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The blood-brain barrier, located in cerebral capil-
laries, guarantees a supply of glucose to neuroacti-
ve areals and protects against the penetration of
harmful compounds. From the pharmaceutical
point of view the limitation in transport is a pro-
blem: therapeutically effective substances are not
able to reach the brain via the bloodstream.
Blood-brain barrier research contributes to the
understanding of the cerebral microcirculatory sy-
stem.
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as Gehirn der hoheren Wirbeltiere, das wohl
Dkomplizierteste uns bekannte Organ, hat im

Laufe der Evolution einzigartige Fihigkeiten
und Spezialisierungen erworben, die eine hohe Abhén-
gigkeit von einer konstanten und intensiven Ndhr- und
Sauerstoffversorgung zur Folge hatten. So setzt das
Gehirn des Menschen, das mit rund 1300 g nur ca. 2%
des Korpergewichtes ausmacht, rund 20% der Ge-
samtenergie des Stoffwechsels um. Dies entspricht ei-
nem Bedarf von ca. 75 mg Glucose und 50 ml O, pro
Minute. Wird die Sauerstoffzufuhr vollstdndig unter-
brochen, tritt schon nach 810 Sekunden Ohnmacht
ein, nach wenigen Minuten resultieren ernste, meist ir-
reparable Schidigungen des Zentralnervensystems.
Gleiches gilt fir eine partielle Unterbrechung der Sau-
erstoff- bzw. Blutzufuhr in einzelnen Hirnarealen, z. B.
durch Verletzung. Die Dysfunktion eines bestimmten
Hirnbereiches kann oft genau mit einer Schadigung
des diese Region versorgenden Gefifles korreliert wer-
den.
Die komplexen elektrochemischen und humoralen
Vorgédnge an der Nervenzelle sind nur in einem kon-
stanten extrazelluldren Milieu moéglich. So diirfen z. B.
pH-Wert-Schwankungen im Blut, die unter Belastung
auftreten, nicht an das Gehirn {iber den Blutstrom ver-
mittelt werden. Anderungen im ionischen Milieu des
interstitiellen Raumes, insbesondere der Kaliumionen-
konzentration, hétten drastische Auswirkungen auf
das Membranpotential der Nervenzellen. Aulierdem
stellt das FEindringen lipidloslicher, koérperfremder
Substanzen (lipophile Xenobiotika) eine potenticlle
Gefahr dar. Solche Substanzen kodnnen die nicht zur
Regeneration befihigten Neuronen sowie das umge-
bende Bindegewebe, die Neuroglia, irreversibel schadi-
gen. Trotz der hohen Durchblutung muf3 deshalb der
Stoffaustausch zwischen Blutplasma und Gehirn se-
lektiv erfolgen.
Die Anatomie der Blutversorgung dieses Organs ist
deshalb in vielerlei Hinsicht einzigartig und seine phy-
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siologische Kontrolle hochkomplex. Zum Schutz des
neuronalen Gewebes und zum Erhalt eines konstanten
inneren Milieus (Homoostase) zeigt das cerebrale Ge-
fafBsystem hoherer Wirbeltiere zahlreiche strukturelle
und funktionelle Besonderheiten. In ihrem Zusam-
menspiel beschrinken diese weitgehend den unkon-
trollierten Ubertritt der im Blut zirkulierenden Stoffe
in das Hirngewebe und werden in ihrer Gesamtheit als
Blut-Hirn-Schranke (BHS) bezeichnet.

Neben dem kapilldren Bett triigt auch der Plexus cho-
roideus zur Kontrolle und Aufrechterhaltung der Ho-
moostase bei. Der Plexus choroideus produziert den
Liquor cerebrospinalis, beim Menschen etwa 0,4 ml/
min, der das Gehirn gewissermafien ,,umspiilt“ und es
mit Vitaminen, Nukleotiden und in begrenztem Mal3e
auch mit Glucose versorgt. Die gesamte Hirnfliissig-
keit (ca. 150 ml) wird im Laufe von 3—4 Stunden er-
neuert. Der Stofftransport ist dabei ebenfalls selektiv
und wird vom Epithelgewebe des Plexus choroideus
kontrolliert. Dieser bildet die Blut-Liguor-Schranke.
Der verbrauchte Liquor wird iiber die Spinnenweben-
haut (Arachnoidea), einer der drei Hirnhdute, ohne
Beschrankung in das vendse Blut entsorgt.

Die im Liquor enthaltenen Mengen an Sauerstoff und
Glucose reichen zur Versorgung des Gehirns bei wei-
tem nicht aus. Diese Molekiile werden im wesentlichen
iiber das cerebrale Kapillarnetzwerk transportiert, das
eine etwa 5000fach hohere Austauschfldche hat als der
Plexus choroideus. Die Dichte an Kapillaren schwankt
zwischen verschiedenen Hirnregionen betrichtlich, am
hiufigsten findet man diese kleinsten Gefiafie im Cor-
tex. Typische Zahlen sind hier 300— 800 Kapillarquer-
schnitte pro Quadratmillimeter Gewebe.

Der Energiebedarf einer Nervenzelle erhéht sich bei
neuronaler Aktivitit betrichtlich, da eine Reihe ener-
gieabhingiger Reaktionen, zum Beispiel bestimmte To-
nen-Transportvorgéinge, an der Zellmembran ausgeldst
werden. Ganze Bereiche des Gehirns, die funktionelle
Einheiten bilden, miissen daher ihre Blutversorgung
selbstindig dem Bedarf anpassen kénnen. Beim Lesen
z.B. kommt es in den Regionen im visuellen Cortex
und im visuellen Assoziationsfeld (Fig. 1A) zu einer
im Vergleich zum umgebenden Hirngewebe erhthten
Aufnahme von Glucose (Fig. 1 C). Diese spontane und
gezielte Versorgung besonders neuroaktiver Areale
kann nur durch das kapilldre Netzwerk gewdhrleistet
werden.

Fig. 1. A) Beim Lesen kommt es in den Be-
reichen des visuellen Cortex und im visuel-
len Assozationsfeld zu einer im Vergleich
zum umgebenden Hirngewebe vermehrten
Aufnahme an Glucose. B) Die schnelle und
gezielte Versorgung der betroffenen Neuro-
nen (rechts oben) mit dem Metaboliten er-
folgt tiber ein Netz von Hirnkapillaren
(links unten), die abluminal fast vollstandig
mit den Endfiilichen der Astrozyten (Mitte)
bedeckt sind. C) In der Membran der En-
dothelzelle ermdglicht ein ,Carrier®, der
Glucosetransporter GLUT 1, den Durchtritt
des hydrophilen Molekiils durch erleichterte
Diffusion
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Anatomie der Blut-Hirn-Schranke

Die Entdeckung der Blut-Hirn-Schranke geht auf den
Pharmakologen und Physiologen Paul Ehrlich zuriick
[1]. 1885 beobachtete Ehrlich, daB sich bei Versuchs-
tieren, denen er intravends Farbstoffe wie Trypanblau
verabreichte, alle Gewebe mit Ausnahme des Gehirns
und des Riickenmarks anfiarbten. Ehrlichs Schiiler Ed-
win E. Goldmann zeigte dann 1913 durch Gewebe-
schnitte, dafl dabei nicht alle Bereiche des Zentralner-
vensystems ungefarbt blieben [2]. Im umgekehrten Ex-
periment, bei Injektion der Farbstofflosung in den
subarachnoidalen Raum, fand er Teile des Gehirns ge-
farbt, andere Gewebe hingegen nicht. Er schlof dar-
aus, daB} die cerebralen Kapillaren den Farbstoff zu-
riickhalten, ohne jedoch weitere Erklarungen fiir die-
ses Phinomen geben zu konnen.

Erst die Entwicklung spezieller elektronenmikroskopi-
scher Techniken ermoéglichte Ende der 60er Jahre den
Nachweis, daB intravenss injizierte Mikroperoxidase
nur von der diinnen Endothelzellschicht am Austritt
aus der Blutbahn gehindert wurde [3]. Das Endothel
der cerebralen Mikrokapillaren wurde damit als zellu-
lare Grundlage der physiologischen Blut-Hirn-Schran-
ke identifiziert. Es unterscheidet sich morphologisch
auffallig von dem anderer Organe (Fig. 2). Die diinne
Endothelzellschicht, die die GefaBwinde auskleidet,
ist hier durch feste Zell-Zell-Kontakte (,tight junc-
tions“) verkniipft. Fenestrierungen fehlen vollig, und

die Zahl pinocytotischer Vesikel, morphologische
Kennzeichen flr parazelluliren Transport, ist stark
herabgesetzt. Dagegen i3t die hohe Dichte von Mito-
chondrien im diinnen Plasmaraum der Zellen eine ho-
he Stoffwechselaktivitiit erwarten.

Beide Membranen der Zelle, die luminale (dem Innen-
raum der Kapillare zugewandt) und die abluminale
(dem Interstitium zugewandt), unterscheiden sich auf-
fallend in ihrer enzymatischen Ausstattung.

Im schematischen Querschnitt (Fig.2) durch eine
Hirnkapillare ist ein weiterer, abluminal auf der En-
dothelzelle sitzender Zelltyp, ein Perizyt, dargestellt.
Die Perizyten bedecken ca. 20% der Kapillaroberfli-
che und befinden sich vorzugsweise an den Kontakt-
stellen zweier Endothelzellen [4, 5]. Die genaue Funk-
tion dieses Zelityps an der Blut-Hirn-Schranke ist noch
nicht geklart.

Wegen des hohen Anteils an kontraktilen Proteinen
wurden den Perizyten Blutdruck regulierende Eigen-
schaften zugeschrieben, da sie mittels ihrer Fortsétze
Einfluf} auf den Kapillardurchmesser nehmen konnten
[6]. Allerdings gibt es Hinweise, dal eine Dilatation
der Kapillaren zur Kontrolle der Durchblutung nicht
oder nur in begrenztem Mafe stattfindet [7]. Andere
Autoren wiederum sprechen den Perizyten eine mogli-
che Funktion in der mechanischen Stabilisierung der
Hirnkapillaren zu [8]. Eine Hauptaufgabe dieses Zell-
typs mag die Phagozytose von Molekiilen sein, die die
Endothelzellschicht bereits passiert haben. Perizyten

Pinocytotische
Vasikel  Perizyt

Tight

Mitochondrium junction

Basalmembran

Endotheizelle

Fig. 2. Schematischer Querschnitt durch ei-
ne Hirnkapillare. Das gesamte Lumen der
Kapillare wird von einer einzigen Endothel-
zelle begrenzt. Morphologische Charakteri-
stika sind die festen Zell-Zell-Kontakte
(»tight junctions®) sowie die geringe An-
zahl pinocytotischer Vesikel. Mitochondrien
dagegen, die ,Krafiwerke® der Zellen, sind
zahlreich vorhanden. Sie liefern die Energie
fiir viele Transportprozesse (aus Goldstein,
G.W., Betz, A.L.: ,,Die Blut-Hirn-Schran-
ke, Spektrum der Wissenschaft 77, 1986)
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werden daher im Zusammenhang mit einer ,second
line of defense® — einer zweiten Abwehrfront — ge-
nannt [9].

Beide Zelltypen, Endothelzellen und Perizyten, sind
eingebettet in eine Basalmembran. Das so gebildete
Kapillarrohr ist abluminal fast vollstandig bedeckt von
den Endfiiichen der Astrozyten. Diese Zellen bilden
ein dreidimensionales Netzwerk (Fig. 1B), versorgen
Neuronen mit Nihrstoffen und regulieren die extrazel-
lulidre Tonenkonzentration [5]. Astrozyten erfiillen bei
hoheren Vertebraten selbst keine Schrankenfunktion,
allerdings induzieren sie diese Eigenschaften in den be-
nachbarten Endothelzellen [10]. Transplantationsver-
suche mit Hirnkapillaren zeigen, daf} diese in periphe-
ren Organen einen Phinotyp wie ,,gewdhnliche“ Kapil-
laren annehmen, im umgekehrten Experiment zeigten
Kapillaren aus der Peripherie im Zentralnervensystem
nach kurzer Zeit Blut-Hirn-Schranke-Charakteristika
[11].

Funktionell bedeutet die Dichtheit des cerebralen Ka-
pillarendothels eine fast vollstindige Impermeabilitét
fiir Elektrolyte, was sich in einem hohen spezifischen
Widerstand von etwa 2000 Q- cm? ausdriickt [12]. Die
Zell-Zell-Verbindungen sind auBlerdem undurchlissig
fiir Proteine wie Albumin und Peroxidase. Hydropho-
be Substanzen, z. B. Rauschgifte wie Heroin, aber auch
lipophile Vitamine kénnen dagegen weitgehend unge-
hindert durch die Endothelzellschicht diffundieren.

Transportprozesse
an der Blut-Hirn-Schranke

Das Penetrationsvermdgen lipophiler bzw. hydropho-
ber, kleiner Molekiile durch die Blut-Hirn-Schranke
geht einher mit einer Lipophilie, gemessen durch den
O1l/Wasser-Verteilungskoeffizienten. Eine hydrophobe
Substanz passiert dabei zunichst die luminale Lipid-
Plasmamembran, durchquert die Endothelzelle und
tritt durch die abluminale Membran in die Extrazellu-
larfliissigkeit des Gehirns ein. Wie bei der freien Diffu-
sion von Sauerstoff und Kohlendioxid bestimmt allein
der Konzentrationsgradient zwischen Blut und Gehirn
den Austausch. Dagegen ist das Eindringen einiger
kleiner, hydrophiler Molekiile hoher, als der entspre-
chende Ol/Wasser-Verteilungskoeffizient erwarten lie-
3e [13]. Fiur Molekiile wie D-Glucose und L-DOPA
existieren in den Membranen der Endothelzelle spezi-
fische Transportproteine (Carrier). Grofie Molekiile,
Peptide und Proteine, werden durch rezeptorvermittel-
te Transzytose transportiert.

Spezifische Transportsysteme sind fiir eine Reihe von
Nihrstoffen und Hormonen beschrieben. p-Glucose
und cinige strukturanaloge Kohlenhydrate gelangen

durch das GlucoseTransportprotein GLUT-1 mittels
erleichterter Diffusion in das Gehirn [14, 15]. Treiben-
de Kraft bei diesem energieunabhidngigen Prozefi ist
allein das Konzentrationsgefille. Der Glucose-Trans-
porter, ein Protein von 45 kDa, ist daher in hoher Kon-
zentration in beiden Membranen der Endothelzelle
enthalten.

Fiir Aminosduren sind fiinf Transportsysteme an der
Blut-Hirn-Schranke bekannt. Auf beiden Membranen
ist das Transportsystem fiir grofle neutrale Aminoséu-
ren (L-System) vorhanden, das die fiir die Neurotrans-
mitter-Synthese essentiellen aromatischen Aminoséu-
ren transportiert [16]. Die biochemische Polaritit der
Endothelzelle, d.h. die unterschiedliche Ausstattung
der luminalen und der abluminalen Membran mit Pro-
teinen zeigt sich bei der Betrachtung eines weiteren
Aminosduretransportsystems fiir kleine neutrale Ami-
nosduren. Das Na " -abhédngige A-System befindet sich
ausschliefilich in der abluminalen Membran und be-
fordert dort Glycin, das im Gehirn als Neurotransmit-
ter dient, vom Interstitium in die Endothelzelle.
Daneben existieren Transportsysteme fiir saure und
basische sowie fiir kationische Aminosiauren, Mono-
carbonsiuren, Amine und Nukleoside [17]. Die in der
abluminalen Membran nachgewiesene Na®/K*-ATP-
ase und andere, noch nicht niher beschriebene Ionen-
kanile dienen der Aufrechterhaltung der Ionenkon-
zentration im Cytoplasma der Endothelzelle und der
interstitiellen Fliissigkeit.

Grofie Molekiile wie das Eisen-Transportprotein Trans-
ferrin gelangen {iber rezeptorvermittelte Transzytose in
die Extrazellularfliissigkeit des Gehirns [18]. Rezepto-
ren an der luminalen Membran der Zelle bewirken da-
bei zunichst die spezifische Bindung des Liganden.
Der nun beladene Rezeptor wird internalisiert und in
»pits® auf die gegeniiberliegende Membran iiberge-
fuhrt. Fir den LDL-Rezeptor (Low-Density Lipopro-
tein) gilt dieser Mechanismus als gesichert [19]. Ein
analoger Mechanismus wurde fiir Insulin gezeigt [20].
Moglicherweise handelt es sich bei der rezeptorgekop-
pelten Transzytose um einen generellen Mechanismus
zum Transport von Polypeptidhormonen und Cytoki-
nen iiber die Blut-Hirn-Schranke.

In Endothelzellen kapilldrer Blutgefdfie mit Schran-
kenfunktion wie der BHS wurde auBlerdem das soge-
nannte P-Glykoprotein, ein kanalbildendes Transmem-
branprotein mit intrazelluldrer ATP-Bindestelle nach-
gewiesen [21]. Diese Proteine wurden erstmals im Zu-
sammenhang mit der sogenannten ,multi drug resi-
stence* — einer Unempfindlichkeit gegeniiber chemo-
therapeutischen Reagenzien — von Tumorzellen be-
schrieben. Sie sind fiir die Ausschleusung zahlreicher
strukturell nicht verwandter Verbindungen aus der Zel-
le verantwortlich. Das Vorkommen dieses Transport-
proteins an der BHS 143t auf einen retrograden Trans-
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port von Substanzen schlielen, die die Endothelzell-
membran aufgrund ihrer Lipidloslichkeit bereits pas-
siert haben. Tatsédchlich zeigen P-Glykoprotein-defi-
ziente Mduse gegeniiber Vergleichstieren nach Verab-
reichung von Pestiziden und Karzinostatika eine er-
hohte Konzentration und eine verminderte Elimina-
tion dieser Stoffe besonders im Gehirn [22].

Die oben beschriebene Polaritdt der Endothelzelle ist
nicht allein auf Transportproteine beschriankt, asym-
metrische Verteilungen an den Membranen zeigen
auch andere Proteine wie die Alkalische Phosphatase
und die Gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT) [23].
Das letztgenannte Enzym gehort wie der Glucose-
transporter und der Transferrinrezeptor zu den Blut-
Hirn-Schranke-Markern. Es handelt sich dabei um
Proteine, die fiir die cerebralen Kapillaren spezifisch
sind, d.h. sie treten unabhingig von dem sonstigen
Vorkommen im Organismus nur in den Hirnkapillaren
auf und unterscheiden diese damit von anderen Kapil-
laren.

Die metabolische Blut-Hirn-Schranke

Neben ihrer spezifischen Morphologie und dem Vor-
handensein selektiver Transportmechanismen verfii-
gen die Zellen in den Hirnkapillaren iiber enzymati-
sche Systeme zur Erhaltung der Homdostase. Diese
Enzyme verhindern z. B. das unspezifische Eindringen
von Substanzen, die als Neurotransmitter dienen und
daher nicht unkontrolliert in das Gehirn gelangen diir-
fen. Enzyme, die diese enzymatische Barriere ausbil-
den, sind z. B. die Monoaminoxidase, Catechol-O-me-
thyltransferase, Cholinacetyltransferase und die Cho-
linesterase.

L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa), ein Zwischen-
produkt des Tyrosinstoffwechsels, bindet wie Phenyl-
alanin und Tryptophan an ein Transportsystem fiir
grofle neutrale Aminosduren und gelangt so in die En-
dothelzelle. Um den Weitertransport iiber die ablumi-
nale Membran der Zelle in das Gehirn zu verhindern,
wird diese Substanz durch Decarboxylierung zu Dopa-
min und durch die Katalyse der Monoaminoxidase zur
Dihydroxyphenylessigsdaure (DOPAC) umgesetzt [24].
Das Katecholamin Dopamin ist ein wichtiger Neuro-
transmitter und im Zentralnervensystem die Mutter-
substanz von Noradrenalin und Adrenalin. Zwar kann
Dopamin das Gehirn iiber ein eigenes Transportsystem
verlassen, doch weder Dopamin noch DOPAC kénnen
die abluminale Membran in Richtung Gehirn passie-
ren.

Die natiirliche Konzentration von L-Dopa im Blut-
strom ist ca. 30 nM. Das enzymatische Schutzsystem
der Blut-Hirn-Schranke ist wirksam bis zu L-Do-
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pa-Konzentrationen von ca. 1 uM, dariiber ist das Sy-
stem geséttigt, und L-Dopa kann aus dem Blutstrom
in das Hirngewebe gelangen. Diese Sittigungserschei-
nung ist von medizinischem Interesse und wird z. B. bei
der Behandlung der Parkinsonschen Krankheit mit
hohen Dosen an L-Dopa ausgenutzt. Bei dieser
Krankheit, die durch einen Dopaminmangel im Ge-
hirn verursacht wird, kann die hohe Dosierung jedoch
mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden sein.
Strukturverwandte Stoffe wie Carbidopa oder Bense-
razid inhibieren die Decarboxylase und schranken da-
mit die Metabolisierung des Medikamentes L-Dopa in
den Hirnkapillaren stark ein. Damit vermindert sich
die Dosis, und die Nebenwirkungen werden drastisch
reduziert.

Pharmakologische Aspekte: Strategien zur
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke, die das Zentralnervensystem
einerseits vor Schwankungen der Konzentration von
im Blutplasma geltsten Metaboliten und dem Findrin-
gen korperfremder Substanzen schiitzt, verhindert an-
dererseits oftmals die Aufnahme von Arzneistoffen in
pharmakologisch relevanten Konzentrationen. Viele
cerebrale Erkrankungen einschliefilich Mikroangio-
pathien, Infektionen und Tumoren werden dadurch
der Therapie entzogen. Um auf die Zellen des Zentral-
nervensystems einwirken zu kénnen, muf} ein Pharma-
kon die Extrazellularfliissigkeit des Gehirns erreichen.
In welchem AusmaB dies gelingt, héngt von einer Rei-
he miteinander verkniipfter Faktoren ab. So darf das
Medikament keinem enzymatischen Abbau im Blut-
plasma unterliegen, muf} in nicht-ionisierter Form in
Losung bleiben und darf nicht an Plasmaproteine bin-
den. Beschrinkt man sich aber ausschlieBlich auf
Pharmaka, die bereits gelost im Blutplasma vorliegen,
und auf die Faktoren, die direkt mit der Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke in Verbindung stehen, so sind
fir die Arzneimittelversorgung des Gehirns drei Me-
thoden gebrauchlich [25] (Tabelle 1).

Tabelle 1. Strategien fiir die Arzneimittelversorgung des Gehirns

Invasive — Intraventriculare Infusion

Methoden — Intracarotoide Infusion von hypertonischen
Medien

Pharmakologische - Lipidlosliche , Vorldufersubstanzen®

Methoden — ,Chemisches Liefersystem“ CDS

Physiologische — Chimére Nihrstoffe

Methoden — Chimdire Peptide




Bei der intraventricularen Infusion wird das Pharma-
kon direkt in die Ventrikel des Gehirns injiziert. Diese
Methode ist vergleichbar mit der hiufiger angewand-
ten Lumbalpunktion zur Schmerzlinderung oder An-
dsthesie, hat aber den Nachteil, dafl das Medikament
iiber die Cerebrospinalfliissigkeit an seinen Wirkort
gelangen mufB3 und durch deren Austausch iiber die
Arachnoidea bald wieder dem Gehirn entzogen wird.
Die Verabreichung des Medikaments mittels Injektion
in die Carotis interna (Halsschlagader), die das Gehirn
mit Blut versorgt, ermoglicht ein Eindringen direkt
tiber die Blut-Hirn-Schranke. Dabei kommen meist hy-
pertonische Medien als Lésungsmittel fiir das Medika-
ment zum Einsatz, die die Blut-Hirn-Schranke reversi-
bel 6ffnen. Diese reversible Offnung ist besonders bei
der Behandlung von inoperablen Tumoren im Gehirn
von Bedeutung. Durch die Endothelzellbarriere kon-
nen zur Behandlung eingesetzte Cytostatika sonst
nicht in ausreichender Konzentration an ihren Wirkort
gelangen.

Die Entwicklung lipidléslicher ,Vorldufermedikamen-
te“ (engl. pro-drugs) aus wasserloslichen Arzneimit-
teln ist eine Alternative [26]. Um polare Gruppen wie
Hydroxyl-, Carboxyl- und Aminogruppen zu modifi-
zieren, werden oftmals Ester oder Amide dieser Ver-
bindungen hergestellt. Durch diese Modifikationen
wird die Lipidloslichkeit und damit die Blut-Hirn-
Schranken-Permeabilitdt des Pharmakons erhoht. Im
Gehirn erfolgt die Hydrolyse der Lipophilie-vermit-
telnden Gruppe und damit die Freisetzung der aktiven
Wirksubstanz. Fiir einfache Vorldufermedikamente
gelten aber eine Reihe von Einschrankungen. Durch
die gestiegene Lipophilie ist auch die Aufnahme in an-
dere Gewebe erhoht. Diese wenig selektive Resorption
des Medikamentes kann besonders bei cytotoxischen
Agenzien grofle Schiden im betroffenen Gewebe an-
richten [27]. Durch die erhohte Lipophilie ist das Wie-
derausstromen der Substanz ebenfalls erhoht, was sich
in einer kurzen Verweildauer und damit in einer ver-
kiirzten biologischen Aktion dufiert. Zudem werden
Methyl- oder Ethylester noch vor Erreichen der Blut-
Hirn-Schranke im Blut hydrolysiert, Hexyl- oder Oc-
tylderivate dagegen an Plasmaproteine gebunden und
dadurch dem méglichen Transport durch das Endothel
entzogen. Nur wenige Vorldufermedikamente, darun-
ter verschiedene Ester des Chlorambucils, das sich we-
gen seiner geringen Neurotoxizitdt zur Behandlung
von Hirntumoren eignet, haben sich bisher als brauch-
bar erwiesen.

Durch ,chemische Liefersysteme* (engl.: ,,Chemical
Delivery Systems®, CDS) wurden die oben be-
schriebenen Nachteile umgangen. CDS ist definiert
als ein biologisch inertes Molekiil, bei dem mehrere
Schritte erforderlich sind, um es in die therapeu-
tisch wirksame Substanz zu konvertieren, und das ver-

starkt in ein bestimmtes Zielgewebe aufgenommen
wird [28].

Die Aufnahme von wasserloslichen, essentiellen Nahr-
stoffen wie D-Glucose und L-Aminosduren durch die
mikrovaskuldren, cerebralen Endothelzellen wird
durch stereospezifische Transportsysteme gewdhrlei-
stet. Therapeutische Relevanz erlangte bisher das L-Sy-
stem, das grofle, neutrale Aminosidren transportiert
und auch das Parkinson-Medikament L-Dopa und
verschiedene Abkémmlinge wie a-Methyl-L-Dopa
(,chimére Nihrstoffe”) akzeptiert.

Der Rezeptor-gekoppelte Transport einiger Peptide
und Proteine durch die Blut-Hirn-Schranke ist ein nor-
maler physiologischer Prozefl und fithrte zur Entwick-
lung von chiméiren Peptiden [29]. Hier gewinnt die
Kopplung an monoklonale Antikérper gegen Transcy-
tose-Rezeptoren (Transferrin, Insulin) an Bedeutung
[30, 31].

Bei akuten und chronischen pathologischen Prozessen
wurde auBlerdem die Einwanderung von aktivierten T-
Lymphozyten in das Gehirnparenchym gezeigt [32].
Moglicherweise eroffnet dies neue Moglichkeiten fiir
die Behandlung solcher Erkrankungen.

Bei allen hier vorgestellten Strategien haben bislang
nur wenige Systeme die klinische Anwendung am Pati-
enten erreicht. Dennoch sind einige Konzepte vielver-
sprechend, und mit wachsendem Verstindnis der mo-
lekularen Zellphysiologie der Hirnkapillar-Endothel-
zelle werden neue Einsichten in die Wirkung von Phar-
maka auf die Blut-Hirn-Schranke und den Transport
durch diese Barriere moglich werden.

Molekulare Blut-Hirn-Schranken-Forschung

Viele Fragen in bezug auf den Stoffiibertritt durch das
GefaB3-Endothel und den dabei wirksamen Regula-
tionsmechanismen konnten noch nicht beantwortet
werden, da In-vivo-Experimenten enge Grenzen ge-
setzt sind. Daher stehen In-vitro-Modelle der Blut-
Hirn-Schranke, z.B. Kulturen intakter cerebraler En-
dothelien, zur Zeit im Mittelpunkt des Interesses. Die-
se Endothelzellkulturen sind jedoch trotz der groBen
Fortschritte in der Zellbiologie mit groBer Zuriickhal-
tung zu beurteilen. So verlieren Primarkulturen dieser
Zellen bereits nach wenigen Tagen Kultivierungsdauer
viele Blut-Hirn-Schranke-Charakteristika [33]. Kon-
fluente Monolayer primirer Endothelzellkulturen zei-
gen nach fiinf bis sechs Tagen Kultivierungsdauer nur
noch ein Zehntel des Anfangswertes der Enzymaktivi-
tdt des Blut-Hirn-Schranken-Markers GGT [34, 35].
Die Ausbildung von komplexen ,tight junctions* un-
terbleibt und der in vivo gemessene hohe spezifische
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elektrische Widerstand von 2000 Q-cm? wird in Zell-
kulturen auf etwa 300 Q-cm’ reduziert [36]. Diese
Dedifferenzierung wird auf das Fehlen des induzjeren-
den Signals der Astrocyten, die in vivo in engem Kon-
takt mit dem Gefa3-Endothel stehen, zuriickgefiihrt.
Eine realistische Beschreibung der Blut-Hirn-Schran-
ke-Charakteristika in vivo kann nur durch die Cokul-
tur von Neuronen, Astrocyten und Endothelien er-
reicht werden. Selbst dann kann die Dedifferenzierung
nur einer Zellspezies zum Verlust der Blut-Hirn-
Schranke-Eigenschaften fithren. Immunologische An-
siatze und molekularbiologische Verfahren ertffnen
neue Wege zur Erforschung der komplexen Zusam-
menhinge an der Blut-Hirn-Schranke. Beide Strategi-
en werden zur Zeit in der Arbeitsgruppe der Autoren
verfolgt und sollen hier vorgestellt werden.

Strategien bei der Suche
nach Hirnkapillar-spezifischen Proteinen

Die spezifischen Eigenschaften eines bestimmten Zell-
oder Gewebetyps werden vor allem von seiner indivi-
duellen Proteinausstattung bestimmt. Diese wiederum
hingt davon ab, welche Gene in Boten-RNA umge-
schrieben und nachfolgend in Protein tibersetzt wer-
den. Die molekulare Struktur der meisten BHS-assozi-
ierten Proteine wie die vieler Transportproteine oder
auch der tight junctions ist noch immer ungeklért. We-
gen der Limitierung des zur Verfiigung stehenden Ma-
terials ist eine Reinigung BHS-spezifischer Proteine
experimentell extrem schwierig. Sucht man aber nach
ebensolchen Proteinen, die in Zusammenhang mit
BHS-Eigenschaften stehen, kann die unterschiedliche
Ausstattung verwandter Zell- oder Gewebetypen an
Boten-RNA bzw. Protein zur Entwicklung einer Such-
strategie genutzt werden.

Immunologische Ansitze

Zur Identifizierung BHS-assoziierter Proteine wurde
hiufig ein immunologischer Ansatz gewihlt. Die expe-
rimentelle Strategie dabei ist, mono- oder polyklonale
Antiseren zu gewinnen, die Antigene auf der Oberfld-
che von Hirnkapillar-Endothelzellen erkennen. Durch
Vergleich mit Endothelzellen anderer Organe wurde
die Spezifitit solcher Antiseren iiberpriift. Als Antige-
ne zur Gewinnung der entsprechenden Antiseren wur-
den eine grofie Auswahl biologischen Materials einge-
setzt, von Homogenat aus Hirn bzw. Retina iiber iso-
lierte Hirnkapillaren und isolierte Hirnkapillar-Endo-
thelzellen bis hin zu angereicherten Membranfraktio-
nen aus Hirnkapillaren und Hirnkapillar-Endothelzel-
len. In einer Reihe von Arbeitsgruppen wurde ein sol-
ches Verfahren bereits mit Erfolg durchgefithrt. Eines
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der am besten untersuchten Antigene ist HT7 [37]. Es
wird in Kapillaren der grauen und weillen Substanz
ebenso gefunden wie in Kapillaren des Kleinhirns und
des Riickenmarks. Trotz intensiver Untersuchungen ist
die Funktion des Proteins noch immer ungeklirt. Eine
ganze Reihe weiterer Antigene wurde bisher auf die-
sem Wege ermittelt. Eine genaue funktionelle Charak-
terisierung steht jedoch in allen Fillen noch aus.

Molekulargenetische Ansitze

In der Arbeitsgruppe der Autoren wurde mit Hilfe der
Gentechnik versucht, Hirnkapillar-spezifisch transkri-
bierte Gene zu finden. Ausgehend von der Annahme,
daf sich die Proteinausstattung unterschiedlich spezia-
lisierter Zellen in einer unterschiedlichen Ausstattung
an Boten-RNA zeigt, wurde eine subtraktive Klonie-
rung spezifischer Transkripte durchgefihrt (Fig. 3).
Dazu wurde Boten-RNA aus Hirnkapillar-Endothel-
zellen isoliert und mit Hilfe des Enzyms Reverse Trans-
kriptase in einzelstringige, basenkomplementire
cDNA umgeschrieben. Aus einem Vergleichsgewebe
isolierte. RNA wurde dann im UberschuB mit der
cDNA hybridisiert. Dabei kommt es zur Ausbildung
von Doppelstriangen durch Basenpaarung zwischen
der einzelstrdngigen Boten-RNA und der einzelstrin-
gigen basenkomplementidren cDNA. ¢cDNA-Molekiile
aus den Hirnkapillar-Endothelzellen, deren entspre-
chende Transkripte im Vergleichsgewebe nicht vorkom-
men, konnen wegen des Fehlens eines basenkomple-
mentédren Partners keinen Doppelstrang bilden und
verbleiben einzelstridngig in der Losung. Einzel- und
doppelstrangige Nukleinsduren wurden durch Chro-
matographie an Hydroxylapatit getrennt. Bei den ver-
bliebenen einzelstrangigen ¢cDNA-Molekiilen wurden
vor allem die angereichert, die spezifisch fiir Hirnka-
pillar-Endothelzellen sind. Diese wurden kloniert
(Fig. 3) und stehen dann als subtraktive cDNA-Bank
fiir weitere Untersuchungen, z.B. Sequenzanalysen,
zur Verfiigung. Auf diese Weise gelang es, sowohl die
mRNA fiir den Glucosetransporter vom Typ I (Glut-1)
als auch eine mRNA fiir das Apolipoprotein A1l
(ApoA1) in Hirnkapillar-Endothelzellen nachzuwei-
sen [15, 38]. Zwar war das Vorkommen eines Glucose-
transporters in Hirnkapillaren schon bekannt, daf} es
sich aber um den Typ I handelt, konnte durch unsere
Arbeiten gezeigt werden. Die Expression von ApoAl
in Hirnkapillar-Endothelzellen kénnte auf eine gewis-
se Eigenstindigkeit des Gehirns in Bezug auf seinen
Lipidstoffwechsel hinweisen. Zur Zeit werden in unse-
rer Gruppe weitere Gene untersucht, die zum Teil
hochspezifisch in Hirnkapillaren transkribiert werden.
Die Aufklirung ihrer Struktur und Funktion kénnte
dann noch weitere Einblicke in die Funktion der Blut-
Hirn-Schranke gewéhren.
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Fig. 3. Anlage einer subtrak-
tiven cDNA-Bank. Ausge-
hend von zwei nahe ver-
wandten Gewebe- oder Zell-
typen wird die jeweilige Bo-
ten-RNA (mRNA) isoliert.
Die Boten-RNA aus dem ex-
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men, durch Basenpaarung
Hybriddoppelstrange aus
(subtraktive Hybridisierung).
Die doppelstrangigen
mRNA -cDNA-Hybride wer-
den durch Chromatographie
an Hydroxylapatit aus der
Losung entfernt. Die einzel-
strangig verbliecbene cDNA
enthélt nun einen erh6hten
Anteil an spezifischen, nur
im experimentellen Gewebe
vorkommenden Molekiilen.
Diese werden kloniert und
stehen in Form einer sub-
traktiven ¢cDNA-Genbank fiir
weitere Untersuchungen zur

basische Hydrolyse
von mRNA

Die funktionelle Analyse: Gamma-Glutamyl-
transpeptidase-gekoppelte Stoffwechselwege

Eine weitere Strategie zur Kldrung einzelner Stoff-
wechselwege an der BHS wird im Zusammenhang mit
der Gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT) verfolgt.
Dieses Enzym wurde oben bereits als Blut-Hirn-
Schranken-Marker vorgestelit. Arbeiten zur subzellu-
laren Lokalisation des Enzyms in Hirnkapillar-Endo-
thelzellen fithrten zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Verfiigung

Wahrend Ghandour et al. [39] das Enzym als luminal
lokalisiert beschrieben, fanden wir [40] die GGT auf
der abluminalen Seite. Zuséitzlich wurde die GGT auf
der Membran der Perizyten nachgewiesen, was von Ri-
sau et al. [41] bestétigt wurde. Die eigentliche Funkti-
on des Enzyms in der Membran dieser Zellen ist noch
unklar.

In Leber und Niere ist die GGT iiber den Gamma-Glu-
tamyl-Zyklus am Aminoséduretransport bzw. Gluta-
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thionstoffwechsel beteiligt und {iber den Mercaptur-
sdureweg sowie den Leukotrienstoffwechsel in Entgif-
tungsprozesse involviert.

Zur funktionellen Analyse des Enzyms an der BHS
wurde von uns ein weiteres Enzym, im Falle der Ent-
giftungswege die N-Acetyl-S-Transferase, ausgewihlt.
Das mikrosomale Enzym katalysiert den letzten
Schritt im Mercaptursdureweg, die N-Acetylierung ei-
nes Cystein-S-Konjugates. Nach unserer Vorstellung
konnte auf diese Weise ein lipophiles Xenobiotikum
(X), das durch die Endothelzellmembran diffundiert,
durch die in Astrozyten vorkommende Glutathion-S-
Transferase zum Glutathion-S-Konjugat umgesetzt
werden (Fig. 4). Die abluminal lokalisierte GGT sorgt

v-Glu-Cys
|

Glutathion-S-Transferase
Gly

7-Glu-Cys-§-X
1
Gly

vGlutamyitranspeptidase -Glu

Cys-S-X

Gly

Dipeptidase -Gly

Cys-S-x

N-Acetyl-S-Transferase

N-Acetyl-Cys-5-X

Fig. 4. Der Mercaptursdureweg der Entgiftung. Ein lipophiles Xenobio-
tikum (X) wird zunéchst durch die Glutathion-S-Transferase (GST) mit
Glutathion konjugiert. Die Gammaglutamyl-Transpeptidase und eine
Dipeptidase setzen das Produkt zum Cystein-S-Konjugat um. Der letzte
Schritt des Stoffwechselweges, die N-Acetylierung unter Bildung einer
mindergiftigen Mercaptursdure, wird durch die Cystein-S-Konjugat spe-
zifische N-Acetyl-S-Transferase katalysiert
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dann fiir die Abspaltung des Gamma-Glutamylrestes,
eine Dipeptidase hydrolysiert die Verbindung zum Cy-
stein-S-Konjugat. Den letzten Schritt, die N-Acetylie-
rung und damit die Umsetzung zur mindergiftigen
Mercaptursdure, katalysiert schlieBlich die von uns un-
tersuchte N-Acetyl-S-Transferase.

Auf der Basis dieses Modells wurde zunéchst die Akti-
vitit der N-Acetyl-S-Transferase in Hirnkapillaren und
cerebralen Endothelzellen nachgewiesen. Nach Isolie-
rung des Enzyms aus Niere erhielten wir ein spezifi-
sches Antiserum. Immunhistologische Untersuchun-
gen an Gewebeschnitten deuten bisher auf ein Vor-
kommen des Enzyms in Hirnkapillaren hin. Die sub-
zelluldre Lokalisation steht noch aus. Sie soll zeigen,
ob den Perizyten auch hier eine Sonderrolle in bezug
auf die Entgiftung an der BHS im Zusammenhang mit
einer zweiten Abwehrfront zukommt,

Schlufibemerkungen

Molekularbiologische Arbeiten im System Sdugerhirn
iiben eine eigenartige Faszination aus. Informations-
speicherung, Informationsverarbeitung sowie schlief3-
lich das Entstehen von Bewulltsein sind Themen, zu
deren Losung es noch keinen theoretischen Ansatz
gibt. Jeder, der am System Gehirn arbeitet, wird diese
Aspekte aber im Blickwinkel haben. Wir haben uns ei-
ne andere Aufgabe gestellt: beizutragen zum moleku-
laren Verstindnis der einzigartigen Mikrozirkulation
im Gehirn. Zum einen aus schierer Neugierde, zum an-
deren auch, um zur Losung wichtiger medizinischer
und sozialer Fragen einen Beitrag zu leisten.
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