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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In vielzelligen Organismen bilden Epithelien an der Korperoberfliche und als
Auskleidung der inneren Lumina funktionelle Grenzschichten, die sowohl das Koérperinnere
von der auleren Umwelt und die Fortsetzung der Korperoberflaiche, d.h. die Lumina der
Organe trennen als auch das Korperinnere in verschiedene Kompartimente unterteilen. Dabei
sind die Epithelzellen jeweils in charakteristischer Weise durch verschiedene Zell-Zell-
Verbindungen zu einem bestimmten Epithelgewebe gekoppelt.

Die ,Tight Junctions® (TJ) sind dabei fur die Herstellung und Aufrechterhaltung der
unterschiedlichen molekularen Zusammensetzungen der einzelnen Kompartimente, vor allem
als Haupt-Barriere flir die parazellulare Ausbreitung von Zellen, Partikeln und vielen
Molekularten, besonders wichtig. Wahrend die Zell-Zell-Verbindungen der TJ seit den 1960er
Jahren in einschichtigen polaren Epithelien sowohl strukturell als auch funktionell eingehend
untersucht worden sind, galt bis zur Jahrtausendwende noch die Uberwiegende Ansicht in der
Fachliteratur — auch als Lehrbuchdogma -, dass TJ oder &aquivalente Strukturen in
mehrschichtigen Epithelien nicht vorkommen und hier andere Strukturen, namlich
interzellulare Lipid-Akkumulationen, fir die Bildung und Aufrechterhaltung der Barriere-
Funktion verantwortlich sind. Nachdem in den letzten Jahren jedoch TJ-Proteine sowie TJ-
artige Strukturen und Funktionen in einigen mehrschichtigen Epithelien und davon
abgeleiteten Geweben (Hassall-korpuskel und Tumoren) nachgewiesen worden sind, sollte in
der vorliegenden Dissertation geklart werden, welche TJ-Proteine in bestimmten TJ-Strukturen
oder in sog. ,TJ-verwandten“ Anordnungen in mehrschichtigen Epithelien von Saugetieren
vorkommen. Aufllerdem sollte geklart werden, ob und wie pathologische mehrschichtige
Epithel-Bildungen wie sog. Plattenepithel-Metaplasien oder bestimmte Strukturen in
Plattenepithel-karzinomen typische TJ-Proteine enthalten kénnen.

Bei diesen Untersuchungen konnten zunachst kleine, punkt- oder zapfenformig
erscheinende TJ-artige Membran-Kontaktstellen als haufige interdesmosomale Strukturen
nachgewiesen werden: Mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik liefien sich elektronenmikroskopisch
in der Membranspaltebene zwischen den Desmosomen diese kleinen Strukturelemente als
saulenstumpfartige Erhebungen von bis zu ca. 12 nm Durchmesser darstellen, die an
manchen Stellen auch zu linearen, z.T. gewundenen und verzweigten Reliefbandern fusioniert
erschienen. Zumindest in bestimmten Plattenepithelien entsprachen die Positionen dieser
interdesmosomalen Membran-Kontakte in licht- wie in elektronenmikroskopischen
Immunlokalisierungsexperimenten Stellen, an denen typische TJ-Proteine wie z.B. Occludin
oder bestimmte Claudine angereichert waren. Diese neuartigen TJ-Protein-Strukturen wurden
daher als ,Stud Junctions® (Puncta occludentia) bezeichnet und mit anderen TJ-verwandten,
Claudin- bzw. Occludin-haltigen interdesmosomalen Strukturen wie den ,Lamellated
Junctions® oder den ,Sandwich Junctions® einiger Plattenepithelien verglichen. Zur mdglichen
molekularen Struktur und zur Bedeutung dieser ,Stud Junctions® werden Hypothesen
vorgestellt.

Weiterhin konnten TJ-Proteine und sowohl typische TJ- als auch TJ-verwandte
Strukturen in metaplastisch verandertem Bronchialepithel in situ und in vermeintlich
mehrschichtigen Zellkultur-Modellen der Plattenepithelmetaplasie nachgewiesen werden,
wobei z.T. auch die jeweilige Fahigkeit, eine Barriere-Funktion in der Kulturschale auszuiben,
untersucht wurde. Durch biochemische und immunologische Analysen lieen sich dabei TJ-
Proteine wie Claudin-1, Claudin-4 und Claudin-7 nachweisen, vielfach zusammen mit
Occludin bzw. Protein ZO-1. Elektrophysiologische Messungen ergaben aber, dass in sog.
»,Monolayer“-Kulturen von aus Bronchialepithelien abgeleiteten Zellen diese TJ-artigen Gebilde
fur die Barriere-Funktion allenfalls nur eine sehr geringe Bedeutung haben kénnen. Denn im
Vergleich mit der von einem Kolonkarzinom abgeleiteten, polaren Epithelzell-Linie CaCo-2
wiesen die polaren bronchialepithelialen Zellen der Linien 16HBE und Calu-3 recht niedrige -
und die an einer Luft-FlUssigkeits-Grenzschicht induzierten Metaplasie-Modelle (,Multilayer®-
Kulturen) sogar nur dufderst geringe - Widerstandswerte auf, deren Signifikanz tberdies noch
zweifelhaft blieb. Biochemische Befunde, vor allem bei Immunprazipitationsexperimenten,
legten aullerdem den Schluss nahe, dass bei diesen bronchialepithelialen Zellkulturen
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Claudin-1 mit Claudin-7 und dem ebenfalls vorkommenden Claudin-4 Komplexe bilden kann.
Dagegen wurden bei CaCo-2 Zellen ausschlielYlich Interaktionen von Claudin-1 mit Claudin-7
nachgewiesen.

Zusatzlich konnten TJ-Proteine (z.B. Occludin, Claudin-1, Claudin-4, Claudin-7, Protein
Z0-1, Cingulin) und zum Teil auch TJ-artige Strukturen in bestimmten Bereichen
unterschiedlich differenzierter Plattenepithelkarzinome - auch der Lunge - und in
Plattenepithelmetaplasien in situ sowie in den entsprechenden Zellkulturmodellen erkannt
werden.

Auch das erst jlingst entdeckte TJ-Transmembranprotein Tricellulin konnte an den
jeweiligen Kontaktstellen von drei Zellen nicht nur in einschichtigen Epithelien und davon
abgeleiteten Zellkulturlinien lokalisiert werden, sondern auch an den entsprechenden Stellen
in der obersten Schicht von Kulturen mehrschichtiger Keratinocyten der menschlichen HaCaT-
Linie. Ein Nachweis von Tricellulin-haltigen Kontakten in mehrschichtigen Epithelien in situ
scheiterte allerdings bisher daran, dass im Menschen — mindstens - zwei SpleilRformen des
Tricellulin-Gens vorkommen, aber fir die hier wohl relevante zweite SpleilRvariante bisher
noch kein spezifischer Antikérper zur Verfliigung stand.

Die Barriere- bzw. Selektions-Funktion der TJ-Strukturen in mehrschichtigen Epithelien
und entsprechenden Zellkultur-Modellen konnte auch mit Hilfe wasserldslicher Nachweismittel
(Tracer) wie z.B. LaCl; oder mit Dextran-Partikeln verschiedener GroRe elektronen-
mikroskopisch bzw. in physiologischen Translokationsexperimenten bestatigt werden. Die
Befunde werden auch im Zusammenhang mit der Hypothese einer extrazellularen ,Lipid-
Barriere“ diskutiert bzw. als Bestatigung der Vorstellung, dass es in vielen, vielleicht allen
Plattenepithelien zwei verschiedene Barriere-Systeme flir parazellulare Molekulverteilungen
gibt, die beide essentiell, aber auch komplementar sind, d.h. dass es sowohl ein TJ-System
als auch eine Absperrung durch interzellulare lipidreiche Dichtungen gibt.

Die Ergebnisse dieser Dissertation belegen also, dass es in mehrschichtigen Epithelien
generell TJ-Proteine in verschiedenen TJ-artigen Struktursystemen, aber auch in weiteren,
bisher noch nicht hinreichend erforschten ,Junction®-Strukturen gibt, wobei in jedem Fall
mindestens ein komplettes ,Abschluss-System® in den obersten lebenden Zellschichten
vorkommt und wohl essentiell ist. Von den zuséatzlichen TJ-Protein-haltigen Strukturen ist das
in dieser Arbeit definierte interdesmosomale Punctum occludens das rdumlich kleinste, durch
seine Haufigkeit aber sicherlich auch bemerkenswerteste Strukturelement, das es nun in
zukinftigen Experimenten in seiner Funktion und méglichen Beteiligung beim Aufbau grélierer
TJ-Strukturen aufzuklaren gilt. Wahrend die Bronchial-Plattenepithel-Metaplasie in situ einem
ahnlichen geordneten Aufbau wie andere Plattenepithelien aufweist, stellen die mehrschichtig
erscheinenden Zellkultur-Systeme bronchialepithelialer Herkunft kein Kultur-Modell einer
Metaplasie, sondern eine Zellkultur-Struktur sui generis dar, bei der TJ-artige
Molekilanordnungen in praktisch allen Zellschichten vorkommen. Die Bedeutung dieser
Befunde flr einige Funktionen solcher Epithelien, bestimmter krankhafter Entartungen
(Plattenepithelmetaplasien) und in der zukunftigen Tumordiagnostik wird diskutiert.



Zusammenfassung

“Schlussleisten” (Zonulae occludentes)

and Biochemically Related Structures:

Tight Junction-Proteins
and Functions in Stratified Epithelia,
With Special Reference to

Squamous Epithelial Metaplasia

1. Summary

In the multicellular organisms of the animal kingdom, the epithelia provide a structural
continuum covering the body surface and certain luminal spaces of inner organs, thus
separating the environment and the lumina from the body interior and establishing several
internal compartments and organs. Characteristically, the specific epithelial cells are
interconnencted by diverse kinds of cell-cell junctions to form and maintain a certain epithelial
tissue.

In this epithelial system, the “tight junctions” (TJ) are of crucial importance for the
assembly and stable interaction of the molecular components of the individual compartments,
in particular as they represent the main barrier to the paracellular translocation of cells,
particles and molecules. While TJ have been extensively studied since the 1960s with
structural and physiological methods in simple, polar epithelia, it has been a long-standing,
general dogma in the literature, textbooks included, that TJ structures do not occur in stratified
epithelia and that in certain squamous stratified epithelia such as the epidermis, for example, a
totally different kind of structure, i.e. intercellular lipid accumulations, are responsible for the
formation and maintenance of the barrier and its functions. As, however, in recent years TJ-
proteins and compositionally TJ-related structures have been identified in some squamous
stratified epithelia and epithelial tumors, it should be clarified in this thesis which of these
proteins occur in specific TJ-structures or in other assemblies of mammalian stratified epithelia
or of cultured cells derived therefrom. Specifically, it should also be elucidated whether and in
which way pathological formations of stratified epithelial cells such as squamous epithelial
metaplasias or certain special structures within squamous cell carcinomas can form TJ-related
or are based on structures.

In the course of these experiments, it has been noted that additional small,
interdesmosomal, TJ-related cell-cell-contact structures occur in several of these tissues.
Using freeze-fracture electron microscopy, small (diameter <12 nm) columnar projections have
been noticed in the intramembranous fracture plane, which sometimes appear to line up and
form limited curvilinear rows and ridges, corresponding in certain cell layers of stratified
epithelia to interdesmosomal membrane-membrane contact sites of enrichment of occludin
and/or some members of the claudin families of proteins. These novel small structural
elements, termed “stud junctions” (Puncta occludentia), have therefore been compared with —
and differentiated from — other interdemosomal, TJ-protein-rich structures recently defined in
stratified epithelia such as the “lamellated junctions” and the “sandwich junctions”. Hypotheses
of the possible molecular structure and of functional roles of stud junction assemblies are
presented.
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TJ-proteins as well as typical TJ and TJ-related structures have been detected in airway
epithelia, including tracheal and bronchial epithelium as well as squamous cell metaplasias,
and also putative cell culture metaplasia models, and such cell layers have also been
examined in physiological experiments for their transepithelial resistance and possible barrier
functions with respect to paracellular diffusion and translocation processes. Using biochemical
and immunological methods, several transmembrane TJ-proteins (e.g. occludin, claudins -1, -
4 and -7) as well as TJ-plaque-proteins such as protein ZO-1 and cingulin have been detected
in such junctions. Electrophysiological measurements, on the other hand, have made it clear
that possible barrier functions can only be at a very low level, if at all significant, in layers of
cultured bronchial cells, in particular in comparison with certain other polar epithelial cell
monolayers such as those formed by the intestinal cell line CaCo-2. Such minimal
transepithelial resistance and barrier effects have been observed in electrophysiological
measurements as well as in experiments in which paracellular diffusions of dextran beads of
certain size classes and of lanthanum ions have been examined. Correspondingly, only very
little restriction of paracellular translocations have been noted when air-liquid-interface-grown,
- stratified looking bronchioepithelial cell layer cultures of the lines 16HBE and Calu-3 have
been examined. Moreover, using detergent-lysed cells, biochemical analyses of co-
immunprecipitation experiments, have revealed that in these bronchioepithelial cell culture
lines, protein complexes of claudin-1 with claudin-4 or claudin-7 were present.

In general, a number of TJ-proteins (e.g. claudins -1, -4, -7, occludin, protein ZO-1,
cingulin) as well as some of the TJ-related structures have also been detected - in various
combinations — in some of the squamous epithelial metaplasias and certain differentiated
subforms of squamous cell carcinomas of the lung. Moreover, using immunocytochemistry,
the very recently discovered TJ-protein, tricellulin, has not only been localized in polar
epithelial cells of airways in situ and in culture precisely and only to sites at which three cells
form angular contacts but also in the uppermost layer of cells of cell culture systems forming
squamous multilayer epithelia such as keratinocytes of the line HaCaT. The fact that tricellulin
has not been detected in some stratified tissues in situ and in certain cell culture monolayers
may be explained by the finding of the existence of more than one mRNA-splice-form of
tricellulin and the lack of immunological cross-reactivity between these isoforms with two
specific antibodies used.

The results show that in squamous epithelia TJ-proteins generally occur in different TJ-
related structures but also in other, yet largely unknown cell-cell-interaction structures, and
that in these stratified epithelial structures an assembly of TJ-proteins and some apical barrier
system has been found. Of all these various TJ-protein-containing structures the punctum
occludens is certainly the smallest subunit known. While the bronchial squamous epithelial
metaplasia in situ shows a vertically differentiated layer organisation, the apparently
multilayered cell culture systems derived from bronchial cells and grown at an air-liquid-
interface do not display significant differentiation of this kind and an apical barrier system but
represent an artificial cell growth system sui generis.

The observations are discussed with respect to diverse functions of such epithelia,
including pathological derivatives, and also with respect to the potential value of such findings
and reagents in diagnostic pathology.
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2. Einleitung

In vielzelligen Organismen, ist es, um das Funktionieren des komplexen Systems zu
gewahrleisten unerlasslich, dass das Korperinnere von der duf3eren Umwelt isoliert wird,
wobei sich diese aullere Umwelt Uber eine Gasphasen-Kontinuitat in die Lumina innerer
Organe fortsetzen kann. Zum anderen muss das Korperinnere in verschiedene
Kompartimente, die verschiedene Gase bzw. Flissigkeiten unterschiedlicher molekularer
Zusammensetzung unterteilt werden. Epitheliale und endotheliale (Blut- und Lymphgefalle)

Zellschichten sind fur die Aufrechterhaltung derartiger Barrieren verantwortlich.

2.1 Strukturelle Klassifizierung der Epithelien

Epithelien sind funktionelle Grenzschichten an auf3eren (z.B. Haut) und inneren (z.B.
Verdauungstrakt, diverse Driisen, Atemwege) Korperoberflachen. Die Epithelzellen bilden um
ein Lumen herum flachig oder réhrenférmig organisierte Zellanordnungen, die aus einer oder
mehreren (bereinander liegenden Zellschichten bestehen (deutschsprachige Ubersichten z.B.
bei (Drenckhahn 1994; Kartenbeck 2003).

Die einschichtigen Epithelien werden weiter nach der Form ihrer Zellen unterteilt. In
hochprismatischen bzw. zylindrischen Epithelien sind die Zellen hdher als breit. Haufig
besitzen die Zellen dieses Epitheltyps auf der apikalen Seite typische Fortsatze wie z.B.
Mikrovilli, oder Stereocilien oder bewegliche Fortsatze wie Kinocilien.

Im Zylinderepithel, das zum grof3en Teil die Atemwege auskleidet, sitzen alle Zellen der
Basallamina auf, jedoch erreichen einige die Oberflache. Infolgedessen sind die ovalen
Zellkerne oft nicht mehr in einer Reihe, sondern in zwei oder mehreren Reihen angeordnet
(zwei- oder mehrreihiges Epithel). Als Oberflachendifferenzierung besitzen diese Zellen diese
Villi oder Kinocilien, die den gewebetypischen Schleim oder diverse Partikel auf der
Oberflache bewegen kdnnen.

In mehrschichtigen Epithelien ist nur die unterste Zelllage mit der Basallamina
verbunden. Daruber befinden sich mehrere Lagen von Zellen, die sich zur Oberflache oft hin
immer mehr abflachen. Als mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel bildet es die
Oberflaichen der feuchten Schleimhdute von Mund, Anorektalkanal, Osophagus, Vagina,
Gingiva, Mundhohlen-Mucosa, Zunge und Penis-Mucosa) Ein mehrschichtiges, verhorntes

Plattenepithel bildet z.B. die Epidermis der Haut.
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2.2 Pathogenesen von Epithelien

Die dauerhafte Einwirkung von hauptsachlich exogenen Noxen z.B. - von &atzenden
Flussigkeiten bis zum Zigarettenrauch - kann in gesunden epithelialen Zellverbanden zu
reversiblen (Metaplasien) und irreversiblen (Anaplasien) Veranderungen fuhren. Die
Metaplasie wird in den gangigen Lehrbichern als die Transformation eines bestimmten
differenzierten Gewebetyps in einen anders differenzierten, allerdings verwandten Gewebetyp
definiert. Das daraus resultierende zeitliche und raumliche inadaquate Auftreten bestimmter
Gewebeskomponenten kann als Folge tiefgreifender Veranderungen der Genregulation
verstanden werden, wobei chronische Reize als induktive Modulatoren wirken (Askanazy
1919; Black und Ackerman 1952; Auerbach et al. 1957; Auerbach et al. 1961; Richter 1970;
Gould et al. 1971; Bonikos et al. 1976; Mithal und Emery 1976; Trump et al. 1978; Mathe et al.
1986; Bejui-Thivolet et al. 1990; Leube und Rustad 1991; Coggins 1998; Serikov et al. 2006).
Metaplasien kdénnen als adaptative Strukturen in einer Vielzahl von Geweben auftreten und
werden in vielen Fallen als Vorlaufer von bosartigen Tumoren angesehen (Beresford 1981;
Lugo und Putong 1984; Slack 1986; Damjanov 1996). Die metaplastischen Vorgange wie z.B.
der lokal begrenzte Ubergang eines im Prinzip einschichtigen (z.B. mehrreihiges
Flimmerepithel der Atemwege) in ein mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel kdnnen mit
dem Wegfall der toxischen Einflusse reversibel sein. Bei fortlaufenden Reizen kann es jedoch
zu weiteren pathologischen Veranderungen (Karzinogenese) kommen. Die dabei

entstehenden Tumoren der Epithelien werden als Karzinome oder Karzinoide bezeichnet.

2.3 Funktionen epithelialer Zellverbande

Die Entwicklung der geordneten Struktur normaler Epithelgewebe mit der Ausbildung
einer apikal-basolateralen Polaritatsachse in Epithelzellen, die auf komplexen Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Verbindungen sowie der mechanischen Kopplung epithelialer Zellen Uber das
intrazellulare Cytoskelett basiert (Gumbiner 1996), ist flr die Funktion von Epithelien als
selektive Permeabilitatsbarriere fur verschiedene Molekule zwischen innen und aul3en (z.B.
Epidermis oder Mundhdhle) und zwischen physiologisch unterschiedlichen Kompartimenten
(z.B. Schleimsekretion in den Atemwegen, Absorption von Nahrstoffen im Darm, oder
Filtration in der Niere) von besonderer Wichtigkeit. Durch die laterale Zelladh&dsion kommt es
in diesen Bereichen auch zu einer Restrukturierung des Cytoskeletts und oft auch zur
Ausrichtung von Zellorganellen (z.B. Zellkern, Mitochondrien, Golgi-Apparat, Zell-Zell-
Verbindungen), was u.a. auch Voraussetzung flr gerichtete physiologische
Transportvorgange wie z.B. Transcytose, Uber epitheliale Zellschichten ist (Balcarova-Stander
et al. 1984; Nelson und Veshnock 1986; Vega-Salas et al. 1987; Ojakian und Schwimmer
1988; Cereijido et al. 1998). Durch laterale Zell-Zell- und basolaterale Zell-Matrix-Kontakte
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wird die apikal-basolaterale Polaritatsachse und die laterale Geschlossenheit epithelialer
Zellen aufrechterhalten.

Komplexe von mehreren Transmembranproteinen, die Uber verschiedene Plaque-
Proteine mit dem Cytoskelett verbunden sind, bilden derartige Zell-Zell-Verbindungen.
Verschiedene andere cytoplasmatische Proteine sind mit diesen Plaques assoziiert und
kénnen z.T. auch an der Regulation unterschiedlicher Prozesse wie z.B. der Transkription
oder der Proliferation beteiligt sein. Dabei liegen die verschiedenen Zellverbindungstypen
meist nicht unabhangig voneinander vor, sondern treten oft zeitlich und rdumlich gekoppelt
auf. In den verschiedenen Geweben bzw. sogar in verschiedenen Zelltypen desselben
Gewebes koénnen Zell-Zell-Verbindungen unterschiedliche molekulare Zusammensetzung

aufweisen.

2.4 Gewebe-Aufbau und Zellarchitektur-Elemente

Cytoskelett-Filamente und interzellulare Kontakte sind an der Formgebung der Zelle
beteiligt und sind wesentlich verantwortlich fur Aufbau und Aufrechterhaltung der Zell- und
Gewebearchitektur. Zudem sind sie an Prozessen, bei denen die Zelle ihre Form oder Gestalt
andert, wie z.B. an Zellteilungen, Bewegungen, Formveranderungen, Endo- und Exocytose,

beteiligt.

2.4.1 Cytoskelett-Filamente

Cytoskelett-Filamente kénnen nach ihrem Durchmesser in drei verschiedene Systeme
eingeteilt werden: die Mikrotubuli, die Intermediarfilamente und die Mikrofilamente (Fuchs und
Weber 1994; Herrmann 1998; Coulombe et al. 2001; Herrmann und Aebi 2004). Die
zelltypischen Cytoskelett-Filamente der Epithelzellen sind die Intermediarfilamente (IF) von
Cytokeratin-Typus, die an den Desmosomen sowohl an der Plasmamembran inserieren und
somit an der Stabilisierung und Formgebung der einzelnen Zellen als auch Gesamtepithel-

Zusammenhang beteiligt sind.

2.4.1.1 Die Intermediarfilamente als molekulare Differenzierungscharakteristika

Als molekularen ,Marker” werden Molekule bezeichnet, die in einem typischen Muster in
nur einem bestimmten Zelltyp — oder nur in bestimmten wenigen Zellen vorkommen und
diesen Zelltyp oder diese Zellkategorie charakterisieren. Der Einsatz von Reagenzien, die
spezifisch fir bestimmte Marker sind, stellt somit eine Hauptmethode der Zelltyp-Ansprache in
der Tumordiagnostik dar (Moll 1990).
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Die typischen IF der Epithelien sind die Cytokeratin-Filamente (CK; Tab. 2.1), die als
Fibrillen geblndelt an den Zellmembranen der Desmosomen verankert sind. Demzufolge
gelten desmosomale Proteine, insbesondere die transmembranen, desmosomalen Cadherine
(siehe 2.4.2.2), wenn sie zusammen mit Cytokeratinen (CK; aquivalent auch kurz als
,Keratine“ bezeichnet) nachgewiesen werden, als molekulare Marker fur Epithelien bzw. die
davon abgeleiteten malignen Tumore, die Karzinome.

Bei der Gruppierung der Epithelien in einschichtige, mehrschichtige und

Ubergangsformen sind gruppen-spezifische CK-Muster (Kartenbeck 2003) zu erkennen.

Tab. 2.1: Beispiele fur das Vorkommen von Cytokeratin-Polypeptiden in verschiedenen
Epithelgeweben des Menschen, aus (Leube 1996).

Mehrschichtiges Epithel Einschichtiges
Epithel

Typ I Typl Typ 11 Typl

Keratin (K) Nr. 1] 2e

3|4|5|6 9‘10112|13|14‘15‘16‘1? ?IS ]8‘19‘20

A. Einschichtiges Epithel

Leber (Hepatozyten)

Pankreas (dukral) 'Y

Niere (proximaler Tubulus)

Magen

Kolon

Endometrium

]

o | & pres .

Alveolarepithel &

B. Epithel mit Ubergangsformen

Mamma (luminal) v | e

Bronchus .

Harnblase .

[
[ ]
=

C. Mehrschichtiges Epithel

Osophagus @

Exocervix [ ]

Epidermis

]
L 2L 2K B
L 2K A AN

Epidermis der Fuffsohle &

Molekulargewicht (x10-%) 68 65,5 63| 59| 58| 56| 64| 56| 55| 54| 50| 50| 48 | 46 | 54 [52,5] 45| 40| 46

Die GroRe der Punkte entspricht der relativen Haufigkeit; groRe Punkte, starke Expression; kleine
Punkte, schwache Expression. Sehr geringe, sporadische oder nur begrenzt fokale Expressionen sind
nicht bericksichtigt worden (nach Moll et al. 1982, Quinlan et al. 1985, Moll und Franke 1986, Moll
1993). Blaue Punkte = ,,Grund-CKs"; rote Punkte = CKs, die in Kombination mit wenigen anderen CKPs
spezifisch fir einen Zelltyp oder ein Gewebe sind; graue Punkte = zusatzlich exprimierte CKs.

2.4.2 Interzelluldare Verbindungen

An der Entstehung, Morphogenese und Aufrechterhaltung von Geweben und komplexen
Organismen haben Zell-Zell-Verbindungsstrukturen entsprechenden Anteil. Schon wahrend

der frihen Embryogenese sind sie fir den Aufbau des Organismus und der Gewebe
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verantwortlich (zu Mechanismen und Prinzipien vgl. u.a. (Holtfreter 1939; Steinberg 1962,

1962, 1962, 1963, 1970; Takeichi 1977; Steinberg und Takeichi 1994; Steinberg 1996,

Trinkaus, 1955 #330; Duguay et al. 2003). Weiterhin sind einige der Zell-Zell-

Verbindungsproteine auch an der Vermittlung von Signalen von der Plasmamembran ins

Zellinnere beteiligt (Hasegawa et al. 1996; Behrens 1999; Hirase et al. 2001; Huelsken und

Birchmeier 2001; Jamora und Fuchs 2002; Balda und Matter 2003; Getsios et al. 2004).

In der heutigen ,Lehrbuch-Klassifikation® (Bloom 1975; Drenckhahn 1994; Kihnel 2002)
interzellularer Kontakte werden die folgenden Kategorien aufgeflihrt:

a. Kommunikationskontakte (,Gap Junctions®, GJ; Nexus, Maculae communicantes), die in
der interzellularen Kommunikation und dem direkten cytoplasmatischen Stoffaustausch
kleiner bis mittelgrofer Molekiile eine Rolle spielen (Simon und Goodenough 1998;
Goodenough und Paul 2003).

b. Adharenz-Verbindung (,Adherens Junctions®, AJ; Zonula, Fascia, Punctum adhaerens)

c. Fleckdesmosomen (Desmosomen, DES; Macula adhaerens).

»+Adherens Junction® und Desmosomen werden auch unter dem Begriff Adharenz-
Verbindungen (,Adherens Junctions”) zusammengefasst und sind fir spezifische Filament-
Verankerungen und die mechanische Stabilitdit von Geweben verantwortlich (Farquhar und
Palade 1963; Staehelin 1974; Geiger et al. 1983; Edelman 1985; Franke et al. 1987; Franke et
al. 1994; Godsel 2004; Perez 2004).

d. Schlussleisten (,Tight Junctions®, TJ; z.B. Zonula occludens; zum ersten mal benannt
durch Stéhr, P. (Stéhr 1906), die als Hauptbarriere die parazellulare Ausbreitung von
Zellen, Partikeln und vielen Molekilen bilden (Stevenson und Keon 1998; Tsukita et al.
2001; Langbein et al. 2002; Langbein et al. 2003; Matter und Balda 2003; Schneeberger
und Lynch 2004; Van ltallie und Anderson 2005; Aijaz et al. 2006; Furuse und Tsukita
2006).

Im vergangenen Jahrzehnt wurden zusatzlich zu diesen ,klassischen® Kategorien
weitere Typen hinzugefiigt. Hierzu zahlen die Sonderformen der Area composita des Herzens
(Borrmann et al. 2000; Grossmann et al. 2004; Borrmann et al. 2006), die gewissermalen
eine Mischform aus Fascia adhaerens und Desmosom darstellt und der Complexus
adhaerens ein desmoplakin-haltiger, komplexer Verbindungs-Typ der Rethothelzellen der
Lymphknotensinus (Schmelz und Franke 1993; Schmelz et al. 1994; Zhou et al. 2004;
Hammerling et al. 2006) ferner der Contactus adhaerens in den Kornerzellen der Glomeruli
des Cerebellums (Rose et al. 1995; Bahjaoui-Bouhaddi et al. 1997; Hollnagel et al. 2002), die
heterotypischen Zell-Zell-Verbindungen in der Zona limitans externa der Retina (Paffenholz et
al. 1999) und die Cortex adhaerens der Augenlinse (Straub et al. 2003).
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Daruber hinaus wurden in den letzten Jahren TJ-verwandte Strukturen, weitgehend
molekularen unbekannte, doch Occludin-haltige Zell-Zell-Verbindungen in verschiedenen
mehrschichtigen Epithelien, selbst in Gebilden ohne Lumen wie den Hassallschen Korperchen
des Thymus und den ,Hornperlen“ verschiedener Plattenepithelkarzinome, beschrieben
(Langbein et al. 2002; Langbein et al. 2003), so z.B., die ,Lamellated Junctions® und die
»Sandwich Junctions® in Plattenepithelien vom Mensch und vom Rind (Langbein et al. 2002).

Im Folgenden werden die molekularen Komponenten der Plaque-bildenden
Zellverbindungstypen der ,Adherens Junction®, Desmosomen und ,Tight Junction® deshalb
kurz beschrieben. Eine Ubersicht iber die Anordnung dieser drei Verbindungen ist in der
Abb. 2.1 am besonders Ubersichtlichen Fall des subapikalen Zell-Zell-Kontaktbereiches im

Dunndarmepithel vorgestellit.

— Tight Junction —f—=

—Adherens Junction —

| Desmosome

e

Abb. 2.1: Schematische Darstellung (A) der klassischen Einteilung der subapikalen ,Junctions® (Perez-
Moreno et al. 2003) in polaren Epithelien und elektronenmikroskopische Aufnahme (B) dieser Region
(,Absorptive Cells“ des menschlichen Duodenums).

2.4.2.1 Adhéarenz-Verbindungen

Die Familie der Calcium (Ca?)-abhidngigen Zell-Adhdsions Transmembran-
Glykoproteine (,Cadherine®, Takeichi, 1977) bildet eine der gréten, wichtigsten und nahezu
ubiquitaren Typen von Adharenz-Verbindungen. Zu der Familie der Cadherine zahlen neben
den klassischen Cadherinen auch die desmosomalen Cadherine. Die Cadherin-Familie wird
aufgrund der strukturellen und funktionellen Unterschiede ihrer Mitglieder in zwei Typen (Typ-|
& Il) unterteilt. Typ-l Cadherine wie z.B. das epitheliale E-Cadherin oder das neurale
N-Cadherin koénnen sowohl an homotypischen, als auch an heterotypischen Zell-Zell-
Interaktionen beteiligt sein. Zu den nahe verwandten atypischen oder Typ-ll Cadherinen
zahlen z.B. VE-Cadherin und Cadherin-11 (Angst et al. 2001).

10



Einleitung

Die vereinfachte Darstellung des molekularen Aufbaus von Adharenz-Verbindungen ist
in Abb. 2.2 abgebildet.

Abb. 2.2: Schematischer Aufbau von
Adharenz-Verbindungen (nur eine Halfte der
symmetrischen Struktur ist gezeigt). Dargestellt
sind das Cadherin-, Catenin- und das NAP
(Nectin-Afadin-Ponsin)-System, die alle mit
dem Aktin-Cytoskelett in Verbindung stehen
(modifiziert nach Perez-Moreno et al., 2003).
Abkulrzungen: pg, Plakoglobin; p120, Protein
p120°"; a-cat, a-Catenin; B-cat, B-Catenin.

Uber eine stark konservierte Sequenz in der cytoplasmatischen Doméne kénnen
Cadherine an bestimmte Proteine im cytoplasmatischen Plaque der AJ (Cowin et al. 1986;
Nagafuchi und Takeichi 1989) und Uber diesen an das Aktin-Cytoskelett binden. Das
gemeinsame Strukturmerkmal der Multigen-Familie der Arm-repeat Proteine bildet ein nach
dem Segment-Polaritdtsgen Armadillo aus Drosophila melanogaster (Franke et al. 1989;
Peifer und Wieschaus 1990) benanntes Motiv mit einer Bindungsstelle fur Cadherine.
(Troyanovsky et al. 1989; Behrens et al. 1996; Pai et al. 1996; Paffenholz und Franke 1997).
Zu dieser Proteinfamilie gehéren u.a. p-Catenin, Plakoglobin, die Proteine p120°", ARVCF
und p0071 sowie Neurojungin und die Plakophiline 1-3.

Zusatzlich zum Cadherin-Catenin-System wird auch der Nectin-Afadin-Ponsin-(NAP)-
Komplex zu den konstitutiven Komponenten von ,Adherens Junctions“ gezahlt. Dieser
Komplex kann sowohl in polaren als auch in nicht-epithelialen Zellen nachgewiesen werden.
Die Proteine dieses Komplexes interagieren in mehrfacher Weise mit den Cadherin-Catenin-
Molekiilen (Mandai et al. 1997). Nectin ist ein Ca?-unabhingiges Protein und kann in
unterschiedlichen Isoformen vorkommen (Takahashi et al. 1999; Kikyo et al. 2000; Hoshino et
al. 2004). Afadin hat offenbar eine wichtige Funktion als Verbindungselement zwischen den
NAP- und den Cadherin-Catenin-Komplexen (Mandai et al. 1997; lkeda et al. 1999; Takahashi
et al. 1999; Miyahara et al. 2000). Neben ihrer Funktion in Adhdrenz-Verbindungen sind
Nectin und Afadin am Aufbau von Tight Junctions beteiligt (Yamamoto et al. 1997; Fukuhara
et al. 2002; Fukuhara et al. 2002; Takai und Nakanishi 2003). Daruber hinaus kann die
Bindung von Afadin an das Protein ZO-1 offenbar Moleklle des NAP-Komplexes sowohl an
AJ als auch an TJ binden (Yokoyama et al. 2001).

11
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2.4.2.2 Desmosomen

Desmosomen (Maculae adhaerentes) sind wesentliche Elemente der Gewebestabilitat
bei mechanischer Belastung (Bierkamp et al. 1996; Ruiz et al. 1996; Gallicano et al. 2001;
Protonotarios et al. 2001; Eshkind et al. 2002; Grossmann et al. 2004). Sie bilden
.Semistabile® Strukturen, die einem dynamisch reguliertem Auf- und Abbau unterliegen und
dadurch den Aufbau und die Bewahrung der Gewebeorganisation sichern (Staehelin 1974;
Franke et al. 1981; Franke et al. 1982; Schwarz et al. 1990; Schmidt et al. 1994; Green und
Gaudry 2000; Getsios et al. 2004). Desmosomen kommen in allen Epithelien und in einigen
nicht - epithelialen Geweben wie z.B. dem Myokard, den dendritischen Retikulum-Zellen von
Lymphknoten-Follikeln und Meningen vor (Franke et al. 1982; Kartenbeck et al. 1984;
Schwarz et al. 1990; Schmidt et al. 1994; Schmidt et al. 1999; Akat et al. 2003). In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigt sich typischerweise ihr elektronendichter,
cytoplasmatischer Plaque mit den Intermediarfilamenten (IF, Abb. 2.3, a) unterhalb der
Plasmamembran und im Interzellularspalt eine von Cadherinen (siehe nachstehend)
gebildete, elektronendichte ,Mittellinie” (Abb. 2.3, MI), die sog. Desmoglea (Mueller und
Franke 1983; Cowin et al. 1984; Cowin 1985; Buxton et al. 1993; Garrod 1993; Koch und
Franke 1994; Schafer et al. 1994; North et al. 1999). In elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von Gefrierbrlichen erscheinen Desmosomen als rundliche, dicht mit
desmosomalen Transmembranproteinen (Abb. 2.3; TP) gepackte Plaques (Breathnach 1971;
Elias und Friend 1976; Kelly und Shienvold 1976; Shimono und Clementi 1976; Leloup 1979).

Abb. 2.3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Desmosomen. a Ultradiinnschnitt; b Gefrierbruch-
Praparat

Wie bereits fir den Plaque der AJ beschrieben, besteht auch dieser Plaque-tragende
Zellverbindungstyp aus verschiedenen Transmembranproteinen, zu denen die desmosomalen
Cadherine und einige andere Plaque-Proteine gehéren. Zu den desmosomalen Cadherinen
beim Menschen zdhlen die Desmogleine (Dsg) 1-4 und die Desmocolline (Dsc) 1-3 (Koch et
al. 1990; Collins et al. 1991; Mechanic et al. 1991; Nilles et al. 1991; Parker et al. 1991; Koch
et al. 1992; Buxton et al. 1993; Koch und Franke 1994; Angst et al. 2001; Whittock und Bower
2003). In ihrer molekularen Struktur &hneln die desmosomalen Cadherine den klassischen
Cadherinen, haben jedoch eine deutlich gréfiere und komplexere cytoplasmatische Doméane

(Schwarz et al. 1990; Koch und Franke 1994; Serikov et al. 2006). Bestimmte Isoformen der
12
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Desmocolline (Dsc 1-3) und der Desmogleine (Dsg 1-4) sind einzeln oder in Kombinationen
fur bestimmte Epitheltypen bzw. fur bestimmte Differenzierungszustande charakteristisch
(Koch et al. 1992; Buxton et al. 1993; Schafer et al. 1994; Nuber et al. 1995; Nuber et al.
1996; Hanakawa et al. 2004).

Desmoplakine (DP | und Il), Plakophiline (PKP 1-3) und Plakoglobin stellen die Plaque-
Proteine der Desmosomen dar (Franke et al. 1981; Franke et al. 1982; Cowin 1985; Cowin et
al. 1986; Kapprell et al. 1988; Franke et al. 1989; Garrod 1993; Heid et al. 1994; Schmidt et al.
1994; Green und Jones 1996; Mertens et al. 1996; Ruiz et al. 1996; North et al. 1999).
Desmoplakin gehort zur Plakin-Familie und kommt in zwei Spleil3varianten vor (Mueller und
Franke 1983; Cowin et al. 1985; Kapprell 1990; Green und Gaudry 2000; Ebata et al. 2001;
Godsel 2004). Die Plakophiline PKP 1-3 bilden eine Unterfamilie der ,arm-repeat‘-Proteine.
PKP 1 kommt in den suprabasalen Zellschichten mehrschichtiger Epithelien vor (Franke et al.
1983; Kapprell et al. 1988; Schafer et al. 1993; Hatzfeld et al. 1994; Heid et al. 1994; Schmidt
et al. 1994). PKP 2 hingegen ist nahezu ubiquitar und generell in Proliferationsfahigen Zellen
verbreitet und kommt so u.a. im desmosomalen Plaque einschichtiger Epithelien bzw. in den
Basalzellen mehrschichtiger Epithelien vor, aber auch im Myokard vor (Mertens et al. 1996;
Grossmann et al. 2004, Mertens, 1999 #522). In den suprabasalen Zellschichten der
mehrschichtigen Epithelien wird PKP 3 exprimiert. In Kardiomyocyten und Hepatocyten konnte
dieses Plakophilin bislang allerdings nicht nachgewiesen werden (Bonne et al. 1999; Schmidt
et al. 1999). Tab. 2.2 zeigt eine Ubersicht der molekularen Komponenten der desmosomalen

Strukturen.

Tab. 2.2: Molekulare Bestandteile der Desmosomen

. . 5 . Zelltyp und
Transmembranproteine | Plaque-Proteine | assoziierte Filamente
Gewebe

Desmosomale Cadherine: | Plakoglobin Mikrofilamente Epithelien

. Desmoplakin | .
Desmogleine (Dsg 1-4) Myocardium

und Il

. Plakophiline (PKP

Desmocolline (Dsc 1-3) 13)
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2.4.2.3 ,Tight Junctions®

Tight Junctions (TJ) sind seit ihrer ausflihrlichen Beschreibung durch Farquhar und
Palade (Farquhar und Palade, 1963) als charakteristische Strukturen der einschichtigen
Epithelien und der Endothelien bekannt. Ihre biologischen Funktionen bestehen zum einen in
der Bildung von Barrieren fur parazellulare Translokationen zwischen Lumina (z.B. Lunge,
Darm, Blutgefal3e) und dem mesenchymalen Raum (,Barrier Function®) und zum anderen in
der Bildung einer intramembrandsen Sperre zwischen apikaler und basolateraler

Membranregion (,Fence Function®) (siehe Abb. 2.4).

apikale Membran
,Barrier Lumen

JFence Function® selektive

Function Kanale

mesenchvmaler parazellularer transzellularer
basale Membran y

Raum Transport Transport

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Transportvorgdnge an epithelialen Zellen.
Nach Tsukita et al., 2001.

Ursprunglich wurden TJ Uber ihre morphologischen Eigenschaften definiert. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Ultradinnschnitt-Préaparaten erscheinen sie
typischerweise als maximal enge Membran-Membran-Kontakt-Regionen (,Kissing Points®), in
denen die &uferen Membranteile der beiden gegenlberliegenden Zellen zu einer
Membrankontaktstelle zu verschmelzen scheinen (Abb: 2.5a, Pfeilspitzen). Auch die TJ
weisen meist einen schmalen elektronendichten Plaque im Cytoplasma auf. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Gefrierbruchpraparaten erscheinen die Membran-
Membran-Kontakt-Regionen als ein komplexes, membran-assoziiertes Netzwerk von
untereinander verbundenen strangartigen Strukturen (Abb. 2.5b), das auf der apikolateralen
Membran um die Zellen herum lduft und die Zonula occludens bildet (Farquhar und Palade
1963; Friend und Gilula 1972; Claude und Goodenough 1973; Staehelin 1974; Montesano et
al. 1975).
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Abb. 2.5: Klassische Strukturen der TJ in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von
Ultradiinnschnitten (a; Pfeilspitzen markieren die ,Kissing Points“) und Gefrierbriichen (b); man erkennt
die Relief-artigen Strange, ,ridges® in einem einschichtigen Epithel; aus Tsukita und Furuse (2000)

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Anzahl der z.T. parallel verlaufenden
strangartigen TJ-Strukturen und ihre Komplexitat, insbesondere die Anzahl der
Querverbindungen, in einem Zusammenhang mit dem messbaren transepithelialen
Widerstand (TEER) und damit auch mit ihrer Barriere-Wirkung steht (Claude und Goodenough
1973; Claude 1978; Noske et al. 1994). Die strangartigen Strukturen bzw. die engen
Membran-Membran-Kontakte in der Zonula occludens und damit der weitestgehend
undurchladssige Verschluss, der den parazelluldren Transport verhindert bzw. begrenzt,
entsteht durch TJ-Membran-Protein-Komplexe.

Als Transmembranproteine wurden bisher Occludin, Mitglieder der Claudin-Familie
(Tsukita et al. 2001; Furuse und Tsukita 2006) und die Proteine JAM 1-4 (Aurrand-Lions et al.
2001) identifiziert.

Weitere TJ-Proteine sind die cytoplasmatischen Plaque-Proteine Protein ZO-1
(Stevenson et al. 1986; Anderson et al. 1988), ZO-2 (Jesaitis und Goodenough 1994) und ZO-
3 (Haskins et al. 1998). Diese gehdren zu den PDZ-Proteinen, die mit der PDZ-Doméane ein
aus 80-90 Aminosdauren bestehendes Protein-bindendes Motiv besitzen. Weitere PDZ-
Proteine sind Par 3 (ltoh et al. 2001), Par 6 (Johansson et al. 2000) sowie Plas 1 (Kamberov
et al. 2000; Roh et al. 2002). Die Proteine ZO-1, -2 und -3 gehdren ebenso wie die Proteine
MAGI 1-3 (Ide et al. 1999; Wu et al. 2000; Wu et al. 2000) genannten Proteine zur MAGUK

(Membran-assoziierte Guanylatkinasen)-Familie.
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Protein ZO-1 wurde aber nicht nur in TJ sondern auch in GJ (Giepmans und Moolenaar
1998; Toyofuku et al. 1998; Nielsen et al. 2001) und AJ (Balda und Matter 2003) wie auch in
den Complexus adhaerentes des Lymph-Endothels sowie der Area composita, der
Glanzstreifen (,Intercalated Disks®) des Herzmuskels (Borrmann et al. 2006; Hammerling et al.
2006) nachgewiesen. Als weitere TJ-Plaque-Proteine sind das Cingulin und das Symplekin
beschrieben worden, wovon das letztgenannte auch im Zellkern nachgewiesen werden kann
(Citi et al. 1988; Gumbiner et al. 1991; Keon et al. 1996; Stevenson und Keon 1998; D'Atri und
Citi 2002; Hofmann et al. 2002). Abb. 2.6 zeigt ein schematisches Modell der derzeitigen

Vorstellung zu Interaktionen der an TJ beteiligten Proteine.

7H6 Claudins
AF—6
ERTED : >

<1018
- ;; o l
ZAK s
25/ ME 2 o
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(o irab3B)
:—_-_-_ - \ Occludin
M |
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Abb. 2.6: Schematisches Modell der Interaktionen der TJ-Proteine (Mitic et al. 2000)

Occludin, das als erstes entdeckte Transmembranprotein der TJ (Furuse et al. 1993), ist
ein etwa 60 kDa groRes Transmembranprotein (,Tetra Spanin“), wobei das carboxyterminale
(C-Terminus) und das aminoterminale (N-Terminus) Ende auf der cytoplasmatischen Seite
lokalisiert sind.

Der Claudin-Genfamilie gehdéren beim Menschen 24-Mitglieder an, die ein
unterschiedliches, gewebe-abhangiges Genexpressionsmuster aufweisen konnen (Furuse et
al. 1998; Morita et al. 1999; Mitic et al. 2000; Rahner et al. 2001; Tsukita et al. 2001; Wilcox et
al. 2001) und Grofen von etwa 20-27 kDa haben.

JAM-Proteine (,Junctional Adhesion Molecule®) sind glykosylierte, ca. 43 kDa grolte TJ-

Transmembranproteine mit nur einer Transmembran-Region, die einen kurzen
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cytoplasmatischen C-Terminus und einen langeren extrazellularen N-Terminus besitzen. Uber
ein klassisches PDZ-Bindemotiv im C-Terminus interagieren die JAM-Proteine mit diversen
cytoplasmatischen Proteinen wie z.B. Protein ZO-1, Cingulin, AF6 oder Par-3/ASIP (Bazzoni
et al. 2000; Ebnet et al. 2000; Ebnet et al. 2001; Itoh et al. 2001). In Gefrierbruchanalysen
zeigte sich, dass JAM-Proteine allein jedoch im Gegensatz zu den Occludinen und Claudinen
nicht in der Lage sind, TJ-Strukturen zu bilden. Dennoch sind sie in enger raumlicher Nahe zu
solchen Strukturen zu finden (Itoh et al. 2001). JAM-1 wird sowohl in epithelialen, als auch in
endothelialen Zellen, JAM-2 hingegen anscheinend nur in endothelialen Zellen exprimiert.
JAM-3 ist ausschlieBlich in der Plasmamembran von T-Zellen zu finden sind. JAM-4 wurde in
Nierenglomeruli und in Epithelzellen des Darms nachgewiesen (Aurrand-Lions et al. 2000;
Palmeri et al. 2000; Arrate et al. 2001; Hirabayashi et al. 2003). Tab. 2.3 zeigt eine Ubersicht

Uber die molekularen Bestandteile der Tight Junctions.

Tab. 2.3: Molekulare Bestandteile der Tight Junctions

Zelltyp und
Transmembranproteine | Plaque-Proteine | assoziierte Filamente
Gewebe
Occludin Z0-1-3 Mikrofilamente Epithelien
Claudine Cingulin Endothelien
JAM 1-4 Symplekin
PAR3-6
PALS1
MAGI1-3

Die Funktionen der verschiedenen TJ-Transmembranproteine sind anschienend sehr
unterschiedlich. Wahrend die JAM-Molekile den Monocyten und Lymphocyten das
Durchdringen der epithelialen bzw. endothelialen Barrieren ermdéglichen (Cunningham et al.
2000; Arrate et al. 2001; Kostrewa et al. 2001), ist Occludin wahrscheinlich an der
Ubertragung von Signalen von der Plasmamembran in das Zellinnere beteiligt (Tsukita et al.
1999; Barrios-Rodiles et al. 2005). Dagegen scheinen die Claudine vorrangig fir gewebe-
abhangige Unterschiede der epithelialen bzw. endothelialen Barriereeigenschaften
verantwortlich zu sein (Kiuchi-Saishin et al. 2002; Gonzalez-Mariscal et al. 2003;
Schneeberger und Lynch 2004; Van ltallie und Anderson 2005; Furuse und Tsukita 2006).

Unterschiedliche Barriere-Eigenschaften der TJ verschiedener Gewebe bzw. Gewebe-
Abschnitte scheinen oft mit einem bestimmten Muster der Claudine zu korrelieren (Stevenson
et al. 1988; Goodenough 1999; Morita et al. 1999; Furuse et al. 2001; Van ltallie et al. 2001;
Amasheh et al. 2002; Colegio et al. 2002; Yu et al. 2003; Alexandre et al. 2005).
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Verschiedene Mutationen in Claudin-Genen bei menschlichen Krankheiten und die
Ergebnisse von Gen-Ausschaltungs-Experimenten (,gene knock-out) an Mausen zeigen die
Funktionen der Claudine in situ auf. Beispielsweise fuhrt eine Mutation im Claudin-16-Gen
(Synonym: Paracellulin-1) dazu, dass zu wenig Mg*"-lonen reabsorbiert werden
(Hypomagnesamie), was letztlich zu einer renalen Dysplasie flihrt (Simon et al. 1999; Hirano
et al. 2000; Ohba et al. 2000; Weber et al. 2001). Claudin-16 wird normalerweise im
aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife in der Niere exprimiert, wo hohe Konzentrationen
von Mg*-lonen parazellular reabsorbiert werden (Simon et al. 1999). Verschiedene
Mutationen des Claudin-16 Gens fiihren nun zu Defekten in der Mg?*-lonen Reabsorption und
damit zum Ausscheiden der Mg?*-lonen iiber den Harn (Simon et al. 1999; Weber et al. 2001).
Somit sind bei diesen Mutationen primar im Harntrakt Veranderungen im Elektrolythaushalt
der Niere und sekundar Gewebeveranderungen zu beobachten. Mutationen in den Genen von
Claudin-11 und Claudin-14 flihren zu Taubheit, da aufgrund dieser Mutationen die
empfindliche lonen-Konzentrationen im Innenohr gestort wird (Konishi et al. 1978; Ferrary und
Sterkers 1998; Wilcox et al. 2001; Ben-Yosef et al. 2003; Gow et al. 2004; Kitaijiri et al. 2004).
Mause, bei denen das Claudin-5-Gen ausgeschaltet wurde, sterben kurz nach der Geburt, da
Claudin-5 in der Blut-Hirn-Schranke wichtige Funktionen tGbernimmt (Pardridge 1998; Morita et
al. 1999; Nitta et al. 2003). Das Ausschalten des Claudin-11-Gens flhrt bei mannlichen
Mausen zu Sterilitat, da Claudin-11 an der parazellularen Barriere zwischen Blut und Hoden
beteiligt ist (Griswold 1995; Gow et al. 1999; Morita et al. 1999). Es beeinflusst aber auch den
lonen-Haushalt der lokalen Kompartimente, die fur die Reifung der Spermatocyten
entscheidend sind. Auch in Zellen der Myelinscheiden von Oligodendrocyten im zentralen
peripheren Nervensystem und in Schwannschen Zellen wurden Strukturen beschrieben, die
TJ-artig erscheinen. Claudin-11 und Claudin-19 gehéren zu den Hauptbestandteilen der TJ-
artigen Strukturen dieser Zellen. Bei Mausen, in denen diese Gene ausgeschaltet wurden,
verschwanden diese TJ-artigen Strukturen von den Myelinscheiden, und die Reizweiterleitung
war beeintrachtigt (Gow et al. 1999; Morita et al. 1999; Miyamoto et al. 2005).

Die Frage, ob TJ-Proteine oder TJ-artige Strukturen nicht nur in einschichtigen
Epithelien, sondern auch in mehrschichtigen Plattenepithelien wie z.B. der Epidermis,
vorkommen und ob diese auch dort an einer funktionelle Barriere-Funktion beteiligt sind,
wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. Es ist weitestgehend akzeptiert, dass in den letzten
(d.h. obersten, lebenden Zellschichten — etwa des Stratum granulosum der Epidermis
Strukturen existieren, die eine Barriere fir den parazellularen Transport von Wasser und
anderen Molekllen sowohl von innen nach auf3en als auch in umgekehrter Richtung bilden
kénnen. Die molekulare Zusammensetzung sowie der spezifische Aufbau dieser Barriere-

bildenden Strukturen sind jedoch umstritten.
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In elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Ultradinnschnitten und Gefrierbruch-
Praparaten der Epidermis wurde in den letzten Jahren bereits typische TJ- ,Kissing Points"
und kurze strangartige Strukturen beschrieben. Dennoch halt sich weiter die Ubernommene
Lehrbuch-Ansicht, dass grofRflachige und damit funktionelle TJ-Barriere-Strukturen weder in
der menschlichen Epidermis noch in anderen Plattenepithelien existieren (Schroeder und
Theilade 1966; Thilander und Bloom 1968; Breathnach 1971; Fejerskov 1973; Squier 1973;
Elias und Friend 1975; Palekar und Sirsat 1975; Shimono und Clementi 1976; Caputo und
Peluchetti 1977; Elias et al. 1977; Andersen 1980; Kitajima und Mori 1980; Caputo 1981;
Holland et al. 1989; Simon et al. 1993; Fawcett 1994; Elias 1996; Morita et al. 1998; Madison
2003; Segre 2003; Fluhr et al. 2006; Segre 2006).

In jingster Zeit wurden jedoch TJ-Proteine und TJ-artige Strukturen nicht nur in der
obersten lebenden Schicht mehrschichtiger Epithelien nachgewiesen (Brandner et al. 2002;
Furuse et al. 2002; Langbein et al. 2002), sondern es wurden auch weitgehend unbekannte,
teilweise Occludin-haltige, molekular verwandte Zell-Zell-Verbindungen (z.B. Coniunctio
laminosa, Lunctura structa) in verschiedenen mehrschichtigen Epithelien beschrieben. Sogar
um Gebilde ohne Lumen, wie den Hassallschen Korperchen des Thymus und den
,Hornperlen® verschiedener Plattenepithelkarzinome wurden derartige Zell-Zell-Verbindungen
nachgewiesen (Langbein et al. 2002; Langbein et al. 2003; Morita et al. 2004). Die
lebenswichtige Bedeutung der TJ-Strukturen in mehrschichtigen Epithelien wurde mit Hilfe von
Claudin-1 Knock-out-Mausen nachgewiesen. Diese Mause starben wenige Tage nach ihrer
Geburt mit runzeliger Haut, aufgrund von starkem Wasserverlust tUber die Haut (Furuse et al.
2002). Erganzend wurde bei Patienten, die an Ichthyosis (einer Hautkrankheit mit gestorter
Barrierefunktion der Haut und dadurch erhéhtem Wasserverlust) leiden, Mutationen im

Claudin-1-Gen nachgewiesen (Hadj-Rabia et al. 2004).
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2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Zell-Zell-Verbindungen der Tight Junctions (TJ)-Kategorie einschichtiger, vor allem
polarer Epithelien sind lange Zeit nach ihrer Definition (Farquhar und Palade 1963; Friend und
Gilula 1972; Staehelin 1974) vorwiegend nur morphologisch und z.T. auch physiologisch
behandelt worden und es hat erstaunlich lange gedauert, bis mit den ersten Identifizierungen
von TJ-Transmembranproteinen - und Antikérper gegen diese - eine Basis flur gezielte
biochemische und genetische Untersuchungen gegeben war (Furuse et al. 1993; Furuse et al.
1998; Fanning et al. 1999; Tsukita et al. 2001; Turksen und Troy 2004). Dagegen wurde die
Frage, ob TJ-Strukturen oder TJ-Moleklle auch in mehrschichtigen Epithelien wie z.B. der
Epidermis existieren und ob dort auch eine Barriere-Funktion auslben, lange Zeit kontrovers
und Uberwiegend eigentlich ablehnend diskutiert (Squier 1973; Elias und Friend 1975; Elias et
al. 1977; Andersen 1980; Fawcett 1994; Matter und Balda 1999; Madison 2003; Norlen 2003;
Segre 2003; Schluter et al. 2004; Fluhr et al. 2006; Segre 2006). So galt etwa bis zur
Jahrtausendgrenze die Lehrbuchmeinung, dass TJ-Strukturen oder aquivalente Strukturen in
mehrschichtigen Epithelien nicht existieren und die Barrierefunktion in diesen Epithelien von
lipiddsem Material GUbernommen wird, das Uber die ,Lamellar Bodies* von Zellen des Stratum
granulosum in den Interzellularraum abgegeben wird. In jingster Zeit wurden jedoch TJ-
Proteine und TJ-artige Strukturen in den letzten lebenden apikalen Zellschichten
mehrschichtiger Epithelien wie z.B. der Epidermis (Morita et al. 1998; Brandner et al. 2001;
Pummi et al. 2001; Brandner et al. 2002; Furuse et al. 2002; Tebbe et al. 2002; Morita et al.
2004) und in entsprechenden subapikalen Zellschichten aller bisher untersuchten
Plattenepithelien, von der Gingiva und der Zungen-Mucosa bis zur Vagina (Langbein et al.
2002), aber auch in bestimmten mehrschichtigen Zellverbanden ohne Lumen wie z.B. den
Hassallschen-Korperchen im Thymus und den ,Hornperlen® von Plattenepithelkarzinomen
(Langbein et al. 2003; Morita et al. 2004; Tobioka et al. 2004) nachgewiesen. Die Frage nach
dem molekularen Aufbau und der Kontinuitat der TJ in mehrschichtigen Epithelien blieb dabei
aber ungeklart. Ebenso unklar ist bis heute die Frage geblieben, in wieweit die beschriebenen
TJ auch in Plattenepithelien eine Barrierefunktion haben.

Durch die dauerhafte Einwirkung von hauptsachlich exogenen Noxen kann es auch in
einschichtigen Epithelien zu krankhaften Veranderungen im Sinne einer pathologischen
Plattenepithel-Bildung wie vor allem der Metaplasie oder sogar zu Plattenepithelkarzinomen
kommen. Dabei ist vor allem die Frage ungeklart, wie diese pathogenen Strukturen aufgebaut
sind und wie sich z.B. aus einem einschichtigen Epithel wie dem Bronchus ein
metaplastisches Epithel entwickelt (Beresford 1981; Lugo und Putong 1984; Slack 1986;
Leube und Rustad 1991) und sich daraus ein Plattenepithelkarzinomen entwickelt. Die
Untersuchung mdglicher Barrieren in Plattenepithelmetaplasien bzw. in bestimmten Tumor-

Regionen durch TJ-artige Strukturen ware naturlich auch fur die Diagnose und Therapie der
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entsprechenden Tumore bzw. ihrer Vorlauferldsionen wie z.B. der Plattenepithelmetaplasien
von Bedeutung.

Das besondere Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, aus einschichtigen, polaren
Epithelien, vor allem der Lunge, entstandene mehrschichtige Vorlauferlasionen
(Plattenepithelmetaplasien) in situ und in aquivalenten Zellkulturmodellen (Elias und Friend
1976; Ehrhardt et al. 2002) in ihrem molekularen Aufbau, ihrer Ultrastruktur und ihrer
physiologischen Leistung aufzuklaren. Dazu war es natlrlich zunachst erforderlich, bestimmte

Methoden und Grundbefunde in bekannten Plattenepithelien zu entwickeln bzw. zu prifen.
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3. Material

3.1 Gerate

Tab. 3.3: In dieser Arbeit verwendete Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Brutschranke Nabco Labotect, Goéttingen

Elektronenmikroskope

Fluoreszenzmikroskope

Fotografie

Gefrieratzanlage

Gelektrophorese Apparatur
Heizblock
Hochdruckgefrierer
Kryotom

Kryotransfer System
Leuchtplatte

Magnetrihrer

Mikrotom

Mikrowelle
Netzgerate
PCR Maschine

pH-Meter

Plunge-Freezer

Forma Scientific

EM 910

Gemini 1530

Axiola

Axiophot

Konfokales Laserscanning
Mikroskop (LSM510)
Digitalkamera Axio Cam HRc
Digitalkamera Axio Cam MRc
Fotopapier: Brovira-Speed
BH310 RC Kdrnung 4
Kamera

Schwarzweiffilm: T-Max 400

Software Axio Vision Version 4.3

BAF 060

Typ 5302
HPM 010
Jung CM 3000
VCT 010

Rex

Ika Combimag

RHS ,Rapid Microwave
Histoprocessor*

Consort E865
Phero-stab 500
MJR Research
Calimatic 765

Labotect

Zeiss, Oberkochen
Zeiss

Zeiss

Zeiss

Zeiss
Zeiss

Zeiss

Agfa, Kéln

Zeiss

Kodak, Wangen
Zeiss

Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein

cti, Idstein/Taunus
Eppendorf, Hamburg
Bal-Tec

Leica, Bensheim
Bal-Tec

Herolab, Wiesloch
Ika Labortechnik, Staufen
Microm, Walldorf

Milestone; Sorisole, Italien

Pharmacia, Freiburg i. Br.
Biotec Fischer, Reiskirchen
Biozyme, Oldendorf

Knick

Bal-Tec, Liechtenstein
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Gerat Bezeichnung Hersteller

Propan-Jet-Freezer JFD 030 Bal-Tec

Roéntgenbedarf Entwickler fur Rontgenfilme: Agfa
Classic E.O.S.

Roéntgenfilm: Medical Film

Konica Minolta, Tokio,
Japan

Rontgenkassetten Goos, Heidelberg
Rotationsmikrotom HM 3555 Microm
Scanner 4870 Photo Epson, Disseldorf
Dimage Scan Elite 5400 Minolta, Minchen
Schuttler »Silent Rocker” Cti

Spectralphotometer
Sterile Werkbank

Type A/B3
Waagen
Warmeschrank
Wasserbad
Zahlkammer
Zentrifugen Biofuge AC

Ultrosec Plus
SterilGard Hood Class Il

Neubauer Zahlkammer

Sartorius, Gottingen
Pharmacia

The Baker Company Inc.,
Stanford, CA, USA

Sartorius, Gottingen
Memmert, Schwabach
Braun, Melsungen

Hecht Assistent, Sondheim

Heraeus-Christ, Hanau

Tischzentrifuge ,Centrifuge 5415“ Eppendorf

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3.4: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichung

Hersteller

Deckglaschen
Eppendorf Reaktionsgefalle
Filter Pipettenspitzen

Kryo-Rdéhrchen

Objekttrager
Petrischalen 10 cm
6 cm
12 Well

Transwell 6 Well
Transwell 12 Well

Zellkulturplatten

Pipettenspitzen

Plastikktvetten

R. Langenbrinck, Emmendingen
Eppendorf, Hamburg

TipOne Starlab, Ahrensburg
Nalgene, Rochester, NY, USA

Superfrost Plus, Menzel-Glaser,
Braunschweig

Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA

Corning/Costar, Bodenheim

Diamond Gilson, Fa. Omnilab,
Mettmenstetten, Schweiz

Greiner, Frickenhausen
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Bezeichung Hersteller
Plastikrohrchen 15 mL

50 mL Greiner
Skalpelle Bayha, Tuttlingen
Sterilfilter (0,2 ym Porengrofle) Millipore, Eschborn
Whatman Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel
Zellkulturschaber Corning/Costar, Bodenheim
3.3 Kits

Tab. 3.5: In dieser Arbeit verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller
Western Lightning™ chemiluminescence NEN, Dreieich
Reagent (ECL)

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

D¢ Protein Assay Bio-Rad, Miinchen

3.4 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien in den Qualitatsstufen ,p.a.”
oder ,Molecular Biology Grade“ von den Firmen Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics

(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma—Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

3.5 Synthetische Oligodesoxyribonukleotide

Oligodesoxyribonukleotide als ,Primer® fir verschiedene auf der PCR-Methode
basierende Experimente wurden von Wolfgang Weinig (Service-Gruppe DNA-

Sequenzierungen / Oligodesoxyribonukleotidsynthesen, DKFZ) hergestellt.

Tab. 3.6: In dieser Arbeit verwendete primer

Gen Primer-Sequenz ProduktgroBe

Claudin-1 vorwarts 5-CGAGCGAGTCATGGCCAACGC-3’ 647 bp
rickwarts | 5'-TCACACGTAGTCTTTCCCGCT-3’

Claudin-2 vorwarts 5-AGTGCAATCTCCTCCCTGG-3’ 184 bp

rickwarts | 5-AGTAGAAGTCCCGTAGGATCCC-3’
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Gen Primer-Sequenz ProduktgroBe
Claudin-3 vorwarts 5-ATCACGTCGCAGAACATCTG-3" 326 bp
rickwarts | 5'-TTGTAGAAGTCCCGGATAATGG-3’

Claudin-4 vorwarts 5-GTTCTGCTCACACTTGCTGG-3" 250 bp
rickwarts | 5'-CGCGCAGCACAGCATGACGG-3’

Claudin-5 vorwarts 5-TGCTCTCACCTGTTTTGCGG-3’ 282 bp
rickwarts | 5"-AGTTCTTCTTGTCGTAGTCGCC-3’

Claudin-6 vorwarts 5-CCTTTTGTTGCTGGGTGG-3’ 192 bp
rickwarts | 5-TCTGGATGGCTCTAGCGC-3’

Claudin-7 vorwarts 5-GTATCCTCACTCCCTGTGCCG-3’ 241 bp
rickwarts | 5'-GGCCCGAATTGGCCATTTCC-3’

Claudin-8 vorwarts 5-ATGGCAACCCATGCCTTAGAA-3’ 687 bp
rickwarts | 5'-CTACACATAATGACTTCTGG-3’

Claudin-9 vorwarts 5-GACTCACTGCTGGCTCTGC-3’ 452 bp
rickwarts | 5-CACACGTAGTCCCTCTTGTCC-3’

Claudin-10 vorwarts 5-CGGAGATCATCGCCTTCATG-3’ 220 bp
rickwarts | 5'-CATGCCTGTATATAACCGTC-3’

Claudin-11 vorwarts 5-GGTGGTGGGCTTCGTCACGA-3’ 340 bp
rickwarts | 5'-GGCCCGCCTGTACTTAGCCA-3’

Claudin-12 vorwarts 5-ATGGGCTGTCGGGATGTCCAC-3’ 460 bp
rickwarts | 5'-CCCAGATAGATGGGGAGAGGC-3’

Claudin-15 vorwarts 5-ATCCCACCATGTCGATGG-3’ 199 bp
rickwarts | 5'-TCCCAGCAGTTGTAGACGC-3’

Claudin-16 vorwarts 5-GGGATCTTCTTCAATACATCGC-3’ 344 bp
rickwarts | 5"-TTAATGTACGGCTCATCAGGG-3’

Claudin-17 vorwarts 5-ATGGCATTTTATCCCTTGCAA-3’ 675 bp
rickwarts | 5'-TTAGACATAACTGGTGGAGGT-3’

Claudin-18 vorwarts 5-AAAGCCAACATGACACTGACC-3’ 279 bp
rickwarts | 5'-GTAGTTGGTTTCTTCTGGTGCC-3’

Claudin-19 vorwarts 5-AGGTCCTACCCTCTGTCTAGGG-3’ 781 bp
rickwarts | 5'-AGCCTGATACGCAGTGGC-3’
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3.6 Biologische Materialien

3.6.1 Kulturzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die jeweiligen Zelllinien von ,American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), der ,European Collection of Cell Cultures® (ECACC,
Porton Down, Salisbury, UK) oder der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH* (DSMZ, Braunschweig) erworben, von anderen Laboratorien zur
Verfugung gestellt oder im Labor der Abteilung fur Zellbiologie des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ), Heidelberg, kultiviert und definiert. Fir die einzelnen

Zelllinien ist die Quelle aus den Literaturzitaten zu entnehmen.

Tab. 3.7: In dieser Arbeit verwendete humane Zelllinien

Bezeichnung Herkunft Quelle

16HBE140 Mit SV40 large T-Antigen (Cozens et al. 1994)
immortalisierte bronchiale

o . freundlicher Weise von Dr.
Primarkulturzelllinie

C. Ehrhardt; Universitat
Saarbricken zur Verfugung

gestellt
CalLu-3 Zellen aus einem Lungen- (Fogh et al. 1977)
Adenokarzinom eines 25-jahrigen
Kaukasiers (ATCC HTB-55)
Caco-2 Zellen aus einem Colon- (Fogh et al. 1977)
Adenokarcinom (ATCC HTB-37)
HaCaT Permanente Kulturzelllinie aus (Boukamp et al. 1988)
spontan transformierten
Keratinocyten
PLC Zellen eines Primarkarzinoms der (Alexander et al. 1976)
Leber (ATCC CRL-8024)
MCF-7 Zellen eines Mamma- (Soule et al. 1973)
Adenokarzinoms (ATCC HTB-22)
SVv80 SV40-transformierte Fibroblasten (Todaro und Green 1966;
Franke et al. 1979)
Bon Humanes Karzinom aus dem (Evers et al. 1991)

lleum; Neuroendokrine
Tumorzelllinie

Glioma Astromyocytenzellen (Osborn et al. 1981;
Achstatter et al. 1986)
MDCK Klon 20 Mardin-Darby Karzinomzellen des (Gaush et al. 1966)

Nierenepithels eines Hundes
(ATCC CCL-34)
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3.6.2 Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene menschliche Gewebe, die im Rahmen
von chirurgischen Eingriffen entnommen wurden, verwendet. Hierbei handelte es sich sowohl
um in Paraffin eingebettetes Material als auch um frisches Material bzw. eingefrorene Proben.
Praparate von Plattenepithelkarzinomen der Lunge, des gesunden Bronchialepithels und
Metaplasien des Bronchialepithels wurden freundlicherweise von Herrn Dr. N. Gassler (Institut
fur Pathologie, Universitdt Heidelberg) und der NCT (Nationales Centrum flr
Tumorerkrankungen) Gewebebank Heidelberg zur Verfigung gestellt. Die verwendete
humane Haut wurde von der Firma Beiersdorf zur Verfigung gestellt und stammte ebenfalls
aus chirurgischen Eingriffen. Rindergewebe stammten von frisch geschlachteten Tieren aus
dem Mannheimer Schlachthof und die Mausegewebe stammten von Mausen aus dem
Tierstall des DKFZ.

3.7 Zellkultur-Medien und -Zusatze

Tab.3.8: In dieser Arbeit verwendete Medien und Zusatze

Bezeichnung Hersteller

Modified Eagle’s Medium (MEM) Biochrome AG, Berlin
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) mit Glutamin  GIBCO BRL, Eggenstein
HAM’s F12 (1:1 gemischt mit DMEM fur Bon-Zellen) Biochrome AG

fotales Kélberserum (FCS) PAA Laboratories, Cdlbe
L-Glutamin 200 mM (100x) GIBCO BRL
Nicht-Essentielle Aminosauren (100x) Biochrome AG
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3.8 Antikorper

3.8.1 Erst-Antikorper

Tab. 3.9: In dieser Arbeit verwendete Erstantikdrper

Antigen Antikorper (Klon) | Quelle und Referenzen
transmembrane TJ-Proteine
Occludin a) mAK, m
b) pA, rb
Claudin-1 pA, rb
Claudin-2 PA, rb
Claudin-3 pA, rb Zymed, Berlin,
Claudin-4 a) mAK, m NeoMarkers, Fremont, CA, USA
b) pA, rb
Claudin-5 PA, rb
Claudin-7 a) mAK, m
b) pArb
Claudin-7 pA, gp (gp7.2) diese Arbeitsgruppe (Lutz Langbein)
Tricellulin a) mAK, Ratte Freupdliche Gabe von Prof. Dr. Sg.
b) pA. b zlsuzk(;?ﬁ) Kyoto, Japan (lkenouchi et
ZO- (Zonula occludens) Proteine mit PDZ-Doméne
Z0-1 mAK, m Zymed
Z0-2 pA, rb
Z0O-Proteine ohne PDZ-Domaéane
Symplekin mAK, m (E150) Progen Biotechnik, Heidelberg
Cingulin pA, gp Tier2 diese Arbeitsgruppe (llse Hofmann)
Cadherine
E-Cadherin mAK, m Transduction Laboratories,
N-Cadherin mAK, m Lexington, KY, USA
VE-Cadherin pA, rb Alexis Biochemicals, Griinberg
Cadherin 8 PA, gp Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
Cadherin 11 mAK, m Zymed
P-Cadherin mAK, m Transduktion Laboratories
T-Cadherin PA, rb Santa Cruz Biotechnology
Desmoglein (Dsg 1-2) mAK, m (DG3.10) Progen
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Antigen

Antikorper (Klon)

Quelle und Referenzen

desmosomale Cadherine

Desmoglein 1 (Dsg 1)

mAK, m (P124)

Desmoglein 2 (Dsg 2) pA, rb (rb8) Progen
Desmoglein 3 (Dsg 3) mAK, m (G194)
Desmocollin (Dsc 1-3) PA, rb Natutec, Frankfurt/M

Desmocollin 1 (Dsc 1) mAK, m (U100) Progen
Desmocollin 2 (Dsc 2) pA, rb Natutec
Desmocollin 3 (Dsc 3) mAK, m (U114) Progen
Plague-Proteine
Desmoplakin a) mAK, m Progen
b) pA, rb Natutec
Plakoglobin mAK, m (PG 5.1) Progen
a-Catenin mAK, m
B-Catenin mAK, m BD Transduction Laboratories,
Protein p120 mAK, m Heidelberg
Plakophilin 1 (PKP 1) mAK, m (5C2) Progen
Plakophilin 2 (PKP 2) mAK, m (CM150)
Plakophilin 3 (PKP 3) mAK, m (270.6.2)
Vinculin mAK, m (vin 11-5) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Intermediarfilamente
Vimentin mAK, m (3B4) Progen
Pan-Cytokeratin mAK, m (Lu-5) Dianova, Hamburg

Cytokeratin 1

mAK, m (NCL-CK1)

Novocastra, Newcastle, UK

Cytokeratin 2e PA, gp (gp2e.2) Progen

Cytokeratin 4 mAK, m (6B10)

Cytokeratin 5 PA, gp (gp5.2) Progen

Cytokeratin 6 mAK, m (KA12) Progen

Cytokeratin 8/18 PA, gp (gp8/18) Progen

Cytokeratin 9 pA, gp (TY1) Progen

Cytokeratin 10 mAK, m (RSKEG0)

Cytokeratin 13 mAK, m (KS13.1) Progen

Cytokeratin 14 PA, gp (gp14.2)

Cytokeratin 15 PA, gp

Cytokeratin 16 mAK, m (k16, Natutec
LLO25)
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Antigen Antikorper (Klon) | Quelle und Referenzen

Intermediarfilamente

Cytokeratin 17 mAK, m (KS17.E3) | Progen

Cytokeratin 19 mAK, m (Z105.6)

Cytokeratin 20 mAK, m (IT-Ks20.8)

Cytokeratin 1/10/11 PA, gp (8.60)

Aktin mAK, m (2G2) Sigma—Aldrich

Sonstige

Ezrin mAK, m (3C12) Sigma-—Aldrich

Desmoyokin pA, rb Freundliche Gabe von
Prof. Dr. T. Hashimoto, Kurume
Universitat, Fukuoka, Japan;
Hashimoto et al., 1993

Moesin mAK, m BD Transduction Lab

(Hybridom 38)

p63 mAK, m (4A4) Neo Markers

Kie7 mAK, m (Ab-2) Dianova

L-Afadin pA, rb Sigma—Aldrich

GAPDH mAK, m Stressgen, Victoria, Canada

3.8.2 Zweit-Antikorper

Fir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden Cy3-konjugierte (BioTrend, Kéin), Alexa
(MoBiTec,

Gottingen) Antikorper (aus Ziege) verwendet, die gegen die Immunglobuline von Maus,

Fluor488-konjugierte Gottingen) und Alexa Fluor568-konjugierte (MoBiTec,
Meerschweinchen oder Kaninchen gerichtet waren. Zu den Zweitantikérpern wurde zusatzlich
zur Anfarbung des Chromatins 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Serva, Heidelberg)
1:10000 verdunnt hinzugegeben. Es wurden die Verdunnungen verwendet, die im Datenblatt
der jeweiligen Antikdrper angegeben sind.

Fur ,Western Blot“-Analysen (siehe 4.3.5) wurden kovalent mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelte Antikérper (aus Ziege) der Firma Dianova (Hamburg) gegen Immunglobuline aus

Maus, Meerschweinchen oder Kaninchen verwendet.
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3.9 Haufig verwendete Puffer und Medien

Soweit nicht anders angegeben, handelt es sich bei allen Lésungen um wassrige
Lésungen. Die im Folgenden aufgelisteten Losungen wurden im Zuge verschiedener
Methoden benutzt. Weitere Lésungen, die ausschlieRlich im Rahmen einzelner Methoden

verwendet wurden, sind bei den einzelnen Methoden aufgefiihrt.

10-fach PBS: 1,4 M NaCl
27 mM KCI
17 mM KH,PO,
81 mM Na,HPO,

auf pH 7,4 eingestellt

10-fach PBS-T siehe 10-fach PBS unter Zugabe von 1% Tween®20 [w/v]

10-fach TBS: 0,1 mM Tris-HCI
1,5 M NacCl
auf pH 8,0 eingestellt

10-fach TBS-T siehe 10-fach TBS unter Zugabe von 1% Tween 20 [w/V]

Elektrophoresepuffer: 92 mM Tris-HCI
760 mM Glycin
0,2% (w/iv) SDS
auf pH 8,8 eingestellt

~otripping’-Puffer: 6,25 mM Tris-HCI
20,00 mM DTT
2 % (wiv) SDS
auf pH 6,7 eingestellt
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4. Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um Zelllinien, die in Adhasionskultur
wachsen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C in einer zu 5 % gesattigten CO,-
Atmosphare. Um ein gleichbleibendes Wachstum und das Uberleben adharenter Zellen zu
gewahrleisten, mussten die Zellen bei Erreichen der Konfluenz trypsiniert und in groRerer

Verdinnung auf neue Zellkulturschalen verteilt werden.

4.1.1.1 Kultivierung von 16HBE140" Zellen

Zur Untersuchung, ob 16HBE140 Zellen (Cozens et al. 1994) als Naherungs-in vitro-
Modell fiir eine Plattenepithelmetaplasie dienen kénnen, wurden diese wie folgt kultiviert: Fir
die Experimente wurden diese Zellen in Modified Eagle’s Medium (MEM) mit 10 % fétalem
Kéalberserum (FCS) mit Glutamin (1%) und nicht essentiellen Aminosauren (1%) bei 37 °C und
5 % CO,-Begasung kultiviert. Fir die weitere Kultivierung wurden subkonfluente 16HBE Zellen
zweimal pro Woche kurz mit 0,05 % EDTA in PBS gewaschen, bevor 1 mL Trypsin/EDTA
zugegeben und anschlielend wieder abgesaugt wurde. Nach ca. 10 Min Inkubation im
Brutschrank mit dem auf den Platten zurlickgebliebenen Trypsin/EDTA 16sten sich die Zellen
ab. Durch Auf- und Ab-Pipettieren mit einer Pasteur-Pipette wurden die Zellen vereinzelt und
im Verhaltnis von 1:10 bis 1:20 auf neue, im Durchmesser 10 cm grof3e Schalen verteilt.

Die 16HBE Zellen wachsen unter bestimmten Kulturbedingungen als mehrschichtiger
Zellrasen. Dazu wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsiniert und anschliefend mit
Hilfe einer Neubauer Zéahlkammer ausgezahlt. 500.000 Zellen pro Well wurden auf Transwell
Membrane Filter (Corning Costar, Bodenheim) ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium auf
der apikalen Seite der Zellen abgesaugt und damit die Phase des ,Air-liquid-Interphase*-
Wachstums (AIC) gestartet. Dabei werden die Zellen durch kleine Poren (0,4 um) in den
Filtern, auf denen sie wuchsen, mit Medium (700-1000 yL) aus dem unteren Teil der
Zellkulturschale versorgt, wahrend die Oberseite des Zellrasens der Luft ausgesetzt war. Das
Medium wurde alle zwei Tage gewechselt und die Zellen so Uber einen Zeitraum von bis zu
7 Wochen kultiviert.
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4.1.1.2 Kultivierung von CaLu-3-Zellen
Die CalLu-3 Zelllinie (Fogh et al. 1977) wurde so wie flr die 16HBE Zellen beschrieben

kultiviert. Da sie als bronchialepitheliale Kontrolle im Vergleich zur Zell-Linie 16HBE diente,

wurde auch sie 7 Wochen nach der AlC-Methode kultiviert.

Alle weiteren verwendeten Zellkultur-Linien wurden gehalten und passagiert, wie vom
Hersteller bzw. in der Referenzliteratur angegeben. Dabei wurden die Medien und Zusatze der
Firmen Biochrome (Berlin), Gibco (Eggenstein) und Serva (Heidelberg) verwendet. Sofern
nicht anders angegeben wurden die Zellen alle 3-4 Tage passagiert. Dabei wurden die Zellen
10 Sek mit EDTA (0,5 % in PBS) gespult, 2-3 Min mit Trypsin (0,25 % in PBS/EDTA)

behandelt und anschlieRend in frischem Medium auf neue Zellkulturschalen verteilt.

4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen einer subkonfluenten im Durchmesser 10 cm Schale wurden trypsiniert wie
unter 4.1.1.1 bzw. 4.1.1.2 beschrieben und 5 Min bei 1200 Upm in der Zellkultur-Zentrifuge
zentrifugiert. Das Zellsediment (,Pellet) wurde in 2 mL kaltem FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO) resuspendiert und in ein Kryo-Rdéhrchen (1 mL) Uberfuhrt. Damit die Zellen langsam
einfroren, wurden die Réhrchen mit Papiertlichern umwickelt, einige Stunden bei -20 °C und
Uber Nacht bei -80 °C gelagert, bevor sie endguiltig in flissigen Stickstoff eingefroren wurden.
Zum schnellen Auftauen der Zellen wurden diese direkt nach der Entnahme aus dem fliissigen
Stickstoff in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und mit 10 mL warmem Kulturmedium
in Schalen (J 10 cm) ausgesat. Sobald sich alle Zellen am Schalenboden angeheftet hatten,

wurde das Medium gewechselt, um das DMSO zu entfernen.

4.1.3 Zellzahlbestimmung

Um bei der AIC — Methode (siehe 4.1.1.1) eine definierte Anzahl an Zellen aussaen zu
kénnen, wurde die Zellzahl vorher bestimmt. Hierfliir wurden die trypsinierten und vereinzelten
Zellen mit DMEM bzw. MEM verdinnt und mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop gezahlt. Jeweils zwei durch Schliffe markierte Grofiquadrate wurden ausgezahlt

und die Zellzahl nach folgender Formel bestimmt:

Zellzahl / mL = Anzahl der gezahlten Zellen pro Grof3iquadrat x 10.000
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 RNA-Praparation aus Kulturzellen

Die RNA-Praparation wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) durchgefiihrt.
Kulturzellen, die in 10 cm grof3en Kulturschalen konfluent gewachsen waren, wurden mit
600 yuL RLT-Puffer und Zusatz von B-Mercaptoethanol (10 uL auf 1 mL RLT-Puffer) mit Hilfe
eines Zellkulturschabers (Corning Costar, Bodenheim) vollstandig aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde das Lysat in ein 2 mL ,QlAshredder“-Saulchen Uberfuhrt und 2 Min bei
Raumtemperatur mit 13.700 Upm zentrifugiert. Dabei wurden die DNA und die RNA mit einer
GroRe von 200 Nukleotiden und darlber von den kleineren RNAs getrennt. Die kleinen RNAs
befanden sich nach diesem Zentrifugations-Schritt im Eluat. Dieses Eluat wurde dann mit
600 uL 70 % Ethanol gemischt und durch vorsichtiges Auf- und Ab-Pipettieren homogenisiert.
AnschlieRend wurde das Homogenisat auf eine ,RNeasy mini“ Saule Uberfihrt und weitere
2 Min mit 13.700 Upm zentrifugiert. Dabei binden die RNAs an die Matrix in der Saule. Der
Durchfluss wurde verworfen. Die in der Saule gebundenen RNAs wurden mit 700 yL RW1-
Puffer gewaschen und dann durch Zugabe des Puffers und Zentrifugation flr 15 Sec bei
13.700 Upm gewaschen. Anschliefiend wurde die Saule mit 500 uL RPE-Puffer gewaschen.
Der Waschschritt mit dem RPE-Puffer wurde ein weiteres Mal wiederholt, wobei 2 Min mit
13.700 Upm zentrifugiert wurde, um die RNeasy silika-gel Membran vollstandig zu trocknen.
Im Anschluss an diese Wasch-Schritte wurden die RNAs aus der Saule in ein neues
Reaktionsgefal® hinein eluiert. Dazu wurden 30-50 yL RNase freies H,O auf die Membran der
Saule gegeben und diese 1 Min mit 13700 Upm zentrifugiert. Die so gereinigte RNA wurde
direkt fir eine cDNA-Synthese (siehe 4.2.2) verwendet, oder bei -20°C gelagert.

4.2.2 cDNA-Synthese

Gemall der Methode von Frohmann et al. (1988) wurde aus der Gesamt-RNA eine
cDNA synthetisiert, die als ,Template* fur die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) (siehe 4.2.3)
von spezifischen Nukleinsdure-Sequenzen bestimmter Proteine dient. Zunachst wurde die in
der aufgereinigten Gesamt-RNA noch vorhandene genomische DNA durch eine
Endonuclease, welche DNA an Pyrimidinen in kleine Fragmente schneidet, verdaut.
AnschlieBend wurden 10 yg Gesamt-RNA in 12 yL H,O bei 65°C fur 3 Min denaturiert und
dann auf Eis gekdhlt. Zu diesem Ansatz wurden 2 pL 10x konzentrierte ,reverse
Transkriptase® RT-Puffer, 0,74 ug ,Random Primer® (Pharmacia, Freiburg), 10 U AMV-
Transkriptase und 15-20 U RNase-Inhibitor (Roché-Diagnostics) zugegeben. Dieser Ansatz
wurde 1 h bei 42°C und 30 Min bei 52°C inkubiert.

35



Methoden

10x RT-Puffer 04 M Tris-HCI pH 8,0
04 M KCl
60 mM MgCl,
10 mM DTT
10 mM dNTP (4x)

4.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten
verwendet, die zwischen bekannten doppelstrangigen Sequenzbereichen liegen (Saiki et al.
1988). Mittels der bekannten Sequenzinformation konnten zwei Oligodesoxyribonukleotide
(Primer; siehe 3.5) synthetisiert werden, von denen das eine komplementar zum kodierenden
Strang, das andere komplementér zum nicht-kodierenden Strang war. Nach Denaturierung
der Matrizen-DNA und Anlagerung der Oligodesoxyribonukleotide an die DNA synthetisiert die
Tag-Polymerase die komplementaren Gegenstrange ausgehend von den 3’-Enden der
Oligodesoxynukleotide. Um eine Anlagerung der Oligodesoxyribonukleotide an weitere DNA-
Fragmente zu ermdglichen wurde der synthetisierte DNA-Doppelstrang erneut denaturiert. Die

Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte exponentiell.

Das Standard-Volumen eines PCR-Ansatzes betrug 50 pyL und bestand aus:

2,0 uL cDNA

35,0 L H2Odemin.
5,0 uL dNTPs (10 mM)
5,0 uL 10 x PCR-Puffer
0,5uL Vorwarts-Oligodesoxyribonukleotide (10 pmol/uL)
0,5 uL Ruckwarts-Oligodesoxyribonukleotide (10 pmol/uL)
2,0 uL Taqg-Polymerase (5 U/pL) (Roché, Mannheim)

Die Standard-PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler (MJR Research, Biozyme,

Oldendorf) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

95 °C 2 Min
95 °C 30 sec
58 °C 30 sec 30 Zyklen
72 °C 45 sec
72 °C 10 Min

Je nach GroRe des zu amplifizierenden Fragments und der Homologie der
Oligodesoxyribonukleotide, wurden die Polymerisationszeit sowie die Anlagerungs-
Temperatur variiert. Das erhaltene PCR-Fragment wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt
(siehe 4.2.4).
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4.2.4 Analytische Agarosegel-Elektrophorese

Zur Analyse oder Praparation von DNA-Fragmenten wurden diese in Agarose-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auftrennung von linearen, doppelstrangigen DNA-
Fragmenten in einem elektrischen Feld beruht auf der Tatsache, dass die elektrophoretische
Beweglichkeit der DNA umgekehrt proportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare
ist (Meyers et al. 1976). Nach der Zugabe von Ethidiumbromid, welches in GC-Paare der DNA
interkaliert, konnten DNA-Fragmente unter ultraviolettem (UV)-Licht aufgrund der Abgabe von
Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht werden.

Der verwendete Agarosegehalt der Gele richtete sich nach der GréRRe der zu trennenden
Fragmente und variierte zwischen 0,8 % (w/v) und 1,5% (w/v). Die entsprechende
Agarosemenge wurde in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris/Essigsaure; 1 mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)) bis zur Homogenitat aufgekocht, nach dem Abkuhlen
auf 50-60 °C mit 0,75 pg/mL Ethidiumbromid versetzt und in eine Gelkammer mit Gelkamm
gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen Probenpuffer (0,25 % Bromphenolblau;
0,25 % Xylencyanol; 40 % Saccharose) versetzt und zur Elektrophorese in die durch den
Gelkamm geformten Geltaschen pipettiert. Als GroRRenstandard wurde ein ,1 kb“-Marker
(GIBCO BRL, Eggenstein) eingesetzt. Die angelegte Spannung wahrend der Elektrophorese
betrug je nach GroRe des Gels 80-120 V. Die Banden wurden anschlielend zur
Dokumentation im UV-Durchlicht (E-Box 1000/20M, Peqlab, Erlangen) bei einer Wellenlange

von 312 nm fotografiert.

4.2.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA bzw. PCR-Produkten erfolgte nach dem Prinzip von
(Sanger et al. 1977) mit Hilfe des Sequenzierautomaten ABI 373 A (Applied Biosystems,
Darmstadt). Im Gegensatz zur Sanger-Methode wurden dabei fluorochrom-markierte
Desoxyribonukleotide statt radioaktiv. markierter Nukleotide verwendet. Die DNA-
Sequenzierung wurde freundlicher Weise von Dr. Andreas Hunzicker (Servicegruppe

DNA-Sequenzierungen / Oligodesoxynukleotid-synthesen, DKFZ) durchgefihrt.
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4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Herstellung von Zellextrakten

Um spezifische Proteine nicht nur anhand von indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie
(siehe 4.4.1) in Geweben und Zellen nachzuweisen, wurden von den unterschiedlichen
Geweben bzw. Zellen Zellextrakte hergestellt, die durch SDS-PAGE (siehe 4.3.3) nach ihrer
Grofle aufgetrennt und mit Hilfe spezifischer Antikérper immunologisch nachgewiesen
(siehe 4.3.5.3) wurden.

4.3.1.1 SDS-Extrakte

Fur ,Western Blot*-Analysen eignen sich SDS-Proteinextrakte sehr gut, da sie u.a. auch
relativ unempfindlich gegeniiber mehrmaligem Einfrieren und Auftauen sind.

Die konfluenten Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gesplilt. Eine entsprechende
Menge an 97°C heilem 1 %-igem SDS wurde auf die Zellen gegeben und diese mit einem
Zell-Schaber (Corning/Costar, Bodenheim) abgekratzt (fiir Schalen mit 10 cm Durchmesser
wurden 500 uL 1 % SDS, fur 12er Probenkammern wurden 50 yL 1 % SDS verwendet) und in
Eppendorf-Reaktionsgefalie Uberflihrt. Zur Hydrolyse der Nukleinsduren der Zellen wurde
1 UL Benzonase (Reinheitsgrad I, >250 U/uL, Merck, Darmstadt) zu den Lysaten gegeben
und dieses Gemisch 5 Min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz 5 Min auf 97°C
erhitzt, um die Proteine vollstadndig zu denaturieren. Um die gelésten Proteine vom unldslichen
Protein-Aggregaten zu trennen, wurde das Lysat 1 Min mit 13.700 Upm zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefall Uberfuihrt. Fir die Proteinkonzentrationsbestimmung

(siehe 4.3.2) wurden 10 uL des Lysats entnommen und der Rest bei -20 °C eingefroren.

4.3.1.2 Proben-Bereitung nach dem Laemmli-Verfahren

In Kulturschalen (& 10 cm) konfluent gewachsene Zellen wurden zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen und mit Hilfe eines Zell-Schabers (Corning/Costar, Bodenheim) in 1 mL 3x
konzentriertem ,Laemmli-Probenpuffer® aufgenommen. Zu dieser Lésung wurde 1 L
Benzonase (Reinheitsgrad Il, >250 U/uL, Merck, Darmstadt) gegeben, um die vorhandene
DNA abzubauen. Nach einer Inkubation von etwa 5 Min auf Eis wurde die Probe 5 Min auf
97°C erhitzt, um die Benzonase und alle anderen Proteine zu denaturieren. Um dann die
gelésten von den ungeldsten Proteinen zu trennen, wurde die Probe 5 Min bei 13.700 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues Reaktionsgefal berfiihrt und sofort

verwendet oder bei -20°C gelagert.
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Um Proteinextrakte von Geweben zu erhalten, wurde von den Geweben 10 ym dicke Schnitte
mit Hilfe eines Kryotoms (Leica, Bensheim) hergestellt (siehe 4.4.1.1). Die Schnitte wurden in
vorgekihlten Eppendorf Reaktionsgefalen in 100-500 yL 3x konzentriertem ,Laemmli-
Probenpuffer* aufgenommen und mit einem Homogenisator nach Dounce (Eppendorf,
Hamburg) durch Scherkrafte zerkleinert. Die weitere Verfahrensweise folgte dem oben

beschriebenen Protokoll fir Ganzzell-Lysate.

3x ,Laemmli-Probenpuffer®:
6,25mL1M  Tris/HCI, pH6,8

30,00 mL Glyzerin
15,00 mL 20% SDS
0,255¢ Bromphenolblau

ad 85 mL Hgodemin_

150 uL 1 M DTT wurden zu je 850 yL 3x konzentriertem Laemmli-Probenpuffer kurz vor

Gebrauch frisch zugeben.

4.3.1.3 Anreicherung loslicher Proteine aus Zellkulturen durch Ultrazentrifugation

Die Kulturzellen wurden nach dem AbgieRen des Nahrmediums zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen und mit Hilfe eines Zell-Schabers (Corning/Costar, Bodenheim) in 1 mL PBS
abgeschabt und in Eppendorf-Reaktionsgefale Uberfuhrt. Die Zellen wurden durch einen
kurzen Zentrifugationsschritt mit 13.700 Upm sedimentiert und der Uberstand wurde
anschliefend abgesaugt. Das Zell-Pellet wurde dagegen in 700 pyL (Kulturschalen im
Durchmesser 10 cm) bzw. 400 pyL (Transwell 6 Well) Lysis-Puffer aufgenommen, wobei die
Zellen durch mehrmaliges Auf- und Ab-Pipettieren aufgeschlossen wurden. Die Lyse erfolgte
anschliefend durch Inkubation von 10 Min auf Eis. Um die I8slichen von den unldslichen
Teilen zu trennen, wurde das gesamte Lysat 1 Std. bei 4°C mit 100.000 g in einer
Ultrazentrifuge (Rotor: TLA120.2; Beckmann Coulter, Krefeld) zentrifugiert. Von den
Uberstanden wurden 60 uL als spatere Ladekontrolle abgenommen und mit 30 yL 3x
konzentriertem Laemmli-Probenpuffer versetzt. Das Pellet dagegen wurde in 100 yL 3x
konzentriertem Laemmli-Probenpuffer resuspendiert. Um die Proteine der Proben vollstandig
zu denaturieren, wurden sie 5 Min auf 97°C erhitzt. Zur Auftrennung der Proteine wurden die
Proben auf SDS-Polyacrylamid-Gele (siehe 4.3.3), oder einen linearen Zuckergradienten fur
Dichtegradienten-Zentrifugationen (siehe 4.3.6) aufgetragen. Oder die Proteine wurden fur

eine Immunprazipitation (siehe 4.3.7) verwendet.
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Lysispuffer:  150,0 mM NacCl
2,5 mM EDTA
10,0 mM Tris-HCI

1% Detergenz (Triton-X 100 (Serva, Heidelberg) bzw. n-Octyl-3-D-
glycosid (Merck, Darmstadt)
1X Complete mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim)

4.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Extrakten erfolgte mit dem DC Protein
Assay (BioRad, Minchen). Diese Methode beruht auf einer Folin-Reaktion nach Lowry (Lowry
et al. 1951). Dabei reagieren die Proteine hauptsachlich tber ihre Tyrosin- und Tryptophan-
Reste im alkalischen Medium mit Kupfertartrat. Das Folin-Reagenz wird von dem Protein-
Kupfer-Komplex reduziert, wobei charakteristische blaue Produkte mit einem
Absorptionsmaximum bei 750 nm entstehen.

Es wurden jeweils 10 yL der Proteinextrakte mit H,Ogemin, in €inem Reagenzglas auf
100 yL aufgefiillt und mit 490 yL Reagenz A sowie 10 yL Reagenz S versetzt. Die
Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 4 mL Reagenz B und Mischen auf dem Vortex-
Gerat gestartet. Nach 20 Min Inkubation bei RT konnte die Farbentwicklung am
Spektralphotometer bei 750 nm gemessen werden. Die Bestimmung des Proteingehalts

erfolgte anhand einer Eichkurve mit Rinder gamma-IgG als Protein-Standard.

4.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine durch Gelelektrophorese erfolgte nach einer Modifikation
der Methode von Laemmli (1970). Bei dieser denaturierenden Gelelektrophorese-Methode
wurden die aufgetragenen Proteine anndhernd nach ihrer GréRe aufgetrennt. Um die
Sekundar- und Tertiar-Strukturen zu entfalten, mussten die Proteine vor dem Auftragen
reduziert und mit SDS in der Hitze denaturiert werden. Die amphipatischen SDS-Molekile
lagerten sich mit ihren hydrophoben Anteilen an die Proteine an und fuhrten diese in die durch
die SDS-Reaktion in negativ geladene Polypeptide Uber. Dadurch wiesen die SDS-beladenen
Proteine im Verhaltnis zu ihrer Masse fast identische Ladungen auf, lagen in entfalteter
Konformation vor und wanderten vorwiegend nur noch in Abhangigkeit ihrer MolekulgréRe
durch die Gelmatrix.

Eine bestimmte Protein-Auftrennung nach dem Molekulargewicht wurde durch die
Verwendung von Sammel- und Trenngel noch unterstiitzt, wobei es zu einer Konzentrierung
der Proteine in einer schmalen Bande im Sammelgel vor deren Eintritt ins Trenngel kam.
Durch den niedrigen pH-Wert (pH6,8) im 4,5 %-igen Sammelgel wurde aufgrund der dort

elektrophoretisch kaum mobilen Glycinat-Zwitterionen und der voranlaufenden mobilen
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Chloridionen eine Konzentrierung der Proteine in Hohe der Chlorid-lonen erreicht. Im Trenngel
lag ein pH-Wert von pH8,8 vor, der eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach
dem Molekulargewicht erméglichte. Um die optimale Auftrennung der unterschiedlichen
Proteine zu ermdglichen, wurden fur das Trenngel verschiedene Konzentrationen von
Acrylamid/Bisacrylamid gewahlt. Bei groRen Proteinen (>150 kDa) wurde ein 8 % Trenngel
(groRe Porenweite), bei kleineren Proteinen (<50 kDa) ein 15 % Trenngel verwendet. Bei
Proteinen der GroRRe 40-120 kDa wurden oft 10 % Trenngele verwendet.

Die Trenngellésung wurde gemischt und nach der Induktion der Polymerisation mit
Ammoniumperoxiddisulfat (APS) und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) in einen
Gelgiel3stand (cti GmbH, Idstein) flir 4 bzw. 10 SDS-Gele gegossen. Die noch flissigen
Trenngele wurde mit absolutem Ethanol Gberschichtet, um Luftblasen zu entfernen. Nach der
Aushartung der Trenngele wurde das Ethanol entfernt, die Sammelgellésung auf die
Trenngele gegossen und die Probenkdmme in die Sammelgele eingefiihrt. Nach dem
Ausharten der Sammelgele wurden die Kamme gezogen. AnschlieBend wurden die Gele
entweder direkt fir eine SDS-PAGE verwendet, oder in feuchte Tlcher und in Frischhaltefolie
verpackt bei 4°C fur maximal 14 Tage gelagert.

Fur Proteingemische mit sehr unterschiedlichen Molekulargewichten und flir eine
besonders genaue Auftrennung von sehr kleinen Proteinen wie etwa den Claudinen wurden
Gradientengele (Novex, San Diego, CA, USA) mit einem Acrylamidgradienten von 4-20 %
verwendet.

Die SDS-Extrakte wurden nach der Proteinkonzentrationsbestimmung (siehe 4.3.2) mit
3x konzentriertem Probenpuffer vermischt und vor dem Auftragen auf das Sammelgel fir
5 Min zur Denaturierung bei 97° C aufgekocht. Die in Probenpuffer gelésten Proben wurden
ebenfalls fur 5 Min aufgekocht, konnten aber direkt auf das Gel aufgetragen werden. Die
Auftrennung erfolgte je nach ProteingroRe 1-3 h bei 25-40 mA in Elektrophoresepuffer. Zur
Grolenabschatzung der aufgetrennten Proteine wurden 10 yL Proteinmarker (New England
BioLabs, Frankfurt, siehe Tab. 10) aufgetragen. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden
die Gele entweder mit Hilfe eines ,Western Blots® (siehe 4.3.5) weiterverarbeitet, oder direkt

mit Coomassie Brilliantblau (siehe 4.3.8) gefarbt.
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Tab. 4.1: Molekulargewichtsmarker (New England BioLabs, Frankfurt)

.Broad Range* I[\les]kulargewmht Protein Herkunft
Da
Myosin Kaninchenmuskel
—2200 | 212,000
‘:?:;: 158,194 MBP-B-Galactosidase E. coli
— 918 | 116,351 B-Galactosidase E. coli
— A 97,184 Phosphorylase B Kaninchenmuskel
- 66,409 Serumalbumin Rind
55,561 Glutaminsauredehydrogenase Rinderleber
— 210
" 42,710 MBP-2 E. coli
— %41 | 36,487 Lactatdehydrogenase M Schweinemuskel
Triosephosphatisomerase Kaninchenmuskel
— B85 ] 26,625 PhosP
Trypsininhibitor Sojabohne
—(0M- | 20,040-20,167
20,167)
—u | 14,313 Lysozym Huhnereiweil’
— 60 6,517 Aprotinin Rinderlunge
- 2340
3400)
2,340-3,400 Insulin A, B-Kette Rinderpankreas
Lésungen:
Lésung A (= Acrylamid) 30% Acrylamid (Rotiphorese Gel 30, Roth,
Karlsruhe)
Lésung B (= lower gel stock) 1,5M Tris-HCI, pH 8,8
0,4 % SDS
Lésung C (= upper gel stock) 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
0,4 % SDS
APS 10 % Ammoniumperoxodisulfat in HyOgemin

TEMED N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamid

(Serva, Heidelberg)

25,0 mM Tris-HCI

192,0 mM Glycin
0,1 % w/v SDS

auf pH 8,3 eingestellt

Elektrophoresepuffer
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Die Polyacrylamidgele (jeweils 10 Stuck, ca. 6,5x10 cm) wurden nach folgendem Schema

hergestellt:

Trenngele:

Polyacrylamidkonzentration 8%

Lésung A 25,00 mL
Lésung B 23,44 mL
H2Odemin 45,94 mL
APS 500 pL
TEMED 50 pL
Sammelgele:

Losung A 6,5 mL
Lésung C 12,5 mL
H2Odemin 31,0 mL
APS 600 pL
TEMED 50 pL

10%
31,25 mL
23,44 mL
38,44 mL

500 pL

50 uL

15%
46,88 mL
23,44 mL
24,06 mL
500 L
50 uL
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4.3.5 ,Western Blot“-Analyse

4.3.5.1 Transfer der Polypeptide auf eine Membran

Zur immunologischen Analyse wurden die in einer SDS-PAGE (siehe 4.3.3)
aufgetrennten Polypeptide vom Polyacrylamid-Gel auf eine Polyvinyliden-Fluoride (PVDF) -
Membran Ubertragen (,geblottet®). Hierbei wurde das Halbtrockenblot-Verfahren nach Kyhse-
Andersen (1984) angewandt.

Fir den Transfer wurde die PVDF-Membran (0,45 um, Immobilon™-P, Millipore,
Eschborn) auf die GroRe des Gels zugeschnitten, in Isopropanol rehydriert und dann in
Transfer-Puffer 2 getrankt. Das zugeschnittene Whatman® 3 MM-Papier wurde je nach
Schicht in Transfer-Puffer 1, 2 oder 3 getrankt. Das Gel selbst wurde ebenfalls in Transfer-
Puffer 2 inkubiert.

Lésungen:
Transfer-Puffer 1 300 mM Tris

mit HCI pH-Wert auf 10,4 eingestellt
Transfer-Puffer 2 25 mM Tris

mit HCI pH-Wert auf 10,4 eingestellt
Transfer-Puffer 3 40 mM Norleucin

25 mM Tris
mit HCI pH-Wert auf 9,4 eingestellt

Die Komponenten des Blots wurden auf der Anode des “Semi-Dry-Electroblotters” (cti GmbH,
Idstein) wie folgt aufgebaut:
Tab. 4.2: Versuchsaufbau beim ,Semidry-Electroblotting“-Verfahren

KATHODE

6 FILTERPAPIERE IN TRANSFERPUFFER 3

GEL IN TRANSFERPUFFER 2

PVDF-MEMBRAN IN TRANSFERPUFFER 2

3 FILTERPAPIERE IN TRANSFERPUFFER 2

6 FILTERPAPIERE IN TRANSFERPUFFER 1

ANODE
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Die Transferdauer richtete sich nach der Gréfe des jeweiligen Proteins. Bei grof3en
Proteinen, wie z.B. ZO-1 (220 kDa) wurden bis zu 90 Min gewahlt, bei kleineren Proteinen wie
Claudin-1 (22 kDa) nur 30 Min. Die angelegte Stromstarke betrug dabei 200 mA.

4.3.5.2 Unspezifisches Anfarben von Proteinen auf PVDF-Membranen mit Coomassie
Brillant Blue

Um die Proteinbanden auf den mit Proteinen beladenen PVDF-Membranen sichtbar zu
machen und um so den Blot sowie die Elektrophorese zu Uberprifen, wurden die Membranen
auf dem Schdttler fur etwa 1 Min mit der Farbeldésung inkubiert. Nach dem Abschitten der
Farbeldsung erfolgte die Entfarbung der Membranen, wobei die Entfarbelésung sooft erneuert,
bis die Hintergrundfarbung komplett verschwunden und die Proteinbanden deutlich sichtbar
waren. Die Membranen wurden getrocknet, eingescannt und anschlieBend im Western Blot

(siehe 4.3.5.3) weiter verwendet.

Lésungen:
Farbelésung: 40,0 % Isopropanol

5,0 % Essigsaure

0,2 % Coomassie-Brilliantblau R-250
Entfarbelésung 40 % Isopropanol

5% Essigsaure

4.3.5.3 Spezifische Antigen-Erkennung durch Antikérper auf PVDF-Membranen
(,,Western Blot“)

Der Nachweis der an die Membran gebundenen Polypeptide erfolgte immunochemisch
als indirekter Enzym-Immuntest. Um unspezifische Hintergrundreaktionen zu minimieren,
wurde die Membran nach erfolgtem Transfer der Proteine auf die Membran (siehe 4.3.5.1)
und ihrer Anfarbung mit Coomassie (siehe 4.3.5.2), zur Absattigung freier
Bindungskapazitaten fiir mindestens 1 Std. in 5 % Magermilchpulver/PBS-T (0,1 % Tween®20)
bei Raumtemperatur (RT) oder Uber Nacht bei 4 °C blockiert. Fir den immunologischen
Nachweis von Proteinen wurde ein spezifischer Erstantikdrper flir mindestens 1 Std. bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Dabei wurde der Antikdrper nach den
Herstellerangaben in 5 % Magermilchpulver/PBS-T verdinnt und zur Konservierung mit
0,02 % NaNj versetzt. Um die Membran von nicht gebundenem Erst-Antikdrper zu befreien,

wurde der Blot 3x 10 Min mit PBS-T gewaschen. Es folgte die Inkubation mit einem in
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5 % Magermilchpulver/PBS-T verdinnten Meerrettich-Peroxidase (HRP) -gekoppelten Zweit-
Antikérper (je nach Herkunft des Erst-Antikdrpers entweder anti-Kaninchen, anti-
Meerschweinchen oder anti-Maus; Dianova, Hamburg) fir 1 Std. bei RT. Durch dreimaliges
Waschen in PBS-T fur je 10 Min wurde ungebundener bzw. unspezifisch gebundener Zweit-
Antikérper entfernt.

Durch eine Chemilumineszenz Reaktion (Western Lightning™ Chemiluminescence
Reagent (ECL, NEN, Dreieich) lielen sich die membrangebundenen Proteine Uber ihre Erst-
und Zweit-Antikérper nachweisen.

Die Darstellung der spezifischen Banden erfolgte dabei durch eine Oxidation von
Luminogen PS-3 Acridan durch HRP in Acridiniumester Intermediate, wobei die Intermediate
mit H,O, unter alkalischen Bedingungen reagieren und dabei Licht der Wellenlange 430 nm
emittieren. Dieses Licht kann nun von einem geeigneten Autoradiographie-Film (X-Ray

medical Film, Konica Minolta, Tokio, Japan) aufgefangen werden.

4.3.6 Fraktionierung von Proteingemischen durch
Dichtegradientenzentrifugation

Zur Fraktionierung von Zellextrakten durch Dichtegradientenzentrifugation wurden die
Zellbestandteile, wie in 4.3.1.3, beschrieben in Losung gebracht. Die Extrakte wurden auf
lineare 5-30 % (w/v)-Saccharose-Gradienten aufgetragen und 18 Std. bei 35.000 Upm und
4°C in einem SW40-Rotor zentrifugiert. Die Herstellung von linearen Saccharosegradienten
erfolgte mit Hilfe eines Gradientenmischers, welcher in der Technischen Werkstatt des DKFZ
angefertigt worden war. Als Kontrolle diente ein Saccharose-Gradient, der zuvor mit einem
Gemisch aus Referenzproteinen, bestehend aus 100 ug BSA (Sedimentationskoeffizient
S=4,3S) und jeweils 500 ug Katalase (S=11,3S) und Thyroglobulin (S=16,5S)
Uberschichtet worden war. Im Anschluss an die Zentrifugation wurden die Gradienten mit Hilfe
einer Pipette fraktioniert, wobei ca. 14-16 Fraktionen von je 750 yL gewonnen wurden. Zur
weiteren Analyse wurden je Fraktion 60 yL mit 30 yL 3x konzentriertem Probenpuffer versetzt,
5 Min bei 97°C erhitzt und anschliel3end fiir eine SDS-PAGE (siehe 4.3.3) verwendet oder bei
-20°C gelagert.

30 %ige-Sucrose-Lésung in H,O

30,0 % Succrose
150,0 mM NaCl

10,0 mM Tris-HCI
2,50 mM EDTA

auf pH 7,5 eingestellt
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5 %ige-Sucrose-Lésung in H,O

5,0 % Succrose
150,0 mM NaCl
10,0 mM Tris-HCI
2,5mM EDTA

auf pH 7,5 eingestellt

4.3.7 Immunprazipitation von Proteinkomplexen aus Zellextrakten

Um Antigene und deren Bindungspartner unter wenig stringenten Bedingungen aus
einem Proteingemisch zu isolieren, wurden Antikorper verwendet, die an kleine magnetische
Kigelchen (Beads) gekoppelt waren. Die Immunprazipitationen (IPs) wurden mit Magnet-
Kigelchen (,Dynabeads”; Dynal, Hamburg), an die Protein A (bakterielle Oberflachen-
rezeptoren aus Staphylococcus aureus), Maus-IgG oder Kaninchen-lgG gekoppelt war,
durchgefihrt. Je 25-50 yL Magnet-Beads wurden viermal in IP-Puffer gewaschen und mit dem
entsprechenden Antikérper beladen (2-3 Std. unter Rotation bei 4°C). Fur die Vorreinigung der
Zellextrakte (,Preclearing“) wurden die Magnet-Beads im IP-Puffer viermal gewaschen und mit
dem Proteinextrakt l6slicher Proteine aus Zellkulturen durch Ultrazentrifugation (siehe 4.3.1.3)
fir 2-3 Std. auf dem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Nach der Bindung des Antikdrpers an
die Magnet-Beads, wurden diese viermal mit IP-Puffer gewaschen. Der vorgereinigte
Uberstand wurde anschlieRend tber Nacht mit den Antikdrper-beladenen Magnet-Beads auf
dem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Um ungebundene Proteine und Antikdrper von den
Magnet-Beads zu trennen, wurden diese erneut viermal mit IP-Puffer gewaschen, danach in
3x konzentriertem Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, unter Schitteln gelost und 5 Min bei
97°C denaturiert. Die Analyse der prazipitierten Proteine erfolgte mit Hilfe von SDS-PAGE
(siehe 4.3.3) und dem ,Western Blot“-Verfahren (siehe 4.3.5), oder anschlieRender
Massenspektrometrischer-Analyse (siehe 4.3.9).

Zur Kontrolle der Antikdrper-spezifischen Proteinbestandteile, wie z.B. schwere und
leichte Ketten, wurden mit Antikdrper-beladene Magnet-Klgelchen, die ausschlieRlich mit IP-

Puffer inkubiert worden waren, verwendet.

IP-Puffer (TNE-Puffer)

150,0 mM NaCl
10,0 mM EDTA
2,5 mM Tris-HCI pH 7,5

auf pH 7,5 eingestellt
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4.3.8 Farbung von Proteinen in Gelen

4.3.8.1 Unspezifisches Anfarben von Proteinen in SDS-Gelen mit Coomassie-Brillant-

Blau Farbung

Zur Anfarbung der Polypeptid-Banden mit Coomassie-Brillant-Blau wurde das Gel
mindestens 1 Std. auf einem Gelschittler in Farbeldsung inkubiert. Die anschlieRende
differentielle Entfarbung erfolgte — unter mehrfachem Wechsel der Entfarbelésung — so lange,
bis die Banden deutlich zu erkennen waren. Das Gel wurde zur Dokumentation fotografiert

bzw. eingescannt und getrocknet.

Farbelbsung: 0,4 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau (R-250)
40,0 % (w/v) Isopropanol
7,0 % (w/v) Essigsaure
in H2Ogemin @d 100 %

Entfarbelésung: 10 % (w/v)  Essigsaure
20 % (w/v)  Isopropanol
in Hzodemin ad 100 %

4.3.8.2 Kolloidale Coomassie-Brillant-Blau Farbung

Zur Fixierung der Polypeptid-Banden wurden die Gele 6-16 Std. auf einem Gelschdittler
in Fixierungslésung inkubiert, dreimal je 30 Min gewassert und 1 Std. in die Inkubationslésung
gelegt. Die Gele wurden anschliefdend in der Farbelésung fir mindestens 3-5 Std. angefarbt,
danach mit destilliertem Wasser ca. 3 Std. entfarbt, zur Dokumentation fotografiert, oder
gescannt. Haufig wurden die Gele auch flir die Massenspektrometrische-Analyse

weiterverwendet.

Fixierungsldsung: 50 % (w/v)  Methanol
2 % (w/v)  Phosphorsaure

Inkubationsldsung: 34 % (w/iv)  Methanol
2 % (w/v)  Phosphorsaure
17 % (w/v)  Ammoniumsulfat

Farbelésung: 0,066 % (w/v) Coomassie G-250 in Inkubationslésung
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4.3.9 Massenspektrometrie

Anhand des charakteristischen Massenspektrums und durch den Vergleich mit den
stheoretischen Massen“ kdnnen Molmassen von Proteinfragmenten (gewonnen durch Trypsin-
Verdau) identifiziert werden. Diese Analysen wurden dankenswerterweise von Dr. Martina
Schnélzer (Servicegruppe Zentrale Proteinanalytik, DKFZ), oder von der Firma ,Proteome

Factory“ (Berlin) wie von Kuhn et al. (2001) beschrieben, durchgefuhrt.

4.3.9.1 Trypsin-Spaltung im Gel

SDS-PAGE-Gele wurden mit ,Kolloidaler Coomassie-Losung“ gefarbt, die zu
untersuchenden Polypeptid-Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in 0,2 mL-
Reaktionsgefale Uberfuhrt. Es folgten mehrere Waschschritte in 100 yL H;Ogemin fur 30 Min.
Nachdem die Gelstucke zweimal 15 Min in 100 pL 50 % (w/v) Acetonitril-L6sung gewaschen
wurden, wurden sie 15 Min in 100 pyL 100 % Acetonitril entwassert und 5 Min luftgetrocknet.
Vor der Analyse wurden 0,8 pL Trypsin-Lésung und 20 pL frisch angesetzte NH;HCO;3-Ldsung
zu den Gelstickchen pipettiert. Nach 15 Min Inkubation bei 37°C hatten die Gelstlcke die
Trypsin-Lésung aufgenommen. Der Verdau erfolgte Uber Nacht bei 37°C, wobei zu beachten

war, dass die Gelstlicke immer mit Puffer bedeckt blieben.

Trypsin-Lésung: 20 uyL  Trypsin (,Sequencing Grade modified Trypsin“, Promega,
Mannheim) in 40 yL 1 mM HCI (pH 7,5-7,9)

NH4HCO3-Losung: 40 mM NH4HCOg3 pH 8,4

4.3.9.2 MALDI-Analyse

MALDI (,Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisations®)-Massenspektren wurden mit
dem ,Reflex Il Time-of-Flight* Instrument (Bruker-Daltonik, Bremen) aufgezeichnet und aus
50-200 individuellen ,Laser-Schissen“ ermittelt. Als Matrix wurden 0,3 pyL einer
nitrozellulosehaltigen, gesattigten a-Zimtsaure-Losung in Aceton in individuellen Punkten auf
den Probentrager aufgetragen. AnschlieRend wurden 0,4 yL der verdauten Probe sowie
0,8 uL 10 % Ameisensaure aufgetragen und langsam luftgetrocknet. Zur Entfernung von
Salzen aus dem Trypsin-Verdau wurden mehrere Waschschritte mit 10 % Ameisensaure und
mit HxOgemin durchgefiihrt. Die bei der MALDI-Analyse erhaltenen Molekilmassen wurden in
einer Datenbanksuche mit den Programmen MS-Fit (University of San Francisco, CA, USA),
Profound (Rockefeller University, New York, USA) und Peptide Search (EMBL, Heidelberg)

ausgewertet.
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4.4 Fluoreszenzmikroskopie

4.4.1 Herstellung von Praparaten

4.4.1.1 Kryostatschnitte

Gefrorene Gewebeproben wurden mit einem Kryotom (Leica, Nussloch) in 3 bis 5 um
dicke Schnitte geschnitten und auf speziell beschichtete Objekttrager (SuperFrost®Plus,
Menzel-Glaser, Braunschweig) aufgebracht. Nach Lufttrocknung Uber Nacht folgte die
Fixierung mit Aceton bei —20°C fur 10 Min. Im Anschluss an die Fixierung wurden die

Gewebeschnitte sofort fiir die Immunhistochemie weiterverwendet.

4.4.1.2 Paraffinschnitte

Mehrschichtig gewachsene Zellkulturen und frisch entnommene Gewebeproben wurden
Uber Nacht bei 4°C in neutral gepuffertem 4 %igem Formaldehyd fixiert und am nachsten Tag
in Paraffin eingebettet. Die Einbettung der Zellkulturen erfolgte freundlicher Weise durch
Frau Moll (Abteilung fur zellulare und molekulare Pathologie, Prof. H.J. Grone, DKFZ). Die
Lungenproben wurden von Herrn Dr. N. Gassler (Universitat Heidelberg, Institut far
Pathologie) zur Verfligung gestellt. Flr die Einbettung in Paraffin wurden Tissue-Tek Ill
Vakuum-Infiltrationsprozessoren (Vogel, Gielden) verwendet. Wahrend des
Standardprogramms wurden die in das Gerat eingebrachten Proben zunachst bei 40°C in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (jeder Schritt 2x 45 Min in 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %)
entwassert. AnschlieRend wurden die Proben zweimalig fir 30 Min in Xylol und viermal far
30 Min bei 60°C in Paraffin (Histocomp, Vogel, GieRen) eingetaucht. Nach Beendigung des
Standardprogramms wurden die paraffinisierten Gewebe und Zellkulturen in entsprechende
Paraffinblocke eingegossen. Von den eingebetteten Praparaten wurden mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms (HM355S mit Cool Cut (gekihlte Probeneinspanneinrichtung) und
Schnitt-Transfersystem STS, Microm, Walldorf) 3-5 um dicke Schnitte hergestellt, auf speziell
beschichtete Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig) aufgebracht und
bei 37°C in einem Warmeschrank (Memmert, Schwabach) iber Nacht angetrocknet (Kuruc
und Franke, 1988; Mertens et al., 1996; Borrmann et al., 2006 und Literatur darin).

4.4.1.3 Kulturzellen

Um die Lokalisierung der Antigene in Kulturzellen im Fluoreszenzmikroskop darstellen
zu kénnen, wurden diese, nachdem sie entweder auf unbeschichteten oder mit Poly-L-Lysin
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) beschichteten Deckplatichen angewachsen waren, fur 5 Min in

Methanol bei -20°C fixiert, anschlielfend kurz in —-20°C kaltes Aceton getaucht und
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luftgetrocknet. Nach dem Lufttrocknen wurden sie entweder gleich in einer Immunfluoreszenz
eingesetzt oder bei —20°C eingefroren.

Die auf den Deckglaschen fixierten Zellen wurden vor der spezifischen
Antigenmarkierung mit dem Erst-Antikbrper kurz mit PBS benetzt. Die anschlieRende
Immunmarkierung und mikroskopische Aufarbeitung wurde, wie fir die Paraffinschnitte (siehe
4.4.1.3) beschrieben ausgefuhrt.

4.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie

4.4.2.1 Immunfluoreszenz an Kryostatschnitten

Die fixierten Kryostatschnitte (siehe 4.4.1.1) wurden kurz in PBS gespdlt und in einer
feuchten Kammer fur 20 Min mit 5 % BSA und 5 % Ziegenserum in PBS praabsorbiert. Die
Inkubation mit dem Erst-Antikdrper erfolgte fir 1 Std. bei RT. Um unspezifisch bzw. nicht
gebundene Antikérper auszuwaschen, wurden die Schnitte 3x in PBS gewaschen. Als
Zweitantikorper (siehe 3.8.2) wurden mit den Fluorochromen (z.B.: Cy-3 und Alexa 4.88)
konjugierte Immunglobuline verwendet. Zur Anfarbung des Chromatins und damit zur
Darstellung des Zellkerns, wurde der Zweit-Antikérperlosung DAPI (siehe 3.8.2; Serva,
Heidelberg) in einer Verdinnung von 1:10.000 zugefligt. Die Zweit-Antikérper wurden 45 Min
bei RT inkubiert und danach, wie oben beschrieben, nicht gebundene Immunglobuline mit
PBS ausgesplilt. Um die im PBS enthaltenen Salzkristalle abzuwaschen, wurden die Schnitte
kurz in HoOg4emin gewaschen. Nach kurzem Eintauchen in absoluten Ethanol wurden die
Schnitte luftgetrocknet und anschlieBend mit Fluoromount G (Southern Biotechnology
Associates, Inc., Birmingham, AL, USA) eingedeckt. Nach dem Antrocknen der Deckglaschen

Uber Nacht, oder aber mindestens fur 1 Std., wurden die Praparate dokumentiert (siehe 4.4.3).

4.4.2.2 Antigen-Freilegung (Antigen-Retrieval) und Immunmarkierung von Paraffin-

Schnitten durch Mikrowellenbehandlung

Frisches menschliches Tumor- oder Gewebematerial zur Kryokonservierung ist haufig
nicht verfigbar. Deshalb ist es wichtig fixiertes Gewebematerial aus Paraffinblécken
untersuchen zu koénnen. Die Verwendung von Paraffin in Geweben und Zellkulturen hat
gegenuber Gefrierschnitten zwei Vorteile: zum einen sind die Gewebe und Schnitte dauerhaft
bei Raumtemperatur lagerbar und zum anderen ist eine bessere Gewebeerhaltung bei
Paraffinschnitten gewahrleistet. Der entscheidende Nachteil von Paraffinschnitten ist jedoch
die schlechtere Zuganglichkeit vieler Antigene durch die Fixierung mit Formaldehyd. Um die
Antigene fir die Antikdper besser zuganglich zu machen gibt es die Moglichkeit der Antigen-

Demaskierung (,Antigen-Retrieval®).
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Nach dem Antrocknen wurden dazu die Schnitte mit Xylol (3x 3 Min) entparaffiniert und
mit einer absteigenden Alkoholreihe (2x in absolutem Ethanol fur je 3 Min und je 1x fur 3 Min
in 95 %, 80 %, 70 % und 50 %igem Ethanol) rehydriert. Danach wurden die Schnitte in ein
spezielles Mikrowellen-Uberdruckgefall (GRP-120 Histomodul, Microm, Walldorf), das mit
Pufferldsung geflllt war, transferiert. Die Pufferlésung bestand aus 0,1 M Tris-HCI pH9,5 zu
dem 5 % (w/v) Harnstoff frisch hinzugegeben wurde. Der erzeugte Uberdruck im GefaR
erlaubte eine Erhitzung des Puffers auf tGber 100°C. Das Histomodul wurde in einer speziell
fur diese Zwecke entwickelten Mikrowelle (MicroMed T/T MEGA, Microm, Walldorf) laut einem
vorprogrammierten Standardprotokoll fiir 10 Min auf 120°C erhitzt und danach 15 Min unter
flieRendem Wasser abgekuhlt.

Im Anschluss daran wurden die Schnitte vor der spezifischen Antigenmarkierung mit
dem Erst-Antikorper kurz mit PBS benetzt. Die anschlieRende Immunmarkierung wurde, wie
flr die Kryostatschnitte (siehe 4.4.2.1) beschrieben ausgefihrt und dokumentiert (Kuruc und
Franke 1988; Mertens et al. 1996; Borrmann et al. 2006).

4.4.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit auf Glasplattchen gewachsenen

Kulturzellen

Die fixierten Zellen wurden vor der spezifischen Antigenmarkierung mit dem Erst-
Antikérper kurz mit PBS benetzt. Die anschliefende Immunmarkierung wurde, wie fur die

Kryostatschnitte (siehe 4.4.2.1) beschrieben ausgefiihrt und dokumentiert (siehe 4.4.3).

4.4.2.4 Doppellokalisierung

Um eine Ko-Lokalisierung verschiedener Proteine in Geweben oder Zellen sichtbar zu
machen, wurden diese mit den entsprechenden Erstantikbrpern inkubiert, wobei auf die
richtige, finale Verdunnung der jeweiligen Antikdrper geachtet werden musste. Auf die
Inkubation der zwei Erstantikorper, die aus verschiedenen Spezies stammen mussten, folgte
nach dem Auswaschen mit PBS (3x) die Inkubation mit den spezifischen Zweitantikérpern,
welche an verschiedene Fluorochrome (z.B.: Cy-3 und Alexa 5.68) gekoppelt waren. Auch
hierbei mussten die finalen Konzentrationen der Antikérper beachtet werden. Der
Arbeitsablauf der Doppelmarkierung der Antigene mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern war
identisch mit der Einfachmarkierung. Die Auswertung der Doppellokalisierungen erfolgte
entweder mit einem Zeiss Axiophot oder mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops (siehe 4.4.3).
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4.4.3 Dokumentation der indirekten Immunfluoreszenz-Mikroskopie

4.4.3.1 Dokumentation der indirekten Immunfluoreszenzen mit einem Zeiss Axiophot

Die durchgeflhrten indirekten Immunfluoreszenzen an Zellen auf Glasplatichen oder
Schnitten (Kryostat und Paraffin) wurden mit einem Axiophot Zeiss Fluoreszenzmikroskop
(Carl Zeiss, Oberkochen) ausgewertet. Die Photodokumentation erfolgte entweder mit Kodak
Tmax400pro Negativ-Filmen oder mit Hilfe der Zeiss Digitalkamera HRc. Die Bilder der
Digitalkamera wurden mit Hilfe der AxioVision Software (Version 4.3, Carl Zeiss, Oberkochen)

und Adobe Photoshop 7.0 ausgewertet.

4.4.3.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die konfokale Fluoreszenz-Laser-Scanning-Mikroskopie ermdglicht die Betrachtung von
Zellen und Geweben in definierten optischen Schnittebenen und erlaubt damit eine genauere
Lokalisierung der Antigene. Die Untersuchungen wurden mit einem Zeiss LSM 510 UV
Mikroskop (Oberkochen) durchgeflhrt, welches mit einem Argon-Laser (488 nm) und einem
Helium-Neon-Laser (534 nm) ausgestattet war. Um bei Doppelfluoreszenz-Markierungen ein
,2ourchscheinen® der verschiedenen Fluoreszenzfarben zu vermeiden, wurde der ,Double
Track Mode® angewandt, d.h. jede durchzumusternde Zeile wurde alternierend mit nur einer
der beiden jeweiligen Wellenlangen angeregt. Konfokale Serienschnitte durch die Praparate
wurden in Abstadnden von 250 bis 350 nm zwischen den einzelnen Schnittebenen angefertigt.
Um die Auflosung der optischen Schnitte zu erhéhen, wurde fir einige Praparate das
Dekonvolutionsverfahren (KS400-Software, Zeiss Vision GmbH, Oberkochen) mit einem so
genannten ,Least-Square“-Algorithmus und mit Computer-assistierten Alterationen

angewandt.
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4.5 Lichtmikroskopie

Fur die Beurteilung der Morphologie von pathologisch relevanten Geweben eignet sich
am besten die lichtmikroskopische Betrachtung von Schnitten der jeweiligen Gewebe in
Hellfeld. Mit Hilfe der Hellfeldmikroskopie konnten HE-gefarbte Schnitte von pathologisch

relevanten Geweben besser beurteilt werden.

4.5.1 HE-Farbung (Haematoxylin-Eosin Farbung)

Die Haematoxylin-Eosin Farbung ermdoglicht die histologische Betrachtung von
Gewebeschnitten, da hier DNA und Bindegewebe unspezifisch angefarbt werden. Bei dieser
Methode wird das Hamalaun bzw. Hamatoxylin an das Chromatin in den Zellkernen und das
Eosin an das Bindegewebe absorbiert. Nach der Entparaffinierung (siehe 4.4.1.3) wurden
dazu die Gewebeschnitte 5 Min in Haematoxylin-Farbelésung (Zellkernfarbung; Microm,
Walldorf) inkubiert. Nach kurzem Waschen mit H;Ogemin Wurden die Schnitte in 10%
Essigsaure getaucht und erneut mit H,Ogemin gewaschen. Darauf folgte eine Inkubation mit
Eosin (Bindegewebsfarbung; Microm, Walldorf) fur 3 Min, bevor die Schnitte nach jeweils
kurzer Behandlung mit 95%, 100% Ethanol, sowie Xylol in Eukitt (O. Kindler GmbH, Freiburg)

eingebettet wurden.

4.6 Elektronenmikroskopie

Um die aus den Lichtmikroskopischen Untersuchungen und aus den
Immunfluoreszenzmikroskopisch gewonnenen Informationen der Lokalisierung der einzelnen
Proteine ultrastrukturell zu untersuchen und Unterschiede der verschiedenen Zell-Zell-
Kontakte auf ultrastruktureller Ebene darzustellen wurden elektronenmikroskopische

Praparationen der Proben angefertigt.

4.6.1 Herstellung elektronenmikroskopischer Praparate fiir das
Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM)

Fur die zweidimensionale, ultrastrukturelle Untersuchung von zelluldren Strukturen wie
z. B. den Desmosomen, ,Tight Junctions® 0.a., wurden die Gewebe und die Zellkulturen fur

eine konventionelle Transmissions-Elektronenmikroskopie aufgearbeitet.
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4.6.1.1 ,Konventionelle“ Ultradiinnschnitt-Elektronenmikroskopie

Fur die konventionelle Elektronenmikroskopie wurden Gewebeproben, auf 1 mm
Kantenlange zugeschnitten, bzw. Kulturzellen, auf Deckglaschen oder Filtern gewachsen, 20-
30 Min mit 2,5 % Glutaraldehyd (Lésung 1) bei RT fixiert. Die Proben wurden kurz bei RT
anfixiert und dann auf Eis oder im Kihlschrank bei 4°C weiterverarbeitet. Nach dreimaligem
Waschen (je 5 Min) in Cacodylat-Puffer (Lésung 2) wurden die Proben 2 Std. in
2 % Osmiumtetroxidlésung (Lésung 3) nachfixiert. Es folgten mehrere Waschschritte mit
H2O4emin Und eine Blockkontrastierung in 0,5% Uranylacetat (Losung 4) Uber Nacht. Die
Entwasserung und die Einbettung erfolgten bei den Zellkulturen und den Gewebeproben nach
der von Franke et al. (1978a) beschriebenen Methode. Dazu wurden die Praparate in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 96 %) in 5-10 Min Schritten bei 4°C
entwassert. Die abschlieBenden Schritte der Entwasserung wurden bei RT durchgefuhrt: 2x
100 % Ethanol je 5-10 Min, 2x Propylenoxid je 5-10 Min. Fir die Einbettung in das Kunstharz
Epon wurden die so entwasserten Proben Uber Nacht mit einem 1:1-Gemisch von Epon
(Lésung 5) und Propylenoxid infiltriert und dann fir 5-6 Std. mit reinem Epongemisch
inkubiert. Zur Polymerisierung wurden die Gewebeproben in Gelatinekapseln, die mit
Epongemisch gefillt waren, Uberfihrt.

Die auf Deckglaschen gewachsenen Kulturzellen wurden flach eingebettet. Die
Deckglaschen wurden auf mit Aluminiumfolie ummantelte Objekttrager gelegt (Zellen nach
oben) und die mit Epon geflillten Gelatinekapseln darauf gestllpt (Flacheinbettung). Streifen
von den auf Filtern gewachsenen Zellen wurden in spezielle, mit Epon gefiillte Flachformen,
gelegt. Die Polymerisierung der so vorbereiteten Proben erfolgte bei 60°C in einem Zeitraum
von 48 Std. Bei den flach eingebetteten Zellen musste das Deckglaschen vor dem
Ultradiinnschneiden entfernt werden. Das Eintauchen des gesamten Blockes in flissigen
Stickstoff (LN») bewirkte durch das Temperaturgefalle das ,Absprengen” des Glases.

Ultradlnnschnitte der eingebetteten Proben von ca. 50 nm Dicke wurden mit einem
Ultramikrotom (Reichert Ultracut; Leica, Bensheim) angefertigt. Die auf Kupfernetzchen
aufgebrachten Ultradinnschnitte wurden nach dem Antrocknen mit folgenden
Schwermetallldsungen nachkontrastiert: 15 Min mit Uranylacetatldsung (Ldsung 6) und
anschlieBend, nach mehreren Waschschritten mit H;Ogemin, 5 Min mit Bleicitratldsung
(Lésung 7, nach Reynolds et al. 1963). Die Auswertung der Ultradiinnschnitte erfolgte mit Hilfe
der Elektronenmikroskope EM900 bzw. EM910 (Zeiss, Oberkochen).
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4.6.1.2 Lésungen

Lésung 1 :
Glutaraldehyd-Losung: 25%
50,0 mM
2,5mM
Lésung 2 :
Cacodylat-Puffer: 50,0 mM
Lésung 3 :
2 % OsO4-Losung: 2 % (wlv)
Lésung 4 :

0,5 % Uranylacetat-Lésung: 0,5 %

Ldsung 5: Epon:

- Gemisch A: 50,0 mL
31,0 mL
- Gemisch B: 44,5 mL
50,0 mL

Glutaraldehyd
KCI
MgCl, in Cacodylat-Puffer pH 7,2

Na-Cacodylat, pH 7,2

0s0O, in Cacodylat-Puffer pH 7,2

Uranylacetat in HyOgemin

DDSA (2-Dodecylsuccinylanhydride)
Epon 812

MNA (Methylnadic anhydride)

Epon (Glycidether)

Gemisch A und B wurden im Verhaltnis 3:2 (w/v) gemischt und 0,15 mL 2, 4, 6-Tris(dimethyl-
aminomethyl)phenol (DMP30) als Katalysator auf 10 mL Eponmischung zugefigt.

Ldsung 6:
2 % Uranylacetat-Losung: 2 % (w/v)

Lésung 7:

Bleizitrat-Losung: 1,339
1,76 g
8,00 mL

Uranylacetat in Methanol

PbNO;
Na-Citrat-Dihydrat
1M NaOH

ad 50 mL HyOgemin (vorher frisch abgekocht)
PbNO; und Na-Citrat-Dihydrat wurden zunachst in 30 mL H;Og4emin (vorher frisch abgekocht)
20 Min gerlhrt, anschlieRend wurde NaOH zugefiigt und auf 50 mL mit H,Ogemin aufgefiilit.
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4.6.1.3 Immun-Elektronenmikroskopie

Kryostatschnitte von 4 ym Dicke wurden auf Deckglaschen aufgebracht. Kulturzellen
wurden auf Deckglaschen wachsen gelassen. Je nach verwendetem Erstantikbrper wurden
die Proben fiir 5-10 Min mit 2 % Formaldehyd in PBS (frisch hergestellt aus Paraformaldehyd)
fixiert. Um eine gute Zuganglichkeit fir die Antikbrper zu gewahrleisten wurde entweder mit
0,1 % Triton-X in PBS fir 2 Min oder mit 0,1 % Saponin in PBS fir 5-10 Min permeabilisiert.
Die Inkubation des Erstantikdrpers erfolgte Uber einen Zeitraum von 1-2 Std. Nach
3 Waschschritten mit PBS fir je 5 Min wurden die Praparate mit den entsprechenden
Zweitantikdrpern (anti-Maus-, anti-Meerschweinchen- oder anti-Kaninchen-Immunglobuline),
die an 1,4 nm grof3e, kolloidale Goldpartikel (,Nanogold®; Biotrend, Koéln) gekoppelt waren,
Uber Nacht inkubiert. Nach dem Auswaschen der nicht gebundenen Antikérper mit PBS
(3 x 5 Min) wurden die Praparate mit 2,5% Glutaraldehyd in Cacodylat-Puffer (Lésung 1) fur
15 Min bei RT fixiert und anschlieend kurz mit PBS gewaschen. Es folgten zwei Inkubationen
fir je 5 Min mit Saccharose-L6ésung (Losung 8). Die Silber-Verstarkung der Goldpartikel
erfolgte nach der von Uchida et al. (1996) beschriebenen Methode und nach den Angaben
des Herstellers fur 3-8 Min (Silver Enhancement Kit, Nanoprobes, Stony Brooks, NY, USA).
Nach zwei 5-mindtigen Waschschritten mit Natriumthiosulfat-Lésung (Lésung 9) und zwei 5-
minutigen Waschschritten mit HoOgemin Wurden die Praparate mit 0,2% OsO,(Losung 10)
30 Min auf Eis nachfixiert. Die Entwasserung und die Einbettung der Praparate in Kunstharz

erfolgten nach der bereits beschriebenen Methode der Flacheinbettung (siehe 4.6.1.1).

Ldsung 8:
Saccharoseldsung 200 mM Saccharose
50 mM HEPES, pH 5,8
Ldsung 9:
Natriumthiosulfatidsung 250 mM Natriumthiosulfat
50 mM HEPES pH 5,8
Lésung 10:
0,2 % OsO,4-Losung 0,2 % (w/v)  OsOQq in Natrium-Cacodylatpuffer
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4.6.2 Gefrierbruch Technik (Freeze-Fracture)

Die Gefrierbruchtechnik ist eine von Moor und Muhlethaler 1963 entwickelte und
beschriebene Praparationstechnik fir elektronenmikroskopische Praparate (Moor 1963;
Nermut 1977). Hierbei werden die Proben eingefroren und anschlieRend im tiefkalten Zustand
gebrochen. Derartige Gefrierbriiche liefern einen Einblick in den ultrastrukturellen ,lst-
Zustand® der Transmembranproteine vor dem Einfrieren. Um zu zeigen, dass Tight Junction
Proteine nicht nur in der indirekten-Immunfluoreszenz an der Membran lokalisiert sind,

sondern auch dreidimensionale Strukturen ausbilden, wurde diese Technik verwendet.

4.6.2.1 Probenpréaparation

Die fur die Versuche verwendete menschliche Haut wurde spatestens 1-3 Std. nach der
Probenentnahme wahrend der Operation verwendet. In der Zwischenzeit wurde die Haut auf
einem in MEM getrankten Tuch bei 4°C gelagert. Von der Haut, die am Haaransatz
entnommen wurde, wurden mit einer 3 mm Stanze (Stiefel, Wachtersbach) Hautproben
ausgestanzt und fur 24 Std. bei 4°C in Karnovsky-Ldsung (Karnovsky und Deane 1955) fixiert.
Als Kryoschutz folgte eine Inkubation in 87 % Glyzerin fur 24 Std. bei 4°C. Der Kryoschutz ist
notwendig, um die Bildung von Eiskristallen und damit die Zerstérung des Gewebes wahrend
des Einfrierens zu verhindern bzw. zu minimieren. Das zugegebene Glyzerin erniedrigt dabei
den Gefrierpunkt des in der Haut vorhandenen Wassers. Dadurch erhéht sich die
Warmeleitfahigkeit der Probe und sie wird schneller eingefroren. Die ausgestanzten
Hautproben wurden kurz mit Filterpapier von oberflachlichem Glyzerin befreit, um dann in
flussiges Ethan ,geschossen® zu werden. Dabei fallt eine durch ein Gewicht beschleunigte
Pinzette senkrecht in ein Gefall mit flissigem Ethan (Richter et al. 2004), was zu
Verwirbelungen des flissigen Ethans beim Eintauchen flihrt und damit einem besseren Kalte-
Warme-Austausch zwischen der Probe und der Flussigkeit bewirkt. Der Kalte-Warme-
Austausch wird auch als Abkulhlrate bezeichnet und ist bei dem Prozess des Einfrierens von
entscheidender Bedeutung flir die Strukturerhaltung der Probe. Da die Ultrastruktur von
Transmembranproteinen untersucht werden soll, ist die Strukturerhaltung wahrend des
Einfrierens besonders wichtig. Bereits kleinste die Risse in den Proben wurden eine
Beurteilung erheblich erschweren.

Nach dem Einfrieren wurden die Proben bis zu ihrer Verwendung fur einen Gefrierbruch
in flissigem Stickstoff (LN,) aufbewahrt. Fir den Gefrierbruch wurden tiefgefrorene Proben
auf einen in LN, vorgekuhlten Probenhalter (Bal-Tec, Liechtenstein) montiert. Die so
befestigten Proben wurden mit einem vorgekihlten ,Kupfer-Deckel* abgedeckt. Der ,Kupfer-
Deckel“ wirkt wie eine Kihlfalle, welche den Wasserdampf, der sich sonst auf der Probe
niedergeschlagen hatte, aus der Umgebungsluft abfangt.
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Um die dreidimensionalen Strukturen der Transmembranproteine in Zellkulturmodellen
darzustellen, wurden diese fur 2 Std. mit 2% Glutaraldehyd bei 4°C fixiert. Nach der Fixierung
wurde das Glutaraldehyd 3x 5 Min mit Cacodylat-Puffer ausgewaschen, die Zellen kurz mit
PBS gespdilt und fur 20 Min mit Glyzerin als Gefrierschutz inkubiert. AnschlieRend wurden sie
mit Hilfe eine Zellschabers (Corning, Costar, Bodenheim) von der Zellkulturschale abgeldst.
Ein Tropfen der Zellsuspension wurde zwischen zwei Goldplattchen (Durchmesser 0,3 cm) in
LN, eingefroren, indem die Zellsuspension in flissigen Stickstoff ,eingeschossen® wurde, um
Verwirbelungen und damit einen schnelleren Kalte-Warme-Austausch zwischen dem flissigen
Stickstoff und den Goldplattchen zu erreichen. Die so eingefrorenen Zellen wurden bis zum

ihrem Verbrauch in LN, gelagert (Fujimoto 1995).

Lésungen:
Karnovsky-Lésung 0,4 mL 16% (w/v) Formaldehyd (Endkonzentration 0,2%)
2,5mL 25% (w/v) Glutardialdehyd (Endkonzentration 1,25%)
40,0 mL 0,2 M Natrium-Cacodylatpuffer pH 7,0-7,4
7,0 mL H2Ogemin

30,0 mg CaCl,
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4.6.2.2 Gefrierbruch

Die wie unter 4.6.2.1 beschrieben praparierten Proben wurden mit Hilfe eines
~.Gegenstrom-Manipulators® in die Gefrierbruchanlage (BAF 060, Bal-Tec, Liechtenstein)
eingeschleust. Um die Umgebungsluft mitsamt ihrem Wasserdampf von der Probe
fernzuhalten, wurde durch den Manipulator trockenes Stickstoffgas geleitet. Nachdem der
Manipulator an die Gefrierbruchanlage angedockt war und in seinem Inneren Hochvakuum
erreicht war, wurde der Probenhalter (Abb. 4.1b, Pfeil) mit der Probe in die vorgesehene

Halterung in der Gefrierbruchanlage geschoben (siehe Abb. 4.1a-b).

Abb. 4.1: a Gefrierbruchanlage mit angedocktem Manipulator. b Probenhalter in einer
Gefrierbruchanlage

Die Halterung sorgte dafiir, dass die Probe auch im Hochvakuum definiert gekihlt wird,
um ein Aufwarmen der Probe und damit die Bildung von Eiskristallen in der jeweiligen Probe
zu verhindern. Anschlie@end wurde der Manipulator (siehe Abb. 4.1b, Pfeil), der fir den
Transfer von der Gefrierbruchanlage in das Kryo-SEM (Gemini 1530, Leo/Zeiss, Oberkochen)
verwendet wurde, mit LN, fir 15 Min eingekihlt. Mit Hilfe eines frischen Mikrotom-
Einmalmessers (Leica, Nussloch) wurde die Probe bei -110°C und 1 x 107 mbar gebrochen
(siehe Abb. 4.2).

. —7%%

Abb. 4.2: Skizze einer von Wasser umgebenen Probe bei einem Gefrierbruch
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Im Anschluss an den Gefrierbruch wurden die Gewebeproben fir 10 Min gefriergeéatzt.
Der Prozess des Gefrierdtzens erfolgt durch die Sublimation von Wasser (siehe Abb. 4.3),
also durch den gezielten Ubergang von Eis zu Wasserdampf aufgrund von niedriger
Temperatur (-110°C) und hohem Druck (Moor 1963; Nermut 1977).

Cinuck
kritischer Punkt

fost (Eis)

Toatsn oo .

fllssig Wasser)

T ... Trippslpurikdt

T :
v gasfamig Wasssendampf)
; Ternperatur
0 100 (*C)

Abb. 4.3: Phasendiagramm von Wasser

Der Gefrieratzschritt war notwendig, um kleine Membranstrukturen, wie z.B. die
extrazelluldren Schleifen der Transmembranproteine in Geweben freizulegen. Nach der
Gefrieratzung wurde die Bruchflache in einem Winkel von 45° durch abdampfen von 3 nm
Pt/C von einer ,Kanone“ bedampft. Weitere 2 nm wurden im Winkel von 10-90° aufgedampft,
um den aufgetragenen Pt/C-Film zu stabilisieren (Walther und Muller 1997).

Die Zellkulturproben wurden auf einem Doppelabdrucktisch befestigt und in die bereits
vorgekihlte Gefrieratzanlage (BAF 040, Bal-Tec, Liechtenstein) gebracht. Nach dem
Erreichen des Hochvakuums wurden die Goldplatichen und damit die Zellsuspension unter
direkter Bedampfung aus einem Winkel von 45° mit Pt/C aufgebrochen. Anschlief’iend wurden
etwa 3 nm Pt/C auf die gebrochene Zellkultursuspension aufgedampft. Auf diese Pt/C-Schicht
wurde zur Stabilisierung der so genannten Replika etwa 20 nm Kohle aufgedampft. Die so
gewonnenen Replikas wurden entweder direkt fir die Betrachtung im TEM in Chlorbleiche
gereinigt, mit PBS abgespult und mit einem beschichteten Kupfergrid aufgefangen, oder fir

eine Immunmarkierung weiterverwendet.
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4.6.2.3 Kryo-Rasterelektronenmikroskopie

Nach der Bedampfung der Gewebeprobe wurde diese mit dem vorgekihlten
Manipulator (siehe Abb. 4.1a, Pfeil) im Hochvakuum aus der Gefrierbruchanlage in das
ebenfalls vorgekuihlte (-120°C) Rasterelektronenmikroskop (Kryo-SEM) (Gemini 1539,
Leo/Zeiss, Oberkochen) transferiert (Ritter 1999). Elektronenmikroskopische Bilder wurden
digital aufgenommen und mit Hilfe des Computerprogramms Adobe Photoshop weiter

bearbeitet.

4.7 Physiologische Methoden

4.7.1 Bestimmung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER)

Bei dem transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) handelt es sich um eine
Messmethode zur Messung der Integritat der epithelialen Barriere anhand des passiven
lonenflusses Uber ein Epithelmodell (siehe Abb. 4.5). Zur Messung des TEER wurden die
Zellen zum Teil auf Gelatine-beschichtete, permeable Polyestermembranen mit einem
Porendurchmesser von 0,4 ym ausgesat (Corning/Costar, Bodenheim). Sobald der Zellrasen
konfluent war, wurden die TEER-Messungen, in Triplikaten mittels eines Millicel-ERS Volt-
Ohmmeters mit sog. STX-Chopstick-Elektroden (Millipore, Schwalbach) durchgefuhrt. Der
Hintergrundwiderstand wurde uber einer Gelatine-beschichteten Polyestermembran ohne
Zellbesatz ermittelt. Die gemessenen Werte wurden durch die Subtraktion des Hintergrund-
Widerstandes normalisiert (Delie und Rubas 1997; Meyle et al. 1999). Fir Messungen an Air-
Interface-Kulturen, in denen die Zellen nur Uber das basolaterale Kompartiment mit Medium
versorgt wurden, wurden die Zellen 30 Min vor Beginn der Messung im apikalen
Kompartiment mit vorgewarmtem und COj-aquilibrietem Medium bedeckt und bis zur
Messung im Brutschrank inkubiert. Die Messung wurde wie beschrieben durchgeflihrt, wobei
nach Beendigung der Messung das Medium aus dem apikalen Kompartiment vorsichtig
wieder abgesaugt wurde (Ehrhardt et al. 2002). Die Messwerte werden bei dem verwendeten
Gerdt in Q*cm? als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS Sigma Plot (Systat Software, Erkrath).
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Messkonfiguration:

Ohmmeter

Apikale Kammer

PET-Membran Zellen Mediu

Abb. 4.5: Messkonfiguration fir TEER-Messungen

4.7.2 Messung der Barrierefunktion von Epithelien anhand des Transports
von FITC-markierten Dextranen

Zur Messung der Funktionalitat der Barriere von Epithelien und zur Bestimmung der
AusschlussgréfRen von Molekilen, wurden apikal auf diese Epithelien fluoreszenzmarkierte
Dextrane appliziert. Die Zellen wurden dafiir als ein- bzw. mehrschichtige Zellkultur auf
Transwell-Filtern (Corning/Costar, Bodenheim) kultiviert. Mit Hilfe der TEER-Messungen
(siehe 4.7.1) wurde zunadchst der transepitheliale Widerstand gemessen und damit die
Integritat der Barriere der Epithelien bestimmt. Nachdem der gewiinschte TEER-Wert fir die
jeweilige Zellkultur erreicht wurde, wurde das Medium der Zellen auf HBSS/Ca™ (mit
Phenolrot) gewechselt und flr 3 Std. aquilibriert. In die basale Kammer der 12-Well-Platte
wurden 1500 uL, in die apikale Kammer 475 yL Medium pipettiert. Anschlieend wurde aus
der basalen Kammer 100 pL abgenommen. Diese stellten den Leerwert der Messung dar. In
die apikale Kammer wurden 25 yL FITC-Dextran, geldst in HBSS/Ca*™ (mit Phenolrot) mit
einer Endkonzentration von 2,5 mg/mL, appliziert. 30, 60, 120 und 180 Min nach der
Applikation der Dextrane wurden aus der basalen Kammer 100 yL-Proben enthommen und
sofort bei -20°C eingefroren. Nach der letzten Probenentnahme wurden alle entnommenen
Proben mit 900 yL HBSS/Ca™ (mit Phenolrot) gemischt. Anschlieend wurde im Fluorometer
die Intensitdt der Fluoreszenz der Proben, anhand derer sich die Menge der markierten
Dextrane, welche das Epithel passiert hatten, feststellen lie, gemessen. Zuvor wurde eine
Messbereichskurve erstellt, um den linearen Messbereich zu definieren. Bei einer
Konzentration der Stocklésung von 50mg/ml lag der lineare Messbereich der
Fluoreszenzintensitaten zwischen den Verdiunnungen 1:10.000 und 1:1.000.000. Die FITC-
markierten Molekule hatten eine A-Exzitation (Anregungswellenlange) von 490 nm und eine A-
Emission von 515 nm. Die Messungen wurden immer in Triplikaten durchgefihrt. Um die
Versuchbedingungen zu dUberwachen, wurden neben den Wells, die mit den markierten
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Dextranen inkubiert wurden, auch Wells als Negativkontrolle gemessen die nur mit HBSS/Ca™
(mit Phenolrot) inkubiert wurden. Neben diesen Negativkontrollen wurde noch ein weiteres
Well ohne Zellen als Leerwert fur das TEER-Monitoring und als Kontrolle fir den Dextran
Transport verwendet. Das Well ohne Zellen stellte fir die Dextran-Partikel keine
Permeabilitatsschranke dar, somit konnte der Effekt des Filters auf den TEER und den
Transport gemessen werden. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit Hilfe des
Programms SPSS SigmaPlot (Systat Software, Erkrath).

4.7.3 ,,Tracer“-Technik (Lanthanchlorid-lonen-Diffusion in Epithelien)

Ein Hilfsmittel zur morphologischen Lokalisierung von Barriere-Strukturen in Geweben
ist die Tracer-Technik (Revel und Karnovsky 1967). Dabei wurden elektronendichte Tracer-
Moleklle, wie Peroxidasen oder Lanthansalze, in Lésung gebracht. Diese Lésung wurde den
Mausen subkutan injiziert und fir 30-60 Min bei RT inkubiert. Tracer-Molekiile kdnnen frei im
Interzellularraum diffundieren. Da derartige Molekille nur in vernachlassigbaren Mengen
phagocytiert werden und praktisch keine Cytopempsis (Transport durch Zellen hindurch)
auftritt, eine Ausnahme stellen eventuell die Endothelzellen dar, markieren sie den
Interzellularraum bis zum Auftreffen auf eine Barriere. Obgleich diese Molekile betrachtlich
groler sind als Wasser, existiert bis heute keine bessere Methode (Landmann 1985), um eine
intakte Barriere im Gewebe darzustellen. In dieser Arbeit wurde die Haut lebender
Labormause fur die Tracer-Technik verwendet. Zudem wurden Zellkulturen verwendet, die mit
unterschiedlichen Kulturbedingungen und Kulturzeiten auf Transwell-Filtern (Corning/Costar,
Bodenheim) kultiviert wurden. Fir die Zellkulturen wurde als Tracer 600 mM Lanthanchlorid in
TBS mit pH 6,5 geldst und anschlieiend 1:10 mit DMEM gemischt (finale Konzentration des
Lanthanchlorids: 60 mM). Fir die Gewebe war 60 mM Lanthanchlorid in isotonischer
Kochsalzlésung geldst. Die verschiedenen Zellkulturmodelle wurden in Transwell-Platten
(Corning/Costar, Bodenheim) von basal Uber einen Filter fir 12 Std. bei 4°C mit der
Lanthanldsung inkubiert.

AnschlieBend wurden die Proben flir die konventionelle Elekronenmikroskopie am
Transmissionselektronenmikroskop vorbereitet (siehe 4.6.1), mit der Anderung, dass allen
Lésungen bis hin zum 96 %-igen Ethanol 60 mM Lanthanchlorid zugegeben wurde, um ein
Auswaschen des Lanthanchlorids zu verhindern. Nach dem Einbetten in Epon wurden von
den Proben Ultradinnschnitte angefertigt (siehe 4.6.1.3) und diese mit Hilfe des EM 910

(Zeiss) ausgewertet.

Lanthanchlorid-Lésung
600 mM LaCl; in 10x TBS lésen und die bendtigte Menge auf 60 mM LaCl; mit MEM

verdinnen.
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5. Ergebnisse

5.1 Bildung, Anordnung und maogliche Funktionen von , Tight
Junctions® und Tight Junction-Proteinen in Saugetier-

Plattenepithelien

5.1.1 Mikroskopische Darstellung eines komplexen Plattenepithels am
Beispiel der Epidermis

Der Aufbau von Plattenepithelien soll hier zunachst am Beispiel der Epidermis, einer
besonders komplexen Epithelform, in Erinnerung gerufen werden, so mit einem Hamatoxylin-
Eosin (HE)-gefarbten Querschnitt (Abb. 5.1) durch die typische Schichtenfolge: Den
proliferationsfahigen Zellen des Stratum basale folgen die Schichten des Stratum spinosum,

diesen dann als letzte lebende Zellschicht das Stratum granulosum (Abb. 5.1a-c), Uberlagert

von den Schichten der kernlosen, verhornten Zellen des Stratum corneum.

Str. gr.

Str. sp.

Str. b.
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Abb.5.1: Lichtmikroskopische Darstellung HE-gefarbten Zellschichten der menschlichen
Epidermis der FuRsohle im Querschnitt
Der Querschnitt der menschlichen Epidermis der FuRsohle (a) zeigt die einzelnen Zellschichten. Die
Zellen des Stratum basale (Str. b.) sitzen der Basallamina auf und sind deutlich nebeneinander
aufgereiht. Die Zellen des mehrschichtigen Stratum spinosum (Str. sp.) weisen meist langliche
Zellkerne auf, wahrend die Zellen des Stratum granulosum (Str. gr.), der letzten lebenden Zellschicht
oft ziegelsteinartig erscheinen. Die Zellen des Stratum corneum (Str. C.) sind abgeflacht, und
Zellkerne sind nicht mehr erkennbar. Die Grenze zwischen Dermis und Epidermis, die Basallamina, ist
hier mit einer gepunkteten Linie konturiert. b zeigt eine Detailaufnahme des Stratum granulosum in
dem teilweise die desmosomalen Zell-Zell-Kontakte (D) zu erkennen sind. In der Detailaufnahme der
Basallamina ist die Aufreihung der einzelnen Basalzellen des Stratum basale deutlich zu erkennen (c).
Strichmarke: 20 pm
Zur Darstellung der Zell-Zell-Kontakte in den verschiedenen mehrschichtigen

Epithelien werden in der Regel elektronenmikroskopische Techniken verwendet (Zelickson
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1967; Breathnach 1971; Montagna 1974; Freinkel 2001). Zur Einfuhrung zeigt Abb. 5.2 als
Beispiel einen Querschnitt der apikalen Zellschichten der menschlichen Epidermis aus dem
Kopfhaar-Ansatz. Zwischen den Zellen der letzten lebenden Zellschicht des Stratum
granulosum, sind die Plasmamembranen mit ihren hdufigen desmosomalen Strukturen
(Abb. 5.2; D) zu erkennen. In den Zellen des Stratum granulosum sind hier auch Cytoskelett-
Filamente zu erkennen. In den plattenférmigen Zellen des Stratum corneum (Str. c.) sind die
Zellkerne dagegen bereits abgebaut. Auch die Cytoskelett-Filamente sind in der Regel nicht
mehr als Filament-Strukturen aufzulésen. Jedoch sind die desmosomalen Strukturen

(Abb. 5.3; D) auch zwischen diesen verhornten Zellen zu sehen.

Str. c.

Str. gr.
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Abb. 5.2: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der oberen Schichten in
menschlicher Epidermis des Kopfhaar-Ansatzes

TEM-Aufnahmen zeigen die letzte lebende Zellschicht des Stratum granulosum (Str. gr.) und die
keratinisierten Zellen des Stratum corneum. Zwischen den beiden Zellen im Str. gr. sind desmosomale
Strukturen (D) zu erkennen auch in den apikal gelegenen Zellen des Stratum corneum (Str. c.).
Strichmarke: 1 ym

Eine besondere Methode zur Untersuchung der Ultrastruktur der Membranober- und
Binnenflachen und damit von Anordnungen bestimmter Membranproteine ist die
elektronenmikroskopische Praparationsmethode des Gefrierbrechens. Zum Nachweis der

Schichtung und der Strukturen der einzelnen Zellschichten der Epidermis wurde menschliche
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Haut wie unter 4.6.2. beschrieben prapariert und in einem gekuhlten (-120°C)
Rasterelektronenmikroskop ausgewertet.

Abb. 5.3 zeigt einen Gefrierbruch durch die verschiedenen Zellschichten der
menschlichen Epidermis aus dem Haaransatz. Unten links sind die obersten 2-3 Zell-Lagen
des Stratum spinosum (Str. sp.) mit ihren Zellkernen (ZK) und den undulierenden
Plasmamembranen (M) zu erkennen. Nach oben hin werden die Zellen des Stratum
spinosum von den Zellen des Stratum granulosum (Str. gr.) bedeckt, in denen viele Granula
(Gr) gefunden werden, von denen einige unter anderem die in diesen Zellen produzierten

Lipide an die Oberflache und somit in den Interzellularraum sezernieren.

Stratum
corneum

Stratum :
granulosym |

Stratum
spinosum

Abb. 5.3: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung verschiedener Zellschichten der
menschlichen Epidermis im Gefrierbruch

Der horizontale Gefrierbruch durch die menschliche Epidermis I3sst die einzelnen Zellschichten
erkennen. Vom Stratum spinosum (Str. sp.) sind die obersten 2-3 Zellschichten zu sehen. Die Zellen
dieser Schicht sind durch undulierende Plasmamembranen (M) ausgezeichnet. In den Zellen des
Stratum granulosum (Str. gr.) sind Keratohyalin-Granula (Gr) zu erkennen. Die verhornten Zellen des
etwa 20 Zellschichten umfassenden Stratum corneum (Str. ¢.) sind durch ihre extrem flache Form und
starke Verzahnung (Pfeile) deutlich von den lebenden Zellen des Stratum granulosum zu
unterscheiden. Strichmarke: 10 ym
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5.1.2 Schichtenspezifische Synthesen und Anordnungen von
Zellverbindungsproteinen in Plattenepithelien: Desmosomale Proteine in
der Epidermis als Beispiel

Die Zellen der ein- und mehrschichtigen Epithelien unterscheiden sich unter anderem
in ihrer unterschiedlichen Differenzierung und damit auch in der Synthese und der
Anordnung von Proteinen in den einzelnen Zellschichten. Neben den Cytokeratinen, welche
in der Pathologie bereits routinemaRig als zelltyp-spezifische Differenzierungs-,Marker* (Moll
et al. 1982; Moll 1990) verwendet werden, sind die desmosomalen Cadherine besonders gut
charakterisierte Cytoskelett-Proteine und die einzigen bisher in Plattenepithelien und den
davon abgeleiteten Karzinomen gut untersuchte Proteingruppe.

So werden etwa die Desmogleine Dsg 1-4, die Desmocolline Dsc 1-3 und die
Plakophiline PKP 1-3 in verschiedenen Geweben bzw. in verschiedenen Schichten eines
Plattenepithels oft unterschiedlich gebildet. Als besonders klares Beispiel ist in der Abb. 5.4
das schichtenspezifische unterschiedliche Vorkommen der vier Desmogleine in der

menschlichen FuRRsohlen Epidermis immunhistochemisch dargestellt:

" Im Zuge dieser Arbeit sind auller TJ-Proteinen und TJ-verwandten Strukturen vielfach auch
Desmosomen bzw. desmosomale Proteine untersucht worden, letztere als die besonders in
mehrschichtigen Epithelien dominierenden Zell-Zell-Kopplungselemente. Die daneben auch in
Plattenepithelien vorkommenden Puncta adhaerentia und ihre spezifischen Hauptkomponenten (u.a.
E-Cadherin, a- und B-Catenin, Protein p120°") sind zwar gelegentlich dargestellt, aber nicht
systematisch zum Vergleich herangezogen worden (dazu sei z.B. auf die folgenden Arbeiten
verwiesen Green et al. 1987; O’Keefe et al. 1987; Kaiser et al. 1993; Haftek et al. 1996; Lewis et al.
1997; Vasioukhin et al. 2000; Perez-Moreno et al. 2003). Das erschien vor allem deshalb vorstellbar,
weil fur die Puncta adhaerentia bisher keine vertikalen Differenzierungsunterschiede beschrieben
worden sind.
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Dsg 1l ‘ ‘ Dsg 4

Abb. 5.4: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierungen von desmosomalen Proteinen in
menschlicher FuRsohlen-Epidermis in situ

Die stratifizierungstypischen desmosomalen Cadherine Dsg3, Dsg1 und Dsg4 farben die
Zellgrenzen der verschiedenen Zelllagen spezifisch an. Dsg 2 zeigt hier nur eine Farbung der
Zellgrenzen der Basalzellschicht. Antikdrper gegen Dsg 3 farben die Basalzellen und die Zellen des
Stratum spinosum. Dsg 1-Antikorper zeigen eine spezifische Reaktion in den suprabasalen Zellen des
Stratum spinosum und der Zellen des Stratum granulosum. Dsg 4 farbt nur die Zellgrenzen der Zellen
des Stratum granulosum. Die DAPI-Immunfluoreszenz (blau) stellt Zellkerne dar. Diese Abbildung
wurde freundlicher Weise von Dr. L. Langbein (diese Abteilung) zur Verfligung gestellt. Strichmarke:
20 ym

Wahrend Dsg 2 hier wie in einigen anderen Epithelien nur auf die proliferationsfahigen
Zellen der Basalzellschicht - teilweise auch noch der ersten suprabasalen Schicht —
beschrankt ist, kommt Dsg 1 nur in suprabasalen Schichten — oft mit zunehmender Intensitat
-, Dsg 3 in fast allen Schichten vor, wobei in einigen Hautarealen Dsg 3 nicht in der
Basalzellschicht zu finden ist, und Dsg4 nur im Bereich des Stratum granulosum (an
manchen Stellen auch noch in der obersten Stratum spinosum —Schicht) vorkommt. Ahnliche

Schichten-spezifische Anordnungen sind aufer fir Dsg 1-4 auch fir Dsc 1-3 und PKP 1-3
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beschrieben worden (Koch et al. 1992; Buxton et al. 1993; Heid et al. 1994; Schafer et al.
1994; King et al. 1995; Nuber et al. 1995; Mertens et al. 1996; Nuber et al. 1996; Schafer et
al. 1996; Moll et al. 1997; Hanakawa et al. 2004; Bazzi et al. 2006). Unterschiede in der
Proteinsynthese von Zell-Zell-Kontakt-Proteinen zwischen ein- und mehrschichtigen
Epithelien (normal und pathologisch) sind auch fur die Cadherine der Schleimhaut des

Gebarmutterhalses gezeigt worden (de Boer et al. 1999).

5.1.3 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der Tight
Junction-Proteine in Sdugetier-Plattenepithelien

Immunhistochemische Untersuchungen von einigen TJ-Proteinen an Kryostatschnitten
menschlicher Epidermis haben gezeigten, dass Occludin, Claudin-1 und Protein ZO-1 an
den Grenzen der Zellen des Stratum granulosum ko-lokalisieren (Brandner 2000; Brandner
et al. 2001; Yoshida et al. 2001; Brandner et al. 2002; Langbein et al. 2002). Zur Analyse der
Verteilung dieser und weiterer TJ- und Cytoskelett-Proteine in der menschlichen Epidermis,
wurden Kryostatschnitte (siehe 4.4.1.1) angefertigt und Immunmarkierungen, wie unter
4.4.2.1 beschrieben, durchgefthrt.

Antikorper gegen das TJ-Transmembranprotein Occludin zeigten in den Immun-
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen spezifische Immunmarkierungen der Zellgrenzen
der obersten lebenden Zellschichten des Stratum granulosum direkt unterhalb der
verhornten, abgestorbenen Zellen des Stratum corneum (Abb. 5.5). Antikérper gegen das
TJ-Plaque-Protein ZO-1 wiesen eine nahezu identische Farbung wie Occludin auf. Diese
Zellgrenzen reagieren auch mit Antikbrpern gegen das TJ-Transmembranprotein Claudin-1
(Abb. 5.5¢). Mit Claudin-1 waren jedoch nicht nur die Zellgrenzen der beiden obersten
Zellschichten positiv, sondern auch Zellgrenzen vieler Zellschichten des Stratum spinosum
der menschlichen Epidermis (Abb. 5.5), wobei die Anzahl und Lage etwas unterschiedlich in
verschiedenen Stellen der Haut erschien. Um die so gefarbten Zellgrenzen den einzelnen
Schichten zuordnen zu koénnen wurden in Abb. 5.5 auch die korrespondierenden DIC-
(Differenzieller Interferenzkontrast) mikroskopischen Bilder (a’, b’, ¢’) gezeigt. Aus den
immunfluoreszenzmikroskopischen Lokalisierungen der verschiedenen TJ-
Transmembranproteine in den Plasmamembranen der Epidermis konnte geschlossen
werden, dass zum einen in den apikalen lebenden Zellen der Epidermis generell typische TJ-
Proteine nachweisbar waren, zum anderen aber auch Claudin-1 als ein typisches TJ-Protein
in den Zellgrenzen weiterer lebenden Zellschichten der menschlichen Epidermis
nachgewiesen werden konnte. Diese Lokalisierungen der TJ-Proteine sind an verschiedenen
anderen Plattenepithelien und mit verschiedenen elektronenmikroskopischen Methoden

geprift und erweitert worden.
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occludin Claudin-1 A Protein ZO-1

Abb. 5.5: CLSM (,Confocal Laser Scanning Microscopy“) Analyse der Lokalisierung von Tight
Junction-Proteinen in menschlicher Epidermis in situ

Die Immunfluoreszenzen mit den Antikérpern gegen die TJ-Proteine Occludin, Claudin-1 und Protein
Z0-1 weisen in der menschlichen Epidermis eine unterschiedliche Lokalisierung der Proteine entlang
der Plasmamembranen der Zellen auf. Wahrend hier die Farbung mit Occludin und Protein ZO-1 auf
die beiden obersten lebenden Zell-Lagen des Stratum granulosum beschrankt war, reagieren die
Antikérper gegen Claudin-1 an Zellgrenzen vieler Stratum spinosum-Schichten. a', b’, ¢’ zeigen die
DIC (Differentielle Interferenzkontrast)-Bilder der entsprechenden Immunfluoreszenzen. Die Grenze
zur Dermis, die Basallamina ist durch gestrichelte, weil3e Linien dargestellt. Strichmarke: 20 pm

Die Untersuchung weiterer Plattenepithelien wie z.B. der Schnauze (,Muffel®), der
Gingiva und der Zunge des Rindes, sollte zeigen, ob TJ-Strukturen auch in anderen
mehrschichtigen epithelialen Geweben anderer Spezies (Maus, Ratte und Rind)
nachgewiesen werden konnen.

Am Beispiel der Rinder-Gingiva soll hier die Lokalisierung der verschiedenen TJ-
Proteine eingehend dargestellt werden. Claudin-1 lieR sich, wie auch in der menschlichen
Epidermis, an den Zellgrenzen vieler Stratum spinosum-Zellschichten nachweisen
(Abb. 5.6). Dagegen lieferte das Protein Occludin (Abb. 5.6) in den mehrschichtigen
Epithelien (Zunge, Schnauze, Gingiva und Vagina) des Rindes nicht nur in den Zellgrenzen
der letzten obersten lebenden Zellschichten ein Signal, wie das in der Epidermis der Fall
war. Antikbrper gegen dieses Protein reagierten zwar nach wie vor in den adluminalen
Zellschichten, aber eben auch mit etwa 5-10 Schichten des Stratum spinosum, also
wesentlich breiter als in der Epidermis. Auch die Reaktionen mit Cingulin (Abb. 5.6) und

Claudin-4 (Abb. 5.6) waren bei diesen Rindergeweben Uber wesentlich mehr suprabasale
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Zellschichten hin zu erkennen. Weiterhin Ko-Lokalisieren Cingulin, Claudin-1 und Claudin-4

mit Occludin.

Claudin-1 Occludin _ Ko-Lokalisierung ;

Cimjulin OC(r;Iudin Ko-Lokalisierung

Claudin-4 Occludin® S gl s Ko:Lokalisierung'-

Abb. 5.6: Ko-Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen im Plattenepithel der Rindergingiva
Bei der Immunfluoreszenzmikroskopie der verschiedenen mehrschichtigen Epithelien fiel vor allem
auf, dass Occludin, Claudin-4 und Cingulin nicht nur wie zuvor flir die menschliche Epidermis
beschrieben, auf die Zellgrenzen der obersten, d.h. hier adluminalen Zellschichten beschrankt war,
sondern auch Grenzen der weiter basal liegenden Zellen markiert. Claudin-1 farbte wie in der
menschlichen Epidermis die Grenzen vieler weiterer Zellschichten, d.h. der Stratum spinosum-
Aquivalente. Die Basallamina ist jeweils durch die gestrichelten weilen Linien dargestellt.
Strichmarke: 50 um
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In weiteren Doppel-immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen fiel auf, dass
sowohl in der Mause-Epidermis bzw. der Mause-Zunge (nicht gezeigt) als auch in der
Rinder-Gingiva (Abb. 5.6), der Rinder-Zunge (nicht gezeigt) der Rinder-Schnauze und der
Rinder-Vagina (nicht gezeigt) TJ-Proteine wie Occludin, Protein ZO-1, Cingulin, Claudin-1
und Claudin-4 an den Zellgrenzen lokalisiert sind. Daraus kann man schlieen, dass TJ-
Proteine in mehrschichtigen Epithelien generell nicht nur auf eine schmale adluminale Zone
beschrankt sind, sondern auch in subapikalen Zellschichten vorkommen.

Um zu Uberprifen, ob die Verteilung der TJ-Proteine in den Zellgrenzen des Stratum
granulosum einer Beteiligung an der Zonula occludens bzw. der Barriere-Funktion entspricht,
in dem diese einen gemeinsamen geschlossenen Ring um die Zellen herum bilden, wurden
verschiedene Plattenepithelien mit spezifischen TJ-Antikérpern untersucht. In nahezu
horizontalen Schnitten im Bereich des Stratum granulosum menschlicher Epidermis erkennt
man, dass die TJ vollstandig die Zellen benachbarter Keratinocyten einschlieen, wobei das
TJ-Membranprotein Occludin (Abb. 5.7a) mit dem cytoplasmatischen Plaque-Protein ZO-1
(Abb. 5.7b) weitgehend Ko-Lokalisiert (Abb. 5.7c). Deutlich zu erkennen ist die ringférmige
Farbung der Zellgrenzen nahezu aller Zellen des Stratum granulosum. Neben Protein ZO-1
wurden Claudin-1, Claudin-4, Claudin-7 und Cingulin auf eine Ko-Lokalisierung mit Occludin
in dieser Zellschicht in der Epidermis wie in verschiedenen Plattenepithelien untersucht. Alle
diese TJ-Proteine lieferten ein vergleichbares Ergebnis und erlauben damit den Schluss,

dass ein kompletter Satz von TJ-Proteinen vorhanden ist.
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Abb.5.7: Lokalisierung von Tight Junction-
Proteinen in Flachschnitten menschlicher
Epidermis in situ (CLSM-Aufnahmen)

Die Immunfluoreszenz zweier TJ-Proteine ist in den
meisten Fallen allseits an den Zellgrenzen der
Keratinozyten sichtbar. Die Farbungen in nahezu
horizontalen Schnitten durch das Stratum granulosum
der menschlichen Epidermis zeigen eine Ko-
Lokalisierung (gelb in c) des Transmembranproteins
Occludin (rot in a) und des cytoplasmatischen Plaque-
Proteins ZO-1 (grun in b) in den Zonula occludens-
artigen  Zell-Zell-Kontakten  dieser  Zellschicht.
Strichmarke: 50 um
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5.1.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen von TJ bzw. anderen
TJ-Protein-haltigen Strukturen in verschiedenen Plattenepithelien

Die Fluoreszenzdarstellung in immunhistochemisch behandelten Schnitten hat
eindeutig eine Lokalisierung der TJ-Proteine in den Plasmamembranen vor allem der Zellen
des Stratum granulosum, aber auch anderer Schichten der menschlichen Epidermis wie
einiger anderer Plattenepithelien ergeben. Daher sollte diese Zone zunachst

elektronenmikroskopisch auf typische TJ-Strukturen naher untersucht werden.

5.1.4.1 Darstellung von klassischen Tight Junction-Strukturen in der fo6talen,

menschlichen Epidermis

Um TJ-Strukturen in der menschlichen Epidermis optimal nachzuweisen, wurde
zunachst fotale FulRsohlenepidermis untersucht, da diese fotale Epidermis noch nicht so
kompakt wie - und noch weicher ist als - die Epidermis erwachsener Menschen und
aulRerdem durch tiefe Verzahnungen (,Rete Ridges") in der Dermis verankert ist. Aulerdem
fehlen im Vergleich zur Epidermis von erwachsenen Menschen einige Zellschichten des
Stratum corneum. Aufgrund dieser Eigenschaften ist hier oft eine besonders gute Fixierung
und  Gewebeerhaltung  erreichbar.  Elektronenmikroskopische  Aufnahmen  von
Ultradiinnschnitten foetaler Ful3sohlenepidermis (4.6.1.1) zeigten typische TJ-Strukturen als
,Kissing Points“ (Abb. 5.8a; Pfeile). Die TJ-Strukturen sind in den Plasmamembranen
benachbarter Zellen der letzten lebenden Zellschicht des Stratum granulosum direkt
unterhalb des Stratum corneum zu finden. Zwischen den einzelnen ,Kissing Points* waren
desmosomale Strukturen (D) mit ihren im cytoplasmatischen Plaque inserierenden
Intermediarfilament-Bindeln zu erkennen. Um nachzuweisen, dass es sich bei den
beschriebenen Strukturen tatséchlich um TJ-Strukturen handelt, wurden
Immunmarkierungen (4.6.1.3) mit Antikdrpern gegen das TJ-Markerprotein Occludin
durchgefiihrt, die eine Akkumulation von Immunogoldkdrnern an den Plasmamembranen des
Stratum granulosum unterhalb der verhornten Keratinozyten des Stratum corneum als
interdesmosomale Strukturen erkennen lieBen (Abb. 5.8b; Pfeile), dhnlich wie bereits flr
andere Hauttypen beschrieben (Morita et al. 1998; Brandner 2000; Brandner et al. 2001,
Pummi et al. 2001; Brandner et al. 2002; Langbein et al. 2002; Schluter et al. 2004).
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Abb. 5.8: Ultrastrukturelle Untersuchungen von Tight Junction-Strukturen in fotaler
menschlicher FulRsohlenepidermis

Die elektronenmikroskopische Aufnahme fétaler menschlicher Epidermis zeigt die klassischen Tight
Junction-Strukturen der ,Kissing Points" (a, Pfeile) zwischen den Plasmamembranen aneinander-
grenzender Zellen im Stratum granulosum. Des Weiteren sind desmosomale Strukturen (D) vor allem
auch durch ihren elektronendichten Plaque mit inserierenden Intermediarfilament-Biindeln zwischen
den einzelnen ,Kissing Points* zu erkennen.

Immunogold-markierte interdesmosomale Strukturen finden sich in den Plasmamembranen der Zellen
der letzten lebenden Zellschicht im Stratum granulosum direkt unterhalb der verhornten Keratinozyten
des Stratum corneum (a, b). Zur Darstellung vgl. Brandner et al. 2002, vgl. ferner Langbein et al. 2002
und Schliter et al. 2002. Strichmarke: a 0,2 um; b 0,5 pm

Um sicher zu sein, dass die Bildung solcher typischer TJ-Strukturen nicht nur ein
Phénomen der fotalen Epidermis ist, wurde eine Epidermis-Probe aus dem Haaransatz eines
erwachsenen Menschen entnommen, mit Hilfe eines Hochdruckgefrierers (Baltec,
Liechtenstein) eingefroren und in einer Gefriersubstitution das Wasser der Probe schrittweise
gegen Aceton und anschlieRend gegen Epon ausgetauscht.
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Abb. 5.9: Ultrastrukturelle Untersuchung von Tight Junctions in erwachsener menschlicher
Epidermis des Haaransatzes

Die elektronenmikroskopische Aufnahme der erwachsenen menschlichen Epidermis zeigt die
klassische Tight Junction-Struktur eines ,Kissing Points" (Pfeile) zwischen den Plasmamembranen
aneinandergrenzender Zellen im Stratum granulosum. Zudem ist eine desmosomale Struktur (D) als
elektronendichter Plaque unterhalb der Plasmamembran zu erkennen. Strichmarke: 100 nm

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Ultradiinnschnitten dieser Epidermis
bestétigten das in der fotalen menschlichen Epidermis erhaltene Ergebnis (Abb. 5.8). In der
Plasmamembran von zwei nebeneinander liegenden Zellen des Stratum granulosum war die
urspriingliche, als typische TJ-Struktur beschriebene Struktur des ,Kissing Points* (Abb. 5.9;

Pfeile) in unmittelbarer Nachbarschaft zu desmosomalen Strukturen (D) nachzuweisen.

5.1.5 Ultrastrukturelle Untersuchungen von Zell-Zell-Kontakten in der

Epidermis mit Hilfe der Gefrierbruch-Technik

Um die ausgedehnten TJ-Strukturen der menschlichen Epidermis genauer - und vor
allem in ihrer flachigen Anordnung untersuchen zu koénnen, wurde die Epidermis in
Gefrierbruch-Praparationen (4.6.2) vorbereitet und die mit Metall bedampften Bruchpréparate
in einem vorgekihlten Raster-Elektronenmikroskop (Leo Gemini ,Scanning Electron
Microscope®; Kryo-SEM) durchmustert. Der Vorteil des gekihlten (-120°C) Raster-
Elektronenmikroskopes ist, dass die Replika vor dem Mikroskopieren nicht von biologischem
Material gereinigt werden muss, da die Bilder vornehmlich durch reflektierte Elektronen

entstehen. Indem man die Reinigungsschritte zur Entfernung des biologischen Materials
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umgeht, bei der die Replika leicht fragmentiert, erhdlt man im gekihlten
Rasterelektronenmikroskop wesentlich grof3ere Bereiche, die untersucht werden kénnen.

Bei der Gefrierbruchtechnik handelt es sich um die Technik der Wahl, wenn die
Ausdehnung und die intramembrandse Ultrastruktur von TJ in Epithelien untersucht werden
sollen. Dazu wurde die menschliche Epidermis aus der Region des Haaransatzes nach
Karnovsky (Karnovsky und Deane 1955) fixiert, mit Glyzerin als Kryoschutz behandelt, in
flussiges Ethan eingeschossen und darin eingefroren. Nach dem Gefrierbruch in einer
Gefrieratzanlage wurde durch einen Gefrieratz-Schritt dem Gewebe Eis entzogen, um auf
der Bruchflache selbst kleinste Strukturen freizulegen. Nach der Bedampfung mit 5 nm Pt/C
und dem Transfer in das Leo Gemini Kryo-SEM (,Scanning Electron Microscope®) wurden
die Gefrierbruch-Praparate ausgewertet. Dabei waren neben TJ-Strukturen (Elias und Friend
1975; Morita et al. 1998) in den Plasmamembranhélften der Zellen der letzten lebenden
Schicht (Stratum granulosum) auch zwischen den Desmosomen (D) grol3flachig weitere
eigenartige interdesmosomale Strukturen (Abb. 5.10, Sternchen) praktisch auf der gesamten
Plasmamembran der Zellen im Stratum granulosum zu erkennen. Es zeigte sich ein
ausgepragtes, groftenteils, - aber eben nicht immer und Gberall - kontinuierliches Netzwerk
von neuartigen TJ-artigen Strukturen, die als Strdnge und Netzwerkbildungen zwischen den
Desmosomen, die in ihrer GrolRe, Form und Entfernung untereinander variierten, oft
miteinander verbunden zu sein schienen. Dabei fiel auf, dass die strangartigen TJ-artigen
Strukturen nicht nur ein sehr ausgedehntes, sondern auch ein sehr komplexes, Netzwerk in
der Plasmamembran der obersten lebenden Zellschicht des Stratum granulosum in
Verbindung mit der ersten ,differentiell abgestorbenen® Membran des Stratum corneum
bildeten, hin und wieder auch von einzelnen kleinen Ring- oder Strang- oder Perlenketten-
Teil-Strukturen in interdesmosomalen Arealen unterbrochen. Dieses ausgedehnte
interdesmosomale Netzwerk lasst vermuten, dass diese Struktur durch vielzahlige, reliefartig
in der Membran verankerte Transmembranproteine gebildet wird. Diese Beobachtungen
stimmen grundsatzlich mit denen von Caputo und Peluchetti (1977) sowie von Elias et al.
(1977) Uberein. Die haufigen und engen Verbindungen dieser strangartigen Strukturen mit
desmosomalen Strukturen kdnnte eine molekulare Verwandtschaft zu — oder eine Bildung
an - den Desmosomen dieser Schicht andeuten. Bevor allerdings Hypothesen zur
biologischen Funktion und zu den beteiligten Bildungsmechanismen dieser Strukturen
aufgestellt werden kdénnen muss zunachst die molekulare Analyse dieser strangartigen

Strukturen durchgefihrt werden.
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Abb. 5.10: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung des strangartigen interdesmosomalen
Netzwerkes in den Plasmamembranen der Zellen des Stratum granulosum im Gefrierbuch des
Haaransatzes der menschlichen Epidermis in situ
Dieses Bild eines intramembrandsen Gefrierbruchs zeigt vielzahlige Desmosomen (D) mit ihrer
Variabilitat in GréRe und Form und ein ausgedehntes strangartiges Desmosomen verbindendes
System (Sternchen). Strichmarke: 0,5 um
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Die flachenhafte Ausdehnung dieser interdesmosomalen strangartigen Strukturen war
jedoch nicht in allen Zellen des Stratum granulosum so ausgepragt, dass die gesamte
Plasmamembran damit bedeckt war. Es wurden auch immer wieder Bereiche mit wenigen,

bzw. relativ kleinen Strangelementen festgestellt, wie z.B. in Abb. 5.11 zu sehen ist.
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Abb. 5.11: Rasterelektronenmikroskopisches Bild einer Gefrierbruch-Praparation menschlicher
Epidermis aus der Region des Stratum granulosum

Die z.T. weit voneinander entfernten desmosomalen Strukturen (D) variieren in Gro3e und Form.
Erwahnenswert sind die Ring- oder Lasso-férmigen, strangartigen Strukturen die oft von den
Desmosomen ausgehen und diese teilweise verbinden, oder isolierte kreisformige bzw. lineare
Strukturen im interdesmosomalen Raum bilden. Strichmarke: 0,5 pm
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5.1.6  Ultrastrukturelle  Untersuchungen in TJ-Protein-haltigen
subapikalen Zellschichten verschiedener Plattenepithelien: Definition
des Punctum occludens

Um in den subapikalen Zellschichten der Plattenepithelien Strukturen zu identifizieren,
die mit den Lokalisierungen der TJ-Proteine in der Immunfluoreszenzmikroskopie korrelieren,
wurden die entsprechenden Gewebestiicke fur die Ultradinnschnitt-Elektronenmikroskopie
prapariert und in Epon eingebettet. Zusatzlich wurden Kryostatschnitte angefertigt, die mit
spezifischen Antikorpern gegen Occludin bzw. andere TJ-Proteine zusammengebracht
wurden, mit durch Immunogold-markierte Zweitantikbrper und Silberverstarkung behandelt,
dann fixiert, entwassert und in Epon eingebettet wurden. Die Auswertung der
Ultradiinnschnitte (als Beispiel ist ein Rinderzungenpraparat Abb. 5.12 vorgestellt) liel? in den
subapikalen Zellschichten zahlreiche desmosomale Strukturen (Abb. 5.12; b; D) erkennen,
zwischen denen andere TJ-artige Zell-Zell-Kontaktstrukturen zu erkennen waren (Abb. 5.12;
b; Klammern und Pfeile). Der Nachweis von Immunogold-markierten Occludin-Antikdrpern
an derartigen Strukturen (Abb. 5.12; a, c) bestétigte, dass an diesen interdesmosomalen
Strukturen das TJ-Transmembranprotein Occludin beteiligt ist. Dabei fiel bei genauerer
Betrachtung dieser Strukturen die unterschiedliche Verbreitung und Ausdehnung der
Occludin-Markierung in den verschiedenen mehrschichtigen Epithelien ins Auge. Einige
dieser interdesmosomalen Junction-Strukturen schienen den von Langbein et al. (2002)
beschriebenen ,Lamellated Junctions” zu entsprechen. Neben den ,Lamellated Junctions*
(siehe Abb.5.12 b, Klammern) war jedoch auch eine weitere Occludin-haltige Struktur
erkennbar, in denen Plasmamembranen von gegenuberliegenden Zellen sich nur
punktférmig einander gendhert hatten und sich so in einzelnen oder kleinen Gruppen von
.Kissing Point“-Strukturen bertihrten (Abb. 5.12; Pfeile), wobei dort im Interzellularspalt
manchmal eine Art elektronendichter Punkt zu erkennen war (Abb. 5.12; Pfeile).

Diese beiden Zell-Verbindungsstrukturen, die gréReren ,Lamellated Junctions” und die
in dieser Arbeit als Puncta occludentia (,Stud Junctions®) bezeichneten kleineren punkt- oder
zapfenartigen, Occludin-positiven Zell-Zell-Kontaktstellen konnten in allen untersuchten
Plattenepithelien erkannt werden (einige Beispiele sind in Abb. 5.13 vorgestellt), wo sie im
groRten Teil in den Schichten des jeweiligen Stratum spinosum-Aquivalents auch mit
immunelektronenmikroskopischen Methoden nachweisbar waren. Ahnliche, doch noch
praliminare Beobachtungen wurden auch fir Claudin-1 und Claudin-4 gemacht (nicht
gezeigt).

Die Haufigkeit dieser als ,Stud Junctions” bezeichneten kleinen Membran-Membran-
Kontakt-Strukturen, die offenbar in den interdesmosomalen Abschnitten recht regelmaRig in

den untersuchten Plattenepithelien vorkommen, hat natirlich sofort die Frage nach
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entsprechenden Erscheinungen in den Gefrierbruch-Préparationen aufgeworfen. Aus dem
ebenso regelméafligen vorkommen von knopf- oder zapfenartigen, kleinen (Durchmesser
max. 12 nm) Erhebungen im interdesmosomalen Bereich (Abb. 5.14 stellt ein Beispiel in der
Mé&useepidermis vor), muss man die Hypothese ableiten, dass es sich bei — zumindest
einem Teil von — diesen intramembrandsen kleinen Erhebungen um solche Puncta

occludentia handelt.
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Abb. 5.12: Immuno-Elektronenmikroskopische Identifizierung Occludin-haltiger interdesmo-
somaler Strukturen in subapikalen Zellschichten der Rinderzunge
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen subapikaler Zellschichten der Rinderzunge (a-c)
demonstrieren zahlreiche desmosomale Strukturen (D), zwischen denen verschieden groRe Zell-Zell-
Kontaktstrukturen (b, Pfeile und Klammern) zu erkennen sind. Die Immunmarkierung mit spezifischen
Antikérpern gegen Occludin (a und c) belegt, dass diese interdesmosomalen Strukturen Occludin-
haltig sind. Bei den mit den Klammern bezeichneten Strukturen handelt es sich um die von Langbein
et al. (2002) beschriebenen TJ-verwandten ,Lamellated Junctions”, wahrend die mit Pfeilen
vorgestellten Strukturen neue, relativ kleine, bisher noch nicht beschriebene und von uns als ,Stud
Junctions” bezeichnete Strukturen darstellen. Strichmarke: a, ¢ 0,5 pm, b 0,2 ym

In allen untersuchten Plattenepithelien war die neuartige interdesmosomale Struktur
(D) der ,Stud Junctions” (Abb. 5.13; a-c, Pfeilspitzen) in den subapikalen Zellschichten

nachweisbar.
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Abb. 5.13: Elektronenmikroskopische Darstellung Occludin-haltiger interdesmosomaler
Strukturen des neuen Typs der ,Stud Junctions” in den subapikalen Zellschichten der
Plattenepithelien der Rinderschnauze, der Rinderzunge und der Rindergingiva
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der subapikalen Zellschichten der Rinderschnauze (a-a’), der
Rinderzunge (b-b’) und der Rindergingiva (c-c’) zeigen die neuartige interdesmosomale Occludin-
haltige Struktur der sog. ,Stud Junctions” (a-c, Pfeilspitzen). In Aufnahmen Occludin-Immunogold-
markierter Schnitte ist diese Struktur stets in allen Geweben mit Immunogoldpartikeln markiert (a’-c’).
Strichmarke: a-c 0,2 um, a’-c’ 0,1 pm
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Abb. 5.14: Elektronenmikroskopische Aufnahme von intramembranésen interdesmosomalen
Strukturen im Gefrierbruch

Zwischen den Desmosomen (D) und hier der Gap Junction (GJ) finden sich im Gefrierbruch der
Zellschichten - des Stratum spinosum der Mause-Epidermis - in lockerer und unterschiedlich dichter
Verteilung einzelne Erhebungen (in dieser Darstellung 4-12 nm breit), in diesen Regionen die der
Lokalisierung von Occludin bzw. Claudin-1 in der Immunelektronenmikroskopie (vgl. Abb. 5.14; a'-c’)
topologisch entsprechen. Deshalb werden diese Puncta als Korrelate der Occludin- bzw. Claudin-1-
Lokalisierung angesehen. Vergrof3erung: 40.000:1

Diese kleinen, Membran-Membran-Kontaktstellen kénnen natirlich keine Barriere-
Funktion erfullen, da sie nur oOrtlich begrenzt vorkommen. lhre funktionelle Bedeutung bleibt
daher vorerst ungeklart.
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5.1.7 Biochemischer Nachweis von Tight Junction-Proteinen in
mehrschichtigen Plattenepithelien

Zur Charakterisierung der TJ-Proteine in mehrschichtigen Epithelien, wurden
Proteinextrakte der jeweiligen Gewebe wie unter 4.3.1.2 beschrieben hergestellt und mittels
SDS-PAGE ,Western Blot“-Analyse (4.3.5) charakterisiert. In Abb. 5.15 ist exemplarisch der
biochemische Nachweis (siehe 4.3.5.3) der TJ-Transmembranproteine Claudin-1 und
Occludin in verschiedenen mehrschichtigen Epithelien dargestellit.

Die mit SDS-haltigem Puffer erhaltenen Lysate der verschiedenen Gewebe
(menschliche Epidermis, Rindergingiva, Rinderzunge und Rinderschnauze) wurden durch
SDS-PAGE (4.3.3) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen (,Blot*-Verfahren;
siehe 4.3.5.1). Zur Uberpriifung des Transfers wurden die Membranen mit Coomassie-
Brilliant-Blau angefarbt (Abb. 5.15a).

Der Nachweis der TJ-Proteine Occludin (Abb. 5.15 b) bzw. Claudin-1 (Abb. 5.15 c)
erfolgte mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern und anschlieRender Chemilumineszenz.
Dabei zeigten sich spezifische Polypeptid-Banden mit einem apparenten Molekulargewicht
(MG) von etwa 60 kDa fiir Occludin (b") und etwa 22 kDa fiir Claudin-1 (c). Im Lysat der als
Negativkontrolle mitgefihrten SV80 Fibroblastoid-Zellkulturen war fir beide Genprodukte
keine Chemilumineszenz-Reaktion sichtbar. In der nachstehenden Tabelle (Tab. 5.1) sind
die Ergebnisse der biochemischen Analysen diverser TJ-Proteine (Occludin, Cingulin,
Protein ZO-1, Claudin-1, Claudin-4, Claudin-7) in mehrschichtigen Epithelien von Mensch

und Rind zusammengefasst.
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Abb. 5.15: Biochemischer Nachweis verschiedener Tight Junction-Proteine in mehrschichtigen
Epithelien

.Biolabs" Marker-Proteine (3) und Gesamtproteinlysate von SV80 Fibroblastoid-Zellkulturen (1),
menschlicher Epidermis (2), Rinder-Gingiva (4), -Schnauze (5) und —Zunge (6) wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PYDF-Membran tbertragen und mit Coomassie-Brilliant-Blau angefarbt
(@) bzw. mit dem ,Western-Blot“-Verfahren analysiert (b-c). Die Coomassie-Brilliant-Blau gefarbte
PVDF-Membran (a) zeigt den gelungenen Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf die PVDF-
Membran. Claudin-1 (~22 kDa) und Occludin (~60 kDa) erschien als spezifische Banden bei allen
mehrschichtigen Epithelien, jedoch nicht in der Negativkontrolle.

" Es sind bisher zwei SpleiRformen von Occludin bekannt, was aber hier nicht weiter beriicksichtigt
wird, da beide oft auch in den selben Zellen vorkommen Coyne, C. B., M. K. Vanhook, et al. (2002).
"Regulation of airway tight junctions by proinflammatory cytokines." Mol Biol Cell 13(9): 3218-34.
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Tab. 5.1: Zusammenfassung der biochemischen Analysen der Tight Junction-Proteine in
einigen mehrschichtigen Epithelien

Occludin | Cingulin | ZO-1 | Claudin-1 | Claudin-4 | Claudin-7
Menschliche Epidermis + + + + + +
Rinder-Zunge + + + + + +
Rinder-Schnauze + + + + + +
Rinder-Gingiva + + + + + +

Die TJ-Transmembranproteine Occludin und die gepriften Mitglieder der Claudin-
Familie, d.h. Claudin-1, Claudin-4 und Claudin-7, wurden in allen untersuchten
mehrschichtigen Epithelien nachgewiesen. Ebenso wurden die TJ-Plaque-Proteine Cingulin

und Protein ZO-1 in diesen Epithelien gefunden.

5.1.8 Darstellung der Barriere-Funktion von Tight Junction-Strukturen in
Plattenepithelien mit Hilfe eines elektronendichten , Tracers® (LaCl3) am
Beispiel der Mause-Epidermis

Nach dem biochemischen und dem licht- wie elektronenmikroskopischen Nachweis der
TJ-Proteine und Strukturen in Plattenepithelien stellte sich nun die Frage, inwieweit diese zur
Barriere-Funktion dieser Gewebe beitragen. Eine elektronenmikroskopische Methode, die
diese Funktion in epithelialen Zellverbanden darstellen, ist der Einsatz von elektronenoptisch
dichten Testsubstanzen (,Tracer”) wie Lanthanchlorid-lonen (LaCl,), die in Lésung frei durch
den Interzellularraum diffundieren kénnen. Die Prazipitation von LaCl; fuhrt dann dazu, dass
es als elektronendichter Niederschlag im Interzellularraum direkt im Elektronenmikroskop
ortsgetreu nachgewiesen werden kann (vgl. 4.7.3). Mit Hilfe dieses Tracers lasst sich so im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) eine Struktur, die flr eine Barriere-Funktion
verantwortlich ist darstellen. In dieser Arbeit wurden derartige Versuche an einigen
Plattenepithelien durchgefiihrt, insbesondere der Epidermis. Aus der Literatur ist bekannt
(Elias und Friend 1975; Squier und Rooney 1976; Landmann 1985; 1986), dass diese
Methode am besten so angewendet wurde, dass die lanthanhaltige Losung subkutan injiziert
wird und erst im Anschluss an eine bestimmte Inkubationszeit die Tiere getdtet werden, um
die Haut elektronenmikroskopisch zu untersuchen (vgl. 4.7.3).

Die subkutan injizierte Lanthanverbindung war dann nach der Prazipitation zwischen
den Epidermiszellen der Maus als schwarzer, elektronendichter Niederschlag zwischen den
Plasmamembranen der Zellen zu erkennen (Abb. 5.16; Pfeile). Desmosomale Strukturen
(Abb. 5.16; D) dagegen stellten fir die Diffusion keine Barriere dar, so dass die LaCls-Lésung
sich vom basalen Bereich bis in die Interzellularspalten der suprabasalen Zellen ausbreiten
konnte (Abb. 5.16 a-b).
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Abb. 5.16: Elektronenmikroskopische Darstellung der Tight Junction-Barriere und der
Interzellularspalten in der Riicken-Epidermis der Maus mittels Lanthanchlorid

Die LaCls-Losung ist spezifisch in den Interzellularspalten der Epidermis als elektronendichtes
Prazipitat zu erkennen. Der interzellulare Spalt der Desmosomen (D) stellt keine Barriere fir die
Diffusion des LaCl; dar (a-b), TJ-Strukturen (weile Klammer in b) jedoch schon. Aus diesem Grund
findet sich bei dieser Versuchsanordnung im Stratum corneum kein LaCl;. VergroRerung: 24000:1
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Im Interzellularspalt unterhalb der letzten lebenden Zellschicht war eine Akkumulation
des schwarzen Lanthansalz-Niederschlags sehr gut sichtbar. Erst im subapikalen Bereich
der lateralen Plasmamembranen des Stratum granulosum befand sich eine Struktur, die eine
freie Diffusion der LaCls-lonen verhinderte. Dabei handelte es sich um die TJ-Struktur
(Abb. 5.16; weile Klammer). Ahnliche Ergebnisse wurden in anderen Plattenepithelien
erhalten (nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass entgegen der bis vor kurzem
dominierenden Lehrbuchmeinung Strukturen im apikalen Bereich der Epidermis wie anderer
Plattenepithelien existieren, die eine TJ-artige Struktur und typische TJ-Proteine aufweisen
und als Art Zonula occludens die parazellulare Ausbreitung von Molekilen und Partikeln
begrenzen kénnen. Aulerdem ist bewiesen worden, dass TJ-Protein-haltige
interdesmosomale Zell-Zell-Kontakt-Strukturen auch in Plasmamembranen weiterer
subapikaler Zellschichten als Bausteine anderer Zellverbindungen vorkommen. Neben den
sog. ,Lamellated Junctions” konnte in dieser Arbeit eine neuartige haufige Struktur, die von
uns als Punctum occludens bezeichnet wurde, identifiziert werden. Diese Strukturen kbnnen

keine Barriere-Funktion ausliben, da sie nur drtlich begrenzt vorkommen.
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5.2 Bildung, Anordnung und mogliche Funktionen von Tight
Junctions und Tight Junction-Proteinen in Kulturen polarer

epithelialer Zellen

5.2.1 Charakterisierung von Tight Junctions in Zellkulturen, die von

Zellen des Darmepithels abgeleitet sind

5.2.1.1 Genexpressionsanalyse von Tight Junction-Proteinen in polaren Epithelzellen

Eines der Ziele dieser Arbeit war es, mdgliche Unterschiede in der Protein-
Zusammensetzung von TJ ein- und mehrschichtiger Epithelien aufzuklaren. Dazu mussten
zunachst die TJ-Komponenten ,klassischer” polarer Epithelien charakterisiert werden.

Fur den Nachweis der verschiedenen mRNAs der einzelnen Claudine vor allem solcher
fur die keine spezifischen Antikdrper zur Verfugung standen, wurde aus den proliferierenden
Zellen der einzelnen Linien die RNA isoliert (siehe 4.2.1) und anschlieRend aus der Gesamt-
RNA mit Hilfe der ,Reversen Transkription“ (siehe 4.2.2) die cDNA hergestellt. Die cDNAs
dienten als Vorlage fur die Amplifikation der Claudine mittels PCR (siehe 4.2.3).

1 2 ﬁ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Claudin-8 Claudin-11 Claudin-9 Claudin-12 Claudin-15

Abb.5.17: Analyse von Claudin-8, -9, -11, -12 und -15 in CaCo-2-Zellen eines Darmepithel
abgeleiteten Adenokarzinoms der Linie CaCo-2

Die cDNAs der Claudine wurden mittels PCR amplifiziert und in einem Agarose-Gel elektrophoretisch
nach der Anzahl ihrer Basenpaare aufgetrennt. Die jeweilige GroRe der Fragmente liell sich anhand
des Markers (Spur 1) ablesen. Die PCR-Produkte der CaCo-2-Zellen wurden jeweils in den Spuren 2
aufgetragen, die der als Positiv-Kontrolle dienenden menschlichen Keratinozyten der Linie HaCaT-
Zellen in den Spuren 3. Die PCR fir Claudin-8 (CI-8) ergab ein 687 bp groRes Fragment bei der
Kontrollzell-Linie HaCaT (Spur 3), CaCo-2-Gene (Spur 2) exprimierten dagegen kein CI-8. Ferner
exprimierten CaCo-2-Zellen weder Claudin-9 (452 bp) noch Claudin-11 (340 bp). Die cDNAs von
Claudin-12 (460 bp) und Claudin-15 (199 bp) lieferten entsprechende Fragmente bei den CaCo-2- und
den HaCaT-Zellen

Anhand der Ergebnisse der RT-PCR-Reaktionen konnte die unterschiedliche Synthese
verschiedener Claudine in den CaCo-2-Zellen und in den als Positiv-Kontrolle dienenden
HaCaT-Zellen nachgewiesen werden. Eine Synthese von Claudin-8, -9 und -11 konnte nur in

HaCaT-Zellen (Abb. 5.17; 3) nachgewiesen werden. Fir Claudin-12 und -15 hingegen
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wurden RT-PCR-Produkte aus den mRNAs sowohl der CaCo-2- als auch der HaCaT-Zellen
erhalten.

In Tab. 5.2 ist zusammenfassend die mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesene Expression
verschiedener Claudin-Gene in den beiden Zell-Linien CaCo-2 und HaCaT dargestellt.
Wahrend die HaCaT-Zellen mRNAs fur Claudin-1, -4, -7, -8, -9, -11, -12, -15 und -16
bildeten, lieR sich in den CaCo-2-Zellen nur die Synthese von Claudin-1, -4, -7, -12, 15 und
-16 nachweisen. Alle weiteren der 18 gepriiften Claudin-Gene waren in diesen beiden Linien

negativ.

Tab. 5.2: Zusammenfassung der Expressions-Analyse der Gene von Claudinen in CaCo-2- und
HaCaT-Zellen

Claudin- | 1 2134 5|67 (8|9 1011|1215 |16 |17 | 18

HaCaT + - - + - - + + + - + + + + - -

CaCo-2 | + - - + - - + - - - R + + + - -

5.2.1.2 Biochemischer Nachweis von TJ-Proteinen in Kulturen polarer Epithelzellen

Zum biochemischen Nachweis von TJ-Proteinen in Kulturen polarer epithelialer Zellen
dienten CaCo-2-Zellen, eine etablierte Linie, die aus einem menschlichen Coloncarcinom
gewonnen wurde. Von den CaCo-2-Zellen wurden mit ,Laemmli-Puffer® Extrakte (siehe
4.3.1.2) hergestellt, die Polypeptide dieses Lysates mit Hilfe einer SDS-PAGE (siehe 4.3.3)
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen (siehe 4.3.5). Die Membran wurde zur
Uberpriifung des Transfers mit Coomassie-Brilliant-Blau (Abb. 5.18 a) angefarbt (siehe
4.3.5.2). Die aufgetrennten Polypeptide wurden anschliellend mit Hilfe spezifischer
Antikorper in einem Western Blot (siehe 4.3.5.3) nachgewiesen.

Abb. 5.18 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Western Blots flir Claudin-1 (b), mit
einem Molekulargewicht von etwa 22 kDa und fir Occludin (c) mit etwa 60 kDa. Dabei flihrte
die Inkubation mit dem Claudin-1-Antikbrper zu spezifischen Banden bei den
Gesamtzellproteinen von CaCo-2- (1) und MDCK-Zellen (2). Die MDCK-Zellen, die aus einer
bestimmten Region der Hundeniere stammen, wurden verwendet, da ihre TJ auch durch
funktionelle Untersuchungen sehr gut charakterisiert sind (Furuse et al. 2001; Van Itallie et
al. 2001).
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26kDa =

Coomassie-Brilliantblau Claudin-1 Occludin

Abb. 5.18: Biochemischer Nachweis verschiedener Tight Junction-Transmembranproteine in
den polaren Epithelzellen der Linie CaCo-2

Polypeptide der Gesamtproteinlysate von CaCo-2- (1) und MDCK- (2) Zellen wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen mit Coomassie-Brilliant-Blau angefarbt (a)
und anschlieBend mit dem Western Blot-Verfahren analysiert (b und c). Die mit Coomassie-Brilliant-
Blau gefarbte PVDF-Membran zeigt, dass der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran
gelungen war. Sowohl fir Claudin-1 (b; ~22 kDa) als auch fur Occludin (c; ~60 kDa) wurden
spezifische Banden im Western Blot bei den CaCo-2- und bei den MDCK-Zellen festgestellt

In Tab. 5.3 sind die Ergebnisse aller Western Blot-Ergebnisse an diesen beiden
polaren Zell-Linien zusammengefasst: Neben Occludin und Claudin-1 lieen sich in beiden
Zelltypen noch die Transmembranproteine Claudin-4 und Claudin-7 sowie die Plaque-

Proteine ZO-1, Symplekin und Cingulin nachweisen.

Tab.5.3: Zusammenfassung der biochemischen Analyse der Tight Junction-Proteine in
CaCo-2-Zellen

Occludin | Cingulin | Symplekin | ZO-1 | CI-1 | CI-2 | CI-3 | CI-4 | CI-5 | CI-7

MDCK + + + + + - - + - +

CaCo-2 + + + + + - - + _ +

5.2.1.3 Immunlokalisierung von Tight Junction-Proteinen in CaCo-2-Zellen

Immunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen Antikérpern gegen Occludin, Claudin-1,
Claudin-4 und Claudin-7 lieferte in CaCo-2-Zellen (Abb. 5.19) die aus der Literatur bekannte
TJ-Darstellung (Furuse et al. 1993; Furuse et al. 1998; Tsukita et al. 2001; Schneeberger
und Lynch 2004; Van Itallie und Anderson 2005; Furuse und Tsukita 2006). Sowohl Occludin
als auch die durch Western Blots nachgewiesenen Claudin-1, Claudin-4 und Claudin-7
(5.2.1.1) reagieren in derselben Struktur. Um die Vitalitdt der Zellen darzustellen, wurden

zusatzlich die Kerne mit Hilfe einer Chromatinfarbung (DAPI) erkennbar gemacht.
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Occludin e P g Claudin-1

Claudin-4 — . Claudin-7

Abb. 5.19: Immunlokalisierungen verschiedener Tight Junction-Proteine in den polaren
CaCo-2-Zellen

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie der Claudine -1, -4 und -7 und von Occludin ergibt die fir Tight
Junctions typische Farbung, d.h. eine fein gezeichnete Linie entlang der Plasmamembranen, die eine
Darstellung der Zonula occludens ist. Die Immunfluoreszenzreaktion des DAPI fiihrt zu einer blauen
Farbung der Zellkerne. Strichmarke: 200 um

5.2.1.4 Ultrastrukturelle Untersuchung der Tight Junctions der CaCo-2-Zellen

Nach dem biochemischen Nachweis von TJ-Proteinen in den CaCo-2-Zellen und der
Lokalisierung solcher TJ-Proteine in der Zonula occludens dieser Kulturen sollte zur direkten
Demonstration der TJ auch die dazugehorige Ultrastruktur untersucht werden. Dazu wurden
Ultradinnschnitte im TEM ausgewertet. FUr eine Immunogold-markierung der Zellen wurden
diese vor der Einbettung mit spezifischen Antikérpern gegen Occludin bzw. Cingulin, einem
TJ-Plaque-Protein, inkubiert und mit einem Zweit-Antikdrper, an den Nanogoldpartikel
gekoppelt waren, dargestellt. Die Nanogoldpartikel wurden anschlieBend mit Hilfe einer

Silberverstarkung vergréRert.
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Im TEM-Bild von Ultradlnnschnitten von CaCo-2-Zellen (Abb. 5.20) sind apikal
Mikrovilli (Mv) zu erkennen, wahrend - knapp unterhalb dieser Mikrovilli - an apikolateralen
Zellgrenzen ein — hier mit einer Klammer gekennzeichneter - Junction-Bereich (im rechten
oberen Eck von Abb. 5.20 vergréRert dargestellt) dargestellt ist. In diesem Junction-Bereich
sind in Abb. 5.20 neben Desmosomen (Des) auch eine Zonula adhaerens (ZA) und eine TJ-
Struktur, ein ,Kissing Point* (TJ), zu sehen.

Die Immunogold-markierung des TJ-Plaque-Proteins Cingulin in der linken unteren
Ecke der Abb. 5.20 zeigt die Markierung der TJ-Struktur auf der cytoplasmatischen Seite der
Plasmamembranen. Die Versuche mit Occludin ergaben grundsatzlich dasselbe Ergebnis

(nicht gezeigt).

Abb. 5.20: Elektronenmikroskopische Darstellung der Tight Junction-Strukturen in CaCo-2-
Zellen und die Immunlokalisierung von Cingulin an diesen Strukturen

Ein apikaler Zellverbindungs-Komplex bestehend aus Desmosom (DES, bzw. Pfeil im Insert), Zonula
adhaerens (ZA) und Tight Junction (TJ) ,Kissing Points“ ist an der apikolateralen Membran unterhalb
der Mikrovilli (Mv) zu erkennen. Cingulin, ein cytoplasmatisches Plaque-Protein der TJ lokalisiert direkt
an der Plasmamembran in den ,Kissing Points®. Vergré3erung: a 20000:1; b-c 50000:1

Zur Darstellung von TJ wird die elektronenmikroskopische Praparationsmethode des
Gefrierbruchs (siehe 4.6.2) bevorzugt angewendet, da sich mit ihrer Hilfe die topographische
intramembrandse Morphologie von TJ untersuchen lasst. Da bei dieser Technik die
Bruchebene bevorzugt innerhalb der Lipid-Doppelschichten der Plasmamembranen liegt,
eignet sie sich fur die Untersuchung von intramembrandsen Strukturen ganz besonders.

Fir diese Gefrierbruchpraparationen wurden CaCo-2-Zellen wie unter 4.6.2
beschrieben prapariert und in die Gefrierbruchanlage eingebracht. Nach dem Bruch im
Hochvakuum wund einer Metall-Kohle-Bedampfung wurden die erhaltenen Replicae
(Metallabdrucke des biologischen Materials) mit Natriumhypochloridiésung gesaubert, auf

Elektronenmikroskopische-Netze (,Grids") aufgefangen und im TEM ausgewertet.
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Lo e 5 i - s

Abb. 5.21: Elektronenmikroskopische Gefrierbruch-Darstellung des Netzwerkes von relief-
strang-artigen Tight Junction-Strukturen in der apikolateralen Membran von CaCo-2-Zellen
Die z.T. ausgedehnten TJ-Strukturen dieser Zellen bilden eine geschlossene Zonula occludens von
erheblicher Breite (Klammer am rechten Rand; die sog. ,P-Face® und ,E-Face® sind bezeichnet). Auf
der apikalen Seite der Zellen sind quergebrochene Mikrovili (Mv) zu erkennen.
Vergrofierung: 20000:1

Auf der apikolateralen Membranflache waren hier typische, hauptsachlich P-Face
assoziierte, TJ-Netzwerke mit je 10-18 parallelen strangartigen Strukturen (Abb. 5.21;
Klammer am rechten Rand) erkennbar, d.h. typische Zonula occludens-Strukturen polarer
einschichtiger Zellen. Die parallelen strangartigen Strukturen waren hier untereinander sehr
stark vernetzt, was fir eine hohe Komplexizitdt und Barrierewirksamkeit des Netzwerkes

spricht (Claude und Goodenough 1973; Claude 1978; Noske et al. 1994).

93



Ergebnisse

5.2.1.5 Physiologische Untersuchungen zur Tight Junction-Barriere der CaCo-2-

Zellkulturen

CaCo-2-Zellkulturen dienten in der vorliegenden Arbeit auch als Kontrolle flr
Beurteilungen von Art und Qualitat der jeweiligen Barriere-Wirkung. Dazu wurden TEER-
Messungen (siehe 4.7.1) in Triplikaten mittels eines Millicel-FERS Volt-Ohmmeters mit sog.
STX-chopstick-Elektroden (Millipore, Schwalbach, Germany) durchgefiihrt.

Abb. 5.22 zeigt, dass nach zwei Tagen die Konfluenz der Zellschicht erreicht wurde
und der transepitheliale elektrische Widerstand stetig anstieg. Bereits nach 5 Tagen wurde
ein Widerstand erreicht, der in der Literatur fur mittelmaRig dichte bzw. relativ undichte
Epithelien (z.B. bestimmte Abschnitte der Henleschen-Schleife der Niere, in denen die
Diffusion bestimmter lonen, als Absorption dieser Salze, erwiinscht ist) beschrieben wird. Am
9. Tag erreichte der Widerstand einen Wert von etwa 1000 Q/cm? und stieg bis zum 14. Tag
auf bis zu 1500 Q/cm? an. Derartige Werte erreichen nur Epithelien wie z.B. der Darm (Delie

und Rubas, 1997), die als absolut dicht beschrieben werden.

CaCo-2

TEER [Q/cm?]

Zeit (Tagen)

Abb. 5.22: Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) von CaCo-2
»Monolayer“-Zellkulturen

Zur Messung des TEER wurden CaCo-2-Zellen auf Gelatine-beschichtete, permeable
Polyestermembranen ausgesat und bis zur Bildung einer Ein-Zellschicht (,Monolayer®) belassen. Der
Widerstand wurde Uber mehrere Tage gemessen und gegen die Zeit aufgetragen.

Der Widerstand Uber die Zellkultur stieg mit dem erreichen der Konfluenz stetig an. Erst bei einem
Wert von etwa 1500 Q/cm? erreichte die Messkurve ein Plateau. Diese Widerstandswerte entsprechen
denen von in der Literatur als besonders undurchlassig beschriebenen Epithelien

Um die Ausschlussgrofe der in Abb. 5.22 vorgestellten TJ-Barriere bestimmen zu
kénnen, wurden im Anschluss an die TEER-Messung Transportversuche mit FITC-
markierten Dextran-Partikeln unterschiedlicher Grélke durchgefihrt (Abb. 5.23). Dazu
wurden die Fluoreszenz-markierten Dextran-Partikel in das Medium in der apikalen Kammer

der Zellkulturplatte, in der die Zellen wuchsen, gegeben (siehe Skizze der Vorrichtung in
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Abb. 4.5). Nach unterschiedlich langen Zeitintervallen von 30, 75, 135, 180 und 240 Min
wurden aus dem basalen Medium Proben enthommen und die Uber das Epithel
transportierten Dextran-Partikel anhand ihrer Fluoreszenz mit Hilfe eines Fluorometers

gemessen.

Fluoreszenz

FD 70

mn 30 75 1% 150 240 30 TS 133 180 240
Zeit
Abb. 5.23: Messung der Barrierefunktion der CaCo-2 Zellkulturen
Von den Dextran-Partikeln der Grofie 4 kDa (FD4) diffundierte bereits innerhalb der ersten 75 Min die
gréfte Menge durch das Epithel ins basale Medium. Die Intensitat der gemessenen Fluoreszenz blieb
den Messwerten fir 135, 180 und 240 Min gleich. Die Dextran-Partikel mit einer Grof3e von 70 kDa

(FD70) kdénnen den epithelialen Zellrasen nicht bzw. kaum passieren. Die CaCo-2 Zellen bilden
demnach eine Barriere fur Partikel mit einer Gré3e von 70 kDa und daruber

In Abb. 5.23 ist die Fluoreszenzintensitdt des basalen Mediums gegen die Zeit
aufgetragen. Von den Fluoreszenz-markierten Dextran-Partikeln mit einer Gréfie von 4 kDa
passiert nur etwa 10 % die Zellschicht in den ersten 30 min. Nach 75 min hatte bereits der
grofte Teil der flr die Gesamtfluoreszenz verantwortlichen Partikel die Zellschicht passiert.
Nach 135, 180 bzw. 240 Min fand keine signifikante Anderung der Fluoreszenz mehr statt.
Die markierten Dextrane mit einer Grofle von 70 kDa konnten wahrend der gesamten
Versuchsdauer von 4 Std. den Zell-Layer nicht bzw. kaum passieren. Daraus kann
geschlossen werden, dass die Barriere der CaCo-2 Zellen fir Partikel mit einer Grofe von 4
kDa durchlassig war, wahrend Partikel mit einer Grofe von 70 kDa die Barriere nicht mehr

durch freie Diffusion parazellular passieren konnten.
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Wie schon fur mehrschichtige Epithelien beschrieben wurde (siehe 5.1.8), ist LaCl; ein
geeigneter Tracer, um die Barriere-Funktion eines Epithels im TEM darzustellen und
gleichzeitig die fur die Barriere verantwortlichen Strukturen zu identifizieren. Nach der
Inkubation der ,Monolayer“-Kulturen mit LaCl; wurden diese ahnlich prapariert, wie im

Abschnitt 5.1.8 fir Gewebeproben beschrieben.

Abb. 5.24: Darstellung der Tight Junction-Barriere und der Interzellularspalten von CaCo-2
Zellen mit Lanthanchlorid

Das von basal in die Interzellularspalten der Zellen diffundierte LaCl; ist als elektronendichtes
Prazipitat zu erkennen (a-b, Pfeile). Der desmosomale Spalt (D) bildete keine Barriere fir LaCl; (b),
wohl aber die TJ ,Kissing Point“-Strukturen (Pfeilspitze in b). Auf der apikalen Seite der Zellen sind
Mikrovilli (Mv) zu erkennen, prazipitiertes Lanthan jedoch nicht mehr. VergroBerung: a 16000:1,
b 50000:1

Wie in Abb. 5.24a zu sehen ist, diffundierte LaCl; frei durch die Interzellularspalten der
Zellkultur - vom basalen Kompartiment der Inkubationskammer nach apikal. Durch den
desmosomalen Spalt (D) konnte das LaCl; frei diffundieren (Abb. 5.24 b; Pfeile). TJ- ,Kissing
Points“ jedoch (z.B. Pfeilspitze in Abb.5.24 b) bilden in den CaCo-2-Zellen eine
undurchdringliche Diffusionsbarriere flir Lanthan-lonen. Die Oberflache der Zellen war
eindeutig frei von schwarzem Lanthanprazipitat. Da LaCl; ausschlief3lich ins basale Medium
gegeben wurde und nur aufsteigend durch freie Diffusion entlang der Interzellularspalten in
den subapikalen Bereich der Zellen gelangen konnte, kann aus dem Ergebnis geschlossen

werden, dass die TJ-Strukturen hier eine Barrierefunktion ausiiben.
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5.2.2 Charakterisierung von Tight Junction-Strukturen in Kulturen
polarer, bronchialepithelialer Zellen

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Aufklarung von méglichen Veranderungen der TJ,
bei der Entwicklung von mehrschichtigen Epithelien. Vor allem sollte dabei die Veranderung
der TJ wahrend der Differenzierung des Bronchialepithels von seinem normalen
einschichtigen bzw. ,pseudostratifizierten Zustand zu einer Plattenepithelmetaplasie
untersucht werden. Nachdem in den letzten Jahren die Ergebnisse verschiedener
Publikationen (Brandner 2000; Brandner et al. 2001; Brandner et al. 2002; Furuse et al.
2002; Langbein et al. 2002) auf das grundsatzliche Vorkommen von TJ in mehrschichtigen
Epithelien hindeuteten, sollten die méglichen Veranderungen der Synthese und Anordnung
dieser Proteine wahrend der Metaplasie-Entwicklung in situ und in Zellkultur untersucht
werden. Hierzu wurden zunachst Zellen bronchialepithelialen Ursprungs (16HBE, Calu-3)
benutzt, die somit von einem Epithel abstammen, das in der Literatur als eher undichtes
(,moderate leaky“) Epithel beschrieben wird. Die 16HBE140" Zellen wurden vor allem auch
deshalb verwendet, weil sie sich bei bestimmten Kulturbedingungen zu anscheinend
mehrschichtigen Kulturen verandern kdnnen. Die Calu-3-Linie wurde dabei vor allem als
interne, bronchialepitheliale Kontrolle verwendet. Da das Ursprungsgewebe der
Zellkulturlinien fur die Proteinausstattung der einzelnen Zellen mit entscheidend ist und eben
diese Proteinzusammensetzung die Barriere-Eigenschaften des jeweiligen Zelltyps mit
bestimmt, wurden zunachst die molekulare Zusammensetzung, die Struktur und die

physiologischen Barriere-Eigenschaften der TJ dieser Zellkulturlinien untersucht.

5.2.2.1 mRNA-Analyse von Tight Junction-Proteinen in den bronchialepithelialen
Linien 16HBE- und CalLu-3

Da noch nicht fir alle bisher beschriebenen Claudine spezifische Antikérper vorhanden
waren, konnten einige nur Uber die Expression ihrer Gene mit Hilfe von RT-PCR (siehe
4.2.2) nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden, dass die menschliche
bronchialepitheliale Linie CaLu-3 mRNAs fir die Claudine -9, -10, -11, -12 und -17
(Abb. 5.25) enthielt, dagegen die bronchialepitheliale Zell-Linie 16HBE die Claudine -6, -9,
-11 und -12. Beide Linien zeigten also bezlglich ihrer Claudin-Ausstattung einige
Unterschiede. Wahrend z.B. Claudin-6 nur von den 16HBE-Zellen gebildet wurde, fand man
die Claudine -10 und -17 ausschlieB3lich in der Linie CaLu-3. Alle anderen Claudine wurden

entweder von beiden oder von keiner der beiden Linien synthetisiert (Tab. 5.4).
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Claudin-6 Claudin-9 Claudin-10 CIaudln 11 CIaudm 12 Claudin-17
Abb. 5.25: Expressionsanalyse von Claudin -6, -9, -10, -12 und -17 in zwei
bronchialepithelialen Zelllinien
Die PCRs mit den cDNAs der bronchialepithelialen Zell-Linie 16HBE (Spur 2) liefern PCR-Produkte
von Claudin-6 (196 bp), Claudin-9 (452 bp), Claudin-11 (340 bp) und Claudin-12 (460 bp). Die
Claudine-10 und -17 sind hingegen in diesen Zellen nicht nachzuweisen. Die PCRs mit den Calu-3
cDNAs (Spur 1) zeigen entsprechende Fragmente von Claudin-9 (452 bp), Claudin-10 (220 bp),
Claudin-11 (340 bp), Claudin-12 (460 bp) und Claudin-17 (675 bp), aber waren negativ fir Claudin-6.
Die Spezifitat der einzelnen PCRs wurde u.a. durch eine Wasserkontrolle (Spur 3) gezeigt

Tab.5.4: Zusammenfassung der Expressionsanalyse von Claudin-Genen in den
bronchialepithelialen Zell-Linien 16HBE und Calu-3.

Claudin- | 1 2 /3|4 5|6 |7 8|9 (1011|1215 |16 |17 | 18

16HBE + - + |+ |+ |+ | + - + - + + - - - -

CalLu-3 + - + + + - + - + + + + - - + -

5.2.2.2 Biochemischer Nachweis und Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen in
den Zellen der Linien 16HBE und CalLu-3

Da ein Nachweis der mRNAs fir bestimmte Proteine nicht bedeutet, dass diese auch
in der Translation gebildet wurden die Proteine Zell-Lysate der jeweiligen Zell-Linien auf ein
SDS-PAGE-Gel (siehe 4.3.3) aufgetragen und Uber eine Gelelektrophorese mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Hilfe des ,Western Blot“-Verfahrens (siehe 4.3.5.3)
nachgewiesen.

Die Anfarbung der PVYDF-Membranen (Abb. 5.26 a) mit Coomassie-Brilliant-Blau (siehe
4.3.5.2) diente wieder als Kontrolle des Transfers der Proteine vom Gel auf die Membran.
Die Chemolumineszenz-Reaktion auf Autoradiographiefiimen (siehe 4.3.5.3) nach der
Inkubation der Membran mit spezifischen Antikérpern zeigte dann die spezifischen Banden
der einzelnen TJ-Proteine. Occludin war sowohl in den als Einzelzellschicht charakterisierten
16HBE-Zellen als auch in der CalLu-3-Zell-Linie nachweisbar (Abb. 5.26 b; ML). Auch das
etwa 22 kDa grofRe Claudin-1 wird sowohl von diesen 16HBE- als auch von CalLu-3-Zellen
gebildet (Abb. 5.26 c; ML). Cytoplasmatische Plaque-Proteine lassen sich ebenfalls in beiden
Zelllinien nachweisen: Cingulin (110 kDa) wurde in einschichtigen 16HBE- und Calu-3
Kulturen (Abb. 5.26 d, ML) in der richtigen GréRe nachgewiesen. Lysate von CaCo-2-Zellen
dienten bei diesen Untersuchungen als Referenz der untersuchten Proteine. Auf die
Ergebnisse der biochemischen Untersuchungen der mehrschichtigen als AIC-Kulturen

erhaltenen Zellverbande wird in Kapitel 5.6.2 eingegangen werden.
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Abb. 5.26: Biochemischer Nachweis von Tight Junction-Proteinen in den bronchialepithelialen
Linien 16HBE und CalLu-3

Die mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbte PVDF-Membran belegt den Transfer der Proteine aus dem
Gel auf die Membran. Fir Occludin (~60 kDa), Claudin-1 (~23 kDa) und Cingulin (~137 kDa) werden
die spezifischen Banden sowohl in den einschichtig als ,Monolayer® (ML) gewachsenen Zellen beider
Linien, als auch in den mehrschichtig gewachsenen Zellen (AIC) der Linie 16HBE. Als Positiv-
Kontrolle dienten Lysate von CaCo-2 Zellen

Eine Zusammenfassung der Western Blot-Analysen stellt Tab. 5.5 vor. Die einschichtig
gewachsenen bronchialepithelialen Zellen 16HBE und Calu-3 wiesen dasselbe Muster der
getesteten Proteine auf. Beide Zell-Linien waren positiv flr die drei Plaque-Proteine Cingulin,
Symplekin und Protein ZO-1. Zudem exprimierten sie die Transmembranproteine Occludin,
Claudin -1, -3, -4, -5 und -7. Von den im Western Blot getesteten Claudinen war lediglich
Claudin-2 in beiden Zelllinien nicht nachweisbar.

Tab. 5.5: Zusammenfassung der biochemischen Analysen der Tight Junction-Proteine in den
bronchialepithelialen Zell-Linien 16HBE und CalLu-3

Occludin | Cingulin | Symplekin | ZO-1 | CI-1 | CI-2 | CI-3 | CI-4 | CI-5 | CI-7

16HBE + + + + + - + + + +

CalLu-3 + + + + + - + + + +

Um diese biochemisch gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren und die TJ-Proteine zu
lokalisieren, wurden fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen (siehe 4.4.1.3) der TJ
Proteine in einschichtig gewachsenen 16HBE- und Calu-3-Zellkulturen durchgefiihrt. Es
zeigte sich auch hier wieder die typische Verteilung der TJ-Proteine, wie sie in
einschichtigen, polaren Zellkulturen zu erwarten war und wie sie bereits in den CaCo-2
Zellen beobachtet wurde (vgl. Abb. 5.19). Neben dem Transmembranprotein Occludin lieken
sich auch hier Claudin-1, Claudin-4 und Claudin-7 in Zellen beider Linien an Zell-Zell-
Kontaktstellen als kontinuierliche Zonula occludens-Struktur darstellen (16HBE: Abb. 5.27;
CalLu-3: Abb. 5.28). Spezifische Plaque-Proteine scheinen auch in diesen Zell-Linien die
Transmembranproteine mit dem Aktin-Cytoskelett zu verbinden, da Occludin und die
Claudine auch mit den Plaque-Proteinen Cingulin, Protein ZO-1 sowie Symplekin (vgl.

Tab. 5.5) mit Occludin bzw. den Claudinen ko-lokalisierten.

99



Ergebnisse

" ]
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Abb. 5.27: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen in
der bronchialepithelialen Linie 16HBE

Die Immunfluoreszenzen der Claudine -1, -4 und -7, sowie die von Occludin, Cingulin und Protein
Z0-1 ergeben alle die fur TJ typische Farbung: eine fein gezeichnete Linie entlang der

Plasmamembranen, welche die Zonula occludens darstellt. Die Zellkerne erschienen DAPI-blau.
Strichmarke: 20 um
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Occludin ; — : Claudin-

Claudin-4

Abb. 5.28: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen in
der bronchialepithelialen Zell-Linie CalLu-3

Die Immunfluoreszenzen der Claudine -1, -4 und -7 sowie die von Occludin, Cingulin und Protein ZO-1
zeigen eine fur TJ typische Farbung, eine fein gezeichnete Linie entlang der Plasmamembran. Die
Zellkerne sind durch DAPI blau gefarbt. Strichmarke: 20 ym
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5.2.2.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Anordnung von Tight
Junctions in den bronchialepithelialen Zellkulturlinien 16HBE und CalLu-3

Die Ergebnisse der molekularbiologischen, biochemischen und immunfluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen der einschichtigen, polaren 16HBE- und CalLu-3-
Zellkulturen lie3 in TEM-Aufnahmen Bilder von TJ-,Kissing Points“, den klassischen TJ-
Strukturen, erwarten. In beiden bronchialepithelialen Linien wies die laterale
Plasmamembran starke Faltung und Verzahnungen sowie viele Desmosomen auf (Abb. 5.29
a-c; mit D in b und ¢ bezeichnet). Am apikalen Ende der lateralen Plasmamembranen der
jeweils aneinander-grenzenden Zellen waren in der Tat in beiden Zelltypen typische TJ-

Strukturen zu erkennen (Abb. 5.29 b-c; Pfeilspitzen).

Abb. 5.29: Elektronenmikroskopische Darstellung von Tight Junction-Strukturen in Zellkulturen
der einschichtigen bronchialepithelialen Linien 16HBE (a-b) und CalLu-3 (c)

Einschichtige 16HBE-Zellen zeigen vereinzelte Mikrovilli (Mv) auf der apikalen Oberflache. Eine starke
Faltung der lateralen Plasmamembranen, desmosomale (D) und TJ-Strukturen (,Kissing Point®; Pfeil)
sind zu erkennen (b). Die Plasmamembranen der CaLu-3 Zellen zeigen oft weniger starke Faltung,
jedoch auch desmosomale (D) und Tight Junction-Strukturen (Pfeil). Strichmarke: a-b 0,5 um, ¢ 1 pm
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In Gefrierbruch-Praparaten lieBen die Calu-3-Zellen ein typisches kontinuierliches
subapikales Netzwerk von etwa 3-6 Reihen querverbundener Strang-Relief-Strukturen
erkennen (Abb. 5.30). Im Vergleich zur aus dem Darm stammenden CaCo-2-Linie wiesen

die CalLu-3-Zellen eine offenbar geringere Komplexitat auf.

Abb. 5.30: Elektronenmikroskopische Gefrierbruch-Darstellung des Netzwerkes von strang-
artigen Tight Junction-Relief-Strukturen in der apikolateralen Membran von Calu-3-Zellen

Die z.T. ausgedehnten TJ-Strukturen dieser Zellen bilden eine geschlossene Zonula occludens von
erheblicher Breite (Klammer am rechten Rand; die sog. ,P-Face” und ,E-Face” sind bezeichnet). Auf
der apikalen Membran der Zellen sind quergebrochene Mikrovilli (Mv) zu sehen. VergroRerung:
20000:1

Im Gegensatz dazu zeigten die im Kulturmedium als ,Monolayer gewachsenen
16HBE-Zellen im Gefrierbruch nur wenige und locker angeordnete lokale Ansammlungen
von strangartigen TJ-Strukturen (Abb. 5.31). Die beobachteten Relief-Strange bildeten zwar
ein ausgedehntes System, schienen aber nicht die ganze Zelle zu umschliel3en (an den in
Abb. 5.31 mit Pfeilen gekennzeichneten Stellen endet hier ein solches Netzwerk von
Strangen). Derartig desorganisierte strangartige Strukturen sind aus der Literatur bereits von
krankhaft veranderten Bronchialepithelien-Geweben bekannt, so z.B. bei Patienten mit
zystischer Fibrose (Godfrey 1997).
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Abb. 5.31: Elektronenmikroskopische Gefrierbruch-Darstellung des Netzwerkes von strang-
artigen Tight Junction-Relief-Strukturen in der apikolateralen Membran von als Ein-Zellschicht
gewachsenen 16HBE-Zellen

In der apikolateralen Membran der Zellen lassen sich diskontinuierliche, lokal begrenzte strangartige
TJ-Strukturen erkennen (die Klammer am linken Rand bezeichnet die Zone, weille Pfeile weisen auf
einige der Unterbrechungen der TJ-,Ridges” hin). Auffallend ist dass das Netzwerk nicht die gesamte
Zelle umschliet, sondern abrupt endet (Pfeile). Auf der apikalen Membran der Zellen sind
quergebrochene Mikrovilli (Mv) zu sehen. Vergréfierung: 20000:1

5.2.2.4 Untersuchung der physiologischen Barriere-Eigenschaften der einschichtig

gewachsenen Kulturen von bronchialepithelialen Zellen der Linien 16HBE und CalLu-3

An Zellen der beiden Linien wurden Messungen des transepithelialen elektrischen
Widerstandes (TEER) durchgefihrt (siehe 4.7.1). Anhand der Ergebnisse der Gefrierbuch-
Untersuchungen (siehe vorheriges Kapitel) war zu erwarten, dass die Messwerte der
einschichtigen 16HBE-Zellen nur unmal3geblich héher ausfallen wiurden als der Leerwert.
Die Messkurve in Abb. 5.32 zeigt, dass physiologischen Eigenschaften in Einklang mit den
ultrastrukturellen Ergebnissen stehen. Die einschichtigen 16HBE-Zellen
(Abb. 5.32; 16HBE LCC) erreichten lediglich Widerstandswerte von etwa 200 Ohm, d.h.
typische Werte einer als undicht (,leaky”) beschriebenen Zellkultur. Auf die Messwerte der

mehrschichtigen 16HBE-Zellen (AIC) wird im Abschnitt 5.6.2 eingegangen.
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Abb.5.32: Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) von den
bronchialepithelialen Zellkulturen 16HBE und CalLu-3

Die TEER-Widerstandswerte der 16HBE und Calu-3 Linien wichen weit voneinander ab. Die
einschichtigen (LCC) Calu-3-Zellen erreichten nach drei Wochen Messwerte mit Spitzenwerten von
iiber 1500 Q/cm?. Die einschichtig gewachsenen (LCC) 16HBE Zellen hingegen erreichten nur sehr
geringe Mezsswerte. Die am hdchsten gemessenen Widerstandswerte lagen bei dieser Zelllinie bei
~200 Q/cm

Dagegen ergaben einschichtig (LCC) konfluent gewachsene Zellen der Linie CalLu-3
einen Anstieg des transepithelialen elektrischen Widerstandes bis auf etwa 1500 Q/cm?
(Abb. 5.32; CalLu-3 LCC). Diese Widerstandswerte entsprachen fast denen der sehr
undurchlassigen darmepithelialen Linie CaCo-2. Verglichen mit den CaCo-2-Zellen
(Abb. 5.22) erreichten die Calu-3-Zellen unter diesen Kulturbedingungen allerdings erst
nach doppelt so langer Wachstumszeit diese Widerstandswerte.

In Transportversuchen mit fluoreszierenden Dextran-Partikeln sollte die Integritat der
Barriere des epithelialen Zellrasens gepruft werden. Um die AusschlussgrofRen der Barriere-
Funktion definieren zu kénnen, wurden Dextran-Partikel der Molekulargewichtsgrofien
4 kDa, 70 kDa und 250 kDa eingesetzt. Bei den einschichtig gewachsenen 16HBE-Zellen
zeigte sich, dass die Zellen fir die 4 kDa grofien Dextran-Partikel kaum eine Barriere
darstellten: Bereits nach 20 Min wurde etwa ein Flnftel der insgesamt in den drei
Versuchstunden gemessenen Fluoreszenz in der unteren Kammer nachgewiesen

(Abb. 5.33). Fur die 70 kDa grofien Dextran-Partikel stellten die Zellen dagegen bereits eine
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bemerkenswerte Diffusionsbarrie dar: Von diesen Dextran-Partikeln konnte Uber die gesamte
Versuchszeit nur etwa ein Finftel das Epithelmodell auf parazellularem Wege passieren
(Abb. 5.33). Die Messwerte flr das groflte Dextran mit einem Molekulargewicht von etwa
250 kDa glichen in etwa dem Leerwert. Der Leerwert wurde ermittelt, indem die Losung mit
dem 250 kDa groRen Dextran auf den leeren Filter gegeben wurde. Fir die gréReren
Dextran-Partikel stellte wahrscheinlich die Porengrél3e der Filter oder die Menge der Poren

in den Filtern das grofite Diffusionshindernis dar.
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Abb. 5.33: Messung der Barriere-Funktion der einschichtigen 16HBE Zellkulturen

Von den Dextran-Partikeln der GréRRe 4 kDa (FD4) diffundierten bereits innerhalb der ersten Stunde
etwa ein Drittel der gemessenen Gesamtfluoreszenz durch die 16HBE-Zellen ins basale Medium. Die
gemessene Gesamtfluoreszenz der FD70-Dextran-Partikel betrug im basalen Medium nur etwa ein
Flnftel der fur die FD4-Partikel gemessenen Fluoreszenz. Von den 250 kDa (FD250) groRen Dextran-
Partikeln passierte nur ca. 1% den Zellrasen. Der Messwert dieser Partikel war nicht signifikant héher
als der des Leerwertes, bei dem nur die Eigenfluoreszenz des verwendeten Mediums gemessen
wurde
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Abb. 5.34: Messung der Barriere-Funktion der einschichtigen CalLu-3 Zellkulturen
Bei Dextran-Partikeln der Grofte 4 kDa (FD4) diffundierten bereits innerhalb der ersten Stunde etwa
25 % der gemessenen Gesamtfluoreszenz durch den Zellrasen ins basale Medium. Von den 70 kDa

(FD70) groRen Dextran-Partikeln passierten nur etwa 20 % den CalLu-3 Zellrasen Bei den 250 kDa
(FD250) groRen Dextran-Partikeln war des Messwert identisch mit dem Leerwert

In den einschichtig gewachsenen Zellen der Linie CalLu-3 (Abb. 5.34) liel3 sich in dieser
Versuchsanordnung trotz der in den Gefrierbruchbildern gezeigten ausgedehnten und
komplexeren strangartigen TJ-Strukturen und einem wesentlich héheren TEER-Wert kein
signifikanter Unterschied zu den einschichtigen 16HBE-Zellen feststellen. Auch bei diesen
Zellen hatten nach etwa 60 Min bereits etwa 25 % der gemessenen Gesamtfluoreszenz die
Zellschicht passiert. Der Messwert des Fluoreszenz-Anteils der nach drei Stunden den
Calu-3 Zellrasen passiert hatte, war bei den Dextran-Partikeln mit der Grélke von 4 kDa
etwa 10 % niedriger und bei den Dextran-Partikeln mit einer GréRe von 70 kDa bis zu 50 %
niedriger als die Fluoreszenz, die bei den 16HBE-Zellen nach 3 Std. gemessen wurde.
Zusammenfassend kann daraus geschlossen werden, dass die einschichtigen Calu-3-
Zellen, die etwa 10 % weniger Dextran-Partikel der Grofe 4 kDa und auch nur halb so viele
Dextran-Partikel mit einer GroRe von 70 kDa passieren lieRen als die einschichtigen 16HBE-
Zellen damit eine weniger durchlassige Barriere flr Dextran-Partikel bilden.

Die Diffusion des zuvor bereits ausgiebig beschriebenen elektronendichten Indikators
fir TJ-Barrieren, LaCl; ermdglichte auch eine ultrastrukturelle Untersuchung der
Diffusionsbarriere zwischen den Zellen der einschichtigen 16HBE- und Calu-3-Kulturen.

Sowohl bei den 16HBE- als auch bei den CalLu-3 Zellen war eindeutig zu erkennen, dass
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das LaCl; hier frei durch die Interzellularspalten diffundieren konnte. Bei beiden Zellsystemen
waren Lanthanprazipitate auf den apikalen Zellmembranen zu sehen (nicht gezeigt).

Es stellte sich daher die Frage, wie sich die Unterschiede der physiologischen Barriere-
Eigenschaften der bronchialepithelialen Linien 16HBE und CalLu-3 auf der einen Seite und
der ,klassischen“ polaren Colon-Karzinom-Linie CaCo-2 auf der anderen Seite erklaren
lassen. Um eventuelle molekulare Unterschiede der am Aufbau der TJ-Strukturen beteiligten
Proteine und Protein-Komplexe zu bestimmen, wurden Lysate der verschiedenen Zell-Linien

mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation und Immunprazipitation untersucht.

5.3 Biochemische Charakterisierung der Tight Junction-

Proteinkomplexe verschiedener Zellkultursysteme

5.3.1 Dichtegradientenzentrifugation von TJ-Molekulkomplexen in

Lysaten verschiedener Zellkultursysteme

Zur biochemischen Charakterisierung der TJ-Proteine und ihrer Interaktionen in
CaCo-2 Zellen musste zunachst ein Lysis-Puffer gefunden werden, mit dem es moéglich war,
Transmembran-Proteine selektiv schonend in Losung zu bringen. Mit den beiden
Detergenzien Triton-X 100 und n -Octyl-B-D-glucopyranosid (OBG) lielken sich z.B.
verschiedene Claudin-Transmembranproteine (CI-1, Cl-4 und CI-7) zu betrachtlichen Teilen
in Losung bringen (nicht gezeigt). Zur Bestimmung der PartikelgroRe dieser TJ-Protein-
Komplexe wurden solche Lysate einer Dichtegradientenzentrifugation in einem 5-30%
Saccharose-Dichtegradienten (siehe 4.3.6) unterzogen. Die einzelnen Fraktionen wurden im
Anschluss mit Hilfe einer SDS-PAGE (siehe 4.3.3) analysiert.

Bei den Dichtegradientenzentrifugationen der mit Triton-X 100 solubilisierten Proben
aller untersuchten Zell-Linien zeigte sich, dass das Transmembran-Protein Claudin-1 und
alle anderen in RT-PCR- bzw. Immunblot-Versuchen gefundenen TJ-Transmembran-
Proteine auch als Proteine in Fraktionen nachgewiesen werden konnten, die einem
Sedimentationskoeffizienten von etwa 4,6 S entsprachen (Pape in Vorbereitung) also wohl
Claudin-Monomeren entsprachen (nicht gezeigt). Mit dem nicht-ionischen Detergenz OBG
war eine etwas breitere Verteilung der TJ-Proteine - zwischen 4,6 S und 16,5S -
festzustellen. Die Analyse dieser Verteilungen (Abb. 5.35 a-d) mit Hilfe von Western Blots
zeigte eine weitestgehend ahnliche Verteilung von Claudin-1 (Abb. 5.35 b), Claudin-4
(Abb. 5.35 c¢) und Claudin-7 (Abb. 5.35d). Wahrend Claudin-1 Uberwiegend in den
Fraktionen 6-13 nachzuweisen war, konnte Claudin-4 in den Fraktionen 6-15 und Claudin-7
in den Fraktionen 6-10 gefunden werden. Eine Art gemeinsames Maximum der Verteilungen

lag in den Fraktionen 6 und 7, was einem Sedimentationskoeffizienten von etwa 11-12 S
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entsprach und die Moglichkeit einer Komplexbildung dieser Claudine jeweils mit sich
selbst oder untereinander andeutete. Bei allen anderen untersuchten TJ-Transmembran-
Proteinen wie z.B. Occludin oder JAM (nicht gezeigt) wurde ein ahnliches Bild der Verteilung
der Hauptfraktionen beobachtet.

Auch in den beiden bronchialepithelialen Zellkulturen 16HBE (Abb. 5.36) und Calu-3
(nicht gezeigt) zeigte sich wie bei den oben vorgestellten Ergebnissen der CaCo-2-Zellen
eine ahnliche Verteilung der Protein-Komplexe in Abhangigkeit vom verwendeten Detergenz
(Abb. 5.36 a). Die Analyse der Western Blots der Fraktionen ergab &hnliche S-Werte bei den
Proteinen der bronchialepithelialen Zellen wie bei den CaCo-2-Zellen: Claudin-1 konnte
hauptséachlich in den Fraktionen 5-10, Claudin-4 in den Fraktionen 5-10 und Claudin-7 in den
Fraktionen 6-10 nachgewiesen werden. Der Grol3e Teil der TJ-Proteine dieser Zellen war in
den Fraktionen 8 und 9 nachweisbar, was Sedimentationskoeffizienten von etwa 12-13 S
entsprach.

Die Beobachtungen der Verteilung von unterschiedlichen KomplexgréZen in
Saccharose-Gradienten in Abhangigkeit vom verwendeten Detergenz wurden in situ an
Rinderzungen-Lysaten Uberpruft und grundséatzlich bestatigt (nicht gezeigt). Daraus lasst
sich schliel3en, dass die beobachtete TJ-Protein-Verteilung kein zellkultur-spezifisches
Phanomen darstellte, sondern auch in Geweben reproduzierbar war Daraus kann die
Hypothese abgeleitet werden, dass die Transmembranproteine der TJ homo- oder
heterotypische Komplexe in den Plasmamembranen epithelialer Zellen bilden.
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Abb. 5.35: Charakterisierung des Sedimentationsverhaltens von Tight Junction-Proteinen der
Zellkultur-Linie CaCo-2

Die mit Coomassie-Brilliant-Blau (a) gefarbte PVDF-Membran zeigt den fehlerfreien Transfer der
Proteine aus dem Gel auf die Membran. Spur 1 entspricht der Fraktion mit der geringsten Dichte und
Spur 17 der Fraktion mit der hdochsten Dichte. M = Biolabs Marker mit den Referenzproteinen. Z =
unbehandeltes Zellextrakt. Western Blot-Analysen (b-d) zeigen, dass Claudin-1 (b), Claudin-4 (c) und
Claudin-7 (d) Uberwiegend in den Fraktionen 6 und 7 nachweisbar sind, was einem
Sedimentationskoeffizienten von etwa 11-12 S entspricht. Die Pfeilspitzen geben die Spitzenfraktionen
der Referenzproteine Rinderserumalbumin (BSA; 4,6 S), Katalase (11,3 S) und Thyroglobulin (16,5 S)
an
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Abb. 5.36: Charakterisierung des Sedimentationsverhaltens von Tight Junction-Proteinen der
Zellkultur-Linie 16HBE

Die mit Coomassie-Brilliant-Blau (a) gefarbte PVDF-Membran zeigt den fehlerfreien Transfer der
Proteine aus dem Gel auf die Membran. Spur 1 entspricht der Fraktion mit der geringsten Dichte und
Spur 17 der Fraktion mit der hochsten Dichte. M = Biolabs Marker mit den Referenzproteinen. Z =
unbehandeltes Zellextrakt. Western Blot-Analysen (b-d) zeigen, dass Claudin-1 (b), Claudin-4 (c) und
Claudin-7 (d) Uberwiegend in den Fraktionen 8 und 9 nachweisbar sind, was einem
Sedimentationskoeffizienten von etwa 12-13 S entspricht. Die Pfeilspitzen geben die Spitzenfraktionen
der Referenzproteine BSA (4,6 S), Katalase (11,3 S) und Thyroglobulin (16,5 S) an
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5.3.2 Nachweis heterotypischer Claudin-Komplexe in polaren
Epithelzellen unterschiedlicher Herkunft

Um zu untersuchen, ob es sich bei den in der Dichtegradientenzentrifugation
erhaltenen Komplexen um homo- oder heterotypische Claudin-Komplexe handelte, oder ob
sogar weitere Proteine an diesen Komplexen beteiligt waren, wurden ko-
immunprazipitationsversuche (siehe 4.3.7) mit verschiedenen, gegen TJ Transmembran-
Proteine gerichteten Antikérpern durchgefiihrt.

Fur diese ko-immunpréazipitationen wurden die 100000xg Uberstande der
Ultrazentrifugationen von Gesamtzell-Lysaten (siehe 4.3.1.4) mit magnetischen Kigelchen,
an die spezifische Antikdrper gegen TJ-Proteine gebunden wurden, inkubiert. Die so an den
.Beads” immun-absorbierten Proteinkomplexe wurden anschlieend mit Hilfe von SDS-
PAGE und Western Blots charakterisiert. In den vorliegenden Experimenten wurden die
Immunprézipitationen immer mit an Magnet-Kiigelchen gebundenen Claudin-1 bzw.
Claudin-4 oder Claudin-7-Antikbrpern durchgefihrt. Bei den hier exemplarisch dargestellten
ko-immunprazipitationen handelt es sich um die mit Claudin-1 Antikérpern erhaltenen ko-
immunprazipitate.

Aus CaCo-2 Zellen (Abb. 5.37 a-d), die mit dem OBG-Lysis-Puffer behandelt waren,
konnten Claudin-1 und Claudin-7 in homo- und heterotypischen Komplexen mit Claudin-1 ko-
prazipitiert werden (Abb. 5.37 b, d). Dies gelang sowohl mit Antikdrpern gegen Claudin-1 als
auch mit Claudin-7-spezifischen Antikérpern. Claudin-4 konnte in CaCo-2-Lysaten jedoch
weder mit Claudin-1 (Abb. 5.37 ¢) noch mit Claudin-7 (nicht gezeigt) ko-prazipitiert werden.

Wie in Abb. 5.37 gezeigt, konnten in den OBG-Lysaten der beiden einschichtig
gewachsenen bronchialepithelialen Zell-Linien 16HBE (Abb.5.37 e-h) und Calu-3
(Abb. 5.37 i-m) Claudin-1 (Abb.5.37 f und j) und Claudin-7 (Abb.5.37 h und m) in
heterotypischen Komplexen miteinander ko-prazipitiert werden. Im Gegensatz zur Linie
CaCo-2, die in den physiologischen Untersuchungen zur TJ Barriere sowohl einen hohen
transepithelialen elektrischen Widerstand aufbauten als auch fiir die verschiedenen FITC-
markierten Dextran-Partikel eine deutliche Diffusions-Barriere darstellten, konnte auch
Claudin-4 mit Claudin-1 (Abb. 5.37 g) und Claudin-7 (nicht gezeigt) in der einschichtigen
bronchialepithelialen Zell-Linie 16HBE ko-prazipitiert werden. In den bronchialepithelialen
Kontrollzellen der Linie Calu-3, die &ahnlich wie CaCo-2-Zellen hohe TEER-MeRwerte
erreichten und auch eine wesentlich bessere Barriere aufbauten als die bronchialepithelialen
Zellen der 16HBE-Zell-Linie, aber dennoch sowohl fur die fluoreszenz-markierten Dextran-
Partikel als auch fir LaCls durchldssig waren, lie@ sich Claudin-4 mit Claudin-1 und
Claudin-7 ko-prazipitieren. Weitere untersuchte TJ-Transmembran-Proteine wie Occludin,
Claudin-2, -3 und JAM-1 waren in den ko-immunprazipitaten der epithelialen Zell-Linien nicht

nachweisbar (nicht gezeigt).

112



Ergebnisse

M IP PreAK Z M IP Pre AK Z IP Pre AK Z IP Pre AK Z

66 kDa= . o
F
T i e CaCo-2
—_4.‘ o
26 kDa=- — =

M _IP Pre AK

66 kDa=§

16HBE
26 kba= ~
—| .
IP Pre AK Z IP Pre AK Z IP Pre AK Z
66 kDa _
CalLu-3
26 kDa _
Coomassie- Claudin-1 Claudin-4 Claudin-7
Brilliant-Blau

Abb. 5.37: Nachweis heterotypischer Claudin-Komplexe in Zellen der epithelialen Linien
CaCo-2, 16HBE und CalLu-3

a, e, i: Mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbte Kontrollen der Ubertragung der Proteine vom Gel auf die
PVDF-Membran. Biolabs Marker (M); ko-immunprézipitate (IP); Magnet-Kiigelchen die mit den Zell-
Lysaten ohne Antikorper inkubiert worden waren (Pre); Magnet-Kiigelchen mit Antikdrpern (AK);
Gesamtzell-Lysat (Z). Polypeptide der Linien CaCo-2 (a-d), 16HBE (e-h) und CaLu-3 (i-m) wurden mit
TJ-Antikdrpern (Claudin-1) ko-préazipitiert. Bei den CaCo-2-Zell-Lysaten konnte Claudin-1 mit
Claudin-7, bei den 16HBE- und Calu-3-Zell-Lysaten konnte Claudin-1 mit Claudin-7 und zuséatzlich
mit Claudin-4 ko-prazipitiert werden.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass in polaren Epithelzell-Linien, die
eine signifikante Barriere - gemessen an hohen TEER-MeRwerten, einer Undurchlassigkeit
fur LaCl; und FITC-markierte Dextran-Partikel - bilden, wahrscheinlich eine Interaktion von
Claudin-1 und Claudin-7 an der Bildung der TJ-Barriere beteiligt sein kann. Eine zuséatzliche
Interaktion von Claudin-4 hingegen ist grundsatzlich offenbar méglich, kann aber hinsichtlich

seiner funktionellen Bedeutung noch nicht abschlie3end bewertet werden.
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5.4 Charakterisierung verschiedener Tight Junction-Proteine in

menschlichem Bronchialepithel in situ

In der histologischen Literatur wird das Bronchialepithel als ein einschichtiges Epithel
mit ,pseudostratifizierten” Eigenschaften behandelt (Abb. 5.38).
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Abb. 5.38: Darstellung der typischen bronchialepithelialen Zelltypen in situ

Die elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme des Bronchialepithels zeigt, dass dieses Epithel
aus verschiedenen Zelltypen, die alle an der Basalmembran inserieren, aber nicht alle das Lumen
erreichen, besteht. Zu den Zelltypen, die das Lumen nicht erreichen, gehéren die Basalzellen (Bs) und
die einzelnen, im Bronchialepithel verstreut liegenden neuroendokrinen Zellen (in dieser Abbildung
nicht zu sehen). Die Basalzellen fallen durch ein dunkles und organellen-armes Cytoplasma auf. Zu
den Zelltypen, die das Lumen erreichen, gehdren die Mucus bildenden und sezernierenden
Becherzellen (Be) und die Cilien-tragenden Zellen (ZZ). Alle lumenstandigen Zellen sind lang
gestreckte Zylinderepithelzellen, deren schlanke Fortsatze sich zwischen den Basalzellen bis zur
Basalmembran fortsetzen. Strichmarke: 10 um
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Die verschiedenen Zelltypen dieses Epithels sitzen der Basallamina auf, wobei nicht
alle Zellen das Lumen erreichen. Neben den Basalzellen (Abb. 5.38; Bs), die das Lumen
nicht erreichen, gibt es noch die neuroendokrinen Zellen (in dieser Abbildung nicht zu sehen)
und die Mucus bildenden und sezernierenden Becherzellen (Abb. 5.38; Be) sowie die Cilien-
tragenden Zellen (Weiss 1977; McDowell et al. 1978; Gould 1988; Inayama et al. 1988). Die
basal gelegenen Zellen gelten als undifferenzierte Reserve- oder Stammzellen und fallen
durch ein dunkles und organellen-armes Cytoplasma auf. Alle lumensténdigen Zellen sind
lang gestreckte Zylinderepithelzellen, deren schlanke, basalen Fortsatze sich zwischen den
Basalzellen bis zur Basalmembran fortsetzen. Die adluminalen Zellen lassen sich relativ
leicht unterscheiden, in solche, die einen dichten apikalen Cilien-Besatz tragen (Abb. 5.38;
ZZ), und solche, die Schleim-Vesikel enthalten (Abb. 5.38; Be) (Rhodin 1966; McDowell et
al. 1978; McDowell 1980).

5.4.1 Immunlokalisierung von Tight Junction-Proteinen in menschlichem
Bronchialepithel in situ

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Kryostatschnitten des menschlichen
Bronchialepithels zeigten eine fir polare Epithelien typische Verteilung der TJ-Proteine
(Bacher et al. 1992; Coyne et al. 2003). Occludin und Claudin-4 reagierten mehr oder
weniger ausschlie3lich im apikolateralen Bereich der Zellen d.h. direkt unterhalb der
Cilienbasen, ebenso wie Protein ZO-1 und Cingulin, wohingegen erstaunlicher Weise
Antikdrper gegen Claudin-1 und Claudin-7 grofdte Teile der lateralen Zellgrenzen anféarbten
(Abb. 5.39). Bei der intensiv roten Farbung der Zellen nach Inkubation mit Antikbrpern gegen
Claudin-4 handelte es sich z.B. um eine Hintergrundfarbung, wobei wahrscheinlich Zweit-

Antikorper z.T. am schleimigen Inhalt der Becherzellen haften blieben.
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Occludin Cllaudi_n-l

Claudin-4 Claudin-7

Cingulin

Abb. 5.39: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen in
menschlichem Bronchialepithel in situ

Die Immunfluoreszenzen mit Antikérpern gegen die Claudine -1, -4 und -7, sowie die Fluoreszenzen
mit Occludin, Cingulin und Protein ZO-1 ergeben eine fur TJ in polaren Epithelien typische Farbung.
Occludin, Claudin-4, Protein ZO-1 und Cingulin erscheinen als fein gezeichnete Linien in den
apikolateralen Membranen unterhalb des Cilien- bzw. Mikrovilli-Besatzes. Claudin-1 und Claudin-7
zeigen, wie in den mehrschichtigen Epithelien eine Farbung der gesamten Zellgrenzen von basal bis
apikal, wobei die Claudin-1 Farbung nach apikal abnahm. Zellkerne (blau). Im Bindegewebe unterhalb
der Basalmembran (gestrichelte Linie) sah man manchmal eine Hintergrundfarbung durch die
Akkumulation von Antikdrpern im fetthaltigen Gewebe. Strichmarke: 20 pm
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5.4.2 Ultrastrukturelle Untersuchung von Tight Junctions in

menschlichem Bronchialepithel in situ

Da die Lokalisierung der TJ-Proteine mit indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie an
Kryostatschnitten einen ersten Hinweis darauf gegeben hatte, dass in der apikolateralen
Zellmembran TJ-Strukturen zu finden sein konnten, wurden die TJ dieser Zellen mit

elektronenmikroskopischen Methoden in vivo untersucht.

5.4.2.1 Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Ultradiinnschnitten

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Ultradinnschnitten des menschlichen
Bronchialepithels (Abb. 5.40) lieRBen sich neben Desmosomen (Abb. 5.40; D) und Adharenz-
Verbindungen (Abb. 5.40; AJ, Klammer) auch TJ-artige Strukturen (Abb. 5.40; Klammer) am
apikalen Ende der lateralen Membran der Zellen direkt unterhalb der Zentriolen-Cilienansatz-
Ebene (Abb. 5.40; C) erkennen.

B e
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Abb.5.40: Ultrastrukturelle Untersuchung der Tight Junctions in menschlichem
Bronchialepithel in situ

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Plasmamembran der bronchialepithelialen Zellen, hier
zwischen zwei Cilien-tragenden adluminalen Zellen, zeigen Desmosomen (D), Adhaerens Junctions
(AJ) und in der apikolateralen Region der Plasmamembran TJ-artige Strukturen (TJ). Auf der apikalen
Membran der bronchialepithelialen Zellen ist ein dichter Mikrovilli- (Mv) bzw. Cilien (C)-Besatz
erkennbar. Strichmarke: 0,5 nm
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Zur  Gefrierbruch-Darstellung der  Zell-Zell Verbindungsstrukturen normalen
Bronchialepithels soll, da kein frisches menschliches Gewebe zur Verfiigung stand, hier auf
ein Bild aus der Literatur (Godfrey 1997) zurtickgegriffen werden (Abb. 5.41).

st

Abb. 5.41: Elektronenmikroskopische Gefrierbruch-Darstellung des Netzwerkes von relief-
strang-artigen Tight Junction-Strukturen in der apikolateralen Membran des menschlichen
Bronchialepithels in situ

Die z.T. ausgedehnten TJ-Strukturen dieser Zellen (Klammer am linken Rand) bilden in der
apikolateralen Plasmamembran der bronchialepithelialen Becherzellen (Be) und Cilien-tragenden
Zellen (ZZ) eine geschlossene Zonula occludens. Die TJ-Strukturen der beiden unterschiedlichen
Zelltypen zeigen geringe Variationen in Anzahl und Komplexizitat der strangartigen Strukturen. Neben
den Cilien sind auch z.T. quergebrochene (gMv) und nicht gebrochene Mikrovilli (Mv) auf der apikalen
Membran des Bronchialepithels zu sehen. Vergrol3erung: 327.000:1, (aus: Godfrey et al., 1997)

Die strangartigen TJ-Strukturen direkt unterhalb der z.T. quergebrochenen Mikrovilli
(gMv) und Cilien (Z) auf der apikalen Membran sind deutlich zu erkennen. Bei diesen
Strukturen handelt es sich um TJ-Strukturen zwischen einer Cilien-tragenden Zelle (ZZ) und
einer anscheinend noch nicht voll differenzierten Becherzelle (Be) des menschlichen
Bronchus. Der am linken Bildrand mit einer Klammer markierte Bereich der strangartigen TJ-
Strukturen beinhaltet bis zu 12 Strange mit vielen Strangvernetzungen. In der rechten Ecke

der linken Zelle ist anscheinend eine trizellulare Region zu erkennen, die durch drei
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aneinandergrenzende Zellen gebildet wird.

5.4.3 Charakterisierung der verschiedenen Zelltyp-Differenzierungs-
»Marker® in menschlichem Bronchialepithel in situ

Um zu untersuchen, ob eine Veranderung der TJ-Strukturen wahrend der
Transformation des Bronchialepithels in eine Platten-Metaplasie (PEM) zu beobachten ist,
war es zunachst erforderlich, weitere Proteine zu charakterisieren, mit derer Hilfe man den
jeweiligen Differenzierungszustand der Zellen feststellen kdnnte. Zu diesen Proteinen
kénnen verschiedene Differenzierungs-Marker gezéhlt werden, welche bereits in der
pathologischen Diagnostik Anwendung finden. Neben den Cytokeratinen (CK) gehdren dazu

auch die desmosomalen Cadherine, hier vor allem die Desmogleine Dsg1-3.

5.4.3.1 Immunlokalisierung der Cytokeratine im Bronchialepithel

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Kryostatschnitten nach Inkubation
mit verschiedenen Cytokeratin-Antikdrpern wiesen die typische Lokalisierung der
Cytokeratine in menschlichem Bronchialepithel nach. Das Muster der jeweiligen Cytokeratin-
Bildung in menschlichem Bronchialepithel in situ verdeutlichte, dass dieses Gewebe gewisse
Gemeinsamkeiten sowohl mit einschichtigen als auch mit mehrschichtigen Epithelien hat. So
wiesen die adluminalen, hochprismatischen Zellen ein Cytoskelett-Proteinmuster auf, das
dem der einschichtigen Epithelien entsprach: Sie bilden Filamente, die CK 8 und CK 18
(Abb. 5.42) enthalten, d.h. die fur einschichtige Epithelien typischen Cytokeratine, sie
enthalten aber auch die Cytokeratine CK 7 und CK 19 (nicht gezeigt). Die in den Basalzellen
bestimmter mehrschichtiger Epithelien synthetisierten CK 5 und CK 14 (Abb. 5.42) sind auch
in den Basalzellen des Bronchialepithels nachweisbar (Nelson und Sun 1983; Sun et al.
1983; Bosch et al. 1988; Lersch und Fuchs 1988; Purkis et al. 1990). Weiterhin fanden sich
in den Basalzellen die Cytokeratine CK 6 (nicht gezeigt), CK 15 und CK 17 (Czernobilsky et
al. 1984). Einige basale Zellen zeigten auch eine Filamentfarbung mit CK 20 (Abb. 5.42). Bei
diesen Zellen handelte es sich wahrscheinlich um die neuroendokrinen Zellen, die nur
vereinzelt in normalem menschlichem Bronchialepithel vorkommen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das menschliche Bronchialepithel die
typischen Vertreter der Intermediarfilament-Polypeptide einschichtiger Epithelien: (CK 7,
CK 8, CK 18 und CK 19) enthalt. Zudem werden in bestimmten Zellen CK 5, CK 6, CK 14,
CK 15 und CK 17 synthetisiert, die als charakteristische Cytoskelett-Bestandteile komplexer
Epithelien gelten und in unterschiedlichem AusmafR in mehrschichtigen Epithelien
synthetisiert werden. Die gezeigten Ergebnisse entsprechen der bisher publizierten

Verteilung der Cytokeratine in menschlichem Bronchialepithel (Moll et al. 1982; Moll et al.

119



Ergebnisse

1989; Troyanovsky et al. 1989; Moll 1990).

Besonders CK 4 und CK 13 gelten dabei als ,Marker* mehrschichtiger, nicht-verhornter
Epithelien, wobei ihr immunhistochemischer Nachweis meist auf die ersten suprabasalen
Zellschichten beschrankt ist (Franke 1986; Leube et al. 1988; Bosch et al. 1989; Kuruc et al.
1989; Leube und Rustad 1991). Im Bronchialepithel reagieren Antikérper gegen CK 4 und
CK 13 dabei meist in vereinzelten Zellen oder Zellgruppen (Broers et al. 1988; Broers et al.
1989; Leube und Rustad 1991).
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CK 8/18

Abb. 5.42: Immunfluoreszenzmikroskopische  Lokalisierung von  Cytokeratinen in
menschlichem Bronchialepithel in situ

Die Aufnahmen zeigen, dass die Verteilung bzw. Expression der Cytokeratine des Bronchialepithels
gewisse Gemeinsamkeiten sowohl mit einschichtigen als auch mit mehrschichtigen Epithelien
aufweist. Die adluminalen, hochprismatischen Zellen weisen einen Phanotyp auf, der dem der
einschichtigen Epithelien entspricht, da sie z.B. die fiir einschichtige Epithelien typischen CK8/18
synthetisieren. In den flachen Basalzellen fanden sich hingegen hauptsachlich die fur die basalen
Zellschichten einiger mehrschichtiger Epithelien typischen Cytokeratine CK5, CK14, CK15 und CK17.
Antikérper gegen CK20 stellten nur vereinzelte Zellen im menschlichen Bronchialepithel dar, was der
typischen Verteilung von neuroendokrinen Zellen in diesem Gewebe entspricht. Die Grenzen zum
Bindegewebe sind durch eine weil3e gestrichelte Linie dargestellt. Zellkerne (blau).
Strichmarke: 20 pm
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5.4.3.2 Verteilung desmosomaler Proteine im menschlichen Bronchialepithel

Desmosomen-bildende Proteine sind als weitere ,Marker* zur Unterscheidung
verschiedener epithelialer Differenzierungsstadien in Plattenepithelien bekannt (Franke et al.
1981; Franke et al. 1982; Garrod 1990; Kapprell 1990; Schwarz et al. 1990; Schafer 1997;
Bazzi et al. 2006). Desmosomen vermitteln dabei den Kontakt zwischen Epithelzellen und
dienen als Verankerungsstrukturen fur die Intermediarfilamente vom Cytokeratin-Typ (Franke
et al. 1981; Franke et al. 1982; Geiger et al. 1983). Um die unterschiedliche Differenzierung
zwischen gesundem Bronchialepithel und PEM anhand der desmosomalen Proteine
untersuchen  zu konnen,  wurden  zunachst  immunfluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt (Abb. 5.43).

Desmoplakin .

Abb. 5.43: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung desmosomaler Proteine in
menschlichem Bronchialepithel in situ

Die fur suprabasale Zellschichten mehrschichtiger Epithelien typischen desmosomalen Cadherine
Dsg 1 und Dsg 3 sind im Bronchialepithel negativ. Dsg 2 und Desmoplakin dagegen sind hier stets in
den desmosomalen Strukturen aller Zellen des Bronchialepithels enthalten. Die Grenzen zum
Bindegewebe sind durch gestrichelte weilRe Linien dargestellt. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 um

Im komplexen Epithel des menschlichen Bronchus zeigte sich Desmoplakin (Abb. 5.43)
in den Desmosomen aller Zellen. Auch das fir die basalen Zellschichten mehrschichtiger
Epithelien und polarer Epithelien beschriebene desmosomale Cadherin Desmoglein Dsg 2
wurde an den Desmosomen aller Zellen nachgewiesen. Antikérper gegen die beiden
Desmogleine Dsg 1 und Dsg 3 dagegen die typisch fur die suprabasalen Zellschichten

mehrschichtiger Epithelien sind, lieferten im menschlichen Bronchialepithel kein Signal.

122



Ergebnisse

5.5 Verteilung verschiedener Cytoskelett- und Zell-Zell-
Verbindungsproteine in Plattenepithelmetaplasien der

menschlichen Lunge in situ

Es ist bekannt, dass das menschliche Bronchialepithel auf den standigen Einfluss von
schadlichen Noxen wie z.B. Zigarettenrauch oder Staubpartikel, mit der Bildung einer
Plattenepithelmetaplasie (PEM) reagieren kann. Diese PEM ist normalerweise reversibel,
kann aber auch die Grundlage fir die Bildung eines Plattenepithelkarzinoms z.B. in der
Lunge sein, d.h. zum weltweit am haufigsten vorkommenden Tumor des Mannes filhren
(Beresford 1981; Lugo und Putong 1984; Slack 1986). Die PEM wird in den Lehrbichern als
eine Transformation eines bestimmten Gewebetyps in einen anderen differenzierten
definiert. Nahezu alle komplexen Epithelien, d.h. Epithelien, die basale Zellen und
hochprismatische, adluminale Zellen enthalten, sind in der Lage, PEM zu bilden.
Hauptsachlich wurden PEM in den Oberflachenepithelien des Iuftleitenden Systems
(Auerbach et al. 1957; Auerbach et al. 1961; Niimi et al. 1987; Yamamoto et al. 1987; Leube
und Rustad 1991) und im Cervixepithel (Moll et al. 1983; Czernobilsky et al. 1984; Huszar et
al. 1986; de Boer et al. 1999) beschrieben.

5.5.1 Reaktionen von Differenzierungs-Markern in der

Plattenepithelmetaplasie der Lunge

5.5.1.1 Immunlokalisierung der Cytokeratine in Plattenepithelmetaplasien

Aus der Literatur war bekannt, dass bei der Bildung der PEM zum Teil starke
Veranderungen im Cytokeratin-Muster stattfinden. So sind CK 7 und CK 20 oft in PEM
Uberhaupt nicht mehr nachweisbar (siehe auch Moll 1990). In dieser Arbeit sollte zunachst
das CK-Muster im Vergleich zum gesunden Bronchialepithel untersucht werden. Dazu
wurden Gewebeschnitte mit Antikdrpern gegen CK 8/18, CK 4, CK5, CK 13, CK 14,
CK 15, CK 17 und CK 19 durchgefiihrt. Wie in Abb. 5.44 zu sehen ist, konnten CK 8, 18 und
19 in fast allen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 5.44).

Die basalzell-typischen Cytokeratine CK 5, CK 14, CK 15 verhielten sich in den PEM
recht unterschiedlich in Vergleich zum normalen Bronchialepithel. So waren CK 5 (Abb. 5.44)
und CK 14 (nicht gezeigt) hauptsachlich in der Basalzellschicht und gelegentlich auch in
einzelnen suprabasal gelegenen Zellen nachweisbar. lhre Synthese schien damit in der PEM
nicht wesentlich beeinflusst zu sein. Die Bildung von CK 6 und CK 16 (nicht gezeigt) sowie

von CK 15 und CK 17 (Abb. 5.44) dagegen war im Vergleich zum gesunden Bronchialepithel

123



Ergebnisse

durchweg erhoht (Obara et al. 1988; Leube und Rustad 1991). Auch die stratifizierungs-
assoziierten CK 4 (nicht gezeigt) und CK 13 (Abb. 5.44) waren in verstarktem Mal3e und
zwar in vielen Zellen der PEM zu finden (Moll et al. 1982; Moll et al. 1983; Moll 1985; Huszar
et al. 1986; Moll 1986; Moll et al. 1986; van Muijen et al. 1986; Leube und Rustad 1991).
Dies steht im Gegensatz zum begrenzten Vorkommen dieser stratifizierungs-assoziierten
Cytokeratine in Zellen des gesunden Bronchialepithels und spricht fir eine erhéhte
Differenzierungsleistung innerhalb der Zellen der PEM. Die fir verhornende mehrschichtige
Epithelien typischen Cytokeratine CK 1, CK 10 und CK 11 jedoch waren - wie schon im
gesunden Bronchialepithel - auch in PEM Strukturen nicht nachweisbar.

Zusammenfassend kann man sagen, dass keine PEM-Zelle in ihrer Cytoskelett-
Zusammensetzung den Zellen des normalen Bronchialepithels entspricht. Dies verdeutlicht,
dass umfangreiche Veranderungen der Gewebedifferenzierung wahrend der Bildung der
PEM stattfinden.
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Abb.5.44: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung einiger Cytokeratine in
menschlichen Plattenepithelmetaplasien der Lunge in situ

Die Aufnahmen der verschiedenen Cytokeratine zeigen, dass in der PEM ihre Verteilung im Vergleich
zum gesunden Bronchialepithel verandert ist. Typische Cytokeratine von einschichtigen Epithelien wie
CK 8, CK18 und CK19 sind in fast allen Zellen der PEM nachweisbar, wenn auch oft in
unterschiedlicher Intensitat. Die Verteilung der basalzell-typischen CK ist in der PEM unterschiedlich
verandert. CK 5 ist weiterhin hauptsachlich in den basalen Zellen nachweisbar und nur vereinzelt in
den dartber liegenden Zellen. Dagegen ist CK 15 im Vergleich zum gesunden Bronchialepithel in den
basalen Zellen und in den ersten suprabasalen Zellen nachweisbar. Das stratifizierungs-typische
CK 13 ist zusatzlich in vielen suprabasalen Zellen nachweisbar. Die Grenzen zum Bindegewebe sind
durch gestrichelte, weil3e Linien gekennzeichnet. Zellkerne (blau) gefarbt. Strichmarke: 20 um
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5.5.1.2 Desmosomale Proteine in menschlichen Plattenepithelmetaplasien in situ

Die desmosomalen Proteine eignen sich neben den Cytokeratinen ebenfalls als
Differenzierungs-Marker (Franke et al. 1983; Schwechheimer et al. 1984; Moll et al. 1986;
Parrish et al. 1986; Moll et al. 1997; Mertens et al. 1999; Papagerakis et al. 2003; Furukawa
et al. 2005; Schwarz et al. 2006). Um die Differenzierung in der PEM mit der von gesunden
Plattenepithelien vergleichen zu kénnen, wurden deshalb auch die desmosomalen Proteine
im Respirationstrakt der PEM untersucht (Abb. 5.45).

Desmoplakin

Abb. 5.45: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung desmosomaler Proteine in
menschlichen Plattenepithelmetaplasien der Lunge in situ

Das stratifizierungs-typische desmosomale Cadherin Dsg 3 zeigt in den Aufnahmen eine Farbung der
Zellgrenzen sehr vieler Zellen der PEM, besonders im suprabasalen Bereich. Dsg 1 hingegen ist in
der PEM negativ. Dsg 2, das typische desmosomale Cadherin der basalen Zellen, und Desmoplakin
sind in allen Zellgrenzen positiv. Die Grenzen zum Bindegewebe sind durch gestrichelte, weil3e Linien
gekennzeichnet. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 um
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Neben den cytoplasmatischen Plague-Proteinen Desmoplakin (Abb. 5.45), Plakoglobin
und Plakophilin PKP2 (hier nicht gezeigt) und dem basalzelltypischen Desmoglein Dsg 2
(Abb. 5.45; Dsg 2) fand sich in der PEM auch das Desmoglein Dsg 3 (Abb. 5.45; Dsg 3) in
den Desmosomen der Zellen der PEM besonders in suprabasalen Bereichen. Das nur in
suprabasalen Schichten mehrschichtiger Epithelien vorkommende Desmoglein Dsg 1
(Abb. 5.45; Dsg 1) dagegen konnte in der PEM nicht nachgewiesen werden.

Verglichen mit den Beobachtungen in gesundem Bronchialepithel, zeigen diese
Ergebnisse, dass in einer PEM nicht nur eine Vermehrung der Zellschichten des vorher
einschichtigen Bronchialepithels stattfindet, sondern dass die Zellen anscheinend auch
Differenzierungs-Schritte durchmachten, die u.a. dazu fihren, dass sich Desmoglein Dsg 3 -

in bestimmten suprabasalen Schichten nachweisen lassen.

5.5.2 Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen in

Plattenepithelmetaplasien der Lunge in situ

Ob die drastische histologische Verdnderung wahrend der PEM-Bildung (Stratifizierung
und Differenzierung des Epithels) einen Einfluss auf die Anordnung von TJ-Strukturen und
das Muster der TJ-Proteine hatte, sollte ebenfalls mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikoskopie
untersucht werden. Fur diese Untersuchungen der TJ-Protein-Komposition wurden dieselben
PEM-Préaparate verwendet, wie fur die Untersuchungen der Cytokeratine und desmosomalen
Proteine.

Claudin-1 war dabei praktisch in allen Zellschichten nachweisbar, Claudin-7 meist in
den oberen Schichten der PEM der Lunge in situ (Abb. 5.46). Dagegen konnten Reaktionen
von Occludin und Claudin-4 ausschlief3lich in der obersten Zellschicht erkannt werden und
zwar exakt an den apikolateralen Zell-Zell-Verbindungen. Dasselbe war auch fir das Protein
Z0-1 festzustellen (Abb. 5.46). Occludin und Cingulin reagierten vereinzelt an Membranen
an Grenzen anderer Zellschichten (Abb. 5.46), jedoch konnte die Signifikanz solcher

gelegentlicher Reaktionen nicht gesichert werden.
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Occludin Claudin-1

Claudin-7

Cingulin

Abb. 5.46: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen in
Plattenepithelmetaplasien des menschlichen Bronchialtrakts in situ

Occludin lasst sich in apikolateralen der obersten, manchmal der zwei obersten Membranen der
Zellschichten darstellen, Protein ZO-1 und Claudin-4 zeigen ausschlie3lich eine Markierung in den
apikolateralen Grenzen der obersten Zellschicht. Cingulin reagiert ebenfalls in dieser Weise. Claudin-1
zeigt in der PEM eine Farbung der gesamten Plasmamembranen fast aller Zellen von basal bis apikal,
Claudin-7 hingegen farbt 2-3 der obersten Zellschichten, jedoch nicht die basalen Zellen. Im
Bindegewebe unterhalb der Basallamina (gestrichelte weil3e Linie) findet sich eine Hintergrundfarbung
durch die Akkumulation von Antikdrpern im fetthaltigen Gewebe. Strichmarke: 20 pm
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5.6 Untersuchung des 16HBE AIC-Zellkulturmodells der

Plattenepithelmetaplasie des Bronchialtrakts

Als Zellkulturmodell fir die PEM der Lunge wird in der Literatur von einigen Autoren die
unter 5.2.2 bereits charakterisierte bronchialepitheliale Zell-Linie 16HBE angesehen (vgl.
Ehrhardt et al. 2002 und darin zitierte Literatur), da die 16HBE-Zellen unter bestimmten
Zellkultur-Bedingungen mehrschichtig wachsen koénnen. Aus diesem Grund sind solche
mehrschichtig erscheinenden 16HBE-Zellkulturen auf die verschiedenen Differenzierungs-

Marker und TJ-Proteine hin vergleichend untersucht werden.

5.6.1 Charakterisierung der Differenzierungs-Marker im 16HBE AIC-
Zellkulturmodell

Bei dem 16HBE Zellkulturmodell fiir die Plattenepithelmetaplasie (PEM) handelt es
sich um 16HBE-Zellen, die mit Hilfe der ,Air Liquid Interface* (AIC) Technik gehalten und so
zu mehrschichtig erscheinenden Kulturen verandert. Das bedeutet, dass diese Zellen dabei
von der basalen Seite her mit Kulturmedium versorgt und auf der apikalen Seite keinem

Flussig-Medium, sondern allein der Luft ausgesetzt waren.

5.6.1.1 Immunlokalisierung der Cytokeratine in mehrschichtig gewachsenen 16HBE-

Zellkulturen

Um festzustellen, ob das 16HBE AIC-Zellkulturmodell als ein befriedigendes Modell flr
die PEM dienen kann, wurden zunéachst Anderungen der Cytoskelett-Differenzierung in den
mehrschichtig gewachsenen Zellkulturen an Paraffin- und Kryostatschnitten untersucht. Da
die Ergebnisse der Immunlokalisierungen der untersuchten Proteine keine signifikanten
Unterschiede zwischen Kryostat- und Paraffinschnitten zeigten, wurden hier ausschlief3lich
die Ergebnisse der Paraffinschnitte dargestellt, da bei diesen mit einer wesentlich besseren
Strukturerhaltung zu rechnen war.

Eine drastische Reduktion einfacher Cytokeratine wie CK 7 (nicht gezeigt) und CK 20
(Abb. 5.47) war auch in der Zellkultur nachweisbar. Auch Cytokeratin CK 19 (Abb. 5.47), das
in der PEM in situ nicht signifikant reduziert war sowie die Cytokeratine CK 8 und CK 18
(Abb. 5.47) lieRen sich in dem Zellkulturmodell in Zellen aller Schichten nachweisen. Im
Vergleich zum gesunden Bronchialepithel und zur PEM war die Bildung der
basalzelltypischen Cytokeratine CK 5, CK 14 und CK 15 jedoch stark verandert: Wahrend
die Cytokeratine CK 5 (Abb. 5.47) und CK 14 (nicht gezeigt) hier keineswegs nur auf die
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Basalzellen beschrankt waren, waren die Cytokeratine CK 6 und CK 16 (nicht gezeigt) bzw.
CK 15 und CK 17 (Abb. 5.47), deren Expression in der PEM in situ noch signifikant erhdht
war, im Zellkulturmodell GUberhaupt nicht mehr nachweisbar. Stratifizierungs-assoziierte
Cytokeratine wie CK 4 und CK 13 oder gar die Cytokeratine CK 1, CK 10 und CK 11 waren
im 16HBE-Zellkulturmodell ebenfalls nicht nachweisbar (Ergebnisse nicht gezeigt).

Daher muss man allein schon aus diesem Ergebnis folgern, dass die im AIC-Modell
gewachsenen Kulturen der 16HBE-Linie zwar im Querschnitt mehrschichtig erscheinen,
diese Struktur aber in der Zelldifferenzierung der Schichten keine gesicherte vertikale
Differenzierung der Zellstrukturen wie in der Synthese der entsprechenden ,Marker*-
Moleklle erkennen lasst. Sie stellt also im Zell- und Molekularbiologischen Sinn kein
Zellkultur-Modell der PEM dar.

Die Zell-Linie CalLu-3 (Abb.5.48) die aus einem bronchialen Adenokarzinom
gewonnen worden war, sollte zusatzlich als Kontrolle fiir Zellen bronchialepithelialer Herkunft
auch im AlC-Zellkulturmodell gepruift werden. Aus diesem Grund wurden sie den gleichen
Versuchsbedingungen unterworfen, wie die 16HBE-Zellen.

Dabei wuchsen die Zellen unter AIC-Bedingungen als einschichtige Kultur, wobei
lediglich einige wenige lokale Ansatze von Mehrschichtigkeit (,Mounds®) gebildet wurden.
Neben den fir diese Zellen ohnehin typischen Cytokeratine CK 8, CK 18, CK 19 und CK 20
konnten auch die basalzell-typischen Cytokeratine CK 5, CK 15 und CK 17 (Abb. 5.48) in
den meisten Zellen nachgewiesen werden; manche kommen wohl in allen vor. Die
stratifizierungs-assoziierten Cytokeratine CK 4, CK 13 bzw. CK 1, CK 10 und CK 11 (nicht
gezeigt) waren in den CalLu-3 Zellen auch unter diesen AlC-Bedingungen dagegen nicht zu

beobachten.
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Abb.5.47: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von  Cytokeratinen im
mehrschichtigen 16HBE-Zellkulturmodell

Die Reaktionen der verschiedenen Cytokeratine zeigen, dass das 16HBE-Zellkultur-Modell kein Abbild
der PEM bzw. normaler mehrschichtiger Epithelien ist. Alle Zellen dieses Kulturmodells zeigen ein fir
einschichtige Epithelien charakteristisches Cytokeratin-Muster. Fir einschichtige Epithelien typische
CK 8/18 und CK 19 finden sich in allen Zellen. Durch die bronchialepitheliale Herkunft der 16HBE-
Zellen ist das Vorkommen des hauptsachlich in den basalen Zellschichten der mehrschichtigen
Epithelien vorkommenden Cytokeratins CK 5 zu erklaren, das aber hier ebenfalls in allen Schichten zu
finden ist, oft sogar besonders stark in der obersten. Die Cytokeratine CK 15, CK 17 und CK 20 sind
im Zellkulturmodell negativ bzw. wiesen gelegentlich einzelne Zellen mit charakteristischer Reaktion
auf. Das Cytokeratin-Muster zeigt, dass es sich bei dem 16HBE AIC-kultivierten Zellkulturmodell zwar
um ein mehrschichtig erscheinendes Zellkulturmodell handelt, dass aber eine entsprechende
Differenzierungsleistung der einzelnen Zellen ausbleibt. Die Abgrenzung zum Polyesterfilter ist durch
eine gestrichelte, weile Linie gekennzeichnet. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 ym
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Abb. 5.48: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Cytokeratinen in Calu-3-
Zellen, die in AIC-Kulturen gehalten waren

Zellen aller Schichten kénnen hier sowohl die fir die einschichtige Epithelien typischen Cytokeratine
CK 8/18, CK19 und CK 20 als auch die typischen Cytokeratine CK5, CK15 und CK 17 der
Basalzellen mehrschichtiger Epithelien produzieren. Die Abgrenzung zum Polyesterfilter ist durch eine
gestrichelte, weilde Linie gekennzeichnet. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 ym

5.6.1.2 Anordnung desmosomaler Proteine in Kulturmodellen bronchialepithelialer

Zellen

Nachdem das Fehlen der stratifizierungs-assoziierten Cytokeratine CK 4 und CK 13 im
mehrschichtigen 16HBE Zellkulturmodell bereits darauf hindeutete, dass es sich bei diesem
Zellkulturmodell zwar um eine Aufeinanderschichtung von Zellen handelt, dabei aber die
apikal liegenden Zellen kein anderes Differenzierungsmuster aufweisen, als die der
Basalzellschicht, sollten zur weiteren Prifung dieser im Gegensatz zur Literatur stehenden
Aussage die desmosomalen Proteine als Differenzierungsmarker hinzugezogen werden.

Im  mehrschichtigen 16HBE  AIC-Zellkulturmodell lieR sich neben dem
cytoplasmatischen Plaque-Protein der desmosomalen Strukturen, Desmoplakin, nur das flr
die basalen Zellschichten typische Desmoglein 2 (Abb. 5.49) nachweisen, und zwar in allen
Schichten. Die stratifizierungs- und differenzierungs-assoziierten Desmogleine Dsg 3 und
Dsg1 wurden in den mehrschichtig gewachsenen 16HBE-Zellen Uberhaupt nicht
synthetisiert (Abb. 5.49). Diese Ergebnisse unterstlitzen somit die Befunde der Cytokeratin-
Synthese und wiesen erneut darauf hin, dass bei dem mehrschichtigen 16HBE
Zellkulturmodell zwar eine gleichmafige Aufschichtung der Zellen stattfand, eine terminale

Differenzierung jedoch ausblieb.
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Desmoplakin

Abb. 5.49: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung desmosomaler Proteine im 16HBE
AIC-Zellkulturmodell

Dsg 1 und Dsg 3 sind im mehrschichtigen bronchialepithelialen 16HBE-Zellkulturmodell negativ. Dsg 2
und Desmoplakin lassen sich an den Zellgrenzen aller Schichten des Zellkulturmodells nachweisen.
Zellkerne (blau). Die Abgrenzung zum Polyesterfilter ist durch eine gestrichelte, weille Linie
gekennzeichnet. Strichmarke: 20 ym

Die zur Kontrolle verwendeten CalLu-3-Zellen wuchsen selbst in AIC-Kulturen nur
einschichtig, wobei bei anwachsender Zellzahl diverse Zellen nach oben geschoben wurden
ohne abzusterben. Die so entstandenen ,Mounds® zeigten auRerdem, wie das 16HBE-
Zellkulturmodell - keine Differenzierungsleistung. Auch in den Calu-3-Zellkulturen lieR sich
neben dem desmosomalen Plaque-Protein Desmoplakin (Abb. 5.50) nur das desmosomale
Cadherin Desmoglein Dsg 2 (Abb. 5.50) an den Zellgrenzen - in dem flr desmosomale

Strukturen typischen punktuellen Farbemuster - nachweisen. Die stratifizierungs-assoziierten
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desmosomalen Cadherine Dsg 3 und Dsg 1 konnten auch in diesen Zellkulturen nicht

nachgewiesen werden (Abb. 5.50).

Desmoplakin

Abb. 5.50: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung desmosomaler Proteine im CalLu-3
AIC-Zellkulturmodell

Dsg 1 und Dsg 3 waren im CalLu-3-Zellkulturmodell negativ. Dsg 2 und Desmoplakin reagieren an
Zellgrenzen aller Zellen der CalLu-3-Zellkultur. Die Abgrenzung zum Polyesterfilter ist durch eine
gestrichelte, weil3e Linie gekennzeichnet. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 pm

5.6.2 Charakterisierung von Tight Junction-Proteinen in mehrschichtigen
bronchialepithelialen Zellkulturmodellen

In der PEM der menschlichen Lunge zeigten die Immunlokalisierungen der TJ-Proteine
die fUr die Zonula occludens typische Farbung in den obersten Zell-Lagen (5.4.2). Da das
mehrschichtig erscheinende 16HBE-Zellkulturmodell in der pharmazeutischen Forschung vor

allem fir Experimente zur Stoffaufnahme pharmazeutischer Praparate eingesetzt wird,
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schien es hier besonders wichtig zu sein, die moglichen Barriere-Eigenschaften — auch im
Hinblick auf Bezuge zur PEM — zu Uberprufen.

5.6.2.1 Biochemischer Nachweis von Tight Junction-Proteinen in mehrschichtig
erscheinenden 16HBE-Zellen

Die Proteine der Zell-Lysate der 16HBE AIC-Zellen und der bronchialepithelialen
Zellkulturkontrolle (CalLu-3) wurden durch SDS-PAGE (siehe 4.3.3) aufgetrennt. Im Western
Blot-Verfahren (siehe 4.3.5.3) wurden mit spezifischen Antikdrpern verschiedene TJ-Proteine
nachgewiesen (Abb. 5.51). Als Positiv-Kontrolle wurden Lysate von Bon- und CaCo-2-Zellen

verwendet.

16HBE CalLu Kontr. 16HBE Calu Bon 16HBE CalLu CaCo 16HBE CalLu CaCo

M ML AIC ML AIC M ML AIC ML AIC M_ML AlIC ML AIC M ML AIC ML AIC
= y 8 B
66 kDaj ~ = . :
26kDa _ = e
=i
" - .~ — - - S . =
— B ‘“ —_— ‘ —, - —_—
a b ~c _d
Coomassie Claudin-3 Claudin-4 Claudin-7

Abb. 5.51: Biochemischer Nachweis verschiedener Tight Junction-Proteine in AIC-Zellkulturen
der bronchialepithelialen Linien 16HBE und CalLu-3

Polypeptide der Gesamtproteinlysate von 16HBE, CalLu-3, CaCo-2- (c-d) und Bon- (b) Zellen wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen, mit Coomassie-Brilliant-Blau
angefarbt (a) bzw. anschlieRend nach dem Western Blot-Verfahren analysiert (b-d). Die mit
Coomassie-Brilliant-Blau gefarbte PVDF-Membran (a) zeigt, dass der Transfer der Proteine aus dem
Gel auf die Membran gelungen ist. Fir Claudin-3 (b), Claudin-4 (c) und Claudin-7 (d) (~23 kDa)
wurden spezifische Banden in den beiden mehrschichtig erscheinenden AIC-Linien (16HBE und
Calu-3) und der Kontrollen (Bon oder CaCo-2) festgestellt.

Die Ergebnisse fir Claudin-3 (b), Claudin-4 (c¢) und Claudin-7 (d) sind in Abb. 5.51
dargestellt. Sowohl das anscheinend mehrschichtig gewachsene 16HBE AlC-
Zellkulturmodell als auch die in gleicher Weise gehaltenen CalLu-3-Zellen waren positiv fir
Claudin-3, Claudin-4 und Claudin-7. Neben diesen drei gezeigten Claudinen wurden die TJ-
Proteine Occludin, Cingulin, Symplekin, Protein ZO-1, Claudin-1, Claudin-2 und Claudin-5
auf ihr Vorkommen geprift. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.6 zusammengefasst.

Wahrend die Transmembranproteine Occludin, Claudin-1 und Claudin-5 in beiden
Zellkulturen nachgewiesen wurden, konnte Claudin-2 in keiner der beiden
bronchialepithelialen Zell-Linien entdeckt werden (Tab. 5.6). Die Plaque-Proteine Cingulin,
Symplekin und Protein ZO-1 wurden sowohl in den 16HBE-AIC als auch in den CalLu-3 AlC-
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Zellen erkannt. Das lasst darauf schlieBen, dass in beiden Zell-Linien die verschiedenen
Transmembranproteine Uber die genannten cytoplasmatischen Plaque-Proteine mit dem
Aktin-Cytoskelett verbunden vorlagen. Die Ergebnisse der entsprechenden einschichtigen

Zellkulturen (ML) wurden bereits unter 5.2.2.2 beschrieben.

Tab. 5.6: Zusammenfassung der biochemischen Analyse der Tight Junction-Proteine in AIC-
kulturen der bronchialepithelialen Linien 16HBE und CalLu-3

Occludin | Cingulin | Symplekin | ZO-1 | CI-1 | CI-2 | CI-3 | CI-4 | CI-5 | CI-7

16HBE | + + + + + - + + + +

CalLu-3 | + + + + + - + + + +

5.6.2.2 Immunlokalisierungen von Tight Junction-Proteinen in mehrschichtigen

bronchialepithelialen Zellkulturmodellen

Die Immunfluoreszenzmikroskopie des 16HBE AIC-Zellkultur-Modells ergab ein vollig
anderes Ergebnis als erwartet (Abb. 5.52). Die Reaktionen mit Claudin-1- bzw. Claudin-7
Antikérpern wiesen das fir mehrschichtige Epithelien typische Bild auf, d.h. starke
Reaktionen an den Plasmamembranen der Zellen aller Schichten von basal bis apikal. Neu
war jedoch das Farbemuster der anderen TJ-Proteine. Sowohl die Transmembranproteine
(Occludin und Claudin-4) als auch beide Plaque-Proteine (Cingulin und Protein ZO-1)
reagierten so - wie bereits flr Claudin-1 und Claudin-7 beschrieben - an den lateralen
Plasmamembranen aller Zellen (Abb. 5.52).

Vergleichbare Reaktionen boten auch die CalLu-3 AIC-Zellkulturen (Abb. 5.53):
Antikérper gegen die TJ-Proteine Occludin, Claudin-1, Claudin-4, Claudin-7, Protein ZO-1
und Cingulin reagierten mit den Plasmamembranen aller Zellen. Das Calu-3-
Zellkulturmodell ist jedoch grundsatzlich als einschichtiger Zellrasen bekannt, der sich

lediglich lokal zu ,Higeln® (,Mounds®) erheben kann.
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Abb. 5.52: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen im
bronchialepithelialen 16HBE AlIC-Zellkulturmodell

Occludin, Claudin-4, Protein ZO-1 und Cingulin sind nicht auf die Plasmamembranen der obersten ein
bis zwei Zellschichten beschrankt, vielmehr sind hier auch Stellen an den Plasmamembranen der
basalen Zellschichten angefarbt. Claudin-1 und Claudin-7 zeigen das gewohnte Farbemuster in allen
Zellschichten. Die Abgrenzung zum Polyesterfilter ist durch eine gestrichelte, weil3e Linie
gekennzeichnet und in der mittleren Abbildung auf der rechten Seite direkt zu sehen. Zellkerne (blau).
Strichmarke: 20 um
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Abb. 5.53: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von Tight Junction-Proteinen im
bronchialepithelialen CaLu-3 AIC-Zellkulturmodell

Occludin, Claudin-1, Claudin-4, Claudin-7, Protein ZO-1 und Cingulin farben die Plasmamembranen
aller Zellen an. Damit zeigten die Immunfluoreszenzen aller getesteten TJ Proteine ein ahnliches
Farbemuster wie im 16HBE AIC-Zellkulturmodell. Die Abgrenzung zum Polyesterfilter ist durch eine
gestrichelte, weil3e Linie gekennzeichnet. Zellkerne (blau).Strichmarke: 20 ym

Das ungewdhnliche Reaktionsmuster der TJ-Proteine in den anscheinend
mehrschichtig gewachsenen 16HBE AIC-Zellen sollte deshalb auch elektronenmikroskopisch

gepruft werden.

5.6.2.3 Ultrastrukturelle Untersuchung der Tight Junction-Strukturen in den AIC-
Zellkulturen der bronchialepithelialen Linien 16HBE und CalLu-3

Im Ultradlnnschnitt erschien das 16HBE AIC-Zellkulturmodell als meist 2-3-reihiges
System von Stapeln ineinander verzahnter, vielfaltig durch verschiedene Zell-Zell-
Verbindungen gekoppelter Zellen (Abb.5.54 a). An den Zell-Grenzen waren haufig
desmosomale Strukturen (Abb. 5.54 b; D) und Puncta adhaerentia zu erkennen. Detail-
Aufnahmen von Zell-Zell-Kontaktstrukturen der apikalen Zellen zeigten typische TJ (,Kissing
Point*)-Strukturen sowohl im 16HBE- als auch in den CalLu-3-Zellen im AlIC-Modell in allen
Schichten (Abb. 5.54 d und e).
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Abb. 5.54: Elektronenmikroskopische Darstellung von Zell-Zell-Verbindungsstrukturen in AIC-
Kulturen von 16HBE und Calu-3

Elektronenmikroskopische Aufnahmen bei hoherer VergroRerung (d-e) von AlIC-kultivierten 16HBE (a-
d) und CalLu-3 (e) Zellen. a zeigt einen Querschnitt durch ein mehrschichtiges 16HBE-
Zellkulturmodell. Zell-Zell-Kontakte sind in verschiedenen Schichten des Zellkulturmodells zu
erkennen. Neben desmosomalen Strukturen (D in b) erkennt man manchmal auch Strukturen die an
,Lamellated Junctions® (Klammern in b und c) erinnern, nicht nur an der apikalen Seite der Zellen,
sondern auch in den basalen Zellen des mehrschichtigen 16HBE-Zellkulturmodells. Klassische TJ
,Kissing Points” (weil’e Kastchen im oberen Teil) lieRen sich im apikolateralen Plasmamembranen der
16HBE (VergroRerung in d) und Calu-3- (Vergrofierung in e) Zellkulturmodelle erkennen.
Strichmarken: a-e 5 ym, Einsatz: 125.000:1
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Nachdem bei der Untersuchung der Zell-Zell-Kontakte zwischen den Zellen der 16HBE
AIC-Kulturen neben klassischen TJ-Strukturen auch neuartige, als Occludin-haltig
beschriebene Strukturen zu sehen waren, sollten die AIC-Kulturen mit Hilfe der
Gefrierbruchtechnik untersucht werden, um die dreidimensionale Erstreckung dieser an
,Lamellated Junctions® erinnernden Strukturen aufzukldren. Dazu wurden die mit
Glutaraldehyd fixierten, mehrschichtig gewachsenen 16HBE-Zellen (Abb. 5.55) in einer
Gefrierbruchanlage nach dem Gefrierbruch mit Platin-Kohle beschichtet. Nach der Reinigung
konnten die Replika-Praparate in einem TEM ausgewertet werden. Zum Vergleich wurden
identisch behandelte CalLu-3-Zellkulturmodelle (Abb. 5.56) herangezogen.

Abb. 5.55: Elektronenmikrokopische Darstellung des Netzwerkes von Tight Junction-Strangen
im Gefrierbruch einer mehrschichtigen 16HBE AIC-Zellkultur

An verschiedenen Stellen der mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik praparierten 16HBE-Zellen findet sich
ein diskontinuierliches, lokal begrenztes Netzwerk von strangartigen TJ-Strukturen (Klammer am
linken Bildrand). VergroRerung: 20000:1
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Abb. 5.56: Elektronenmikrokopische Darstellung des Netzwerkes von Tight Junction-Strangen
im Gefrierbruch einer mehrschichtigen CalLu-3 AIC-Zellkultur

Auf den apikolateralen Membranen der Gefrierbriiche der AIC-kultivierten CalLu-3 Zellen findet sich
ein kontinuierliches Netzwerk von ein- bis drei z.T. parallelen strangartigen TJ-Strukturen (Klammer
am linken Bildrand). Diese strangartigen Strukturen weisen eine noch geringere Komplexitat als die
der einschichtig gewachsenen Calu-3-Zellen auf. Auf der apikalen Membran der Zellen sind
quergebrochene Mikrovilli (Mv) zu sehen. Vergroferung: 40000:1

Die fur das Zellkulturmodell einer PEM verwendete bronchialepitheliale Zell-Linie
16HBE zeigte in TEM-Aufnahmen von Gefrierbruch-Praparaten der einschichtig
gewachsenen  Kultur  bereits nur lokal begrenzte TJ-Strukturen, die kein
zusammenhangendes Netzwerk um die einzelnen Zellen bildeten (Abb. 5.31). AIC-Kulturen
dieser Zell-Linie ergaben ein vergleichbares Bild. Die strangartigen Strukturen (Abb. 5.55;
Klammer am linken Bildrand) sprechen fur eine noch starkere raumliche Kondensierung als
die in den einschichtigen 16HBE-Zellkulturen. Weiterhin liel sich feststellen, dass die
Strukturen nicht mehr ausschlieBlich am apikalen Ende der Zellen sondern auf dem ganzen
Zellkorper zu finden waren. Diese Verbreitung der Strukturen kénnte eventuell die gezeigte

Immunlokalisierung der einzelnen TJ-Proteine (Abb. 5.52) erklaren.
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Bei den Zellen der bronchialepithelialen Kontrolle, CalLu-3, lie3 sich eine solche
Umverteilung der TJ-Strukturen nicht erkennen. Die strangartigen Strukturen (Abb. 5.56;
Klammer am linken Bildrand) befanden sich auch in den AIC-Kulturen an der apikolateralen
Plasmamembran gegenuberliegender Zellen direkt unterhalb der Zelloberflache. In den
Gefrierbruchbildern der AIC-Kulturen von CalLu-3 Zellen fiel auf, dass die Anzahl der Strange
im Vergleich zur einschichtigen Kultur deutlich weniger war und damit auch die Komplexitat
der TJ-Strukturen in der Regel nicht mehr so hoch war, wie bei einschichtig gewachsenen
CalLu-3 Zellen.

Die Ergebnisse aus der Untersuchung der Ultrastruktur der TJ-Strukturen lieRen
vermuten, dass die Barriere-Funktion der mit Hilfe der AIC-Technik kultivierten Zellen bei

16HBE Zellen gar nicht und bei CalLu-3 Zellen nur eingeschrankt vorhanden ist.

5.6.2.4 Untersuchungen der Barriere-Eigenschaften von AIC-Kulturen der Epithelzellen
der Linien 16HBE und CalLu-3

Die Messung des passiven lonenflusses Uber die AIC-,Monolayer‘-Kulturen dieser
bronchialepithelialen Zellen diente der Prifung der Frage, ob die morphologischen
Erkenntnisse RUckschlisse auf die Barriere-Funktion der jeweiligen epithelialen
Zellkulturmodelle zulassen. Bei der TEER-Messung fiel einheitlich auf, dass die AIC-
Zellkulturen allgemein niedrigere Widerstandwerte lieferten als die klassisch gehaltenen, mit
Medium bedeckten Zellen (LCC) (Abb. 5.57). Die Widerstandsmesswerte der AIC-Kulturen
der 16HBE-Zellen zeigten keine signifikante Veranderung im Vergleich zu den LCC-
kultivierten 16HBE-Zellen und waren somit im Einklang mit den Ergebnissen der
ultrastrukturellen Untersuchungen.

Dagegen zeigten die Messwerte der AIC-Kulturen der bronchialepithelialen CalLu-3-
Zellen eine starke Reduzierung des Widerstandes auf ein Drittel des Wertes der LCC-

kultivierten Zellkulturen.
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Abb.5.57: Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) von AIC-

Zellkulturen

Die Widerstandswerte der Zellkulturen untereinander wichen weit voneinander ab. Wahrend die AIC-
kultivierten CalLu-3 Zellen zu Beginn und zum Ende der Messzeiten Messwerte bis zu 500 Qlcm?
erreichten und ansonsten nur Messwerte von ca. 200-250 Q/cm?® aufwiesen, waren die Messwerte der
16HBE AlIC-kultivierten Zellen mit konstanten Werten um 30 Q/cm? nur sehr gering. In beiden Zell-
Linien waren die Widerstandsmesswerte der AlIC-Kulturen wesentlich, im Schnitt etwa von zwei Drittel,
geringer als die Messwerte der mit Medium bedeckt gewachsenen, einschichtigen Zellen (LCC). Die
Widerstandswerte der mehrschichtig gewachsenen 16HBE-Zellen (AIC) lagen nur geringflgig
oberhalb der Messwerte, die (iber die reine Polyestermembran ohne Zellen (~12 Q/cm?) gemessen
wurden
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Um die TEER-Messwerte mit der Barriere-Funktion korrelieren zu kénnen, wurden am
mehrschichtig erscheinenden 16HBE-Zellkulturmodell Transportstudien mit FITC-markierten
Dextran-Partikeln unterschiedlicher GrélRe durchgefihrt. Von den auf die apikale Oberflache
des 16HBE-Zellkulturmodells gegebenen, fluoreszenz-markierten 4 kDa groRen Dextran-
Partikeln passierten bereits nach 20 Min etwa 30 % das Epithel (Abb. 5.58). Nach einer
Stunde waren bereits Uber 50 % der FD4 Dextran-Partikel durch die Zellschicht diffundiert.
Die markierten Dextran-Partikel mit 70 kDa GréRRe konnten bereits wesentlich schlechter das
Epithel passieren: Erst nach 60 Min hatte etwa ein Drittel der FD70 Dextran-Partikel die
Zellschichten passiert. Von den Dextran-Partikeln mit einer GrofRe von 250 kDa konnte nur
ein sehr geringer Teil das Epithel auf dem parazellularen Wege passieren. Die Ergebnisse
bestatigen die TEER-Messungen und zeigten, dass das 16HBE-Zellkulturmodell fir die

eingesetzten Dextran-Partikel keine signifikante Barriere darstellte.

18000

—&— Fluoreszenz/Zeit FD4 AIC
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Abb. 5.58: Messung der Barriere-Funktion des mehrschichtigen bronchialepithelialen 16HBE-
Zellkulturmodells

Die Dextran-Partikel der Groe 4 kDa (FD4) diffundierten innerhalb der ersten Stunde zu mehr als
50 % der gemessenen Gesamtfluoreszenz durch die Zellschichten ins basale Medium. Von den
70 kDa (FD70) groRen Dextran-Partikeln passierte etwa ein Drittel bereits innerhalb der ersten Stunde
das Zellkulturmodell. Bei den 70 kDa (FD70) groRen Dextran-Partikeln zeigt die Messkurve einen
konstanten Anstieg der Fluoreszenz im basalen Medium, wohingegen bei den 4 kDa (FD4) groRen
Dextran-Partikeln die Kurve bereits nach der ersten Versuchsstunde abflacht. Von den Dextran-
Partikel mit der GréRe von 250 kDa (FD250) konnten nur sehr wenige durch den Zellrasen hindurch
diffundieren. Das 16HBE-Zellkulturmodell stellte fiir die verwendeten Dextran-Partikel keine
signifikante Barriere dar
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Im Abschnitt 5.2.2.5 wurde bereits erwdhnt, dass wahrscheinlich die Poren der
Polyestermembranen, auf denen die Zellen gewachsen waren, eine Barriere fUr die grol3en
Dextran-Partikel darstellte, da die Messkurve, die sich aus den Messungen der Diffusion der
250 kDa grofien Dextran-Partikel Uber ein zellfreies System ergab, vergleichbar mit der
Messkurve der 16HBE-Zellen ist. Verglich man die Messkurve der FD250 Dextran-Partikel,
die die kultivierten Zellen passierten mit der Messkurve von den FD250 Dextran-Partikeln,
die durch die AIC-kultivierten Zellen diffundierten (Abb. 5.59), liel3 sich feststellen, dass die
einschichtig gewachsenen Zellkulturen eine 15-20-fach undurchlassigere Barriere fur solch
grolte Partikel bildeten. Wie anhand der ultrastrukturellen Untersuchungen zu erwarten war,
passierten damit groRe Dextran-Partikel die mehrschichtige Zellkultur fast ebenso gut wie
kleine Dextran-Partikel. Die erhaltenen Ergebnisse der einzelnen Dextrane lie3en sich durch

das — geman der GrélRe - veranderte Diffusionsverhalten der Partikel erklaren.
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Abb. 5.59: Detailbetrachtung der Diffusion von 250 kDa grofRen Dextran-Partikeln zur
Bestimmung der Barriere-Funktion des mehrschichtigen bronchialepithelialen 16HBE-
Zellkulturmodells im Vergleich mit dem LCC-kultivierten 16HBE-Modell

Zur genaueren Betrachtung der Diffusion der 250 kDa grofRRen Dextran-Partikel durch das
Zellkulturmodell wurden die Messwerte der mehrschichtigen (AIC; aus Abb. 5.59) gegen die der
einschichtigen Zellkultur aufgetragen. Dabei wurde deutlich, dass die einschichtigen Zellkulturen
(LCC, aus Abb. 5.34 eine 15-20 fach bessere Barriere gegen grofle Partikel, wie z.B. den FD250
Dextran-Partikeln, bildeten als die mehrschichtigen Zellkulturen

Nachdem bei der Linie CalLu-3 in den Untersuchungen der Ultrastruktur eine
veranderte Morphologie der TJ-Strukturen zwischen den LCC- und den AIC-kultivierten
Zellen beobachtet wurde, sollte auch diese Veranderung anhand einer Transportstudie
geprift werden (Abb. 5.60). Hier wurden exemplarisch die Messwerte fir die FD70 Dextran-

Partikel aufgezeigt, da sie sehr gut den Unterschied der beiden Kultivierungsmethoden
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aufzeigen, ohne dabei in den Messwerten zu weit auseinander zu liegen. In Abbildung 5.60
sind die gemessenen Fluoreszenzwerte der Dextran-Partikel mit 70 kDa, die die
unterschiedlich kultivierten CalLu-3 Zellen passiert haben, gegeneinander aufgetragen. Es ist
deutlich zu sehen, dass nach 20 Min etwa zehnmal mehr fluoreszenzmarkierte FD70
Dextran-Partikel das  AlC-Zellkulturmodell passierten, als das LCC-kultivierte
Zellkulturmodell. Insgesamt diffundierten in der Versuchszeit von 180 Min etwa funfmal
soviel markierte FD70 Dextran-Partikel durch die AIC-Kultur. Um auszuschlieen, dass diese
Messwerte durch Locher in den Zellkulturmodellen verfalscht wurden, wurde die epitheliale
Barriere auch anhand der TEER-Werte kontrolliert (nicht gezeigt).

Anhand dieses Experimentes lieR sich zeigen, dass das Vorhandensein einer
typischen TJ-Struktur fir die Barriere-Funktion von Epithelzellen allein noch nicht ausreicht.
Die Komplexitat dieser Struktur, etwa die Anzahl der strangartigen Strukturen und deren
Vernetzung untereinander, scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen. Ob diese
Komplexitat von der jeweiligen molekularen Zusammensetzung der TJ-Protein-Komplexe

abhangig ist, ist bisher ungeklart.
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Abb. 5.60: Messung der Barriere-Funktion von einschichtig bzw. als AIC-Kultur gewachsenen
Calu-3-Zellen anhand der Diffusion von 70 kDa grofRen Dextran-Partikeln

Bereits nach 20 Min diffundierten 10x mehr Dextran-Partikel durch die AlC-kultivierten Zellkulturen als
durch die Medium bedeckt wachsenden Zellkulturen (LCC). Uber die gesamte Versuchszeit konnten
etwa 5-10x mehr 70 kDa groRe Dextran-Partikel in AIC-kultivierten Zellen vom apikalen Medium durch
die Zellschichten in das basale Medium diffundieren als in LCC-kultivierten. Die Barriere-Funktion der
AIC-kultivierten CaLu-3 Zellkulturen war demnach im Vergleich zu den LCC-kultivierten Zellkulturen
wesentlich eingeschrankt
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Die erhaltenen Messwerte der Barriere-Funktion der CaLu-3-Zellen waren etwa funf bis
sechs mal schwacher, als die von Mathias et al. (1996) bei Primarkulturen beobachteten
Messwerte, da die CalLu-3 Zellen vor dem Versuch nur etwa eine Woche gehalten wurden
und zu diesem Zeitpunkt TEER-Werte von ~900 Q/cm? hatten im Gegensatz zu den
~1200 Q/cm? der Priméarkulturen (Mathias et al. 1995; Mathias et al. 1996) und darin zitierte
pharmakologische Literatur).

Um auszuschlieRen, dass es sich bei den gemessenen Dextran-Transportwerten nicht
um einen Transport durch die Zellen hindurch, einer sog. Cytopempsis, handelte, wurde
zusatzlich die Diffusion des Tracers LaCl; untersucht. Sowohl bei den mehrschichtigen, AIC-
kultivierten 16HBE- (nicht gezeigt) als auch bei den AIC-kultivierten Calu-3-Zellen
(Abb. 5.61) diffundierte das LaCl; aus dem basalen Kompartiment durch die
Interzellularspalten auf die apikale Oberflache (Pfeilkopfe). Dass die AIC-Kulturen des
16HBE Zellkulturmodells keine wesentliche Barriere fir die Diffusion von LaCl; darstellen
konnten, bestatigten somit die bisher dargestellten Ergebnisse der TEER-Messungen
(Abb. 5.57), der Transportversuche mit Fluoreszenz-markierten Dextran-Partikel (Abb. 5.58

und 5.59) und die Tracer-Elektronenmikoskopie.
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Abb. 5.61 Darstellung der Tight Junction-
Barriere und des Interzellularspaltes der
bronchialepithelialen AIC-Kulturen von
CalLu-3-Zellen mit Lanthanchlorid

LaCl; konnte von basal durch die
Interzellularspalten (Pfeile) der Calu-3-Zellen
diffundieren und ist hier als elektronendichtes
Prazipitat zu erkennen. Das Cytoplasma und die
Zellkerne (ZK) der Zellen sind frei von
Lanthanprazipitaten. Trotz der TJ-typischen
Strukturen (b; schwarze Klammer) waren auf den
apikalen Zellen Lanthanchloridprazipitate (b;
Pfeilspitzen) zu erkennen. Strichmarke: 0,5 pm

Im Calu-3-Zellkulturmodell lieRen sich in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen

vereinzelt TJ -Strukturen nachweisen (Abb. 5.61 b, schwarze Klammer), die anscheinend die

Diffusion des LaCls einschrankten. In den Ubersichtsaufnahmen (Abb. 5.61 a) konnte man

jedoch auf der apikalen Oberflache der AIC-Kulturen schwarze Prazipitate vom LaCls

erkennen (Abb. 5.61 a; Pfeilkdpfe). Die Barriere der CalLu-3 AIC-Kulturen schien also -
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zumindest stellenweise - im Vergleich zur Barriere der einschichtigen CalLu-3 LCC-Kulturen
so verandert zu sein, dass LaCl; bis auf die apikale Seite der Zellen diffundieren konnte.

Da die 16HBE-Zellen weder im einschichtigen, noch im mehrschichtigen Zustand eine
signifikante Barriere bildeten, bei den CalLu-3-Zellen jedoch ein Unterschied zwischen den
einschichtigen LCC- und den AIC-Kulturen messbar war, sollten die Unterschiede in den
Protein-Interaktionen der TJ-Proteine, die fur den Aufbau der Barriere-Funktion
verantwortlich sind, in den verschieden kultivierten CalLu-3 Zellen naher untersucht werden.

Bei den AIC-kultivierten CalLu-3 Zellkulturmodellen konnten, wie in den LCC-
kultivierten CalLu-3 Zellen, die Claudine-1, Claudin-4 und Claudin-7 miteinander ko-
immunprazipitiert werden (nicht gezeigt). Ein Unterschied in den Interaktionen der TJ-

Proteine lie® sich bisher nicht nachweisen.

5.8 Immunlokalisierung von Tight Junction-Proteinen in
unterschiedlich differenzierten Plattenepithelkarzinomen der
menschlichen Lunge in situ

Nachdem in den als Vorlauferlasionen von Plattenepithelkarzinomen der Lunge
beschriebenen Plattenepithelmetaplasien bronchialepithelialen Ursprungs TJ-Proteine in
Zellverbindungen der apikalen Zellschichten nachgewiesen werden konnten, sollte
untersucht werden, ob auch die in ihrer Differenzierung unterschiedlichen
Plattenepithelkarzinome der Lunge TJ-Proteine enthalten und wie diese angeordnet sind. Die
Einordnung der Tumore erfolgte dabei vor allem nach ihrem Differenzierungsgrad. Von den
Plattenepithelkarzinomen der Lunge wurden drei verschiedene Typen bzw.
Differenzierungsgrade (G1-G3) untersucht.

Basaloide Plattenepithelkarzinome (G1) zeigten in der Immunfluoreszenzmikroskopie
mit desmosomalen Cadherinen wie den Desmogleinen, die in dieser Arbeit als
Differenzierungsmarker verwendet wurden, nur Signale mit dem basalzelltypischen
Desmoglein Dsg 2 und Plaque-Proteinen von denen in dieser Arbeit systematisch nur
Desmoplakin geprift wurde (hier nicht gezeigt). Nicht verhornende Plattenepithelkarzinome
der Lunge (G2) hingegen reagierten spezifisch mit Antikbrpern gegen Desmoplakin,
Desmoglein Dsg 2 und das stratifizierungstypische Desmoglein Dsg 3, was auch der
zunehmenden Differenzierung dieses Karzinomtyps entspricht (nicht gezeigt). Verhornende
Plattenepithelkarzinome der Lunge (G3) in situ reagierten ebenfalls sowohl mit spezifischen

Antikdrpern gegen Dsg 2 und Dsg 3. Antikdrper gegen das in mehrschichtigen Epithelien
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apikal lokalisierende Desmoglein Dsg 1 reagiert nur mit Desmosomen von zwei bis drei
Zellschichten an den sog. ,Hornperlen“ (nicht gezeigt). Das topologische Vorkommen dieser
Differenzierungstypischen Desmosomen-Proteine ist im wesentlichen in Ubereinstimmung

mit Angaben in der Literatur (Klingmuller et al. 1970; Krunic et al. 1998; Kurzen et al. 2003).

5.8.1 Immunlokalisierung von Tight Junction-Proteinen in basaloiden
Plattenepithelkarzinomen

Zur Untersuchung der TJ-Proteine basaloider Plattenepithelkarzinome in situ wurden
Immunfluoreszenz-Experimente an Paraffinschnitten mit Antikdrpern gegen Occludin,
Claudin-1, Claudin-4, Claudin-7, Protein ZO-1 und Cingulin durchgefiihrt. Das Gewebe-
material wurde freundlicherweise von Dr. Nikolaus Gassler (Pathologisches Institut der
Universitat Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

Occludin  und Protein  ZO-1  reagierten  auch in  den basaloiden
Plattenepithelkarzinomen nur an Plasmamembranen der Endothelien der GefalRe (vgl.
Abb. 5.62). Die Tumorrander zum Bindegewebe dagegen wiesen keine Reaktion mit
spezifischen Antikorpern gegen diese beiden Proteine auf. Auch die Claudine -1, -4 und -7
lieRen sich in eigentlichen Tumorstrukturen nicht mit Sicherheit nachweisen (Abb. 5.62). Das
TJ-Plaque-Protein Cingulin lie manchmal an den Grenzen der zwei bis drei Zellschichten,
die direkt am Tumorrand zum Stroma lagen, Reaktionen erkennen, deren Signifikanz jedoch

nicht gesichert werden konnte.
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Occludin " Claudin-1

Claudin-4 o Claudin-7

Cingulin

Abb. 5.62: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von TJ-Proteinen in basaloiden
Plattenepithelkarzinomen der Lunge des Menschen

Occludin und Protein ZO-1 reagieren nur an den Zellgrenzen der Endothelien. Claudin-1, Claudin-4
und Claudin-7 lieBen sich in eigentlichen Tumorstrukturen nicht mit Sicherheit nachweisen. Cingulin
dagegen lieR manchmal eine — schwache — Reaktion in den zwei bis drei Zell-Lagen erkennen, die
direkt an das Stroma angrenzen. Die Grenzen zwischen Tumor und Stroma sind durch eine
gestrichelte, weil3e Linie dargestellt. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 pm
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5.8.2 Immunlokalisierung von Tight Junction-Proteinen in nicht

verhornenden Plattenepithelkarzinomen der Lunge in situ

Occludin  und Protein ZO-1 lieBen in Paraffinschnitten nicht verhornender
Plattenepithelkarzinome keine signifikante Farbung von Zellgrenzen innerhalb der Tumoren
erkennen (Abb. 5.63). An den Zell-Zell-Kontakten von Tumorrédndern zum Stroma hin und
zwischen den endothelialen Zellen der GeféalRe, zeigte sich jedoch mit diesen beiden
Proteinen ein typisches TJ-Muster. Antikorper gegen Claudin-1 dagegen bildeten oft
Grenzen zwischen Tumorzellen als durchgehende Linie ab. Auch Antikérper gegen
Claudin-7 wiesen an manchen Stellen ein ausgepragteres Farbemuster auf, das jedoch nicht
mit Sicherheit TJ-Strukturen zuzuordnen war (Abb. 5.63).

Occludin — o TN " Claudin-1

Claudin-7

Abb. 5.63: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierungen von TJ-Proteinen in nicht
verhornenden Plattenepithelkarzinomen der Lunge

Occludin und Protein ZO-1 reagieren in den nicht verhornenden Plattenepithelkarzinomen
ausschlieBBlich an den Zellgrenzen der Endothelien und an den Tumorrandern zum Stroma hin.
Claudin-1 und Claudin-7 erscheinen an Zellgrenzen der Tumor-Strukturen, lassen sich jedoch nicht
immer mit Sicherheit TJ-Strukturen zuordnen. Die Grenzen zwischen Tumor und Stroma sind durch
gestrichelte, weil3e Linien dargestellt. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 pm
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5.8.3 Immunlokalisierung von Tight Junction-Proteinen in verhornten
Plattenepithelkarzinomen der Lunge

AuRBer Reaktionen mit Occludin und Protein ZO-1 auf BlutgefaR-Endothelien lie3en
sich mit den diversen TJ-Antikdrpern gegen TJ-Proteine (Occludin, Claudin-1, Claudin-7,
Protein ZO-1 und Cingulin) durchaus starke Reaktionen in den ,Hornperlen“-Strukturen
(Abb. 5.64) und insbesondere an den Tumorrandern erkennen. Claudin-1 und Claudin-7
Immunfluoreszenzen dagegen waren haufiger in feiner Verteilung auch an Zellgrenzen in
einiger Entfernung von ,Hornperlen“ zu erkennen, jedoch fehlt hierfir noch eine
Demonstration der Signifikanz durch Ko-Lokalisierung bzw. Immunelektronenmikroskopie.
Protein ZO-1 war darliber hinaus auch noch an anderen Stellen innerhalb des Tumors zu
erkennen. Zur Lokalisierung von Occludin und Claudin-1 siehe auch Langbein et al. (2003)
und Morita et al. (2004) und die Literatur darin.
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Occludin A Claudin-1

Claudin:4 st Claudin-7

Cingulin -

Abb. 5.64: Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisierungen von TJ-Proteinen in verhornten
Plattenepithelkarzinomen der Lunge des Menschen in situ

Occludin (weiRe Pfeile), Claudin-4, Cingulin und Protein ZO-1 reagieren in den Karzinomen oft an den
.Hornperlen®, die dem Stratum spinosum bzw. granulosum der Epidermis entsprechen. Es zeigt sich
dabei haufig eine positive Markierung der Zellgrenzen in den 1-2 Zellschichten unterhalb der
.Hornperlen“. Occludin und Cingulin reagieren zuséatzlich in den Zellgrenzen der endothelialen Zellen.
Claudin-1 und Claudin-7 reagieren z.T. auch mit den Plasmamembranen der Tumorzellen in einiger
Entfernung der ,Hornperlen“. Die ,Hornperlen® sind mit wei3en Sternchen markiert, wahrend die
Grenzen zwischen Tumor- und Stroma durch gestrichelte, weiRe Linien dargestellt sind. Zellkerne
(blau). Strichmarke: 20 pm
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5.9 Identifizierung und Lokalisierung des Tight Junction-
Transmembranproteins Tricellulin in verschiedenen
menschlichen Epithelien in situ und in Zellkulturen

Alle bisher bekannten Zell-Zell-Verbindungsproteine betrafen i.d.R. homophile
Junctions zwischen zwei Zelltypen. Zusatzlich gibt es aber in Epithelien — erst recht in
Plattenepithelien — Stellen, an denen drei oder vier Zellen aneinanderstof3en. Es ist
offenkundig, dass parazellulare Diffusion bzw. parazellulare Translokationsprozesse auch an
diesen Stellen versperrt sein mussen. Kirzlich wurde ein Protein identifiziert, das in
einschichtigen Epithelien solche Stellen verklammert und verschlie3t. 2005 wurde Tricellulin
als neues TJ-Protein von Ikenouchi et al. beschrieben. Tricellulin ist ein Occludin-verwandtes
Polypeptid, das vier Transmembran-durchgange bildet. Mit Hilfe der von Frau Sachiko
Tsukita (Universitdt Kyoto, Japan) zur Verfligung gestellten Antikorper sollte die
Lokalisierung von Tricellulin in Komplexen menschlichen Geweben, wie in von menschlichen

Plattenepithelien abstammenden Kulturzellen untersucht werden.

59.1 Immunlokalisierung von Tricellulin in menschlichem
Bronchialepithel in situ

Das Vorkommen von Tricellulin in menschlichem Bronchialepithel in situ wurde durch
indirekte  Doppel-Immunfluoreszenzmikroskopie an fixierten Kryostatschnitten von
Lungengewebe durchgefiihrt. Die zum Vergleich eingesetzten Antikorper gegen das Protein
Z0O-1 zeigten die bereits beschriebene Reaktion der gesamten Zonula occludens, die das
Bronchialepithel zum Lumen hin abschliel3t (Abb. 5.65; griin). Die Immunmarkierung des
Tricellulins ergab Signale in derselben Zellschicht, beschrankte sich aber auf Stellen, an
denen drei Zellen zusammenstoRen (Abb. 5.65; rot), was besonders klar in den Doppel-
Immunfluoreszenzen zu erkennen war (Abb. 5.65; gelb). Ahnliche Ergebnisse wurden bei

Vergleichen von Tricellulin mit Occludin bzw. geeigneten Claudinen erhalten (nicht gezeigt).

160



Ergebnisse

Tricellulin

Mischbild

Abb. 5.65: Konfokale Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM) der Lokalisierung
von Tricellulin und Protein ZO-1 im
menschlichen Bronchialepithel in situ
Tricellulin ~ zeigt  ausschlie3lich  eine
punktuelle Farbung der Zell-Zell-Grenzen,
an denen drei Zellen zusammenstof3en. Die
Gegenfarbung mit Protein ZO-1 stellt
wieder die Zonula occludens der apikalen
Zellgrenzen dar, die direkt unterhalb des
Lumens lokalisiert sind. Die Doppel-
Immunmarkierung zeigt eindeutig eine Ko-
Lokalisierung (gelbe Punkte) dieser beiden
TJ-Proteine in den trizellularen
Zellkontakten  (Mischbild).  Strichmarke:
20 pm
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5.9.2 Immunlokalisierung von Tricellulin in Zellkulturen einschichtiger
polarer Epithelzellen

Um die Lokalisierung des Tricellulins auch in den zum Vergleich verwendeten polaren
Zellkultursystemen zu prifen, wurden Doppel-Immunfluoreszenz-Experimente  mit
Antikérpern gegen Tricellulin in Kombination mit Protein ZO-1, Claudin-1 oder dem mit
Tricellulin verwandten TJ-Transmembranprotein Occludin an den darmepithelialen CaCo-2-
Zellen (Abb. 5.66) durchgefiihrt. Wiederum erschienen alle bisher bekannten TJ-Proteine wie
z.B. Occludin an den Zell-Zell-Grenzen aller CaCo-2-Zellen (Ikenouchi et al. 2005) und mit
Antikdrpern gegen Tricellulin war erneut eine punktuelle Farbung ausschlie8lich an den
trizellularen Kontakten der CaCo-2-Zellen nachweisbar (Abb. 5.66; griin). Die partielle Ko-
Lokalisierung von Tricellulin mit Occludin demonstrierte das auf beeindruckend spezifische
Weise (Abb. 5.66; gelbe Punkte).
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Tricellulin

Occludin

Mischbild

Abb. 5.66: Konfokale Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM) der Lokalisierung
von  Tricellulin  und Occludin in
einschichtigen epithelialen CaCo-2
Kulturzellen

Die Immunfluoreszenz von Tricellulin zeigt
ausschlie3lich eine punktuelle Farbung
der Zell-Zell-Grenzen, an denen drei
Zellen zusammenstolRen. Die
Gegenfarbung mit Occludin fuhrt dagegen
zu einer kontinuierlichen Farbung der
Zellgrenzen aller Zellen, d.h. einer
Darstellung der Zonula occludens. Die
Doppel-lImmunmarkierung mit Occludin
und Tricellulin fihrt eindeutig zu einer Ko-
Lokalisierung (gelbe Punkte) an den
trizellularen Zellkontakten.

Strichmarke: 20 um
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5.9.3 Immunlokalisierung von Tricellulin in Zellen der menschlichen
bronchialepithelialen Zellkulturlinien 16HBE und CalLu-3

Auch in diesen beiden polaren Epithelzell-Linien zeigte sich wieder die
charakteristische Farbung der verwendeten Antikdrper. Sowohl Occludin als auch Protein
Z0O-1 wiesen das klassische Zonula occludens-Reaktionsmuster an den Zell-Zell-Grenzen
auf, die als durchgezogene feine Linien erkennbar waren (Abb. 5.67; rot). Tricellulin dagegen
lie3 Reaktionen ausschlieB3lich an den trizellularen Kontakten der bronchialepithelialen Zellen
erkennen (Abb. 5.67; griin). Die punktférmige Farbung mit Tricellulin war exakt an den
Stellen lokalisiert, an denen drei Linien der Zonula occludens-Proteine zusammen stiel3en
(Abb. 5.67; gelbe Punkte).
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Abb. 5.67: Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) von Tricellulin und Occludin bzw.
Protein ZO-1 in den menschlichen Bronchialepithelial-Zellkulturlinien 16HBE und CalLu-3
Tricellulin zeigt ausschlieRRlich punktuelle Reaktionen der Zell-Zell-Grenzen, an denen drei Zellen
zusammenstoRen. Die Gegenfarbung mit Occludin (16HBE-Zellen) bzw. Protein ZO-1 (CalLu-3-Zellen)
fuhrt zur Zonula occludens-Farbung der Zellgrenzen aller Zellen. Die Doppel-Immunmarkierung mit
Occludin oder Protein ZO-1 und Tricellulin zeigt eindeutig eine Ko-Lokalisierung (gelbe Punkte) dieser
beiden TJ-Proteine an den trizellularen Zellkontakten. Strichmarke: 20 pm

5.9.4 Immunlokalisierung von Tricellulin in Kulturen von stratifiziert

wachsenden Zellen der menschlichen Keratinocyten-Linie HaCaT

Als besonders gut etabliertes Modellsystem einer von einem Plattenepithel
abgeleiteten Zellkulturlinie, die noch dazu nicht maligne transformiert und so zur Bildung von
mehreren ,normalen” Epidermis-Zellschichten in der Lage ist, wurde die menschliche
Keratinocyten-Zell-Linie HaCaT (Boukamp et al. 1988; Ryle et al. 1989; Boukamp et al.
1990) verwendet. Zellen dieser Linie sind zunachst durch ausgedehnte Zellbriicken
verbunden, die in gewisser Weise denen des Stratum spinosum in situ ahnlich sind und
vornehmlich Desmosomen sowie Puncta adhaerentia enthalten (einen Uberblick tiber diese
Wachstumsform gibt Abb. 5.68).

Abb.5.68: Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) von Cytokeratinen und
Desmosomen in einer einschichtigen Keratinozyten-Kultur der menschlichen Linie HaCaT

Die Cytokeratin-Filamente (grin) durchziehen die gesamten HaCaT-Zellen und sind Uber
Desmosomen (rot) an korrespondierenden Stellen der Plasmamembranen verankert. Primare
Antikorper: Lu-5 fir Cytokeratine und Desmoplakin (DPmix) zur Darstellung der Desmosomen-
Plaques. Zellkerne (blau). Strichmarke: 20 pm
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Bei zunehmender Zelldichte kdnnen sich hier jedoch auch Verbande von Zellen, die
Uber langere Strecken dicht — d.h. ohne erkennbare Briicken - aneinandergrenzen und
zunehmend Zonula occludens-artige TJ-Verbindungen ausbilden.

Bisher ist die Lokalisierung von Tricellulin ausschlie3lich in einschichtigen Epithelien
untersucht worden. Zur Prifung der Frage, ob Tricellulin auch in mehrschichtigen Epithelien
als eine Art Verschlussklammer die ,Licken” zwischen den Plasmamembranen von drei
aneinandergrenzenden Zellen verschlief3t, wurden die Tricellulin-Antikdrper auch auf sehr
dicht und lokal mehrschichtig gewachsene Kulturen der menschlichen HaCaT-Keratinocyten
eingesetzt. Wahrend die einschichtigen HaCaT-Kulturen keine Reaktion mit den benutzten
Antikérpern erkennen lieRen, anderte sich das Bild nach Erreichen der Zell-Konfluenz
drastisch. HaCaT-Zellen sind bekannt daflir, dass sie unter solchen Bedingungen lokal
zunéchst eine zweite Zellschicht bilden, die sich dann ausbreiten kann und so zur
Entstehung von sog. ,Mounds*" fuhrt (Boukamp et al. 1988). In diesen Zellschichten (weitere
kénnen unter bestimmten Bedingungen folgen) lassen sich typischerweise spezifische
Differenzierungs-Marker nachweisen.

Doppel-Immunfluoreszenzmikroskopie mit Antikdrpern gegen Occludin (Abb. 5.69; rot)
und Tricellulin (Ab. 5.69; grtin) ergab ausschlief3lich in den ,Oberschicht*-Zellen positive
Tricellulin-Signale (Abb. 5.69; gelb, links unten), wie vor allem in dem Bild mit den
Ubereinander gelegten Farb-K&nalen und dem Phasenkontrastbild (DIC) deutlich zu
erkennen ist (Abb. 5.69; rechts unten). Occludin wies in der oberen Schicht das typische
Farbemuster auf, d.h. durchgangige Linien an den Zell-Zell-Kontakten der stratifizierten
Zellen. Die weiter basal liegenden Zellen waren sowohl fir Occludin als auch fur Tricellulin
negativ. Die Antikorper gegen Tricellulin dagegen zeigten ausschlie3lich an den trizellularen

Kontaktstellen der ,,Oberschicht“-Zellen eine spezifische Reaktion.
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Tricellulin : Occludin

Mischbild’

Abb. 5.69: Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) von Tricellulin und Occludin in einer
teil-stratifizierten Keratinocyten-Kultur der menschlichen Linie HaCaT

Tricellulin und Occludin ergeben ausschlieRlich in den Zellen der Oberschicht in sog. ,Mounds®
Reaktionen. Tricellulin zeigt dabei eine punktuelle Farbung der Zell-Zell-Grenzen, an denen drei Zellen
zusammenstoRen. Die Gegenfarbung mit Antikbrpern gegen Occludin zeigt eine kontinuierliche
Farbung der Zellgrenzen der Zellen, also eine typische Zonula occludens-Darstellung. Die Doppel-
Immunmarkierung mit Occludin und Tricellulin ergibt dann eindeutig eine Ko-lokalisierung (gelb) dieser
beiden TJ-Proteine in den trizellularen Zellkontakten der ,Mounds”. Das Phasenkontrastbild (DIC)
zeigt, dass in den nicht gefarbten Bereichen Zellen sind, die kein Tricellulin-Signal zeigen.
Strichmarke: 20 um

VergréRerte Aufnahmen der ,Mounds" der stratifizierten HaCaT-Zell-Kulturbereiche
zeigen die Bildung der ,Verschluss-Strukturen® an Zell-Kontakten der Oberschicht. Sowohl
die Bildung einer Art Zonula occludens (Abb. 5.70; griine Linien) als auch die ,Verschlisse"
an den trizellularen Kontakten durch das Protein Tricellulin (Abb. 5.70; gelbe Punkte) sind
deutlich zu erkennen. Besonders deutlich wird das in der Aufnahme der Ko-lokalisierung mit
dem DIC-Interferenzkontrastbild im Hintergrund, bei dem die Zellen anhand ihrer Zellkerne
zu erkennen sind. Am Rand von diesem Bild ist zu erkennen, dass die unscharf abgebildeten
Zellen unterhalb der Abbildungsebene liegen und keine Tricellulin- und Occludin-Signale

zeigen.
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Abb. 5.70: Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) von Tricellulin und Occludin in einer
teil-stratifizierten Keratinocyten-Kultur der menschlichen Linie HaCaT

Die Doppel-immunmarkierung mit Occludin und Tricellulin zeigt eindeutig eine Ko-Lokalisierung (gelb)
dieser beiden TJ-Proteine in den trizellularen Zellkontakten in den stratifizierten Bereichen, wéahrend
Occludin auch dariiber hinaus entlang — fast — der gesamten Zellgrenze vorkommt. Das
Phasenkontrastbild (DIC) zeigt das in den nicht gefarbten Bereichen Zellen sind, die unterhalb der
Abbildungsebene liegen und kein Occludin- bzw. Tricellulin-Signal zeigen. Strichmarke: 20 um
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Ahnliche topologisch hochst spezifische Ko-lokalisierungen mit Tricellulin wurden auch
an Dreizell-Ecken fir alle anderen bisher bekannten Tight Junction-Proteine festgestellt
(nicht gezeigt).

Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, warum die gepriiften Zelltypen und
Gewebe der mehrschichtigen Epithelien in situ und in Zellkultur negativ fur Tricellulin waren,
mit Ausnahme der zuvor beschriebenen ,oberen* Zellschicht der HaCaT-Kulturen. Eine
Erklarung war, dass in diesen Geweben entweder kein Tricellulin vorkommt, es dort maskiert
ist oder in einer anderen zelltyp-spezifischen Form existiert. Zur Klarung dieser Frage wurde
eine systematische Datenbank-Suche unternommen. Tatsachlich wurde im Genom und in
mMRNA-Populationen (cDNA-Banken) des Menschen und anderer Spezies (z.B. Maus,
Zebrafisch) ein weiteres Tricellulin-Molekll gefunden (Abb. 5.72). Diese Suche ergab ferner,
dass dieses Molekil auch von lkenouchi et al. im Januar 2006 gefunden und durch Eintrag in
die Datenbank zuganglich gemacht wurde. Ein Aminosauresequenz-Vergleich der beiden
Tricellulin-Proteine untereinander und mit Occludin ist in Abb. 5.71 vorgestellt. Dabei fuhrt
die absolute Identitat von Tricellulin und Tricellulin beta im groReren N-terminalen Teil des
Moleklls zur Hypothese, dass es sich bei Tricellulin und Tricellulin beta um zwei
Spleildvarianten von mRNAs desselben Gens handeln kénnte (Abb. 5.72).

Ein Sequenzvergleich (Abb. 5.72) zwischen beiden SpleiRvarianten von Tricellulin (von
nun an als Tricellulin alpha bezeichnet) und Tricellulin beta mit Hilfe der ,Accession“-
Nummern (GenBank) und dem NCBI-Programm ,Evidence Viewer® deutet die
Zusammensetzung der verschiedenen Exone an.

Tricellulin alpha und Tricellulin beta beinhalten beide die Exone Exon 1 und Exon 2.
Die kirzere Spleil3variante Tricellulin beta enthélt jedoch nur eine verkirzte Variante (Exon
3b) des Exons 3a. Weiterhin unterscheidet sich die C-terminale Region der beta-Form (Exon

4b) vom c-Terminus von Tricellulin alpha mit Exon 4a, Exon 5a und Exon 6a.
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Abb. 5.71: Vergleich der Aminosauresequenzen der humanen TJ-Proteine Tricellulin, Tricellulin
beta und Occludin
Aminosauren, die in einer Position identisch sind, sind blau hinterlegt. Aminoséuren &ahnlichen
Charakters sind mit griiner Farbe gekennzeichnet und Aminosauren, die bei allen drei Proteinen gleich
sind, sind gelb hervorgehoben. Da sich die Aminosauresequenz von Tricellulin und Tricellulin beta
ausschlief3lich im C-Terminus-Bereich unterscheidet, kdnnte es sich bei Tricellulin und Tricellulin beta
um unterschiedliche SpleiBvarianten derselben mRNA handeln.
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Exon 4a Exon 6a
Exon 1 Exon 2 Exon 3a Exon 5a
TRIC AB219936.1 g : 3 —
TRIC beta AB219937.1  — . | i
Exon 1 Exon 2 Exon 3b Exon 4b

Abb. 5.72: Schematische Darstellung der genomischen Region von menschlichem Tricellulin
und Tricellulin beta auf Chromosom 5

Das mit dem NCBI-Programm ,Evidence Viewer* und den ,Accession“-Nummern (AB219936.1 und
AB219937.1) von GenBank erhaltene ,Allignment* stellt die unterschiedlichen Exone der beiden
SpleilRvarianten von Tricellulin dar. Die beiden Exone 1 und 2 sind in beiden Splei3varianten identisch.
Tricellulin beta enthélt jedoch eine verkirzte Variante von Exon 3a und die c-terminale Region der
beta-Form mit Exon 4b unterscheidet sich vollstdndig von den Exonen 4a, 5a und 6a des Tricellulins
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6. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es einmal, weiter zur Aufklarung von TJ-Proteinen und ihren
Strukturen sowie ihren molekularen Anordnungen und physiologischen Leistungen in
normalen Plattenepithelien beizutragen, insbesondere aber herauszufinden, ob es TJ-Proteine
und —Systeme auch in pathologischen Bildungen wie der Plattenepithelmetaplasie des
Tracheal- und Bronchialtrakts in situ sowie in bestimmten Zellkultur-Modellsystemen gibt und
was dort ihre biochemischen und physiologischen Charakteristika sind. Dadurch sollte auch
ein Beitrag zur Zell- und Molekularbiologie sowie zur Histologie der Plattenepithelmetaplasie
geleistet werden, der dann als Grundlage fir verbesserte Pravention, Diagnostik und Therapie
des haufigsten todlichen Tumors des Mannes auf der nérdlichen Erdhalbkugel dienen kdnnte.
Der Ubersichtlichkeit halber ist die Diskussion der Ergebnisse in bestimmte Abschnitte

gegliedert.

6.1 Tight Junctions als wirkliche ,Schlussleisten“ (Zonulae

occludentes) auch in mehrschichtigen Epithelien

In vielzelligen Organismen bilden Epithelien funktionelle Grenzschichten an den
Korperoberflachen und als Auskleidung vieler innerer Lumina. Zum einen trennen die
Epithelien das Korperinnere und die Fortsetzung der Oberflache, die Lumina der inneren
Organe, von der Aulenwelt. Zum anderen unterteilen Epithelien das Ko&rperinnere in
verschiedene Gewebe-Kompartimente. Die Epithelzellen sind dabei untereinander in
vielfaltiger Weise durch verschiedene Zell-Zell-Kontakte — oft in einer apikalen Anordnung als
»Schlussleiste® (Stéhr 1906) - zu einem bestimmten — meist recht stabilen - Epithelgewebe
verknipft (Farquhar und Palade 1963). Dabei sind die ,Tight Junctions® (TJ) fir die
Abtrennung und somit  Aufrechterhaltung der  unterschiedlichen  molekularen
Zusammensetzungen der einzelnen Kompartimente besonders wichtig. Sie stellen die
Hauptbarriere fur die parazellulare Ausbreitung von Zellen, Partikeln und vielen Molekilarten
dar (Tsukita et al. 2001; Schneeberger und Lynch 2004; Van Itallie und Anderson 2005; Aijaz
et al. 2006; Furuse und Tsukita 2006).

Zwischen 1960 und 2000 wurden TJ der einschichtigen polaren Epithelien sowonhl
ultrastrukturell als auch physiologisch schon recht intensiv untersucht (Claude 1978; Diamond
1978; Meldolesi et al. 1978; Kachar und Pinto da Silva 1981; Stevenson und Goodenough
1984; Gumbiner 1985; Madara und Dharmsathaphorn 1985; Balda et al. 1996; Matter und
Balda 1999; Tsukita et al. 2001; Van lItallie und Anderson 2005; Furuse und Tsukita 2006).
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Andererseits galt seit damals auch schon das ,Dogma®“, dass TJ oder aquivalente Strukturen
in mehrschichtigen Epithelien nicht vorkommen (Elias und Friend 1975; Elias et al. 1977,
Fawcett 1994), und die Frage von TJ-Strukturen und —Funktionen als reguldre Charakteristika
der Plattenepithelien wie z.B. der Epidermis wird auch heute noch immer von vielen Autoren
kontrovers diskutiert, obwohl seit spatestens dem Jahre 2002 die Existenz sowohl von
typischen TJ-Proteinen und -Strukturen als auch von TJ-abhangigen, lebenswichtigen
Funktionen in einer Reihe von Plattenepithelien eigentlich unbestreitbar ist (Morita et al. 1998;
Brandner et al. 2001; Pummi et al. 2001; Brandner et al. 2002; Furuse et al. 2002; Langbein et
al. 2002; Tebbe et al. 2002; Langbein et al. 2003; Malminen et al. 2003). Eine Ubersicht der
Literatur hierzu ist in der Arbeit von Schluter et al. (2004) gegeben worden.

Des Weiteren war bislang physiologisch ungeklart, ob TJ-Strukturen in Plattenepithelien
auch an der Barriere-Funktion dieser Gewebe beteiligt sind. Besonders sorgfaltige
elektronenmikroskopische Untersuchungen an mehrschichtigen Epithelien haben aber auch
hier mehr oder weniger deutliche, TJ-typische ,Kissing Points®* im Querschnitt und
entsprechende strangartige Relief-TJ-Strukturen im Gefrierbruch nachgewiesen, so z.B. in der
Epidermis im apikalen Bereich des Stratum granulosum. Diese strangartigen Strukturen
erschienen allerdings in ihrer Grolke bzw. flachenhaften Ausdehnung an manchen Stellen
eingeschrankt bzw. unterbrochen und wurden dann aufgrund dieser raumlichen Begrenzung
von manchen Autoren auch als Maculae occludentes bezeichnet (Caputo und Peluchetti 1977;
Elias et al. 1977; Schluter et al. 2004). Hieraus folgerten dann viele Autoren, dass eben
ausgedehnte und geschlossene TJ-Systeme z.B. in normaler menschlicher Epidermis bzw. in
anderen Plattenepithelien von Saugetieren nicht existieren (Squier 1973; Elias und Friend
1975; Elias et al. 1977; Andersen 1980; Fawcett 1994). Stattdessen wurde die offenbar ja
existierende Barriere-Funktion z.B. fiir parazellulare Diffusion auf der Hohe des Stratum
granulosum einer interzellularen Akkumulation von Lipiden zugeschrieben, vornehmlich
solchen, die von Zellen der Granulosum-Schichten in den Interzellularraum abgegeben
werden und diesen Raum ausflllen kénnen (vgl. Diskussion bei (Matolsty 1965; Landmann et
al. 1981; Landmann 1985, 1986; Orlando et al. 1992; Drenckhahn 1994; Elias 1996; Madison
2003; Norlen 2003; Segre 2003; Fluhr et al. 2006; Segre 2006). Ein wirksames TJ-System
wurde — von solchen Autoren — z.T. sogar bis heute mit geradezu weltanschaulicher Inbrunst
abgestritten, auch wenn man sehr wohl auf elektronenmikroskopische vielfach belegte TJ-
Strukturen in der Epidermis von anderen Wirbeltieren wie etwa von Fischen, Amphibien und
Sauropsiden verweisen kann (historische Ubersichtsartikel: (Montagna 1974; Fox 1986;
Landmann 1986; Matoltsy 1986; Sawyer 1986; Whitear 1986).

Immunfluoreszenzmikroskopie an diesen Epithelien zeigte dabei durchweg eine Ko-
Lokalisierung der einzelnen TJ-Komponenten in den Zell-Zell-Grenzen der obersten lebenden

Zellschichten, lichtmikroskopisch als durchgehend erscheinende Zonula occludens-Kontur.
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Diese Ergebnisse unterstitzen somit die Vorstellung von der Existenz eines TJ-Abschluss-
Systems in den aulieren lebenden apikalen Zellschichten der Epidermis wie in vielen,
wahrscheinlich allen Plattenepithelien Uberhaupt. Dies wird auch durch Beobachtung von
typischen TJ ,Kissing Points® in diesen Zellschichten sowie von strangartigen Reliefstrukturen
in Gefrierbruchpraparationen gestitzt. Die dargestellten Ergebnisse stehen so in
Ubereinstimmung vor allem mit jungeren immunhistochemischen und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen verschiedener Forschergruppen (Elias und
Friend 1975; Morita et al. 1998; Brandner et al. 2001; Pummi et al. 2001; Yoshida et al. 2001;
Brandner et al. 2002; Furuse et al. 2002; Langbein et al. 2002; Tebbe et al. 2002; Langbein et
al. 2003; Malminen et al. 2003). Auch stimmen ihre Interpretation als ,Schlussleiste® auch mit
den Ergebnissen der hier beschriebenen LaCls;-Experimente wie auch mit ahnlichen ,Tracer-
Experimenten in der Literatur im Grunde Uberein (Hashimoto 1971; McNutt et al. 1971; Squier
1973; Squier und Rooney 1976; Elias et al. 1977; Landmann et al. 1981; King 1983;
Landmann 1985, 1986; Holland et al. 1989; Simon et al. 1993) vgl. auch die Ergebnisse, nicht
die Interpretationen bei (Elias und Friend 1975). Dabei ist die Barriere flr eine Diffusion der
elektronendichten Tracer sowohl von aul3en nach innen als auch umgekehrt demonstrierbar.
Dass TJ-Proteine und —Strukturen an Barriere-Funktionen — z.B. gegen den Verlust von
Wasser und lonen - wesentlich beteiligt sind, ist auch durch die Experimente mit Claudin-1-
.gene-knock-out-Mausen (Furuse et al. 2002) demonstriert worden, die am ersten
postnatalen Tag alle ausnahmslos aufgrund von Austrocknung starben. Dieser Befund
schliel3t jedoch andererseits nicht aus, dass auch interzellulares lipidéses Material fir die
Bildung einer Barriere in der Epidermis gegen den Verlust von Wasser und lonen essentiell ist
bzw. in bestimmten Plattenepithelien sein kann. So starben Mause kurz nach ihrer Geburt, bei
denen das Gen fir den Fettsauretransporter Fatp4 ausgeschaltet worden war (Herrmann et al.
2003). Auch ahnlich erscheinende Befunde bei Neugeborenen, die an angeborenen Defekten
des Hyperkeratose-Kontraktur-Syndroms leiden (Holbrook et al. 1987), lassen sich so
interpretieren. Zusammengenommen scheinen die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Barriere in der Epidermis — und moglicherweise auch anderer Plattenepithelien — die
Hypothese von Shimono und Clementi (Shimono und Clementi 1976) zu bestatigen, dass
sowohl TJ als auch interzellulare Ablagerungen lamellarer Lipid-Anordnungen lebenswichtige
Beitrdge zur Bildung dieser Barriere leisten! Beide Strukturen scheinen fiir ein Uberleben

unverzichtbar zu sein.
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6.2 Puncta occludentia in Plattenepithelien: Identifizierung und
Definition als kleinstes Tight Junction-Element und Baustein fur

groRere TJ-verwandte Strukturen

In dieser Arbeit ist das Vorkommen einiger charakteristischer interdesmosomaler
Strukturen mit kompakter Mittelschicht-Struktur und von variabler, aber bemerkenswerter
Ausdehnung in bestimmten Zellschichten unterhalb der Granulosum-Schicht bzw. ihres
Aquivalents in nicht-epidermalen Plattenepithelien vor allem in der Zunge und der Gingiva,
aber auch in der Rinderschnauze, wie die sog. Coniunctio laminosa (,lamellated Junction®)
und die Lunctura structa (,Sandwich Junction”) bestatigt worden (vgl. Langbein et al. 2002,
Schliter et al. 2004). Mit groRer Regelmafigkeit wurde aber beobachtet, dass in bestimmten
Zellschichten bis hinunter zur Plattenepithel-Mitte und manchmal sogar darliber hinaus
deutlich positive Immunfluoreszenz- und Immunelektronenmikroskopie Reaktionen fir einige
TJ-Proteine zu beobachten waren, vor allem z.B. fir Claudin-1 und z.T. auch Claudin-4 oder
Occludin, ohne dass an diesen Stellen TJ-verwandte Strukturen zu erkennen waren, von
gelegentlichen ,Kissing Points“ abgesehen (z.B. 5.12 — 5.14). Gefrierbruch-Untersuchungen
solcher interdesmosomaler Regionen lieR dann aber regelmaRig kleine (<12 nm
Durchmesser) Saulenstumpf- bzw. zapfenartige Erhebungen erkennen, meist in
unregelmafiiger Anordnung oder eng aneinander gereiht (z.B. Abb. 5.14). Da in diesen
durchweg TJ-Protein-positiven Arealen keine andere Struktur zu erkennen war, blieb nur der
Schluss Ubrig, dass es sich bei diesen kleinen Einheiten um lokale Membran-Membran-
Kontakte handelt, die an bestimmten Stellen bzw. in bestimmten Situationen sich auch zu
Reihen anordnen kdnnen, danach sogar zu relief-artigen Strangen fusionieren mdgen. Dieser
Eindruck wird auch in einigen der Gefrierbruch-lmmunelektronenmikroskopischen-
Lokalisierungen z.B. von Occludin in Hepatocyten durch Fujimoto (1995) erhalten. Diese
kleinste definierbare TJ-verwandte Struktureinheit, deshalb Punctum occludens (,Stud
Junction®) bezeichnet, scheint in manchen Zellen bzw. Membranarealen sogar recht haufig zu
sein. Sie kommt, den Immuncytochemischen Reaktionen nach zu urteilen, auch in
Plattenepithelmetaplasien vor (siehe auch nachstehende Abschnitte).

Das Auftreten solch kleiner Puncta-Strukturen, die sich lokal anhaufen bzw.
aneinanderreihen kénnen, ist an sich keine neue Gefrierbruch-Beobachtung. Sie ist auch
friher schon sowohl in einschichtigen als auch in mehrschichtigen Epithelien gemacht worden
und — als eine morphologische Einheit — auch mit der Bildung langerer, strangartiger
Strukturelemente und so letztlich mit der Entstehung von Zonulae occludentes in Verbindung
gebracht worden (in einschichtigen Epithelien z.B. Friend und Gilula 1972; Claude und
Goodenough 1973; Montesano et al. 1975, 1976; Fawcett 1981; bzgl. mehrschichtiger
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Epithelien und Plattenepithelkarzinomen vgl. z.B. McNutt et al. 1971; Breathnach 1972; Orwin
et al. 1973; Elias und Friend 1975; Caputo und Peluchetti 1977; Leloup 1979; McLaughlin et
al. 1985; Meyle et al. 1999; Hemmi et al. 2004). Nun ist dies- vor allem durch die
Immunelektronenmikroskopie — wie auch direkt einer molekularen Hypothese zuganglich
gemacht worden.

Diese Puncta occludentia-Strukturen sind in ihrer am wenigsten auffalligen Verteilung —
in der schematischen Skizze der Abb. 6.1 dargestellt, im Vergleich sozusagen mit einer
typischen Anordnung entsprechender Relief-Strange in einer Zonula occludens-Anordnung
(Abb.: 6.1a; vgl. Stevens und Lowe 1992). In dieser Darstellung ist der suggerierte Eindruck,
dass die Strange (a) aus den Druckknopf-Strukturen der Puncta (b) durch lineare Assoziation
hervorgehen  kdnnen, eine Hypothese, die z.B. biochemisch-genetisch in

Transfektionsexperimenten prifbar ist.

gegenulberliegende
Plamamembranen

Interzellularraum N
] ~~1 gegenuberliegende
i Plasmamembranen Stud Junctions*

Interzellularraum

Transmembranproteine b

Transmembranproteine

Abb. 6.1: Schematische Darstellung einer Zonula occludens (a; modifiziert nach Stevens und
Lowe 1992) und des Aufbaus bzw. der Verteilung von ,,Stud Junctions“ (Puncta occludentia) in
Plasmamembranen des Stratum spinosum der Epidermis und Stratum spinosum-aquivalenten
Bereichen anderer Plattenepithelien. Diese ,,Stud Junctions®, die typische TJ-Proteine enthalten,
stellen die wohl kleinste Baueinheit von TJ-artigen Strukturen dar.
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6.3 Molekulare Komponenten der TJ-Strukturen in epidermalen

Keratinocyten in situ und in Zellkultur

Eine Zusammenfassung der biochemischen und immunologischen Nachweise von TJ-
Proteinen in der Epidermis und in Keratinocyten ist in der Tab. 6.1 gegeben. Diese Ergebnisse
stimmen mit frheren (z.B. Brander et al. 2001, 2002) Gberein. Entsprechende Bestimmungen
fir einige Rinderplattenepithelien sind in der Tabelle 5.1 zusammengefasst. Da noch immer
einige Mitglieder der Claudin-Proteinfamilie nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden
kénnen, kann das Ergebnis aber noch nicht als abgeschlossenes Bild der TJ-Proteine dieser
Zellen und Gewebe angesehen werden. Auflerdem ist die topologische Variabilitat —
verschiedene Genexpressionsmuster in verschiedenen Zellschichten — in der Epidermis
betrachtlich.

6.4 Die TJ-Proteine und -Strukturen der Bronchialepithelien,
von Bronchial-Zellkultur-Linien und der Bronchial-

Plattenepithelmetaplasie

Der spezifische molekulare Aufbau und die besondere physiologische
Leistungsfahigkeit, so vor allem auch die relative parazellulare Durchlassigkeit bzw.
Undurchlassigkeit sollten auch bei den Epithelien der Luftwege — besonders der Bronchien
und der Bronchiolen — grof’e Bedeutung fir die Aufrechterhaltung der Intaktheit und
Gesundheit des Gewebes und somit des gesamten Korpers haben. So sind z.B. von
Tierversuchen wie von pathologischen Untersuchungen mannigfaltige Hinweise auf Schaden
des TJ-Systems berichtet worden, einschliel3lich Demonstrationen sogar akut einwirkender
Noxen von Tabakrauch und Ozon bis zu Entziindungsprozessen (Boucher et al. 1980; Gordon
et al. 1998; Coyne et al. 2002; Kohlhaufl et al. 2002; Biesalski und Nohr 2003; Coyne et al.
2003; Boitano et al. 2004; Kato et al. 2005).

Erstaunlicherweise gibt es bisher keine systematische Untersuchung Uber die Zell-Zell-
Verbindungen, insbesondere TJ, in Bronchial-Plattenepithelmetaplasien in situ oder in
Zellkulturmodellen. Ebenso fehlen solche Untersuchungen an  entsprechenden
Plattenepithelkarzinomen der Lunge (zu entsprechenden Studien von Cytokeratinen siehe u.a.
die Ubersicht bei Leube und Rustad 1991; ferner: van de Molengraft et al. 1993; Fisseler-
Eckhoff et al. 1996; lyonaga et al. 1997; Schlage et al. 1998; van Dorst et al. 1998). In der
vorliegenden Arbeit sollte deshalb auch die Frage behandelt werden, ob man Aussagen zur

Molekularbiologie und zur Physiologie von entsprechenden Gewebeproben oder Zellkulturen
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erhalten kann, auch mit der Erwartung, dass einige davon zu diagnostischen oder praventiven
Malnahmen bzw. Verbesserungen fuhren konnten.

Wie Tab. 6.1 zeigt, ist die TJ-Protein-Ausstattung der Bronchialepithelzellen in situ und
in den beiden Zellkultur-Linien sehr ahnlich, und die TJ-Anordnung ist typisch fir einschichtige
polare Epithelzellen. Auch ist die Ausstattung wie die Zonula occludens-artige Anordnung der
apikalen, d.h. adluminalen Zellschicht der Plattenepithelmetaplasie-Strukturen recht ahnlich
(lediglich Claudin-1 und Claudin-7 weisen hier eine generelle breitere apikolaterale Reaktion
auf, vgl. Abb. 5.46). Jedoch lassen sich hier — wie auch bei den Cytokeratinen (vgl. dazu auch
Leube und Rustad 1991) — deutliche vertikale Differenzierungen erkennen, auffallig vor allem
fir Occludin, Claudin-4, Claudin-7, Protein ZO-1 und Cingulin, Differenzierungsunterschiede,
die bisher bei den entsprechenden Lungen-Karzinomen eben nicht auszumachen waren. Es
bleibt zu prifen, ob sich solche deutlichen Architekturelement-Unterschiede zur Beantwortung
histologisch-diagnostischer Fragen nutzen lassen. In jedem Falle sollte der Befund, dass
diese Plattenepithelmetaplasien anscheinend Uber ein intaktes Zonula occludens-System
verfligen, bei pharmakologischen und anderen therapeutischen Ansatzen ebenso
berlicksichtigt werden wie bei eventuellen Beurteilungen metaplasie-ahnlicher Lasionen in

situ.
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Tab. 6.1: Tabellarische Ubersicht der Nachweise von Tight Junction-Proteinen in verschiedenen Zelltypen bzw. Zellschichten
bestimmter menschlicher Epithelgewebe bzw. Epithelzellkulturlinien (Immunfluoreszenzmikroskopie-Ergebnisse, z.T. zusammen mit
SDS-PAGE-,,Immunoblots*)

Zelltyp Occludin* | Tricellulin | Claudin-1 | Claudin-4 | Claudin-7 | Protein ZO- | Cingulin
a 1
Bronchialepithel in situ adluminal positiv positiv positiv positiv positiv positiv positiv
Bronchial- adluminal positiv — positiv positiv positiv positiv positiv
Plattenepithelmetaplasie
in situ
basal negativ e positiv negativ negativ negativ negativ
Bronchial- in/an ,Hornperlen® positiv —_— positiv positiv positiv positiv positiv
Plattenepithelkarzinom
Hornperlen-fern positiv e positiv positiv —_— positiv positiv
Calu-3-Zellkulturen Positiv positiv positiv positiv positiv positiv positiv
Zellkultur-Linie 16HBE submers Positiv positiv positiv positiv positiv positiv positiv
AIC positiv — positiv positiv positiv positiv positiv
HaCaT-Zellkulturen einschichtig negativ negativ positiv negativ — negativ negativ
zweischichtig/suprabasal positiv positiv positiv positiv positiv positiv positiv
Epidermis in situ** Stratum granulosum positiv o positiv positiv positiv positiv positiv
Stratum spinosum negativ —_— z.T. z.T. z.T. z.T. z.T.
Stratum basale negativ —_— negativ negativ positiv negativ negativ

* Die Existenz einer kleineren SpleilRvariante des Occludin (Coyne et al. 2002; Ghassemifar et al. 2002) ist hier nicht bericksichtigt.
** verschiedene Schichten des Stratum spinosum kénnen in verschiedenen Teilen der Haut bzw. der Kérperoberflache lokal unterschiedlich reagieren.
—— noch nicht gesondert bestimmt

2.T. zum Teil positiv
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6.5 Evaluierung der mehrschichtig gewachsenen bronchialen

Zellkulturen als in vitro-Modelle fur Plattenepithelmetaplasien

Die in dieser Arbeit vielfach eingesetzten menschlichen bronchialepithel-Zellkultur-Linien
16HBE und CalLu-3 kdnnen, wenn sie an einer Kulturmedium-Luft-Grenze (AIC) gehalten
werden, zwar zu einer gewissen Zellschichtendicke anwachsen, die mehrschichtig erscheint
(vgl. Ehrhardt et al. 2002 und darin zitierte Literatur; ebenso Mathias et al. 1995, 1996 zu
pharmakologischen Versuchen an primaren Kaninchen-Bronchialepithel-Zellkultur-Linien),
jedoch weder elektronenmikroskopisch — morphologisch, noch immuncytochemisch, noch in
ihren physiologischen Eigenschaften an echte mehrschichtige oder gar an polare
einschichtige Epithelzell-,Monolayer‘-Kulturen heranreicht. Vor allem Iasst sich in diesen AIC-
Kulturen keinerlei Basal-zu-Apikal-Differenzierung der Cytoskelett- und
Zellverbindungskomponenten erkennen. Diese Zellkulturen kdnnen also kein experimentelles
Modellsystem fir eine Plattenepithelmetaplasie darstellen, sondern missen als etablierte

Zellkultur-Linien sui generis — fiir welche Versuche auch immer — angesehen werden.

6.6 Die Tricelluline, ein Lucken-Verschluss-Protein in
Epithelgeweben, und seine mogliche Bedeutung in pathologisch

veranderten Epithelien

Mit der Entdeckung des Tricellulin-alpha im Jahre 2005 war schlagartig klar geworden,
dass die bisherigen TJ-Analysen und —Betrachtungen sich eben nur mit der Zell-Zell-
Kopplung, also der Verbindung von zwei Zellen befasst hatten, dass es aber eben auch immer
Orte gibt, an denen drei Zellen aneinander grenzen. Allein schon um hier keine ,Licken® in
der TJ-Barriere, in der Schlussleiste als Ganzes, entstehen zu lassen, hatte man eigentlich ein
topologisch gerade fur diese Kontaktpunkte von drei Zellen spezialisiertes
Transmembranprotein postulieren missen. Bisher waren diese ,Dreiecken-Verklammerungen®
durch ein Tricellulin (Tricellulin-alpha) nur in einschichtigen polaren Epithelien bzw.
Epithelzellkulturen demonstriert worden (Ikenouchi et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit ist
nun aber — am Beispiel mehrschichtig gewachsener menschlicher Keratinocyten der Linie
HaCaT — gezeigt worden, dass Tricellulin auch Berlihrungs-Stellen von drei Zellen in einem
Plattenepithelzellsystem schlielen kann. Es ist wohl anzunehmen, dass zu einem voll-
funktionsfahigen Plattenepithelsystem auch in einer Plattenepithelmetaplasie — ein Verschluss
der ,Ecken® gehort. Andererseits ist bei den Experimenten zu dieser Arbeit klar geworden,
dass es mindestens zwei, eventuell noch mehr SpleilRvarianten des Tricellulin-Gens gibt und
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dass fur andere Tricellulin-Typen derzeit noch spezifische Reagenzien fehlen. Aber schon
jetzt — und trotz dieser noch empfindlichen Licke an Nachweismoglichkeiten — hat die

Existenz des Tricellulins zu einem Uberdenken der TJ-Physiologie und —Pathologie gefiihrt.

6.6 Folgerungen und Forderungen

Angesichts der Tatsache, dass der haufigste maligne Tumor in unseren Breiten, das
Plattenepithelkarzinom der Lunge, nicht direkt aus dem Bronchialepithel entstehen kann,
sondern eben nur aus einem bereits mehrschichtigen (Plattenepithelmetaplasie) oder zu
mehrschichtigem Wachstum spontan transformierten Zelltyp, auch angesichts der Tatsache,
dass es flr ein ouvertes Plattenepithelkarzinom derzeit keine Erfolg versprechende Therapie
gibt, und schlieBlich auch angesichts der Tatsache, dass dieser Tumor auch dann noch sehr
haufig sein wird wenn die Haupt-Noxe, der Tabakrauch, beseitigt ware, kann es eigentlich nur
die Forderung geben, die erste haufige und erkennbare Vorlaufer-Lasion, die
Plattenepithelmetaplasie, zum Hauptgegenstand von Diagnostik und Therapie zu machen.
Dementsprechend sollte diese Metaplasie, die sich vielfach ja auch durch spezifische
Probleme wie dem ,Raucherhusten® bekannt gibt, auch zum Gegenstand biologisch-
medizinischer Forschung erklart werden, vor allem auch deshalb, weil diese Fehlbildung

grundsatzlich noch reversibel ist.
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