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z
ZNS zentrales Nervensystem

Z0-1 zonula occludens protein-1
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) reguliert den Stoffaustausch zwischen Blut und Gehirn. Dies
erschwert den Durchtritt zahlreicher Pharmaka ins ZNS und limitiert Therapiemdoglichkeiten
zerebraler Erkrankungen. Bisherige Behandlungstrategien basieren auf einer unspezifischen
BHS-Offnung bzw. hohen Wirkstoffdosierungen, verbunden mit starken Nebenwirkungen und
eingeschrankter Effizienz. Ein Optimierungsansatz ist die transiente parazelluldre Offnung der
BHS, welche durch Gehirnkapillarendothelzellen gebildet wird. Claudine (Cldn), wesentlicher
Bestandteil von Tight Junctions (TJs), dichten den Parazellularraum ab und sind daher ein
vielversprechendes Drug Target. In den TJs der BHS wird hauptsachlich Cldn5 exprimiert. Des

Weiteren wurden Cldn1, -3 und -12 sowie Cldn22, -24 und -25 nachgewiesen.

Im Rahmen der Arbeit wurde gezeigt, dass Cldn12, Cldn22, -24 und -25 schwache, heterophile
trans-Interaktionen eingingen, jedoch nicht zur parazellularen Abdichtung beitrugen. Cldn3
hingegen wies in vivo eine BHS-abdichtende Wirkung auf. Der Cldn3-Knock out (Cldn3-KO)
hatte im Kapillarendothel die Verringerung von Cldnl zur Folge sowie eine erhohte
Permeabilitat der BHS fur kleine Molekiile. Die erhéhte Permeabilitdat im KO wirkte sich in
ischamiegeschadigtem Hirnareal in einer im Vergleich zum Wildtyp geringeren Schwellung
und InfarktgroRe aus, begleitet von einer Reduktion von Occludin und Zonula Occludens-1 in
den TJs. Damit ist Cldn3 als relevant fiir die Integritat der BHS einzustufen. Aufgrund seiner

schwachen Expression ist es aber kein geeignetes Target fiir eine Cldn3-basierte BHS Offnung.

Der Cldn5-spezifische Modulator BO1 verringerte die Cldn5-Proteinmenge und die
Permeabilitat der BHS gegeniiber Ladungstragern konzentrationsabhangig und reversibel fiir
bis zu 48 h. Dabei reduzierte BO1 (iber den B-Catenin-Pathway die Cldn5-Transkription. Unter
Verwendung von 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HPBCD) als Losungsvermittler wurde nach
dreifacher i.v. Gabe eine permeabilitatssteigernde BO1-Wirkung in vivo erreicht. Diese
Vorbehandlung ermoéglichte die signifikante Wachstumsreduktion eines Glioblastoms durch
das ansonsten nicht gehirngangige Zytostatikum Paclitaxel. Somit wurde BO1 als neuer Ansatz
zur Verbesserung der ZNS-Gangigkeit eines Wirkstoffs nachgewiesen. Damit tragt diese Arbeit
wesentlich zum besseren Verstandnis der BHS-Modulation durch TJ-Regulation bei mit dem

Potential zur Verbesserung der Wirkstofffreisetzung fiir verschiedene Erkrankungen des ZNS.



SUMMARY

The blood-brain barrier (BBB) efficiently regulates the transport of compounds between blood
and brain, limiting the delivery of hydrophilic drugs into the CNS. Hence, specific treatment of
cerebral diseases, e.g. glioblastoma or stroke, is severely restricted. Today therapies are based
on an unspecific opening of the BBB and a high drug dosage, which is less efficient and causes
adverse reactions. An optimum strategy is the transient paracellular opening of the BBB
formed by endothelial cells. Their paracellular tightening is mediated by specific claudin (cldn)
subtypes forming intercellular tight junctions (TJs). This makes Cldns a promising drug target.
In BBB TJs, Cldn5 is the dominantly expressed protein. Yet, Cldn1, -3, -12, -22, -24 and -25 are

also expressed.

This dissertation shows, that Cldn12, -22, -24 and -25 formed weak, heterophilic trans-
interactions. But they did not contribute to the paracellular tightening. Cldn3 had a BBB
tightening function in vivo. Cldn3-knock out resulted in a reduction of Cldnl in the brain
capillary endothelial cells and an upregulated permeability of the BBB for small molecules. In
the postischemic brain, this resulted in a reduced swelling and smaller infarction size
compared to that of the wild type. Additionally, a reduction of occludin (Occl) and zonula
occludens protein 1 (ZO-1) was shown. This proves, that even though Cldn3 is critical for the
integrity of the BBB. However, due to its low expression it is not suited as target to improve

drug delivery through the BBB.

For Cldn5-based enhancement of the BBB permeability the Cldn5-specific small molecule BO1
was developed. It decreased concentration-dependently Cldn5 protein amount and the
transendothelial electrical resistance as tightness marker of the BBB for ca. 48 h. Furthermore,
it down-regulated Cldn5-transcription through a B-Catenin involving pathway. Using 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) as solubility enhancer an in vivo active BO1-
concentration was achieved, causing higher BBB permeability after triple i.v. injection. BO1
increased the uptake of sodium fluorescein into the brain. Moreover, it enabled a better
uptake of the cytostatic agent paclitaxel, which normally does not cross the BBB, leading to a
significant reduction of the gliobastoma. So, BO1 is a novel approach to transiently increase
drug delivery through the BBB. Collectively, this thesis offers new insights into the modulation

of the BBB via TJs and a new perspective to improve pharmacotreatment of cerebral diseases.



1 EINLEITUNG

1.1 Tight Junctions im Endothel: Struktur und molekulare Zusammensetzung

Epithelien bilden Deckschichten auf allen duBeren und inneren Oberflachen mehrzelliger
Organismen, sodass Gewebebarrieren entstehen. Diese sind fir die Funktionsfahigkeit von
Organen essentiell, indem sie eine Kompartimentierung und den kontrollierten
Stoffaustausch gewahrleisten. Zellkontakte werden unterschieden in Gap Junctions,
Kommunikationsverbindungen fiir eine elektrische Verbindung (Giepmans, 2004),
Adhasionskontakte, z.B. Adherens Junctions (AJ) und Desmosomen, die zur mechanischen
Stabilitat durch die Interaktion ihrer Ankerproteine mit dem Aktinfilament beitragen (Rimm
et al., 1995; Hatzfeld et al., 2000), und Tight Junctions (TJs), welche zwei wichtige Funktionen
haben: Die Abdichtung des Parazellularraums und den Erhalt der Zellpolaritat (Mandel et al.,
1993; Balda et al., 1996). Das Endothel, eine besondere Form des flachen, einschichtigen
Epithels, kleidet unter anderem die BlutgefaBwand aus. Im Epithel umgeben TJs giirtelartig
apikal den gesamten Zellumfang, im Endothel hingegen sind sie lateral in raumlicher Nahe zu
AJ lokalisiert und dichten den gesamten Zellzwischenraum ab (Farquhar and Palade, 1963;

Florey, 1966; Powell, 1981; Vorbrodt and Dobrogowska, 2004).

Vor allem das Zusammenspiel chemischer und elektrischer Prozesse im zentralen
Nervensystem (ZNS) erfordert ein streng kontrolliertes und stabiles endogenes Mikromilieu.
Daher erfolgt dessen Abgrenzung von den schwankenden Bedingungen im Blut im
Wesentlichen durch zwei physiologische Barrieren, die Blut-Liquor-Schranke sowie die Blut-
Hirn-Schranke (BHS). Das Kapillarendothel der BHS bildet die grofRte Kontaktflache zwischen
Blut und ZNS und hat eine Schlisselrolle hinsichtlich der Abdichtung. Es unterscheidet sich
vom Kapillarendothel im peripheren Blutkreislauf durch seine komplexe Glykokalyx, dreifache
Mitochondrienmenge und sehr geringe Pinocytoseaktivitat. Weiterhin weist das
kontinuierliche Endothel keine Fenestrierung auf und bildet besonders dichte TJs aus (Reese
and Karnovsky, 1967; Abbott et al., 2006; Zlokovic, 2008; Carvey et al., 2009). Der
transendotheliale Widerstand im Kapillarendothel der BHS ist mit ca. 2000 Q - cm? ca. 150 x
hoher als in peripheren Kapillaren (Butt et al., 1990) und neben der Blut-Hoden-Schranke die

dichteste parazelluldre Barriere im Organismus von Sdugern (Al-Asmakh and Hedin, 2015). Die



starke Abdichtung ergibt sich aus der TJ-Proteinzusammensetzung und der Interaktion mit
anderen Zelltypen, welche zusammen die Neurovaskuldre Einheit bilden (Abb. 1.1 A). So steht
das Endothel der BHS, stabilisiert durch eine Basallamina mit ihrem Collagen Typ IV und
verschiedenen Glykoproteinen (Barber and Lieth, 1997; Wu et al., 2009; Yurchenco, 2011), in
Kontakt mit Astrozyten-EndfiiRchen, die nahezu die gesamte Kapillaroberflache bedecken. Sie
beeinflussen durch Ausschiittung von Mediatoren die Dichtheit des Endothels, sind beteiligt
an der Nahrstoffversorgung von Neuronen, dem Entfernen und Recycling von Glutamat von
den Synapsen, der Regulation der extrazellularer K*-lonenkonzentration und interagieren mit
Mikrogliazellen (Abbott, 2002; Alvarez et al., 2013). Perizyten weisen eine Makrophagen-
ahnliche Aktivitat auf (Balabanov et al., 1996; Bell et al., 2010), regulieren den Durchmesser
des GefaRlumens (Hall et al., 2014). Sie tragen weiterhin mittels TGF-B1 und Angiopoietin-1
zur Reifung des Endothels bei (Hayashi et al., 2004; Hori et al., 2004; Dohgu et al., 2005;
Daneman et al., 2010a). Perizyten bilden mit Endothelzellen Kontakte durch fokale Adhasion
und Peg-Socket-Invaginationen. Dabei adhdrieren Ausbuchtungen der Perizyten (pegs) N-
Cadherin vermittelt in Einstllpungen (sockets) der Endothelzellen (Gerhardt et al., 2000). Dies

fordert die Ausbildung des TJ-Proteinkomplexes (Daneman et al., 2010a; Jo et al., 2013).

TJs sind ein Multiproteinkomplex aus zahlreichen Transmembranproteinen sowie Gerst- und
Adapterproteinen an der Innenseite der Zellmembran (Zihni et al.,, 2016). Zu den
Transmembranproteinen gehoéren die Junctional Adhesion Molecules (JAMs), die nur eine
Transmembrandomane haben und einen intrazellular lokalisierten C-Terminus, sowie
verschiedene Vier-Transmembran-Proteine: Mitglieder der Claudin-Proteinfamilie (Furuse et
al., 1998) bilden das Riickgrat der TJs. Weiterhin gehoren Proteine der TAMP-Familie (TJ-
associated [myelin and lymphocyte and related proteins for vesicle trafficking and membrane
link, MARVEL] proteins) dazu; z.B. Occludin (Occl), Tricellulin und MarvelD3 (Steed et al., 2009;
Raleigh et al., 2010). Membranassoziierte Gerist- und Adapterproteine wie die Zonula
Occludens Proteine 1-3 (Z0-1-3), MUPP-1, das multi-PDZ-domain containing protein (ltoh et
al., 1999; Hamazaki et al., 2002; Vorbrodt and Dobrogowska, 2004) verknipfen tber ihre PDZ-
Domanen und Prolin-reiche Abschnitte die Transmembranproteine mit dem Aktin-Cytoskelett
(Fanning et al., 1998). Mit ZO-1 interagierendes Cingulin ist in die RhoA-Signaltransduktion
involviert (Stevenson et al., 1989; D'Atri et al., 2002; Citi et al., 2009), gezeigt in Abb. 1.1 B.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Neurovaskuldren Einheit und Aufbau der Endothel-Zellkontakte der
Blut-Hirn-Schranke.

(A) Die Neurovaskulare Einheit. Der multizellulare Komplex besteht aus TJ der Endothelzellen, der umgebenden
Basallamina, Astrozyten-EndfiliRchen, Perizyten, Neuronen und Mikrogliazellen (modifiziert nach Abbott et al.,
2006). (B) TJ im Kapillarendothel an der BHS. Wichtige TJ-ausbildende Transmembran-Proteine sind Claudine, TJ-
assoziierte Marvel Proteine (Occludin und Tricellulin), die mit zytosolischen Proteinen assoziiert sind, z. B. Zonula
Occludens (Z0)-Proteine, Cingulin und das Multi-PDZ-Domé&nen Protein (MUPP-1); modifiziert nach del Zoppo
and Milner, 2006).

EndfiiBchen

In der Transmissionselektronmikroskopie erscheinen TJs als Bereiche hoher Elektronendichte,
sogenannte kissing points. Mittels Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie kann die Lipidschicht
der  Plasmamembran  getrennt werden, sodass TJs als Netzwerk von
Transmembranprotein-Strangen erkennbar werden. Sie stellen sich als fortlaufende Reihe von
Transmembran-Partikeln an der protoplasmatischen  Bruchseite (P-face) und
ectoplasmatischen Bruchseite (E-face) dar (Abb. 1.2). Endotheliale TJs assoziieren in vivo stark
mit der E- und P-face, verteilen sich wahrend der Kultivierung jedoch zunehmend zur E-face

um (Staehelin, 1973; Wolburg et al., 1994; Tsukita et al., 2001).

Abb. 1.2: Struktur der TJs
(A) Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahme boviner Gehirnkapillarendothelzellen mit stark P-face

assoziierten TJ-Strangen (Wolburg et al., 1994). (B) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme zweier
benachbarter muriner Kapillarendothelzellen (capillary endothelial cells, CEC). Tls verschlieRen den
Parazellularraum. Die Pfeile markieren kissing points (Haseloff et al., 2015).



1.2 Die Proteinfamilie der Claudine

Die zur Pfam00822 Superfamilie gehérende Proteinfamilie der Claudine (Cldn) besteht in
Saugern derzeit aus 27 Mitgliedern mit einem Molekulargewicht von 20 bis 34 kDa, wobei die
Zuordnung der zuletzt entdeckten Cldn25, -26 und -27 nicht vollstandig geklart ist (Maher et
al., 2011; Mineta et al., 2011). Jedoch werden nicht alle Claudine in jeder Spezies exprimiert.
Cldn13 beispielsweise wurde nur in der Maus nachgewiesen (Thompson et al., 2010). Claudine
bilden das Riickgrat der TJs, da ihre Transfektion in TJ-freie Zellsysteme im Gegensatz zu
anderen TJ-Proteinen zum de novo Aufbau von TJ-Strangen fiihrt (Furuse et al., 1998). Sie
bestimmen maRgeblich die Barriereeigenschaften der TJs durch ihre gewebe- und
entwicklungsspezifische Zusammensetzung. Funktionell werden sie in barrierebildende
Claudine, z.B. das den Parazellularraum abdichtende Cldn5 (Morita et al., 1999; Nitta et al.,
2003), und parazelluldre porenbildende Claudine, die auf den Stofftransport Einfluss nehmen,
eingeteilt. So ermoglicht Cldn2 den Wassertransport (Rosenthal et al., 2010), wahrend Cldn15

einen Na*-Kanal bzw. eine Cl-Barriere bildet (Colegio et al., 2002; Van Itallie et al., 2003).

1.2.1 Proteinstruktur und Funktion

Strukturell bestehen Claudine aus vier Transmembrandoméanen mit helikaler Konformation,
wobei der N-und C-Terminus intrazellular lokalisiert sind, und zwei extrazellularen Schleifen
(EZS). Abgeleitet von der aufgeklarten Kristallstruktur von Cldn15 und -19 besteht die EZS1
aus vier B-Strangen und enthalt folgende Claudin-Konsensus-Sequenz:
G-L-W-x-x-C-[9 Aminosauren]-C. Die EZS2 wird aus einer a-Helix und einem B-Strang gebildet
(Suzuki et al., 2014; Shinoda et al., 2016). In der intrazelluldren Schleife sowie der C-terminalen
Domane finden sich Palmitoylierungs- und Phosphorylierungsstellen sowie meist ein PDZ-
Bindungsmotiv (die Abkirzung PDZ steht fiir die jeweils ersten Buchstaben der drei Proteine
postsynaptic density Protein, Drosophila disc large tumor suppressor und ZO-1). Meist ist es
ein V-Y-X-K Motiv, das Interaktionen mit membranassoziierten Gerlistproteinen, z. B. ZO-1 bis
-3 ermoglicht (ltoh et al., 1999), gezeigt in Abb. 1.3. Posttranslationale Modifikationen wie
Palmitoylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung wirken regulatorisch auf die
Lokalisation und den Ein- bzw. Abbau der Claudine in TJ-Strdnge. Beispielsweise fiihrt die
Phosphorylierung von Cldn5 am T207 durch die PKA (Proteinkinase A) zur Verringerung des

TER und einer gesteigerten Permeabilitat fir Mannitol (Soma et al., 2004).
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Abb. 1.3: Struktur eines Claudins.
(A) Schematische Darstellung eines Claudins mit vier Transmembrandomanen (TM I-I) und zwei extrazellularen

Schleifen (EZS1 und EZS2). Die Konsensus-Sequenz G-L-W-x-x-C-[9 Aminosauren]-C ist in der EZS1 lokalisiert.
Intrazellulédr befinden sich Palmitoylierungs- und Phosphorylierungsstellen mit regulatorischer Funktion sowie
bei den meisten Claudinen ein PDZ-Bindungsmotiv (meist V-Y-X-K) fir Interaktionen mit GerUstproteinen;
modifiziert nach Gunzel and Yu, 2013. (B) Ribbon-Struktur von Cldn15 nach Suzuki et al., 2014.

Auch die beiden EZS haben funktionelle Bedeutung. Die EZS1 ist relevant flr die parazellular
abdichtende Funktion und lonenselektivitdt eines porenbildenden Claudins. Die EZS2 ist an
der Abdichtung des Parazellularraums beteiligt durch Ausbildung von trans-Interaktionen
verschiedener Claudine, die in Abschnitt 1.2.2 ndher erldutert werden. Vor allem die erste
Halfte der EZS1 enthélt geladene Aminosduren, die bei porenbildenden Claudinen fiir die
Selektivitat und GréRe der zu permeierenden lonen verantwortlich sind (Colegio et al., 2002;
Colegio et al., 2003; Van Itallie et al., 2003; Mrsny et al., 2008). Kationen-spezifische
porenbildende Claudine sind Cldn2, -10b und Cldn15. Cldn10a und -17 sind selektiv fir
Anionen (Amasheh et al., 2002; Van lItallie and Anderson, 2006; Krug et al., 2012). Andere
Claudine haben nur durch ihre Interaktion mit weiteren Claudin-Subtypen eine porenbildende
Funktion. So wird Cldn4 durch seine Interaktion mit Cldn8 zum Anionen-selektiven lonenkanal
(Hou et al., 2009; Hou et al., 2010). Andererseits verdrangt Cldn8 im Nierenepithel Cldn2 und
starkt dadurch die epitheliale Barriere (Angelow et al., 2007). Ein Cldn16-KO in der Niere geht
einher mit einer veranderten Lokalisation von Cldn19. Der Cldn8-KO hat zur Folge, dass Cldn4
aus TJs entfernt wird und im Zytoplasma misslokalisiert, sodass es zum gestérten Cl-Transport
kommt (Hou et al.,, 2009; Hou et al., 2010). Eine Expression von Cldn10b oder -15 in

epithelialen Zelllinien erhéht die Cldn3-Expression, fihrt dennoch zum verringerten



parazelluldaren Widerstand durch erhohte Na*-Permeabilitat (Inai et al., 2010). Interaktionen
von Cldn1 und -5 hingegen sind fiir den Aufbau von TJ-Strangen aus verschiedenen Claudinen
essentiell und dichten den Parazellularraum ab. Der Cldn5-Knockout (KO) erhoht die
Permeabilitat der BHS fiir Molekile < 800 Da und ist wenige Stunden nach der Geburt lethal
(Nitta et al., 2003). Cldn1 beeinflusst zusammen mit den TAMP-Proteinen Occl, Tricellulin oder
MarvelD3 in HEK293-Zellen die TJ-Strangmorphologie maRgeblich (Cording et al., 2013).
Dieses Claudin ist essentiell flir die Regulation der Permeabilitat fir Wasser sowie Molekile
einer GroRe < 600 Da in der Haut, ist aber auch an der Abdichtung der Lebergallengdange gegen
Gallenflissigkeit beteiligt. Sein KO ist ebenfalls wenige Stunden nach der Geburt lethal (Furuse

et al., 2002; Grosse et al., 2012).

1.2.2 Polymerisierung der Claudine zu Tight Junction-Strangen

HEK-293 Zellen sind ein etabliertes, TJ-freies Zellsystem zur Untersuchung exogener Claudine
hinsichtlich der Ausbildung eines TJ-Proteinnetzwerks. Dabei lagern sich Claudine einer
Plasmamembran mit Claudinen der benachbarten Membran zusammen, sodass sie sich in den
Zellkontakten stark anreichern und Uber ihre EZS sogenannte trans-Interaktionen eingehen.
Diese konnen zwischen Claudinen desselben Subtyps (homophil) aber auch zwischen

verschiedenen Subtypen (heterophil) stattfinden (Furuse et al., 1999), (Abb. 1.4).
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Abb. 1.4: Interaktionen von Claudinen

Abhdngig von der Claudin-Zusammensetzung der TJs interagieren Claudine desselben Subtyps homophil
innerhalb derselben Membran (cis) oder mit Claudinen der benachbarten Zellmembran (trans). Interaktionen
zwischen Claudinen verschiedenen Subtyps werden als heterophil bezeichnet.

Homophile trans-Interaktionen sind von Cldnl, -2, -3 und -5 bekannt, wobei die
Kontaktanreicherung in homophilen Cldn1-Interaktionen nahezu doppelt so stark ist wie die
des Cldn5 (Furuse et al., 1999; Piontek et al., 2008; Piontek et al., 2011). Im Cldn5 sind dafir
aromatische Seitenketten an den Positionen F147, Y148, Q156, Y158 und E159 in der EZS2



relevant (Piontek et al., 2008). Heterophile Interaktionen finden unter anderem von Cldn5
mit -1 sowie Cldn3 mit -1 in starkem Ausmal statt, wohingegen Cldn3 mit -5 sowie Cldn3 und
-4 weitaus schwacher interagieren (Daugherty et al., 2007; Piontek et al., 2011). Weiterhin
konnen Claudine innerhalb derselben Membran polymerisieren und sogenannte
cis-Interaktionen eingehen. Die TJ-Strange liegen vermutlich als doppelreihiger cis-Komplex
vor, wobei die einzelnen Reihen zu einander antiparallel angeordnet sind (Milatz et al., 2015).
Auch diese kénnen sowohl homophilen als auch heterophilen Charakter haben. Das Y158 in
der EZS2 von Cldn5 ist sowohl fiir die homophile als auch die heterophile cis-Interaktion mit
Cldn3 von Bedeutung (Piontek et al., 2008; Piontek et al., 2011), aber auch die dritte und vierte
Transmembrandomane sind relevant (Rossa et al., 2014; Gong et al., 2015). Heterophile
cis-Interaktionen finden weiterhin zwischen Claudinen und TAMPs statt, z.B. zwischen Cldn1

bzw. Cldn5 mit Occl sowie Tricellulin (Cording et al., 2013).

1.2.3 Eigenschaften ausgewadhlter Tight Junction-Proteine der Blut-Hirn-
Schranke
Die Zusammensetzung der an der Ausbildung der BHS beteiligten TJ-Proteine ist bislang nicht
detailliert geklart. Nur Cldn5, eines der am starksten exprimierten TJ-Proteine im
Gehirnendothel, ist gut untersucht. Es galt als Endothel-spezifisch (Morita et al., 1999), bis
seine Expression auch im Epithel der Alveolen (Wang et al., 2003), des Darms (Zeissig et al.,
2007), des Pankreas (Rahner et al., 2001) und den Nieren-Glomeruli (Koda et al., 2011)
nachgewiesen wurde. Allerdings gibt es derzeit keine Hinweise auf eine zur BHS vergleichbar
stark abdichtende Funktion im Epithel. Aber auch andere TJ-Proteine sind an der Ausbildung
des komplexen TJ-Netzwerks der BHS beteiligt. In Gehirnendothelzellen ist dariiber hinaus die
Expression von Cldn1, -3 und -12 beschrieben (Wolburg and Lippoldt, 2002; Nitta et al., 2003;
Ohtsuki et al., 2007). Cldn3 bewirkt in NIH/3T3 Fibroblasten eine parazellulare Abdichtung
gegen Makromolekile (2000 Da), fiihrt in der epithelialen Zelllinie MDCK-Il zum erhéhten
transepithelialen elektrischen Widerstand (Coyne et al., 2003; Milatz et al., 2010) und wurde
im Darmepithel in vivo nachgewiesen (Hewitt et al., 2006; Markov et al., 2010). Seine genaue
in vivo Funktion an der BHS ist bislang nicht geklart. Allerdings scheint eine Cldn3-Beteiligung
an der parazelluldaren Abdichtung der BHS naheliegend, da seine Expression im Glioblastom
und im Mausmodell der Multiplen Sklerose (EAE-Modell, experimental autoimmune

encephalomyelitis) runterreguliert ist (Wolburg et al., 2003). Cldn3 KO Mause zeigen im EAE-



Modell Krankheitssymptome frither im Vergleich zum Wildtyp (Kooij et al., 2014). Hinsichtlich
der Vitalitat, Fertilitat, GroRe und Korpergewicht sind die Tiere vom Wildtyp jedoch nicht zu
unterscheiden. Cldn12 ist an der Ca?*-Aufnahme im Darmepithel beteiligt und wurde in
Schirmzellen des Uroepithels der Blase nachgewiesen, welche das Epithel lumenwarts
abdichten, wobei es keine de novo Tls ausbildet (Acharya et al., 2004; Fujita et al., 2008;
Piontek et al., 2011). Zu seiner Funktion an der BHS ist bislang nichts bekannt. Die Cldn1-
Expression an der BHS wird kontrovers diskutiert. Cldnl, stark exprimiert in epithelialen
Barrieren, steht im Zusammenhang mit der Regulation des Wasserhaushalts (Furuse et al.,
2002). Im Gehirnendothel wurde es als sowohl als mRNA-Transkript als auch auf Proteinebene
nachgewiesen (Liebner et al., 2000; Hewitt et al., 2006). Die Untersuchungen auf Proteinebene
wurden jedoch infrage gestellt aufgrund der Kreuzreaktivitdt des verwendeten Antikorpers
(Abbott et al., 2006). Ebenso ist zur Funktion des an der BHS detektierten TAMP-Proteins Occl
nichts bekannt. Im Epithel tragt es nicht direkt zur Ausbildung von TJs bei, sondern stabilisiert
Claudine durch cis- und trans-Interaktionen und beeinflusst so die parazelluldare Permeabilitat
und Strangmorphologie (Furuse et al., 1993; Hirase et al., 1997; Ohtsuki et al., 2007; Cording
et al., 2013). Weiterhin haben Untersuchungen eine Anreicherung von Cldn22, -24 und -25
(Ohtsuki et al., 2008; Daneman et al., 2010b) gezeigt.

1.3 Tight Junction-Regulation an der Blut-Hirn-Schranke unter
pathologischen Bedingungen

TJs des BHS-Endothels unterliegen einer strikten Regulation, um die Homobostase des ZNS
aufrechtzuerhalten. Viele zerebrale Erkrankungen gehen mit einer Stérung von TJ-Proteinen
der Gehirnendothelzellen und einer erhohten BHS-Permeabilitdt einher. Die S/T-
Phosphorylierung ist sehr wichtig fiir eine korrekte TJ-Proteinlokalisation (Morgan et al.,
2007). Beispielsweise werden Occl (an T382 und S507) und Cldn5 (an T207) im Krankheitsbild
der HIV-1-assoziierten Enzephalopathie durch die Rho-Kinase phosphoryliert. Dies hat eine
verringerte BHS-Integritat und einen Anstieg der Monocyten-Migration ins ZNS zur Folge. Eine
Inhibierung dieser Kinase fiihrt in vitro zum Erhalt der Barrierefunktion (Yamamoto et al.,
2008). In neuroinflammatorischen Prozessen werden Occl und Cldn5 durch die aktivierte
Glykogensynthase-Kinase 3B (GSK-3B) phosphoryliert, was zum Abbau fihrt. Eine

GSK-3B-Inhibierung férdert die TJ-Stabilitdt in Gehirnendothelzellen durch eine Verlangerung



der biologischen Halbwertszeit dieser TJ-Proteine (Ramirez et al., 2010; Ramirez et al., 2013).
Die Cldn5-Expression wird auch von Interleukinen (IL) durch Regulation des
Phosphorylierungsstatus von FoxO1, einem Transkriptionsfaktor der Forkhead box (foxO)
Familie beeinflusst. Antiinflammatorisches IL-4 induziert die Cldn5-Hochregulation unter
Beteiligung der JAK/STAT6-Signalkaskade sowie einer FoxO1-Phosphorylierung (Dalmasso et
al.,, 2014). Proinflamatorisches IL-1B hingegen fiihrt zur verminderten Cldn5-Transkription,
vermittelt durch eine FoxO1-Dephosphorylierung (Beard et al., 2014). Auch reaktive
Sauerstoffspezies und eine gestorte Adhasion des VE-(vascular endothelial) Cadherins in
Adherens Junctions beeintrachtigen FoxO1l-vermittelt die TJ-Integritdit (Abb. 1.5). Die
Endocytose von VE-Cadherin (Gavard und Gutkind 2006) fiihrt zur Freisetzung groRer Mengen
B-Catenin ins Zytosol und verringert die Phosphoinositid-3-Kinase (P13K) / AKT-Aktivitat
(Proteinkinase B). Somit steigt der Anteil an nicht phosphoryliertem FoxO1, das ein Substrat
von AKT ist. Zusammen mit B-Catenin transloziert es in den Nucleus. Sie hemmen die Cld5-
Transkription, indem beide Proteine den TCF (T cell factor, Transkriptionsfaktor) binden und

dieser Komplex den Cldn5-Promotor blockiert (Carmeliet et al., 1999; Taddei et al., 2008).

Intakte Endothelbarriere Verlust der TJ-Integritadt
ens Junctions Tight Junctions Adherens Junctions Tight Junctions

I

e
. JAM, Cldn5, Occl JAM, Cldn5, Occl
|
i
i
[
| e

Abbaukomplex Abbaukomplex

& m

Hlcians |

Abb. 1.5: Wechselwirkung zwischen Adherens Junctions und Tight Junctions.

Unter physiologischen Bedingungen ist phosphoryliertes FoxO1 im Zytoplasma lokalisiert, B-Catenin (B-Cat) liegt
dephosphoryliert hauptsachlich im Komplex mit p120 und VE-Cadherin in Adherens Junctions vor. Nicht mit
Adherens Junctions assoziiertes B-Catenin wird durch einen Enzym-Abbaukomplex aus Axin, APC (adenomatous
polyposis coli), CK (Casein Kinase) und GSK-3B hyperphosphoryliert und abgebaut. Bei Destabilisierung der
Adherens Junctions akkumuliert dephosphoryliertes -Catenin im Zytosol und FoxO1 wird dephosphoryliert.
Beide Proteine bilden einen Komplex, translozieren in den Nucleus und blockieren zusammen mit dem TCF (T
cell factor) den Cldn5-Promotor; modifiziert nach Gavard und Gutkind, 2008.

Weitere pathologische Zustande im Gehirn, die mit einer Fehlregulation von TJ-Proteinen

einhergehen, sind zusammengefasst in Tab. 1.1.
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Tab. 1.1: Beispiele fiir zerebrale Stérungen mit einhergehenden Fehlregulationen von TJ-Proteinen

Zerebrale Storung Beeinflusstes TJ-Protein Literatur
Morbus Alzheimer Cldn1 und -5 - durch Ablagerung von Amyloid-B-40 | (Hartz et al., 2012)
Brustkrebsmetastasen Cldn3 und -4 + (Kominsky et al., 2007)
Leukdamie Cldn5 - (Feng et al., 2011)
BHS-Permeabilitat +
Glioblastoma multiforme | Cldn1 und Cldn5 in BlutgefiRen — [, ! (Liebner et al., 2000)
(GBM) B-Cat + ?; Cldn3 - B Z (Karnati et al., 2014)

3 (Wolburg et al., 2003)
Cerebrale Ischdmie Occl - und Cld5-Umverteilung **; Z0-1 und Cldn5 - | *(Takenaga et al., 2009)
BHS-Permeabilitit + durch Caspase-3-Aktivitat [© 3(Liu et al., 2012)

6(Zehendner et al., 2011)
Multiple Sklerose und EAE | Occl- und ZO-1- ; im Cldn3 KO dramatischerer | 7 (Plumb et al., 2002)

(experimentelle Verlauf &9 Cldn1-Induktion an TJ der BBB mildert | & (Kooij et al., 2014)
autoimmune Verlauf 1% Occl-Dephosphorylierung geht einher | ° (Kirk et al., 2003)
Enzephalomyelitis) mit Einsetzen der Symptome und Permeabilitit ++ | 1° (Morgan et al., 2007)
BHS-Permeabilitit + (11] 11 (Pfeiffer et al., 2011)
Morbus Parkinson Z0-1 und Occl im Striatum - (Chen et al., 2008)

BHS-Permeabilitat +
(+) erhoht; (-) verringert

1.3.1 Zerebrale Durchblutungsstérungen

Durchblutungsstérungen im Gehirn haben je nach ihrem Ausmal eine grolRe pathologische
Bedeutung. Derzeit sind der Schlaganfall und seine Folgen die dritthdufigste Todesursache in
Deutschland (Statistisches Bundesamt Wiesbaden (Destatis), 2015). Der Schlaganfall und
damit einhergehende Verdanderungen des Endothels verlaufen in mehreren Phasen: Die erste
Phase, Ischamie, ist aufgrund der eingeschrankten Blutzufuhr gekennzeichnet von einer
Mangelversorgung des Gewebes. Der einhergehende Sauerstoffmangel fuhrt in vitro
innerhalb von 24 h zum Verlust von Cldn5 an den Zellkontakten (Koto et al., 2007). Aber auch
Cldn1 (Brown et al., 2003) und Occl (Bellmann et al., 2014; Cording et al., 2015) werden auf
Proteinebene verringert. Es folgt die Reperfusionsphase, die Wiederherstellung der Blutzufuhr
ins betroffene Gewebe. Sie ist notwendig fiir das Uberleben des Gewebes, birgt aber auch
Risiken eines Reperfusionsschadens. Fir die Erforschung des Krankheitsverlaufs eignet sich
das transiente middle cerebral artery occlusion Modell (MCAO) an der Maus oder Ratte (Engel
et al.,, 2011). Dabei wird die mittlere Gehirnschlagader einer Hemisphare fiir einen definierten
Zeitraum verschlossen und anschlieBend wieder geo6ffnet, sodass ein Infarktgeschehen
imitiert wird. Je nach Dauer und Lokalisation der Ischamie verlauft die Reperfusion mehr oder
weniger ausgepragt dreistufig hinsichtlich der TJ-Offnung und erhéhten BHS-Permeabilitit.
Nach einer initialen Permeabilitdtserhohung (Hyperperfusion) zu Beginn der Reperfusion

kommt es innerhalb von 96 h zur zweistufigen Reperfusionsantwort (Abb. 1.6).
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Abb. 1.6: Schematischer Verlauf eines
Infarktgeschehens.
modifiziert nach Sandoval und Witt, 2008.

Ischdmie Reperfusion
min 3-8h 1896 h

Hyperdmie

Biphasische Permeabilitdt

...

Hypoperfusion

- L

—— BHS-Permeabilitat === Lokaler zerebraler Blutfluss |

TJs im Infarktkern werden zeitlich unterschiedlich reguliert als in der umliegenden Penumbra.
Je nach Okklusionsdauer erhoht sich innerhalb weniger Stunden die BHS-Permeabilitat. Im
MCAO-Modell ist nach 3 h Reperfusion die Aufnahme von Farbstoffen verschiedener
MolekulargrofRen im betroffenen Gehirnareal erhoht (Nagaraja et al., 2008; Kaya and Ahishali,
2011). Weiterhin kommt es zur Fehlregulation und Abbau von Cldn5, ZO-1, VE-Cadherin und
Occl. Fir den Claudin-Abbau sind unter anderem Matrix-Metalloproteasen (MMP) sowie freie
Radikale (z.B. Peroxinitrit und reaktive Sauerstoffspezies) verantwortlich. Die Aktivitat der
MMP-2 ist zu Beginn der Reperfusion erhéht. Nach 24 h werden MMP-3 und MMP-9, das Occl
abgebaut, stark aktiviert. Cldn5 wird Caveolin-1 vermittelt von der Zellmembran entfernt und
anschliefend abgebaut (Yang et al., 2007; Yang and Rosenberg, 2011; Liu et al., 2012; Teng et
al., 2013). AuRerdem degradiert die Caspase-3 ZO-1, Occl und moglicherweise Cldn5 (Bojarski
etal., 2004; Zehendner et al., 2011). Eine klinisch zugelassene Therapieoption ist die Aufldsung
von Fibringerinseln durch den Wirkstoff rtPA (recombinant tissue-type plasminogen
activator). Allerdings sind Blutungen und eine Odembildung starke Nebenwirkungen, da er die
MMP-9-Aktivitat steigert und so zum starkeren TJ-Proteinabbau beitragt (Tsuji et al., 2005).

Daher steht die Verbesserung von Diagnostik und Behandlung im Fokus der Forschung.

In der Odembildung bei Ischdmie nimmt der Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP-4) eine
Schlisselrolle ein (Manley et al., 2000; Zador et al., 2009). Die Bedeutung von AQP-1 wird
kontrovers diskutiert. Seine Expression im Choroidalplexus und den Ependymzellen ist
bekannt (Nielsen et al., 1993; Kobayashi et al., 2001), im Gehirnkapillarendothel dagegen
umstritten (Dolman et al., 2005). Sie wurde im Endothel in Zusammenhang mit Astrozytomen

(Saadoun et al., 2002) und in Astrozyten nach Ischamie beobachtet (Satoh et al., 2007).
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1.3.2 Hirntumore

Hypoxische Zustdande aufgrund von Mangeldurchblutung im ZNS sind des Weiteren im
Zentrum solider Tumoren bekannt. Primdre Hirntumore haben in Deutschland eine jahrliche
Inzidenz von ca. acht Fallen pro 100 000 Einwohner (Robert Koch-Institut Gesundheitsbericht,
2013), wobei Glioblastome, insbesondere Astrozytome, deren haufigste und aggressivste
Kategorie bilden. Der Grof3teil der Glioma-Patienten ist liber 65 Jahre alt, aber auch Kinder
sind betroffen (Sklar, 2002; Dolecek et al., 2012). Die Hypoxie im Mikromilieu des Tumors ist
ein starker Stimulus fiir die Vaskularisierung (Harris, 2002). Dies fuhrt zur Verringerung der
TJ-Proteine Cldn5, Cldn3 und Occludin. Cldn1 ist in den GefaBen beinahe nicht detektierbar
(Rascher et al., 2002; Wolburg et al., 2003). Dies verandert die TJ-Ultrastruktur, indem TJ-
Partikel starker E-face-asoziiert sind als in normalem Gewebe (Liebner et al., 2000). Die
neugebildeten BlutgefdBe im Tumor weisen in Folge dessen deutliche strukturelle
Unterschiede gegenliber normalen BlutgefaBen auf: Eine erhdhte Anzahl an Perizyten, eine
veranderte Basallamina, verstarkte Fenestrierung der Endothelzellen und Einschrankungen

der abdichtenden Funktion von TJs (Hirano and Matsui, 1975; Bertossi et al., 1997).

1.4 Transport pharmakologischer Wirkstoffe durch die Blut-Hirn-Schranke

Der Stofftransfer durch die BHS, ausgerichtet nach dem Bedarf des ZNS, ist hoch dynamisch
und strikt kontrolliert (Abbott et al., 2010). Nur ZNS-Areale mit sensorischer Funktion, z.B. das
Brech- und das Riechzentrum, oder Stellen, an denen neuroendokrine Verbindungen (z.B.
Melatonin und Oxytocin) sezerniert werden, sind nicht durch die BHS abgedichtet (Siegel and
Agranoff, 1999). Obwohl ZNS-Erkrankungen oft mit einer Steigerung der BHS-Permeabilitat
einhergehen, stellt diese Barriere ein Hindernis bei der Diagnose und Therapie zahlreicher
zerebraler Erkrankungen dar, indem sie den Durchtritt aller groBen Molekiile (z.B.
therapeutische Antikérper) und 98 % der niedermolekularen Substanzen, welche eine
potentielle therapeutische Wirksamkeit haben, verhindert. Daher stehen die BHS und ihre
gezielte Uberwindung im Zentrum aktueller Forschung (Pardridge, 2005; Vykhodtseva et al.,
2008; Pardridge and Boado, 2012).
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1.4.1 Permeationswege durch die Blut-Hirn-Schranke

Grundsatzlich erfolgt der Stofftransport durch Zellbarrieren sowohl para- als auch
transzelluldr. An der BHS ist die parazellulare Diffusion hydrophiler Substanzen aufgrund der
stark abdichtenden TJ stark limitiert. Transzelluldr kann eine Substanz die BHS mittels
passiver Diffusion, abhdngig von verschiedenen physikochemischen Eigenschaften,
durchtreten. Sowohl die Grofe (<500Da) als auch die Lipophilie (moderater
Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient) sind dabei wichtige Parmeter. Die Permeation
nimmt bei einem Anstieg des Molekulargewichts von 300 auf 450 Da um den Faktor 100 ab
(Fischer et al., 1998). Weiterhin sind die Anzahl an Wasserstoffbriicken-Donoren (< 5)
und -Akzeptoren (< 10) relevant (Lipinski et al., 2001). Transzelluldre Transportsysteme,
zusammengefasst in Abb. 1.7, kénnen nur genutzt werden, wenn der entsprechende
pharmakologische Wirkstoff als mogliches Substrat erkannt wird. Beispielsweise Giberwindet
der Wirkstoff L-DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) die BHS durch LAT1 (L-type amino acid
transporter 1), ein Carrier-Protein, dessen endogene Substrate grol3e, neutrale Aminosauren
sind (Kageyama et al., 2000; Yanagida et al., 2001). Andere Carrier-Proteine transportieren
auf diese Art Glucose, Aminosauren, Thyroidhormone und wasserldsliche Vitamine entlang
eines Konzentrationsgefalles durch die BHS. Eine Alternative ist der Rezeptor-vermittelte
Transport. Auf diesem Weg wird unter anderem Transferrin-gebundenes Eisen mittels des
Transferrin-Rezeptors aufgenommen. In Ratten war die Aufnahme Transferrin-konjugierter
Zytostatika in der Gliomtherapie erfolgreich (Liu et al, 2013). Bei der
adsorptionsvermittelten Transzytose bewirken elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen  kationischen Molekilen mit anionischen Mikrodomdnen auf der
Membranoberflaiche der Endothelzellen (z.B. durch Heparansulfatproteoglykane der
Glykokalyx) den Transport, z.B. von kationisiertem Albumin (Pardridge, 2002). Jedoch sind
viele niedermolekulare Wirkstoffe Substrate von Efflux-Transportern, sodass diese sofort
nach der Aufnahme in die Endothelzellen zuriick ins Blut geschleust werden (Graff and
Pollack, 2004) oder im Lysosomen abgebaut werden. Stoffwechselnebenprodukte und
Xenobiotika werden unidirektional vom ZNS ins Kapillarlumen durch aktiven Efflux
transportiert. Gehirnkapillarendothelzellen exprimieren hierfiir zahlreiche ABC-Transporter
(ATP  binding cassette) mit einem breiten Substratspektrum, darunter viele

pharmakologische Wirkstoffe. Zwei typische luminal lokalisierte Efflux-Transporter sind der
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multidrug resistance receptor-1 (MDR1) und das breast cancer resistance protein (BCRP),
welche Substrate schon beim Ubertritt in die Lipid-Doppelschicht aufnehmen und zuriick ins
Blut beférdern. Weiterhin werden multidrug resistance-associated proteins (MRPs) sowie
Organic-Anion-Transporter (OATs, organic anion transporter) bzw. Organic-Cation-
Transporter (OCTs, organic cation transporter) exprimiert. Die Lokalisation von MRP1 und
MRP4 werden kontrovers diskutiert (Nies et al., 2004; Kilic et al., 2008; Lin et al., 2010; Hartz
and Bauer, 2011; Miller, 2015).

Parazelluldrer Transport Transzellulﬁrir Transport
durch die TJ
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Transportwege durch die BHS.

Potentielle Transferrouten fiir Substanzen durch die BHS. Der parazelluldre Durchtritt ist stark limitiert. Kleine,
lipophile Molekile kénnen mittels Diffusion die Plasmamembran passieren. Der Transport von Glucose,
Aminosauren und Nahrstoffen erfolgt bidirektional mittels Carrierproteinen. Rezeptor-vermittelter Transport
kann bidirektional stattfinden, z. B. fir Transferrin, oder unidirektional wie beim Fc-Rezeptor oder
Typ I-Scavengerrezeptor. Proteine konnen in eingeschranktem MaRe Uber ionische Wechselwirkungen mit
Proteinen der Glykokalyx adsorptionsvermittelt transportiert werden. Efflux-Transporter sind ATP-
verbrauchende, unidirektionale Transporter; modifiziert nach Abbott et al., 1996.

Derzeit genutzte Ansatze, um die ZNS-Gangigkeit pharmakologischer Wirkstoffe zu erhdhen,
werden in zwei Gruppen unterteilt. Die eine Gruppe sind Techniken zur Umgehung der BHS.
Durch intrathekale und intraventrikuldre Injektion, beides hoch invasive Eingriffe, konnen
hochmolekulare Proteine ins ZNS eingebracht werden, z.B. in der Enzymersatztherapie
lysosomaler Speicherkrankheiten (Stroobants et al., 2011; Calias et al., 2012). Abhangig von
der Loslichkeit und Formulierung kdénnen intranasal applizierte Substanzen extrazellular
entlang der Nervenbahn des Riech- oder des Gesichtsnervs, wo es keine BHS gibt, ins ZNS
gelangen (Merkus et al., 2003; Thorne et al., 2004; Renner et al., 2012). Die andere Gruppe
umfasst Techniken zur Vereinfachung des Wirkstofftransports durch die BHS. Zurzeit werden
verschiedene Strategien verfolgt, z.B. die Optimierung der Lipophilie, die Blockade von Efflux-
Transportern (Fellner et al., 2002; Kemper et al., 2004) und die Kopplung von Wirkstoffen an

Rezeptorliganden fir den adsorptionsvermittelten Weg (Pardridge and Boado, 2012).
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Alternativ kann der Wirkstoff in Nano-Partikeln verkapselt werden, die fir eine Rezeptor-
vermittelte Transzytose an entsprechende Rezeptoren angepasst sind, oder in Liposomen, die
mittels adsorptionsvermittelter Transzytose die Barriere passieren (Saraiva et al., 2016). Dafir
bendtigte Substanz-Modifikationen konnen allerdings zum Wirkverlust oder verstarkten
Abbau fiihren. Nanopartikel kdnnen weiterhin aufgrund einer starken Anreicherung in Leber
und Nieren toxische Nebenwirkungen hervorrufen. Aullerdem verbessern diese Methoden
meist nur die Wirkstoffaufnahme in Endothelzellen, erleichtern jedoch nicht deren
basolateralen Austritt (Jevprasesphant et al., 2003; De Jong et al., 2008). Eine weitere nicht
invasive Methode ist die fokussierte Ultraschall-basierte, lokale und transiente BHS-Offnung,
gekoppelt mit der i.v. Applikation von Mikrobldaschen (Etame et al.,, 2012). Der
nebenwirkungsfreien Anwendung im Tiermodell Gber 20 Monate folgen derzeit klinische
Studien in der Gliomtherapie. Limitierend ist die schlechtere Zuganglichkeit einiger

ZNS-Bereiche (McDannold et al., 2012; Downs et al., 2015; Carpentier et al., 2016).

Chemisch kann die BHS-Permeabilitat transient gesteigert werden. So ist Caprat (C10)
einzugelassener Absorptionsverstarker des Antibiotikums Ampicillin im Darm (Lindmark et al.,
1997; Preston et al., 2008; Del Vecchio et al., 2012). Eine dhnliche BHS-6ffnende Wirkung hat
hyperosmolares Mannitol, welches die ZNS-Gangigkeit von Methotrexat verbessert und nach
Schadeltraumata den intrakranialen Druck mindert. Allerdings ist sein Einsatz u.a. aufgrund
starker Odembildung umstritten (Neuwelt et al., 1980; Cruz et al., 2004; Wakai et al., 2013).
Fiir eine dauerhafte, nebenwirkungsarme Medikation muss die BHS transient und
groRenspezifisch gedffnet werden. In diesem Zusammenhang erscheint die TJ-Modulation
sehr vielversprechend: Niedermolekulare Substanzen steigern die Permeabilitat von Barrieren
(Walsh et al., 2011; Tscheik et al., 2013). Peptide, z.B. vom Clostridium perfringens Enterotoxin
(CPE) abgeleitete Fragmente aus der C-terminalen Domane, cCPE genannt, erhdhen die
Permeabilitat intestinaler, epithelialer Barrieren durch Bindung an Cldn3 und -4 (Veshnyakova
et al., 2010). Das synthetische Peptid, AT1002, abgeleitet vom Zonula occludens Toxin des
Vibrio cholerae, zerstort TJs durch Entfernen von ZO-1 aus epithelialen Zellkontakten
(Gopalakrishnan et al., 2009). Spezifischer wirken Claudin-abgeleitete Peptide. Cldnl-
abgeleitetes C1C2 6ffnet epitheliale und endotheliale Barrieren durch Einfluss auf Cldn1 und
-5 (Staat et al., 2015). Im Mausmodell des Schidel-Hirn-Traumas wurde die Odembildung

durch small interfering RNA gegen Cldn5 minimiert (Campbell et al., 2012; Keaney et al., 2015).



16

1.4.2 Ein Clostridium perfringens Enterotoxin abgeleitete Claudin-3-
Modulatoren
Die Permeabilitat Cldn3-basierter Zellbarrieren kann mittels cCPE, des vom Clostridium
perfringens Enterotoxin (CPE) abgeleiteten Fragments seiner C-terminalen Domaéne,
beeinflusst werden. Das nicht zelltoxische cCPE bindet hochaffin an die EZS2 Claudine Cldn3,
-4, -6, -7, -8 und -14 (Sonoda et al., 1999; Fujita et al., 2000; Kimura et al., 2010) und bewirkt
eine Verringerung des transepithelialen Widerstands sowie eine Erhohung der parazellularen
Permeabilitat flr Substanzen < 10 kDa. Im Ratten-Jejunum bewirkt es im Vergleich zu Caprat
eine 400-fach starkere Aufnahme von 4 kDa-Dextran sowie die Aufnahme biologisch aktiver
Peptide (Kondoh et al., 2005; Uchida et al., 2010). Das Fragment cCPE194-319 bindet in vitro nur
an Claudine aufRerhalb der TJ, die nicht durch trans-Interaktionen okkupiert sind, und wird mit
Cldn3 kointernalisiert (Winkler et al.,, 2009). In der Behandlung Cldn3 bzw. -4
Uberexprimierender Tumoren hat cCPE therapeutisches Potential: Ein Fusionsprotein aus
cCPE290-3190 und einem Tumornekrosefaktor induzierte Zytotoxizitat in Ovarialkarzinomzellen
(Yuan et al.,, 2009) und das Fusionskonstrukt aus cCPEiss-319 und der protein synthesis
inhibitory factor (PSIF) Domane des Pseudomonas Exotoxins wirkten toxisch auf

Brustkrebszellen (Ebihara et al., 2006).

1.4.3 Losungsvermittler lipophiler Wirkstoffe

Etwa 40 % der verfiigbaren, oralen Wirkstoffe sind schlecht oder nicht wasserldslich, was sich
auf die gesamte Pharmakokinetik auswirkt (Takagi et al., 2006; Basavaraj and Betageri, 2014).
lhre geringe MolekulargréRe erlaubt oft wenige Modifikationsmoglichkeiten, ohne einen
Wirkverlust zu erleiden. Daher werden Losungsvermittler eingesetzt, z.B. die Co-Solvents
DMSO, Ethanol oder 1,2-Propandiol oder Polymer-basierte Systeme, z.B. die PEGylierung oder
Lipid-basierte Systeme (Williams et al., 2013). Ihr Nachteil ist die zelltoxische Wirkung bei einer
Bolus-Injektion aufgrund der hohen Konzentration an der Applikationsstelle. Daher wurden
Cyclodextrine zur Optimierung der Loslichkeit etabliert. Die Eigenschaften natirlich
vorkommender Cyclodextrine sind in Tab. 1.2 zusammengefasst. Cyclodextrine sind zyklische
Oligosaccharide aus sechs (a), sieben (B) oder acht (y) oa-1->4 verknipften
D-Glucoseeinheiten, gebildet durch enzymatischen Abbau von Starke. lhr innerer Hohlraum,

gebildet durch das Kohlenstoffgrundgeriist und die glycosidischen Sauerstoffatome, hat
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lipophilen Charakter. Die primiren Hydroxylgruppen sind nahe der kleinen Konus-Offnung
lokalisiert. Die sekundaren Hydroxylgruppen an den C2- und C3-Kohlenstoffatomen sind an
der groRen Offnung nach auRen gerichtet und verleihen dem Molekiil hydrophilen Charakter
(Abb. 1.8). Cyclodextrine bilden mit lipophilen Molekiilen, abhangig von der GrolRe und
Geometrie beider Molekiile, einen Wirt-Gast-Komplex ohne kovalente Bindungen. Sie
steigern so die Loslichkeit der lipophilen Substanz ohne deren Strukturmodifikation. Die
Reaktionstriebkraft ist die Verdrangung von Wasser aus dem Hohlraum (Loftsson and

Duchene, 2007).

— 6.0-6.5A —

15.4A

Abb. 1.8: Struktur von B-Cyclodextrin bzw. 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin.
(A) Chemische Struktur von B-CD mit R= H bzw. 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin mit R= -CH2-CH(OH)-CHs und
(B) rdumliche Anordnung der Glucose-Einheiten nach Manasco et al., 2012.

Natlirliche Cyclodextrine erfiillen nicht die Kriterien fir einen guten Transport durch
biologische Membranen, sodass sie als toxikologisch unbedenklich gelten. Allerdings kénnen
a- und B-Cyclodextrin Cholesterin aus der Plasmamembran herauslésen und damit auf
Erythrozyten hamolytisch wirken (Irie and Uekama, 1997; Lipinski et al., 2001). Haufig in der
Pharmakologie eingesetzte Derivate wie 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HPBCD) und
Sulfobutylether-B-Cyclodextrin (SBEBCD) gelten als sicher und haben eine stark verbesserte
Loslichkeit in Wasser (>600 mg/ml), sodass sie bereits Bestandteil vieler Medikamente sind
(Rajewski et al., 1995; Gould and Scott, 2005; Loftsson and Duchene, 2007).

Tab. 1.2: Eigenschaften natiirlicher Cyclodextrine.

Eigenschaften a-CD B-CD y-CD
Anzahl Glucopyranoseeinheiten 6 7 8

Molekulargewicht (g/mol) 972 1135 1297
Geringster Innendurchmesser (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Hohe des Hohlraums (A) 7,8 7,9 7,8
Wasserldslichkeit (g/1) bei 25 °C 145 18,5 232

Nach Uekama, 2004;

Brewster and Loftsson, 2007
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1.5 Zielstellung

Nach derzeitigem Forschungsstand sind die Behandlungsmaoglichkeiten vieler zerebraler
Erkrankungen unzureichend, da die BHS viele potenziell wirksame Pharmaka vom ZNS
ausschlieRt. Die vorhandenen Moglichkeiten, diese Barriere zu umgehen oder ihre
Permeabilitdt zu erhéhen, sind meist stark invasiv oder sehr unspezifisch und daher mit
erheblichen Nebenwirkungen verbunden. Cldn5, abdichtend fiir Molekiile < 800 Da, ist der
funktionelle Hauptbestandteil der parazellularenm Abdichtung der BHS. Weiterhin wird Cldn3
exprimiert, jedoch ist dessen Funktion an der BHS bislang unklar. AuRerdem wurden Cldn22,
-24 und -25 als neue Bestandteile der BHS identifiziert. Zu ihrer Funktion und damit Eignung

als Target zur transienten Permeabilitatserhohung der BHS ist derzeit nichts bekannt.

Mit der Arbeit soll ein Beitrag zur transienten Erhéhung der BHS-Permeabilitdt und damit ein
Ansatz fur die Verbesserung der Aufnahme von Pharmaka ins ZNS geleistet werden. Hierzu
werden (I) Cldn22, -24 und -25 hinsichtlich einer abdichtenden Funktion charakterisiert, indem
nach deren Transfektion in verschiedene Zellsysteme Untersuchungen zur Ausbildung von
trans-Interaktionen sowie zum Einfluss auf den transepithelialen Widerstand erfolgen.
Weiterhin soll (Il) die genaue Funktion von Cldn3 an der BHS anhand von Cldn3 KO Mausen
unter normalen sowie ischamischen Bedingungen geklart werden. Dazu werden ein moglicher
Einfluss auf die Regulation anderer TJ-Proteine analysiert sowie die Funktionalitat der BHS
hinsichtlich ihrer Permeabilitdit untersucht. Parallel zur Untersuchung maoglicher
Targetproteine sollen (lll) der Cldn3-Modulator cCPE und (IV) der Cldn5-Modulator BO1, eine
niedermolekulare Substanz, hinsichtlich einer Wirksamkeit an der BHS analysiert werden.
Arbeitshypothese ist, dass BO1 die Permeabilitat der BHS transient erhoht und somit den
Wirkstoffdurchtritt ins ZNS erleichtert. Zum einen werden BO1-Derivate in vitro hinsichtlich
einer Eingrenzung der Wirkregion untersucht. Zum anderen sollen Studien auf Protein- und
MRNA-Ebene helfen, den Wirkmechanismus aufzuklaren. Nach Optimierung der BO1-
Loslichkeit erfolgen in vivo Untersuchungen. Damit soll insgesamt ein Beitrag zum besseren

Verstandnis der Funktion und Modulation von -Claudinen in den TJ der BHS geleistet werden.
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2.1.1 Verwendete Gerate, Verbrauchsmaterial und Chemikalien

In den nachstehenden Tabellen sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerite,

Verbrauchsmaterialien und ihre Herkunft zusammengefasst. Soweit nicht anders angegeben,

wurden alle Grundchemikalien in analysenreiner Form (p.a.) bezogen.

Tab. 2.1: Gerdte

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegelkammer Agagel Mini

Blot Transfer System Mini Trans-Blot

Brutschrank

Dounce Gewebehomogenisator

Elektroporator EquiBio Easyject Prima

FACS Aria

Geldokumentationssystem, E.A.S.Y
Handelektrode, EVOM Voltohmeter

Hypoxiebank Anaerobia Workstation Concept Plus

Impedanzmessgerat ECIS™ 1600R
Inkubator TH15

Kryocontainer

Kryostat Microm Cryo Star HM 560
Mikroskop LSM 710 Confocal Microscope System
Mikroskop Leitz Fluovert FU
NanoDrop-1000

PCR Cycler DNA Engine
Peristaltische Pumpe Miniplus3
pH-Meter IKA-Tron ETS-D2
Pipetten

Plattenmessgerat, Safire
Sonifikator, Vibra Cell 72434
Spektrophotometer DU® 440
Spektrophotometer, J-720
Sterilbank

StepOne. Real-Time PCR-System
Thermoblock Thermomixer 5436
Transilluminator Lumi-Imager F1
Ultraschallbad, RK 100 SH
Volt-Ohm-Meter

Waage, AT21 Comparator
Waage MC1 LC 2200 S
Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge 5417 C

Biometra GmbH, Goéttingen, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
BINDER GmbH, Tuttlingen, DE

VWR International GmbH, Darmstadt DE
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Becton Dickinson Biosciences, San Jose, USA
Herolab, Wiesloch, DE

WHPI, Sarasota, USA

IUL Instruments/Russkin Technology Ltd., Bridgend,
GB

Applied Biophysics, NY, USA

Edmund Biihler GmbH, Hechingen, DE

Nalgene, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Carl Zeiss AG, Jena, DE

Leitz, Wetzlar, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Gilson, Inc. Middleton USA

IKA Labortechnik, Staufen, DE

Gilson, Inc. Middleton USA

Tecan, Mannedorf, CH

Bioblock Scientific, Illkirch, FR

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE

Jasco, Tokio, JP

BDK Luft und Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbuhl-
Genkingen, DE

Life Technologies. GmbH, Darmstadt, DE
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Boehringer-Mannheim GmbH, Mannheim, DE
Bandelin electronic, Berlin, DE

Millicell® -ERS, Merck Millipore, Darmstadt, DE
Metler Toledo, GieRRen, DE

Sartorius AG, Gottingen, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
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Bezeichnung

Hersteller

Deckglaschen (12 mm, 30 mm)

ECIS Zellkulturtrager 8W10E+ PET
Elektroporationskivette

Filter, Millicell (HA)

Filterpapier

Kanilen Sterican® 27 G

Nitrocellulose Amersham™ Protran™ 0,45 um
Objekttrager Menzel Glas

Objekttrager Menzel Superfrost plus

Pipettenspitzen

Quarzkivette, 100-QS

Serologische Pipetten

Spritze, 1ml Einwegspritze (PP+PE)
Zellkulturflasche, CellBIND Surface
Zellkulturflasche, Cellstar
Zellkulturplatten 6-, 24-, 96 Vertiefungen
Zellkulturplatten 48 Vertiefungen

Tab. 2.3: Chemikalien und Lésungen

Cotech Vertriebs-GmbH, Berlin, DE

Ibidi, Martinsried, DE

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, DE
GE Healthcare, Little Chalfont, GB

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, DE
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA
USA

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Hellma Analytics, Millheim DE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, DE
Corning, NewYork, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
TPP, Trasadingen, DE

Corning, NewYork, USA

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Acrylamid /Bisacrylamid Mischung im Verhiltnis 30:1

Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA)
Coomassie™ Brilliant blue 250

Crystal Gasgemisch

Dextran Puder 70 kDa

Dithiothreitol (DTT)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

ECL Detektionsreagenz Pierce ™

ECL Western Blot Substrate; Super Signal West femto

Essigsdure
Eosin-G

Ethanol (99,9%)
Ethidiumbromid

Evans Blue

Geneticin-Sulfat (G 418)
Glutaraldehyd Grade | 25%
Glutathion-Agarose Matrix
Glycin

Glycerin

Hamatoxylin nach Harris
Hamatoxylin nach Mayer
HBSS”- (ohne Ca?*und Mg?*)
2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin
Isopropanol

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid
Kanamycin

Lysozym

Magnesiumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Fluka, Steinheim, DE

AIR Liquide GmbH, Krefeld, DE

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA

J.T. Backer, Deventer, NL

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Berkel AHK, Berlin, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Merck, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE
NewEngland Biolabs, Ipswich, GB

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Merck, Darmstadt, DE

Roche Diagnistics GmbH, Mannheim, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
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Methanol
2-Methylbutan
Milchpulver

MTT, 3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazoliumbromid

Natriumchlorid

Natrium-Dodecylsulfat

Natriumfluorescein

PBS”- und PBS** (ohne bzw. mit Ca®* und Mg?*)
Penicillin / Streptomycin

Polyethylenimin (PEI)

Poly-L-Lysin Hydrobromid (PLL)
Proteaseinhibitor-complete tablets mini, EDTA-free
Rattenschwanzkollagen (RTC, rat tail collagen)
Roti-Histokit

Roti-Histol

Roti-mount FluorCare DAPI

Salzsdure

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
Tissue Tek O.C.T.

Trichloressigsaure

Tris-HCI

Trypanblau

Tween-20

Triton-X-100

Tab. 2.4: Kits und GroRBenstandards

VWR International GmbH, Darmstadt DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

J.T. Backer, Deventer, NL

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Polyscience, Eppelheim, DE

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Roche, Mannheim, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Weckert Labortechnik, Kitzingen, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Bezeichnung

Hersteller

BCA protein assay kit Pierce
DNA GroélRenstandard
Gene Ruler 1kb DNA Ladder
Gene Ruler. 100 bp Plus DNA Ladder
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for gRT-PCR
Plasmidisolation Mini Kit, Plasmid Plus Midi Kit
ProteingroRenstandards
PAGE Ruler prestained Protein Ladder
PAGE Ruler prestained Protein Ladder
Universal RNA purification kit
Zymoclean. Gel DNA Recovery Kit
Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix, high ROX

Tab. 2.5: Enzyme und ihre Puffer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Qiagen N.V., Hilden, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA
USA

Roboklon, Berlin, DE
Zymo Research Europe GmbH, Freiburg, DE
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA

Bezeichnung

Hersteller

AccuPOL DNA Polymerase

Benzonase

Collagenase / Dispase

Restriktionsendonukeasen Fast Digest: BamHI und Sall
FD10 Green Buffer 10x

T4 DNA Ligase Fermentas

T4 Ligase Buffer 10x

Trypsin/EDTA (0,05 % / 0,02 % und 0,25 % / 0,02 %)

VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE

Roche Applied Science, Penzberg, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
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Tab. 2.6: Antikorper

Primarantikorper Spezies Bestelinr. und Hersteller

Anti Aktin Maus # CPO1; Merck Millipore, Darmstadt, DE

Anti AQP-1 Kaninchen  # AB2219 Merck Millipore, Darmstadt, DE

Anti AQP-4 Kaninchen  # A5971, Sigma Aldrich, Steinheim, DE

Anti GAPDH Maus # MCA4740G; AbD Serotec, Puchheim, DE

Anti Cldn1 Kaninchen  #51-9000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Cldn5 Maus # 35-2500, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Cldn5 Kaninchen  # 34-1600, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Cldn12 Kaninchen  #JP18801; TECAN IBL, Mdnnedorf, CH

Anti GST Maus # G1160; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, DE

Anti Non phospho B-Catenin Kaninchen  #19807; Cell Signaling Technologies, Leiden, NL

Anti Occludin Maus # 33-1500; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Phospho GSK-3R Kaninchen  #5558; Cell Signaling Technologies, Leiden, NL

Anti Phospho FoxO1 Kaninchen  #9464; Cell Signaling Technologies, Leiden, NL

Anti TER-119 Ratte #14-5921-82, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti ZO-1 Ratte #1SC124822; Biozol, Eching, DE

Anti ZO-1 Kaninchen  #61-7300; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Sekundarantikorper Spezies Bestelinr. und Hersteller

Anti Kaninchen AlexaFluor488 Ziege # A11029; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Ratte AlexaFluor555 Ziege # A21434; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Maus AlexaFluor647 Ziege # A21236; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
Anti Maus HRP-kon;. Ziege #1721011; Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Anti Kaninchen HRP-konj. Ziege #1706515; Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Tab. 2.7: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Resistenz Herkunft
pPGEX4T1-GST-cCPE19a-319 Ampicillin Dr. Winkler, FMP Berlin, DE
pEYFP-C1 Kanamycin  Clontech

pPEYFP-mCldn1 (murin) Kanamycin  Gehne, FMP Berlin, DE
pPEYFP-mCldn3 (murin) Kanamycin  Gehne, FMP Berlin, DE
pPEYFP-mCldn5 (murin) Kanamycin  Gehne, FMP Berlin, DE
PEYFP-mCldn12 (murin)) Kanamycin  Dr. Winkler, FMP Berlin, DE
PEYFP-mCldn22 (murin) Kanamycin  Dr. Winkler, FMP Berlin, DE
PEYFP-mCldn24 (murin)) Kanamycin  Dr. Winkler, FMP Berlin, DE
PEYFP-mCldn25 (murin) Kanamycin  Dr. Winkler, FMP Berlin, DE
pEYFP-hOccl (human) Kanamycin  Dr. Bellmann, FMP-Berlin, DE
pmTRQ2-C1 Kanamycin  Goedhart et al., 2012
pmTRQ2-mCldn5 (murin) Kanamycin  Gehne, FMP Berlin, DE
pmTRQ2-mCldn12 (murin) Kanamycin  Diese Arbeit
pmTRQ2-mCldn22 (murin) Kanamycin  Gehne, FMP Berlin, DE
pmTRQ2-mCldn24 (murin) Kanamycin  Diese Arbeit
pmTRQ2-mCldn25 (murin) Kanamycin  Diese Arbeit

Tab. 2.8: Primer fiir die qRT-PCR

Bezeichnung Sequenz 5‘ -> 3¢

Vorwarts-Primer Rickwarts-Primer
m B-Aktin TTTGAGACCTTCAACACCCC ATAGCTCTTCTCCAGGGAGG
m Cldn1 GATGTGGATGGCTGTCATTG CGTGGTGTTGGGTAAGAGGT
m Cldn3 GAGATGGGAGCTGGGTTGTA GTAGTCCTTGCGGTCGTAGG
m Cldn5 CTGGACCACAACATCGTGAC GCCGGTCCAGGTAACAAAGA
m Cldn12 AACTGGCCAAGTGTCTGGTC AGACCCCCTGAGCTAGCAAT
m Occl ACTCCTCCAATGGCAAAGTG CCCCACCTGTCGTGTAGTCT
m Z0-1 CCCACCCCCATCTCAGAGTA GGGACAGCTTTAGGCATGGT
m VE-Cadherin  ATTGAGACAGACCCCAAACG TTCTGGTTTTCTGGCAGCTT

m GLUT-1 GCTGTGCTTATGGGCTTCTC AGAGGCCACAAGTCTGCATT
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2.1.2 Verwendete Bakterien, eukaryotische Zelllinien und Mausstamme

Die nachstehenden Tabellen liefern einen Uberblick iber die verwendeten Bakterienstimme,
ihre Eigenschaften und fir die Kultivierung bendtigten Medien. Die Lagerung der Medien
erfolgte bei 4 °C. Fir die Kultivierung der Bakterien wurde dem Medium das entsprechende

Selektionsantibiotikum (siehe Tab. 2.3) kurz vor Verwendung zugesetzt.

Tab. 2.9: Bakterienstamme und ihre Eigenschaften

Stamm Genotyp und relevanter Phanotyp Herkunft

Escherichia coli  F ¢$80dlacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl Thermo Fisher Scientific Inc.,
DH5a hsdR17(rk, mk*) phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relAl Waltham, MA USA

Escherichia coli  F ompT gal dcm lon hsdSFB (rs" ms’) A (DE3 [lacl New England Biolabs, Ipswich, MA
BL21 (DE3) lacUV5-7T gene 1 ind 1 sam7 nin5]) USA

Tab. 2.10: Kultivierungsmedien fiir die Bakterienkultur

Medium

Hersteller

Luria Bertrani (LB) Agar
Luria Bertani (LB)-Medium

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Die folgenden Tabellen liefern einen Uberblick {iber die verwendeten eukaryotischen
Zelllinien und Primarzellen, ihre Eigenschaften sowie fiir die Kultivierung benoétigten
Basalmedien und ihre Zusitze, welche von Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA
bezogen wurden, falls nicht anders angegeben. Die Lagerung der Medien erfolgte bei 4 °C. Fir
die Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks zugesetzte Antibiotika (siehe Tab. 2.3) wurden
dem Medium frisch zugesetzt.

Tab. 2.11:Eukaryotische Zelllinien und ihre Herkunft
Zelllinie Beschreibung

Herkunft

human embryonic kidney HEK-293 Humane embryonale epitheliale ATCC, Manassas, USA
Nierenzellen
Caco-2 Humane epitheliale kolorektale Bayer Pharma AG, Berlin, DE

Adenokarzinomzellen

Madin Darby canine kidney MDCK-1I  Canine epithaliale Nierenzellen ATCC, Manassas, USA

bEnd.3 Murine Gehirnendotheliom-Zellen Dr. Andjelkovic, (University of
Michigan, Dept. of Pathology)
U87MG Humane Glioblastom-Zellen EPO GmbH, Berlin, DE

Tab. 2.12: Medien fiir die Kultivierung epithelialer Zelllininen

Zusammensetzung HEK-293 und MDCK-II Caco-2 U87MG

Basalmedium DMEM mit 1 g/l Glucose DMEM mit 1 g/l Glucose
Zuséatze 10 % Fotales Kalberserum, 20 % Fotales Kdlberserum,
1 % Penicillin/Streptomycin 1 % Penicillin/Streptomycin

DMEM mit 1 g/l Glucose
10 % Fotales Kélberserum
1x NEA (nicht essentielle
Aminoséauren)
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Tab. 2.13: Medien fiir die Kultivierung endothelialer Zelllinien und Primarzellen

Zusammensetzung bEnd.3 primare Endothelzellen, Gehirnkapillaren
Basalmedium DMEM mit 4,5 g/l Glucose DMEM mit 4,5 g/l Glucose
Zusatze 10 % Fotales Kalberserum, 10 % Fotales Kalberserum,

1 % Penicillin/Streptomycin 1 % Penicillin/Streptomycin,

1 ng/ml basic fibroblast growth factor?,
15 pg/ml endothelial cell growth factor*
0,5 % murines Blutserumserum?

!, bezogen von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE; 2, eigene Herstellung

In vivo Untersuchungen wurden an den in Tab. 2.14 aufgelisteten Mausstammen
durchgefiihrt, wobei die Tierhaltung und experimentelle Durchfiihrung stets den geltenden

Tierschutzverordnungen entsprach.

Tab. 2.14: Mausstamme

Mausstamm Eigenschaften Herkunft

C57BL/6N und unkomplizierte Fortpflanzung, Neigung zu Tier-Facility —im  Max-Delbriick-
C57BL/6 Cld3™" Tumor (Pseudorosetten) in Retina Zentrum, Berlin, DE
NMRI-Foxn1nu”" Immunsystem stark eingeschrankt durch EPO GmbH, Berlin, DE

fehlenden Thymus: Fehlende T-Zellen

2.1.3 Software und Statistik

Tab. 2.15: Verwendete Software

Programm Hersteller

Carl Zeiss LSM Image Browser Version 4.2.0.121 Carl Zeiss, Jena, DE

Endnote, Version X7 Thomson Reuters, Philadelphia, USA

Imagel, Version 1.46r W. Rasband, National Institutes of Health, USA
MS Office 2016 Professionel Microsoft, UnterschleiBheim, DE
Graphpad Prism, Version 5.04 GraphPad, San Diego, USA

Sigma Scan Pro Version 5.1 Systat Software Inc., San Jose, California, USA
Spectra Manager, Version 1.54.03 Jasco, Tokio, Japan

Visual Molecular Dynamics W. Humphrey, National Institutes of Health, USA
ZEN Software Carl Zeiss, Jena, DE

Die Ergebnisse sind, soweit nicht anders angegeben, als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
dargestellt mit einer StichprobengrofRe 24. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit der
Software Graphpad Prism. Bei gegebener Normalverteilung wurden Unterschiede zwischen
zwei Gruppen mit dem t-Test berechnet. Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen
wurden mit dem one way ANOVA, gefolgt vom Dunnette’s multiplen Vergleichstest,
verifiziert. Unterschiede zwischen zwei nicht normal verteilten Gruppen wurden mit dem
Mann-Whitney U Test berechnet, bei mehr als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis Test,
gefolgt vom Dunn’s multiplen Vergleichstest, verwendet. Ein p-Wert < 0,05 (*) wurde als
statistisch signifikant, p-Wert < 0,01 (**) als hoch signifikant und p-Wert < 0,001 (***) als

hochst signifikant erachtet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Umklonierung von Plasmiden

Fiir die Umklonierung der Konstrukte YFP-ClId12, YFP-Cld24 und YFP-CId25 in den Turquoise2-
C1 Vektor wiesen der Ausgangs- und Zielvektor dieselben Restriktionsschnittstellen auf,
sodass aus E. coli DH5a isolierte Plasmid-DNAs direkt fiir den Restriktionsverdau mit den
Restriktionsenzymen Fast Digest BamHI und Sall (Tab. 2.5) eingesetzt wurden. Die erhaltenen
DNA-Fragmente wurden in einer praparativen Gelelektrophorese mit 1 % igen Agarosegelen
bei ca. 80 V fir etwa 45 min aufgetrennt, der linearisierte Zielvektor sowie die Inserts mit
Ethidiumbromid (7,5 mg/I) gefarbt und auf einem UV-Transilluminator visualisiert (Extinktion:
302 nm; Emission: 590 nm). Die gewiinschten ausgeschnittenen Banden wurden mit dem
Zymoclean® Gel DNA Recovery Kit (Tab. 2.4) extrahiert und mittels der T4-Ligase (Fermentas)
Uber Nacht bei 16 °C nach Herstellerangaben ligiert, wobei das Insert gegenliiber dem
Zielvektor im fiinffachen molaren Uberschuss vorlag. Die erzeugten Konstrukte wurden
mittels Elektroporation am Easylect Prima (Tab. 2.1) in E. coli DH5a eingebracht, isoliert und

zur Verifizierung sequenziert (Source Bioscience GmbH, Berlin).

2.2.1.1.1 Bestimmung der DNA- bzw. RNA-Konzentration

Die DNA- sowie RNA-Konzentration wurden spektrometrisch am NanoDrop bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt. Zusatzlich erfolgte die Messung bei 280 nm und 230 nm,

um aus den Quotienten von OD260/OD2so sowie OD260/OD230den Reinheitsgrad zu bestimmen.

2.2.1.2 Plasmid-Isolation aus E. coli DH5a und ihre Langzeitlagerung

Mit Plasmid-DNA transformierte E. coli DH5a Einzelklone wurden in 5 ml LB-Medium mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum Gber Nacht bei 37 °C angezogen, pelletiert (10 min,
4000 x g). Fur die Langzeitlagerung wurden die Klone in 80 % iges Glycerin lberfihrt und bei
-80 °C gelagert oder die Plasmide mit dem Qiagen Plasmid Mini Kit bzw. dem Qiagen Plasmid

Plus Midi Kit (Tab. 2.4) isoliert und in destilliertem Wasser eluiert.
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2.2.1.3 RNA-Isolation aus Zellen, cDNA-Synthese und Quantitative Real Time-PCR

Gesamt-RNA aus Gewebe oder eukaryotischen Zellen wurde mit dem Universal RNA
Purification Kit isoliert (Tab. 2.4), in cDNA (complementary DNA) mittels des Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Tab. 2.4) umgeschrieben und bei -20 °C gelagert. Die
Bestimmung des Expressionsniveaus verschiedener Gene erfolgte mittels qRT-PCR
(quantitative real time polymerase chain reaction) mit dem StepOneTM Real-Time PCR System
unter Verwendung von 2 ng cDNA, des Luminaris Color HiGreen high ROX qPCR Master Mix,
high ROX (Tab. 2.4) und spezifischer Primer (Tab. 2.8) nach dem PCR-Programm in Tab. 2.16.
Der jeweilige cycle threshold (Cr) der zu untersuchenden Gene, d.h. der Zyklus, an dem die
Fluoreszenz des SYBR Green | des Mastermixes erstmalig den Hintergrund Uberstieg, wurde
auf B-Aktin als housekeeping gene bezogen und der ACr-Wert berechnet. Unspezifische

Amplikons wurden anhand der abschliefend bestimmten Schmelzkurven identifiziert.

Tab. 2.16: PCR-Programm zur Amplifikation der Transkripte

Schritt Temp. [°C] Zeit Wiederholungen
Uracil-DNA-Glycosylase- 50 2 min 1
Vorbehandlung

Initiale Denaturierung 95 10 min 1

Denaturierung 95 15s 40
Primerhybridisierung/Elongation 60 1 min 40

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung und Lagerung elektrokompetenter E. coli DH5a Zellen

Eine E. coli DH5a Kultur in 500 ml LB-Medium wurde ohne Antibiotikazusatz bei 200 x g und
37 °C bis zum Erreichen einer ODeo=0,6 angezogen. Nach 30 min Abkihlung auf Eis und
Zentrifugation (4 °C, 10m min, 5000 x g) wurde das Pellet in 160 ml eiskaltem destilliertem
Wasser resuspendiert, in vier Teile aufgeteilt, erneut zentrifugiert (4 °C, 15m min, 2500 x g),
mit 40 ml eiskaltem destilliertem Wasser gewaschen und das Pellet in 10 % igem Glycerol
aufgenommen. Nach letztmaliger Zentrifugation (4 °C, 15 min, 2500 x g) wurde es in 1 ml

eiskaltem 10 % igem Glycerin resuspendiert, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli BL21 (DE3)

Mit dem Konstrukt GST-cCPE (Tab. 2.7) transformierte E. coli BL21 (DE3) Einzelklone wurden
von Ampicillin-haltigen Agarplatten gepickt, iber Nacht als Vorkultur angezogen und je 2 ml

fir die Animpfung einer 50 ml Ampicillin-haltigen Hauptkultur bei 200 rpm genutzt. Nach
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Erreichen einer ODepo=0,5 wurde die Proteinexpression mit IPTG zur Endkonzentration von
100 uM induziert. Nach 4 h Protein-Expression bei 30 °C wurden die Zellen 10 min auf Eis
abgekiihlt, bei 4 °C pelletiert, mit PBS”’ gewaschen, erneut pelletiert und bis zur Reinigung

bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Protein-biochemische Methoden

2.2.3.1 E. coli-Zelllyse und affinitdtschromatographische Reinigung liber das GST-Tag

Fir die Zelllyse wurde ein auf Eis aufgetautes Zellpellet in 2 ml kaltem GST-Bindepuffer
(20mM  TrisHCI, 125mM NaCl, 5mM MgCl;, 10% Glycerin, 0,1 % Tx-100, pH 7,8)
resuspendiert, mit 2 mg Lysozym versetzt und 30 min auf Eis gelagert. Nach Sonifikation (6
Zyklen a 10's, 300 W) und Zentrifugation (4 °C, 20 min, 18 000 x g) wurde der Uberstand fiir
eine affinitdtschromatographische Reinigung des Fusionsproteins Uber das GST-Tag genutzt.
Hierzu wurde das Zelllysat auf eine mit dem GST-Bindepuffer &aquilibrierte
Glutathion-Agarose-Matrix mit 2 ml Gelvolumen (CV, column volume) geladen und 45 min bei
4°C am Rotator inkubiert. Nach Auffangen des Durchlaufs wurde die Saule mit 5CV
GST-Bindepuffer gespllt und das Fusionsprotein mittels 8 bis 10 CV Elutionspuffer (50 mM
TrisHCI, 10 mM reduziertes Glutathion, pH 8,0) fraktioniert eluiert. Das aufgereinigte Protein

wurde sofort verwendet oder bei -20 °C gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration eines Zelllysats oder aufgereinigter Proteine
erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit (Tab. 2.4) unter
Verwendung von BSA als Proteinstandard (Albumin Standard von Thermo Scientific) in

96 well-Platten am TECAN-reader bei Raumtemperatur.

2.2.3.3 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Proteinproben, die mittels SDS-PAGE (sodium docecyl sulfate-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) analysiert werden sollten, wurden mit 5x DTT-Probenpuffer (0,225 M
TRIS-HCI, 50 % Glycerin, 5 % SDS, 0,05 % Bromphenolblau, 0,25 M DTT, pH 6,8) versetzt und
5 min bei 95 °C erhitzt. Auf Claudine hin zu untersuchende Proben wurden stattdessen 15 min
bei 55 °C erhitzt. Es wurden diskontinuierliche Gele, bestehend aus einem 10 oder 12 % igen

Polyacrylamid-Trenngel und einem 5 %igen Polyacrylamid-Sammelgel, sowie die
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Gelelektrophorese-Apparatur (Bio-Rad) verwendet. Die Auftrennung der Proteine nach ihrer
GroRe erfolgte in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3) bei 80 V
im Sammelgel bzw. 120V im Trenngel. Zur optionalen Uberpriifung der Reinheit der
gereinigten Proteine wurde das SDS-Gel anschlieBend mit Coomassie-Farbeldsung (0,2 g
Coomassie™ Brilliant Blue G250, 25 ml 95 %iges Ethanol, 17 ml 96 %ige Perchlorsdure ad

400 ml destilliertem Wasser) gefarbt.

2.2.3.4 Western Blot

Fir die spezifische Detektion eines Proteins in einem Proteingemisch wurde eine Western Blot
Analyse durchgefiihrt. Nach der Aquilibrierung der Nitrozellulose-Membran und der SDS-Gele
fir 10 min in Transferpuffer (25 mM Tris-HCI, 190 mM Glycin, 20 % Methanol, pH 8,3) erfolgte
der Proteintransfer in einer wet Blot-Apparatur (Bio-Rad) bei 4 °C fir 1 h bei 100 V. Je nach
Verwendung der Primarantikorper (Tab. 2.17) wurden freie Bindungsstellen auf der Membran
mit 4 % Milchpulver oder 5 % BSA in PBS-T (0,1 % Tween 20 in PBS”, pH 7,5) fiir 45 min bei
Raumtemperatur unter Schiitteln abgesattigt. Die Inkubation mit den Primarantikdrpern

erfolgte in geeigneter Verdiinnung (Tab. 2.17) Gber Nacht bei 4 °C.

Tab. 2.17: Antikorperverdiinnungen fiir Western Blot Analysen

Primarantikorper Blockpuffer Verdinnung
Anti Aktin 4 % Milchpulver 1:1500
Anti GAPDH 4 % Milchpulver 1:2000
Anti Cldn1 4 % Milchpulver 1:100
Anti Cldn5 4 % Milchpulver 1:1000
Anti Cldn5 4 % Milchpulver 1:100
Anti Cldn12 4 % Milchpulver 1:100
Anti Non phospho R-Catenin 5 % BSA 1:1000
Anti Occludin 4 % Milchpulver 1:500
Anti Phospho GSK-31 5 % BSA 1:1000
Anti Phospho FoxO1 5 % BSA 1:1000

Es folgten 4 Waschschritte a 10 min mit PBS-T gewaschene Membran und die Inkubation mit
dem entsprechenden horse radish peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikérper
(Verdinnung 1:2000) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Die erneut 4x a 10 min mit PBS-T
gewaschenen Membranen wurden 1 min mit dem ECL-Reagenz nach Herstellerangaben
inkubiert und die Proteine anhand der Chemiluminiszenz am Lumi-Imager F1 detektiert. Um
die Membran anschlielRend mit anderen Antikorpern inkubieren zu kénnen, wurde die
Membran gestrippt. Dazu wurde sie mit destilliertem Wasser gewaschen und 10 min mit

Stripping-Lésung (200 mM Glycin, 3,5 mM SDS, 1 % Tween-20 ad 1| destilliertem Wasser,
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pH 2,2) inkubiert. Nach 2x Waschen & 10 min mit PBS” und 2x Waschen a 5 min mit PBS-T

konnte die Membran fir eine erneute Proteindetektion verwendet werden.

2.2.4 Zellbiologische Methoden

2.2.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Adhéarent wachsende Zellen der immortalisierten Zelllinien HEK-293, MDCK-II, Caco-2, bEnd.3
und U87MG wurden in geeignetem Kulturmedium (Tab. 2.12) in Gewebekulturflaschen bei
37 °C unter Wasserdampfsattigung und 10 % CO; im Brutschrank bis zur Konfluenz kultiviert.
Zum Passagieren wurde der Zellrasen mit PBS”- gewaschen, mit 500 pl Trypsin/EDTA von der
Oberflache abgel6st und das Trypsin/EDTA durch Zugabe von 5 ml Medium abgestoppt. Nach
Zentrifugation (5 min, 200 x g) wurde das Zellpellet in geeigneter Verdiinnung in frischem

Kulturmedium resuspendiert und in eine neue Gewebekulturflasche tGberfihrt.

Fiir eine Kryokonservierung wurden trypsinierte Zellen pelletiert (5 min, 200xg), in
Einfriermedium (10% DMSO in FKS) resuspendiert, aliquotiert a 750 ul, in einem
Kryocontainer auf -80 °C runtergekihlt und zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff
Uberfihrt. Das Auftauen kryokonservierter Zellen erfolgte in 5ml 37°C warmem
Kulturmedium. Nach einer Zentrifugation (5 min, 200 x g) wurde das Zellpellet in frischem

Medium resuspendiert und in einer Gewebekulturflasche gleichmaRig verteilt.

Fiir Untersuchungen mittels Mikroskopie wurden HEK-293 Zellen, MDCK-II Zellen und Caco-2
Zellen auf PLL-beschichteten Deckglaschen (25 ug/ml) kultiviert, fiir die Zelllinie bEnd.3 und
primare Gehirnkapillarendothelzellen wurden Rattenschwanz-Kollagen (RTC, rat tail
collagen)-beschichtete Deckglaschen (0,67 mg/ml in 0,2 % Essigsaure) verwendet. Flr die
Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands in MDCK-Il Zellen wurden jeweils
150 000 Zellen auf unbeschichtete, mit Kulturmedium &quilibrierte (apikal 400 ul, basolateral
600 pl) HA-Filter eingesat. Fiir die Bestimmung des TER von bEnd.3 Zellen mittels ECIS (Electric
cell-substrate Impedance Sensing) wurden die Einwegelektroden nach Angaben des

Herstellers mit 10 mM Cysteinlosung beschichtet und 50 000 Zellen pro well eingesat.

2.2.4.2 Transiente und stabile Transfektion von HEK-293 bzw. MDCK-Il Zellen

Die Transfektion von HEK-293 Zellen bzw. MDCK-Il Zellen mit Plasmiden (Tab. 2.7) erfolgte in

PLL-beschichteten 6-well-Platten bei 80 % iger Konfluenz. Fiir die Transfektion eines 10 cm?
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groRen wells wurden zwei Ansatze hergestellt, die 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
wurden (2 ug DNA in 250 ul Opti-Minimum Essential Medium Eagle und 10 ul PEIl in 250 pl
Opti-Minimum Essential Medium). AnschlieBend wurden beide Ansatze vereint, 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dem Kulturmedium der Zellen in den wells zugesetzt. Nach
Inkubation tber Nacht erfolgten ein Medienwechsel oder je nach Konfluenz das Passagieren
der Zellen. Um eine stabile Expression zu erhalten, wurden die Zellen 48 h nach der
Transfektion einem Selektionsdruck durch das Antibiotikum Geneticin (0,5 pg/ml) ausgesetzt
und in der Phase des massiven Zellsterbens das Kulturmedium nach Bedarf gewechselt. HEK-
293 Zellen wurden zwei Wochen nach ihrer Stabilisierung flir Untersuchungen eingesetzt.
MDCK-II Zellen wurden zuvor mittels Durchflusszytometrie (Kooperation mit Dr. Rahn, MDC,
Berlin) anhand der Fluoreszenzintensitat des YFP-bzw. TRQ-Tags selektiert, sodass fiir die
funktionellen Untersuchungen eine homogen YFP-bzw. TRQ-getaggte Claudin-exprimierende

Zellpopulation erzeugt wurde.

2.2.4.3 In vitro Behandlung mit Testsubstanzen

Zur Untersuchung der Wirkung von GST-cCPE auf priméare Endothelzellen sowie Caco-2 Zellen
wurde der Zellrasen, kultiviert auf RTC-beschichteten Deckglaschen, mit 10 pg/ml gereinigtem
Fusionsprotein versetzt und 16 h inkubiert. Fir die Analyse der Wirkung von BO1 und seinen
Derivaten wurden diese in DMSO als 65 mM Stammldsungen angesetzt. Fiir in vitro
Experimente erfolgte eine Verdiinnung in Kulturmedium zur Endkonzentration von 15 bzw.
50 uM, wobei die finale DMSO-Konzentration konstant bei 0,5 % DMSO gehalten wurde. Der
Zellrasen wurden flr 16 h mit den Substanzen inkubiert. Als Negativkontrolle wurde

entsprechend 0,5 % DMSO haltiges Kulturmedium verwendet.

2.2.4.4 Zelllyse fiir SDS-PAGE

Fiir die Analyse der Proteinexpression wurden zwei verschiedene Methoden der Zelllyse
gewadhlt. Zur Untersuchung des Gesamt-Zelllysats wurden die in 6-well-Platten kultivierten
Zellen mit PBS** gewaschen, in jeweils 300 pl eiskaltem Lysepuffer (100 mM NacCl,
20mM Tris, 1mM MgCl,, 0,1% Tx-100, 5% Glycerin, Benzonase 20u/ml| und
Protease-Inhibitor, pH 7,5) geschabt, mittels Scherstress (22 G Kaniile) lysiert, homogenisiert
und zentrifugiert (4 °C, 10 min, 13 000 x g). Der Uberstand wurde bei -80 °C gelagert oder mit
Probenpuffer versetzt fir eine SDS-PAGE (2.2.3.3).
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Fiir die Untersuchung der Claudine aus isolierten Gehirnkapillarendothelzellen wurde eine
Auftrennung in die Tx-100 l6sliche und Tx-100 unldsliche Fraktion vorgenommen, angelehnt
an Galvin et al., 1984 und Patton et al., 1989. Demnach werden in nicht-ionischem Detergens
Tx-100 zahlreiche Membran- und zytosolische Proteine geldst. Proteinkomplexe, die stark mit
dem Zytoskelett assoziiert sind, bleiben unldslich und werden erst durch den Zusatz
chaotroper Agenzien in Losung gebracht. Hierzu wurden die isolierten Gehirnkapillaren in
120 pl Extraktionspuffer (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1% Tx-100, pH 7,4 mit frisch
zugesetztem Protease-Inhibitor) aufgenommen, 20 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert
(1 min, 4 °C, 13 000 x g). Der vom Pellet getrennte Tx-solubilisierte Uberstand wurde mit 15 pl
Lysepuffer (50 mM Tris, 5mM EDTA, 1% SDS pH 8,8) versetzt und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Das Pellet wurde mit 120 pl Benzonase (1,5 M Tris, 25 mM
MgCl, Benzonase 35 u/ml, pH 8,8) fir 10 min bei 37 °C inkubiert, mit einer 22 G Kaniile lysiert
und homogenisiert, anschlieRend mit 15 ul Lysepuffer versetzt und 3 min bei 95 °C
aufgekocht. Nach nochmaliger Homogenisierung mit einer 22 G Kanile wurden die Proben bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.4.5 Konfokale Mikroskopie

Soweit nicht anders angegeben, wurde fiir die Untersuchungen das Zeiss LSM 710 Confocal
Microscope System mit EC plan neofluar 40x/1.3 oder plan apo 63x/1.4 Ol-Objektiven und die
ZEN Image Browser Software verwendet. Die quantitative Bestimmung der
Fluoreszenzintensitdt und des Kolokalisationskoeffizienten nach Pearson wurde mit der

Software Imagel durchgefiihrt. Der Koeffizient ist definiert durch:

Yi(R; —R)x (G;— G)
VIR, — R)2 x Xi(G; — G)?

PCC =

R; und G; sind Intensititen eines einzelnen Pixels im roten und griinen Kanal. R und G sind die

mittleren Intensitaten der einzelnen Kanale.
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2.2.4.5.1 Lebendzell-Mikroskopie zur Messung von trans-Interaktionen

Fir die Lebendzell-Mikroskopie wurden HEK-293 Zellen, mit Fluoreszenz-markierten
Claudinen stabil transfiziert, auf 9,6 cm? groBen PLL-beschichteten Deckgldschen als Mono-
oder Kokultur bis zur Konfluenz kultiviert, in eine Kiivette eingespannt und mit 1 ml HBSS”

bedeckt. Optional wurde die Plasmamembran mittels Trypanblau
Zelle3

(0,5mM in HBSS”") sichtbar gemacht. Die Messung der trans-
Zellel ~ lmiiz  |nteraktionen wurde angelehnt an Piontek et al., 2008 durchgefiihrt
] leke_2 (Abb. 2.1): Mit dem Programm Imagel wurde die

Zelle2
Fluoreszenzintensitat im Zellkontakt zweier Fluoreszenzprotein-

Tenk2 4 . . . .
Zelled g ™ fusionierte Claudin-exprimierenden Zellen (lr12) und an einem
Abb. 2.1: Schematische Zellkontakt zu einer nicht transfizierten Zelle gemessen (lfnk1 3 und
Darstellung der Messung
homophilen
Kontaktanreicherungen

(Ifk2_a) und daraus der Anreicherungsfaktor (Fa) nach folgender

Formel berechnet:

IFK1_2

F, =
1T Fnk1.3 t Irnk2.4)

In heterophilen Kontakten wurde der Anreicherungsfaktor aus dem Quotienten der mittleren
Fluoreszenzintensitat im Kontakt mit der anderen Claudin-exprimierenden Zelle und der
mittleren Fluoreszenzintensitat im Kontakt zu einer nicht transfizierten, benachbarten Zelle

berechnet.

2.2.4.5.2 Fixierung und Immunfluoreszenz von Zelllinien, primaren Zellen und

Gewebeschnitten

Auf Deckglaschen kultivierte und mit verschiedenen Substanzen behandelte Zellen wurden
fixiert mit eiskaltem Aceton (5 min), Ethanol (1 min) und PBS” (2 min). Nach Abséittigung
unspezifischer Bindungsstellen mittels Blockpuffer (2 % BSA, 0,05 % Tx-100 in PBS”) fiir
45 min bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation mit Primadrantikérpern in geeigneter
Verdiinnung bei 4 °C (iber Nacht (Tab. 2.18). Nach 4x Waschen a 5 min mit PBS” erfolgten die
Inkubation mit den Sekundarantikérpern 1 h bei Raumtemperatur, vier Waschschritte a 5 min
mit PBS7- und kurzes Tauchen in destilliertes Wasser. Die Zellen wurden mit DAPI-haltigem

Einschlussmittel auf Objekttragern eingebettet, getrocknet und im Dunkeln bei 4 °C gelagert.
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Gewebeschnitte (2.2.6.7) wurden 10 min mit -20°C kaltem Methanol fixiert und
permeabilisiert, 3x @ 5 min mit PBS”" unter Schiitteln gewaschen und mit 2 % BSA in PBS”- fiir
45 min bei Raumtemperatur geblockt. Es folgten ein Waschschritt mit 0,5 % BSA in PBS”" und
die Inkubation mit entsprechenden Primarantikorpern bei 4 °C lber Nacht in geeigneter
Verdiinnung (Tab. 2.18). Nach 4x Waschen a 5 min mit 0,5 % BSA in PBS”  wurde das Gewebe
mit Sekundarantikorpern in geeigneter Verdiinnung 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, 4x a
5min mit PBS’" gewaschen, kurz in destilliertes Wasser getaucht, in DAPI-haltigem

Einschlussmittel eingebettet, bei 4 Cim Dunkeln getrocknet und gelagert.

Zur Anfarbung von ZO-1 wurde hauptsachlich der Primarantikérper anti ZO-1 (Ratte)
eingesetzt. Eine ZO-1 Anfarbung mit anti ZO-1 (Kaninchen) erfolgte bei gleichzeitiger
Verwendung des anti Occl (Maus) Antikdrpers, um eine Kreuzreaktivitdit der

Sekundarantikérper zu vermeiden.

Tab. 2.18: Antikorperverdiinnungen fiir Inmunfluoreszenzfarbungen

Primarantikorper Verdiinnung Verdiinnung
Zelllinien, priméare Zellen Gewebeschnitte

Anti AQP-1 - 1:100

Anti AQP-4 - 1:150

Anti Cldn1 1:250 1:50

Anti Cldn5 1:500 1:100

Anti Cldn12 1:250 1:50

Anti GST 1:500 -

Anti Non phospho B-Catenin 1:750 -

Anti Occludin 1:500 1:100

Anti TER 119 - 1:500

Anti ZO-1 (Ratte) 1:500 1:150

Anti ZO-1 (Kaninchen) 1:500 1:100

Sekundarantikorper Verdiinnung IF

Anti Kaninchen AlexaFluor488 1:1000 1:200

Anti Ratte AlexaFluor555 1:1000 1:200

Anti Maus AlexaFluor647 1:1000 1:200

Quantifizierungen der Fluoreszenzintensitat, der Lange Fluoreszenz-positiver Bereiche und die
Bestimmung des Kolokalisationskoeffizienten nach Pearson erfolgten mit der Software Image)

und einem Plug-in.

2.2.4.6 Messung des transzellularen elektrischen Widerstands

Der transzelluldre elektrische Widerstand (TER, transcellular electrical resistance) eines
Zellrasens beschreibt seinen abdichtenden Charakter gegeniiber Ladungstragern (z.B. lonen).

Die TER-Messung ermoglicht, Verdanderungen der TJs und damit die parazelluldre Dichtigkeit
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zu untersuchen. Der TER wurde in Filterkulturen konfluenter MDCK-II Zellen mit einer
Handelektrode und einem Volt-Ohm-Meter in Triplikat gemessen. Dazu wurden bei 37 °C eine
Handelektrode ins apikale sowie ins basolaterale Kompartiment eingefiihrt, Spannung unter
Gleichstrom angelegt und der resultierende Stromfluss gemessen. Der Quotient, der
Ohm’sche Widerstand R (R=U/I), ist aufgrund der geringen Leitfdhigkeit der Zellmembranen
ein ungefahres, reziprokes Mal} fiir die ionische Leitfahigkeit Gber die Zellkontakte. Der TER
[Q-cm?] wurde berechnet, indem vom gemessenen, mittleren elektrischen Widerstand der
Wert eines Leerfilters subtrahiert und die Differenz mit der Wachstumsflache eines Filters

multipliziert wurden.

Die Zelllinie bEnd.3 bildete auf Filterkulturen keinen dichten Zellrasen, sodass der TER mittels
ECIS (Electric cell-substrate Impedance Sensing) bestimmt wurde. Dazu wurden je 50 000
Zellen in wells eines ECIS-Tragers, beschichtet mit 10 mM Cystein, ausgesat. An den
Elektroden wurde bei 4000 Hz die Impedanz (Wechselstromwiderstand Z) stindlich
gemessen, durch die Software aufgezeichnet und in den parazellularen Widerstand, den
Widerstand durch Adhdsion und die Membrankapazitat aufgeteilt. Nach Erreichen eines
konstanten TER wurden dem Zellrasen wahrend eines Medienwechsels die Barriere-
Modulatoren zugesetzt und der TER iiber ca. 50 h gemessen. Die Anderung des TER erfolgte

durch Normierung auf die Negativkontrolle, d.h. mit 0,5 % DMSO inkubierte Zellen.

2.2.4.7 Zellvitalitatstest

Der Vitalitatstest basiert auf der Reduktion von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (MTT) zu
Formazan durch metabolische Aktivitat der Zellen. Ein konfluenter Zellrasen wurde 16 h mit
den zu testenden Substanzen inkubiert. Als toxische Positivkontrolle erfolgte die Inkubation
mit 0,001 % Tx-100 fiir 30 min. Nach einmaligem Waschen mit 37 °C warmem PBS”- wurden
die Zellen mit MTT-haltigem (0,5 mg/ml) Phenolrot-freiem Kulturmedium (DMEM mit 1 g/I
Glucose) 3 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert, mit PBS7- gewaschen, und mit Extraktionslésung
(5 % Tx-100, 2 M Salzsdure, 93% Isopropanol) versetzt. AbschlieRend erfolgte die Messung der

Extinktion am TECAN-reader bei einer Wellenlange von 570 nm.

2.2.4.8 Vorbereitungen fiir Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Fiir die Analyse der TJ-Ultrastruktur mittels Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie wurden YFP-

Cld5 stabil transfizierte, konfluente  HEK-293 Zellen in  PLL-beschichteten
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Gewebekulturflaschen fiir 16 h mit 25 uM BO1 behandelt, mit PBS*/* gewaschen und mit
Glutaraldehydldsung (2,5 % Glutaraldehyd in PBS*/*) fixiert (2 h bei Raumtemperatur). Nach
zweimaligem Waschen a 5 min mit PBS** wurden die Gewebekulturflaschen mit PBS*/*
maximal gefillt und bei 4 °C gelagert bis zur Durchfihrung und Dokumentation der

Gefrierbriiche (durchgefiihrt von AG Wolburg, Universitadt Tabingen).

2.2.5 Bestimmung der BO1-Loslichkeit in 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

Die Ermittlung des BO1-Absorptionsmaximums und der optimalen Konzentration von
2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HPBCD) fiir die Loslichkeit von 650 uM BO1 erfolgte am
Spektrophotometer J-720. Es wurden Absorptionsspektren von 30 uM BO1, geldst in HBSS”
mit 1% DMSO-Zusatz, sowie von 20 %igem HPBCD mit 1% DMSO in HBSS/ im
Wellenlangenbereich von 250 nm bis 450 nm aufgenommen, wobei HBSS” als Leerwert
gemessen wurde. Bei der Messung von 30 uM BO1 in 20 % igem HPBCD mit Zusatz von 1 %
DMSO in PBS” wurde 20 % ige HPBCD mit 1 % DMSO in HBSS”" als Leerwert benutzt. Das BO1-
Absorptionsmaximum bei 290 nm wurde fir die Bestimmung der optimalen HPBCD-
Prozentigkeit genutzt, um 650 uM BO1 in HBSS” zu erhalten. Es wurden jeweils 65 mM BO1-
Stamml&sungen 1:100 in HBSS7- mit folgenden HPBCD-Prozentigkeiten (w/v) gegeben: 0; 0,3;
0,6; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0. Die auf 37 °C erwarmten Losungen wurden im
Ultraschallbad fir 10 min sonifiziert und zentrifugiert (10 min, 18 000 x g). Die Absorption der

Uberstiande wurde in einer Quarzkiivette bei 290 nm spektrometrisch in Triplikat bestimmt.

2.2.6 Tierexperimentelle Arbeiten
Die Untersuchungen an Mausen waren vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales
genehmigt und entsprechend den geltenden deutschen Tierschutzbestimmungen

durchgefiihrt.

2.2.6.1 Praparation von Kapillaren und Herstellung primarer Gehirnkapillarendothelzellen

Fur die Praparation kortikaler Gehirnkapillaren wurden Mause des Stamms C57BL/6 (Tab.
2.14) durch Genickbruch getotet und das Gehirn freigelegt. Alle folgenden Schritte erfolgten
auf Eis: Der Cortex wurde abgetrennt, die Hirnhaut durch Rollen auf Filterpapier abgel6st und
die weilRe Hirnsubstanz entfernt. Je zwei aufgereinigte Kortices wurden in 5 ml DMEM (4,5 g/I

Glucose) vereint, homogenisiert (Dounce Gewebehomogenisator mit angepasstem Pistill) und
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die mit 5 ml 32 % igem Dextran (32 % Dextran in DMEM) versetzte Suspension zentrifugiert
(4 °C, 15 min, 4500 x g). Nach Entfernen der Myelinschicht und des Uberstands wurde das
Pellet in 3 ml DMEM resuspendiert, zentrifugiert (4 °C, 10 min, 1500 x g), erneut in DMEM
resuspendiert und auf Nylonfiltern (40 um PorengroRe) gewaschen. Die Kapillaren, von den
Filtern mit 3 ml DMEM abgeldst, wurden sofort verwendet oder pelletiert (4 °C, 10 min,

1000 x g) und bei -80 C gelagert.

Fir die Herstellung primarer Gehirnkapillarendothelzellen wurden isolierte Gehirnkapillaren
1 h bei 37 °Cund 5 % CO; bei maximaler Luftfeuchtigkeit enzymatisch verdaut in DMEM mit
Glucose 4,5 g/l, 2 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 mg/ml Collagenase/Dispase. Nach
Abzentrifugation (10 min, 180xg) wurden die verdauten Kapillaren auf Collagen-
beschichteten (15 pg/cm?) 6-well-Platten in Kulturmedium (DMEM mit 4,5 g/ Glucose, 10%
FCS, 0,5 % murines Blutserum, 1ng/ml bFGF, 15 pug/ml ECGF) ausgesat.

2.2.6.2 Hypoxie an isolierten Gehirnkapillarendothelzellen

Fir die Analyse der TJ-Proteine unter hypoxischen Bedingungen wurden die nach 2.2.6.1
isolierten Gehirnkapillaren in 6-well-Schalen tberfihrt und 4 h in einer Hypoxiekammer in
einem Crystal Gasgemisch (Zusammensetzung: ca. 90 % Nz, 5% H> und 5 % CO,; O,-Gehalt
<0,6 %) bei 37 °C in Kulturmedium inkubiert. AbschlieBend wurden die Kapillaren in PBS”

geschabt, zentrifugiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.6.3 Systemische Substanzapplikation und Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe

Die im Folgenden verwendeten Konzentrationsangaben der Losungen wurden stets in w/v %
angesetzt. Fir die Analyse der BHS-Permeabilitdit wurden 2 % iges Natriumfluorescein
(376 Da), 2 % Evans Blue (960 Da) oder 2 % FD10 (10 kDa), geldst in PBS**, in die Schwanzvene
(i.v.) injiziert. Pro 22 g schwere, adulte Maus wurden 100 pl der Fluoreszenzfarbstoff-Losung

verwendet und bei abweichendem Gewicht das Injektionsvolumen angepasst.

Fir die Analyse der BHS-modulierenden Wirkung des BO1 wurde eine 65 mM
BO1 Stamml&sung in DMSO im Verhiltnis 1:100 in 20 % iger HPBCD-Ldsung in PBS** verdiinnt.
Pro 22 g schwere Maus wurden 100 pl i.v. appliziert, was folgender Dosierung entsprach:
2,8 umol/kg BO1, 600 pmol/kg HPBCD und 600 pmol DMSO/kg. Damit entsprach die initiale

BO1-Konzentration im Blut ca. 65 uM. Den Kontrollgruppen wurden entsprechende
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Dosierungen der Lésungsvermittler HPBCD und DMSO bzw. reines PBS*/* i.v. injiziert. Zur
Optimierung des Applikationsregimes wurden verschiedene Schemata getestet (Abb. 2.2): Bei

der Einfach-Injektion wurden einmalig 2,8 umol/kg BO1 in 600 umol/kg HPBCD und

1x Applikation 2x Applikation 600 HmOI DMSO/kg in PBS+/+ bzw. die
Oh i8h oh 3h 6h
fo__ 4w 5 4 _4_4% 4 Kontrollgruppen i.v. appliziert. Bei zweifacher
%oy S %
Modulator Farbstoff Modulator Modulator Farbstoff ~ Applikation wurde das BO1 zweimal im Abstand
3x Applikation . L. . . . .
oh 18h 21h  24h von 3 h i.v. appliziert. Bei dreifacher Applikation
Floul 0 ﬁz ._'“ _.'_ ) _'_ A e
S Sy By wurde die erste Injektion zum Zeitpunkt t=0h
Meodulator Modulator Modulator Farbstoff

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der durchgefiihrt. 18 h spater folgten die zweite und

Applikationsregime. weitere 3 h spiter eine dritte Injektion (0 h-18 h-

21 h). Bei der intraperitonealen (i.p.) Injektion wurden jeweils 7 umol/kg BO1 bzw. die
Kontrollgruppen im Dreifach-Applikationsschema injiziert. Fiir die Detektion der BHS-Offnung

wurde 3 h nach der letzten BO1-Behandlung 2 %iges Natriumfluorescein i.v. verabreicht.

Um ausschlieRlich den ins Gewebe Ubergetretenen Farbstoff zu detektieren, wurden die
Versuchstiere 15 min nach der Fluoreszenzfarbstoff-Injektion mit 25 ml Heparin-haltigem
PBS*/* transkardial unter tiefer Narkose (i.p. Injektion von 1,2 % Ketamin, 0,16 % Xylazin in
destilliertem Wasser) perfundiert (Flussrate 1,5 ml/min). Das entnommene Gehirn und ein
Leberlappen wurden in 2-Methylbutan auf Trockeneis flir 7 min gefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Fir die biochemische Detektion der Fluoreszenz-aktiven
Farbstoffe wurden 100 mg des perfundierten Gehirn- bzw. Lebergewebes auf Eis in 250 pl
PBS** homogenisiert (Dounce Gewebehomogenisator), mit 250 pl 60 %iger Trichloressigsdure
versetzt und die Proteine gefallt (> 2 h, 4 °C). Nach Zentrifugation (4 °C, 20 min, 18 000 x g)
wurde die Fluoreszenzintensitit des Farbstoff-haltigen Uberstands in 96-well-Platten bei der
entsprechenden Wellenlange am TECAN-reader gemessen. Die Menge wurde mittels einer

mitgefiihrten Eichgeraden der Fluoreszenzfarbstoffe quantifiziert.

2.2.6.4 Middle Cerebral Aortery Occlusion

In vivo Untersuchungen unter ischdmischen Bedingungen erfolgten am MCAO-Modell (Middle
Cerebral Aortery occlusion). In einem operativen Eingriff, durchgefiihrt von Dr. Rex (AG
Dirnagl, Charité-Berlin), wurde tiefbetdubten Mausen die mittlere Gehirnschlagader der

linken Hemisphare durch ein Filament fiir 30 min verschlossen und 48 h reperfundiert bzw.
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fiir 60 min verschlossen und 3 h reperfundiert. Etwa 1 h nach Beginn der Reperfusion wurde
mittels eines DWI-gewichteten MRTs mit anschlieRendem ADC mapping eine quantitative
Bestimmung des Infarktvolumens vorgenommen. Optional wurden die Tiere nach ca. 6 h
Reperfusion mit der Dreifach-i.v. Applikation von BO1 behandelt. 3 h nach der letzten BO1-
Gabe wurde ein DWI-gewichtetes MRT mit anschlieBendem ADC mapping und nach 48 h ein
T2-gewichtetes MRT zur Quantifizierung der TumorgroRe durchgefiihrt. AbschlieBend wurden

die Gehirne schockgefroren flr immunhistochemische Analysen.

2.2.6.5 Ermittlung der in vivo Vertraglichkeit von BO1 und kinetische Analysen

Die Vertraglichkeitsstudie hinsichtlich BO1 und seiner Losungsvermittler an der Maus erfolgte
in Zusammenarbeit mit der EPO GmbH Berlin-Buch. Miuse des Stamms NMRI-Foxn1l nu”-
(Tab. 2.14) wurden nach dem in 2.2.6.3 entwickelten 0-18-21 hi.v. Applikationsschema einmal
wochentlich iber 4 Wochen mit den in Tab. 2.19 aufgelisteten Substanz-Kombinationen
injiziert. Als MaR firr die Vertraglichkeit wurde nahezu taglich das Kérpergewicht der Tiere
gemessen und am Ende der Versuchsreihe exemplarische histologische Analysen

durchgefihrt.

Tab. 2.19: Versuchsgruppen fiir die in vivo Vertraglichkeitsstudie

Gruppe Substanz Dosis [umol/kg] / i.v. Injektion
1 PBS
2 DMSO 1200
3 HPBCD + DMSO 600 + 1200
4 HPBCD + DMSO 1200 + 1200
5 BO1 + HPBCD + DMSO 2,9+ 600+ 1200

6 BO1 + HPBCD + DMSO 5,8 + 1200 + 1200
Die Ermittlung der Eliminierungshalbwertszeit im Blutplasma sowie die Massenbilanzierung

wurden durch die Pharmacelsus GmbH in Saarbriicken durchgefiihrt. Nach einer einmaligen
i.v. Applikation von 2,9 umol/kg in 600 umol/kg HPBCD und 600 umol/kg DMSO in die
Schwanzvene von Mdusen wurden Blutproben tber einen Zeitraum von 24 h entnommen und
das Blutplasma mittels Flussigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie
analysiert. Aus der halblogarithmischen Auftragung der abnehmenden Substanzkonzentration
gegen die Zeit wurde Uber die Steigung die Eliminierungshalbwertszeit berechnet. Fiir die
Massenbilanzierung wurden die Versuchstiere in einem metabolischen Kafigsystem gehalten.

Urin- sowie Fazesproben wurden auf ihren Gehalt an BO1 und HPBCD hin untersucht.
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2.2.6.6 BO1-Applikation im Glioblastom der Maus

Die Wirkung des BO1 auf die ZNS-Gangigkeit von Zytostatika wurde im murinen glialen
Tumormodell in Zusammenarbeit mit der EPO GmbH Berlin-Buch getestet. Hierzu wurde
Mé&usen des Stamms NMRI-Foxnl nu”" (Tab. 2.14) je 20000 U87MG Zellen (Tab. 2.11)
intrathekal injiziert. Anschlieend wurde eine vierwochige Chemotherapie durchgefiihrt,
wobei die Substanzgabe einmal pro Woche stattfand. Die Versuchsgruppen und die
Dosierungen der Substanzen sind in nachstehender Tabelle zusammengefasst. Die Gruppe 3
und 5 bekamen wochentlich einmalig das entsprechende Zytostatikum i.v. injiziert (400 pl pro
20 g schwere Maus). Nach der BO1-i.v. Applikation im 0-18-21 h Applikationsregime wurden
die Gruppen 4 und 6 zum Zeitpunkt 24 h mit dem entsprechenden Zytostatikum behandelt.
Die Kontrollgruppen 1 und 2 wurden nach dem 0-18-21 h Applikationsregime mit BO1 bzw.

nur DMSO i.v. injiziert, erhielten jedoch nicht das entsprechende Zytostatikum.

Tab. 2.20: Versuchsgruppen im glialen Tumormodell

Gruppe Substanz Dosis
[umol/kg] / i.v. Injektion
1 DMSO 1200
2 BO1 + HPBCD + DMSO 2,9 + 600 + 1200
3 Paclitaxel 28
4 Paclitaxel + BO1 + HPBCD + DMSO 28 +2,9+600+ 1200
5 Oxaliplatin 13
6 Oxaliplatin + BO1 + HPBCD + DMSO 13 +2,9 + 600 + 1200

2.2.6.7 Anfertigung von Kryoschnitten

Fir die Anfertigung von Kryoschnitten wurde das zu schneidende Gewebe auf -18 °C
aquilibriert, mittels Tissue-Tek O.C.T. auf einer Objektplatte fixiert und am Kryostaten
(Tischtemperatur -18 °C, Messertemperatur -16 °C) geschnitten. Die Schichtdicke fir
immunhistochemische Farbungen betrug 8 um, fiir histologische Farbungen genutzte Schnitte
hatten eine Schnittdicke von 14 bis 20 um. Fiir Untersuchungen MCAO-unterzogener Mause
wurden koronare Gehirnschnitte folgender Ebenen (E) angefertigt: EO ~ Bregma + 2,71 mm;
E1 ~ Bregma + 1,5 mm; E2 ~ Bregma; E3 ~ Bregma - 2,12 mm und E4 ~ Bregma -3,0 mm. Die
auf SuperFrost Plus Objekttrager aufgezogenen Schnitte wurden 1 h bei Raumtemperatur

getrocknet und fir Farbungen weiterverwendet oder bei -80 °C gelagert.
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2.2.7 Histologische Farbungen

Fir die Ubersichtsfarbungen wurde eine 1:1 Mischung aus Hamatoxylin nach Mayer und
Hamatoxylin nach Harris (Tab. 2.3) hergestellt. Sowohl die Hamatoxylinmischeung als auch

das gebrauchsfertige Eosin G (Tab. 2.3) wurden vor der Verwendung frisch filtriert.

2.2.7.1 Hamatoxylin-Farbung von Gewebe und Quantifizierung eines Infarktareals

Fir die Beurteilung des Infarktareals im MCAO-Modell wurden Kryoschnitte (2.2.6.7) des
Gehirns mit Hamatoxylin gefarbt. Hierzu wurden sie mit Methanol (10 min, -20 °C) fixiert, in
destilliertem Wasser gespiilt, 10 min in der Hamatoxylin-Mischung inkubiert, kurz in
destilliertes Wasser und anschlieend in 0,1 % ige HCI-L6sung getaucht. Nach 8 min Blduen in
Leitungswasser erfolgte ein kurzes Tauchen in destilliertes Wasser. AnschlieBend wurden die
Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (70 % bis 100 % Ethanol) entwassert,
zweimal in Roti-Histol fiir 5 min geklart und in Einschlussmittel (Roti Histo Kit) eingebettet. Die
Lagerung erfolgte im Dunkeln bei Raumtemperatur. Das Infarktareal wurde mittels der
Software Sigma Scan Pro quantifiziert: In koronaren Kryoschnitten aus flinf verschiedenen
Ebenen (EO-E4, siehe 2.2.6.7) wurden die Flache des Infarkts Ainfarkt, die Flache der nicht
infarktidsen ipsilateralen Hemisphare Aixsi sowie die Flache der contralateralen Hemisphare

Acontra gemessen und folgendermaRen addiert:
Ainfarkt = A0 Infarkt + (Z'AEl Infarkt) + (Z'AEZ Infarkt) + (Z'AE3 Infarkt) + Ag4 Infarke bzZw. Aipsi und Acontra.

Die Infarkt- und Schwellungsgrofie bezogen auf die GréRe der contralateralen Hemisphare

wurden anschlieBend folgendermalen berechnet:

A — Ajpsi A + A
Infarkt [%] = —222 P10 Schwellung [%] = —Infarkt T “1ps1. 100

Acontra Acontra

2.2.7.2 Hamatoxylin-Eosin-Ubersichtsfiarbung

Luftgetrocknete Kryoschnitte (2.2.6.7) wurden in PBS** 3 min &quilibriert, 6 min in der
Hamatoxylinlosung gefarbt, kurz in destilliertes Wasser und anschlieRend in 0,1 %ige
HCI-L6sung getaucht. Die anschlieBend 10 min in Leitungswasser geblauten Schnitte wurden
erneut kurz in destilliertes Wasser getaucht und 1 min in der Eosin-Losung gefarbt. Es folgten
eine Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (70 % bis 100 % Ethanol), die Klarung

in Roti-Histol fiir 5 min und das Eindeckeln in Einschlussmittel (Roti Histo Kit).



41

3 ERGEBNISSE

3.1 Auswahl der Claudine als Targets fir die Modulation der
Blut-Hirn-Schranke

Die abdichtende Schutzfunktion der BHS begrenzt gleichzeitig Moglichkeiten der
pharmakologischen Behandlung zerebraler Erkrankungen. Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind
viele Fragen hinsichtlich ihrer genauen Proteinzusammensetzung und deren Funktion offen.
So ist zur Funktion der erst kiirzlich beschriebenen Cldn22, -24 und -25 sowie Cldn-12 bislang
wenig bekannt (Glinzel und Yu, 2013). Um zu klaren, ob sich eines dieser Claudine als Target
fiir eine BHS-Modulation eignet, wurden sie im Hinblick auf mogliche trans-Interaktionen und

ihren Einfluss auf die parazellulare Abdichtung untersucht.

Mittels Lebendzellmikroskopie wurden Kontaktanreicherungen als MaR fir trans-
Interaktionen in Fluoreszenzprotein-fusioniertem Cldn12, -22, -24 und -25 bestimmt (Abb.
3.1). Wahrend YFP-Cldn3 und YFP-Cldn5, Claudine mit abdichtender Funktion, in
Zellkontakten direkt benachbarter, transfizierter Zellen stark angereichert lokalisierten, waren
TRQ-Cldn12, -22, -24 bzw. -25 homogen in der Plasmamembran verteilt und zeigten im
Vergleich zu Cldn3 und -5 eine starkere vesikuldre Lokalisation im Zytoplasma. Die
Kontaktanreicherungen wurden angelehnt an Piontek et al., 2008 und Piontek et al., 2011
bestimmt. In Ubereinstimmung mit Literaturwerten wies im Rahmen dieser Untersuchung
YFP-Cldn5 einen Anreicherungsfaktor Fa von 3,1+0,5 auf und bildete somit eindeutig
trans-Interaktionen aus. TRQ-Cldn12, im Weiteren als Negativkontrolle verwendet, bildete mit
einem Fa cdn12=0,9 £ 0,1 keine Interaktion aus. Die Fa von TRQ-Cldn22, -24 und -25 in
homophilen Zellkontakten waren nicht wesentlich verschieden zu TRQ-Cldn12

(FA_clan22=1,0 £ 0,1; Fa_cidn24=0,9 £ 0,1; Fa_cidn25=0,9 £ 0,1).

Heterophile Interaktionen dieser Claudine wurden in verschiedenen Kokulturen gemessen.
Interessanterweise wiesen TRQ-Cldn12, -22, -24 sowie -25 eine starkere Anreicherung in
verschiedenen heterophilen Zellkontakten auf als in homophilen. TRQ-Cldn12 hatte einen
signifikant hoheren Fa in Zellkontakten mit YFP-Cldn22, -24, -25 und YFP-Occl als mit sich
selbst. Dies galt auch fiir TRQ-Cldn22 in Zellkontakten mit YFP-Cldn12, -25, und YFP-Occl sowie
TRQ-Cldn24 mit YFP-Cldn25 oder YFP-Occl. TRQ-Cldn25 wies einen im Vergleich zur
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Negativkontrolle hoheren Fa in Zellkontakten mit YFP-Cldn12, -22, -24 und YFP-Occl auf. Die
starkste heterophile Kontaktanreicherung wurde zwischen TRQ-Cldn25 und YFP-Occl
gemessen (Fa=1,4+0,1). Somit bildeten diese Claudine schwache heterophile

trans-Interaktionen aus.

H
1

w
1
*

* I Il

0 ool

Anreicherungsfaktor
N
1

14
0
Cldn12 mit... Cldn22 mit... Cldn24 mit... Cldn25 mit...
heterophile Interaktionen homophile

Interaktionen

Abb. 3.1: In HEK-293 Zellen bilden Cldn12, -22, -24 und -25 keine homologen trans-Interaktionen aus.

(A) Exemplarische Lebendzellfarbungen YFP-Cldn3 und -5 (gelb) sowie TRQ-Cldn12, -22, -24 bzw. -25 (blau)
exprimierender HEK-293 Zellen, deren Plasmamembran mit Trypanblau (rot) gefarbt wurde. YFP-Cldn3 und -5
waren in Zellkontakten benachbarter Zellen, die beide das jeweilige Claudin exprimierten (gelbe Pfeile)
angereichert. TRQ-Cldn12, -22, -24 bzw. -25 verteilten sich homogen in der Plasmamembran (weiRe Pfeile).
Intrazellulare Vesikel (Pfeilképfe) waren vor allem in Cldn-12, -24 und -25 prominent. TRQ-Cldn25 (blau) war im
Zellkontakt mit YFP-Occl (gelb) starker angereichert (geschlossener Pfeil) als im Zellkontakt zu einer nicht
transfizierten Zelle (offener Pfeil). (B) Gemessene mittlere Anreicherungsfaktoren Fa + SEM. Die Positivkontrolle
YFP-Cldn5 wies deutliche homophile trans-Interaktionen auf (Fa=3,1 +0,5). TRQ-Cldn22, -24 und -25 hatten
ahnlich zur Negativkotrolle TRQ-Cldn12 (FA=0,9 + 0,1) einen Fa<1,0 in homophilen Zellkontakten. In heterophilen
Zellkontakten wiesen verschiedene Cldn-Kombinationen einen signifikant héheren Fa auf als in homophilen und
bildeten somit schwache trans-Interaktionen aus. Heterophile Interaktionen von TRQ-Cld22/YFP-Cldn24 wurden
nicht gemessen (n.g.); Ncidns homophil 2 5, alle anderen Kombinationen n> 15 in 2-3 unabhédngigen Experimenten;
Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplem Vergleichstest mit *, p < 0,05.
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Erganzend wurde der transepitheliale elektrische Widerstand (transepithelial electrical
resistance, TER) in Filterkulturen stabil mit YFP-Cldn12, -22, -24 oder -25 transfizierten MDCK-II
Zellen gemessen. Diese Zelllinie hat eine endogene TJ-Maschinerie, sodass den transfizierten
Claudinen weitere potentielle Interaktionspartner zur Verfligung stehen. Im Gegensatz zur
Positivkontrolle YFP-Cldn5 (Piehl et al., 2010) fiihrte die Expression von YFP-Cldn12, -22, -24
bzw. -25 nicht zur Erhéhung des TER (Abb. 3.2). Die Ergebnisse legen nahe, dass weder
Cldn12, -22, -24 noch -25 zur Abdichtung des Parazellularraums gegen Ladungstrager

beitragen und somit keine geeigneten Targets fir die Modulation der Permeabilitat der BHS

darstellen.
_ 200 Abb. 3.2: Cldn-12, -22, -24 und -25 tragen nicht zur Erh6hung
" 150 T des TER in MDCK-lI-Zellen bei.
by - —  TER-Messungen in Filterkulturen von MDCKII-Zellen, stabil
a 1009 — e transfiziert mit YFP (Negativkontrolle) bzw. YFP-Cldn5
& 50 (Positivkontrolle) sowie Cldn12, -22, -24 oder -25;
= Mittelwert £ SEM; n=3.
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3.2 Claudin-3 als Target fiir die Modulation der Blut-Hirn-Schranke

Im Folgenden wurde der Fokus auf die Untersuchung von Cldn3 als Target zur transienten
Erhohung der BHS-Permeabilitdt gelegt. Dabei wurde ein nicht toxisches Fragment des CPE,
das an epithelialen Zelllinien als Cldn3-Modulator validiert wurde (cCPE194-319; Veshnyakova et
al.,, 2012), hinsichtlich einer BHS-modulierenden Wirkung im Endothel getestet. Zeitgleich
wurden Auswirkungen einer Cldn3-Defizienz anhand von Cldn3-KO Mausen untersucht, um

die Funktion dieses Proteins unter in vivo-Bedingungen genauer zu charakterisieren.

3.2.1 Das nicht-toxische Clostridium perfringens Enterotoxin-Fragment bindet
nicht an Endothelzellen

Um zu klaren, ob cCPE194-319 im Endothel der BHS wirksam ist, wurde eine Bindungsstudie an
primdren Gehirnkapillarendothelzellen durchgefiihrt. Hierzu wurden primare Wildtyp-
Gehirnkapillarendothelzellen 16 h mit dem aufgereinigten Fusionsprotein GST-cCPEiga-319
bzw. als Kontrollbedingung mit GST behandelt und mittels Immunfluoreszenz eine Bindung an
die Zellen analysiert. Die Zellkontakte wurden durch Anfarbung des Junction-Markers ZO-1

(rot) sichtbar gemacht, wahrend das GST-Tag in Grin zu sehen ist (Abb. 3.3). Im
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Kontrollsystem, der Cldn3 endogen exprimierenden Epithelzelllinie Caco-2 (Staat et al., 2015),
band GST-cCPE194-319 an die Zellen sowohl in den Zellkontakten als auch auBerhalb auf der
Membran und intrazelluldr, das GST-Tag allein zeigte hingegen keine Bindung. Bei primaren
Gehirnkapillarendothelzellen verhielt es sich anders: Das GST-Tag allein und GST-cCPE194-319
lagerten sich gleichermalien schwach an den Zellrasen an. Damit erschien dieser Modulator

ungeeignet, um TJs primarer Endothelzellen zu modulieren.

Primare Gehirnendothelzellen

Abb. 3.3: GST-cCPEiss319 bindet an die Epithelzelllinie Caco-2, jedoch nicht an primare
Gehirnkapillarendothelzellen.

Immunfluoreszenfarbung eines Caco-2 Zellrasens bzw. primdre murine Gehirnkapillarendothelzellen gegen GST
(griin) und ZO-1 (rot) nach 16 h Behandlung mit 10 ug/ml GST-cCPE194-319 bzw. GST (Negativkontrolle). An priméare
Gehirnkapillarendothelzellen band GST-cCPE genauso schlecht wie die Negativkontrolle.

3.2.2 Claudin-3 wird an der Blut-Hirn-Schranke schwach exprimiert und
beeinflusst Claudin-1

Der vorhergehende Abschnitt warf die Frage auf, warum cCPEias319 in den getesteten

Zellsystemen unterschiedlich bindet. Daher wurde die Bedeutung von Cldn3 in verschiedenen

Geweben, insbesondere an der BHS, naher untersucht. Mittels qRT-PCR wurde eine im

Vergleich zu anderen Geweben, z.B. dem Darm, sehr schwache Cldn3-Transkription, bezogen

auf B-Aktin als housekeeping gene, festgestellt (Abb. 3.4).

1x10°° Abb. 3.4: Das murine Gehirn weist eine
geringe Cldn3-Transkription auf.
1>40°°1 Relative Cldn3-Transkription im  Gehirn,
— ) == - Lunge, Leber, Niere und verschiedenen
g 1>40°° Darmabschnitten adulter Mause. Die Analyse
erfolgte mittels gRT-PCR und einer
1x10°° = Normierung auf endogenes B-Aktin (ACy);
Mittelwert + SEM; n=4.
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Um zu kldren, welchen Einfluss Cldn3 im Gehirn trotz seines geringen Expressionsniveaus hat,
wurden gereinigte Gehirnkapillaren des Kortex adulter Cldn3-Knockout Mause (Cldn3-KO) auf
die Auswirkungen einer Cldn3-Defizienz auf mRNA- sowie Proteinebene untersucht. Cldn5
hatte die hochste relative mRNA-Transkription. Occl und ZO-1 wurden ca. 15x schwacher
transkribiert, gefolgt von Cldn12 und Cldn1 (75 x weniger als Cldn5). Cldn3 wies das geringste
Expressionsniveau auf (250 x weniger als Cldn5). Interessanterweise hatte die Cldn3-Defizienz
keine kompensatorische Hochregulation der untersuchten RNA-Transkripte zur Folge,

sondern ging mit einer signifikant reduzierten Cldn1-Transkription einher (Abb. 3.5).

1-40°°4 I WT
14070 mlZ ZZ Cdn3 KO
(-lJ_ -OZE ?
S 14007 x /
e ﬂ
1:0°% @ ;
1)4.0-04: ’l‘ /

Cldn1 Cldn3 Cldn5 Cldn12 Occl Z20-1
Abb. 3.5: Die Cldn3-Transkription in isolierten Gehirnkapillarendothelzellen ist im Vergleich zu anderen
TJ-Komponenten gering, beeinflusst aber die Cldn1-Transkription.
Relative mRNA-Transkription verschiedener TJ-Komponenten in murinen Gehirnkapillaren. lIsolierte und
aufgereinigte Gehirnkapillaren aus WT und Cldn3-KO Mausen wurden mittels qRT-PCR, bezogen auf endogenes
B-Aktin (ACr), hinsichtlich der Transkription von Cldn1, -3, -5 und -12, Occl und ZO-1 analysiert und verglichen;
Mittelwert + SEM; n=6-9, zweiseitiger Mann-Whitney Test mit *, p < 0,05.

Die Expression der TJ-Proteine isolierter Gehirnkapillarendothelzellen wurde mittels Western
Blot quantifiziert. Dabei wurden die Tx-100 I6sliche und die Tx-100 unlésliche Fraktion, welche
nach Patton et al., 1989 mit dem Zytoskelett assoziierte Membranproteine enthalt, getrennt
voneinander betrachtet. In Ubereinstimmung mit der reduzierten Cldn1-mRNA-Transkription
wurde eine signifikante Verringerung der Cldnl-Bandenintensitat in beiden Fraktionen der
Cldn3-KO Kapillaren im Vergleich zum WT gemessen. Weiterhin waren im Cldn3-KO
gegeniiber dem WT die Cldn12- und Occl-Proteinmengen in der Tx-100 I6slichen, d.h. nicht TJ-
assoziierten, Fraktion tendenziell verringert. Die groRe Streuung der Stichprobe lieR fiir Cldn5

keine Aussage zu (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Cldn3-KO Gehirnkapillarendothelzellen weisen im Vergleich zum WT eine reduzierte Cldnl-
Proteinexpression auf.

Western Blot Analysen von Lysaten isolierter Gehirnkapillaren von WT- und Cldn3-KO Mausen hinsichtlich der
Cldn1, -5, -12 und Occl-Expression in der Tx-100 lIéslichen und unléslichen Fraktion. Gezeigt sind Banden
reprasentativer Blots (A) sowie die densitometrisch bestimmte, mittlere Bandenintensitat + SEM der TJ-Proteine,
bezogen auf endogen detektiertes B-Aktin gefolgt von einer Normierung auf den WT (B). Die relative Cldn1-
Bandenintensitat war im Cldn3-KO in beiden Fraktionen signifikant verringert; ncian1=4-6, Ncidns=6-8, Ncidn12=6-8;
Nocc=6-8, Mann-Whitney-Test mit *, p < 0,05.

Erganzend wurden diese TJ-Proteine in kortikalen Kapillaren in Kryoschnitten von Gehirnen
aus Wildtyp (WT) und Cldn3-KO Tieren nachgewiesen. Die Fluoreszenzintensitdten der
TJ-Proteine (griin) Cldn5, -12 und Occl in WT- und Cldn3-KO Mausen waren gleich.
Ubereinstimmend mit der verringerten mRNA-Transkription und der verringerten Cldn1-
Menge im Western Blot war die Cldn1-Fluoreszenzintensitat im Cldn3-KO gegeniiber dem WT
signifikant schwacher. Cldn5 und Occl kolokalisierten laut dem Kolokalisationskoeffizienten
nach  Pearson (Pearson’s colocalization  coefficient, ~PCC) stark mit ZO-1
(PCCwr c1an5=0,80 * 0,01; PCCwrt0c1=0,68 + 0,02). Cldn12 hingegen war innerhalb der Kapillaren
etwas diffuser lokalsiert und wies zahlreiche Signale aulRerhalb der Kapillaren auf. Nach deren
Abzug betrug der PCCwr cidn12=0,35 + 0,03. Cldnl war ebenfalls diffus in den Kapillaren
lokalisiert (PCCwr cidn1=0,32% 0,02). Die entsprechenden Koeffizienten im Cldn3-KO waren mit

dem WT nahezu identisch (Abb. 3.7).
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WT Cldn3-KO WT Cldn3-KO

Cldn5

Z0-1

Occl Uberlagerung + DAPI

Z0-1

Uberlagerung + DAPI
Uberlagerung + DAPI

TJ- rel. Fluoreszenzintensitat [%] PCC

Protein WT Ccldn3-KO WT cldn3-KO

Cldni 100+ 6,5 % 780+ 4,7 C 0,32 + 0,02 0,33 % 0,01]***
Cldns 100+ 7,0 87,4+738 RS C 0,80 + 0,02 0,80 + 0,01] fkk
Cldn12 100+ 4,6 90,6 + 5,1 S R C 0,35+ 0,03 0,36 + 0,025 **

Occl 100+ 6,9 83,4+6,2 * L o068+0,02 0,68 + 0,02
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Abb. 3.7: In Gehirnendothelzellen sind Cldn1 und Cldn 12 im Vergleich zu Cldn5 und Occl diffuser lokalisiert.
Immunhistochemische Farbungen von Gehirn-Kryoschnitten von WT- und Cldn3-KO Mausen gegen Cldn-
1, -5, -12 bzw. Occl (griin), dem Junction-Marker ZO-1 (rot) sowie eine mit Zellkernen (DAPI, blau) liberlagerte
Darstellung. Die Fluoreszenzintensitdten (Mittelwert + SEM) der TJ-Proteine wurden zwischen WT und Cldn3-KO
Mausen verglichen; n>15 aus je vier verschiedenen Mausen, Mann-Whitney-Test mit *, p <0,05. Die
Kolokalisation der einzelnen Proteine mit ZO-1 wurde durch den Kolokalisationskoeffizienten nach Pearson
bestimmt (PCC; Mittelwert + SEM); n>15 aus je vier verschiedenen Mausen, Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
multiplen Vergleichstest und *, p <0,05; **, p < 0,01 und ***, p <0,001.

3.2.3 Der Claudin-3-Knockout geht einher mit einer veranderten Tight
Junction-Strangmorphologie und einer erhohten Permeabilitit der
Blut-Hirn-Schranke

Um zu untersuchen, ob die Cldn3-Defizienz und die damit einhergehende Cldn1-Reduktion

eine Auswirkung auf die Struktur und Funktionalitdt der BHS hat, wurden koronare

Kryoschnitte des Gehirns mittels einer HE-Farbung hinsichtlich moéglicher Infiltrate oder einer

Odembildung analysiert. Diese morphologische Ubersichtsfarbung zeigte eine klare raumliche

Ordnung der untersuchten Gehirne: Im vertikal geschichteten Kortex waren in der Lamina |

nur wenige Zellkerne, durch Hamatoxylin blau gefarbt, erkennbar. Die tieferen Schichten der

Lamina enthielten dicht gepackte Neuronen, Pyramidenzellen mit ihrem groRen Perykarium

und Gliazellen, die vergleichsweise schwach gefarbt wurden. Unter dem schwach gefarbten

Corpus callosum waren die lateralen Ventrikel mit dem Choroidalplexus und die fibrillare

Struktur des Striatums ebenfalls deutlich zu unterscheiden. Odeme oder Infiltrate wurden in

keinem der untersuchten Tiere gefunden (Abb. 3.8).

A 10x VergroRerung
rechte Hemisphéare

Abb. 3.8: Cldn3-KO Mause weisen
keine Auffilligkeiten in der ZNS-
Morphologie auf.
(A) Ausschnitt einer reprasentativen
Ubersichtsaufnahme  eines  HE-
gefarbten Kryoschnitts der rechten
Hemisphare einer Cldn3-KO Maus in
Striatum 10x VergroBerung. (B) Exemplarische
o R “..5 Aufnahmen verschiedener Bereiche
~ im Kortex und Striatum einer WT-
und einer Cldn3-KO Maus. Erkennbar
waren die Schichtung des Kortex
" (Lamina I-1V), Gliazellen (Pfeilképfe),
. Pyramidenzellen (Pfeile) und die
+ fibrillare Struktur des Striatums; n=5.

Cldn3-KO
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Allerdings wurde an isolierten kortikalen Gehirnkapillaren mittels
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie eine veranderte TJ-Ultrastruktur bei Cldn3-KO Mausen
festgestellt. Sowohl die TJ-Strdnge in WT- als auch in Cldn3-KO-Kapillaren waren als
aneinander gereihte Partikel im Gefrierbruch der Plasmamembran erkennbar, wobei sie in der
extrazelluldren Bruchseite (E-face, EF) deutlich strukturierter erschienen als in der
Protoplasmabruchseite (P-face, PF). Im WT erstreckte sich der TJ-Proteinkomplex (iber
70,2+4,9% der untersuchten E-face-Flaiche, Im Cldn3-KO nahmen TIJ-Strange nur
49,2 + 10,3 % ein. Auffallig waren die hohere Strangparallelitdt EF-assoziierter TJ-Strdange im
Cldn3-KO sowie deren geringere Komplexitat im Vergleich zum WT. Der geringere
Verzweigungsgrad der Cldn3-KO-Strange resultierte in signifikant gréBeren Maschen (Abb.
3.9).

Abb. 3.9: Der Cldn3-KO verdndert die
% Struktur der TJ-Strénge isolierter
% Gehirnkapillaren.
& Gefrierbruch-
elektronenmikroskopische Aufnahmen
% von TJ-Strangen isolierter
: Gehirnkapillaren aus WT und Cldn3-KO
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¥ TJ-Strang-Netzes. In der E-face (EF)
‘| bildeten TJ-Strange im Cldn3-KO im
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Die veranderte Ultrastruktur der TJs Cldn3-defizienter Maduse filihrte zur erhohten
Permeabilitdit der BHS. Nach i.v. Injektion fluoreszierender Farbstoffe verschiedener
MolekulargrofRen wurde im Gehirnhomogenat Cldn3-defizienter Mause eine dem Wildtyp
gegenliber erhéhte Aufnahme von Natriumfluorescein (376 Da) detektiert. Die groRReren
Farbstoffe Evans Blue (960 Da, Plasmaprotein-assoziiert) und FD10 (10 kDa) wurden hingegen

nicht verstarkt aufgenommen (Abb. 3.10). Die Bestimmung der Menge und Lokalisation von
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Natriumfluorescein im Gewebe anhand seiner Fluoreszenz in Kryoschnitten mittels konfokaler

Mikroskopie war nicht eindeutig (Abb. 7.1).
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Abb. 3.10: Cldn3-KO Maduse nehmen zerebral im Vergleich zum Wildtyp die doppelte Natriumfluorescein-
Menge auf.

Detektion i.v. applizierter Fluoreszenzfarbstoffe nach 30 min Zirkulation im Blut anhand ihrer Fluoreszenz im
Gehirn- bzw. Lebergewebe. Gezeigt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat + SEM von Natriumfluorescein, Evans
Blue oder FD10 aus je 100 mg Gewebe, normiert auf die jeweilige Aufnahme im WT-Gewebe; nnatriumfluorescein=12,
NEvans Blue, Fp10=5, Mann-Whitney-Test mit ***, p < 0,001.

3.2.4 Claudin-3-Defizienz unter pathologischen Bedingungen

3.2.4.1 Claudin-3-Defizienz bewirkt bei Ischiamie eine im Vergleich zum Wildtyp
unterschiedliche Regulation von Claudin-5, Occludin und ZO-1 an der Blut-Hirn-
Schranke
Im Folgenden wurde am MCAO-Modell (Middle Cerebral Artery Occlusion) der Maus
untersucht, inwiefern sich eine Cldn3-Defizienz unter ischdamischen Bedingungen auf die
Funktionalitat der BHS anders auswirkt als im WT. Dazu wurde in der linken Hemisphare die
mittlere Gehirnschlagader transient verschlossen und das Infarktgeschehen im Cldn3-KO
sowie WT 3 h bzw. 48 h nach Beginn der Reperfusion untersucht. Die Ausbildung eines
Infarktareals, bestimmt mittels DWI-MRT (diffusionsgewichtete
Magnetresonanztomographie) und einem ADC (apparent diffusion coefficient) mapping,
zeichnete sich in beiden Genotypen bereits 3 h nach Beginn der Reperfusion als Bereich mit
verminderter Diffusion (blau) ab. Das Lasionsvolumen betrug im WT7,6+1,8% der
contralateralen Hemisphare, im Cldn3 KO 6,0+ 1,2 %. Nach 48 h Reperfusion wurde die
Quantifizierung der Lasionsgrofle mittels Hamatoxylin-gefarbter koronarer Kryoschnitte
vorgenommen. Das Infarktareal, deutlich schwacher gefarbt als umliegendes, nicht
betroffenes Gewebe, war am starksten im Striatum der linken Hemisphare in der

Schnittebene 2 ausgepragt, weitete sich jedoch oft auch auf den Kortex aus. Cldn3-KO Mause
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wiesen bezogen auf die contralaterale Hemisphdre im Vergleich zum WT eine signifikant
geringere Lasion (WT29,86+4,4%; Cldn3KO 12,7+2,7%) sowie ein geringeres
Schwellungsvolumen der ipsilateralen Hemisphare auf (WT 18,8+3,9%, Cldn3-KO
9,4 +2,4 %), siehe Abb. 3.11.
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Abb. 3.11: Cldn3-KO Mause haben ein geringeres, relatives Infarktvolumen als Wildtyp-Mause.

(A) Exemplarische DWI-MRT-Sequenzen mit ADC-mapping einer WT- und Cldn3-KO Maus nach 1 h MCAO und
3 h Reperfusion. Die GroRe des Schadigungsbereichs (blau), bezogen auf die contralaterale Hemispéhre,
unterschied sich zwischen WT und Cldn3-KO nicht; relativer, mittlerer Schadigungsbereich + SEM; n=6-7. (B)
Exemplarische Hamatoxylin-Farbungen von Gehirn-Kryoschnitten einer WT- und einer Cldn3-KO Maus nach 48 h
Reperfusion. Das Infarktareal (schwarz umrandet) war an der schwachen Hamatoxylin-Farbung erkennbar. Die
mittlere InfarktgroBe + SEM sowie die mittlere ipsilaterale Schwellung + SEM, bezogen auf die contralaterale
Seite, waren im Cldn3-KO gegeniiber dem WT signifikant geringer; n=21, Mann-Whitney-Test mit *, p < 0,05 und
** p<0,01.

Um den Unterschied hinsichtlich des Infarktgeschehens in WT und Cldn3-KO Mausen zu
erklaren, wurden die TJ-Proteine Cldn5, Occl und ZO-1 des Kapillarendothels im Striatum der
Schnittebene 2 von Mausen mit vergleichbaren Infarktgroffen immunhistochemisch
hinsichtlich Cldn5, Occl und ZO-1 analysiert. Abb. 3.12 zeigt exemplarische Immunfluoreszenz-
Ubersichtsaufnahmen von Cldn5 (griin) und ZO-1 (rot) einer WT- und einer Cldn3-KO Maus
nach 3 h Reperfusion. Bereits zu diesem Zeitpunkt war sowohl im WT als auch im Cldn3-KO
Gewebeuntergang im Infarktareal anhand der geringeren Anzahl DAPI-gefarbter Zellkerne
erkennbar. Weiterhin erschienen im kontralateralen Striatum viele TJs langgezogen. Im

Infarktareal verkirzte sich ihre Fluoreszenz-positive Lange.
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Abb. 3.12: Verdanderungen der TJs im infarzierten Striatum sind nach 3 h Reperfusion erkennbar.
Ubersichtsdarstellung von Kryoschnitten MCAO-operierter WT- und Cldn3-KO Mause mittels einer Himatoxylin-
sowie einer immunhistochemischen Farbung. (A) zeigt die striatalen Areale (rote Pfeile) einer
Hamatoxylinfarbung, welche zur immunhistochemischen Analyse eines benachbarten Gewebeschnitts derselben
Maus herangezogen wurden. (B) Das infarzierte Striatum fiel in beiden Genotypen durch weniger Zellkerne
(DAPI, blau) auf. Cldn5-Fluoreszenz-positive Tls (griin), Gberlagert mit ZO-1 (rot), erschienen verkiirzt (Pfeile) im
Vergleich zum eigenen contralateralen Striatum.
Im Folgenden wurden einzelne TJs mittels Immunfluoreszenz detaillierter hinsichtlich ihrer
Lange und der Cldn5- bzw. ZO-1-Fluoreszenz betrachtet. Im contralateralen Striatum wurden
keine Unterschiede zwischen WT und CInd3-KO festgestellt. Die gemittelte Cldn5-Fluoreszenz-
positive TJ-Lange innerhalb einer Fokusebene betrug beim WT 68,7 £ 4,7 um und im Cldn3-KO
61,7 + 3,6 um. Im Infarktbereich waren die TJ-Strdnge beider Genotypen im Vergleich zur
kontralateralen Seite starker fragmentiert, was in einer signifikant reduzierten Cldn5-
Fluoreszenz-positiven TJ-Lange resultierte (WT 53,9 + 3,8 um; Cldn3-KO 45,4 + 2,5 um). Die
Cldn5-Fluoreszenzintensitat im Signal-positiven Bereich blieb im Infarktbereich gegentiber der
kontralateralen Hemisphdre unverandert. Jedoch war die ZO-1-Fluoreszenzintensitat
zwischen WT und Cldn3-KO verschieden. Im WT-Infarktareal wurde eine signifikante

Verringerung gegeniiber der contralateralen Seite gemessen (88,4 +3,7 %), wahrend im

Cldn3 KO keine wesentliche Anderung eintrat (94,6 + 4,0 %), gezeigt in Abb. 3.13.
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Abb. 3.13: Z0-1 ist in TJs der Gehirnkapillaren nach 3 h Reperfusion in WT-Mausen im Gegensatz zum Cldn3-
KO verringert.

Analyse immunhistochemischer Farbungen einzelner Cldn3-KO- sowie WT-TJs in Kapillaren des Infarktareals
(Infarkt), bezogen auf das contralaterale Areal (contra) nach 60 min MCAO und 3 h Reperfusion hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitaten von Cldn5 (griin) und ZO-1 (rot) sowie die relative Lange der Cldn5-Fluoreszenz-positiven
TJs. Die Cldn5-Fluoreszenzintensitdt im Infarktareal blieb in beiden Genotypen unverdndert, die ZO-1-
Fluoreszenzintensitat war nur im WT-Infarktbereich verringert. Die Cldn5-Fluoreszenz-positive Lange der TJs war
in beiden Genotypen gleichermalRen verringert (gestrichelte Pfeile; 79,9 +4,8% im WT; 74,5+4,8% im
Cldn3-K0O); Mittelwerte + SEM; n= 49-61 aus je 4-6 Mausen, Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplem
Vergleichstest mit *, p < 0,05 und ***, p < 0,001.

Nach 48 h Reperfusion wurde die Verkiirzung der Cldn5-Fluoreszenz-positiven TJs im
Infarktbereich beider Genotypen starker deutlich. Im WT nahm die durchschnittlich
verfolgbare Cldn5-Fluoreszenz-positive Lange von 61,3 £ 3,0 um im contralateralen Areal auf
39,9 + 2,4 um im Infarktareal ab, im Cldn3-KO wurde eine Reduktion von 59,9 + 3,3 um auf
39,7 £ 2,3 um festgestellt. Gleichzeitig stieg die relative Cldn5-Fluoreszenzintensitdat im

Infarktareal von WT-Mausen signifikant an (31,8 + 8,0 %). In Cldn3-defizienten Mausen war
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deren Erhéhung um 20,8 + 8,0 % nur als starke Tendenz erkennbar. Die Fluoreszenzintensitat
von Z0-1 normalisierte sich im WT-Infarktareal (93,4 + 4,9 %), wahrend im Cldn3-KO eine
signifikante Reduktion auf 76,4 + 3,0 % gegeniiber der contralateralen Seite zu verzeichnen

war (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Cldn5 und ZO-1 in zerebralen TJs von WT-Mausen nach 48 h Reperfusion werden im Vergleich zum
Cldn3-KO unterschiedlich reguliert.

Immunhistochemische Farbung von Gehirn-Kryoschnitten von WT- und Cldn3-KO Mausen nach 30 min MCAO
und 48 h Reperfusion. Im Infarktbereich wiesen WT-TJs eine signifikant erhéhte Cldn5-Fluoreszenzintensitat
(gran) gegeniiber der contralateralen Seite auf. Im Cldn3-KO war der Effekt als starke Tendenz erkennbar. Die
relative ZO-1-Fluoreszenzintensitat (rot) blieb im WT-Infarktareal unverdndert, im Cldn3-KO verringerte diese
sich signifikant. Die relative Verkiirzung der Cldn5-Fluoreszenz-positiven TJ-Ladnge im Infarktareal war bei beiden
Genotypen vergleichbar stark (WT 60,2 + 3,4 %; Cldn3-KO 61,9 + 3,6 %); Mittelwerte + SEM; n=51-77 aus je 4 bis
6 Mausen, Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunns multiplen Vergleichstest mit *, p <0,05;
** p<0,01*und ***, p <0,001.
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Auch Occl wurde im Cldn3-KO im Vergleich zum WT unterschiedlich reguliert. Nach 3 h
Reperfusion verringerte sich im WT-Infarktareal seine Fluoreszenzintensitat auf 84,6 £ 3,1 %
des entsprechenden contralateralen Areals, wahrend im Cldn3-KO zu diesem Zeitpunkt keine
Anderung eintrat. Vergleichbar zu Cldn5 wurde ebenfalls eine Verkiirzung Occl-Fluoreszenz-
positiver TJs in beiden Genotypen beobachtet. Fiir diese Analyse wurde ein anderer ZO-1-
Primarantikorper als Gegenfarbung verwendet. Dieser zeigte dieselbe Tendenz wie in der fir

die Auswertung der Gegenfarbung zu Cldn5 verwendete Antikorper (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Occl und Z0O-1 in TJs der WT-Gehirnkapillaren sind 3 h nach MCAO verringert, im Cldn3-KO hingegen
unverandert.

Immunhistochemisch gegen Occl (griin), ZO-1 (rot) und Zellkerne (DAPI, blau) gefarbte TJs im Infarktbereich sowie
im contralateralen Areal nach 3 h Reperfusion sowie die Quantifikation der Fluoreszenzintensitat und der
Fluoreszenz-positiven TJ-Ldnge, bezogen auf die contralaterale Hemisphdre. Im WT war die relative
Fluoreszenzintensitat von Occl und ZO-1 verringert, im Cldn3-KO-Infarktareal nicht wesentlich verandert. Die
Occl-Fluoreszenz-positive Kapillarlange reduzierte sich in beiden Genotypen im Infarktbereich gleichermaRen;
Mittelwerte + SEM; n= 41-61 aus 4-6 Mausen, Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichstest mit *,
p <£0,05; **, p <0,01*und ***, p <0,001.
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Nach 48 h Reperfusion nahm die Occl-Fluoreszenzintensitdt im signalpositiven Bereich beim
Wildtyp und Cldn3-KO gleichermalen ab (WT auf 60,7 £ 3,9 %; Cldn3-KO auf 68,5 * 4,4 %). Die
Occl-Fluoreszenz-positive TJ-Lange war jedoch zwischen WT und Cldn3-KO signifikant
verschieden. Im WT reduzierte sich diese im Infarktbereich auf 54,4 + 3,9 % bezogen auf die
contralaterale Seite, im Cldn3 KO dagegen auf 37,4 + 1,9 %. Auch zu diesem Zeitpunkt zeigte
der hier verwendete ZO-1-Antikorper dieselbe Tendenz wie in der fiir die Auswertung der

Gegenfarbung zu Cldn5 verwendete (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 Occl ist in zerebralen TJs von WT- und Cldn3-KO Mausen nach 48 h Reperfusion verringert.

Exemplarische immunhistochemische Farbungen von Kryoschnitten nach 30 min MCAO und 48 h Reperfusion
mit einer Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat von Occl (griin) und ZO-1 (rot) sowie die gemessene Occl-
Fluoreszenz-positive TJ-Lange, bezogen auf die contralaterale Seite. Occl wies eine deutlich schwachere
Fluoreszenzintensitat im Infarktbereich beider Genotypen auf. Die ZO-1-Fluoreszenzintensitadt im Infarktbereich
war nur im Cldn3-KO signifikant verringert. Die Occl-Fluoreszenz-positive Kapillarlange verringerte sich im
Infarktbereich des Cldn3-KO signifikant starker als im WT; Mittelwerte + SEM; n= 47-60 aus 4-6 Mausen;
Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichstest mit *, p < 0,05; **, p < 0,01 und ***, p <0,001.
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AbschlieBend wurde untersucht, ob die unterschiedlich starke Odembildung zwischen WT und
Cldn3-KO in Zusammenhang mit Wasserkanal-bildenden Aquaporinen (AQP) steht. Dazu
wurden AQP-1 und -4 nach 3 h Reperfusion in WT- sowie Cldn3-KO Mausen analysiert.
Ubereinstimmend mit Stokum et al., 2015 wurde nach 30 min Reperfusion im ischdmischen
Striatum eine erh6hte AQP-4 Expression beobachtet. Diese war jedoch nicht assoziiert mit TJs
der BHS, mittels ZO-1 als Junction-Marker gefarbt, sondern war perivaskular lokalisiert und im
Cldn3-KO vom WT nicht verschieden (Abb. 3.17). AQP-1 hingegen konnte weder unter
Normalbedingungen noch nach Ischamie Endothel-assoziiert immunhistochemisch

nachgewiesen werden (Abb. 7.2).

Cldn3-KO
Uberlagerung + 70-1
= d"DAPI

4 m 25 um

Abb. 3.17: Die Expression von Aquaporin-4 nach Ischamie ist im WT und
Cldn3-KO nicht verschieden.

AQP-4 Kapillar-assoziiert

g 1.5 WT Cldn3 KO Immunhistochemische Farbung von AQP-4 und ZO-1 nach 1 h MCAO und
5 3 h Reperfusion. Im contralateralen Areal war AQP-4 (griin) hauptséachlich
E1l0 um das Kapillarendothel, welches durch seine Junctions (ZO-1, rot) markiert
g wurde, lokalisiert. Im Infarktbereich war die Fluoreszenzintensitat von AQP-
20.5 4 an den Kapillaren sowohl im WT als auch im Cldn3-KO, bezogen auf den
'g contralateralen Bereich, unverdndert (WT 94,5+5,0%; Cldn3-KO
£ 0.0 RIS 96,1+4,1%). Es wurde weiterhin stark im perivaskuldren Bereich
T_.; © \({@ <,°°\<\@ exprimiert (Pfeile); Mittelwert + SEM, n=24-34 aus jeweils 3 M&usen.

3.2.4.2 Unter hypoxischen Bedingungen ist die Claudin-1-Transkription verringert

Um die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Analysen am MCAO-Modell zu stiitzen, sollten
Untersuchungen kortikaler Gehirnkapillaren unter hypoxischen Bedingungen Aufschluss liber
die Regulation der TJ-Komponenten liefern. Hierzu wurden isolierte Gehirnkapillaren in
Glucose-haltigem Kulturmedium vierstiindiger Hypoxie ausgesetzt und die relative mRNA-

Transkription verschiedener TJ-Komponenten gemessen. Die Transkription von GLUT-1,
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einem Marker fiir Hypoxie, wurde in beiden Genotypen gleichermalien stark hochreguliert.
Von den untersuchten TJ-Komponenten war einzig die Cldnl-Transkription im WT unter
Hypoxie statistisch signifikant herunterreguliert. Der Cldn3-KO zeigte ebenfalls eine Cldn1-
Herunterregulation, erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Das Expressionsniveau von
Z0-1 blieb unverandert. Occl, Cldn3, -5 und -12 zeigten leichte, tendenzielle Verminderungen.
(Abb. 3.18). Die Ergebnisse dieses ex vivo Modells stitzten die MCAO-Ergebnisse auf
Proteinebene nicht, sodass Hypoxie allein nicht der regulierende Faktor zu sein scheint.
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Abb. 3.18: Die Cldn1-mRNA-Transkription ist unter hypoxischen Bedingungen reduziert.

Mittlere, relative mRNA-Transkription + SEM verschiedener Claudine sowie Occl, ZO-1 und des Hypoxiemarkers
GLUT-1 in isolierten Gehirnkapillaren adulter M&duse nach 4 h Hypoxie. Die Analyse erfolgte mittels qRT-PCR,
einer internen Normierung auf endogenes B-Aktin (ACr) und im Weiteren auf die Expression unter
physiologischen Bedingungen. Der Hypoxiemarker GLUT-1 war in beiden Genotypen signifikant hochreguliert,
die Cldnl-Transkription im WT hingegen verringert; n= 6-9; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen
Vergleichstest mit *, p < 0,05 und **, p <0,01.

3.3 Die niedermolekulare Substanz BO1 zur Modulation von Claudin-5

Wegen der groBenselektiven Abdichtung der BHS durch Cldn5 und seiner vergleichsweise
hohen Expression eignet es sich besonders als Target zur Modulation der BHS-Permeabilitat
(Nitta et al.,, 2003). Daher wurde im Folgenden der Fokus auf die Wirkung des
Cldn5-Modulators BO1 zur Cldn5-basierten Modulation der BHS gelegt. BO1 bestehend aus
einem mit einem Phenyl- sowie Anisylrest substituierten Pyrazolidin-Ring und Nalidixinsdure,
welche Uber eine Carbonsadure-Estergruppe verbrickt sind, wurde in Epithelzellkulturen von
Tscheik (2014) erstmals als Barriere-Offner beschrieben. Zur Wirksamkeit am Endothel sowie

unter in vivo Bedingungen war bislang nichts bekannt.

3.3.1 Loslichkeit und Toxizitdt des BO1 sowie seiner Derivate
Zunachst wurden Untersuchungen zur Loslichkeit, Toxizitdat und Eingrenzung der Wirkregion
der niedermolekularen Substanz BO1 durchgefiihrt. Die SUbstanz war in reinem DMSO bis zu

einer Konzentration von etwa 500 mM |6slich. Bei der Verdiinnung in Phosphatpuffer wurde
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eine maximale Loslichkeit von 30 uM unter Verwendung von 0,5 % DMSO als Co-Solvent
erreicht. Um die Wirkregion von BO1 einzugrenzen, wurden zwei BO1-Derivate verwendet
(Abb. 3.19). BO1-C (Nalidixinsaure) und BO1-D (aromatisches Pyrazolidin-Ring-System),
abgeleitet von den méglichen Produkten der Esterhydrolyse, hatten ein zu BO1 vergleichbares
Loslichkeitsverhalten (500 mM in DMSO). BO1-N sollte aufgrund seiner Amidgruppe in vivo
eine hohere Stabilitat als BO1 gegeniber Esterasen aufweisen. Das Derivat hatte jedoch eine
drastisch schlechtere Loslichkeit als BO1: In reinem DMSO konnten nur 20 mM geldst werden.
Auch andere aprotisch polare Lésungsmittel wie Aceton und Acetonitril verbesserten die
Loslichkeit nicht. Seine maximale Loslichkeit in Phosphatpuffer betrug lediglich 7,5 uM. In
Zellkulturmedium konnten alle Substanzen unter Zusatz von 0,5 % DMSO bis zu einer

Konzentration von 50 uM gel6st werden.
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Abb. 3.19: Strukturformeln von BO1 und seinen Derivaten

Die Ausgangssubstanz BO1 (Mw=525 g/mol) ist kaum wasserldslich, jedoch gut |&slich in DMSO. Ahnliches gilt fiir
die Derivate BO1-C (Mw=232 g/mol) und BO1-D (Mw=294 g/mol). Beim Derivat BO1-N wurde die Estergruppe
durch eine Amidgruppe ausgetauscht. Dies resultierte in einer schlechteren Loslichkeit in DMSO.

Mittels eines auf der metabolischen Aktivitat von Zellen basierenden Vitalitatstests wurde
Uberpruft, inwiefern BO1 oder seine Derivate in den verwendeten Konzentrationen
zytotoxisch auf das in vitro BHS-Modell wirkten. Hierzu wurden bEnd.3 Zellen unter
Normalbedingungen bzw. mit den verschiedenen Substanzen inkubiert und die Reduktion des
Farbstoffs MTT, ein Tetrazoliumsalz, zu Formazan als MaR fiir metabolische Aktivitdt und
somit Vitalitdt gemessen. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen beeintrachtigten weder 0,5 %
DMSO noch BO1, BO1-C oder BO1-D bis zu einer Konzentration von 50 uM die Zellvitalitat. Die
Inkubation mit BO1-N hingegen filhrte konzentrationsabhangig zur abnehmenden

Mitochondrienaktivitat und damit verringerten Zellvitalitdt (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Das Derivat BO1-N wirkt auf bEnd.3 Zellen zytotoxisch.

Photometrische Bestimmung der MTT-Reduktion zu Formazan als Maf fur die Zellvitalitat in bEnd.3 Zellen. Ein
Zellrasen wurde fur 16 h mit 0,5 % DMSO oder in 0,5 % DMSO haltigem 15 uM bzw. 50 uM BO1 oder BO1-C, -D
bzw. -N inkubiert und die mittlere relative Zellvitalitat + SEM bestimmt. Als zytotoxisch wirkende Kontrolle wurde
0,001 % Tx-100 verwendet. Von den getesteten Substanzen zeigte nur BO1-N konzentrationsabhangig eine

toxische Wirkung; nNunbehandelt, Tx-100 und dMso=13, Ngo1, Bo1-c und Bo1-0=5, Neo1-n=8; Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
multiplen Vergleichstest zur unbehandelten Kontrolle mit **, p < 0,01.

3.3.2 BO1 reduziert die Cldn5-Proteinmenge starker als seine Derivate

Die Wirkung von BO1 und seiner Derivate auf Cldn5 wurde mittels Western Blot und
Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Nach Inkubation von bEnd.3 Zellen mit BO1 bzw. der
Derivate BO1-C oder —-D fir 16h wurde die Cldn5-Menge quantifiziert. Unter
Kontrollbedingungen (0,5 % DMSO) wurde im Zelllysat Cldn5 als spezifische Bande der Grol3e
von ca. 23 kDa identifiziert. Die Bandenintensitat, bezogen auf endogenes GAPDH (36 kDa),
war in Abhangigkeit von der BO1-Konzentration stark reduziert. Die Pyrazolidinkomponente
(BO1-D) trug starker zur Wirkung bei als Nalidixinsdaure (BO1-C), jedoch waren beide Teile
notig fur den maximalen Effekt (Abb. 3.21).

A o2 e Fore Abb. 3.21: BO1 fiihrt in bEnd.3 Zellen zur stirkeren
‘ M S Cldn5-Verminderung als seine Derivate.
W e v, Western Blot Analyse von bEnd.3 Zellen nach
o x ‘&'(' Q Inkubation mit 0,5% DMSO in Kulturmedium bzw.
0@"’ Kol é&o O oS mit 15 uM BO1, 50 uM BO1 oder 50 uM BO1-C oder
(9°|° Q@ oV Q@ R -D jeweils in 0,5 %DMSO fiir 16 h. Gezeigt sind in (A)
kDa O N PO < ein exemplarischer Western Blot von Cldn5 (ca.
— 23 kDa) und GAPDH (36 kDa) als Ladekontrolle und
= —— GAPDH (B) die densitometrische Auswertung der auf GAPDH
25 bezogenen mittleren Cldn5-Bandenintensitat £ SEM;
— n=7, one-way-ANOVA und Dunnetts multipler
—— > WP SN Cldns Vergleichstest im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit
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Immunfluoreszenzstudien bestatigten die unterschiedliche Wirkung von BO1 und seiner
Derivate. Hierzu wurden mit BO1 bzw. den Derivaten inkubierte bEnd.3 Zellen gegen Cldn5
und ZO-1 gefarbt und die mittlere Fluoreszenzintensitat bestimmt. Zunachst fiel die starkere
intrazellulare Cldn5-Lokalisation in der DMSO-Kontrolle im Vergleich zu unbehandelten Zellen
auf (Abb. 7.3). Somit hatten bereits 0,5 % DMSO einen Einfluss auf Cldn5 in Endothelzellen,
jedoch ohne die Zellvitalitat (Abb. 3.20) einzuschranken. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Tscheik (2014) an epithelialen Zelllinien kam es in den Endothelzellen nach Inkubation mit BO1
nicht zur Cldn5-Umverteilung von der Plasmamembran ins Zytosol, sondern zur gleichmaligen
Cldn5-Reduktion sowohl in den Zellkontakten als auch intrazellular. Verglichen mit der DMSO-
Kontrolle verringterte 15 uM BO1 die Cldn5-Fluoreszenz auf 79,0 + 1,6 % in den Zellkontakten
und auf 71,0 + 1,9 % intrazellular. 50 uM BO1 wirkten starker (49,5 + 1,8 % in der Membran;
56,0 + 1,8 % intrazelluldr). Ubereinstimmend mit den Western Blot Analysen beeinflusste
50 uM BO1-D im Vergleich zu BO1 Cldn5 schwacher. In Zellkontakten wurde eine Verringerung
auf 86,0 + 1,9 % der DMSO-Kontrolle und intrazellular auf 67,2 + 2,0 % gemessen. BO1-C hatte
den schwachsten Cldn5-reduzierenden Effekt (Verringerung in Zellkontakten auf 91,8 £ 1,7 %
und auf 88,6 + 2,8 % intrazelluldr gegeniiber der Kontrollgruppe). Die Inkubation mit 50 uM
BO1 fuhrte weiterhin zur erhéhten relativen ZO-1-Fluoreszenzintensitat in den Zellkontakten
auf 111,1 £ 2,1 % verglichen mit der DMSO-Kontrolle. 50 uM BO1-D reduzierte hingegen die
Z0O-1-Fluoreszenz intrazellular auf 93,2 + 2,4 % der DMSO-Kontrolle (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: BO1-C und -D vermindern die Cldn5-Proteinmenge in Zellkontakten in geringerem MaRe als BO1.
(A) Exemplarische Immunfluoreszenzaufnahmen konfluenter bEnd.3-Zellen nach 16 h Inkubation unter
Kontrollbedingungen (0,5 % DMSO in Kulturmedium) bzw. mit 15 pM bzw. 50 uM BO1, 50 uM BO1-C oder -D in
0,5 % DMSO. Cldn5 (griin), ZO-1 (rot) und Zellkerne (DAPI, blau) wurden sichtbar gemacht. (B) Quantifizierungen
der mittleren Cldn5- bzw. ZO-1-Fluoreszenzintensitaten + SEM in Zellkontakten sowie intrazellular, relativ zur
DMSO-Kontrolle; n>200 in vier unabhangigen Experimenten, Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem Dunns
multiplen Vergleichstest mit *, p < 0,05, **, p <0,01 und ***, p < 0,001 verglichen mit 0,5% DMSO.

3.3.3 BOL1 reduziert die Dichtigkeit endothelialer Zellbarrieren

Um zu Uberprifen, ob BO1 und seine Derivate einen Barriere-modulierenden Charakter
gegeniber Ladungstragern in bEnd.3 Zellen haben, wurde mittels ECIS der TER bestimmt. Abb.
3.23 zeigt den zeitlichen Verlauf Gber 48 h, bezogen auf die Kontrollbedingungen (0,5 % DMSO
in Kulturmedium). Innerhalb von 5h nach Beginn der BO1-Inkubation kam es zur
konzentrations- und zeitabhangigen TER-Verringerung. Niedrige BO1-Konzentrationen

(7,5 uM und 15 uM) bewirkten den maximalen Effekt nach ca. 10 h (81,9+1,0% bzw.
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70,0 + 3,8 % der DMSO-Kontrolle), welcher innerhalb von 45 h reversibel war. Bei Applikation
hoherer BO1-Konzentrationen (30 uM und 50 uM) wurde das TER-Minimum nach ca. 20 h
erreicht (60,7+4,5% bzw. 62,7+7,2% der DMSO-Kontrolle) und war innerhalb des
Beobachtungszeitraums nicht reversibel. 30 uM BO1-D zeigte tendenziell einen TER-
verringernden Effekt ca. 20 h nach Substanzapplikation (84,8 £ 6,2 % der DMSO-Kontrolle).
BO1-C beeinflusste den TER nicht messbar.

A 435 BO1-Applikation

l

_______

—————— I
e “S5iliny -zsﬁﬁﬁﬁiﬂﬁimﬁs_:ngﬂ
75 QWITTTTTT—*— --------------------- iiﬁ
g _| 0 TheEm T L aasanieisans ey
50
3g-|' 0.5% DMSO
I I I I I I I I I I I 1 7,5 |llM 801

_ s 15uMBO1
Zeit [h] 30 uM BO1

 Boni Do Do i

%0 I
5h 10 h 20h 50h
B Applikation der BO1-Derivate
g 110 ﬁﬁﬁE%555gmﬁﬁigﬁiﬂgﬁiﬁ,ﬁgﬁm Gl o smsoc

= ,.,.,.,. | S AEOHIFT RN
= 100 2t HelRuseuy,

nnﬂnnllnllllll - 50 |.lM BO1-C

E I == T.Y:ﬁ ITIIIII:uI"-I\"!Ji""‘ P ISy 30 l‘lM BO1-D
Fool 3 MM eetetititite, - 0umboiD
- 80
50 —|'
O I T T T T I T T I T T 1
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit [h]

Abb. 3.23: BO1 bewirkt konzentrationsabhangig die transiente Absenkung des TER in bEnd.3 Zellen.
Impedanzmessung von b.End3 Zellen mittels ECIS bei 4000 Hz und stlindliche Ermittlung des TER. Nach Erreichen
eines stabilen TER wurden die Zellen fur ca. 50 h unter Kontrollbedingungen kultiviert (0,5% DMSO in
Kulturmedium) bzw. mit (A) 7,5 uM, 15 uM, 30 uM oder 50 uM BO1 in 0,5 % DMSO oder (B) mit 30 uM oder
50 uM BO1-C bzw. -D in 0,5 % DMSO inkubiert. Gezeigt sind mittlere TER-Werte + SEM, bezogen auf die DMSO-
Kontrolle; ngo1=6, Noerivate=3-4, zu den Zeitpunkten 5, 10; 20 und 50 h Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen
Vergleichstest mit *, p 0,05, **, p <0,01 und ***, p < 0,001 gegen die jeweilige DMSO-Kontrolle.

3.3.3.1 BO1 beeinflusst tendenziell die Tight Junction-Ultrastruktur

In orientierenden Experimenten sollte geklart werden, ob die Cldn5-Reduktion an den
Zellkontakten durch BO1 zu Anderungen der TJ-Ultrastruktur fihrt. Hierzu wurden YFP-Cldn5

stabil transfizierte HEK-293 Zellen, ein etabliertes in vitro Modell zur Untersuchung der
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TJ-Strangbildung durch Claudin-Interaktionen, mit 25 uM BO1 inkubiert und mittels
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie analysiert (Abb. 3.24).

YFP-Cldn5 stabil transfizierte HEK-293 Zellen bildeten hauptsachlich E-face-assoziierte TJ-
Strange aus. Die TJ-Strangstruktur wurde durch BO1 nicht homogen verandert. Stellenweise
erschienen die Strange nach BO1-Inkubation weniger strukturiert: Es traten zwei bis drei dicht
neben einander liegende (Abstand < 40 nm) diskontinuierliche Strange in raumlicher Nahe zu
Furchen ohne Partikel auf. Die quantitative Bestimmung der einzelnen Maschen im
TJ-Strangnetz hinsichtlich der MaschengrolRe zeigte nach der BO1-Inkubation im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle tendenziell gréRere Maschen (0,09 +0,01um?). Die Form der Maschen,
ausgedruckt durch die Zirkularitat, ein MaR flr das Verhaltnis des Umfangs einer Zelle zum

perfekten Kreis mit gleicher Flache, blieb hingegen unverandert.
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Abb. 3.24: BO1 beeinflusst tendenziell die TJ-Ultrastruktur in YFP-CId5 transfizierten HEK-293 Zellen.
Gefrierbruch-elektronenmikroskopische Aufnahmen stabil YFP-CId5 exprimierender HEK-293 Zellen, inkubiert
mit 25 uM BO1 in 0,5 % DMSO bzw. nur mit 0,5 % DMSO. (A) zeigt die gemessene mittlere Flache einzelner
Maschen E-face-assoziierter Strange und ihre Form, beschrieben durch die Zirkularitat; Mittelwerte + SEM,
Nunbehandelt=55, Nbmso=75, neo1=71. (B) Reprasentative Aufnahmen der TJ-Strdnge. Unbehandelte bzw. DMSO-
Kontroll-behandelte TJ-Strange bildeten gleichmaRige Maschen, nach BO1-Inkubation traten teilweise TJ-
Stréange im Abstand < 40 nm (rote Pfeile) sowie Furchen ohne Strange auf (gelbe Pfeile).
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3.3.3.2 BO1 vermindert die Claudin-5-Transkription

Flr das Verstandnis der BHS-modulierenden Wirkung von BO1 ist nicht nur die Identifikation
der beeinflussten Proteine, sondern auch der Wirkmechanismus essentiell. Es ist bekannt,
dass Cldn5 u.a. durch B-Catenin und den Transkriptionsfaktor FoxO1 reguliert wird, nachdem
die Zelladhasion gestort wurde (Gavard and Gutkind, 2008; Taddei et al., 2008). Im Folgenden
wurde untersucht, inwiefern BO1 diesen beschriebenen Zusammenhang von Tight Junctions
und Adherens Junctions in bEnd.3 Zellen beeinflusst. Eine Inkubation mit 50 uM BO1 fiir 16 h
reduzierte die Cldn5- und ZO-1-Transkription im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signifikant (6,5-
fache Cldn5-Verringerung und 2,9-fache ZO-1-Verringerung), wahrend die Transkription von

Cldn1, -3, -12 und Occl unverandert blieb (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: BO1 reduziert die mRNA-Transkription von Cldn5- und ZO-1 in bEnd.3 Zellen.

Mittlere mRNA-Transkription £ SEM von Cldn1, -3, -5, -12 Occl, ZO-1 und VE-Cadherin, bezogen auf endogenes
B-Aktin (ACt) in bEnd.3 Zellen nach BO1-Behandlung. Konfluente bEnd.3 Zellen wurden 16 h unter
Kontrollbedingungen (0,5 % DMSO) kultiviert bzw. mit 15 pM oder 50 uM BO1 in 0,5 % DMSO inkubiert und
mittels gRT-PCR hinsichtlich des Transkriptionsniveaus verschiedener TJ-Komponenten analysiert; n=6, Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieBendem Dunns multiplen Vergleichstest mit *, p < 0,05 und **, p <£0,01 verglichen mit
der DMSO-Kontrolle.

In Western Blot Analysen wurde eine Verdopplung des an S45 dephosphorylierten, und damit
vor Abbau geschitzten [B-Catenins (Amit et al., 2002) beobachtet. Eine
Immunfluoreszenzfarbung bestatigte die erhohte Menge an S45-dephosphoryliertem
B-Catenin in der Plasmamembran. Der deutliche Anstieg der B-Cateninmenge im Zytosol war
jedoch nur bei der Inkubation mit 15 uM BO1 erkennbar. Eine eindeutige Translokation in den
Nucleus wurde nicht festgestellt. Gleichzeitig nahm im Western Blot die an T24
phosphorylierte, und damit inaktive Form des B-Catenin bindenden Transkriptionsfaktors
FoxO1 (Essers et al., 2005) im Gesamtzelllysat ab, erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz. Somit ist die Translokation von B-Catenin zusammen mit dem Transkriptionsfaktor
FoxO1 in den Nucleus nicht ausgeschlossen, um die Cldn5-Transkription zu inhibieren, wie von

Umar et al.,, 2007 und Taddei et al.,, 2008 beschrieben. Gleichzeitig blieb die Aktivitat der
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Glykogensynthase-Kinase 3B (GSK-38B) unverandert, da der Anteil seiner S9-phosphorylierten
und damit inhibierten Form, bezogen auf GAPDH, nicht gestiegen ist (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: BO1 fiihrt zur Erh6hung der B-Catenin-Proteinmenge.

(A) Exemplarische Western Blots der S9-phosphorylierten GSK-3B (46 kDa), des S45-dephosphorylierten
B-Catenins (92 kDa) und des an T24 phosphorylierten FoxO1 (72-85 und 95 kDa) in bEnd.3 Zelllysaten nach 16 h
Inkubation unter Kontrollbedingungen (0,5% DMSO) bzw. mit 15 uM oder 50 uM BO1 in 0,5% DMSO und
densitometrische Quantifizierung der mittleren Bandenintensitaten £ SEM, normiert auf GAPDH und im
Weiteren auf die DMSO-Kontrolle; n=7, one-way-ANOVA und Dunnett’s multiplen Vergleichstest mit
**¥* p<0,001 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. (B) Reprasentative Immunfluoreszenzaufnahmen von bEnd.3
Zellen nach 16 h Inkubation mit 15 bzw. 50 uM BO1 und Anfarbung von S45-dephosphoryliertem B-Catenin
(gran) und Zellkernen (DAPI, blau); n=21-29 in zwei unabhdngigen Experimenten, Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
multiplen Vergleichstest mit *, p < 0,05, **, p <0,01 und ***, p <0,001.

3.3.4 Optimierung der Loslichkeit von BO1 mittels
2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

Da BO1inder murinen Gehirnendothel-Zelllinie bEnd.3 aktiv und nicht zytotoxisch war, sollten

in vivo Untersuchungen erfolgen. Dazu wurden die in vitro wirksame BO1-Konzentration von

ca. 50 uM im Blutvolumen der Maus und eine finale DMSO-Konzentration von ca. 0,1 %

angestrebt, um die BHS zu modulieren und Zytotoxizitdt zu vermeiden. Ausgehend von der

maximal I6slichen BO1-Konzentration von 30 uM in wéssrigem Milieu, ca. 1,0 ml Blutvolumen

der Maus und einem Injektionsvolumen von 100 ul hatte die BO1-Konzentration nach der
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Verdiinnung im Blut jedoch nur ca. 3 uM betragen. Eine Moglichkeit die BO1-Loslichkeit in der
Injektionslosung  auf 650 uM  zu  erhdhen, war die Verwendung von
2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HPBCD), welches als Losungsvermittler verschiedener
Pharmaka bereits klinisch zugelassen ist. Um zu kldren, inwiefern diese Substanz die BO1-
Loslichkeit in wassrigem Milieu verbessert, wurde die maximale Loslichkeit mittels UV-
Absorption analysiert. 30 uM BO1 mit 1 % DMSO-Zusatz in HBSS”- hatte ein schwaches, jedoch
detektierbares Absorptionsmaximum bei 290 nm. 20 %ige HPBCD-LOsung absorbierte in
derselben Losungsmittelmischung nicht. Der Zusatz von 20 % HPBCD zu 30 uM BO1 fiihrte zu
dessen deutlich verbesserten Loslichkeit und damit gesteigerten Absorption (Abb. 3.27 A).
Anhand einer HPBCD-Verdiinnungsreihe wurde die optimale Konzentration ermittelt, um
650 uM BO1 in Losung zu bringen. Mit steigender HPBCD-Konzentration verbesserte sich die
BO1-Loslichkeit, was sich in einer erhohten Absorption bei 290 nm niederschlug. Unter der
Annahme einer sigmoidalen Sattigung ergab das Fitting eine Sattigung bei Verwendung von

17 % HPBCD (Abb. 3.27 B).
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Abb. 3.27: HPBCD verbessert die BO1-Loslichkeit in wassrigem Milieu.

(A) Ausschnitt des Absorptionsspektrums von 30 uM BO1 in 1 % DMSO-haltigem HBSS”" mit und ohne Zusatz von
20 %igem HPBCD. Das Absorptionsmaximum von BO1 lag bei 290 nm. Der Zusatz von HPBCD steigerte die BO1-
Absorption deutlich. (B) Ermittlung der optimalen HPBCD-Konzentration, um 650 uM BO1 in Losung zu bringen.
Die Absorption von 650 uM BO1-Lésungen mit 1 % DMSO und steigendem HPBCD-Anteil wurde in optimaler
Verdiinnung bei 290 nm spektrometrisch gemessen. Die Extrapolation ausgehend vom Verdiinnungsfaktor und
unter Annahme einer sigmoidalen Sattigungskurve wurde die Verwendung von 17 %igem HPBCD als
Sattigungskonzentration bestimmt; n=3.
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3.4 BO1 und 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin erhohen die Permeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke

650 uM BO1 in 1% DMSO und 20 % HPBCD in Phosphatpuffer wurden im Folgenden als
Injektionslésung in vivo verwendet. Ausgehend von einer 1:10 Verdiinnung im Blutvolumen
der Maus und bezogen auf das Kérpergewicht einer Maus entsprach das einer Dosierung von
2,9 umol/kg BO1, 600 umol/kg HPBCD und 600 umol/kg DMSO. Zunachst wurden
verschiedene Applikationsregime (Abb. 3.28) getestet, um die maximale Wirkung zu
bestimmen. Weiterhin wurden die intraperitoneale (i.p.) und die intravendse (i.v.)
Injektionsart miteinander verglichen sowie der Effekt von Mehrfachinjektionen untersucht.
Die Messung der Permeabilitditsinderung der BHS erfolgte mittels i.v. Injektion des
Fluoreszenzfarbstoffs Natriumfluorescein (376 Da). Seine aufgenommene Menge wurde im
Gehirn als Zielgewebe sowie in der Leber als Kontrollgewebe biochemisch quantifiziert. Die
dreifache i.p. Injektion fihrte im Vergleich zur Losungsmittel-Kontrolle zu keiner relativen
Aufnahme von Natriumfluorescein ins Gehirngewebe. Die Einfach- bzw. Zweifach-i.v.-
Applikation bewirkten tendenziell eine héhere relative Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffs
ins Gehirngewebe als die L&sungsmittel-Kontrolle. Nach BO1-Gabe betrug die im
Gehirnhomogenat detektierte Fluoreszenzintensitat ca. 0,1 % der in der Leber detektierten
Fluoreszenz. Die hochste Natriumfluorescein-Aufnahme ins Gehirngewebe im Verhaltnis zur
Leber wurde nach dreifacher i.v. BO1-Applikation im Applikationsregime Oh-18h-21h

gemessen (0,23 £ 0,01 %), im Folgenden nur noch als Dreifach-i.v.-Injektion bezeichnet.
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Abb. 3.28: Entwicklung des optimalen in vivo BO1-Applikationsregimes

(A) Getestete Applikationsschemata der Losungsvermittler (600 umol HPBCD/kg und 600 umol DMSO/kg in
PBS**) und darin geléstes BO1 (2,9 pmol BO1/kg) sowie 2% Natriumfluorescein zur Detektion der
Permeabilitatserhohung. Bei der einfachen Applikation wurde Mausen einmalig i.v. BO1 injiziert und nach 18 h
2 % ige Na-Fluoresceinldsung i.v. verabreicht. Bei der Zweifachapplikation erfolgten die i.v. Injektion zweimal im
Abstand von 3 h und nach weiteren 3 h Natriumfluorescein i.v. Bei der Dreifachapplikation wurde BO1 im
zeitlichen Abstand O h-18 h- 21 h i.v. bzw. i.p. verabreicht. Natriumfluorescein wurde ebenfalls 3 h nach der
letzten BO1-Gabe injiziert. (B) Detektion der mittleren Fluoreszenzintensitaten von Natriumfluorescein £ SEM im
Gehirnhomogenat, bezogen auf die Leber. Die Dreifach-i.v.-Behandlung (0 h - 18 h - 21 h) mit BO1 fihrte zur
hochsten relativen Aufnahme von Natriumfluorescein ins Gehirn; n=1-3.

Auf dieser Optimierung aufbauend wurde eine Zeitreihe mit dem Dreifach-i.v.-
Applikationsschema durchgefiihrt, wobei der zeitliche Abstand zwischen der letzten BO1- und
der Natriumfluorescein-Applikation zwischen 3 h und 48 h variiert wurde. Damit war zu
Uberprifen, wie lange die BHS-6ffnende BO1-Wirkung anhielt. Im Gehirnhomogenat BO1-
vorbehandelter Mause wurde 3 h nach der letzten BO1-Applikation die hdochste
Natriumfluorescein-Menge gegeniliber der PBS-Kontrollgruppe detektiert (3,7-fache
Erhdhung der Fluoreszenzintensitit; 1,5 + 0,2 nmol/g Gewebe). Uberraschenderweise zeigte
zu diesem Zeitpunkt auch HPBCD allein gegeniiber der PBS-Kontrollgruppe eine signifikant
hohere Aufnahme des Farbstoffs, d.h. der Barriere-6ffnende Effekt war additiv (Abb. 3.29 A).
12 h nach der letzten BO1-Applikation war kein Unterschied mehr zwischen der BO1- und der
HPBCD-behandelten Kontrollgruppe erkennbar. Die aufgenommenen Farbstoffmengen waren

jedoch in beiden Gruppen groRRer als in der PBS-behandelten Kontrollgruppe. Erst nach 48 h
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erreichte die im Gehirn detektierte Menge des Fluoreszenzfarbstoffs die Ausgangswerte. In
der Leber hingegen waren die detektierten Farbstoffmengen zu jedem Zeitpunkt in allen

Versuchsgruppen nicht wesentlich verschieden (Abb. 3.29 B).
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Abb. 3.29: BO1 erhoht fiir etwa 6 h stark die Aufnahme von Natriumfluorescein ins murine Gehirn.
Wirkdauer von BO1 an der murinen BHS. Nach der Dreifach-i.v.-Vorbehandlung mit 2,9 umol/kg BO1 in
600 pmol/kg HPBCD und 600 pmol DMSO/kg in PBS** bzw. mit den Lésungsvermittlern oder PBS*/* als Kontrollen
wurde Natriumfluorescein in zunehmenden Zeitabstanden von 3 h bis 48 h nach der letzten BO1-Gabe i.v.
injiziert. (A) Mittlere Fluoreszenzintensitat + SEM des im Gehirn- und Leberhomogenat detektierten
Natriumfluorescein 3 h nach der letzten BO1-Gabe relativ zur PBS-vorbehandelten Kontrollgruppe; n=12-15;
einseitiger ANOVA-Test mit anschlieRendem Bonferreronis multiplen Vergleichstest mit *, p<0,05 und
*** p<0,001. (B) Zeitverlauf der detektierten Natriumfluorescein-Menge im Gehirn- und Leberhomogenat;
n=3-6.

Die immunhistochemische Farbung von Cldn5 und ZO-1 in Kryoschnitten des Gehirns BO1-
behandelter Mause wies keinen klaren BO1-vermittelten Effekt auf Cldn5 in den TJs auf (Abb.
7.4). AbschlieRend wurde die Vertraglichkeit des angewandten Applikationsregimes
untersucht. Dazu wurde die Dreifach-i.v.-Applikation an der Maus einmal woéchentlich tber
einen Zeitraum von vier Wochen getestet. Die Dosierungen der Substanzen wurden gut
vertragen (2,9 umol BO1/kg in 600 umol HPBCD/kg und 1,2 mmol/kg DMSO bzw. das
Lésungsmittel allein sowie 5,8 umol/kg BO1 in 1,2 mmol HPBCD/kg und 1,2 mmol/kg DMSO),
obwohl in dieser Studie die Dosierung des DMSO doppelt so hoch gewahlt wurde wie zuvor in
der Permeabilitdtsstudie. Eine wesentliche Abnahme des Koérpergewichts oder

Verhaltensauffalligkeiten waren in keiner Gruppe zu verzeichnen (Abb. 3.30).
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Abb. 3.30: BO1 und seine Darreichungsform haben keine Auswirkung auf das Kérpergewicht.

Miuse wurden wéchentlich mit der Dreifach-i.v.-Applikation von PBS** bzw. 1,2 mmol/kg DMSO als Kontrollen
sowie in folgenden Kombinationen behandelt: 2,9 umol BO1/kg in 600 pmol HPBCD/kg und 1,2 mmol/kg DMSO
bzw. 600 pmol HPBCD/kg und 1,2 mmol/kg DMSO als Kontrolle sowie 5,8 umol BO1/kg in 1,2 mmol HPBCD/kg
und 1,2 mmol/kg DMSO und 1,2 mmol HPBCD/kg und 1,2 mmol/kg DMSO als weitere Kontrolle. Das
Korpergewicht, ein MaR fiir die Vertraglichkeit, entwickelte sich iber einen Zeitraum von ca. vier Wochen in allen
Versuchsgruppen ahnlich (n=3).

Parallel zur Vertraglichkeitsstudie wurden initiale pharmakokinetische Untersuchungen zur in
vivo Stabilitdt von BO1 durchgefiihrt. Nach einer einmaligen i.v. Applikation von BO1
(2,9 umol/kg) in 600 umol HPBCD/kg und 600 umol DMSO/kg wurde im Blutplasma Gber einen
Zeitraum von 24 h mittels Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung die
Konzentration von BO1 und HPBCD bestimmt. Die aus der halblogarithmischen Auftragung
der detektierten Substanzkonzentration gegen die Zeit berechnete Eliminationshalbwertszeit
von HPBCD betrug 66 min. BO1 mit seiner Eliminationshalbwertszeit von 18 min und BO1-C
mit 48 min waren deutlich kirzer im Blutplasma verfligbar. Derivat BO1-D konnte mittels
dieser Methode nicht detektiert werden. Nach 3 h fiel die Plasmakonzentration der
Substanzen unterhalb die Detektionsgrenze (1,14 pmol BO1/ml Blutplasma; 8,2 nmol
HPBCD/mI). Nur 0,08% des verabreichten BO1 wurden im Urin unmodifiziert
wiedergefunden. BO1-C wurde zu 0,7 % im Urin und 0,19 % in Fazes detektiert. Der
Losungsvermittler HPBCD wurde mit einem Anteil von 23,3 % Uber den Urin ausgeschieden

(Abb. 3.31). Der Verbleib des Grof3teils der Substanzen blieb ungeklart.
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Abb. 3.31: BO1 wird schnell aus dem Blutplasma eliminiert.

Bestimmung verschiedener pharmakokinetischer Parameter von BO1, BO1-C bzw. HPBCD im Blutplasma mittels
Flissigchromatographie mit Massenspektrometriekopplung. (A) Halblogarithmische Darstellung der zeitlichen
Konzentrationsabnahme von BO1, BO1-C bzw. HPBCD im Blutplasma nach einmaliger i.v. Gabe (2,9 pmol BO1/kg
bzw. 6,5 umol BO1-C/kg in 600 umol HPBCD/kg). (B) Tabellarische Zusammenfassung verschiedener
pharmakokinetischer Parameter ausgehend vom Zeitverlauf der Substanzkonzentrationen im Blutplasma (n=3).

3.5 BO1 verbessert die Wirkung von Paclitaxel im Glioblastom der Maus

AbschlieBend wurde untersucht, ob im Glioblastom am Mausmodell eine Vorbehandlung mit
BO1 die Wirkung der schwach ZNS-gangigen Zytostatika Paclitaxel oder Oxaliplatin positiv
beeinflusst. Zunachst wurde ausgeschlossen, dass BO1 selbst bzw. seine Losungsvermittler
HPBCD oder DMSO auf die verwendete Astrozytom-Zelllinie U87MG toxisch wirken. Hierzu
wurde ein U87MG-Zellrasen tber Nacht mit 0,5 % DMSO, 1,5 % HPBCD oder darin geléstem
50 uM BO1 sowie 10 uM Paclitaxel inkubiert oder die Zellen mit Kombinationen von Paclitaxel
mit dem Losungsvermittler mit bzw. ohne BO1 behandelt (Abb. 3.32). Einzeln appliziert
wirkten die Bestandteile der BO1-Vorbehandlung nicht toxisch auf die Tumorzellen und
schrankten die zelltoxische Wirkung von 10 uM Paclitaxel bei der kombinierten Applikation
nicht ein. Es zeichnete sich bei der kombinierten Zugabe von Paclitaxel und BO1 mit seinen
Losungsvermittlern eher eine starkere Zytotoxizitdt ab, erreichte jedoch keine statistische

Signifikanz gegentiber der Wirkung von Paclitaxel allein.
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Abb. 3.32: BO1 und seine Losungsvermittler sind nicht toxisch fiir U87MG Zellen

Photometrische Messung der MTT-Reduktion als MaR fiir Vitalitat von U87MG-Zellen nach Kultivierung fiir 16 h
unter Normbedingungen bzw. Inkubation mit 0,5 % DMSO, 1,5 % HPBCD, 50 uM BO1, geldst in 1,5 % HPBCD und
0,5 % DMSO. Weiterhin wurden 10 uM Paclitaxel einzeln und in Kombination mit 1,5 % HPBCD und 0,5 % DMSO
oder 50 uM BO1, geldst in 1,5 % HPBCD und 0,5 % DMSO, getestet. Gezeigt sind mittlere Zellvitalitaten + SEM,
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle; n=9 ANOVA einseitiger Varianz-Test mit nachfolgendem Bonferronis
multiplen Vergleichstest mit *, p < 0,05, und ***, p <0,001.

AbschlieBend erfolgte die Uberpriifung der BHS-6ffnenden Wirkung von BO1 wihrend eines
Chemotherapie-Versuchs. Hierzu wurde an immunsupprimierten Mausen mit einem
intrazerebral implantierten Tumor der Zelllinie U87MG eine vierwochige Chemotherapie
unter Verwendung der Zytostatika Oxaliplatin bzw. Paclitaxel durchgefihrt. In den
verschiedenen Versuchsgruppen erfolgte einmal wochentlich die i.v. Gabe der Zytostatika mit
bzw. ohne BO1-Vorbehandlung nach dem O h-18 h-21h i.v. Applikationsregime. In allen
Versuchsgruppen Uberlebten nahezu alle zehn Tiere bis zum Versuchsende ohne erkennbare
Nebenwirkungen. Es wurden keine neurologischen Ausfille beobachtet. In der BO1-
behandelten Kontrollgruppe und sowie der Paclitaxel-behandelten Kontrollgruppe verstarb
jeweils ein Tier vorzeitig. In der Oxaliplatin-behandelten Gruppe sowie in der kombinierten
Gabe von Oxaliplatin mit der BO1-Vorbehandlung kam es zum vorzeitigen Abbruch bei je
einem Tier wegen Gelbsucht bzw. Hirnhautentziindung. Die vorzeitigen Todesfédlle standen
jedoch nicht im direkten Zusammenhang mit der Gabe von BO1l bzw. seinen
Losungsvermittlern. Zur Quantifizierung der TumorgrofRen am Ende der Versuchsreihe wurde
eine Hamatoxylinfarbung von Kryoschnitten vorgenommen. Die Tumore, als unstrukturierte
Wucherungen ausgehend von der Implantationsstelle im Striatum nahe dem lateralen
Ventrikel erkennbar, wuchsen hauptsachlich entlang des Einstichkanals nach aullen. Die
Tumorgrofle wurde jeweils in der Schnittebene mit seiner starksten Auspragung quantifiziert.
Die TumorgroRen in den Versuchsgruppen der allein mit Paclitaxel (28 umol/kg) oder
Oxaliplatin (12,6 umol /kg) behandelten Mause waren gleich. Dasselbe traf auch auf die
DMSO-behandelten (1,2 mmol/kg) bzw. ausschlieBlich mit BO1 und seinen

Lésungsvermittlern (2,9 umol/kg BO1, 600 umol/kg HPBCD, 1,2 mmol/kg DMSO) behandelten
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Kontrollgruppen zu. Die BO1-Vorbehandlung hatte auf die Wirkung des Oxaliplatin keinen
positiven Effekt. Jedoch wurde die Wirksamkeit von Paclitaxel verbessert. In der BO1-
vorbehandelten Gruppe war die gemessene mittlere TumorgroRe signifikant kleiner als in der

nur mit Paclitaxel behandelten Gruppe (Abb. 3.33).
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Abb. 3.33: BO1 verbessert die Tumor-reduzierende Wirkung des Paclitaxel im Glioblastom am Mausmodell.
Mduse mit induziertem humanen Astrozytom der Zelllinie U87MG wurden {iber 4 Wochen einer Chemotherapie
mit Paclitaxel bzw. Oxaliplatin unterzogen. Je eine Versuchsgruppe wurde mit BO1 (2,9 umol/kg), gel6st in HPBCD
(600 pmol/kg) und DMSO (1,2 mmol/kg) haltigem PBS*/* im Dreifach-i.v.-Schema vor der Gabe des Zytostatikums
(Paclitaxel 28 umol/kg; Oxaliplatin 12,6 umol/kg) vorbehandelt. Weiterhin wurden Kontrollgruppen mit DMSO
bzw. BO1l-vorbehandelt, jedoch ohne Zytostatika. (A) zeigt exemplarische Hamatoxylinfirbungen von
Kryoschnitten nach Versuchsende aus der nur mit Paclitaxel-behandelten sowie der Paclitaxel-behandelten
Gruppe nach einer BO1-Vorbehandlung. In (B) ist die Bestimmung der TumorgréRen in mm? + SEM dargestellt;
n=6-8, Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunns multiplen Vergleichstest mit **, p < 0,01.
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4 DISKUSSION

Die BHS ist fiir viele Wirkstoffe eine nicht (iberwindbare Zellbarriere, was die Behandlung
verschiedener zerebraler Erkrankungen erschwert. Derzeitige therapeutischen Méglichkeiten
beschranken sich auf stark invasive Eingriffe zu deren Umgehung oder eine unspezifische
Offnung der BHS, verbunden mit starken Nebenwirkungen. Vor dem Hintergrund die ZNS-
Gangigkeit verschiedener Wirkstoffe zu verbessern, war es Ziel dieser Arbeit, verschiedene
Claudine der BHS auf ihre Eignung als Drug Targets zur Erhéhung der BHS-Permeabilitdt zu
untersuchen. AuBerdem sollten bereits in vitro getestete Cldn-Modulatoren auf ihre

permeabilitatssteigernde Wirkung an der BHS in vivo untersucht werden.

4.1 Cldn22, -24 und -25 als Targets fiir eine Modulation der Blut-Hirn-

Schranke

Die Funktion von Cldn22, -24 und -25 war zu Beginn der Arbeit unbekannt (Mineta et al., 2011;
Lal-Nag et al., 2012). Initiale Expressionsanalysen in Gehirnkapillarendothelzellen aus dem
Kortex adulter Mduse weisen auf eine héhere Expression als das an der BHS bekanntermalen
exprimierte Cldn3 hin (Daneman et al., 2010b; Berndt, 2017). Im Hinblick auf eine mdgliche

abdichtende Funktion an der BHS war zu klaren, ob sie sich als Drug Targets eignen.

Cldn12, -22, -24 und -25 gelten als atypische Claudine, da sie eine geringe Sequenzhomologie
zu den klassischen, barrierebildenden Claudinen aufweisen und keine oder nur geringe trans-
Interaktionen ausbilden. Cldn22, -24 und -25 waren an der Plasmamembran lokalisiert und
nur leicht, aber signifikant starker als Cldn12 in verschiedenen heterophilen Zellkontakten
angereichert. Die Anreicherung an Zellkontakten transfizierter, ansonsten T)-freier Zellen ist
MaR fir trans-Interaktion von TJ-Proteinen, die aber fiir Cldn12 nicht detektierbar ist (Piontek
et al., 2011). Die schwachen, heterophilen trans-Interaktionen von Cldn12, -22, -24 und -25
hatten jedoch keinen Einfluss auf den TER und damit auf die Abdichtung des Parazellularraums
gegeniber Ladungstragern, wie in dieser Arbeit nach deren Transfektion in die Barriere
bildende Zelllinie MDCK-Il gezeigt wurde. Aufgrund der eindeutig fehlenden abdichtenden
Funktion erwiesen sich diese Claudine als ungeeignete Targets fiir eine transiente Erhéhung

der BHS-Permeabilitat.
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Fur die trans-Interaktion von TRQ-Cldn25 mit YFP-Occl zeichent sich eine Relevanz in der
Regulation der TJ-Strangmorphologie ab. Cldn25 selbst induziert keine de novo
TJ-Strangbildung (H. Wolburg, Universitdt Tubingen, personliche Information). Sein
Knockdown kénnte durch den Einfluss auf Occl, welches die Morphologie von TJ-Strangen
direkt beeinflusst (Furuse et al., 1998), dennoch zu deren Destrukturierung fiihren, wie sie von
Berndt, 2017 beobachtet wurde. Weiterhin ist fiir Cldn25 eine Occl-vermittelte Beteiligung in
der Regulation einer fein abgestimmten Antwort der TJs gegenliber der herrschenden
Glutamatkonzentration denkbar. Cldn25 hat eine etwas geringere phylogenetische Distanz zu
Cldn26 und -27 als zu Cldn5 oder Cldn3 (Abb. 4.1) und weist in der EZS1 dhnlich zu Cldn26 und
-27 eine N-Glycosylierung auf (Wollscheid et al., 2009). Firr Cldn26 und -27 wurde gerade aus
phylogenetischer Sicht und aufgrund dieser N-Glycosylierung die Zugehorigkeit zu
Untereinheiten spannungsgesteuerter Ca%*-Kanile, den CACNGs, postuliert (Maher et al.,
2011). Somit konnte Cldn25 funktionell ebenfalls den CACNGs zugeordnet werden. Dies steht
im Einklang mit dessen Einordnung in der Protein-Datenbank Uniprot (2017) als
spannungsgesteuerte Ca?*-Kanal-y-Untereinheit der CACNG-Familie. Ein GroRteil der im ZNS
exprimierten CACNGs ist an der neuronalen Kommunikation beteiligt durch Einfluss auf den
Transport von AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)-Rezeptoren zur
Plasmamembran (Sager et al., 2009). AMPA-Rezeptoren in zerebralen Endothelzellen der

0,380 Ratte induzieren Glutamat-abhangig die Phosphorylierung
cones und den Abbau von Occl (Krizbai et al., 1998; Andras et al.,
Cldnz6 2007). Hierzu sollten kiinftige Studien den Einfluss von Cldn25

auf AMPA-Rezeptoren und den Zusammenhang mit der

cdn27  Regulation von Occl detaillierter charakterisieren.

Cldn12

Cldn22

Abb. 4.1: Phylogenetischer Baum der untersuchten murinen Claudine.
Cldn24  Phylogenetischer Baum, basierend auf einem neighbour-joining tree

ohne Distanz-Korrektur. Die Distanz-Werte ergeben sich aus den

paarweisen Sequenzidentitaten, bestimmt durch multiples Sequenz-
Cldn3 Alignment mittels Clustal Omega. Die phylogenetische Distanz zwischen
zwei Claudinen wird berechnet durch Addition der einzelnen Distanzen.
So betragt die Distanz zwischen Cldn5 und Cldn3 0,486, zu Cldn25
dagegen 0,833. Die Distanz zwischen Cldn25 und Cldn26 betradgt 0,749.

Cldn5
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4.2 Relevanz von Claudin-3 in der Blut-Hirn-Schranke und als Drug Target

Cldn3, exprimiert in TJs zahlreicher epithelialer Gewebebarrieren (Rahner et al., 2001; Hewitt
et al., 2006; Milatz et al., 2010), ist unter anderem in TJs des Darmepithels von Bedeutung fur
die Abdichtung des Parazellularraums. Es wird allerdings auch in TJ der
Gehirnkapillarendothelzellen sowie an der Blut-Liquor-Schranke in epithelialen TJs des Plexus
choroideus exprimiert (Lippoldt et al., 2000; Kratzer et al., 2012). Kooij et al., 2014
demonstrierten bei Multipler Sklerose einen Cldn3-Verlust am Plexus choroideus und dessen
gestorte Barriere-Integritat durch eine im Vergleich zum Wildtyp gesteigerte Infiltration mit
Leukozyten. Die genaue Funktion von Cldn3 an der BHS ist bislang nicht geklart. Der Verlust
von Cldn3 in den TJs der Gehirnkapillarendothelzellen unter pathologischen Bedingungen wie
EAE und Glioblastome (Wolburg et al., 2003) legt fiir Cldn3 eine zentrale Funktion hinsichtlich
der BHS-Integritdat nahe. Hieraus ergibt sich die Moglichkeit, die parazelluldre Abdichtung
mittels Modulation von Cldn3 zu beeinflussen. Ein bekannter Cld3-Modulator ist cCPE, die
C-terminale Domane des CPE. Dieser bewirkt bereits in deutlich geringeren Konzentrationen
als Cldn-abgeleitete Peptide eine effektive Offnung epithelialer Barrieren (Kondoh et al., 2005;
Veshnyakova et al., 2012). Inwiefern cCPE die Permeabilitat von TJs des Gehirnendothels

beeinflussen kann, wurde noch nicht untersucht.

Um einen Hinweis auf die Wirkung des cCPE im Gehirnendothel zu bekommen, wurde eine
Bindungsstudie an primdaren murinen Gehirnkapillarendothelzellen durchgefihrt. Im
Kontrollsystem, einer Darm-Epithelzelllinie, fand eine spezifische Bindung des GST-getaggten
cCPE an die Zellen statt. An primare Endothelzellen hingegen band das Konstrukt genauso
unspezifisch wie das GST-Tag allein. Somit erwies sich cCPE als ungeeigneter Modulator
endothelialer TJs. Dafiir gibt es verschiedene Erklarungen: Zum einen ist die Cldn3-Expression
in Gehirnkapillaren im Vergleich zum Darmepithel weitaus geringer, wie auf mRNA-Ebene
gezeigt wurde, sodass dem cCPE nur wenig Target-Molekiile zur Verfigung stehen. Zum
anderen konnte Cldn3, welches in Gehirnkapillarendothelzellen im Vergleich zu anderen TJ-
Komponenten eine schwache Expression aufwies, in dem komplexen TJ-Proteinnetzwerk fiir
cCPE unzuganglich lokalisiert sein. Hierfiir sprechen die Untersuchungen von Winkler et al.,
2009. Demnach bindet cCPE an Cldn3, welches frei zugdnglich an der Plasmamembran

lokalisiert ist, jedoch nicht an in trans-Interaktionen eingebundenes, TJ-lokalisiertes Cldn3.
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Untersuchungen zur subzelluldaren Cldn3-Lokalisation in Gehirnkapillarendothelzellen sind
jedoch aufgrund der Unspezifitdt der derzeitig verfligbaren Cldn3-Antikorper im murinen
Gehirn nicht moglich. Eine besondere Situation bleibt die Modulation der Blut-Tumor-
Schranke im ZNS bei Cldn3 und -4 lGberexprimierenden Metastasen (Kominsky et al., 2007).
Dabei konnen Claudine in desorganisierte TJ-Strange eingebaut werden (De Oliveira et al.,
2005), sodass sie nicht funktional, jedoch fiir cCPE als Target verfligbar sind. Mittels
zytotoxischer cCPE-Fusionsproteine konnten Cldn3 und -4 Uberexprimierende Tumore in
Mausen erfolgreich behandelt werden (Ebihara et al., 2006; Yuan et al., 2009). Hinsichtlich
einer systemischen Applikation von cCPE am Menschen muss die Herkunft des cCPE als Teil
eines bakteriellen Toxins im Hinblick auf einen langfristigen Einsatz kritisch betrachtet werden.
Bei einer langfristigen Anwendung, beispielsweise um die ZNS-Gangigkeit von Pharmaka in
einer Substitutionstherapie zu verbessern, sind immunologische Reaktionen nicht
ausgeschlossen. Dies wird von Gao and McClane, 2012 gestiitzt. Demnach sind CPE-bedingte
Lebensmittelvergiftungen weit verbreitet, sodass ein grofler Anteil der Bevdlkerung
Antikorper gegen dieses Toxin haben kdnnte. Zumindest ein solches Antikoérper-Epitop ist in

der C-terminalen Domane lokalisiert.

Parallel zur Verwendung von cCPE als Cldn3-Modulator war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit,
Hinweise zur in vivo Funktion von Cldn3 an der BHS zu erhalten. Dazu wurden Cldn3-KO Maduse
untersucht. Die Cldn3-Defizienz fuhrte im Wesentlichen zur verminderten Cldnl-
Proteinmenge. Sowohl Cldn3 als auch Cldnl tragen zur Zelltyp-spezifischen TIJ-
Strangmorphologie bei (Krause et al., 2008), haben im Epithel eine abdichtende Funktion
(Furuse et al., 2002; Milatz et al., 2010) und bilden cis- sowie trans-Interaktionen aus (Piontek
et al., 2011). Es muss daher angenommen werden, dass Cldn3 das Cldn1 an der BHS reguliert
und letztlich das Fehlen beider Proteine die abnehmende Komplexitat der
TJ-Strangmorphologie im Cldn3-KO bedingt. Laut Wolburg et al., 1994 resultiert eine
verringerte Komplexitat der TJ-Strange in einer erhdhten Barriere-Permeabilitat. Dies erklart
die starkere Aufnahme von Natriumfluorescein ins Cldn3 KO-Gehirngewebe, wobei die im
Gewebe detektierte Farbstoffmenge an der Nachweisgrenze lag. Die Verwendung von
Farbstoffen verschiedener GrolRe, vor allem Evans Blue, Fluorescein und die HRP (horse
raddish peroxidase), ist seit Jahrzehnten eine gangige Methode zur Quantifizierung der

Permeabilitdat und GroRRenselektivitat der BHS (Spigelman et al., 1983). Jedoch liefert sie nur
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bei wesentlichen Storungen der Permeabilitdt, z.B. nach einem Schlaganfall, eindeutige
Ergebnisse. Um den Durchtritt von Natriumfluorescein durch die BHS detaillierter zu klaren,
ware dessen Darstellung im ZNS-Gewebe hilfreich. Dieser Fluoreszenzfarbstoff ist jedoch nicht
fixierbar und gut wasserloslich, sodass er sich bereits beim Aufbringen der Kryoschnitte auf
Objekttrager sowie im wassrigen Eindeckmedium im Gewebe wahrend des Trocknens

verteilte und somit nicht lokalisiert werden konnte.

Die leicht erhoéhte Durchldssigkeit der BHS in Cldn3-KO Mausen ist unter physiologischen
Bedingungen nicht nachteilig. Die Tiere durchlaufen eine normale Entwicklung, erreichen ein
zum Wildtyp vergleichbares Alter und weisen im Gehirn weder Odeme noch Infiltrate auf.
Auch gibt es keine Anzeichen auf eine Funktionsstérung von Darm, Leber und Niere, wo Cldn3
deutlich starker exprimiert wird. Dies konnte auf einer Kompensation durch Cldn4 beruhen,
welches zu Cldn3 stark homolog ist. Dazu gibt es jedoch bislang keine detaillierten
Untersuchungen. Im Wesentlichen hat die Defizienz von Cldn5 und Cldn3 eine dhnliche
Wirkung auf die BHS: Eine erh6hte Permeabilitat fiir kleine Molekiile. Jedoch fallt der Effekt
bei Cldn3-Defizienz aufgrund der im Vergleich zu Cldn5 sehr geringen Expression an der BHS
deutlich schwacher aus. Unter pathologischen Bedingungen wirkt sich der Cldn3-KO
unterschiedlich aus. Im EAE-Modell fihrt der Cldn3-KO zur starkeren Permeabilitat der Blut-
Liquor-Schranke damit zum schwereren Entziindungsverlauf (Kooij et al., 2014). Im
transienten MCAO-Modell wirkte sich die Cldn3-Defizienz hingegen positiv durch eine
verringerte InfarktgroRe aus. Bislang stand Cldn5 im Fokus der Untersuchungen an TJs im
Infarktgeschehen. Sowohl am murinen Modell des Schlaganfalls als auch des Schadel-Hirn-
Traumas geht die Cldn5-Verringerung mit einer Erhéhung der Barriere-Permeabilitdt einher
(Yang et al.,, 2007; Campbell et al., 2012; Liu et al., 2012). Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen wurde daher die Auswirkung der transienten Ischamie auf Cldn5, aber auch
Occl und ZO-1 im Zusammenhang mit dem Cldn3-KO mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie
analysiert. Die Fragmentierung von Cldn5 und Occl in TJs des infarzierten Striatums beweist
den stellenweisen Verlust dieser wichtigen TJ-Komponenten in beiden Genotypen. Cldn5-
sowie ZO-1-unterbrochene TJs wurden von Zehender et al.,, 2011 im MCAO-Modell am
Meerschweinchen beobachtet und in Zusammenhang mit der Caspase-3 gebracht. Unter
ischamischen Bedingungen spalten die aktivierte Caspase-3 sowie die MMP3 ihre Substrate

Z0-1 in finf Fragmente bzw. Occl innerhalb seiner EZS1 (Bojarski et al., 2004; Liu et al., 2012).
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Die Cldn5-Umverteilung bzw. der Abbau und die damit begriindete Fragmentierung konnten
Caveolin- sowie MMP9-vermittelt erfolgen (Chen et al.,, 2009; Liu et al.,, 2012). Jedoch
widerspricht die Erhéhung der Cldn5-Fluoreszenz in WT-TJ in der spaten Reperfusionsphase
der aus der Literatur bekannten Cldn5-Antwort auf Ischamie. Es kdnnte sich um eine zur
Fragmentierung kompensatorische Hochregulation handeln, um der erhdhten Permeabilitat
entgegenzuwirken und durch die milden Versuchsbedingungen bedingt sein. Der biphasische
Reperfusionsverlauf ist stark von der Dauer der ischamischen Phase und der initialen
Hyperamie abhangig (Sandoval and Witt, 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer
Okklusionsdauer von nur 30 bzw. 60 min eine deutlich kiirzere ischamische Phase erzeugt als
von Yang et al., 2007 (90 min Okklusion) bzw. Liu et al., 2012 (2 h Okklusion). Der Vorteil des
gewidhlten Modells ist die bessere Ubertragbarkeit der Reperfusionsschaden und des -verlaufs
auf die Situation beim Menschen, wenn von einer spontanen Rekanalisation oder einer
erfolgreichen Lysetherapie ausgegangen wird (Kassem-Moussa and Graffagnino, 2002;

Katchanov et al., 2003).

Der mildere Verlauf des Infarktgeschehens im Cldn3-KO gegeniiber dem WT scheint starker
durch die Occl-Verringerung begriindet zu sein als durch eine Cldn5-Regulation. Die
Vermutung, dass der Occl-Verlust in den vorliegenden Untersuchungen relevant ist, stimmt
mit Studien von Lochhead et al., 2010 Gberein. Demnach sind sowohl die Struktur als auch die
Lokalisation von Occludin durch oxidativen Stress aufgrund von Hypoxie und Reperfusion
wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der BHS gegeniiber **C-Sucrose. TJs im
Infarktbereich von WT-Mausen wiesen in der friihen Reperfusionsphase eine Verringerung
von Occl, ein Hypoxie-sensitives Protein (Bellmann et al., 2014), und seinem direkten
Interaktionspartner ZO-1 (Fanning et al., 1998) auf, wahrend im Cldn3-KO noch keine
Anderung eintrat. Dies deutet auf eine stirkere Schiadigung der BHS im WT im Vergleich zum
Cldn3-KO und kénnte im weiteren Verlauf einen starkeren Wassereinstrom ins Gewebe zur
Folge haben, was die Odembildung begiinstigt. Nach 48 h Reperfusion fielen umgekehrt im
Cldn3-KO die Occl-Fragmentierung und die Verringerung der ZO-1-Fluoreszenzintensitat
starker aus als im WT. Die damit einhergehende erhéhte Permeabilitat konnte wiederum
einen besseren Abfluss des bis dahin im Gewebe angestauten Wassers begiinstigen. Der
Mechanismus, durch den die Cldn3-Defizienz Occl beeinflusst, bleibt zu kldaren. Es gibt keine

cis-Interaktion dieser beiden Proteine. Die Coexpression von Cldn1 und Occl erhoht jedoch die
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Parallelitat von TJ-Strangen im Vergleich zu Cldnl allein. Weiterhin reduziert Cldnl die
Membran-Mobilitat von Occl (Cording et al., 2013). Daher kdnnte die Cldn1-Verringerung im

Cldn3-KO einen Zusammenhang zwischen Cldn3 und Occludin herstellen.

An der Ausbildung von Odemen nach Ischamie sind weiterhin Aquaporine beteiligt. AQP-4,
welches einen bidirektionalen Wasserkanal bildet (Amiry-Moghaddam et al., 2003), ist ein
stark exprimiertes AQP im ZNS, hauptsachlich in Astrozyt-EndfiiBchen (Papadopoulos et al.,
2007). Seine Regulation ist multifaktoriell und abhangig vom MCAO-Modell, Spezies und Alter
(Amiry-Moghaddam et al., 2003; Badaut et al., 2011). In dem hier verwendeten MCAO-Modell
wurde nach 3 h keine verdanderte AQP-4-Expression im TJ-assoziierten Areal beobachtet.
Perivaskuldar war die AQP-4-Expression Gbereinstimmend mit Stokum et al., 2015 in beiden
Genotypen gleichermalRen erhoht. Dies deutet auf eine Beteiligung von AQP-4 am
Schwellungsverhalten im vorliegenden MCAO-Modell. Es wurde jedoch kein Hinweis auf einen
direkten Zusammenhang mit Cldn3 oder seiner Defizienz gefunden. Die Expression von AQP-1
im Gehirnkapillarendothel unter physiologischen Bedingungen ist umstritten (Dolman et al.,
2005). Eine AQP-1 Expression im Endothel wurde an der Blut-Tumor-Schranke (Saadoun et al.,
2002) und in kortikalen Astrozyten nach Ischamie beobachtet (Satoh et al., 2007). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde AQP-1 weder unter Normalbedingungen noch nach Ischamie im
Kapillarendothel, sondern nur auf Erythrozyten, wo es bekanntermaBen eine starke
Expression aufweist (Preston and Agre, 1991), detektiert. Damit erscheint es ebenfalls nicht
von Bedeutung fiir das unterschiedliche Schwellungsverhalten zwischen WT und Cldn3-KO im

vorliegenden MCAO-Modell.
4.3 Modulation der Blut-Hirn-Schranke mittels BO1

Die Erhohung der BHS-Permeabilitat ist fir eine medikamentése Behandlung verschiedener
Erkrankungen des ZNS sinnvoll. In dieser Arbeit wurden zunachst Cldn3 und Cldn5 als Targets
zur transienten und grofRenselektiven Erhohung der BHS-Permeabilitdt in die engere Wahl
gezogen. Das im ZNS stark und exklusiv an den TJs der Gehirnendothelzellen exprimierte Cldn5
erschien das bessere Target im Hinblick auf eine spezifische und grofRenselektive BHS-
Modulation zu sein. Da es den Parazellularraum durch die Interaktionen seiner EZS mit
anderen TJ-Proteinen fiur Molekiile < 800 Da verschliel3t (Nitta et al., 2003), sollte seine

Modulation zur verbesserten ZNS-Gangigkeit zahlreicher Pharmaka dieses GréRenbereichs
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fliihren. Daher wurde die Wirkung der niedermolekularen Substanz Barrier Opener-1 (BO1;
Mw=525 g/mol), welche im Hochdurchsatzscreening gefunden und im epithelialen Zellmodell
von Tscheik, 2014 als Cldn5-spezifischer Permeabilitatsverstarker verifiziert wurde, naher
charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass BO1 nicht nur die Cldn5-
Proteinmenge in den TJs verringert, sondern auch die Cldn5-und ZO-1-Transkription herunter
reguliert. Es erhoht in vivo die BHS-Permeabilitat fiir Natriumfluorescein und ermaoglicht eine
verbesserte Wirkung des Zytostatikums Paclitaxel in der Therapie eines Glioblastoms am

Mausmodell.

4.3.1 Bedeutung der Gesamtstruktur und Wirkmechanismus von BO1

Um zu kldren, ob die Wirkregion im BO1-Molekil auf eines der beiden Aromatensysteme
eingegrenzt werden kann, wurden die Derivate BO1-C (die Nalidixinsdaure) und BO1-D (die
Pyrazolidinkomponente) verwendet. Beide Derivate hatten eine drastisch schlechtere Cldn5-
verringernde und TER-absenkende Wirkung. Somit erscheint die definierte raumliche
Anordnung beider Aromatensysteme in der Gesamtstruktur des BO1-Molekiils essentiell fiir
eine Bindung an Cldn5. Wo die Bindungsstelle im Cldn5 lokalisiert ist, ist derzeit unbekannt.
Fiir BO1 wird eine Bindung an die EZS von Cldn5 angenommen, da seine TER-senkende
Wirkung in bEnd.3 Zellen sowie die von Tscheik, 2014 gemessene Verringerung der trans-
Interaktionen eine Beteiligung der EZS voraussetzen, dhnlich wie das von TJ-modulierenden
Peptiden und cCPE bekannt ist (Winkler et al., 2009; Staat et al., 2015). Ausgehend von der
essentiellen Bedeutung der Seitenketten von F147 und Y148 in der EZS2 fir die Ausbildung
von trans-Interaktionen wurden bisher insbesondere diese Aminosduren als Teil der
Interaktionsfliche mit den Aromaten des BO1l angenommen (Tscheik, 2014). Um diese
Vermutung zu stltzen, wurde die Interaktionsflache von BO1 und Cldn5 mit dem Web-Service
SwissDock (Grosdidier et al., 2011) basierend auf der Strukturvorhersage von Cldn5 (Gehne et
al., 2017) analysiert. Die initialen 3D-Bindungsmodelle (Abb. 7.5) weisen mdgliche
Bindungsstellen in den Transmembrandomadnen und auch den extra-sowie intrazellularen
Schleifen von Cldn5 auf. Das Ranking der Strukturvorschldge erfolgte nach der full fitness,
einer Beurteilung, basierend auf elektrostatischen Wechselwirkungen unter Verwendung
eines implizierten Losungsmittels. Die full fitness war in allen Vorschlagen ahnlich, sodass

allein auf Grundlage dieses Wertes keines der Modelle eindeutig praferiert werden kann.
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Ausgehend von der Relevanz der EZS fiir die parazelluldre Abdichtung wird Cluster 7 mit einer
Interaktionsflache zwischen der Plasmamembran und der EZS1 favorisiert. Innerhalb von 4,5 A
zum BO1 befinden sich die aromatischen Seitenketten von W47 und W51 (Abb. 4.2). In diesem
initialen Modelling der Interaktion wurde die Konformation der Cldn5-Seitenketten in der
Interaktionsflache mit BO1 nicht optimiert. Unter der Annahme, dass sich die Seitenketten
dieser hochkonservierten aromatischen Aminosauren bei der Bildung des Protein-Liganden-
Komplexes leicht drehen, ist eine Wechselwirkung ihrer aromatischen Seitenketten mit
beiden Aromatensystemen von BO1 mittels T-shaped X-H/m-stacking oder parallel displaced
n-stacking moglich (Wheeler and Bloom, 2014) und lasst die Vermutung zu, dass BO1 nicht
nur an der Maus, sondern auch am Menschen und anderen Spezies wirksam ist. Fir eine
genauere Analyse der Interaktionsfliche ist eine Optimierung der Liganden- sowie

Targetgeometrie notig, z.B. Giber Molekildynamikrechnung.

Ein verfeinertes Docking-Modell oder die Auflosung der Kristallstruktur des Cldn5-BO1-
Komplexes sind unabdingbar fiir eine zielgerichtete Optimierung von BO1. Zum einen kénnte
seine Wasserloslichkeit durch Anheftung polarer funktioneller Gruppen erhéht werden, um
auf Loslichkeitsvermittler zu verzichten. Zum anderen sollte die Stabilitat des BO1-Molekiils
gegeniber einer Hydrolyse erhoht werden. Die Esterbindung ist dahingehend eine
Schwachstelle. Eine hohere Stabilitat gegeniber unspezifischen Esterasen im Blut wiirde
durch den Austausch der Carboxylesterbindung gegen ein Amid erreicht. Dieses Derivat,
BO1-N, wirkte jedoch zytotoxisch, sodass es in dieser Arbeit nicht weiter charakterisiert
wurde. Eine Alternative ist die PEGylierung von BO1, wobei die Esterbindung maskiert und so
vor Esterasen geschitzt wirde (Mattheolabakis et al., 2014). Hierzu bedarf es allerdings
Untersuchungen hinsichtlich der optimalen Position im BO1-Molekiil zur Konjugation mit PEG,

damit die Modifikation nicht zum Wirkverlust fuhrt.
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Abb. 4.2: Strukturvorschlag der Interaktionsfliche von BO1 mit murinem Claudin-5

(A) Cldn5-AS-Sequenz der EZS1 und EZS2 mit angrenzenden AS der Transmembrandoméanen (TM1-4). Residuen
mit einem Abstand von 4,5A zu BO1 wurden rot hervorgehoben. Gelb hinterlegte AS sind zwischen
verschiedenen Spezies hochkonserviert. (B) Interaktionsflache von Cldn5 (grau) mit BO1 (blau) aus dem Cluster
7. Die Insets zeigen detailliert die raumliche Anordnung von W47 bzw. W51 zu BO1 im Komplex aus einer optimal
gedrehten Perspektive. Rot gefarbte Residuen sind die in (A) rot hervorgehobenen AS. Unter Annahme einer
leichten Konformationsdnderung im Protein-Ligand-Komplex sind nicht kovalente Bindungen zwischen den
Aromaten des BO1 und W47 bzw. W51 von Cldn5 moglich (schematische Darstellung modifiziert nach Wheeler
und Bloom, 2014); Modellerstellung mit SwissDock, 2017.
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Der zeitliche Wirkverlauf von BO1 auf die parazelluldre Dichtigkeit in bEnd.3 Zellen spricht fir
einen komplexeren Wirkmechanismus als nur die Annahme einer gestorten trans-Interaktion
von TJ-lokalisiertem Cldn5 durch Anlagerung von BO1 und einer anschliefenden Cldn5-
Endozytose. Eine gestorte trans-Interaktion von Cldn5 sollte zur zeitnahen Abnahme der
parazelluldaren Dichtigkeit fihren. Da die TER-absenkende Wirkung von BO1 erst ca. 5 h nach
Beginn der Inkubation einsetzt, muss davon ausgegangen werden, dass BO1 vorzugsweise an
freiin der Plasmamembran lokalisiertes Cldn5 bindet und spater in TJ-Strange eingebaut wird,
jedoch nicht zu trans-Interaktionen befdahigt ist. Cldn5 liegt aufgrund seiner geringen
Plasmamembran-Mobilitdt sehr stabil in TJs vor (Piontek et al., 2011) und hat in HUVEC-Zellen
(human umbilical vein endothelial cells) an der Plasmamembran eine biologische
Halbwertszeit von ca. 70 min (Mandel et al., 2012). Eine dhnliche Situation kann in Cldn5-
endogen exprimierenden bEnd.3 Zellen angenommen werden. Der langsame Austausch
gegen BO1l-gebundenes Cldn5 kénnte den zeitverzogerten Wirkeintritt erklaren. Die > 24 h

lange Wirkdauer ist weiterhin durch den Einfluss auf die Proteinsynthese begriindet.

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass BO1 in vitro nicht nur die Cldn5-Proteinmenge in TJs,
sondern auch die Proteinexpression durch eine verringerte Transkription von Cldn5 sowie ZO-
1 beeinflusst und zur Zunahme der Proteinmenge von B-Catenin fihrt. Diese beruht nicht auf
einer Inaktivierung der GSK-3p, die Teil des B-Catenin-Abbau-Komplexes ist, sondern auf dem
Schutz des B-Catenins vor Abbau durch Phosphorylierung an Position S45. Somit ist denkbar,
dass B-Catenin mit dem Transkriptionsfaktor FoxO1 einen Komplex bildet, in den Zellkern
transloziert und durch die Repression des entsprechenden Promotors die Cldn5- sowie ZO-1-
Transkription blockieren (Mann et al.,, 1999; Taddei et al., 2008). Dafiir spricht auch die
tendenzielle Verringerung der Menge an T24-phosphoryliertem FoxO1, seiner zytosolisch
lokalisierten Form. Eine von B-Catenin beeinflusste Transkription von Claudinen ist Kontext-
spezifisch und abhdngig von der Aktivitat weiterer Signalkaskaden. Wahrend die
Wnt-Stimulation zur B-Catenin bedingten Erhéhung der Cldn3-Transkription flihrt (Liebner et
al., 2008), resultiert eine Stimulation mit Interleukin-1p (IL-1pB) in einer B-Catenin-involvierten
verringerten Cldn5- und Occl-Transkription, einer tendenziellen Erhéhung der
Cldn1-Transkription und einem TER-verringernden Effekt ca. 6 h nach Beginn der Inkubation
(Beard et al., 2014). BO1 hatte eine vergleichbare Wirkung auf die Cldn1-, Cldn5- und Occl-

Transkription und fiihrte ebenfalls zu einem ahnlichen, zeitverzégerten TER-Abfall in bEnd.3
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Zellen. Daher sollten zukiinftige Untersuchungen klaren, ob BO1 Signalkaskaden aktiviert, die

ahnlich zu IL-1B einen Entziindungsprozess auslosen.

Wadhrend die Cldn5-Proteinmenge nach 24 h Inkubation mit BO1 mit dessen verringerter
Transkription korrelierte, wies ZO-1 zum selben Zeitpunkt eine erhéhte Fluoreszenzintensitat
trotz verringerter ZO-1-Transkription auf. Diese Diskrepanz kann auf einer zeitlich versetzten
Transkription und Translation beruhen. Die ZO-1-Lokalisation an den Zellkontakten ist bedingt
durch seine zahlreichen Interaktionspartner aus dem TJ-, aber auch Adherens Junction- und
Gap Junction-Proteinkomplex (Lum et al., 1999). In bEnd.3 Zellen sind neben Cldn5 auch
Occludin und Catenine als Interaktionspartner bekannt. Cldn1 und -3 wurden in dieser Zelllinie
nicht detektiert (Muller et al.,, 2005; Brown et al.,, 2007). Anhand der gemessenen
Transkription verschiedener TJ-Komponenten erscheint Cldn5 in bEnd.3 Zellen eines der am
starksten exprimierten TJ-Proteine zu sein. Sein Verlust in TJs nach einer BO1-Behandlung
fliihrt wahrscheinlich zur fehlenden Abgrenzung von Adherens Junctions, sodass ZO-1 mit
B-Catenin interagiert, wie das aus der frihen Reifung von TJs bekannt ist (Rajasekaran et al.,
1996). Die stellenweise stark verdanderte Zusammensetzung der TJ-Proteine kdnnte die

beobachtete lokale Anderung der TJ-Morphologie erkldren.

4.3.2 Dimethylsulfoxid und 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin als

Losungsvermittler

Die schlechte Loslichkeit von BO1 in wassrigem Milieu erforderte die Verwendung von DMSO,
um in vitro wirksame BO1-Konzentrationen zu erreichen. Endothelzellen sind jedoch sensitiv.
An der Endothelzelllinie EAhy926 ist die Konzentration von > 0,6 % DMSO toxisch (Yi et al.,
2017). In dieser Arbeit wurde 0,5 % DMSO fiir Untersuchungen an bEnd.3 Zellen, das in vitro
Modell der BHS, gewahlt, da diese Konzentration keine negative Auswirkung auf die
Zellmorphologie, die Zellvitalitit oder die Dichtigkeit der Zellkontakte hatte.
Immunfluoreszenz-Analysen belegen dennoch einen schwachen Einfluss von 0,5 % DMSO auf
die Lokalisation von Cldn5 und ZO-1, da beide Proteine, die unter physiologischen
Bedingungen hauptsachlich in den Zellkontakten lokalisieren, nach der Inkubation mit 0,5 %

DMSO im Kulturmedium auch intrazellular zu finden waren (Abb. 7.3).
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Um in vivo nach Verdinnung im Blut eine wirksame BO1-Konzentration (ca. 50 uM) in
minimaler DMSO-Konzentration (ca. 0,1%) zu erzielen, war eine konzentrierte
Injektionslosung noétig (650 uM BO1 in Phosphatpuffer). Dies konnte nur durch Zusatz von
20 %igem HPBCD und 1 %igem DMSO zur Injektionslosung als Loslichkeitsverstarker erreicht
werden. Die gute Lo6slichkeit wurde durch Studien zur Formulierung von BO1 durch
Pharmacelsus GmbH bestatigt (personliche Kommunikation, Pharmacelsus GmbH,
Saarbriicken). Ausgehend von einem Injektionsvolumen von 100 pl und einem Blutvolumen
der Maus von 1 ml ist nach einer i.v. Bolusinjektion die initiale BO1-Konzentration im Blut
(65 uM; 2,9 umol/kg) vergleichbar hoch zu in vitro Bedingungen und die Konzentrationen der
Losungsvermittler physiologisch unbedenklich (2 % HPBCD; 600 umol/kg und 0,1 % DMSO;
600 umol/kg), wie verschiedene Studien belegen: Intraperitoneal verabreichte 10 %ige
DMSO-Losung hatte keine neurotoxische Wirkung (Cavas et al., 2005; Hanslick et al., 2009).
Erst eine i.v. Gabe von 28 %igem DMSO hat eine diuretische Wirkung, antiinflammatorische
Eigenschaft und einen Einfluss auf NMDA- oder AMPA-Rezeptoren, die zur Verminderung des
intrakranialen Drucks im Gehirngewebe nach einem Schadel-Hirn-Trauma fiihren (Jacob and
de laTorre, 2009). Auch die i.v. Applikation von 1000 mg/kg HPBCD an Ratten ist unbedenklich
(Gould and Scott, 2005) trotz reversibler Nierentoxizitat und Beeintrachtigung der lipid rafts
in der Plasmamembran durch Bindung von Cholesterin (Kline et al.,, 2010). Die gute
Vertraglichkeit von HPBCD wird unterstrichen durch seine Zulassung als Lésungsvermittler fir

die i.v. Applikation der Wirkstoffe Itraconazol und Mitomycin (Davis and Brewster, 2004).

Jedoch gibt es keine Studien zu einer mehrfachen i.v. Applikation Uber einen langeren
Zeitraum. Daher war die Untersuchung zur Vertraglichkeit des in dieser Arbeit entwickelten
Applikationsschemas zur Steigerung der BHS-Permeabilitdat notwendig, um eine Modulation
der BHS durch Toxizitat auszuschlieRen. Wie erwartet, waren die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Dosierungen der Loslichkeitsverstarker DMSO (bis zu 1,2 mmol/kg), HPBCD
(600 umol/kg) sowie BO1 (2,9 pg/kg) fur die Mause Uber einen Zeitraum von vier Wochen und
einer Dreifachapplikation pro Woche im Behandlungsregime 0 h-18 h-21 h gut vertraglich.
Neben dem unverdnderten Koérpergewicht wurden weder Verhaltensauffalligkeiten noch
pathologische  Verdnderungen verschiedener Organe  festgestellt (personliche
Kommunikation, EPO GmbH). Zukiinftig sollte dennoch eine weitere Optimierung der BO1-

Léslichkeit erfolgen, weil die Notwendigkeit eines 200-fachen molaren HPBCD-Uberschusses



88

gegeniber BO1 auf eine suboptimale Komplexbildung oder eine schlechte Kompatibilitat mit
DMSO als zusatzlichen Loslichkeitsverstarker deutet. Der Effekt einer kombinierten
Anwendung verschiedener Lo&slichkeitsverstarker von Wirkstoffen variiert stark. So
konkurriert der Wirkstoff Benznidazol mit seinem Co-Solvent 1-Methyl-2-pyrrolidon um die
Interaktion mit HPBCD, wahrend Triethanolamin die Interaktion desselben Wirkstoffs mit
HPBCD stabilisiert (De Melo et al., 2013). Eine geringere HPBCD-Konzentration ist

anzustreben, um die in der Literatur beschriebene Belastung der Nieren zu minimieren.

4.3.3 BO1 wirkt in vivo auf die Blut-Hirn-Schranke

Um zu kldren, inwiefern die im in vitro Modell der BHS gewonnenen Erkenntnisse auf die in
vivo Situation Ubertragen werden kdonnen, wurde in dieser Arbeit erstmals die Wirksamkeit
von BO1 an der Maus untersucht. Ein Vergleich zwischen in vitro Bedingungen und der weitaus
komplexeren in vivo Situation ist schwierig. Fiir die BHS-Offnung mittels Caprat wurde in vivo
eine ca. 20fach hohere Konzentration benétigt als in vitro (Maher et al., 2009). Die schlechte
Loslichkeit von BO1 in wassrigem Milieu limitiert jedoch Studien mit hohen BO1-
Konzentrationen. Die maximal mdgliche BO1-Dosierung einer einzelnen i.v. Bolus-Injektion
flhrte initial zu einer dhnlich hohen Konzentration im Blut (ca. 65 uM BO1) wie die in vitro
wirksame Konzentration. Erst die i.v. Dreifachapplikation von BO1 (2,9 umol/kg) unter Zusatz
von DMSO (600 pumol/kg; 0,1 %) und HPBCD (600 umol/kg; 0,1 %) im Behandlungsschema
0 h-18 h-21 h erhdhte die BHS-Permeabilitat fiir Natriumfluorescein (376 Da) schwach, aber
signifikant. Somit wurde die BHS-modulierende Wirkung von BO1 in vivo bestatigt. Eine Cldn5-
Verringerung in Gehirnkapillaren, vergleichbar zum Effekt in bEnd.3 Zellen, konnte mittels
Immunfluoreszenzfarbungen hingegen nicht beobachtet werden (Abb. 7.4). Vermutlich
erschwert der Blutfluss eine Anlagerung von BO1 an Cldn5 im GefaRendothel im Vergleich zum
statischen Zellmodell, wo sich die Substanz auf die Zellen absetzt und langer wirken kann.
Weiterhin erscheint Cldn5 in vivo starker im TJ-Proteinkomplex eingebaut, da es mit einer
biologischen Halbwertszeit von 30 h langer an der Plasmamembran verbleibt als in vitro
(Keaney et al., 2015), sodass in vivo die BO1-bedingte Cldn5-Verringerung in den TJs weitaus

schwacher ausfallt als im Zellkulturmodell.

Um zu kldren, wie weit Natriumfluorescein nach BO1-vermittelter Offnung der BHS ins ZNS-

Gewebe diffundiert, ware seine Darstellung im ZNS-Gewebe nétig. Jedoch war die
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Autofluoreszenz des Gehirngewebes stark, das Fluoreszenzsignal des nur leicht
angereicherten Natriumfluorescein sehr schwach, sodass dessen Detektion in Kryoschnitten
mittels Fluoreszenzmikroskopie fehlschlug. Eine Vorbehandlung der Gewebeschnitte zur
Minimierung der Autofluoreszenz war jedoch nicht moglich, da der unfixierbare Farbstoff
dabei ausgewaschen wiirde. Hierzu kdnnte zukinftig Sulfo-NHS-Biotin (443 Da) verwendet
werden. Seine kovalente Bindung an primare Amingruppen von Proteinen im Gewebe macht
es fixierbar, sodass eine Detektion im Gewebe mittels Fluoreszenz-konjugiertem Streptavidin
mittels Mikroskopie moglich ware. Alternativ konnte mittels MRT die Aufnahme eines

Kontrastmittels dieser MolekulargréRRe zeitaufgelost verfolgt werden.

Die Barrieredffnung fiir Natriumfluorescein fand in vivo biphasisch statt. Die maximale
Natriumfluorescein-Aufnahme ins ZNS, bedingt durch eine BO1l-vermittelte BHS-Offnung,
fand bis zu 6 h nach der letzten Dreifachapplikation statt und klang anschlieBend ab. Somit ist
der permeabilitatssteigernde Effekt reversibel. Insgesamt wurde jedoch eine gegeniiber dem
Ausgangswert erhohte Natriumfluorescein-Aufnahme von bis zu 48 h gemessen.
Interessanterweise zeigte das Cldn1l-modulierende Peptid mC1C2 im Perineurium der Ratte
eine Offnung fiir hydrophile Schmerzmittel ebenfalls fiir ein Zeitfenster bis zu 48 h (Zwanziger
et al., 2012). Diese Zeitspanne wird vermutlich ben6tigt, um die TJ-Integritat innerhalb der
Barriere vollstandig wiederherzustellen, nachdem sie Cldn-basiert gestort wurde. Die zweite
Phase im Wirkverlauf ist jedoch hauptsachlich auf HPBCD zurlickzufiihren. Unerwarteterweise
trug diese Substanz, deren Verwendung fiir die Loslichkeit von BO1 unabdingbar war, additiv
zu einer leicht erhdhten Aufnahme von Natriumfluorescein fiir > 24 h ins Gehirngewebe bei.
Die initialen pharmakokinetischen Messungen zur Stabilitdt der Substanzen im Blutplasma
durch die Pharmacelsus GmbH in Saarbriicken stehen im Einklang dazu. BO1l hat im
Blutplasma eine Eliminationshalbwertszeit von 18 min, was seinen schnellen Wirkverlust und
die Notwendigkeit der Mehrfachapplikation erklart, wahrend HPBCD mit einer
Eliminationshalbwertszeit von 66 min langer auf die BHS einwirkt. Sein Wirkmechanismus
bleibt derzeit unklar. Im intestinalen Epithel wird eine gestorte Integritat der Barrierefunktion
durch seinen Entzug von Cholesterin aus der Plasmamembran, was sich negativ auf
Effluxtransporter auswirkt, diskutiert (Yunomae et al., 2003; Troost et al., 2004). Andererseits
fiihrte eine Inkubation von Ratten-Jejunumzellen mit HPBCD zu keiner verdnderten

Barriereintegritat (Hamid et al., 2009). An der Zelllinie Caco-2 resultierte das Herausldsen von
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Cholesterin aus der Plasmamembran mittels Methyl-B-CD in einer Entfernung von Occludin,
Cldn3 und -4 aus TJs, einhergehend mit einer Verringerung des TER (Lambert et al., 2005).
Vergleichbare Studien zur Wirkung von HPBCD auf Claudine, Transportproteine oder
Cholesterin im Endothel der BHS fehlen bislang. HPBCD bindet bekanntermaRen an die
GefalBwand, kann jedoch nicht ins ZNS Gbertreten (Pontikis et al., 2013). Unter anderem sein
groRes Molekulargewicht (1,4 kDa) ist ein Kriterium, das den Transport durch die BHS trotz

einer BO1-bedingten Offnung sehr unwahrscheinlich erscheinen l3sst.

Innerhalb von 24 h wurden nur 0,1 % des i.v. applizierten BO1 unmodifiziert Gber Exkremente
ausgeschieden. Nalidixinsdure (BO1-C) als mogliches Produkt einer Hydrolyse wurde mit
einem Anteil von 1% detektiert, die Pyrazolidinkomponente hingegen konnte gar nicht
detektiert werden (Pharmacelsus GmbH). Hydrolyse durch unspezifische Esterasen im Blut,
Biotransformation sowie eine langerfristige Ablagerung im Gewebe sind mdégliche Ursachen
fiir die geringe Detektion von unmodifiziertem BO1 in Exkrementen. Dies wirft die Frage nach
der Verteilung der Substanzen im Organismus und der Verfligbarkeit Hydrolyse-resistenter
Derivate auf. Darlber hinaus sollte geklart werden, inwiefern eine nochmals verbesserte
Applikation die initiale Konzentration an der BHS erhéhen kdnnte, um den barriere6ffnenden
Effekt zu steigern. Eine alternative Applikation mittels implantierbarer osmotischen Pumpen
wirde eine gleichmallig hohe BO1-Konzentration Uber einen definierten Zeitraum
gewahrleisten. Die Applikation kdnnte auch intraarteriell in die A. Carotis, vergleichbar zum
hyperosmolaren Mannitol (Hasegawa et al., 1979), erfolgen. Hierbei wiirde BO1 schneller die
BHS erreichen und hatte so eine initial hohere Wirkkonzentration, bevor die Substanz durch

eine mogliche Biotransformation in der Leber ihre Wirkung verliert.

Eine Wirkungssteigerung von BO1 zur Reduktion von Mehrfachapplikationen und damit
besserer Handhabung sowie Untersuchungen moglicher Nebenwirkungen von HPBCD, BO1
und seiner Metabolite sind fiir weitergehende Studien essentiell, da BO1 in seiner
Darreichungsform die BHS-Permeabilitat transient und nebenwirkungsfrei erhéht und damit
das Potential hat, die parazellulare Aufnahme verschiedener pharmakologischer Wirkstoffe
ins Gehirn zu verbessern. Dies ist beispielsweise fir die Aufnahme von Zytostatika in
Tumorgewebe von besonderem Interesse. Daher erfolgte in dieser Arbeit abschlieBend die

Untersuchung zur BHS-Modulation in der Therapie eines Glioblastoms am Mausmodell. Eine
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Behandlung von Mausen mit der Dreifachapplikation von 2,9 umol/kg BO1 unter Zusatz von
600 ummol/kg HPBCD und 1,2 mmol/kg DMSO vor der Gabe von Paclitaxel, einem sehr
schlecht ZNS-gangigen Zytostatikum (Fellner et al., 2002), resultierte in einer bemerkenswert
geringeren TumorgrofRe gegeniiber der nur Paclitaxel-behandelten Versuchsgruppe. Dies
beweist, dass BO1 die Wirksamkeit von Paclitaxel verbessert, indem es die Permeabilitat der
Barriere erhoht, sodass mehr Wirkstoff ins Tumorgewebe gelangt. Die Wirksamkeit des
zweiten untersuchten Zytostatikums Oxaliplatin, in seiner ZNS-Gangigkeit ebenfalls stark
limitiert (Charest et al., 2013), wurde durch die BO1-bedingte Permeabilitaitserhhung
hingegen nicht verbessert. Das Ausbleiben des Therapieerfolgs bedeutet, dass im Tumor keine
wirksame Oxaliplatin-Konzentration erreicht wurde. Um zu klaren, ob die BO1-Behandlung
den Durchtritt von Oxaliplatin ins Tumorgewebe grundsatzlich verbessert, ware eine
Bestimmung der in den Tumor aufgenommenen Menge der verwendeten Zytostatika
hilfreich. lhre Detektion und Quantifizierung ist mittels Flissigchromatographie mit

Massenspektrometriekopplung zukiinftig realisierbar.

Insgesamt zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass BO1 die Durchldssigkeit der BHS in
vivo fiir verschiedene Substanzen voriibergehend verbessern kann. Somit stellt es eine gute
Alternative zu den bekannten BHS-6ffnenden Substanzen wie hyperosmolares Mannitol,
Alkylglycerin und Caprat dar, welche durch die unspezifische Offnung fiir bis zu 68 kD groRe
Molekile starke Nebenwirkungen haben (Erdlenbruch et al., 2003; Preston et al., 2008; Joshi
et al., 2011). Im Vergleich zur Cldn5-si RNA-basierten BHS-Offnung (Campbell et al., 2012) hat
BO1 den Vorteil, nicht per se als Antigen zu wirken, wahrend die systemische Applikation von
si RNA das Risiko birgt, eine Aktivierung des Immunsystems auszulésen (Marques and
Williams, 2005). Andererseits bietet eine Offnung der BHS lediglich die Moglichkeit fiir einen
verbesserten parazelluldren Transport bestimmter Substanzen, fiihrt jedoch nicht in jedem
Fall zur optimalen Aufnahme pharmakologischer Wirkstoffe (Cheng et al., 2010), da
Effluxtransporter dem starkeren parazelluldren Wirkstoffeinstrom entgegenwirken kdnnen.
Insbesondere die Aktivitat der in Gehirnendothelzellen stark exprimierten P-Glykoprotein und
OCT1 und -2 ist fur den Durchtritt von Paclitaxel und Oxaliplatin ins ZNS von Bedeutung, da
diese Zytostatika ihre Substrate sind (Demeule et al., 2002; Fellner et al., 2002; Zhang et al.,

2006). Dies unterstreicht die Komplexitdt der Wirkstoffaufnahme ins ZNS, sodass eine
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detaillierte Charakterisierung des Transports einzelner Wirkstoffe durch die BHS nétig ist, um

die medikamentdse Therapie zerebraler Erkrankungen zu verbessern.
4.4 Schlussfolgerungen

Die BHS ist eine dichte endotheliale Barriere, welche die ZNS-Gangigkeit potentieller
Wirkstoffe zur Therapie zerebraler Erkrankungen stark einschrankt. Derzeit verfligbare
Behandlungsmoglichkeiten sind hoch invasiv, unspezifisch und mit starken Nebenwirkungen
verbunden, sodass eine bessere Strategie zur transienten Offnung der BHS unabdingbar ist.
Ziel dieser Arbeit war es daher, ein besseres Verstandnis des TJ-Komplexes an der BHS zu
erlangen und darauf aufbauend einen Ansatz zur transienten Steigerung der parazelluldren
Permeabilitat fliir kleine Molekiile auf der Grundlage einer Modulation der TJs im

Gehirnendothel zu entwickeln.

Von den untersuchten, kirzlich als Claudine identifizierten und an der BHS vorkommenden
Cldn22, -24 und -25 konnte bei keinem eine abdichtende Funktion nachgewiesen werden. Die
festgestellte schwache trans-Interaktion von Cldn25 mit Occl zusammen mit dem von Berndt,
2017 beobachteten Einfluss von Cldn25 auf die TJ-Strangmorphologie legen eine TIJ-
regulierende Funktion von Cldn25 an der BHS nahe. Dennoch ist keines dieser Proteine als
primdres Target zur Modulation der BHS geeignet. Cldn3 hingegen tragt in vivo trotz seiner im
Vergleich zu Cldn5 sehr geringen Expression zur Integritat der BHS bei. Sein Knockout fliihrte
zur verringerten Cldn1-Expression im Kapillarendothel, einer beeintrachtigten TJ-Ultrastruktur
sowie einer erhohten Permeabilitat der BHS fiir kleine Molekiile. Erstmalig wurde gezeigt, dass
die Cldn3-Defizienz unter ischamischen Bedingungen gegenliber dem WT zur geringeren
Odembildung und InfarktgroRe fiihrt. Dieser Effekt geht mit einer Beeintrichtigung der Occl-
Lokalisation in den TJs im Reperfusionsverlauf einher. Daraus lasst sich schlieBen, dass unter
pathologischen Bedingungen Occl entweder direkt von Cldn3 oder indirekt durch seinen
Cldn1-verringernden Einfluss reguliert wird. Die beiden Proteine sind Interaktionspartner von
Occl und haben gleichzeitig einen Barriere-abdichtenden Charakter. Damit liegt nahe, dass der
Cldn3-KO und die einhergehende Cldni1-Verringerung unter ischamischen Bedingungen zur
Verringerung des intrakranialen Drucks beitragen, indem einer Odembildung vorgebeugt
wird, weil das Gewebe aufgrund der erhohten BHS-Permeabilitdt besser entwéssert wird. Zur

genaueren Charakterisierung der Funktion von Cldn3 und der Auswirkung der Occl-



93

Verringerung unter ischamischen Bedingungen sind die GrofRe der permeierbar gewordenen
Substanzen und der zeitliche Verlauf der BHS-Offnung wichtige Aspekte. Hierzu eignen sich
Untersuchungen zum Durchtritt von Farbstoffen verschiedener MolekulargrofRen ins
Infarktareal. Trotz der erhhten BHS-Permeabilitat ist Cldn3 als Target flir eine transiente
Modulation der parazelluldren Permeabilitat aufgrund seiner geringen Expression in den TJs
der BHS wenig geeignet. Da die gezielte Verringerung von Cldn3 die Expression von Cldnl
beeintrachtigen wiirde, ist weiterhin von einer verminderten Spezifitdat der Wirkung aufgrund

Cldn1-bedingter Effekte auszugehen.

Das im Wesentlichen zur parazellularen Dichtheit der BHS beitragende Cldn5 wurde aufgrund
seiner GroRenselektivitat und der starken Expression an den TJs der BHS ausgewahlt. Es ist
das am besten geeignete Zielmolekil fiir eine zeitlich begrenzte und gréBenspezifische
Erhohung der BHS-Permeabilitat. In dieser Arbeit wurde erstmalig eine Cldn5-modulierende
Wirkung an der BHS mittels der niedermolekularen Substanz BO1 gezeigt. Untersuchungen
zum Wirkmechanismus von BO1 zeigten, dass diese niedermolekulare Substanz
konzentrationsabhdngig auf Proteinebene Cldn5 in den Zellkontakten verringert und auch die
Cldn5-Transkription in einer [B-Catenin-vermittelten Signalkaskade herunterreguliert.
S45-dephosphoryliertes B-Catenin, die vor Abbau geschiitzte Form, wandert dazu vermutlich
zusammen mit dem Transkriptionsfaktor FoxO1 in den Zellkern und reprimiert den Cldn5-
Promotor. Die Erhéhung der parazelluldren Permeabilitdt basiert sowohl auf einer gestorten
Cldn5-Expression als auch -Lokalisation und damit verringerten trans-Interaktionen in den
Zellkontakten. Um den Wirkmechanismus von BO1 in vivo noch detaillierter herauszuarbeiten,
sollten zukiinftige Untersuchungen mit einer geringeren Konzentration der Lésungsvermittler

erfolgen, da HPBCD selbst einen leichten BHS-modulierenden Effekt aufweist.

Der Cldn5-Modulator BO1 besteht aus einem Pyrazolidin-Aromatensystem und der
Nalidixinsdaure, die Uber eine Carboxylesterbindung verbunden sind. Die
Pyrazolidinkomponente tragt malgeblich zur Cldn5-verringernden Wirkung bei. Fiir den
maximalen Effekt ist jedoch die Gesamtstruktur unabdingbar. Die maximale BHS-
modulierende Wirkung von BO1 hilt in vivo Gber 6 h nach der letzten BO1-Gabe an, wahrend
in vitro die Wirkung Uber 24 h dauert. Die kurze Wirkdauer von BO1 geht einher mit seiner

kurzen Verfiigbarkeit im Blutplasma. Die geringe in vivo Stabilitat der Substanz erklart die
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Notwendigkeit der Mehrfach-i.v. Applikation. Die kurze Halbwertszeit im Blutplasma
unterstreicht die Notwendigkeit, die Stabilitat von BO1 durch Derivatisierung zu optimieren,
um in vivo eine bessere Wirkung zu erzielen. Die Aufklarung der Kristallstruktur des Cldn5-
BO1-Komplexes wirde eine bessere Eingrenzung der Wirkbereiche im BO1 und so eine
gezielte Derivatisierung ohne Wirkverlust ermoglichen. Dabei kénnte die Esterbindung durch
PEGylierung maskiert und vor Abbau geschiitzt werden, wobei die Molekiilgeometrie erhalten
bliebe. Die Wasserloslichkeit kénnte z. B. durch das Anfligen polarer funktioneller Gruppen
erhoht werden, sodass die Verwendung von DMSO und HPBCD als Losungsvermittler
Uberflussig bzw. reduziert wirde. Dies wiirde vor allem Nieren und Leber als ausscheidende
und metabolisierende Organe entlasten. Die i.v. Gabe von BO1 bewirkte eine transient
erhohte Aufnahme von Natriumfluorescein, einem Marker fir die parazelluldare Permeation,
ins Gehirngewebe. Weiterhin wurde die ZNS-Gangigkeit von Paclitaxel, einem normalerweise
nicht Gehirn-gangigen Zytostatikum, ermoglicht und so die drastische Reduktion eines
Glioblastoms erreicht. Somit stellt BO1 eine neue Moglichkeit dar, bisher nicht ZNS-gangige
Pharmaka ins Gehirngewebe einzubringen. Es bietet sich an als vielversprechende Strategie

zur Erganzung der herkémmlichen Chemotherapie.

Zusammenfassend tragt diese Arbeit zum besseren Verstdandnis der Claudin-basierten
Modulation der BHS-Permeabilitat bei. Es wurde der Machbarkeitsnachweis erbracht, dass
Claudine geeignete Zielstrukturen sind zur transienten, groRenselektiven Offnung der BHS und
ein verbesserter Wirkstofftransport ins Gehirngewebe stattfindet. Eine Cldn5-Modulation
kann mittels niedermolekularer Substanzen gezielt erreicht werden kann. Dies eréffnet neue
Moglichkeiten zur Behandlung zerebraler Erkrankungen, indem viele potentiell wirksame
Substanzen, die bislang nicht ZNS-gangig waren, nun die BHS durchdringen und eine Wirkung
in vivo entfalten konnten. Dariiber hinaus kdnnte eine gezielte BHS-Modulation insbesondere
die Therapie einer Odembildung im Infarzierungsprozess oder nach einem Schidel-Hirn-
Trauma unterstiitzen, indem der Ausstrom von angestautem Wasser aus dem Gewebe

erleichtert wirde.
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7 ANHANG

7.1 Untersuchungen zur Funktion von Cldn3

Abb. 7.1: Natriumfluorescein kann in Gewebeschnitten nicht quantifiziert werden.

Verteilung von i.v. appliziertem Natriumfluorescein (griin) im Gehirn von WT bzw. Cldn3-KO Mausen. Die
Kryoschnitte wurden in wasserléslichem DAPI-haltigem (blau) Einbettmedium eingedeckt und sofort mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Natriumfluorescein war deutlich am GefaRlumen erkennbar, wies jedoch
auch im Hintergrund eine gleichmaRige Verteilung auf. Ein Unterschied hinsichtlich der ins Gehirngewebe
aufgenommenen Farbstoffmenge zwischen WT und Cldn3-KO wurde nicht festgestellt.
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Abb. 7.2: Aquaporin-1 ist mittels Inmunfluoreszenz im Endothel von Gehirnkapillaren nicht nachweisbar.

Immunhistochemische Farbung von Gehirn-Kryoschnitten zur AQP-1-Lokalisation. (A) zeigt immunhistochemisch
gefarbte Kryoschnitte einer WT- und einer Cldn3-KO Maus nach 1 h MCAO und 3 h Reperfusion. Agp-1 (griin)
war in Kapillaren, erkennbar am ZO-1 (rot) ihrer TJ, clusterartig lokalisiert, ohne mit TJs entlang des
Kapillarlumens zu Uberlagern. Seine Expression und Lokalisation war zwischen WT und Cldn3-KO nicht
verschieden und auch im Infarktareal nicht verandert; n=3-4. (B) zeigt Agp-1 (griin) im Gehirn einer WT-Maus
Uberlagert mit dem Erythrozytenmarker TER119 (rot). Beide Proteine liberlagerten nahezu vollstandig; n=2.

7.2 BO1-Untersuchungen

clds Z0-1 Uberlagerung mit DAPI  Abb. 7.3: 0,5 % DMSO fiihrt zur erh6hten
3 \ o Cldn5-Expression in bEnd.3 Zellen.
Immunfluoreszenzfarbung von Cldn5
(grin) und ZO-1 (rot) in bEnd.3 Zellen
nach Inkubation mit 0,5 % DMSO.
Konfluente bEnd.3 Zellen wurden nach
16 h Inkubation mit 0,5% DMSO in
Kulturmedium mittels Immunfluoreszenz
analysiert. DMSO-behandelte Zellen
wiesen Cldn5 und ZO-1 verstdrkt im
Zytosol auf; n=3.

~

unbehandelt

0,5 % DMSO

o o . - 100 : TR T s R 100 ym

Abb. 7.4: Eine BO1l-bedingte Veranderung von Cldn5 in TJs im murinen Gehirn ist mittels einer
immunhistochemischen Farbung nicht detektierbar.

Nach dem 0 h-18 h-21 h-i.v.-Regime mit PBS bzw. mit 1,5 mg/kg BO1 in 900 mg/kg HPBCD und 91 pul DMSO/kg in
PBS** behandelte Mause wurden dekapitiert und angefertigte Kryoschnitte immunhistochemisch gegen Cldn5
(griin) und ZO-1 (rot) gefarbt, Zellkerne wurden mit DAPI sichtbar gemacht (blau). Sowohl in der PBS-Kontrolle
alsauchin der BO1-behandelten Gruppe flihrte die BO1-Behandlung zu keiner sichtbaren Veranderung des Cldn5
hinsichtlich der Lokalisation und Fluoreszenzintensitat im Kapillarendothel; n=3.
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Abb. 7.5: Strukturvorschlage zur Bindung von BO1 an murines Claudin5.

Verschiedene 3D-Bindungsmodelle von murinem Cldn5 (Strukturvorhersage AS 1-190; grau) mit BO1 (blau).
Gezeigt sind jeweils die Komplexe mit der besten full fitness (ff) aus jedem Cluster (1-10). Alle Komplexe wiesen
eine dhnliche freie Enthalpie (AG) auf. Die vorgeschlagene Bindungsstelle in den verschiedenen Clustern war im
Grenzbereich zur EZS1, in den Transmembrandomanen oder in intrazelluliren Bereichen lokalisiert;
Modellerstellung mit SwissDock, 2017.
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ES wurde untersucht, inwiefern BO1 das Infarktgeschehen durch seine BHS-6ffnende Wirkung
beeinflusst. MCAO-operierte Maduse wurden 6 h nach Beginn der Reperfusion mit der
Dreifach-i.v.-Applikation von BO1, gel6st in HPBCD und DMSO, den Losungsmittelverstarkern
allein bzw. PBS behandelt und die Entwicklung des Infarktareals mittels MRT und einer
histologischen Farbung analysiert. Die InfarktgrofRen, bezogen auf die contralaterale
Hemisphare, unterschieden sich in den einzelnen Versuchsgruppen zu keinem Zeitpunkt (Tab.
7.1). Exemplarische MRT-Aufnahmen bzw. Hamatoxylinfarbungen, die zur Quantifizierung

herangezogen wurden, sind in Abb. 7.6 dargestellt.
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Tab. 7.1: Quantifizierung des Infarktverlaufs nach BO1-Gabe

Infarktmerkmale PBS HPBCD BO1

MRT: 3 h DWI + ADC mapping [% Hemisphare] 7,3 (n=1) 5,4+1,6 (n=4) 5,4 £ 0,7 (n=8)
MRT: 48 h T2[% Hemisphare] 0,4 (n=1) 3,8+1,5(n=5) 5,1+1,9 (n=8)
Hamatoxylin: Schwellung [% Hemisphare] 29+3,3(n=2) 2,3%+2,7(n=6) 0,8+1,5(n=10)

Hamatoxylin: InfarktgroBe [% contralat. Hemisphdre] 4,7+0,1(n=2) 8,0%£2,8(n=6) 12,1+2,4(n=10)

Abb. 7.6: BO1 beeinflusst den Reperfusionsverlauf nach MCAO nicht.

MCAOQ-operierte Mause wurden nach 6 h Reperfusion im 0 h-18 h-21 h-i.v.-Regime mit PBS*/* bzw. 1,5 mg/kg
BO1 in 900 mg/kg HPBCD und 91 ul DMSO/kg in PBS** oder nur den Ldsungsvermittlern behandelt. Das
Infarktgeschehen wurde 3 h und 48 h nach der letzten BO1-Gabe mittels MRT untersucht. AnschlieRend wurden
Gehirne entnommen und das Infarktareal mittels einer Hamatoxylinfarbung angefertigter Kryoschnitte
analysiert. (A) Reprasentative MRT-DWI Sequenzen mit anschlieBendem ADC mapping 3 h nach der letzten BO1-
Gabe. Das Infarktareal hob sich durch eine verminderte Wasserdiffusion von umliegendem Gewebe ab (blau).
(B) Reprasentative T2-gewichtete MRT-Sequenzen aus jeder Versuchsgruppe 48 h nach der letzten BO1-Gabe.
Die Odembildung erschien deutlich heller als umliegendes, nicht stark wasserhaltiges Gewebe. (C)
Reprasentative Himatoxylin-gefarbte Gehirn-Kryoschnitte. Das Infarktareal war an seiner deutlich schwécheren
Farbung erkennbar.



