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Einleitung / Ziel der Dissertation

1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Bereits seit Anfang des 20.Jahrhunderts gab es erste Studien zu den uns heute als
Proteasen bekannten Proteinen. Im Laufe des 20. Jahrhunderts wurden immer mehr
Proteasen entdeckt, charakterisiert und in Familien klassifiziert. So wurde vor mehr als
40 Jahren eine Unterklasse der Metalloproteasen, die Astazin-Familie bekannt. Dieser
gehort auch die in der Dissertation thematisierte Protease Meprin a an. Meprin a, so
wie viele andere dieser charakterisierten Proteasen, sind uns zwar heute bekannt
allerdings noch wenig erforscht und somit auch ihre Funktionen und Auswirkungen

weitgehend unbekannt (1,4).

Proteasen zeichnen sich durch prazises und spezifisches schneiden von Proteinen
aus. Dieser als Proteolyse bezeichnete Vorgang spielt in allen Phasen des Zelllebens
und Kompartimenten der Zelle eine Rolle und dient von Modifikation Pra-Proproteinen
bis hin zur Zerstorung der Proteinstrukturen. So nehmen Proteasen Einfluss auf
Lokalisation und Aktivitat der Enzyme. Sie sind somit ein Schlusselfaktor fur die
Gesundheit und Lebensfahigkeit der Zellen. Weiter kdénnen Proteasen Uber
transkriptionelle, post-translationale und weitere Prozesse hoch reguliert sein. Wenn
dieses Gleichgewicht aus den Fugen gerat, kann das fatale Folgen fir die Zellen haben
und somit zu pathologischen Veranderungen im Organismus flihren. Es ist bekannt,
dass Proteasen in vielen verschiedenen Krankheiten von groRer Bedeutung sind.
Bestandteil vieler klinischer Studien sind daher Themen, die sich mit einem besseren
Verstandnis und moglichen therapeutischen Ansatzen der Proteasen beschaftigen (2-
4).

Die Meprin a Protease gehort zu der Astazin-Familie der Zink-Metalloendpeptidasen
(5). Diese zahlen zu den Endopeptidasen welche im Vergleich zu den Exopeptidasen
ihre Funktion innerhalb der Korperstrukturen ausfuhren. Meprin a wurde entdeckt, da
es vor allem in Epithelzellen der Niere und des Intestinaltraktes exprimiert wird (17-
20). Heute weild man, dass Meprin a noch in anderen Geweben exprimiert wird und in
einigen Pathologien wie kolorektalen Karzinomen, akutes Nierenversagen, Sepsis und
weiteren modulatorischen und inflammatorischen Prozessen von Bedeutung ist (6-9).
AuRerdem ist bekannt, dass es in Endothelzellen im Bereich der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) ebenfalls vermehrt gebildet wird. Dort scheint es in der Lage zu sein einige
extra- und intrazellular gelegene Proteine, die zur Integritat der Barriere beitragen,

beeinflussen zu kénnen (1).
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Die BHS dient als physiologische Barriere zwischen Gehirn und Blut. So reguliert sie
den Austausch zwischen beiden Kompartimenten und beschitzt so das Gehirn vor
schadlichen Substanzen. Eine Barriere, wie sie die BHS darstellt, gibt es im
menschlichen Korper in den unterschiedlichsten Geweben wie z.B: die Blut-Harn-
Schranke, im Magendarmtrakt oder der Haut. Die BHS setzt sich aus den Perizyten,
Astrozyten, einer Basalmembran (BM) und den Endothelzellen zusammen. Der
regulierte Transport verschiedener Stoffe gelingt sowohl aktiv als auch passiv Uber
Kanale, Transporter-Systeme oder durch Diffusion. Diese Diffusion wird bestimmt
durch die Zell-Zellkontakte zwischen den Endothelzellen, den Tight Junctions (TJ). Sie
formen eine kontinuierliche Barriere, die verhindert, dass Toxine, Pathogene und
Immunzellen in das Gehirn gelangen oder es zu einer Elektrolyt Dysbalance kommt.
Diese TJ-Kontakte sind somit fur die Integritat der BHS von mafl3geblicher Bedeutung.
Unter physiologischen Umstanden ist die Permeabilitat sehr gering und damit
verbunden der transendotheliale elektrischer Widerstand (TEER) hoch (10-13). Der
TEER ist ein Mal fir die elektrische Leitfahigkeit Gber eine Zellschicht hinweg. Er dient
als Indikator fur die Integritat und Dichtigkeit von Zellbarrieren. Hierbei gilt, je hoher
der TEER-Wert, desto dichter die Zellschicht und desto niedriger die Permeabilitat (10-
13).

Sinkt der TEER aufgrund von Dysbalancen in dem System flhrt das zu einer hdheren
Permeabilitat der Barriere. Somit gelangen Toxine und Pathogene in das Gehirn und
kénnen fatale Folgen anrichten. Bei vielen der Neurodegenerativen Erkrankungen wie

z.B: Multiple Sklerose, Parkinson und Alzheimer, ist dies zu beobachten (10,14,15,16).

Somit ist es von grofRer Bedeutung fur diese Erkrankungen zu verstehen, wie es zum
Verlust der Integritdt der BHS kommt. Da Meprin a an der BHS sowohl unter
physiologischen als auch unter pathologischen Umstanden exprimiert wird und
Einfluss auf die BHS nimmt, konnte es potenziell am Pathomechanismus dieser

Erkrankungen mitwirken und stellt moglicherweise ein therapeutisches Ziel dar (1).

In der folgenden Dissertation geht es darum, die Zusammenhange zwischen Meprin a
und der BHS genauer zu untersuchen. Hierbei wird auf die Fahigkeit des Enzyms,
Proteinstrukturen wie TJ und Extrazelluldarematrixproteine (EZMP) schneiden zu
kénnen und den damit verbunden Einfluss auf die Integritat der BHS beziehungsweise
(bws.) den TEER eingegangen (1). Weiter wird der Wirkort Meprin as anhand

intrazellularer Aktivitat genauer untersucht. Diese Untersuchungen gelingen durch
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Uberexpression des Enzymes in Mausendothelzellen und Aufbau eines in vitro BHS-
Modells. So wurden das Expressionslevel der TJ-Proteine untersucht, die Aktivitat
Meprin as bestimmt und Versuche zur Integritat der BHS (Widerstands-Messung,

Permeabilitat gegenuber biologischen Markern) durchgefuhrt.

Diese Arbeit untersucht somit die bislang wenig erforschten Effekte von Meprin a auf
die TJ und EZMP der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Durch den Einsatz eines
angepassten in vitro Modells werden maogliche Einflisse auf die Barrierefunktion unter
realitatsnahen Bedingungen analysiert. Die gewonnenen Erkenntnisse konnten
Ansatzpunkte flr die Entwicklung therapeutischer Strategien bieten, die eine
Stabilisierung der BHS insbesondere bei neurodegenerativen Erkrankungen mit

erhohter Barrierepermeabilitat unterstitzen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Blut-Hirn-Schranke

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Auswirkungen von Meprin a auf die BHS.
Daher ist es von grolRer Wichtigkeit im folgenden Abschnitt zunachst auf den
allgemeinen Aufbau und die einzelnen Funktionen der Bestandteile, die zur

Aufrechterhaltung der Homdéostase zwischen Blut und Gehirn beitragen, einzugehen.

2.1.1 Geschichte der BHS-Forschung

Weit vor, den als ersten Experimente an der BHS bezeichneten Veroffentlichung
Ehrlichs, schreib ein Londoner namens Humphrey Ridley in seiner 1695 erschienen
Publikation Uber eine Impermeabilitat der BlutgefalRe im Gehirn gegenuber einer
injizierten Substanz in den Blutkreislauf (21). Allerdings verstand er damals die
Physiologie dahinter nicht. Ungefahr 150 Jahre spater beschrieb ein Franzose namens
Claude Bernard die Wichtigkeit der Homoostase und beschrieb sie als eine stabile
innere Umgebung. Damit war er der Erste, der die Bedeutung einer Homdostase des

Korpers fur Gesundheit und Krankheit erkannte (22).

1885 veroffentlichte dann der deutsche Forscher Paul Ehrlich seine Experimente zur
Farbung der Organe. Hierbei injizierte er einen Farbstoff in das Peritoneum und stellte
fest, dass sich der Farbstoff auf alle Organe auf3er dem Gehirn und dem Riuckenmark
verteilte (23,24). Kurze Zeit spater gelang es, dem Studenten Paul Ehrlichs, Edwin
Goldmann den Farbstoff Tryptan-Blau direkt in den Liquor Raum zu injizieren. Hierbei
sammelte sich der Farbstoff nur im Gehirn und Ruckenmark an. Weiter gelang es ihm
beim Injizieren dieses Farbstoffes in das Blutsystem, Abbauprodukte dieses
Farbstoffes im Gehirn nachzuweisen. Dies bewies eine definitive Kompartimentierung
des Gehirns gegenuber dem restlichen Korper. Allerdings vermuteten Beide, dass der
Zugang zum Gehirn nur tUber den Liquor Raum am Plexus Choroideus mdglich sei
(25). Max Lewandowsky verwendete 1900 erstmals den Begriff der BHS. Er vermutete,
dass die Hirnkapillaren verantwortlich fir die selektiven Permeabilitatseigenschaften
sind. Er beobachtete in seinen Experimenten die Wirkung von Ferrocyanid auf das
ZNS nach intrathekaler Injektion, wobei nach intravendser Injektion keinerlei Wirkung

zu sehen war (26).

In den folgenden Jahren war dieses Thema ein grof3er Bestandteil der Forschung.

Allerdings wurden erst mit Entdeckung des Elektronenmikroskops weitere Fortschritte
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erzielt. 1969 konnten die Forscher Brightman und Reese nach intravendser und
intrathekaler Gabe von dem Protein horseradish peroxidase (HRP) unter
elektronenmikroskopischer Beobachtung feststellen, dass dessen Diffusion an der
luminalen Seite durch die damit entdeckten TJ-Proteine geblockt wurde. Im weiteren
Verlauf stellten sie auch fest, dass im Vergleich zu anderen Kapillaren im Korper die
Abstande zwischen den Endothelzellen in den Kapillaren der Hirngefale signifikant
kleiner sind als in anderen Bereichen des Korpers. Somit machten sie die vermehrten
TJ-Proteine der Endothelzellen verantwortlich fir die nicht stattfindende Diffusion des
HRP in das Gehirn (27,28,29). Darauf aufbauend wurden in den nachsten Jahren die
weiteren Bestandteile und Transporter-Molekule der Bluthirnschranke entdeckt und
charakterisiert, welche zur Komplexitat und Vielfalt der BHS beitragen. Fir das
Verstandnis der BHS werden im Folgenden Die Bestandteile und deren Funktionen

erlautert.

2.1.2 Korperbarrieren und GefaRe

Im menschlichen Korper gibt es eine Vielzahl verschiedener Barrieren. Solche
befinden sich immer dort, wo zwei Kompartimente aufeinandertreffen. Es gibt
verschiedene Barrieren, wie z.B: die Hautbarriere oder die zwischen Lumen des
Magendarmtraktes und dessen Wand (35,36). So gibt es auch die Barrieren, die die
Blutbestandteile von verschiedenen Organen trennen. Solch eine Barriere befindet
sich immer dort, wo der Austausch von Gas und Nahrstoffen zwischen Blut und
Gewebe stattfindet, den Kapillaren. Kapillaren sind sehr kleine Blutgefale die sich wie
ein Netz im Gewebe verteilen, und so eine groRe Austauschflache generieren.
Deshalb bezeichnet man diesen Bereich auch als Kapillarbett. So haben sie zur
Aufgabe das Gewebe mit den bendtigten Stoffen wie Sauerstoff oder Glukose zu
versorgen, Produkte aus dem Gewebe im Korper zu verteilen und Abfallstoffe aus den
Geweben zu transportieren (34). Dieser Austausch wird tber die jeweilige Blut-Organ-
Barriere reguliert. Je nach Funktion des Gewebes sind diese Kapillaren und Barrieren
unterschiedlich in ihrer Permeabilitat und Regulation. So ist die Durchlassigkeit der
Blut-Leber-Schranke z.B. sehr hoch, da dort viele Stoffe metabolisiert werden
(31,32,33). Im Bereich der BHS ist es hingegen wichtig, dass die Permeabilitat sehr
gering und der Transport stark reguliert ist, um das Gehirn gegenuber einer Vielzahl

schadlicher Stoffe zu schutzen (30).
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2.1.3 Aufbau und Funktion der BHS

Die BHS verhindert, dass Krankheitserreger, Blutzellen, neurotoxische
Plasmabestanteile und weitere Moleklle in das Gehirn gelangen. Gleichzeitig
kontrolliert die BHS den Transport von Molekilen in und aus dem zentralen
Nervensystem (ZNS). Dies halt die chemische Zusammensetzung des neuronalen
Milieus aufrecht, die fir die richtige neuronale Funktion erforderlich ist (30,37). Fur die
Aufrechterhaltung dieser Homdstase sind einige Bestandteile verantwortlich die in
Abbildung 1 aufgefuhrt sind. Im Einzelnen setzt sich die BHS zunachst aus den
Kapillaren umkleidenden Endothelzellen mit ihren Zell-Zell Kontakten den TJ
zusammen. So wird verhindert das Stoffe frei Uber diese Schranke diffundieren
kénnen. Daraufhin folgt eine BM, deren Bestandteile hauptsachlich von den
Endothelzellen und den Perizyten gebildet werden. Funktionell dient die BM vor allem
als Zellanker und zur strukturellen Stabilitat. Weiter besteht die BHS aus den
Astrozyten und Perizyten welche modulatorische Funktionen erfillen und der BM und
den Endothelzellen aufliegen. Zusammen mit der Mikroglia und den Neuronen bilden
die Bestandteile die Neurovaskuldre Einheit (NVU). Der regulierte Transport
verschiedener Stoffe gelingt sowohl aktiv als auch passiv Uber Kanale, Transporter-

Systeme oder Diffusion (11).

Astrozyten Perizyten

Basalmembran | l\l Hirn

Enothelzellen . . . . ' Blut

Abbildung 1: Aufbau der Blut-Hirn-Schranke
Dargestellt sind die Endothelzellen, welche die Kapillare umkleiden und Uber die TJs miteinander

verbunden sind. Umgeben sind diese von einer Basalmembran, Perizyten und Astrozyten. Gemeinsam
bilden sie die BHS, die den Durchtritt pathogener Substanzen verhindert. (Erstellt mit
https://BioRender.com)
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2.1.3.1 Endothelzellen

Endothelzellen bilden die innerste Schicht von Blutgefa3en aus. Je nach Gréfle und
Funktion des BlutgefaRes konnen sie mehrschichtig oder als Einzelzellschicht
vorliegen. In den Kapillaren besteht die Wand der BlutgefalRe nur aus einer
Einzelzellschicht (31). Diese Einzelzellzellschicht kann je nach Korperregion
unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Die EZ der BHS sind im Vergleich z.B. zu
Muskel-EZ deutlich dinner, flacher und somit weniger als ein Mikrometer dick (38).
Weiter weisen die EZ eine deutlich vermehrte Bildung von TJ-Proteinen auf, welche
so die EZ zusammenhalten, den Parazellularraum sehr eng gestalten und eine
Diffusion hydrophiler Molekile zwischen Blut und Gehirn verhindern (27,28,39). Kleine
hydrophobe Molekile hingegen koénnen bis zu einer GroRe von 400 kDa frei
diffundieren (41). Weiter sorgt die freie Diffusion von Sauerstoff in das Gehirn und
Kohlenstoffdioxid umgekehrt fur einen funktionierenden Gehirnmetabolismus und die
Einstellung eines passenden PHs im Liquor, den Neuronen und anderen Zellen der
NVU. Desweitern sorgt die Bestandigkeit der TJs flr eine Polarisierung zwischen der
apikalen und basolateralen Seite der EZ (siehe Abbildung 2) (40). Andere Molekule
wie Glukose und Aminosauren muassen uber regulierte Transporter aufgenommen und
abgegeben werden. An der Herstellung dieser Transporter sind ebenfalls die EZ
beteiligt (42).

2.1.3.2 Tight Junction

TJ-Proteine gehoren zu den Zell-Zell Verbindungen. Sie liegen an der apikalen Seite
der EZ und verbinden diese miteinander. Dies dient zur Bildung einer Barriere, welche
daflur sorgt, dass nur bestimmte Stoffe Uber die Barriere gelangen konnen. Hierbei
kénnen die TJ je nach Gewebe unterschiedlich stark ausgepragt sein und so einen
unterschiedlichen hohen TEER Uber der Barriere generieren. Die hohe Expression an
der BHS fiihrt so zu einem hohem TEER uber der BHS. Weiter dient es als Art Zaun,
der dadurch eine Polarisierung der apikalen gegenlber der basalen Seite schafft
(27,28,10-13). TJs sind aus 2 Gruppen Molekilen aufgebaut. Zum einen die
Transmembranproteine die aus 3 verschiedenen Gruppen bestehen kdnnen: Claudin,
Occludin und den JAMs (junction adhesions molecules) (43,45). Zum anderen aus den
Ankerproteinen, wie Zonula occludens 1,-2,-3 (Z01,-2-3), welche die
Transmembranproteine mit dem Zytoskelett der Zelle verbinden (44) (Abbildung 2). Im
Gehirn sind Claudin 1,-5 und Occludin ein mafRgeblicher Bestandteil der TJs (46,47).
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Deswegen wird im weiteren Verlauf auf die in dieser Dissertation untersuchten

Proteine Occludin, Claudin-5 und ZO-1 genauer eingegangen.

Astrozyten Perizyten

Basalmembran \ Gehirn

/

Enothelzellen

basal Membran

Claudin-5

Zytoskelett 5

apikal

Abbildung 2: Aufbau der Tight-Junctions
Das Bild zeigt zwei Endothelzellen mit ihren jeweiligen Membranen und ihren Verbindungen Uber die

TJs. Hierbei werden an der apikalen Seite der Zellen die Transmembranproteine (JAM, Occludin,
Claudin-5) Uber die Ankerproteine (Z0O1,-2-3) mit dem Zytoskelett verbunden. (Erstellt mit
https://BioRender.com)

2.1.3.2.1 Claudin-5

Unter die Klasse der Claudine zahlen mehr als 25 verschiedene
Transmembranproteine mit einem Molekulargewicht zwischen 23-34 kDa (48,49).
Claudine sind Phosphorproteine mit vier transmembran Domanen die Uber ihr
Carboxyl-Ende an den Ankerproteinen ZO-1,-2-3 mit dem Zytoskelett verbunden sind
(50-55). Es ist bekannt, dass im Gehirn Claudin-1 und -5 neben Occludin einen
Grofteil der Komponenten in den TJs ausmacht. In einigen in vitro Studien gibt es
Hinweise darauf, dass Claudine flr die Bildung der parazellularen Barriere wesentlich
sind. Es wurde gezeigt, dass die Zerstérung von Claudinen, die Barrierefunktionen von
Nierenzellen des Hundes verringert (50,56-59). Weiter wurde gezeigt, dass das Fehlen

von Claudin-5 in den TJ-Komplexen genetisch veranderter Mause zu einer stark
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beeintrachtigten und undichten BHS gefluhrt hat (60). Die doppelte Ausschaltung von
Claudin-5 mit Occludin erhdhte ebenfalls die Permeabilitat (61). Allerdings fuhrt ein
Mangel an Claudin 5 nicht nur zu einer Erhéhung der Permeabilitat der BHS, sondern
spielt auch in vielen pathologischen Prozessen wie toxischem Schaden, Inflammation,
Tumorzellmigration und Traumata eine entscheidende Rolle (62,63). Somit ist es von
Interesse herauszufinden, ob Claudin-5 ein potenzielles Substrat Meprin as ist und wie
es sich auf die Integritat der BHS und mdgliche resultierende pathologische Prozesse

auswirkt.

2.1.3.2.2 Occludin

Occludin ist ein 65 kDa schweres Phosphorprotein (64). Es besitzt ebenfalls, wie die
Claudine, vier Domanen =zeigt allerdings keinerlei Ahnlichkeit in der
Aminosauresequenz mit den Claudinen. Die Domanen unterteilen sich in zwei
zytoplasmatische und zwei transmembrane Domanen. Zu den zytoplasmatischen
Domanen zahlt das kurze NH2-Ende und das lange COOH-Ende, welches als
Bindungsstelle fur zytoplasmatische Proteine wie den ZO-Proteinen fungiert sowie
eine entscheidende Rolle in der Formation der Barriere darstellt. Weiter dienen beide
zur Protein-Protein Interaktion. Die erste der zwei transmembran Domanen vermittelt
hingegen Kontakt zwischen den benachbarten Zellen, wahrend die zweite fir die
genaue Positionierung des Occludins in den TJs verantwortlich ist (64,65). Occludin
wird in EZ des Zentralen Nervensystems (ZNS) sehr viel starker exprimiert als in EZ
nicht neuronalen Gewebes. Dies hat zu der Annahme geflihrt, dass Occludin fir die
Permeabilitat der BHS sehr wichtig ist (42). Allerdings fihrten Experimente in Occludin
knock-out Mausen zur Ausbildung regularer und funktionierender BHS. Weiter wiesen
diese Mause aber schwerwiegende Defekte wie u. a. chronische Gastritis,
Schwerhorigkeit, Hirnabklarungen und mannliche Unfruchtbarkeit auf. Diese Defekte
kann man auf epi- und endotheliale Barrierestérungen zurtckfuhren. (66,67). So geht
man heutzutage im Gegensatz zu den Claudinen, die die mechanische Schliel3ung
des Parazellularraumes bewirken, bei Occludin von einer regulatorischen Funktion
aus. Diese bezieht sich vor allem auf die Formatierung und Positionierung der TJ. (68-
72). Zusammen bilden Claudine und Occludin Heterodimere aus, die so die
beschriebene parazellulare Barriere gemeinsam mit den Ankerproteinen ausbilden
(73). Weiter wurde gezeigt, dass Occludin ein Substrat des in dieser Dissertation
behandelten Enzymes Meprin a ist. In dieser Arbeit wurde dies Uberprift und magliche
Auswirkungen untersucht (74).
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Z0-1 gehort mit 225 kDa zu den grofliten TJ-Proteinen und ist Teil der Gruppe der
Ankerproteine, welche als Funktion die Verbindung zwischen den
Transmembranproteinen und dem Zytoplasma haben. Es verbindet also Molekule wie
Claudin-5 und Occludin mit den Molekulen des Zytoskeletts z.B: Aktin. Weiter zahlt
Z0-1 wie Occludin zu den regulatorischen Proteinen der BHS. Ahnlich wie Occludin
fuhrt ZO-1 Uber den Protein-Protein-Kontakt dazu, dass sich die Proteine innerhalb der
TJ richtig positionieren und so eine effiziente, einwandfreie funktionsfahige BHS
darstellen (75-78).

2.1.3.3 Basalmembran

Die BM kann in zwei Unterteile gliedern: die innere vaskulare BM, welche dem Gefal}
direkt aufliegt und die aullere parenchymale BM, die auch als Glia limitans
perivascularis bezeichnet wird und Uber der vaskularen Membran liegt. Die
parenchymale BM wird hauptsachlich von den Astrozyten sezerniert, wahrend die
vaskulare BM eine extrazellulare Matrix ist, die von den EZ und Perizyten gebildet wird.
Sie bestehen aus einer Vielzahl von Molekulen wie Kollagen vom Typ IV, Laminin,
Nidogen, Proteoglykane mit Heparinsulfat und andere Glykoproteine. Diese
Basalmembranen dienen nicht nur als Anker flir zahlreiche Signalprozesse im
Gefallsystem, sondern stellen auch eine zusatzliche Barriere dar, die Moleklle und

Zellen Uberwinden mussen, bevor sie in das Nervengewebe gelangen (79,80).

2.1.3.4 Perizyten

Perizyten (PZ) aus dem ZNS entstammen im Vergleich zu PZs in anderen Geweben
aus der Neuralleiste, welches ihnen einzigartige Funktionen zusprechen lassen (81).
Darlber hinaus weisen die Kapillaren des ZNS die hochste PZ-Deckung aller Gewebe
auf, mit einem geschatzten Verhaltnis von EZ zu PZ zwischen 1:1 und 3:1, wahrend
das Verhaltnis im Muskel 100:1 betragt (82). Dies zeigt die Wichtigkeit und den Einfluss
auf die BHS. Die PZs umgeben die Kapillaren mit ihren langen Fortsatzen und teilen
sich die BM mit den EZ. Weiter bilden sie mit den EZ direkte Synapsen artige Kontakte
Uber N-Cadherin und Connexine. Dies ermdglicht den Austausch zwischen Gas-
Molekulen, Metaboliten, Second-Messenger und RNA (83). Weiter kommt den
Perizyten eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Integritat der BHS, bei der
Angiogenese und der Stabilitdt der Kapillaren zu (83,84). Die PZ erflllen noch viele
weitere wichtige Funktionen zu denen unter anderem Regulation des Blutflusses,

Resistenzverstarkung der EZ, Abtransport toxischer Metabolite und Unterstitzung der
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strukturellen Integritat der BHS gehoren (85-88). Die Bedeutung der PZs kann man
anhand einiger neurologischer Erkrankungen wie Alzheimer, amyotrophe lateral
Sklerose (ALS) und Schlaganfallen, wo die Degeneration und Verletzung der PZs Teil
des pathologischen Geschehens sind, abschatzen (84,85,89,90). Somit ergibt sich fur
die PZ eine regulatorische Funktion auf die BHS bei deren Fehlen es zu

schwerwiegenden pathologischen Prozessen kommt.

2.1.3.5 Astrozyten

Den Astrozyten (AZ) kommt wie den PZ eine regulatorische Funktion an der BHS zu.
Die AZ zahlen zu den Gliazellen und erfullen verschiedene Aufgaben im ZNS wie
Kompartimentierung des Nervengewebes, Aufrechterhaltung der Elektrolythomdstase
und des pH-Wertes sowie die Aufnahme und Verarbeitung von Neurotransmittern
durch Bereitstellung energiereicher Substrate fur die Neuronen (91). Es ist bekannt
das im Gegensatz zu den PZ die AZ nicht an der Entwicklung der BHS beteiligt sind,
allerdings spielen sie dennoch eine wichtige Rolle fiir die Integritat. Uber die AZ-FiiRRe,
welche einen Groldteil der Kapillaren umgeben, stellen die AZ eine Verbindung
zwischen den vaskularen und neuronalen Anteilen der BHS her (92,93). HierUber
sezernieren die AZ-Bestandteile der BM und EZM und sind Uber lonentransporter im
Gasaustausch beteiligt (93,94). Weiter wurde gezeigt, dass ein Fehlen der AZ an der
BHS zur Erhdhung der Permeabilitat gefuhrt hat, welches auf die Wichtigkeit der AZ
auf die BHS und somit auch allgemein auf die Regulation des ZNS und
Neuroinflammatorische Prozesse bei neurodegenerativen Erkrankungen schlieen
lasst (95-97).

2.1.4 Transport uber die BHS

Wie bereits beschrieben gelangen aufgrund der geringen Permeabilitat nur kleine
lipophile Molekille passiv Uber die BHS. Diese geringe Durchlassigkeit der TJ
ermoglicht es den Transportsystemen der EZ, die Bewegung von lonen und Molekulen
zwischen dem Blut und dem Gehirn zu steuern. Es gibt zwei Haupttypen von
Transportern, die von EZs des ZNS exprimiert werden: Efflux-Transporter und
Nahrstofftransporter. Die Efflux-Transporter befinden sich groRtenteils an der
luminalen Membran der EZ und transportieren aktiv, das bedeutet unter Hydrolyse von
ATP, Stoffe gegen ihr Konzentrationsgefalle aus dem Gehirn in das Blut und schitzen
so unter anderem das ZNS vor der Akkumulation schadlicher Stoffe (37,98). Die

Nahrstofftransporter hingegen sind in der Lage wichtige Nahrstoffe entlang ihres
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Konzentrationsgefalles in das Gehirn zu transportieren und es so mit lebenswichtigen

Energiequellen zu versorgen (99).

Die Forschung an den Transportern und ihrer Substrate ist von grof3er Bedeutung,
sowohl um den Stoffwechsel und die Funktion des Gehirns zu verstehen als auch um

Angriffspunkte fur die Verabreichung von Medikamenten durch die BHS zu finden.

2.1.5 Verlust der BHS-Integritat

Viele pathologische Zustande des Zentralnervensystems, wie Multiple Sklerose,
hypoxischer und ischamischer Insult, Parkinson- und Alzheimer-Krankheit,
Hirntumore, zeigen eine Dysfunktion der BHS (102-106). Ursache ist die Offnung der
TJ, die von leichten reversiblen Veranderungen bis hin zu einem chronischen
Zusammenbruch der BHS reichen kann. Auch Veranderungen in den
Transportsystemen und Enzymen, zu denen auch die Metalloprotease Meprin a zahlt,

konnen Ursache eines BHS-Zusammenbruchs sein (100).

In Folge der hohen Durchlassigkeit flir Plasmabestandteile, Immunzellen, Toxine und
viele weiterer schadlicher Stoffe kommt es zum Verlust der Homdostase und einer
Neuroinflammation, welche neurodegenerative Prozesse in Gang setzen kann. Bis
heute ist noch nicht geklart, ob der Verlust der Integritat der BHS-Ursache oder Folge
fur die Neuroinflammation und den daraus resultierenden Prozessen ist (101). Fest
steht aber das aus den genannten Grunden, es von groRer Wichtigkeit ist
Zusammenhange zwischen Enzymveranderungen und den TJs sowie die
Zusammenhange zwischen dem Verlust der BHS-Integritdt und Neurodegenerativen

Erkrankungen genauer unter die Lupe zu nehmen.
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2.2 Meprin a

2.2.1 Aufbau und Struktur

Meprin a gehort zu der Astazinfamilie, eine Untereinheit der Metalloproteasen. Meprin
a wird im Menschen in einem Gen auf dem Chromosom 6 codiert. Organisiert ist es in

insgesamt 14 Exons und 13 Introns auf eine Lange von 40 kb (Kilobasen) (5,107-109).

Aufgebaut ist Meprin a, wie in Abbildung 3, beginnend N-Terminal mit einem
Signalpeptid (S), welches das Protein in das raue endoplasmatische Retikulum leitet.
Daran schlie®t sich ein Propeptid (PRO) an, welches proteolytisch im Verlauf
abgespalten werden muss, um das Enzym zu aktivieren. Darauf folgt eine Protease-
Domaéane (KAT), die nach Aktivierung als katalytisches Zentrum dient (1,110,111). Die
MAM-Domane (Meprin, A5 Protein, Rezeptor Protein Tyrosin-Phosphatase y) (MAM)
spielt eine Rolle bei Zelladhasion, Protein-Protein Interaktionen und
Signaltransduktion (112,113). Einer ahnlichen Funktion kommt die TRAF-Doméne
(Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter Faktor) (TRAF) nach (114,115). Die
.inserted“-Domane (l), enthalt eine ,Furin-cleavage site“, was bedeutet, das Meprin a
hier durch Furin von der Membran geschnitten werden kann, und unter Verlust der
noch Folgenden Domanen in den Extrazellularraum abgegeben wird. Dazu gehort die
EGF-Domane (EGF), die Transmembran- Domane (TM), welche Meprin a in der
Membran verankert, und noch eine Zytosoliche-Domane (C), die den C-Terminus von
Meprin a bildet (117,1).

Aulierhalb der Zelle kann Meprin a einzeln vorliegen oder sich mit mehreren anderen
Meprin a Enzymen zu einer héheren Struktur durch nicht kovalente Bindungen
zusammenschlie®en und so die groflite bisher bekannte Protease bilden (118,119).
Meprin a kann aber auch membran-gebunden als Homodimer vorliegen. Dieses
Homodimer wird durch eine Disulfid-Bricke zwischen den jeweiligen MAM-Domanen
stabilisiert, wie in Abbildung 3 dargestellt (1). Weiter kann es auch als Heterodimer
zusammen mit Meprin 3 vorliegen. Die Stabilisierung erfolgt dabei durch zwei Disulfid-
Brucke zwischen den Enzymen auf Hohe der MAM-Doméane und einer auf Hohe der
TRAF-Domane (110).
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Abbildung 3: Aufbau und Struktur Meprin as
(Erstellt mit https://BioRender.com)

2.2.2 Expression und Substrate

Die Expression Meprin as wurde ursprunglich in der Niere und im Intestinal Trakt
beobachtet. Heute ist bekannt das Meprin a noch in vielen weiteren Geweben
exprimiert wird und aktiv ist (120). So wird es vermehrt in der Leber, Dickdarm sowie
in der Haut exprimiert (121,122). Weiter kann sich das Expressionsmuster von Meprin
a unter entzidndlichen oder regenerativen Bedingungen verandern, was auf eine
dynamische Regulation und Beteiligung an Gewebereparaturprozessen hindeutet
(122). AuBerdem ist bekannt, dass es in Endothelzellen an der BHS vermehrt gebildet
wird und nicht nur hier auf eine Vielzahl an Substraten wirkt (120-123). In der folgenden
Tabelle sind einige dieser Substrate aufgelistet, allerdings ist dieses Themengebiet
noch nicht vollstandig erforscht, sodass vermutlich noch einige Substrate in den

folgenden Jahren dazukommen werden (123).
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meprin A

Insulin, Bradykinin, Angiotensin II Mouse kidney meprin A 124
Luliberin oder ,Luteinizing-hormone-releasing Rat kidney meprin A 125,
hormone®, Bradykinin, Substanz P 126
TGF-a Rat kidney meprin A 127
Parathormon (PTH) Rat kidney meprin A 128
Collagen IV, Laminin, Fibronectin, Gelatin, Rat kidney meprin A 129,
Nidogen 130
Katalytische Untereinheit von Protein Kinase A Rat kidney meprin A 131
Laminin 1 and Laminin 5 Recombinant homomeric | 132
human meprin A
Bombesin, Neurotensin, LHRH, Bradykinin, ,a- Mouse meprin A (af) 133
melanocyte-stimulating hormone® (a-MSH),
Substanz P, PTH-Fragment 13-34, Valosin,
vasoaktives intestinales Peptide, Angiotensin |
Cerulein, Secretin, Glucagon, Gastrin-releasing mouse meprin A 133
peptide (GRP)-(14-27), Neuropeptid Y,
SCCK8NH2
Collagen 1V, Nidogen-1, Fibronectin Human recombinant 134
homomeric meprin A
Pro-IL-113 Rat meprin A, 135
recombinant homomeric
rat meprin A,
GRP, Glucagon, Ghrelin, PTH, Secretin, LHRH, Recombinant human 136
Substanz P, Bradykinin, Neurotensin, and a-MSH | homomeric meprin A and
mouse meprin A
Prozessierung von Procollagen Il homomeric meprin A 137
Villin and Aktin mouse homomeric 138

Tabelle 1: Substrate Meprin Ots:

Nachgeahmt aus Quelle (8). Dargestellt sind Substrate Meprin aS, welche Isoform Meprin O verwendet wurde

und die dazugehdrige Quelle.

2.2.3 Regulation, Inhibition und Aktivierung

Die Biosynthese und der post-translationale Prozess sind streng reguliert. Bei diesem

spielen Glykosylierung, Phosphorylierung, Disulfid-Bricken Bildung und verschiedene

Interaktionen mit Chaperonen eine wichtige Rolle, da sie zur Stabilisierung und

Regulierung beitragen (143,110). Weiter gilt die post-translationale Regulation als

wichtiges Instrument, mit dem Zellen rasch auf veranderte Bedingungen reagieren
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konnen, und zugleich eine zusatzliche Kontrollstufe fur die Gene bietet (139,140).
Dieser Regulationsmechanismus wird durch RNA-bindende Proteine (RBPs) sowie
durch spezielle regulatorische Sequenzelemente im 3'-UTR, einem nicht translatierten
Bereich der Ziel-mRNA, vermittelt (141,142). Weiter spielen Inhibitoren bei der
Regulation eine Rolle. Sowohl Fetuin-A als auch Cystatin C gelten als endogene
Inhibieren, bedeutet, dass sie physiologisch im menschlichen Kérper vorkommen. Sie
gehoren beide zur Cystatin-Superfamilie der Protease Inhibitoren, was auf eine
gemeinsame Rolle dieser Protein-Gruppe bei der Regulation von Meprin-
Metalloproteasen hindeutet (143). Die Aktivierung von Meprin a geschieht durch
proteolytische Abspaltung des Propeptids durch Trypsin-ahnliche Proteasen
(143,148). Hier wird besonders Plasmin als mdglicher Aktivator in der Literatur
beschrieben (149,150). Als wichtigster exogener, also synthetisch hergestellter
Inhibitor von Meprin a gilt Actinonin (110). Auch hier Bedarf es weiterer Forschung, um

Inhibitoren zu finden und potenzielle Ziele flr eine Therapie zu identifizieren.

2.2.4 Funktionen

Im folgenden Abschnitt werden einige Beispiele angefuhrt, bei denen die Aktivitat von
Meprin a von Bedeutung ist. Hierbei wird auf die jeweilige Funktion und die
pathologische Konsequenz von Meprin a innerhalb des spezifischen Gewebes

genauer eingegangen.

2.2.41 Inflammation (am Beispiel Chronische entziindliche Darmerkrankungen)

Chronische entziindliche Darmerkrankungen (CED), wie Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa, sind langanhaltende Entzindungen des Magen-Darm-Trakts, die durch eine
diffuse Infiltration von Leukozyten in die Darmschleimhaut und eine Fehlregulierung
des mukosalen Immunsystems gekennzeichnet sind (134). Neuere Ansatze haben
gezeigt, das Meprin a ein Risikogen darstellt, welches die Erkrankung negativ
beeinflussen kann. Banerjee konnte in einer Studie zeigen, dass Meprin a genetisch
mit CED assoziiert ist (145). Wahrend einer intestinalen Entziindung wird die mRNA-
Expression von Meprin a im Epithel herunterreguliert, was durch den Homeobox-
Transkriptionsfaktor CDX2 vermittelt wird (145). Mause, denen Meprin a fehlte, zeigten
in einem DSS (Dextransulfat)-induzierten Colitis-Modell eine schwerere Entziindung
und starkere intestinale Schadigungen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (145). Weiter
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gibt es Hinweise darauf, dass Meprin a das Immunumfeld modulieret, indem sie
proinflammatorische Zytokine wie Interleukine, die ebenfalls mit CED assoziiert sind,
prozessiert und aktiviert (144). So kommt im Interstitium Meprin a voraussichtlich eine
eher schutzende Rolle zu, da erst niedrigere Meprin a Levels zu vermehrter

Inflammation fhrten.

2.2.4.2 Niere (am Beispiel Sepsis)

In Mausen und Ratten macht Meprina bis zu 5% der gesamten
Pinselzellmembranproteine aus, was auf eine wichtige physiologische Rolle diese
Proteasen in der Nierenfunktion der Nagetiere hindeutet (146). Bei der Sepsis kommt
es bei bis zu 20-50% der Falle zu einem akuten Nierenversagen, welches die Mortalitat
der Sepsis verdoppelt (122). Dies zeigt die Bedeutung, die dem Nierenversagen bei
der Sepsis zukommt. Physiologisch wird Meprin a am Tubuluslumen exprimiert. Bei
der Sepsis mit akuten Nierenversagen kommt es in Folge von Immunmodulatorischen
Prozessen, wie die vermehrte Ausschuttung von proinflammatorischen Proteinen, zur
Umverteilung der Expression von Meprin a zur basolateralen Seite der Tubuluszellen.
Dies fuhrt zum Abbau von Schlisselkomponenten der Basalmembran sowie die
Spaltung von Zelladhasionsmolekulen was zu strukturellen Schaden und erhdhter
Leukozyten Infiltration fuhrt (134,147). Desweitern fordert Meprin a zusatzlich die
Entzindungsreaktion, indem sie proinflammatorische Zytokine aktiviert oder freisetzt
(130). So zeigten sich in einigen experimentellen Modellen, dass Mause ohne Meprin
a besser vor Nierenschadigungen geschutzt sind und es zu einer geringeren
Leukozyteninfiltration kommt. Weiter zeigten die Experimente, das Actinonin die
vermehrte Ausschittung von IL1-R in der friihen Phase des akuten Nierenversagens
reduzierte und so ein Zusammenhang durch die Blockade Meprin as durch Actinonin
vermutet wird. Dies stellt sogar einen potenziellen therapeutischen Ansatz dar, der

weiter erforscht werden sollte und unterstreicht hier die Bedeutung Meprin as (6).

2.2.4.3 Alzheimer Erkrankung

Die Alzheimer-Erkrankung (AD) ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung und
spielt die Hauptursache fur Demenz weltweit. Sie betrifft Millionen von Menschen und
stellt eine erhebliche Belastung fur das Gesundheitswesen, die Gesellschaft und die
betroffenen Familien dar. Die Erkrankung ist charakterisiert durch einen

fortschreitenden Verlust kognitiver Funktionen, einschliel3lich Gedachtnis, Sprache,
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exekutiver Funktionen und der Fahigkeit, alltagliche Aktivitaten auszufuhren. Diese
klinischen Symptome sind das Ergebnis komplexer neuropathologischer
Veranderungen im Gehirn, die sich Uber Jahrzehnte entwickeln kénnen. Historisch
gesehen wurde die AD durch zwei Hauptmerkmale definiert. Zum einen die
extrazellulare Akkumulation von Amyloid- (AR)-Plagues und zum anderen durch die
intrazellulare Bildung von neurofibrilaren Blndeln aus hyperphosphoryliertem Tau-
Protein. Diese pathologischen Merkmale wurden erstmals von Alois Alzheimer im Jahr
1906 beschrieben und bilden seitdem die Grundlage des pathologischen
Verstandnisses der Erkrankung (151). Die Amyloid-Hypothese besagt, dass die
Akkumulation von AR, einem Peptid, das durch die Spaltung des Amyloid-
Vorlauferproteins (APP) entsteht, der primare Ausléser der Krankheitskaskade ist
(152). Die Tau-Hypothese hingegen betont die Rolle der Tau-Pathologie, bei der das
Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau hyperphosphoryliert wird, was zu dessen

Aggregation und zum Verlust der neuronalen Integritat fihrt (153).

In den letzten Jahrzehnten hat sich das Verstandnis der AD jedoch erheblich erweitert.
Neben den klassischen Merkmalen der AR- und Tau-Pathologie wurden weitere
pathophysiologische Mechanismen identifiziert, die zur Entstehung und Progression
der Erkrankung beitragen. Dazu gehdrten chronische Neuroinflammation,
mitochondriale Dysfunktionen, synaptische Schadigung und zerebrovaskulare
Dysfunktionen (154). So zeigten Studien, dass zerebrovaskulare Veranderungen oft
bereits in praklinischen Studien der Erkrankung auftreten und mdéglicherweise sogar

den Beginn der AR- und Tau-Pathologie vorantreiben (155,156).

Deshalb rickt neben vaskularen Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Diabetes und
Hyperlipidamie insbesondere die Rolle der BHS in den Fokus der Forschung. Teil
dieser Forschung ist auch das Enzym Meprin a, da es durch Expression in den
Endothelzellen der BHS und seinem spezifischen Substratmuster wie unter 2.2.2.
aufgefuhrt potenziell auf die Integritat der BHS negativ Einfluss nehmen kann. Dies
wurde dann zu den in 2.1.5. aufgezeigten Folgen fihren und wie hier beschrieben zu
der Entstehung der AD beitragen. Trotz einiger Fortschritte in der
Grundlagenforschung und der Entwicklung neuer Biomarker bleibt die AD eine
therapeutische Herausforderung. Bisherige Therapien zielen vor allem auf die
Linderung der Symptome ab, wahrend krankheitsmodifizierende Behandlungen noch
in der Entwicklung sind. Deshalb ist die Forschung in diesem Bereich sehr wichtig und

von hoher Relevanz.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Eukaryotische Zellen

Endothelzellen

Zelllinie Zelltyp Referenzen
bEnd.3 vom Gehirn abgeleitete | Hallmann, 2000

bEnd.3 + Mep1a

vom Gehirn abgeleitete
Endothelzellen

Selbstherstellung

Bend.3 + GFP vom Gehirn abgeleitete | Selbstherstellung
Endothelzellen

HEK 293 T Humane embryonale | Cannon and Strittmatter,
Nierenzellen 1993

HEK GP 293 Humane embryonale
Nierenzellen

Tabelle 2: Eukaryotische Zellen

3.1.2 Bakterien, Plasmide und Primer

Ubersicht Bakterien

Stable Competent E. Coli DH5a

New England BioLabs, Frankfurt

Tabelle 3: Ubersicht Bakterien

Ubersicht Plasmide

pLBCX

Clontech™, Mountain View, USA

pLBCX eGFP

AG-Pietrzik

pLBCX mep1a_C

AG-Pietrzik, Carsten Wenz

pcDNA4 _mep1a

AG-Becker-Pauly, Biochemie Uni Kiel

Tabelle 4: Ubersicht Plasmide
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Ubersicht Primer

CCT GC

Name Sequenzvon 5zu 3’ Restriktionsseite
BGL2 fwd TTT TAG ATC TGC CAC | Bgl2
CAT GGC TTG GATTAG A
new_CIAL Primer AAA AAT CGA TTC ACT | Clal
TGT CGT CGT CGT CC
Mep1a_8 fw AGC AGC TGT ACC GAT
TAA GTATCT
Mep1a_8 rv TGA AAG AGG TCC AAG

Mep1a_Middle fw

GGG ACA AGC TTC AGA
GCC CTC GAT TCT ACA

Mep1a_Middle_rv

CTG GAG ATG TGT GCG
ACT TCG AGG TAG TGA

Mep1a_End_fw CCC AGT GCC TAG ATG
CAT GGC TGG CAC ATT

Mep1a_End _rv CTC AGA GGA AAG CAA
ATG CTG TGC AGC CTG

flag_tag_fw GTG GGA ACC TAT CAT

ACG GAC

pLBCX_ Meprin_end_rv

CTG ATG GTT CTC TAG
AAA CT

pLBCX Meprin_middle fw

GTG GAA TGA TTC AGG
GCA CC

Tabelle 5: Ubersicht Primer

3.1.3 Reagenzien

Antibiotika
Blasticidin (10 mg/ml)

Penicillin (10000 Einheiten/Streptomycin (10 mg/ml)

Ampillicin (100 pg/ml)

Transfektionsreagenzien
Polyethylenimine (PEI)
Poly-D-Lysine

Chloroquine
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Polybrene
Lipofectamine (2000)

Ubersicht Enzyme

Enzyme Puffer Hersteller

Phusion High-Fidelity | Phusion HF Buffer (5x) 10 | New England BioLabs
DNA Polymerase mM dNTPs

CIP CutSmart Buffer (10x) New England BiolLabs

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Buffer
(10x)

New England BioLabs

Bgl2

NEBuffer r3.1 (10x

New England BioLabs

Clal

rCutSmart Buffer (10x)

New England BioLabs

Tabelle 6: Ubersicht Enzyme

Medien und Losungen fiir die Zellkultur

Medium

,Dulbecco’s Modified Eagle Medium* (DMEM)

Waschpuffer

,Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline“ (DPBS)

Ablosen von konfluenten Zellen

TrypZean SOLUTION (1x)

Complete Medium fiir HEK 293T und bEnd.3 Zellen

,Dulbecco’s Modified Eagle Medium* (DMEM)

21

Gibco, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim




Material und Methoden

10% fetales Kalberserum (FCS)
1% Penicillin-Streptomycin

1% Glutamax (100x, 200 mM)

Complete Medium fiir HEK GP 293 Zellen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium“ (DMEM)
10% fetales Kalberserum (FCS)

1% Penicillin-Streptomycin

2% Glutamax (100x, 200 mM)

1% Natrium-Pyruvat (100 mM)

Medium zur transienten Transfektion
OPTI-MEM®

1% Penicillin-Streptomycin

Gefriermedium
Complete Medium

10% DMSO

Coating-Losung fir die TEER-Messung
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Gibco Paisley, Scotland
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco Paisley, Scotland

Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
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400 pl Typ 4 Kollagen (1 mg/ml)

Steinheim
500 ul VE H20

100 ul Fibronectin (1 mg/ml)

Stimulationsmedium fiir die TEER-Messung

OPTI-MEM®
Hydrokortison

L-Glutamin

Medium fliir den FITC-Dextran Assay

Phenolrotfreies DMEM

10% fetales Kalberserum (FCS)

75 ug/ml 4kDa FITC Dextran (25 mg/ml)

Sigma-Aldrich,

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco Paisley, Scotland

Antikorper fur Western Blot, Antikorperaufnahme und Transport

Primare Antikorper

Antikorper Antigen

Isotyp/Klon

Organismus | Konzentration

Aktin Aa20-33 (N-

Terminus

Monoklonal

Kaninchen 13,7 pg/ml in
TBS-T/Milch,
NaNs3 (0,02%)

Flag (M2) DYKDDDDK

Monoklonal

Maus 0,5 pg/mlin TBS-
T/Milch, NaNs
(0,02%)

Mep1a

Monoklonal

Kaninchen 0,5 pg/mlin TBS-
T/Milch, NaNs3
(0,02%)
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Occludin (OC- | ~aa150 (C- | Monoklonal Maus 0,5 pg/mlin TBS-
3F10) Terminus) T, NaN3 (0,02%)
Claudin-5 C-Terminus Monokolnal Kaninchen 0,25 pg/ml in
TBS-T/Milch,
NaNs3 (0,02%)
Z0-1 aa1446-1748 | Monoklonal Kaninchen 0,37-0,74 pug/ml
in  TBS-T/Milch,
NaNs3 (0,02%)
Tabelle 7: Primare Antikorper
Sekundare Antikorper
Antikorper Antigen Isotyp/Klon Organismus | Konzentration
Maus Maus- Monoklonal Affe 0,08 pg/ml in TBS-
Antikorper T/Milch, NaN3
(0,02%)
Kaninchen Kaninchen- | Monoklonal Ziege 1 pg/ml in TBS-
Antikorper T/Milch, NaN3
(0,02%)
Hanchen Hanchen- Monoklonal Affe 1,8 ug/ml in TBS-
Antikorper T/Milch, NaNs3
(0,02%)
Maus Maus- Monoklonal Hanchen 0,01 pg/ml in TBS-
Antikorper T/Milch, NaNs3
(0,02%)
Kaninchen Kaninchen- | Monoklonal Hanchen 0,02 pg/ml in TBS-
Antikorper T/Milch, NaNs
(0,02%)
IRDye 800CW | Maus- Monoklonal Ziege 1:15000 in TBS-T,
Maus Antikorper NaNs3 (0,02%)
IRDye 800CW | Kaninchen- | Monoklonal Ziege 1:15000 in TBS-T,
Kaninchen Antikorper NaNs (0,02%)

Tabelle 8: Sekunddire Antikérper
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Chemikalien

Azeton

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampillicin

Acryllamid/Bis Solution 29:1

Biozym Le Agarose

Blasticidin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroquine

complete™ Protease Inhibitor Cocktail
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DPBS

Ethanol

Ethidiumbromid

Essigsaure

Gel loading Dye Purple (6x), no SDS

High Pure Plasmid Isolation Kit

Hydrokortison

Immobilon® Western Kit

Isopropanol
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Roth, Karlsruhe
AppliChem

Sigma Aldrich, Steinheim
BioRad Laboratories
Biozym Scientific GmbH,
Oldendorf

InvivoGen, Frankreich
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

New England BioLabs Inc,
Frankfurt

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim
Sigma Aldrich, Steinheim
EMD Milipore Corporation,
Burlington

Merck, Darmstadt
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Methanol
Milchpulver
Nitrocellulose Blotting Membran

Nonidet P40 (NP40)

PageRuler™Prestained Protein Ladder
Penicillin-Streptomycin

Pierce™BCA Protein Assay Kit
Polybrene

Polyethylenimine

Poly-D-lysine

Ponceau S

Roti®Load

Prestained Protein Ladder — Broad

molecular weight

Natriumazid (NaN3)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPOg)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

Roti®Load

Tetramethylethlyenediamin (TEMED)
Trichloressigsaure (TCA)

Tris
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

GE Healthcare Life Science,
Merck, Darmstadt

KG, Duren

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich, Steinheim
Thermo Fisher Scientific
Merck, Darmstadt
Polysciences, Warrington
InvivoGen, Toulouse France
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Abcam, Cambridge

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

BioRad Laboratories
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe
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Tween20 Roth, Karlsruhe

1 kb DNA Leiter New England BioLabs, Frankfurt

Losungen, Puffer und erganzende Materialien

Zelllyse

NP 40 Lysepuffer

NaCl 150 mN
Tris-OH pH 8.0 50 mM
Nonidet P40 1% viv
NaN3 0,02%

EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail

PBS
NaCl 1.37 M
KCL 0,0027 M
KH2PO4 0,1M
NazHPO4 0,1M
SDS-PAGE

Roti®Load (4x)
Resolving Puffer 4%
Tris Base, pH 8,8 1,5M

0,4% SDS

Stacking Puffer pH 6.8
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Tris, pH 6,8

0,4% SDS

Running Puffer (10x)

Tris Base
SDS

Glycin

Sammelgel

Stacking Puffer pH 6.8
Acrylamid 40% (29:1)
Water

APS 10%

TEMED

Trenngel

10%-Gel

Resolving Puffer pH 8.8

Acrylamid 40% (29:1)
Water
APS 10%

TEMED

Western-Blot

Blotting Puffer (1x)

0,6 M

0,25 M
1%

1,92 M

625 ul
312 ul
1,563 ml
25 pl

2,5ul

2,5 ml
2,5 ml

5ml
100 pl

10 pl
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Tris base
Glycine

Methanol

Tris gepufferte Salzlosung (TBS)

NaCl
KCI

Tris-Base

TBS-Tween (TBS-T)

0,1% Tween20 in TBS

Blockierungspuffer

5% Milchpulver in TBS-T

Blotting Membran

250 mM
1.92 M

20%

137 mM
2.7mM

25mM, pH 7,4

Nitrocellulose Blotting Membran Amersham™Protan™ 0,2 um NC

HRP und Substrate

Immobilon® Western HRP Substrat

Luminol Reagenz

Immobilon® Western HRP Substrat

Peroxid Losung

EMD Milipore Corporation

EMD Milipore Corporation
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Ermittlung der Protein-Konzentration

Pierce™BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford

DNA-Gelelektrophorese

Agarose-Gel

Biozym LE Agarose 1%

TAE (1x) ad 100 ml
Ethidium bromid 0,0001%
Ix TAE

Tris 0,4M
EDTA 0,01M
Essigsaure 0,2M
dH20 ad 1000 ml

Transformation fur NEB® -stable Competent E. Coli
NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium New England BioLabs, Frankfurt

NEB® -stable Competent E. Coli New England BioLabs, Frankfurt

Puffer und Losungen fiir die Bakterienkultur

LB Medium AmP

LB Medium pH 7.5
Ampicillin (100 pug/ml)
LB-AgarA™p

LB Medium pH 7.5
1,5% Agar
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Ampicillin (100 pg/ml)

3.1.4 Gerate und Laborhilfsmittel

BioRad power Pac 300
CO2-Inkubator (HERACEelIl 240i)
CellZcope

Eppendorf Reaktionsgefalie

Erlenmeyerkolben

Falcons

Gefrierschrank

Glas Pipetten

Glasplatten
Handschuhe
Inkubator

Kryo-Rdhrchen

LAS 3000 FujiFilm
Lichtmikroskop
Magnetrihrer MR 3001
Mikrowelle

Mini Zentrifuge
Mini-PROTEAN®

NALGENECryo1°C Gefriercontainer

Pasteur Pipetten

31

BioRad, Munich
New Brunswick, Edison, USA,

Nano Analytics, Munster

Eppendorf, Hamburg

Schott, Mainz

GreinerBio One GmbH,

Frickenhausen
-80°C Heraeus
-20°C Liebherr

Hirschmann®Techcolor,

Germany

BioRad Munich

StarLab International GmbH
Edmund Bubler

Thermo Fisher Scientific,

Denmark

Fuji Japan

Olympus

Heidoplh

Micromaxx, Real

Starlab International GmbH
BioRad, Munich

Thermo Fisher Scientific,

Swords

Roth, Karlsruhe
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pH-Meter

Pipetten 1 pl-1 ml
Pipettenspitzen

Pipettierhilfe

Plastikpipetten

Schuttler

Sterilbank

Thermomixer 5436
Transparente Membraneinsatze
Vortexer VWR

Varioskan LUX multimode microplate reader

Vakuumpumpe

Wasserbad GFL1086
Zellkulturschalen
Zellspachtel

Zentrifuge Biofuge stratos
Zentrifuge universal 32

Zentrifuge Mikro 200

3.1.5 Software und Datenbanken

ChemiDoc MP
Excel 2016
Imaged

Intas Gel Imager

Instruments
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inoLab, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Starlab International GmbH
IBS integra biosciences
Sarstedt, Numbrecht
Infors, Boltmingen Schweiz
Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht

VWR International buvba

Hoefer Scientific Instruments,

San Francisco California
Mettler PL1200GFL, Burgwedel
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt; Newton

Hereaus, Hanau

Hettich; Tuttlingen

Hettich; Tuttlingen

BioRad Laboratories
Microsoft
Open Source

Intas Science Imaging

GmbH
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Power Point 2016 Microsoft

Word 2016 Mircosoft

BioRender

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, Inc.

Skanlt Software 6.0.2.3

3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung immortalisierter eukaryotischer Zellen

Die Arbeiten mit Zellen wurden alle unter einer Steril Bank in einem S2-zertifizierten
Labor abgehalten. Die Materialien wurden nach Benutzung mit 70%igem Ethanol
behandelt, autoklaviert oder waren Einmalmaterialien. Die Zellen wurden in 2-15¢cm
grofRen Kulturschalen in einem Inkubator mit 5% CO2-Hehalt und 95%-Luftfeuchtigkeit
bei 37°C kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde regelmafRig kontrolliert unter

einem Mikroskop kontrolliert.

3.2.1.1.1 Revitalisierung kryokonservierter Zellen

Um Zellen in Kultur nehmen zu kdnnen muss man kryokonservierte Zellen aus dem
Labor revitalisieren. Hierbei ist zunachst darauf zu achten, dass die Zellen eine
moglichst niedrige Passage Zahl haben, da sie mit hOherer Passage Zahl die Fahigkeit
verlieren TJ-proteine ausbilden zu kdnnen (171). Die kryokonservierten Zellen werden
in flussigem Stickstoff gelagert, woraus man sie zunachst nimmt und das
Kryoréhrchen, in dem sich die Zellen befinden, in ein 37°C warmes Wasserbad legt.
Unmittelbar nachdem sie aufgetaut sind, pipettiert man die Zellen in ein vorbereites
15ml Falcon gefullt mit 10 ml erwarmtem Kulturmedium und zentrifugiert die
Zellsuspension fir 4 Minuten bei 1200 x g. Den Uberstand saugt man mittels einer
Vakuumpumpe ab, um die sich am Boden des GefalRes befindlichen Zellen vom fir
die Zellen toxischen 10%igem Dimethylsulfoxid (DMSO)-Kulturmedium-L&sung, in

33



Material und Methoden

dem die Zellen kryokonserviert wurden, zu befreien. Anschliel3end werden die Zellen
in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und in eine 6cm Kulturschale tUberflhrt und in

Kultur genommen.

3.2.1.1.2 Medium Wechsel

Alle 2 Tage muss bei den Zellen das Medium gewechselt werden. Daflr saugt man
das Medium mittels einer Vakuumpumpe ab. Anschlie3end gibt man 1-2 ml 1x PBS
auf die Schale. Nach 1-2 Minuten saugt man dies ebenfalls ab. Dies dient dazu
mortaliserte Zellen und Medium Reste zu entfernen. Nun gibt man 10 ml des je nach

Zellart geeigneten Kulturmediums dazu und stellt die Kulturschale in den Inkubator.

3.2.1.1.3 Passagieren von adharenten Zellen

Wenn die Zellkulturschale zu 80% mit Zellen bedeckt ist, kbnnen die Zellen nicht mehr
wachsen, da sie keinen Platz mehr haben bzw. keine neuen Zellkontakte mehr
ausbilden konnen. Dies hat zur Folge das die Zellen mit der Zeit absterben (172). Um
dem entgegenzuwirken, passagiert man die Zellen zu diesem Zeitpunkt. Daflr geht
man zunachst vor wie bei 3.2.2.2. Nachdem man das PBS abgesaugt hat,
unterscheiden sich die Vorgehensweisen flr die verschiedenen Zellarten. Die
Hek239T-Zellen lassen sich mittels auf und ab pipettieren von Kulturmedium durch
den entstehenden Druck abldsen. AnschlieRend werden die Zellen in ein 15 ml Flacon
Uberfihrt und 1:10 geteilt. Das bedeutet es wird 1ml der Zellsuspension und 9 ml
frisches Kulturmedium zusammen auf eine neue Kulturschale pipettiert. Die bEnd.3-
und HEK-GP-Zellen lassen sich aufgrund der Zellmatrix- und Zell-Zell-Kontakten nicht
von der Platte I6sen. Dafur gibt man die im menschlichen Verdauungstrakt
vorkommende Serinprotease in Form einer 1x Trypsin/EDTA-LAsung (1-2 ml) auf die
Schale. Die Losung ist in der Lage diese Zellverbindungen zu spalten. Unter
mikroskopischer Beobachtung verweilt das Trypsin 1-5 Minuten auf den Zellen.
AnschlieRend lassen sich die Zellen mithilfe einer Pipette I6sen. Nach Uberfiihrung der
Zellsuspension in ein 15 ml Flacon wird sie fur 4 Minuten bei 1200 x g zentrifugiert,
und das fir die Zellen schadliche Trypsin anschlieBend abgesaugt. Nach
Resuspension mit frischem Kulturmedium kénnen die Zellen wie oben beschrieben auf

eine neue Kulturschale aufgeteilt werden.
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3.2.1.1.4 Kryokonservation der Zellen

Manche Zellarten werden nur flr einige Experimente bendtigt. Deshalb werden sie
nach Beendigung dieses Experiments eingefroren um sie so lange haltbar zuhalten.
Dieses Verfahren nennt sich Kryokonversation. Hierbei werden die Zellen bei
Temperaturen von -180°C in flussigem Stickstoff in einer 10%haltigem DMSO-
Kulturmedium-Lésung konserviert. Das DMSO ist bei diesem Prozess so wichtig, da
es die Ausbildung von Eiskristallen verhindert und somit die Zellen schitzt (173). Fur
die Durchfihrung wird eine konfluente 10 cm Kulturschale bendtigt, also eine Schale,
die ungefahr zu 80% mit Zellen bedeckt ist. Hier geht man zunachst vor wie in 3.2.2.3.
bis zur Resuspension. Bei diesem Schritt resuspendiert man die Zellen mit 1ml der
DMSO-Kulturmedium-Lésung und uberflihrt die Suspension in ein Kryoréhrchen.
Daraufhin stellt man das Kryorohrchen zunachst in den auf 37°C erwarmten Mr.Frosty
und lasst diesen fur 2-3 Stunden bei -80 Grad Gefrierschrank, ehe man das

Kryoréhrchen im flissigen Stickstofftank unterbringt.

3.2.1.1.5 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte automatisiert mit dem Zellzahler ,Invitrogen
countess 3“. Dafur wurden 20 ul der zu bestimmenden Zellsuspension mit 20 ul
Tryptanblau in ein 1ml Eppendorf-Gefal} pipettiert. Nach kurzer Resuspension wurden
2 x 10ul des Ansatzes in einen Countess Kammerobejkttrager pipettiert und in den
Zellzahler beférdert. Der Mittelwert der beiden berechneten Zellzahlen wurde fur die

Bestimmung der endgultigen Zellzahl verwendet.

3.2.1.2 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion von HEK 293T Zellen erfolgte mit dem
Transfektionsreagenz Polyethylenimine (PEI). Hierfir wurden zunachst 24 h vor der
Transfektion zwischen 4-6 x 105 Zellen auf eine 6cm Schale ausgesat. Fur die
Transfektion werden zwei Ansatze bendtigt. Flr den ersten Ansatz pipettiert man 1ug
DNA in 30 pl Opti-MEM. Fur den zweiten Ansatz 4 pl PEI in 30 pl Opti-MEM. Dies wird
10 Minuten inkubiert, ehe es in einem Eppendorfreagenzgefall zusammen gemischt
wird und nun weitere 15 Minuten inkubiert wird. Daraufhin gibt man das Ganze zu den

Zellen. Nach 4-6h muss das Medium gewechselt werden, weil das PEI sonst negative
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Auswirkungen auf die Zellen hat (174). Nach 24h Stunden wird dann eine Zell Lyse

durchgeflhrt.
Pro 6cm Schale
Zellen 4-6 x 105
Ansatz 1 DNA 1 Mg
Opti-MEM 20 pl
Ansatz 2 PEI 4 pl
Opti-MEM 30 pl
Medium 2 ml

Tabelle 9: Transiente Transfektion der HEK-Zellen

Fir die transiente Transfektion der bEnd.3 Zellen wird das Transfektionsreagenz

Lipofectamine (2000) verwendet. Hier werden zwischen 5-8 x 105 Zellen 24 h bevor

der Transfektion auf einer 6cm Schale ausgesat. Fur die Transfektion bendtigt man

ebenfalls zwei Ansatze wie folgt beschrieben. Fur Ansatz eins werden 2 ug DNA mit
125 ul Opti-MEM gemischt. Fur den zweiten 5 pl Lipofectamine (2000) mit 125 pl Opti-

MEM. Nach einer 5-minutigen Inkubationszeit werden die beiden Ansatze in

zusammengefuhrt und fur weitere 20 Minuten inkubiert. Im nachsten Schritt wird es

Uber die Zellen gegeben. Ein Medium Wechsel sollte nach 24 h erfolgen. Nach 48-72

h erflogt hier die Zell Lyse.

Pro 6cm Schale

Zellen 5-8 x 1015
Ansatz 1 DNA 2 ug
Opti-MEM 125 pl
Ansatz 2 Lipofectamine (2000) 4 ul
Opti-MEM 125 ul
Medium 2ml

Tabelle 10: Transiente Transfektion der bEnd.3 Zellen
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3.2.1.3 Stabile Transfektion der bEnd.3 Zellen mittels retroviraler Transfektion

3.2.1.3.1 Prinzip der Methode

Transfektion allgemein bedeutet, das Einbringen von Fremd-DNA in ein Genom mittels
eines Vektors. Halt dies nur vorrubergehend spricht man von einer transienten
Transfektion, wie in 3.2.2. beschrieben. Stabile Transfektion, also das die Fremd-DNA
dauerhaft in das Genom integriert wird und nicht durch Zellteilung wieder verloren geht,
erreicht man durch retroviralen Gentransfer. Die in dieser Arbeit beschriebenen mit
Mep1a stabil transfizierten bEnd.3 Zellen wurden mit dieser Methode hergestellt. Um
infektidse replikationsinkompetente Partikel verpacken zu kdénnen bendtigen
Retroviren verschiedene Gene: gag, pol und env. Um Kkeine unkontrollierte
Virusproduktion zu bekommen, wurde in dieser Methode ein Gentransfersystem
bestehend aus drei Komponenten erstellt, welches die oben genannten Gene enthalt.
Als erstes bendtigt man eine Verpackungszelllinie, die HEK GP2 293 Zellen. Diese
enthalten das Gen pol, welches wichtige Enzyme, wie die reverse Transkriptase liefert,
und das gag Gen welches das Kapsid des Virus kodiert. Desweitern bendtigt man
einen Expressionsvektor, der die DNA von Mep1a, Transkriptions- und
Prozessierungsenzyme und das flr die spatere Selektion entscheidende ,packaging
signal v, ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Blasticidin enthalt. Das Helfer
Plasmid VSV-g (,envelope glycoprotein vesicular stomatitis virus®) enthalt das Gen
env, welches fur das Glykoprotein der Virushulle codiert und so ein Eindringen in die
zu transfizierenden Zellen mittels Plasmamembrantransfusion gewahrleistet. Fir die
Herstellung des Viruspartikels sind somit alle 3 Komponenten essenziell. Die
Verpackungszelllinie wird im Verlauf mit dem Helfer Plasmid und dem
Expressionsvektor der Mep1a codiert, transfiziert. Anschlieliend werden die
Viruspartikel produziert und in das umgebende Medium abgegeben. Dieses Medium
mit den dann enthaltenen Virus Partikeln wird nach 60 h geerntet und daraufhin die

Zielzellen beimpft.
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Abbildung 4: Stabile Transfektion der bEnd.3-Zellen mit einem retroviralen Gentransfer
Cotansefektion der Verpackungszelllinie HEK GP2 293, welche das pol Gen enthalt, mit dem

Helferplasmid VSV-g mit dem Gen env und dem Expressionsvektor. Dieser enthalt Helfergene, die DNA
Meprin as und eine Blasticidinresistenz. 2.-4. Herstellung des Virus und Verpackung. 5.-6. Virus wird
aus der Zelle freigesetzt. Uberstand wird mit Virus anschlieend entnommen. 7. Beimpfung der bEnd.3-
Zellen mit dem Virus. (Erstellt mit https://BioRender.com)

3.2.1.3.2 Titration des Antibiotika-Stocks (,,kill curve®)

Verwendet wurde eine ,Abtotungskurve®, um die optimale Konzentration von
Blasticidin fur die klonale Selektion zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurden
bEND.3-Zellen mit einer Zelldichte/Well von 4,5 x 105 in eine 6-Well-Platte mit 2 ml
Kulturmedium ausgesat. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Blasticidin-
Konzentrationen (0,3, 4, 5, 6, 10 ug/ml) 14 Tage lang behandelt. Gewechselt wurde
das Kulturmedium alle 2-3 Tage und taglich die Lebensfahigkeit der Zellen
beobachtet. Um die richtige Antibiotikakonzentration flr die stabil transfizierten

bEND.3-Zellen auszuwahlen wurde die Konzentration verwendet, bei denen nach 5
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Tagen ein signifikanter Zelltod und innerhalb von 14 Tagen ein vollstandiger Zelltod

beobachtet wurde.

3.2.1.3.3 Transfektion der HEK GP-293 Verpackungszelllinie

Um Viruspartikel zu erzeugen, plattieren Sie GP2-HEK293T-Zellen auf mit Poly-D-
Lysin beschichtete 10-cm-Platten (Verfahren wie oben beschrieben, verwenden sie
4 ml einer 1:2000-L6ésung pro Platte), sodass die Zellen bei der Transfektion am
nachsten Tag konfluent (60-80% der Platte mit Zellen bedeckt) sind. Zwei Stunden
vor der Transfektion wurde das Medium gegen Medium mit 25 yM Chloroquin
ausgetauscht. Chloroquin erhdéht die Konstrukt-/Vektoraufnahme in die
virusproduzierenden Zellen, indem es durch Neutralisation des pH-Wertes die
lysosomale DNA-Enzyme hemmt (175). So kann die Effizienz der Transfektion um
das2-3x fache erhdoht werden. Vor der Transfektion wurde das Medium (DMEM,
serumfrei) erneut gewechselt und die Zellen wurden mit 5 ug retroviralem
Expressionsplasmid (pLBCX Mep1b) und 5 ug pVSV-G-Plasmid (10 uyg Gesamt-
DNA)  co-transfiziert. Verwendet  wurde Polyethylenimin (PEIl) als
Transfektionsreagenz und die Transfektion wie folgt ausgefuhrt. Geben Sie 10 ug
Gesamt-DNA (5 pg pVSVG + 5 pg pLBCX Mep1b) in das Reaktionsgefal® mit 300 pl
serumfreiem DMEM (L6sung A). 40 ul PEI in das Reaktionsgefal® geben, das 300 pl
serumfreies DMEM (Lésung B) enthalt. Die beiden Losungen wurden 10 Minuten
lang bei Raumtemperatur inkubiert und dann mit einem Vortex-Mischer kombiniert
und gemischt. Nach 15-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die

Transfektionsmischung zu den HEK-GP2 293T-Zellen gegeben.

Menge pro Schale
Zellen 45 x 108
Ansatz 1 Opti-MEM 300 pl
DANN 10 pg (5 pg+5 pg)
Ansatz 2 Opti-MEM 300 pl
PEI 40 pl
Medium 10 ml

Tabelle 11: Transfektion der HEK GP-293 Verpackungszelllinie
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3.2.1.3.4 Konzentrieren und Ernten des viralen Uberstands

Aufgrund der Mdglichkeit der Bildung infektiéser Viruspartikel ab diesem Zeitpunkt
wurden alle weiteren Zellkulturarbeiten unter S-2-Bedingungen durchgefiihrt. Es
werden ausschlieBlich Einwegkunststoffe verwendet und alle potenziell
kontaminierten Gerate und Materialien werden sofort mit 70 % Ethanol und
UltraSolTM desinfiziert. Der Abfall wird in separaten Behaltern gesammelt und
einzeln autoklaviert. Das Medium wurde nach 4-6 h gewechselt. Nach 24 h beim
Medium Wechsel erfolgte zur Konzentration des Virus eine Reduktion des Mediums
auf 6 ml statt 10 ml. Nach 60-65 h Stunden wird der Uberstand, indem nun der Virus
enthalten ist mit einer Pipette in ein 15 ml Falcon Uberfihrt und fir 4 Minuten bei
1200 x g zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand unter Zunahme einer Spritze
durch ein 0,45 ym Zellulose Acetat Filter gespritzt. Der nun gefilterte Uberstand enthalt
das Virus und wurde im Folgenden fur das Beimpfen der Zielzellen und die Titer

Bestimmung genutzt.

3.2.1.3.5 Bestimmung des viralen Titers

Virustiter werden bestimmt, um die Lebensfahigkeit des Virusstamms sicherzustellen
und die maximale Anzahl an Zielzellen zu bestimmen, die von einer bestimmten
Virusmenge infiziert werden koénnen. Darlber hinaus kénnen geeignete
Transduktionsbedingungen flr die verwendeten Zelllinien bestimmt werden, indem
die Anzahl der Viruspartikel pro Zelle (MOI) gemessen wird. Um die Virustiter zu
bestimmen, wurden zunachst 1 x 103 Zellen/Well der Zielzelllinie, in dem Fall bEnd.3-
Zellen, in eine 6-Well-Platte mit 2 ml Kulturmedium gegeben. Nach 24 Stunden wurde
das Medium gegen Medium mit Polybrene (6 pug/ml) ausgetauscht. Durchgefihrt
wurde eine serielle Verdiinnung des virushaltigen Uberstands in Verdiinnungsstufen
von 1:10 bis 1:100.000 vor. AnschlieRend werden die ausgesaten bEnd.3 Zellen mit
150 pl der jeweiligen Verdinnungsstufe infiziert. Das Pipettierschema ist unten
dargestellt. (Abbildung 5) Nach 48 h erfolgt dann der Beginn der Selektion mit
Blasticidin. Dies wird so lange fortgefuhrt, bis alle Zellen der Kontrolle abgestorben
sind. Nach Beendigung der Selektion werden die Zellen mit 0,1% Kristallviolett fir 10
min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Kolonien mit dem ImagedJ gezahit und
anschlielfend konnte man mit Hilfe der unten aufgeflhrten Formel den viralen Titer

bestimmen.
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Abbildung 5: Virale Verdiinnungsreihe
Sechs Eppendorf-Reaktionsgefalle werden mit jeweils 900 ul Medium befilllt. In das erste Gefalt werden

100 ul des virusenthaltenden Uberstandes gegeben und sorgfaltig vermischt (resuspendiert).
Anschliefend werden 100 pl dieser Mischung in das zweite Gefall pipettiert und ebenfalls
resuspendiert. Dieser Schritt wird fir jedes weitere Gefald wiederholt. Durch dieses Vorgehen entsteht

eine serielle Zehnerverdinnung, die bis zur Verdlinnungsstufe 1:100000 reicht. (Erstellt mit

https://BioRender.com)

Formel

Kolonien TU . . )
X Verdinnungsfaktor = ol (Transduktionseinheiten/ml)

Volumen

3.2.1.3.6 Infektion der Zielzellen mit retroviralen Partikeln

Am Tag vor der Infektion wurden 4,5 x 10*5 bEnd.3 Zellen auf einer 6 cm Schale
ausgesat. Am nachsten Tag sollten 50-60% der Platte bedeckt sein, um eine optimale
Aufnahme der Partikel zu gewahrleisten. Unmittelbar vor der Impfung wurde das
Medium abgesaugt und 1 ml 6 ug/ml Polybrene-haltigem Medium zu den bEnd.3

Zellen gegeben. Anschlielend wurde je nach errechnetem viralem Titer die Menge an
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viralem Uberstand aus 3.2.3.5 zu den Zellen pipettiert (hier 1 ml/well). 24 h nach
Beimpfung wurde das Medium durch 2 ml frisches Kulturmedium ersetzt. Dabei ist
darauf zu achten, dass das Medium gesondert mittels Natriumhypochlorit inaktiviert
wird, da es noch infektiose Partikel enthalten kann. Weitere 48 h Stunden spater
begann die Selektion mit 5 ug/ml Blasticidin. Alle 48 h erfolgte ein Medium Wechsel,
bis die Negativkontrolle vollstandig abgestorben war. Im Anschluss wurde die

Expression des Mep1a-Gens mit einer Western-Blot-Analyse Gberpruft.

3.2.1.4 BHS in vitro Modell

3.2.1.4.1 Kultivierung der Endothelzellen und Aufbau des in vitro Blut-Hirn-
Schrankenmodells
Der Aufbau, der in vitro BHS wurde im cellZcope bei 37°C, 5%CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit simuliert. Daflr wurden in den cellZcope 24-well Transwell
Kulturschaleneinsatze (PorengroRe 0.4 um; Oberflache, 33.6 mm?) eingesetzt. Diese
wurden mit 0,4 mg/mL Collagen IV und 0,1 mg/mL Fibronektin beschichtet, da beide
physiologisch in der BHS verankert sind und somit den Aufbau der in vitro BHS
beglnstigen. AnschlieRend wurden 35000 Zellen meiner stabil transfizierten Zelllinie
bEnd.3_mep1a_C pro Well in 12 der 24 Wells ausgesat. Die tibrigen wurden mit einer
Negativkontrolle (bend.3 GFP) befiillt. Gibt man nun Medium sowohl in den luminalen
Teil des cellZscopes als auch in die Transwells erhalt man nach Ausbildung einer
Einzelzellschicht der bEnd.3-Zellen (Endothelzellen) eine simulierte BHS. Der
abluminale Teil spiegelt die Blutseite wider, der luminale Teil die des Gehirns. Nun
kann man mit Hilfe des cellZscopes die Barriereeigenschaften der verschiedenen

Zellen unter physiologischen Bedingungen wie folgt untersuchen.
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Abbildung 6: Aufbau des in vitro Modells der BHS
Zur Modellierung der BHS wird eine Einzelzellschicht aus den bEnd.3_mpe1a_C Zellen auf einem

durchlassigen Transwell-Einsatz kultiviert. Dadurch entstehen zwei getrennte Kompartimente: ein
luminales (oberes: welches die Seite des Blutes simuliert) und ein abluminales (unteres) welches die
Gehirnseite simuliert). Das CellZscope-Gerat ermoglicht mittels fest integrierter Elektroden in beiden
Kompartimenten die Messung des TEER, der ein Indikator fir die Integritat der Zellbarriere ist. (Erstellt

mit https://BioRender.com)

3.2.1.4.2 CellZcope Imepedanzspektroskopie

Der CellZcope ist in der Lage unter physiologischen Bedingungen sowohl den
transendothelialen elektrischen Widerstand (TEER) als auch die Kapazitat der
Zellschicht auf den Transwells durch Impedanzspektroskopie Uber die Zeit zumessen.
Hierbei ist der TEER-Wert ein Mal fur die Dichtigkeit und Barrierefunktion der
Zellschicht, die in erster Linie durch die TJs bestimmt wird. Das bedeutet, wenn mehr
TJs vorhanden sind ist die Dichtigkeit und die Funktion gut und hoch und der TEER-
Wert ebenfalls. Die Kapazitat hingegen ist hoch, wenn die Zellen nur gering konfluent
sind. Kapazitat ist also insofern wichtig, da sie angibt, ob die Zellen konfluent sind, also
Kontakt zu ihren Nachbarzellen haben und somit auch TJs Ausbildung. Daher ist es
auch entscheidend gleichzeitig die Kapazitat als auch den TEER-Wert zu prifen, um
einen geeigneten Starzeitpunkt fur seine Messungen zu finden. Nachdem die Zellen

ausgesat wurden, wartet man bis die Kapazitat bei 1 yF/cm2 liegt. Zudem Zeitpunkt
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wechselt man das Medium zu dem (in Medien und Losungen fur die Zellkultur
beschrieben) Stimulationsmedium flir die TEER-Messungen. Das in dem Medium
enthaltene Hydrokortison verstarkt die TJ-Ausbildung noch einmal. 18 h nach Medium
Wechsel kdnnen die Messungen uber einen Zeitraum von 24 h beginnen. Daraufhin

wurden die Werte zwischen den beiden Gruppen verglichen und ausgewertet.

3.2.1.4.3 Fluorescein isothiocyanate (FITC)-Dextran Assay

Um einen FITC-Dextran Assay durchzufuhren, geht man zunachst vor wie in 3.2.4.1.
und 3.2.4.2. Das heif3t man baut sich ein in vitro Modell der Bluthirnschranke im
cellZscope. Nachdem die Kapazitadt um die 1 pF/cm2 liegt und das
Stimulationsmedium 18 h Stunden auf den Zellen war, kann man mit dem Assay
anfangen. Wichtig ist zu beachten, dass die folgenden Schritte alle im Dunkeln
stattfinden. Dies ist wichtig, da sonst das FITC-Dextran mit dem Licht reagieren kénnte
und so die Werte verfalschen wirde. Zuerst stellt man eine Arbeitslésung her, die wir
bendtigen. Daflr werden 75 ug/ml des FITC-Dextrans in phenolrotfreies DMEM+
10%FCS gegeben. Wichtig ist auch hier auf phenolrotfreies DMEM zu achten, da es
sonst zu unerwinschten Reaktion mit dem Dextran kommen kann. Im nachsten Schritt
wird das Medium im luminalen-Part durch das phenolrotfreie DMEM+ 10%FCS ersetzt
(950 ul). Das Medium des abluminalen-Parts wird mit unserer Arbeitslosung befullt
(350 ul). Nach 2 h Stunden wurde sowohl aus dem abluminalen- als auch dem
luninalen- Teil ein Doppelansatz mit je 150 yl entnommen und auf eine 96-well Platte
pipettiert. Nun kann man in dem Varioskan LUX multimode microplate reader die Werte

auswerten und miteinander vergleichen.

3.21.5 Zell Lyse
Fur die Zell Lyse wurden transient oder stabil transfizierte Zellen auf eine 6 cm

Kulturschale ausgesat. Je nach gewlnschtem Zeitpunkt beginnt man die Zell Lyse,
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indem das Medium wechselt und einmal mit 4°C 1x PBS gewaschen wird. Das
Vorgehen fur das Abldsen der Zellen unterscheidet sich nun. Bei Hek-Zellen gibt man
nun die Schale auf Eis, 500 ul 4°C 1x PBS hinzu und 16st die Zellen unter Zunahme
eines Zellspachtels ab. Diesen Vorgang wiederholt man und pipettiert die entstandene
Zellsuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefall. Da sich bEnd.3-Zellen nicht so
einfach ablésen, inkubiert man die Zellen 500 ul Trypsin fur 2-3 Minuten. Anschlie3end
I6st man die Zellen ebenfalls mit einem Zellspachtel ab und wiederholt den Vorgang
mit PBS wie bei den Hek-Zellen. Hierauf folgte eine Zentrifugation bei 7000 RPM 4°C
fur 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und 60ul eines Protease-Inhibitor
haltigem NP40 hinzugegeben. Das Zellpellet wurde durch 3-maliges vortexen (alle 10
Minuten) resuspendiert. Nach 30-minutgier Inkubationsphase auf Eis wurde die
Suspension fiir 20 Minuten bei 4°C und 14000RPM zentrifugiert. Der Uberstand, der
nun die Proteine der Zellen enthalt wurde in frische Eppendorf-Reaktionsgefalie

pipettiert und das Pellet bestehend aus Zellresten verworfen.

3.2.1.6 Aktivitatsassay

Die Aktivitatsassays wurden alle von || |} Tl FS (Institut fur Biochemie, Unit
for Degradomics of the Protease Web, Christian-Albrechts-University Kiel, Kiel,
Deutschland) im Rahmen der Kollaboration der Arbeitsgruppen durchgefihrt. Da die
Ergebnisse der Aktivitatsassays zum besseren Verstandnis Teil dieser Dissertation

sind wird im Folgenden auf Methode die Methode eingegangen.

Um die Aktivitat von Meprin a zu messen, wurde ein Substrat (P4-Substrtat: (mca)-
HVANDPIW -(dnp)), welches proteolytisch von Meprin gespalten wird, mit einem
Fluorophor (dnp = 2,4-dinitrophenyl) und einem Quencher (mca = (7-
Methoxycoumarin-4-yl)acetyl) versehen. Der Quencher sorgt daflir, dass so lange das
Fluorophor in raumlicher Nahe, also das Peptid zusammenhangt, zum Quencher ist
es kein Signal abgibt. Erst wenn das Peptid proteolytisch gespalten wird, kann ein
Fluoreszenzsignal detektiert werden und so die Aktivitat des Mep1a quantifiziert
werden. (Abbildung 7). Fur die Durchfihrung wird zunachst eine in 3.2.1.2.
beschriebene transiente Transfektion mit Mep1a und eine anschlieRende Zell Lyse
(3.2.1.5.) durchgefiihrt bzw. die Zellemembran und der Uberstand isoliert. Zuerst
werden die Proben in PBS verdinnt. PBS dient hier als Puffer. Nun wird die Probe mit

Trypsin aktiviert und anschlieRend das P4-Substrat hinzugeflgt. Die Messung wird
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anschlieend im Tecan Spark multimode microplate durchgefuhrt. Extinktion bei 320
nm und Emission bei 405 nm werden alle 30 Sekunden gemessen (120 Minuten bei
37°C). Die Steigung der Fluoreszenzintensitat im linearen Bereich wird bestimmt,
nachdem alle Proben auf Leerkontrolle mit PBS normiert wurden. Diese Steigung

korrespondiert mit der Aktivitat von Meprin a in ARFU/min.

Floureszenzsignal

Flourophor

® Quencher
\

Protease
—_—

P4-Substrat

Abbildung 7: Prinzip des Aktivitdtsassays
Zur Bestimmung der Meprin a Aktivitdt wurden die verschiedenen Proben (Lysat, Zellmembran und

Uberstand) verwendet. Als Substrat diente ein spezifisches, fluorogenes Peptid (P4-Substrat). Die
Fluoreszenz wurde bei 37 °c Uber einen Zeitraum von 120 Minuten alle 30 Sekunden mittels
Spektrophotometrie gemessen. Fir die Auswertung wurden die Steigungen aus identischen linearen
Abschnitten der Reaktionskurven herangezogen und miteinander verglichen. (Erstellt mit

https://BioRender.com)

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Protein-Konzentrationsbestimmung der eukaryotischen Zellen erfolgte mittels
eines BCA Mikrotiterplatten Proteinassays. Daftir wurden 5 uyl derin 3.2.1.5. gewonnen
Proben und eine, in der Abbildung gezeigten Standartreihe mit 1ml einer BCA-L6sung
30 Minuten bei 60°C auf einem Schdattler inkubiert. Danach wurde die optische Dichte
mit einem Doppelansatz bei einer Wellenlange von 560 nm ermittelt und daraus ein
Mittelwert erstellt. Die Proteinkonzentration der Proben kann mithilfe der Standardreihe

berechnet werden.
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H20dd (pl) BSA Standard 1 mg/ml
1 50 0
2 45 5
3 40 10
4 35 15
5 30 20
6 25 25

Tabelle 12: Protein-Konzentrationsbestimmung

3.2.2.2 SDS-Page und Western Blot

3.2.2.2.1 SDS-Page allgemein

Eine SDS-Page (Abkurzung fur Sodium dodecylsulfat polyacrylamide gel
electrophoresis) wird bendtigt, um die Proteine der verschiedenen Proben (bEnd.3 und
HEK 293 T Zell Lysate) zu untersuchen. Nach einer vorherigen Denaturierung wurden
die Proteine gemal ihrer molekularen Masse in einem diskontinuierlichen Gelsystem
aufgetrennt. Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden durch Erhitzen und Versetzen
mit Probenpuffern unterbunden, was die Auftrennung allein nach Molekulmasse
behindert hatte. Ein Bestandteil des Probenpuffers war Mercaptoethanol, welches in
der Lage ist, die Disulfidbricken zu verringern. Aul3erdem bestand das Puffer aus dem
stark negative geladene Detergens Natriumdodecylsulfat (auch SDS genannt), dass
die Eigenladung der Proteine Uberdeckte und sie gleichmalig negativ machte.
Aufgrund ihres Molekulargewichts konnten die Proteine nun durch den Aufbau eines
eindimensionalen elektrischen Feldes aufgetrennt werden. Das Trennmedium war ein
Gel aus Polyacrylamid. Der Grad der Vernetzung der Bausteine und somit die
Trennfahigkeit des Gels wurde durch den Polyacrylamidgehalt bestimmt. Grolde
Proteine wurden abgebremst, wahrend kleinere Proteine schneller und somit weiter im
Gel wanderten. Dieses Prinzip besagt, dass kleinere Proteine besser auf trennbar sind,
je hoher der Acrylamidanteil ist und umgekehrt. Die hier verwendeten
diskontinuierlichen Gelsysteme bestanden aus zwei Komponenten: einem engporigen
Trenngel, in dem die eigentliche Auftrennung stattfand, und einem grofR3porigen
Sammelgel, auf das die Proteine aufgetragen wurden.

3.2.2.2.2 Probenvorbereitung und Beladen der Gele
Die Taschen der Gele wurden mit 20 pl eines Proteingemisches beladen. Hierflr

wurde die gewunschte Menge Protein (15-25 ug) mit dem 4x Roati Load versehen in
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einem Eppendorf-Reaktionsgefall. Von dem 4x Roati Load wurden bei einer
Gesamtmenge von 20 pl nun 5 pl verwendet. AnschlieRend wurde bis 20 pl mit
destilliertem Wasser aufgefillt. Zur Denaturierung der Proteine wurde das Gemisch
bevor das Gel beladen wird, noch bei 95°C auf einem Schuttler gemixt. Nach

Abkuhlung wurden die Taschen dann befillt.

3.2.2.2.3 Elektrophorese Bedingungen

Nach Anschluss der Kathode und Anode an die Spannungsquelle, wurde bis die
Proben zum Trenngel gelangten eine Spannung von 70 V eingestellt. Anschlie3end
wurde die Spannung 120 V erhdht. Nun wurde gewartet, bis die Proben das Ende des

Gels erreichten. Dies dauerte zwischen 45-75 Minuten.

3.2.2.2.4 Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran

Um die aufgetrennten Proteine quantifizieren zu kdnnen, muss im Anschluss eine
Western Blot Analyse durchgeflihrt werden. Dafir muss man die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Dies geschieht in einer Blotting Kammer, bei der
ein elektrisches Feld senkrecht zur Membran aufgebaut wird. Zunachst wird diese
Membran mit 2 Filterpapieren in das Blotting Puffer getaucht und anschlieRend
zusammen mit dem Gel in eine Blotting Kammer gelegt. Der Transfer der Proteine
findet nun Uber einer konstanten Spannung von 85 V auf Eis statt, um eine
Uberwarmung der Kammer zu verhindern. Bei diesem Prozess bleiben die Proteine
an der Membran aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen haften. Aul3erdem
wird das SDS hierbei ausgewachsen und die Proteine bekommen so wieder ihre
vorherige Ladung und kénnen ihre sekundar und tertiar Struktur wieder einnehmen.

Dies ermoglicht im Anschluss eine spezifische Antikorper Detektion.

3.2.2.2.5 Anfarben der Proteine auf der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S

Im Anschluss an den Proteintransfer Gberpruft man, ob dieser funktioniert, hat mit Hilfe
von Ponceau S. Ponceau S farbt alle auf der Membran befindlichen Proteine nach 2-
3 Minuten Inkubationszeit rétlich an. Nun kann die Membran zurechtgeschnitten
werden. AnschlieRend wird durch wiederholtes Waschen mit 1 TBS/T der Farbstoff

entfernt.
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3.2.2.2.6 Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

Im Anschluss an die Ponceau S Farbung wurde die Membran in 5% (w/v)
Magermilchpulver in TBS/T fur eine Stunde inkubiert. Das Milchprotein sorgt dafir das
potenzielle Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden, und so die

spezifischen Antikorper auch nur an der richtigen Stelle spezifisch binden.

3.2.2.2.7 Inkubation mit primaren und sekundaren Antikorpern

Nach der Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen, wurde der gewinschte
Primarantikdrper auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem
Schattler inkubiert. Durch 3-maliges Waschen mit TBS/T am nachsten Tag wurden
unspezifische Bindungen gelost. Im Anschluss wurde der sekundare Antikorper, der
fur den chemilumineszenten Nachweis von Proteinen mit dem Enzym Meerrettich-
Peroxidase verbunden ist, neu angesetzt und Uber die Membran gegeben. Die
Inkubation mit dem sekundaren Antikérper wurde auf dem Schittler flr eine Stunde
bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Danach wurden zwei zusatzliche Waschschritte mit
TBS-T fur jeweils zehn Minuten und ein letzter Waschschritt mit TBS fur zehn Minuten
durchgefuhrt. Die Analyse des Proteingehalts erfolgt mithilfe einer Chemilumineszenz-
Methode. Eine Meerrettichperoxidase-Substrat-Peroxid-Lésung wird mit der gleichen
Menge an HRP-Substrat gemischt und auf die Membran aufgetragen, damit sie
vollstandig bedeckt ist. Danach war es mdglich, die Aufnahme mit dem "ChemiDoc

Imaging System" durchzuftihren.

3.2.2.2.8 Quantifizierung der Bandenintensitat

Das Programm ImageJ wurde verwendet, um die Signalstarkeunterschiede der
verschiedenen aufgetragenen Proben auszuwerten und zu quantifizieren. Dieses
Programm misst die dunklen Pixel der Proteinbanden im Vergleich zu einem
vorgegebenen Hintergrund. Folglich wurden die Banden Intensitaten in eine bestimmte
Anzahl von Bildpunkten umgewandelt. Um den Vergleich zwischen den verschiedenen
Proben zu ermdglichen, wurde stets dieselbe Menge an Protein auf ein Gel
aufgetragen. AuRerdem wurde eine Normalisierung auf das Strukturprotein -Aktin

durchgefihrt, welches von allen Zellen gleich stark exprimiert wird. Wie bereits
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erwahnt, wurde die Membran nach der Ponceau Farbung mithilfe eines Groienmarkes
in verschiedene Teile geschnitten, um die Schnitte mit verschiedenen Antikérpern zu
inkubieren und anschlie®end durch Immunodetektion zu analysieren. Fur die Analyse
wurden die Banden der Kontrollproben auf hundert Prozent gesetzt und die

entsprechenden Partnerproben in Beziehung gesetzt.

3.2.3 Generelle Methoden zur Arbeit mit DNA

3.2.3.1 Agarose-Gel gieRen

Um DNA der Lange nach aufzutrennen, wird ein Agarose-Gel verwendet. Hierfur wird
1x TAE-Puffer mit Agarose unter Erhitzen gemischt, bis die Agarose sich vollstandig
geldst hat. AnschlieRend wird damit eine horizontale Gelkammer beflllt und mit
Ethidiumbromid versetzt. Auflerdem wird ein Taschenkamm in der Nahe des
Minuspols eingesetzt und nach Trockenen des Gels wieder entfernt, um so Taschen

zu generieren, die nun mit unserer aufzutrennenden DNA beftllt werden kdnnen.

3.2.3.2 Auftrennung von Plasmid-DNA in einem Agarose-Gel

Nach Herstellung des oben beschrieben Gels wird nun eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefihrt, um die DNA ihrer GroRe nach aufzutrennen. Die
Taschen wurden mit den DNA-Proben beflllt, nachdem diese mit 6x Ladepuffer
versetzt wurden. Als Marker fungierte eine 1 kb DNA-Leiter. AnschlieRend wurde die
Gelkammer mit 1x TAE-Puffer aufgefillt. Die Elektrophorese wurde unter 120 V fir 40

Minuten durchgefihrt. Die Auswertung fand mit Hilfe des ,Intas Gel Imager” statt.

3.2.3.3 Klonierung des Mep1a-Gens in den Expressionsvektor pLBCX

3.2.3.3.1 Aligemein zu den Methoden

Die nachfolgenden Methoden dienen dem besseren Verstandnis der Vorgehensweise
derin 3.2.3.1. beschriebenen stabilen Transfektion und der in dieser Arbeit gewonnen
Ergebnisse. Um eine stabile Transfektion zu ermdglichen, bendtigt man einen
Expressionsvektor, der ein fur die spatere Selektion wichtiges Selektionsgen tragt. In
meinem Fall war dies der Vektor pLBCX. Allerdings enthielt dieser pLBCX Vektor nicht

das Gen fur mep1a. Die folgenden Methoden zielten darauf ab, das Mel31a-Gen,
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welches in einem anderen Vektor vorhanden war (pcDNA4_mep1a), in den pLBCX-

Vektor zu klonen.

3.2.3.3.2 Restriktion des Expressionsvektors pLBCX

Zuerst muss man den Expressionsvektor verdauen. Das bedeutet, dass man mit Hilfe
von Restriktionsenzymen einen kleinen Teil DNA aus dem Plasmid entfernt. Die hier
verwendeten Restriktionsenzyme waren Clal und Bgl2. Ein Teil der Sequenz der
Enzyme wurde auch bei den selbst hergestellten Primern, die in der PCR-Ampilifikation
des Mep1a-Gens verwendet wurden, eingebaut. So gelang es in der Ligation die
beiden Enden spater zu verbinden. Um eine Religation des verdauten pLBCX-Vektors
zu verhindern, wurden die generierten 5-Enden mit “Calf Intestinal Phosphatase*

(CIP) dephosphoryliert. Die Restriktion wurde wie folgt ausgefuhrt.

Komponenten 25 pl Reaktion Endkonzentration
Nuclease-freies Bis 25 ul

Wasser

10X CutSmart Buffer | 2,5 ul 1x

Plasmid DNA | 2,63 pl 2 ug

(0,76pg/pl)

Clal 2 ul 20 Einheiten/ug DNA
Bgl2 2 ul 20 Einheiten/ug DNA
CIP 1.25 pl 2 Einheiten

Tabelle 13: Restriktion des Expressionsvektors pLBCX

Die Plasmid-DNA, wurde mit Puffer (10x CutSmart Buffer), den entsprechenden
Restriktionsenzymen und der CIP in einem Eppendorf-Reaktionsgefall gemischt und
mit dH20 auf das gewinschte Volumen aufgeflillt. Danach wurde der
Restriktionsansatz flir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
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3.2.3.3.3 PCR-Amplifikation
Die Amplifikation des pcDNA4 _mep1a Vektors erfolgte durch PCR (“Polymerase chain
reaction”). Dem folgendem Schema ist die Durchfihrung zu entnehmen. Die Reaktion

fand auf Eis und in einem Mikroreaktionsgefal® statt.

Komponenten 50 pl Reaktion Endkonzentration
Nuklease-freies Wasser Bis 50 pl
5x Phusion HF Puffer 10 ul 1x
10 mM dNTPs 1 ul 200 pyM
10 uM BGL2 fwd 2,5 pl 0,5 uM
10 yM New_CIAL-Primer | 2,5 pl 0,5 uM
Template DNA (2ug/lul) 2 ul (einer 0,35 pl 1:100 | 7 ng
Verdlnnung)
DMSO 1,5 pl 3%
Phusion DNA Polymerase | 0,5 pl 1 Einheit/50 yl PCR

Tabelle 14: Komponenten PCR-Amplifikation

In der kommenden Tabelle sind die Kondition fiir die einzelnen Zyklen im Thermocycler

gezeigt.
Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 98°C 30 Sekunden
30 Zyklen 98°C 10 Sekunden
70°C* 20 Sekunden
72°C 20 Sekunden pro kb
Elongation 72°C 7 Minuten
Pause 4-10°C

Tabelle 15: PCR-Amplifikation (Konditionen im Thermocycler)

*Die Hybridisierungstemperatur richtet sich nach dem verwendeten Primer
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3.2.3.3.4 Ligation

Bei der Ligation wurden nun die beiden hergestellten Produkte miteinander zu einem
Vektor verbunden. Zum einen der verdaute pLBCX Vektor, welcher durch die CIP
linearisiert vorliegt und zum anderen das amplifizierte Mpe1a_Gen. Die Reaktion

wurde auf Eis wie folgt durchgefuhrt.

Komponenten 20 pl Reaktion

T4 DNA Ligase Puffer (10x) 2 ul

Vektor DNA pLBCX 50 ng

Insert DNA Mep1a 66,82 ng (Verhaltnis 1:3)
Nuklease-freies Wasser bis 20 pl

T4-DNA Ligase 1l

Tabelle 16: Komponenten der Ligation

3.2.3.4 Sequenzierung

Ein Sequenzierungsansatz bestand aus 600 ng DNA und 10 yM des zugehdrigen
Primers. Der Ansatz wurde daraufhin mit dH20 auf 7 ul aufgefullt. Durchgefuhrt wurde
die Sequenzierung im Anschluss von der StarSEQ GmbH an der Johannes-

Gutenberg-Universitat Mainz.

3.2.3.5 DNA-Sequenzalignment
DNA-Sequenzalignments wurden mit Hilfe des Programms ,Basic Alignment Search
Tool (BLAST)" durchgefuhrt.

3.2.4 Mikrobiologische Methoden

3.2.4.1 Agarplatten gieRen
Es wurden Agarplatten verwendet, um transformierte E.coli zu kultivieren. In der
Mikrowelle wurden 300 ml LB-Medium mit Agar erhitzt, bis das Medium flissig wurde.

Nachdem es auf 55°C abkulhlte, wurde Ampicillin (100 g/ml) in das flissige Medium
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hinzugefugt und schnell in Selektionsplatten gegossen. Nun wurde gewartet, bis das

fliussige Medium trocken und fest war. Die Aufbewahrung der Platten erfolgte bei 4°C.

3.2.4.2 Transformation von Bakterien

Eine Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA wurde durchgefuhrt, um die
Plasmid-DNA anschlielend zu vervielfaltigen. Um dies zu erreichen, wurde E.coli-
Bakterien aus dem -80°C Gefrierschrank genommen und flr zehn Minuten auf Eis
gehalten Im Anschluss wurden 100 ng DNA dazu gegeben. Die Bakterien und die DNA
wurden durch kurzes Schnicken miteinander vermischt. Nach einer 30-minutigen
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien fur die DNA-Aufnahme einem Hitzeschock bei
42°C unterzogen. Nach einer weiteren 5-minatigen Inkubation auf Eis wurde die E.coli-
Bakterien in 950 yl NEB 10-beta/Stabilisierungsmedium in einem Schiuttler fur 60
Minuten bei 30°C inkubiert. Daraufhin konnen 50-100 Milliliter der Bakterien auf
vorgewarmten Selektionsplatten ausgestrichen werden und bei 37°C inkubiert werden.

Nach 14-20 Stunden sind sichtbare Kolonien auf der Platte gewachsen.

3.2.4.3 Preparation von Plasmid-DNA

Um eine Bakterienkultur anzuimpfen, wurde eine einzelne Kolonie, die auf den
Selektionsplatten gewachsen war (in 3.2.4.2. beschrieben), mit einer Pipettenspitze
gepickt und in ein R6hrchen mit 4 ml LB-Medium, das mit Ampicillin (100 g/ml) versetzt
war, gegeben. Die Rohrchen wurden Uber Nacht im Schuttler bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden 150 pl dieser Bakterienkultur in einen Kolben mit 150ml LB-
Medium, das mit Ampicillin (100 g/ml) verdinnt wurde, transferiert. Es folgte eine
weitere Inkubation Uber Nacht bei 37°C im Schuttler. Danach wurde die Praparation
der Plasmid-DNA mit dem "High Pure Plasmid Isolation kit" (hergestellt von Roche
AppliedScience, Mannheim, Germany) durchgefuhrt. Im Anschluss konnte mit Hilfe

des Nanodrop Gerates die Konzentration der DNA bestimmt

3.2.5 Analysen und Statistiken

Die Graph Pad Prism 8 Software (GraphPad, La Jolla, CA, USA) wurde verwendet,
um alle statistischen Analysen und Graphen dieser Arbeit zu erzeugen. Ein
ungepaarter t-Test wurde verwendet, um die Messwerte zu analysieren. Ein p-Wert

unter 0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung des pLBCX_mep1a_C Vektors

4.1.1 Klonierung von Mep1a in den pLBCX-Vektor

Fur die Herstellung des pLBCX _mep1a_C-Vektors wurde zuerst die Mep1a-DNA
Sequenz in den Vektor pLBCX kloniert. Hierfir wurde die DNA aus einem anderen
Vektor mittels PCR vervielfaltigt und der pLBCX-Vektor in einem doppelten Verdau
durch die Restriktionsenzyme CIAL und Bgl2 geschnitten. Die Banden 1-4 in Abbildung
8 zeigen den doppelten Verdau des pLBCX-Vektors (5588 Basenpaare), in 5 und 6
kann man die gelungene PCR anhand der Bande auf Hohe der 2318 Basenpaaren

grolien Mep1a-DNA erkennen.

kb M 1 2 3 4 5 6

6 _-__d
3 —— _ [W——]

Abbildung 8: Validierung des doppelten Verdau und der PCR
Nach dem Verdau und der Vervielfaltigung der mep1a DNA wurden die Ansatze auf ein 10% Agarose-

Gel aufgetragen und nach ca. 40 Minuten unter Verwendung von UV-Licht ausgewertet. Als
Molekulargewichtsmarker diente eine 1kb DNA-Leiter. Die Banden 1-4 zeigen den pLBCX-Vektor nach
dem doppelten Verdau mit einer erwarteten Gréfte von 5588 Basenpaare (5,588 kb). Die Banden 5 und
6 zeigen die 2318 Basenpaare (2,318 kb) grolRe Mep1a-DNA nach gelungener Vervielfaltigung durch
eine PCR.

Im Anschluss wurden die Ansatze durch eine Ligation verbunden wodurch der
pLBCX_mep1a_C Klon entstand. Anschliel3end wurden E.coli DH5a Bakterien mit den
Ligationsansatzen transformiert und anschlie®end auf LB-Agarplatten ausgestrichen.
Die entstandenen Kolonien der Klone wurden am nachsten Tag von den Platten mit
Hilfe einer Pipette entnommen und in LB-Medium angeimpft. AnschlieRend wurde die
DNA mittels Mini-Praparation aufbereitet und durch einen doppelten Verdau abermals
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Uberprift. In der unten aufgeflihrten Abbildung zeigt sich in 1,5,6 nur eine Bande auf
der Hohe des pLBCX-Vektors (5588 Basenpaare). Dies zeigt hier, dass die Mep1a
DNA nicht aufgenommen wurde. In 2,3 und 4 zeigt sich nach dem doppelten Verdau
durch die Restriktionsenzyme CIAL und Bgl2 eine weitere Bande auf Hohe des Mep1a

DNA (2318 Basenpaare) welche als Bestatigung fiir die gelungene Klonierung stehen.

Abbildung 9: Validierung der Insertion des mep1a Konstruktes in den pLBCX Vektor
Zu sehen ist der doppelte Verdau der aufbereiteten Klon-DNA nach der Minipraparation. Nach Verdau

wurden die Proben auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen und anschlieRend mit einer 1 kb DNA-Leiter,

welche als molekularer Gewichtsmarker diente, ausgewertet.

Anschlieliend wurde die DNA aufgereinigt und daraufhin das entstandene Konstrukt
via Sanger Sequenzierung auf die korrekte Anzahl und Abfolge der Basenpaare
Uberpruft. HierfUr wurde der Ansatz 3, welcher in der obigen Abbildung rot markiert ist,

verwendet.
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4.1.2 Uberpriifung der Expression durch transiente Transfektion von Hek 293T

Nach erfolgreicher Insertion und Aufbereitung des hergestellte pLBCX _mep1a_C
Vektors wurden HEK 293T-Zellen mit dem Vektor transient transfiziert, um die richtige
und vollstandige Expression sicher zu stellen. Zur Kontrolle diente ein leerer pLBCX-
Vektor. In den beiden Ansatzen der mit dem pLBCX_mep1a_C Vektor transfizierten
Zellen konnten im Vergleich zu den Zellen mit dem leeren Vektor zwei separate
Banden nach Detektion mit dem mep1a-Antikorper bei circa 100 kDa festgestellt
werden. Somit konnte bestatigt werden, dass Mep1a in den transient transfizierten

Zellen exprimiert wird und die Klonierung ebenfalls vollstandig war.
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Abbildung 10: Validierung der Expression des pLBCX_mep1a_C Vektors in HEK 293T Zellen
Die HEK 293 T Zellen wurden in einem Doppelansatz mit pLBCX_ mep1a_C und einfach mit einem

leeren pLBCX Vektor zur Kontrolle transient transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion
lysiert. Je 20 pg der Zell Lysate wurden auf ein 10% Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die Proteine
anschlielend auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membran wurde mit Anti-Mep1a
Antikdrper und Anti-Aktin Antikérper als Ladekontrolle inkubiert. ,PageRuler Prestained Protein Ladder*
(10-180 kDa) diente als Molekulargewichtsmarker.
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4.2 Stabile Transfektion von pLBCX_mep1a_C in bEnd.3 Zellen

4.2.1 Uberpriifung der Expression

Nach der Selektion und anschlielendem Wachstum der Zellen wurde die Expression
des Meprin a Enzymes uberprift. Hierfir wurde eine Lyse mit anschlieliender
Gelelektrophorese und einem Western Blot durchgefiihrt. Zur Negativkontrolle diente
eine mit dem pLBCX_GFP-Vektor stabil transfizierte bEnd.3 Zelllinie. Nach Inkubation
mit dem Anti-mep1a Antikdrper konnten bei den beiden Ansatzen aus der bEnd.3_
pLBCX mep1a_C Zelllinie im Gegensatz zu der Negativkontrolle zwei separate
Banden auf Hohe circa 90 kDa detektiert werden. Somit wurde die Expression Meprin
as in den bEnd.3 pLBCX mepla C Zellen detektiert. Dabei liegt das
Molekulargewicht in den stabil transfizierten bEnd.3 Zellen circa 10 kDa niedriger als

in den transient transfizierten HEK 293T Zellen.
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Abbildung 11: Uberpriifung der Meprin a Expression in den stabil transfizierten bEnd3. Zellen
Es wurden 5x1075 von bEnd.3 pLBCX mep1a_C Zellen in einem Doppelansatz und eine

Negativkontrolle der bEnd.3_pLBCX_GFP-Zelllinie einfach auf eine 6 cm Petrischale ausgesat. Die
Zellen wurden 24 h nach der Aussaat lysiert. Je 25 ug der Zell Lysate wurden auf ein 10%
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die Proteine anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Die Membran wurde mit Anti-Mep1a Antikdrper und Anti-Aktin Antikdrper als Ladekontrolle

inkubiert. ,PageRuler Prestained Protein Ladder” (10-180 kDa) diente als Molekulargewichtsmarker.
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4.3 Aktivititsmessung der stabil transfizierten bEnd.3-Zellen
(bEnd.3_mep1a_C)

Die Aktivitatsassays wurden von || FS (Institut fur Biochemie, Unit for
Degradomics of the Protease Web, Christian-Albrechts-University Kiel, Kiel,
Deutschland) im Rahmen der Kollaboration der Arbeitsgruppen durchgefihrt. Da die
Ergebnisse der Aktivitatsassays essenziell fur diese Arbeit sind, sind sie im Folgenden

aufgeflhrt. Die Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgten selbststandig.

Die Aktivitat wurde auf der Zelloberflache, im Uberstand der Zellen und im Lysat der
Zellen gemessen. Hierbei wurden die Aktivitaten Meprin as in bEnd.3_mep1a_C Zellen
im Vergleich zu Wild Typ (WT) bEnd.3 Zellen (bEnd.3_WT), die als Kontrolle dienten,
gemessen. Wie in den folgenden Graphen zu sehen, ist nur im Lysat eine vermehrte
Aktivitat Meprin as messbar gewesen (Abbildung 12: A, B). Hier ist die Meprin a
Aktivitat in den bEnd.3_mep1a_C Zellen im Vergleich zu den WT-Zellen stark erhoht.
Auf der Zelloberflache und im Uberstand wurde keine erhéhte Expression gezeigt
(Abbildung 12: C-F). Mdgliche Ursachen und Folgen werden in der Diskussion

besprochen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den bEnd.3_mep1a_C Zellen, Meprin a

nur innerhalb der Zelle aktiv ist. Dies ist fur die folgenden Experimente wichtig zu

beachten.
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Abbildung 12: Aktivitatsmessungen der bEnd.3_mep1a_C Zellen
Gemessen wurden die Aktivitaten innerhalb der Zelle (A, B), auf der Zelloberflache (C, D) und auerhalb

der Zelle (E, F). Zu sehen ist jeweils in A, C, und E auf die Aktivitat Meprin as zur Zeit in relativen
Fluoreszenz Einheiten (RFU). Verglichen wurden hierbei die bEnd.3-mep1a_C Zellen mit Wild-Typ
bEnd.3 Zellen (WT). Gemessen wurde alle 30 Sekunden tber 2 Stunden. In den Graphen B, D und F
wurde aus den dazugehdrigen Aktivitatsgraphen (A, C, E) die Steigung berechnet, die mit der relativen
Meprin a Aktivitat gleich zusetzen ist. Somit sieht man in den Graphen auf der y-Achse die Relative

Meprin a Aktivitat und auf der x-Achse die beiden Zelllinien.
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4.4 Analyse der TJ-Proteine innerhalb der bEnd.3_mep1a_C Zellen

Es ist bekannt, das Meprin a in der Lage ist Zell-Adhasion- und EZM-Proteine zu
spalten. Aullerdem wird es im Gehirn im Vergleich zu anderen Geweben verstarkt
exprimiert. Weiter wurde in der Literatur Occludin als ein Substrat Meprin as deklariert
(1,10-13). Deshalb wurde in dieser Arbeit Uberpruft, ob Meprin a in der Lage ist
Occludin und weitere TJ-Proteine wie Claudin-5 und ZO-1 zu spalten. Dafur wurde
eine Hirnendothelzelllinie hergestellt, welche selbst in der Lage ist, TJ-Proteine zu
produzieren und Meprin a Uberexprimiert, die bEnd.3 mep1a_C Zellen. Die
Aktivitatsmessungen ergaben eine erhohte Aktivitat von Meprin a innerhalb der Zelle
nicht aber auf Zelloberflache und auf3erhalb der Zelle. Verglichen wurden die Zellen
mit einer bEnd.3 Zelllinie, die ein physiologische Expression der TJ-Proteine und des

Meprin as widerspiegeln und so als wild Typ bEnd.3 Zellen als Kontrolle dienten.

Wie in der Abbildung 13 zu sehen, ergab sich in der Bestimmung der Proteine durch
einen Immunoblot sowohl im Western Blot keine sichtbaren als auch in der
quantitativen Bestimmung keine signifikanten Veranderungen in den Protein Leveln im
Vergleich zu den bEnd.3_WT-Zellen.
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Abbildung 13: Analyse der TJ-Proteine innerhalb der bEnd.3_mep1a_C Zellen
A: Es wurden 5x10*5 von bEnd.3 pLBCX mep1a_C Zellen und eine Kontrolle der

bEnd.3 pLBCX_ GFP-Zelllinie auf eine 6cm ausgesat. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat lysiert.
Je 25 ug der Zell Lysate wurden in einem Doppelansatz auf ein 10% Polyacrylamid-Gel aufgetragen
und die Proteine anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membran wurde mit
Anti-Mep1a, Anti-ZO-1, Anti-Occludin und Anti-Claudin-5 Antikérper und Anti-Aktin Antikdrper als
Ladekontrolle inkubiert. ,PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180kDa) diente als molekularer
Gewichtsmarker. Der abgebildete Blot dient als reprasentatives Ergebnis der durchgetfhrten Blots. B:
Die quantitative Bestimmung der Proteinlevel erfolgte im Anschluss an den Immunoblot durch eine
densitometrische Bestimmung mit Hilfe des Programms ImagedJ. AnschlieRend wurden die Werte der
Kontrolle (bEnd.3_WT) als 100% gewertet und die jeweiligen Werte der bEnd.3_mep1a_C Zellen dazu
ins Verhaltnis gesetzt. Die Daten sind mit Mittelwert + Standardabweichung in Dotplots aufgefuhrt. Zur
Bestimmung der Proteinlevel wurden fir Claudin n=11, fir Occludin n=7 und fur ZO-1 n=11 biologische
Replikate benutzt. Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte T-Test und als Signifikanzniveau

p < 0.05 verwendet.

4.5 Analyse der Barriereintegritat der bEnd.3+Mep1a_C Zellen

4.5.1 TEER-Messung

Nachdem die bekannte Zelllinie auf mdgliche Substrate bei den TJ untersucht wurde,
wurde im Folgenden die Barriereintegritat untersucht. Dafur wurde wie unter 3.2.1.4.2.
beschreiben eine in vitro BHS generiert, welche eine physiologische BHS simuliert,
und mit Hilfe des Cellzscope Gerates eine Impedanzspektroskopie zur Bestimmung
der jeweiligen TEER-Werte durchgefiihrt. Ein hoher TEER-Wert spricht hier fur eine
hohe Dichtigkeit und niedrige Permeabilitat.

Meprin a scheint in der Lage zu sein bestimmte EZM und TJ-Proteine schneiden zu
konnen (10-13). Nachdem flur die obige Zelllinie nur eine intrazellulare Meprin a
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Aktivitat und kein Einfluss auf die TJ-Proteine festgestellt wurde, war es von grof3em
Interesse zu sehen, wie sich Meprin a auf die gesamte Integritat der Barriere verhalt
und ob die Hypothese, dass Meprin a nur membrangebunden und aulRerhalb der Zelle

in der Lage ist die Proteine schneiden zu kdnnen, befurwortet werden kann.

Nachdem die TEER-Werte der bEnd.3 mep1a_C Zellen und deren Kontrolle
(bEnd.3_WT) Uber einen Tag beobachtet wurde, wurden die Werte nach 24h
miteinander verglichen. Hierbei stellte sich ein hoher TEER-Wert fur beide Gruppen
ein, der so eine niedrige Permeabilitat bestatigt (10-13). Weiter war, in der Abbildung

14 zusehen, kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen.
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Abbildung 14: Bestimmung der TEER-Werte der bEnd.3mep1a_C Zellen
Nachdem die beiden Zelllinien auf Kulturschaleneinsatzen ausgesat wurden, wurden sie im CellZcope

Gerat platziert. Nachdem die Kapazitat bei ungefahr 1 yF/cm2 lag wurden die TEER-Werte Uber 24 h
beobachtet und anschlieRend nach verglichen. Hierbei wurden die Werte der Kontrolle (bEnd.3_WT)
als 100% gewertet und die jeweiligen Werte der bEnd.3_mep1a_C Zellen dazu ins Verhaltnis gesetzt.
Die Daten sind mit Mittelwert £ Standardabweichung in Dotplots aufgefiihrt. Zur Bestimmung der TEER-
Werte wurden fur bEnd.3_mep1a_C Zellen n= 27 und fiur die Kontrolle n= 25 biologische Replikate
benutzt. Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte T-Test und als Signifikanzniveau p < 0.05

verwendet.
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4.5.2 FITC-Dextran Assay

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Barriereintegritat stellte der FITC Dextran
Assay dar. Das verwendete FITC-Dextran ist ein kleines hydrophiles Molekll, welches
unter physiologischen Umstanden nicht frei Uber die BHS diffundieren kann. Weiter
spielt es unter physiologischen Bedingungen an der BHS keine Rolle und ist weder ein
Ligand noch ein Substrat eines Rezeptors, Transporters oder Enzyms. Somit ist die
Diffusion durch die BHS auf parazellulare Durchlassigkeit zurtickzufihren und eignet

sich so zur Uberprifung der Integritat.

Nach Messung der Fluoresenzintensitaten wurden die abluminalen Werte mit den
luminalen Werten ins Verhaltnis gesetzt und anschlielend die bEnd.3 mep1a C
Zellen mit der Kontrollgruppe (bEnd.3_WT) verglichen. Hierbei kamen ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede heraus.
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Abbildung 15: Messung der parazellularen Durchldssigkeit durch einen FITC-Dextran Assay
Nachdem die beiden Zelllinien auf Kulturschaleneinsatzen ausgesat wurden, wurden sie im CellZcope

Gerat platziert. Nachdem die Kapazitdt bei ungefahr 1 pF/cm2 lag wurden FITC-Dextran zu der
luminalen Seite der in vitro BHS gegeben. Nach 2 Stunden wurden die Fluoresenzintensitaten auf
luminaler und abluminaler Seite mit Hilfe Varioskan LUX multimode microplate reader des gemessen,
ins Verhaltnis gesetzt und anschlieRend die beiden Gruppen miteinander verglichen. Hierbei wurden
die Werte der Kontrolle (bEnd.3_WT) als 100% gewertet und die jeweiligen Werte der bEnd.3_mep1a_C
Zellen dazu ins Verhaltnis gesetzt. Die Daten sind mit Mittelwert + Standardabweichung in Dotplots
aufgefihrt. Zur Bestimmung der parazelluldren Durchlassigkeit wurden fir bEnd.3_mep1a_C Zellen n=
29 und fur die Kontrolle n= 29 biologische Replikate benutzt. Fur die statistische Analyse wurde der

ungepaarte T-Test und als Signifikanzniveau p < 0.05 verwendet.
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5 Diskussion

5.1 Einordnung der Forschungsergebnisse

Die Metalloprotease Meprin a wird an der BHS unter physiologischen, als auch
pathologischen Bedingungen exprimiert und ist dort in der Lage einige EZMP's und
Bestandteile der BHS zu spalten (1). In dieser Arbeit wurden Mausendothelzellen
(bEnd.3) mithilfe eines retroviralen Gentransfers mit Meprin a transfiziert. Anhand
dieser neuen Zelllinie (bEnd.3_mep1a_C) wurden die Auswirkungen auf TJ-Proteine
sowie die allgemeinen Wirkung Meprin as auf die BHS in einem in vitro Modell
untersucht. Wie bereits unter 2.2 beschrieben, spielt Meprin a in verschiedenen
Prozessen wie Inflammation, chronisch entzindlichen Krankheiten und
neurodegenerativen Erkrankungen aufgrund seines Substratprofils eine wichtige
Rolle. So wurde auch an der BHS bereits ein Einfluss Meprin as nachgewiesen. Zum
Beispiel fanden Bao und Kollegen (2013) in Permeabilitats- und TEER-Messungen
eine erhohte Durchlassigkeit von Molekllen, die sonst nicht die BHS passieren, und
einen verminderten Widerstand an einem in vitro BHS-Modell bei Uberexpression
Meprin as im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (74). Diese Ergebnisse konnten in
dieser Arbeit in ahnlichen Versuchen nicht bestatigt werden. So konnten in dieser
Studie weder in der TEER-Messung (4.5.1.) noch in einem FITC-Dextran-Assay
(4.5.2.) Unterschiede zwischen der Meprin a Uberexprimierenden Zelllinie
(bEnd.3_mep1a_C) und einer Kontrollgruppe (bEnd.3_WT) beobachtet werden. Bao
konnte auch zeigen, dass das TJ Protein Occludin ein Substrat des Meprin as ist und
es dadurch seiner Funktion als Regulatorprotein der BHS nicht mehr nachgehen kann
(74). Dies wurde in dieser Dissertation ebenfalls versucht durch eine Bestimmung der
TJ-Proteine Claudin-5, Occludin und ZO-1 mittels eines Immunoblots zu bestatigen.
Auch hier konnten keine signifikanten Beobachtungen zischen der bEnd3-mep1a_C

Zellen und den bEnd.3_WT-Zellen aufgezeigt werden.

Um dieser Diskrepanz der Ergebnisse in Literatur und dieser Studie nachzugehen,
wurden die unter 4.3 gezeigten Aktivitatsmessungen durchgefuhrt. Hier ergab sich in
den bEnd.3_mep1a_C lediglich innerhalb der Zelle eine signifikant erhohte Aktivitat
Meprin as im Vergleich zur Kontrolle. Membrangebunden und auf3erhalb der Zelle
konnte keine erhohte Aktivitat des Enzymes nachgewiesen werden. Dies beweist,
dass diese Zellen zwar Meprin a produzieren und dieses auch aktiviert wird, allerdings

nicht in die Membran eingebracht bzw. Uber den sekretorischen Weg aus der Zelle
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herausgelangen kann. Unter physiologischen Umstanden unterliegt Meprin a vielen
posttranslationalen Modifikationen durch zum Beispiel Phosphorylierung und
Glykosylierung. AnschlieRend wird Meprin a durch Trypsin-ahnliche Proteasen
aktiviert, um daraufhin membrangebunden zu wirken oder Uber den sekretorischen
Weg aus der Zelle hinausbefordert zu werden (116-119,143,148). Dies konnte durch
die Aktivitatsmessungen fur die bEnd.3_mep1a_C Zellen nur bedingt bestatigt werden.
In den bEnd.3_mep1a_C Zellen geschieht wohl eine intrazellulare Aktivierung.
Allerdings gibt es auRerhalb der Zelle als auch membrangebunden keine vermehrte
Aktivitat. Wie bereits beschrieben, haben Studien gezeigt, das Meprin a Auswirkungen
auf die BHS bei in vitro Versuchen hat. In den hier durchgeflhrten Experimenten
konnte dies nicht bestatigt werden. Allerdings war in der hier verwendeten Zelllinie
Meprin a lediglich intrazellular vermehrt aktiv. Dies lasst den Entschluss zu, dass die
intrazellulare Aktivitat Meprin as keine Auswirkungen auf die Integritat der BHS und
die TJ-Proteine hat. Die Effekte einer Meprin a Uberexpression in vitro miissen also
membrangebunden oder aulierhalb der Zelle geschehen. Zudem muss weiter
diskutiert werden, warum in den Aktivitdatsmessungen keine weitere Aktivitdt messbar
war und welche Prozesse innerhalb oder auRerhalb der Zelle zur Unterbindung der

Aktivitat Meprin as an der Membran und aulRerhalb geflihrt haben.
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Abbildung 16: Expressionsweg Meprin as innerhalb der bEnd.3_mep1a_C Zellen
Die Abbildung zeigt den Expressionsweg Meprin as innerhalb der bEnd.3_mepila_C Zellen.

Angefangen im Zellkern mit der DNA Meprin as und der Transkription bis hin zum Einbau in die
Membran bzw. dem sekretorischen Weg. Die ,grinen Haken“ hinter den Stationen bedeuten, dass
dieser Schritt vermeintlich innerhalb der Zelllinie funktioniert. Die grau dargestellten ,?* deuten darauf
hin, dass dieser Prozess vermutlich nicht den physiologischen Gegebenheiten entspricht. Dies kdnnte
dazu fiihren, dass der sekretorische Weg sowie der Einbau in die Membran gestoért sind. Entsprechend
ist dieser Schritt mit einem roten ,X* gekennzeichnet, das auf eine mégliche Fehlfunktion hinweist.
Darauf lasst sich aufgrund der lediglich intrazellularen Aktivitat in 4.3., und der nicht vorhandenen
membrangebundenen und extrazelluldren Aktivitat, schlieRen. Mdgliche Ursachen hierfir werden unter
5.2. diskutiert. (Erstellt mit https://BioRender.com)

5.2 Potenzielle Fehler und veranderte Mechanismen in den
bEnd.3_mep1a_C Zellen

Zuerst ist es wichtig Fehler bei den Aktivititsmessungen selbst auszuschliel3en.
Hierfur wurden die Experimente wiederholt, Protokolle noch einmal Uberarbeitet und
Storfaktoren ausgeschlossen, um so valide Ergebnisse zu generieren. Daran schlief3t
sich nun also die Frage an, weshalb in den transfizierten Zellen Meprin a lediglich
intrazellular aktiv ist. Dadurch, dass der retrovirale Gentransfer sehr anfallig fir Fehler
ist und Meprin a sehr vielen posttranslationalen Modifikationen unterliegt, kénnen
hierbei einige Prozesse innerhalb der Zelle betroffen sein, die zu den beobachteten

Resultaten fiihren.

Allgemein konnte die Zelle durch den Gentransfer oder andere Einflussfaktoren unter
Stress stehen und es dadurch zu gestorten Ablaufen innerhalb und auRerhalb der Zelle
kommen. Intrazellular kdnnten auch veranderte Glykosylierungs-Effekte eine Rolle
spielen. Daflr sprechen die durchgeflhrten Experimente 4.1.2. und 4.2.1. In den HEK-
Zellen wurden die zwei separaten Banden von Meprin a im Western Blot bei ungefahr
100 kDa gemessen. In den transfizierten bEnd.3_mep1a_C Zellen hingegen wurden
die zwei separaten Banden von Meprin a bei ungefahr 90 kDa, also 10 kDa geringer
als in den HEK-Zellen detektiert. Dies kann auf eine unterschiedliche Glykosylierung
hindeuten. In der Literatur ist beschrieben, dass das Glykangerust Auswirkungen auf
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die Stabilitat, Lokalisation und die Aktivitat des Enzyms nehmen kann (176). So kdnnte
es also sein, dass durch beschriebene Prozesse Meprin a innerhalb der Zelle falsch
lokalisiert ist und weiter nicht an die Membran transportiert bzw. in sekretorische
Vesikel verpackt werden kann, um aus der Zelle transportiert zu werden. Dies kdnnte
eine  Erklarung fur die intrazellulare  Aktivitat sein. Hier kdnnten
Immunfloureszenzexperimente zur genauen Lokalisation Meprin as im Vergleich zu
WT-Zellen Aufschluss geben. Durch beschriebene Prozesse kénnte es auch zur
Instabilitat des Enzyms kommen, sodass Meprin a zwar aus der Zelle gelangt,
aufgrund seiner Instabilitat aber sehr schnell abgebaut wird und somit keine vermehrte

Meprin a Aktivitat an der Membran oder aul3erhalb gemessen werden kann.

Weiter in Betracht zu ziehen ist ein eventuell verstarkter intrazellularer und
extrazellularer Abbau durch eine erhdhte Aktivitat einer Protease, die in der Lage ist,
Meprin a zu proteolysieren (8). Hierfir in Frage kommen, kdnnte die Protease Furin,
die unter physiologischen Gegebenheiten Meprin a aktiviert und von der Zellmembran
in den Extrazelluldrraum spaltet (157). Bei Uberexpression Meprin as hingegen kénnte
eine vermehrte Spaltung Meprin as durch Furin, zur Instabilisierung des Enzyms
beitragen. Durch die Uberexpression, die wie in 4.2.1. beschrieben in den verwendeten
Zellen (bEnd.3_mep1a_C) vorliegt, und fehlerhafte Glykosylierung, kdnnte auch eine
Autoproteolyse von Meprin a selbst geschehen. Dies ist fur Meprin a bisher noch nicht
beschrieben, allerdings gibt es andere Proteasen, wie Procerain und Procerain B, die
aufgrund struktureller Veranderungen, durch Anderung der Umgebung, zur
Autoproteolyse neigen (177). Durch Uberpriifung einer Autoproteolyse und
Veranderung der Umgebung der Zellen kdnnte man so eventuell Unterschiede in der
Aktivitat Meprin as erkennen. Zur Uberpriifung, ob eine vermehrte Protease Aktivitat
vorliegt, kdnnten Versuche durchgefihrt werden, bei denen Proteaseinhibitoren auf
die Zellen gegeben werden und anschliel3end die Experimente aus dieser Dissertation
wiederholt werden. Hierbei konnten eventuelle Effekte Meprin as auf die in vitro BHS

festgestellt werden, wie sie auch in der Literatur beschrieben sind.

Umgekehrt haben Proteaseinhibitoren die Funktion, die Zellen vor vermehrter
Proteaseaktivitat zu schutzen. Diese Funktion ist unter physiologischen Bedingungen,
entscheidend fur den Erhalt der Zelle. In verschiedenen Pathologien, wie zum Beispiel,
entzindlichen oder degenerativen Prozessen, kann diese Funktion aufgrund von
Aktivierung verschiedener Entzindungsmediatoren die Unterdriackung der Protease

Funktionen nicht mehr gewahrleisten. So kommt es dann zu einer verstarkten Aktivitat
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und zum Abbau von Proteinen (6,135,158-159). Weiter ist beschrieben, dass Meprin
a in solche Prozesse verwickelt ist (135,6). Somit ware es sehr interessant zu
beobachten, wie sich die verwendete Zelllinie in entzindlichem Milieu verandert und,
ob sich die Aktivitat Meprin as unterscheidet bzw. ob Veranderung an der Integritat der
BHS nachzuweisen sind. Dies kann durch Inkubation der Zellkultur mit
Entzindungsmediatoren, wie Zytokinen simuliert werden. Im Anschluss sollten
wiederholende Experimente, wie in dieser Arbeit beschrieben, durchgeflhrt werden.
Dies konnte helfen Meprin a und dessen Wirkungsweise besser zu verstehen und

anhand neu gewonnener Kenntnisse die Forschung intensivieren.

Eine weitere Moglichkeit ist eine verstarkte Endozytose des Meprin as. Hierbei wurde
der sekretorische Weg physiologisch funktionieren. AnschlieBend wirde durch
vermehrten Einbau eines Endozytoseliganden, der in der Lage ist, Meprin a in die Zelle
zu beférdern, Meprin a in die Zelle transportiert werden. Ein vergleichbares Prinzip
zeigt sich bei der Liganden induzierten Endozytose des asisloglycoprotein-Rezeptors
in Hepatozyten. Hier steigert sich die Endozytoserate nach Ligandenbindung
signifikant (178). Hierbei konnten ebenfalls bei Experimenten mit einem solchen
Ligandeninhibitor Effekte auf die BHS sichtbar werden.

Auch Meprin 3 spielt bei dem Transport des Meprin as und dessen Einbau in die
Membran eine Rolle. Oft liegen beide als Heterodimere in der Zellmembran vor (1).
Hier konnten Quantifizierungen mittels Immunoblot sowie Co-Transfektionen mit
Meprin a interessante Aufschllisse Uber die Rolle Meprin 3 auf die Lokalisation und

Aktivitat Meprin as geben.
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5.3 Auswirkungen der Dysregulation der BHS auf verschiedene

Erkrankungen

Die BHS stellt als hochselektive Barriere nicht nur einen Schutzmechanismus fur das
Gehirn dar, sondern spielt wie bereits beschrieben auch eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese vieler neurologischer Erkrankungen. Meprin a fungiert dabei
offensichtlich als ein molekularer Mediator, der durch seine proteolytische Aktivitat die
Integritat der BHS beeinflusst und so an der Entstehung entzindlicher sowie
neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Multipler Sklerose
beteiligt ist (1).

Bei der Alzheimer-Erkrankung kommt es bereits im frihen Krankheitsstadium zu
charakteristischen Veranderungen der BHS. Klinische Studien zeigen auf, dass
Patienten eine erhdhte Permeabilitat der BHS aufwiesen, die mit der Akkumulation von
Amyloid-f3 Plaques und neuroinflammatorischen Prozessen korreliert (160). Weiter
wurde in post-mortem Untersuchungen eine erhdhte Expression Meprin as in den
Endothelzellen von Alzheimer Patienten nachgewiesen (160). Dies legt nahe, dass die
Protease durch den Abbau von TJ-Proteinen wie Occludin und weiteren EZMP die
Barrierefunktion schwacht. Unterstutzt wird die Hypothese durch in vitro Studien, die
zeigen, dass Meprin a in der Lage ist diese Proteine zu spalten und so die parazellulare
Durchlassigkeit zu erhdhen (74,1). So wird der Eintritt schadlicher Substanzen ins
Gehirn, sowie damit einhergehend die Neuroinflammation geférdert und es kommt zur
Entstehung der Pathologie und dessen Progress. Daruber hinaus tragt Meprin a weiter
indirekt zur Neuroinflammation bei, indem es in modulatorischen Funktionen bei
Spaltung und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel IL-13, eine
Rolle spielt (8).

Nicht nur bei Alzheimer, sondern auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen
scheint Meprin a eine Rolle mitzuwirken. Bei der Parkinson-Krankheit beispielsweise
konnte die Protease durch Schadigung der BHS den Eintritt von a-Synuclein-
Aggregaten aus der Peripherie ins Gehirn ermdglichen (161). Ahnliche Mechanismen
werden bei der Multiplen Sklerose diskutiert, wo eine erhéhte Durchlassigkeit der BHS
die Migration autoaggressiver Immunzellen ins ZNS erleichtert (162).

Aufgrund der gezeigten Abnahme der Integritéat der BHS durch Meprin q, ist es somit

ein vielversprechender Bestandteil der aktuellen Forschung. Die Hemmung Meprin as
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ware ein Ansatz zur Stabilisierung der BHS bei neurodegenerativen Erkrankungen.
Dahingehend werden in den neuesten Studien Inhibitoren gesucht, die in der Lage
sind, das Enzym zu hemmen. Es gibt einige neue Studien in denen gezeigt wurde,
dass Actinonin zu einer deutlichen Verbesserung des Phanotyps in Maus- und
Rattenmodellen bei Sepsis gefuhrt hat (163-167). Weiter reduzierten die
breitwirkenden Metalloprotease Inhibitoren Marimastat und GW333 die Symptome in
murinen Sepsis-Modellen (168). Diese Ergebnisse sind sehr vielversprechend,
allerdings gibt es immer wieder Probleme in klinischen Studien mit solchen Inhibitoren
aufgrund zu starker Nebenwirkungen (167,169). Dies zeigt, dass die Spezifitat des
Inhibitors unter anderem sehr wichtig ist. 2023 veroéffentlichten L. Eltaib & A.A. Alzain
ihre Ergebnisse zu den beiden neuen Inhibitoren ZINC000008790788 und
ZINC000095099469, die in der Lage sind sowohl Meprin a als auch  zu inhibieren.
Zusatzlich weisen diese eine hohe Selektivitat, sowie nur eine geringe Zytotoxizitat
nach (170). Angesichts dieser Ergebnisse und der Bedeutung neuroinflammatorischer
und -degenerativer Erkrankungen ist die weitere Entwicklung und Testung neuartiger

und potenter Therapiestrategien von grofder Bedeutung (169).

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen im wesentlich zum Verstandnis dieser komplexen
Zusammenhange bei. Sie zeigen, dass intrazellulares Meprin a allein nicht ausreicht,
um die BHS-Integritdt zu beeintrachtigen. Erst die sekretierte oder
membrangebundene Form scheinen kritisch zu sein. Die allgemeine Entwicklung der
Forschung zur Metalloprotease ist sehr positiv zu werten, allerdings bedarf es hier nun
weiterer Untersuchungen, um den beschriebenen Erkenntnissen weiter nachzugehen.
Wie bereits unter 5.2. thematisiert waren unter anderem Experimente mit solchen
Inhibitoren und der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinie sehr interessant und wirden

zum Verstandnis der Zelllinie sowie Meprin a weiter beitragen.
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6 Zusammenfassung

Die Dissertation untersucht die Rolle der Metalloprotease Meprin a an der BHS, einer
physiologischen Barriere, die das Gehirn vor schadlichen Substanzen schitzt und so
die Homoostase zwischen Gehirn und Blut erhalt. Meprin a, ein Enzym der Astazin-
Familie, ist bekannt fur seine Fahigkeit Proteine wie TJ-Proteine und EZMP zu spalten,
was die Integritat der BHS beeinflussen kann. Die Arbeit zielte darauf ab, diese
Auswirkungen Meprin as auf die BHS genauer zu untersuchen und im Kontext
neurodegenerativer Erkrankungen wie die Alzheimer Erkrankung, bei denen eine

Dysfunktion der BHS beobachtet wird, zu untersuchen.

Hierflr wurde eine stabile Zelllinie (bENd.3_mep1a_C) durch retroviralen Gentransfer
erzeugt, die Meprin a verstarkt exprimiert. Daraufhin wurde die Aktivitat des Enzyms
in verschiedenen Zellkompartimenten gemessen, und der Einfluss auf die TJ-Proteine
(Occludin, Claudin-5, ZO-1) sowie die Barriereintegritat mittels TEER-Messungen und
FITC-Dextran-Assays analysiert. Hierbei wurden keine signifikanten Veranderungen in
den Protein Leveln der TJ-Proteine oder der Barriereintegritat im Vergleich zur
Kontrollgruppe gefunden. Diese Ergebnisse passten nicht zu den in der Literatur
Beschriebenen. In den Aktivitatsmessungen fand sich allerdings lediglich intrazellulare
Aktivitat Meprin as. Dies kdnnte auf posttranslationale Modifikationen oder Fehler im

Expressionssystem zurickzuflihren sein.

In der Zusammenschau deuten die Ergebnisse somit darauf hin, dass der
proteolytische Effekt von Meprin a auf die BHS membrangebunden oder extrazellular
erfolgen muss, da intrazellulare Aktivitat allein keine Auswirkungen in den
Experimenten zeigte. Die Arbeit unterstreicht insgesamt die Komplexitat der Meprin a
Regulation und liefert Ansatzpunkte fur weitere Forschung, insbesondere zur Rolle des

Enzyms in entzundlichen und neurodegenerativen Prozessen.
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8 Anhang
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Famulatur auf der Onkologie der Kinderklinik
Universitatsklinikum Mainz

Famulatur auf der Chest-Pain-Unit im Universitatsklinikum Mainz
Famulatur in der Allgemeinmedizin (Dr. Regner, Mainz)
Pflegepraktikum in der Universitatsmedizin Mainz
Pflegepraktikum im Katholischen Klinikum Mainz

Praktikum im Max-Planck-Institut fir Chemie in Mainz

Sozialpraktikum im Kindergarten ,Wiese Kunterbunt® in
Klein-Winternheim

Experimentelle Doktorarbeit am Institut fir Pathobiochemie Mainz
in der Alzheimerforschung

Praktisches Jahr an der Dr. Horst Schmidt Klinik in Wiesebaden
Abschluss des 2. Staatsexamen innerhalb des Medizinstudiums

Experimentelle Doktorarbeit am Institut fir Pathobiochemie Mainz
in der Alzheimerforschung

Abschluss des 1. Staatsexamen innerhalb des Medizinstudiums

Medizinstudium an der Johannes-Guttenberg-Universitat Mainz
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Tabellarischer Lebenslauf

2010-2018: Willigis-Gymnasium Mainz (G8-Abitur)
2006-2010: Grundschule Martinus-Schule Mainz-Oberstadt

Sprachkenntnisse
Latein (Latinum)
Englisch B2/C1

Hobbys/Interessen

FufRlball, Tischtennis und Musizieren
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