhohten Zytostatikagangigkeit
in vitro undin vivo fuhrt ohne entsprechende Wirkstoffe modifizierenmatissen. Dadurch
lasst sich in Gliom-tragenden Méausen tendenziell demor durch ein normalerweise un-
wirksames Zytostatikum reduzieren. Zur statistiscidsicherung mussten die Versuche
wiederholt werden. Da die D-AS-Peptide trotz inmnéheren Stabilitdt gegentiber Proteasen
vivo kurzer wirken alsn vitro, kdnnte eine Stabilisierung der Peptide (z.B. duEchdhung
der Albuminbindung) gegentber Metabolisierungs- Wxkretionsprozessen angewendet

werden.

Der Einfluss der Claudin-5-Peptide hatte eine Rédokvorwiegend von Claudin-5 in Zell-
Zell-Kontakten und dessen intrazellulare Akkumwlatzu Folge. Aufgrund von Angaben in
der Literatur wird angenommen, dass der Peptid-ddtab-Komplex tber Caveolin-abhén-
gige Endozytose internalisiert wird. Die schnellariiereregeneratiom vitro und in vivo
unterstutzen die Annahme, dass die Barrierefunkdidrein fir Claudin-5 bekanntes Claudin-

Recycling zurtckzufuhren ist.

Auf ultrastruktureller Ebene fihren Claudin-5-Pdptzur Storung debight-JunctionStrang-
netzwerks. Daher wird anhand von Literaturangab&vod ausgegangen, dass die erhdhte
parazellulare Barrierepermeabilitdt unter Peptiffiess durch morphologische Veranderun-
gen defTight Junctiondedingt wird. Uberwiegend war die Peptid-Wirkung \Wesentlichen
spezifisch tber Claudin-5 sowie zum Teil Gber Oditlubzw. indirekt tber ZO-1 vermittelt.
Andere Tight-JunctionProteine (Claudin-1, -3, -4, -11, -12) waren nigfgsentlich beein-
flusst. Prinzipiell zeigen die N-terminal verlangsr Peptide C5C2/shifted und C5C2/N+5AS
sowie die AS-Substitutionsvariante C5C2[S22N] ermiteres Wirkspektrum, da sie auch
Effekte auf Claudin-5-freie Zellsysteme zeigen. &akind sie aufgrund méglicher Neben-

wirkungen nicht so gut fur den-vivo-Einsatz geeignet.

Strukturell ahmen die Peptide den entsprechenddrd@eEZS1-Claudin-Struktur nach, in-
dem sie einB-Faltblatt bilden, das durch eine C-terminal¢ielix stabilisiert wird. Beide
Strukturelemente sind fir die Assoziation an dieSEon Claudin-5 tber Wasserstoff-
brickenbindungen notig. Andere Bindungen wie hyHodge Wechselwirkungen werden
angenommen. Fur eine weiterfihrende Aufklarung Al@inoséuren, die an den Wechsel-
wirkungen beteiligt sind, kdnnten AS-Substitutiomslgsen herangezogen werden.
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Ein weiterer Ansatz zur BHS-Permeabilisierung wiarRieduktion von Claudin-12, da es wie
Claudin-5 im BHS-Endothel exprimiert wird. Claudi@- ist weder durch Claudin-5-Peptide
in der BHS beeinflusst noch fiihrt ein Claudin-12elk€kout zur erhdhten BHS-Permeabilitat
in vivo, weswegen es ungeeignet zur BHS-Modulation ersth&enerell zeigen sich

Anhaltspunkte fur eine Bedeutung von Claudin-12diefHerzfunktion, da eine Abwesenheit
in der lateralen Membran der Kardiomyozyten Anzeitliiir kardiomyopathische Verande-

rungen andeutet.

Andere Tight-JunctionProteine sind nach Claudin-12-Knockout nicht biesst. Generell

wird eine hohe Expression der Zell-Zell-Kontaktgioe Claudin-5, -12, -15, -25 sowie ZO-1
im Myokard nachgewiesen. Insbesondere die Expnesio Claudine 1, 5, 11 und 12 in den
Glanzstreifen sowie in der lateralen Membran deskdyds konnten eine Rolle fur die Funk-
tion spielen. Da Claudin-12 einen Einfluss auf dieamin-D-Rezeptor-Expression in Dinn-
darm und Pankreas hat, wurde ausgehend von bekabmtersuchungen eine Funktion in

der C&*-Hombostase vorhergesagt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich GladrBptide zur reversiblen und nicht zy-
totoxischen Modulation zellularer Barrieren eignenit, dem Ziel die Wirkstoffpenetration zu

verbessern. Insbesondere haben die Peptide daszRéteur Verbesserung der BHS-Pene-
tration fur nicht-hirngdngige Zytostatika zur Getumorbehandlung. Durch ihre gute Ver-
traglichkeit kbnnen sie dariiber hinaus fur vieif@tIndikationsgebiete in Erwé&gung gezogen
werden. Claudin-12, exprimiert in der BHS, ist dg@e nicht als Zielprotein zur BHS-Modu-

lation geeignet, scheint aber eine Funktion in Alefrechterhaltung der Herzfunktion zu ha-

ben.
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Anhang 1: Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) Wilen transzellularen elektrischen Widerstand
(TER). Gemessen wurde mitteElectric Cell-Substrate Impedance Sens{EfCIS). Werte vergleichbar mit
anderen Endothelzellen (Stolwijk et al., 2015; Seklet al., 2014). Gestrichelte Linie zeigt das kgaem von
Zellen ohne Mediumwechsel tiber 45 h: TER erreicmskantes Plateau nach ca. 15 h. Durchgehendenlimite

Mediumwechsel bei 24 h (schwarzer Pfeil): grau, $deg ohne Zellen zeigt keinen TER-Anstieg; schwarz:

Zellen weisen bis ca. 72 h nach Aussaat einen &ohkbhen TER auf, anschlieRend starker TER-Aldauer

Pfeil). n>10.
S 100
o~ 1077 —
: 10° - R
2 10 Z2 M
2 104 N
5 10 \
11}
< 10°¢ \
=
z 107k NN\
= - ™ v N & v
c [ c - 3 O
T 3 3 £ 8 N
O 0O 0O =
(@)
Protein Cldn5 > 20-1 > Ocln > Cldn12 >| Cldn1 > | Cldn3
mRNA- (1,4+1,0) 16+x11) [(23%£1,2) (1,7+£0,9) (9,5+7,9) |[(6,2+3,0)
Expression |x 10 x 102 x 102 x 103 x 106 x 107
[255

Anhang 2: Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) gatimieren Zellkontaktproteine. mRNA-Expression
von Claudin (Cldn)-1, -3, -5, -12, Occludin (OclmdZonula-occludengrotein-1 (ZO-1) normiert ay-Aktin

(ACt=CtB—Aktin

-CtZeIIkontaktprotei

); Ct, Schwellenwertzyklus 215, Mittelwert+SD.
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Anhang 3: Humanes C5C2 und murines C5C2/C-4AS aused ersten extrazellularen Schleife (EZS) und
Peptide der zweiten EZS (human/murin) von Claudin-5zeigen keine Reduktion der Dichtheit in einenin-
vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke. Nach Peptidbehandlung (300 pM) ist der transzitulelektrische
Widerstand (TER) von Gehirnendothelzellen der MEhEND.3) unverandert. Messung mittétectric Cell-
Substrate Impedance SensifieCIS). Pfeil, Behandlung mit Medium oder Mediunit 300 uM Peptid; n4;
Mittelwert+SEM; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) minachlieBenderPost-HoeTest nach Bonferroni; nicht
signifikant, p>0,05 relativ zu peptidfreiem MediuReptide der EZS1: C5C2/C-4AS (murines C5C2 C-teaimi

verkiirzt um 4 Aminoséauren), hC5C2 (humane Variadgs C5C2-Peptides; Peptide der EZS2: C5/hEZS2
(humane Variante), C5/mEZS2 (murine Variante).

O=pesvevevecrvse

C5C2 Mediumwechsel
o 1.54
L
L1.0-4 @ b & % & B ald a B EE S E S Ea
[
2
w 0.5
&
0.0
Q\\ q}\\ ‘3;0 /\q'\\

Anhang 4: C5C2 (300 uM) fuhrt innerhalb von 72 h zweiner nicht reversiblen Permeabilisierung in pri-

maren Gehirnkapillarendothelzellen. Primére bovine Gehirnkapillarendothelzellen kuéiti als Kontakt-
Kultur mit Rattenastrozyten. Relativer transzelatéelektrischer Widerstand (TER, gemessen mit ldkakd

trode) nach Behandlung mit 300 uM C5C2-Peptid {&il)Poder Medium (gestrichelte Linie). Mediumweehs
mit peptidfreiem Medium (2. Pfeil). n=1. ClaudinPeptid C5C2, relativ zu Mediumkontrolle.
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Anhang 5: Transzellularer elektrischer Widerstand wnd Lucifer-Yellow-Permeabilitat von Claudin-5-
experimierenden, epithelialen Zellen nach Behandlwgnmit hC5C2 oder C5C2/C-4AS.

Relativer TER Medium hC5C2 C5C2/C-4AS
0Oh 100 £ 11 % 99+ 10% | 105+ 16%
7h 100£10% | 101:12% | 111:27%
24h 100+ 7 % 101+ 9 % 112 23 %
30 h 100 + 8 % 100 £ 9 % 117 £ 15 %
48 h 100£34% | 100+7% 123+ 17 %
Permeabilitat 100£32% | 115+54% 95 + 43 %
Lucifer Yellow

Relativer TER (transzellularer elektrischer Widanst) und relative Permeabilitdt von Lucifer Yell¢#b7 kDa)
bezogen auf peptidfreie Mediumkontrolle. Mittelwe3D; n>7 (TER) und>5 (Permeabilitat); hC5C2 (humane
Variante des C5C2-Peptids), C5C2/C-4AS (murinesZ&:terminal verkiirzt um 4 Aminoséauren).

Anhang 6: Vollstandiges oder bedingtes Regeneratispotenzial von Endothelzellen (bEND.3) nach Be-
handlung mit Claudin-5-Peptiden. Immunfluoreszenzfarbung nach 16 h Peptidinkubatiwth anschlieRendem
Mediumwechsel mit 32 h Regenerationsphase. Morgisgbe Veranderungen wie Claudin-5-Reduktion in der
Membran (Pfeilspitzen), Akkumulation von Claudinm® Zytosol (Pfeile) und eine rundliche Zellform égte)
fallen schwacher aus oder sind nicht mehr vorhamue¥ergleich zu Zellen ohne RegenerationsphasAlb.

18). C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5@25C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted- (N
terminal verlangert (5 AS), C-terminal verkirztA#)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlangert (5 AS));Ami-
nosaure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N].
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Anhang 7: Fluoreszenz-markierte Claudin-5-Peptide eigen eine Reduktion der Dichtheit in einemin-
vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke. Nach Peptidbehandlung ist der transzellulare esekte Widerstand
(TER) von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3jumert. Messung mittel€Electric Cell-Substrate
Impedance Sensin@CIS). Pfeil, Behandlung mit 150 uM Peptid in Med mit 1 % Dimethylsulfoxid oder
Medium (1 % Dimethylsulfoxid); n=2; MittelwertSOAMRA, 5,6-Carboxytetramethylrhodamin.
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Anhang 8: Stabilitdt des Claudin-5-Peptids C5C2 inAlbuminpuffer. Bestimmung der C5C2-Stabilitat in
Albuminpuffer (200 uM Peptid, 72 h in Losung ausvibem Serum-Albumin, 40 g/l in PBS+/+) mittels Gel-
elektrophorese. Fluoreszein-C5C2: N-terminal matki@ezeigt ist die relative Fluoreszenzintensitéin Aus-
gangswert (0 h). n=1; nicht-lineare KurvenanpassiMagkerbande 4,6 kDa, Peptid 3,4 kDa.
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Anhang 9: Keine Unterschiede in der Na-Fluoreszeiufnahme in Leber und Nierein vivo nach Applika-
tion verschiedener Claudin-Peptide C57BL/6-Mause. Aufnahme gemessen 4, 12 und 24h Raptid-Injek-
tion (i.v., Einfachinjektion t=0 h oder Zweifach@hition t=0 und 2 h) bezogen auf das Kontrollpe@2IC2
(gestrichelte Linie); 0,5 mol/kg Na-FluoreszeinABS+/+; 3,5 pmol/kg Peptid in PBS+/+, Mittelwert+SD3;
Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieBenddPost-HoeTest nach Bonferroni; nicht signifikant,
p>0,05 relativ zu C2C2.

PBS D-AS-C5C2

-PBS
08 | .D-AS-C5C2 (2x)

Dimax = 0,1668 **

Kumulative Haufigkeit

3% -0 25 20 15 -0 S 0 s

AT, (%)

Anhang 10: Zweifachinjektion des Claudin-5-PeptidsD-AS-C5C2 (D-Aminoséaure-Derivat) erhoht die
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fiir kleine Molekile in vivo. Mittels Magnetresonanztomographie
wurde 4 h nach Zweifachinjektion von D-AS-C5C2 (i.8,5 umol/kg, Injektion t=0 und 2 h) ein Anstiegn
Kontrastmittel (Diethylen-Triamin-Pentaessigsdud@inium Ill, Gd-DTPA; 547 Da; 1 mmol/kg/20 mirv.)

im Gehirn von C57BL/6-Mausen nachgewiesen. Reptasee farbkodierte Ubersicht der Differenz der T
Relaxationszeit vor und nach Kontrastmittelgad&:,€(T1posf T1pr)-1) €ines Mausgehirns nach Behandlung mit
PBS oder D-AS-C5C2; kumulative Haufigkeit vaT; im periventrikularen Raum. Linksverschieburd;;-
Reduktion, **, p <0,001; k3. Dyax Zeigt das Maximum der absoluten Unterschiede heisaen kumulativen
Haufigkeiten beider Gruppen. Farbskala: je grofeemNkgativwert, desto starker die Durchlassigkeit.
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Anhang 11: Andere Applikationssregime zeigen einefirend in starkerer Na-Fluoreszein-Permeabilitat
nach Claudin-5-Peptid-Injektion in C57BL/6-Mausen.Im Anschluss an die Injektion des Claudin-5-Petide
C5C2 (3,5 pmol/kg, i.v.) wurde die Na-Fluoreszedi§ Da)-Aufnahme in Gehirn, Leber und Niere der Mau
(i.v., 0,5 mol/kg Na-Fluoreszein in PBS+/+) im Vimigh zum Kontrollpeptid C2C2 (gestrichelte Linieg-
stimmt. Streudiagramm mit Mittelwert (schwarze kniZwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieRen-
demPost-HoeTest nach Bonferroni, nicht signifikantz@05 relativ zu C2CZA) Einfachinjektion der Peptide,
nach 1 h Na-Fluoreszein-Injektion, n%B) Dreifachinjektion der Peptide (t=0, 16 und 19 g¢im 3 h Na-Fluo-
reszein-Injektion, n=3.
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Anhang 12: Applikation der Claudin-5-Peptide Uber de A. carotis communis fihrt zur erhéhten Gehirn-
Gangigkeit von Na-Fluoreszein.Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn von C57BL/6-BEu nach Peptid-
Injektion (A. carotis communjs3,5 pumol/kg Peptid in physiologischer NaCl-Losurid min nach Injektion von
Na-Fluoreszein (376 Da, i.p., 1 mol/kg, 30 min Ib&tion). Streudiagramm mit Mittelwert (schwarzeig)p
n=1-2. Na-Fluoreszein-Konzentration im Gehirn namniauf die Konzentration im Blut Ghim (L9/MI)/Gaiyt
(ug/ml) pro  @enm). Claudin-5-Peptide: C5C2, D-AS-C5C2 (D-AminosaDerivat), C5C2[S22N]
(S substituiert mit N).
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Anhang 13: Das humane Claudin-5-Peptid hC5C2 hat keen negativen Einfluss auf die Gewichtszu-
nahme von NMRI-nu/nu-Mausen. Prozentuale Anderung des Korpergewichts relatim Ausgangswert der
Méause (5-6 Wochen alt) nach einmaliger Injektion W&€5C2 (i.v., 3,5 pmol/kg in PBS+/+). Die Mauserden
Uber einen Zeitraum von 27 Tagen beobachtet. n»&i-¥Vege-Varianztest (ANOVA) mit anschlieRendem
Post-HoeTest nach Bonferroni; nicht signifikantz@,05 relativ zu PBS.
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Anhang 14: C5C2/shifted nicht aber C5C2[S22N] und eren entsprechende D-Aminosaure-Variante lie-
gen enantiomer vor. Messung und Berechnung der molaren residualeptiitit () der Peptide (50 pM)
mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie in Phagjpluffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 0,5 mM S(D&-
triumdodecylsulfat,p-Faltblatt-Beglinstigung) oder in PP mit 60 % Twflathanol (TFEo-Helix-Begunsti-
gung); 8 Akkumulationen. Tabellen zeig@nbei charakteristischen Elliptizitats-Extremwer{@®5 nm firp-
Faltblatt, 208 nm firo-Helix), n>4, Mittelwert=SD, Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) ménschlieendem
Post-HoeTest nach Bonferroni; **, p<0,01; ***, p<0,001;qfit signifikant, p0,05, L-Aminosaure-Peptid rela-
tiv zu entsprechendem D-Aminosaure-Peptid.
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Anhang 15: Sekundarstrukturvorhersagen der Claudin5-Peptide bestimmt mittels Zirkulardichroismus-
Spektroskopie und molekularer Modellierung.

Sekundarstruktur Sekundarstruktur
Wahrscheinlichkeitin % Wahrscheinlichkeitin %
C5C2 D-AS-C5C2
a-Helix Falft;latt Scl?l-eife ge:r:-net a-Helix Falfb-latt Scl?l-eife ge:rrc‘i-net
PP 0 +0 39 +2 1 +1 50 +2 PP 39 +2 1 +2 49 +2
SDS 52 +9 4 +4 50 +7 SDS 46 +3 + 46 +1
TFE 65 +4 1 2 0 %0 34 +4 TFE 64 +5 1 +2 0 +0 35 +4
PSIPRED 38 34 28
PEP-FOLD| 34 21 14 31
CABSdock| 45 14 7 34
C5C2[S22N] D-AS-C5C2[S22N]
a-Helix Fal’fb-latt Sclfl-eife ge:’r?:l-net a-Helix Falft;latt Sclfl-eife ge:rrt:l-net
PP 0 31 +4 14 +2 55 +3 PP 0 49 +5 9 +1 43 +4
sDS 0 33 +4 13 +1 54 +2 SDS 0 52 +6 6 +2 42 +4
TFE 72 +4 0 +0 0 +0 28 +4 TFE 59 +7 7 +9 0 +0 34 +2
PSIPRED 28 34 0 28
PEP-FOLD| 45 14 7 34
CABSdock| 21 14 24 41
C5C2/shifted D-AS-C5C2/shifted
a-Helix Falft;latt Sclfl-eife ge:’r:-net a-Helix Faltpb-latt Sclfl-eife ge::':I-net
PP 0 +0 28 +15 18 +7 54 +9 PP 0 +0 34 +7 14 +2 50 +4
sDS 15 +7 43 13 39 +7 SDS 16 +4 47 +6 i 36 +3
TFE 69 + 14 4 5 + 27 +11 TFE 61 + 6 +9 + 32 +3
PSIPRED 10 40 50
PEP-FOLD| 13 40 13 33
CABSdock 0 33 13 53
C5C2/N+5AS C5C2/C-4AS
a-Helix FaItBb_latt Sct‘:l-eife ge:r:_net a-Helix Fal?t;latt Sct‘lzl-eife gec?rrc‘l_net
PP 0 *0 40 +3 10 +2 50 *2 PP 0 + 35 +4 16 +2 50 +2
sDS 29 +7 39 £5 0 +0 33 £3 SDS 0 + 33 +8 16 +3 51 +5
TFE 67 +3 1 +1 +0 33 +2 TFE 56 + 1 +7 + 34 +1
PSIPRED 29 35 35 PSIPRED 12 52 36
PEP-FOLD| 32 41 15 12 PEP-FOLD| 12 24 16 48
CABSdock 0 0 8 92

Tabelle enthalt weitere Details erganzend zu deterDan Abb. 33, Abb. 35 und Abb. 36. Neigung zur Se
kundarstrukturausbildung von Claudin-5-Peptiden |(80) in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP m
0,5 mM SDS (Natriumdodecylsulfgl;Faltblatt-Begiinstigung) oder in PP mit 60 % Tflathanol (TFE@-
Helix-Begiinstigung) und Berechnung des AnteilsSkkundarstrukturelemente mittels Referenzspekirand

et al., 1986). 8 Akkumulationen>4, Mittelwert+SD. Strukturvorhersage silico berechnet mit PSIPRED
(Buchan et al., 2013), PEP-FOLD (Shen et al., 20h&venet et al., 2012) und CABS-dock (Kurcinskalket
2015). Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S subett mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlangert
(5 AS), C-terminal verkiirzt (4AS)), C5C2/N+5AS (BHminal verlangert (5AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal
verkiirzt (4 AS)); D-Aminosaure-Peptide: D-AS-C5CRAS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.
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Anhang 16: Sequenzidentitaten von Claudin-Peptideand der ersten extrazellularen Schleife (EZS1) von
Claudinen und Occludin.

Sequenzdhnlichkeit in % rel. zu EZS1

Peptid | C5C2 | C5C2 | C5C2/ | C5C2/ | C2C2 C5C2
EZS1 [S22N] | shifted [ N+5AS EZS1

mCldn1 51,7 55,2 50,0 52,9 31,0 |hCldn1 55,2
mCldn2 37,9 37,9 40,0 441 93,1 |hCldn2 37,9
mCldn3 62,1 62,1 56,7 61,8 44,8 |hCldn3 65,5
mCldn4 61,2 61,1 56,7 61,8 41,8 |hCldn4 65,5
mCldn5 93,1 89,7 86,7 91,2 37,9 |hCldn5 86,2
mCldn11 | 34,5 34,5 33,3 41,2 241 |hCldn11 | 34,5
mCldn12 | 17,2 9,4 23,3 18,9 13,8 |hCldn12 6,9
mOcin 10,3 10,3 15,4 14,3 10,3 |hOcln 17,2

Globales Alignment zwischen der AminosauresequemzPéptide und der entsprechenden Sequenz der EZS1
der Claudine (Cldn) und Occludin (Ocln) mittels Nieenan-Wunsch-Algorithmus (Rice et al., 2000). royim

h, human. Kontrollpeptid C2C2, von Claudin-2 stamdie Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N]

(S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminalriémgert (5 AS), C-terminal verkirzt (4AS)), C5C2/HAS
(N-terminal verlangert (5 AS).

<\ )extrazellulér

Plasma-
membran

Murines S
Claudin-5

Anhang 17: Strukturmodellvorhersage von murinem Claudin-5 basierend auf der Kristallstruktur von
murinem Claudin-15 (Suzuki et al., 2014).Modellerstellung mittels I-TASSER (Roy et al., 201Zhang,
2008).p-Faltblatt, blaup-Helix, rot; B-Schleife, griin; ungeordnet, grau.
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Anhang 18: Expression von Claudinen,Tight-Junction-assoziierten MARVEL-Proteinen und Zonula

occludens Protein-1 im Mausmyokard ist nicht geschlechtsspéfisch. mMRNA-Expression von Claudin
(Cldn)-1 bis -27, Occludin (Ocln), Tricellulin (), MarvelD3 undZonula Occluden$rotein-1 (ZO-1) im
Herzapex von C57BL/6-Mausen normiert @ufktin (ACt=Ctﬁ_ Aktin-CtZeIIkontaktproteig; Ct, Schwellenwertzyklus.

n=7-10, Mittelwert+SD. Gestrichelte Linie, Schwelleert 10°: schwache Expression. Zwei-Wege-Varianztest
(ANOVA) mit anschlieRenderRost-HoeTest nach Bonferroni; nicht signifikantz@,05. n.d., nicht detektiert.

Claudin-5 ﬁberLagerung

Claudin-12

Anhang 19: Endotheliale Lokalisation von Zell-ZellKontaktproteinen im Myokard von C57BL/6-Mau-
sen.Immunfluoreszenzfarbung. Pfeile, Lokalisation aotBéfalen. ZO-1Zonula OccludenBrotein-1.
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Anhang 20: Claudin-12-Defizienz hat keinen Einflussauf die Lokalisation von Tight-Junction-Proteinen
im Myokard. Immunfluoreszenzfarbung des linksventrikularen Mymls Claudin-12-defiziente (KO)
C57BL/6-Mause, Alter 15-28 WocheriPfeile, laterale Lokalisation; Pfeilkbpfe, Glanmesden; Stern, Blutgefal3.

Lumen e ¥ e, Lumen

Y, P G Ny ol SR TN P tz;‘.
Anhang 21: Tight Junctions des myokardialen Endothels sind nicht beeinflusstach Claudin-12-Knock-
out. Transmissionselektronenmikroskopie vom Herzapaxkdventrikukares Myokard von Wildtyp (WT)- und
Claudin-12-defizienten (KO) C57BL/6-Mausen (Alte8-23 Wochen). Mf, Myofilamente; Pfeillight Junctions

(TJ).
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Anhang "22: Typische Struktur der Gap Junctions in myokardialen Glanzstreifen. Transmissionselek-
tronenmikroskopie vom Herzapex. Langsschnitt dudak linksventrikukdre Myokard von C57BL/6-M&ausen.
3 elektronendichte und 2 weniger —dichte Schich#d, Adherens JunctionsGJ, Gap Junctions MyF,
Myofibrillen.

Anhang 23: mRNA-Expression von Claudinen, Occludirund Zonula occludens Protein-1 in verschiedenen
Organen von Wildtyp (WT)- und Claudin-12-defizienten (KO) M&usen.

Geno- . . Duo- Jeju-
typ Gehirn Milz Lunge denum num lleum Colon
(8,9+7,2) [(2,3%1,0) [(2,2+0,8) (3,0+2,1) ((3,1%1,4) [(5,6+2,4) (7,7£1,9)
2| VT |x10° x10™ x10™ x10° x10° x10° x10”
K=}
5 (7,8+6,4) (4,3+3,7) [(2,620,5) |(7,7+2,5)
©| o x10™ x10° x10° x10°
(2,3%1,6) |(6,4+4,9)
® WT x10™ %10
kel
5| ko izl,g:_;s.s)
(1,4+0,8)
10 WT %10
K=}
2 (1,8+1,9)
© x10™
(1,340,9)
~ WT %10
k]
5| Ko ‘
(1,6+2,3) (2,8+3,0) [(1,2+0,9)
w| WT x10° x10°  |x10"
kel
5| o 5(11,330.9)
(2,5%1,5)
| wr x10™
=
K=}
2 (6,3+0,1) (1,1#1,4) [(1,4+2,8) [(4,645,3) |(6,3+11,1)[(1,2+2,0) [(1,8+2,0) [(1,5%1,4)
Ol KO |5qp® x10™ x10™ x10® x10” x10® x10® x10™
(2,4%1,2) ((3,3+3,0)
g WT %107 x10™
K=}
5| ko E(zl,g_%u)

Cldn25

(9,3%3,8)
x10°

Ocln

Z0-1

Tabelle enthalt weitere Details ergénzend zu deterDm Abb. 37,Abb. 43und Abb. 44 mRNA-Expression
von Claudinen (Cldn), Occludin (Ocln), Tricellul{firic) undZonula Occluden®rotein-1 (ZO-1) in C57BL/6-
Mé&usen normiert auf-Aktin (ACt=CtB_ Aktin-CtZe”komaktpmteir}; Ct, Schwellenwertzyklus.>@, Mittelwert+SD. Rot,
Expression>10% orange>10>; helles orange>10% beige,>107 wei}, sehr geringe Expression £i@rau,

nicht gemessen.
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