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Zusammenfassung 

Für eine Vielzahl von Wirkstoffen stellt die endotheliale Blut-Hirn-Schranke (BHS) eine un-

überwindliche Barriere dar. Die Permeabilität ist durch Tight Junctions limitiert, die den para-

endothelialen Spalt abdichten. Das transmembrane Tight-Junction-Protein Claudin-5 hat eine 

essenzielle Rolle für die Barriereintegrität, die durch interzelluläre Bindung seiner extra-

zellulären Schleifen (EZS) bedingt wird. Daher wurden Peptide aus den EZS von Claudin-5 

generiert und hinsichtlich einer BHS-Öffnung charakterisiert. 

Das EZS1-Peptid C5C2 und dessen Varianten führten zur Durchlässigkeit zellulärer Barrieren 

für Moleküle bis etwa 70 kDa einschließlich des normalerweise nicht hirngängigen Zytostati-

kums Doxorubicin. Peptide, synthetisiert aus D-Aminosäuren (AS), waren proteolytisch stabi-

ler als L-AS-Peptide und führten nach etwa 4 h zur Penetration von Molekülen bis mindestens 

547 Da durch die murine BHS. Durch Vorbehandlung von Gliom-tragenden Mäusen mit D-

AS-C5C2 war ein Trend zur Tumorreduktion durch das nicht-hirngängige Zytostatikum Pac-

litaxel zu verzeichnen. Generell wirkten die Peptide in vivo sowie in vitro temporär und waren 

gut verträglich sowie nicht zytotoxisch. Grund dafür ist eine hochaffine Bindung an Claudin-

5, welche eine Kointernalisierung sowie reduziertes transmembranes Claudin-5 und verrin-

gerte mRNA-Expression bedingte. Die hervorgerufene Tight-Junction-Störung hatte eine 

paraendotheliale Permeabilisierung zur Folge. Nach PEP-FOLD-Modellierung glichen die 

Peptide strukturell der Claudin-5-EZS1 durch die Ausbildung eines β-Faltblattes flankiert von 

einer α-Helix. Das Assoziationsmodell der Peptide (CABS-dock) zeigte eine Bindung zwi-

schen β-Strang-, α-Helix und unstrukturierten Bereichen.  

Zusammenfassend wurden Claudin-5-EZS1-Peptidomimetika identifiziert, die transient und 

ohne Nebenwirkungen die BHS-Permeabilität für Zytostatika verbessern. Die Peptid-vermit-

telte Penetration von Wirkstoffen eröffnet damit eine neue spezifische Behandlungsoption 

zerebraler Krankheiten. 

Neben Claudin-5 wird Claudin-12 in der BHS exprimiert, dessen Funktion jedoch unklar 

bleibt. Die BHS-Funktion war Claudin-12-unabhängig, da bei Claudin-12-Defizienz die 

Durchlässigkeit unverändert war. Darüber hinaus führte die Abwesenheit von Claudin-12 zu 

Funktionsstörungen des Herzens bei morphologisch intaktem Myokard und unveränderter 

Expression anderer Claudine sowie anderer Tight-Junction-Proteine. Die verminderte Expres-

sion des Vitamin-D-Rezeptors in Dünndarm und Pankreas nach Claudin-12-Knockout deutete 

auf eine Rolle von Claudin-12 in der Calciumhomöostase hin. 

Insgesamt wurde ein Beitrag zum besseren Verständnis der Funktion und Modulation der 

BHS geleistet.  
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Summary 

For the majority of drugs, the endothelial blood-brain barrier (BBB) strongly obstructs the 

treatment of brain diseases. The BBB permeability is limited by tight junctions closing the 

paracellular cleft of the endothelium. Especially, the transmembrane tight-junction protein 

claudin-5 plays an essential role for the barrier integrity due to its highly affine intercellular 

binding between the extracellular loops (ECLs). Therefore, peptides derived from the ECLs of 

Claudin-5 were characterized regarding their potential to open the BBB. 

The ECL1 peptide C5C2 and its variants caused permeability of cellular barriers for 

molecules up to 70 kDa including the non-brain-permeable cytostatic drug doxorubicin. 

Peptides synthesized from D-amino acids (aa) were proteolytically more stable than L-aa 

peptides and caused murine BBB penetration of molecules with a size of at least 547 Da at 

about 4 hours. A trend in tumour reduction by the non-brain-permeable cytostatic drug 

paclitaxel was observed after pre-treatment of glioma-bearing mice with D-aa-C5C2. In 

general, the in vivo and in vitro peptide effect was transient and the peptides were well-

tolerated and without cytotoxic effects, respectively. This is due to a high affinity peptide 

binding to claudin-5 resulting in a cointernalisation as well as in reduced transmembrane 

claudin-5 and mRNA expression. These alterations impair the morphological tight-junction 

structure and therefore propagate increased paraendothelial permeability. The peptides 

modelled with PEP-FOLD structurally resemble claudin-5 ECL1 by showing a β-sheet 

flanked by one α-helix. The association model of the peptides (CABS-dock) showed a binding 

via β-strands, α-helices and unstructured parts. 

Overall, claudin-5 ECL1 peptides have been identified that improve the BBB permeability of 

cytostatic drugs transiently and without adverse side effects. The peptide-mediated penetra-

tion of drugs opens new specific treatment options for cerebral diseases. 

Besides claudin-5, claudin-12 is expressed at the BBB but its function remains unknown. 

Claudin-12 knockout mice showed no BBB permeability suggesting that the barrier function 

was claudin-12 independent. Beyond, the absence of claudin-12 resulted in functional impair-

ments of the heart with morphologically intact myocardium and unchanged expression of 

other claudins as well as other tight-junction proteins. In small intestine and pancreas, the 

expression of the vitamin D receptor is decreased in claudin-12 knockout mice pointing at a 

role of claudin-12 in the calcium homeostasis. 

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

and modulation. 
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1 Einleitung 

1.1 Aufbau zellulärer Barrieren 

Um an ihren Wirkort zu gelangen, müssen Substanzen Gewebebarrieren überwinden. In höhe-

ren Organismen dienen Epithelien und Endothelien als Barrieren gegenüber äußeren sowie 

inneren Einflüssen und grenzen Organe, Gewebe sowie Organkompartimente voneinander ab 

(Powell, 1981). Dazu sind benachbarte Zellmembranen lateral über Zell-Zell-Kontakte ver-

bunden und sorgen für eine Polarisierung der Zellen, wodurch sich der apikale und basale Pol 

strukturell und funktionell voneinander unterscheiden (Rodriguez-Boulan und Macara, 2014). 

Diese Zell-Zell-Kontakte sind Tight Junctions, Adherens Junctions, Desmosomen (nur Epi-

thelzellen) und Gap Junctions (Farquhar und Palade, 1963; Abb. 1).  

 

 
Abb. 1: Epitheliale Zell-Zell-Kontakte. (A) Schema modifiziert nach Johnson, 2005. (B) Elektronenmikros-
kopische Aufnahme (Pollard et al., 2016): Tight Junctions sind dem apikalen Zellpol am nächsten, umspannen 
die Zelle gürtelartig und dichten den extrazellulären Spalt ab. Adherens Junctions und Desmosomen verankern 
die Zelle mit dem Zytoskelett (elektronendichte Ausläufer). Gap Junctions bilden Kanäle zur interzellulären 
Kommunikation.  

 

Adherens Junctions dienen der Bildung und Stabilisierung interzellulärer Kontakte über die 

Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett. Sie sind an der Ausbildung von Tight Junctions 

(Hartsock und Nelson, 2008; Itoh et al., 1997) sowie der generellen Entwicklung und Auf-

rechterhaltung zellulärer Barrieren beteiligt (Baum und Georgiou, 2011). In Epithelien liegen 

Tight und Adherens Junctions deutlich voneinander getrennt vor, in Endothelien jedoch als 

Mischkontakte (Schulze und Firth, 1993). Cadherine und Nectine gelten als wichtige Vertre-

ter der Adherens Junctions und halten die Tight-Junction-abhängige Zellbarriere aufrecht (Irie 

et al., 2004; Tunggal et al., 2005).  
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Desmosomen sorgen für eine starke interzelluläre Zell-Adhäsion und zytoskelettale Veranke-

rung, weswegen sie vor allem in Organen, die starker mechanischer Belastung ausgesetzt sind 

(z.B. Herz und Haut), vorkommen (Thomason et al., 2010). 

Gap Junctions interagieren mit Tight Junctions in verschiedenen Zelltypen (Farquhar und 

Palade, 1963; Wagner und Kachar, 1995) und tragen dabei zur Aufrechterhaltung der 

Barrierefunktion bei (Nagasawa et al., 2006). Die Connexin-Familie ist von essenzieller Be-

deutung für die Funktionen der Gap Junctions (Chen et al., 2015a; Kwak et al., 2001). 

Connexine bilden Gap-Junction-Kanäle, die Zellen elektro- und biochemisch durch einen 

Austausch von Ionen, Botenstoffen und kleinen Metaboliten miteinander verknüpfen.  

 

1.2 Struktur und Funktion der Tight Junctions 

Tight Junctions, die apikalsten Zell-Zell-Kontakte in Epithelien, sind charakterisiert durch ein 

Strangnetzwerk (Abb. 2B), das eine enge Assoziation lateraler Membranen benachbarter Zel-

len bedingt (Farquhar und Palade, 1963; Abb. 2A). Die Stränge zeigen in der Gefrierbruch-

Elektronenmikroskopie Partikel mit einer Größe von ~10 nm (Staehelin, 1973). Tight Junc-

tions verschließen nicht nur den interzellulären Spalt zweier benachbarter Zellen sondern bil-

den auch trizelluläre Tight Junctions in Dreizell-Kontakten (Staehelin, 1973). 

Die Hauptfunktion von Tight Junctions ist die Abdichtungsfunktion des Interzellularraums 

(parazelluläre Barriere). Dies hat eine limitierte Diffusion von löslichen Substanzen, Ionen, 

Immunzellen und Pathogenen aber auch von Pharmaka zur Folge (Kirschner et al., 2013; 

Shen et al., 2011). Die Tight-Junction-abhängige parazelluläre Permeabilität ist größen- und 

ladungsselektiv sowie stark variabel in verschiedenen Geweben und Barrieren (Anderson und 

Van Itallie, 2009; Krause et al., 2008). Tight Junctions umspannen die Zellen ringförmig und 

sorgen somit für eine Trennung von apikaler und basolateraler Membran (Cao et al., 2012). 

Dadurch verhindern sie die laterale Diffusion von Lipiden oder Membranproteinen entlang 

der Plasmamembran (Cereijido et al., 1998). Ebenso werden Tight Junctions durch Phospho-

rylierung reguliert und sind beteiligt an Regulationsprozessen wie z.B. der Zellproliferation 

und -differenzierung (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Matter et al., 2005).  

Morphologisch gestörte Tight Junctions beeinflussen die Barriere-Integrität z.B. durch patho-

genbedingte Reorganisation bei Virusinfektionen (Boven et al., 2000; Liu et al., 2009), Ent-

zündungen (Prasad et al., 2005), Tumorprogression (Martin und Jiang, 2009) oder Alkohol-

exposition (Koval, 2013).  
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Tight Junctions bestehen aus mehr als 40 Proteinen (Schneeberger und Lynch, 2004). Dazu 

gehören Transmembranproteine sowie intrazelluläre Proteine, die sowohl mit den Trans-

membranproteinen als auch mit Adapterproteinen auf intrazellulärer Seite interagieren. Adap-

terproteine vernetzen die Tight-Junction-Proteine mit Signalproteinen und dem Zytoskelett.  

Hauptkomponenten der Tight Junctions in Bezug auf Strukturgebung und Funktion sind Clau-

dine (Furuse et al., 1998; Morita et al., 1999a). Weitere Komponenten sind Tight-Junction-

assoziierte MARVEL-Proteine (TAMP; Raleigh et al., 2010), Junctional Adhesion 

Molecules (JAM; Martin-Padura et al., 1998) und zytosolische Tight-Junction-assoziierte 

Proteine (z.B. Zonula occludens (ZO)-Proteine; Guillemot et al., 2008) (Abb. 2C). 

Die Tight-Junction-Proteine unterliegen einem kontinuierlichen Turnover, der vor allem 

durch Endozytose vermittelt wird. Nach Clathrin-abhängiger Endozytose (Ivanov et al., 2004; 

Zwanziger et al., 2012b), Caveolin-abhängiger Endozytose (Stamatovic et al., 2009) oder 

Makropinozytose (Bruewer et al., 2005) erfolgt entweder ein lysosomaler Abbau der Tight-

Junction-Proteine oder ein Recycling zurück zur Plasmamembran (Gehne et al., 2017; 

Stamatovic et al., 2009; Takahashi et al., 2009). 

 

 
Abb. 2: Aufbau der Tight Junctions. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Pollard et al., 2016). Tight-
Junction-Kontakt (TJ, Pfeil) zwischen zwei Endothelzellen. (B) Schema eines Strang-Netzwerks gebildet aus 
Tight-Junction-Proteinen modifiziert nach Pollard et al., 2016. Abdichtung des interzellulären Spalts. (C) Kom-
ponenten der Tight Junctions modifiziert nach Kondoh et al., 2006. Transmembranproteine: Claudine, Occludin, 
Tricellulin (angereichert im Dreizell-Kontakt, nicht dargestellt), Junctional Adhesion Molecules (JAM). Zytoso-
lisch assoziierte Proteine: Zonula occludens-Protein (ZO)-1, -2, -3 verbinden Tight Junctions mit dem Zytoske-
lett (Aktinfilamente). 
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1.2.1 Claudine 

Claudine (20-29 kDa, 207-305 Aminosäuren (AS)), deren Tight-Junction-Funktion erstmals 

1998 beschrieben wurde (Furuse et al., 1998), sind eine multigene Familie aus 27 bisher be-

kannten Proteinen (Mineta et al., 2011). Sie sind unverzichtbar für die Ausbildung und Ab-

dichtung parazellulärer Barrieren (Furuse und Tsukita, 2006; Krause et al., 2008). Aufgebaut 

sind sie aus vier Transmembrandomänen, zwei extrazellulären Schleifen (EZS1: 49-52 AS; 

EZS2: 16-33 AS), einer intrazellulären Schleife, einem kurzen N-terminalem Segment (2-

6 AS) und einem variablen C-terminalen Teil (21-63 AS) (Shinoda et al., 2016; Suzuki et al., 

2014). Ausgehend von den bisher bekannten Kristallstrukturen zu Claudin-15 (Suzuki et al., 

2014), -19 (Saitoh et al., 2015) und -4 (Shinoda et al., 2016) bilden die Claudine vier Trans-

membranhelices und eine extrazelluläre Strukturdomäne bestehend aus den fünf β-Strängen 

beider EZS (EZS1: β1-4, EZS2: β5). Beide EZS enthalten eine kurze Helixsequenz (EZS1: C-

terminal, EZS2: N-terminal; Suzuki et al., 2014, Abb. 3A).  

 

 
Abb. 3: Struktur und Interaktion von Claudinen. (A)  Schema der Claudin-Struktur anhand des Kristall-Mo-
dells für Claudin-15 (Suzuki et al., 2014). Vier Transmembrandomänen (TM, grün) durchspannen die Plasma-
membran (PM). Neben einem intrazellulären N- und C-Terminus (N/C; C-Terminus bedingt durch Kristallisa-
tion um 33 AS verkürzt), enthalten Claudine eine intrazelluläre Schleife und zwei extrazelluläre Schleifen (EZS). 
Die EZS1 bildet vier antiparallele β-Stränge (β1-4, blau), die durch einen β-Strang von EZS2 (β5) zu einem 
gemeinsamen β-Faltblatt verlängert werden. Diese EZS-Domäne wird von je einer α-Helix (rot) der EZS1 und 
EZS2 flankiert. Grau, unstrukturierte Bereiche. (B) Claudin-Interaktionen: Trans-Interaktionen zwischen Claudi-
nen benachbarter Zellmembranen sowie cis-Interaktionen entlang derselben Zellmembran. Homophile Interak-
tion (zwischen einem Subtyp, blau), heterophile Interaktion (zwischen zwei Subtypen, blau/gelb). Konserviertes 
Motiv (rote Kreise) aller Claudin-EZS1, welches zur Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke (C-C) 
führt. PDZ-Bindungsmotiv am C-Terminus als Interaktionsdomäne für Zonula occludens-Proteine; IZS, intra-
zelluläre Schleife. 
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Strukturell lassen sich klassische Claudine mit hoher Sequenzähnlichkeit (Claudine 1-10, 14, 

15, 17, 19) und nicht-klassische Claudine mit variablen Sequenzen (11-13, 16, 18, 20-27) 

unterscheiden (Tab. 1; Krause et al., 2008; Mineta et al., 2011). Funktionell kann eine Unter-

scheidung zwischen Barriere- und Poren-bildenden Claudinen vorgenommen werden. Teil-

weise wurden widersprüchliche Funktionen beschrieben (z.B. Claudin-4; Hou et al., 2010; 

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

 

Tab. 1: Funktion der Claudin-Subtypen 

Funktion Abdichtung  Porenbildung unklar  

Klassische 
Claudine 

1 (Inai et al., 1999)  
3 (Milatz et al., 2010)  
4 (Van Itallie et al., 2001) 
5 (Nitta et al., 2003) 
6 (Sas et al., 2008), 
8 (Yu et al., 2003) 
9 (Sas et al., 2008) 
14 (Ben-Yosef et al., 2003) 
19 (Hou et al., 2008) 

2 (Furuse et al., 2001)  
4 (Hou et al., 2010)  
7 (Hou et al., 2006) 
10 (Van Itallie et al., 2006) 
15 (Colegio et al., 2002)  
17 (Krug et al., 2012) 

 

Nicht-
klassische 
Claudine 

11 (McCabe et al., 2016) 
18 (Jovov et al., 2007) 
25 (Ohnishi et al., 2017) 

16 (Hou et al., 2008)  
21 (Tanaka et al., 2016) 

12, 13, 20, 
22, 23, 24, 
26, 27 

 

In verschiedenen Gewebebarrieren unterscheiden sich die Claudine im Expressionsmuster 

(Kirk et al., 2010; Rahner et al., 2001) und bedingen somit funktionelle Unterschiede (Günzel, 

2017). Claudine kommen auch außerhalb der Zell-Zell-Kontakte vor (z.B. in basolateraler 

Membran: Claudin-7 (Inai et al., 2007) oder Claudin-1 (Gregory et al., 2001)). Deren dortige 

Funktion ist jedoch noch unbekannt. 

Tight Junctions sind durch Dimerisierung der extrazellulären Domänen von Claudinen gegen-

überliegender Zellmembranen aufgebaut (Rossa et al., 2014; Van Itallie et al., 2011). Die 

dadurch entstehenden Tight-Junction-Stränge (Piehl et al., 2010; Piontek et al., 2008) bedin-

gen somit die Abdichtung (Colegio et al., 2003; Wen et al., 2004) bzw. die parazelluläre 

Ionenselektivität (Colegio et al., 2002; Veshnyakova et al., 2012). Die beiden konservierten 

Cysteine in der EZS1 und die darüber gebildete intramolekulare Disulfidbrücke sind Teil ei-

ner Konsensus-Sequenz (G-L-W-x-x-C-[7-9 AS]-C; 7-9 AS: polar/geladen; Günzel und Yu, 

2013). Das C-terminale Ende vieler Claudine enthält eine konservierte Sequenz (PDZ-

Bindungsmotiv) bestehend aus sechs der letzten sieben AS (Zhang et al., 2006), über die die 

Claudine an eine Domäne der ZO-Proteine (PDZ1-Domäne) binden (Itoh et al., 1999; Ruffer 

und Gerke, 2004, Abb. 3B, unten links).  
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Die genannte Claudin-Claudin-Bindung über die EZS-Domänen kann zwischen Claudinen 

entlang der Zellmembran derselben Zelle (cis-Interkation) oder einer benachbarten Zelle 

(trans-Interaktion) erfolgen. Neben der Wechselwirkung zwischen Claudinen desselben Sub-

typs (homophile Interaktion) ist auch eine Assoziation zwei verschiedener Subtypen (hetero-

phile Interkation) möglich (Abb. 3B). Die Affinität für homo-/heterophile cis- und trans-In-

teraktionen ist von den Subtypen abhängig (Daugherty et al., 2007; Furuse et al., 1999; 

Piontek et al., 2011). Die Bindung zwischen einzelnen Claudinpaaren kann dabei hochaffin 

sein (Dabrowski et al., 2015).  

Da für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit die Claudine 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-bildendes Claudin (Amasheh et al., 2005), wel-

ches vor allem in der Blut-Hirn-Schranke (BHS) die Hauptfunktion in der parazellulären 

Abdichtung hat (Campbell et al., 2008; Nitta et al., 2003). Es kommt in großen Mengen im 

Gehirnendothel (Morita et al., 1999b) aber auch in diversen anderen Organendothelien z.B. 

der Haut (Morita et al., 2003), der Leber (Rahner et al., 2001), der Niere und Lunge (Morita et 

al., 1999b) vor. Organe mit epithelialer Claudin-5-Expression sind z.B. Uterus (Biazik et al., 

2008), Testis (Morrow et al., 2009), Lunge (Wang et al., 2003), Darm und Pankreas (Rahner 

et al., 2001). Darüber hinaus wurde es in Kardiomyozyten nachgewiesen (Sanford et al., 

2005). 

Interagieren kann es über homophile und heterophile (z.B. mit Claudin-1, -3) trans- und cis-

Interaktionen (Coyne et al., 2003; Daugherty et al., 2007; Piontek et al., 2011). Die Ausbil-

dung von Claudin-5-Tight-Junction-Strängen wird durch ZO-1 und Occludin beeinflusst 

(Cording et al., 2013; Ruffer und Gerke, 2004). Tight-Junction-Stränge in Zellen, monotrans-

fiziert mit Claudin-5, sind mit der exoplasmatischen Hälfte (E-face) assoziiert, wie durch 

Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie nachgewiesen wurde (Piontek et al., 2008; Rossa et al., 

2014). Eine E-Face-Assoziation liegt auch in Zellkulturmodellen der BHS vor (Abb. 4A), 

wobei die BHS in vivo sowohl Tight-Junction-Stränge auf der E-Face als auch auf der proto-

plasmatischen Hälfte (P-Face) aufweist (Abb. 4B; Wolburg et al., 2009). Die Internalisierung 

von Claudin-5 erfolgt vorwiegend über Caveolin-anhängige Endozytose (Stamatovic et al., 

2009; Zwanziger et al., 2012b). Claudin-5 wird anschließend recycelt (Gehne et al., 2017; 

Stamatovic et al., 2009) oder nach Polyubiquitinylierung 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., 2009. (A) Zellkulturmodell. Tight-Junction-Stränge (Pfeile) auf der exoplasmati-
schen Hälfte (E-Face) der Plasmamembran. (B) in vivo. Tight-Junction-Stränge (Pfeile) assoziiert mit der proto-
plasmatischen Hälfte (P-Face) und E-Face der Plasmamembran. 

 

1.2.1.2 Claudin-12 

Claudin-12 (27 kDa, 244 AS) ist ein nicht klassisches Claudin, das zu klassischen Claudinen 

nur eine Sequenzähnlichkeit von 33-36 % aufweist (Haseloff et al., 2015). Im Gegensatz zu 

den meisten anderen Claudinen (Itoh et al., 1999) hat Claudin-12 kein PDZ-Bindungsmotiv 

am C-Terminus und zeigt keine homophile cis-Interaktion (Piontek et al., 2011). 

Nachgewiesen wurde es in Gehirnendothelzellen (Nitta et al., 2003) und mit einem hohen 

Anteil an der Claudin-Expression in Niere (Hwang et al., 2014) und im Darmepithel (Hwang 

et al., 2014; Lameris et al., 2013). Weitere Organe bzw. Gewebe mit Claudin-12-Expression 

sind Leber, Lunge (Hwang et al., 2014), Haut (Epidermis/Haarfollikel; Brandner et al., 2003; 

Troy et al., 2005), Harnblase (Acharya et al., 2004), Speicheldrüse (Mellas et al., 2015), Ma-

gen (Hewitt et al., 2006), Retina (Luo et al., 2011), Placenta (Ahn et al., 2015) und Testis 

(Haverfield et al., 2014). In Enterozyten spielt Claudin-12 eine Rolle bei der Vitamin-D-

abhängigen Ca2+-Absorption (Christakos et al., 2010; Fujita et al., 2008). 

 

1.2.2 Tight-Junction -assoziierte MARVEL-Proteine 

Die Struktur der TAMP-Familie ähnelt der von Claudinen, obwohl die Sequenzen sich stark 

unterscheiden (vier Transmembrandomänen, zytosolischer N- und C-Terminus, eine intra-

zelluläre und zwei extrazelluläre Schleifen; Raleigh et al., 2010). Vertreter der TAMP-Familie 

sind Occludin (Furuse et al., 1993), Tricellulin (Ikenouchi et al., 2005) und MarvelD3 (Steed 

et al., 2009). TAMP bilden Tight-Junction-Stränge in Anwesenheit anderer Tight-Junction-

Proteine (z.B. Claudine; Cording et al., 2013). Sie weisen heterophile (Occludin-MarvelD3, 

Tricellulin-MarvelD3) und homophile (Occludin, Tricellulin, MarvelD3) cis-Interaktionen 

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

Die genaue Funktion von Occludin (65 kDa) ist unklar. Bekannt ist, dass es wichtig für die 

parazelluläre Barrierefunktion und die Tight-Junction-Ausbildung ist (Balda et al., 1996; 
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Hirase et al., 1997). Dabei ist insbesondere die Polyphosphorylierung von Occludin von Be-

deutung (Wong, 1997). Knockout-Studien bestätigen eine Barrierefunktion von Occludin 

nicht (Saitou et al., 1998; Schulzke et al., 2005). Daher wird davon ausgegangen, dass Occlu-

din indirekt die Permeabilität beeinflusst (Saitou et al., 2000). Da Occludin, soweit bekannt, 

in allen Tight Junctions vorkommt, gilt es als Tight-Junction-Marker (Wong, 1997). Außer 

mit Claudinen (Cording et al., 2013) interagiert Occludin mit ZO-Proteinen (Fanning et al., 

1998; Li und Mrsny, 2000) und Gap-Junction-Proteinen (Herve et al., 2004). Tricellulin ist 

lokalisiert an trizellulären Tight Junctions (Cording et al., 2013; Ikenouchi et al., 2005), 

kommt aber auch an Zweizell-Kontakten vor (Kojima et al., 2013) und trägt zur parazellulä-

ren Barriere bei (Krug et al., 2009). MarvelD3 ist in Epithelien exprimiert und kolokalisiert 

mit Occludin in Zweizell-Kontakten (Raleigh et al., 2010; Steed et al., 2009). 

 

1.2.3 Zytosolische Tight-Junction -assoziierte Proteine 

Zu den zytosolischen Tight-Junction-assoziierten Proteinen gehören die ZO-Proteine (ZO-1, 

225 kDa, Stevenson et al., 1986; ZO-2, 160 kDa, Jesaitis und Goodenough, 1994; ZO-3, 

130 kDa, Haskins et al., 1998) mit jeweils drei N-terminalen PDZ-Domänen, einer SRC 

homology 3 (SH3)-Domäne und einer Guanylatkinase (GUK)-Domäne. Die PDZ1-Domäne 

ist an der Assoziation mit Claudinen und die PDZ2-Domäne an der Assoziation der ZO-Prote-

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

Die ZO-Proteine sind Gerüstproteine, die einerseits direkt an Transmembranproteine der 

Tight Junctions binden und andererseits mit Signal- und Strukturproteinen zur Regulation der 

Tight-Junction-Struktur und -Funktion verbunden sind (Fanning und Anderson, 2009). 

Dadurch werden beispielsweise Occludin (über die GUK-Domäne; Fanning et al., 1998), 

Claudine (über die PDZ1-Domäne; Itoh et al., 1999) und JAMs (über die PDZ3-Domäne; Itoh 

et al., 2001) direkt mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden. Ein Knockdown von ZO-1 und ZO-

2 nicht jedoch von ZO-3 sorgt für eine veränderte Lokalisation der Claudine sowie Occludin 

und dadurch für eine Verminderung der parazellulären Barriere (Fanning et al., 2012; 

Ikenouchi et al., 2007). Eine nukleäre Lokalisation der ZO-Proteine hat darüber hinaus eine 

Funktion in der Signaltransduktion (Gottardi et al., 1996; Traweger et al., 2003). Neben Tight 

Junctions sind ZO-Proteine auch an der Bildung und Funktion von Adherens Junctions 

(Ikenouchi et al., 2007) und Gap Junctions (Giepmans und Moolenaar, 1998) beteiligt. Des-

halb gilt insbesondere ZO-1 als allgemeines Markerprotein für Zell-Zell-Kontakte. 
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1.2.4 Junctional Adhesion Molecules 

JAM (z.B. JAM-A, -B, -C) sind Transmembranproteine der Immunglobulinsuperfamilie, die 

über Gerüstproteine mit dem Zytoskelett verbunden sind. Sie bestehen aus einer extrazellulä-

ren Domäne mit zwei Immunglobulin-artigen Schleifen, einer Transmembran-Domäne und 

einem kurzen intrazellulären N-Terminus (Severson, 2007). Sie unterstützen andere Tight-

Junction-Proteine wie Claudine bei der Lokalisation an die Tight Junctions (Tornavaca et al., 

2015) und stabilisieren somit die Barriere (Bazzoni, 2003). Funktionell sind sie an der Regu-

lation zur Bildung von Zell-Zell-Kontakten, der Zellmigration oder der Mitose und somit an 

der zellulären Barriereformation, Homöostase und Angiogenese beteiligt (Ebnet, 2017). 

 

1.3 Die Blut-Hirn-Schranke 

Ein Charakteristikum des Gehirns ist dessen gute Vaskularisierung durch Gehirnkapillaren, 

die im humanen Gehirn eine Länge von etwa 650 km und eine Fläche von 10 bis 20 m2 aus-

machen (Begley, 2003; Cecchelli et al., 2007). Das Gehirn benötigt für seine Funktion eine 

balancierte Homöostase. Daher muss sichergestellt werden, dass keine toxischen Xenobiotika, 

Stoffwechselprodukte, Pathogene oder Blutzellen das Gehirn erreichen können (Abbott et al., 

2010). Diese Aufgaben werden von der Blut-Hirn-Schranke (BHS) übernommen, eine zellu-

läre Barriere, die aus mikrovaskulären Endothelzellen und der umgebenden Basalmembran 

unter dem Einfluss von Perizyten, Astrozyten, Mikroglia und Neuronen gebildet wird. Die 

genannten zellulären Komponenten werden als neurovaskuläre Einheit zusammengefasst 

(Abb. 5A; Correale und Villa, 2009). 

 

 
Abb. 5: Aufbau und Passagerouten der Blut-Hirn-Schranke. (A) Schema der Blut-Hirn-Schranke (BHS) 
bestehend aus Gehirnkapillarendothelzellen (EZ, hellblau) und deren angrenzender Basalmembran (blauer Ring). 
Abgedichtet ist der parazelluläre EZ-Spalt durch Tight Junctions (dunkelblau). Weitere Komponenten bilden 
zusammen mit den Endothelzellen die neurovaskuläre Einheit: Astrozyten (AZ, grün), Perizyten (PZ, lila), Neu-
rone (rosa), Mikroglia (gelb). (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme des interzellulären Kontaktes zweier 
Gehirnkapillarendothelzellen modifiziert nach Weiss et al., 2009. Parazellulärer Spalt abgedichtet durch Tight 
Junctions (TJ): elektronendichtes Material zwischen zwei Endothelzellen. TJ vermischt mit Adherens Junctions 
(AJ). (C) Passagerouten durch die BHS modifiziert nach Gabathuler, 2010. Passive Diffusion parazellulär über 
Tight Junctions (rot) oder transzellulär durch Plasmamembran/Zytosol (hellblau). Aktiver transzellulärer Trans-
port über Transporter (dunkelblau) oder rezeptorvermittelt (grün). Rücktransport über Efflux-Transporter (gelb).  
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Perizyten ummanteln die Endothelzellen zu etwa 30 % (Mathiisen et al., 2010) und unterstüt-

zen die BHS-Bildung und -Aufrechterhaltung sowie die Angiogenese. Dadurch wird sowohl 

die Homöostase des zentralen Nervensystems (ZNS) als auch die neuronale Funktion auf-

rechterhalten (Winkler et al., 2011). Mikrogliazellen sind an der Immunabwehr der BHS 

beteiligt und werden besonders unter pathologischen Bedingungen aktiv (Readnower et al., 

2010; Zhao et al., 2013). Astrozyten-Endfüße ummanteln 99 % der Endothelzellen (Mathiisen 

et al., 2010) und fördern die Aufrechterhaltung der BHS-Integrität (Abbott et al., 2006). Die 

einschichtigen Gehirnendothelzellen (Risau und Wolburg, 1990) sind lateral vollständig durch 

ein ringförmiges Tight-Junction-Strangnetzwerk verschlossen (Wolburg und Lippoldt, 2002). 

Das BHS-Endothel weist im Vergleich zu anderen Endothelien einen hohen transzellulären 

elektrischen Widerstand (TER) auf (Butt et al., 1990). Außerdem ist es durch eine geringe 

pinozytotische Aktivität, geringem vesikulären Transport und dem Fehlen von Fenestrierun-

gen charakterisiert (Abbott et al., 2010; Villegas und Broadwell, 1993). 

 

1.3.1 Tight Junctions  der Blut-Hirn-Schranke 

Die Barrierefunktion der BHS hängt neben den Effluxtransportern (Abb. 5B, gelb; näher be-

schrieben in 1.3.3) insbesondere von der Struktur und Funktion der Tight Junctions ab (Mark 

und Davis, 2002; van der Goes et al., 2001). Diese dichten den parazellulären Spalt für eine 

passive Diffusion von Na+, K+ sowie Wasser ab und sorgen somit für eine ionische Homö-

ostase (Kimelberg, 2004).  

Als dominantes abdichtendes Tight-Junction-Protein der BHS gilt Claudin-5, da es in den 

Kapillarendothelzellen hochexprimiert ist und die endothelialen Zwischenräume abdichtet 

(Ohtsuki et al., 2007). Bei Verminderung ist die BHS-Barriere gestört (Campbell et al., 2008; 

Koto et al., 2007). Ein Knockout von Claudin-5 führt zur Durchlässigkeit von Molekülen bis 

800 Da (Nitta et al., 2003). Weitere Claudine der BHS sind Claudin-1 (Pfeiffer et al., 2011), 

Claudin-3 (Wolburg et al., 2003b) und Claudin-12 (Nitta et al., 2003). Claudin-1 und Claudin-

3 sind im Verhältnis zu Claudin-5 sehr gering exprimiert (Ohtsuki et al., 2008). Beide Subty-

pen sind abdichtend (Inai et al., 1999; Milatz et al., 2010), wobei deren Funktion in der BHS 

unklar ist. Eine geringere BHS-Permeabilität wird beschrieben, wenn Claudin-1 in transgegen 

Mäusen überexprimiert ist (Pfeiffer et al., 2011). Auch für Claudin-3 wird eine BHS-Barriere-

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

Des Weiteren wurden Claudin-11, -20, -25 (Berndt, 2017), Occludin (Hirase et al., 1997), 

Tricellulin (Iwamoto et al., 2014; Mariano et al., 2013), ZO-1 (Watson et al., 1991) und JAM-

A sowie JAM-C (Aurrand-Lions et al., 2001; Yeung et al., 2008) in Tight Junctions von Ge-
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hirnendothelkapillaren nachgewiesen. Bis auf Claudin-5 wurde bisher für kein anderes Tight-

Junction-Protein eine klare Funktion an der BHS beschrieben. 

 

1.3.2 Pathologische Veränderungen der Blut-Hirn-Sch ranke 

Beeinträchtigungen der BHS führen zu einer Imbalance von Ionen- und Molekülflux, einer 

erhöhten Extravasation von Blutzellen sowie einer gestörten Tight-Junction-Morphologie 

(Rosenberg, 2012; Weiss et al., 2009). Für verschiedene Krankheiten ist ebenso eine erhöhte 

parazelluläre Permeabilität nachgewiesen worden (Tab. 2). Dazu zählen die Alzheimer-

Erkrankung (Biron et al., 2011; Hartz et al., 2012), ZNS-Entzündungen (Argaw et al., 2012; 

Pfeiffer et al., 2011) und ischämische Erkrankungen wie Schlaganfall (Sandoval und Witt, 

2008). Letztere werden insbesondere durch Adipositas (Li et al., 2016), Diabetes Mellitus 

(Venkat et al., 2017) oder Mikroangiopathien (Arba et al., 2017) begünstigt. 

Die Endothelzellen reagieren auf pro-inflammatorische Stimuli wie Thrombin, Histamin, 

Tumornekrosefaktor-α oder Botenstoffe/Toxine von Tumorzellen bzw. Mikroorganismen mit 

einer erhöhten parazellulären BHS-Durchlässigkeit (Schellenberg et al., 2012; Xie et al., 

2010). Andererseits können anti-inflammatorische Mediatoren wie Sphingosin-1-phosphat 

und Angiopoetin-1 zu einer Abdichtung führen (Mehta und Malik, 2006). 

 

Tab. 2: Pathologisch-bedingte Erhöhung der parazellulären Permeabilität 
Erkrankungen  

Neurologische Erkrankungen  
Alzheimer-Erkrankung (Montagne et al., 2017; Zlokovic, 2011) 
Multiple Sklerose (Alvarez et al., 2011) 
Amyotrophe Lateralsklerose (Brylev et al., 2012; Henkel et al., 2009) 
Epilepsie (Marchi et al., 2012) 
Schmerz (Brooks et al., 2005; Huber et al., 2001) 

Ischämie/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) 

Schädel-Hirn-Trauma (Higashida et al., 2011; Jungner et al., 2016) 

Infektionen  
Viral (Spindler und Hsu, 2012) 
Bakteriell  (van Sorge und Doran, 2012) 

Bluthochdruck  (Mohammadi und Dehghani, 2014; Setiadi et al., 2017) 
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1.3.3 Passagerouten durch die Blut-Hirn-Schranke 

BHS-permeable Substanzen überwinden diese entweder über passive Diffusion, Transporter 

oder Rezeptor-vermittelte Transzytose (Abb. 5C; Mikitsh und Chacko, 2014). Transzellulär 

diffundieren kleine gasförmige Moleküle wie Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid sowie lipo-

phile Moleküle. Letztere sind membrangängig, wenn sie einen log P-Wert < 5 (Oktanol-Was-

ser-Verteilungskoeffzient, Verhältnis zwischen Lipophilie und Hydrophilie), nicht mehr als 

5 Donatoren bzw. 10 Akzeptoren von Wasserstoffbrückenbindungen und eine Molekülmasse 

bis 500 Da aufweisen (Lipinski et al., 1997). Andere Substanzen können die BHS transzellu-

lär mittels Rezeptor-vermittelter Transzytose oder Transportern passieren (Gabathuler, 2010).  

Beispielsweise werden hydrophile Nährstoffe wie Glucose über Solute Carrier (SLC)-Trans-

porter in der luminalen und abluminalen Endothelzellmembran aufgenommen (Tsuji, 2005). 

Organo-Anion-Transporter (OATP), lokalisiert an der BHS (Gao et al., 1999; Thompson et 

al., 2014), transportieren neuroaktive Peptide und entfernen Stoffwechselprodukte wie z.B. 

Glucuronide und Sulfate (Hagenbuch und Meier, 2003). Andere Peptide permeieren die BHS 

über spezifische Rezeptoren (z.B. Leptin; Bjorbaek et al., 1998 und Transferrin; Zhang und 

Pardridge, 2001). Die parazelluläre Route ist durch Tight Junctions stark limitiert (Bauer und 

Traweger, 2016; Bauer et al., 2014). 

Des Weiteren verhindern Efflux-Transporter und metabolische Enzyme durch die Ausschleu-

sung oder den Abbau entsprechender Substanzen eine Anreicherung im Gehirn (Abb. 5C; El-

Bacha und Minn, 1999; Löscher und Potschka, 2002). Wichtige Efflux-Transporter der BHS 

sind ABC (ATP binding cassette)-Transporter wie p-Glykoprotein (P-gp), Multidrug 

Resistance-Related Proteine (MRP)1-6 und Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) 

(Morris et al., 2017; Saidijam et al., 2017). P-gp schleust toxische Substanzen aber auch viele 

Pharmaka sowie Metabolite aus den Zellen (Tsuji, 1998) und ist neben der BHS auch in Le-

ber, Niere und Darm exprimiert (Cordon-Cardo et al., 1990). Es interagiert mit mehr als 300 

Substanzen (Wang et al., 2011) darunter Chemotherapeutika wie Doxorubicin (Ohnishi et al., 

1995) und Paclitaxel (Sparreboom et al., 1997). Eine Hochregulation, beispielsweise ausge-

löst durch zerebrale Ischämie, Epilepsie oder Schizophrenie, sorgt für eine Wirkstoffresistenz 

(Cen et al., 2013; Feldmann und Koepp, 2016; Hoosain et al., 2015). 

 

1.3.4 Wirkstoffdurchtritt durch die Blut-Hirn-Schra nke 

Abdichtungs- und Effluxtransportmechanismen erschweren die Behandlung von ZNS-Erkran-

kungen bei mehr als 98 % der Wirkstoffe (Pardridge, 2005). In der Regel sind lipophile Wirk-

stoffe BHS-gängig, die kleiner als 500 Da sowie kein ABC-Transporter-Substrat sind und 



Einleitung 

13 
 

einen log P-Wert < 5 sowie eine geringe Voraussetzung für die Ausbildung von Wasserstoff-

brücken aufweisen (Lipinski et al., 1997; Pardridge, 2012). Andere Pharmaka permeieren 

über transzelluläre Transportprozesse oder diffundieren über die parazelluläre Route, wenn 

diese durch Wirkverstärker geöffnet wurde. Aus diesen Gründen ist die Zulassungsrate von 

ZNS-Wirkstoffen nur halb so hoch wie von nicht-ZNS-Wirkstoffen (Kaitlin, 2014). Durch die 

BHS-Funktion ist die Verbesserung der Pharmakapenetration von hoher Relevanz. 

 

1.3.4.1 Limitierte Behandlungsmöglichkeiten von Gli omen und Gehirnmetastasen 

Primäre Gehirntumore machen 2 % aller Krebsarten aus (Ferlay et al., 2010), wobei die ag-

gressiven Glioblastome anteilig stark vertreten sind (Tab. 3). Dazu kommen Gehirnmetasta-

sen, die sich bei 9-40 % der Krebspatienten bilden (je nach Studie und Primärtumor; Nayak et 

al., 2012; Patchell, 2003; Schouten et al., 2002). Bei Kindern und Jugendlichen sind ZNS-

Tumore die zweithäufigste Tumorerkrankung (Howlader et al., 2013; Ries et al., 1999). Risi-

koreiche konventionelle Therapien als Kombination aus Chirurgie, Bestrahlung und Chemo-

therapie haben schlechte Heilungs- und Überlebensprognosen zur Folge (Tab. 3). Normaler-

weise wirksame Chemotherapeutika wie z.B. Doxorubicin und Paclitaxel (Belani, 2000) sind 

durch die BHS nur wenig effektiv (Heimans et al., 1994; Lesniak et al., 2005). 

 

Tab. 3: Eigenschaften von Glioblastomen und Gehirnmetastasen 
 Glioblastome Gehirnmetastasen 
Vor -
kommen 

15-60 % aller Gliome 
(je nach Studie) 

(Mehta et al., 2011; 
Ostrom et al., 2016) 

bei 9-40 % der 
Krebspatienten 

(Nayak et al., 2012; 
Patchell, 2003; 
Schouten et al., 2002) 

   Primärkarzinome: Lunge 
(50 %), Brust (15-20 %), 
Haut (10-15 %) 

(Kamar und Posner, 
2010; Schouten et al., 
2002) 

Prognose mittlere Überlebenszeit:  mittlere Überlebenszeit:   
 14 Monate (Johnson und 

O'Neill, 2012) 
3-17 Monate (Bernhardt et al., 

2017) 
 43 Monate (Kinder) (Song et al., 2010)   

Therapie Kombination aus Chirurgie, Bestrahlung, Chemotherapie 
 (Stupp et al., 2009; Stupp et al., 2005) (Platta et al., 2010; Soffietti et al., 2006) 

Therapie-
risiken 

neurokognitive Schäden  
hormonelle Schäden 
Hörschädigung  
Tumorrezidiv  
Strahlungsnekrose  
reduzierte Lebensqualität 

(Mulhern et al., 2005; Ris et al., 2001) 
(Laughton et al., 2008) 
(Hua et al., 2008) 
(Meadows et al., 2009; Neglia et al., 2006) 
(Murphy et al., 2012)  
(Gurney et al., 2009; Zeltzer et al., 2009) 
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1.4 Ansätze zur Überwindung der Blut-Hirn-Schranke 

Zur Wirkstoffschleusung über die BHS wurden verschiedene Methoden entwickelt, die in 

ähnlicher Weise ebenso bei der zerebralen Gentherapie Anwendung finden (Fu und McCarty, 

2016; Maguire et al., 2014). Ein Angriffspunkt ist die Reorganisation des Tight-Junction-

Komplexes zur Öffnung der parazellulären Route (Abb. 6, Mitte). Beispielsweise führt 

hochintensiver fokussierter Ultraschall präklinisch zur erhöhten Zytostatikapermeabilität (Liu 

et al., 2010) nach komplettem BHS-Zusammenbruch (Burgess et al., 2011). Andere unspezifi-

sche Modulationen sind hyperosmolares Mannitol (Kobrinsky et al., 1999; BHS-Zusammen-

bruch, stark invasiv: Cosolo et al., 1989), Caprat (Del Vecchio et al., 2012; BHS-Zusammen-

bruch, stark invasiv: Preston et al., 2008) und kurzkettige Alkylglyzerole (Hülper et al., 2013: 

stark invasiv). Auch ist über die Wirkung des Vascular Endothelial Growth Factors 

(VEGF) die parazelluläre Barriere durch eine Verringerung von Tight-Junction-Proteinen wie 

Claudin-5 gestört (Wen et al., 2017). VEGF konnte somit die Wirkstoffpenetration erhöhen, 

führte jedoch zur BHS-Öffnung für große Moleküle und birgt Risiken für unspezifische Ef-

fekte in peripheren Organen (Jiang et al., 2014). Eine spezifische Beeinflussung von Claudin-

5 über siRNA (Campbell et al., 2008), shRNA (Campbell et al., 2011) oder monoklonale 

Antikörper (Hashimoto et al., 2017) weist dagegen eine transiente und nicht toxischen Erhö-

hung der BHS-Durchlässigkeit auf.  

 

 
Abb. 6: Modulation der Blut-Hirn-Schranke mit verbessertem Wirkstoffdurchtritt.  Substanzen und Me-
chanismen zur Modulation der parazellulären (Mitte) und transzellulären (unten) Route sowie des Efflux-Trans-
ports (oben). Parazellulär: Beeinflussung der Tight Junctions. Transzellulär: Beeinflussung der Diffusion oder 
von Transportern/Rezeptoren. 
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Neben der parazellulären Route wurde auch die transzelluläre Route zur BHS-Modulation 

untersucht (Abb. 6, unten). Unspezifische Methoden sind beispielsweise Zytostatika-gekop-

pelte Nanopartikel (Petri et al., 2007; mögliche Toxizität: Li et al., 2015a), Chemotherapeu-

tika-enthaltende Liposomen (Soni et al., 2008) und Wirkstoff-gekoppelte zell-penetrierende 

Peptide (in vitro; Diaz-Perlas et al., 2017; Oller-Salvia et al., 2016). Spezifischer ist der Wirk-

stofftransport über Influx-Transportproteine der BHS wie SLC-Transporter oder OATP (Ose 

et al., 2010; Ronaldson et al., 2011) sowie Rezeptor-abhängige Transzytose. Für letztere 

wurde ein von Bradykinin stammendes Peptid (RMP-7/Cereport) eingesetzt, das eine erhöhte 

Zytostatika-Durchlässigkeit in einem Gliom-Tiermodell erzielte (Bartus et al., 2000). In einer 

klinischen Phase-II-Studie konnte die Wirkung nicht bestätigt werden (Warren et al., 2006). 

Spezifischer scheint die Transzytose durch den Rezeptor LRP-1 (Lipoprotein-related Protein-

1) zu sein, der stark im Gehirn exprimiert wird (Candela et al., 2015). Ein Konjugat aus Pacli-

taxel und dem LRP-1-Liganden Angiopep-2 (ANG1005) verbessert die Behandlung von 

Gehirntumoren (Regina et al., 2008). Das Potenzial wurde in einer klinischen Phase-II-Studie 

bestätigt (Li und Tang, 2017). 

Ein weiterer Ansatz zur Modulation von BHS-Proteinen ist die Inhibierung von Efflux-Trans-

portern wie P-gp zur Erhöhung der Wirkstoffkonzentration im Gehirn (Abb. 6, oben; Hughes 

et al., 1998). Dies ist jedoch von hohen unerwünschten Nebenwirkungen begleitet (z.B. Toxi-

zität, Effekte in anderen Organen; Callaghan et al., 2014; Palmeira et al., 2012).  

Die bisher genannten Methoden zur Barriere-Modulation zeigen, dass eine spezifische Beein-

flussung der unspezifischen vorgezogen werden sollte. Tight-Junctions-gerichtete Peptide 

stellen dabei einen vielversprechenden Ansatz dar. 

 

1.4.1 Peptide zur transienten Tight-Junction -Modulation 

Neben den oben genannten Mechanismen wurden Peptide entwickelt, die spezifisch Tight-

Junction-Proteine modulieren sollen (Abb. 7).  
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Abb. 7: Peptide gerichtet gegen Claudine und Tight-Junction-assoziierte MARVEL-Proteine zur Tight-
Junction-Modulation für Therapie und Diagnostik. Transiente Destabilisierung bzw. Wiederherstellung der 
Tight Junctions. Peptide gerichtet gegen Claudine (Cldn, links) und Tight-Junction-assoziierte MARVEL-Prote-
ine Occludin (Ocln) und Tricellulin (Tric) (rechts). cCPE, C-terminale Sequenz des Clostridium perfringens 
Enterotoxins; EZS, extrazelluläre Schleife. 

 

1.4.1.1 Peptide zur Claudin-Modulation 

Claudine als wichtige abdichtende Bestandteile der Tight Junctions sind aussichtsreiche Ziel-

proteine zur Modulation der parazellulären Route (Tab. 4). Beispielsweise führt der C-termi-

nale Teil des Clostridium perfringens Enterotoxins (cCPE) über eine Bindung an die EZS2 

von Claudin-3 und -4 (Robertson et al., 2010) zu deren Verminderung in epithelialen Tight-

Junctions. Das resultiert in einer erhöhten parazellulären Permeabilität in vitro und in vivo 

(Kondoh et al., 2006; Winkler et al., 2009). Da cCPE toxische Nebenwirkungen (Li et al., 

2014) und keine Bindung an Claudin-5 zeigt (Fujita et al., 2000), ist es zur BHS-Modulation 

ungeeignet (Bocsik et al., 2016). Ein synthetisches Peptid, welches eine in klassischen Claudi-

nen konservierte Sequenz umfasst (DFYNP; Krause et al., 2008), führt in epithelialen Tight 

Junctions zur Reduktion von Claudin-3 und -4 (Baumgartner et al., 2011). Peptidomimetika 

aus der EZS1 von Claudin-1 verursachen eine erhöhte Permeabilität in Epithelien des Gastro-

intestinaltraktes und der Niere in vitro und in vivo (Mrsny et al., 2008; Staat et al., 2015; 

Zwanziger et al., 2012a), im Perineurium in vivo (Zwanziger et al., 2012a) und in Gehirnen-

dothelzellen in vitro (Staat et al., 2015). Die im Phagen-Display identifizierten Peptide PN-78 

und PN-159 (Herman et al., 2007; Johnson und Quay, 2005) beeinflussen Tight-Junction-Pro-

teine und erhöhen die epitheliale und endotheliale Durchlässigkeit in vitro (Chen et al., 2006; 

Johnson und Quay, 2005). Zielprotein für PN-159 sind Claudin-1 und -5 (Bocsik et al., 2016).  
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Tab. 4: Modulation parazellulärer Barrieren durch Claudin-beeinflussende Peptide. 

 Peptid Peptidsequenz und -effekte Ziel -
protein  

Literatur 
C

la
ud

in
-P

ep
tid

e 

cCPE 

NH2-SSYSGNYPYSILFQKF 
NH2-SLDAGQYVLVMKANSSYSGNYPYSILFQKF 

Cldn3,  
-4 

[1]Bocsik et al., 2016 
[2]Kondoh et al., 2006 

[3]Masuyama et al., 2005 

[4]Takahashi et al., 2005 

Caco-2[1,3,4]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa, ZO-1, Ocln, β-Ctn ↓ 
Jejunumepithel (Ratte) [2]: Perm ↑ ≤ 20 kDa 
pBEC [1]: TER, Perm, ZO-1, Ocln, β-Ctn Ø 

DFYNP 
DFYNP (EZS2, konserviert, mehrere Spezies) diverse 

Cldn Baumgartner et al., 2011 EpH4-Zellen:  TER, Cldn3, Cldn4 ↓ 

Cldn1-
Peptid 
(53-80) 

Ac-SCVSQSTGQIQCKVFDSLLNLNSTLQAT-NH2 (EZS1, 
human) 

Cldn1 

Mrsny et al., 2008 
T84-Zellen, Magenepithel  (Ratte):  TER ↓, Perm ↑ ≤ 
3 kDa, Ocln, Cldn1, JAM-A, ZO-1 ↓ 

C1C2 
(53-81)/ 
C1C2 

(57-81) 

SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR-NH2
[2,3,4] 

QSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLQATR-NH2
[1] 

(EZS1, Maus) 

Cldn1 
[1]Dabrowski et al., 2015 

[2]Sauer et al., 2014 

[3]Staat et al., 2015 

[4]Zwanziger et al., 2012a 

Caco-2[1,3,4]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 10 kDa, Cldn1, -2, -3, -4, -5, 
Ocln ↓ 
MDCK-II [3]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 10 kDa, Cldn1, -2, -3, -4, -5, 
Ocln ↓ 
pBEC [3]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 3 kDa, Cldn-3,-5, Ocln ↓ 
Perineurium (Ratte) [1,2,4]:  TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa, Cldn1 ↓ 

7-mer/ 
PN-78 

FDFWITP (Phage Display) 

n.b. 
[1]Bocsik et al., 2016 

[2]Herman et al., 2007 

Caco-2[1]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa, ZO-1, Ocln, β-Ctn ↓ 
pBEC [1]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa, ZO-1, β-Ctn, Cldn5 ↓ 
16HBE14o -[2]: TER ↓, ZO-1 ↓ 
MDCK[2]: TER ↓ 

PN-159 

NH2-KLALKLALKALKLAALKLA-NH2 (Phage Display) 

Cldn1,  
-5 

[1]Bocsik et al., 2016 

[2]Chen et al., 2006 

[3]Johnson und Quay, 
2005 

Caco-2[1]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa; ZO-1, Ocln, β-Ctn ↓ 
pBEC [1]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa; ZO-1, β-Ctn, Cldn5 ↓ 
EpiAirway TM, Nasenepithel (Kaninchen) [2,3]: TER ↓, 
Perm ↑ ≤ 4 kDa 

↑/↓/Ø, erhöht/vermindert/unverändert (z.B. Expression, Tight-Junction-Lokalisation); (53-80), Aminosäurese-
quenz im Zielprotein; β-Ctn, β-Catenin; 16HBE14o-, Zelllinie Bronchialepithel; Caco-2, Zelllinie Colon-Adeno-
karzinom; cCPE, C-terminale Sequenz des Clostridium perfrigens Enterotoxins; Cldn, Claudin; EpH4, Brustdrü-
senepithelzelllinie; EpiAirwayTM, primäre Atemwegsepithelzellen; EZS, extrazelluläre Schleife; JAM, Junctio-
nal Adhesion Molecule; MDCK, Zelllinie Madin-Darby canine kidney; n.b., nicht bekannt; pBEC, primäre Ge-
hirnkapillarendothelzellen; Perm, Permeabilität; Ocln, Occludin; T84, Zelllinie Colon-Adenokarzinom; TER, 
transzellulärer elektrischer Widerstand; ZO, Zonula occludens-Protein. 

 

1.4.1.2 Peptidomimetika gegen Tight-Junction-assozi ierte MARVEL-Proteine 

Occludin-Peptide zur Tight-Junction-Modulation wirken reversibel und nicht toxisch (Tab. 5). 

Synthetische Peptide aus der kompletten EZS2 wiesen in manchen Studien eine Erhöhung der 

Ionendurchlässigkeit und eine epitheliale Occludin-Reduktion auf (Vietor et al., 2001; Wong 

und Gumbiner, 1997). In anderen Studien hatte das gleiche Peptid keine Effekte (Tavelin et 

al., 2003). Kürzere Peptide aus der EZS2 führen zur erhöhten epithelialen Permeabilität in 

vitro und in vivo (Beeman et al., 2009; Chung et al., 2001; Wong und Gumbiner, 1997).  

Ein Peptid der kompletten EZS1 zeigte in einer Studie keine Wirksamkeit (Wong und 

Gumbiner, 1997), in einer anderen jedoch eine Barriereöffnung durch verringerte Occludin-

Lokalisation an den Tight Junctions (Tavelin et al., 2003). Für C-terminale Verkürzungspep-
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tide der EZS1 (AS 90-113, 90-103, 100-108, 100-109) wurde ebenso eine Wirkung nachge-

wiesen (Everett et al., 2006; Lacaz-Vieira et al., 1999; Tavelin et al., 2003). Ein synthetisches 

Tricellulin-EZS2-Peptid erhöht die epitheliale Durchlässigkeit in vitro und reduziert Tri-

cellulin in Zell-Zell-Kontakten (Cording et al., 2017). Das einzige TAMP-Peptid, das zur er-

höhten endothelialen Permeabilität führt, ist ein zyklisches Occludin-Peptid, welches eine 

konservierte EZS2-Sequenz enthält (Oshima et al., 2003). 

 

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

 Peptid Peptidsequenz und -effekte Ziel -
protein  

Literatur 

P
ep

tid
e 

ge
ge

n 
T

ig
ht

-J
un

ct
io

n
-a

ss
oz

iie
rt

e 
M

A
R

V
E

L-
P

ro
te

in
e

 

Ocln-
EZS2-
Peptid 

GVNPQAQMSSGYYYSPLLAMCSQAYGSTYLNQYIYHYCT
VDPQE (EZS2, Huhn) 

Ocln [1]Vietor et al., 2001 

[2]Wong und Gumbiner, 
1997 

EpH4-Zellen [1]: TER ↓, Ocln ↓, β-Ctn ↑, ZO-1 Ø/↓, ECAD Ø 
A6-Zellen [2]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 40 kDa, Ocln ↓, ZO-1, ZO-2, 
CGN, ECAD Ø 

Ocln-
EZS2-
Peptid 

GVNPTAQSSGSLYGSQIYALCNQFYTPAATGLYVDQYLYH
YCVVDPQE (EZS2, human) Ocln 

Tavelin et al., 2003 Caco-2: Perm Ø ≤ 182 kDa 

LHYH 
LYHY (EZS2, Maus) 

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

Ocln-
EZS2-
Peptid 

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

Ocln 
[1]Chung et al., 2001 

[2]Wong et al., 2007 

BTS (Ratte) [1,2]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 66 kDa, Ocln ↓, 
ZO-1, NCAD, Aktin, β-Ctn Ø 
pSZ[1]: TER ↓ 

Ocln-
EZS1-
Peptid 

DYGYGLGGAYGTGLGGFYGSNYYGSGLSYSYGYGGYYG
GVNQRT (EZS1, Huhn) Ocln Wong und Gumbiner, 

1997 A6-Zellen:  TER, Perm, Ocln, ZO-1, ZO-2, CGN, ECAD Ø 

Ocln-
EZS1-

Peptide  

DRGYGTSLLGGSVGYPYGGSGFGS-NH2
[3] (90-113) 

(EZS1, human) 
DRGYGTSLLGGSVGYPYGGSGFGSYGSGYGYGYGYGYG
GYTDPR-NH2

[3] (90-135) (EZS1, human) 
DRGYGTSLLGGSVG-NH2

[1,3] (90-103) (EZS1, human) 
SNYYGSGLSY[2] (100-109) (EZS1, Huhn) 
SNYYGSGLS[2] (100-108) (EZS1, Huhn) 

Ocln 
[1]Everett et al., 2006 

[2]Lacaz-Vieira et al., 
1999 

[3]Tavelin et al., 2003 

pHAE [1]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 70 kDa, Ocln ↓, ZO-1, Cldn1, -4 Ø  
A6-Zellen [2]: TER ↓, ZO-1 Ø 
Caco-2 [3]: TER ↓, Perm ↑ ≤ 0,2 kDa, Ocln ↓ 

Peptid
B 

CLYHYC (zyklisch) (EZS2, konserviert, mehrere Spezies) 
Ocln 

Oshima et al., 2003 HUVEC: Perm ↑ neutrophile Granulozyten, Ocln ↓,VCAD Ø 

Trictide  
DNLNRGGASYTPFYLNVPNFVTSR-NH2 (ESZ2, human) 

Tric 
Cording et al., 2017 Caco-2: TER↓, Perm ↑≤10 kDa, tTric, tLSR, Cldn1, Ocln ↓ 

↑/↓/Ø, erhöht/vermindert/unverändert (z.B. Expression, Tight-Junction-Lokalisation); (90-113), Aminosäurese-
quenz im Zielprotein; β-Ctn, β-Catenin; A6, Nierenzellen von Xenopus laevis; BTS, Blut-Testis-Schranke; 
Caco-2, Zelllinie Colon-Adenokarzinom; CGN, Cingulin; Cldn, Claudin; ECAD, E-Cadherin; EpH4, Brustdrü-
senepithelzelllinie; EZS, extrazelluläre Schleife; HUVEC, humane Nabelschnurendothelzellen; LSR, lipolysis-
stimulated receptor; NCAD, N-Cadherin; Perm, Permeabilität; pHAE primäre humane Atemwegs-Epithelzel-
len; pSZ, primäre Sertoli-Zellen; Ocln, Occludin; t, trizellulär; TER, transzellulärer elektrischer Widerstand; 
Tric, Tricellulin; VCAD, V-Cadherin; ZO, Zonula occludens-Protein. 
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1.4.1.3 Peptide gegen Tight Junctions zur Diagnosti k oder Therapie 

Tight-Junction-gerichtete Peptide können diagnostisch oder therapeutisch eingesetzt werden 

(Tab. 6). Ein synthetisches Peptid (23 AS) aus der Claudin-4-EZS2 verhindert in vitro und in 

vivo die Bindung von CPE und die damit einhergehende Darmtoxizität (Shrestha et al., 2014). 

Ein Claudin-5-Peptid aus der EZS2-Region, die für Interaktionen der Claudine eine Rolle 

spielt (Piontek et al., 2008), fördert die Tight-Junctions-Stabilisierung und damit eine verrin-

gerte Durchlässigkeit des Alkohol-exponierten Alveolarepithels (Schlingmann et al., 2016).  

Ein weiteres Peptid (21 AS von Gastrokin-1, Schutzproteine der Magenschleimhaut; Kim et 

al., 2016; Yoon et al., 2014) verbesserte die Symptome in einem Colitis-Modell aufgrund 

einer verminderten Barriereöffnung durch Tight-Junction-Stabilisierung (Chen et al., 2012; 

Toback et al., 2003; Walsh-Reitz et al., 2005). Auch das mikrobielle Peptid LL-37, erhöht in 

Hautinfektionen/-verletzungen (Schauber et al., 2007), normalisiert die Barrierefunktion und 

die Tight-Junction-Proteinexpression (Akiyama et al., 2014), die nach atopischer Dermatitis 

beeinträchtigt sind (De Benedetto et al., 2011). Da Tight-Junction-Proteine in Tumoren 

überexprimiert sein können (z.B. Claudin-1 im colorektalen Karzinom; Grone et al., 2007; 

Kinugasa et al., 2007), wurde ein Claudin-1-Peptid für die Diagnostik von Dysplasien im 

Colon entwickelt ohne selbst Tight Junctions zu beeinflussen (Rabinsky et al., 2015). 

 

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

 Peptid  Peptidsequenz und -effekte Ziel -
protein 

Literatur 

T
J-

P
ep

tid
e 

fü
r 

D
ia

gn
os

tik
 u

nd
 T

he
ra

pi
e 

 

Cldn4-
EZS2-
Peptid 

TAHNIIQDFYNPLVASGQKREM (EZS2, human) 
Cldn4 

Shrestha et al., 2014 
Caco-2, Dünndarm (Kaninchen):  CPE-induzierte 
Darmtoxizität ↓ 

EFYDP 
Ac-EFYDP-NH2 (EZS2, konserviert, mehrere Spezies) 

Cldn5 Schlingmann et al., 
2016 

pAEC Alkohol -exponiert: TER ↑, Perm ↓ ≤ 10 kDa, Cldn18/-
5-Interaktion ↓, Cldn18/ZO-1-Interaktion ↑ 

Gastro
-kin-1-
Peptid 

LDALVKEKKLQGKGPGGPPPK (human) 

n.b. 

[1]Chen et al., 2012 

[2]Chen et al., 2015b 

[3]Toback et al., 2003 

[4]Walsh-Reitz et al., 
2005 

Caco-2[1,4]: TER ↑, Ocln, ZO-1, ZO-2, Cldn5, ECAD, JAM-A ↑ 
Colitis (Maus) [1,2,4]: Perm ↓ ≤4 kDa, Ocln, ZO-1, Aktin ↑, 
Diarrhö, Blutung, Entzündung, mukosale Ulzera ↓ 
Primäre Antrummukosa-Zellen [3]: Zellwachstum, 
Wundheilung ↑ 

LL-37 

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (human) 

n.b. 

Akiyama et al., 2014 

Primäre Keratinozyten:  TER ↑, Perm ↓ ≤ 4 kDa, Ocln, 
Claudin-1, -3, -4, -5, -6, -7, -9, -12, -14, -16, -17 ↑, JAM-A, -B, 
-C, ZO-1, -2, -3 Ø 

Cldn1-
Peptid 

RTSPSSR (Phage Display) 
Cldn1 

Rabinsky et al., 2015 
T84-Zellen, Colon -Adenokarzinom  (Maus):  TER, ZO-1, 
Cldn1 Ø, Karzinom-Diagnostik 

↑/↓/Ø, erhöht/vermindert/unverändert (z.B. Expression, Tight-Junction (TJ)-Lokalisation); Caco-2, Zelllinie 
Colon-Adenokarzinom; Cldn, Claudin; CPE, Clostridium perfrigens Enterotoxin; ECAD, E-Cadherin; EZS, 
extrazelluläre Schleife; JAM, Junctional Adhesion Molecule; n.b., nicht bekannt; pAEC: primäre alveolare Epi-
thelzellen; Perm, Permeabilität; Ocln, Occludin; T84, Zelllinie Colon-Adenokarzinom; TER, transzellulärer 
elektrischer Widerstand; TJ, Tight Junctions; ZO, Zonula occludens-Protein.   
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1.5 Zielstellung 

Für mehr als 98 % der Wirkstoffe stellt die BHS eine unüberwindliche Barriere dar und limi-

tiert die Behandlung von ZNS-Erkrankungen wie z.B. von Gehirntumoren. Bisherige Ansätze 

die BHS zu überwinden, wirken meist unspezifisch und zeigen unerwünschte Nebenwirkun-

gen durch den Zusammenbruch der BHS oder Effekte außerhalb des ZNS. Um eine möglichst 

spezifische Modulation zu erreichen, ist es Ziel dieser Arbeit, Proteine der BHS selektiv zu 

beeinflussen.  

Das transmembrane Tight-Junction-Protein Claudin-5 ist maßgeblich für die Abdichtung der 

BHS verantwortlich. In vorangegangen Studien führte eine Claudin-5-Defizienz zur erhöhten 

parazellulären Permeabilität für kleine Moleküle. Deshalb wurde Claudin-5 als Zielprotein 

zur Modulation der BHS zur Verbesserung des Wirkstoffdurchtritts ausgewählt. Da die 

Barrierefunktion von Claudinen insbesondere durch die Interaktion der extrazellulären Domä-

nen bestimmt wird, sollen Peptide aus dem extrazellulären Bereich von Claudin-5 generiert 

werden (Peptidomimetika). Ziel ist es, diese Peptide zur möglichst spezifischen, vorüber-

gehenden und moderaten Öffnung der parazellulären Barriere Claudin-5-exprimierender 

Zellen einzusetzen. Die synthetisierten Peptide sollen zunächst auf ihre permeabilitätsstei-

gernde Wirkung an epithelialen und endothelialen Barrieren getestet werden. Als wirksam 

identifizierte Peptide werden genauer hinsichtlich Reversibilität, Zeit- und Konzentrations-

abhängigkeit charakterisiert. Darüber hinaus soll der molekulare und zelluläre Wirkungs-

mechanismus aufgeklärt werden. Nach einer in-vitro-Validierung schließen sich tierexperi-

mentelle Analysen an. Dabei werden pharmakokinetische Parameter untersucht. Anschließend 

wird mittels Kombinationsbehandlung mit nicht ZNS-gängigen Zytostatika nach Gabe eines 

permeabilitätssteigernden Claudin-5-Peptids überprüft, ob eine Reduktion der Gliomgröße in 

Mäusen erzielt werden kann. Strukturuntersuchungen sollen klären, welche Strukturelemente 

der Peptide an Claudin-5 binden, um eine Wirkung zu erreichen. 

Da auch Claudin-12 in der BHS exprimiert wird, ist es eine weitere potenzielle Zielstruktur 

zur BHS-Modulation. Bisher ist wenig über seine Funktion bekannt. Deshalb soll anhand von 

Knockout-Mäusen die Funktion an der BHS und an anderen Zellbarrieren untersucht werden.  

Insgesamt ist das Ziel dieser Arbeit die Validierung eines peptidbasierten Ansatzes zur mög-

lichst spezifischen und transienten Permeabilitätsverstärkung über eine Tight-Junction-Modu-

lation sowie der weiteren funktionellen Aufklärung von Claudinen in zellulären Barrieren. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Tab. 7: Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien 

Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien Hersteller 

2-Methylbutan Carl Roth, Karlsruhe, DE 

8-(4-chlorophenylthio(CPT))-cAMP  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Aceton VWR, Darmstadt, DE 

Acrylamid/Bisacrylamid Mischung 40 %  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Albumin Fraktion V, bovin Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Agarose Standard Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Ammoniumperoxodisulfat  Bio-Rad, München, DE 

Borsäure Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Cacodylsäure Natriumsalz Trihydrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Dexametason Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Dextran ca. 70 kDa Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Dinatriumydrogenphosphat  Merck, Darmstadt, DE 

Dithiothreitol  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

DNase I – RNase-frei Roboklon GmbH, Berlin, DE 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(1x) + GlutaMAXTM (1 g/l D-Glucose) 

gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(1x) + GlutaMAXTM, High Glucose (4,5 g/l D-
Glucose) 

gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

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

gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(1x), High Glucose (4,5 g/l D-Glucose), ohne 
Phenolrot 

gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Eindeckmedium, ImmuMount  Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Essigsäure  J.T. Backer, Deventur, NL 

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 
Dinatriumsalz Dihydrat, Titrierkomplex III 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
DE 

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

Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien Hersteller 

Fibronektin Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Fötales Kälber Serum (FKS), hitzeinaktiviert gibco©, Thermo Fisher Scientific Inc. 

Gadodiamid Absource Diagnostics GmbH, München, 
DE 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Geneticin, G418-Sulfat Biochrom AG, Merck Millipore, Berlin, 
DE 

Glutaraldehyd-Lösung, 25 % Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Glyzerin  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) (1x), mit 
Ca2+ und Mg2+ 

gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

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

Ratiopharm, Ulm, DE 

HEPES Pufferlösung 1 mol/l PAA Laboratories GmbH, Cölbe, DE 

Isofluran CP® CP-Pharma, Burgdorf, DE 

Isopropanol  VWR, Darmstadt, DE 

Ketamin 10 % Injektionslösung CP-Pharma, Burgdorf, DE 

Kollagen Typ IV Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

L-Cystein Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Methanol VWR, Darmstadt, DE 

Milchpulver, Blotting grade Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Natriumchlorid  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Natriumchlorid, 0,9-%ige Injektionslösung B.Braun, Melsungen, DE 

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

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Natriumdihydrogenphosphat  Merck, Darmstadt, DE 

Natriumdodecylsulfat  SERVA, Heidelberg, DE 

Nicht essenzielle Aminosäuren, Lösung, 100x gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Paclitaxel Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE 

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Penicillin/Streptomycin gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Phosphate-buffered Saline (PBS) mit Mg2+,    
mit Ca2+, 10x 

gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Phosphate-buffered Saline (PBS) ohne Mg2+, 
ohne Ca2+, Trockensubstanz 

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

Chemikalien, Medien, Fertigreagenzien Hersteller 

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Proteinase K, rekombinant, PCR grade Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Rattenschwanzkollagen  Roche, Mannheim, DE 

Ro-20-1724 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Spectra™ Multicolor Low Range Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

TES, BioUltra, ≥99.5% Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Tetramethylethylendiamin  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Tissue-Tek  VWR International, Darmstadt, DE 

Trichloressigsäure Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Tricin  Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Trifluorethanol Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Tris Hydrochlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Trypsin/EDTA, 0,25%, mit Phenolrot gibco©, Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Xylazin 2 % Injektionslösung Ceva Tiergesundheit, Düsseldorf, DE 

β-Mercaptoethanol  Carl Roth, Karlsruhe, DE 
 

 

Tab. 8: Geräte 

Gerät Hersteller 

Analysenwaage METTLER AT21 Comparator Mettler-Toledo GmbH, Gießen, DE 

Cryostat CM 3000 Leica, Wetzlar, DE 

Dounce-Homogenisator Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

ECIS System 1600R Applied BioPhysics, Troy, USA 

Elektrophorese-Kammer Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, 
DE 

Elektrophorese-Netzteil 3000Xi Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
DE 

Fixiereinheit für Mäuse, Tailveiner® TV-150 Braintree Scientific, Braintree, USA 

Fluoreszenz Scanner, FLA-5000 Fujifilm, Tokio, JP 

Handelektrode EVOM Voltohmmeter WPI, Sarasota, USA 

Gefrierbruchanlage BAF 400 D  BAL-TEC, Balzers, LIE 

Heizblock, PZ 28-2 T  Harry Gestigkeit GmbH, Düsseldorf, DE 
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Tab. 8: Geräte (Fortsetzung)  

Gerät Hersteller 

Inkubator, CB 210 BINDER GmbH, Tuttlingen, DE 

Ionisationsgebläse STAT-FAN YIB01-ODR Sartorius AG, Göttingen, DE 

Käfig-Resonator  Rapid Biomed, Rimpar, DE 

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

Kontrollsystem Model 1025, Monitoring & 
Gating System 

SA Instruments, Stony Brook, USA 

Kupfernetz Wacker Chemie, München, DE 

Mikroskop, Konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop LSM 780 

Carl ZEISS Jena GmbH, Jena, DE 

Mikroskop, Inverses Phasenkontrastmikroskop 
IMT-2 

Olympus Europa GmbH, Hamburg, DE 

Mikroskop, Transmissionselektronenmikroskop 
EM10 

Carl ZEISS Jena GmbH, Jena, DE 

Mikroskop, Transmissionselektronenmikroskop 
EM900 

Carl ZEISS Jena GmbH, Jena, DE 

Neubauer-Zählkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, 
Lauda- Königshofen 

PCR Thermocycler, DNA Engine Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, 
DE 

Peristaltische Pumpe MINIPULS 3 Gilson, Middleton, USA 

pH-Meter CG 840 Schott AG, Mainz, DE 

Plattenmessgerät, Safire Tecan, Männedorf, CH 

Spektralphotometer ND-1000 Nano Drop®, Wilmington, USA 

Spektropolarimeter J-720 Jasco, Tokyo, JP 

Spritzenpumpe, Model PHD 22/2000 Harvard Apparatus, Hilliston, USA 

StepOnePlus® Real Time PCR System Applied Biosystems, Foster City, USA 

Sterilwerkbank S-1200 BDK Luft- und Reinraumtechnik, 
Sonnenbühl-Genkingen, DE 

Thermomixer R Eppendorf, Hamburg, DE 

Wasserbad, 1002 GFL, Burgwedel, DE 

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg, DE 

Zentrifuge Heraeus™ Biofuge™ Stratos™  Thermo Scientific, Schwerte, DE 

Zentrifuge Mikro 22R Hettich, Tuttlingen, DE 
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Tab. 9: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Chirurgischer Faden, 640S, 5/0, Silk, Black, 18" CP Medical, Norcross, USA 

Deckgläschen, Durchmesser 12, 30 mm, rund Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, 
DE 

Dialyseschlauch, Spectra/Por® 2 MWCO 12000-
14000  

Spectrum Laboratories, Rancho 
Dominguez, USA 

ECIS® Chip 8W10E+ Ibidi GmbH, Planegg/ Martinsried, DE 

Falcon-Röhrchen  (15 ml, 50 ml) CELLSTAR® Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
DE 

Filter, Minisart-Plus, Porengröße 0,2 µm  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE 

Filtereinsätze, Millicell, CM, Porengröße 0,4 µm Merck Millipore, Darmstadt, DE 

Filtereinsätze, Transwell® Polycarbonat, 
Porengröße 0,4 µm  

Corning Life Sciences, New York, USA 

Filterspitzen Biosphere® (0,1 – 1000 µl) Sarstedt AG & Co., Numbrecht, DE 

Kryoeinbettformen, Tissue-Tek® Cryomold® Sakura Finetek Germany, Staufen, DE 

MicroAmp® Fast Optical 96-Well 
Reaktionsplatte 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE 

Nylon-Netzfilter, 25 mm, Porengröße 41 µm Merck Millipore, Darmstadt, DE 

Objektträger Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, 
Sondheim, DE 

Objektträger, Superfrost®Plus  Thermo Fisher Scientifi, Gerhard Menzel 
B.V. & Co. KG, Braunschweig, DE 

PAP pen  Abcam, Cambridge, UK 

Quarzküvette 100-QS Hellma Analytics, Müllheim DE 

Spritzen, Omnican® 100 30G × 1/2’’ B.Braun, Melsungen, DE 

Zellkulturflaschen 25, 75 cm² CellBIND® Corning® Incorporated, NY, USA 

Zellkulturflaschen 25, 75 cm² CELLSTAR® Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
DE 

Zellkulturplatten 48 Well Corning® Incorporated, NY, USA 

Zellkulturplatten 6, 24, 96 Well TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen, DE 

Zentrifugationsröhrchen, Nanosep 10K Omega Pall Corparation, Port Washington, USA 
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Tab. 10: Reaktionskits 

Reaktionskits Hersteller 

GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit Roboklon GmbH, Berlin, DE 

Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix, 
high ROX 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for 
RT-qPCR 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Taq DNA Polymerase + Puffer Roboklon GmbH, Berlin, DE 
 

 

Tab. 11: Primärantikörper 

Primärantikörper Spezies Konzentration 
µg/ml 

Hersteller 

Anti-Claudin-1 
#51-9000 

Kaninchen IHC 5 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE  

Anti-Claudin-3 
#C0144 

Kaninchen IHC 5 Assay Biotechnology 
Company, Sunnyvale, USA 

Anti-Claudin-5 
#34-1600 

Kaninchen IF 
IHC 

1,25 
5 

Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-Claudin-11  
#36-4500 

Kaninchen IHC 5 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-Claudin-12  
#JP18801 

Kaninchen IHC 2 IBL International, Hamburg, 
DE 

Anti-Claudin-25 
#AP52015P 

Kaninchen IHC 10 OriGene Technologies, Inc., 
Rockville, MD, USA 

Anti-Connexin-43 
#610061 

Maus IHC 5 BD Biosciences, Heidelberg, 
DE 

Anti-Desmoplakin 
#711223 

Kaninchen IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-Occludin  
#33-1500 

Maus IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-ZO-1 
#LSC124822 

Ratte IF 
IHC 

2,5 
10 

BIOZOL Diagnostica Vertrieb 
GmbH, Eching, DE 

IF, Immunfluoreszenzfärbung; IHC, Immunhistochemie; ZO-1, Zonula occludens Protein-1. 
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Tab. 12: Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Spezies Konzentration 
µg/ml 

Hersteller 

Anti-Kaninchen Alexa 
Fluor® 647 #A21244  

Ziege IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-Kaninchen, Atto 488 
#18771 

Ziege IF 
IHC 

4 
10 

Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Steinheim, DE 

Anti-Maus IgG-Alexa 
Fluor® 488 #A11029 

Ziege IHC 10 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-Maus IgG-Alexa 
Flour® 647 #A21236 

Ziege IHC 20 Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

Anti-Ratte IgG- Alexa 
Flour® 555 #A21434 

Ziege IF 
IHC 

8 
20 

Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

IgG, Immunglobulin G; IF, Immunfluoreszenzfärbung; IHC, Immunhistochemie. 

 

 

Tab. 13: Fluoreszenzdetektion der Sekundärantikörper am Laser-Scanning-Mikroskop 

Antikörper-Konjugat Anregungswellenlänge λex Emissionswellenlänge λem 

 im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 780 

Alexa Flour® 488 bzw. Atto 
488 

488 nm 491-535 nm 

Alexa Flour® 555 561 nm 566-631 nm 

Alexa Flour® 647 633 nm 638-740 nm 
λex, Anregungswellenlänge; λem, Emmisionswellenlänge. 

 

 

Tab. 14: Primersequenzen für Genotypisierung der C57BL/6-Claudin-12-Mäuse 

Primer Primersequenz (5’�3’) 

WT  for GTTACACATTCCAATCAGGCAGAGTAGC 
rev CTTAGCCACAGAAGTGCTAGGATTGC 

HO  for GCAGCCTCTGTTCCACATACACTTCA 
rev CCCCATCTGAAACCAATGAAGAAGCC 

for, Vorwärts-Primer; HO, homozygot; rev, Rückwärts-Primer; WT, Wildtyp; Primerdesign und -synthese: 
Regeneron Pharmaceuticals, Tarrytown, USA. 
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Tab. 15: Primersequenzen für quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 

Primer Primersequenz (5’�3’) 

Claudin-1  for GATGTGGATGGCTGTCATTG rev CGTGGTGTTGGGTAAGAGGT 

Claudin-2  for ATGGTGACGTCCAGTGCAAT  rev GGCGAGTAGAAGTCCCGAAG 

Claudin-3  for GAGATGGGAGCTGGGTTGTA rev GTAGTCCTTGCGGTCGTAGG 

Claudin-4  for CCCGAGCCCTTATGGTCATC rev GAGTAGGGCTTGTCGTTGCT 

Claudin-5  for CTGGACCACAACATCGTGAC rev GCCGGTCCAGGTAACAAAGA 

Claudin-6 for GAGCCAAGTGCACTACCTGT rev TGGTGGGATATTCGGAGGGT 

Claudin-7  for GCGACAACATCATCACAGCC  rev TACCAAGGCAGCAAGACCTG 

Claudin-8 for TTGCTGACAGCCGGAATCAT rev TCGGAGATCTCTTTTCGGCG 

Claudin-9  for CCAAGGCCCGTATCGTACTC  rev GGACACGTACAGCAGAGGAG 

Claudin-10 for GCTAAAATTGCTTGCTTGGC  rev TCCGTTGTATGTGTAGCCCA 

Claudin-11  for TAGCCACTTGCCTTCAGGTG  rev GAGCAGCAGACGATGACACA 

Claudin-12  for AACTGGCCAAGTGTCTGGTC  rev AGACCCCCTGAGCTAGCAAT 

Claudin-13  for CCCTGTCCTGGGTAACACAC  rev GGCTCCTGAAGGTCTAGCAC 

Claudin-14  for GCACAGGCATCTACCAGTGT  rev TGAGGAGATGAAGCCCAGGT 

Claudin-15  for TGTCTACGGTCCATGGCAAC  rev CCACGAGATAGCCACCATCC 

Claudin-16  for CCTGCGATGAGTACGACTCC rev CTCCTGCCAAAAAGCAACCC 

Claudin-17 for TCTCCCTCCGGTACTGGAAG rev GCTCCTCCAAGTTCTCGCTT 

Claudin-18  for GTGTCCATCTTCGCCCTGAA  rev GGTGTACCTGGTCTGAACGG 

Claudin-19  for TTCTTCAACCCCAGCACTCC  rev GCGGGCAACTTAACAACAGG 

Claudin-20 for CTTTCATCCTGGCCGTGTCT  rev GGCTTTCCGGAATGGTCAGA 

Claudin-22 for GGGCTTAGTCTTCCGAACG  rev CTTCAAGTGCGGCAAGTAGT 

Claudin-23 for GGACATATGTCGCGAGCAGA  rev CGAAAAACACCACGCCAGAG 

Claudin-24 for CTGTCATTGCTGGGATGGGT  rev TGCACAGGGACATCAAGACC 

Claudin-25 for CTACATGGCGGCCTCCATAG  rev CGATGCCGCTATTGTGGTTG 

Claudin-26 for TGACCGGGTTCTTGAGCTTC  rev CAGAGACCAGCCAAAGCGTA 

Claudin-27 for GCCTGGAAGTTTCTCCCTCC  rev ATGTAGATGCTGAGCCCTGC 

MD3 for TGGAGAAGTCCCGTCAAAGC  rev AGCCACTATAAGCCCCTCCA 

Occludin for ACTCCTCCAATGGCAAAGTG  rev CCCCACCTGTCGTGTAGTCT 

Tricellulin for GAGAATCCTGGGTGTGGTGG  rev TTTCGATGACAACGACGGGT 

VDR for ACTCAGCTTCTCCGGAGACT rev GGATAGGCGGTCCTGAATGG 

ZO-1 for CCCACCCCCATCTCAGAGTA rev GGGACAGCTTTAGGCATGGT 

β-Aktin  for TTTGAGACCTTCAACACCCC rev ATAGCTCTTCTCCAGGGAGG 
for, Vorwärts-Primer; MD3, MARVEL domain containing 3; rev, Rückwärts-Primer; VDR, Vitamin-D-Rezep-
tor; ZO-1, Zonula occludens Protein-1; Primerdesign (exkl. VDR): Dr. P. Berndt (FMP, Berlin, DE); Primersyn-
these: BioTeZ, Berlin, DE. 
  



Material und Methoden 

29 
 

Tab. 16: Fluoreszierende Größenmarker für Permeationsexperimente und weitere Farbmarker 

Größenmarker für 
Permeation 

Hersteller Fluoreszenz- bzw. 
Absorptionseigenschaften 

Albumin-FITC-Konjugat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 485 nm, λem = 520 nm 

Doxorubicin Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 470 nm, λem= 585 nm 

FD10, 10 kDa Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 485 nm, λem = 520 nm 

FD40, 40 kDa Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 485 nm, λem = 520 nm 

Lucifer Yellow, 0,4 kDa Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 425 nm, λem = 520 nm 

TRITC-Dextran, 155 kDa Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 540 nm, λem = 565 nm  

Weitere Farbmarker   

Ethidiumbromid-Lösung, 
1 % 

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

Evans Blue Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 620 nm, λem = 680 nm  

Fluoreszein-Dextran, 
3 kDa, fixierbar 

Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

λex = 494 nm, λem = 518 nm 

Hoechst 33342 
(bisBenzimid) 

Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

λex = 350 nm, λem = 461 nm 

Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazoliumbromid 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λab = 570 nm 

Natrium-Fluoreszein Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λex = 460 nm, λem = 515 nm 

Neutralrotlösung, 0,5 % in 
Essigsäure pH 5,2 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, DE 

λab = 540 nm 

Rhodamin-Phalloidin Invitrogen™, Thermo Fisher 
Scientific, Schwerte, DE 

λex = 540 nm, λem = 565 nm 

TAMRA Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte, DE 

λex = 543 nm, λem = 572 nm 

FD, Fluoreszein-Isothiocyanat-Dextran; FITC, Fluoreszein-Isothiocyanat; TAMRA, 5,6-Carboxytetramethyl-
rhodamin; TRITC, Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat; λab, Wellenlänge der Absorptionsmessung; λex, 
Anregungswellenlänge; λem, Emmisionswellenlänge. 
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Tab. 17: Eukaryotische Zellen und Versuchstiere 

Zellen 
Spezies/ Gewebe/ Zelltyp 

Mutation Bezugsquelle 

Astrozyten (primär) 
Ratte/ zerebraler Cortex/ Gliazelle 

WT Helms et al., 2014 

bEND.3  
Maus/ zerebraler Cortex/ Endothel 

WT Zwanziger et al., 2012b 

HEK-293  
Mensch/ Niere/ Epithel 

hClaudin-1-YFP 

mClaudin-3-YFP 

hClaudin-4-YFP 

mClaudin-5-YFP 

YFP-mClaudin-11 
 

YFP-hOccludin 

Piontek et al., 2011 

Piontek et al., 2011 

Piontek et al., 2011 

Piontek et al., 2011 

zur Verfügung gestellt von 
Dr. P. Berndt 

Bellmann et al., 2014 

MDCK-II 
Hund/distaler Tubulus/ Epithel 

WT  

YFP-mClaudin-5 

Gehne et al., 2017 

Gehne et al., 2017 

pBCEC (primär) 
Rind/ zerebraler Cortex/ Endothel 

WT Helms et al., 2014 

U-87 MG 
Mensch/ Glioblastom/ gliale Tumor-
zellen 

WT EPO GmbH 

Versuchstier, Spezies Stamm Bezugsquelle 

Mus musculus C57BL/6 MDC, Berlin, DE 

 C57BL/6-
Cldn12tm1(KOMP)Vlcg/Ph 

Züchtung durch R. Blasig, 
FMP, Berlin, DE 

 NMRI-nu/nu JANVIER LABS, Le 
Genest-Saint-Isle, FR 

h, human; m, murin; pBCEC, primäre bovine Gehirnkapillarendothelzellen; YFP, Yellow Fluorescent Protein. 
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Tab. 18: Software 

Programm Hersteller/Bezugsquelle 

BIOVIA Discovery-Studio, Version 4.5  Accelrys, San Diego, USA 

BLAST® NCBI, Rockville Pike, USA 

CABS-dock Kurcinski et al., 2015 

EMBOSS Rice et al., 2000 

Endnote, Version X8  Thomson Reuters, Philadelphia, USA 

I-TASSER Roy et al., 2010; Zhang, 2008 

ImageJ, Version 1.49k  W. Rasband, National Institutes of Health, USA 

Matlab® MathWorks, Natick, USA 

MS Office 2010 Professionel Microsoft, Unterschleißheim, DE 

PEP-FOLD Shen et al., 2014; Thevenet et al., 2012 

Primer3Plus.com Untergasser et al., 2012 

Prism 5, Version 5.04  GraphPad, San Diego, USA 

PSIPRED Buchan et al., 2013 

PyRAT Version 3.6-403-g7178127 Scionics Computer Innovation GmbH, 
Dresden,DE 

Spectra Manager, Version 1.54.03  Jasco, Tokio, JP 

StepOne® Software v2.2.1  Applied Biosystems, Foster City, USA 

Zeiss LSM Image Browser, Version 
4.2.0.121  

Carl Zeiss, Jena, DE 

ZEN 2010B SP1, Version 6,0,0485 Carl Zeiss, Jena, DE 
 

 

 
  



Material und Methoden 

32 
 

2.2 Peptiddesign und -synthese 

Die Modulation der BHS sollte mittels Peptid-Sequenzen untersucht werden, deren Ursprung 

das Tight-Junction-Protein Claudin-5 ist. Das Peptid C5C2 ist von der EZS1 von murinem 

Claudin-5 entlehnt (AS 53-81). Eine modifizierte Variante ist C5C2[S22N], dessen Ser an 

Position 22 (Position 74 im Claudin-5-Molekül) durch Asn ausgetauscht wurde. Damit ähnelt 

es der Sequenz von Claudin-1, welche an dieser Stelle ein Asn ausbildet. Die Peptide 

C5C2/C-4AS und C5C2/N+5AS sind C-terminal um 4 AS verkürzt bzw. N-terminal um 5 AS 

verlängert (KGLWQ). C5C2/shifted ist sowohl verkürzt (4 AS, C-terminal) als auch verlän-

gert (5 AS, KGLWQ, N-terminal). Die Sequenz von D-AS-C5C2 stimmt mit der von C5C2 

überein, ist jedoch vollständig aus D-AS aufgebaut. Dasselbe gilt auch für D-AS-

C5C2[S22N] und D-AS-C5C2/shifted in Bezug auf ihre L-AS-Varianten.  

Wenn nicht anders erwähnt, stammen die genannten Peptide von murinem Claudin-5. Hu-

mane Claudin-5-Peptide waren hC5C2 (analog zu murinem C5C2) und C5/hEZS2, ein Peptid 

generiert aus der kompletten EZS2 (AS 145-160). C5/mEZS2 ist das murine Äquivalent dazu. 

C2C2 aus der EZS1 von murinem Claudin-2 (AS 53-81) wurde als Kontrollpeptid verwendet 

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

Die Peptide waren C-terminal amidiert und native Cys (C54 und C64) wurden durch Ser er-

setzt, um die Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke (Wen et al., 2004) zu unter-

binden. Darüber hinaus wurden C5C2, D-C5C2, C5C2[S22N] und C2C2 N-terminal mit 5,6-

Carboxytetramethylrhodamine (TAMRA) und/oder Fluoreszein markiert (Zwanziger et al., 

2012b). Die jeweiligen Sequenzen sind in Tab. 19 dargestellt. 

Die Herstellung der Peptide erfolgte in der Abteilung Chemische Biologie des Leibniz-For-

schungsinstitutes für Molekulare Pharmakologie durch I. Kretzschmar mittels Festphasensyn-

these nach 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Peptidchemie (Coin et al., 2007). Die durch Hoch-

leistungsflüssigkeitschromatographie aufgetrennten Fraktionen des Rohpeptides (detektiert 

bei 220 nm) wurden lyophilisiert und deren Reinheit massenspektrometrisch bestimmt. 

Peptidfraktionen mit der erwarteten Masse und einer Reinheit >95 % wurden für die Unter-

suchungen verwendet.  
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Tab. 19: Peptide 

Peptido-
mimetikum 

Abkürzung Sequenz 

Cldn2-EZS1-Peptid 

Cldn2(53-81) C2C2 ESATHSTGITQSDIYSTLLGLPADIQAAQ-NH2 

Cldn5-EZS1-Peptide 

Cldn5(53-81) C5C2 SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH2 

hCldn5(53-81) hC5C2 SSVVQSTGHMQSKVYDSVLALSTEVQAAR-NH2 

Deletions-/Additionspeptide 

Cldn5(53-77) C5C2/C-4AS SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEV-NH2 

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

KGLWQSSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR
-NH2 

Cldn5(48-77) C5C2/shifted KGLWQSSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAER-NH2 

Substitutionspeptide 

Cldn5(53-
81)[S74N] 

C5C2[S22N] SSVVQSTGHMQKVYESVLALNAEVQAAR-NH2 

D-Aminosäure-Peptide 

D-AS-Cldn5 (53-
81) 

D-AS-C5C2 ssvvqstghmqkvyesvlalsaevqaar-NH2 

D-AS-Cldn5 (48-
77) 

D-AS-
C5C2/shifted 

kglwqssvvqstghmqskvyesvlalsaer-NH2 

D-AS-Cldn5 (53-
81)[S74N] 

D-AS-
C5C2[S22N] 

ssvvqstghmqkvyesvlalnaevqaar-NH2 

Cldn5-EZS2-Peptide 

Cldn5(145-160) C5/mEZS2 REFYDPTVPVSQKYEL-NH2 

hCldn5(145-160) C5/hEZS2 VREFYDPSVPVSQKYE-NH2 

Fluoreszenz-markierte Peptide 

Fluoreszein-
Cldn5(53-81) 

Fluoreszein-
C5C2 

Fluoreszein-
SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH2 

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

Fluoreszein-
D-AS-C5C2 

Fluoreszein-ssvvqstghmqskvyesvlalsaevqaar-NH2 

TAMRA-
Cldn2(53-81) 

TAMRA-
C2C2 

TAMRA-ESATHSTGITQSDIYSTLLGLPADIQAAQ-
NH2 

TAMRA-
Cldn5(53-81) 

TAMRA-
C5C2 

TAMRA-
SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH2 

TAMRA-Cldn5 
(53-81)[S74N] 

TAMRA-
C5C2[S22N] 

TAMRA-
SSVVQSTGHMQSKVYESVLALNAEVQAAR-NH2 

(53-81), Aminosäureposition im Ursprungsprotein; C-4AS; C-Terminus um 4 Aminosäuren (AS) verkürzt; C5, 
Claudin-5; Cldn, Claudin; D-AS, D-Aminosäure; EZS, extrazelluläre Schleife; h, human; m, murin; N+5AS, N-
Terminus um 5 AS verlängert; S22N, Substitution Ser zu Asn in Position 22 des Peptides; shifted, C-Terminus 
um 4 AS verkürzt und N-Terminus um 5 AS verlängert; TAMRA, 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 endotheliale Zelllinie aus dem 

Mausgehirn, kultiviert. Diese sind bekannt für die Expression von Claudin-5, ZO-1, ZO-2 und 

Occludin (Brown et al., 2007; Watanabe et al., 2013). Als weiteres BHS-Modell dienten pri-

märe bovine Gehirnkapillarendothelzellen, die mit primären Ratten-Astrozyten als Kontakt-

kultur kultiviert wurden. Die Zellen wurden von Prof. Dr. B. Brodin (Universität Kopenha-

gen, DK) zur Verfügung gestellt und in Kooperation mit E. Tornabene (Universität Kopenha-

gen, DK) kultiviert (Helms et al., 2014). Primäre bovine Gehirnkapillarendothelzellen ex-

primieren Claudin-5, Occludin und ZO-1 in hohem Maße (Fauquette et al., 2012; Helms et 

al., 2010). Die primäre Astrozyten-Kultur wurde darüber hinaus als Monokultur 3 Wochen 

kultiviert, um Astrozyten-konditioniertes Medium (AKM) zu generieren.  

HEK-293-Zellen, humane, embryonale Nierenepithelzellen, bilden endogen keine Tight Junc-

tions aus (Piontek et al., 2008) und exprimieren kein Claudin-1 bis -5 und Occludin sowie 

ZO-1 nur in geringem Maße (Staat, 2015). Daher wurden stabile monotransfizierte HEK-293-

Zellen zur Untersuchung der Tight-Junction-Proteine Claudin-1, -3, -5, -11, -12 und Occludin 

eingesetzt. Zur besseren Detektion wurden N- bzw. C-terminale YFP-Fusionsproteine ver-

wendet (s. Tab. 17).  

Die epitheliale Nierenzelllinie MDCK (Madin-Darby canine kidney)-II wurde insbesondere 

für Permeationsuntersuchungen verwendet. Diese Zellen exprimieren endogen die Claudine-

1, -2 -3, -4, Occludin, ZO-1 und Effluxtransporter, Claudin-5 jedoch nur in vernachlässigbarer 

Menge (Horio et al., 1989; McNeil et al., 2006; Staat et al., 2015). Daher wurden MDCK-II-

Zellen stabil transfiziert, sodass sie ein Fusionsprotein aus murinem Claudin-5 mit N-termina-

lem YFP (Yellow Fluorescent Protein) exprimieren (YFP-mClaudin-5, Gehne et al., 2017). 

Dieses lokalisiert an der Plasmamembran (Abb. 8). Die Zellen wurden von Dr. N. Gehne 

(FMP, Berlin) zur Verfügung gestellt.  

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen unter sterilen Bedingungen in 

Komplettmedium (Tab. 20) sowie bei einer Temperatur von 37°C und einer CO2-Konzentra-

tion von 10 % in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre kultiviert. Im Besonderen wurden 

die bovinen Gehirnkapillarendothelzellen nach einer Kultivierung von 4 h mit frischem 

Wachstumsmedium (Komplettmedium mit 50 % AKM und Heparin 125 µg/ml) versorgt. Alle 

Zelllinien bildeten einen adhärent-wachsenden konfluenten Zellrasen aus. 
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Abb. 8: MDCK-II-Zellen exprimieren stabil murines C laudin-5 N-terminal markiert mit Yellow 
Fluorescent Protein (YFP-mClaudin-5). Immunfluoreszenzfärbungen von MDCK (Madin Darby canine 
kidney)-II-Zellen transfiziert mit YFP-mClaudin-5 oder untransfiziert (WT, Wildtyp). WT-Zellen zeigen eine 
vernachlässigbare Claudin-5-Expression (unten). YFP-mClaudin-5-Zellen exprimieren Claudin-5 (oben, Mitte), 
welches mit Occludin in der Plasmamembran kolokalisiert (Überlagerung, orange Membranen). 

 

2.3.1.1 Subkultivierung von Zellen 

Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurde alle drei bis fünf Tage das Komplettmedium abge-

saugt. Ohne den Zellrasen zu beschädigen, wurde dieser zweimal mit 37°C vorgewärmtem 

PBS-/- (Phosphate-buffered Saline ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen, um Mediumreste und 

abgestorbene Zellen zu entfernen. Zum Ablösen der adhärenten Zellen wurden 20 µl/cm² 

Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)-Lösung auf den Zellrasen gegeben (ca. 5 min, 

37°C). Trypsin spaltet die Zellkontaktproteine und EDTA bindet als Komplexbildner die für 

die Zelladhäsionen wichtigen Ionen Ca2+ und Mg2+. Die Reaktion wurde mit Komplettme-

dium gestoppt, um einer Schädigung weiterer Zellproteine entgegenzuwirken. Nach Zentri-

fugation der Zellsuspension (150×g, 4 min, Raumtemperatur (RT)) wurde das Zellpellet in 

Komplettmedium resuspendiert und konnte zum Passagieren oder für Versuche verwendet 

werden. 
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Tab. 20: Komplettmedien für die verwendeten Zelllinien 

Medium-
kompo-
nenten 

bEND.3-Zellen MDCK-II-YFP-
mClaudin-5-
Zellen, 
stabil-transfizierte 
HEK-Zellen 

MDCK-II-
Zellen 

pBCEC 
Astrozyten 

Basis-
medium 

DMEM High 
Glucose,  
4,5 g/L Glucose 

DMEM 
GlutaMAX,  
1 g/L Glucose 

DMEM 
GlutaMAX,  
1 g/L Glucose 

DMEM High 
Glucose,  
4,5 g/L Glucose 

FKS 10 % 10 % 10 % 10 % 

Antibiotika 100 U/ml 
Penicillin, 
100 mg/ml 
Streptomycin 

100 U/ml 
Penicillin, 
100 mg/ml 
Streptomycin 

100 U/ml 
Penicillin, 
100 mg/ml 
Streptomycin 

100 U/ml 
Penicillin, 
100 mg/ml 
Streptomycin 

Zusätze / / / Nicht essenzielle 
Aminosäuren (1x) 

Selektions-
antibiotikum 

/ Geneticin (0,5 
µg/ml) 

/ / 

Zellkultur-
flaschen 

25, 75 cm², 
CellBIND® 

25, 75 cm², 
CELLSTAR® 

25, 75 cm², 
CELLSTAR® 

75 cm², 
CELLSTAR® 
0,8 µg/cm2 
Kollagen Typ IV, 
0,7 µg/cm2 
Fibronektin 

bEND.3, Gehirnkapillarendothelzellen der Maus; DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; FKS, fötales 
Kälberserum; HEK-293, humane embryonale Nierenzellen; MDCK-II-Zellen, Zelllinie Madin-Darby canine 
kidney; m, murin; pBCEC, primäre bovine Gehirnkapillarendothelzellen; YFP, Yellow Fluorescent Protein. 

 

2.3.1.2 Kryokonservierung 

Zur permanenten Lagerung der Zelllinien diente flüssiger Stickstoff (-196°C). Dazu wurden 

die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % wie in 2.3.1.1 beschrieben mit Trypsin/EDTA 

abgelöst, zentrifugiert (150×g, 4 min, RT) und das Zellpellet in Einfriermedium (10 % 

Dimethylsulfoxid (DMSO) als Kryoprotektivum, 90 % fötales Kälberserum (FKS)) aufge-

nommen und in Kryoröhrchen überführt. Diese wurden mit einer Kühlrate von -1°C/min bis 

auf -80°C abgekühlt und in flüssigem Stickstoff gelagert. Zur Reaktivierung wurde die 

Zellsuspension in Komplettmedium aufgenommen und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

Komplettmedium resuspendiert und diente zur Kultivierung in Zellkulturflaschen. 

 

2.3.1.3 Zellzahl-Bestimmung 

Zur mikroskopischen Ermittlung der Zellzahl pro ml wurde eine Neubauer-Zählkammer 

verwendet. Dazu wurde die Anzahl der Zellen in den vier Zählgittern gezählt und die mittlere 

Zellzahl auf das Volumen eines Zählgitters von 0,1 µl bezogen.   
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2.3.1.4 Kultivierung der Zellen für Peptid-Assays 

Vorbereitend auf die Behandlung der Zellen mit Peptiden wurden die jeweiligen Zellen in 

Komplettmedium auf Zellkulturplatten, Deckgläschen, Transwell-Filtern oder Elektroden-

Haltern ausgesät. Die jeweiligen Kulturgefäße mit der verwendeten Zellzahl und Beschich-

tung sind in Tab. 21 zusammengefasst. 

Besonderheiten gab es bei der Kultivierung der primären Gehirnkapillarendothelzellen auf 

Polycarbonat-Transwell-Filtern. Vor deren Aussaat wurden Astrozyten auf die Filterunterseite 

ausgesät und nach Adhärenz (15 min, 37°C) in Komplettmedium kultiviert. Die primären 

Gehirnkapillarendothelzellen wurden nach 2-3 Tagen in Komplettmedium mit 125 µg/ml He-

parin auf die Filter ausgesät. Nach 3 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel mit Differenzie-

rungsmedium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ohne NaHCO3, 50 mM TES 

(N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsäure), 10 ml/l nicht essenzielle Ami-

nosäuren, 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 0,5 µM Dexamethason, 

17,5 µM Ro-20-1724-Lösung, 312,5 µM 8-(4-CPT)-zyklisches Adenosinmonophosphat) 

durchgeführt. Nach weiteren 3 Tagen waren die Zellen für Versuche verwendbar. 

 

Tab. 21: Kulturgefäße und Kultivierungsbedingungen für Peptid-Assays 

 Deckgläs-
chen für 
Mikros-
kopie 

ECIS-
Elektro-
den 

Zellkultur
platte      
48 Well 

Transwell-
Filter      
24 Well 

Deckgläs-
chen-
Kammern 

Transwell-
Filter      
12 Well 

Zelllinie bEND.3 bEND.3 b.END3/ 
MDCK-
II-Zellen 

MDCK-II-
Zellen 

HEK-293 Kokultur 
pBCEC + 
Astrozyten 

Wachstums
fläche (cm²) 

2 bzw. 10 0,8 1 0,6 0,8 1,12 

Beschich-
tung 

RSK,      
0,6   
µg/cm² 

Cystein, 
2,5 
µmol/cm² 

RSK,      
1,2    
µg/cm² 

RSK,       
75    
µg/cm² 

PLL,         
5      
µg/cm2 

Kollagen 
Typ IV, 
Fibronektin 
5 µg/cm2 

Zellzahl pro 
cm² 

Nach 
Bedarf 

62500 Nach 
Bedarf 

266667 Nach 
Bedarf 

pBCEC 
90000 
Astrozyten 
110000 

Wachstum 
bis Start 
der 
Behandlung 

Bis 80-
90 % 
Konfluenz 

1 Tag Bis 80-
90 % 
Konfluenz 

4 Tage Bis 80 % 
Konfluenz 

pBCEC 
6 Tage 
Astrozyten 
8-9 Tage 

bEND.3, Gehirnkapillarendothelzellen der Maus; ECIS, Electric Cell-Substrate Impedance Sensing; HEK-293, 
humane embryonale Nierenzellen; MDCK-II-Zellen, Zelllinie Madin-Darby canine kidney; pBCEC, primäre 
bovine Gehirnkapillarendothelzellen; PLL, Poly-L-Lysin; RSK, Rattenschwanzkollagen. 
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2.3.2 Funktionale Assays 

Um den Einfluss der Peptide auf die parazelluläre Abdichtung der verwendeten Zelllinien zu 

untersuchen, wurden sowohl Widerstands- als auch Permeationsmessungen durchgeführt. Die 

parazelluläre Ionendurchlässigkeit wurde über die Messung des transzellulären elektrischen 

Widerstands (TER) bestimmt, die Durchlässigkeit für Moleküle verschiedener Größen über 

Permeationsmessungen. Darüber hinaus wurden Vitalitätsassays durchgeführt, um zytotoxi-

sche Peptideffekte ausschließen zu können. 

 

2.3.2.1 Transzellulärer elektrischer Widerstand 

Für die Bestimmung des TER wurde bei bEND.3-Zellen die Methode des Electric Cell-

Substrate Impedance Sensing (ECIS) angewendet, bei den primären Gehirnkapillarendothel-

zellen und den MDCK-II-Zellen die Messung mit der Handelektrode. Die TER-Messung ist 

eine etablierte Methode zur quantitativen Bestimmung der Dichtheit epithelialer und endothe-

lialer Zellschichten in vitro (Benson et al., 2013; Cereijido et al., 1993; Wegener et al., 1996). 

Nach dem ohmschen Gesetz kann nach dem Anlegen einer kleinen Wechselspannung der 

TER unter Berücksichtigung der Wachstumsfläche und des Leerwertes wie folgt berechnet 

werden: 

 
��� = ������	
��
�
 − ��������
� × �   �Ω× ��2� 

�����	
��
�
 Widerstand der Zellschicht zwischen   �Ω� 
apikalem und basolateralem Kompartiment 

��������
  Widerstand ohne Zellen zwischen apikalem  �Ω� 
und basolateralem Kompartiment 

�  Wachstumsflache     ����� 
 

Für die ECIS-Messung wachsen die Zellen auf einem Gold-Elektrodensystem. Damit ist eine 

Echtzeit-Messung des TER bei angelegter Wechselspannung nach definierten Zeitintervallen 

möglich. Die Messung wurde bei verschiedenen Frequenzen zwischen 100 und 80000 Hz 

durchgeführt. Da bei hohen Frequenzen (> 40000 Hz) der Strom über die Zellen fließt, sind 

niedrigere Frequenzen interessant, um Rückschlüsse auf den parazellulären Widerstand zu 

erhalten (AppliedBiophysics, 2017). Daher wurde der parazelluläre Widerstand bei 4000 Hz 

bestimmt.  

Die kultivierten bEND.3-Zellen bilden auf den Elektroden nach 24 h einen stabilen TER von 

1447±247 Ω×cm2 (n=10, peptidfreie Mediumkontrollen) im Vergleich zur zellfreien Kon-

trolle mit 236±25 Ω×cm2 aus. Damit sind die Werte vergleichbar mit TER-Werten, die für 
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andere Endothelzellen bestimmt wurden (Stolwijk et al., 2015; Szulcek et al., 2014). Die Mes-

sung wurde nicht länger als 72 h durchgeführt (24 h Wachstumsphase, 48 h Peptidbehand-

lung), da anschließend die Zellen durch einen abfallenden TER nicht mehr geeignet waren 

(Anhang 1). Die Zellen wurden im Plateau (nach ca. 24 h) mit Peptiden (75-300 µM) oder 

Medium für 24 h behandelt. Für Regenerationsexperimente wurde das peptidhaltige Medium 

jeweils nach 16 h durch frisches bEND.3-Komplettmedium ersetzt und die Regeneration für 

weitere 32 h gemessen.  

Der TER von MDCK-II-Zellen (Wildtyp (WT) und YFP-mClaudin-5) sowie primären Ge-

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

Handelektrode (Dreifachbestimmung um 120° versetzt, 37°C) vor und nach Peptidbehandlung 

nach definierten Zeitintervallen gemessen. MDCK-II-Zellen wurden apikal mit 300 µM Pep-

tid oder Medium für 48 h behandelt. Bei der Behandlung wurde das basolaterale Medium 

durch frisches Komplettmedium ausgetauscht.  

Um ein möglichst ungestörtes Wachstum der primären Gehirnendothelzellen zu gewährleis-

ten, wurde apikal die Hälfte des Mediums durch peptidhaltiges Medium (finale Konzentra-

tion: 75-300 µM) oder Komplettmedium ausgetauscht. Im basolateralen Kompartiment wurde 

kein Mediumwechsel vorgenommen. 

Der TER wurde jeweils als Widerstand × Fläche (Ω×cm2) angegeben und auf die zellfreie 

Mediumkontrolle normiert. Vor der Behandlung lagen die TER-Werte für die MDCK-II-

YFP-mClaudin-Zellen bei 73,1±7,5 Ω×cm2 und für die bovinen Zellen bei 493±48 Ω×cm2 

(abzüglich Leerkontrolle, repräsentative Werte eines Experimentes, n=20 bzw. n=17). 

 

2.3.2.2 Permeationsmessung 

Permeationsmessungen der MDCK-II-Zellen (WT und YFP-mClaudin-5) sowie primären 

Gehirnkapillarendothelzellen (Kontaktkultur mit Astrozyten) in Filterkulturen wurden nach 

48-stündiger bzw. 24-stündiger Peptidbehandlung durchgeführt. Zuvor wurde die Unversehrt-

heit des Zellrasens mittels Phasenkontrastmikroskop bestimmt. Anschließend wurden die Fil-

ter mit Permeationslösung (37°C, HBSS+/+ (Hank’s Buffered Salt Solution mit Ca2+ und 

Mg2+), 5 % FKS, 10 mM HEPES) zweimal apikal und basolateral gewaschen. Die Permeation 

(bei 37°C) wurde von Lucifer Yellow (LY, 100 µM), 10 und 40 kDa Fluoreszein-Isothyiocya-

nat (FITC)-Dextran (FD10, 8 µM; FD40, 2,5 µM), FITC-Albumin (1,2 µM), 155 kDa Tetra-

methylrhodamin-Isothyocyanat (TRITC)-Dextran (0,5 µM) und Doxorubicin (25 µM) be-

stimmt. Die Größenmarker (gelöst in Permeationslösung) wurden apikal hinzugefügt. An-

schließend wurde die Fluoreszenzintensität der Größenmarker (Fluoreszenzeigenschaften 
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s. Tab. 16) nach verschiedenen Zeitintervallen (10, 25, 50 min) in 600 µL basolateraler 

Permeationslösung mittels Plattenmessgerät gemessen und der Permeatioskoeffizient (PK) 

nach folgender Formel berechnet (Staat et al., 2015): 
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 !
 
  Permeabilität des Größenmarkers   � +,*�-� 

A Wachstumsfläche des Filters  ����� 
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Vor der Behandlung der MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen wurden Permeationskoeffizien-

ten (cm/s) um (3,2±1,9)×10-6 (Doxorubicin, 580 Da); (4,2±3,1)×10-6 (Lucifer Yellow, 

457 Da); (1,6±1,1)×10-6 (FD10, 10 kDa); (1,2±1,5)×10-6 (FD40, 40 kDa); (9,1±5,0)×10-7 

(FITC-Albumin, 67 kDa) und (2,8±1,2)×10-7 (TRITC-Dextran, 155 kDa) gemessen. Die Luci-

fer-Yellow-Permeabilität lag bei unbehandelten Filterkulturen der primären Gehirnendothel-

zellen mit Astrozyten bei (3,7±0,8)×10-6 cm/s.  

 

2.3.2.3 Vitalitätsassays 

Konfluente Zellen wurden für 24 h bzw. 48 h in Komplettmedium mit Peptiden (300 µM), 

Triton X-100 (0,01 %) oder peptidfreiem Medium kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit 

PBS+/+ (Phosphate buffered saline mit Ca2+ und Mg2+) wurden die Zellen entweder mit 

200 µl MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid; 0,5 g/ml) 

oder mit Neutralrot (50 µg/ml) in Zellkulturmedium ohne Phenolrot inkubiert (3 h, 37°C). 

Beide Assays basieren auf dem Nachweis lebender Zellen. MTT wird von den Zellen zu 

unlöslichem, violettem Formazan umgewandelt, welches in den Zellen als Präzipitat akkumu-

liert und direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen ist. Der Umwandlungsprozess des 

Farbstoffs ist nicht vollständig aufgeklärt, beruht aber höchstwahrscheinlich auf einer Reduk-

tion von NADH durch Reduktasen in Mitochondrien, Zytoplasma, Endosomen, Lysosomen 

und der Plasmamembran (Bernas und Dobrucki, 2002; Berridge et al., 2005; Liu et al., 1997). 

Neutralrot reichert sich durch passive Diffusion in den Lysosomen an und bindet dort über 

hydrophobe Wechselwirkungen an die lysosomale Matrix (Nemes et al., 1979; Winckler, 

1974).  

Nach anschließendem Waschen (2x, PBS+/+) wurden die zellulär akkumulierten Farbstoffe 

mittels Extraktionslösung gelöst (für MTT-Assay: 5 % Triton X-100, 95 % Isopropanol; für 
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Neutralrot-Assay: 2 % Essigsäure, 50 % Ethanol (99 %)). Nach 10-minütigem Schütteln 

(800 U/min) wurde die Absorption mittels Plattenmessgerät bestimmt (MTT: 570 nm; 

Neutralrot: 540 nm). 

 

2.3.3 Mikroskopische Untersuchungen 

2.3.3.1 Immunfluoreszenzfärbung 

Zur Untersuchung der Peptideffekte auf die Zellintegrität, -morphologie und Proteinexpres-

sion wurden bEND.3-Zellen und primäre Gehirnkapillarendothelzellen, nach Peptidbehand-

lung (75-300 µM) fixiert und immunzytochemisch gefärbt. Dazu wurden bEND.3-Zellen auf 

Deckgläschen und primäre Gehirnkapillarendothelzellen auf Transwell-Filtern für 24 h behan-

delt. Zur Bestimmung des Regenerationspotenzials der bEND.3-Zellen nach Peptidgabe 

wurden diese nach einer 16-stündigen Behandlung mit frischem Komplettmedium für weitere 

32 h inkubiert.  

Nach initialem Waschen des Zellrasens mit PBS+/+ folgte eine Fixierung in kaltem Aceton 

(5 min) und Ethanol (1 min). Unspezifische Bindungsstellen der Zellen wurden blockiert 

(PBS+/+, 5 % Milchpulver, 0,05 % Tween®20, 1 h, RT). Die Zellen wurden mit Primäranti-

körpern und mit Fluoreszenzmolekül-gekoppelten Sekundärantikörpern (s. Tab. 11) inkubiert 

(in PBS+/+ mit 0,25 % Milchpulver, je 1 h, RT). Vor der Sekundärantikörper-Inkubation 

wurde der Zellrasen mit PBS+/+ mit 0,25 % Milchpulver gewaschen, danach mit PBS+/+. 

Die Nuklei wurden mit Hoechst 33342 (5 µM in PBS+/+, 5 min, RT) gefärbt. Anschließend 

wurden Deckgläschen und Filtermembranen auf Objektträgern mit ImmuMount eingedeckt 

und Bilder mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 780 aufgenommen. Das 

Programm ImageJ diente der Berechnung der Zell-Zirkularität mithilfe von Claudin-5-gefärb-

ten Zellmembranen. Dazu wurde folgende Formel verwendet: 

 

./012340/5ä5 = 48 × ����9�ä
��
:*9;-,<     Zellfläche (µm2) 

       Umfang  (µm) 

 

Zellen mit einem Zirkularitätswert, der sich an 0 annähert, sind typischerweise durch eine 

elliptische Spindelform charakterisiert. Ein Wert von 1 ergibt einen Kreis. Dadurch kann der 

Einfluss der Peptidwirkung auf die Zellmorphologie beurteilt werden (Abb. 9A). 
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Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitäten mittels ImageJ wurde ein definiertes Band mit 

2 µm Breite um die Plasmamembranen gelegt. Die gemessenen Intensitäten des Bandes geben 

Rückschlüsse auf die Membran-lokalisierte Proteinexpression und die Intensitäten der vom 

Band begrenzten Fläche auf die intrazelluläre Expression (Abb. 9B).  

 

 
Abb. 9: Quantifizierung der Zell-Zirkularität und d er Fluoreszenzintensitäten von Zell-Zell-Kontakt-
proteinen in Immunfluoreszenzfärbungen mit ImageJ. Beispiel Claudin-5 (grün). (A) Messung der Zellflä-
che und des Zellumfangs (grüne Fläche) zur Berechnung der Zirkularität (4π × Zellfläche/Umfang2). Wert gegen 
0: Ellipse, Wert gegen 1: Kreis. (B) Bestimmung der Lokalisation der Zell-Kontaktproteine durch Messung der 
Fluoreszenzintensitäten intrazellulär (Sterne) und im Membranbereich (Pfeile) durch Anlegen eines Bandes 
(2 µm Breite). 

 

2.3.3.2 Lebendzell-Mikroskopie 

Zur Untersuchung der zeitabhängigen Peptidaufnahme wurden bEND.3-Zellen auf Deckgläs-

chen mit TAMRA-Peptiden oder TAMRA (jeweils 10 µM, 1 % DMSO) für verschiedene 

Zeitpunkte inkubiert (15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h). Zur zellulären De-

tektion der Fluoreszenz-markierten Peptide wurde der Zellrasen zunächst mit HBSS+/+ gewa-

schen und die Nuklei mit Hoechst 33342 (5 µM in HBSS+/+) gefärbt. Nach erneutem Wa-

schen wurden die Zellen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (λex = 561 nm, λem = 

563-699 nm) untersucht. Für Zeitpunkte über 4 h betrug die Laserintensität 24 % (Blende 

40 µm); für Zeitpunkte unter 4 h 30 % (Blende 165 µm), um ausreichende Laserintensitäten 

messen zu können. Es wurden ca. 20 Bilder aus mehreren Ebenen im Abstand von 1 µm 

aufgenommen (Z-Stapel), um die Peptidverteilung dreidimensional zu untersuchen. Pro Probe 

wurde ein Mittelwert aus mindestens drei Z-Stapeln gebildet. Die TAMRA-Intensitäten inner-

halb der Zellen wurden pro Ebene mittels ImageJ bestimmt und die Summe aller detektierten 

TAMRA-Signale eines Z-Stapels berechnet.  

Um eine Interaktion von Claudin-5-Peptiden mit Tight-Junction-Proteinen zu untersuchen, 

wurden monotransfizierte HEK-293-Zellen, die stabil YFP-markierte Claudine und Occludin 

exprimieren (s. Tab. 17), mit 300 µL Peptiden oder Medium behandelt. Nach 24 h wurde der 
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Zellrasen mit HBSS+/+ gewaschen und mit Hoechst 33342 (5 µM in HBSS+/+) gefärbt. Da 

die Tight-Junction-Proteine mit gelb-fluoreszierendem YFP gekoppelt waren, wurden sie mit-

tels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert (λex = 488 nm, λem = 491-535 nm) und 

Bilder aufgenommen. Zur Messung des Peptideinflusses auf die Membranlokalisation der 

Claudine und Occludin wurde ein definiertes Band mit 1 µm Breite um die Zellmembran ge-

legt und die Fluoreszenzintensität mit ImageJ bestimmt.  

 

2.3.3.3 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie 

Die Gefrierbruch-Methode gibt Einblicke in die Ultrastruktur von Tight Junctions (Wolburg 

et al., 2003a) durch die Aufspaltung der Membran in die protoplasmatische Hälfte (P-Face) 

und die exoplasmatische Hälfte (E-Face). 

Konfluente bEND.3-Zellen wurden mit 300 µM Peptid oder Mediumkontrolle für 24 h behan-

delt. Die Zellen wurden mit PBS+/+ gewaschen, mit Glutaraldehyd (2,5 % in 0,1 M Caco-

dylatpuffer pH 7,4, 2 h, RT) fixiert und in Cacodylatpuffer bei 4°C gelagert. Die Gefrier-

bruch-Elektronenmikroskopie wurde in Kooperation mit Dr. P. Fallier-Becker (Universitäts-

klinik Tübingen, Institut für Pathologie und Neuropathologie, Tübingen) durchgeführt. Die 

adhärenten Zellen wurden in 30 % Glyzerol für 30 min inkubiert (Gefrierschutz) und an-

schließend mit einem Plastikschaber von der Unterlage abgenommen. Ein Tropfen der Zell-

suspension wurde zwischen zwei Goldplättchen überführt und in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Die Zellen wurden in einer Gefrierbruchanlage bei -150°C und 5×10-6 bar aufge-

brochen. Die Bruchflächen wurden im gekühlten Vakuum mit Platin (3 nm, Winkel 45°) und 

zur Stabilisierung der Replikas mit Kohle (30 nm, Winkel 90°) bedampft. Die Replikas wur-

den in Natriumhypochlorit gereinigt, mit destilliertem Wasser mehrfach gewaschen und auf 

ein mit Pioloform beschichtetes Kupfernetz überführt. Die Analyse der Replikas erfolgte mit 

dem Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM10. Da Claudin-5-abhängige Tight Junc-

tions mit der E-Face assoziieren (Piontek et al., 2008; Rossa et al., 2014) wurde mittels 

ImageJ die Anzahl der Tight-Junction-Partikel auf die Stranglänge in µm 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 RNA Purification Kit wurden Zellen 

und Organe wie folgt vorbereitet: bEND.3-Zellen wurden nach Peptidbehandlung (300 µM, 
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24 h) in 48-Well-Platten gewaschen (auf Eis, 2mal, PBS+/+). Anschließend wurden die Zel-

len in Lysepuffer (im Kit enthalten) aufgenommen und die RNA im Zelllysat nach Hersteller-

angaben isoliert und in Nuklease-freiem Wasser aufgenommen. Isolierte Gehirnkapillaren 

wurden ebenso in Lysepuffer aufgenommen und die RNA isoliert.  

Zur RNA-Isolation aus Mausorganen wurden Claudin-12-KO- oder WT-C57BL/6-Mäuse 

(30-40 Wochen alt) durch zervikale Dislokation getötet und folgende Organe und Gewebe 

entnommen: Großhirnrinde, Milz, Speicheldrüse (Glandula submandibularis), Lunge, Leber, 

Nierencortex, Duodenum, Jejunum, Ileum, Colon, Pankreas, Testis, Uterus, Harnblase. Für 

Expressionsuntersuchungen im Myokard wurde der Herzapex ohne Ventrikelendokard und 

Septumgewebe entnommen (Alter der Mäuse: 15-28 Wochen).  

Je Gewebe wurden ca. 5 mg in Lysepuffer homogenisiert und nach Angaben des Herstellers 

gereinigt. Zur Reduktion von Verunreinigungen durch DNA wurde zusätzlich ein DNase-Ver-

dau (1 U/Probe) durchgeführt (s. Anleitung GeneMATRIX UniversalRNA Purification Kit).  

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch anhand der Absorption bei 260 nm gemessen. 

Zur Prüfung der Reinheit wurde darüber hinaus das Verhältnis der Absorption bei 260 nm und 

280 nm bestimmt.  

 

2.4.1.2 cDNA-Synthese 

cDNA wurde mit dem Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit synthetisiert. Die Kom-

ponenten des Reaktionsansatzes und das Synthese-Protokoll sind in Tab. 22 zusammenge-

fasst. Um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschließen, wurde als Kontrollsyn-

these eine Reaktion ohne Reverse Transkriptase mitgeführt.  

 

Tab. 22: Reaktionsansatz und Protokoll für die cDNA-Synthese 

Komponente Konzentration PCR-Protokoll Temperatur Zeit 

Reaktionsmix (5x) 1x Einleitende  
Inkubation 

25°C 10 min 

Maxima Enzym-Mix 2 µl Reverse 
Transkription 

50°C 15 min 

Proben-RNA 5 ng/µl Beendigung der 
Reaktion 

85°C 5 min 

Nuklease-freies H2O ad 20 µl Kühlschritt 4°C ∞ 
PCR, Polymerase-Kettenreaktion. 
  



Material und Methoden 

45 
 

2.4.1.3 Quantitative real-time Polymerase-Kettenrea ktion 

Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) wurde mit dem StepOnePlus® 

Real Time PCR-System unter Verwendung des Luminaris Color HiGreen high ROX qPCR-

Mastermix durchgeführt. Der Mastermix enthält eine Taq-Polymerase, die bei Raumtempera-

tur inaktiv ist. Ein fluoreszierender Farbstoff emittiert Licht nach Bindung an doppelsträngige 

cDNA, die während der PCR vervielfältigt wird. Die Komponenten des Reaktionsansatzes 

und das qRT-PCR-Protokoll sind in Tab. 23 zusammengefasst. Maus-spezifische Primer 

(Tab. 15) wurden mit Primer3Plus (Untergasser et al., 2012) entworfen und ihre Bindungs-

spezifität mittels BLAST® getestet. 

 

Tab. 23: Reaktionsansatz und Protokoll für die qRT-PCR 

Komponente Konzen-
tration 

PCR-Protokoll Temperatur Zeit Zyklus-
anzahl 

Luminaris Color 
HiGreen qPCR 
Master-Mix (2x) 

1x Uracil-DNA-
Glykosylase- 
Vorbehandlung 

50°C 2 min 1 

Primer (for) 0,3 µM Einleitende  
Denaturierung 

95°C 10 min 1 

Primer (rev) 0,3 µM Denaturierung 95°C 15 s 
40 

Proben-cDNA 0,2 ng/µl Annealing/Extension 60°C 60 s 

Nuklease-freies H2O ad 20 µl     
for, Vorwärts-Primer; qRT-PCR, quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion; rev, Rückwärts-Primer. 

 

Zur Auswertung der Daten wurde für alle getesteten Gene der Schwellenwert im linearen Be-

reich der exponentiellen Vervielfältigungsphase (Extension) bei 0,4 gesetzt. Dieser Wert gibt 

die normierte Intensität des Reporter-Farbstoffes (SYBR Green I) an. Somit konnte für alle 

Gene der Zykluswert abgelesen werden, bei dem die Intensität den gesetzten Schwellenwert 

erreicht hatte (Ct-Wert). Da die Intensität des Farbstoffs proportional zur vervielfältigten 

DNA-Menge ist, wurde eine quantitative Bestimmung der Zielgene relativ zum Kontrollgen 

β-Aktin nach folgenden Formeln errechnet: 

 

∆>5 = >5?@%A
�-−>5����,�-    >5 Schwellenwertzyklus 
 
Zielgenexpressionnormiert	= 2∆B
 
 

Durch die Analyse der Primer-Schmelzkurven (gradueller Temperaturanstieg um 0,3°C von 

60 bis 90°C) konnten spezifische von unspezifischen Produkten unterschieden werden. Die 

Effizienzen der verwendeten Primer lagen im Bereich zwischen 1,95 und 2,04 (Berndt, 2017; 

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

Inwieweit die Peptide an Albumin binden, sollte mittels Dialyse nachgewiesen werden. Dazu 

wurde bovines Serumalbumin (BSA) in physiologischer Konzentration von ~40 g/l (Peters, 

1996) in HBSS+/+ gelöst. Fluoreszenzmolekül-markierte Peptide (~3000 Da), Evans Blue 

(961 Da), Na-Fluoreszein (NaFl, 376 Da) oder TAMRA (430 Da) wurden mit einer Kon-

zentration von 200 µM in BSA-Lösung gelöst und gegen peptidfreie BSA-Lösung 72 h bei 

4°C dialysiert. Die Molekulargewichtsgrenze (12-14 kDa) wurde so gewählt, dass die Mem-

bran für die oben genannten Peptide und Farbsubstanzen jedoch nicht für Albumin (~66 kDa) 

permeabel ist. Nach Abschluss der Dialyse wurden Proben entnommen und der Gehalt an 

Fluoreszenz-markierten Peptiden außerhalb des Dialyseschlauches mittels Plattenmessgerät 

bestimmt. Die Berechnung der Albumin-ungebundenen Substanzmengen erfolgte nach fol-

gender Formel: 

 
C0D/D	E2FG54HI	 = C�äJß���		L�;�M	�AN*O;�
�*�-
� − C�PJ99���  in willkürlichen Einheiten 

F, Fluoreszenzintensität 

 

Evans Blue bindet in der verwendeten Konzentration fast vollständig an Albumin (Rawson, 

1943) und wurde daher als Referenz verwendet. Im Gegensatz dazu zeigt Na-Fluoreszein eine 

sehr geringe Plasmaproteinbindung (Wolman et al., 1981). 

 

2.5 In-vivo - und ex-vivo -Untersuchungen 

Die Versuchsmäuse wurden im Tierstall des Max-Delbrück-Centrums für Molekulare Medi-

zin in Standardkäfigen mit einem 12-h-Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Wasser und Futter wur-

den ad libitum zur Verfügung gestellt. Die Experimente wurden entsprechend dem Tier-

schutzgesetz durchgeführt und vom Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) 

genehmigt: Tötung für Organentnahme T0457/09 vom 16.11.2009; Gewebeentnahme für 

Genotypisierung O0369/11 vom 14.02.2011; Peptidexperimente G0030/13 vom 23.04.2013. 

 

2.5.1 Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn 

Zur Bewertung des Potenzials der Claudin-5-Peptide auf die BHS-Permeabilität in vivo wur-

den in C57BL/6-Mäuse (10-19 Wochen alt, 18-23 g) in PBS+/+ gelöste Peptide (3,5 µmol/kg) 

oder PBS+/+ injiziert (i.v., laterale Schwanzvene). Nach 1, 4, 12 oder 24 h folgte eine Na-

Fluoreszein-Injektion (376 Da; 0,5 mmol/kg; i.v., laterale Schwanzvene). Als Molekularge-
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wichtsmarker ist Na-Fluoreszein durch eine sehr geringe Plasmaproteinbindung für Untersu-

chungen zur BHS-Permeabilität gut geeignet (Kaya und Ahishali, 2011; Wolman et al., 1981). 

Weitere untersuchte Applikationsregime waren eine Zweifach- (Peptid: t=0, 2 h; Na-Fluo-

reszein: t=4 h) und Dreifachinjektion (Peptid: t=0, 16, 19 h; Na-Fluoreszein: t=21 h).  

Jeweils 10 min nach der Na-Fluoreszein-Injektion erfolgte eine Injektionsnarkose (i.p.) mit 

Ketamin (120 mg/kg) und Xylazin (16 mg/kg). Durch eine transkardiale Perfusion wurde Na-

Fluoreszein im Blut entfernt. Dazu wurden die Mausherzen präpariert und über eine 

Schmetterlingskanüle im linken Ventrikel mit Perfusionspuffer (25 ml PBS+/+, 6250 I.E. He-

parin, 4 ml/min) perfundiert. Ein Einschnitt des rechten Vorhofs diente dem vollständigen 

Austritt des Blutes durch das Spülen mit dem Perfusionspuffer. Großhirnhälften, Nieren und 

Leberlappen wurden in Methylbutan auf Trockeneis eingefroren. Die Organe wurden in 

PBS+/+ homogenisiert und mit Trichloressigsäure (finale Konzentration 30 %, w/v) gefällt 

(im Dunkeln, über Nacht, 4°C). Homogenisierte Organe wurden zentrifugiert (19000×g, 

15 min, 4°C) und die Fluoreszenzintensität im Überstand mittels Plattenmessgerät gemessen 

(λex=485 nm/λem=520 nm). Die Na-Fluoreszein-Aufnahme in die Organe wurde auf das 

Organgewicht bezogen (µgNaFl/mgOrgan) und relativ zum Kontrollpeptid C2C2 dargestellt. 

Als weitere Methode zur Bestimmung der Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn wurden in 

Kooperation mit Prof. Dr. A. Andjelkovic-Zochowski und Dr. S. Stamatovic (Universität 

Michigan, USA) die Peptide in die rechte A. carotis communis (3,5 µmol/kg Peptid in physi-

ologischer NaCl-Lösung) injiziert. Nach 10 min erfolgte eine Na-Fluoreszein-Injektion (i.p., 

1 mol/kg, 30 min). Sowohl die Operation zur Peptidinjektion in die A. carotis communis als 

auch die transkardiale Perfusion wurden unter Narkose durchgeführt (i.p., 100 mg/kg Keta-

min, 10 mg/kg Xylazin). Die transkardiale Perfusion wurde wie oben beschrieben durchge-

führt. Vor der Perfusion wurde linksventrikuläres Vollblut entnommen, im Verhältnis von 1:4 

mit Zitratpuffer (3,2 %) gemischt und zentrifugiert (750×g, 10 min, RT). Das gewonnene 

Blutplasma und die nach der Perfusion entnommenen Organe wurden in Tris-Puffer (50 mM, 

pH 7,4) homogenisiert und zentrifugiert (1000×g, 30 min, RT), der Überstand im Verhältnis 

von 1:1 mit Methanol gemischt und erneut zentrifugiert (1000×g, 10 min, RT). Die Fluo-

reszenzintensität im Überstand wurde wie oben beschrieben mit dem Plattenmessgerät gemes-

sen und die Na-Fluoreszein-Konzentration im Gehirn auf die Konzentration im Blutplasma 

normiert (CGehirn (µg/ml)/CBlut (µg/ml) pro gGehirn).  
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2.5.2 Magnetresonanztomographie 

Die Magnetresonanztomographie (MRT) wurde als weitere Methode eingesetzt, um das Po-

tenzial der Claudin-5-Peptide zur Steigerung der BHS-Permeabilität in vivo zu bestätigen. 

Dazu wurden in C57BL/6-Mäuse Peptide (3,5 µmol/kg) oder PBS+/+ injiziert (i.v., Schwanz-

vene). Die MRT-Bildgebung erfolgte 4 h nach Peptidinjektion und wurde in Kooperation mit 

Prof. Dr. T. Niendorf, Dr. M.-C. Ku und Dr. A. Pohlmann (Berlin Ultrahigh Field Facility, 

MDC, Berlin) durchgeführt. Dreißig Minuten vor der MRT-Untersuchung wurde den Mäusen 

unter Isoflurannarkose (1,2-2,0 % in Luft) ein Schwanzvenenkatheter als Vorbereitung für die 

Kontrastmittelinjektion gelegt. Anschließend wurden die Tiere in eine gewärmte Halterung 

ins MRT-System (9,4 Tesla, Biospec 94/20) überführt. Atemfrequenz und Körpertemperatur 

wurden mittels Kontrollsystem (Model 1025) überwacht. 

Als Kontrastmittel, welches unter Kontrollbedingungen nicht BHS-gängig ist, wurde Diethy-

len-Triamin-Pentaessigsäure Gadolinium III (Gd-DTPA, 547 Da, 1 mmol/kg) über 20 min i.v. 

mittels Spritzenpumpe (Model PHD 22/2000) injiziert. Eine Kontrastmittelgabe reduziert die 

T1-Relaxationszeit, daher wurden ∆T1-Übersichten als Differenz zwischen T1 vor Kontrast-

mittel- (T1prä) und nach Kontrastmittelapplikation (T1post) berechnet, um quantitative Informa-

tionen über die BHS-Gängigkeit des Kontrastmittels zu erhalten. Die T1-Relaxationszeit be-

schreibt die longitudinale Relaxation, d.h. die Zeit, die die Kernspins zum Aufrichten entlang 

des äußeren Magnetfeldes nach Abschalten des Hochfrequenzimpulses benötigen.  

 

2.5.2.1 Datenauswertung 

T1-Übersichten wurden über eine exponentielle Kurve an die Signalintensitäten der T1-ge-

wichteten Bilder angepasst. Zum Vergleich der relativen T1-Veränderungen wurde zunächst 

der ∆T1-Wert berechnet: 

 

∆�$ = QRS	TUVWRS	TXä Y − 1  (%) 

�$	O�ä  T1-Relaxationszeit vor Kontrastmittelgabe 

�$	ON	
  T1-Relaxationszeit nach Kontrastmittelgabe 

 

Auf die ∆T1-Übersichten wurde eine Schablone mit anatomischer Referenz (Waxholm Space, 

http://www.imaging.org.au/AMBMC/Mode) angewendet, die die lateralen Ventrikel und de-

ren periventrikulären Raum erfasste. Histogramme der periventrikulären ∆T1-Schablonen 

wurden mit ImageJ angefertigt und mittels Integration als kumulative Häufigkeiten darge-
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stellt. Zum quantitativen Vergleich zwischen Kontroll- und Peptidgruppe wurde das Maxi-

mum (dmax) der absoluten Unterschiede der kumulativen Häufigkeiten (Fc) berechnet:  

 

[*;\ = ]4^/�2�_C
�∆�$	�N-
�N���� − C
�∆�$	P�O
� �_ 
[*;\  maximaler Unterschied der kumulativen Häufigkeiten 

C
  kumulative Häufigkeit der Histogramme der ∆T1-Schablonen 

∆�$  Differenz T1-Relaxationszeit vor und nach Kontrastmittelgabe: (T1post/T1prä)-1 

 

2.5.3 Gliom-tragende Mäuse zur Chemotherapie nach P eptidapplikation 

Zur Überprüfung des Potenzials der Chemotherapieoptimierung nach vorangegangener Pep-

tidapplikation wurden Versuche am Tumormodell von der Firma EPO GmbH (Campus Buch, 

Berlin) durchgeführt. Dazu wurden immundefizienten Mäusen (NMRI-nu/nu, 5-6 Wochen alt, 

weiblich) humane Glioblastom-Zellen (U-87 MG-Zellen, 2×104) intrazerebral injiziert. Nach 

drei Tagen wurde das Claudin-5-Peptid D-AS-C5C2 oder PBS+/+ als Kontrolle injiziert 

(3,5 µmol/kg in PBS+/+, i.v., laterale Schwanzvene) und nach 3 h das Zytostatikum Paclitaxel 

appliziert (24 mg/kg ≙ 28 µmol/kg, i.v., laterale Schwanzvene). Die Behandlung wurde an 

drei aufeinanderfolgenden Wochen durchgeführt (Abb. 10), über den gesamten Behand-

lungszeitraum das Verhalten beobachtet und alle 3-4 Tage das Körpergewicht bestimmt. Nach 

der Behandlung wurden die Tiere zur Untersuchung makroskopischer Veränderungen autop-

siert, die Gehirne entnommen und in Methylbutan eingefroren. Die intrazerebrale Tumorflä-

che (in mm2) wurde anhand von Kresylviolett-gefärbten Kryoschnitten bestimmt, wobei Ge-

hirne, die kein Tumorwachstum oder einen nicht zerebralen Tumor zeigten, aus der Beurtei-

lung ausgeschlossen wurden.  

 

 
Abb. 10: Applikationsregime der Peptid-unterstützten Chemotherapie von Glioblastomen in immunde-
fizienten NMRI-nu/nu-Mäusen. Glioblastomzellen U-87 MG, 2×104, intrazerebrale Injektion. Claudin-5-Pep-
tid D-AS-C5C2 3,5 µmol/kg; Paclitaxel 28 µmol/kg; i.v.-Injektion (laterale Schwanzvene). 
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2.5.4 Untersuchungen an Claudin-12-defizienten Mäus en 

2.5.4.1 Stammherstellung und -züchtung 

Zur Untersuchung der Funktion von Claudin-12 wurden Claudin-12-defiziente Mäuse ver-

wendet. Die transgenen Chimären wurden mittels murinen, embryonalen Stammzellen des 

Klons 13208A-F12 (VelociGene®, http://www.velocigene.com/komp/detail/13208) in Blasto-

zysten aus Albino-C57BL/6J-Mäusen (B6(Cg)-Tyrc-2J/J, Jackson Laboratory, #000058) in 

Kooperation mit Herrn R. Naumann (Max-Planck-Institut für Molekulare Zellbiologie und 

Genetik, Dresden) hergestellt. Die Stammzucht erfolgte durch Dr. R. Blasig (Leibniz-

Forschungsinstitut für Molekulare Pharmakologie, Berlin). Beim Claudin-12-KO-Stamm 

(C57BL/6-Cldn12tm1(KOMP)Vlcg/Ph) handelt es sich um einen kongenen Inzucht-Stamm, der auf 

C57BL/6 zurückgekreuzt wurde. Homozygote Tiere haben eine schwarze Fellfarbe und 

weisen normale Körper-, Verhaltens- und Reproduktionsmerkmale auf. 

 

2.5.4.2 Genotypisierung 

Zur Genotypisierung wurden 1-2 mm2 Schwanz- oder Ohrgewebe der Mäuse (3-8 Tage alt) in 

50 µL Lysepuffer (3 U Proteinase K, 100 mM Tris-HCl pH 8,5, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS 

(Natriumdodecylsulfat), 200 mM Natriumchlorid) bei 55°C (16 h) und 85°C (45 min) inku-

biert. Die Proben wurden auf 4°C gekühlt und mit 100 µL Milli-Q®-Wasser verdünnt. An-

schließend wurde die PCR mit dem Taq-Polymerase-Kit angesetzt und die Proben-DNA nach 

folgendem Protokoll vervielfältigt (Tab. 24): 

 

Tab. 24: Reaktionsansatz und Protokoll für die Polymerase-Kettenreaktion zur Genotypisierung 

Komponente Konzentration PCR-Protokoll Temperatur Zeit Zyklus-
anzahl 

Pol Puffer B 1x Einleitende  
Denaturierung 

94°C 5 min 1 

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

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

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

Taq-Polymerase 1 U Finale 
Extension 

72°C 5 min 1 

Proben-DNA 1 µl Kühlschritt 4°C ∞ 1 

Milli-Q ®-H2O ad 26 µl     

dNTP, 2´-Desoxyribonukleosid-5´-Triphosphat; for, Vorwärts-Primer; PCR, Polymerase-Kettenreaktion; rev, 
Rückwärts-Primer; Taq, Thermus aquaticus. 
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Die PCR-Proben wurden im Verhältnis 1:10 verdünnt, mit Probenpuffer (DNA Gel Loading 

Dye) gemischt und auf ein 1,5-%iges Agarosegel mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid in TBE-Puf-

fer (Tris 45 mM, Borsäure 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3) aufgetragen und aufgetrennt (100 V, 

90 min). Als Größenmarker wurde eine DNA-Leiter bei der Auftrennung mitgeführt. Die 

durch Ethidiumbromid markierten DNA-Banden wurden durch Absorption von UV-Licht 

visualisiert. Anhand der verwendeten Primerpaare (Tab. 14) konnte für Claudin-12-WT-Tiere 

ein DNA-Produkt bei 501 Basenpaaren (BP) detektiert werden, für Claudin-12-KO-Tiere bei 

773 BP (Abb. 11).  

 

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

 

2.5.4.3 Permeabilität von Na-Fluoreszein und Evans Blue  

Zur Untersuchung des Einflusses der Claudin-12-Defizienz auf die Na-Fluoreszein- bzw. 

Evans-Blue-Aufnahme ins Gehirn wurde Claudin-12-KO- und WT-C57BL/6-Mäusen (14-

21 Wochen alt) Na-Fluoreszein (0,5 mol/kg) oder Evans Blue (0,26 mol/kg) injiziert (i.v., 

laterale Schwanzvene). Na-Fluoreszein und Evans Blue wurden schon in einer Vielzahl von 

Studien zur Untersuchung der BHS-Permeabilität eingesetzt (Abraham et al., 1996; Kozler 

und Pokorny, 2003; Wolman et al., 1981). Na-Fluoreszein wird als kleiner Molekularge-

wichtsmarker und Evans Blue durch die Bindung an Plasmaalbumin als großer Molekularge-

wichtsmarker verwendet. 10 min nach der jeweiligen Injektion wurde unter Narkose eine 

transkardiale Perfusion mit anschließender Organentnahme und Probenaufbereitung durchge-

führt (s. Kapitel 2.5.1). Die Fluoreszenzintensitäten wurden mittels Plattenmessgerat gemes-

sen (Na-Fluoreszein: λex= 485 nm/λem= 520 nm; Evans Blue: λex = 620 nm/λem = 680 nm). Die 

Farbstoff-Aufnahme in die Organe wurde auf das Organgewicht bezogen (µgFarbstoff/mgOrgan) 

und relativ zu den WT-Organen dargestellt. 
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2.5.4.4 Gewinnung von primären Gehirnkapillaren 

Claudin-12-KO oder WT-C57BL/6-Mäuse (20-35 Wochen alt) wurden durch zervikale Dislo-

kation getötet. Nach Gehirnentnahme wurden die zerebralen Cortices separiert und mithilfe 

eines Dounce-Homogenisators manuell in 5 ml DMEM (4,5 g/l Glucose) homogenisiert. Das 

Gewebehomogenat wurde mit Dextranlösung (32 %, 5 ml in DMEM, 4,5 g/l Glucose) ge-

mischt und zur Myelinentfernung zentrifugiert (4500×g, 15 min, 4°C). Das Pellet, bestehend 

aus Gehirnkapillaren, wurde in 3 ml DMEM (4,5 g/l Glucose) resuspendiert und erneut zentri-

fugiert (1500×g, 10 min, 4°C). Anschließend wurde das verbleibende Pellet resuspendiert und 

durch ein Nylonnetz (Porengröße 41 µm) filtriert. Die gereinigten Gehirnkapillaren wurden in 

DMEM (4,5 g/l Glucose) aufgenommen und zentrifugiert (1500×g, 10 min, 4°C).  

 

2.5.1 Peptidstabilität im Blutplasma 

C57BL/6-Mäusen (20-40 Wochen alt) wurde umgehend nach zervikaler Dislokation kardiales 

Blut aus dem linken Ventrikel entnommen. Das Blut wurde mit 25 I.E. Heparin pro ml Voll-

blut gemischt und zentrifugiert (750×g, 15 min, RT). Das gewonnene Blutplasma wurde mit 

Fluoreszein-gekoppelten Peptiden (10 µM) bei 37°C inkubiert. Nach definierten Zeitpunkten 

wurden Proben entnommen (0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 h). Darüber hinaus wurde als Kon-

trolle in Blutplasma gelöste Fluoreszein-Peptide (10 µM) mit Proteinase K (3 U/ml) verdaut 

(37 °C, 1 h) bzw. Fluoreszein-Peptide in H2O inkubiert (10 µM, 0, 24, 48, 72 h). Die Proben 

wurden mit 99-%igem Ethanol gefällt (30 min, 4°C). Nach dem Entfernen der gefällten Prote-

ine (Zentrifugation bei 20000×g, 15 min, 4°C) wurde der Überstand in Filterröhrchen 

(Molekulargewichtsgrenze 10 kDa) erneut zentrifugiert (14000×g, 15 min, RT). Dies diente 

der weiteren Reinigung. Die Durchflussfraktion wurde im Verhältnis von 1:4 in Laufpuffer 

verdünnt, mit Probenpuffer (Tab. 25) gemischt, erhitzt (95 °C, 5 min) und mittels 18-%igem 

Tris-Tricin-SDS-Polyacrylamide-Gel aufgetrennt (30 min 80 V, 90 min 100 V; Tab. 25). 

Nach dem gleichen Schema wurden die Kontrollproben inkubiert, gereinigt, aufgetrennt und 

gemessen. Zur Identifikation der Peptid-spezifischen Banden diente ein Molekular-

gewichtsmarker (Spectra™ Multicolor Low Range Protein Ladder), der ebenfalls elektropho-

retisch aufgetrennt wurde. Das Fluoreszein-Signal wurde mittels Fluoreszenzscanner FLA-

5000 gemessen (Anregung bei 473 nm) und die Bandenintensitäten mittels ImageJ quantifi-

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

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

225 mM Tris-HCl, 
pH 6,8 

100 mM Tris-HCl, 
pH 8,3 

3,1 ml H2Odest 2,9 ml Ethylenglykol  

5 % SDS 100 nM Tricin 1,25 ml 3 M Tris-
HCl pH 8,5 

2,5 ml 3 M Tris-HCl 
pH 8,5 

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

4,5 ml 40 % 
Acrylamid/ 
Bisacrylamid 19:1 

0,25 M 
Dithiothreitol 

 5 µl 40 % APS 10 µl 40 % APS 

0,05 % 
Bromphenolblau 

 20 µl TEMED 15 µl TEMED 

APS, Ammoniumperoxodisulfat; SDS, Natriumdodecylsulfat; TEMED, Tetramethylethylendiamin; Tris-HCl, 
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid. 

 

2.6 Histologische Methoden 

2.6.1 Probenvorbereitung und Kryoschnitte 

Nach zervikaler Dislokation von Claudin-12-KO- und WT-C57BL/6-Mäusen wurden die ent-

nommenen Herzen in Methylbutan auf Trockeneis eingefroren, Kryoschnitte kaudal begin-

nend angefertigt (8 µm) und auf Objektträger überführt. 

In Kooperation mit Prof. Dr. A. Andjelkovic-Zochowski und Dr. S. Stamatovic (Universität 

Michingan, USA) wurde C57BL/6-Mäusen Peptid injiziert (3,5 µmol/kg in 0,9 % NaCl, i.v.-

Injektion, laterale Schwanzvene). Nach 4 h folgte eine Fluoreszein-Dextran-Injektion (3 kDa, 

FD3; i.v., V. jugularis, 20 min, 1,1 µmol/kg) unter Ketamin/Xylazin-Narkose. Nach trans-

kardialer Perfusion (s. Kapitel 2.5.1) wurden die Gehirne entnommen, fixiert (4 % Paraform-

aldehyd (PFA), in PBS, über Nacht, 4°C), in flüssigem Stickstoff eingefroren und Kryo-

schnitte angefertigt.  

 

2.6.2 Immunhistochemie und Mikroskopie der Gewebesc hnitte 

Die Herz-Kryoschnitte auf den Objektträgern wurden mit Methanol fixiert (10 min, -20°C), in 

PBS-/- gewaschen und unspezifische Bindungsstellen blockiert (2 % BSA mit 0,1 % Triton 

X-100 in PBS-/-, 1 h, RT). Die Gewebeschnitte wurden mit Primärantikörpern (s. Tab. 11, in 

PBS-/- mit 0,5 % BSA, über Nacht, 4°C) inkubiert, gewaschen (PBS-/- mit 0,5 % BSA) und 

mit Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörpern (s. Tab. 11, in PBS-/- mit 0,5 % BSA, 1 h, 

RT) inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte mit PBS-/- sowie eine Inkubation mit Rhoda-

min-Phalloidin zur F-Aktin-Färbung (100 nM in PBS-/-, 30 min, RT) und mit Hoechst 33343 
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zur Nuklei-Färbung (5 µM, 5-10 min, RT). Nach kurzem Spülen in H2O wurden die Schnitte 

mit ImmuMount eingedeckt und mittels konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop untersucht 

(Detektionsparameter s. Alexa Fluor® 555, Tab. 13). Da der Apex der Herzproben für Ex-

pressionsanalysen entnommen wurde, wurden Bilder aus dem Bereich des linksventrikukären 

Myokards aufgenommen. 

Die Färbung der Gehirnschnitte erfolgte nach dem gleichen Prinzip (ohne Methanol-Fixie-

rung). Es wurden Bilder aus dem zerebralen Cortex aufgenommen. Durch die transkardiale 

Perfusion konnte ausgeschlossen werden, dass eine FD3-Detektion auf Rückstände in den 

Kapillaren zurückzuführen ist. 

 

2.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen  

Die Probenvorbereitung und elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden in Koope-

ration mit Dr. D. Puchkov der Abteilung „Cellular Imaging“ (Leibniz-Forschungsinstitut für 

Molekulare Pharmakologie, Berlin) durchgeführt. Dazu wurden Claudin-12-KO und WT- 

C57BL/6-Mäuse (28-33 Wochen alt) unter Narkose (i.p., Ketamin 120 mg/kg, Xylazin 

16 mg/kg) mit 4 % PFA in PBS-/- transkardial perfundiert (25 ml, 4 ml/min). Präparierte Her-

zen wurden in Fixierungspuffer (4 % PFA mit 2,5 % Glutaraldehyd und 0,1 M Cacodylatpuf-

fer, pH 7,4) überführt, in Osmium (VIII)-oxid (1 %) nachfixiert und mit Uranylacetat en bloc 

kontrastiert. Es folgte eine Dehydrierung mittels aufsteigendem Methanol-Gradienten. An-

schließend wurden die Gewebestücke mit einem Gemisch aus Propylenoxid und Epoxidharz 

infiltriert, in reinem Epoxidharz eingebettet und ultradünne Schnitte kaudal beginnend ange-

fertigt. Diese wurden auf ein Kupfernetz platziert und mittels Uranylacetat und Bleiacetat 

nachkontrastiert. Die Analyse erfolgte mit dem Transmissionselektronenmikroskop Zeiss 

EM900. Die Bilder wurden aus dem Bereich des linksventrikulären Myokards aufgenommen. 

 

2.8 Biophysikalische und -informatische Methoden 

2.8.1 Strukturelle Untersuchungen mittels Zirkulard ichroismus-Spektroskopie 

Zirkulardichroismus-Spektroskopie ist eine etablierte Methode zur Untersuchung der Sekun-

därstruktur von synthetischen Peptiden (Campagna et al., 1998). Die Messungen beruhen da-

rauf, dass optisch aktive Substanzen zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stark absor-

bieren. Daher wurden Claudin-5-Peptide (50 µM) in Phosphatpuffer (10 mM, pH 7,2) gelöst, 

um den Anteil an Sekundärstrukturelementen (α-Helix, β-Faltblatt, β-Schleife) zu bestimmen. 

Der verbleibende Anteil wurde als ungeordnet betrachtet. Durch die Zugabe des Tensids SDS 
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(0,5 mM in Phosphatpuffer) unterhalb der kritischen Mizellenkonzentration (9-10 mM, 

Niraula et al., 2014) sollte eine mögliche Induktion von β-Faltblattstrukturen überprüft wer-

den (Zhong und Johnson, 1992). Oberhalb der kritischen Mizellenkonzentration kann SDS 

zur Induktion und Stabilisierung von α-Helices führen (Gopal et al., 2012). Trifluorethanol 

(TFE, 60 %) weist die Eigenschaft auf, eine Induktion von α-Helices zu begünstigen (Buck, 

1998). 

Mit dem Spektropolarimeter J-720 wurde die Elliptizität im Wellenlängenbereich von 190-

260 nm (RT) in Quarzküvetten gemessen. Pro Messung wurden 8 Akkumulationen mit einer 

Auflösung von 0,1 nm und einer Messgeschwindigkeit von 20 nm/min erzeugt. Zur Analyse 

der Daten mit dem Programm Spectra Manager wurde unter Abzug des Puffer-basierten 

Spektrums und Berücksichtigung der Aminosäureanzahl die molare residuale Elliptizität [θ] 

berechnet (Corrêa und Ramos, 2009):  

 

[b] = 	 b
10 × � × [ × H																															�

grad × ���

[�h3 � 

θ	 Elliptizität		 	 	 	 (grad× 10@j)	
c	 Konzentration		 	 	 (mol/l)	
d	 Schichtdicke der Küvette  (cm) 

n	 Anzahl der Aminosäuren	
 

Charakteristisch für α-helikale Elemente in L-AS-Peptiden sind Elliptizitätsminima bei 208 

und 222 nm sowie einem Maximum bei 192 nm. Für β-Faltblatt-Strukturen gibt es ein Mini-

mum bei 217 nm und ein Maximum bei 195 nm. Ungeordnete Elemente zeigen ein Minimum 

<200 nm (Greenfield und Fasman, 1969). 

Die Bestimmung der prozentualen Neigung die entsprechenden Sekundärstrukturanteile aus-

zubilden, erfolgte mit dem Spectra Manager unter Verwendung von Referenzspektren (Yang 

et al., 1986). 
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2.8.2 Sequenz-Alignments  

Zur Bestimmung der Sequenzidentität wurden die Aminosäuresequenzen der Peptide mit der 

entsprechenden Sequenz der EZS1 von Claudinen und Occludin verglichen. Dazu wurde ein 

globales Alignment nach dem Needleman-Wunsch-Algorithmus mittels EMBOSS-Software 

(Rice et al., 2000) durchgeführt. Zur Berechnung der Sequenzidentität wurde eine 

BLOSUM62-Matrix verwendet, um sowohl weniger (z.B. Claudine) als auch stark abwei-

chende (z.B. Occludin) Proteinsequenzen zu vergleichen (Choudhuri, 2014).  

 

2.8.3 Molekulare Modellierung 

3D-Strukturmodelle der Peptide (bis 30 L-AS) wurden mit PEP-FOLD (Shen et al., 2014; 

Thevenet et al., 2012) vorhergesagt und Modelle mit den energetisch günstigsten Konforma-

tionen dargestellt. Die Strukturvorhersage von Claudin-5 wurde mittels I-TASSER (Roy et 

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

al., 2014) als Vorlage durchgeführt. Ein mittels CABS-dock erstelltes Interaktionsmodell 

(Kurcinski et al., 2015) wurde zwischen den EZS (AS 29-81, 138-161) des generierten Clau-

din-5-Modells und Peptidsequenzen nach Strukturvorhersage mit PSIPRED (Buchan et al., 

2013) erstellt. Die Modelle wurden mit dem Programm BIOVIA Discovery Studio dargestellt.  

 

2.8.4 Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW)±Standardabweichung (SD) oder MW±Standardfeh-

ler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. GraphPad Prism® 5.04 wurde für die statistischen Ana-

lysen verwendet. Zur einfaktoriellen Varianzanalyse wurden Vergleiche von mehr als zwei 

Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn durchge-

führt, zur zweifaktoriellen Varianzanalyse mit einem Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit 

anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni. Die MRT-Ergebnisse wurden mittels 

Kolmogorov-Smirnov-Test statistisch ausgewertet. Statistische Signifikanz wurde mit p ≤ 

0,05 (*/#), p ≤ 0,01 (**/##) und p ≤ 0,001 (***/###) angegeben, nicht signifikante weitere 

Ergebnisse mit ns oder ungekennzeichnet dargestellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Claudin-5-Peptidomimetika erhöhen die Permeabilität  der Blut-Hirn-
Schranke in vitro 

Die parazelluläre Route ist in der BHS durch die Interaktion der transmembranen Tight-Junc-

tion-Proteine über deren EZS abgedichtet (Piehl et al., 2010; Piontek et al., 2008). Dies ver-

hindert maßgeblich die BHS-Gängigkeit von mehr als 98 % der niedermolekularen und wei-

testgehend aller höhermolekularen Wirkstoffe (Pardridge, 2005). Da in den Tight Junctions 

der BHS eine Reduktion von Claudin-5 zu geringerer Barrieredichtkeit führt (Campbell et al., 

2008; Nitta et al., 2003), wurde dieses als Zielprotein gewählt, um die Durchlässigkeit der 

BHS für kleine hydrophile Wirkstoffe (z.B. Zytostatika) zu erhöhen. Dazu wurden Pepti-

domimetika eingesetzt, die gegen die ESZ von Claudin-5 gerichtet sind, um deren Effekt auf 

die BHS-Permeabilität zu untersuchen. 

 

3.1.1 Permeabilisierung von Endothelzellbarrieren 

Die Permeabilisierung von Endothelzellbarrieren mit Claudin-5-Peptiden (Sequenzen s. Kap. 

2.2) wurde zuerst in vitro nachgewiesen. Dazu dienten bEND.3-Zellen als BHS-Zellmodell, 

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

Zur Peptidbehandlung wurden sie auf ECIS-Elektroden kultiviert (Absolutwerte s. Kap. 

2.3.2.1), um eine TER-Verlaufsmessung als Maß für die Erhöhung der Ionendurchlässigkeit 

des Zellrasens zu ermitteln. Nach Behandlung mit den murinen Claudin-5-Peptiden (jeweils 

300 µM, 48 h) war der TER im Verhältnis zu Zellen, die mit peptidfreiem Medium inkubiert 

wurden, signifikant reduziert. Im Vergleich zur peptidfreien Mediumkontrolle blieb der TER 

des Kontrollpeptids C2C2 (300 µM) unverändert (nach 48 h: 100,0±9,7 zu 97,7±12,7 %). Die 

Peptide C5C2, D-AS-C5C2, C5C2[S22N], D-AS-C5C2[S22N] und D-AS-C5C2/shifted ver-

ringerten den TER innerhalb von 24 h auf ein konstantes Plateau, welches bis 48 h nach Be-

handlung anhielt. Die stärkste Reduktion zeigte C5C2[S22N] (auf 11,2±11,5 %) gefolgt von 

D-AS-C5C2/shifted (auf 33,7±24,5 %), D-AS-C5C2 (auf 37,4±14,5 %), D-AS-C5C2[S22N] 

(auf 53,1±13,4 %) und C5C2 (auf 59,7±13,1 %) (nach 48 h). Für die beiden N-terminal ver-

längerten Peptide C5C2/shifted und C5C2/N+5AS wurde eine TER-Reduktion nach 24 h auf 

37,0±14,3 % bzw. auf 34,0±6,3 % beobachtet. Ein erneuter TER-Anstieg auf 64,4±21,7 % 

bzw. auf 57,3±3,6 % folgte nach 48 h (Abb. 12). Für weitere Claudin-5-Peptide war der TER 

bis 48 h nach Behandlung nicht reduziert: die humane Peptidvariante von C5C2 (hC5C2), die 

murine C-terminale Verkürzungsvariante (C5C2/C-4AS) sowie die EZS2-Peptide C5/hEZS2 

(human) und C5/mEZS2 (murin, Anhang 3).  
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Abb. 12: Claudin-5-Peptide verringern zeitabhängig den transzellulären elektrischen Widerstand (TER) 
eines in-vitro-Modells der Blut-Hirn-Schranke. Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) an Ge-
hirnendothelzellen der Maus (bEND.3). Pfeil, Zugabe von Medium oder Medium mit 300 µM Peptid; n≥7; 
Mittelwert±SEM; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; ***, 
p<0,001; nicht signifikant (ns), p≥0,05 relativ zu peptidfreiem Medium. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Pep-
tide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt 
(4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-
C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted. 

 

Als weiteres unabhängiges BHS-Zellmodell wurden primäre bovine Gehirnkapillarendothel-

zellen als Kontaktkultur mit Astrozyten auf Filtern kokultiviert. Hiermit sollte der TER sowie 

die Permeabilität gegenüber dem kleinen Molekül Lucifer Yellow (457 Da) nach Peptid-

behandlung gemessen werden. Diese Zellen reagierten sensitiver auf eine Peptidbehandlung 

im Vergleich zur TER-Messung an bEND.3-Zellen, da eine Peptidkonzentration von 300 µM 

zur nahezu kompletten Barriereöffnung führte. Selbst nach Austausch mit peptidfreiem Me-

dium war diese nicht reversibel (Anhang 4). Um dies zu vermeiden, wurde die Peptidkon-

zentration von 300 µM auf 150 µM reduziert.  

Bei Peptidbehandlung (150 µM) wiesen die Claudin-5-Peptide C5C2 und C5C2[S22N] nach 

24 h sowohl eine signifikante TER-Reduktion als auch einen signifikanten Anstieg der Luci-

fer-Yellow-Permeabilität im Vergleich zur Mediumkontrolle auf. Für C5C2 ergab sich ein 

TER von 52,5±18,2 % und eine 2,0±0,8-fache Lucifer-Yellow-Permeabilität; für 

C5C2[S22N]: 1,7±2,0 % (TER) und 21,5±1,1-fach (Lucifer Yellow). Da der Effekt von 

C5C2[S22N] zu einer sehr starken Durchlässigkeit führte, wurde die Konzentration nochmals 

auf 75 µM reduziert, wobei die TER-Reduktion (auf 65,4±11,8 %) und die Permeabilitäts-

steigerung für Lucifer Yellow (1,5±0,8-fach) vergleichbar mit der C5C2-Wirkung bei 150 µM 

war. Das Kontrollpeptid C2C2 hatte keinen Effekt auf TER und Permeabilität (Abb. 13).  

Die verwendeten zellulären BHS-Modelle bestätigten somit eine Claudin-5-Peptid-abhängige 

Barrierepermeabilität.   
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Abb. 13: Claudin-5-Peptide permeabilisieren primäre Gehirnkapillarendothelzellen. Primäre bovine 
Gehirnkapillarendothelzellen kultiviert als Kontaktkultur mit Astrozyten aus der Ratte. Relativer transzellulärer 
elektrischer Widerstand (TER, linke Ordinate, gemessen mit Handelektrode) und relativer Permeationskoeffi-
zient für Lucifer Yellow (457 Da, rechte Ordinate) 24 h nach Inkubation mit Medium oder Medium mit Peptid 
(75/150 µM). Gestrichelte Linie, Mittelwert der Mediumkontrolle. n≥3; Mittelwert±SD; Kruskal-Wallis-Test mit 
anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 relativ zu peptidfreiem Me-
dium. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N). 

 

3.1.2 Reversibilität und Konzentrationsabhängigkeit  der Wirkung von Claudin-5-
Peptiden auf endotheliale Zellen 

Da die permeabilisierende Wirkung der Claudin-5-Peptide bestätigt wurde, sollte untersucht 

werden, ob der Effekt reversibel ist. Dazu wurden Endothelzellen (bEND.3-Zellen) für 16 h 

mit Peptiden behandelt. Anschließend wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, sodass das 

Regenerationspotenzial des TER in peptidfreiem Medium bestimmt werden konnte.  

Es zeigte sich bei einer Peptidkonzentration von 300 µM für die Claudin-5-Peptide C5C2, 

C5C2[S22N], C5C2/shifted und ihre jeweiligen D-AS-Varianten eine signifikante TER-Re-

duktion innerhalb von 16 h (Abb. 14, Abb. 15). Dabei war die Stärke der erhöhten Ionen-

durchlässigkeit in der Reihenfolge: C5C2[S22N] (44,5±17,7 %) > C5C2/N+5AS 

(45,9±1,6 %) > D-AS-C5C2 (63,4±31,9 %) > C5C2/shifted (68,2±27,8 %) > D-AS-

C5C2/shifted (68,4±25,0 %) > D-AS-C5C2[S22N] (74,7±29,3 %) > C5C2 (81,8±12,5 %) 

relativ zur Mediumkontrolle. Nach Austausch von peptidhaltigem mit peptidfreiem Medium 

führten die Peptide C5C2 (96,9±13,9 %), D-AS-C5C2 (80,4±37,1 %), D-AS-C5C2[S22N] 

(86,6±23,8 %), C5C2/shifted (80,2±21,0 %) und D-AS-C5C2/shifted (85,1±23,8 %) 16 h 

nach Behandlung zu einer Erholung der Barrierefunktion. Die TER-Werte unterschieden sich 

im Vergleich zum Ausgangswert der Mediumkontrolle nicht signifikant. Für C5C2[S22N] 

(47,9±13,9 %) und C5C2/N+5AS (51,9±3,3 %) stellte sich die ursprüngliche Dichtheit der 

Endothelzellbarriere durch einen Mediumwechsel nach 48 h noch nicht wieder her. Ein Trend 

der TER-Erhöhung im Vergleich zum Messwert nach 48 h ohne Mediumwechsel war jedoch 

zu verzeichnen (Abb. 15), weswegen angenommen wird, dass der TER sich zu einem späteren 

Zeitpunkt regeneriert.   
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Abb. 14: Regeneration der zellulären Dichtheit nach 16-stündiger Peptidbehandlung. Nach Peptidinkuba-
tion wurde der transzelluläre elektrische Widerstand (TER) von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) redu-
ziert. Schwarzer Pfeil, Zugabe von Medium oder Medium mit 300 µM Peptid. 16 h nach Behandlung wurde 
peptidhaltiges Medium durch peptidfreies Medium ersetzt (grauer Pfeil). Gemessen mittels Electric Cell-Sub-
strate Impedance Sensing (ECIS). n≥3; Mittelwert±SEM. TER relativ zu peptidfreiem Medium. C2C2, Kontroll-
peptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert 
(5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-
AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.  

 

Zur weiteren Charakterisierung der Stärke und Reversibilität des permeabilisierenden Effekts 

von Claudin-5-Peptiden auf endotheliale Barrieren wurde der TER in Abhängigkeit von Pep-

tidkonzentrationen < 300 µM (150 und 75 µM) gemessen. Bei einer Peptidkonzentration von 

150 µM war nach 48 h der TER für die getesteten Claudin-5-Peptide weniger stark reduziert 

als bei 300 µM: C5C2, auf 82,5±24,1 % (anstatt 59,7±13,7 %), D-AS-C5C2, auf 46,4±27,6 % 

(anstatt 33,5±18,9 %), C5C2[S22N], auf 50,5±19,5 % (anstatt 15,4±14,5 %), D-AS-

C5C2[S22N], auf 80,1±8,9 % (anstatt 53,1±14,3 %), C5C2/shifted, auf 86,3±10,4 % (anstatt 

64,4±22,8 %), D-AS-C5C2/shifted, auf 66,8±15,3 % (anstatt 33,7±15,5 %). Außer nach 

C5C2-Behandlung führten die getesteten Claudin-5-Peptide zu einer signifikanten Reduktion 

nach 48 h, die für die Peptide C5C2/shifted, D-AS-C5C2/shifted, D-AS-C5C2[S22N] nach 

Mediumwechsel rückgängig gemacht werden konnte (91,3±2,3 %, 84,8±9,8 % bzw. 

82,6±4,5 %). Für D-AS-C5C2 und C5C2[S22N] regenerierte sich durch einen Mediumwech-

sel der TER nach 48 h noch nicht vollständig. Das Peptid C5C2/shifted (300 und 150 µM) 

resultierte bereits ohne Mediumwechsel in einer TER-Erhöhung (64,4±22,8 % bzw. 

86,3±10,4 %) (Abb. 15).   
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Abb. 15: Claudin-5-Peptidomimetika führen zur konzentrationsabhängigen und reversiblen Reduktion 
der parazellulären Dichtheit. Nach Peptidbehandlung wurde der transzelluläre elektrische Widerstand (TER) 
von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) reduziert. Gemessen nach Inkubation von Medium oder Medium 
mit Peptid in den Konzentrationen 300, 150 und 75 µM mittels Electric Cell-Substrate Impedance Sensing 
(ECIS). n≥7; Mittelwert±SD; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach 
Bonferroni; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; nicht signifikant (ns), p≥0,05 relativ zu peptidfreiem Medium. 
Mediumwechsel (MW) 16 h, peptidhaltiges Medium wurde 16 h nach Behandlungsbeginn durch peptidfreies 
Medium ersetzt, Messpunkt 48 h nach Behandlungsstart (bzw. 32 h nach Mediumwechsel). Claudin-5-Peptide: 
C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt 
(4 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-AS-C5C2/shifted.   
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Eine Konzentration von 75 µM der Peptide C5C2, D-AS-C5C2[S22N], C5C2/shifted und D-

AS-C5C2/shifted sorgte innerhalb von 48 h für keine Erhöhung der Ionendurchlässigkeit. D-

AS-C5C2 und C5C2[S22N] reduzierten den TER signifikant auf 70,6±10,4 % bzw. auf 

83,3±14,6 % nach 48 h (Abb. 15). 

Da sich die untersuchten Claudin-5-Peptide sowohl zeitabhängig als auch konzentrationsab-

hängig in ihrer Barriereregeneration unterschieden, können diese Eigenschaften genutzt wer-

den, um spezifische Barriereöffnungen zu erreichen. Beispielsweise kann C5C2[S22N] An-

wendung finden, wenn längere Wirkungen erwünscht sind, wohingegen C5C2/shifted für 

kurzzeitige eingesetzt werden könnte. 

 

3.1.3 Claudin-5-Peptidomimetika führen zur größense lektiven Barriereöffnung 

Um die Größenselektivität der permeabilisierenden Wirkung von Claudin-5-Peptiden zu un-

tersuchen, wurden MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen mit peptidfreiem Medium, Kontroll-

peptid C2C2 (300 µM) oder Claudin-5-Peptiden behandelt (300 µM). Nach 48 h wurde so-

wohl der TER als auch die Permeabilität für Moleküle mit verschiedener Größe (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-Verringerung Claudin-5-Peptid-behan-

delter Zellen über 48 h stetig und signifikant. Nach 48 h war C5C2[S22N] am wirksamsten 

(Reduktion auf 34,9±24,3 %). Andere Claudin-5-Peptide reduzierten den TER auf 

51,8±28,5 % bis 83,8±19,1 % (Abb. 16, linke Ordinate).  

Damit einhergehend führten die Claudin-5-Peptide zu einer erhöhten Durchlässigkeit für Mar-

kermoleküle mit verschiedenen Molekulargewichten, wobei die Größenselektivität und das 

Maß der Durchlässigkeit vom Peptid abhängig waren. Dabei erhöhte das Peptid C5C2 die 

Permeabilität für Moleküle mit einer Größe von 457 Da signifikant bis aufs Sechsfache und 

bis 67 kDa in geringerem Maße im Vergleich zur peptidfreien Mediumkontrolle. 

C5C2/shifted, C5C2/N+5AS und die D-AS-Peptide D-AS-C5C2, D-AS-C5C2/shifted und D-

C5C2[S22N] zeigten eine signifikante Erhöhung der Durchlässigkeit bis 10 kDa und teilweise 

auch für größere Moleküle bis 67 kDa, die oftmals geringer penetrierten. Für das Peptid 

C5C2[S22N] war die Zellbarriere stärker für Moleküle bis 67 kDa und in geringerem Maße 

bis 155 kDa geöffnet. Des Weiteren wiesen Claudin-5-Peptide eine erhöhte Permeabilität für 

ein Zytostatikum (Doxorubicin, 580 Da) auf. Dabei war die Durchlässigkeit signifikant um 

den Faktor 5,2±1,8 (C5C2), 4,0±1,8 (D-AS-C5C2), 3,6±1,4 (C5C2/shifted) und 17,5±6,3 

(C5C2[S22N]) erhöht (Abb. 16, rechte Ordinate).  
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Abb. 16: Claudin-5-Peptide erhöhen die größenabhängige Permeabilität von Markersubstanzen und die 
Durchlässigkeit von Wirkstoffen in Claudin-5-exprimierenden, epithelialen Zellschichten. MDCK-II-Zel-
len (Madin-Darby canine kidney), stabil transfiziert mit murinem Claudin-5, N-terminal mit YFP (Yellow 
Fluorescent Protein) markiert, kultiviert auf Filtern und behandelt mit Medium oder Medium mit Peptiden 
(300 µM). Linke Ordinate: TER (transzellulärer elektrischer Widerstand) vor und nach Peptidbehandlung. 
Rechte Ordinate: Messung des relativen Permeationskoeffizienten des Zytostatikums Doxorubicin (580 Da, roter 
Kasten) und Markersubstanzen verschiedener Größe: 457 Da (Lucifer Yellow), 10 kDa (Fluoreszein-Isothiocya-
nat-Dextran), 40 kDa (Fluoreszein-Isothiocyanat-Dextran), 67 kDa (Fluoreszein-Isothiocyanat-Albumin) und 
155 kDa (Tetramethylrhodamin-Dextran) 48 h nach Behandlung mit Peptiden. Mittelwert±SD. TER, n≥12, 
Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; Permeabilität, n≥4, 
Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; nicht 
signifikant (ns), p≥0,05 relativ zu peptidfreier Mediumkontrolle (gestrichelte Linien). C2C2, Kontrollpeptid; 
Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-
terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, 
D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted. 
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Das Kontrollpeptid C2C2 führte zu keiner signifikanten Änderung von TER oder 

Permeabilität (Abb. 16) genau wie die C-terminale Verkürzungsvariante von murinem C5C2 

(C5C2/C-4AS) und die humane C5C2-Variante (hC5C2, Anhang 5). 

Insgesamt sind Claudin-5-Peptide zur größenselektiven Barriereöffnung geeignet. Dabei kann 

sowohl eine Öffnung für kleinere Moleküle (z.B. mit C5C2) als auch für größere Moleküle 

(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 Peptide auf die Zellvitalität wurden bEND.3-

(Abb. 17A) und MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen (Abb. 17B) für 24 h bzw. 48 h mit in 

Medium gelösten Peptiden (300 µM) inkubiert. Im Anschluss wurde entweder ein MTT-Test 

oder ein Neutralrot-Test zur Bestimmung der Zellvitalität durchgeführt. Keines der Peptide 

wirkte sich negativ auf die Vitalität der getesteten Zelltypen relativ zur Mediumkontrolle aus.  

Für das Peptid C5C2/shifted wurde ein Proliferationsanstieg bei der Messung mittels Neutral-

rot-Test verzeichnet (auf 138±9,6 % bei bEND.3-Zellen). Dies ist wahrscheinlich auf die 

frühe Regenerationsfähigkeit der Peptid-behandelten Zellen zurückzuführen (Abb. 14). Als 

Positivkontrolle dienten Zellen behandelt mit Triton X-100 (0,01 %). Dadurch war die Zell-

vitalität bei bEND.3-Zellen nach 24 h auf 21,6±6,0 % (MTT) bzw. 11,4±11,6 % (Neutralrot) 

und bei MDCK-II-YFP-mClaudin-5-Zellen nach 48 h auf 35,4±19,8 % (MTT) bzw. 

13,0±6,6 % (Neutralrot) reduziert (Abb. 17A,B). 

Anhand der Untersuchungen wurde ausgeschlossen, dass die Wirkung der Peptide auf zyto-

toxischen Effekten beruhte.  
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Abb. 17: Die Zellvitalität ist in Endothel- und Epithelzellen durch Peptidbehandlung nicht beeinträchtigt. 
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)- und Neutralrot-Test nach Peptidbehand-
lung (300 µM). Keines der Peptide zeigte einen zytotoxischen Effekt. Positivkontrolle, Triton X-100 0,01 %. 
Mittelwert±SD. Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, 
p<0,001 relativ zu peptidfreier Mediumkontrolle. (A) Zellvitalität muriner Gehirnendothelzellen (bEND.3) 24 h 
nach Peptidgabe, n≥3. (B) MDCK-II-Zellen (Madin-Darby canine kidney), stabil transfiziert mit murinem YFP 
(Yellow Fluorescent Protein)-Claudin-5, 48 h nach Peptidgabe, n≥5. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: 
C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt 
(4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal verkürzt (4 AS)), hC5C2 (hu-
mane Variante von C5C2); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.  

 

3.2 Claudin-5-Peptidomimetika beeinträchtigen 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-Signale zu beobachten und die Zellen hatten 

eine spindelförmige Zellstruktur. Gleiche Merkmale wurden nach Behandlung mit dem Kon-

trollpeptid C2C2 gefunden (Abb. 18A, Medium, C2C2). Im Vergleich dazu führte die Be-

handlung mit Claudin-5-Peptiden (24 h, 300 µM) zur Verringerung von Claudin-5 in der Plas-

mamembran (Abb. 18A, Pfeilköpfe) und zu einem Anstieg an zytosolischem Claudin-5 (Abb. 

18A, Pfeile). Die stärkste Umverteilung von Claudin-5 im Vergleich zur Mediumkontrolle 

hatten die Peptide D-AS-C5C2 (Claudin-5Membran verringert auf 69,8±25,9 %, Claudin-5Zytosol 

erhöht auf 134,0±36,4 %) und D-AS-C5C2[S22N] (Claudin-5Membran verringert auf 

71,3±27,6 %, Claudin-5Zytosol erhöht auf 139,2±49,2 %; Abb. 18A,B). Bei den Peptiden 

C5C2[S22N], C5C2/shifted und C5C2/N+5AS wurde kein Anstieg an zytosolischem Claudin-

5, dafür aber sowohl eine Claudin-5- und ZO-1-Reduktion in der Membran auf 89,8±23,6 % 

bzw. 81,9±18,6 % (C5C2[S22N]), 42,2±16,3 % bzw. 60,8±18,1 % (C5C2/shifted) und 

90,4±23,0 % bzw. 64,4±20,1 % (C5C2/N+5AS) im Vergleich zur Mediumkontrolle bestimmt. 

Diese Effekte wurden bei allen getesteten Claudin-5-Peptiden von einer Veränderung der Zell-

morphologie begleitet: die Zellen waren zunehmend runder (Abb. 18A, Sterne; Abb. 18B, 

Quantifizierung) verglichen mit der elliptischen Spindelzellform der unbehandelten Zellen 

(Abb. 18A). Die Beeinträchtigungen der Zellmorphologie waren 32 h nach Mediumwechsel 

für die Claudin-5-Peptide C5C2 und D-AS-C5C2 nicht mehr zu beobachten. Die Peptide 

C5C2[S22N], D-AS-C5C2[S22N], C5C2/shifted und C5C2/N+5AS wiesen nur eine teilweise 

Regeneration auf. Es zeigten sich sowohl runde Zellen als auch typische, spindelförmige 

Endothelzellen. Auch das Claudin-5-Signal in der Plasmamembran erholte sich nicht vollstän-

dig (Anhang 6).  

Ähnliche Effekte der Claudin-5-Peptide auf die Zellmorphologie konnten in primären, bo-

vinen Endothelzellkulturen beobachtet werden. Nach Behandlung mit peptidfreiem Medium 

oder Kontrollpeptid behielten die Gehirnendothelzellen eine typische Spindelform bei, hinge-

gen sorgten C5C2 und C5C2[S22N] für eine abgerundete Form (Abb. 19A Sterne; Abb. 19B, 

Quantifizierung). C5C2 erzielte diese Effekte bei einer Konzentration von 150 µM. Für 

C5C2[S22N] war eine Konzentration von 75 µM ausreichend, wobei 150 µM die Zellen 

nachweislich schädigten (Abb. 19A,B). 

Insgesamt bedingten die Claudin-5-Peptide vor allem einen Verlust von Claudin-5 in den 

Zell-Zell-Kontakten und eine Beeinträchtigung der Zellform aber auch eine intrazelluläre 

Akkumulation von Claudin-5. 
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Abb. 18: Claudin-5-Peptide führen zur Umverteilung von Claudin-5 aus der Plasmamembran ins Zytosol, 
reduzieren Membran-assoziiertes Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1) und beeinflussen die Zellmorpholo-
gie von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3). Fortsetzung auf nächster Seite. 
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Abb. 18: Claudin-5-Peptide führen zur Umverteilung von Claudin-5 aus der Plasmamembran ins Zytosol, 
reduzieren Membran-assoziiertes Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1) und beeinflussen die Zellmorpholo-
gie von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3). (A) Immunfluoreszenzfärbungen 24 h nach Peptidinkuba-
tion (300 µM) zeigen eine Claudin-5- und ZO-1-Reduktion in der Plasmamembran (Pfeilspitzen), Akkumulation 
von Claudin-5 im Zytosol (Pfeile) und eine rundliche Zellform (Sterne). (B) Quantifizierung der Fluores-
zenzintensität von Claudin-5 und ZO-1 in der Plasmamembran, von zytosolischem Claudin-5 und der Zellmor-
phologie (berechnet als Zirkularität) nach Peptidbehandlung relativ zur Mediumkontrolle. n≥30, Mittelwert±SD, 
Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 relativ 
zu peptidfreier Mediumkontrolle. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert 
mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal 
verlängert (5 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.  

 

 
Abb. 19: Claudin-5-Peptide führen zur Abrundung in primären Endothelzellen. Primäre bovine Gehirn-
kapillarendothelzellen als Kontaktkultur mit Rattenastrozyten wurden 24 h mit Peptiden (150 µM, wenn nicht 
anders angegeben) oder Medium als Kontrolle inkubiert. (A) Immunfluoreszenzfärbung der Zellen nach 24 h 
Peptidinkubation zeigen eine eher rundliche Zellform (Sterne). Cldn5, Claudin-5; ZO-1, Zonula occludens Pro-
tein-1. (B) Quantifizierung der reduzierten elliptischen Morphologie der Zellen (berechnet als Zirkularität) nach 
Peptidbehandlung. n≥47, Mittelwert±SD, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; 
***, p<0,001 relativ zu Peptidfreier Mediumkontrolle. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, 
C5C2[S22N] (S substituiert mit N).   
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3.2.2 Peptidbehandlung reduziert die Komplexität de r Tight-Junction -Stränge 

Zur Untersuchung des Einflusses von Claudin-5-Peptiden auf die Tight-Junction-Morphologie 

wurde Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie angewendet. bEND.3-Zellen, die entweder mit 

C5C2 oder D-AS-C5C2 (24 h, 300 µM) inkubiert wurden, führten zur signifikanten Reduk-

tion der Partikelzahl in den Tight-Junction-Strängen der E-Face der Plasmamembran. Für die 

peptidfreie Mediumkontrolle wurden 53±6 Partikel/µm Stranglänge gemessen; für C5C2 und 

D-AS-C5C2 nur 43±7 bzw. 44±6 Partikel/µm. Zellen, die mit dem Kontrollpeptid C2C2 inku-

biert wurden, waren nicht signifikant beeinflusst. Auf der P-Face waren Partikel assoziiert, 

die keine Stränge bildeten und keiner Veränderung durch eine Peptidbehandlung unterlagen 

(Abb. 20). 

Damit führten dieselben Claudin-5-Peptide neben einer Reduktion von Claudin-5 in den Zell-

Zell-Kontakten (s. Kap. 3.2.1) zur Reduktion der Partikelzahl in den Tight-Junction-Strängen 

auf der E-Face der Plasmamembran. 

 

 
Abb. 20: Das Tight-Junction-Strangnetzwerk zeigt nach Claudin-5-Peptidbehandlung weniger Komplexi-
tät. Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) 24 h nach Peptidbe-
handlung (300 µM). Reduktion der Partikel (weiße Pfeile) auf der exoplasmatischen Hälfte (EF) der Plasma-
membran. Säulendiagramm: Zählung der Partikel pro µm Stranglänge, n≥26; Mittelwert±SD; Kruskal-Wallis-
Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; ***, p<0,001 relativ zu peptidfreier Mediumkontrolle. PF, 
protoplasmatische Hälfte der Plasmamembran. 
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3.3 Spezifität von Claudin-5-Peptidomimetika 

3.3.1 Reduktion von Claudin-5 und Occludin nach Pep tidbehandlung 

Zur Analyse der Peptidspezifität wurden HEK-293-Zellen (normalerweise Tight-Junction-

frei) mit Überexpression eines Tight-Junction-Proteins nach Peptidbehandlung (24 h, 

300 µM) mittels Lebendzellmikroskopie untersucht. Die monotransfizierten Zellen exprimier-

ten jeweils nur ein Tight-Junction-Protein, welches mit YFP markiert war und sich in den 

Zwei-Zell-Kontakten anreicherte (Abb. 21A, links). Dadurch war es möglich, Peptideffekte 

auf die Tight Junctions isoliert zu untersuchen. Der Fokus wurde dabei auf die Claudine-1, -3, 

-4, -5, -11, -12 und Occludin gelegt, da diese in der BHS exprimiert werden bzw. überwie-

gend eine abdichtende Funktion einnehmen. 

Nach Behandlung mit Claudin-5-Peptiden war Claudin-5 in der Plasmamembran relativ zur 

Mediumkontrolle von 34,8±9,0 % bis 59,8±19,4 % signifikant reduziert (Abb. 21A, obere 

Reihe, weiße Pfeile; Abb. 21B, Quantifizierung). Dieselben Peptide hatten zudem einen signi-

fikanten Effekt auf die Occludin-Reduktion in der Plasmamembran (Abb. 21A, untere Reihe, 

weiße Pfeile; Abb. 21B, Quantifizierung; Reduktion von 58,5±23,8 % bis 89,9±26,4 %). 

C5C2[S22N] reduzierte zusätzlich Claudin-11 in der Plasmamembran auf 81,6±23,1 % (Abb. 

21A, weiße Pfeile) und erhöhte Claudin-4 auf 122,4±37,5 % (Abb. 21A, blaue Pfeile; Abb. 

21B, Quantifizierung). Das Peptid D-AS-C5C2 führte zu einer geringen Anreicherung von 

Claudin-3 (auf 117,3±18,6 %) und Claudin-11 (124,9±41,0 %) in der Plasmamembran. Neben 

einer Reduktion von Claudin-5 und Occludin waren bei C5C2/shifted Claudin-3, -4 und -11 

relativ zur Mediumkontrolle erhöht (auf 134,9±16,3 %, 136,1±46,8 % bzw. 132,3±28,3 %; 

Abb. 21A, blaue Pfeile; Abb. 21B, Quantifizierung). Der Grund dafür könnte der proliferative 

Effekt sein, den C5C2/shifted bereits im Vitalitätstest hatte (Abb. 17). Das Kontrollpeptid 

C2C2 hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation der getesteten YFP-markierten Zellkon-

taktproteine (Abb. 21). 

Dementsprechend wirkten Claudin-5-Peptide überwiegend über eine Modulation von Clau-

din-5 aber auch Occludin, wobei insbesondere durch C5C2/shifted weitere Tight-Junction-

Proteine beeinflusst wurden.  
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Abb. 21: Claudin-5-Peptide reduzieren die Plasmamembranlokalisation von Claudin-5 und Occludin in 
monotransfizierten Zellen. (A) Lebendzellmikroskopie von Claudin-1-, -3-, -4-, -5-, -11-, -12- und Occludin-
Yellow Fluorescent Protein (YFP)-monotransfizierten HEK-293-Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie) 
nach Behandlung mit Peptiden (24 h, 300 µM) oder peptidfreiem Medium. Weißer Pfeil, Reduktion der Plasma-
membranintensität; blauer Pfeil, Erhöhung der Plasmamembranintensität. (B) Quantifizierung der YFP-Intensität 
in der Plasmamembran. n≥15; Mittelwert±SD; Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach 
Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 relativ zu peptidfreier Mediumkontrolle. C2C2, Kontrollpeptid; 
Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-
terminal verkürzt (4AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N]. 

 

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

Die gesteigerte Permeabilität durch die Behandlung mit Claudin-5-Peptiden wurde in Clau-

din-5-exprimierenden Zellmodellen nachgewiesen. Da im vorangegangenen Kapitel durch 

monotransfizierte Zellen die Beteiligung von Claudin-5 an der Peptidwirkung bestätigt wurde, 

sind weitere Untersuchungen dazu Gegenstand dieses Kapitels. Dazu wurden Claudin-5-freie, 

Tight-Junction-bildende MDCK-II-Zellen verwendet, die die Zellkontaktproteine Claudin-1,  

-2, -3, -4, Occludin und ZO-1 exprimieren (McNeil et al., 2006; Staat et al., 2015). Nach 

Peptidbehandlung (48 h, 300 µM) hatten C5C2, D-AS-C5C2 und D-AS-C5C2[S22N] keinen 

signifikanten Effekt auf TER-Reduktion (max. auf 83,3±9,1 %) und Lucifer-Yellow-Per-

meabilität (max. 2,5±1,4-fach; Abb. 22, Säulen ohne Muster). C5C2/shifted bedingte eine 

vergleichbare Durchlässigkeit für Ionen sowie Lucifer Yellow in Claudin-5-exprimierenden 

und -freien Zellen (Abb. 22). Eine signifikante TER-Reduktion und ein signifikanter Anstieg 

der Lucifer-Yellow-Permeabilität wurde für die Peptide C5C2[S22] (68,0±12,7 % bzw. 

5,5±2,6-fach) und C5C2/N+5AS (63,7±5,0 % bzw. 2,6±1,1-fach) mit WT-Zellen gemessen 

(Abb. 22, Säulen ohne Muster). Jedoch war der Effekt im Vergleich zu Claudin-5-ex-

primierenden Zellen (Abb. 22, gestreifte Säulen bzw. Abb. 16) wesentlich geringer. TER und 

Permeabilität waren durch das Kontrollpeptid C2C2 nicht beeinflusst (Abb. 22).  

Damit war die Wirkung der Claudin-5-Peptide auf die zelluläre Barriere Claudin-5-abhängig, 

wobei die Peptide C5C2[S22N], C5C2/shifted und C5C2/N+5AS weniger spezifisch waren. 
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Abb. 22: Die Wirkung von Claudin-5-Peptiden auf die Durchlässigkeit zellulärer Barrieren ist abhängig 
von Claudin-5-haltigen Tight Junctions. MDCK-II (Madin-Darby canine kidney)-Zellen mit sehr geringer 
endogener Claudin-5-Expression wurden auf Filtern kultiviert und mit Peptiden (300 µM) oder Medium als 
Kontrolle behandelt (Säulen ohne Muster). Peptidbehandelte MDCK-II-Zellen, transfiziert mit YFP (Yellow 
Fluorescent Protein)-mClaudin-5 sind vergleichend dazu dargestellt (gestreifte Säulen, Daten s. Abb. 16). Linke 
Ordinate: TER (transzellulärer elektrischer Widerstand) 48 h nach Behandlung. Rechte Ordinate: Messung des 
relativen Permeationskoeffizienten von Lucifer Yellow (457 Da) 48 h nach Behandlung. Mittelwert±SD. n≥3, 
Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 relativ 
zu peptidfreier Mediumkontrolle (gestrichelte Linien). Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem 
Post-Hoc-Test nach Bonferroni; #, p<0,05; ##, p<0,01; ###, p<0,001 WT- relativ zu Claudin-5-Zellen. C2C2, 
Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal ver-
längert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS)); D-Aminosäure-
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 Klärung, ob dadurch ebenso eine 

Regulation auf mRNA-Ebene stattfindet, wurden bEND.3-Zellen nach Inkubation mit 

Claudin-5-Peptiden (24 h, 300 µM) mittels qRT-PCR untersucht. Dabei zeigte sich für die 

getesteten Claudin-5-Peptide eine signifikante Reduktion der mRNA bzw. ein Trend zur 

Reduktion für Claudin-5, Occludin und ZO-1. Für Claudin-5 war die mRNA-Expression 

mindestens auf 75,5 % bis maximal auf 48,4 % verglichen zur peptidfreien Mediumkontrolle 

reduziert; für Occludin: auf 48,4 bis 27,3 %; für 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 führten zur Downregulation der mRNA-Expression von Claudin-5, Occlu-

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

 

 
Abb. 23: Der Effekt von Claudin-5-Peptiden auf die mRNA-Expression von Claudin-1, -5, -12, Occludin 
und Zonula occludens protein-1 (ZO-1). Peptidkonzentration: 300 µM, mRNA normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-

Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. n≥7, Mittelwert±SD. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit 

anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 relativ zu peptidfreier 
Mediumkontrolle. C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), 
C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert 
(5 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted. 

 

3.4.2 Zeitabhängige 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 bestätigt, dass die N-terminale Kopplung der Peptide mit Fluo-

reszenzmolekülen keinen negativen Einfluss auf deren Wirkung hatte (Anhang 7).  

Mittels Laser-Scanning-Mikroskopie wurde die zelluläre TAMRA-Fluoreszenzintensität von 

etwa 20 Bildern aus mehreren Ebenen im Abstand von 1 µm aufgenommen (Z-Stapel) und 

pro Probe der Mittelwert aus mindestens drei Z-Stapeln gebildet. Die Untersuchungen erga-

ben eine intrazelluläre 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 intrazellulären Akkumulation zeigte einen signifikant höheren Anstieg von intrazellulärem 

C5C2 bezogen auf peptidfreies TAMRA-Medium nach 4 h (3-fach, hohe Laserintensität) und 

nach 16, 24 und 48 h (21-fach, 28-fach, 15-fach, niedrige Laserintensität). Die hohe Laserin-

tensität für Zeitpunkte bis 4 h wurde gewählt, um repräsentative Werte über dem Signal-

Rausch-Verhältnis messen zu können. Das Kontrollpeptid C2C2 wurde über einen Zeitverlauf 

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

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

thelzellen nachgewiesen. 

 

 
Abb. 24: Das Claudin-5-Peptid C5C2 aber nicht das Kontrollpeptid C2C2 wird in Gehirnendothelzellen 
der Maus (bEND.3) internalisiert. (A) Dreidimensionale Aufnahme durch die endotheliale Zellschicht (Z-
Stapel aus ca. 20 Ebenen) 24 h nach Peptidbehandlung (5 µM). Peptide sind N-terminal mit fluoreszierendem 
5,6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) markiert. (B) Zeitverlauf der intrazellulären Akkumulation von 
TAMRA oder TAMRA-Peptiden. Mittelwert±SD, n≥3. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem 
Post-Hoc-Test nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu peptidfreiem TAMRA-Medium. 
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3.5 Geringe Bindung der Claudin-5-Peptidomimetika a n Albumin 

Durch die Plasmaproteinbindung von Wirkstoffen wird deren Pharmakokinetik beeinflusst. 

Daher wurde die Peptidbindung an Albumin, das quantitativ wichtigste Plasmaprotein, mit 

Fluoreszenz-markierten Peptiden bestimmt. Zuvor wurde mittels Gelelektrophorese getestet, 

ob die Fluoreszenz-Markierung der Peptide (TAMRA oder Fluoreszein) über den Messzeit-

raum in der Albuminlösung intakt und die Peptide ebenso stabil blieben. Beides wurde bestä-

tigt (Anhang 8). Da Evans Blue zum überwiegenden Anteil an Albumin bindet (Rawson, 

1943), wurde es als Referenz für eine vollständige Albuminbindung verwendet.  

 

 
Abb. 25: Claudin-5-Peptide liegen kaum albumingebunden vor. Dialyse von Floreszenz-markierten Peptiden 
und Fluoreszenzfarbstoffen (200 µM in 40 g/l Albuminpuffer) gegen Albuminpuffer (40 g/l). Molekularge-
wichtsgrenze 12-14 kDa. Evans Blue, EB; Na-Fluoreszein, NaFl; 5,6-Carboxytetramethylrhodamin, TAMRA 
bzw. T; N-terminal markierte Claudin-5-Peptide (entweder mit TAMRA (T) oder Fluoreszein (F)): C5C2, 
C5C2[S22N] (S substituiert mit N); D-Aminosäure-Peptid D-AS-C5C2. Säulendiagramm zeigt die Fluores-
zenzintensität in willkürlichen Einheiten der freien Substanz. n≥3; Mittelwert±SD; Kruskal-Wallis-Test mit 
anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; *, p<0,05; **, p<0,01 relativ zu Evans Blue bzw. #, p<0,05 relativ 
zu NaFl bzw. TAMRA. Tabelle zeigt die prozentuale Bindung an Albumin relativ zur Evans-Blue-Bindung. 

 

Im Vergleich zu Evans Blue (freie Substanz: 4±2 willk. Einh.) wurden sowohl bei TAMRA 

(2332±449 willk. Einh.) und Na-Fluoreszein (1357±95 willk. Einh.) als auch bei den 

Fluoreszenz-markierten Peptiden (TAMRA-C5C2, 495±176 willk. Einh.; TAMRA-

C5C2[S22N], 530±77 willk. Einh.; Fluoreszein-C5C2, 161±72 willk. Einh.; Fluoreszein-D-
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AS-C5C2, 317±37 willk. Einh.) signifikant mehr freie Moleküle gemessen (Abb. 25, Säulen-

diagramm). Die berechnete prozentuale Bindung der Testsubstanzen relativ zu Evans Blue 

zeigte, dass weniger als 3 % der Peptide und weniger als 0,3 % der Kontrollsubstanzen 

(TAMRA und Na-Fluoreszein) albumingebunden vorlagen (Abb. 25, Tabelle). Andererseits 

sind im Vergleich zur internen Fluoreszenzkontrolle (TAMRA oder Na-Fluoreszein) die Pep-

tide 50- bis 100-fach mehr gebunden (Abb. 25, Säulendiagramm). Die getesteten Peptidderi-

vate wiesen im Vergleich zu C5C2 keine signifikant-unterschiedliche Albuminbindung auf. 

Aus den Untersuchungen ergab sich, dass eine Albuminbindung der Peptide eine untergeord-

nete Rolle spielte. 

 

3.6 Claudin-5-Peptidomimetika erhöhen reversibel die Pe rmeabilität der 
Blut-Hirn-Schranke in vivo 

Zur Bewertung des Potenzials der Claudin-5-Peptide die BHS-Permeabilität auch in vivo zu 

steigern, wurden in Kooperation mit Prof. Dr. T. Niendorf, Dr. M.-C. Ku und Dr. A. Pohl-

mann (Berlin Ultrahigh Field Facility, Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin, Ber-

lin) MRT-Untersuchungen durchgeführt. Da die meisten Methoden eine Öffnung nach kom-

plettem BHS-Zusammenbruch detektieren (Wunder et al., 2012) wurden die MRT-Untersu-

chungen auf eine temporäre Öffnung durch die Peptide angepasst. Dazu wurde Mäusen Clau-

din-5-Peptid (3,5 µmol/kg) oder Kontrollsubstanzen (PBS+/+ oder C2C2, 3,5 µmol/kg) inji-

ziert (i.v.). Die Peptide waren jeweils in PBS+/+ gelöst. 4 h nach Applikation von C2C2 im 

Vergleich zu C5C2 bzw. PBS im Vergleich zu D-AS-C5C2 wurden Gehirn-Scans vor Kon-

trastmittel-Injektion bestimmt. Bei normalem Gehirngewebe mit intakter BHS ist die Kon-

trastmittel-Permeabilität durch die Barriere vernachlässigbar klein. Eine Kontrastmittelgabe 

reduziert die T1-Relaxationszeit. Daher wurden ∆T1-Übersichten als Differenz zwischen T1 

vor Kontrastmittel- (T1prä) und nach Kontrastmittelapplikation (T1post) berechnet, um quantita-

tive Informationen über die BHS-Gängigkeit des Kontrastmittels zu erhalten. Die T1-Relaxa-

tionszeit beschreibt die longitudinale Relaxation, d.h. die Zeit, die die Kernspins zum Auf-

richten entlang des äußeren Magnetfeldes nach Abschalten des Hochfrequenzimpulses benöti-

gen. 

Die errechnete mittlere ∆T1-Übersicht führte zur Kontrastmittel-Aufnahme im periventrikulä-

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

ßend wurde eine Schablone auf die MRT-Bilder angewendet, die die lateralen Ventrikel und 

deren periventrikulären Raum erfasste. ∆T1-Werte innerhalb der Schablone zeigten eine signi-

fikante Durchlässigkeit 4 h nach C5C2- oder D-AS-C5C2-Injektion bezogen auf Mäuse, die 
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Kontrollsubstanzen erhielten (C2C2, PBS+/+). Die erhöhte Durchlässigkeit wurde an der stär-

keren T1-Reduktion im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle deutlich (Verschiebung der 

kumulativen Häufigkeiten zu negativen ∆T1-Werten; Abb. 26A, unten).  
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Abb. 26: Die Claudin-5-Peptide C5C2 und D-AS-C5C2 (D-Aminosäure-Derivat) erhöhen die Durchlässig-
keit der Blut-Hirn-Schranke für kleine Moleküle in vivo. (A) Mittels Magnetresonanztomographie wurde 4 h 
nach Claudin-5-Peptid-Applikation (3,5 µmol/kg, i.v.) ein Anstieg von Kontrastmittel (Diethylen-Triamin-Penta-
essigsäure Gadolinium III, Gd-DTPA; 547 Da; 1 mmol/kg/20 min i.v.) im Gehirn von C57BL/6-Mäusen nach-
gewiesen. Repräsentative farb-kodierte Übersicht der Differenz der T1-Relaxationszeit vor und nach Kontrast-
mittelgabe (∆T1=(T1post/T1prä)-1) eines Mausgehirns nach Behandlung mit PBS, C2C2, C5C2 oder D-AS-C5C2; 
Farbskala: je größer der Negativwert, desto stärker die Durchlässigkeit. Kumulative Häufigkeit von ∆T1 im 
periventrikulären Raum. Linksverschiebung, ∆T1-Reduktion; ***, p <0,001; n≥3. Dmax zeigt das Maximum der 
absoluten Unterschiede zwischen den kumulativen Häufigkeiten beider Gruppen. (B) Na-Fluoreszein (376 Da)-
Aufnahme ins Mausgehirn 4, 12 und 24 h nach Peptid-Injektion (i.v., Einfachinjektion t=0 h oder Zweifachinjek-
tion t=0 und 2 h) relativ zum Kontrollpeptid C2C2 (gestrichelte Linie); 0,5 mol/kg Na-Fluoreszein in PBS+/+; 
3,5 µmol/kg Peptid in PBS+/+, Mittelwert±SD, n≥3; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem 
Post-Hoc-Test nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu C2C2. (C) Immunhistochemie von fixierten Gehirn-
schnitten 4 h nach Peptid- (3,5 µmol/kg, i.v.-Injektion) oder Kontrollbehandlung (NaCl, 0,9% Natriumchlorid) 
und anschließender Applikation von Fluoreszein-Dextran 3 kDa (FD3, i.v.-Injektion, 20 min, 1,1 µmol/kg). 
Weiße Pfeile, Zonula occludens Protein-1 (ZO-1)-positive Kapillaren. 

 

Um den Effekt der erhöhten BHS-Permeabilität, hervorgerufen durch Claudin-5-Peptide, zu 

bestätigen, erhielten Mäuse 4, 12 oder 24 h nach Peptid-Injektion (i.v.) eine Injektion mit Na-

Fluoreszein (376 Da, i.v., 0,5 mol/kg). Anschließend wurde die Na-Fluoreszein-Aufnahme in 

Gehirn, Leber und Niere bestimmt. Leber und Niere fungierten als Kontrolle für die Na-Fluo-

reszein-Applikation, da durch die jeweils stark durchlässige Endothelzell-Barriere eine maxi-

male Aufnahme zu erwarten war. Alle Messungen wurden auf das Kontrollpeptid C2C2 bezo-

gen, da in Initialversuchen die Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn zwischen PBS+/+ und in 

PBS-gelöstem C2C2 nicht unterschiedlich waren. Dabei lag die Aufnahme von PBS-injizier-

ten Mäuen (n=3) relativ zu C2C2 bei 92,9±8,9 % (Einfachinjektion, nach 4 h) und bei 

86,4±9,0 % (Zweifachinjektion, nach 4 h).  

Für die Claudin-5-Peptide wurden keine Unterschiede in der Na-Fluoreszein-Anreicherung in 

Leber und Niere verglichen mit dem Kontrollpeptid C2C2 gemessen (Anhang 9). Die Mes-

sungen des Gehirngewebes ergaben, dass das Claudin-5-Peptid C5C2[S22N] keine signifi-

kante Aufnahme von Na-Fluoreszein bewirkte. C5C2 steigerte die Na-Fluoreszein-Aufnahme 

tendenziell (um 14 %) und D-AS-C5C2 signifikant um 43 % innerhalb von 4 h nach Injektion 

(Abb. 26B). Nach 12 h konnte der Effekt nicht mehr beobachtet werden.  

Eine Zweifachinjektion der Peptide (i.v., t= 0 und 2 h) bedingte nach 4 h keine signifikant 

höhere Na-Fluoreszein-Aufnahme im Vergleich zur Einfachinjektion (Abb. 26B, gemusterte 

Säule). Bei D-AS-C5C2 war die Aufnahme verglichen mit dem Kontrollpeptid C2C2 um 

46 % erhöht (43 % bei Einfachinjektion) und bei C5C2 um 23 % (14 % bei Einfachinjektion). 

Ebenfalls unterschieden sich die in MRT-Untersuchungen ermittelte Kontrastmittel-Durch-

lässigkeit und die berechnete kumulative Häufigkeit der ∆T1-Übersichten nicht zwischen Ein-

fach- und Zweifachinjektion von D-AS-C5C2 (Anhang 10).  
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Andere Applikationsregime hatten in initialen Versuchen einen leichten Trend zur verstärkten 

Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn. Beispielsweise war diese 1 h nach C5C2-Injektion 

(i.v.; Anhang 11A) und nach Dreifachinjektion (i.v., t=0, 16, 19 h; Anhang 11B) im Vergleich 

zum Kontrollpeptid C2C2 um 24 % gesteigert. Initiale Versuche zur Peptidinjektion in die 

A. carotis communis (3,5 µmol/kg Peptid in physiologischer NaCl-Lösung, 10 min) wurden in 

Kooperation mit Prof. Dr. A. Andjelkovic-Zochowski und Dr. S. Stamatovic (Abteilung 

Pathologie, Universität Michigan, USA) durchgeführt. Im Anschluss folgte eine Na-Fluoresz-

ein-Injektion (376 Da, i.p., 1 mol/kg, 30 min Inkubation) und führte bei C5C2[S22N] zur 5-

fachen Erhöhung der Na-Fluoreszein-Permeabilität ins Mausgehirn verglichen mit NaCl. 

C5C2 und D-AS-C5C2 zeigten einen Anstieg auf das Dreifache (Anhang 12).  

Mittels Gehirnschnitten wurde die Permeabilität nach vierstündiger Peptidbehandlung für ein 

Molekül mit einer Größe von 3 kDa (FD3, Fluoreszein-Dextran) untersucht. Die Lokalisation 

der Kapillaren wurde anhand einer ZO-1-Färbung bestimmt. Nach i.v.-Injektion von D-AS-

C5C2 war FD3 anders als nach Kontrollbehandlung kapillarassoziiert und diffus im Gehirn-

parenchym zu detektieren (Abb. 26C). 

Insgesamt waren Claudin-5-Peptide geeignet, um eine transiente BHS-Durchlässigkeit für 

kleine Moleküle zu begünstigen. Insbesondere war die Stabilisierung durch D-AS für die Wir-

kung von Vorteil. 

 

3.6.1 Expression von Claudin-5 in Geweben der Maus 

Claudin-5-Peptide wurden synthetisiert, um Claudin-5 als Zielprotein zu beeinflussen. Da die 

Peptide systemisch appliziert wurden, sollte überprüft werden, in welchen Organen Claudin-5 

beeinflusst sein könnte. Dazu wurde die Expression in verschiedenen Mausgeweben quantifi-

ziert. Von den getesteten Organen wurde für das Gehirn die dritthöchste Claudin-5-Expres-

sion normiert auf β-Aktin mit (1,5±0,5)×10-2 nach Lunge ((6,4±1,1)×10-2) und Herz 

((3,2±1,0)×10-2) bestimmt. Eine geringere Expression zeigten Testis > Milz > Uterus > Pan-

kreas > Niere > Leber > Harnblase ((8,7±2,1)×10-3 bis (1,6±0,6)×10-3). Im Darm (Duodenum, 

Jejenum, Ileum, Colon) und in der Speicheldrüse spielte Claudin-5 mit einer Expression 

≤(7,6±2,9)×10-4 quantitativ eine untergeordnete Rolle (Abb. 27A). 

Darüber hinaus wurde in isolierten Gehirnkapillaren, der Zielstruktur der Claudin-5-Peptide, 

die Expression von Claudin-5 und anderen Tight-Junction-Proteinen untersucht. Dabei war 

Claudin-5 sowohl in der Großhirnrinde, die Kapillaren enthält, als auch in isolierten Gehirn-

kapillaren mit (1,5±0,5)×10-2 bzw. (34,9±20,1)×10-2 am stärksten exprimiert. Die Expression 

in den Kapillaren war 23-fach höher. Auch Occludin, Claudin-1 und -3 waren in den 
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Kapillaren im Vergleich zur Großhirnrinde höher exprimiert (10-fach bei Occludin, 5-fach bei 

Claudin-1 und -3). Deren Expression war jedoch geringer als von Claudin-5 (niedrigste 

Expression: Claudin-3; 0,3 % verglichen mit Claudin-5). Claudin-12 war in der Großhirnrinde 

und den Gehirnkapillaren vergleichbar exprimiert (Abb. 27B) und ist damit nicht auf die 

Gehirnkapillaren beschränkt. Das geht einher mit anderen Untersuchungen (Ohtsuki et al., 

2008). Es ist denkbar, dass Perizyten weitere Zellen mit Claudin-12-Lokalisation sind, da 

dessen Claudin-12-Expression bereits beschrieben ist (Shimizu et al., 2008). 

Zusammenfassend war Claudin-5 neben dem Gehirn auch in Lunge und Herz sehr stark expri-

miert. Ein geringes Expressionsniveau wurde in Dünn- und Dickdarm bestimmt. Im Gehirn 

war es stark in den Kapillaren angereichert genauso wie andere Tight-Junction-Proteine 

(Claudin-1, -3 und Occludin). Claudin-5 spielte dort quantitativ die größte Rolle. 

 

 
Abb. 27: Starke Claudin-5-Expression in Gehirn, Lunge und Herz sowie in isolierten Gehirnkapillaren 
von C57BL/6-Mäusen. (A) mRNA-Expression von Claudin-5 in verschiedenen Geweben. Karierte Säulen, 
Expression ≥10-2. (B) mRNA-Expression von Claudin (Cldn)-1, -3, -5, -12 und Occludin (Ocln) in Großhirn und 
Kapillaren normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. n≥4, Mittelwert±SD; 

Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ 
zur Großhirnrinde. 

 

3.7 Claudin-5-Peptidomimetika verbessern Glioblasto m-Chemotherapie 

Da im Kapitel 3.6 gezeigt wurde, dass Claudin-5-Peptidomimetika für eine erhöhte in-vivo-

Permeabilität kleiner Moleküle sorgten, sollte nun das Potenzial zur verbesserten Behandlung 

von Gehirntumoren mit normalerweise nicht ZNS-gängigen Zytostatika geprüft werden. Dazu 

wurden humane Glioblastom-Zellen in immundefiziente Mäuse intrazerebral injiziert. Nach 

drei Tagen begann die Chemotherapie in Kombination mit D-AS-C5C2. Dazu wurde zuerst 

das Peptid (i.v., 3,5 µmol/kg in PBS+/+) und nach 3 h das Zytostatikum Paclitaxel injiziert 
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(i.v., 24 mg/kg ≙ 28 µmol/kg). Die Behandlung wurde an drei aufeinanderfolgenden Wochen 

wiederholt und nach einer weiteren Woche die intrazerebrale Tumorfläche der Gehirne unter-

sucht. Dazu wurden histologisch gefärbte 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 Tumorfläche 

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 Erhöhung der Stichprobe, um den Effekt statistisch abzusichern. 

Die Gehirnschnitte in Abb. 28 wurden repräsentativ für die einzelnen Gruppen ausgewählt. 

Initiale Versuche zur Behandlung von Glioblastomen mit Paclitaxel nach vorangegangener 

Peptidgabe zeigten eine Tendenz in der Tumorreduktion. 

 

 
Abb. 28: Reduktion der Größe orthotroper Glioblastome im Mausgehirn nach Gabe von Paclitaxel mit 
vorangegangener Applikation der D-Aminosäure-Variante von C5C2. Drei Tage nach Ausbildung eines 
Glioblastoms in NMRI-nu/nu-Mäusen (5-6 Wochen alt) wurde das Peptid injiziert (i.v., 3,5 µmol/kg in PBS+/+) 
gefolgt von einer Paclitaxel-Injektion nach 3 h (i.v., 24 mg/kg ≙ 28 µmol/kg). Behandlung dreimal im Abstand 
einer Woche, Auswertung nach weiteren 7 Tagen. Streudiagramm mit Mittelwert (schwarze Linie) zeigt die 
intrazerebrale Tumorfläche in mm2; n≥6; Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Dunn; 
nicht signifikant, p≥0,05 relativ zu PBS. Gehirnschnitte mit Kresylviolett gefärbt. 

 

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

Um zu überprüfen, ob die Injektion von Claudin-5-Peptiden die Tumorbehandlung nicht 

durch eventuell unerwünschte Nebenwirkungen beeinträchtigt, wurden die Glioblastom-

Mäuse über den Zeitraum der Peptid- und Paclitaxelbehandlung untersucht. Auf die Ge-
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wichtszunahme der Mäuse hatte D-AS-C5C2 keinen negativen Einfluss. Dabei spielte es 

keine Rolle, ob das Peptid mit oder ohne Paclitaxel injiziert wurde (Abb. 29). Ein Gewichts-

zuwachs steht im Allgemeinen für einen guten Zustand der Tiere, der nicht durch Peptidgabe 

verschlechtert wurde. Darüber hinaus blieb das Verhalten der Tiere normal und eine Sektion 

war makroskopisch unauffällig. Dasselbe wurde nach einmaliger Injektion der humanen Vari-

ante des C5C2-Peptids (hC5C2) über einen Zeitraum von einem Monat in Mäusen ohne 

Glioblastom und Paclitaxel-Behandlung festgestellt (Anhang 13). 

Daraus lässt sich ableiten, dass Claudin-5-Peptide aufgrund ihrer guten Verträglichkeit zur in-

vivo-Behandlung geeignet sind. 

 

 
Abb. 29: Das Claudin-5-Peptid D-AS-C5C2 (D-Aminosäure-Variante) hat keinen negativen Einfluss auf 
die Gewichtszunahme von Mäusen mit orthotropem Glioblastom. Prozentuale Änderung des Körperge-
wichts relativ zum Ausgangswert von NMRI-nu/nu-Mäusen (5-6 Wochen alt) mit orthotropem Glioblastom nach 
Behandlung von Paclitaxel (i.v., 24 mg/kg ≙ 28 µmol/kg) mit vorangegangener Applikation von D-AS-C5C2 
(3 h zuvor, i.v., 3,5 µmol/kg in PBS+/+). Behandlung dreimal im Abstand von einer Woche, Versuchsende nach 
weiteren 7 Tagen. n=10; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonfer-
roni; nicht signifikant, p≥0,05 relativ zu PBS. 

 

3.8 D-Aminosäuren erhöhen die Peptidstabilität in B lutplasma 

Ein Hauptproblem therapeutisch-eingesetzter Peptide besteht in der geringen Stabilität in vivo 

insbesondere hervorgerufen durch den Abbau durch Peptidasen (Werle und Föger, 2017). Da 

D-AS-Peptide einer geringeren Proteolyse unterliegen (Hamamoto et al., 2002; Hong et al., 

1999), wurden ausgewählte Claudin-5-Peptide vollständig aus D-AS synthetisiert. Zur Tes-

tung der Stabilität wurden die Peptide C5C2 und dessen D-Aminosäure-Variante N-terminal 

mit Fluoreszein markiert und ex vivo in murinem Blutplasma inkubiert (10 µM, 0-72 h). Pro-

ben verschiedener Zeitpunkte wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die Fluores-
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zenzintensität detektiert (Abb. 30A). Beide Varianten führten zu einer zeitabhängigen Reduk-

tion des Fluoreszein-Peptid-Signals, wobei das D-AS-Peptid langsamer abgebaut wurde (t1/2 = 

20,9±2,3 h) als das L-AS-Peptid (t1/2 = 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. 30B). Wurden die Peptide anstatt in Blutplasma in Wasser inkubiert, zeigte sich kein 

Abbau über 72 h (Abb. 30C,D). Die Enzym-Spezifität für L-AS wurde am Beispiel des En-

zyms Proteinase K getestet und führte zum starken Abbau von C5C2 aber nicht von D-AS-

C5C2 (Abb. 30A, letzte Bande). 

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

war, was sich in einer längeren Plasmahalbwertzeit äußerte. 

 
Abb. 30: Die D-Aminosäure-Variante von C5C2 ist in Blutplasma stabiler als ihre entsprechende L-
Aminosäure-Variante. C5C2 und D-AS-C5C2 (jeweils N-terminal mit Fluoreszein markiert, 10 µM) wurden 
über 72 h in (A,B) Blutplasma (Maus) oder (C,D) Wasser inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 
Proben entnommen, gelelektrophoretisch (Tric-Tricin-Natriumdodecylsulfat-Gel) aufgetrennt und die Fluo-
reszein-Signale quantifiziert. (A,C) Fluoreszein-markierte Peptidbanden detektiert nach Gelelektrophorese. 
Markerbande 4,6 kDa, Peptid 3,4 kDa. ProtK, Proteinase K: Inkubation der Peptide (10 µM) für 1 h mit 3 U/ml. 
(B) Quantifizierung der relativen Fluoreszenzintensität zum Ausgangswert (0 h). Mittelwert±SD, n≥4; Berech-
nung der Halbwertszeit (t1/2): Dosis-Wirkungs-Kurve mit variabler Steigung. (D) Quantifizierung der relativen 
Fluoreszenzintensität zum Ausgangswert (0 h). Mittelwert±SD, n≥2; nicht-lineare Kurvenanpassung.  
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3.9 Strukturanalyse der Claudin-5-Peptidomimetika 

Eine experimentelle Strukturanalyse mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie wurde durch-

geführt, um die Art und das Ausmaß der Peptid-Sekundärstrukturneigungen abschätzen zu 

können. Zur in-silico-Untersuchung möglicher Wechselwirkungen zwischen Claudin-5-Pepti-

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

 

3.9.1 Sekundärstrukturanalyse der Claudin-5-Peptide  

Zur Strukturanalyse mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie wurden die Claudin-5-Peptide 

(50 µM) in Phosphatpuffer (10 mM, pH 7,2) gelöst, um den Anteil der Sekundärstrukturele-

mente α-Helix, β-Faltblatt oder β-Schleife zu untersuchen. Der verbliebende Anteil galt als 

ungeordnet. Durch die Zugabe des Tensids SDS unterhalb der kritischen Mizellenkonzentra-

tion (9-10 mM, Niraula et al., 2014) sollte eine mögliche Induktion von β-Faltblattstrukturen 

überprüft werden (Zhong und Johnson, 1992). Oberhalb der kritischen Mizellenkonzentration 

kann SDS zur Induktion und Stabilisierung von α-Helices führen (Gopal et al., 2012). TFE 

weist die Eigenschaft auf, eine Induktion von α-Helices zu begünstigen (Buck, 1998). 

Da sowohl Peptide aus L- als auch aus D-Aminosäuren synthetisiert wurden, sollte zunächst 

untersucht werden, inwieweit die Art der Aminosäuren die Struktur ändert. Dabei war das 

Spektrum von C5C2 verglichen zu D-AS-C5C2 spiegelverkehrt (Abb. 31). Die Tabelle in 

Abb. 31 zeigt zudem charakteristische Elliptizitäts-Extremwerte (195 nm für β-Faltblatt, 

208 nm für α-Helix) bei verschiedenen Pufferbedingungen. Nach Spiegelung der D-AS-Vari-

ante unterschieden sich die Werte zwischen L- und D-Peptid nicht signifikant. Auch für das 

C5C2-Derivat C5C2/shifted war das Spektrum der D-Aminosäure-Variante im Vergleich zur 

jeweiligen L-Aminosäure-Variante ähnlich aber spiegelverkehrt (Anhang 14). Beim Vergleich 

von C5C2[S22N] mit seiner D-Aminosäure-Variante ergab sich jedoch ein signifikanter Un-

terschied unter den verschiedenen Pufferbedingungen (Anhang 14) und könnte den Wirk-

unterschied erklären (L-AS-C5C2[S22N] > D-AS-C5C2[S22N]). 

Anschließend wurden die Spektren der verschiedenen L-Aminosäure-Varianten in Phosphat-

puffer mit und ohne Zusatz von SDS oder TFE gemessen. In Phosphatpuffer waren Spektren 

der Peptide C5C2, C5C2[S22N], C5C2/shifted, C5C2/N+5AS und C5C2/C-4AS vergleichbar. 

Dementsprechend unterschied sich die molare residuale Elliptizität (Θ) statistisch nicht signi-

fikant bei charakteristischen Elliptizitäts-Extremwerten (195 und 217 nm für β-Faltblatt, 192, 

208 und 222 nm für α-Helix, Abb. 32, oben). Der Zusatz der β-Faltblatt-begünstigenden Sub-

stanz SDS führte bei den beiden N-terminal-verlängerten Peptiden C5C2/shifted und 

C5C2/N+5AS zur signifikanten Verschiebung des Spektrums in Bereiche, die für eine erhöhte 
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α-Helix-Neigung spezifisch sind (Doppelminimum bei 208 und 222 nm, Abb. 32, Mitte). Die 

SDS-Konzentration lag mit 0,5 mM unter der kritischen Mizellenkonzentration, bei der β-

Faltblattstrukturen begünstigt werden (Zhong und Johnson, 1992), aber auch zur Ausbildung 

von α-Helices führen können (Biswas und Das, 2004; Campagna et al., 1998). Bei allen Pepti-

den wurde eine starke α-helikale Sekundärstrukturneigung durch TFE begünstigt, die sich 

untereinander bei repräsentativen Wellenlängen nicht unterschied (Abb. 32, unten). 

 

 
Abb. 31: Die Strukturen von C5C2 und deren D-Aminosäure-Variante sind enantiomer. Messung und 
Berechnung der molaren residualen Elliptizität (Θ) der Peptide (50 µM) mittels Zirkulardichroismus-Spektrosko-
pie in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 0,5 mM SDS (Natriumdodecylsulfat, β-Faltblatt-Begünsti-
gung) oder in PP mit 60 % Trifluorethanol (TFE, α-Helix-Begünstigung); 8 Akkumulationen. Tabelle zeigt Θ bei 
charakteristischen Elliptizitäts-Extremwerten (195 nm für β-Faltblatt, 208 nm für α-Helix), n≥7, Mittelwert±SD, 
Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht signifikant, 
p≥0,05, C5C2 relativ zu D-AS-C5C2. 

 

Nach der Bestimmung der Spektren wurde mittels Referenzspektren der Anteil der Sekundär-

strukturelemente berechnet (Yang et al., 1986). In Phosphatpuffer bildeten die Claudin-5-

Peptide keine α-Helix, zeigten aber überwiegend eine β-Faltblatt-Neigung (31-49 %, Abb. 

33), eine geringe β-Schleifen-Neigung (9-19 %) und 43-54 % ungeordnete Elemente (Anhang 

15). Dabei unterschieden sich die Peptide nicht signifikant von C5C2. Bei den N-terminal-

verlängerten Peptiden führte SDS bei unveränderten β-Faltblattanteilen zu einer signifikant 

erhöhten α-Helixneigung im Vergleich zu C5C2 (von 0 % auf 15 % bei C5C2/shifted; auf 

16 % bei D-AS-C5C2/shifted; auf 29 % bei C5C2/N+5AS). Die Zugabe von TFE bedingte 

bei allen Claudin-5-Peptiden die Ausbildung einer α-Helix-Struktur (59 bis 72 %) und einer 

Reduktion der β-Faltblattelemente auf 0-11 %, wobei es keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Peptiden gab (Abb. 33). Eine ausführliche Darstellung aller Sekundärstruktur-

Neigungen ist in der Tabelle in Anhang 15 zusammengefasst.  
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Strukturell wurde für die Claudin-5-Peptide sowohl eine Neigung zur Ausbildung von α-He-

lix- als auch β-Faltblattelementen nachgewiesen. Des Weiteren lagen D- und L-AS-Peptide 

mit gleicher Aminosäuresequenz überwiegend enantiomer vor. 

 

 
Abb. 32: Claudin-5-Peptide zeigen überwiegend vergleichbare Zirkulardichroismus-Spektren. Messung 
und Berechnung der molaren residualen Elliptizität (Θ) der Peptide (50 µM) mittels Zirkulardichroismus-Spekt-
roskopie in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 0,5 mM SDS (Natriumdodecylsulfat, β-Faltblatt-
Begünstigung) oder in PP mit 60 % Trifluorethanol (TFE, α-Helix-Begünstigung); n≥8 Akkumulationen. Tabel-
len zeigen Θ bei charakteristischen Elliptizitäts-Extremwerten (195 und 217 nm für β-Faltblatt, 192, 208 und 
222 nm für α-Helix), n≥4, Mittelwert±SD, Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-
Test nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu C5C2. Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit 
N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal 
verlängert (5 AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal verkürzt (4 AS)).   
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Abb. 33: Starke Neigung zur Ausbildung von β-Faltblatt- und α-Helixelementen durch Claudin-5-Peptide. 
Strukturelle Neigung zur α-Helix- und β-Faltblatt-Ausbildung von Claudin-5-Peptiden (50 µM) bestimmt mittels 
Zirkulardichroismus-Spektroskopie in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 0,5 mM SDS (Natrium-
dodecylsulfat, β-Faltblatt-Begünstigung) oder in PP mit 60 % Trifluorethanol (TFE, α-Helix-Begünstigung) und 
Berechnung des Anteils der Sekundärstrukturelemente mittels Referenzspektren (Yang et al., 1986). n≥8 
Akkumulationen. n≥4, Mittelwert±SD, Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test 
nach Bonferroni; ***, p<0,001 relativ zu C5C2. Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), 
C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert 
(5 AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal verkürzt (4 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], 
D-ASC5C2/shifted. 

 

3.9.2 Hohe Sequenzidentität von Claudin-5-Peptiden mit der ersten extrazellulären 
Schleife von Claudin-5 

Die verwendeten Peptide stammen aus der ESZ1 von Claudin-5. Substitutions-, Additions- 

und Deletionsvarianten von C5C2 wiesen Unterschiede in der permeabilisierenden Wirkung 
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auf. Ein Vergleich der Peptidsequenzen mit Tight-Junction-Proteinen sollte daher Aufschluss 

über bevorzugte Bindungspartner geben. Sequenzalignments wiesen eine hohe Sequenzidenti-

tät der murinen Peptide C5C2, C5C2[S22N] und C5C2/shifted zum entsprechenden Teil der 

murinen EZS1 von Claudin-5 auf (86,7 bis 93,1 %; Abb. 34). Auch wurde eine hohe Identität 

für die murine Additionsvariante C5C2/N+5AS mit muriner Claudin-5-ESZ1 (91,1 %) und 

murines C5C2 mit humaner ESZ1 (86,2 %) errechnet (Anhang 16). Eine geringere Identität 

wurde für die genannten Peptide verglichen mit murinem Claudin-1 (50,0 bis 55,2 %), -3 und 

-4 (56,7 bis 61,8 %) nachgewiesen. Mit Claudin-2, -11, -12 und Occludin bestand nur eine 

Identität unter 35 % (Abb. 34). Das Kontrollpeptid C2C2 hatte ebenso eine geringe Identität 

zu den getesteten Claudin- und Occludin-Bereichen außer zu Claudin-2 (Abb. 34). Die Clau-

din-ESZ2 waren mit den Claudin-5-Peptiden und dem Kontrollpeptid C2C2 wenig identisch 

(2,3-24,1 %). 

 

 
Abb. 34: Sequenzidentitäten von Claudin-Peptiden und der ersten extrazellulären Schleife (EZS1) von 
Claudinen und Occludin. Globales Alignment zwischen Aminosäuresequenz der Peptide und entsprechender 
Sequenz der EZS1 von Claudinen und Occludin mittels Needleman-Wunsch-Algorithmus (Rice et al., 2000). 
Prozentuale Sequenzidentität. Tabelle: Peptidalignment zur EZS1 von Claudin-5. ׀, Identische Aminosäure; :, 
ähnliche Aminosäure (Aminosäuren der gleichen physikochemischen Gruppe); ., unähnliche Aminosäure; _, 
kein Alignment; m, murin; Kontrollpeptid C2C2, von Claudin-2 stammend; Claudin-5-Peptide: C5C2, 
C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4AS)). 
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Ein wichtiges Charakteristikum für eine spezifische Wirkung der Claudin-5-Peptide ist die 

sehr hohe Sequenzidentität zur entsprechenden Claudin-5-EZS1-Sequenz. Zu anderen Claudi-

nen und Occludin wiesen diese nur eine geringe Identität auf. 

 

3.9.3 Claudin-5-Peptide bilden β-Faltblatt- und α-Helixstrukturen 

Ob die Peptide strukturell der 3D-Struktur von Claudin-5 ähneln, wurde anhand von Struktur-

modellen in silico untersucht. Im Vergleich zur Strukturvorhersage beider ESZ von Claudin-5 

basierend auf der Claudin-15-Kristallstruktur (Suzuki et al., 2014) hatte C5C2 eine Neigung 

von 34 % zur Ausbildung von α-Helices und 21 % von β-Strängen (Abb. 35A, Anhang 15). 

Damit ähnelte sich die Struktur des Peptids mit der entsprechenden Sequenz der ESZ2 von 

Claudin-5 im Hinblick auf die Ausbildung von zwei β-Strängen (blau) am N-Terminus und α-

helikalen Strukturen (rot) am C-Terminus (Abb. 35A). Die Substitutionsvariante C5C2[S22N] 

und die Deletionsvariante C5C2/C-4AS bildeten weitestgehend ähnliche Strukturen vergli-

chen mit C5C2, wobei durch die Verkürzung der C-terminale α-Helix-Anteil reduziert wurde 

(auf 12 %, Abb. 35B,D). C5C5/shifted wies eine Reduktion der C-terminalen α-Helix (auf 

13 %) und eine Erhöhung der N-terminalen β-Faltblatt-Neigung (auf 40 %, Abb. 35C) auf. Da 

die N-terminale Additionsvariante C5C2/N+5AS ebenso durch eine Verlängerung der β-

Stränge charakterisiert war (auf 41 %, Abb. 35E), scheint der N-Terminus der Peptide für die 

Ausbildung der β-Stränge relevant zu sein. D-Aminosäuren konnten mit den verwendeten 

Programmen nicht dargestellt werden, weswegen hierzu keine Strukturmodelle erstellt wur-

den. 

Die Claudin-5-Peptid-Modelle bestehend aus zwei β-Strängen und einer C-terminalen α-Helix 

deuteten somit auf eine hohe Strukturähnlichkeit vergleichbar mit den entsprechenden Ele-

menten von Claudin-5 hin. 
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Abb. 35: Extrazelluläre Schleifen (EZS) in murinem Claudin-5 und Claudin-5-EZS1-Peptiden bilden β-
Stränge und α-Helices. (A) Strukturvorhersage der Claudin-5-EZS (AS 29-81, 138-161) nach Vorlage der 
Claudin-15-Kristallstruktur (Suzuki et al., 2014, s. Anhang 17) und vorgeschlagene C5C2-Struktur ermittelt 
durch das Programm PEP-FOLD (Shen et al., 2014; Thevenet et al., 2012). Gelb, C5C2-Bereich; graue Fläche, 
äußere Oberfläche der Zellmembran. (B-E) Strukturmodelle der Claudin-5-Peptide C5C2[S22N] (S substituiert 
mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal 
verkürzt (4AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS). PEP-FOLD-Modelle. β-Stränge, blau; α-Helix, 
rot; β-Schleife, grün; ungeordnet, grau; N, C: N-/C-Terminus; β1-5, β-Stränge in EZS1/2 von Claudin-5; β3’and 
β4’, β-Stränge der Claudin-5-Peptide. 

 

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

Da für die Peptide eine Konformation, die der EZS1 von Claudin-5 ähnelte, vorhergesagt 

wurde, wurden Interaktionsmodelle mittels CABS-dock (Kurcinski et al., 2015) ermittelt 

(Abb. 36). Das Modell für C5C2 wies 10 Wasserstoffbrückenbindungen auf, die bei der Inter-

aktion von C5C2 (Aminosäurereste markiert mit Apostroph (’)) mit den murinen Claudin-5-

EZS folgender Aminosäurereste gebildet wurden: S53’-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 Aminosäuren von C5C2 sind Teil der α-Helix (S74’, E76’), der β-Falt-

blätter (S58’) oder der unstrukturierten Regionen (S53’, S54’, S68’, S69’). Auf der Seite des 

Claudin-5-Proteins sind beide EZS beteiligt (β3/5 und α-Helices, Abb. 36A). Bei gleichblei-

bender β-Faltblattneigung ist der α-helikale Anteil des Peptids C5C2 im Interaktionsmodell 

reduziert (14 %, Abb. 36A zu 34 % in Abb. 35A, s. auch Anhang 15).  

Die Substitutionsvariante C5C2[S22N] ist charakterisiert durch einen Aminosäureaustausch 

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 Å stär-

ker als im C5C2-Interkationsmodell ist (3,7 Å, Jeffrey, 1997). Weitere 5 intermolekulare 

Wasserstoffbrückenbindungen waren: S54’-T46, V55’-K48, T59’-Q44, T59’-Q63 und H61’-

T42. N74’ (α-Helix), T59’ (β-Stränge), S54’ und V55’ (ungeordnet) assoziierten mit den β-
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Strängen beider EZS (β2/4/5). Bei gleicher β-Faltblattneigung war der α-helikale Anteil des 

Peptids C5C2[S22N] im Vergleich zur PEP-FOLD-Vorhersage im Interaktionsmodell halbiert 

(21 %, Abb. 36 zu 45 % in Abb. 35B, s. auch Anhang 15).  

C5C2/shifted assoziierte aus dem β-Strangbereich mit Q52’-Q156, S53’-S53, S53’-Y67, aus 

dem β-Schleifenbereich mit S74’-E76 und aus dem ungeordneten Bereich mit W51’-Y158, 

Q57’-Q57, T59’-Q44 über insgesamt 7 Wasserstoffbrückenbindungen mit beiden EZS von 

Claudin-5 (β2/3/5). Der Abstand von S74’ mit E76 beträgt 3,3 Å und ist vergleichbar mit der 

Bindung von C5C2[S22N] über N74’-Q156 (Abb. 36C). Im Vergleich zum Peptidmodell 

ohne Assoziationsbestimmung (Abb. 35C) blieb der Anteil der Sekundärstrukturelemente bei 

Interaktion unverändert (Abb. 36C).  

Eine Verkürzung von C5C2 um 4 Aminosäuren am C-Terminus zeigte im Strukturmodell Se-

kundärstrukturen vergleichbar zu den anderen Peptiden (Abb. 35D, Anhang 15). Im Interak-

tionsmodell lag das Peptid jedoch überwiegend ungeordnet vor (92 %). Eine mögliche Inter-

aktion mit Claudin-5 konnte nur für 3 Aminosäurepaare T59’-Y33, Q57’-Q156 und S54’-

S155 gefunden werden (Abb. 36D). Da das verwendete Programm keine Interaktion für Pep-

tide mit mehr als 30 Aminosäuren berechnet, ist für C5C2/N+5AS kein Interaktionsmodell 

dargestellt. 

Anhand der Interaktionsmodelle war die Peptidassoziation über Wasserstoffbrückenbindun-

gen bevorzugt mit den β-Strängen der EZS von Claudin-5 vermittelt. Dabei spielte sowohl die 

Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen als auch die Art der beteiligten Aminosäurereste 

eine Rolle. Der C-Terminus der Peptide hatte vorwiegend strukturelle Bedeutung und war nur 

zu geringen Teilen an der Assoziation beteiligt. 
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Abb. 36: Protein-Peptid-Interaktionsmodelle der extrazellulären Schleifen (EZS) von murinem Claudin-5 
mit murinen Claudin-5-Peptiden (gelb). (A) C5C2, (B) C5C2[S22N] (S substituiert mit N), (C) C5C2/shifted 
(N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), (D) C5C2/C-4AS (C-terminal verkürzt (4 AS)). 
Interaktionsmodell erstellt mittels CABS-dock (Kurcinski et al., 2015) zwischen den Claudin-5-EZS (AS 29-81, 
138-161) unter Verwendung der Claudin-15-Kristallstruktur (Suzuki et al., 2014) und Peptidstrukturen vorherge-
sagt mit PSIPRED als Vorlage (s. Anhang 15, Buchan et al., 2013). Graue Fläche, äußere Oberfläche der Zell-
membran. β-Stränge, blau; α-Helix, rot; β-Schleife, grün, ungeordnet, grau; N, C: N-/C-Terminus; β1-5, β-
Stränge von Claudin-5; β3’and β4’, β-Stränge der Peptide. Grün-gestrichelte Linien, Wasserstoffbrückenbindun-
gen zwischen Aminosäure-Resten der Peptide (AS’) und Claudin-5 (AS).   



Ergebnisse 

94 
 

3.10 Charakterisierung von Claudin-12-defizienten M äusen 

Neben Claudin-5 ist Claudin-12 ein weiteres Claudin, welches in Endothelzellen der Gehirn-

kapillaren nachgewiesen wurde (s. Abb. 27). Sowohl ein Claudin-5-Knockout (Nitta et al., 

2003) als auch eine Claudin-5-Modulation durch Peptide (Abb. 21, Abb. 23) hatte keine 

Beeinflussung von Claudin-12 in Lokalisation und Expression zur Folge. Daher sollte unter-

sucht werden, inwieweit Claudin-12 an der BHS-Abdichtung beteiligt ist und eventuell als 

Zielprotein zur Modulation eine Rolle spielt. Da ein Knockout von Claudin-5 zur Permeabili-

tät von Molekülen bis 800 Da führte, wäre es denkbar, dass ein Claudin-12-Knockout ebenso 

eine erhöhte Durchlässigkeit für kleine oder auch große Moleküle bedingen könnte (Nitta et 

al., 2003).  

Neben einer Expression von Claudin-12 im Gehirnendothel wurde es bereits in anderen Or-

ganepithelien bzw. –endothelien beschrieben (z.B. Darmepithel; Fujita et al., 2006). In En-

terozyten spielt Claudin-12 eine Rolle bei der Vitamin-D-abhängigen Ca2+-Absorption 

(Christakos et al., 2010; Fujita et al., 2008). Jedoch ist dessen genaue Funktion im Einzelnen 

noch unklar. Daher werden in diesem Kapitel Untersuchungen an Claudin-12-Knockout-Mäu-

sen zusammengefasst, die die Expression von Claudin-12 in verschiedenen Geweben und 

dessen Bedeutung in Gehirn, Herz und Gastrointestinaltrakt darstellen sollen. 

 

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

In Abb. 27 wurde bereits gezeigt, dass Claudin-12, eines der Tight-Junction-Proteine der BHS 

(Nitta et al., 2003), in isolierten Gehirnkapillaren exprimiert ist. Im Vergleich zum Wildtyp 

unterschied sich im Claudin-12-Knockout die mRNA-Expression von Claudin-1, -3, -5 und 

Occludin nicht (Abb. 37A).  

Da im Knockout kein Claudin-12 exprimiert wurde, sollte dessen Einfluss auf die BHS 

charakterisiert werden. Ausgehend von den durchgeführten Untersuchungen wurde im Ver-

gleich zum Wildtyp keine erhöhte Permeabilität für kleine (Na-Fluoreszein, 376 Da) und 

große (albumingebundenes Evans Blue, 68 kDa) Moleküle im Mausgehirn nachgewiesen. 

Ebenso war die Permeabilität in Leber oder Niere unverändert (Abb. 37B).  

Daraus ließ sich schließen, dass sowohl die Tight-Junction-Expression als auch die Barriere-

funktion der BHS durch einen Claudin-12-Knockout unbeeinflusst ist. 
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Abb. 37: Claudin-12-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Tight-Junction-Expression in isolierten Gehirn-
kapillaren sowie die Permeabilität von Na-Fluoreszein (376 Da) und Evans Blue (albumingebunden, 
68 kDa) in Gehirn, Leber und Niere. (A) mRNA-Expression von Claudin (Cldn)-1, -3, -5, -12 und Occludin 
(Ocln) in Wildtyp (WT)- und Claudin-12-defizienten (KO) C57BL/6-Mäusen (20-35 Wochen alt) normiert auf 
β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. n≥4, Mittelwert±SD. Zwei-Wege-Varianztest 

(ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht signifikant, p>0,05. n.d., nicht detektiert. 
(B) Aufnahme von Na-Fluoreszein (0,5 mol/kg) bzw. Evans Blue (0,26 mol/kg) 10 min nach i.v.-Injektion. 
Claudin-12-Knockout (KO) relativ zum Wildtyp (WT). C57BL/6-Mäuse 14-21 Wochen alt. n=3. Streudiagramm 
mit Mittelwert (schwarze Linie). Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach 
Bonferroni; nicht signifikant, p≥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 die BHS hatte, stellte sich die Frage nach 

der generellen Funktion von Claudin-12. Dazu wurden Untersuchungen im Institut Clinique 

de la Souris (Illkirch, FR) nach internationalen und standardisierten Phänotypisierungs-

protokollen durchgeführt. Dabei ergab sich, dass Claudin-12-Knockout-Männchen (11 Wo-

chen alt) eine gute allgemeine Gesundheit und normale Organfunktionen aufwiesen. Jedoch 

war die Herzfunktion beeinträchtigt, welches sich in Bradykardie und proarrythmogenen 

Symptomen äußerte (Meziane et al., 2015). Bei entsprechenden weiblichen Mäusen (16 Wo-

chen alt) zeigte sich eine hyperdyname Kreislaufstörung charakterisiert von erhöhter myokar-

dialer Kontraktilität und Tachykardie. Zusammen mit einem verringerten links-ventrikulären 

Volumen deutete letzteres auf eine Hypovolämie hin (Bouabout und Monassier, 2016). Daher 

sollte das Myokard ohne und mit Claudin-12-Knockout im Hinblick auf die Bedeutung von 

Claudinen, TAMP und ZO-1 näher 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 für die Funktion des Myokards eine wichtige Rolle zu 

spielen schien (Bouabout und Monassier, 2016; Meziane et al., 2015), sollte zunächst geklärt 

werden, ob Claudin-12 unter Normalbedingungen (Wildtyp) quantitativ eine Bedeutung hat. 

Verglichen wurde sowohl mit allen bis dato bekannten Mitgliedern der Claudin- und TAMP-

Familie (Mineta et al., 2011; Raleigh et al., 2010) als auch mit ZO-1. Claudin-13 kommt in 

murinen Geweben nicht vor (Günzel und Yu, 2013) und wurde daher nicht getestet. 

Claudin-12 war eines der vier stark exprimierten Claudine im Mausmyokard: Claudin-25 

((3,3±0,6)×10-2) > Claudin-5 ((3,1±1,0)×10-2) > Claudin-12 ((1,4±0,6)×10-2) > Claudin-15 

((0,7±0,3)×10-2) bezogen auf β-Aktin. Auch ZO-1 war sehr hoch exprimiert ((3,9±1,1)×10-2). 

Eine geringere Expression (10- bis 1000-fach geringer) wurde für die Claudine 22> 10> 1> 

24> 3> 20> 11> 23> 7> 9> 4> 2> 14> 17 und die TAMP Occludin und Tricellulin bestimmt. 

Eine sehr schwache Expression (unter dem Schwellenwert 2∆Ct<10-5) wurde für die Claudine-

13>6>8>19>27>16=18=26 und MarvelD3 nachgewiesen (Abb. 38). Es wurden sowohl männ-

liche als auch weibliche Myokardproben untersucht, wobei sich keine geschlechtsspezifischen 

Unterschiede im Expressionsniveau ergaben (Anhang 18). 

 

 
Abb. 38: Claudin-Expressionsprofil im Myokard von C57BL/6-Mäusen zeigt eine hohe Expression von 
Claudin-5, -12, -15, -25 und ZO-1. mRNA-Expression von Claudin (Cldn)-1 bis -27, Occludin (Ocln), Tricellu-
lin (Tric), MarvelD3 und Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1) im Herzapex (ohne Ventrikelendokard und 
Septumgewebe) normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. C57BL/6-Mäuse: 

männlich/weiblich, Alter 15-28 Wochen. n≥16, Mittelwert±SD. Karierte Säulen, erhöhte Expression; gestrichelte 
Linie, Schwellenwert 2∆Ct=10-5: schwache Expression 2∆Ct<10-5. n.d., nicht detektiert. 
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Immunfluoreszenzfärbungen gaben Aufschluss darüber, wo Claudine im Myokard lokalisiert 

sind. Die Färbung gegen F-Aktin galt als Orientierung für das Zytoskelett der Kardiomyozy-

ten als auch für die Glanzstreifen, welche die Zellen miteinander verbinden. Dort kolokali-

sierte F-Aktin mit Desmoplakin, einem desmosomalen Protein, welches in den Glanzstreifen 

vorkommt (Abb. 39, Pfeilköpfe; Angst et al., 1997; Gutstein et al., 2003). Claudin-1, Claudin-

12 und Occludin kamen in der lateralen Membran der Kardiomyozyten (Abb. 39, Pfeile) und 

Claudin-11 überwiegend in den Glanzstreifen vor (Abb. 39, Pfeilköpfe). Claudin-5 kam 

sowohl in der lateralen Membran als auch den Glanzstreifen vor und kolokalisierte dort mit 

ZO-1 (Abb. 39, Pfeile und Pfeilköpfe). Claudin-3 wurde ausschließlich in den Blutgefäßen 

des Myokards exprimiert (Abb. 39, Stern), in denen auch andere Claudine detektiert wurden 

(z.B. Claudin-5, -11, -12, Anhang 19, Pfeile).  

Anschließend wurde bestimmt, inwieweit sich die Expression der Tight-Junction-Proteine und 

ZO-1 bei Claudin-12-Knockout im Myokard veränderte. Dabei wurden nur Proteine berück-

sichtigt, die in ihrer Expression über dem Schwellenwert (2∆Ct) von 10-5 lagen. Unterhalb 

dieses Wertes war mit dem verwendeten qRT-PCR-Protokoll keine reproduzierbare Detektion 

möglich.  

Claudin-12 war im Knockout nicht zu detektieren. Im Vergleich zum Wildtyp wurde kein Ein-

fluss auf die Expression von Claudinen, TAMP oder ZO-1 festgestellt (Abb. 40). Beides 

wurde mittels Immunfluoreszenzfärbungen bestätigt (Anhang 20). Die Tight-Junction-Struk-

tur der myokardialen Endothelzellen war auf elektronenmikroskopischer Ebene durch einen 

Claudin-12-Knockout ebenfalls nicht beeinflusst (Anhang 21). 

Im Herzen waren die Claudine-5, -12, -15, -25 und ZO-1 sehr hoch exprimiert, wobei eine 

Claudin-12-Defizienz weder die mRNA-Expression noch die Lokalisation dieser Proteine, 

anderer Claudine oder TAMP beeinflusste. 
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Abb. 39: Differenzielle Lokalisation von Zell-Zell-Kontaktproteinen im Myokard von C57BL/6-Mäusen. 
Immunfluoreszenzfärbung des linksventrikulären Myokards. Alter der Mäuse: 15-28 Wochen. Laterale Lokalisa-
tion, Pfeile; Glanzstreifen, Pfeilköpfe; Blutgefäß, Stern. ZO-1, Zonula Occludens Protein-1.    
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Abb. 40: Claudin-12-Knockout hat keinen Einfluss auf die Expression von Claudinen, Tight-Junction-
assoziierten MARVEL-Proteinen und Zonula occludens Protein-1 im Mausmyokard. Relative mRNA-
Expression von Claudinen (Cldn), Occludin (Ocln), Tricellulin (Tric) und Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1) 
im Herzapex (ohne Ventrikelendokard und Septumgewebe) von Claudin-12-defizienten (KO) C57BL/6-Mäusen 
relativ zum Wildtyp (WT). Mäuse: männlich/weiblich, Alter 15-28 Wochen. n≥16, Mittelwert±SD. Gestrichelte 
Linie, Mittelwert der Expression im Wildtyp. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-
Test nach Bonferroni; nicht signifikant, p≥0,05; ***, p<0,001 relativ zum WT. n.d., nicht detektiert. 

 

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

In dieser Arbeit wurde die Expression und Lokalisation von Tight-Junction-Proteinen in den 

Glanzstreifen des Myokards nachgewiesen. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen 

ist erwiesen, dass die Verbindung der Kardiomyozyten mittels Glanzstreifen über Gap Junc-

tions, Adherens Junctions und Desmosomen vermittelt ist (Severs et al., 1993; Sommer und 

Johnson, 1970). Diese Zell-Zell-Kontakte wurden ebenfalls in Claudin-12-defizientem Myo-

kard nachgewiesen und unterschieden sich strukturell nicht vom Wildtypmyokard (Abb. 41). 

Die Gap Junctions, die eine typische fünfschichtige Struktur aufwiesen (Anhang 22, drei 

elektronendichte und zwei weniger elektronendichte Schichten; Karrer, 1960), wurden dar-

über hinaus mittels Immunfluoreszenzfärbung untersucht. Das in den Gap Junctions promi-

nente Connexin-43 (Duffy et al., 2006) kolokalisiert sowohl in WT- als auch Claudin-12-defi-

zienten Mäusen mit Claudin-5 und zeigte keine veränderte Expression nach Knockout (Abb. 

42, Pfeile). 

Anhand der Untersuchungen wurde kein Einfluss eines Claudin-12-Knockouts auf Zell-Zell-

Kontakte in myokardialen Glanzstreifen beobachtet. 
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Abb. 41: Zell-Zell-Kontakte der myokardialen Glanzstreifen zeigen nach Claudin-12-Knockout keine 
strukturellen Veränderungen. Transmissionselektronenmikroskopie vom Herzapex. Längsschnitt durch das 
linksventrikukäre Myokard von Wildtyp (WT)- und Claudin-12-defizienten (KO) C57BL/6-Mäusen (Alter 28-
33 Wochen). Zell-Zell-Kontakte im Glanzstreifen (GS): Gap Junctions (GJ), Adherens Junctions (AJ) und 
Desmosomen (D). Mi, Mitochondrien; MyF, Myofibrillen. 

 

 
Abb. 42: Kolokalisation von Tight- und Gap-Junction-Proteinen in den myokardialen Glanzstreifen von 
Wildtyp (WT)- und Claudin-12-defizienten (KO) Mäusen. Immunfluoreszenzfärbung des linksventrikulären 
Myokards. C57BL/6-Mäuse, Alter 15-28 Wochen. Claudin-5, Tight-Junction-Protein; Cx43 (Connexin-43), 
Gap-Junction-Protein; Pfeile, Kolokalisation. 

 

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

Nachdem im murinen Myokard nach Claudin-12-Knockout keine Veränderungen im Ex-

pressionsniveau von Claudinen, TAMP oder ZO-1 nachgewiesen wurde, wurden weitere Or-

gane auf verschiedene Zell-Zell-Kontaktproteine untersucht. Dafür wurde zunächst die 

mRNA-Expression von Claudin-12 verglichen. Besonders stark (2∆Ct>10-2) war Claudin-12 in 



Ergebnisse 

101 
 

folgender Reihenfolge exprimiert: Niere > Leber > Herz > Pankreas. Aber auch in Speichel-

drüse > Gehirn > Uterus > Testis > Colon > Lunge > Ileum > Duodenum > Jejunum war die 

Expression 2∆Ct>10-3. Geringer exprimiert war Claudin-12 in Harnblase und Milz (Expression 

2∆Ct<10-3, Abb. 43; 2∆Ct-Werte in Anhang 23). 

 

 
Abb. 43: Hohe Claudin-12-Expression in Niere, Leber, Herz und Pankreas. Karierte Säulen, 2∆Ct≥10-2. 
mRNA-Expression in verschiedenen Mausgeweben normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, 

Schwellenwertzyklus. C57BL/6-Mäuse: männlich/weiblich, Alter 30-40 Wochen. n≥4, Mittelwert±SD.  

 

Da Claudin-12 neben dem Herzen auch in Leber, Niere und Pankreas sehr hoch exprimiert 

wurde, wurde für hoch exprimierte (2∆Ct>10-3) Claudine (1, 3, 5, 25), Occludin und ZO-1 der 

Einfluss eines Claudin-12-Knockouts auf deren mRNA-Expression bestimmt. Bezogen auf 

den Wildtyp zeigten sich keine Unterschiede (Abb. 44A; 2∆Ct-Werte in Anhang 23). 

Da bekannt ist, dass Claudin-12 an der Ca2+-Absorption in Enterozyten beteiligt ist 

(Christakos et al., 2010; Fujita et al., 2008), wurden darüber hinaus Zell-Zell-Kontaktproteine 

in Dünn- und Dickdarm von Claudin-12-defizienten Mäusen mit dem Wildtyp verglichen. 

Ausgewählt wurden Claudin-5 und Proteine mit hoher Expression (2∆Ct>10-3, Claudin-3, -7,   

-8, -15, -25, Occludin und ZO-1), wobei sich keines signifikant vom Wildtyp unterschied 

(Abb. 44B; 2∆Ct-Werte in Anhang 23). 

Diese Ergebnisse zeigten, dass eine Claudin-12-Defizienz neben Herz und Gehirn auch auf 

Claudine, Occludin und ZO-1 anderer Organe bzw. Gewebe keine Auswirkung hatte. Eine 

Claudin-12-Expression wurde für Gehirn (Ohtsuki et al., 2007), Darm, Niere, Lunge, Leber 

(Hwang et al., 2014), Harnblase (Acharya et al., 2004), Speicheldrüse (Mellas et al., 2015) 

und Testis (Haverfield et al., 2014) bestätigt. Weitere Erkenntnisse wurden zu dessen Expres-

sion in Herz (sehr hoch), Pankreas (sehr hoch), Uterus (hoch) und Milz (gering) gewonnen.  
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Abb. 44: Keine Unterschiede in der mRNA-Expression ausgewählter Claudine (Cldn), Occludin (Ocln) 
und Zonula occludens Protein-1 (ZO-1) in Organen Claudin-12-defizienter (KO) Mäuse. Claudin-12-KO-
Mäuse (C57BL/6) relativ zum Wildtyp (WT). n≥4, Mittelwert±SD. Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit 
anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; **, p<0,01; ***, p<0,001 relativ zum WT. Gestrichelte Linie, 
Mittelwert der mRNA-Expression im Wildtyp. (A) Organe mit sehr hoher Claudin-12-Expression im Wildtyp 
(2∆Ct>10-2). (B) Dünn- und Dickdarmabschnitte mit Claudin-12-Expression von 2∆Ct>10-3 im Wildtyp. 

 

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

In der Klärung der physiologischen Funktion von Claudin-12 wurde bisher lediglich auf eine 

Rolle im parazellulären Ca2+-Transports des Darmepithels hingewiesen. Insbesondere scheint 

ein Zusammenhang zwischen Vitamin-D-abhängiger Ca2+-Aufnahme und Claudin-12 von 

Bedeutung zu sein (Christakos et al., 2010; Fujita et al., 2008). Deshalb sind in diesem Kapi-

tel Untersuchungen zum Vitamin-D-Rezeptor unter Claudin-12-Defizienz dargestellt.  

In Wildtyp-Organen wurde eine starke Vitamin-D-Rezeptor-Expression in Niere > Colon > 

Duodenum > Pankreas > Jejunum > Ileum ((10,6±3,1)×10-2 bis (1,6±0,9)×10-2) nachgewie-

sen. Eine 10- bis 1000-fach geringere mRNA-Expression hatten Speicheldrüse > Testis > 

Lunge > Leber > Harnblase > Herz > Uterus > Milz > Gehirn (Abb. 45A). Der Ex-

pressionsvergleich zwischen Wildtyp und Knockout deutete eine tendenzielle Reduktion des 

Vitamin-D-Rezeptors in Pankreas (auf 35,7±27,1 %), Duodenum (auf 37,4±35,0 %), Ileum 
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(auf 59,3±40,1 %), Jejenum (auf 71,2±64,8 %) und Leber (auf 68,1±62,2 %) in Claudin-12-

defizienten Mäusen an (Abb. 45B). 

Eine Claudin-12-Defizienz führte zur Reduktion der mRNA-Expression des Vitamin-D-Re-

zeptors in Organen des Gastrointestinaltraktes. 

 

 
Abb. 45: Der Vitamin-D-Rezeptor ist in Darm, Niere und Pankreas hochexprimiert und zeigt eine redu-
zierte mRNA-Expression in Claudin-12-defizienten Mäusen. (A) mRNA-Expression des Vitamin-D-Rezep-
tors in Mausorganen. Karierte Säulen, starke Expression 2∆Ct≥10-2 normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-

Ct
Zellkontaktprotein

); Ct, Schwellenwertzyklus. (B) Relative mRNA-Expression des Vitamin-D-Rezeptors in Claudin-

12-defizienten (KO) C57BL/6-Mäusen relativ zum Wildtyp (WT). Mäuse: männlich/weiblich, Alter 30-
40 Wochen. Gestrichelte Linie, Mittelwert der mRNA-Expression im Wildtyp. Zwei-Wege-Varianztest 
(ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht signifikant, p>0,05; n≥4; Mittelwert±SD. 
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4 Diskussion 

Die BHS ist für mehr als 98 % aller Wirkstoffe unüberwindlich (Pardridge, 2005). Dadurch 

ist die Zulassung von ZNS-Wirkstoffen halb so hoch wie von nicht-ZNS-Wirkstoffen 

(Kaitlin, 2014). BHS-gängige Pharmaka sind in der Regel lipophil, kleiner als 500 Da sowie 

kein ABC-Transporter-Substrat und weisen einen log P-Wert < 5 sowie eine geringe Neigung 

zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken auf (Lipinski et al., 1997; Pardridge, 2012). Andere 

Pharmaka permeieren über transzelluläre Transportprozesse oder diffundieren über die para-

zelluläre Route, wenn diese durch Wirkverstärker geöffnet wurde. Übliche Zytostatika über-

winden die BHS unzureichend, weswegen die Therapie von beispielsweise Gehirntumoren 

limitiert ist (Lesniak et al., 2005). Konventionelle Methoden sind Chirurgie, Bestrahlung und 

Chemotherapie (Stupp et al., 2009), die sehr nebenwirkungsreich sind (z.B. Mulhern et al., 

2005). Darüber hinaus wird selten eine mittlere Überlebenszeit von 14 Monaten 

(Glioblastome; Johnson und O'Neill, 2012) bzw. 17 Monaten (Metastasen; Bernhardt et al., 

2017) überschritten. Daraus resultiert ein hohes Potenzial zur Behandlungsoptimierung.  

Bisher wurden verschiedene Ansätze zur Verbesserung des Wirkstoffdurchtritts untersucht. 

Diese sind in der Regel stark invasiv, führen zum kompletten Zusammenbruch der BHS oder 

sind unspezifisch. Dazu gehören hochintensiver fokussierter Ultraschall (Burgess et al., 

2011), hyperosmolares Mannitol (Cosolo et al., 1989) oder Caprat (Preston et al., 2008). Me-

thoden zur transzellulären Penetration sind auch unspezifisch und zeigen Nebenwirkungen. 

Für Nanopartikel ist Zytotoxizität nachgewiesen (Li et al., 2015a). Liposomen sind BHS-

unspezifisch, da sie meist über Transzytose mittels Transferrin-Rezeptor wirken (Soni et al., 

2008), der nicht nur in der BHS exprimiert ist (Ponka und Lok, 1999). Der Einsatz von zell-

penetrierenden Peptiden gekoppelt mit Wirkstoffen vermittelt eine BHS-Durchlässigkeit in 

vitro und in vivo (Diaz-Perlas et al., 2017; Oller-Salvia et al., 2016), findet aber bisher keinen 

Einsatz zur Zytostatikapenetration. Außerdem wird die transzelluläre Passage häufig durch 

Efflux-Transporter verhindert (Löscher und Potschka, 2002). 

Daher wurde in dieser Arbeit die Möglichkeit zur moderaten und transienten Permeabilisie-

rung der BHS untersucht, ohne dabei zu einem BHS-Zusammenbruch zu führen. Die Öffnung 

sollte dabei in Stärke und Dauer gerade ausreichend sein, um für eine wirksame Zytostatika-

konzentration im Gehirn zu sorgen und dabei möglichst keine Nebeneffekte auf andere 

Organsysteme hervorzurufen. Um die gewünschten Effekte erzielen zu können, sollte die 

Modulation über spezifische Zielproteine der BHS erfolgen. 
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4.1 Claudin-5 als Zielprotein zur spezifischen Modu lation der Blut-Hirn-
Schranke 

Zelluläre Barrieren hängen von der Struktur und Funktion der Tight Junctions ab (Mark und 

Davis, 2002). Vor allem sind Claudine unverzichtbar für die parazelluläre Abdichtung 

(Furuse und Tsukita, 2006). Diese Arbeit bestätigt die Expression von Claudin-1, -3, -5 und    

-12 in der BHS, die zuvor beschrieben wurde (Morita et al., 1999b; Nitta et al., 2003; Pfeiffer 

et al., 2011; Wolburg et al., 2003b). Die verwendeten Claudin-5-Primer zur mRNA-Expres-

sionsbestimmung weisen Primereffizienzen zwischen 1,95 und 2,04 auf (Berndt, 2017), wobei 

eine Effizienz von 2,0 eine 100-%ige Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus angibt. Damit 

liegen die Effizienzen im angegebenen Toleranzbereich (Anleitung Luminaris qPCR Master 

Mix, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE). Für die Resultate bedeutet dies, dass keine 

Über- bzw. Unterbestimmung der Expression vorliegt. Literaturangaben bestätigen die in 

dieser Arbeit ermittelten Expressionsniveaus für Claudin-1, -3, -12, Occludin (Ohtsuki et al., 

2008) und für Claudin-5 (Burkhart et al., 2015). 

Die abdichtenden Claudine 1 und 3 sind gering in der BHS exprimiert, welches auch durch 

andere Studien belegt wird (Ohtsuki et al., 2008). Für beide Subtypen wird eine Funktion in 

der BHS angenommen (Pfeiffer et al., 2011; Wolburg et al., 2003b). Durch ihre geringe Ex-

pression sind sie jedoch zur Modulation ungeeignet. Claudin-12 wird hiermit als das am 

zweitstärksten exprimierte BHS-Claudin bestätigt. Da die Untersuchungen dieser Arbeit mit 

Claudin-12-defizienten Mäusen keinerlei Auswirkungen auf die BHS haben, entfällt Claudin-

12 als Zielprotein zur spezifischen Permeabilisierung. Dessen Funktion bleibt weiterhin unbe-

kannt.  

Im Gegensatz zu anderen Tight-Junction-Proteinen wurde für Claudin-5 eine sehr starke Ex-

pression gemessen (10-fach zu Occludin, >70-fach zu anderen Claudinen). Auch andere Stu-

dien belegen, dass es quantitativ eine übergeordnete Rolle an der BHS spielt (Ohtsuki et al., 

2008). Die Claudin-5-Expression ist nicht ausschließlich auf das Gehirnendothel beschränkt, 

wodurch unspezifische Wirkungen auf Claudin-5 in anderen Organen denkbar wären. Im Ver-

gleich zum Gehirn wurde die Claudin-5-Expression in diversen Organen bestimmt. Damit 

decken sich die Ergebnisse von bereits bekannten Angaben, die Claudin-5 im Endothel der 

Leber (Rahner et al., 2001), Milz (Uehara und Uehara, 2008), Niere und Lunge (Morita et al., 

1999b) aber auch epithelial in Uterus (Biazik et al., 2008), Testis (Morrow et al., 2009), 

Lunge (Wang et al., 2003), Darm und Pankreas (Rahner et al., 2001) beschreiben. Trotz der 

Claudin-5-Expression in multiplen Organen spielen dort Nebenwirkungen durch Claudin-5-

Peptidomimetika aus den folgenden Gründen eine geringe Rolle. Einerseits ist die Expression 
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in peripheren Organen und peripheren mikrovaskulären Endothelzellen geringer als im 

Gehirnendothel (Morita et al., 1999b; Rahner et al., 2001). Andererseits sind Claudin-5-

exprimierende Blutgefäße, abgesehen von der BHS, durch Fenestrierungen physiologisch 

durchlässiger (z.B. in Leber, Niere, Darm). Das geht einher mit einer Studie, die beschreibt, 

dass die Endothelbarriere außerhalb der BHS von Claudin-5 unabhängig ist (Fontijn et al., 

2006).  

Die hohe Claudin-5-Expression und die geringen zu erwartenden Wirkungen außerhalb der 

BHS bestätigen Claudin-5 als Zielprotein zur spezifischen BHS-Modulation. Es ist erwiesen, 

dass es funktionell entscheidend für die Barriere ist (Campbell et al., 2008; Nitta et al., 2003). 

Die Abdichtung resultiert aus einer Interaktion über die EZS (Daugherty et al., 2007), die 

durch isolierte EZS von Claudin-5 gestört werden kann (Blasig et al., 2006). Daher wurden in 

dieser Arbeit Claudin-5-EZS als Ausgangsstrukturen verwendet, um synthetische Peptido-

mimetika zur Modulation von Claudin-5 zum verbesserten Wirkstofftransport zu entwickeln.  

Der Ansatz zur Modulation der parazellulären Barriere mittels Peptidomimetika entlehnt aus 

den EZS der Tight-Junction-Proteine wurde bereits in früheren Studien untersucht. Dabei sor-

gen EZS1- bzw. EZS2-Peptide von Occludin, Tricellulin und Claudinen für eine Barriereöff-

nung in vitro und in vivo (zusammengefasst in 1.4.1, Tab. 4-5). Wie diese Studien zeigen, 

sind die Peptideffekte reversibel und nicht zytotoxisch. In vivo wurde der permeabilitätsstei-

gernde Effekt vorwiegend auf epitheliale Barrieren nachgewiesen (z.B. Chung et al., 2001). 

Eine erhöhte endotheliale Durchlässigkeit (peripheres Perineurium) ist bisher nur für ein 

Claudin-1-EZS1-Peptid (C1C2) belegt (Zwanziger et al., 2012a). Obwohl Claudin-1 sehr ge-

ring in der BHS exprimiert wird, führt C1C2 in einem BHS-Modell zur starken parazellulären 

Öffnung (Staat et al., 2015). Weiterhin beeinflusst C1C1 neben Claudin-1 auch Claudin-2, -3, 

-4, -5 und Occludin in den Zell-Zell-Kontakten epithelialer Zellen (Staat et al., 2015). Effekte 

außerhalb des Gehirns sind in den Epithelien der Haut (Furuse et al., 2002), des Choroid Ple-

xus (Wolburg et al., 2001) und des Darms (Pope et al., 2014) zu erwarten, in denen Claudin-1 

hochexprimiert ist. Diese Eigenschaften machen Claudin-1-Peptide durch die zu erwartenden 

Nebenwirkungen ungeeignet zur BHS-Modulation. 

 

4.2 Transiente Barriereöffnung durch Tight-Junction- Modulation  in vitro 

Claudin-5-Peptidomimetika werden zur spezifischen und transienten BHS-Öffnung eingesetzt 

ohne unerwünschte Nebenwirkungen zu verursachen. Zur Validierung der Peptidwirkung 

einer Vielzahl verschiedener Claudin-5-Peptidomimetika diente ein einfaches und aussage-

kräftiges Zellkulturmodell von bEND.3-Zellen. Für sie wurde eine hohe Claudin-5-Expres-
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sion und eine typische Endothelzellmorphologie nachgewiesen. Aufwendigere Filterkulturen 

mit MDCK-II-Zellen und primären Gehirnkapillarzellen in Kokultur mit Astrozyten wurden 

für Permeabilitätsuntersuchungen eingesetzt. Für in-vivo-Untersuchungen wurden Peptide 

ausgewählt, die eine moderate, transiente und nicht zytotoxische Öffnung bedingen. Als 

Kriterien dienten Reversibilität, Konzentrationsabhängigkeit, Wirkstoffpenetration und 

Zellvitalität.  

Insgesamt wirken die Claudin-5-Peptide konzentrations- (75 bis 300 µM) und zeitabhängig 

(bis 48 h) sowohl auf Epithelien als auch auf zerebrale Endothelzellen. Wirksam sind ähnliche 

Konzentrationen wie für das Claudin-1-Peptid C1C2 (Zwanziger et al., 2012a), wobei C1C1 

aufgrund unspezifischer Claudin-5-Bindung an Gehirnkapillarendothelzellen (Staat et al., 

2015) bzw. geringer Claudin-1-Expression zur BHS-Modulation ungeeignet ist. Die durch 

Claudin-5-Peptide vermittelte Öffnung erreichte innerhalb von 48 h das Maximum und glich 

damit einem Claudin-5-Knockdown am Versuchstier (Campbell et al., 2008). Ein Knockdown 

ist jedoch zur BHS-Modulation ungeeignet, da siRNA nicht stabil ist und Nebeneffekte sowie 

Immunreaktionen bedingt (Gavrilov und Saltzman, 2012). Das relativ lange Zeitfenster der 

Öffnung könnte für Dauerinfusionen zur Chemotherapie von Gehirntumoren (Cassier et al., 

2008) oder zur Therapie von intrakranieller Hypertension nach Schädel-Hirn-Trauma als 

Alternative zur Mannitolinfusion (Asehnoune et al., 2017) eingesetzt werden.  

Die Reversibilität der Claudin-5-Peptid-Wirkung ist eine Voraussetzung, um vor dem in-

vivo-Einsatz eine vollständige BHS-Rekonstitution sicherzustellen. Eine transiente Wirkung 

wird für die Claudin-5-Peptide nachgewiesen, denn ein Mediumwechsel führt zur Barriere-

regeneration innerhalb eines Tages. Ein vergleichbarer Zeitrahmen wird für Claudin-1-Pep-

tide an epithelialen Zellbarrieren gefunden, die ebenso einen Tag nach Peptidauswaschung 

regenerieren (Zwanziger et al., 2012a). Für Claudin-5-Peptide ist somit ein kompletter BHS-

Zusammenbruch ausgeschlossen, der zu neurologischen Schädigungen führen würde (Wang 

et al., 2017). Die BHS-Öffnung durch die Peptide ist moderat sowie temporär und ähnelt da-

mit einer VEGF-vermittelten unschädlichen Permeabilität, die ebenso durch Claudin-5 be-

dingt ist (Argaw et al., 2008) und keine Ödembildung zur Folge hat (Jiang et al., 2014). Damit 

sind Claudin-5-Peptide durch ihre Reversibilität unbedenklich anzuwenden. 

Durch die geringe Pharmakapenetration ins Gehirn (Pardridge, 2005) bei der Behandlung von 

Gehirntumoren sind normalerweise wirksame Zytostatika wie z.B. Doxorubicin zur effekti-

ven Chemotherapie ungeeignet (Lesniak et al., 2005). Doxorubicin wirkt auf Gehirntumore 

nur nach Penetrationsverbesserung (Gaillard et al., 2014). Nach der Behandlung von Filter-

kulturen mit Claudin-5-Peptiden wurde Doxorubicin (580 Da) als Permeabilitätsmarker ein-
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gesetzt, da es gut photometrisch detektierbar ist. Seine parazelluläre Penetration durch die 

Peptidgabe ist verbessert. Doxorubicin ist Substrat von ABC-Transportern wie P-gp, BCRP 

und MRP1/2 (Choi, 2005; Wind und Holen, 2011). Im verwendeten epithelialen Zellmodell 

werden P-gp und MRP2 apikal und MRP1 basolateral exprimiert (Goh et al., 2002; Tang et 

al., 2002). Durch die Peptidbehandlung kann eine nebenwirkungsreiche Inhibition der Efflux-

transporter (Callaghan et al., 2014; Palmeira et al., 2012) vermieden werden, da eine basolate-

rale Wirkstoffausschleusung nach parazellulärer Penetration vernachlässigbar ist.  

Neben einer peptidvermittelten Permeabilität von Doxorubicin wird auch die Penetration 

größerer Moleküle (bis 67 kDa bzw. für C5C2[S22N] bis 155 kDa) beobachtet. Damit liegt 

das Molekulargewicht der penetrierenden Substanzen höher als beim Claudin-5-Knockout 

(800 Da, Nitta et al., 2003). Die Diskrepanz lässt sich einerseits dadurch erklären, dass an 

dieser Stelle Zellkultur-Untersuchungen durchgeführt wurden, bei denen die Peptide statisch 

in hoher Konzentration auf den Zellrasen wirken. Andererseits könnte die Öffnung für grö-

ßere Moleküle auch aus einer Wirkung der Peptide auf weitere Tight-Junction-Proteine resul-

tieren. 

Insgesamt eignen sich Claudin-5-Peptide als Wirkverstärker Claudin-5-haltiger Zellbarrieren. 

Zur Wirkoptimierung  wurden Varianten durch Deletion, Addition oder Substitution von 

C5C2 verglichen. Die stärksten Effekte zur BHS-Öffnung wurden in vitro für C5C2[S22N] 

detektiert. Die AS an Position 22 (Asn) stammt von Claudin-1 und ist essenziell für die Wir-

kung von C1C2. Dies wurde bereits nach einer Substitution von Asn zu Ser im C1C2-Mole-

kül (C1C2[N22S]) deutlich, da es zum Verlust der parazellulären Barriereöffnung führt 

(Staat, 2015). Umgekehrt zeigt C5C2[S22N] im Vergleich zu C5C2 eine etwa viermal erhöhte 

Durchlässigkeit für kleine (bis 0,457 kDa) und einen etwa zweifachen Anstieg für große Mo-

leküle (bis 67 kDa). Damit ist der Permeabilitätsanstieg ähnlich hoch wie bei C1C2 (Staat, 

2015). 

Deletions- und Additionspeptide dienen zur Aufklärung des Wirkbereichs. Außerdem wären 

Deletionspeptide vorteilhaft für geringere Synthesekosten und zur Löslichkeitsoptimierung. 

Eine Deletion von 4 AS am C-Terminus von C5C2 erhöht nicht die parazelluläre Permeabili-

tät. Die Verlängerung um 5 AS am N-Terminus (C5C2/shifted) kompensiert den Wirkverlust 

der C-terminalen Verkürzung und führt sogar zur Wirkverstärkung. Die N-terminale Ver-

längerung um 5 AS zeigt einen stärkeren Effekt auf die Ionendurchlässigkeit allerdings eine 

geringere Permeabilität für kleine und große Moleküle im Vergleich zu C5C2. Beides ist auch 

für C5C2/shifted der Fall. Damit ist der Effekt vergleichbar, aber fällt durch eine schnellere 

Regeneration schwächer aus. Die Zeitverlaufsprofile der verschiedenen Claudin-5-Peptide 
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unterscheiden sich im Wirkmaximum und in der Regeneration, die sich wiederum aus Unter-

schieden in der Bindungsstärke zu Claudin-5 (Dabrowski et al., 2015) und der Recyclingpro-

zesse (Gehne et al., 2017; Stamatovic et al., 2009) ergeben. 

Im Hinblick auf eine intravenöse Applikation wurden Claudin-5-Peptide aus D-AS herge-

stellt, da diese gegenüber Peptidasen stabiler sind (Werle und Bernkop-Schnurch, 2006). Da-

bei muss Stereospezifität nicht zwingend eine Rolle bei der Barriere-modulierenden Wirkung 

der Claudin-5-Peptide spielen, wie bereits für ein anderes Claudin-Peptid beschrieben 

(Baumgartner et al., 2011). Für die Claudin-5-Peptide werden Unterschiede in der Wirkstärke 

verzeichnet. So führt vergleichend zur L-AS-Variante eine Behandlung mit D-AS-C5C2 zur 

stärkeren, D-AS-C5C2/shifted zur vergleichbaren und D-AS-C5C2[S22N] zur verringerten 

Erhöhung der Ionen- und Moleküldurchlässigkeit. Bekannt ist, dass D-AS-Peptide gleich 

stark oder effektiver wirken können, da sie einer geringeren Proteolyse unterliegen (Elfgen et 

al., 2017; Hamamoto et al., 2002). Andere Studien belegen eine reduzierte Wirksamkeit 

(Schlingmann et al., 2016) vergleichbar zu L- und D-C5C2[S22N]. 

Das humane hC5C2, was sich in zwei Aminosäuren von C5C2 unterscheidet, beeinflusst nicht 

die epitheliale und endotheliale Barriere von murinen und caninen Zellen. Dies geht einher 

mit Untersuchungen zu anderen Tight-Junction-modulierenden Peptiden, welche Spezies-

spezifische Unterschiede zeigen. Beispielsweise führt ein EZS1-Peptid entlehnt aus Huhn-

Occludin zu keinem Effekt auf Xenopus-laevis-Zellen (Wong und Gumbiner, 1997) jedoch 

ein humanes EZS1-Occludin-Peptid auf humane Zellen (Everett et al., 2006; Tavelin et al., 

2003). Bei der Anwendung der Claudin-5-Peptide auf andere Spezies muss daher der Effekt 

überprüft und die Sequenz gegebenenfalls angepasst werden, da der Unterschied weniger 

Aminosäuren große Auswirkungen haben kann. 

Ebenfalls unwirksam im Hinblick auf eine gesteigerte Permeabilität sind Claudin-5-Peptide 

aus der kompletten EZS2. Für Claudin-1-EZS2-Peptide wird auch kein Effekt beobachtet 

(Mrsny et al., 2008). Damit sind diese Peptide für eine BHS-Modulation ungeeignet.  

Das eingesetzte Kontrollpeptid C2C2 aus der EZS1 von Claudin-2 hat keine Barriere-modu-

lierenden Effekte, was bereits bestätigt ist (Dabrowski et al., 2015; Sauer et al., 2014; Staat et 

al., 2015; Zwanziger et al., 2012a). Dies entspricht den Erwartungen, da Claudin-2 anhand 

von immunhistochemischen Färbungen nicht in zerebralen Blutgefäßen nachgewiesen wird 

(Steinemann et al., 2016) und in Gehirnkapillarendothelzellen nur gering exprimiert ist 

(Berndt, 2017). Eigene Resultate belegen zudem eine geringe Sequenzidentität von C2C2 mit 

den Claudin-5-EZS. Damit ist C2C2 als Kontrollpeptid gut geeignet. 
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Claudin-5-Peptide erhöhen vergleichend zur Kontrolle reversibel die Permeabilität in Clau-

din-5-exprimierenden Zellkulturmodellen der BHS verschiedener Spezies. Die Stärke und 

Dauer der Durchlässigkeit ist abhängig von der Konzentration und Sequenz der Peptide ohne 

zytotoxische Effekte hervorzurufen. Es wurden Claudin-5-Peptide sowohl zur längeren Öff-

nung für große Moleküle (z.B. mit C5C2[S22N]) als auch zur kürzeren Öffnung für kleinere 

Moleküle (z.B. mit C5C2) eingesetzt. 

 

4.3 Transiente  Öffnung der Blut-Hirn-Schranke  in vivo  

Um einen spezifischen Wirkstoffdurchtritt durch die Claudin-5-dominierte BHS zu erzielen, 

wurden Claudin-5-Peptidomimetika basierend auf in-vitro-Untersuchungen als Verstärker der 

Wirkstoffpassage getestet. Als Applikationsroute wurden i.v.-Injektionen durchgeführt, um 

den First-Pass-Effekt zu vermeiden. Die Dosis richtete sich nach der höchsten Dosis, die ohne 

Löslichkeitsvermittler appliziert werden konnte, wobei eine gute in-vivo-Verträglichkeit wich-

tig ist.  

C5C2 ist nach längeren Behandlungszeiträumen (> 12 h) nicht und nach kürzeren (≤ 4 h) 

tendenziell wirksam. Im Vergleich zu den in-vitro-Bedingungen, die nach etwa 24 h eine 

maximale Durchlässigkeit zeigen, spielt neben dem proteolytischen Abbau der Claudin-5-

Peptide durch endothelgebundene Peptidasen (Brownson et al., 1994) die Degradierung durch 

Plasmaproteine eine Rolle (Werle und Föger, 2017). Die Verwendung von D-AS resultiert in 

einer Verlängerung der Plasmahalbwertzeit um 40 % bezogen auf C5C2. So wird ein erhöhter 

Öffnungseffekt um 26 % erreicht. Obwohl die strukturellen Eigenschaften von L-C5C2 und 

D-C5C2, abgesehen von deren spiegelverkehrter Konformation, identisch sind, beruht der 

erhöhte Effekt auf einem langsameren Abbau der D-AS-Sequenz durch Peptidasen. Unter-

stützend dazu wurde in dieser Arbeit keine Degradierung von D-AS-C5C2 durch eine 

Protease nachgewiesen. 

In vivo wird der Öffnungseffekt für D-AS-C5C2 nach 4 h bestimmt, der nach maximal 12 h 

endet. Die Plasmahalbwertzeit mit 20,9 h lässt eine längere Wirkung erwarten, die auch nach 

Mehrfachinjektion nicht verstärkt ist. Da die Plasmahalbwertzeit ex vivo bestimmt wurde, 

fehlt die Berücksichtigung weiterer Metabolisierungs- sowie Exkretionsprozesse, die ebenso 

für eine Eliminierung der Peptide verantwortlich sind (Diao und Meibohm, 2013). Auch in 

vitro werden diese Prozesse nicht berücksichtigt, wodurch die hohe Diskrepanz der Wirk-

dauer von etwa 48 h in vitro zu 4 h in vivo zu erklären ist.  
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Weiterhin ist die BHS-Regeneration in vivo von großer Bedeutung, um Nebenwirkungen ge-

ring zu halten. C5C2 und D-AS-C5C2 ermöglichen eine intakte BHS nach bereits 12 h. Eine 

zeitabhängige Wirkung ist auch beim siRNA-vermittelten Knockdown von Claudin-5 zu 

verzeichnen, bei dem die BHS-Normalisierung jedoch erst nach 72 h startet und erst nach 

7 Tagen vollständig ist (Campbell et al., 2008). Darüber hinaus führt kein Claudin-5-Peptid an 

den untersuchten Mäusen zu akuter Toxizität, längerfristigen Nebenwirkungen oder ZNS-

relevanten Effekten. Die Peptide sind in vivo gut verträglich, da sich die Gewichtszunahme 

der Mäuse im Zeitraum von vier Wochen vergleichbar mit der Kontrollgruppe verhält. Außer-

dem weisen die Mäuse ein normales Verhalten auf und sind nach Sektion unauffällig. Es wer-

den keine Gehirnödeme beobachtet, die auch schon beim Claudin-5-Knockout ausgeschlossen 

wurden (Nitta et al., 2003). Neurologische Schädigungen, die sich durch die Penetration von 

im Blut befindlichen Komponenten wie Albumin und Glutamat (Bullock, 1995; Wang et al., 

2017) oder durch Ödeme (Übersicht s.Michinaga und Koyama, 2015) ergeben, scheinen keine 

Rolle zu spielen. Diese Erkenntnisse sowie die temporäre und moderate BHS-Öffnung bestär-

ken, dass die verabreichte Dosis von den Tieren toleriert wird und für weitere Studien geeig-

net ist.  

 

4.3.1 Claudin-5-Peptide zur Verbesserung der Gliomb ehandlung 

Aufgrund der Reversibilität, Verträglichkeit und Stabilität von D-AS-C5C2 wurde es für initi-

ale Versuche zur Gliom-Chemotherapie an Mäusen eingesetzt. Als Zytostatikum wurde Pacli-

taxel verwendet, das normalweise bei der Behandlung von Gehirntumoren unwirksam ist, da 

es unzureichend durch die BHS gelangt (Henson et al., 1992). In anderen Geweben wie z.B. 

der Lunge können hohe Paclitaxelkonzentrationen erreicht werden (8957±277 ng/g, 3 mg/kg; 

Li et al., 2015b). Die Gehirnkonzentration liegt jedoch nur bei 190 ng/g (Gliom, Ratte, Pacli-

taxel 10 mg/kg; Zhao et al., 2010) bzw. 114-281 ng/g (gesundes Gewebe, Mensch, Paclitaxel 

175 mg/m²; Fine et al., 2006) und kann durch Wirkverstärkung auf das 10-fache erhöht wer-

den (Zhao et al., 2010). Dadurch wird die Überlebenszeit von Gliom-tragenden Tieren verbes-

sert (Zhao et al., 2010). Die hier eingesetzte Dosis liegt höher (24 mg/kg), daher können hö-

here Gehirnkonzentrationen erwartet werden. Eigene Resultate belegen, dass die Claudin-5-

Peptid-vermittelte Penetration des Zytostatikums in vivo zur Tumorreduktion führt. Es besteht 

ein Trend in der Reduktion auf 48 % im Vergleich zur kontrollbehandelten Gruppe. Die 

Tumorreduktion ist damit stärker als in einem ähnlichen Mausmodell mit U-87-MG-Gliom, 

bei dem eine Paclitaxelpenetration über Alkylglyzerole untersucht wurde (30 % Reduktion; 

Hülper et al., 2011). 
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Paclitaxel ist zwar kein Subtrat von BCRP (Yuan et al., 2009) und MRP1/2 (Kamazawa et al., 

2002) jedoch von P-gp (Sparreboom et al., 1997). Der Efflux-Transporter wird bis ins Tumor-

Endstadium exprimiert (On et al., 2013) und ist im Tumor hochreguliert (von Wedel-Parlow 

et al., 2009). Da P-gp auf der luminalen Seite der Gehirnkapillarendothelzellen exprimiert 

wird (Worzfeld und Schwaninger, 2016) hat dieser auf eine Peptid-basierte, parazelluläre 

Tight-Junction-Modulation keine Auswirkungen. Daher ist die parazelluläre Öffnung über 

Claudin-5-Peptide zur Paclitaxelpenetration vorteilhaft, um eine P-gp-Inhibition und entspre-

chende Nebenwirkungen zu vermeiden (Callaghan et al., 2014; Palmeira et al., 2012). 

Generell kann eine Barriere-modulierende Wirkung der Peptide nur zum Tragen kommen, 

solange die BHS noch nicht Tumor-bedingt zusammengebrochen ist, wobei die BHS-Integri-

tät abhängig vom Tumorstadium ist. Im in dieser Arbeit verwendeten Tumormodell scheint 

ein behandlungsrelevantes Stadium untersucht worden zu sein, da Paclitaxel ohne 

Wirkverstärkung durch Peptide keinen zytotoxischen Effekt aufweist (Breitkreuz-Korff, 

2018). Im Mausmodell für Gehirnmetastasen mit Lungenkarzinomzellen ist die BHS in frü-

hen und mittleren Stadien des Tumors in Bezug auf Permeabilität intakt, zeigt jedoch einen 

Zusammenbruch im Spätstadium (On et al., 2013). Auch sind Claudin-5 und andere Tight-

Junction-Proteine mit zunehmendem Tumorgrad (untersucht in Astrozytomen) reduziert 

(Ishihara et al., 2008; Liebner et al., 2000). Daher ist eine Behandlung mit Claudin-5-Peptiden 

in früheren und mittleren Tumorstadien mit intakter BHS von Bedeutung. Es besteht ein 

Trend in der Gliomreduktion durch Paclitaxel nach Peptidbehandlung, 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, wobei die Wirkung noch optimiert werden 

kann. Weitere pharmakokinetische Analysen wären hier von Bedeutung. Bestimmt werden 

sollte die Peptidstabilität im Organismus unter Berücksichtigung von Stoffwechsel- und Ex-

kretionsprozessen sowie die genaue Paclitaxelkonzentration in Gehirn und weiteren Organen. 

Diese Erkenntnisse können eingesetzt werden, um Nebenwirkungen zu reduzieren oder wei-

tere Indikationsgebiete möglich zu machen. Beispielsweise könnte eine verlängerte Wirk-

dauer der Peptidomimetika die Applikation von größeren Wirkstoffen wie Antikörper ermög-

lichen. Die Peptidsequenz ist für weitere Anwendungen bereits optimal, da z.B. C5C2[S22N] 

keine bessere Wirkung in vivo erzielt. Eine Verbesserung der Peptidstabilität oder Verminde-

rung der Exkretion durch die Niere wäre denkbar. Eine übliche Methode für Peptide ist die 

PEGylierung (Fried et al., 2002). Da jedoch für ein Claudin-1-Peptidomimetikum eine 
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PEGylierung zum Wirkverlust in vitro führt (Staat, 2015), soll diese Methode nicht für C5C2 

in Betracht gezogen werden. Eine weitere Möglichkeit sind zyklische Peptide. Im Falle eines 

Tight-Junction-modulierenden Peptides zeigt die zyklische Variante sogar stärkere Wirkun-

gen als die lineare (Herman et al., 2007). Ein zyklisches Occludinpeptid führt zur erhöhten 

Permeabilität in vitro (Oshima et al., 2003).  

Sehr effektiv verzögert die Bindung an Plasmaproteine (z.B. Albumin) die Peptidausschei-

dung, da Wirkstoffe im gebundenen Zustand nicht renal filtriert oder metabolisiert werden 

(Syed et al., 1997). Dabei ist zu beobachten, dass in der Regel der Protein-gebundene Anteil 

pharmakologisch inaktiv ist (Ulldemolins et al., 2010). Allerdings beträgt der gemessene 

albumingebundene Anteil der Claudin-5-Peptide weniger als 3 %. Dadurch ergibt sich als 

Vorteil, dass der überwiegende Teil der Peptid-Dosis zur direkten Modulation der Tight Junc-

tions zur Verfügung steht. Andererseits könnte eine höhere Proteinbindung die Ausscheidung 

verringern z.B. durch eine Assoziation an Albumin (Bech et al., 2017). Für die Stabilisierung 

der Claudin-5-Peptide ist diese Form der Konjugation denkbar. Ausgeschlossen werden 

müsste, dass die Albuminbindung zum Wirkverlust der Claudin-5-Peptide führt. 

 

4.4 Sekundärstrukturen der Peptidomimetika bei der Interaktion mit 
Claudin-5 

Die Modellierung der Peptide ergibt, dass die Peptidstrukturen auch ohne Bildung einer 

Disulfidbrücke der Struktur des Claudin-Kristallmodells ähneln (Suzuki et al., 2014). Die 

Peptide bilden zwei β-Stränge (β3‘ und 4‘) flankiert von einer C-terminalen α-Helix. Dies ist 

im Einvernehmen mit Daten zum Claudin-1-EZS1-Peptid C1C2, welches sich strukturell 

ähnlich verhält (Dabrowski et al., 2015). Durch Zirkulardichroismus-Spektroskopie wurde 

eine Neigung zur β-Faltblattbildung ermittelt. Darüber hinaus ist die Neigung zur α-Helix-

Ausbildung unter Helix-begünstigenden Bedingungen sehr stark. Ein anderes Claudin-Peptid 

zeigt auch mit dieser Methode eine vergleichbare Struktur (Staat, 2015).  

Durch Limitierung der verwendeten Modellierungs-Programme für D-AS und Peptide 

> 30 AS konnte keine Strukturvorhersage und kein Interaktionsmodell für D-AS-Peptide 

sowie das N-terminal verlängerte C5C2 (C5C2/N+5AS) durchgeführt werden. Da die 

Zirkulardichroismus-Spektren der L- und D-AS-Peptide sich sehr stark ähneln, wird erwartet, 

dass deren Strukturvorhersage vergleichbar ausfallen würde. Für ein anderes Membranprotein 

und interagierende D-AS-Peptide wurde ermittelt, dass eine enantiomere Struktur nicht aus-

schlaggebend für die Bindung sein muss (Sal-Man et al., 2004). Im Vergleich zum L-AS-Pep-

tid wird für D-AS-Peptide stammend vom HIV-1-Glykoprotein gp41 bzw. von Claudin-1 eine 



Diskussion 

114 
 

ähnliche Struktur und Orientierung an ihrer jeweiligen Bindungsstelle gefunden (Pritsker et 

al., 1998; Staat, 2015). 

Die Substitution der Aminosäure an Position 22 hat sowohl bei C1C2 (Staat, 2015) als auch 

bei C5C2 keinen Einfluss auf die Sekundärstruktur allerdings auf die Orientierung der β-

Stränge zur α-Helix. Dementsprechend gleichen sich die 3D-Strukturen von C5C2 und 

C1C1[N22S] genauso wie von C1C2 und C5C2[S22N]. Letztere weisen eine um 90° rotierte 

α-Helix auf. Wahrscheinlich ist die entsprechende Aminosäure an Position 22 (Position 74 im 

Claudin-Molekül) wichtig für die Peptidkonformation und damit für die Bindung zum Clau-

din-5-Protein. Dies belegt ein Bindungsmodell der verschiedenen Claudin-5-Peptide, bei dem 

die Stärke der Wasserstoffbrückenbindung (Jeffrey, 1997) bei Asn22 höher ist als bei Ser22. 

Ebenfalls spielt die Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen bei der Interaktion eine Rolle, 

da für das unwirksame C5C2/C-4AS nur drei Bindungen ermittelt werden.  

Interaktionsmodelle (CABS-dock) von EZS1-Peptiden weisen auf eine Assoziation mit β-

Strängen beider EZS von Claudin-5 hin. Das geht einher mit Interaktionen von Claudin-15, 

die überwiegend durch β-Stränge vermittelt sind (Suzuki et al., 2014). Unter Berücksichti-

gung des Interaktionsmodells ist die C-terminale α-Helix vorwiegend für die Stabilisierung 

der β-Struktur und nur in geringem Maße für die eigentliche Bindung nötig, da ein fehlender 

C-Terminus in funktionellen Untersuchungen unwirksam ist. Im 3D-Modell für C5C2/C-4AS 

wurde ermittelt, dass mit einer unstrukturierten Peptidkonformation eine wesentlich schlech-

tere Bindung an Claudin-5 stattfinden kann. Da allerdings eine N-terminale Verlängerung 

auch bei verkürztem C-Terminus sowohl strukturell als auch funktionell C5C2 ähnelt, spielen 

die 4 C-terminalen Aminosäuren für die Kernwirksequenz keine ausschlaggebende Rolle. 

In vorangegangen Studien wurden durch Substitutionsexperimente zahlreiche Aminosäuren 

identifiziert, die wichtig bei der trans-Interaktion der EZS von Claudin-5 sind und bei Abwe-

senheit die parazelluläre Barriere beeinträchtigen (Piontek et al., 2008; Wen et al., 2004). 

Diese Aminosäuren sind ebenso bei der Interaktion von Claudin-5-Peptiden mit den EZS von 

Claudin-5 beteiligt, wie durch die eigene Modellierung belegt wird. So kann bei C5C2 und 

C5C2/shifted die trans-Interaktion über die Aminosäure Y158 im Zielprotein vermittelt sein. 

Die Aminosäure W51 ist in der 3D-Struktur an der Assoziation von C5C2/shifted mit Clau-

din-5 und Q156 sowohl bei der Interaktion von Claudin-5 mit C5C2 als auch mit 

C5C2[S22N] und C5C2/shifted beteiligt. Somit scheinen diese Aminosäuren essenziell für die 

Wirkung zu sein. 

In den dargestellten Modellen werden nur Wasserstoffbrückenbindungen für die Peptid-Asso-

ziation berücksichtigt, wobei darüber hinaus Claudin-Interaktionen der EZS ebenso durch 
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hydrophobe Wechselwirkungen möglich sind (Suzuki et al., 2014). Für Claudin-5 sind auch 

cis-Interaktionen durch die Transmembrandomänen beschrieben (Rossa et al., 2014). Da die 

Peptide extrazellulär wirken, wird diese Form der Bindung keine Rolle spielen. 

 

4.5 Wirkmechanismus der Claudin-5-Peptidomimetika 

Sowohl in vitro als auch in vivo führen Claudin-5-Peptide zu einer Beeinträchtigung der BHS. 

Nach Claudin-5-Peptidbehandlung ist das Claudin-5-Niveau in der Zellmembran reduziert 

und die Zellen sind weniger spindelförmig. Die Verringerung von Claudin-5 in der Plasma-

membran in vitro geht zeitlich einher mit dem Anstieg der Barrierepermeabilität. Eine ähnli-

che Wirkung ist durch Caprat (Del Vecchio et al., 2012), Claudin-5-gerichtete monoklonale 

Antikörper (Hashimoto et al., 2017) und siRNA (Campbell et al., 2008) nachgewiesen. 

Da Claudin-5 durch Peptidgabe in den Zell-Zell-Kontakten reduziert ist und gleichzeitig so-

wohl Claudin-5 als auch das Peptid intrazellulär akkumulieren, wird von einer gemeinsamen 

Endozytose der Peptid-Claudin-Komplexe ausgegangen (Abb. 46). Eine Assoziation ist wahr-

scheinlich, da C5C2 eine hohe Affinität zu Claudin-5 hat (Pfeil, 2014). Die Endozytose wird 

dabei über Caveolin vermittelt sein, da diese Form der Internalisierung sowohl für Claudin-5 

(Stamatovic et al., 2009) als auch C5C2 (Zwanziger et al., 2012b) in Gehirnkapillar-

endothelzellen die größte Rolle spielt. Die Peptid-Internalisierung zusammen mit dem Ziel-

protein ist bereits für EZS-Peptide von Claudin-1 und Occludin bekannt (Beeman et al., 2009; 

Zwanziger et al., 2012a). Da das Maximum der zellulären Peptidaufnahme zeitlich mit der 

maximalen Ionendurchlässigkeit übereinstimmt (etwa 24 h nach Peptidbehandlung), wird die 

Annahme unterstützt, dass die Endozytose essenziell für die Wirkung ist.  

Die in Kapitel 4.2 und 4.3 beschriebene BHS-Regenerationsfähigkeit in vitro (~24 h) und in 

vivo (≤ 12h) deuten eher auf eine Umverteilung der Tight-Junction-Proteine als auf deren Ab-

bau und de-novo-Synthese hin. Dafür spricht, dass eine Downregulation dieser Proteine auf 

mRNA-Expressionsebene gemessen wurde. Daher ist es wahrscheinlich, dass Claudin-5 nach 

der Internalisierung in Recyclingendosomen wieder zur Zellmembran zurücktransportiert 

wird. Gestützt wird diese Annahme durch bekannte Ergebnisse von internalisiertem Claudin-5 

sowie Claudin-C1C2-Komplexen, die sich größtenteils in den Recyclingendosomen und kaum 

in Lysosomen wiederfinden (Staat et al., 2015; Stamatovic et al., 2009).  

Die Internalisierung der Tight-Junction-Proteine nach Claudin-5-Peptid-Behandlung folgt 

einer Verminderung der homo- und heterophilen Interaktionen. Das bedeutet, dass die Asso-

ziation von Claudin-5-Molekülen untereinander aber auch mit Claudin-1, -3 und Occludin 
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beeinflusst werden, was durch Interaktionsstudien bewiesen ist (Cording et al., 2013; Piontek 

et al., 2011).  

Die Schwächung des endothelialen Tight-Junction-Strangnetzwerks durch C5C2-Peptide, 

gezeigt durch eine Reduktion E-Face-assoziierter Partikel der Tight-Junction-Stränge, resul-

tiert aus verminderten Interaktionen (Abb. 46). Diese sind wichtig für die strukturelle Stabili-

tät der Tight Junctions (Piehl et al., 2010; Piontek et al., 2008). Die Tight-Junction-Stränge 

bleiben trotz Peptidgabe unverändert E-Face-assoziiert. Somit führen die Claudin-5-Peptide 

zu einer weniger drastischen und damit besser geeigneten Tight-Junction-Modulation im Ver-

gleich zum Peptid C1C1, welches eine Umverteilung der Partikel von der E- zur P-Face be-

dingt (Staat et al., 2015). 

Weitestgehend hat eine C5C2-Behandlung keine kompensatorische Hochregulation anderer 

Tight-Junction-Proteine zur Folge und deckt sich damit mit anderen Claudin-5-Studien der 

BHS (Campbell et al., 2008; Nitta et al., 2003). Allerdings ist Occludin nach Claudin-5-Pep-

tid-Behandlung in den Zell-Zell-Kontakten reduziert. Da Occludin und Claudin-5 miteinander 

heterophil interagieren (Cording et al., 2013), kann auch C5C2 direkt an Occludin binden und 

somit die Interaktion stören. ZO-1 ist in den Zell-Zell-Kontakten ebenso reduziert. Durch die 

Internalisierung von Claudin-5 nach Peptidbindung ist die Beeinflussung von ZO-1 wahr-

scheinlich, da es direkt mit Claudin-5 assoziieren kann (Ruffer und Gerke, 2004). Eine 

Interaktion der Peptidomimetika mit den Claudinen 1, 3, 4, 11 und 12 wird durch hohe 

Sequenzunterschiede als unwahrscheinlich erachtet. Damit einhergehend sind diese Claudine 

durch die Peptide nicht verringert. Daher scheint die C5C2-Peptid-vermittelte BHS-Öffnung 

aus der Beeinflussung von Claudin-5, Occludin und ZO-1 zu resultieren (Abb. 46). Eine 

gemeinsame Verminderung dieser Proteine im BHS-Endothel ist bereits unter anderen Clau-

din-5-reduzierenden Bedingungen (z.B. Ischämie, Jiao et al., 2011; akutes Leberversagen, 

Chen et al., 2009; anderes Claudin-5-Peptid, Bocsik et al., 2016) erwiesen. 

Nach Claudin-5-Peptid-Behandlung ist die mRNA von Claudin-5 downreguliert (Abb. 46). 

Bekannt ist, dass die Transkriptionsfaktoren FoxO1 und β-Catenin nach beeinträchtigter 

Funktion des Adherens-Junction-Proteins VE-Cadherin die Claudin-5-Transkription verrin-

gern (Taddei et al., 2008). Möglich ist, dass über die Tight-Junction-Veränderung durch Clau-

din-5-Peptide die Funktion und Lokalisation von VE-Cadherin beeinflusst ist. Dafür spricht, 

dass Tight und Adherens Junctions im Endothel als Mischkontakte vorliegen (Schulze und 

Firth, 1993) und dass bei BHS-Beeinträchtigung oftmals sowohl Claudin-5 als auch VE-Cad-

herin reduziert sind (Alvarez et al., 2015). 
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Abb. 46: Wirkungsmechanismus der Claudin-5-Peptidomimetika. 

 

4.6 Weitere Indikationsgebiete der Tight-Junction -Modulation 

Der Einsatz der Claudin-5-Peptide als Wirkverstärker üblicher Zytostatika kann ebenso zur 

gesteigerten Permeabilität anderer normalerweise nicht-BHS-gängiger, neurotherapeutischer 

Wirkstoffe eingesetzt werden. Neben dem Peptideffekt als Verstärker ist der Einsatz der Pep-

tide selbst als Wirkstoff möglich. So können neurologische Schäden, hervorgerufen durch 

zerebrale Ödembildung nach Schlaganfall (Dostovic et al., 2016), Gehirntrauma (Campbell et 

al., 2012) oder Leberversagen (Lee et al., 2008) vermindert werden. Dazu könnte die Claudin-

5-Peptid-vermittelte transiente Öffnung der BHS-Tight-Junctions direkt den Wasserefflux 

verbessern. Eine Downregulation von Claudin-5 wird zur Alzheimer-Behandlung diskutiert 

(Keaney et al., 2015) und wäre eine weitere Möglichkeit zur C5C2-Anwendung. 

Die Peptide könnten auch bei Erkrankungen, die von einer Claudin-5-Hochregulation beglei-

tet sind, verwendet werden. Bei chronischem Alkoholmissbrauch ist Claudin-5 im Alveo-

larepithel erhöht, wodurch die parazelluläre Permeabilität gesteigert ist und sich ein akutes 

Atemnotsyndrom anschließt (Schlingmann et al., 2016). Nach akuter Lungenschädigung mit 

perivaskulären Lungenödemen ist endotheliales Claudin-5 hochreguliert (Jang et al., 2010). 

Claudin-5-Peptide könnten beide parazelluläre Barrieren normalisieren.  

Darüber hinaus sind Claudin-Peptide zur Diagnostik von Dysplasien beschrieben (Claudin-1-

Peptid; Rabinsky et al., 2015). Als Diagnostikum könnten Peptide Einsatz finden, die keinen 

Effekt auf die Barrierepermeabilität zeigen (z.B. C5C2/C-4AS). Essenziell ist dabei eine spe-

zifische Bindung zum Zielprotein. Denkbar wäre eine Diagnostik von Tumoren, die Claudin-

5 überexprimieren (z.B. Ovarkarzinome; Turunen et al., 2009). 

Neben Claudin-5 ist Claudin-12 in der BHS exprimiert, sorgt dort jedoch für keine Abdich-

tung. Dementsprechend wäre eine Claudin-12-Modulation z.B. mit Peptiden ungeeignet. Da 
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jedoch eine abdichtende Funktion für Claudin-12 in der Blut-Retina-Schranke nachgewiesen 

ist (Quin et al., 2015), könnte eine Claudin-12-Modulation zur Behandlung diabetischer 

Makulaödeme eingesetzt werden. Diese sind in der westlichen Welt der Hauptgrund für eine 

Erblindung von Patienten jünger als 65 Jahre (Romero-Aroca, 2011) und aktuelle Behand-

lungsmethoden wenig erfolgreich, nebenwirkungsreich oder nicht verfügbar (ICEH, 2015). 

 

4.7 Charakterisierung von Claudin-12-Knockout-Mäuse n 

Ein Nebenaspekt dieser Arbeit war die Charakterisierung von Claudin-12, das durch seine 

BHS-Expression ein mögliches Zielprotein zur Modulation wäre. Nach Claudin-5 ist es dort 

das am stärksten exprimierte Claudin. Claudin-5-Peptide und ein Claudin-5-Knockout (Nitta 

et al., 2003) haben keinen Einfluss auf Claudin-12. Da der Knockout von Claudin-5 zur er-

höhten BHS-Permeabilität für Moleküle bis zu 800 Da führt, wäre denkbar, dass Claudin-12 

eine Durchlässigkeit für größere Moleküle verhindert, in dem es an der Abdichtung beteiligt 

ist (Nitta et al., 2003). Eigene Untersuchungen mittels Claudin-12-defizienten Mäusen bele-

gen jedoch keine erhöhte BHS-Permeabilität für kleine (Na-Fluoreszein, 376 Da) und große 

(albumingebundenes Evans Blue, 68 kDa) Moleküle sowie keine Reduktion anderer Tight-

Junction-Proteine. Das deutet darauf hin, dass Claudin-12 keine Funktion bei der Barrierebil-

dung der BHS hat. Ein Zusammenhang zwischen geringer Ausbildung homophiler cis-Inter-

aktionen (Piontek et al., 2011) und geringer Polymerisierung (Yamazaki et al., 2011) von 

Claudin-12 ist wahrscheinlich. So bleibt die Funktion des atypischen Claudin-12, das nur eine 

geringe Sequenzähnlichkeit (33-36 %) zu klassischen Claudinen aufweist (Haseloff et al., 

2015), unklar und wurde näher charakterisiert. 

Im Vergleich zum Gehirn ist Claudin-12 doppelt so stark im Myokard exprimiert, das hiermit 

erstmals beschrieben wird. Damit ist es nach Claudin-5 (Delfin et al., 2012; Mays et al., 2008; 

Sanford et al., 2005) das zweite Tight-Junction-Protein, welches myokardial nachgewiesen 

wird. Dort sind beide Claudine sehr hoch exprimiert. Für Claudin-5 ist belegt, dass es bei 

Kardiomyopathien oder Herzversagen reduziert ist (Delfin et al., 2012; Mays et al., 2008; 

Sanford et al., 2005; Swager et al., 2015). Dadurch kann angenommen werden, dass eine län-

gere C5C2-Behandlung zur Beeinträchtigung der Herzfunktion führen könnte. Da jedoch die 

durchgeführten Peptidstudien über einen Zeitraum von 4 Wochen keine Anzeichen auf uner-

wünschte Effekte zeigen, sind Nebenwirkungen nicht zu erwarten.  

Claudin-12-defiziente Mäuse deuten auf eine Funktion von Claudin-12 in der Aufrechterhal-

tung der Herzfunktion hin, da Arrhythmien und Kardiomyopathie in männlichen und weibli-

chen Mäusen auftreten (Bouabout und Monassier, 2016; Meziane et al., 2015). Dabei ist we-
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der die Expression anderer Claudine, TAMP und ZO-1 noch die Lokalisation oder Struktur 

von Zell-Zell-Kontakten in den Kardiomyozyten beeinträchtigt. Das geht einher mit Ergebnis-

sen zu Claudin-5, welches bei Kardiomyopathie downreguliert ist ohne andere myokardiale 

Zell-Zell-Kontaktproteine zu beeinflussen (Sanford et al., 2005). Claudin-12 ist in der latera-

len Membran exprimiert. Nach Knockout fehlt es dort ohne einen Einfluss auf die Kardio-

myozytenstruktur einschließlich der Glanzstreifen zu haben. Damit ähneln die Untersuchun-

gen der Claudin-5-Reduktion bei Kardiomyopathien, bei denen Claudin-5 in der lateralen 

Membran reduziert ist ohne Glanzstreifenproteine zu verringern (Sanford et al., 2005).  

Weiterhin werden im Mausherz erstmals 15 weitere Claudine beschrieben. Beispielsweise 

wurden Claudin-15 und -25 in sehr hohem Maße im Myokard detektiert. Claudin-15 bildet 

parazelluläre Kationenkanäle (Colegio et al., 2002) und könnte somit die Elektrophysiologie 

im Myokard beeinflussen. Für Claudin-25 ist eine abdichtende Funktion im Gehirnendothel 

beschrieben (Ohnishi et al., 2017), die Funktion im Herzen ist jedoch unklar. ZO-1 ist eben-

falls stark im Myokard exprimiert und lokalisiert in der lateralen Membran sowie in den 

Glanzstreifen der Kardiomyozyten. Letzteres ist bereits beschrieben (Barker et al., 2002). 

Dessen hohe Expression ist damit zu erklären, da es ein wichtiges Strukturprotein ist, welches 

sowohl mit Tight-Junction- (Itoh et al., 1999) als auch mit Gap-Junction- (Giepmans und 

Moolenaar, 1998) und Adherens-Junction-Proteinen (Ikenouchi et al., 2007) interagiert. 

In den myokardialen Glanzstreifen sind hiermit Claudin-5 und Claudin-11 nachgewiesen wor-

den, die mit den Glanzstreifen-Proteinen Connexin-43 (Gap Junctions) und Desmoplakin 

(Desmosomen) kolokalisieren. Glanzstreifen sind aus Desmosomen, Adherens Junctions und 

Gap Junctions (Severs et al., 1993; Sommer und Johnson, 1970) aufgebaut. Elektronen-

mikroskopisch weisen eigene Resultate keine Tight Junctions auf. Das ist im Einvernehmen 

mit Literaturangaben, obwohl Gap Junctions (früher Nexus; Dewey und Barr, 1964; Sjöstrand 

et al., 1958) in manchen Studien mit Tight Junctions verwechselt werden (Farquhar und 

Palade, 1963). Durch die typische hexagonale (Revel und Karnovsky, 1967) und fünfschich-

tige Struktur (Karrer, 1960) wurden in dieser Arbeit Gap Junctions in myokardialen Glanz-

streifen identifiziert. Daher stellt sich weiterhin die Frage, welche Bedeutung abdichtende 

Tight-Junction-Proteine in Glanzstreifen haben, die zur elektromechanischen Kopplung und 

elektrischen Homöostase durchlässig für Ionen und Signalmoleküle sein müssen.  

Da das Fehlen von Claudin-12 in der lateralen Membran der Kardiomyozyten zu funktionel-

len Herzstörungen führt (Bouabout und Monassier, 2016; Meziane et al., 2015), sollte der 

Mechanismus näher untersucht werden. Bekannt ist, dass Claudin-12 an der Vitamin-D-

abhängigen Ca2+-Absorption in Enterozyten beteiligt ist (Christakos et al., 2010; Fujita et al., 
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2008). Ca2+ ist essenziell für die elektromotorische Funktion des Myokards (Sejersted, 2011), 

die eng mit der Vitamin-D-abhängigen transzellulären Calciumaufnahme verbunden ist 

(Tishkoff et al., 2008). Eine wichtige Rolle spielt dabei der Vitamin-D-Rezeptor, der im Her-

zen exprimiert wird (Tishkoff et al., 2008). Ein Mangel des genannten Rezeptors führt zu 

Hypertrophie, Kardiomyopathie und Herzversagen (Rahman et al., 2007; Simpson et al., 

2007; Xiang et al., 2005). Eigene Resultate belegen zwar keine Claudin-12-vermittelte Beein-

flussung des Vitamin-D-Rezeptors im Herzen dafür eine Reduktion in Dünndarm und Pan-

kreas, die eine sehr hohe Vitamin-D-Rezeptor-Expression aufweisen. Damit ist die beschrie-

bene gegenseitige Beeinflussung von Claudin-12 und Vitamin-D-Rezeptor im Dünndarm 

(Fujita et al., 2008) auch nach Claudin-12-Knockout bestätigt. Ob Claudin-12 am Calcium-

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

 

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick 

Mit dieser Arbeit wurde ein neues Claudin-5-Peptidomimetikum zur Verbesserung der Phar-

makaaufnahme ins Gehirn entwickelt. Damit im Zusammenhang wurden Mechanismen der 

Tight-Junction-Modulation zur verbesserten Wirkstoffpermeabilität durch zelluläre Barrieren 

aufgeklärt. 

Besonders bedeutsam waren Peptide, die aus der EZS1 des transmembranen Tight-Junction-

Proteins Claudin-5 entlehnt waren, da sie in Permeabilitätsuntersuchungen zur transienten und 

nicht zytotoxischen Wirkstoffpenetration durch Zellbarrieren führen. Sowohl in vitro als auch 

in vivo ist die Wirkung abhängig vom eingesetzten Peptid. Das heißt, es wurden Peptide 

identifiziert, die eine Barriereöffnung im stärkeren Maße für kleinere Moleküle mit geringerer 

Wirkdauer (z.B. C5C2/shifted) vermitteln, aber auch Peptide, die längere Effekte für große 

Moleküle bis 155 kDa (z.B. C5C2[S22N]) zur Folge haben. Das macht das Design grö-

ßenselektiver Barriereöffner-Peptide für verschiedene Indikationen möglich. Ob die vielfälti-

gen Peptidwirkungen aus sich unterscheidenden Bindungsaffinitäten resultieren, kann mittels 

Bindungsstudien überprüft werden.  

D-AS-Peptide zeigen eine vergleichbare Wirkung, wenn sie enantiomer zur entsprechenden 

L-AS-Variante vorliegen, sind aber stabiler gegen proteolytischen Abbau. Diese Eigenschaft 

sorgt ebenso für eine stärkere Wirkung von D-AS-C5C2 in vivo im Vergleich zu den L-AS-

Peptiden. Aufgrund der guten Tiergesundheit im Behandlungszeitraum ist D-AS-C5C2 

potenziell zur Anwendung geeignet, da Nebenwirkungen im Rahmen einer peptidbasierten 

Kurzzeitbehandlung eine untergeordnete Rolle spielen dürften. Darüber hinaus wäre interes-

sant zu bestimmen, in welchem Ausmaß die BHS bei systemischer Applikation für Plasma-
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proteine ≤ 70 kDa durchlässig ist und ob es auf molekularer oder struktureller Ebene andere 

Claudin-5-Barrieren beeinflusst. 

Ebenso wurde nachgewiesen, dass der Peptidansatz zu einer erhöhten Zytostatikagängigkeit 

in vitro und in vivo führt ohne entsprechende Wirkstoffe modifizieren zu müssen. Dadurch 

lässt sich in Gliom-tragenden Mäusen tendenziell der Tumor durch ein normalerweise un-

wirksames Zytostatikum reduzieren. Zur statistischen Absicherung müssten die Versuche 

wiederholt werden. Da die D-AS-Peptide trotz ihrer höheren Stabilität gegenüber Proteasen in 

vivo kürzer wirken als in vitro, könnte eine Stabilisierung der Peptide (z.B. durch Erhöhung 

der Albuminbindung) gegenüber Metabolisierungs- und Exkretionsprozessen angewendet 

werden. 

Der Einfluss der Claudin-5-Peptide hatte eine Reduktion vorwiegend von Claudin-5 in Zell-

Zell-Kontakten und dessen intrazelluläre Akkumulation zu Folge. Aufgrund von Angaben in 

der Literatur wird angenommen, dass der Peptid-Claudin-5-Komplex über Caveolin-abhän-

gige Endozytose internalisiert wird. Die schnelle Barriereregeneration in vitro und in vivo 

unterstützen die Annahme, dass die Barrierefunktion auf ein für Claudin-5 bekanntes Claudin-

Recycling zurückzuführen ist.  

Auf ultrastruktureller Ebene führen Claudin-5-Peptide zur Störung des Tight-Junction-Strang-

netzwerks. Daher wird anhand von Literaturangaben davon ausgegangen, dass die erhöhte 

parazelluläre Barrierepermeabilität unter Peptideinfluss durch morphologische Veränderun-

gen der Tight Junctions bedingt wird. Überwiegend war die Peptid-Wirkung im Wesentlichen 

spezifisch über Claudin-5 sowie zum Teil über Occludin bzw. indirekt über ZO-1 vermittelt. 

Andere Tight-Junction-Proteine (Claudin-1, -3, -4, -11, -12) waren nicht wesentlich beein-

flusst. Prinzipiell zeigen die N-terminal verlängerten Peptide C5C2/shifted und C5C2/N+5AS 

sowie die AS-Substitutionsvariante C5C2[S22N] ein breiteres Wirkspektrum, da sie auch 

Effekte auf Claudin-5-freie Zellsysteme zeigen. Daher sind sie aufgrund möglicher Neben-

wirkungen nicht so gut für den in-vivo-Einsatz geeignet.  

Strukturell ahmen die Peptide den entsprechenden Teil der EZS1-Claudin-Struktur nach, in-

dem sie ein β-Faltblatt bilden, das durch eine C-terminale α-Helix stabilisiert wird. Beide 

Strukturelemente sind für die Assoziation an die EZS von Claudin-5 über Wasserstoff-

brückenbindungen nötig. Andere Bindungen wie hydrophobe Wechselwirkungen werden 

angenommen. Für eine weiterführende Aufklärung der Aminosäuren, die an den Wechsel-

wirkungen beteiligt sind, könnten AS-Substitutionsanalysen herangezogen werden.  
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Ein weiterer Ansatz zur BHS-Permeabilisierung war die Reduktion von Claudin-12, da es wie 

Claudin-5 im BHS-Endothel exprimiert wird. Claudin-12 ist weder durch Claudin-5-Peptide 

in der BHS beeinflusst noch führt ein Claudin-12-Knockout zur erhöhten BHS-Permeabilität 

in vivo, weswegen es ungeeignet zur BHS-Modulation erscheint. Generell zeigen sich 

Anhaltspunkte für eine Bedeutung von Claudin-12 auf die Herzfunktion, da eine Abwesenheit 

in der lateralen Membran der Kardiomyozyten Anzeichen für kardiomyopathische Verände-

rungen andeutet.  

Andere Tight-Junction-Proteine sind nach Claudin-12-Knockout nicht beeinflusst. Generell 

wird eine hohe Expression der Zell-Zell-Kontaktproteine Claudin-5, -12, -15, -25 sowie ZO-1 

im Myokard nachgewiesen. Insbesondere die Expression der Claudine 1, 5, 11 und 12 in den 

Glanzstreifen sowie in der lateralen Membran des Myokards könnten eine Rolle für die Funk-

tion spielen. Da Claudin-12 einen Einfluss auf die Vitamin-D-Rezeptor-Expression in Dünn-

darm und Pankreas hat, wurde ausgehend von bekannten Untersuchungen eine Funktion in 

der Ca2+-Homöostase vorhergesagt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich Claudin-5-Peptide zur reversiblen und nicht zy-

totoxischen Modulation zellulärer Barrieren eignen, mit dem Ziel die Wirkstoffpenetration zu 

verbessern. Insbesondere haben die Peptide das Potenzial zur Verbesserung der BHS-Pene-

tration für nicht-hirngängige Zytostatika zur Gehirntumorbehandlung. Durch ihre gute Ver-

träglichkeit können sie darüber hinaus für vielfältige Indikationsgebiete in Erwägung gezogen 

werden. Claudin-12, exprimiert in der BHS, ist dagegen nicht als Zielprotein zur BHS-Modu-

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

ben. 
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Anhang 

 
Anhang 1: Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) bilden transzellulären elektrischen Widerstand 
(TER). Gemessen wurde mittels Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS). Werte vergleichbar mit 
anderen Endothelzellen (Stolwijk et al., 2015; Szulcek et al., 2014). Gestrichelte Linie zeigt das Wachstum von 
Zellen ohne Mediumwechsel über 45 h: TER erreicht konstantes Plateau nach ca. 15 h. Durchgehende Linien mit 
Mediumwechsel bei 24 h (schwarzer Pfeil): grau, Messung ohne Zellen zeigt keinen TER-Anstieg; schwarz: 
Zellen weisen bis ca. 72 h nach Aussaat einen konstant hohen TER auf, anschließend starker TER-Abfall (grauer 
Pfeil). n≥10. 

 

 
Anhang 2: Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) exprimieren Zellkontaktproteine.  mRNA-Expression 
von Claudin (Cldn)-1, -3, -5, -12, Occludin (Ocln) und Zonula-occludens-Protein-1 (ZO-1) normiert auf β-Aktin 
(∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. n≥15, Mittelwert±SD. 
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Anhang 3: Humanes C5C2 und murines C5C2/C-4AS aus der ersten extrazellulären Schleife (EZS) und 
Peptide der zweiten EZS (human/murin) von Claudin-5 zeigen keine Reduktion der Dichtheit in einem in-
vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke.  Nach Peptidbehandlung (300 µM) ist der transzelluläre elektrische 
Widerstand (TER) von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) unverändert. Messung mittels Electric Cell-
Substrate Impedance Sensing (ECIS). Pfeil, Behandlung mit Medium oder Medium mit 300 µM Peptid; n≥4; 
Mittelwert±SEM; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht 
signifikant, p>0,05 relativ zu peptidfreiem Medium. Peptide der EZS1: C5C2/C-4AS (murines C5C2 C-terminal 
verkürzt um 4 Aminosäuren), hC5C2 (humane Variante des C5C2-Peptides; Peptide der EZS2: C5/hEZS2 
(humane Variante), C5/mEZS2 (murine Variante). 

 

 
Anhang 4: C5C2 (300 µM) führt innerhalb von 72 h zu einer nicht reversiblen Permeabilisierung in pri-
mären Gehirnkapillarendothelzellen. Primäre bovine Gehirnkapillarendothelzellen kultiviert als Kontakt-
Kultur mit Rattenastrozyten. Relativer transzellulärer elektrischer Widerstand (TER, gemessen mit Handelek-
trode) nach Behandlung mit 300 µM C5C2-Peptid (1. Pfeil) oder Medium (gestrichelte Linie). Mediumwechsel 
mit peptidfreiem Medium (2. Pfeil). n=1. Claudin-5-Peptid C5C2, relativ zu Mediumkontrolle. 
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Anhang 5: Transzellulärer elektrischer Widerstand und Lucifer-Yellow-Permeabilität von Claudin-5-
experimierenden, epithelialen Zellen nach Behandlung mit hC5C2 oder C5C2/C-4AS. 

 
Relativer TER (transzellulärer elektrischer Widerstand) und relative Permeabilität von Lucifer Yellow (457 kDa) 

bezogen auf peptidfreie Mediumkontrolle. Mittelwert±SD; n≥7 (TER) und ≥5 (Permeabilität); hC5C2 (humane 

Variante des C5C2-Peptids), C5C2/C-4AS (murines C5C2, C-terminal verkürzt um 4 Aminosäuren). 

 

 
Anhang 6: Vollständiges oder bedingtes Regenerationspotenzial von Endothelzellen (bEND.3) nach Be-
handlung mit Claudin-5-Peptiden. Immunfluoreszenzfärbung nach 16 h Peptidinkubation und anschließendem 
Mediumwechsel mit 32 h Regenerationsphase. Morphologische Veränderungen wie Claudin-5-Reduktion in der 
Membran (Pfeilspitzen), Akkumulation von Claudin-5 im Zytosol (Pfeile) und eine rundliche Zellform (Sterne) 
fallen schwächer aus oder sind nicht mehr vorhanden im Vergleich zu Zellen ohne Regenerationsphase (s. Abb. 
18). C2C2, Kontrollpeptid; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-
terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4 AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5 AS)); D-Ami-
nosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N]. 
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Anhang 7: Fluoreszenz-markierte Claudin-5-Peptide zeigen eine Reduktion der Dichtheit in einem in-
vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke.  Nach Peptidbehandlung ist der transzelluläre elektrische Widerstand 
(TER) von Gehirnendothelzellen der Maus (bEND.3) reduziert. Messung mittels Electric Cell-Substrate 
Impedance Sensing (ECIS). Pfeil, Behandlung mit 150 µM Peptid in Medium mit 1 % Dimethylsulfoxid oder 
Medium (1 % Dimethylsulfoxid); n=2; Mittelwert±SD. TAMRA, 5,6-Carboxytetramethylrhodamin. 

 

 
Anhang 8: Stabilität des Claudin-5-Peptids C5C2 in Albuminpuffer.  Bestimmung der C5C2-Stabilität in 
Albuminpuffer (200 µM Peptid, 72 h in Lösung aus bovinem Serum-Albumin, 40 g/l in PBS+/+) mittels Gel-
elektrophorese. Fluoreszein-C5C2: N-terminal markiert. Gezeigt ist die relative Fluoreszenzintensität zum Aus-
gangswert (0 h). n=1; nicht-lineare Kurvenanpassung. Markerbande 4,6 kDa, Peptid 3,4 kDa. 
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Anhang 9: Keine Unterschiede in der Na-Fluoreszein-Aufnahme in Leber und Niere in vivo nach Applika-
tion verschiedener Claudin-Peptide. C57BL/6-Mäuse. Aufnahme gemessen 4, 12 und 24 h nach Peptid-Injek-
tion (i.v., Einfachinjektion t=0 h oder Zweifachinjektion t=0 und 2 h) bezogen auf das Kontrollpeptid C2C2 
(gestrichelte Linie); 0,5 mol/kg Na-Fluoreszein in PBS+/+; 3,5 µmol/kg Peptid in PBS+/+, Mittelwert±SD, n≥3; 
Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht signifikant, 
p≥0,05 relativ zu C2C2. 

 

 
Anhang 10: Zweifachinjektion des Claudin-5-Peptids D-AS-C5C2 (D-Aminosäure-Derivat) erhöht die 
Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke für kleine M oleküle in vivo. Mittels Magnetresonanztomographie 
wurde 4 h nach Zweifachinjektion von D-AS-C5C2 (i.v., 3,5 µmol/kg, Injektion t=0 und 2 h) ein Anstieg von 
Kontrastmittel (Diethylen-Triamin-Pentaessigsäure Gadolinium III, Gd-DTPA; 547 Da; 1 mmol/kg/20 min i.v.) 
im Gehirn von C57BL/6-Mäusen nachgewiesen. Repräsentative farbkodierte Übersicht der Differenz der T1-
Relaxationszeit vor und nach Kontrastmittelgabe (∆T1=(T1post/T1prä)-1) eines Mausgehirns nach Behandlung mit 
PBS oder D-AS-C5C2; kumulative Häufigkeit von ∆T1 im periventrikulären Raum. Linksverschiebung, ∆T1-
Reduktion, ***, p <0,001; n≥3. Dmax zeigt das Maximum der absoluten Unterschiede zwischen den kumulativen 
Häufigkeiten beider Gruppen. Farbskala: je größer der Negativwert, desto stärker die Durchlässigkeit. 
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Anhang 11: Andere Applikationssregime zeigen einen Trend in stärkerer Na-Fluoreszein-Permeabilität 
nach Claudin-5-Peptid-Injektion in C57BL/6-Mäusen. Im Anschluss an die Injektion des Claudin-5-Peptides 
C5C2 (3,5 µmol/kg, i.v.) wurde die Na-Fluoreszein (376 Da)-Aufnahme in Gehirn, Leber und Niere der Maus 
(i.v., 0,5 mol/kg Na-Fluoreszein in PBS+/+) im Vergleich zum Kontrollpeptid C2C2 (gestrichelte Linie) be-
stimmt. Streudiagramm mit Mittelwert (schwarze Linie). Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließen-
dem Post-Hoc-Test nach Bonferroni, nicht signifikant, p≥0,05 relativ zu C2C2. (A) Einfachinjektion der Peptide, 
nach 1 h Na-Fluoreszein-Injektion, n=2. (B) Dreifachinjektion der Peptide (t=0, 16 und 19 h), nach 3 h Na-Fluo-
reszein-Injektion, n=3. 

 

 
Anhang 12: Applikation der Claudin-5-Peptide über die A. carotis communis führt zur erhöhten Gehirn-
Gängigkeit von Na-Fluoreszein. Na-Fluoreszein-Aufnahme ins Gehirn von C57BL/6-Mäusen nach Peptid-
Injektion (A. carotis communis, 3,5 µmol/kg Peptid in physiologischer NaCl-Lösung). 10 min nach Injektion von 
Na-Fluoreszein (376 Da, i.p., 1 mol/kg, 30 min Inkubation). Streudiagramm mit Mittelwert (schwarze Linie), 
n=1-2. Na-Fluoreszein-Konzentration im Gehirn normiert auf die Konzentration im Blut (CGehirn (µg/ml)/CBlut 
(µg/ml) pro gGehirn). Claudin-5-Peptide: C5C2, D-AS-C5C2 (D-Aminosäure-Derivat), C5C2[S22N] 
(S substituiert mit N). 
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Anhang 13: Das humane Claudin-5-Peptid hC5C2 hat keinen negativen Einfluss auf die Gewichtszu-
nahme von NMRI-nu/nu-Mäusen. Prozentuale Änderung des Körpergewichts relativ zum Ausgangswert der 
Mäuse (5-6 Wochen alt) nach einmaliger Injektion von hC5C2 (i.v., 3,5 µmol/kg in PBS+/+). Die Mäuse wurden 
über einen Zeitraum von 27 Tagen beobachtet. n=3; Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem 
Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht signifikant, p≥0,05 relativ zu PBS. 

 

 
Anhang 14: C5C2/shifted nicht aber C5C2[S22N] und deren entsprechende D-Aminosäure-Variante lie-
gen enantiomer vor. Messung und Berechnung der molaren residualen Elliptizität (Θ) der Peptide (50 µM) 
mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 0,5 mM SDS (Na-
triumdodecylsulfat, β-Faltblatt-Begünstigung) oder in PP mit 60 % Trifluorethanol (TFE, α-Helix-Begünsti-
gung); 8 Akkumulationen. Tabellen zeigen Θ bei charakteristischen Elliptizitäts-Extremwerten (195 nm für β-
Faltblatt, 208 nm für α-Helix), n≥4, Mittelwert±SD, Zwei-Wege-Varianztest (ANOVA) mit anschließendem 
Post-Hoc-Test nach Bonferroni; **, p<0,01; ***, p<0,001; nicht signifikant, p≥0,05, L-Aminosäure-Peptid rela-
tiv zu entsprechendem D-Aminosäure-Peptid. 
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Anhang 15: Sekundärstrukturvorhersagen der Claudin-5-Peptide bestimmt mittels Zirkulardichroismus-
Spektroskopie und molekularer Modellierung. 

 
Tabelle enthält weitere Details ergänzend zu den Daten in Abb. 33, Abb. 35 und Abb. 36. Neigung zur Se-
kundärstrukturausbildung von Claudin-5-Peptiden (50 µM) in Phosphatpuffer (PP, 10 mM, pH 7,2), in PP mit 
0,5 mM SDS (Natriumdodecylsulfat, β-Faltblatt-Begünstigung) oder in PP mit 60 % Trifluorethanol (TFE, α-
Helix-Begünstigung) und Berechnung des Anteils der Sekundärstrukturelemente mittels Referenzspektren (Yang 
et al., 1986). 8 Akkumulationen. n≥4, Mittelwert±SD. Strukturvorhersage in silico berechnet mit PSIPRED 
(Buchan et al., 2013), PEP-FOLD (Shen et al., 2014; Thevenet et al., 2012) und CABS-dock (Kurcinski et al., 
2015). Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] (S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert 
(5 AS), C-terminal verkürzt (4AS)), C5C2/N+5AS (N-terminal verlängert (5AS)), C5C2/C-4AS (C-terminal 
verkürzt (4 AS)); D-Aminosäure-Peptide: D-AS-C5C2, D-AS-C5C2[S22N], D-ASC5C2/shifted.  
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Anhang 16: Sequenzidentitäten von Claudin-Peptiden und der ersten extrazellulären Schleife (EZS1) von 
Claudinen und Occludin. 

 
Globales Alignment zwischen der Aminosäuresequenz der Peptide und der entsprechenden Sequenz der EZS1 
der Claudine (Cldn) und Occludin (Ocln) mittels Needleman-Wunsch-Algorithmus (Rice et al., 2000). m, murin; 
h, human. Kontrollpeptid C2C2, von Claudin-2 stammend; Claudin-5-Peptide: C5C2, C5C2[S22N] 
(S substituiert mit N), C5C2/shifted (N-terminal verlängert (5 AS), C-terminal verkürzt (4AS)), C5C2/N+5AS 
(N-terminal verlängert (5 AS). 

 

 
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., 2010; Zhang, 
2008). β-Faltblatt, blau; α-Helix, rot; β-Schleife, grün; 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 geschlechtsspezifisch. mRNA-Expression von Claudin 
(Cldn)-1 bis -27, Occludin (Ocln), Tricellulin (Tric), MarvelD3 und Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1) im 
Herzapex von C57BL/6-Mäusen normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. 

n=7-10, Mittelwert±SD. Gestrichelte Linie, Schwellenwert 10-5: schwache Expression. Zwei-Wege-Varianztest 
(ANOVA) mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni; nicht signifikant, p≥0,05. n.d., nicht detektiert. 

 

 
Anhang 19: Endotheliale Lokalisation von Zell-Zell-Kontaktproteinen im Myokard von C57BL/6-Mäu-
sen. Immunfluoreszenzfärbung. Pfeile, Lokalisation an Blutgefäßen. ZO-1, Zonula Occludens Protein-1. 
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Anhang 20: Claudin-12-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Lokalisation von Tight-Junction-Proteinen 
im Myokard. Immunfluoreszenzfärbung des linksventrikulären Myokards. Claudin-12-defiziente (KO) 
C57BL/6-Mäuse, Alter 15-28 Wochen.  Pfeile, laterale Lokalisation; Pfeilköpfe, Glanzstreifen; Stern, Blutgefäß.  

 

 
Anhang 21: Tight Junctions des myokardialen Endothels sind nicht beeinflusst nach Claudin-12-Knock-
out. Transmissionselektronenmikroskopie vom Herzapex. Linksventrikukäres Myokard von Wildtyp (WT)- und 
Claudin-12-defizienten (KO) C57BL/6-Mäusen (Alter 28-33 Wochen). Mf, Myofilamente; Pfeil, Tight Junctions 
(TJ).  
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Anhang 22: Typische Struktur der Gap Junctions in myokardialen Glanzstreifen. Transmissionselek-
tronenmikroskopie vom Herzapex. Längsschnitt durch das linksventrikukäre Myokard von C57BL/6-Mäusen. 
3 elektronendichte und 2 weniger –dichte Schichten. AJ, Adherens Junctions; GJ, Gap Junctions, MyF, 
Myofibrillen. 

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

 Geno- 
typ Gehirn Milz Lunge Leber Niere Duo-

denum 
Jeju - 
num Ileum Colon Pank- 

reas Testis Uterus 

C
ld

n1
 WT (8,9±7,2) 

×10-4 
(2,3±1,0) 
×10-4 

(2,2±0,8) 
×10-4 

(3,5±1,5) 
×10-2 

(1,4±0,5) 
×10-2 

(4,2±1,4) 
×10-5 

(3,0±2,1) 
×10-5 

(3,1±1,4) 
×10-5 

(5,6±2,4) 
×10-5 

(1,4±1,9) 
×10-3 

(7,7±1,9) 
×10-5 

(2,0±2,7) 
×10-3 

KO (7,8±6,4) 
×10-4 

  (3,8±1,3) 
×10-2 

(1,6±0,5) 
×10-2 

(4,7±3,5) 
×10-5 

(4,3±3,7) 
×10-5 

(2,6±0,5) 
×10-5 

(7,7±2,5) 
×10-5 

(1,6±1,2) 
×10-3 

  

C
ld

n3
 WT 

(2,3±1,6) 
×10-4 

(6,4±4,9) 
×10-5 

(2,3±0,9) 
×10-2 

(9,4±2,9) 
×10-2 

(7,3±1,7) 
×10-3 

(2,6±1,0) 
×10-2 

(3,0±1,2) 
×10-2 

(4,2±0,9) 
×10-2 

(5,5±0,6) 
×10-2 

(1,2±0,6) 
×10-1 

(9,8±0,9) 
×10-3 

(4,3±2,1) 
×10-2 

KO 
(2,9±3,3) 
×10-4 

 
 

 (8,9±1,6) 
×10-2 

(7,4±2,8) 
×10-3 

(4,1±2,2) 
×10-2 

(3,5±2,4) 
×10-2 

(3,6±1,3) 
×10-2 

(8,0±2,4) 
×10-2 

(8,4±5,4) 
×10-2 

  

C
ld

n5
 WT 

(1,5±0,5) 
×10-2 

(8,0±2,5) 
×10-3 

(6,4±1,1) 
×10-2 

(3,8±2,2) 
×10-3 

(5,9±2,7) 
×10-3 

(2,4±1,7) 
×10-4 

(1,4±0,8) 
×10-4 

(2,5±0,5) 
×10-4 

(2,3±1,9) 
×10-4 

(5,3±5,0) 
×10-3 

(8,8±2,1) 
×10-3 

(5,5±2,1) 
×10-3 

KO 
(1,3±0,7) 
×10-2 

  (3,6±1,7) 
×10-3 

(5,8±2,0) 
×10-3 

(2,5±1,4 
)×10-4 

(1,8±1,9) 
×10-4 

(2,6±1,8) 
×10-4 

(2,7±2,6) 
×10-4 

(5,9±7,2) 
×10-3 

  

C
ld

n7
 WT 

 (1,3±0,9) 
×10-4 

   (9,9±5,8) 
×10-2 

(7,7±2,6) 
×10-2 

(9,7±2,3) 
×10-2 

(1,3±0,2) 
×10-1 

(3,0±2,2) 
×10-2 

(5,1±0,8) 
×10-4 

(5,1±1,6) 
×10-2 

KO 
  

 
   (9,0±2,7) 

×10-2 
(8,3±2,2) 
×10-2 

(9,8±3,4) 
×10-2 

(1,3±0,3) 
×10-1 

(2,0±0,3) 
×10-2 

  

C
ld

n8
 WT 

 (1,6±2,3) 
×10-5 

   (3,2±2,5) 
×10-5 

(2,8±3,0) 
×10-5 

(1,2±0,9) 
×10-4 

(2,4±1,2) 
×10-2 

(8,8±6,4) 
×10-3 

(2,0±2,2) 
×10-5 

(1,5±1,0) 
×10-3 

KO 
     (3,8±2,0) 

×10-5 
(2,07±4,4) 
×10-5 

(1,5±0,9) 
×10-4 

(2,7±2,2) 
×10-2 

(9,5±6,1) 
×10-3 

  

C
ld

n1
2 WT 

(6,3±2,5) 
×10-3 

(2,5±1,5) 
×10-4 

(2,0±0,7) 
×10-3 

(2,8±1,8) 
×10-2 

(3,2±1,2) 
×10-2 

(1,4±0,7) 
×10-3 

(1,2±0,8) 
×10-3 

(1,7±1,3) 
×10-3 

(2,0±1,4) 
×10-3 

(1,0±0,6) 
×10-2 

(3,7±1,3) 
×10-3 

(3,8±0,8) 
×10-3 

KO 
(6,3±0,1) 
×10-6 

  (1,1±1,4) 
×10-4 

(1,4±2,8) 
×10-4 

(4,6±5,3) 
×10-6 

(6,3±11,1) 
×10-7 

(1,2±2,0) 
×10-6 

(1,8±2,0) 
×10-6 

(1,5±1,4) 
×10-4 

  

C
ld

n1
5 WT 

(2,4±1,2) 
×10-5 

(3,3±3,0) 
×10-4 

   (8,2±3,6) 
×10-2 

(3,7±1,7) 
×10-2 

(1,5±0,7) 
×10-2 

(8,6±7,8) 
×10-3 

(1,5±1,7) 
×10-2 

  

KO 
(2,5±1,4) 
×10-5 

    (7,7±4,2) 
×10-2 

(4,0±2,0) 
×10-2 

(1,6±1,2) 
×10-2 

(7,9±2,4) 
×10-3 

(1,9±1,6) 
×10-2 

  

C
ld

n2
5 WT 

(1,2±0,5) 
×10-2 

(2,3±1,1) 
×10-3 

(5,6±2,0) 
×10-3 

(8,2±5,6) 
×10-3 

(1,6±0,7) 
×10-2 

(1,7±1,3) 
×10-2 

(3,6±2,1) 
×10-3 

(2,7±0,5) 
×10-3 

(2,2±1,4) 
×10-3 

(6,3±4,2) 
×10-3 

(2,5±0,4) 
×10-2 

(6,4±2,8) 
×10-3 

KO 
(1,6±0,6) 
×10-2 

  (9,6±2,4) 
×10-3 

(1,2±0,2) 
×10-2 

(4,6±1,9) 
×10-3 

(4,4±3,2) 
×10-3 

(2,4±1,5) 
×10-3 

(2,0±1,0) 
×10-3 

(7,0±4,1) 
×10-3 

  

O
cl

n WT 
(3,6±0,6) 
×10-3 

(9,3±3,8) 
×10-5 

(9,0±3,1) 
×10-3 

(1,5±0,4) 
×10-2 

(1,5±0,2) 
×10-2 

(1,2±0,7) 
×10-2 

(1,3±0,3) 
×10-2 

(8,5±1,6) 
×10-3 

(1,4±0,2) 
×10-2 

(2,0±0,9) 
×10-2 

(6,2±0,7) 
×10-3 

(6,3±3,7) 
×10-3 

KO 
(3,7±1,0) 
×10-3 

  (1,7±0,4) 
×10-2 

(1,7±0,3) 
×10-2 

(1,0±0,4) 
×10-2 

(1,1±0,6) 
×10-2 

(7,5±4,1) 
×10-3 

(2,1±0,6) 
×10-2 

(1,9±1,4) 
×10-2 

  

Z
O

-1
 WT 

(1,8±0,4) 
×10-2 

(2,7±1,4) 
×10-3 

(3,3±1,0) 
×10-2 

(1,5±0,7) 
×10-2 

(1,8±0,4) 
×10-2 

(2,2±1,2) 
×10-3 

(2,9±0,9) 
×10-3 

(4,0±1,5) 
×10-3 

(1,0±0,1) 
×10-2 

(1,2±0,9) 
×10-2 

(3,3±0,3) 
×10-2 

(8,5±3,3) 
×10-3 

KO 
(2,2±0,4) 
×10-2 

  (1,6±0,5) 
×10-2 

(1,9±0,1) 
×10-2 

(2,3±0,7) 
×10-3 

(3,1±1,8) 
×10-3 

(4,0±2,6) 
×10-3 

(9,6±3,3) 
×10-3 

(1,5±0,7) 
×10-2 

  

Tabelle enthält weitere Details ergänzend zu den Daten in Abb. 37, Abb. 43 und Abb. 44. mRNA-Expression 
von Claudinen (Cldn), Occludin (Ocln), Tricellulin (Tric) und Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1) in C57BL/6-
Mäusen normiert auf β-Aktin (∆Ct=Ct

β-Aktin
-Ct

Zellkontaktprotein
); Ct, Schwellenwertzyklus. n≥4, Mittelwert±SD. Rot, 

Expression ≥10-2; orange ≥10-3; helles orange, ≥10-4; beige, ≥10-5; weiß, sehr geringe Expression <10-5; grau, 
nicht gemessen. Drion et al., 1996, Park et al., 2012, Wakai et al., 2013, Erdlenbruch et al., 2003, Campbell et al., 2012, Kreuter und Gelperina, 2008, Doi et al., 2008,  
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