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Te Phasenibergangstemperatur

TEER transendahelialer Widerstand (transendahelial eledrical resistance)
TP Transportpuffer pH 7,4

vVWF von Will ebrand-Faktor
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1 EINLEITUNG

Durch die medizinischen Fortschritte in den letzten 100Jahren hat sich de durchschnittli che
Lebenserwartung der Menschen in den Indwstrienationen deutlich erhoht. Umso &lter der
Mensch wird, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, dass er von einer degenerativen
Erkrankung des zentralen Nervensystems betroffen wird. Krankheiten wie die Alzheimer-
Demenz oder das Parkinson-Syndrom werden in den néchsten Jahren nach an Bedeutung
zunehmen und \erursachen schon heute durch de Pflegebedirftigkeit der Patienten immense
Kosten fur die Gesundleitssysteme. So belaufen sich de jéhrlichen duch Alzheimer
entstehenden Kosten alein in den USA auf 50 Mrd. Dollar [56].

Mit der Entwicklung von Arzneistoffen gegen diese Krankheiten konrte die Lebensqualit at
der Patienten entscheidend werbessert werden; dartber hinaus wirden de Pflegekosten
drastisch reduziert. Aber selbst wenn de Medhanismen, de den Erkrankungen zugrunde
liegen, erforscht sind undwirksame Substanzen gefunden sind, besteht das Problem, dassdas
Gehirn vom restlichen Organismus weitgehend , abgeschottet” ist und es omit von der
Hirngangigkeit der Substanz abhéngt, inwieweit sie tatsadlich wirken kann.

1.1 Barrieren desArzneistofftransports zum Gehirn

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts entdeckte Paul Ehrlich, dass sch madh Injektion eines
Farbstoffs der gesamte Organismus des Versuchstieres mit Ausnahme des zentraen
Nervensystems anféarbte [52]. Diese Beobachtung fuihrte in den folgenden Jahrzehnten zu den
unterschiedli chsten Vorstellungen Uber die Blut-Hirn Schranke [39].

Heute weil3 man, dassdie Blut-Hirn Schranke (BHS) von den mit tight junctions verbundenen
Endahelzellen der Kapill aren des zentralen Nervensystems gebil det wird. Diese Kapill aren
durchziehen das Hirngewebe in eéinem durchschnittli chen Abstand von 40um und heben eine
Gesamtlénge von ca. 600km [15]]. Die BHS hat die Aufgabe, die Versorgung des Gehirns
sicherzustellen undein Eindringen schédli cher Substanzen zu verhindern.

Die Kapillaren einiger Arede des Gehirns, der sogenannten zirkumventrikuldren Organe,
weisen keine tight junctions auf und erlauben somit einen freilen Austausch von Substanzen
zwischen Blut und umliegendem Gewebe. Hierzu gehdren urter anderem Hypothalamus,
Hypophyse und Epiphyse, in denen neuroenddkrine Substanzen an das Blut abgegeben
werden, und der plexus choroideus. Dieser wird auch as Blut-Liquor Schranke (BLS)
bezeichnet; hier schliefdt sich an das Endahel ein dichtes Epithel an. Die Arachnadmembran
stellt eine weitere Barriere avischen Blut undLiquar dar.
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1.1.1 Vergleich von Blut-Hirn Schranke und Blut-Liquor Schranke
Der Aufbau der BHS und der BLSist in Abbildung 1.1 vergleichend dargestellt.
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Abbildung 1.1: Vergleich vonBlut-Hirn Schranke und Blut-Liquor Schranke

Die Hirnventrikel und der Subaracdhnadalraum sind mit Liqua geflllt. Der Grof¥eil des
Liquas wird vom Epithel des plexus choroideus gebildet, der in den vier Hirnventrikeln
lokalisiert ist. Durch den Liqua ist das Gehirn im Schadel schwimmend gelagert und gegen
Beschadigungen bei schnellen Bewegungen geschiitzt. Das Gesamtvolumen des Liquas
betragt ca 100ml undwird am Tag 4 - 5 mal ausgetauscht [153.

Die Epithelzellen der BLS sind Uler tight junctions miteinander verbunden (Abbildung 1.1)
und mit der Ependymschicht verburden, de die Neuronen undGliazellen des Gehirns gegen
die VentrikelhoHréaume &grenzt. Durch das Ependym ist ein langsamer Stoffaustausch
zwischen interstitiell er Flisggkeit des Gehirns und dem Liquar fast uneingeschrankt mogli ch.
Daraus resultiert eine weitgehend identische Zusammensetzung von Liquor und interstiti ell er
Flissgkeit. Der plexus choroideus wird duchblutet von Kapill aren des fenestrierten Typs.
Das Epithel verfugt auf der apikalen Seite tber microvilli undist mit Transportsystemen fur
lonen, Vitamin C, Ribo- und Desoxyribonukeinsauren, Folsdure undVitamin Bg ausgestattet.
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Die Endahelzellen der BHS besitzen ebenfall s tight junctions und trennen das Blut von der
interstitiellen Flussgkeit. Die basolaterale Seite der Endahelzellen steht in Kontakt zu
Astrozytenaudaufern (vgl. 1.1.2. Die Endahelzellen verfigen urter anderem Uber
Transportsysteme fir Glucose und Aminosauren (vgl. 1.1.3.3.

BHS undBLS haben de Aufgabe, das Milieu des Gehirns auch urter kriti schen Bedingungen
konstant zu halten undes mit Nahrstoffen zu versorgen. Die Substanzen, de schnell in hoten
Konzentrationen benctigt werden, werden dabei durch de BHS transportiert. Dagegen wird
der Transport der Substanzen, de das Gehirn langfristig und nur in geringen Konzentrationen
bendtigt, von dr BLS Ubernommen [184]. Diese Aufgabenteilung zeigt sich auch im
Oberflachenverhdtnis. Die innere Oberflache der dichten Kapill aren der BHS ist etwa 5000
mal gréler as die der fenestrierten Kapill aren aller zirkumventrikuldren Organe [18]. Aus
diesem Grund wird dem BHS-Endahel fur den Arzneistofftransport zum Gehirn de grofere
Bedeutung beigemessen.

1.1.2 Zedlulare Umgebung der Blut-Hirn Schranke

Neben den Kapill ar-Endahel zellen selbst sind weitere Strukturelemente flr die Funktion der
BHS wichtig. Abbildung 1.2 zeigt den Querschnitt durch eine Kapillare mit
Astrozytenauslaufern, Perizyt und Basalmembran sowie den mit tight junctions verbuncdenen
Endathel zell en.

Vesikel

Endothelzelle

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung einer Gehirnkapillare (aus [152])
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Astrozyten gehoren zur Glia des zentralen Nervensystems, die ca. 50% aler Zellen des ZNS
ausmaadt. Sie treten Uber fulRartige Auslaufer mit Neuronen undKapill aren in Kontakt. Dabei
werden Astrozyt und Endathelzelle durch de Basalmembran getrennt, so dasskein drekter
Kontakt besteht. Etwa 80% der Kapill aroberflache sind mit Astrozytenauslaufern bededkt
[194. Die Astrozyten haben selbst keine Barrierefunktion, Glen aber wahrscheinlich eine
Kontrollfunktion auf die Endahelzellen aus. Unter anderem sollen sie die Dichte der tight
junctions regulieren und de Expresson von Enzymen wie y-Glutamyl-Transferase (GGT)
und Transportproteinen [89] indwzieren. Der genaue Medanismus ist noch nicht bekannt.
Weiterhin regulieren Astrozyten das lonenmilieu des Extrazell ularraums im Gehirn, um die
neuronale Funktion sicherzustell en.

Perizyten, auch Adventiti azellen genannt, sind spiralférmig um die Endathel zell en angeordnet
und mit in de Basamembran eingeschlosen. Von den Endahelzellen sind sie ebenfalls
durch de Basalmembran getrennt. Perizyten besitzen kortraktile Eigenschaften undsind zur
Phagozytose befahigt [55]; ihre genaue Funktion an der BHS ist noch nicht bekanrt.

Die Basamembran ist eine Extrazelluléarmatrix, die Perizyten undEndahelzellen umgibt. Sie
wird von den Zellen gebildet und hkesteht im wesentlichen aus Kollagen und Fibronectin.
Neben der Stitzfunktionist sie mit an der Barrierefunktion beteiligt [45)].

Tight junctions bilden interzell uldre Verbindungen zwischen Endahel- und Epithelzellen. Sie
schliefRen Licken zwischen den Zellen undschranken somit die parazell ulére Diffusion auch
von riedermolekularen Substanzen stark ein. Fir die Funktion der BHS sind sie esenziell
[172). Sie bewirken einen aulRerordentlich hoten transendahelialen Widerstand (TEER) von
bis zu 20000hm x cm? [37]. Eine weitere Funktion ist die Aufrechterhaltung der Verteilung
von Membranproteinen zwischen apikaler und tesolateraler Zellmembran [13]. Der Aufbau
vontight junctions ist auf¥rordentlich komplex und nah nicht voll standig bekannt.

1.1.3 Transportprozesse an der Blut-Hirn Schranke

In Abbildung 1.3 sind de an den Endahelzellen der BHS ablaufenden Transportprozesse
schematisch dargestellt.

Diffusion ellularer  Carrier  Endozytose/ Exportproteine
S Transzytose

s Al

Y

Abbildung 1.3: Transportprozese an der Blut-Hirn Schranke (a apikale Zellmembran
(Blutseite); b basolaterale Zellmembran (Hirnseite); tj tight junction)
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1.1.3.1 Passve Diffusion

Praktisch jedes Molekil kann einem Konzentrationsgradienten folgend duch eine Lipid-
Doppelmembran und somit letztlich auch duch eine Zellschicht hindurch dffunderen. Die
Geschwindigkeit, mit der dieser Vorgang ablauft, hangt von mehreren Parametern wie
Molekulargewicht, Form oder Ladung der Substanz ab. Generell diffundert ein Molekl
umso schneller, je kleiner und lipophler esist. Das Diffusionsvermdgen einer Substanz lasg
sich duch Bestimmung des Oktand-Wassr Vertellungskoeffizienten [144] oder der
Wasserstoff-Bindurgszahl [153 abschétzen.

1.1.3.2 Transport durch Carrierproteine

Nahrstoffe und andere endogene Substanzen gelangen Uker spezielle, in der Zellmembran
lokalisierte Transportproteine in das Zytosol. Dieser Transport kann sowohl passv als auch
aktiv sein. Von einem aktiven Transport spricht man, wenn eine Substanz gegen ein
Konzentrationsgefall e transportiert wird. Die dazu bendtigte Energie wird in der Regel durch
Hydrolyse von ATP gewonnen. Die wichtigsten Transportproteine in den apikalen und
basolateralen Membranen der Kapill ar-Endahelzellen sind de fir Glucose und Aminaosauren.

Glucose ist die Hauptenergiequelle des Gehirns. Somit muss die kontinuierliche und
ausreichende Glucoseversorgung des Gehirns durch de Kapill ar-Endothel zell en sichergestelit
werden. Das Glucose-Transportprotein an der BHS gehdrt zur Familie der GLUT-
Transportproteine, die Glucose passv mit einem Konzentrationsgefall e transportieren [16Q.
Aminosduren werden as Bausteine fur die Proteinbiosynthese bendtigt. An der BHS
existieren Transportproteine fur neutrale und lesische [156 Aminosduren. Weiterhin
existieren an der BHS Transportproteine fir Monocarborséauren [142, Chalin [35], Glutamat
[149, Purinbasen sowie Purinnukeoside [34].

1.1.3.3 Exportproteine

Eine Vielzahl von Substanzen weist trotz ausreichender Lipophilie nur eine geringe
Permeailitédt an der BHS auf. Nahere Untersuchungen dieses Phanomens fuhrten zu der
Erkenntnis, dassdiese Moleklle zwar in de Endahelzellen hinein gelangen, dort jedoch zum
Teil von einem membransténdigen Carrierprotein erkannt und wieder aktiv aus der Zelle
transportiert werden. Dieses Transportprotein ist das p-Glykoprotein (PGP, Produk des mdrl-
Gens), das auch fir die Resistenzbildung von Krebszellen gegen Zytostatika verantwortlich
ist. Daher stammt auch de Bezeichnung multidrug resistance protein. Neben p-Glykoprotein
wird auch das Vorkommen des verwandten multidrug resi stance associated-Proteins MRP an
der BHS diskutiert [80, 170 178. Fur Morphin-6-glucuronid [85, 87], Colchicin und
Vinblastin [47] konnte gezeigt werden, dassdie geringe Permeabilité an der BHS auch auf
die Présenz von PGP zurtickzufiihren ist.
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1.1.3.4 Zytotische Prozesse

Endazytose ist die Aufnahme extrazellulérer Partikel und Flissgkeiten in aus der
Zellmembran stammende Vesikel. Die Aufnahme von grof3en Partikeln wie Bakterien oder
abgestorbenen Zellen bezeichnet man als Phagozytose. Hierbei umschliefdt die Zellmembran
den an die Zell oberfléche gebundenen Festkérper durch Membranausgilpungen, bis er sich
im Zéelli nneren befindet. Phagozytose spielt eine wesentliche Roll e fir das Immunsystem. Nur
wenige spezidisierte Zelltypen sind zur Phagozytose beféhigt, z.B. Makrophagen,
Granulozyten oder Perizyten. Die unspezifische Aufnahme extrazelluldrer Flisdgkeit und
darin geloster Molekile in Rahmen der kontinuierlichen Regeneration der Zellmembran wird
Pinozytose genannt. lhr Ausmald ist abhangig vam Zelltyp. Die Endahelzellen der BHS
verfigen nur Uber eine geringe Pinozytosesktivitét. Die Endazytose von Molekilen
beobachtet man bei den meisten Zelltypen, wobel primér zwischen rezeptorvermittelter und
nicht-rezeptorvermittelter Endazytose unterschieden wird.

1.1.3.4.1 Rezeptorvermittelte Endazytose

Bestimmte Proteine der Zellmembran haben eine spezifische Affinitdt zu Polypeptiden,
Polysacchariden, Glykolipiden, Proteinen oder anderen Molekilen [81] und werden as
Rezeptoren bezeichnet. An Rezeptoren hindende Molekile nennt man Liganden. Nachdem
ein Ligand an seinen Rezeptor an der Zelloberflache gebunden hat, wird der entstandene
Komplex internalisiert. Das entstandene intrazellulére Vesikel wird als Endosom bezeichnet.
Die Endosomen werden inhaltsabhéngig verschiedenen Prozesen und Kompartimenten
zugefuhrt. (siehe 1.1.3.4.5. Viele physiologische Liganden, wie LDL (low density
lipoprotein), Transferrin oder EGF (epithelial growth factor) werden so in de Zdle
aufgenommen.

1.1.3.4.2 Nicht-rezeptorvermittelte Endazytose

Die Aufnahme von Makromolekilen ist nicht immer an de Existenz eines Rezeptors
geburden. Diese Art der Internalisierung wird auch adsorptive Endazytose genannt.
Makromolekile, die Uber eine dektrostatische Ladung verfigen, kémen von cer
Zellmembran adsorbiert werden, da diese Uber kationische und anionische Regionen verfigt.
Die Vertellung der geladenen Oberfladchenbereiche ist nicht gleichméldig [64]. Moleklle mit
einem isoelektrischen Punkt im Bereich 4,5- 7,0 werden nicht adsorbiert [14]; aufferhalb
dieses Bereich ist eine Adsorption moglich. Da die @Rere Zelloberflache durch ihre
kohlenhydratreichen Glykoproteine (z.B. Fucose oder Siainsaure) insgesamt Uber eine
negative Ladung verfigt, werden kationische Molekile besser adsorbiert. Das Ausmald der
Adsorption und @r sich anschlieffenden Endazytose ist vom Zelltyp abhangig. Der genaue
Medchanismus der Internalisierung ist noch unlar. Beispiele fir so aufgenommene Molekile
an der BHS sind kationisiertes Albumin [102, 159, 197] undHiston[15§).
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1.1.3.4.3 Coated pits undcaveolae

Eine weitere Eintellung von endazytotischen Prozessen lésd sich nach der Region der
Zellmembran treffen, an der die Endazytose stattfindet. Viele Molekile, wie z.B. Transferrin
oder LDL, werden in sogenannten clathrin-coated pits internalisiert. Dies 3gnd
Membraneinstilpungen mit einem Durchmesser von ca 150nm, die intrazell uldr mit Clathrin
beschichtet sind [134]. Ein Weg der Clathrin-unabhéngigen Endazytose fihrt Gber caveolae
und wurde u.a. fur Folsaure beschrieben [9]. Caveolae wurden zunachst as kleine, Omega-
formige Membraneinstilpungen beschrieben [2027). Heute definiert man caveolae Uber ihre
biochemische Zusammensetzung. Caveolae sind reich an Chalesterol, Glykosphingolipiden
undintrazell uldren Membranproteinen, wie z.B. Caveolin [8].

1.1.3.4.4 Exozytose und Transzytose

Moleklile konren duch Transport in Vesikeln auch wieder aus der Zelle ausgeschieden
werden. Dieser Vorgang wird als Exozytose bezeichnet. In pdarisierten Zellen, de ds
zellulére Barrieren fungieren, ist eine kontrolli erte Folge von Endazytose und Exozytose fir
den Transport von bestimmten Molekllen esenziell, um diese dem abgegrenzten Gewebe
zuzufhren oder von dat abzutransportieren. Diese Art des Transports durch eine Zell schicht
hindurch wird Transzytose genannt [135. Transzytose wurde an der BHS u.a. fur LDL [43],
Transferrin [203, 30] und kationisiertes Albumin [182, 197] beschrieben.

1.1.3.4.5 An zytotischen Prozessen beteiligte Kompartimente

Zytotische Prozess verlaufen urter Betelligung vieler intrazelluléarer Kompartimente. Die
wichtigsten davon sindin Abbildung 1.4 dargestellt.
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Abbildung 1.4: An zytotischen Prozessen beteiligte Kompartimente (aus[2])



8 Einleitung

Die unterbrochenen Pfeile beschreiben de Endozytose. Dieser Weg fuhrt Uber primére
Endazytosevesikel, friihe und spéte Endasomen zu den Lysosomen. Mit dieser Umwandung
ist ein kortinuierlicher Abfal des vesikularen pH-Wertes verbunden [137]. Durch den
sinkenden pH-Wert konren Liganden vonihren Rezeptoren dssziieren und de Rezeptoren,
in andere Vesikel verpadt, wieder der Zellmembran zugefiihrt werden. Die Liganden werden
entweder an das Zytosol abgegeben oder in den Lysosomen verdaut. Wichtig fir den
Transport der Vesikel ist das mikrotubuére System der Zelle.

Die schwarzen Pfeile skizzieren de Exozytose énes im endogasmatischen Retikulum
synthetisierten Proteins. Dieser Weg flihrt durch de cis- und trans- Netze des Golgi-Apparats
in sekretorische Vesikel, die schliefdich mit der Zellmembran fusionieren. Ebenfalls moglich
ist der Transport des Proteins zu den spaten Endosomen und der anschlief3ende lysosomale
Abbau.

Die grauen Pfelle stellen de Mogli chkeiten des Recyclings dar. So kénren Molekile aus den
frihen Endosomen zurtick an de Zelloberflache gelenkt werden. Ebenfalls méglich ist der
Weg von den spaten Endasomen Uber den Golgi-Apparat zurtick in das endogdasmatische
Retikulum. Die Endazytose und Transzytose vieler Molekile verlauft abweichend von an
beschriebenen Wegen undist zudem vom genauen Aufnahmemechanismus abhéngig [8, 135
137].

1.2 Modellsysteme zur Untersuchung des Arzneistofftransports an der
Blut-Hirn Schranke

1.2.1 Invivo-Modédle

1.2.1.1 Brain uptake index

Der brain uptake index (BUI) wird duch schnelle Injektion einer Mischung aus Test- und
Referenzsubstanz (beide radioaktiv markiert) in de innere Carotisarterie emittelt [141]. Das
Versuchstier (Ratte) wird nach 5—15s decaitiert und de Radioaktivitéat im Gehirn wird
gemessen. Der BUI wird aus dem Verhdltnis von Test- zu Referenzsubstanz in Gehirn und
Injektion [153 berechnet. Aufgrund der kurzen Versuchszeit ist dieses Verfahren nu fir
Substanzen geagnet, die die BHS schnell Giberwinden.

1.2.1.2 Gehirnperfusion

Die zerebrovaskuldre Permeadilitd kann duch de Perfusion der inneren Carotisarterie
bestimmt werden. Dieses Verfahren wurde fir Meerschweinchen [213 und Ratten [188
beschrieben. Durch den fehlenden Blutflusswird de Metabalisierung der Testsubstanz durch
Blutbestandteile minimiert. Die Ubliche Perfusionszeit betragt in der Ratte 30s, wahrend im
Meeaschweinchen Zeiten his zu 20min. méglich sind[217].
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1.2.1.3 Capillary depletion

Um bel der im Gehirn gemessenen Arzneistoff menge zwischen Arzneistoff in den Kapill aren
und im Extrazellularraum des Gehirns unterscheiden zu koénren, wurde die capillary
depletion-Methode entwickelt [197]. Hierbel wird das Gehirn nach dem Experiment
homogenisiert und duch eine Dextran-Zentrifugation fraktioniert. Die Kapill aren finden sich
nach der Zentrifugationim Pellet, das Hirngewebe verbleibt im Uberstand (vgl. 2.3.1).

1.2.1.4 Mikrodiayse

Eine Methode, den Arzneistofftransport in den Extrazellularraum des Gehirns zu messen, ist
die Mikrodialyse [19]]. Hierbel wird ein Dialyseschlauch in das Gehirn implantiert und
perfundert. Nadh Injektion der Testsubstanz werden Proben des Perfusats gesammelt und
anaysiert. Mit dieser Methode sind lange V ersuchszeiten (mehrere Stunden) maogli ch.

1.2.2 Invitro-Moddle

Dadie in vivo-Situation an der BHS komplex ist und dariiber hinaus weitere Faktoren (z.B.
Plasmaproteinbindurg) die Untersuchung der Transportmechanismen erschweren kémen,
wurden verschiedene in vitro-Modelle zur Untersuchung des Arzneistofftransports in das
Gehirn etabliert.

1.2.2.1 Isolierte Kapill aren

Die Entwicklung von Methoden zur Isolierung von Kapillaren aus dem Gehirn von
Versuchstieren erlaubte estmals die gezielte Untersuchung von Transportprozessen an der
BHS in vitro. Die zur Verfigung stehenden Methoden zur Isolierung und Aufreinigung der
Kapill aren sind vielfdltig [27, 66, 136, 146, 157, 206. Mit ihnen wurden zahlreiche Studien
zur Physiologie, Biochemie und Entwicklungsbiologie der BHS durchgeftihrt [89] (Abhildung
1.5).

Endothelzellen Lumen

Basalmembran

Kapillar-
suspension

Abbildung 1.5: Schematische Darstell ung von Gehirn-Kapill aren in Suspension
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Allerdings lasg sich mit diesem Modell nicht eindeutig differenzieren, do die beobachtete
Aufnahme in de intakten Kapill arfragmente von der basolateralen (Hirnseite) oder der
apikalen (Blutseite) Membran erfolgt [189. Da die basolaterale Membran fir in der Losung
vorliegende Substanzen alerdings leicht zuganglich ist und aufferdem das Kapill arlumen
zumindest an den Enden deutlich kdlabiert, ssnd de im Kapillarmodell erkannten
Transportprozesse zum Grofeil auf Vorgange an der basolateralen Membran zurlickzuftihren
[187]. Verunreinigungen durch andere Zelltypen [206 und dr Verlust von metabali scher
Aktivitat wahrend der Prdparation [105 sind weitere Einschrankungen des Modells. So ist
z.B. der Verlust von ATP durch de Schadigung der Zellen mit enzymatischen oder
mechanischen Methoden fir die Untersuchung energieabhangiger Prozesse kritisch [150.

1.2.2.2 Zdlkulturmodelle

1.2.2.2.1 Kapill ar-Endahel zellen

Gehirn-Kapill ar-Endahelzellen  (BCECs; brain capillary endothelial cells) as
Hauptbestandteil der BHS kdnren aus den Gehirn-Kapill aren isoliert undin Kultur gehalten
werden. Die Kultivierung von piméren oder passagierten BCECs aus Maus [40], Ratte [25,
148, Rind[11, 44, 173], Mensch [22] und Schwein [85, 131] wurde beschrieben.

Die Isolierung der Zellen erfolgt durch mechanische oder / und enzymatische Dispergierung,
gefolgt von Filtrations- oder Zentrifugationsschritten. Die Zellen wadhsen in urterschiedlich
zur Simulation der Basamembran (siehe 1.1.2 vorbehandelten KulturgefdlZen in einer
einzigen Zellschicht heran. Diese Mondayer weisen viele der charakteristischen
Eigenschaften der BHS in vivo auf. So konrte gezeigt werden, dass primére BCECs aus
Rinderhirn tight junctions, eine geringe Pinozytose&ktivitdt und ein pdarisiertes Wachstum
aufweisen [173 12]. Auch das Vorkommen charakteristischer Enzyme und Proteine, wie der
GGT, der akalischen Phosphatase oder des von Will ebrand-Faktors wurde demonstriert [11].
Ahnlich gut charakterisiert sind Primarkulturen aus Schweinehirn [85, 131].

Diese beiden Modell e haben sich gegeniber denen anderer Spezies durchgesetzt, da Rinder-
und Schweinehirne bei Schladhthdfen einfach zu erhalten sind, undeine grole Zahl von
Zellen (mehr as 10Mio. Zelen pro Hirn) isoliert werden kann. Dagegen lassen sich aus
6 - 10 Rattenhirnen maximal 5 Mio. Zellen gewinnen [10§. Bel Hirnmaterial vom Menschen
steht nur eine geringe Menge zur Verfligung, da das Gewebe ais Biopsien stammt
(1,0-1,89) [22]. Darlber hinaus gammen de Gewebeproben aus unterschiedlichen
Hirnregionen, was eine Vergleichbarkeit der Experimente erschwert. Zudem erfordert die
Arbeit mit Iebendem humanen Gewebe wegen der erhdhten Infektionsgefahr besondere
Sicherheitsvorkehrungen. Da die Zellen im Laufe der Kultur langsam dedifferenzieren und
die typischen Eigenschaften der BHS verlieren, sind Priméarkulturen passagierten Zellen
vorzuziehen.
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1.2.2.2.2 Experimenttypen

Prinzipiell lasseen sich mit den kutivierten Zellen zwel unterschiedliche Typen von
Experimenten duchfihren. Werden de BCECs in Kulturschalen gezlichtet, kann man
Aufnahme-Experimente analog zur in vivo-Situation von dar Blutseite in de Endahelzellen
durchfihren (Abbildung 1.6).

Aufnahme
Kulturgefafd

| —t— Medium

————— Zellmonolayer

Abbildung 1.6: Schematische Darstell ung eines Aufnahme-Experiments

Kultiviert man de Endahelzellen auf feinporésen Membranfiltern, erhdt man de
Mogli chkeit, Transportstudien durchzuftihren. (Abbildung 1.7).

Transport Filtereinsatz

— KulturgefaB

Medium

T Zellmonolayer

Abbildung 1.7: Schematische Darstell ung eines Transport-Experiments

Transport-Experimente  konren sowohl in den Kulturbehdltnisseen drekt, als auch in
speziellen Diffusionskammer-Systemen duchgefihrt werden. Die Kulturplatten mit
Filtereinsdtizen sind von mehreren Herstellern erhdltlich. Die verwendeten Filter
unterscheiden sich hinsichtlich ihres Materials, der Porendichte und der Porengrofe. Das
vertikale Diffusionskammer-System der Firma Corning-Costar [67, 92 dtellt eine
Weiterentwicklung der Diffusionskammer von Ussng [20Q dar. Bei dem Corning-Costar-
System sind de unteren Halften des Filtereinsatzes fur die Zelkulturplatten abnehmbar und
koénren in Keine Diffusionskammern aus Plexiglas eingespannt werden. Sechs der Kammern
werden zusammen in einen Heizblock gestellt und jede Habzelle wird mit einem
reguli erbaren Gasflussdurchmischt (Abbildung 1.8).

Filtereinsatz

" Diffusionskammer-
System

Abbildung 1.8: Diffusionskammer-System (Produltinformation Fa. Corning-Costar)
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1.2.2.2.3 Optimierung des Zdlkulturmodells mit Astrozyten-Kokultur und Astrozyten-
kondtioniertem Medium

BCECs verlieren in Kultur schnell ihre typischen Eigenschaften; auf¥erdem werden de tight
junctions nicht so dicht wiein vivo (TEER meist kleiner als 1000hm x cm? [97, [169). Dies
ist vor alem fur Transport-Experimente von Nachtell, da Permeabilit &en tendenziell
Uberschétzt werden. Da Astrozyten in vivo einen wichtigen regulativen Einfluss auf die
Funktion der Endathel zellen haben (siehe 1.1.2), wurde versucht, diesen Einflussauch fir die
Zellkultur nutzbar zu machen. Hierfar gibt es zwei Ansétze: Die Kokultur mit Astrozyten [44]
und de Kultivierung mit Astrozyten-kondtioniertem Medium (ACM) [173. Durch de
Verwendung des kondtionierten Mediums in Verbindung mit einem cAMP-Analogon sowie
eines Phosphod esterase-Hemmstoffs konrte der TEER auf (iber 6000hm x cm? gesteigert
werden. Durch de Kokultur mit Astrozyten auf der Rlckseite des Filters konnte die
Permedbilitat von Inuin deutlich reduziert werden. Ahnliche Effekte sowie éne ehohte
Aktivitét der GGT lie3en sich auch mit C6-Gliomzellen, einem aus Astrozyten
hervorgegangenen Rattentumor, bzw. mit C6-kondtioniertem Medium erzielen [132 169.
Als weitere Ansétze, die Komplexitét der BHS in vitro nachzubil den, wurden Kokulturen von
BCECs mit Neuronen [51] sowie Kokulturen mit Astrozyten undPerizyten beschrieben [130.

1.2.2.2.4 Z€llli nien

Zé€llli nien werden entweder durch de Immortalisierung normaler Zellen oder aus Tumoren
gewonren. Sie haben gegentiber den priméaren BCECs den Vortell, dass $e sich passagieren
lassen, ohre ihre Eigenschaften wesentlich zu verdndern. So kann auf eine regelméfdige
Zé€lli solierung verzichtet werden. In der Literatur beschriebene Zellli nien a's Modelle fur die
BHS sind CR3-Zellen [107] und RBE4-Zellen [171] aus der Ratte sowie @ne Zélllinie aus
transformierten humanen BCECs [13§. Im Vergleich zu Mondayern aus priméaren BCECs
werden hislang niedrigere TEERs gemesen, weiterhin sind de Zellinien im Hinblick auf
Enzymausgattung und Transportprotein-Funktion meist unzureichend charakterisiert.

1.2.2.2.5 Weitere Zdll kulturmodell e

Auch de Kultur von endaheliaen Zéllli nien wurde mit Astrozyten [53] kombiniert. Ebenso
wurde versucht, in Endahelzellen nicht zentralen Ursprungs BHS-Eigenschaften durch
Kokultur mit Gliomzellen [82] oder Astrozyten [75] zu induzieren. Auch eine Epithelzellli nie,
MDCK (Madin-Darby canine kidney), wurde in Verbindung mit C6-Zellen als in vitro-
Model der BHS genutzt [204)]. Insbesondere bei |etztgenanntem Modell ist jedoch fraglich,
inwieweit noch Ahnlichkeit mit der in vivo-Situation vahanden ist undinwieweit C6-Zellen
in der Lage sind, de an der BHS vorhandenen Transportsysteme zu induzieren.
Zusammenfasend lasd sich sagen, dass die Kultur von piméren BCECs heute das
meistverbreitete und anerkannteste Modell der BHS ist.
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1.3 Drug targeting zum Gehirn

Verschiedene Strategien konren angewendet werden, um die Permeation eines Arzneistoffs
duch de BHS zu verbesern. Die Maoglichkeiten reichen von Modifikationen des
Arnzeistoffes, die zu ener unspezifisch erhbhten Membrangangigkeit fuhren, ks zu
spezifischen Delivery-Systemen.

1.3.1 Erhohen der Lipophilie

Da das Ausmal3 der Diffusion duch Biomembranen vom Molekulargewicht und der
Lipophlie des Arzneistoffs abhéngig ist, kann de Hirngangigkeit durch das Einflgen von
lipophilen Gruppen verbessert werden. Ein prominentes Beispiel hierfir ist die Diacetylierung
von Morphin zu Heroin, de ane 25-fach erhéhte Aufnahme ins Gehirn bewirkt [143.

1.3.2 Sequentieller Metabolismus

Eine besondere Form der Verbesserung des Diffusionsverhaltens gellt der sequentielle
Metabolismus redoxbasierter Systeme dar. Hierbei wird der Arzneistoff kovalent an 14-
Dihydrotrigonellinat und zusétzlich an ein lipophles Tragermolekil gebunden. Dieses
lipophile Konstrukt ist in der Lage, durch de BHS und andere zelluldre Barrieren zu
diffunderen. Eine Ruckdiffusion wird duch de Oxidation des Trigonelli nats analog zur
Oxidation des Coenzyms NADH zu NAD™ verhindert. So kann de Verbindung im Gehirn
verbleiben und rach Hydrolyse der Ester- oder Amidbindungen zu den Tragermolekilen den
Wirkstoff freigeben. Experimentell wurde die Anwendbarkeit des Systems fir Enkephaline
[23], Estradiol [167], Dopamin [31] sowie die Virustatika Ganciclovir [28] und Zidovudn
[29] gezeigt.

1.3.3 Ausnutzen existierender Carr ierproteine

Das Transportprotein fur neutrale Aminosduren wird fir die Behandlung des Morbus
Parkinson ausgenutzt. Dopamin selbst wird nicht an der BHS transportiert und zudem schnell
durch de Enzyme Moncaminoaxidase und Katechoamin-O-Methyltransferase metabadlisiert.
Die Aminosaure L-Dopa jedoch wird von dem Carrierprotein erkannt und im Gehirn zu
Dopamin ungesetzt. Dieses Dopamin kann dann vonden Neuronen in der substancia nigra
aufgenommen werden und den Neurotransmitter-Mangel ausgleichen. Ebenfalls durch das
Carrierprotein fur neutrale Aminosauren transportiert werden das Zytostatikum Melphalan,
der antiepil eptisch wirkende Arzneistoff Gabapentin [18] und cbs Muskelrelaxans Badofen
[42]. Da Carrierproteine jedoch nicht beliebig grofie Molekile transportieren kdmen, undein
hohes MaR an struktureller Ubereinstimmung mit den physiologischen Substraten gegeben
sein muss ist diese Strategie nur eingeschrankt anwendber.
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1.3.4 Offnen der Blut-Hirn Schranke

Durch kuze Infusion einer hyperosmotischen Lésung (z.B. Mannitol, Arabinose) in de
Halshlagader kann de BHS gedffnet werden. Die Endahelzellen schrumpfen duch de
hyperosmotische Losung und geben so parazelluldre Kandle frei. Diese Technik wurde in
Verbindung mit der Infusion von Chemotherapeutika zur Behandlung von Hirntumoren
genutzt [69]. Auch Polymere mit einem Molekulargewicht Gber 700.000 kénan so bessr in
das Gehirn gelangen [10]. Das Peptid Bradykinin erh6ht die Permeabilit & der BHS durch eine
Offnung der tight junctions. Dieser Effekt soll rezeptorvermittelt sein [19§. Eine &nliche
Erhdéhurg der Durchléssgkeit konrnte mit Leukatrienen, Histamin und 5Hydroxytryptamin
erzielt werden [18]. Durch dese Methoden wird de BHS unspezifisch fur ale im Blut
zirkuli erenden Substanzen gedff net undverliert kurzfristig ihre Schutzfunktion. Somit ist eine
regelmaldige Anwendung des Verfahrens mit einem hohen Risiko behaftet.

1.3.5 Nanopartikel

Nanopertikel sind feste Korper aus Polymeren im GroRRenbereich von 10nm bis 1 um. Sie
kénren auf unterschiedliche Weise dargestellt und mit Arzneistoffen beladen werden [98].
Als koll oiddisperses System zeigen sie in vivo ahnlich wie Lipasomen (siehe 1.4.2) eine hohe
Affinitdt zu den Makrophagen des retikuloendahelialen Systems (RES). Durch Adsorption
von Tensiden wie Poloxamin 908 oder Polysorbat 80 an die Oberflache der Nanopertikel
kann de Aufnahme in das RES vermindert werden und die Plasmahalbwertszeit erhoht
werden [98]. Darliber hinaus konnte mit Polysorbat 80 eine ehdhte Aufnahme in kutivierte
Gehirn-Kapill ar-Endahelzellen festgestellt werden [24]. Mit dem Enkephalin-analogen
Peptid Dalargin beladene Nanopartikel produzierten nach einer Polysorbat 80-Beschichtung
eine Analgesie in Mausen [99]. Der gleiche Effekt liess $ch mit Loperamid erzielen, einem
Opioid-Rezeptor-Agonisten, der durch seine Impermeabilitét an der BHS bei normaler
Applikation keine analgetische Wirkung zeigt [6]. Nach Gabe von mit Turbocurarin, einem
peripheren  Muskerelaxans, beladenen  Polysorbat 80-beschichteten  Nanopartikeln
beobadthtete man auf Epilepsie zuriickzufihrende Ausschlage im EEG, was ebenfalls auf
einen Transport der Nanopartikel durch de BHS hindeutete [7]. Allerdings blieb lange unkar,
wie die Nanopartikel in das Gehirn gelangen. In jingster Zeit gibt es Anzeichen dafir, dass
Polysorbat 80 eine Affinitdt zu einem bestimmten Plasmaprotein, dem Apdlipoprotein E,
besitzt [116). Dieses ist Bestandteil von LDL-Partikeln, de an der BHS endazytiert werden.
Somit ist denkbar, dassdie Nanopartikel durch die Beschichtung mit Polysorbat 80 im Blut
Apdipopotein E adsorbieren und Uler den LDL-Rezeptor ins Gehirn geschleust werden.
Allerdingsist der Tell der Nanopartikel, der das Gehirn erreicht, auch nach der Polysorbat 80-
Behandlung im Vergleich zu anderen Organen gering [113).
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1.3.6 Chimére Peptide

Chimére Peptide sind Konjugate aus einem nicht an der BHS transportierten Peptidarznei stoff
und einem Vektor, der den Transport in das Gehirn vermittelt [151]. Als Vektoren denen
dabel Proteine, die an der BHS adsorptiv oder rezeptorvermittelt endazytiert werden. Die
Arzneistoffe werden meist kovalent an den Trager gekoppelt. Der Transport des Arzneistoffs
erfordert die Endazytose des Konjugats an der Blutseite der BHS, gefolgt von der Exozytose
auf der Hirnseite, dem Lésen der Bindung zwischen Vektor und Peptidarzneistoff und dem
Binden des Arzneistoffs an seinem Rezeptor im Gehirn [155. Entscheidend fur diese
Strategie ist neben der Entdedkung geeigneter Vektoren auch de Koppung des Arzneistoffs
an den Trager unter Erhalt der intrinsischen Aktivitéat. Als experimentelle Vektoren genutzt
wurden hisher Insulin [60Q], Transferrin [30, 203, der Anti-Insulin Rezeptor Antikorper 83-14
[161], der Anti-Transferrin Rezeptor Antikorper OX26 [21, 30, 56, 57, 58, 20§ und
kationisiertes Albumin [90, 102 159. Einen entsprechenden Vektor vorausgesetzt,
ermadglicht diese Strategie an selektives drug targeting zum Gehirn.

1.3.7 Liposomale Konjugate

Ein Nadtel des Prinzips der chimaren Peptide ist das Verhdtnis von Arzneistoff- zu
Tragermolekilen. Bei  direkter Koppung konren pro Tragermolekil nur ca
2 - 10Arzneistoff molekile transportiert werden [21]. Koppelt man dagegen de
Tragermolekile an ein Liposom und kelédt dieses mit dem Arzneistoff, kann man abhéngig
von cer LipasomengréfRe leicht ein Verhdtnis von mehr als 10000Arznei stoff molekilen pro
Tragermolekil erreichen. Liposomen und liposomale Konjugaten as Arzneistofftrager
werden im folgenden Kapitel 1.4 vorgestellt.

1.4 Liposomen

Liposomen sind kugelformige kolloidale Vesikel, die @énen wasgigen Innenraum mit einem
oder mehreren Lipidbilayern umschlief3en. Sie bilden sich olkerhalb der kritischen
Mizell bildungs-Konzentration sportan, indem sich de lipophlen Molekiltelle zueinander
organisieren undgleichzeitig die hydrophilen Gruppen auf beiden Seiten de lipophil e Schicht
gegen das wasgige Medium abschirmen. Schon kald nadch der erstmaligen Beschreibung der
spontanen Vesikelbildung duch Bangham et a. [15] wurde das Potenzial der Liposomen als
Modell system zur Untersuchung von Biomembranen [179 und als Arzneistofftréger erkannt.
Heute sind folgende Anwendungen fir li pasomale Arznei stoff e beschrieben:
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- as System zur Solubili sierung schledht wasserl6sli cher Substanzen wie Taxol [181] oder
lipophiler Cisplatin-Derivate [167]

- zur Erhdhurg der Plasmahalbwertszeit von Substanzen, de in der Zirkulation schnell
biotransformiert bzw. deektiviert werden (z.B. Cytosin-arabinosid [124))

- zur Vermeidung toxischer Nebenwirkungen duch eine modifizierte Biodistribution (z.B.
verringerte Kardiotoxizitét von Doxorubicin [61])

- as System fur eine verzogerte Wirkstofff reigabe und eine ehéhte Bioverflgharkeit [5]

- fir ein pasgves targeting von Tumoren und Infektionsherden infolge ener erhdhen
Kapill arpermeabilit & [209

- fir ein organspezifisches targeting durch liposomale Konjugate mit Vektoren, de an
bestimmten Epitopen der Zielzellen binden

1.4.1 Aufbau und Herstellung von Liposomen

Liposomen werden nad ihrer Grol3e und der Anzahl der Lamellen in MLV (multil amellare
Veskel), SUV (kleine unilamellare Vesikel) und LUV (grofRe unilamellare Vesikel)
eingetellt. Die Grolen liegen fur SUV zwischen 20nm und 150nm, fur LUV zwischen
150 nm und 10um; die Angaben fir MLV gehen von 150nm bis zu 10um. Die Membranen
bestehen hauptsachli ch aus Phosphdi piden undCholesterol.

1.4.1.1 Phosphdipide undweitere Membranli pide

Phosphdipide ds Hauptbestandteil der Liposomen sind Diester des Glycerolphaosphates mit
verschiedenen Fettsduren. Die haufigsten rettirlichen Fettsduren sind neben den geséttigten
Fettsduren Myristin- (C14), Pamitin- (Ci) und Steainsiure (Cyg) die ungeséttigten Cig-
Derivate Olsaure (18:1 (9)), Linosaure (18:2 (9,12)) und Linolensaure (18:3 (9,12,15)). Die
polare Kopfgruppe besteht aus der Phospharsdure, die mit Chdin, Ethanoamin, Serin,
Glycerol oder Inositol verestert sein kann. Die haufigsten Phosphdipide in der Natur sind
Phosphatidylchdine (PC). Hier und bei den Phaosphatidylethanolaminen (PE) bildet die
negativ geladene Phaospharsdure mit dem quartéren Stickstoff des Chalins bzw. mit dem bei
pH 7 positiv geladenen Amin des Ethandamins ein nach auf3en hin neutrales Zwitterion.
Phosphatidsauren, Phosphatidylserine, -glycerine und -inositole sind kel neutralem pH
negativ geladen. Positiv geladene Lipide kommen in der Natur nicht vor. Als positive
Bestandtelle von Liposomenmembranen sind ua. Steaylamin und Salze des N-[1-(2,3
dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium-lons beschrieben. Letztere werden vor allem
zur Transfektion vonRNA und DNA in eukaryotische Zell en eingesetzt.
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Phosphatidylchdine werden vor allem aus Sojabohren und Eidotter isoliert. Die primér
heterogenen Gemische mit geséttigten und ungeséttigten Fettsdureresten werden meist
hydriert, um eine Oxidation wahrend der weiteren Aufarbeitung und Lagerung zu vermeiden.
In  weiteren Schritten gelangt man zu Fraktionen mit definierten Fettsdure-
Zusammensetzungen, de partiasynthetisch zu anderen Phosphatidylderivaten umgesetzt
werden kdmen. Ein weiterer wichtiger Bestandteil von Bio- und Liposomenmembranen ist
Chadlesterol. Chalesterol selbst bil det keine Bil ayer, aber lagert sich in holen Konzentrationen
(bis Gber 50 % (mol/mol)) in Phosphdipid-Bilayer ein.

1.4.1.2 Phasenibergangstemperatur

Die Phasentibergangstemperatur (T.) der zur Lipasomenherstellung verwendeten Lipide und
der daraus resultierenden Liposomenmembran hat einen wesentlichen Einfluss auf die
Durchlasdgkeit der Membran fir eingeschlosene Arzneistoffe.  Unterhalb  der
Phasenlibergangstemperatur befinden sich de Fettsaureketten der Phosphdipide in einem
geordneten Zustand (Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: Phasentibergang eines Phosphdi pid-Bil ayers

In desem gelatigen Zustand lesitzen de Membranlipide nur enen geringen
Bewegungssielraum und schrédnken de Diffusion eingeschlossener hydrophler Arzneistoffe
stark ein. Oberhab der Phasentbergangstemperatur erreichen de Lipidmolekile enen
flissgkristallinen Zustand, in dem die Fettsaureketten nicht mehr starr angeordnet sind. Mit
der Erh6hung der Beweglichkeit verbunden ist eine Reduktion der Dicke des Bilayers um ca
20% [139. Die Lage der T hangt von der Kopfgruppe des Phosphdipids und cen Fettsduren
ab und lann mit thermoanalytischen Methoden bestimmt werden. Durch Mischen von
Phosphdipiden kdnren Liposomen mit einer nahezu beliebigen T, generiert werden. Hierbel
muss alerdings beaditet werden, dass das Mischen von Phosphdipiden mit stark
unterschiedlichen T keine einheitli che Phase egibt [139. Chadesterol hat nur einen geringen
Einflussauf die Lage der T, aber erniedrigt die Energie, die dem System am Phaseniibergang
zugefuhrt werden muss Dariiber hinaus bewirkt der Cholesterolzusatz oberhab der T, eine
Kondensation der Membran, so dasseine hdhere Einschlusssabilit & erreicht wird. Unterhalb
der T, kann Chodlesterol auch destabilisierend wirken, da die Padkungsdichte der
Phosphdipide eniedrigt wird.
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1.4.1.3 Herstellung von Lipasomen

Multil amell are Liposomen werden meist nach der Filmmethode hergestellt. Hierbel werden
die Lipide in arganischen Ldsungsmitteln gelost und blden nach Losungsmittelentzug einen
homogenen Film. Dieser Film wird duch Zugabe einer Pufferlésung und Agitation okerhab
der T. hydriert und dspergiert. Die so entstandenen MLV sind in Bezug auf ihre
Grolenvertellung sehr heterogen. MLV mit einer bestimmten GroRenverteilung erhdlt man
durch Extrusion der Lipasomendispersion duch Membranen definierter Porenweite.

Weitere Methoden zur Generierung kleinerer Vesikel sind  Ultraschall behandlung,
Hochdruckdiisenhamogenisation oder french press-Extrusion. Mit diesen Methoden kénren
bei Auswahl geeigneter Parameter auch kieine unilamellare Lipasomen generiert werden.
Grof%e unilamellare Vesikel kdnnen durch Fusion aus SUV, reverse-phase evaporation oder
L 6sungsmittelinjektion dargestellt werden. Ausfiihrliche Ubersichten tber die vielfaltigen
Methoden der Lipasomenherstellung finden sich ua. in [100, 126, 139.

1.4.1.4 Arznestoffeinschlussin Lipasomen

Die Beladung von Lipaosomen mit Arzneistoffen erfolgt in Abhéngigkeit der physikalisch-
chemischen Eigenschaften des Arzneistoffs, wie dessen Hydro- bzw. Lipoplilie, Ladung oder
Molekulargewicht. Ebenfalls von Bedeutung sind de Charakteristika der Lipasomen und
insbesondere das Herstell ungsverfahren. Wahrend der Herstellung z.B. nach der Filmmethode
kénren die Liposomen mit lipophilen und/ oder hydrophilen Arzneistoffen beladen werden.

Lipophle Arzneistoffe werden der Lipidiésung im organischen Ldsungsmittel zugesetzt.
Hierbel lagern sich de Arzneistoffmolekile in den Lipidbilayer ein. Vermeidet man eine
Uberladung des Bil ayers, konren Verkapsel ungseffizienzen bis zu 100% erzielt werden.

Hydrophle Arzneistoffe werden in dem zur Hydrierung des Lipidfilms eingesetzten Puffer
gelost. Die Einschlus=ffizienz hangt hierbel wesentlich von der Lipidkoreentration und dr
Liposomengrof3e a. Fir nach deser Methode beladene SUV liegt die Einschlusgate meist
deutlich urter 10%. Nad der Veskelgenerierung muss der unverkapselte Arzneistoff
abgetrennt  werden. Dies kann z.B. duch Zentrifugation, Filtration, GrofRenaus-
schlusschromatographie oder Dialyse afolgen. Eine Ubersicht tiber die verschiedenen
Methoden der Aufarbeitung findet sich ua. in[100, 139.

Kritisch fur den Arzneistoffeinschluss bel der Liposomenherstellung ist die Stabilitét des
Arzneistoffs unter den Herstellungsbedingungen (Temperatur, Druck, Ultraschall) und kel
hydrophilen Arzneistoffen der hohe Verlust aufgrund cer niedrigen Einschlussffizienz. Unter
bestimmten Vorausstzungen kann dann eine sogenannte &tive Beladungsmethode
herangezogen werden: Lipasomen kdmen bei niedrigem pH hergestellt werden; anschli ef3end
wird der aulRere Puffer gegen ein Medium mit neutralem pH getauscht. Lipophle Amine
kénren nunin das Liposomeninnere hinein dffunderen, wo sie aifgrund des niedrigen pH in
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eine positiv geladene Form tberfuhrt werden unddas Lipasom nicht mehr verlassen kdnren.
Entscheidend ist hierbei die Verwendung von schlecht diffunderenden lonen (z.B. Glutamat,
Zitrat) for den sauren Puffer bel der Herstellung. Diese Beladungsmethode wurde u.a. fir
Adriamycin beschrieben [122). Weitere Mdglichkeiten der aktiven Beladung finden sich in
[121,123.

Nicht immer besteht die Notwendigkeit des lipasomalen Einschlusses. So hilden negativ
geladene DNA-Strange mit positiv geladenen Liposomen Komplexe; diese werden duch
Fusion cer Lipasomen mit der Zellmembran in de Zelle aifgenommen [109. Auch kénren
Proteine wie der Tumor-Nekrose-Faktor an de Lipasomenmembran adsorbieren [36].

1.4.2 Invivo Verteilung von Liposomen

Die Untersuchung der Verteilung von Liposomen im Organismus ist fur die Anwendung als
System zur modifizierten Wirkstofffr eigabe oder zum zielgesteuerten Arzneistofftransport
(drug targeting) essenziell. Das Verhaten der Liposomen im Organismus hangt dabei
wesentlich von dx VesikelgroRe und den Oberflacheneigenschaften ab. Im Allgemeinen
werden gof¥e Liposomen nach intravendser Applikation schnell (Plasmahalbwertszeit im
Bereich weniger Minuten) von den Makrophagen des retikuloendahelialen Systems (RES)
aus der Zirkulation entfernt und erreichen so kaum andere Zellen as die stationdren
Makrophagen der Leber und der Milz. Kleine Liposomen mit einem Durchmesser von 150
nm oder darunter gelangen nicht so schnell in das RES und kénren sich durch das fenestrierte
Kapill arendahel auch in anderen peripheren Geweben anreichern.

Koppelt man dagegen Antikorper fir ein gezieltes drug targeting an die kleinen Liposomen,
nimmt die Erkennurg durch das RES stark zu und de Zielzellen werden kaum erreicht
[41,175. Ein Fortschritt in der Erhohurg der Plasmahabwertszeit von namaen und
vektorgekoppelten Liposomen konrte durch ,, sterische Stabili sierung® erzielt werden. Hierbei
wird de Liposomenoberflache mit hydrophilen Polymeren, meist Polyethylenglykol,
maskiert, indem zur Liposomenherstellung Lipidderivate dieser Polymere engesetzt werden
[10§. Haufig wird ein Konugat aus (Methyl-)Polyethylenglykol und Distearoyl-
Phosphatidylethandamin (DSPE-MPEG) in Konzentrationen bis zu 5% (mol/mol) verwendet
(Abbildung 1.10).
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Abbildung 1.10: DSFE-MPEG
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Diese lang zirkulierenden Liposomen weisen eine dosisunabhdngige Pharmakokinetik erster
Ordnung mit einer Halbwertszeit im Bereich von mehreren Stunden auf [5]. Die
Plasmahalbwertszeit und s Ausmal? der RES-Aufnahme sind von ar Kettenlénge des PEG
abhéngig. Ein Molekulargewicht von 2000Da (PEGyno) flhrt zu einer maximalen
Halbwertzeit undzu einer minimalen RES-Aufnahme [207].

1.4.3 Wechsdwirkungen von Liposomen mit Zellen

Die Wedhselwirkungen zwischen Liposomen und Zellen hdngen vam Zelltyp und den
Eigenschaften der Liposomen ab [17]. Phagozytierende Zellen, wie die stationdren
Makrophagen des RES, nehmen Liposomen hauptsachlich durch Phagozytose (siehe 1.1.3.9
auf. Als Wedhselwirkungen zwischen nicht-phagozytierenden Zellen und Liposomen sind
Adsorption tzw. Bindurg an de Zelloberflache, Fusion, Endazytose und Lipidaustausch
beschrieben. Die @nzelnen Moglichkeiten der Interaktion schliefRen sich nicht gegenseitig
aus; oft werden Kombinationen beobachtet. Ausfiihrliche Ubersichten hierzu finden sich ua.
in[20, 101, 147].

Die Adsorption kew. Bindung an de Zelloberfléache kann sowohl die Vorstufe fir weitere
Wedsdwirkungsmedhanismen als auch ein eigenstéandiger Prozess ®n. Als Ursaden
kommen physikalische Anziehungskréfte (z.B. elektrostatische Wedselwirkungen) als auch
Rezeptor-Ligand-Wedselwirkungen in Betracht.

Bel der Fusion verbindet sich de Lipidmembran der Liposomen mit der Zytoplasmamembran
der Zellen, wobei der liposomale Inhalt in das Zytosol abgeben wird. Die Fusion ist vom
Energiestoffwechsel der Zelle unabhdngig wund tritt bevorzugt oberhalb der
Phasenlibergangstemperatur der Liposomen auf.

Bel der energiedbhdngigen Aufnahme durch Endazytose werden de Liposomen in
intrazelluldre Vesikel dirigiert (siehe 1.1.3.4.5. Den Transfer von liposomalen
Membranbestandteilen zur Zellmembran ohre Ubergang des liposomalen Inhalts bezeichnet
man als Lipidaustausch. Dieser Ubergang erfordert einen physikalischen Kontakt undist von
der Phosphdi pid-Kopfgruppe adhéangig.

Ziel eines drug targetings mit Lipasomen ist meist die zelluldre Aufnahme des liposomalen
Arzneistoffes in de Zielzellen, z.B. Tumorzellen. Bei speziellen Anwendungen, z.B. der
Radiotherapie mit liposomal verkapselten a-Strahlern, reicht schon eine stabile Bindung an
die Zielzellen, um eine Wirkung zu erzielen. Im Fall e des drug targetings zum Gehirn ist eine
direkte Aufnahme in de Neuronen aufgrund der Présenz der BHS nicht méglich; hier ist eine
Transzytose des liposomalen Arzneistoffes durch de Endahelzell schicht erforderlich (siehe
1.3.6und1.3.7).
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1.4.4 Liposomale Konjugate fur ein spezfisches drug targeting

Fur einen zell spezifischen Arzneistofftransport missen Liposomen an gedgnete Vektoren
gekoppelt werden. Als Vektoren werden meist Antikoérper oder andere Proteine, aber auch
niedermolekulare Substanzen wie z.B. Folsaure, verwendet. Die Koppdung an praformuli erte
Liposomen kann durch kovalente und richt-kovalente Methoden erfolgen. Bel lang
zirkulierenden Lipasomen kann weiterhin zwischen einer Koppdung direkt am Lipidbilayer
(Abbildung 1.11 B) undam Ende der PEG-Ketten (Abbildung 1.11 C) unterschieden werden.

A B

m

Abbildung 1.11: Kopdung von Proteinen an PEG-Liposomen. A: Avidin-Biotin Methodk;
B: kovalente Koppgung an eine Phasphdipid-Kopfgruppe; C: Koppung an den PEG-
Terminus (aus[3])

1.4.4.1 Nicht-kovalente Koppungsmethoden

Neben der adsorptiven Bindung (vgl. 1.4.1.9 ist vor alem die Avidin-Biotin Methode von
Bedeutung (Abbildung 1.11 A) [114, 115 183 199. Hier wird de hohe Affinitdt von Avidin
bzw. Streptavidin zu Biotin ausgenutzt; beide Proteine besitzen vier Bindungdellen fir
Biotin. Zur Herstellung von Immunglobuin-konjugierten Liposomen werden Lipasomen, de
ein biotinyliertes Phosphdipid (z.B. Biotin-PE) enthalten, mit Avidin versetzt. Das Avidin
bildet einen Komplex mit dem liposomalen Biotin. Anschliefend konren hiotinylierte
Immunglobuine an das Avidin gebunden werden. Durch de vier Bindurgsdellen des Avidins
kénren bei dieser Methode aich Aggregate aus biotinylierten Liposomen entstehen.
Verwendet man de Avidin-Biotin Techndogie zur Koppdung an PEG,xo-DSFE enthaltende
Liposomen, sinkt die Bindungseffizienz auf 20-33% in Relation zu Liposomen ohre
PEG [3].
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1.4.4.2 Kovaente Kopdungsmethoden

Die kovalente Kopdung von Proteinen an Liposomen begann in den 7Cer Jahren mit
Carbodimid-Derivaten [50]. Diese Verbindungen aktivieren Carboxylfunktionen, so dass
diese mit nukeophlen Gruppen, wie z.B. der priméren Aminogruppe im PE, reagieren
kénren. Die Koppungseffizienz blieb all erdings gering. Weitere Probleme der Koppung mit
Carbodimiden sind de geringe Spezifitét der Regktion sowie die Toxizitdt der Carbodimid-
Derivate.

In der Folge verwendete man modifizierte Phosphdipidderivate zur kovalenten Kopgdung,
darunter das Maleimidophrenylbutyrat-PE (MPB-PE) [118 und das N-Pyridyldithiopropionyl-
PE (PDP-PE) [119]. Beide Lipidderivate reagieren in neutralem Milieu mit &hnlichen
Koppungseffizienzen mit Thiolen; MPB-PE unter Bildung eines Thioethers (Abbildung
1.12A) und PDP-PE unter Bildung enes Disulfides (Abbildung 1.12B). Die
Thioetherbindung hat gegeniiber der Disulfidbriicke den Vortell, stabiler zu sein [11§.
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Abbildung 1.12: Kovalente Kopdung von Thiolen an Liposomen mit kopfgruppen-
modifiziertem PE. A: MPB-PE; B: PDP-PE

Die aif der Proteinseite benctigten Sulfhydryl-Gruppen kémen aus freien Cysteinresten des
Proteins gammen oder durch chemische Modifikationin das Protein eingefiihrt werden.
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Auch bei Proteinen, de Uber freie Cysteinreste verfiigen, kann eine chemische Modifikation
erforderlich sein, wenn sich das betreffende Cystein im Moleklinneren befindet und somit
eine Kopdung nicht oder nur in sehr geringen Ausbeuten maoglich ist. Fir das Einfiihren von
Sulfhydrylgruppen in Proteine eistiert eine Reithe von Methoden. Im Folgenden werden de
Reagenzien 2-Imincthiolan (Trauts Reagenz), SPFDP (N-Sucdnimidyl-3-(2-pyridyldithio-)
propionat) und SATA (N-Sucdnimidyl-S-acetylthioacetat) verglichen (Abbildung 1.13).
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Abbildung 1.13: Sulfhydrierung von Proteinen. A: Trauts Reagenz; B: SFDP; C: SATA

Die Modifikation von Proteinen mit Trauts Reagenz liefert in einem Re&tionschritt das
sulfhydrierte Produkt (Abbildung 1.13A). Die Re&ktion bei einem pH von 7- 10 verl&uft
langsam und ist schlecht zu steuern, was eine Optimierung der Reéektionsbedingungen
erfordert  [125. Zudem  kann s  Resktionsproduk  aufgrund  seiner
Oxidationsempfindlichkeit nicht gelagert werden. Ein Vortel der Verwendung von Trauts
Reagenz ist die geringe Beanflusaung der biologischen Aktivitét des Proteins [71].
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Die Re&ktion von piméaren Aminen mit SFDP erfolgt in neutralem bis leicht akalischem
Mili eu sehr schnell (Abbildung 1.13B) [32]. Das primér entstehende Produkt ist durch de
Disulfid-Schutzgruppe lagerfahig und wird urmittelbar vor der Kopdung durch Reduktion
mit Dithiothreitol (DTT) in de Sulfhydrylform Gberfihrt. Die Extinktion des hierbei
entstehenden 2-Thiopyridons kann drekt zur Bestimmung der eingefiihrten SH-Funktionen
dienen. Von Nachtell ist die nétige Entfernung des Uberschiissgen DTT vor der Kopdung an
das Lipasom, da es als Thiol ebenfalsan die Liposomen binden kann.

Diesen Nachteil weist die Modifikation duch SATA (Abbildung1.13C) nicht auf [49]. Die
Schutzgruppe des bel der Reaktion entstehenden Produkes wird mit Hydroxylamin
abgespalten, das zur Kopdung nicht entfernt werden muss Die Zahl der eingefthrten SH-
Gruppen kann her mit der Methode nach Ellman [54, 77, 177] bestimmt werden.

Die beschriebenen Methoden der Koppung an die Kopfgruppen modifizierter Phosphdipide
wurden auch fir lang zirkulierende PEG-Liposomen angewendet. Die hierbei beobadcteten
Koppungseffizienzen lagen dhnlich wie bei der Avidin-Biotin Methode (1.4.4.1 weit unter
denen fur konventionelle Lipasomen [3]. Ebenso reduzierte sich die Zellbindung durch de
PEG-Ketten in Abhdngigkeit von der PEG-Kettenlange [133. Um diese Problematik zu
umgehen, wurden in jungster Zeit mehrere Methoden zur kovalenten Kopdung an den PEG-
Terminus lang zirkulierender Lipasomen entwickelt. Zuerst wurde eén Hydrazid-Derivat von
PEG-PE beschrieben [73, 211]. Hierbel erfolgt die Kopdung von Proteinen nach Oxidation
bestimmter Aminoséurereste zu Aldehyden urter Bil dung eines Hydrazons.

Die Koppung mit den darauf entwickelten PDP-PEG-PE [4, 59, 73, 127 und cen Maleimid
(MI)-Derivaten MI-PEG-PE [59, 86, 120, 180, 186 sowie MI-PEG-Chalesterol [94] verlauft
analog zu der oben beschriebenen Kopdung von Thiolen an PDP-PE bzw. MPB-PE. Die
beschrieben MI-PEG-PE unterscheiden sich bedingt durch urterschiedliche Synthesen
hinsichtlich ihrer Struktur. Ein weiteres thiolreaktives PEG-Lipid ist das Bromoacedylamino-
PEG-PE [59]. Die Carbodimid-Methode wurde zur Kopdung von Folsaure an Amino-PEG-
PE genutzt [62]; eine weitere Methode zur Koppdung von Folsdure an Amino-PEG-PE flihrte
Uber den N-Hydroxy-sucanimid-Ester der Folsdure [111]. Die jlngste beschriebene Methode
stellt die Verwendung von Cyanur-PEG-PE [19] dar. Hierbei wird das Protein duch
nukieophil e Substition ohre éne vorhergehende Derivatisierung an das Lipasom gebunden.

1.45 Charakterisierungvon Liposomen und lipsomalen Konjugaten

Die Charakterisierung von Liposomen erfolgt im  Wesentlichen Uber die
PartikelgréRRenvertellung und de Bestimmung der Menge an eingeschlossenem Arzneistoff.
Die Bestimmung der Liposomengréfie ist durch laseroptische Verfahren, insbesondere der
Photonenkorrel ationsgpektroskopie, einfach undschnell durchzufiihren.
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Die Bestimmung der eingeschlossenen Arzneistoff menge efordert zumeist eine Zerstérung
der liposomalen Struktur; anschlieffend wird der Arzneistoffgehalt mit den UHichen
Anaysenmethoden bestimmt. Eine gangige Angabe der Menge des eingeschlossenen
hydrophilen  Arzneistoffs erfolgt in | xmol™ (eingeschlossenes Volumen der
Arzneistofflosung bei der Liposomenherstellung pro Stoff menge Lipid). Dieses Mal3 ist von
der Liposomengrolie undder Lamell aritét abhangig.

Bel liposomalen Konjugaten stellt die geburdene Menge an Protein einen wichtigen
Parameter dar. Der Proteingehalt léasd sich mit den verschiedenen beschriebenen
Proteinassays [26163 164] oder durch eine proteinspezifische Analytik bestimmen. Die
Angabe erfolgt meist in pgx pumol™® (Mass Protein pro Stoffmenge Lipid). Durch de
Umrechnung auf die Anzahl von Proteinmolekilen pro Liposom gelangt man zu einem
anschaulicheren Wert. Bel der Untersuchung der Lagerstabilit & liposomaler Zubereitungen
kann de Lipasomengréfie ohne weitere Aufarbeitung bestimmt werden. Die Bestimmung des
Arzneistoff- und des Proteingehaltes erfordert dagegen zumeist eine Abtrennung der
Liposomen vom umgebenden Medium, um abgespaltene oder freigesetzte Molekile nicht zu
erfassen.

1.4.6 Untersuchung der Wechselwirkung von liposomalen Konjugaten mit Zellen

Um den therapeutischen Nutzen von liposomalen Konjugaten abschéatzen zu kdnren, muss
zunadhst die Interaktion mit den Zielzellen urtersucht werden. Eine gangige, sehr
empfindiche und vielseitige Methode zur Untersuchung dieser Wedhselwirkungen stellt die
Fluorimetrie dar; die Anwendung bedingt den liposomalen Einschluss eines
Fluoreszenzmarkers. Zur Verfigung stehen sowohl hydrophle Marker, wie 5(6)-
Carboxyfluoreszein  (CF) [20, 101, Cacein [18(0Q] oder Pyranin [185, as auch
fluoreszierende Phosphdi pidderivate (z.B. Rhodamin-PE).

Die ,klasgsche* fluorimetrische Untersuchung kann mit Kuvettenfluorimetern oder
Fluoreszenzlesegerdten fur Zelkulturplatten erfolgen. In der Cytofluorimetrie kann de
Fluoreszenz einer Vielzahl einzelner Objekte (z.B. Zellen) im Durchflusserfase werden [20].
Eine Visualisierung der Wedsewirkung zwischen Liposomen und Zellen ist durch de
Fluoreszenz-Mikroskopie moglich. Die konfokale Lasermikroskopie elaubt ene
dreidimensionale Darstell ung des Fluoreszenzhil des. Vor allem mit letzterer Methode ist die
sonst problematische Differenzierung zwischen Zellbindurg und zelluldrer Aufnahme
moglich.
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1.4.7 Liposomale Konjugate fur ein drug targeting zum Gehirn

Im Gegensatz zum drug targeting zum Gehirn mit chiméaren Peptiden (siehe 1.3.6 finden sich
in der Literatur nur wenige Ansétze, Lipasomen flr einen gezielten Arzneistofftransport in
das zentrale Nervensystem zu nuzen.

Kobayashi et a. [96] verglichen de Aufnahme ins Gehirn von einer 9-Amino-1,2,3,4
tetrahydroacridin-Lésung (THA) mit zwei  nicht-vektorgekoppelten  liposomalen
Formulierungen. Mit 3 um grof%en Lipasomen wurde 60 min. rach der Injektion eine dreifach
hohere Konzentration im Vergleich zum frelen Arzneistoff gefunden; mit SUV (150nm
Durchmesser) ergab sich alerdings nur eine Konzentration von 50% der THA-LGsung.
Ahnliche Ergebnissee wurden zuvor schon von Schackert et al. [174 berichtet. Es sheint
wahrscheinlich, dassdie hohere gemessene Akkumulation grosser MLV im ZNS nur auf die
Retention in Kapill aren zurtickzufiihren ist.

Micklus et al. [128 koppelten kationisiertes Albumin an konwentionelle Lipasomen und
konnen keine ehdhe Aufnahme dieses Konjugates an der BHS feststellen, obwohl
kationisiertes Albumin zuvor als Vektor in chiméren Peptiden eingesetzt werden konrie
(siehe 1.3.6. Den einzigen erfolgversprechenden Ansatz liefern de &tuellen Arbeiten von
Huwyler et a. [83, 84, 86]. Hier wurde der Anti-Transferrin-Rezeptor-Antikdrper OX26 an
das PEG-terminale Ende lang zirkulierender SUV-Liposomen gekoppelt. Mit diesem
Konjugat liess $ch ein Targeting zu dem an der BHS vorkommenden Transferrin-Rezeptor
erzielen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Dissertation war es, ein liposomales Konjugat mit einem fir das drug targeting
zum Gehirn geeigneten Vektor herzustellen, deses zu charakteriseren und seine
Wedselwirkungen mit der Blut-Hirn Schranke in geeigneten Modell en zu urtersuchen.

Ein besonderer Schwerpunk sollte hierbei die Etablierung eines in vitro-Modells aus
priméren Kapillar-Endahelzellen aus Schweinehirn sein. Fir diese Etablierung wurde
vorgesehen,

- BCECs nach einem in der Literatur beschriebenen Verfahren zu isolieren und zu
kultivieren,

- charakteristische Markerproteine und -enzyme nachzuweisen,

- den Vesuch ener Optimierung der Kulturbedingungen (z.B. durch Astrozyten-
kondtioniertes Medium) zu urternehmen und

- die Eignung als prediktives Modell fir den Transport von Arzneistoffen an der BHS in
Vivo zu urtersuchen.

AlsVektor fir das liposomale Konjugat wurde kationisiertes Albumin ausgewahlt, welches in
die Blut-Hirn Schranke aufgenommen werden soll. Die Liposomen sollten im Hinblick auf
eine spatere in vivo-Prifung eine PEG-Komporente eithalten und koadent mit dem
kationisierten Albumin gekoppelt werden. Die Koppung sollte dabei an das PEG-terminale
Ende afolgen. Da die Untersuchung der Wedhselwirkungen mit den BCECs vorwiegend mit
fluorimetrischen Methoden erfolgen sollte, waren Fluoreszenzmarker in de Lipasomen zu
integrieren.

Schliefdlich sollte untersucht werden, ob ein solches liposomales Konjugat an de
Endahelzellen der BHS bindet und in dese aifgenommen wird. Des Weiteren sollte der
Medhanismus der eventuellen Aufnahme darakterisiert und (berprift werden, ob dr
liposomale Inhalt die Zellen duchqueren, also in das Gehirn gelangen kann.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Substanzen

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Im Rahmen deser Dissertation wurden de in Tabele 2.1 aufgefihrten Chemikalien und
Reagenzien verwendet. Tabelle 2.2 listet ale Medien und Puffer zur Zellkultivierung, die
verwendeten Hydratations- und Dispersionsmittel zur Liposomenherstellung sowie dle
Ubrigen selbst hergestellten Lésungen auf.

Tabelle 2.1: Chemikalien undReagenzien

Bez Substanz Qualitat Hersteller

(NH,),SOs Ammoniumpersulfat fUr Elektrophorese  Sigma, Deisenhofen (D)
Acrylamid fUr Elektrophorese  Biorad, Minchen (D)
Ameisensdure p. a Merck, Darmstadt (D)
Ampholyte 3/10 fUr Elektrophorese  Biorad, Minchen (D)

Amphotericin B

Amphotericin B, solubili siert

fur Zellkultur

Sigma, Deisenhofen (D)

Anti-Kaninchen-FITC

Antikérper gegen Kaninchen
1gG — FITC-Konjugat

Immunfluoreszenz

Sigma, Deisenhofen (D)

Anti-Maus-FITC

Antikérper gegen Maus 1gG —

FITC-Konjugat

Immunfluoreszenz

Roche, Mannheim (D)

Anti-Vimentin

Antikérper (entwickelt in der
Maus) gegen Vimentin

Immunfluoreszenz

Sigma, Deisenhofen (D)

Anti-vWF Antikorper (entwickelt im Immunfluoreszenz  Sigma, Deisenhofen (D)
Kaninchen) gegen von
Will ebrand-Faktor
AraC Cytosin-arabinofuranosid Sigma, Deisenhofen (D)
Bisaaylamid fUr Elektrophorese  Sigma, Deisenhofen (D)

Brilli ant Blau R 250

fr Elektrophorese

Sigma, Deisenhofen (D)

Bromphenolblau

p.a

Schmid, Kéngen (D)

BSA Rinder-Serumalbumin flr Immunoasssy  Fluka, Neu-Ulm (D)

CaCl, x 2H,0 Calciumchlorid-dihydrat p.a Riedel de Haen, Sedze (D)
CH3;COOH Essgsaure p. a Merck, Darmstadt (D)
Chloroform p. a Merck, Darmstadt (D)
Collagen Collagen aus Rattenschwanz ~ steril Roche, Mannheim (D)

Coll agenase/Dispase steril Roche, Mannheim (D)
CPT-cAMP 4-Chlorophenylthio-cAMP Sigma, Deisenhofen (D)
Crocen Scalet fUr Elektrophorese  Sigma, Deisenhofen (D)
CuSO, x 5 H,0 Kupfer-(Il) -sulfat- p.a Rieddl de Haen, Sedze (D)

pentahydrat

Dansylcadaverin

Sigma, Deisenhofen (D)

Dextran

Dextran, durchschnittli ches
Molekulargewicht 80.000

klinische Qualit &

Sigma, Deisenhofen (D)
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Bez Substanz Qualitat Hersteller
Dispase Dispase Il Roche, Mannheim (D)
DMSO Dimethylsulfoxid p. a J.T. Baker, Deventer (NL)
DTNB 5,5'-Dithio-bis(2- Sigma, Deisenhofen (D)
Nitrobenzoesdure)
EDAC 1-Ethyl-3-[dimethyl- Sigma, Deisenhofen (D)
aminopropyl]-carbodimid-
hydrochlorid
EDTA Ethylendiamin- p. a Merck, Darmstadt (D)
tetraessgsdure
Esdgsaure p. a Merck, Darmstadt (D)
Ethylendiamin Ethylendiamin- p. a Sigma, Deisenhofen (D)
dihydrochlorid
F-12Ham Nutrient Mixture F 12Ham  fir Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)
FD-10 Fluoreszeinisothiocyanat- Sigma, Deisenhofen (D)
Dextran 10000
FD-20 Fluoreszeinisothiocyanat- Sigma, Deisenhofen (D)
Dextran 20000
FD-4 Fluoreszeinisothiocyanat- Sigma, Deisenhofen (D)
Dextran 4000
FD-40 Fluoreszeinisothiocyanat- Sigma, Deisenhofen (D)
Dextran 40000
FD-70 Fluoreszeinisothiocyanat- Sigma, Deisenhofen (D)
Dextran 70000
Fibronedin aus Humanplasma Bedon Dickinson, Heidelberg
(D)
Fili pin Fili pin-Komplex Sigma, Deisenhofen (D)
FITC Fluoreszei nisothiocyanat Sigma, Deisenhofen (D)
FITC-Albumin Fluoreszeinisothiocyanat- Fluka, Neu-UIm (D)
Rinder-Serumalbumin
FKS Fetales Kalberserum Gibco, Karlsruhe (D)
Glucose D(+)-Glucose fUr Biochemie Merck, Darmstadt (D)
Glutaraldehyd Glutaraldehyd 25% p. a Merck, Darmstadt (D)
Glycerin Glycerin 85% Ph. Eur. Theoretikum, Heidelberg (D)
Glycin p. a Roth, Karlsruhe (D)
Gly-Gly L-Glycyl-L-glycin p. a Sigma, Deisenhofen (D)
Heparin Heparin, Na-Salz far Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)- Pufferqualit &t Applichem, Darmstadt (D)
piperazn-1-ethansulfonsdure
Hydrocortison p. a Sigma, Deisenhofen (D)
| EF-Standard Protein-Standards fr Biorad, Miinchen (D)
i soel ektrische Fokusserung
| sobutanol p. a Theoretikum, Heidelberg (D)
I sopropylalkohol p. a Theoretikum, Heidelberg (D)
K,HPO, x 3 H,0 Dikaliumhydrogenphoshat-  p.a Merck, Darmstadt (D)
trihydrat
KCl Kaliumchlorid p.a Ferak, Berlin (D)
KH,PO, Kaiumdihydrogenphosphat  p.a Gerbu, Gaiberg (D)
L-y-Glu-nitroanili d L-y-Glutamyl-p-nitroanilid p.a Sigma, Deisenhofen (D)
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Bez Substanz Qualitat Hersteller

MEM Eagle Minimal Essential Medium  fir Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)
Eagle

M ercaptoethanol fUr Elektrophorese  Sigma, Deisenhofen (D)

M ethanol p. a Theoretikum, Heidelberg (D)

MgCl, x 6 H,O Magnesiumchlorid- p.a J.T. Baker, Deventer (NL)
hexahydrat

MPR 2 enzymatischer Farbtest Roche, Mannheim (D)
Phospholi pide

Na,HPO, x 2 H,0 Di-Natriumhydrogenphoshat- p.a Riedel de Haen, Sedze (D)
dihydrat

NaCl Natriumchlorid p.a J.T. Baker, Deventer (NL)

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat far Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)

Nocodazol Sigma, Deisenhofen (D)

Paraformal dehyd p.a Merck, Darmstadt (D)

Penicilli n Penicilli n-G, Natriumsalz far Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)

Percoll Percoll steril Pharmada Bioted, Freiburg

(D)

Percoll -Standard Dichte-Standards fir Pharmada Biotech, Freiburg
Percoll gradienten (D)

Pferdeserum aus Spenderpod Gibco, Karlsruhe (D)

Phenylarsinoxid Sigma, Deisenhofen (D)

Poly-D-Lysin Poly-D-Lysin-hydrobromid  fiir Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)

Polymyxin B Polymyxin-B-sulfat far Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)

Propidiumiodid Sigma, Deisenhofen (D)

Protein-Assay Il Reagenz fur Protein- Biorad, Miinchen (D)
bestimmung nach Bradford

Riboflavin p. a Sigma, Deisenhofen (D)

RO-20-1724 Phosphodi esterasehemmer Biomol, Hamburg (D)

Salicylsaure reinst Ph. Eur. Theoretikum, Heidelberg (D)

Sali cylsaure-Glucosid DKFZ, Heidelberg (D)

SATA N-Sucdnimidyl-S-aceyl- flr Synthese Sandoz, Basel (CH)
thioacdat

SDS Natrium-dodecyl sulfat Sigma, Deisenhofen (D)

SDS-Standard Protein-Standards fir SDS-  low molecular Pharmada Biotech, Freiburg
Gelelektrophorese weight (D)

SHAM Serumfreies Medium fur Endothelzdlen  Gibco, Karlsruhe (D)

Streptomycin Streptomycinsulfat far Zellkultur Sigma, Deisenhofen (D)

TEMED N,N,N",N"- fir Elektrophorese  Sigma, Deisenhofen (D)
Tetramethylethylendiamin

TRIS Tris-(hydroxymethyl)- Pufferqualit &t Sigma, Deisenhofen (D)
aminomethan

Triton” X-100

Merck, Darmstadt (D)

Trypsin-EDTA

0,25% Trypsin, 1 mM EDTA

Gibco, Karlsruhe (D)

in HBSS(Ca-/Mg-frei)

Vedashield” Eindedmedium fur Linaris, Wertheim-Bettingen
Fluoreszenzmikroskopie (D)

Wasser bidestilli ertes Wasser hauseigene Destill
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Tabelle 2.2: Medien undPufferlésungen
Bezeichnung Abk. Zusammensetzung
Acrylamid-Stammlésung fir Lsg. N Acrylamid 292 g
Elektrophorese Bisaaylamid 08 g
Wassr ad 100 ml
Anzuchtmedium fir AZM EM 40 ml
Kapill ar-Endothelzdlen pH 7,4 Amphotericin B (10 mg/ml) 10 ul
Bromphenolblau 1 % Bromphenolblau 1lg
Wasser ad 100 ml
Dextran-L6sung 13 % pH 7,4 Dextran MEM Eagle 48 ¢
HEPES 595 g
Polymyxin B 0,025 g
Streptomycinsul fat 0,05 g
Penicilli n-Natrium 0,05 g
Dextran 65 g
Wasser! ad 500 ml
Einfriermedium far MEM Eagle 168 g
Kapill ar-Endothelzdlen pH 7,4 F-12Ham 163 g
NaHCO; 043 g
HEPES 1,85 g
Streptomycinsulfat 0,05 g
Penicilli n-Natrium 0,05 g
Heparin 0,05 g
Wassr* ad 350 ml
Pferdeserum 100 ml
DMSO 50 ml
Entfarbelosung | |EF-Gel CusO, 59
Isopropylakohol 120 g
Esdgsaure 70 ¢
Wassr ad 1000 ml
Entférbeldsung 11 | EF-Gel Isopropylakohol 250 g
Essgsaure 70 g
Wassr ad 1000 ml
Entférbel6sung SDS-Gel Methanol 400 ¢
Wassr ad 1000 ml
Essgsaure 3N Essgsaure 18 g
Wasser ad 100 ml

! zunichst in ca 90% der Wassermenge |6sen; pH mit 1 N NaOH oder 1 N HCl auf den angebenen Wert

einstellen; mit Wasser auf angegebenes Volumen auffillen; ggf. durch 0,22 pum Membranfilter in autoklavierte

Flasche filtrieren; ggf. nachstehende Substanzen zugeben
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Bezeichnung Abk. Zusammensetzung
Féarbeldsung |EF-Gel Brilli ant Blau R 250 04 g
Crocen Scarlet 05 g
CuS0O, 59
Isopropylakohol 270 g
Esdgsaure 100 ¢
Wasser ad 1000 ml
Férbel6sung SDS-Gel Brilli ant Blau R 250 1lg
M ethanol 400 g
Essgsaure 100 ¢
Wassr ad 1000 ml
Hank's balanced salt solution HBSS NaCl 80 g
pH 7,4 KCl 04 g
KH,PO, 0,06 g
NaHPO, 0,05 g
Glucose 10 g
MgCl, x 6 H,0? 025 g
CaCl, x 2 H,0® 021 g
Wasgrl ad 1000 ml
Hank's balanced salt solution HBSSCa-/Mg-frei  NaCl 80 g
pH 7,4; Ca**-, Mg**-frei KCl 04 g
KH,PO, 0,06 g
NaHPO, 0,05 g
Glucose 10 g
Wassr' ad 1000 ml
HEPES-EDTA-Puffer pH 7,4 HEPES 240 g
NaCl 840 g
EDTA 0,75 g
Wasser! ad 1000 ml
Minimal Essential MediumpH 7,4 MEM MEM Eagle 96 g
NaHCO; 22 g
HEPES 119 g
Polymyxin B 0,05 g
Streptomycinsulfat 01 g
Penicilli n-Natrium 01 g
Wasser! ad 1000 ml
Amphotericin B (10 mg/ml; steril) 250 pl
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 % SDS 10 g
Wassr ad 100 ml

2 erst nach dem Einstell en des pH-Wertes zugeben
3 erst nach dem Mg-Salz zugeben
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Bezeichnung Abk. Zusammensetzung
Percoll -Ldsung 50 % pH 7,4 Percoll MEM Eagle 192 ¢
HEPES 238 g
Polymyxin B 001 g
Streptomycinsul fat 0,02 g
Penicilli n-Natrium 0,02 g
Wasser! ad 100 ml
Percoll 100 ml
Phosphatpuffer pH 7,4 PBS NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na,HPO, x 2 H,O 1,44 g
KH,PO, 0,20 g
Wasser! ad 1000 ml
Proben-Puffer fir SDS- 10% SDS 2,00 ml
Elektrophorese Glycerin 1,00 ml
2-Mercaptoethanol 0,50 ml
1 % Bromphenolblau 0,50 ml
Lsg. M 1,25 ml
Wasser 4,75 ml
Puffer A fur die Kapill ar-1solierung NaHCO3 2,10 ¢
Glucose 1,80 g
Na-Pyruvat 011 g
BSA 500 g
Puffer B ad 1000 ml
Puffer B fir die Kapill ar-1solierung NaCl 1200 g
KCl 0,70 g
KH,PO, 033 g
HEPES 715 g
MgSO, x 7 H,0? 0,59 g
CaCl, x 2 H,0° 0,74 g
Wasser! ad 2000 ml
Puffer fir SDS-Elektrophorese- Lsg. Q TRIS 303 g
Kammer Glycin 1440 g
SDS 1,00 g
Wasser ad 1000 ml
Puffer pH 6,8 fir SDS- Lsg. M TRIS 6,06 g
Elektrophorese-Gel DS 0,40 g
Wasser! ad 100 ml
Puffer pH 8 NaHPO, 178 ¢
Wassr! ad 1000 ml
Puffer pH 8,8 fir SDS- Lsg. L TRIS 1817 g
Elektrophorese-Gel DS 0,40 g
Wassr' ad 100 ml




34 Materialien undMethoden

Bezeichnung Abk. Zusammensetzung
Reaktionsgemisch fir GGT- GGT MgCl, x 6 H,O 0,405 ¢
Aktivitétsbestimmung pH 9,0 Glycylglycin 0,530 g
L-y-Glu-nitroanili d 0,150 ¢
TRIS 73 9
Wasyl ad 100 ml
Saurer Waschpuffer pH 3 SP NaCl 70 g
Barbital-Natrium 41 ¢
Natriumaceat x 3 H,O 38 ¢
Wasser' ad 1000 ml
Transportpuffer pH 7,4 TP NaCl 83 g
KCl 023 g
K,HPO, x 3 H,0 034 g
HEPES 24 ¢
D-Glucose 0,72 g
MgCl, x 6 H,0? 025 g
CaCl, x 2 H,0° 021 g
Waser! ad 1000 ml
Trypsin-EDTA Trypsin 25 g
EDTA 038 g
HBSS Ca/Mg-frei ad 1000 ml
Zellkulturmedium fir AM MEM Eagle 48 ¢
Astrozyten pH 7,4 NaHCO;3 055 g
HEPES 238 g
D-Glucose 298 g
Streptomycinsulfat 0,05 g
Penicilli n-Natrium 0,05 g
Heparin 0,05 g
Wasser! ad 450 ml
FKS 50 ml
Zellkulturmedium fir EM MEM Eagle 2,16 ¢
Kapill ar-Endothelzdlen pH 7,4 F-12Ham 241 g
NaHCO; 055 g
HEPES 238 g
Streptomycinsulfat 0,05 g
Penicilli n-Natrium 0,05 g
Heparin 0,05 g
Wasser* ad 450 ml

Pferdeserum 50 ml
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2.1.2 Lipidefir dieLiposomenherstellung
Zur Herstellung der Liposomen wurden de in Tabell e 2.3 aufgefthrten Lipide verwendet.
Tabelle 2.3: Verwendete Lipide

Abk. Bezachnung Hersteller

DMPC DL-a-Dimyristoyl-phaosphatidylchdlin Nattermann, Koln (D)
DSFC DL-a-Distearoyl-phosphatidylchadin Sigma, Deisenhofen (D)
SFC Phosphatidylchalin aus Sojabohren Sigma, Deisenhofen (D)
CH Cholesterol Sigma, Deisenhofen (D)

DSPE-MPEG DL-a-Distearoyl-phasphatidylethanolamin-  Sygena, Liestal (CH)
methyl-palyethylenglykol (2000

2.1.3 Linkerlipid

Zur kovaenten Koppung von kationisiertem Albumin an Liposomen wurde DL-a-
Disteaoyl-phosphatidylethanolamin-pad yethylenglykol (2000)-Maleimid (DSPFE-PEG-MI;
Strukturformel siehe Abbildung 2.1) eingesetzt. Das modifizierte Lipid wurde von Sheawater
Polymers, Huntsvill e (USA) bezogen.
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Abbildung 2.1: Linkerlipid DSFE-PEG-MI

2.1.4 Fluoreszenzmarker fur Liposomen
2.1.4.1 5(6)-Carboxyfluoreszein

Als Fluoreszenzmarker fur das Liposomeninnere wurde 5(6)-Carboxyfluoreszein (CF,
Strukturformel siehe Abbildung 2.2), das sch durch eine hohe Wasserloslichkeit und de
aufgrund der negativen Ladung bei physiologischem pH-Wert kaum vorhandene
Membranpermeabilit & auszeichnet, verwendet. Nicht eingeschlossenes CF kann einfach von
den Liposomen abgetrennt werden. Die Detektion geringster Mengen ist aufgrund der starken
Fluoreszenz moglich.
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Abbildung 2.2: 5(6)-Carboxyfluoreszein

Das beschriebene Phdnomen des , Self-Quenchings® [168 ist konzentrationsabhdngig und
bewirkt bei ausreichend hder Konzentration eine Fluoreszenzléschung durch Interaktion
benadchbarter Molekiile. Somit kann mittels fluorimetrischer Bestimmung zwischen li posomal
eingeschlosseenem und frelem CF unterschieden werden, was die enfache Analyse der
Einschlussgabilitdt ermoglicht. Bei  fluorimetrischer bzw. fluoreszenzmikroskopischer
Untersuchung der Interaktionen von mit CF beladenen Lipasomen mit Zellen ist die starke
pH-Abhéngigkeit der Fluoreszenz von Fluoreszeinderivaten zu beachten.

2.1.4.2 Rhodamin B-DL-a-dipalmitoyl-phaosphatidylethanolamin

Lissamine™-Rhodamin B-DL-a-dipamitoyl-phosphatidylethanolamin  (Rh-PE, Moleaular
Probes, Eugene (USA)) wurde ds Fluoreszenzmarker fur die liposomae Phosphdipid-
Doppelschicht verwendet. Die Strukturformel ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Da die
Absorptionss und Emisgonsmaxima sich von dnen des 5(6)-Carboxyfluoreszeins
hinreichend urterscheiden, ist bei Verwendung gedgneter Filter auch ein paraleler Einsatz
beider Fluoreszenzmarker mogli ch.

Abbildung 2.3: Lissamine”-Rhodamin B-DL-a-dipamitoyl-phosphatidylethanolamin
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2.2 Gerateund Materialien

2.2.1 Fluoreszenzmikroskop

Als Fluoreszenzmikroskop kam ein Leitz Dialux 22 Mikroskop (Leica Mikrosysteme,
Bensheim (D)) mit folgender Ausdattung zum Einsatz:

- Phasenkortrasteinrichtung

- Objektive 10x /0,30 40x/1,30I; 100x/ 1,250l

- Fluoreszenz-Aufli chtill uminator 3-A-Ploemopak mit Blau- und Grunfilter
Die Erfasaung der Bilddaten erfolgte mit Hilfe der digitalen Kamera Sensicam (PCO,
Kehlheim (D)), die mit einem HRPO60-CMT Adapter (Diagnostic Instruments, Sterling
Heights (USA)) auf den Fototubus des Mikroskops aufgesetzt wurde. Die Steuerung der
Kamera und Sicherung des Bildmaterials erfolgte mit einem handelsiblichen PC unter
Verwendung der zur Kamera gehérenden Interfacekarte und Steuerungsoftware. Die weitere
Bildbeabeitung erfolgte mit den Programmen Scion Image (Scion, Maryland (USA)) sowie
Corel Photo-Paint 7 (Corel, Ottawa (CA)).

2.2.2 Konfokale Lasermikroskopie

Als konfokales Lasermikroskop wurde das LeicaMikroskop DM IRBE (Leica Mikrosysteme,
Bensheim (D)) verwendet. Die Ausdattung dieses Invertmikroskops umfasge:

- Phasenkortrasteinrichtung

- Objektive20x/0,4;40x/1,250! ; 63x/1,3201 ; 63%x/1,0W

- luftgekUhiter Argorn/Krypton-Laser
Die Steuerung des Mikroskops erfolgte mit der Software TCS-NT (Leica Mikrosysteme,
Bensheim (D)). Die generierten Fluoreszenzbilder und -serien wurden mit den Programmen
Scion Image (Scion, Maryland (USA)) sowie Corel Photo-Paint 7 (Corel, Ottawa (CA))
weiterbearbeitet.

2.2.3 WaetereGerateund Materialien
Alle Gbrigen verwendeten Gerédte undMateriaien sindin Tabell e 2.4 aufgeli stet.
Tabdle 2.4: Verwendete Gerédte und Materialien

Gerate und Materialien Hersteller/Lieferant

Autoklav (1191) Deutsch urd Neumann, Berlin (D)
Autosizer” Il c Malvern Instruments, Herrenberg (D)
Branson Sonifier 15 Cell Disruptor Branson, Danburg (USA)
Brutschrank Cytoperm” 2 Heraeaus, Hanau (D)
Chromatographiesdulen LKB, Bromma (S)
Dedkglaskammern Nunc, Wieshaden (D)
Druckfiltrationszelle Model 202 Amicon, Beverly (USA)

Einwegpipetten (2, 5, 10, 25 ml) Corning-Costar, Bodenheim (D)
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Gerateund M aterialien

Hersteller/Lieferant

Elektrophorese-Netzteil PowerPac 1000

Biorad, Miinchen (D)

Elektrophorese-Zelle Mini-Protean” 1|

Biorad, Miinchen (D)

Elektrophorese-Zelle Model 111 Mini IEF Cell

Biorad, Miinchen (D)

Extruder Liposofast”

Avestin, Ottawa (CA)

Filtriereinheiten Steritop”

Milli pore, Eschborn (D)

Fluoreszenz-Mikrotiterplattenleser Fluoroskan" |1

BioConcept, Allschwil (CH)

Fluorimeter SFM 25

Kontron, Zirich (CH)

Fraktionssammler

LKB, Bromma (S)

Geltrockner SGD 2000

Savant, Holbrook (USA)

Glaskugeln (0 2 mm)

Bender und Hobein, Karlsruhe (D)

Glasperlen (O 0,45-0,5 mm)

B. Braun Biotech, Melsungen (D)

Halbmikrokiivetten, Kunststoff

Sarstedt, Ulm (D)

Halbmikroosmometer

Knaur, Berlin (D)

Homogenisator (50 ml) mit Teflon-Pigtill

Bender und Hobein, Karlsruhe (D)

I njektionsventil mit 912 ul Probenschleife

Gamma-Analysentechnik, Bremerhaven (D)

Invertmikroskop

Zeiss, Oberkochen (D)

Kihlthermostat K/F3

Hadke, Karlsruhe (D)

Kulturschalen (6-, 12-, 24-, 96-well)

Corning-Costar, Bodenheim (D)

Kulturschalen mit Filtereinsatzen (Transwell -Snapwell

Transwell”-clea)

Corning-Costar, Bodenheim (D)

Minikonzentratoren Centricon” 30

Milli pore, Eschborn (D)

Objekttrégerkammern Nunc, Wiesbaden (D)

Pasteurpi petten WU, Mainz (D)

pH-Elektrode GATionode™1J Gamma-Analysentechnik, Bremerhaven (D)
pH-Meter Orion Reseach, Beverly (USA)

Pipetten fir Wedhsel spitzen Labsystems, Frankfurt (D)

Pipettierhil fen (Pipetboy”, Acuboy") Integra Biosciences, Fernwald (D)
Redtionsgefél3e 1,5 ml Sarstedt, Ulm (D)

Rotavapor” R Biichi, Flawil (CH)

Schlauchpumpe Ismateg Zirich (CH)

Schiittel wasserbad Renggli, Rotkreuz (CH)

Spektral photometer Bedkman DU 640

Bedkman, Miinchen (D)

Spritzenvorsatzfilter Minisart” N

Sartorius, Gottingen (D)

Sterilwerkbanke, horizontaler u. vertikaler Luftstrom

CEAG, Dortmund (D)

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg (D)

V akuum-Controller CVC2

Vaauubrand, Wertheim (D)

Vakuumpumpe MZ 2C

Vaauubrand, Wertheim (D)

Vortex-Mischer

Bender und Hobein, Karlsruhe (D)

Wasserbadkrei sschiittler

Infors, Bottmingen (CH)

WiderstandsmeRgerét Milli cdl ™-ERS

Milli pore, Eschborn (D)

Zentrifugen Typ J21C und Typ J6C

Bedkman, Miinchen (D)

Zentrifuge Labofuge” GL mit Zytozentrifugations-Einsstzen

Heraeaus, Hanau (D)

Zentrifugenréhrchen 15 ml PPund 50ml PP

Greiner

Zentrifugenréhrchen 35 ml PC und 250ml PC

Nalgene, Rochester (USA)

Zetasizer” 3000HS

Malvern Instruments, Herrenberg (D)
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2.3 Zdlkultur

Alle wesentlichen Arbeitsschritte wie das Beschichten der Kulturplatten, das Aussihen der
Zellen und der Medienwechsel wurden urter aseptischen  Arbeitsbedingungen
(Sterilwerkbank) durchgefthrt.

2.3.1 Isolierung von Kapillar-Endothelzellen aus Schweinehirn

Die Isolierung der Kapill ar-Endahel zellen erfolgte auf Basis der von Bowman [25] sowie
von Audus und Borchardt [11] beschriebenen mecdani sch-enzymatischen Methoden:

Frische Schweinehirnhdften (ca 300g) wurden in katem MEM vom Schlachthof ins Labor
transportiert und vonden Hirnhauten befreit. Nach Spulen mit 200ml MEM wurde die graue
Substanz mit einem Skalpell abgeschabt, in ca 1 mm?2 grofe Stiicke zertellt und in einer
Flasche mit 150ml kaltem MEM gesammelt. Das Volumen wurde mit vorgewarmtem MEM
(37 °C) zu 485ml erganzt, der pH unter Rihren mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt und 2,59
Dispase in 15ml MEM zugegeben (Endkoreentration 0,5%). Nun wurde 2 h bei 37 °C auf
dem Schiittelwasserbad bel 30 % Schiittelintensitét inkubiert.

Nadh Uberfihren der Hirnsuspension in vier 250ml Zentrifugenbecher wurde das
Hirngewebe azentrifugiert (Sorvall GSA-Rotor, 4°C, 1000g, 10 min.) und cer Uberstand
wurde verworfen. Die Hirnmasse wurde in Dextranlésung resuspendiert und erneut
zentrifugiert (Sorvall GSA-Rotor, 4°C, 58009, 12min.). Das aufschwimmende Gewebe
wurde mit der Dextranl 6sung abgesaugt und \erworfen.

Die verbliebenen Pell ets aus Hirnkapill aren wurden in insgesamt 15ml MEM resuspendiert
und in enem serilen Erlenmeyerkolben gesammelt. Nadh Zugabe von 20mg
Collagenase/Dispase in 5ml MEM wurde 4 h bei 37 °C auf dem Schiittelwasserbad bei 30 %
Schiittelintensitét inkubert.

Sedhs Dichtegradienten (je 32 ml) wurden durch Zentrifugation einer Percoll-Lésung (50 %)
vorbereitet (Bedkmann JA-20-Rotor, 4 °C, 26000g, 1 h). Die Kapill arsuspension wurde durch
eine Polypropylen-Gaze der Maschenweite 150 um filtriert, mit MEM auf 50 ml verdiinrt und
abzentrifugiert (Bedkman Tischzentrifuge, 4 °C, 700g, 10 min.).

Das Pell et wurde mit 9 ml MEM resuspendiert, jeweil s 1,5ml der Suspension wurden auf die
Percoll -Gradienten aufgetragen und zentrifugiert (Beckmann Tischzentrifuge, 4°C, 1000g,
10min.).

Die mittleren dffusen, braunlich-weif3en Banden mit den Kapill ar-Endahelzellen wurden
abgesaugt (10- 13 ml), in je @nem50ml Zentrifugenréhrchen mit serumhaltigem kalten
MEM verdinrt undzentrifugiert (Bedkmann-Tischzentrifuge, 4 °C, 700g, 10 min.).
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Die so erhatenen Endahezellen wurden in Zellkulturmedium (EM) mit 22,2% Serum
resuspendiert und ein Tell davon rach Zugabe von zwel Teilen Trypanblau-Lésung (0,4 %)
in einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt. Nadh dem Zadhlen wurde DMSO zugegeben
(Endkorgentration 10%). Die Zell suspension wurde mit Einfriermedium (20 % Serum, 10%
DMSO) weiter verdinrt (10Mio. Zedlen/ml), in Kryo-Rohrchen abgeflllt und in den
Ultratiefkihlschrank (-70°C) Uberfihrt. Am nadsten Tag wurden de Zellen in flissgen
Stickstoff  (-196°C) umgelagert. Abbildung 2.4 zeigt eine schematische Darstellung der
Zé€lli soli erung.

| graue Substanz |

Zentrifugation

| Dispase-Behandlung

Hirngewebe
Kapillaren

Zentrifugation

Dextran-Suspension I{

Collagenase/Dispase-| _£entrifugation
Behandlung

Zentrifugation

l—{ Percoll-Gradient |
Zelldebris

Endothelze%g Waschen
Erythrozyten

ogsse

Zellkultur

Abbildung 2.4 Isolierung vonK apill ar-Endahel zell en aus Schweinehirn
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2.3.2 Gewinnung von Astrozyten-konditioniertem Medium

Zur Gewinnung von Astrozyten-kondtioniertem Medium (ACM) wurden Astrozyten aus
neonatalen Ratten nach den Methoden vonNoble und Murray [140 sowie Lilien et a. [117
isoliert. Vier ein Tag ate Wistar-Ratten wurden decapitiert, und de Gehirne wurden
entnommen. Nad dem Entfernen der Hirnhdute wurde die Cortex der beiden
GroRhirnhemisphdren duch ein Nylonsiebgewebe mit einer Maschenweite von 60um
gedrickt, und es wurde mit insgesamt 100ml Astrozyten-Zellkulturmedium (AM)
nachgespiilt. Die Zellsuspension wurde mit einer Pipette homogensiert, auf vier
Zellkulturflaschen (75 cm?) aufgeteilt undim Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und 95% rel.
Luftfeuchte kultiviert.

Das Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Nach dem Erreichen der Konfluenz
(12 Tage) wurden de Zellen zur Entfernung von weniger gut anhaftenden, kortaminierenden
Zéellen fur 24 h auf dem Wassrbadkreischittler bel 37 °C mit 260Upm agitiert. Die an
Boden der Zellkulturflaschen verbliebenen Zellen wurden zweimal mit je 10 ml pro Flasche
Trypsin-EDTA abgelost, duch zweimaliges Zentrifugieren (700g, 10min.) und
resuspendieren in AM gewaschen undmit insgesamt 300ml AM verdinrt.

Daraufhin wurde die Zellsuspension auf 12 mit Poly-D-Lysin beschichtete (siehe 2.3.4.)
Zellkulturflaschen (75 cm?) aufgeteilt und weiter kultiviert. Nach dem erneuten Erreichen der
Konfluenz (3 Tage) wurden de Zellen fur drei Tage mit Cytosin-arabinofuranosid-haltigem
(20uM) AM behandelt. Diese Behandung wurde nach drei Tagen Kultur in namaem AM
wiederholt. Anschliel3end wurde nach drei weiteren Tagen Kultur in namalem AM auf
Endahel-Zdl kulturmedium (EM) umgestellt. Das © erhaltene ACM wurde nach drei Tagen
auf den Zelen abgenommen, durch eine 0,22um Membran filtriet und in 50ml
Zentrifugenrohrchen tiefgefroren (-20 °C). Zur Kultivierung von Endahelzellen wurde ACM
im Verhdtnis 1:1 mit frischem EM gemischt. Die Astrozytenkulturen wurden sechs Wochen
lang zur Gewinnung von ACM genutzt, wobel ale drel Tage en Medienwechsel erfolgte.

2.3.3 Isolierung von Kapillaren aus Schweinehirn

Die Isolierung von K apill aren erfolgte mit einer rein medchanischen Methode in Anlehnung an
[157]. Alle Loésungen wurden mit Carbogen (95 % O,, 5% CO,) begast undauf 4 °C gekihit.
Graue Substanz (vgl. 2.3.1) wurde in der funffachen Menge (m/ V) Puffer B suspendiert und
in einem Homogenisator (50 ml) mit Teflon-Pistill (Spaltbreite 0,25mm) mit sechs drehenden
Auf- und Ab-Bewegungen hamogenisiert. Nach Zugabe des gleichen Volumens einer Lésung
von 30% Dextran in Puffer B wurde das Homogenat zentrifugiert (Sorvall GSA-Rotor, 4 °C,
58009, 12min.). Das Kapill ar-Pellet wurde mit 20ml Puffer A resuspendiert und urer
Nachspilen mit weiteren 10ml Puffer A durch eine Nylon-Gaze der Maschenweite 200um
filtriert.
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Die Kapill ar-Suspension wurde zur Reinigung Uber eine Saule (15mm x 50mm) aus
Glasperlen (0 0,45mm bis 0,5mm, ) gegeben. Nach Spulen mit 500ml Puffer A wurden de
Glasperlen in ein Becherglas Uberfuhrt, und 20ml Puffer A wurden zugegeben. Die
Kapill aren wurden durch varsichtiges Rihren mit einem Glasdab von den Glasperlen gel6st,
die Kapill ar-Suspension wurde adekantiert und zentrifugiert (4 °C, 200g, 5min.). Zum
Entfernen von BSA wurden die Kapillaren mehrmals in Puffer B resuspendiert und erneut
zentrifugiert, bevor sie fir Experimente verwendet wurden.

2.3.4 Kultivierung von Kapillar-Endothelzellen

2.3.4.1 Vorbehandung der Zellkulturgefalie

Abhangig vom geplanten Versuch wurden Zelkulturschaen und -flaschen verschiedener
Formate aus Polystyrol sowie Filtereinsédtze aus Polycarborat oder Polyester eingesetzt.
Ausserdem wurden fur mikroskopische Untersuchungen Objekttréger- und Deckglaskammern
verwendet, deren Glasoberflache mit Poly-D-Lysin (wéssige Lésung, 5pg/cm? 16h)
vorbehandelt wurde. Die Kulturfladhen wurden dann zunachst mit Coll agen, gel6st in Was<r,
(20 pg/em?) fir 2 h behandelt. Anschliefend wurde firr 1 h mit in PBS geldstem Fibronedin
(4 pg/cm?) inkubiert. Unmittelbar danach erfolgte die Zell aussaa.

2.3.4.2 Zdlkultivierung

Tiefgefrorene Zellen wurden duch Agitation im Wasserbad aufgetaut, mit Anzuchtmedium
(AZM) verdinrt und in einer Dichte von 100.00ellen/cm? in de vorbehandelten
Kulturgefale pipettiert. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 95% relativer
Luftfeuchte und 5% CO,. Am ersten Tag nach dem Aussihen wurde auf normales EM
gewechselt, und deses wurde an jedem zweiten Tag ausgetauscht. Eine konfluente
Zéellschicht bil dete sich nach 6 is 7 Tagen. Die Experimente wurden 1 kis 2 Tage nach dem
Erreichen der Konfluenz durchgefiihrt. Bei Verwendung von ACM oder serumfreiem
Medium (SFM) kam dieses ab dem dritten Tag zum Einsatz. Bel einigen Experimenten wurde
dem Medium beim letzten Medienwechsel zwel Tage vor dem Experiment das cAMP-
Analogon CPT-cAMP (250uM) und der Phosphodesterasehemmstoff RO-20-1724
(17,5uM) zugesetzt.

2.3.5 Charakterisierung von Kapillar-Endothelzellen

2.3.5.1 Zelwadstum und Erscheinungsbild

Das Zellwachstum und Erscheinungshild der Zellen wurde bel jedem Medienwechsel und va
jedem Versuch duch Betrachten der Kulturgefél3e unter dem Invertmikroskop keurteilt.



Materialien undMethoden 43

2.3.5.2 Immunhistochemischer Nachweis von charakteristischen Proteinen

Die endahelzell spezifischen Markerproteine von Will ebrand-Faktor (VWF) und Vimentin
wurden urter Verwendung spezifischer Antikorper mit der indirekten Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Hierzu wurden BCECs in Objekttragerkammern (8 Kammern pro
Objekttrager) bis zur Konfluenz kultiviert. Anschlief3end wurden de Zellen dreima mit PBS
gewaschen und fixiert (Vimentin: Methand fir 5min. bei -20°C; VWF. 4%
Paraformaldehyd und 0,326 Glutaraldehyd in PBS fur 30min. bel 4 °C). Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit PBS im Zeitraum von 30min. wurden de Zellen mit dem
Antikérper gegen das zu urtersuchende Protein fur 30 min. inkubert. Hierbei kamen
verschiedene Verdinnungn des Antikorpers, entsprechend den Herstell ervorschriften, zum
Einsatz. Das Volumen betrug 20l pro Kammer des Objekttrégers. Nach funfmaligem
Waschen mit PBS im Zeitraum von 30min. erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden
fluoreszenzmarkierten Zweitantikorper. Bei diesem Schritt wurde beim vVWF-Nachweis auch
Propidiumiodid (0,1uM) zur Anfarbung der Zellkerne zugesetzt. Als Negativkontrolle
wurden einige Kammern ausschlie®lich mit dem Zweitantikdrper inkuhiert. Nach dem
abschlieffenden funfmaligen Waschen mit PBS wurden de Zellen mit dem Eindedkmedium
Vedashield” abgededkt, mit Dedkglaschen versehen, mit Nagell ad versiegelt und urier dem
Fluoreszenzmikroskop (vgl. 2.2.1) betrachtet.

2.3.5.3 Bestimmung der y-Glutamyl-Transferase-Aktivitét

Die Bestimmung der Aktivitét der als Markerenzym fir die BHS geltenden y-Glutamyl-
Transferase (GGT) efolgte auf Basis der von Caspers und Diglio [33] beschriebenen
Methode. Die BCECs wurden hierzu in 25cm? Zellkulturflaschen his zur Konfluenz
kultiviert, zweimal mit je 5ml Ca?*/Mg*-freier HBSS gewaschen und duch zweimalige
Behandlung mit je 2,5ml Trypsin-EDTA abgel6st. Die Zell suspension wurde zentrifugiert
(700g, 10min.) undin 1 ml HBSSresuspendiert. Die Zell zahl wurde nach Zugabe von 50pl
0,4 % Trypanblau-Lésungzu 25 ul Zellsuspensionin der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Je
200pl der Zdlsuspension wurden mit 300l HBSS und 500ul GGT-Reé&ktionsgemisch
vesetzt und fir 40min. bei 37°C inkukiert. Zur Uberprifung der Lineaitdt wurden
verschiedene Verdinnungn der Zell suspension urtersucht. Anschlief3end wurde die Re&tion
durch Zugabe von 500ul 3 N Esdgsaure gestoppt und de Absorption bei 410 nm gegen einen
Blindwert bestimmt.

Bel der Redtion wird das Glutamin des L-y-Glutamyl-p-nitroanilid duch GGT auf
Glycylglycin tbertragen und p-Nitroanilin wird freigesetzt, das phaometrisch bestimmt
werden kann. Die Auswertung erfolgte Uber den molaren Absorptionskoeffizienten
(8800M™*cm™). Die arechnete Enzymaktivitét in U (Bildung von 1nmol p-Nitroanilin pro
Minute bei 37 °C) wurde auf 10° Zellen bzw. mg Gesamtprotein (Bestimmung siehe 2.3.5.9
bezogen.
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2.3.5.4 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mit dem Biorad-Proteinassay nach der Methode
von Bradford [26]. Zur Konfluenz kultivierte BCECs wurden dreimal mit Transportpuffer
(TP) gewaschen und duch zehn Minuten lange Einwirkung von Ameisensaure (50 %) lysiert.
Je 100l des Lysats wurden mit 1 ml des 1.5 mit Wassr verdinrten Proteinassay-
Konzentrats vermischt und rach 5min. bel 595nm spektralphaometrisch gegen einen
Blindwert vermesen. Als Standard denten Verdinnungen einer Rinder-Serumalbumin-
Losung. Der Proteingehalt der Standards lag zwischen 3ug und 20ug.

2.3.5.5 Bestimmung des transendahelialen Widerstandes

Die Mesaung des transendathelialen Widerstandes (TEER) erfolgte an auf Filtereinsétzen
kulti vierten BCECs mit dem Milli cdl “-ERS-Gerét und einem STX-2 Elektrodensystem. Das
Elektrodensystem bestand aus zwei Elektrodenhaltern, de jewells eine Sil ber-/Sil berchlorid-
Elektrode zur Mesaung der Spannung und eine Sil berelektrode zur Mesaung der Stromstérke
aufwiesen. Ein Elektrodenhater war um 2,5mm langer ausgefiihrt, was bel einer direkten
Mesaung in den Zellkulturschalen eine Verletzung des Zellmondayers verhinderte. Aus den
gemessenen Strom- und Spannungswerten ermittelte das Messgerét den Widerstand in Ohm.

Von den so erhaltenen Werten wurde der Blindwert (Widerstand des beschichteten Filters)
abgezogen, undder resultierende Wert wurde mit der Filterflache multipliziert, so dass $ch
der TEER in der Einheit Ohm x cm? ergab.

2.3.5.6 Transport-Experimente mit fluoreszierenden Substanzen

Dadie Eignung der BCECs als Modell fir den Transport an der BHS in vivo im Wesentli chen
von cer Zelldichte éhéngt, wurden Transport-Experimente mit fluoreszierenden Substanzen,
die vorwiegend parazelluldr diffunderen, durchgefuhrt. Verwendet wurden CF und FITC-
konjugierte Dextrane mit einem Molekulargewicht von 4000Da bis 70000Da. Der Transport
wurde in zwei verschiedenen Modellen urtersucht, einem Diffusionskammer-System der
Firma Corning-Costar mit Transwell ”-Snapwell "-Einsétzen und drekt in den
Zellkulturplatten mit Transwell “clea-Einsdtzen (vgl. 1.2.2.2.3.

2.3.5.6.1 Transport-Experimente im Diff usionskammer-System

Fur Transport-Experimente im Diff usionskammer-System wurden Zellen auf Collagen- und
Fibronedin-beschichteten Transwell”-Snapwell “-Einsstzen in Zellkulturplatten mit sechs
Vertiefungen kutiviert. Die verwendeten Filtereinsdtze aus Polycarboret hatten eine Flache
von 1,13cm? und eine Porenweite von 0,4pm. Die Experimente wurden 1 kis 2 Tage nach
dem Erreichen der Konfluenz durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen in den Kulturplatten
mit TP gewaschen, de Filtereinsétze wurden varsichtig von den Haltern gelost und in de
Diffusionskammern eingesetzt.
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Nach dem Zusammensetzen der Diffusionskammern wurden dese in den auf 37°C
vorgewdrmten Heizblock eingesetzt, jede Kammerhéfte wurde mit 6 ml 37 °C warmen TP
geflllt und der Carbogen-Gasfluss (95% O,, 5% CO,) wurde so eingestellt, dass pro
Sekunde ca 4 bis 6 Gasblaschen aufstiegen. Nadh einer Vorinkubetionsdauer von 20 min.
wurde der Inhalt der Donarhélfte agesaugt und duch 6ml einer Lésung der Testsubstanz in
TP ersetzt. Die Konzentrationen der Testsubstanzen lagen zwischen 0,1mg/ 100 ml und
50mg/ 100ml. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben von jeweils 0,5ml aus der
Akzeptorhélfte enthommen, und ds fehlende Volumen wurde mit frischem TP erganzt. Die
Proben wurden Uber einen Zeitraum von ks zu drei Stunden gesammelt.

Das Vermessn der Proben erfolgte mit dem Fluoreszenzlesegerdt Fluoroskan Il. Hierzu
wurden jewels 200upl des Probenvodumens in schwarze Mikrotiterplatten mit
96 Vertiefungen pipettiert. Die Mesaung gegen Blindwerte efolgte mit folgenden
Parametern:

Filter Set 2 (FITC; Aex =485 M, Ay, = 538 )
Integration Time 2

Temperatur Ambient

Scde Absolut Scde

Cdculation No Calculation

Parallel zu den Proben wurden Referenzlésungen der entsprechenden Testsubstanzen
vermessen. Fur die Auswertung der Messwverte wurde der Anteil der Testsubstanz, der pro
Zeiteinheit in das Akzeptorkompartiment diffunderte, berechnet. Fur die Berechnung musde
ab der zweten Probenentnahme die Verdinnung durch das erganzte Puffervolumen

berticksichtigt werden:
n-1
Cn X Vgesant + Z (Ci X Vprobe)

Chkorr = 1= 1
Vgemml ( )

Chkor  Korrigierte Konzentration zur Probenentnahmen; n > 1 [ug/ml] oder [umol/ml]

Cn Konzentration zur Probenentnahme n [ng/ml] oder [umol/ml]
Vgesamt  Gesamtvolumen des Akzeptorkompartiments [ml]
Ve Probenvolumen [mI]

Aus den karrigierten Konzentrationen wurde dann der Anteil an Testsubstanz (in %), der zum
jewelli gen Zeitpunk vom Donar in den Akzeptor diffunderte, berechnet:

Cn ki
Tn=—"""x100 )
Co
T, transportierter Anteil zum Zeitpunk n [%0]

Co Konzentrationim Dona bel Versuchsbeginn  [ug/ml] oder [umol/mi]
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Als weitere Grose zur Charakterisierung der Transportrate wurde der apparente
Permeabilit atskoeffizient berechnet:

Cnkorr xVgesamt = 1 1
X X —

Papp = — (3)
t A Co
Papp  apparenter Permeabilit atskoeffizient  [cm/g]
t  Zeit [s]
A FlacedesFilters [cm?]

2.3.5.6.2 Transport-Experimente in Transwell “-clear KulturgefaRen

Fiir Transport-Experimente in mit Transwell “-clea-Filtereinséitzen bestiickten Kulturplatten
wurden de Zellen auf 1 cm? grossen Einsétzen in Platten mit 12 Vertiefungen kutiviert. Die
Polyester-Filter wiesen eine Porenweite von 0,4um auf. Die Experimente wurden 1hbis?2
Tage nach dem Erreichen der Konfluenz durchgefuihrt. Hierzu wurden de Zellen zunéchst
dreima mit 37°C warmen TP gewaschen und 20min. bei 37°C im Trockenschrank
inkubert. Das Volumen auf der apikalen Zellseite (Donakompartiment) betrug hierbei
0,5ml; auf der basolateralen Seite (Akzeptorkompartiment) wurde 1 ml eingesetzt. Nadc der
Vorinkubation wurde der TP aus beiden Kompartimenten abgesaugt und kesolateral durch
frischen TP sowie gikal durch eine Losung der Testsubstanz in TP ersetzt. Nun wurden de
Zellkulturplatten bei 37 °C im Trockenschrank inkulbiert und dibel durch einen Kreischiitler
(3mmOrbit) mit 500upm bewegt. Zu definierten Zeitpunken wurden de kompletten
Filtereinsdtze mit der Inkubationsldsung entnommen undin mit frischem 37 °C warmen TP
geflllte Zellkulturplatten umgesetzt. Die in der vorherigen Zellkulturplatte verbliebenen
Proben wurden wie bel den Transport-Experimenten im Diff usionskammer-System mit dem
Fluoroskan 11 vermessen. Zur Auswertung wurden wieder die prozentuale Transportrate und
der Pyp beredhnet, wobei hier keine Verdiinnung der Proben berticksichtigt werden musge.

2.3.5.7 Transport-Experimente mit nicht fluoreszierenden Substanzen

Im Laufe der Arbeit wurden auch Experimente mit nicht-fluoreszierenden Substanzen
durchgefiihrt. Es kamen hierbei unmarkierte sowie radioaktiv markierte Substanzen zum
Einsatz. Radioaktive Substanzen wurden nur in Spuren (1 bis 2 uCi pro well) eingesetzt, die
gewlnschte Konzentration wurde dann mit der jewelligen urmarkierten Substanz eingestellt.
Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte so wie in 2.3.5.6.1 bzw. 2.3.5.6.2 beschrieben. Die
Analyse der Proben erfolgte bei unmarkierten Substanzen mittels HPLC, bei Experimenten
mit radioaktiven Stoffen wurde die Flusggszintill ations-Spektroskopie @ngesetzt.
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2.4 Kationisiertes Albumin alsVektor

24.1 Synthesevon kationisertem Albumin

Zur Kationisierung von Rinder-Serumalbumin nach den Methoden von [68, 78] wurden
250ml einer 0,9M Ethylendiamin-dihydrochlorid-Losung (pH 4,75) mit 4 ml einer 50 %igen
(m/) Albumin-Lésung gemischt, und 0,3625g des Carbodimid-Derivates EDAC wurden
zugegeben. Nach 2 Stunden Riihren bei Raumtemperatur unter Uberwacdhung des pH-Wertes
wurde die Reaktion duch Zugabevon 1,3ml 4 M Acetatpuffer pH 4,75 abgebrochen.

Die Aufarbeitung des Redktionsgemisches erfolgte durch Aufkonzentration in einer
Druckfiltrationszelle (Endvdumen 25ml), Dialyse gegen hidestilliertes Wassr und
Lyophili sation. Gefriergetrocknetes kationisiertes Albumin wurde bei 4 °C gelagert. Durch
die Re&tion werden kettenendstandige Saurefunktionen der Aminosduren Asparaginsaure
und Glutaminsdure in de N-(Aminoethyl)-derivate des Asparagins bzw. Glutamins
umgewandelt. Durch de Aminogruppe weist das modifizierte Protein bei physiologischem
pH eine positive Ladung auf. Das Reaktionsschemaiist in Abbildung 2.5 dargestellt.

R—N=C=N-R N

; COOH + HoN~_~">NHy

Carbodiimid
Albumin Ethylendiamin
O
Il
% C—NH~_~">NH>

kationisiertes Albumin

Abbildung 2.5: Kationisierung von Albumin

2.4.2 Fluoreszenzmarkierung von kationisiertem Albumin

Zur Fluoreszenzmarkierung von kationisiertem Albumin  (CBSA) mit Fluoreszein-
isothiocyanat (FITC) nach [193 wurden 350mg CBSA und 10mg FITC in je 100ml 0,15M
Phosphatpuffer pH 9,0 gelést. CBSA wurde in eéinem 400ml Becherglas vorgelegt, der pH
auf 9,0 karigiert und de FITC-Ldsung wurde langsam zugetropft. Nach 1 h unter Rihren bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion duch Zugabe von einem Tropfen 25% Ammoniak
abgebrochen, de Ldsung wurde in einer Druckfiltrationszelle asfkonzentriert (Endvdumen
25ml), gegen hidestilli ertes Wasser dialysiert undanschlief3end lyophili siert.

Bel der Redktion entsteht durch Addition des Isothiocyanates an primére Amingruppen des
Proteins und anschliefenden Austausch des Schwefels durch einen Sauerstoff ein
Harnstoff derivat (Abbildung 2.6).
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O
I
20N
%—NHZ + S=C=N-R %—NH NH-R
CBSA FITC FITC-CBSA

Abbildung 2.6: Fluoreszenzmarkierung von CBSA mit FITC (R = Fluoreszein)

24.3 Charakteriserung von Kkationisiertem Albumin und fluoreszenzmarkiertem
kationisiertem Albumin

2.4.3.1 Natrium-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (SDS-PAGE)

Die Durchfiihrung der SDS-PAGE erfolgte in der Mini-Protean” |1 Elektrophaesezelle mit
dem Puffersystem nach Laemmli [104]. Zur Herstellung des Trenngels wurden 2,5ml Lsg. L
und 3,5ml Lsg. N mit Wasser zu 10ml verdinrt. Diese Ldsung wurde 10 min. urter Rihren
im Vakuum entgast, mit 50 ul einer frisch angesetzten Ammoniumpersulfat-Ldsung (10 %)
und 5ul TEMED versetzt und 5cm hoch in de im Gief3sstand mit 0,75mm Spacern
zusammengesetzte Gelform eingefillt.

Um eine glatte Oberflache zu erhalten, wurde das Gel mit H,O-geséttigtem Isobuanal
Uberschichtet. Nun wurde die Lésung fur das Sammelgel aus 2,5ml Lsg. M, 1,5ml Lsg. N
und 6ml Wasser gemischt und 10min. urter Rihren im Vakuum entgast. Nach dem
Auspaymerisieren des Trenngels wurde das Isobuand entfernt, die Sammelgel-Losung mit
50pul einer frisch angesetzten Ammoniumpersulfat-Losung (10%) und 10ul TEMED
versetzt und auf das Trenngel pipettiert. In de vollstandig gefillte Gelform wurde nun der
Probenkamm eingesetzt. Nadch dem Auspoymeriseren des Trenngels wurde die
Elektrophaesekammer entsprechend der Herstell ervorschrift zusammengesetzt und mit der

Lsg. Q geflllt.

Die zu untersuchenden Proteine (BSA, CBSA und FITC-CBSA) wurden in Probenpuffer
gelost und zur Denaturierung fur 4 min. auf ca. 95°C aufgeheizt. Anschlief3end wurden de
Proben (5 bis 10ug Protein) und ebenfals in Probenpufer geldster Protein-Standard mit
einer Hamilton-Spritze in de Probentaschen eingeflllt (max. 25pl). Der folgende
Elektrophaesdauf wurde mit einer konstanten Spannung von 200V durchgefthrt. Der Lauf
wurde gestoppt, sobald de Bromphendblau-Bande das untere Gelende areicht hatte (ca
60 min.). Unmittelbar darauf wurde das Trenngel aus der Form gel6st, vom Sammelgel befreit
undfir 1 hin de Farbelésung gelegt. Die Entfarbung erfolgte mit der Entfarbelsung unter
mehrfachem Wedsel und dwerte ca 4h. Nadch der Entfarbung wurde das Gel auf ein
Filterpapier gelegt, mit einer dirmen Polyethylen-Foli e beded<t undim Geltrockner bei 80 °C
flr 3 h getrocknet.
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2.4.3.2 |soelektrische Fokusserung

Die isoel ektrische Fokusserung zur Bestimmung des isoel ektrischen Punktes von CBSA und
FITC-CBSA erfolgte mit der Mini-IEF Elektrophaesezelle. Hierzu wurde zunachst die Gel-
Tréagerfolie mit wenig Wasser auf einer Glasplatte fixiert undmit der Folie nach urten auf den
Gielsstand gelegt. Die Gellésung wurde aus 2 ml Lsg. N, 2ml Glycerin (25%), 0,5ml
Amphdyt 3-10 und5,5ml Wasser gemischt und 5min. unter Rihren im Vakuum entgast.
Nacd Zugabe von 15ul einer frisch angesetzten Ammoniumpersulfat-Lésung (10 %), 50 ul
Ribdflavin-Lésung (0,1%) und 3ul TEMED wurde die Gell 6sung unter die Tréagerfolie auf
den Gief3stand pipettiert und uner einer UV-Lampe fir 60 min. pdymerisiert.

Wasgige Losungen (2,5mg/ml) der zu urtersuchenden Proteine (BSA, CBSA und FITC-
CBSA) und dx IEF-Standard wurden mit Hilfe der Probenschablone und einer
Mikrolit erpipette mit lang ausgezogener Spitze auf das Gel aufgetragen. Das Probenvolumen
betrug maxima 2 pul. Nach dem Trocknen der Proben wurde das Gel direkt auf die
Graphitelektroden der |IEF-Kammer gelegt und der Lauf wurde gestartet. Dabel wurden fir
15min. 100V angelegt, fur weitere 15 min. 200V undschliefdlich fur 60 min. 450V.

Unmittelbar nach dem Ende des Laufs wurde das Gel von den Elektroden genommen, von abr
Glasplatte entfernt und fur 60min. in IEF-Farbelésung gelegt. Die Entfarbung erfolgte
60 min. lang in IEF-Entférbel 6sung | undanschlieffend 2h langin IEF-Entfarbel6sung Il. Das
Trocknen des Gels erfolgte im Luftstrom (Steril werkbank) tber Nacht.

2.4.3.3 Bestimmung des molaren Verhdltnisses FITC : CBSA in FITC-CBSA

Zur ndherungsweisen Bestimmung des molaren Verhdltnisses FITC : CBSA in FITC-CBSA
wurden Losungen von CBSA (10mg/100ml), FITC (0,2mg/ 100 ml) und FITC-CBSA
(10mg/ 100ml) in PBS hergestellt und kei 278nm und 492nm im Spektraphaometer
vermessen. Die Zahl der durchschnittlich pro CBSA-Molekil eingefugten FITC-Molekile
wurde aus den gemessenen Absorptionen ndherungsweise berechnet [193).

492
_ Pritc-cesa
Ceite = 4ep x0,2mg/ml (4)
ITC
280
280 _ PRiITe o p492
ITC-CBSA — 492 ITC-CBSA
_ ITC
Coasa = 280 *x10mg,/m (5)
BSA
Nere _ Mepsa o Crire ©)

Neesa METc  Ceama
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Critc Konzentration vonFITC in der FITC-CBSA-LGsung [mg/ml]
A _cpsa  Absorption der FITC-CBSA-Ldsung bei 492 rm

A Absorption der FITC-Losung bei 492 rm
250 Absorption cer FITC-Lésung bei 280 rm
Ccrsa Konzentration vonCBSA in der FITC-CBSA-LAsung [mg/ml]
2 _cpsa  Absorption der FITC-CBSA-Lasung bei 280 rm
2N Absorption cer CBSA-Lésung bei 280 m
n
—HTe Stoff mengenverhdtnisvon FITC zu CBSA in FITC-CBSA [mol/moal]
Nepsa
M casa Molekulargewicht von CBSA 67000Da
M e Molekulargewicht von FITC 390Da

244 Untersuchung der Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Albumin und
kationisiertem Albumin in Endothelzellen

Fur die Untersuchung der Aufnahme von FITC-BSA und FITC-CBSA wurden BCECs in
Kulturplatten mit 96 Vertiefungen kutiviert. Die Versuche wurden 1hbis2Tage nad
Erreichen der Konfluenz bel 37 °C oder 4 °C durchgefihrt. Die Zellen wurden dreimal mit je
200pl TP gewaschen undfur 20min. vainkuhert. Danach wurde mit den in TP gelOsten
Proteinen (je 100pl) inkuhbert. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden de Zellen viermal mit
4 °C katem TP gewaschen und de Fluoreszenz wurde in den Platten drekt mit dem
Fluoroskan Il gemessen. Zur Untersuchung der Adsorption cer Proteine an de verwendeten
Zdlkulturplatten wurden de Experimente aich mit Kollagen-Fibronectin beschichteten
Kulturplatten ohre BCECs durchgefuhrt.

245 Sulfhydrierung von Albumin und kationisiertem Albumin

Zur Sulfhydrierung nach der Methode von [49, 77] wurden 100mg BSA oder CBSA in 10ml
HEPES-EDTA-Puffer gelést und po ml dieser Losung wurden 2,5bis40 ul einer Lésung
von SATA in DMSO (10 mg/ml) zugegeben. Das Gemisch wurde mit N, begast und rach
30 min. Re&ktionszeit durch mehrfaches Zentrifugieren und Resuspendieren mit HEPES-
EDTA-Puffer in einem Centricon™-30 Minikonzentrator aufgearbeitet (Endkorzentration ca
20 mg/ml). Das Re&ktionshemaiist in Abbildung 1.13 C (Seite 23) dargestellt.

Die so modifizierte Proteinlésung wurde bis zur Verwendung zur Kopdung an Liposomen
bei —20°C gelagert. Die Anzahl der eingefligten SH-Gruppen wurde nach Aktivierung mit
Hydroxylamin (siehe 2.5.3 mit der Methode von Ellman [54] bestimmt. Dazu wurden 100ul
aktiviertes Protein mit 600ul Puffer pH 8 und 300ul einer Losung von DTNB in PBS
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(10mg/ 40ml) versetzt und rach 10min. wurde die Extinktion im Spektralphaometer bei
412 nm gegen Standard- und Blindwerte bestimmt. Als Standard kam Cystein (0,1mM bis
0,6 mM) zum Einsatz. Da Hydroxylamin das Messergebnis beeinflusg [77], wurden
Standard- und Blindwerte ebenfalls mit Hydroxylamin versetzt.

2.5 Herstellung von Liposomen und Proteinkopplung

25.1 Herstellung von Liposomen

Alle Lipasomenchargen wurden nach der tblichen Filmmethode hergestellt. Dazu wurden de
Lipide in einem Rundkdben eingewogen und in einer Mischung aus Chloroform und
Methand (Volumenverhdtnis 2:1) gelést. Am Rotationsverdampfer wurde das Ldsungs-
mittel bel 30 °C und mit langsam steigendem Unterdruck (bis 100mbar) abgezogen. Der
entstandene Lipidfilm wurde 90min. bei 30°C und 10mbar am Rotationsverdampfer und
anschliefend 10min. im Stickstoff strom nacdhgetrocknet.

Die Losungsmittelfreiheit wurde durch Geruchsprobe Uberprift. Zur Herstellung der
Liposomen wurde der Lipidfilm 2h mit wadrigen Loésungen obkerhab der
Phasenlbergangstemperatur unter Zusatz von 10Glaskugeln (2mm  Durchmessr)
hydratisiert. Der Ansatz wurde ca. ale 10min. manuell geschiittelt. Dabel entstanden
Lipsomen in Form von MLV. Zur Dispergierung der MLV-Liposomen kam sowohl die
Ultraschall - as auch de Extrusionsmethode zum Einsatz:

2.5.1.1 Ultraschalmethode

Bel der Ultraschalmethode wurden 10 ml der MLV-Liposomendispersion in einem
Beschall ungsgefal? (25 mm x 80 mm) analog Mentrup [126 mit dem Branson Sonifier B 15
Céll Disruptor bis zur Entstehung von SUV-Liposomen beschallt.

Die Beschall ungsparameter waren:

Schall stab v, Zoll
Beschall ungsdauer 20 min.
Beschall ungsart gepulst
Duty Cycle 70%
Output control 8
Temperierungsbad 50°C

Zur Entfernung von Metall partikeln wurde die agekihite Liposomendispersion duch einen
0,2 um Polycarboretfilter filtriert.
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2.5.1.2 Extrusionsmethooe

Bel der Extrusionsmethode wurde 1 ml der MLV-Liposomendispersion kei 65°C mit dem
vorgewarmten Liposofast™-Extruder 21 mal durch eine Polycarbonatmembran (Porendurch-
messer 50 nm bis 200 nm) gedrickt.

2.5.2 Abtrennung von nicht eingeschlossenenem 5(6)-Car boxyfluoreszen

Bel den Liposomendispersionen, de CF as Fluoreszenzmarker enthielten, wurde der nicht
eingeschlossene CF-Anteil durch Grofienausschlufichromatographie agetrennt. 1 bis 2 ml der
Liposomendispersion wurden auf ein mit PBS angeschlammtes Gelbett aus Sephadex
G-50fine (18 mmx 100mm) aufgetragen. Als Elutionsmittel diente PBS. Der mittlere
resultierende Verdunnungfaktor betrug 2,5. Die so erhaltenen Liposomendispersionen
wurden ggf. zur Proteinkopdung eingesetzt.

2.5.3 Proteinkopplung

Die Kopdung von SATA-modifiziertem Albumin bzw. kationisertem Albumin an
Liposomen erfolgte in zwei Schritten: Zunadst wurde das Protein durch eine Inkubetion von
30 min. mit 0,1 N Hydroxylamin aktiviert (10l Hydroxylamin-Ldsung pro 100ul Protein-
Losung). Anschlieffend wurde durch Zugabe der Lipasomendispersion de Kopdungsreaktion
eingeleitet. Das Reaktionschema ist in Abbildung 1.12B (Seite22) dargestellt; eine
Aufstellung der jeweil s eingesetzten Mengen findet sich in Tabelle 3.15 (Seite 94).

2.5.4 Abtrennung von ungebundenem Protein

Die nicht gebundcenen Proteinmolekile wurden von n Protein-Liposomen duch
Gelfiltration Uker eine aif 10°C gekiihite Sepharose CL-6B Saule (18 mmx 200 mm)
abgetrennt. Als Elutionsmittel diente PBS. Die Flusgate von 1,5ml/min wurde mit einer
Peristalti k-Schlauchpumpe e@ngestellt. Die Probenaufgabe erfolgte durch ein Injektionsventil
mit einer 912l Probenschleife. Hierbei eluierten de Protein-gekoppelten Lipasomen im
Gegensatz zu freiem Protein im AusschluRvdumen (siehe Abbildung 3.34, Seite 96). Der
durchschnittli che Verdiinnungsfaktor betrug 3.

2.6 Charakteriserung von Liposomen und Protein-Liposomen

2.6.1 Bestimmung der GrolRenverteilung durch Photonenkorre lationsgpektroskopie

Die Grole der Liposomen und ihre GréRenvertellung wurde durch Photonen-
korrelationsgpektroskopie (PCS) bestimmt. Das verwendete Gerdt war der Autosizer lic, bei
dem die beim Durchtritt eines Laserstrahls durch de Tellchendispersion hevorgerufenen
zeitlichen Schwankungen der Streulichtintensitét im konstanten Winkel von 90° gemessen
werden. Die digitalisierten Streulichtdaten wurden an eine Autokorrelationsfunktion
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angepaldt. Diese ist eine Summe von eFunkionen, deren Abfall durch de
Diffusionskonstante der Lipasomen bestimmt wird. Unter Berlicksichtigung der Temperatur
und der Viskositédt des Dispergierungsmediums kann Uler die Stokes-Einstein-Beziehung die
Liposomengrof3e berechnet werden. Die Impulsrate wurde fir jede Messung durch
Verdinnung und Variation der Blendendffnung optimal eingestellt. Vor Analysenbeginn
wurde die Probe im Kivettenhalter auf die Mefstemperatur von 25°C temperiert.

2.6.2 Lipidkonzentration

Der Lipidgehalt der Liposomendispersionen wurde durch de enzymatische Bestimmung des
Phosphatidylchdlingehalts analysiert. Hierzu wurde der enzymatische Farbtest MPR 2
verwendet.

Hierbel wird das Phasphatidylchdlin duch Phaosphdipase D in Phaosphatidséuren undChalin
gespalten. Das Chdlin wird duch Chalinoxidase mit Sauerstoff und Wasser zu Betain und
zwel Mol Wasserstoff peroxid umgesetzt. Aus diesem Wasserstoff peroxid ensteht mit Phenaol
und 4Aminoplrenazon urter Einwirkung von Phendoxidase der chinoide Farbstoff
4-(p-Benzochinonrmonamino)-phenazon. Aus der Phosphatidylchali nbestimmung wurde der
Phosphdi pidgehalt unter der Annahme berechnet, dassdas Verhaltnis von Phosphatidylchadlin
zu Gesamtlipid wahrend der Herstellung konstant blieb. Zur Durchfiihrung der Bestimmung
wurden 50pul der Liposomendispersion mit 1 ml Enzymreagenz versetzt, 30min. bei 37 °C
inkubert und gegen Standard- und Blindwerte bei 546 nm im Spektralphaometer vermessen.

2.6.3 5(6)-Carboxyfluoreszein-Gehalt

Der Gehalt von liposomal eingeschlossenem CF wurde spektralfluorimetrisch analysiert.
Dazu wurde @ne Probe der jeweiligen Liposomendispersion mit einem Uberschu an 1%
Triton” X-100in PBS versetzt und 60min. bei 65 °C inkubiert. Das © freigesetzte CF wurde
im Fluorimeter gegen Blind- und Standardwerte, die ebenfalls Triton” X-100 enthielten, bei
einer Exitationswellenlange von 492nm und einer Emissonswellenlénge von 520nm
vermessen.

2.6.4 Proteingehalt

Die Bestimmung des Gesamtproteingehates erfolgte wie die Bestimmung des
Gesamtproteingehaltes von BCECs (siehe 2.3.5.9 mit dem Biorad-Proteinassay nach der
Methode von Bradford [26]. Je 100 ul der Liposomendispersion wurden mit 1 ml des 1:5 mit
Wassr verdinrten Proteinassay-Konzentrats vermischt und rach 5min. bal 595nm
spektralphaometrisch gegen einen Blindwert vermessen. Als Standard dienten Verdiinnungen
einer Stammldsung des jewelligen Proteins. Der Proteingehalt der Liposomendispersion
wurde in pg Protein pro umol Lipid berechnet. Als weitere, anschauli chere Grosse wurde die
Zahl der Proteinmolekile pro Liposom néherungsweise berechnet:
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mit:

ALiposom

d
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ALipide

Apc

AcH

Npc / Ngesamt
NcH/ Ngesamt
NLipide/Liposom
NLipide/Liposom
CLiposom
Cge&amt

CProtei n
Cm(Protei n)

N Protein/Liposom

ALiposom=47Tqu +47TEg—ag
2 0 2 ]
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ALipide = Apc X + AcH X
Ngesamt Ngesamt
ALiposom
NLipide/ Liposom = —
Lipide

NLipide/ Liposom

NLipide/ Liposom =

Na
Cogesamt
Cliposom= —————
NLipide/ Liposom
Cm(Protein)
Crrotein =——— X Na
MPprotein
Crrotein
NPprotei n/Liposom —
Liposom

Summe voninnerer und &ulerer Oberflache anes
Lipasoms

Liposomendurchmesser

Dicke des Phosphdi pid-Bil ayers
Durchschnittli che Fladhe der Kopfgruppe enes
Lpidmolekiils

Flache der Kopfgruppe von PC

Flache der Kopfgruppe von CH

Stoff mengenanteil PC an Gesamtlipid *
Stoff mengenanteil CH an Gesamtlipid
Lipidmolekile pro Liposom

Lipidstoff menge pro Lipasom
Liposomen pro Volumen
Gesamt-Lipidkorzentration
Proteinmolekiile pro Volumen
Proteinkoreentration

Proteinmolekile pro Liposom

(7
8
©)
(10)
(11)
(12
(13
[nm?]
[nm]
47 M
[nm?]
0,42 m? [139]
0,19 m?[73]
[nmol]
[mi™]
[umol x ml™Y
[mi™]
[ug x mi™]

* Der Stoffmengenanteil an weiteren Lipidkomponenten wurde zur Vereinfachung dem PC-Anteil zugeschlagen

und nicht gesondert berticksichtigt.
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2.6.5 Liposomenstabili tat

Zur Untersuchung der Lagerungsdabilitét von BSA- und CBSA-gekoppelten Liposomen
wurde die jeweili ge Lipsomendispersion va Abtrennung des nicht gebundenen Proteins bei
4 °C eingelagert. Pro Woche wurde én Tell der eingel agerten Dispersion entnommen und von
nicht geburdenem bzw. abgespatenem Protein getrennt (vgl. 2.5.4. Anschlief3end wurden
Liposomengrofl3e, Lipidgehalt, CF-Gehalt und Proteingehalt der Liposomen analysiert (vgl.
2.6.1bis2.6.9.

2.6.6 Zeta-Potenzial

Das Zeta-Potenzial wurde mittels Laser-Dopder-Anemometrie mit dem Malvern Zetasizer
3000HS bestimmt. Die im Verhdltnis 1:5 mit Wassr verdinrten Liposomendispersionen
wurden nach weiterer 1:1 Verdiinnung in einem Phosphatpuffer (50 uM Phosphat; pH 74) in
die Durchflusselle gpliziert und kel einer Frequenz von 250Hz vermessen.

2.7 Untersuchung der Wedsdwirkung von Protein-konjugierten
Liposomen mit der Blut-Hirn Schrankein vitro

2.7.1 Aufnahme-Experimente mit BCECsund Gehirn-Kapill aren

2.7.1.1 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Wedselwirkungen zwischen
Liposomen und Zellen wurden BCECs auf Objekttragerkammern (8 Kammern pro
Objekttrager) kultiviert. Die Experimente wurden 1bis 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz
bei 37 °C durchgefiihrt. Die Zellen wurden dreima mit je 200ul TP gewaschen und fur
20min. vainkubert. Danach wurde mit den in TP verdinrten Liposomen (je 100pul)
inkubert. Nach Ablauf der jewelligen Versuchszeit (0 bis 180min.) wurden de Zellen
viermal mit 4 °C kaltem TP gewaschen und a&r Kammeraufsatz vorsichtig vom Objekttrager
entfernt. Uberschissger TP wurde etfernt und de Zelen wurden mit dem
Einschlussmedium Vedashield” benetzt. Unmittelbar nach dem Aufsetzen des Dedkglases
wurden de Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop (vgl. 2.2.1) betrachtet.

2.7.1.2 Konfokae Fluoreszenzmikroskopie

Fur die konfokalmikroskopische Untersuchung der Interaktionen zwischen Liposomen und
kultivierten Zellen wurden BCECs auf Dedkglaskammern (2 Kammern pro Glas) kultiviert.
Die Experimente wurden 1bis 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz bei 37 °C durchgefihrt.
Die Zellen wurden dreimal mit je 1 ml TP gewaschen undfir 20 min. vainkuhbert. Danach
wurde mit den in TP verdiinrten Lipasomen (je 250ul) inkukiert. Nach Ablauf der jeweili gen
Versuchszeit wurden de Zellen mit 4 °C katem TP gewaschen und drekt mit dem
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konfokalen Mikroskop ketradchtet. Fir Experimente mit isolierten Gehirn-Kapill aren wurden
diese in TP suspendiert, auf 37 °C temperiert und mit Liposomen versetzt, so dass sch in der
Suspension de gewinschte Lipidkoreentration ergab. Nach Ablauf der jewelligen
Versuchszeit wurde die Kapillar-Suspension duch mehrmaliges Zentrifugieren (200g,
5 min.) und resuspendieren in 4°C kaltem TP gewaschen und anschlief3end auf einen
Objekttrager zentrifugiert (Zentrifuge mit Zytozentrifugations-Einsétzen; 500g, 5min.) . Die
Kapillaren wurden mit dem Eindedkmedium Vedashield” benetzt, mit einem Dedkglas
bededkt und mit dem konfokalen Mikroskop betrachtet.

2.7.1.3 Fluoreszenzassays

Zur fluorimetrischen Quantifizierung der Aufnahme von Liposomen wurden BCECs in
Kulturplatten mit 96 Vertiefungen kutiviert. Hierbel blieben de Randvertiefungen frei, so
dass jewells nur 60 Vertiefungen genutzt wurden (vgl. 3.2.2.3. Die Versuche wurden 1bis
2 Tage nach Erreichen der Konfluenz bei 37 °C durchgefihrt.

Die Zellen wurden dreima mit je 200ul TP gewaschen und fir 20min. vainkubert.
Tellweise enthielt die Vorinkubationsl6sung Endazytose-Hemmstoffe bzw. Proteinzusétze.
Danach wurde mit den in TP verdinrten Liposomen (je 100ul) inkubiert. Nach Ablauf der
Versuchszeit wurden de Zellen viermal mit 4 °C kaltem TP gewaschen, mit je 200l 0,5%
Triton” X-100in TP fir 1 h bei 65°C lysiert und de Fluoreszenz in den Platten mit dem
Fluoroskan Il gemessen.

Eine Kalibrierung der Messmethode wurde durchgefihrt, indem verschiedene Verdiinnungen
der Liposomen in TP (jeweils 100ul) in eine Platte pipettiert und rach Zugabe von 100pl
1 % Triton” X-100in TP fir 1 h bei 65°C lysiert wurden. Die gemessenen Fluoreszenzen
wurden mit dem liposomalen CF und rach Berticksichtigung des eingeschlossenen CF-
Volumens (Tabell e 3.14) mit der Lipidmenge korreliert (vgl. 3.3.5.1).

Bel einigen Experimenten wurde zusétzlich ein Waschschritt mit einer sauren Waschldsung
(SP) durchgefuhrt [65]. Hierbel wurden de Zellen nach zwei Waschschritten mit 4 °C TP fir
6 min. auf Eis mit jeweils 100pl 4 °C SPinkuhbert und anschlief3end nach dreima mit 4 °C
TP gesplit, bevor die Zellen wie oben beschrieben lysiert und vermessen wurden.

2.7.2 Transport durch BCECs

Fiir Transport-Experimente mit Liposomen wurden BCECs auf 1 cm?® grossen Transwell “-
clea-Filtereinsdtzen in Platten mit 12 Vertiefungen kutiviert. Die Polyester-Filter wiesen
eine Porenweite von 0,4um auf. Die Experimente wurden 1bis 2 Tage nach dem Erreichen
der Konfluenz durchgeftihrt. Hierzu wurden de Zellen zunadhst dreima mit 37 °C warmen
TP gewaschen und 20min. bei 37 °C im Trockenschrank varinkuhbiert. Das Volumen auf der
apikalen Zellseite (Donakompartiment) betrug hierbei 0,5ml; auf der basolateralen Seite
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(Akzeptorkompartiment) wurde 1 ml eingesetzt. Nach der Vorinkubation wurde der TP aus
beiden Kompartimenten abgesaugt und basolateral durch frischen TP sowie gikal durch mit
TP verdinrte Liposomen ersetzt. Nun wurden de Zelkulturplatten bei 37°C im
Trockenschrank inkubert und dabei durch einen Kreischiittler (3 mm Orbit) mit 500 upm
agitiert. Zu definierten Zeitpunken wurden Proben von apikal 50 ul und kasolateral 100pl
entnommen und &s Volumen in beiden Kompartimenten mit auf 37 °C vorgewdrmtem TP
erganzt. Die enthommenen Proben wurden drekt oder nach Verdinnung mit TP im
Fluoroskan Il vermessen. Zur Auswertung wurde nach Korrektur der gemessenen
Fluoreszenzen (vgl. 2.3.5.9 die prozentuale Transportrate berechnet. Ebenfalls beredhnet
wurde zu jedem Zeitpunk die Gesamtfluoreszenz in apikalen und basolateraen
Kompartimenten.
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3 ERGEBNISSE UND DISSKUSSION

3.1 Kultivierte Endothelzellen aus Gehirnkapillaren des Schweins als in
vitro-Modell der Blut-Hirn Schranke

3.1.1 Isolierungvon BCECs

Fur die Isolierung von Kapill ar-Endahelzellen aus Schweinehirn wurde soweit wie moglich
nur graue Substanz verwendet, da das in der weil3en Substanz enthaltene Myelin de
Isolierung erschwert [103. Besonderer Wert wurde auf die sorgfdtige Entfernung der
Hirnhdute gelegt, um eine Verunreinigung der BCECs mit Endahelzellen der Gefélde, die die
Hirnhdute durchziehen, zu vermeiden. Bei der Auswahl der Isolierungsmethode wurde die
Verwendung einer enzymatischen Methode @énem rein mechanischen Verfahren vorgezogen,
da so eine bessere Abtrennung benachbarter Zellen vonden Kapill aren gegeben ist. Samtliche
Isolierungsschritte afolgten in einem Medium, das ale fur die Versorgung der Zellen
esenziellen Nahrstoffe enthielt.

Nadh dem manuellen Entfernen vonHirnhduten undweil3er Substanz wurde das verbleibende
Hirngewebe @aner ersten enzymatischen Behandlung mit der neutralen Protease Dispase
unterzogen. Die so vom umgebenden Hirngewebe (Neuronen und Gliazellen) geldsten
Kapill arfragmente wurden duch Zentrifugation in einer Dextranlésung von desem getrennt.
Die Dichte der Dextranlosung lag zwischen der Dichte des Hirngewebes und der Dichte der
Kapillaren, so dass das lipidreiche Hirngewebe flotierte und de Kapillaren im Pellet
verblieben.

Um die Kapill arfragmente von Perizyten und Astrozytenzellmembranen zu befreien, wurde
ein zweiter enzymatischer Schritt durchgefiihrt. Da hierbel ein teilweiser Abbau der
collagenreichen Basalmembran erforderlich ist, wurde @n Gemisch aus Dispase und
Collagenase verwendet. Die Abtrennung der Endahelzell en erfolgte anschlief?end duch eine
Dichtegradienten-Zentrifugation in Percoll. Percoll ist ein inertes, untoxisches Kolloid aus
Siliziumdioxid undPolyvinylpyrrolidon, dis eine isopyknische Trennung von Zellen erlaubt,
ohreihre Morphdogie undVitaitét zu beantrachtigen.

Die BCECs fanden sich einzeln undin Zéllclustern nach der Zentrifugation in der mittleren
Bande. Die flotierende Bande bestand aus Uberwiegend avitalem Material; in der unteren
Bande befanden sich Erythrozyten (Abbildung 3.1). Die Dichte der BCECs wurde anhand von
Vergleichen mit ebenfalls im Percoll gradienten zentrifugierten farbigen Markerpartikeln zu
1,03bis 1,05g/ml bestimmt. Die mit Trypanblau Uberprifte Vitalitét der Endahelzellen lag
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durchweg bel Gber 90%. Insgesamt konrten aus s Schweinehirnen zwischen 100Mio.
und 200Mio. BCECs isoliert werden.

Abbildung 3.1: Fraktionen der Percoll-Zentrifugation in der Neubauer-Zahlkammer (Flache
eines kleinen Quadrates 25 um x 25um) nach Trypanblau-Farbung; oben links: flotierende
Fraktion; oben rechts. untere Bande, Erythrozyten; unten: mittlere Bande, BCECs
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3.1.2 Kultivierungvon BCECs

Die Kultivierung von BCECs erfolgte mit einer Kombination aus zwei verschiedenen Medien
(MEM und F-12 Ham; je 45 %) und 10% Pferdeserum, die sich fir diesen Zelltyp bewahrt
hat [11, 103. Die Aussaa auf fur die Zelkultur vorbehandelte und mit Collagen sowie
Fibronedin beschichtete Kunststoffflachen in einer Zelldichte von 100.000Zellen pro cm?
fuhrte nach 5 kis 7 Tagen zur Ausbildung eines konfluenten Mondayers (Abbildung 3.2); bei
der Verwendung von Kulturfladchen aus Glas war eine zusétzli che Beschichtung mit Poly-D-
Lysin nawendig, um eine dauerhafte Anheftung der Zell en zu ermdgli chen.

Abbildung 3.2: Konfluenter Mondayer aus kultivierten BCECs nach 7 Tagen in Kultur;
fixiert mit Methanad (250 um x 180um)

Das Wadhstum der BCECs ging dabei von Zellclustern aus, die sich innerhalb der ersten 24
Stunden auf den Boden der Kulturgefélle abgesetzt hatten. Nach zwei Tagen waren die ersten
Mondayer-, Inseln“ zu beobachten, de schliefflich in den darauf folgenden Tagen zu einer
konfluenten Schicht zusammenwuchsen. In Kultur lieseen de Zelen ene typische,
ausgepragt spindelformige Morphdogie erkennen. Endahelzellen peripheren Ursprungs
weisen dagegen zumeist eine kubadale Struktur auf.

In der Wadhstumsphase der Zellmondayer bis zur Konfluenz war keine Kontamination mit
anderen Zelltypen erkennen; alerdings wurden de BCECs nach ca 10Tagen in Kultur
allmahlich voneiner zweiten Zell schicht Uberwadhsen; hierbel handelte es sch um Perizyten
[196. Da die Experimente mit den BCECs shon kuz nach Erreichen der Konfluenz
durchgefuhrt wurden, stérte diese Kontamination richt.
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3.1.3 Charakterisierung von BCECs

Fur die Charakterisierung von kitivierten BCECs wurde das Vorkommen der Endathel zell -
spezifischen Proteine Vimentin und vonWill ebrand-Faktor (VWF) untersucht. Darliber hinaus
wurde die Aktivitdt der y-Glutamyl-Transferase in BCECs unter verschiedenen
Kulturbedingungen bestimmt und mit Hirnhamogenat bzw. frisch isolierten Kapill aren
verglichen.

3.1.3.1 NadweisvonVimentin

Vimentin ist ein intermediares Proteinfilament des Zytoskeletts. Es findet sich vorwiegend in
Zellen, de anen grofen Druck aushalten missen bzw. permanent einer starken mechanischen
Belastung ausgesetzt sind, wie dies bei Endathel- und Epithelzellen der Fall i st [2].

Vimentin wurde in kutivierten BCECs mit einem indirekten immunhstochemischen
Verfahren nachgewiesen. Nach Fixierung in Methand wurden de Zellen zunacdhst mit Anti-
Vimentin inkukiert. Die Bindung des Antikorpers an de BCECs wurde durch Behandung mit
einem FITC-markiertem Zweitantikorper visualisiert (vgl. 2.3.5.9. Abbildung 3.3 zeigt das
fluoreszenzmikroskopische Bild eines © behandelten Préparates.

Abbildung 3.3: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin; fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme von BCECs (250pum x 165um)

Die Zellumrisse sind in der Fluoreszenzaufnahme deutlich zu erkennen. Die Zellkerne zeigen
keine Re&tion mit dem Antikdrper und sind von ar Fluoreszenzfarbung ausgespart. Die
dunken Stellen zwischen den einzelnen Zellen sind auf ein Schrumpfen durch de Methanad -
Fixierung zurtckzufihren. Somit konrnte gezeigt werden, dassdie kultivierten Zellen das fur
Endahelzell en charakteristische Vimentin enthalten.
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3.1.3.2 Nadweis des von Will ebrand-Faktors

Der VWF ist en Glykoprotein und Tell des Faktor VIII-Komplexes der
Blutgerinnungskaskade. Er vermittelt bei der Blutungsdillung die Aggregation von
Thrombozyten am verletzten Gefallendahel und ist hauptsichlich in Endathelzellen
lokalisiert [88]. Das Vorkommen von WVF wurde ebenfals mit einem indirekten
immunhistochemischen Verfahren (Anti-vWF und FITC-markierter Zweitantikorper)
nachgewiesen (vgl. 2.3.5.9. Die Fixierung der Zellen wurde dabei mit einem Gemisch aus
Paraformaldehyd undGlutaraldehyd duchgefiihrt, um ein starkes Schrumpfen der Zellen zu
verhindern. Zur besseren Orientierung wurden de Zellkerne mit Propidiumiodid gegengefarbt
(Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4: Immunhstochemischer Nadweis des von Will ebrand-Faktors,;
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von BCECs (150 um x 100pm)

Auch hier sind de Zelumrisse deutlich zu erkennen. Die Zellkerne treten duch de
Behandlung mit Propidiumiodid deutlich rotfluoreszierend hervor und zeigen keine
Interaktion mit dem Antikorper. Die Grunfluoreszenz ist netzartig Uber den gesamten
Zellbereich ausgebreitet; teilweise sind vesikelformige Strukturen zu erkennen. Hierbei
konrte es sch um Welbel-Palade-K drperchen handeln, in denen der VWF gespeichert wird.
Somit konrte @ndeutig gezeigt werden, dass die kultivierten Zellen auch das fir
Endahelzell en charakteristische Markerprotein WV enthalten.
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3.1.3.3 Aktivitét der y-Glutamyltransferase

Die y-Glutamyl-Transferase (GGT) gilt als wichtiges Leitenzym fur die BHS [1]. Es Ubertragt
y-Glutamyl-Gruppen auf verschiedene Akzeptoren und kanmt in Zellen vor, die tight
junctions aufweisen. Die Aktivitatsbestimmung dieses Enzyms erfolgte mit dem Substrat y-
Glutamyl-p-nitroanilid [149, als Akzeptor fungierte Glycylglycin (vgl. 2.3.5.3. Die
verwendete Methode zeichnet sich duch eine gute Linearitét aus, wie durch Untersuchung
verschiedener Verdinnungen einer Suspension von Kkutivierten BCECs gezeigt werden
konnte (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Bestimmung der Aktivitdt von y-Glutamyl-Transferase mit verschiedenen
Verdinnungen einer Suspension von kitivierten BCECs; Mittelwerte aus jewells drel
Bestimmungen

Die Aktivitdt der GGT nimmt in kultivierten BCECs ab. Diese Abnahme ist abhéngig von der
Kulturdauer [131]. Um zu urtersuchen, ob deser Effekt durch Variation der
Kulturbedingungen vermindert werden kann, wurde die GGT-Aktivitét von BCECs, die in
verschiedenen Medien kutiviert wurden, bestimmt. Dabel wurde neben namalem Medium
(EM) und ACM ein kommerziell erhdltliches, speziell fur Endahelzellen korwipiertes
serumfreies Medium (SFM) verwendet.
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Zusétzlich wurden die Zellen auch mit einer Kombination aus dem cAMP-Analogon CPT-
CAMP und cem Phosphodesterase-Hemmstoff RO-20-1724 kehandelt (vgl. 1.2.2.2.3. Als
Vergleichswerte wurden die Enzymaktivitdten in frisch isolierten Kapillaren und in
Hirnhamogenat bestimmt (Abbildurng 3.6).
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Abbildung 3.6: Aktivitét von y-Glutamyl-Transferase in Hirnhamogenat, Kapillaren und
kultivierten BCECs unter verschiedenen Kulturbedingungen nach 8Tagen in Kultur;
Mittelwerte aus jeweil s 3 Bestimmungen; Einzelwerte siehe Tabelle 5.1

Die Aktivitdt der GGT im Hirnhamogenat wurde zu 7U/mg Protein bestimmt. Ahnliche
Werte wurden in Schweinehirn von Kummer [103 gefunden. In frisch isolierten Kapill aren
ist die GGT um den Faktor 10 angereichert, die Aktivitét betrégt ca 70U/mg Protein und
liegt damit in der gleichen Grofienordnung wie in frisch isolierten BCECs bel Mischek et al.
[137]. In kutivierten BCECs nach 7 Tagen Kulturdauer nehmen de Werte auf 16 bs 25
U/mg ab. Dies entspricht etwa éner Aktivitét von 6 bs 10U pro 10 Zellen. In beiden
Relationen liegen de GGT-Aktivitdten um den Faktor 2 bis 3 hoher als bei Mischek et al.

Die Unterschiede in der GGT-Aktivitdt zwischen den einzelnen Medien liegen in einem
Bereich, der auch durch nattirliche Schwankungen in hiologischen Systemen bedingt sein
kann. Tendenziell bewirkt die Kombination aus CPT-cAMP und Phosphodesterasechemmer
bei allen urtersuchten Kulturmedien eine leichte Erh6hung des GGT-Levels. Dieser Effekt ist
allerdings bei weitem nicht so deutlich ausgepragt wie z.B. der Einflussauf den TEER, den
Rubin et al. gefunden haben [173. Mit SFM kultivierte BCECs haben de geringste GGT-
Aktivitét. Zwischen normalem Medium und ACM ist kein Unterschied zu finden. Insgesamt
ist festzustellen, dass die GGT-Aktivitdt in kutivierten BCECs durch de untersuchten
Medientypen nu in geringem Mal3e beanflusg wird.
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3.1.4 Untersuchungund Optimierung der Dichte von auf Filtern kultivierten BCECs

Ein Ziel dieser Arbeit war es, kultivierte BCECs auf ihre Eignung a's voraussagekraftiges
Modell fur den Transport von Arzneistoffen an der BHS zu urtersuchen. Dies geschah ome
Berticksichtigung der Problematik der in vitro- / in vivo-Korrelation. Da das herausragende
Merkma der BHS die dichte Verbindung der Endahelzellen urtereinander und de somit
aulerst geringe parazelluldre Permeation ist, wurde zunachst die Permeabilitét von
fluoreszierenden Substanzen urtersucht, die nahezu ausschliefdlich parazellulér diffunderen.
Dabel wurden die Kultur- und sonstigen Bedingungen so modifiziert, dass eine mogli chst
geringe Permeation deser Substanzen auftrat. Als weiterer Parameter neben der Permeabilit &t
wurde der TEER untersucht.

3.1.4.1 Reprodwzierbarkeit der Ergebnisse von Transport-Experimenten

Alle gemessnen Transportraten zeigten ene gute Linearitdc mit enem
Korrelationskoeffizienten  grofer 0,99. Die relativen  Standardabweichungen  der
Transportraten blieben fur jede Versuchsgruppe tber die Zeit weitgehend korstant und lagen
bei den meisten Experimenten im Bereich von 5% bis 10%, selten um die 20% (vgl.
Anhang); diese Abweichungen sind hauptsadilich duch de Zellmondayer bedingt. Die
Variabilit & des Transports einer Substanz bel verschiedenen Zell aussaaten ist deutlich hoter,
was einen drekten Vergleich der Permeabilit &ten schwierig macht. So streuen ale fur CF
ermittelten apparenten Permeabilit &tskoeffizienten in einem Bereich von 6,7x 10° bis
2,5x% 10° cm/s. Um den Einfluss einzelner Faktoren méglichst unabhéngig von diesen nicht
kontrolli erbaren zell bedingten Schwankungen erfassen zu kénren, wurden fir alle direkt
miteinander verglichenen Versuchsgruppen stets die Zellen zusammen ausgesdht und ale
Experimente an gleichen Tag durchgefihrt.

3.1.4.2 Vergleich zwischen Transwell“-Snapwell” und Transwell “-clea Filtereinsstzen

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Transport-Experimente mit auf Filtern kutivierten BCECs
durchgefuihrt. Dazu wurden zwel verschiedene Systeme verwendet. Zunachst wurden de
Zellen auf intransparenten Transwell “-Snapwell “-Filtereinsitzen aus Polycarbonat
angezlichtet. Die Transport-Experimente wurden nach Erreichen der Konfluenz im Costar-
Diff usionskammer-System durchgefuihrt (vgl. 1.2.2.2.2 2.3.5.6.). Hierbei stellten sich bald
einige gparaturbedingte Nadteile heraus, wie umstandicher Zusammenbau des Systems,
héaufige Undichtigkeit der Kammern und de Limitierung auf sechs Filter in einem
Kammersystem. Aufferdem gestaltete sich de Einstellung eines konstanten, deichmaliigen
Gasflusses in alen Halbzell en mit den insgesamt 12 Ventilen des Kammersystems hwierig.
Zudem konnte @ne Schédigung des Zellmondayers beim Zusammenbau des Systems nicht
ausgeschlossen werden, da bel der Trennung des mit BCECs bewachsenen Filters vom fir die
Kultivierung benctigten Halter (vgl. Abbildung 1.8) praktisch immer eine Dehnung des
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Filtermaterials zu beobachten war. Ein weiteres Problem war die Intransparenz des
Filtermaterials, die ane optische Kontrolle des Zellmondayers verhinderte. Somit musgen
die Zelen zur Beurteilung des Wadhstums mit zum gleichen Zeitpunk in konwentionellen
Zell kulturplatten ausgesdhten BCECs verglichen werden.

Deshalb wurden die Transport-Experimente spater direkt in den Kulturplatten durchgefihrt
(vgl. 2.3.5.6.2. Gleichzeitig wurde das Filtermaterial auf die transparenten
Polyestermembranen Transwell"-clea umgestellt. Zur Untersuchung der Unterschiede
zwischen beiden Versuchsanordnungen wurde die Diffusion von CF durch de Filter und
durch Zellmondayer in beiden Modellen bestimmt. Die Transportraten sind in Abbildung 3.7
und Abbildung 3.8, die gparenten Permeabilit &tskoeffizienten in Tabelle 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.7: Transport von CF (1 pg/ml) durch Transwell “-Snapwell“-Filtereinsitze in
der Costar-Apparatur (Einzelwerte siehe Tabelle 5.2 undTabelle 5.3
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Abbildung 3.8: Transport von CF (1pg/ml) durch Transwell”-clear Filtereinsétze in
Kulturschalen (Einzelwerte siehe Tabelle 5.4 undTabelle 5.5)

Tabelle 3.1: Apparente Permeabilit tskoeffzienten fur die Diffusion von CF im Costar-
Diff usionskammer-System (Transwell ?-Snapwell %) bzw. direkt in Kulturplatten (Transwell “-
clea)

Transwell’-Snapwell”  Transwell”-clear

Diffusion von CF durch  Pgy, [cm/s]  relativ Papp [CM/S] relativ
Filter 1,71x10° 14 8,03x 10° 5,9
Zellen 1,26x10° 1 1,36x 10° 1

Ein drekter Vergleich der Transportraten zwischen den in der Costar-Apparatur und den in
Kulturplatten duchgefihrten Experimenten ist nicht moéglich, da sich de beredchneten
prozentualen Werte auf die e@ngesetzte CF-Mass und richt auf die Ausgangskonzentration
beziehen. Der Vergleich der konzentrationsbezogenen Permeabilit étskoeffizienten zeigt nur
einen marginalen Unterschied fur die Diffusion vonCF durch den Zellmondayer. Interessant
dagegen ist die unterschiedliche Permedbilité durch das Filtermateria alein. Der in der
Costar-Apparatur bestimmte Py, liegt nur 40 % Uber dem Wert fur den Zellmondayer, so
dass in desem System der Filter den Hauptdiffusionswiderstand darstellt. In den
Kulturplatten dagegen liegt die Permeabilit & durch de Filtermembran um den Faktor 6 Uber
den BCECs. Hier stellt die Zell schicht den grofden Widerstand der Diffusion dar. Somit ist in
diesem System eine differenziertere Beurteil ung der Permeabilit &en von Substanzen mégli ch.
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Die beobachteten Effekte konnen duch de unterschiedliche Versuchsanordnung und dhs
unterschiedliche Filtermaterial bedingt sein. Ein direkter Vergleich der beiden Membrantypen
wurde von Yu und Sinko mit Cam 2-Z€ellen in der Costar-Apparatur durchgeftihrt [210.
Diese fanden fur die Polyester-Membran duchweg geringere Permeabilit éen als fir den
Polycarbonatfilter, was gch mit der geringeren Zahl an Poren in dem transparenten Material
(4% 10° cm™? gegentiber 1x 10°cm®) erklaren lase. Somit sollte die unterschiedliche
Versuchsanordnung fiir die hohere Permeabilit & von CF durch Transwell “-clear Membranen
verantwortlich sein. Wahrscheinlich bewirkt das Schitteln der Kulturplatten wahrend der
Versuchsdurchfilhrung eine deutlich effektivere Verringerung des die Diffusionsschicht
vergroRernden unstirred water layer as das BelUftungssystem der Costar-Kammer. Als
weiteren Nadteil der Costar-Apparatur konnten Yu und Sinko eine deutliche Abhangigkeit
der Permeabilit &ten vom Gasflussin diesem System zeigen.

Insgesamt ist also die direkte Verwendung der Transwell "-Kulturplatten dem Costar-System
vorzuziehen. Allerdings sllte auch hier besonders in Bezug auf das Schitteln auf konstante
Bedingungen (Umdrehungszahl und Orbit des verwendeten Kreischittlers) geachtet werden.

3.1.4.3 Einflussder Molekilgrée auf die Transportrate

Um den Einflussder MolekilgroRe auf die Transportrate zu urtersuchen, wurden Transport-
Experimente mit CF und \erschiedenen FITC-Dextranen duchgefiihrt. Die engesetzten
Konzentrationen wurden dabel so gewadhlt, dass einerseits eine sichere Detektion der
Fluoreszenz mdglich war und andererseits kein Quenching durch zu hole Konzentrationen in
den Proben auftreten konrte. Tabelle 3.2 listet die Molekilgréoen und
Permeabilit atskoeffizienten auf; die Transportraten sind in Abbildung 3.9 und Abhildung 3.10
dargestellt. Abbildung 3.11 zeigt die Abhangigkeit des Permeabilit &tskoeffizienten von der
Molekllgrofe.

Tabele 3.2 Transpot von CF und FITC-Dextranen duch BCECs. eingesetzte
Konzentrationen, apparente  Permeabilit atskoeffizienten  und  Stokes-Einsteinsche
Molekulradien

Substanz ¢ M, [Da] Molekilradius[nm] Papp[cm/s]
[pg/mi]

CF 1 390 0,7 1,35x 10°

FD-4 100 4000 1.4 7,89x10°

FD-10 100 10000 2,2 4,22x 10°

FD-20 200 20000 3,0 1,73x 10°

FD-40 200 40000 4,5 1,47x 10°

FD-70 500 70000 6,0 1,16x 10°
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Abbildung 3.9: Transport von CF, FD-4 und FD-10 durch BCEC-Monolayer (Einzelwerte
siehe Tabelle 5.6 bis Tabelle 5.8)
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Abbildung 3.10: Transport von FD-20, FD-40 und FD-70 durch BCEC-Monolayer
(Einzelwerte siehe Tabelle 5.9 bis Tabelle 5.11)
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Abbildung 3.11: Abhéngigkeit des Permeabilitéskoeffizienten vom Molekilradius
ausgewahlter Parazell ularmarker

Erwartungsgemald nmmt die Transportrate mit zunehmender Molekulgrofe ab. Von CF bis
zu FD-20 ist jewells eine redt hohe Abnahme zu beobachten, von FD-20 ks FD-70 nmmt
die Permeabilit & deutlich langsamer ab. Einen Verlauf mit dhnlichen Relationen zwischen
verschiedenen FITC-Dextranen finden auch van Bree ¢ al. [20]] sowie Raess und Audus
[166. Insgesamt wird deutlich, dassmit dem Zellkulturmodell eine gute Differenzierung im
Transportverhalten parazell ulér diffunderender Substanzen maoglich ist.

3.1.4.4 Einflussvon serumfreiem Medium undHydrocortison auf die Zell dichte

Die Verwendung von Serum als Medienzusatz ist umstritten. Einerseits enthélt es viele fir ein
gutes Zelwadstum notwendige Faktoren, andererseits ist die stark schwankende
Zusammensetzung fur ein reprodwzierbares Ergebnis der Zellkultivierung von Nachtell. Um
zu korstant dichten Zellmondayern zu gelangen, kann es von Vortell sein, dm Medium
bestimmte Wadstumsfaktoren zuzusetzen. In der Literatur sind herzu etliche Ansétze zu
finden. Hoheisel et a. [79] beschreiben eine deutliche Erhohung des TEER und eine damit
einhergehende Reduktion dr Permeddilitd des Parazellularmarkers Sucrose nadh
Behandlung von BCECs mit Hydrocortison in eéinem serumfreien Medium. Die Verwendung
von serumhaltigem Medium dagegen fuhrte nur zu einer geringen Widerstandserh6hung.
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Um die Anwendberkeit dieses Ansatzes auch fur die hier beschriebenen Zellen festzustell en,
wurden de Zélen, wie in [79] beschrieben, nicht direkt auf den Filtern ausgesdht, sondern
zunachst fir drei Tage in Flaschen kutiviert und dnach in de Transwell“-clear
Kulturschalen umgesetzt. Am Tag nach der Passage wurde teillweise auf EM ohne
Serumzusatz umgestellt bzw. Hydrocortison (HC; 550nM) zugesetzt. Vier Tage spater
wurden Transport-Experimente mit CF, FD-4 undFD-10 duchgefihrt. Tabelle 3.3 zeigt die
Permeabilit atskoeffizienten, in Abbildung 3.12 bis Abbildung 3.14 sind de Transportraten
undin Tabelle 3.4 die Werte fir den TEER dargestellt.

Tabelle 3.3: Einfluss von Serum und Hydrocortison auf die gparenten Permeailit ats-
koeff zienten vonCF, FD-4 undFD-10

Papp [CM/S]
Substanz S+;HC- S+ HC+ S HC+ S;HC-
CF 2,31x 10° 2,50x 10° 2,36x 10° 3,22x 10°
FD-4 6,46x 10° 527x10° 7,64x10° 1,20x 10°
FD-10  3,25x 10° 2,65x 10° 4,93x 10° 7,89x 10°
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Abbildung 3.12: Einflussvon Serum und Hydrocortison auf den Transport von CF (1 pg/ml)
durch BCEC-Mondayer (Einzelwerte siehe Tabelle 5.12bis Tabelle 5.15
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Abbildung 3.13: Einfluss von Serum und Hydrocortison auf den Transport von FD-4
(100 pug/ml) durch BCEC-Mondayer (Einzelwerte siehe Tabelle 5.16bis Tabelle 5.19
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Abbildung 3.14: Einfluss von Serum und Hydrocortison auf den Transport von FD-10
(100 ug/ml) durch BCEC-Mondayer (Einzelwerte siehe Tabelle 5.20bis Tabelle 5.23
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Tabelle 3.4: Einflussvon Serum undHydrocortison auf den TEER

TEER [Q x cm]
St;HC- S+HC+ S;HC+ S;HC-

Mittelwert 59 79 69 40
S 3,9 4,3 8,0 10,3
n 12 12 12 12

Bel dlen drei Substanzen sind in den Transportraten und Permeabilitdten der beiden
serumhaltigen Gruppen nur geringe Unterschiede festzustellen; die Permeabilit &ten der HC-
haltigen Gruppe liegen bei FD-4 undFD-10 ca. 20% unter den Permeabilit &ten der HC-freien
Gruppe. Hydrocortison haet hier also nu einen geringen Einfluss auf die Dichte des
Mondayers. Dagegen zeigen de mit HC behandelten serumfrel kultivierten Zellen deutlich
geringere Permeabilit &ten als die ohrne HC und Serum kultivierten, de bel alen Substanzen
dicht bei den serumhaltigen, aber mit zunehmendem Molekulargewicht weiter oberhalb deser
Gruppen liegen. Die Verwendung von serumfreiem Medium bewirkt also insgesamt eine
schledhtere Integritdt der Mondayer. Hydrocortisonist in der Lage, diesen Effekt teilweise zu
kompensieren.

Die transendathelialen Widerstande zeigen fur die serumfrei ohre HC kultivierten Zellen de
geringsten und fur die serumhaltig mit HC kultivierten Zellen de hochsten Werte. Dies
stimmt mit den Transport-Experimenten Ukerein. Die Rangfolge der anderen beiden Gruppen
ist dagegen vertauscht. Insgesamt sind de TEERs im Vergleich zu anderen Experimenten zu
niedrig und de Transportraten zu hach. Um zu urtersuchen, ob des auf die Passagierung
(siehe Seite 71) der Zellen wadhrend der Kultivierung zurtickzufiihren ist, wurden in einem
weiteren Ansatz direkt auf Filter ausgesdhte Zellen (,norma*“) mit passagierten Zellen
verglichen (Tabelle 3.5, Tabelle 3.6 undAbhildung3.15).

Tabelle 3.5: Einflussder Passagierung auf den P, von CF, FD-4 undFD-10

Papp [CM/S]
Substanz  normal passagiert
CF 1,33x 10° 1,22x 10°
FD-4 2,89% 10° 2,66x 10°
FD-10  9,93x 107 1,03x 10°

Tabelle 3.6: Einflussder Passagierung auf den TEER

TEER [Q x cm?)
normal passagiert
Mittelwert 102 82
S 6,0 3,4
n 12 12
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Abbildung 3.15: Einfluss der Passagierung (siehe Seite 71) auf den Transport von CF
(2 pg/ml), FD-4 (100pg/ml) und FD-10 (100pg/ml) durch BCEC-Mondayer (Einzelwerte
siehe Tabelle 5.24 bis Tabelle 5.29

Die Passagierung hat keinen Einflussauf die Transportraten der drei Substanzen. Der TEER
der passagierten Zellen ist geringfuigig kleiner. Somit miissen de oben gemessenen hoten
Permeabilitdten duch eine axdere Abweichung verursaditt worden sein. Als mdgliche
Ursache kommt hier z.B. die Einstellung einer zu geringen Zelldichte bei der Aussaat auf die
Filter in Betradht.

Insgesamt stehen de Ergebnise im Widerspruch zu der Arbeit von Hoheisel et al. [79].
Obwohl die dort beschriebenen Bedingungen fur diese Versuchsreihe weitgehend
Ubernommen wurden, wird mit Hydrocortison nu eine geringe Erh6hung des TEER und nu
eine geringe Verminderung der Permeabilit&t der untersuchten Parazellularmarker erreicht.
Mit  serumfreiem Medium ohre Hydrocortison-Zusatz werden keine dichten Mondayer
erhalten. Dagegen haben so kutivierte Zellen bei Hoheisel et al. schon einen hoteren TEER
und eine geringere Sucrose-Permeddilitdt als mit Serum kultivierte Zellen. Als mdgliche
Ursache fir die veranderte Rangfolge kommt die Verwendung unterschiedlicher Sera in
Betradht (Pferdeserum anstell e von Ochsenserum).
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3.1.4.5 Einflussvon Astrozyten-kondtioniertem Medium und cAMP auf den Transport von
FITC-Dextran 4000

Als weiterer Ansatz der Kulturoptimierung wurde der Einfluss von ACM und voncAMP
untersucht. Rubin et a. [173 beschreiben eine Erhéhung des TEER und eine deutliche
Reduktion der Sucrose-Permeailitdt durch de Verwendung dieser Kombination. In
Verbindung mit dem cAMP-Anaogon CPT-cCAMP wurde der Phosphod esterase-Hemmstoff
RO-20-1724 (vgl. 3.1.3.3 eingesetzt. Die Durchfihrung der Experimente afolgte 48 hnach
der cAMP-Behandlung. Zum Vergleich wurden mit normalem Medium (EM) Kkultivierte
Zellen verwendet (Tabelle 3.7, Abbildung 3.16, Abbildung 3.17 und Tabell e 3.8).

Tabelle 3.7: Einfluss von cAMP und ACM auf den Transport von FD-4 (100ug/ml);
Permeabilit tskoeffizienten

FD-4 Papp [CM/S]
EM,cAMP- EM,cAMP+ ACM,cAMP- ACM, cAMP+

8,49x 10° 1,00x10°  6,85x 10° 9,85x 10°
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Abbildung 3.16: Einfluss von cAMP auf den Transport von FD-4 (100ug/ml); EM
(Einzelwerte siehe Tabelle 5.30und Tabelle 5.31)
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Abbildung 3.17: Einfluss von cAMP auf den Transport von FD-4 (100pg/ml); ACM
(Einzelwerte siehe Tabelle 5.32und Tabelle 5.33

Tabdle 3.8 Einflussvon cAMP und ACM auf den TEER

TEER [Q x cm?]

EM, EM, ACM, ACM,
cCAMP- cAMP+ CcAMP- cAMP+
Mittelwert 109 232 290 183
S 13,6 27,0 21,9 25,3
n 6 6 6 6

Mit ACM Kkultivierte Zellen haben einen deutlich hoéreren TEER (+165%) as in EM
kultivierte; die Permeabilit & von FD-4 reduziert sich jedoch nur um ca 20%. Die Erhéhung
des CAMP-Levels hat auf den Transport von FD-4 duch mit EM kultivierte Zellmondayer
keinen Effekt. Dagegen erhoht sich der TEER deutlich um ca 110%. Die Verwendung von
CAMP bel in ACM kultivierten Zellen bewirkt eine Erhdhung der Transportrate und eine
Erniedrigung des TEERs auf 63 % des fir ACM gemessenen Wertes.

Somit wirkt sich nu die Verwendung von ACM pasitiv auf die Zelldichte aus, eine AAMP-
Behandlung bietet keine klaren Vorteile; dies geht im Gegensatz zu der Arbeit von Rubin et
a. [173. Die Ursachen hierflir sind unkar; zudem l6st der second messenger in der Zelle
viele Prozesse aus, die zu nicht Uberschaubaren Verdnderungen fuhren kénren, so dass ein
Einsatz insgesamt nicht ratsam erscheint.
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Die mit ACM zu erzielende Verbesserung ist in Bezug auf den TEER deutlich, jedoch wird
der Transport von FD-4 nu wenig beanflusg, so dassaufgrund des hohen Aufwands fur die
Gewinnung des ACM seine routinemal3ige Verwendung in Frage gestellt werden muss

3.1.4.6 Einfluss des Losungsvermittlers Dimethylsulfoxid auf die Integritdt der
Zellmondayer

Die BCEC-Mondayer werden ua. fir ein Screening von neuen Arzneistoffen eingesetzt.
Dazu ist es notwendig, die Arzneistoffe in dem fir die Transport-Experimente verwendeten
Puffer zu |6sen. Die Konzentrationen sind dabel so zu wahlen, dasseine sichere Detektion cer
Substanz im basolateralen Kompartiment mit gangigen Anaysenmethoden (wie z.B. HPLC)
moglich ist. Oftmas snd de Substanzen in wéalrigen Medien schwerlédlich, so dass ein
Losungsvermittler eingesetzt werden muss Haufig wird hierbei DMSO verwendet; die
Endkoreentrationen liegen hier typischerweise im Bereich von 1%. Um den Einfluss von
DMSO auf die Integritét der Zellen zu urtersuchen, wurde die Diffusion von FD-4 in
Abhangigkeit der DM SO-K onzentration urtersucht (Abbildung 3.18 und Tabell e 3.9).

12

10 - —m— FD-4 0% DMSO I
] —o— FD-4 1% DMSO
g - ---&---FD-4 2% DMSO I

Transport [%0]
T
Hi

T T T I B e e e e e e |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

t [min.]

Abbildung 3.18: Einfluss des Lésungsvermittlers DMSO auf den Transport von FD-4
(10 pg/ml; Einzelwerte siehe Tabelle 5.37 bis Tabelle 5.39
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Tabelle 3.9: Permeailit atskoeffizienten des Transports von FD-4 (10 pg/ml)

FD-4 + Papp [CM/S]
0%DMSO 7,37x 10°
1%DMSO 8,50x 10°
2% DMSO 9,00x 10°

Eine hohere DM SO-Konzentration resultiert in einer hoheren Permeabilit &; die Unterschiede
zwischen den gemessenen Transportraten sind jedoch gering, so dass die Verwendung von
DMSO in einer niedrigen Konzentration (bis 2 %) zur Ldsungsvermittlung vertretbar
erscheint.

3.1.5 Einsatz des Zdlkulturmodells fur die Untersuchung der Permeation von
Arzneistoffen

3.1.5.1 Einsatz des Zellkulturmodell s flir das Screening von neuen Arzneistoffen

Im Verlauf der Arbeit wurde die Permeation von Forschungsaubstanzen mehrerer
pharmazeutischer Unternehmen duch BCEC-Mondayer untersucht. Abbildung 3.19 und
Tabelle 3.10 zeigen de Transportraten undPermeabilit 8tskoeffizienten vonadt Substanzen.

40 -
—m—A -4 F
35__ —0—B X G
30 - ---.A---- C _-_x_-_ H
| +v-D —o—FD-4I
X 254 --«-E —e—FD-4ll
S 20
(7]
c
S 154
P -
10 4
5_
0 I

Abbildung 3.19: Transport von 8 Forschungsaubstanzen (A —H) und FD-4 (10 pg/ml) durch

BCEC-Mondayer (n=4, die angesetzten Losungen enthielten eine DM SO-Konzentration
von 0,5%)
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Tabelle 3.10: Transport von Forschungsaubstanzen und FD-4 duch BCEC-Mondayer;
Permeabilit tskoeffizienten

Substanz  Papp [cm/s] Substanz Pgpp [CcM/S]
A 3,62x10° F 2,02x 10°
B 2,79x10° G 1,85x 10°
C 1,57x 10° H 3,03x 10°
D 3,46x 10° FD-41 5,73x 10°
E 2,94x 10° FD-41I 5,06x 10°

Hierbel stellte sich heraus, dass trotz der recht hohen parazellularen Durchl&ssgkeit der
Zellen auch bei Substanzen dhnlichen Molekulargewichts (hier 400bis 500Da) deutliche
Unterschiede im Permedaionsverhalten zu beobaditen sind. Dies ermdglicht die Bildung einer
Rangfolge mit dem Ziel, geeignete Substanzen fur weitergehende Untersuchungen zu
selektieren. Da die durch de Zellen verschiedenener Aussaaten bedingte Variabilité einen
direkten Vergleich erschwert, wurden bei diesen Experimenten stets pro verwendeter
Zdlkulturplatte 3 bis 4 Filtereinsdtze fir die Untersuchung der Permedion eines
Parazell ularmarkers (hier FD-4) verwendet.

3.1.5.2 Untersuchung von p-Glykoprotein-abhangigen Transportprozessen

Eine wichtige Aufgabe der BHS ist es, das unkortrolli erte Eindringen pdenziell schadlicher
endogener und exogener Substanzen in das ZNS zu verhindern. Neben der reinen
Barrierefunktion duch de tight junctions weisen de Zdlen herfir speziele
Transportsysteme wie das p-Glykoprotein (vgl. 1.1.3.3 auf. Die Existenz von PGP konnte
auch in kutivierten BCECs nachgewiesen werden [85]. Um zu urtersuchen, ob mit dem
verwendeten Kulturmodell der PGP-abhéngige Transport von Substanzen erfasd werden
kann, wurde die Permeabilitd von Rhodamin 123, einem fluoreszierenden PGP-Substrat,
durch BCEC-Mondayer bestimmt. Verapamil, das ebenfals von PGP transportiert wird,
wurde zur kompetiti ven Inhibition zugesetzt (Tabelle 3.11, Abbildung 3.20).

Tabelle 3.11: Permeabilit askoeffizienten des Transports von CF (1pg/ml) und
Rhodamin 123(10 pg/ml)

Substanz Papp [CM/S]
CF 6,7x 10°
Rhodamin 123 9,7x 10°

Rhodamin 123+ Verapamil (50 ug/ml) 12.4x 10°
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Abbildung 3.20: Einflussvon Verapamil (50 ug/ml) auf den Transport von Rhodamin 123
(10 pg/ml) durch BCEC-Mondayer; CF (1 pg/ml) als Vergleich (Einzelwerte siehe Tabelle
5.34bis Tabelle 5.36)

Die Transportraten fir Rhodamin 123 ohre und mit Verapamil-Zusatz unterscheiden sich ab
einem Zeitpunk von 45min. Dieser wahrscheinlich auf die Existenz von PGP in den Zellen
zurlickzufiihrende Unterschied ist deutlich, aber in Relation zu den absoluten Transportraten
recht gering. Dies ist jedoch plausibel, da der insgesamt gemessene Transport nur zu einem
kleinen Tell auf ener transzellularen Permedion beruht. Der Uberwiegende Antell von
Rhodamin 123 diffundert wie das CF parazelluldr. Dennach kann das Zellkulturmodell aus
BCECs prinzipiell zur funktionellen Untersuchung PGP-abhangiger Transportprozesse
eingesetzt werden.

3.1.5.3 Untersuchung des Transports von Sali cylsdure und Sali cylsaure-Glucosid

Ein Ansatz fir einen verbesserten Arzneistofftransport in das Gehirn ist das Ausnutzen von
existierenden Carrierproteinen (vgl. 1.3.3. Hierflr erscheint das Glucose-Transportprotein
am gedgnetsten, da e die grofe Kapazitdt aufweist. Um zu urtersuchen, ob de
Glykosylierung eines Arzneistoffs eine ehdhte Permeabilitdt durch den Zellmondayer
aufweist, wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Wiefdler (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) Transport-Experimente mit  Salicylsdure  und
Salicylsaure-Glucosid in der Costar-Apparatur durchgefiihrt (Abbildung 3.21, Tabelle 3.12).
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Abbildung 3.21: Transport von Sdlicylsdure, Salicylsaure-Glucosid und CF durch BCEC-
Mondayer in der Costar-Apparatur (Einzelwerte siehe Tabelle 5.40bis Tabelle 5.42)

Tabdle 3.12: Permeailit atskoeffizienten

Substanz Papp [CM/S]
CF 1,05% 10°
Sdlicylsaure 1,94x 10°
Sali cylsaure-Glucosid 1,51x 10°

Die Permeabilit & der Salicylsdure liegt deutlich tber der des Parazell ularmarkers CF. Somit
ist wahrscheinlich, dass Salicylsdure auch transzellular permeiert; es gibt Hinweise darauf,
das se durch das an der Blut-Hirn Schranke exprimierte Monccarbornséure-Carrierprotein
transportiert wird [91, 192). Eine Glykosylierung bewirkt dagegen keine weitere Erh6hung
der Permeationsrate, was einen Transport des Glucose-Konjugates durch das Glucose-
Transportprotein  urwahrscheinlich  madit. Diese Beobaditung stimmt mit den
Untersuchungen vonHalmos et a. [72] Gberein, de fur eine Reihe von Glucose-konjugierten
Chlorambucil -Derivaten keinen Transport durch das an der Blut-Hirn Schranke dominante
Glucose-Carrierprotein GLUT1 feststellen konrten.
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3.2 Kationisiertes Albumin als Vektor

3.2.1 Eigenschaften von kationisiertem Albumin

Die Kationisierung von Rinder-Serumalbumin flhrte zu einem Anstieg des isoelektrischen
Punktes (pHigp) von 4,5 auf Uber 8,2 (Abbildung 3.22 links). Der pHep von CBSA
unterscheidet sich nur unwesentlich von dem des fluoreszenzmarkierten Derivats. Obwohl
durch de Fluoreszenzmarkierung bei dieser Charge im Mittel 2,4 pimare Amine pro CBSA-
Molekll in ein Amid Ukergehen, deibt insgesamt die positive Ladung des Proteins erhalten.
Dieses Ergebnis ist auch fur die Sulfhydrierung von CBSA relevant (vgl. 3.3.1), da durch
diese Re&tion ebenfalls Aminogruppen modifiziert werden. BSA, CBSA und FITC-CBSA
zeigen de gleiche dektrophaetische Mohilité (Abbildung 3.22 redits); somit bewirkt die
Kationisierung mit Ethylendiamin urter den gewahlten Redtionsbedingungen keine Bildung
von Di- oder Oligomeren des Proteins.

1 2 3 4 1 2 3 4 5
pH
45 -
8,2

Abbildung 3.22 links: Isoelektrische Fokusserung vonBSA ( Bahn 4), CBSA (Bahn 2) und
FITC-CBSA (Bahn 3); Bahn 1: Standards mit einem isoel ektrischen Punkt im Bereich von4 5
bis 8,2 rechts. SDS-Gelelektrophaese von BSA (Bahn 2), CBSA (Bahn 3) und FITC-CBSA
(Bahn4); Bahn1 u.5: Standards mit Molekulargewichten von 94.000, 67.000 und 43.000
(von olken nach urten)
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3.2.2 Untersuchung der Aufnahmevon CBSA in BCECs

Die Eignung von CBSA als Vektor fir ein liposomales Konjugat wurde Gberprift, indem die
Aufnahme des Proteins in de ds BHS-Model verwendeten Endahelzell-Mondayer
untersucht wurde. Dabei kam das fluoreszenzmarkierte Derivat FITC-CBSA zum Einsatz. Die
Interaktion mit den Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch und duch Aufnahme-
Experimente in Mikrotiterplatten urtersucht.

3.2.2.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Aufnahme von FITC-CBSA in
BCECs

Die Inkubketion von auf Glasobjekttragern kutivierten BCECs mit FITC-CBSA flhrte zu
einer  deutlichen, zellgeburdenen  Fluoreszenz  (Abbildung  3.23). In  der
Phasenkontrastaufnahme sind zwei BCECs mit ihrer in Kultur typischen spindelférmigen
Morphdogie zu erkennen. Ebenso sind de Zelkerne deutlich zu sehen. Die
Fluoreszenzaufnahme zeigt eine punkuelle Verteilung von FITC-CBSA im Préparat. Grofe
und Lokalisation der fluoreszierenden Punkte deuten auf intrazelluldre Vesikel hin, in de das
FITC-CBSA aufgenommen wurde. Auf eine Lokalisation der Fluoreszenz in der Zelle deutet
ebenfalls hin, dassdie Bereiche der Zellkerne bei beiden Zellen etwas dunKer erscheinen als
der restliche Zellkérper.
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Abbildung 3.23: Inkubketion von BCECs mit FITC-CBSA (100ug/ml); Inkubetionszeit
30min,; links: Fluoreszenz; rechts: Phasenkortrast; Abbildungsgrofe  jewells

S5um x 70 pum
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3.2.2.2 Aufnahme-Experimente mit FITC-BSA und FITC-CBSA in Mikrotiterplatten

Die Bindung bzw. Aufnahme von FITC-CBSA an bzw. in BCECs ist konzentrationsabhéngig
und séttigbar (Abbildung 3.24). Die bel einer Inkubetionstemperatur von 4°C bestimmten
Werte zeigen eine hohe Bindung von CBSA an de Endahelzellen. Die deutlich héheren
zellgebundenen Proteinmengen bei 37 °C deuten darauf hin, dass es bel dieser Temperatur
Uber die Bindurg hinaus zu einer Aufnahme von CBSA kommt Im Gegensatz dazu
unterscheiden sich de Werte fir BSA bei 4 °C und 37°C nicht, somit ist eéine Aufnahme von
BSA unwahrscheinlich; alerdings sheint sich auch BSA konzentrationsabhéngig und
séttigbar an de Zell oberflachen zu adsorbieren.
I

800 + I —o— FITC-BSA4°C

—v— FITC-BSA 37 °C

—m— FITC-CBSA4°C
600 I —e— FITC-CBSA37°C
400 A I/

200 - D/I .  §

Protein gebunden/aufgenommen [ng/well]

c [mg/ml]

Abbildung 3.24: Bindurg / Aufnahme von FITC-BSA und FITC-CBSA an / in BCEC-
Mondayer bel 4 °C und 37°C (Einzelwerte siehe Tabelle 5.43bis Tabelle 5.46)

Die Untersuchung der Adsorption von FITC-BSA und FITC-CBSA an beschichteten
Mikrotiterplatten zeigt ebenfall s eine hhere Bindung des kationisierten Proteins (Abbildung
3.25). Insgesamt sind de adsorbierten Proteinmengen in Relation zu den Experimenten mit
BCEC-Mondayern jedoch sehr gering, so dass eine Beanflussung der Ergebnisse dieser
Versuche durch eine Adsorption an de Platten ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 3.25: Adsorption von FITC-BSA und FITC-CBSA an Mikrotiterplatten
(Einzelwerte siehe Tabelle 5.47und Tabelle 5.48

3.2.2.3 Beanflusaung der Mesaung mit dem Fluoroskan |1 durch de Plattengeometrie

Bel den in den transparenten Mikrotiterplatten aus Polystyrol direkt duchgefihrten
Fluoreszenzmessungen mit dem Fluoreszenzleser Fluoroskan Il fiel auf, dassim Gegensatz
zur Verwendung von speziell fir dieses Gerdt bestimmten Platten aus shwarzem Kunststoff
die Mesergebnise von der Plattengeometrie ahéngig sind. Um diesen Einfluss zu
guantifizieren, wurde ene komplette Platte mit einer FITC-BSA-L6sung gefllt und
vermessen (Abbildung 3.26). Die an Rand gemessenen Fluoreszenzen liegen durchweg stark
Uber dem Mittelwert (bis Uber 15%). Dagegen hilden die inneren Vertiefungen ein recht
homogenes Plateau, dbs bis zu 10% unter dem Mittelwert liegt. Die folgende Mesaung
erfolgte, ohre die aif¥eren Vertiefungen zu beflllen (Abbildung 3.27). Die Ergebnisse dieser
Mesaung sind hanogener und de Werte zeigen keine Tendenzen, de aif eine systematische
Abweichung hindeuten. Eine @waige Abhangigkeit von der Plattengeometrie kann mit dieser
Messanordnung vernachldssgt werden. Bel der Beurteilung der prozentualen Abweichung
vom Mittelwert, die in desem Versuch bel - 10% bis + 10 % liegt, ist zu beadten, das sch
durch de Mesaing ohre Berticksichtigung der Randwells ein niedrigerer Mittelwert ergibt,
und \ergleichbare asolute Abweichungen somit eine héhere relative Abweichung ergeben.
Fur ale folgenden Mesaungen in transparenten Mikrotiterplatten wurden de Randwells
freigelassen, so dasspro Platte nur noch 60statt 96 individuell e Experimente mdgli ch waren.
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Abbildung 3.26: Fluoreszenz einer FITC-BSA-LOsung (47 pg/ml); 200ul/well in alen

Vertiefungen; dargestellt ist die prozentuale Abwechung vom Mittelwert der
96 Einzelmesaungen
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Abbildung 3.27: Fluoreszenz einer FITC-CBSA-Losung (47 ug/ml); 200 ul/well;

Randwertiefungen lee; dargestellt ist die prozentuale Abweichung vom Mittelwert der
60 Einzelmesaungen
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3.3 Herstellung und Charakterisierung von liposomalen Konjugaten

3.3.1 Sulfhydrierung von Albumin und kationisiertem Albumin

Zur Quantifizierung der Ausbeute der Sulfhydrierung von BSA und CBSA wurde die
Methode von Ellman (vgl. 2.4.5 eingesetzt. Die mit Cystein-Losungen aufgestellte
Eichgerade (Abbildung 3.28) zeigt die gute Linearitéat der Methode.
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Cystein [mM]
Abbildung 3.28: Eichgerade der Bestimmung nach Ellman

Die Thiolierung von BSA und CBSA mit SATA erfolgt in Abhéngigkeit vom
Konzentrationsverhdltnis SATA zu Protein (Abbildung 3.29). Fur die untersuchten
Konzentrationsverhdtnisse egibt sich bel beiden Proteinen ein nahezu lineaer Anstieg der
Zahl der eingeflihrten Thiolgruppen. Dabei unterscheiden sich de Werte fir BSA und CBSA
nur gering. Die durch die Kationisierung hohere Zahl von Aminogruppen des CBSA bewirkt
somit keine df ektivere Sulfhydrierung. Die Ausbeuten liegen im Bereich von 35% bis 65 %.
Ahnliche Ausbeuten finden sich in der Literatur fir 1gG [49]; fir Peroxidase, Thyroglobuin
[49], Amylase und Plasminogen [77] liegen de Werte deutlich niedriger (max. 20%). Tabelle
3.13 zeigt eine Ubersicht tiber all e sulfhydrierten Proteinchargen.
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Abbildung 3.29: Sulfhydrierung von BSA und CBSA: Ausbeute der Reéktion

Tabelle 3.13: Sulfhydrierte Proteinchargen

Protein: Albumin undkationisiertes Albumin wurden sulfhydriert; SATA/Protein: Ausgangsverhaltnis
Thiolierungsreagenz zu Protein [mol/mol]; SH/Protein: Anzahl der eingefliigten SH-Gruppen pro
Protein [mol/mol]; Effizienz: Quatient aus SH/Protein undSATA/Protein, Angabe in %

Nr. Protein **™/protein - Iproein  Effizienz
1 CBSA 0,7 0,5 65,1 %
2 CBSA 1,4 0,6 445 %
3 CBSA 29 1,1 39,2 %
4 CBSA 58 21 36,1 %
5 CBSA 8,6 3,6 42,1 %
6 CBSA 115 49 42,4 %
7 BSA 0,7 0,4 539 %
8 BSA 1,4 0,8 58,4 %
9 BSA 29 1,4 48,1 %
10 BSA 58 2,7 46,7 %
11 BSA 8,6 3,6 42,0%

Nr. Protein **™/ooein - eroen Effizienz
12 BSA 115 5,6 485 %
13 CBSA 29 1,7 58,0 %
14 CBSA 5,8 3,0 51,8 %
15 BSA 29 1,8 62,7 %
16 BSA 5,8 34 58,2 %
17 CBSA 29 1,4 49,2 %
18 CBSA 5,8 3,0 50,4 %
19 BSA 29 1,8 61,9 %
20 BSA 5,8 3,8 64,6 %
21 CBSA 29 1,2 40,5 %
22 BSA 2,9 1,5 49,6 %

Die Reprodwzierbarkeit der Sulfhydrierungsreaktionist as gut zu beurteilen. Abbildung 3.30
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von unerschiedlichen Reaktionsansdtzen
bei zwei verschiedenen Konzentrationsverhdtnissen SATA zu Protein fir beide Proteine. Die
relativen Standardabwei chungen liegen fir alle Gruppen im Bereich von 15%bis 20 %.
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Abbildung 3.30: Reprodwierbarkeit der Sulfhydrierung mit SATA; Mittelwerte +
Standardabweichung aus 3 (SATA/Protein=5,8) bzw. 4(SATA/Protein=29) Sulf-
hydrierungsreaktionen

3.3.2 Eigenschaften von Liposomen

Eine wichtige Vorgabe war die Herstellung mdoglichst stabiler Vesikel. Deshalb wurden
zumeist die Lipide DSRC und CH verwendet, da ihre Verwendung in einer geeigneten
Mischung zu sehr stabilen Lipasomen fihren. Zusétzlich wurde im Hinblick auf in vivo-
Untersuchungen DSFE-MPEG in de Liposomenmembran integriert, um eine schnelle
Aufnahme durch de Makrophagen des RES zu vermeiden. Als Koppungskomporente wurde
DSPE-MPEG-MI verwendet, da es mit Thiolen urter Bildung eines dabilen Thioethers
reagiert, und es zu den wenigen kommerziell erhdtlichen Linkern mit einer PEG-
Komponrente gehart.

Eine weitere Vorgabe war es, mdglichst kleine Vesikel zu generieren. Dies geschah zumeist
durch Extrusion; die dabei verwendeten Membranen hatten eine Porenweite von 50 bs
200nm. Allerdings war es fir einige Versuchsrethen ndig, groflere anbheitliche
Liposomenchargen zu generieren, als dies mit dem Lipaosofast] -Gerét moglich war, so dass
hier die Ultraschallmethode zum Einsatz kam.
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3.3.2.1 VeskelgroRe

Die VesikelgroRRe ist abhangig von der Herstellungsmethode und der Lipidzusammensetzung.
Durch de Koppung von Protein kam es bei alen Chargen zu einer geringflgigen
VesikelvergroRerung. Die maximale Vergroflerung lag bei ca 10 M, so dass eine
Agglomeratbildung durch die Koppung ausgeschlossen werden konrte. Tabelle 3.14 gibt
eine Ubersicht tiber die Herstellungsparameter und de VesikelgroRe dler Liposomenchargen.

Die VesikelgroRe ist bei beiden Herstellungsmethoden umso geringer, je niedriger die
Phasenlbergangstemperatur der verwendeten Lipidmischung ist. Liposomen, de Rh-PE as
Fluoreszenzmarker enthielten, sind duchweg 10bis 15nm grofer als vergleichbare
Préparationen olne das fluoreszenzmarkierte Lipid. Mit der Ultraschallmethode generierte
Liposomen sind bei den gewéhlten Beschallungsparametern deutlich goler als bei der
Extrusion duch 50 i Membranen (Abbildung 3.31; mittlere VesikelgrofRe 151 nm bzw.
90nm). Eine verlangerte Beschalungszeit (60statt 20min.) und eine hohere
Beschallungsintensitét (Stufe 10 statt 8) bewirkten nur eine marginale Verkleinerung, so dass
die zuvor gewahlten Parameter (vgl. 2.5.1.) beibehalten wurden.
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Abbildung 3.31: GréRenverteil ung von extrudierten (Charge 24) und Ultraschall -behandelten
Liposomen (Charge 46)
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3.3.2.2 Einschlussvon 56)-Carboxyfluoreszein

Der Einschlussvon CF ist abhéngig von der Lipasomengroél3e, der Lipidkomposition und @r
Herstellungsmethode. Das eingeschlossene CF-Volumen aller CF-haltigen Lipasomenchargen
findet sich in Tabelle 3.14. Bei mit Ultraschall generierten Liposomen ist der CF-Einschluss
deutlich hoter as bei extrudierten Vesikeln vergleichbarer Grosse. Die Prasenz von Rh-PE in
den Liposomen wirkt sich negativ auf das Einschlusssolumen aus; dieser Effekt ist bel den
mit Ultraschall hergestellten Vesikeln besonders deutlich.

Tabelle 3.14: Liposomen: Gol¥e und CF-Einschluss

Lipide: nur die Hauptlipidkomporente ist angeben, generell wurde folgendes molares Verhdtnis
eingesetzt: XXPC 52 : CH 45 : DSPE-MPEG 3; c.: Gesamtli pidkonzentration bei der Herstellung;
Methode: E XX = Extrusion duch Membranfilter der Porenweite XX nm, U = Ultraschall; Temp.:
Herstellungstemperatur in °C, RT = Raumtemperatur; Rh-PE: eingesetzte Menge, Angabe in mol %
bezogen auf Gesamtlipid; CF: eingesetzte Konzentration in der Hydratationd ésung; pH: pH-Wert der
eingesetzten CF-Losung; GroRe = mittlere Vesikelgrofe in nm; PD = Polydispersitét; CF [I/mol]:
eingeschlossenes Volumen der CF-L6sung, Angabe in | pro mol Gesamtlipid, na. = nicht analysiert

Charge Lipide ¢ [mMM] Methode Temp. Rh-PE CF pH GréRe[nm] PD CF[l/mol]

1 DSPC 10 E 50 60 / 100mM 7,4 914 0,091 n.a
2 DSPC 10 E 50 60 / 100mM 7,4 94,8 0,049 n.a
3 DSPC 10 E 100 60 / 100mM 74 1656 0,139 n.a
4 DSPC 10 E 100 60 / 100mM 7,4 1649 0,12 n.a
5 DSPC 10 E 50 60 3,75% / 74 955 0,096 /

6 DSPC 10 E 50 60 3,75% / 74 952 0,052 /

7 SPC 10 E 50 RT / 100mM 74 74,2 0,066 0,42
8 SPC 10 E 50 RT / 100mM 74 77 0,048 0,41
9 SPC 10 E 50 RT / 100mM 74 785 0,100 0,44
10 SPC 10 E 50 RT / 100mM 7,4 76 0,090 0,40
11 SPC 10 E 50 RT / 100mM 74 819 0,048 0,39
12 SPC 10 E 50 RT / 100mM 74 792 0,044 0,39
13 SPC 20 E 50 RT 3,75% / 74 89,7 0,153 /
14 SPC 20 E 50 RT 3,75% / 74 914 0,117 /
15 SPC 20 E 50 RT 3,75% / 74 937 0,098 /
16 SPC 20 E 50 RT 3,75% / 74 1002 0,106 /
17 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1104 0,019 1,15
18 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1092 0,043 1,13
19 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1101 0,065 1,11
20 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1149 0,087 1,12
21 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1103 0,084 1,06
22 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 109 0,069 1,08
23 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 85,8 0,057 0,75
24 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 89,7 0,070 0,75
25 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 93,6 0,068 0,72
26 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 88,9 0,111 0,78
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Charge Lipide ¢ [mM] Methode Temp. Rh-PE CF pH GroRe[nm] PD CF[l/mol]

27 DSPC 10 E 50 60 1,88% / 45 98,9 0,074 /
28 DSPC 10 E 50 60 1,88% / 4,5 98,7 0,079 /
29 DSPC 10 E 50 60 1,88 % / 4,5 1021 0,043 /
30 DSPC 10 E 50 60 1,88% / 4,5 98,4 0,093 /
31 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1013 0,024 0,54
32 DSPC 10 E 50 60 376% 20mM 45 1109 0,063 0,52

33 DSPC 10 E 100 60 3,76% 20mM 45 1506 0,151 1,11
34 DSPC 10 E 200 60 376% 20mM 45 1939 0,146 2,05

35 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1038 0,251 0,52
36 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1047 0,038 0,53
37 DSPC 10 E 50 60 / 20mM 45 1047 0,183 0,54
38 DSPC 10 E 50 60 376% 20mM 45 1227 0,175 0,46
39 DSPC 10 E 50 60 3,76% 20mM 45 1184 0,028 0,46
40 DSPC 10 E 50 60 376% 20mM 45 1223 0,092 0,46

41 DSPC 10 E 100 60 3,76% 20mM 45 164 0,091 1,11
42 DSPC 10 E 200 60 376% 20mM 45 2036 0,115 1,96
43 DSPC 20 9] 60 3,76% 20mM 45 1562 0,158 1,99

44 DSPC 20 ) 60 376% 20mM 45 1576 0,150 2,08
45 DSPC 20 9] 60 / 20mM 45 1509 0,184 4,7
46 DSPC 20 ) 60 / 20mM 45 1512 0,178 4,48
47 DMPC 20 9] 40 / 20mM 45 1268 0,193 1,77
48 DMPC 20 ) 40 / 20mM 45 1311 0,187 1,79
49 DSPC 20 9] 60 / 20mM 45 1519 0,167 4,72
50 DSPC’ 20 ) 60 / 20mM 45 1181 0,208 1,43

3.3.2.3 Stahilit & von DSFE-PEG-MI

Das aufgrund der zu erwartenden Vesikelstabilit & ausgewahlte Lipid DSRC bedingt durch
seine hohe Phasenlbergangstemperatur eine Temperatur von ca 60°C wahrend der
Hydratation ces Lipidfilms (vgl. 2.5.1). Mit der zunddst zur Hydratation wverwendeten
100mM CF-Losung (pH 7,4) ergab sich jedoch keine mesdare Kopdung des Proteins.

Als Ursadhe hierfir kam u.a ene Instabilitdt des Linkermolekils DSFE-PEG-MI und
insbesondere der fur die Koppungsreaktion essnziellen Maeimidfunktion urter den
Herstellungsbedingungen in Betracht. Die Kopdung mit Liposomen, de SRC ds
Hauptli pidkomporente enhielten, gelingt zwar problemlos (vgl. Tabelle 3.15), jedoch sind
diese Liposomen in Bezug auf den CF-Einschlussinstabil (CF-Freigabe in PBS bei 4 °C bis
zu 50% in 14Tagen). Die Stahilitéd des Linkers wurde durch Analyse der
Kopdungsfahigkeit nadh Behandung bel verschiedenen Temperaturen und pH-Werten
untersucht. Abhbildung 3.32 zeigt den Anteil an DSPE-PEG-MI, der nach dieser Behandiung
an Cystein gekoppelt werden kann.

® Diese Charge enthielt kein DSPE-MPEG
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Abbildung 3.32: Stabilitdt des Linkermolekils bei verschiedenen pH-Werten und
Temperaturen

Bel einer Temperatur von 25°C sinkt die Kopdungseffizienz oberhalb von pH 7 stark ab;
dies entspricht den Angaben fur ein anderes Maleimid-Derivat in der Literatur [117]. Wird de
Temperatur auf 40°C erhoht, sinkt die Kopdungsausbeute von pH 6 an ab. Bel 60°C
schliefdich ist schon olerhalb von gH 5 eine deutliche Reduktion der gebundenen Menge an
DSFE-PEG-MI  zu erkennen. Be diesem Experiment war die Dauer der
Temperatureinwirkung deutlich kirzer als bel der Liposomenherstell ung; zudem entfielen de
ebenfalls gabilit &skritischen Schritte der Extrusion kew. Ultraschallbehandlung. So kann
davon ausgegangen werden, dass die  Reduktion der Koppungseffizienz bei der
Liposomenherstellung noch deutlich holer ausféllt. Da die Kopdungseffizienz dagegen im
schwadh sauren Bereich auch bei einer Temperatur von 60°C kaum beanflusg wird, wurden
alle folgenden Liposomenchargen in einem Puffer mit pH 4,5 hergestellt.

3.3.2.4 Proteinkopdung

Das Ausmald der Koppung von thioliertem Protein an Liposomen héngt ua ab vom
Thiolierungsgrad des Proteins, von d&r Menge an eingesetztem Protein, der Menge an
eingesetztem Linkerlipid und ar Stabilité des thiolierten Proteins owie des Linkerlipids.
Tabelle 3.15 listet alle mit Protein gekoppelten Liposomenchargen sowie dle fur die
Koppung relevanten Parameter auf.
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Tabelle 3.15: Koppdung von sulfhydriertem Protein an Liposomen

Nr: Liposomencharge (vgl. Tabelle 3.14); Nrsy.por: Proteincharge (vgl. Tabelle 3.13; Protein [ug]:
zur Kopplung eingesetzte Proteinmenge; Lipid [pmol]: zur Kopplung eingesetzte Liposomenmenge
as Stoffmenge Gesamtlipid; Linker [%]: Menge an DSFE-PEG-MI in den Liposomen in mol%,
bezogen auf Gesamtlipid; P [pug/umol]: gebundene Proteinmenge in g Protein pro pumol Gesamtlipid;
P/L: Anzahl gekoppelter Proteine pro Liposom; % Linkergs,: Anteil an DSFE-PEG-MI der
Liposomen, der mit Protein gekoppelt wurde; % Proteing,: an die Liposomen gekoppelter
Proteinantell

Nr. Nr.gu.pro. Protein [ug] Lipid [umol] Linker[%] P[pg/umol] P/L % Linkerg, % Protéing,

7 19 175 2,7 0,60% 499 74 124 % 769 %
8 19 350 2,7 0,60% 68,7 102 171% 530 %
9 19 700 2,7 0,60% 83,0 124 206 % 320%
10 17 193 2,7 0,60% 65,6 98 163 % 91,7 %
11 17 387 2,7 0,60% 90,6 135 225% 632 %
12 17 774 2,7 0,60% 97,2 145 242 % 339 %
13 19 525 8,2 0,35% 39,7 71 169 % 619%
14 19 875 8,2 0,35% 54,5 98 232 % 51,1 %
15 17 581 8,2 0,35% 30,8 55 131% 435 %
16 17 968 8,2 0,35% 64,0 115 273% 54,2 %
17 19 175 2,1 0,70% 721 129 154 % 86,5 %
18 19 350 2,1 0,70% 70,0 125 149% 42,0 %
19 19 700 2,1 0,70% 76,1 136 16,2 % 228%
20 17 193 2,1 0,70% 754 135 161 % 820 %
21 17 387 2,1 0,70% 822 147 175% 44,6 %
22 17 774 2,1 0,70% 823 147 175% 223%
23 19 175 1,2 0,35% 36,4 65 155% 250%
24 19 350 1,2 0,35% 44,7 80 191 % 153 %
25 17 193 1,2 0,35% 304 54 130% 189 %
26 17 387 1,2 0,35% 479 86 204 % 14,9 %
27 19 175 14 0,35% 37,2 67 159% 298%
28 19 350 1,4 0,35% 457 82 195% 183 %
29 17 193 14 0,35% 395 71 16,8 % 286 %
30 17 387 1,4 0,35% 46,4 83 198 % 16,8 %
31 22 210 2,7 0,35% 47,0 61 200% 60,4 %
32 22 210 2,6 0,35% 523 83 223 % 64,7 %
33 22 210 2,1 0,35% 493 180 21,0% 493 %
34 22 125 1 0,35% 589 343 251 % 47,1 %
35 21 205 2,7 0,35% 60,8 79 259% 80,1 %
36 21 205 2,7 0,35% 64,2 84 274 % 84,6 %
37 21 205 2,7 0,35% 58,5 76 250% 77.1%
38 21 205 2,6 0,35% 67,6 107 288 % 858 %
39 21 205 2,6 0,35% 65,8 104 281 % 834 %
40 21 205 2,6 0,35% 64,9 103 2717% 824 %
41 21 205 2,1 0,35% 54,6 200 233 % 559 %

42 21 123 1 0,35% 712 415 30,3 % 579 %
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Nr. Nr.gyprq. Protein[ug] Lipid [umol] Linker [%] P[pg/pmol] P/L % Linkergy, % Proteings
43 22 2090 29 0,70% 65,0 235 139% 90,2 %
44 21 2055 29 0,70% 66,0 242 141 % 931 %
45 22 4180 72 0,20% 411 139 30,6 % 70,7 %
46 21 4110 72 0,20% 47,6 160 355 % 833 %
47 22 2090 56 0,20% 253 60 189 % 67,9 %
48 21 2055 56 0,20% 28,6 73 21,3% 779 %

Um die Effizienz der Koppungsrestion keurteilen zu konren, muss swohl die aif das
Linkerlipid bezogene ds auch de aif die Proteinmenge bezogene Koppungsausbeute
betrachtet werden. Abbildung 3.33 zeigt beide Werte fur jewells drei mit BSA bzw. CBSA

gekoppelte Liposomenchargen in Abhangigkeit von der Proteinmenge.

Abbildung 3.33: Abhéngigkeit der Koppungsausbeute von der Proteinmenge
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Die proteinbezogenen Koppungseffizienzen nehmen mit steigender Proteinmenge &b,
wogegen de linkerbezogenen Werte nahezu korstant bleiben. Der limiti erende Faktor fur die
Kopdung ist hier die Menge an Linkerlipid, de nach der Liposomenherstell ung noch mit dem
thiolierten Protein reagieren kann. Dieser Wert liegt bel den in Abbildung 3.33 dargestellten
Chargen bei ca. 15% undstreut bei alen Chargen im Bereich von 12,4% bis 35,5% (Tabelle
3.15). Diese Grol¥e ist u.a abhéngig von der Linkerstabilité unter den Herstellungs-
bedingungen (vgl. 3.3.2.3 und dem Vesikeldurchmesser bzw. der Vesikellamellaritét. Bel
unilamellaren Liposomen befinden sich ca 50% der Gesamtlinkermenge aif der
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Liposomenaul3enseite. Somit steht maximal die Hafte des Linkers zur Proteinkopdung zur
Verfigung. Mit steigendem multil amellarem Charakter der Vesikel sinkt dieser Anteil weiter
ab. Dies ist bei der linkerbezogenen Koppungseffizienz zu berlicksichtigen. Die
proteinbezogene Koppungsausbeute areicht bei kleinen Proteinmengen Werte von ca 90%.
Daraus folgt, dassein geringer Thiolierungsgrad vonmax. 1,8 SH-Gruppen pro Protein (vgl.
Tabelle 3.13) ausreicht, um Albumin bzw. kationisiertes Albumin nahezu quantitativ an de
Liposomen zu koppeln, wenn eine ausreichende Menge an Linkerlipid zur Verfigung steht.
Insgesamt wird deutlich, dassdie Kopdungsreaktion am besten gesteuert werden kann, indem
Liposomen mit einer bestimmten Linkerli pidmenge unter definierten Bedingungen hergestellt
und mit einem Uberschussan thioli ertem Protein gekoppelt werden.

Die Abtrennung von ncht gebundcenem Protein gelang mit Hilfe der préparativen
Grofenausschlusschromatographie (vgl. 2.5.4 zuverlassg. Abbildung 3.34 stelt die
gemessenen Absorptionen der Fraktionen eines Laufs dar.
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Abbildung 3.34: Abtrennurg von richt geburndenem Protein von CBSA-konjugierten
Liposomen (Charge 21) durch Gelfiltration Uler eine Sepharose CL-6B Saule

Die Absorption bei 492nm zeigt die Elution vonlipasomalem CF, das von der Saule nicht
retardiert wird. Die Absorption kei 595nm zeigt das Elutionsprofil des Proteins. Der erste
Pedk, der synchron mit dem Pegk von CF auftritt, reprasentiert die bei dieser Charge an de
Liposomen gekoppelte Proteinmenge. Der zweite Pegk zeigt das nicht gekoppelte Protein. CF
storte die Detektion des Proteins nicht, da es bei 595nm nur eine sehr geringe Absorption
zeigt.
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3.3.2.5 Liposomenstabilit at

Die Stabilit & der proteingekoppelten Lipasomen bei 4 °C in PBS wurde Uber einen Zeitraum
von sechs Wochen urtersucht. Es wurden je zwei mit BSA und mit CBSA gekoppelte
Chargen analysiert. Die Untersuchung von Grofe, CF-Einschlussund Proteinbindurg erfolgte
wochentlich wiein 2.6.5beschrieben. Die Ergebnisse dieser Versuche sindin Abbildung 3.35
bis Abbildung 3.40 dargestellt. Sowohl mit DSPC as Hauptlipidkomporente hergestellte
Liposomen als auch auf DMPC basierende Vesikel verdndern ihre Gréfe im untersuchten
Zeitraum nicht. Ebenso beibt die Menge an eingeschlossenem CF und an gebundenem
Protein bei allen urtersuchten Chargen nahezu korstant. Somit kdnren de liposomaen
Konjugate nach der Herstellung mindestens sschs Wochen lang bei 4 °C aufbewahrt werden,
ohne dass $ch ihre wesentli chen Eigenschaften verandern.
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Abbildung 3.35: Stabilitét von Liposomen: Vesikeldurchmesser (BSA: Charge 45, CBSA:
Charge 46)
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Abbildung 3.36: Stabilitdt von Liposomen: CF-Einschluss (angegeben in nmol CF pro umol
Gesamtlipid; BSA: Charge 45; CBSA: Charge 46)
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Abbildung 3.37: Stabilitét von Lipasomen: Proteinkopdung (Proteingehalt angegeben in ug
Protein pro umol Gesamtlipid; BSA: Charge 45; CBSA Charge 46)
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Abbildung 3.38: Stabilitét von Liposomen: Vesikeldurchmesser (BSA: Charge 47, CBSA:
Charge 48

40 -

35 B b By R

30
25
20

15

CF [nmol/umol]

10

5 —

0 T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Wochen

Abbildung 3.39: Stabilitdt von Liposomen: CF-Einschluss (angegeben in nmol CF pro pumol
Gesamtlipid; BSA: Charge 47; CBSA: Charge 48)
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Abbildung 3.40: Stabilitét von Lipasomen: Proteinkopdung (Proteingehalt angegeben in ug
Protein pro umol Gesamtlipid; BSA: Charge 47; CBSA: Charge 48)
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3.3.3 Mikroskopische Untersuchung der Interaktion von liposomalen Konjugaten mit
kultivierten Kapillar-Endothelzellen

3.3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Interaktion der hergestellten liposomalen Konjugate mit kultivierten Kapill ar-
Endahelzellen alsin vitro-Modell der BHS wurde zunddst mit der konventionell en Aufli cht-
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Abbildung 3.41 zeigt BCEC-Mondayer nach der
Inkubation mit BSA- und CBSA- gekoppelten Liposomen. Es snd jewell s Fluoreszenz- und
Phasenkortrastbil der des gleichen Ausschnittes dargestellt.

Abbildung 3.41: Inkubetion von BCECs mit proteingekoppelten Lipasomen; links:
Fluoreszenz; rechts: Phasenkortrast; oben: BSA-Liposomen (Charge9; 30min.
Lipidkoreentration  100nmol/ml); unten: CBSA-Liposomen (Charge12; 30min.
Lipidkoreentration 100nmol/ml); Abbildungsgrofiejeweils 140pum x 75um

Nadh der Inkubation mit BSA-Liposomen ist nur eine schwache Fluoreszenz zu erkennen, de
nicht eindeutig zugeordnet werden kann. Dagegen ist die Struktur der Endathelzell en nach der
Behandlung mit CBSA-Lipaosomen auch im Fluoreszenzbild deutlich zu erkennen. Die
Fluoreszenz ist diskontinuierlich verteilt. Im Bereich des Zytosols snd viele fluoreszierende
Punkte zu erkennen. Hierbel kann es sch aufgrund der Grofe jedoch nicht um enzelne
Liposomen handeln; vielmehr sind des Zonen auf der Zelloberfladche oder Vesikel in den
Zéllen, in denen sich die Liposomen angereichert haben.
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Die Vermutung, dass es sch auch um intrazelluldre, nach Endozytose entstandene Vesikel
handelt, wird dadurch gestiitzt, dass die Bereiche der Zellkerne im Fluoreszenzbild dunker
erscheinen as die Ubrigen Zelltelle. Bei einer ausschliefdlichen Lokalisation der Fluoreszenz
an der Zell oberflache wére dies nicht der Fall.

Um auszuschlief3en, dassdie zell uldre Fluoreszenz durch Aufnahme von freiem CF nach einer
Freigabe aus den Liposomen wahrend der Inkubation bedingt ist, wurden BCEC-Mondayer
mit CBSA-Liposomen, de sowohl CF as auch Rh-PE as Fluoreszenzmarker enthielten,
inkubert. Abbildung 3.42 zeigt das Erscheinungsbild dieser Zellen mit den Filtersdtzen fir
Grun undRotfluoreszenz.

Abbildung 3.42: Inkubetion von BCECs mit CBSA-Lipasomen der Charge 44 (30min.;
Lipidkoreentration 100nmol/ml); links: Filtersatz fir Grunfluoreszenz; rechts: Filtersatz fur
Rotfluoreszenz; Abhildurgsgrofe jeweils 210um x 210 um

In beiden Bil dteil en treten de Zellkerne ds dunle Zonen in Erscheinung, und s Zytosol ist
an den gleichen Stellen mit fluoreszierenden Vesikeln duchsetzt. Die gleichartige
Fluoreszenzverteilung 18sg darauf schlief3en, dassdie Liposomen as Einheit mit den Zellen
in Wedhselwirkung treten. Diese Wedhselwirkung ist durch de Kopdung mit CBSA bedingt.
Bel genauerem Vergleich der beiden Bildteile ist zu erkennen, dass die Zahl der
fluoreszierenden Vesikdd mit Rh-PE groRer ist und dese ach ene hohere
Fluoreszenzintensitét aufweisen. Dies deutet ebenfalls auf eine Aufnahme der Liposomen
durch Endazytose hin, da innerhalb endazytotischer Vesikel der pH-Wert absinkt (vgl.
1.1.3.4.5 und de Fluoreszenz von CF im Gegensatz zu Rh-PE im Sauren stark abnimmt [74].
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3.3.3.2 Konfokale Mikroskopie

Da die Lokalisation der Fluoreszenz mit der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie nur
eingeschrankt moglich ist, wurden de Interaktionen zwischen den proteingekoppelten
Liposomen und an Endahelzellen auch mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie untersucht.
Auch in desen Experimenten ergab sich mit BSA-gekoppelten Liposomen urter den
gewdhlten Bedingungen (Chargen 23,24,27 und28; Lipidkoreentration ks 200 nmol/ml;
Inkubationszeit bis zu 2 h keine deutli che, zell gebundene Fluoreszenz (nicht dargestellt).

Nacd Inkubation der Zellen mit CBSA-Lipasomen war jedoch eine deutliche Fluoreszenz zu
beobadhten (Abbildurng 3.43).

Abbildung 3.43 links: konfokalmikroskopische Aufnahme von BCECs inkubiert mit CBSA-
Liposomen; CF as Fluoreszenzmarker; AbbildungsgrofRe 160um x 160 um; rechts oben:
konfokalmikroskopische Aufnahme von BCECs inkuhiert mit CBSA-Lipasomen; Rh-PE as
Fluoreszenzmarker; Abbildungsgréfde 45um x 70 um; rechts unten: Querschnitt durch de
beiden Zellen (weil3e Linie)

Abbildung 3.43links zeigt einen Zellmondayer nach Inkubation mit CF-markierten CBSA-
Veskeln (Charge 26, Inkubetionszeit 30min.; Lipidkorzentration 100nmol/ml). Die
Fluoreszenz ist in den Zellen dskontinuierlich in vesikularen Strukturen vertellt. Die
Zéellkerne treten a's deutlich zu erkennende, grole, dunKe, rund-ovale Zonen hervor.
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Der obere rechte Teil von Abhildung 3.43zeigt zwei Endahelzellen nach Inkubation mit Rh-
PE markierten CBSA-Lipasomen (Charge 30; Inkubetionszeit 30 min.; Lipidkorzentration
100nmol/ml). Neben den dunken Zelkernen sind wieder fluoreszierende vesikuléare
Strukturen zu erkennen, de aif eine Aufnahme der Liposomen in de Zellen hindeuten.
Abbildung 3.43redts unten zeigt, dasses gch tatsaclich um eine Aufnahme der Liposomen
handelt. Hier wurde asgehend von einer Serie von ogischen Schnitten duch
dreidimensionale Rekonstruktion ein Querschnitt entlang der weif3en Linie in Abbildung 3.43
oben erzeugt. Esist deutlich sichtbar, dass $ch die fluoreszierenden Vesikel Uber das gesamte
Zytosol verteilen und rur der Kern der rechten Zell e ausgespart ist.

Abbildung 3.44 zeigt eine Auswahl der zur Generierung des Querschnittes in Abbildung 3.43
rechts unten verwendeten optischen Schnitte. Die Bildserie beginnt links oben mit einer
Schnittebene dicht oberhalb der Zellen. Mit zunehmender Schnitttiefe sind zunddhst die
Zellkernbereiche zu erkennren. Hier weisen de Endahelzellen de grofde Hohe auf. Im
weiteren Verlauf der Bildserie sind immer grof¥ere Bereiche des Zytosols zu erkennen, bevor
mit der letzten Schnittebene @n Bereich urterhalb der Zellen erreicht ist.

Aus den dargestellten Ergebnissen der konventionellen undder konfokalen mikroskopischen
Untersuchungen lasg sich feststellen, dass die hergestellten liposomalen Konjugate mit
CBSA ds Vektor in de ds Modell fur die BHS verwendeten BCECs aufgenommen werden.
Diese Aufnahme ist spezifisch unddurch de Kopdung mit CBSA bedingt, da die mit BSA
gekoppelten Liposomen keine detektierbare Interaktion mit den Zellen zeigen. Die
Fluoreszenzverteilung in den Zellen 1asg auf eine Aufnahme durch Endazytose schli efen.
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Abbildung 3.44: Serie von ogischen Schnitten duch de Endahelzellen aus Abbildung 3.43
(vonlinks oben nad redhts unten); Abstand zwischen zwei Schnittebenen jeweils 1,4um
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3.34 Konfokalmikroskopische Untersuchung der Interaktion von liposomalen
Konjugaten mit isolierten Hirnkapillaren

Als weiteres in vitro-Modell der BHS wurden funktionell i ntakte, isoli erte Gehirn-Kapill aren
verwendet. Dieses Modell hat den Vorteil, dassdie Endahelzellen sich nach in der gleichen
Anordnung wie im lebenden Organismus befinden undEinflisse durch de Bedingungen der
Zellkultur, wie z.B. Anderungen des Enzymmusters, urterbleiben. Die Kapill aren wurden
sowohl mit BSA- as auch mit CBSA-gekoppelten Liposomen inkukiert. Dabei kamen de
Fluoreszenzmarker CF und Rh-PE zum Einsatz. Die Inkubetion mit BSA-gekoppelten
Liposomen (Chargen 23, 24,27 und28; Lipidkoreentration ks 200 nmol/ml; Inkubationszeit
bis zu 2h) fuhrte zu keinem detektierbaren kapill arassoziierten Signal (nicht dargestellt).
Dagegen resultierte die Inkubation mit CBSA-konjugierten Lipasomen in einer deutlichen
Fluoreszenz (Abhildung 3.45).

Abbildung 3.45: Konfokalmikroskopische Aufnahme von isolierten Kapill aren inkukiert mit
CBSA-Lipaosomen; oben: Rh-PE as Fluoreszenzmarker; AbbildungsgrofRe: 75 um x 55um;
unten links. CF as Fluoreszenzmarker; Abbildungsgréf3e: 65um x 30um; unten rechts:
Querschnitt durch de Kapill are (weil3e Linie)
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In Abbildung 3.45 oben ist eine Gehirnkapillare nach der Inkubetion mit den Rh-PE
markierten Liposomen der Charge 30 dargestellt (Inkubetionszeit 1 h; Lipidkoreentration
100nmol/ml). Die den Kapillartubus bildenden Endahelzellen zeigen eine starke
diskorntinuierliche Fluoreszenz, die aif eine Aufnahme der Liposomen hindeutet. Ein
ahnliches Bild ergibt sich nach Inkubation der Kapilll aren mit CBSA-Liposomen, de CF als
Fluoreszenzmarker enhielten (Abhbildung 3.45 unten links, Charge 26; Inkubationszeit 1 h;
Lipidkoreentration 100nmol/ml). Auch hier ist besonders in den Bereichen, in denen de
Endahelzellen teilweise in Aufsicht dargestellt sind, de punkuell e Fluoreszenzverteilung zu
erkennen. Durch computergestiitzte dreidimensionade Rekonstruktion einer Serie von
optischen Schnitten duch das Préparat entlang der weif3en Linie wurde an Querschnitt
generiert. Abbildung 3.45 unten redhts zeigt die fluoreszierenden ,, Zellringe* der zwei an
dieser Stell e lokali sierten Kapill aren.

Die Untersuchungen mit den isolierten Kapillaren zeigen somit ebenfalls eine spezifische
Interaktion der liposomalen Konjugate mit der BHS, die durch de Koppung mit CBSA
bedingt ist. Die Ergebnise sind mit denen der Endathelzellen vergleichbar; auch hier liegt
eine patenzielle Aufnahme der Liposomen durch Endazytose vor.
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3.3.5 Fluorimetrische Untersuchung der Interaktion von liposomalen Konjugaten mit
kultivierten Kapillar-Endothelzellen in Mikrotiter platten

Da éne quantitative Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Bil der aufgrund der Vielzahl an
variablen Parametern nur nach umfangreichen Validierungsarbeiten zu oljektiv
vergleichbaren Ergebnissen flhrt, wurden de folgenden Untersuchungen zum Medanismus
der Interaktion der liposomalen Konjugate mit der BHS mittels konventioneller Fluorimetrie
durchgefuihrt. Dazu wurden Zellmondayer in Mikrotiterplatten kutiviert und de
zellgebundene Fluoreszenz nacdh Inkubation mit den Lipasomen undanschliel3ender Zelllyse
in einem Mikrotiterplattenlesegerét (vgl. 2.7.1.3 gemessen.

3.3.5.1 Linearitat der Mesanethode

Die mit definierten Lipasomenmengen durchgeflihrte Kalibrierung zeigt die gute Korrelation
zwischen den gemessenen Fluoreszenzwerten und e Lipidmenge (Abbildung 3.46). Somit
ist aus den Fluoreszenzmesaungen der Ruckschluss auf die zellgebundene Liposomenmenge
moglich.
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Abbildung 3.46: Fluoreszenz von lysierten Lipasomen (Charge 46) in Abhangigkeit von der
Lipidmenge
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3.3.5.2 Zeitabhangigkeit der Interaktion vonCBSA-Lipasomen mit BCEC-Mondayern

Abbildung 3.47 zeigt die zellgebundenen Lipasomenmengen pro Mikrotiterplatten-Vertiefung
Uber einen Zeitraum von zwei Stunden.
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Abbildung 3.47: Zeitabhéngigkeit der Interaktion von CBSA-gekoppelten Lipasomen mit
BCECs (Charge 46; Lipidkoreentration 80nmol/ml; Einzelwerte siehe Tabelle 5.49

Bereits nach 30min. sind mehr as 70% des Maximalwertes erreicht. Die nach 90 und
120min. gemessene zellasoziierte Lipidmenge von 0,1nmol entspricht einem Antell von
1,3% der zur Inkubetion eingesetzten gesamten Lipaosomenmenge. Die Versuchsbedingungen
erlauben keine Unterscheidung zwischen adsorptiv. gebundcenen und endazytierten
Liposomen. Der hier gemessene zeitliche Verlauf ist prinzipiell mit beiden Prozessen
vereinbar.
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3.3.5.3 Unterscheidung von Bindung und Aufnahme

Um zwischen zellgebundenen und aufgenommenen Liposomen urterscheiden zu kénren,
wurde an zusétzlicher Waschschritt mit einer sauren Waschlosung (SP, pH 3) durchgefiihrt
(vgl.2.7.1.3 [65. Be diesem pH-Wert verringert sich de negative Ladung der
Zelloberflache durch de Protonierung von Carboxylfunktionen. Somit reduzieren sich de
elektrostatischen Kréfte, die der Bindung von kationisiertem Albumin an de Zell oberfléche
zugrunce liegen. In Abbildung 3.48 sind de gemessnen zellgeburdenen Lipidmengen pro
Mikrotiterplatten-Vertiefung mit und ohre diesen Waschschritt nach ein- bzw. zweisttindger
Inkubationszeit dargestellt.
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Abbildung 3.48: Einfluss eines sauren Waschpufers auf die zellgebundene Lipidmenge
(Lipidkoreentration 80nmol/ml; Charge 46; Einzelwerte siehe Tabelle 5.49und Tabelle 5.50

Der grofde Teil der zellgebuncen Lipidmenge ist dem SP gegeniber resistent (ca 80% bei
beiden Zeitpunken). Somit ist der Uberwiegende Tell der Liposomen in de Zellen
aufgenommen worden oder zumindest so fest adsorptiv an die Zell oberfladche geburden, dass
unter den Bedingungen des Waschschritts keine quantitative Desorption erfolgt.
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3.3.5.4 Abhangigkeit von der Vesikelgrofe

Bedingt durch de beiden Herstellungsmethoden kamen fir die @nzelnen Untersuchungen
Liposomen mit unterschiedlicher Vesikelgrofe zum Einsatz. Um den Einfluss des
Liposomendurchmessers auf die zelluléare Aufnahme zu ermitteln, wurden Lipasomen durch
Membranen urterschiedlicher Porenweite extrudiert. Diese Liposomen wiesen abgesehen von
der GrofRe weitgehend Ulereinstimmende Parameter auf (vgl. Tabele 3.15). Die
aufgenommenen Lipidmengen (% der eingesetzten Gesamtmenge) wurden zu der
aufgenommenen Lipidmenge der Liposomen mit 122nm Durchmesser in Relation gesetzt
(Abbildung 3.49).
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Abbildung 3.49: Einfluss der Vesikelgrofe auf die Aufnahme von CBSA-Liposomen in
BCEC-Mondayer (Lipidkoreentration 100nmol/ml; Chargen 40 bis 42, Inkubationszeit 1 h;
nadh Behandlung mit SP, Einzelwerte siehe Tabelle 5.51)

Im untersuchten Grolenbereich ist kein Unterschied in der Aufnahme der CBSA-gekoppelten
Liposomen festzustellen. Somit sind keine gréfenbedingten Unterschiede in der Aufnahme
beschallter undextrudierter Vesikel zu erwarten.
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3.3.5.5 Inhibition der Interaktion zwischen CBSA-Liposomen undBCECs

Die in den mikroskopischen Untersuchungen festgestellte Interaktion zwischen Liposomen
und Endahelzellen ist durch de Kopdung mit CBSA bedingt. Somit sollte diese Interaktion
durch Zugabe von freiem CBSA kompetitiv gehemmt werden konren. Wenn de Aufnahme
der Liposomen in de Zellen duch Endazytose bedingt ist, sollte sich diese durch Behandliung
der Zellen mit Endazytosehemmstoffen blockieren lassen. In Abbildung 3.50 ist der Einfluss
von freiem CBSA und vonverschiedenen Endazytosehemmstoffen auf die Liposom-Zell-
Interaktionen dargestellt.

Lipid gebunden [% von Kontrolle]

Abbildung 3.50: Hemmung der Aufnahme von CBSA-Liposomen (Charge 46) in BCECs
(Inkubationzeit 1 h; nach Behandung mit SP, Lipidkorzentration 80nmol/ml entsprediend
ca 4ug/ml CBSA; Liposomen = Kortrolle; 10CBSA = 40ug/ml CBSA® 100CBSA =
400pug/ml CBSA®; PheAsO = Phenylarsinoxid 20uM’; Noco = Nocodazol 4 pM’; Filipin =
Fili pin 3pug/ml®; DC = Dansylcadaverin 100uM?; Einzelwerte siehe Tabelle 5.52)

Die Inkubation von BCEC-Mondayern in Gegenwart von steigenden Mengen an freiem
CBSA resultiert in einer steigenden Abnahme der mesdaren zellgebundenen
Lipaosomenmenge.

® nur bei der Inkubation mit den Liposomen zugesetzt
"bei Vorinkubation und bei Inkubation mit den Liposomen zugesetzt
& nur bei Vorinkubation zugesetzt
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Diese Reduktion ist auf eine Kompetition zwischen zugesetztem und li pasomengebundenem
Protein zurlickzuftihren. Allerdings ist die zehnfache Menge an freiem CBSA ndtig, um die
zellulére Fluoreszenz auf die Halfte des Kontroll wertes zu senken.

Die Inkubetion in Gegenwart von Phenylarsinoxid, einem Zellgift, das ale &tiven zelluldren
Prozess und somit auch de Endazytose hemmt [95, 190, 205, fuhrt ebenfalls zu einer
deutlichen Reduktion der geburdenen Liposomenmenge. Da die Bindung an de
Zell oberflache dl ein kein energieverbrauchender Prozessist, kann heraus auf eine Aufnahme
der Liposomen in de Zelen geschlosen werden. Die Bindung bzw. Aufnahme lésd sich
ebenfall s durch Zugabe von Nocodazol teil weise blockieren. Nocodazol ist eine Substanz, die
die Aggregation von Mikrotubui und somit den intrazelluléren Vesikeltransport reversibel
hemmt[46, 63, 76, 110, 165. Auch deses Ergebnis deutet auf eine Aufnahme der Lipasomen
durch Endazytose hin.

Einen ahnlich deutli chen Eff ekt wie Nocodazol bewirkt die Vorinkukation mit Fili pin. Fili pin
hemmt die Endazytose selektiv in bestimmten Regionen der Zell oberfléache [43, 93, 176, den
sogenannten caveolae (vgl. 1.1.3.4.3. Im Gegensatz dazu zeigt die Vorinkubation der
Zellmondayer mit Dansylcadaverin keinen Effekt. Dansylcadaverin hemmt die Endazytose
Uber coated pits (vgl. 1.1.3.4.3 [70, 129 195 durch Hemmung der Transglutaminase, die fur
die Bildung der coated pits essenziell i st [38].

Insgesamt bestétigen diese Ergebnisse die Annahme, dass CBSA-gekoppelte Liposomen in
Anaogie zum freien CBSA durch adsorptive Endazytose in de Endahelzellen der BHS
aufgenommen werden. Im Gegensatz zu vielen rezeptorvermittelten Prozessen (vgl. 1.1.3.4.)
scheint diese Aufnahme unabhéngig von der Bildung von coated pits zu verlaufen, sondern
vielmehr an de Prasenz von caveolae gebunden zu sein.
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3.3.5.6 Abhangigkeit der Aufnahme von der Liposomenkorzentration

Die Konzentrationsabhéngigkeit der Aufnahme von CBSA-gekoppelten Liposomen in BCEC-
Mondayer ist in Abbildung 3.51 dargestellt. Der eingesetzte Abbil durngsteil zeigt den urteren
Konzentrationsbereich in einer angepasgen Skali erung.
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Abbildung 3.51: Aufnahme von CBSA-Liposomen in BCECs, Abhadngigkeit von der
Liposomenkoreentration (Charge46; nach Behandung mit SP, Inkubetionszeit 1 h;
Einzelwerte siehe Tabelle 5.53

Im niedrigen Konzentrationsbereich von 10bis 100nmol/ml Lipid (entsprechend 0,5bis
5ug/ml CBSA bei der engesetzten Liposomencharge) ergibt sich ein annghernd
exporentieller Anstieg der zellgebundenen Liposomenmenge, der bei  hoheren
Lipidkoreentrationen in einen nahezu lineaen Verlauf Ubergeht. Dies kann bedeuten, dass
eine Mindestkonzentration erforderlich ist, um den zytotischen Prozess auszuldsen. Eine
weitere, wenn auch aufgrund dr  Grofe der Liposomen urwahrscheinliche
Erklarungsmdglichkeit fir das beobachtete Ergebnis wére der Ricktransport der
aufgenommenen Liposomen durch ein spezielles Transportprotein, wie z.B PGP oder MRP
(val. 1.1.3.3.
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3.3.5.7 Bedanflusaung der Aufnahme von CBSA-konjugierten Liposomen in BCEC-
Mondayer durch PGP-/MRP-Substraten sowie durch CBSA

Um zu urtersuchen, obundinwieweit die Aufnahme von CBSA-gekoppelten Lipasomen von
den an der BHS vorkommenden Exportproteinen beanflusg wird, wurden BCEC-Mondayer
mit CBSA-gekoppelten Liposomen in Gegenwart von verschiedenen PGP- bzw. MRP-
Substraten inkubiert. Ebenso wurde der Einflusseiner geringen Konzentration vonCBSA, die
in etwa der an de Liposomen gebundenen Proteinmenge entsprach, urtersucht (Abbildung
3.52).

Lipid gebunden [nmol/well]

Abbildung 3.52: Abhéngigkeit der Aufnahme von CBSA-Liposomen von CBSA und
verschiedenen PGP-/MRP-Inhibitoren (Charge 46; Lipidkorzentration jewells 80 nmol/ml
(entsprechend ca. 4ug/ml CBSA); Inkubationszeit 1 h; nach Behandlung mit SP, CBSA:
5 pug/ml; LTC4: Leukatrien C4 0,5uM; CyA: Cyclosporin A 10 uM; Vera: Verapamil 50 uM;
Einzelwerte siehe Tabelle 5.54)

Keines der untersuchten PGP-/MRP-Substrate hat einen signifikanten Einfluss auf die
Aufnahme der CBSA-konjugierten Liposomen. Somit scheidet eine Affinitét der Liposomen
zu einer dieser Effluxpumpen als Erklarung fur die beobachtete Konzentrationsabhangigkeit
aus.

Dagegen hat der Zusatz von freiem CBSA in einer Konzentration von5 pg/ml einen Anstieg
der aufgenommenen Liposomenmenge auf das Zehnfache zur Folge. Somit bewirkt freies
CBSA in nedriger Konzentration eine ehohte, in hoten Konzentrationen (vgl. 3.3.5.5
jedoch eine reduzierte Aufnahme der CBSA-konjugierten Liposomen.
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3.3.5.8 Einfluss von BSA und CBSA auf die konzentrationsabhdngige Aufnahme von
CBSA-Lipasomen in BCEC-Mondayer

Um den aufnahmeehothenden Effekt von CBSA genauer zu charakterisieren, wurden drei
verschiedene Liposomenkorzentrationen mit und ohre CBSA inkubiert. AufRerdem sollte der
Einflussvon retivem Serumalbumin auf die Aufnahme untersucht werden (Abbildung 3.53).
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Abbildung 3.53: Abhangigkeit der Aufnahme von CBSA-Liposomen von BSA und CBSA
(Charge 46; Inkubationszeit 1 h; nach Behandung mit SP, Einzelwerte siehe Tabelle 5.55his
Tabelle 5.57)

Auch in deser Versuchsrethe bewirkt CBSA bel alen untersuchten Liposomen-
konzentrationen einen Anstieg der aufgenommenen Liposomenmenge aif das Zehnfacde.
Natives Albumin dagegen bewirkt eine Reduktion der aufgenommenen Liposomenmenge um
ca 20%. Es ist naheliegend zu vermuten, dass BSA an die Zelloberflache alsorbiert und
somit die Aufnahme der CBSA-Lipasomen leicht behindert. Bei dieser Beobadtung ist zu
beaditen, dass die zugesetzte BSA-Menge deutlich UGker der Menge des
lipasomengebuncdenen CBSA liegt (Faktor 5000 bs 10000); somit wird deutlich, dass auch
durch die Prasenz von Serumproteinen keine besonders ausgepragte Reduktion der Aufnahme
der Liposomen zu erwarten ist.
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3.3.5.9 Einflussvon CBSA auf die Aufnahme verschiedener Liposomentypen

Um zu urtersuchen, ob der durch niedrige Konzentrationen an zugesetztem CBSA
hervorgerufene Effekt einer gesteigerten Aufnahme durch eine spezifische Interaktion mit
CBSA-konjugierten Lipasomen bedingt oder eher unspezifisch ist, wurden BCEC-Mondayer
mit verschiedenen Lipasomentypen mit und ohe CBSA-Zusatz inkuhiert (Abbildung 3.54).

1,2 5

1,0 S

0,8 4

0,6 -

0,4 -

0,2 4

Lipid gebunden [nmol/well]

0,0 -

Abbildung 3.54: Bednflusaung der Aufnahme von verschiedenen Liposomentypen durch
CBSA (CBSA-L: CBSA-konjugierte Liposomen; Charge 46, BSA-L: BSA-konjugierte
Liposomen; Charge 45, PEG-L: PEG-Liposomen; Charge49; L: Liposomen ohre PEG;
Charge 50; Lipidkoreentration jeweils 80 nmol/ml; CBSA: CBSA 5 pg/ml; Inkubationszeit
1 h; nach Behandlung mit SP, Einzelwerte siehe Tabelle 5.58

Die Werte ohne CBSA-Zusatz zeigen, dass unter diesen Bedingungen erwartungsgemald nu
die mit CBSA-konjugierten Liposomen in nennenswertem Ausmald in de Endahelzellen
aufgenommen werden. Der Zusatz von freilem CBSA bewirkt jedoch bei alen urtersuchten
Liposomentypen einen deutli chen Anstieg der aufgenommenen Liposomenmengen.

Als Ursache hierfiir kommen Anderungen der Oberfladheneigenschaften von Liposomen
oder / und Zellen durch Adsorption des freilen Proteins in Betracht. Somit wére es denkbar,
dasskationisiertes Albumin an de Liposomen adsorbiert und de beobadtete Aufnahme auf
dem gleichen Effekt berunt wie die Aufnahme von CBSA-konjugierten Lipasomen.
Allerdings bliebe dabei unkar, wieso auch CBSA-konjugierte Liposomen nach Zusatz von
frelem CBSA besr in de Zell en aufgenommen werden.
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Andererseits ist denkbar, dass CBSA an den Endahelzellen eine Stimulation von
unspezifischen Aufnahmeprozeseen bewirkt. Ahnliche Effekte durch pasitiv geladene
Proteine wurden z.B. fur Poly-D-Lysin undPoly-L-Lysin beschrieben [48]; diese indwzieren
eine eghdhte Pinozytoseaktivitét in Makrophagen. Ebenso erhéht das lysinreiche Histon de
Permeabilit & von retivem Albumin an der BHS auf das Vierfache [15§.

3.3.5.10Einflussvon CBSA auf die Aufnahme von verschiedenen Pinozytoseindikatoren

Um zu urtersuchen, ob dr Zusatz von CBSA eine generelle unspezifische Aufnahme von
Substanzen bewirkt, wurden BCEC-Mondayer mit verschiedenen fluoreszierenden
Substanzen, de normalerweise nicht in nennenswertem Ausmal in de Zellen aufgenommen
werden, mit und ohre Zusatz von CBSA inkuhiert (Abbildung 3.55).
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Abbildung 3.55: Beanflusaung der Aufnahme von CBSA-Liposomen und verschiedenen
Pinozytosemarkern duch CBSA (CBSA-L: CBSA-konjugierte Liposomen; Charge 46,
80 nmol/ml; FD-10: FITC-Dextran 10.000 2Qug/ml; FBSA: FITC-BSA 20 ug/ml; CF: 5(6)-
Carboxyfluoreszein 1pug/ml; CBSA: CBSA 5ug/ml; Mittelwerte £ Standardabwel chung;
n = 6; Inkuketionszeit 1 h; nach Behandlung mit SP, zur besseren Vergleichbarkeit sind de
aufgenommenen Mengen jewells relativ. zum Wert ohre CBSA-Zusaiz dargestdllt;
Einzelwerte siehe Tabelle 5.59

Der Zusatz von CBSA bewirkt bel keiner der verwendeten Substanzen eine Erhdohung der
zelluldren Aufnahme. Somit ist unwahrscheinlich, dassCBSA durch eine Interaktion mit den
Endahelzellen eine generell e Steigerung von Aufnahmeprozessen bewirkt. Wahrscheinli cher
ist eine Verbesserung der Aufnahme von Liposomen duch Adsorption an de
Lipasomenmembran.
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3.3.5.11Zeta-Potenzial von BSA- und CBSA-gekoppelten Liposomen

Voraussetzung fur eine Adsorption des paositiv geladenen CBSA an de Liposomen ist eine
negative Liposomenladung. Deshalb wurde ds reprasentative Grofe fur die Liposomenladung
das Zeta-Potenzial je @ner mit CBSA und einer mit BSA konjugierten Lipasomencharge
ermittelt (Tabelle 3.16).

Tabelle 3.16: Zeta-Potenzial von BSA- und CBSA-Liposomen

Die angebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus jeweil s 6 Messungen

Protein Charge Zeta-Potenzial (mV) <+
BSA 45 - 15,5 1,6
CBSA 46 -4,9 0,6

Uberraschenderweise besitzen beide Liposomentypen, also auch de mit CBSA konjugierten,
ein negatives Zeta-Potenzial. Offensichtlich reicht die an die Liposomen gekoppelte Menge
an kationisiertem Albumin nicht aus, um eine insgesamt pasitive Ladung zu bewirken. Dies
erklart auch, warum zusétzlich freies CBSA an de Liposomen adsorbieren kann unddamit
eine nochmals erhbhe Aufnahme in de Zellen bewirkt. Somit konrte die Aufnahme des
Konjugates weiter erhéht werden, indem mehr CBSA an die Liposomenaoberflache gekoppelt
wird. Im Hinblick auf in vivo-Untersuchungen ist jedoch zu beachten, dass CBSA auch in
anderen Organen aufgenommen wird undin hoten Dosen nephrotoxisch ist [16]. Hier kommt
es aufgrund der positiven Ladung zu einer Einschrénkung der glomeruléren
Filtrationsleistung. Somit kann es fur die Minimierung von Nebenwirkungen vonVortell sein,
dassdas Konjugat insgesamt keine positive Ladungaufweist.
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3.3.6 Transport von Liposomen durch BCEC-Monolayer

Die in den Abschnitten 3.3.3 bis 3.3.5 dargestellten Resultate belegen eine Aufnahme von
CBSA-konjugierten Liposomen in BCEC-Mondayer, die ds in vitro-Modell der BHS
verwendet wurden. Fir einen Arzneistofftransport in das Gehirn ist jedoch ein Transport des
liposomal eingeschlossenen Wirkstoffs durch den Zellmondayer hindurch erforderlich. Um
festzustellen, ob undn welchem Ausmal3 der Einschlusseiner Substanz in CBSA-Liposomen
auch eine ehthe Permedbilité zur Folge hat, wurde der Transport von lipasomalem und
freiem CF untersucht (Abhildung 3.56, Tabelle 3.17).
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Abbildung 3.56: Transport von liposomalem und freiem CF durch BCEC-Mondayer
(CBSA-Liposomen Charge35; BSA-Liposomen Charge3l; Lipidkoreentration je
200 nmol/ml; CF-Lésung 1 uM; Einzelwerte siehe Tabelle 5.60bis Tabelle 5.62

Tabelle 3.17: apparente Permeabilit &tskoeffizienten fir den Transport von freiem und
liposomalem CF

CF Papp [CM % 7]
Losung 8,3x 10°
BSA-Liposomen 3,56x 107

CBSA-Liposomen 3,7x 10’
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Freies CF permeet ca 20x bessr durch den BCEC-Mondayer as der liposomal
eingeschlossene Fluoreszenzfarbstoff. Diese Permeaion erfolgt parazellulér durch die im
Mondayer vorhandenen Lucken (vgl. 3.1.4. Intakte Liposomen jedoch sind grofenbedingt
nicht in der Lage, durch dese Liucken hindurch zu dffunderen. Die sehr geringen
Permeaionsraten und der nur sehr geringe Unterschied der Transportraten von BSA- und
CBSA-Liposomen lasg vermuten, dess der Transport von lipasomal eingeschlossenem CF
nicht auf Aufnahme der Liposomen und anschlief3ender Exozytose des Farbstoffs beruht.
Vielmehr ist eine parazelluldre Diffusion vonim apikalen Kompartiment aus den Liposomen
freigesetztem CF wahrscheinlich.

Dass dennach eine Interaktion der Liposomen mit dem Zellmondayer erfolgt, wird bei
Betrachtung der Summe der in apikalen und basolateralen Kompartimenten bestimmten
Fluoreszenzintensitéten Uber den Versuchszeitraum deutli ch (Abbildung 3.57).
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Abbildung 3.57: Zunahme der Fluoreszenzintensitét (Einzelwerte siehe Tabelle 5.63 bis
Tabelle5.65

Insgesamt steigen de gemesenen Fluoreszenzintensitdten Uber den  gesamten
Versuchszeitraum an. Ab den nach einer Stunde bestimmten Werten findet sich fur alle drei
Gruppen eine nahezu lineae Zunahme mit einer vergleichbaren Steigung, die auf die
Verdurstung von Wassr aus den Kulturschalen zuriickzuftihren ist. Der Kurvenverlauf
innerhalb der ersten Stunde zeigt dagegen eine deutliche Abnahme der Gesamtfluoreszenz bei
den CBSA-konjugierten Liposomen. Diese Abnahme reprasentiert die an de Zellmembran
adsorbierten bzw. in de Zellen aufgenommenen Lipasomen.
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Liposoma eingeschlossenes CF wird zwar in de Zellen aufgenommen, jedoch nicht wieder
freigegeben, so dass insgesamt kein Transport durch Transzytose des Farbstoffs
nachzuweisen ist. Die Freigabe des durch Endazytose in de Zelen aufgenommenen
liposomal eingeschlosenen Fuoreszenzfarbstoffs  erfordert ein  Aufbrechen  der
Liposomenmembran in Endasomen kezw. Lysosomen. Denkbar ist, dass der durch de hohe
Phasenlbergangstemperatur des verwendeten DSRFCs bedingte Gelzustand der Membran bei
37 °C einen Abbau in desen Kompartimenten verhindert oder zumindest erschwert. Um den
Einflussder Phasenlibergangstemperatur zu urtersuchen, wurden de Transportraten von mit
BSA und CBSA konjugierten DSRC-Liposomen und DMPC-Liposomen miteinander
verglichen (Abbildung 3.58; Tabelle 3.18).
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Abbildung 3.58: Abhangigkeit des Transports von liposomalem CF durch BCEC-Mondayer
von der Phasenibergangstemperatur der Hauptli pidkomporente (CBSA-Liposomen DSRC
Charge 44; BSA-Lipaosomen DSRC Charge 43; CBSA-Liposomen DMPC Charge 46, BSA-

Lipasomen DMPC Charge 45; Lipidkoreentration je 400 nmol/ml; Einzelwerte siehe Tabelle
5.66bis Tabelle 5.69
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Tabelle 3.18: apparente Permeabilit &tskoeffizienten fir den Transport von lipasomalem CF

Liposomales CF Papp [cM x 8]
BSA-DMPC 5,7x 10’
CBSA-DMPC 6,6x 10’
BSA-DSFC 5,7x 10’
CBSA-DSFC 4,9x% 10’

Die Unterschiede zwischen alen urtersuchten Liposomen sind ncht signifikant. Die
Verwendung eines Phosphdipids mit einer deutlich niedrigeren Phaseniibergangstemperatur
scheint also keine mesdare Erhéhung der Transportrate zu bewirken. Die gemessenen
apparenten Permeabilit askoeffizienten liegen in einer dhnlichen Gréfenordnung wie in dem
vorherigen Experiment.

Insgesamt kann also mit den zur Verfiigung stehenden in vitro-Methoden kein Transport einer
in CBSA-konjugierten Lipasomen eingeschlossenen Substanz durch de BHS nadhgewiesen
werden. Da es Hinweise darauf gibt, dass die in vivo beobachtete Transzytose von CBSA
unter in vitro Bedingungen verloren geht [154], bedeutet dies nicht, dasses nicht moglich ist,
einen verbesserten Transport an der BHS mit liposomalen Konjugaten zu erzielen. Erst durch
in vivo Untersuchungen mit CBSA-Liposomen kew. die Verwendung anderer an de
Lipasomen zu koppelnde V ektoren sollte es mdglich sein, dese Frage zu beantworten.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit hatte zum Ziel, ein liposomales Konjugat fir ein drug targeting des Gehirns zu
entwickeln. Schwerpunke hierbel waren die Etablierung eines Zellkulturmodells der BHS
und de Herstellung von liposomalen Konjugaten mit kationisiertem Albumin.

Kapill ar-Endathel zellen liessen sich in hoter Ausbeute und Reinheit mit einer enzymatischen
Methode aus Schweinehirn isolieren. Die Zellen waren durch Kryokorservierung lagerfahig
und konnen in Kulturgefal3en auf verschiedenen Kunststoff- und Glasoberflachen kutiviert
werden. Sie wiesen de endahelzell spezifischen Proteine Vimentin und vonWill ebrand-
Faktor auf und lesallen eine hohe Aktivitét der y-Glutamyl-Transferase. Obwohl nur
Mondayer moderater Dichte gebildet wurden, war dieses Zellkulturmodell dazu gedgnet,
Transportprozesee an der BHS funktionell zu urntersuchen. Bei der Untersuchung von
verschiedenen Ansdtzen zur Optimierung der Zelldichte zeigte nur die Verwendung von
Astrozyten-kondtioniertem Medium einen deutlich paitiven Effekt, der alerdings in
Relation zum Aufwand fur die Gewinnung a's zu gering bezeichnet werden muss

Kationisiertes Albumin wurde ais Serumabumin hergestellt, sulfhydriert und an
Polyethylenglykol -enthaltende Liposomen gekoppelt. Fur die Kopdung war die Stabilit & des
verwendeten Maleimid-modifizierten Lipids in Verbindung mit der durch die e@ngesetzten
Lipide bedingten hahen Herstell ungstemperatur limiti erend. Nach Herstell ung der Liposomen
in saurem Mili eu (pH 4,5) gelang eine Proteinkopdung in guten Ausbeuten. Die hergestellten
liposomalen Konjugate wiesen eine gute Lagerstabilité auf. Nach 6 Wochen trat bei 4 °C
keine Golendnderung auf, die Freigabe von Carboxyfluorezein war ebenso wie die
Proteinabspaltung minimal.

Liposomae Konjugate mit kationisiertem Albumin wurden duch Endazytose in de
kultivierten Endahezellen aufgenommen. Mit normalem Serumalbumin korjugierte
Kontrollvesikel zeigten dagegen keine Interaktion mit den Zellen. Die Aufnahme war zeit-
und korzentrationsabhédngig und konne mit verschiedenen Inhibitoren, darunter Filipin,
gehemmt werden. Die Hemmung mit Filipin deutete auf eine Aufnahme der Liposomen in
bestimmten Regionen der Zellemembran, den caveolae, hin. Ein verbesserter Transport vonin
diesen Liposomen eingeschlossenem CF durch Zellmondayer hinduch konrie nicht
festgestellt werden. Mit diesem Konjugat ist also ein targeting der Endathelzellen der Blut-
Hirn Schranke moglich. Ein Wirkstofftransfer in das Hirngewebe selbst muss mit in vivo-
Experimenten abgeklart werden.
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5 ANHANG

Bestimmung d&r y~Glutamyl-Transferase-Aktivitat

Tabelle5.1:

Gruppe EA[U] s[U] sa[%] N
Hirnhomogenat 6,9 051 7,35 3
Kapillaren 70,9 3,78 5,32 3
normal 20,4 0,18 0,89 3
norma + CAMP 254 0,14 0,55 3
ACM 19,7 0,38 1,95 3
ACM + cAMP 226 0,37 1,65 3
SFM 16,4 031 191 3
SFM + cAMP 21,6 0,09 041 3

Transport von CF durch Transwell "-Snapvell “-Filtereinsitze in der Costar-Apparatur

Tabelle5.2: nur Filter Tabelle 5.3 BCEC-Monolayer

t[min.] Transport [%] s Sd N t [min.] Transport [%] s Sd N
30 4,2 0,58 138 6 30 14 0,14 9,7 6
60 8,0 0,78 98 6 60 3,3 0,20 6,1 6
90 11,3 0,68 6,0 6 90 5,6 0,29 52 6
120 15,1 094 62 6 120 8,1 0,35 43 6
150 18,1 105 58 6 150 10,7 082 76 6
180 21,7 098 45 6 180 144 0,64 44 6
Transport von CF durch Transwell “-clear-Filt ereinsitze

Tabelle5.4: Filter Tabelle5.5: BCEC-Monolayer

t [min.] Transport [%] s Se N t [min.] Transport[%] s Se N
10 10,0 0,55 55 6 15 2,0 0,10 49 6
20 20,8 0,39 19 6 30 4,5 0,39 86 6
30 30,8 0,82 2,7 6 45 7,1 051 71 6
40 40,3 0,89 2,2 6 60 9,7 068 71 6
50 49,3 151 31 6 75 12,0 09 79 6
60 58,5 1,71 29 6 90 14,2 1,19 84 6
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Transport von CF und FITC-Dexranen duch BCEC-Mondayer in Transwell “-clear-
Filt ereinsitzen

Tabelle 5.6: CF Tabelle 5.9: FD-20

t [min.] Transport[%] s Sda N t[min.] Transport[%] s Sd N
15 3,0 053 174 4 15 0,6 0,14 251 4
30 5,6 091 16,2 4 30 0,8 0,21 253 4
45 8,1 1,47 181 4 45 11 0,29 264 4
60 10,4 1,98 19,0 4 60 1,4 0,38 26,7 4
75 12,8 252 19,7 4 75 1,8 048 27,2 4
90 15,3 3,08 20,1 4 90 2,1 0,57 26,8 4
Tabelle5.7: FD-4 Tabelle5.10: FD-40

t[min] Transport [%] s Sd N t [min.] Transport [%] s Sdg N
15 1,2 0,12 10,2 4 15 0,3 002 65 4
30 2,6 023 89 4 30 0,5 0,04 80 4
45 4,0 0,34 86 4 45 0,8 0,08 105 4
60 5,4 044 82 4 60 11 0,13 123 4
75 6,8 057 83 4 75 1,3 0,16 12,3 4
90 8,3 069 83 4 90 1,6 0,25 150 4
Tabelle5.8: FD-10 Tabelle5.11: FD-70

t[min] Transport [%] s Sdg N t [min.] Transport [%] s Sg N
15 0,6 0,06 93 4 15 0,2 0,03 140 4
30 14 0,16 115 4 30 0,4 0,04 88 4
45 2,1 0,24 116 4 45 0,6 0,05 88 4
60 29 0,36 124 4 60 0,8 0,07 88 4
75 3,6 046 12,7 4 75 1,0 0,09 89 4
90 44 0,57 129 4 90 12 0,11 89 4
Transport von CF durch BCEC-Mondayer unter verschiedenen Kulturbedingungen
Tabelle 5.12: S+;HC- Tabelle5.13: S+;HC+

t [min.] Transport[%] s Sda N t[min.] Transport[%] s Sd N
15 3,2 0,55 17,0 4 15 3,7 059 16,2 4
30 6,9 1,02 148 4 30 8,0 1,00 125 4
45 11,0 153 14,0 4 45 12,5 1,30 104 4
60 15,2 2,04 134 4 60 17,0 157 92 4
75 19,4 243 125 4 75 21,4 172 81 4
90 23,9 2,99 125 4 90 26,2 187 71 4
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Tabdleb.14: S;HC+ Tabdleb5.15: S;HC-

t [min] Transport [%] s Sdg N t [min.] Transport [%] s Sg N
15 4,5 028 61 4 15 7,4 034 46 4
30 84 040 48 4 30 13,5 065 48 4
45 12,4 057 46 4 45 19,5 091 47 4
60 16,8 0,75 44 4 60 25,5 107 42 4
75 21,3 086 40 4 75 30,9 1,30 42 4
90 25,6 094 37 4 90 36,3 145 40 4
Transport von FD-4 durch BCEC-Monolayer unter ver schiedenen Kulturbedingungen
Tabelle5.16: S+;HC- Tabelle5.18:S+;HC+

t[min] Transport [%] s Sd N t [min.] Transport [%] s Sdg N
15 1,2 0,16 12,7 4 15 0,9 0,26 30,1 4
30 2,2 0,29 135 4 30 1,7 043 259 4
45 3,2 042 130 4 45 2,5 057 231 4
60 4,4 052 119 4 60 34 0,68 199 4
75 5,6 0,58 10,3 4 75 4,5 0,78 175 4
90 7,1 069 9,7 4 90 5,6 094 166 4
Tabdleb5.17: S;HC+ Tabele5.19: S;HC-

t[min] Transport [%] s Sdg N t [min.] Transport [%] s Sg N
15 1,2 0,06 50 4 15 2,3 012 55 4
30 2,2 011 51 4 30 4.2 019 46 4
45 3,4 0,16 4,7 4 45 6,2 028 45 4
60 4,9 0,23 48 4 60 8,5 03 41 4
75 6,3 027 43 4 75 10,7 044 41 4
90 8,0 0,35 43 4 90 13,0 050 38 4
Transport von FD-10 durch BCEC-Monolayer unter verschiedenen Kulturbedingungen
Tabelle 5.20: S+;HC- Tabelle5.21: S;HC+

t [min.] Transport[%] s Sa N t[min.] Transport[%] s Sd N
15 0,8 0,13 175 4 15 0,6 0,04 60 4
30 1,2 0,22 188 4 30 1,3 0,08 59 4
45 1,7 0,27 16,3 4 45 2,0 011 54 4
60 2,3 0,35 154 4 60 3,0 0,16 54 4
75 2,9 0,46 16,0 4 75 3,9 0,19 50 4
90 3,7 0,57 154 4 90 51 023 45 4
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Tabelle5.22: S+;HC+ Tabele5.23: S;HC-

t [min] Transport [%] s Sdg N t [min.] Transport [%] s Sg N
15 0,6 0,03 58 4 15 1,2 0,19 158 4
30 0,9 004 43 4 30 2,4 0,24 10,0 4
45 1,3 0,08 57 4 45 3,6 026 72 4
60 1,8 0,11 63 4 60 51 0,30 59 4
75 2,3 017 71 4 75 6,6 0,30 46 4
90 3,0 023 76 4 90 8,3 031 37 4

Transport von CF, FD-4 und FD-10 durch BCEC-Monolayer, Zellen normal kultiviert bzw.
passagiert

Tabelle5.24: CF, norma Tabelle5.27: FD-4, passagiert

t[min] Transport [%] s Sd N t [min.] Transport [%] s Sdg N
15 2,6 0,53 20,6 4 15 11 0,15 133 4
30 51 1,06 20,7 4 30 1,7 0,23 138 4
45 7,6 161 21,1 4 45 2,2 0,34 154 4
60 10,1 2,23 222 4 60 2,7 043 16,1 4
75 12,4 2,79 225 4 75 3,1 0,52 16,8 4
90 14,5 331 228 4 90 3,5 061 17,3 4
Tabelle 5.25: CF, passagiert Tabelle 5.28: FD-10, normal

t[min] Transport [%] s Sdg N t [min.] Transport [%] s Sg N
15 2,4 0,34 142 4 15 0,6 002 27 4
30 4,7 0,67 142 4 30 0,8 0,05 60 4
45 7,0 0,98 14,0 4 45 1,0 0,06 59 4
60 9,3 1,27 136 4 60 11 0,06 54 4
75 11,3 1,49 132 4 75 1,3 011 80 4
90 13,3 1,76 13,2 4 90 15 0,14 92 4
Tabelle 5.26: FD-4, normal Tabelle 5.29: FD-10, passagiert
t[min] Transport [%] s Sd N t [min.] Transport [%] s Sg N
15 1,2 0,10 82 4 15 0,5 0,07 143 4
30 1,7 0,15 89 4 30 0,6 0,09 131 4
45 2,3 042 181 4 45 0,8 0,10 123 4
60 2,8 0,47 169 4 60 1,0 0,13 123 4
75 3,3 0,55 16,8 4 75 1,2 0,15 123 4
90 3,7 0,61 16,2 4 90 1,4 0,17 119 4
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Einflussvon ACM und cAMP auf den Transport von FD-4 durch BCEC-Monolayer

Tabelle 5.30: EM, cAMP- Tabelle 5.32: ACM, cAMP-

t [min.] Transport[%] s Sda N t[min.] Transport[%] s Sd N
15 15 0,65 43,3 6 15 1,0 0,14 136 6
30 3,0 0,90 29,7 6 30 2,2 0,26 11,7 6
45 4,5 1,12 248 6 45 34 0,39 11,3 6
60 6,0 1,31 216 6 60 4,7 0,51 109 6
75 7,6 1,48 194 6 75 59 0,63 10,7 6
90 91 1,71 187 6 90 7,2 0,70 9,7 6
Tabelle5.31: EM, cAMP+ Tabelle5.33: ACM, CAMP+

t[min] Transport [%] s Sd N t [min.] Transport [%] s S¢ N
15 1,3 0,27 21,1 6 15 1,3 0,36 27,5 6
30 29 0,57 196 6 30 3,0 0,87 291 6
45 4,5 0,92 204 6 45 4,7 142 30,2 6
60 6,5 1,33 20,6 6 60 6,5 1,9 304 6
75 84 168 20,1 6 75 8,3 2,50 30,2 6
90 10,2 2,01 19,7 6 90 10,2 3,09 30,3 6

Transport von CF und Rh123 duch BCEC-Mondayer in Transwell “-clear-Filt ereinsétzen

Tabelle5.34: CF Tabelle 5.36: Rh123 ohne Verapamil

t [min.] Transport[%] s Sa N t[min.] Transport[%] s Sd N
15 11 0,14 128 4 15 13 0,16 121 4
30 2,3 0,31 139 4 30 34 027 79 4
45 3,4 054 157 4 45 5,2 0,36 69 4
60 4,7 0,80 16,9 4 60 6,9 043 62 4
75 59 1,08 18,2 4 75 8,6 046 54 4
90 7,0 1,35 19,2 4 90 10,2 056 55 4
Tabelle 5.35: Rh123 mit Verapamil

t [min.] Transport[%] s Sa N

15 1,2 0,17 134 4

30 3,4 0,37 10,8 4

45 6,1 0,61 10,0 4

60 8,5 082 9,7 4

75 10,5 1,09 104 4

90 12,2 1,34 110 4
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Transport von FD-4 durch BCEC-Mondayer in Transwell “-clear-Filt ereinséitzen

Tabelle5.37: FD-4 olne DM SO

Tabelle 5.39: FD-4 26 DM SO

t [min.] Transport[%] s Sda N t[min.] Transport[%] s Sd N
15 1,1 00879 4 15 1,3 0,24 18,7 4
30 2,4 0,23 95 4 30 3,0 0,45 15,0 4
45 3,6 03392 4 45 4,6 0,73 159 4
60 4,9 0,48 9.8 4 60 6,2 1,08 17,5 4
75 6,3 0,67 10,7 4 75 7,7 1,37 17,7 4
90 7,7 0,90 11,7 4 90 9,4 1,67 17,7 4

Tabelle 5.38: FD-4 1% DM SO

t[min] Transport [%] s Sd N
15 1,2 0,15118 4
30 2,7 0,24 8,8 4
45 4,3 0,36 84 4
60 5,8 0,48 8,2 4
75 7,3 0,67 9,2 4
90 8,9 0,92 10,4 4

Transport von CF, Sdicylsaure und Séicyisdure-Glucosid duch BCEC-Mondayer in der
Costar-Apparatur

Tabelle 5.40: Salicylséure Tabelle5.42: CF

t [min.] Transport[%] s Sda N

t [min.] Transport[%] s Sed N

30 3,5 0,36 10,4 6 30 15 0,15 10,2 6
60 7,4 1,00 13,6 6 60 3,4 0,26 7,6 6
90 10,9 0,4340 6 90 5,5 0,52 9,3 6
120 15,5 0,96 6,2 6 120 7,9 0,7594 6

Tabelle 5.41: Salicylsdure-Glucosid

t[min] Transport [%] s Sd N

30 2,2 0,24 10,8 6
60 4,6 0,60 12,9 6
90 7,8 0,80 10,3 6
120 11,4 1,23 10,8 6
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Aufnahmevon FITC-BSA undFITC-CBSA in BCEC-Mondayer

Tabelle5.43: FITC-BSA; 4 °C Tabelle5.45: FITC-CBSA; 4 °C
c[mg/ml] Uptake[ng] s Sg N c[mg/ml] Uptake[ng] s Sd N
0,016 4,9 3,30 67,06 0,017 92,7 573 6,2 6
0,032 12,3 2,77 2256 0,034 146,4 19,16 13,1 6
0,064 32,5 9,92 30,56 0,069 209,1 4493 21,5 6
0,128 58,4 6,61 11,36 0,138 276,8 43,66 15,8 6
0,255 101,2 893 88 6 0,275 394,6 88,76 22,5 6
0,510 163,7 51,75 31,6 6 0,550 526,8 69,66 13,2 6
Tabelle5.44: FITC-BSA; 37 °C Tabelle5.46: FITC-CBSA; 37 C
c[mg/ml] Uptake[ng] s Sda N c[mg/ml] Uptake[ng] s Sa N
0,016 1,5 0,46 31,7 6 0,017 174,7 900 52 6
0,032 14,8 512 34,7 6 0,034 302,1 49,73 16,56
0,064 22,5 9,27 41,3 6 0,069 342,5 109,07 31,8 6
0,128 60,2 13,39 22,3 6 0,138 541,7 63,25 11,7 6
0,255 90,8 13,12 14,4 6 0,275 711,7 121,52 17,1 6
0,510 135,4 18,91 14,0 6 0,550 893,9 76,20 85 6
Adsorption von BSA und CBSA an Mikrotiterplatten

Tabelle 5.47: BSA Tabelle 5.48: CBSA

c[mg/ml] Uptake[ng] s Sg N c[mg/ml] Uptake[ng] s Sdg N
0,015 16,6 4,77 28,7 12 0,018 59,0 8,21 13,9 12
0,029 14,6 6,00 41,1 12 0,037 61,5 10,41 16,9 12
0,059 16,1 6,32 39,2 12 0,074 64,3 13,83 21,5 12
0,118 21,2 574 27,1 12 0,148 66,3 12,35 18,6 12
0,235 23,4 4,19 17,9 12 0,295 73,0 10,77 14,7 12
0,470 28,6 5,79 20,3 12 0,590 79,8 8,47 10,6 12

Zeitabhanggket der Aufnahme von CBSA-Lipasomen in BCEC-Mondayer; ohre bzw. mit

acid wash

Tabedle 5.49: ohre add wash

Tabedle 5.50: mit add wash

t [min.] Uptake[nmoal] s Se N

60

0,195

0,039 20,0 6

120

0,312

0,030 9,7 6

t [min.] Uptake[nmol] s Se N
30 0,159 0,035 22,3 6
60 0,245 0,060 24,6 6
90 0,265 0,033 124 6
120 0,268 0,048 18,0 6
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Aufnahme von CBSA-Liposomen in BCEC-Mondayer; Abhanggkeit von der Vesikelgrofe

Tabelle5.51:

GrolRe[nm] Uptake[%] s Sel N
122 100,0 84 84 10
164 105,1 11,4 10,9 10
204 97,1 19,7 20,3 10

Aufnahme von CBSA-Liposomen in BCEC-Mondayer; Einflussvon Inhibitoren

Tabelle 5.52:

Gruppe Uptake[%] s Sel N
Liposomen 100,0 16,6 16,6 10
10CBSA 555 6,7 12,0 10
100 CBSA 9,7 1,8 188 10
PheAsO 25,8 7,09 274 10
Noco 50,5 19,45 38,5 10
Filipin 57,7 8,50 14,7 10
DC 105,4 10,42 9,9 10

Aufnahme wn CBSA-Liposomen in  BCEC-Mondayer; Abhanggkeit von der
Liposomenkonzenztration

Tabelle5.53:

c[nmol/ml] Uptake[nmol] s Sel N
4 0,004 0,002 46,7 10
10 0,006 0,001 24,1 10
20 0,011 0,002 18,0 10
30 0,017 0,003 17,8 10
40 0,026 0,002 86 10
100 0,221 0,090 40,5 10
200 1,498 0,163 10,9 10
300 2,715 0,426 15,7 10

400 4,096 0,235 57 10
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Aufnahme won CBSA-Liposomen in BCEC-Mondayer; Abhéandgkeit von PGP-/MRP-

Sulstraten undCBSA

Tabelle 5.54:

Gruppe Uptake[nmal] s Sd N

Kontrolle 0,126 0,023 17,9 10
CBSA 1,146 0,159 13,9 10
LTC4 0,112 0,027 24,1 10
CyA 0,078 0,005 6,2 10
Vera 0,103 0,019 18,3 10

Aufnahme wn CBSA-Liposomen in

Lipidkonzentration

Tabdle5.55: normal

BCEC-Mondayer; Abhandgkeit

von  cbr

Tabelle5.57: 1% BSA + 5 pg/ml CBSA

c[nmol/ml] Uptake[nmoal] s S c[nmol/ml] Uptake[nmol] s Sd N
20 0,018 0,003 15,5 6 0,032 15,9 6
30 0,029 0,003 10,5 6 0,041 13,7 6
40 0,036 0,005 13,2 6 0,139 31,2 6

Tabelle 5.56: 1% BSA

c[nmol/ml] Uptake[nmol] s Sd
20 0,013 0,002 14,2 6
30 0,020 0,0029,1 6

40 0,025

0,001 23 6
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Einfluss von CBSA auf die Aufnahme von verschiedenen Liposomentypen und
Pinozytosemarkern

Tabelle 5.58: Liposomentypen

Tabelle 5.59: Pinozytosemarker

Gruppe Uptake S Sa N
[nmol]
CBSA-L 0,286 0,041145 6
CBSA-L+ 0,746 0,079 10,5 6
CBSA
BSA-L 0,040 0,006 15,4 6
BSA-L + 0,520 004179 6
CBSA
PEG-L 0,011 0,001 13,2 6
PEG-L + 0,062 0,009 14,2 6
CBSA
L 0,011 0,00217,3 6
L + CBSA 0,146 0,023 15,7 6

Transport von liposomalem und freiem CF durch BCEC-Monolayer

Tabelle 5.60: CBSA-Liposomen

t [min.] Transport[%] s Sda N

60 0,20 0,03 156 4
120 0,46 004 96 4
180 0,83 0,09 10,5 4
240 1,35 0,17 126 4

Tabelle 5.61: BSA-Liposomen

t[min] Transport [%] s Sd N
60 0,25 0,02 7,3 3
120 0,54 0,04 83 3
180 0,85 0,06 70 3
240 1,15 0,05 41 3

Gruppe Uptake[%] s Sed N
CBSA L 100 14,5 145 6
CBSA- 260 27,5 10,5 6
L+

CBSA

FD-10 100 31,9 319 6
FD-10 + 92 36,3 394 6
CBSA

FBSA 100 21,8 218 6
FBSA + 98 10,8 110 6
CBSA

CF 100 71,1 71,1 6
CF+ 128 84,4 66,0 6
CBSA

Tabelle 5.62: CF

t[min.] Transport[%] s Sd N

60 6,65 0,76 114 8

120 12,62 163 129 8

180 19,84 2,93 148 8

240 27,57 348 126 8
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Transport von li posomalem undfreiem CF durch BCEC-Mondayer; Fluoresznzainahme

Tabelle 5.63: CBSA-Liposomen Tabelle5.65: CF

t [min.] Transport[%] s Sd N t[min.] Transport[%] s Sd N
0 100,00 572 57 4 0 100,00 512 51 8
60 94,26 134 14 4 60 112,55 508 45 8
120 103,60 353 34 4 120 122,56 519 4,2 8
180 116,72 0,97 0,8 4 180 138,25 8,27 6,0 8
240 130,08 589 45 4 240 150,39 8,94 59 8
Tabelle 5.64: BSA-Liposomen

t[min] Transport [%] s Sd N

0 100,00 1,90 19 3

60 105,77 6,26 59 3

120 114,51 1,07 09 3

180 129,98 1,40 1,1 3

240 140,22 2,75 20 3

Transport von Lipasomen duch BCEC-Mondayer; Abhanggkeit vom Lipidtyp

Tabelle 5.66: BSA-DMPC-Liposomen Tabelle 5.68: BSA-DSPC-Liposomen

t [min.] Transport[%] s Sda N t[min.] Transport[%] s Sd N
60 0,015 0,008 495 6 60 0,019 0,012 636 6
120 0,049 0,010 20,1 6 120 0,049 0,015 30,2 6
180 0,082 0,021 254 6 180 0,098 0,017 172 6
300 0,174 0,043 245 6 300 0,178 0,021 12,0 6
360 0,219 0,058 264 6 360 0,228 0,047 20,6 6
420 0,304 0,074 24,3 6 420 0,307 0,056 181 6
Tabelle5.67: CBSA-DMPC-Liposomen Tabelle 5.69: CBSA-DSPC-Liposomen
t [min.] Transport [%] s Sa N t[min.] Transport[%] s Sa N
60 0,022 0,008 36,6 6 60 0,029 0,003 86 6
120 0,061 0,015 239 6 120 0,047 0,006 12,1 6
180 0,107 0,023 215 6 180 0,093 0,007 72 6
300 0,213 0,035 164 6 300 0,177 0,012 68 6
360 0,261 0,049 186 6 360 0,217 0,020 91 6
420 0,350 0,066 19,0 6 420 0,264 0,025 96 6




136 Literaturverzeichnis

6 LITERATURVERZEICHNIS

[1]  Z. Albert, M. Orlowski, Z. Ruzcidlo und J. Orlowski: Studies on y-glutamyl-transpeptidase activity
and its histochemical localization in the central nervous system in man and different animal species. In:
Acta Histochemica 25 (1966), S. 312-320

[2] B. Alberts, D. Bray, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts und J.D. Watson: Molekularbiologie der Zelle 3.
Aufl. Weinheim: VCH, 1995

[3] T.M.Allen, A K. Ahmad, |I. Agrawal, C.B. Hansen und S. Zalipsky: Antibody-mediated targeting of
long-circulating (StealthD) liposomes. In: Journal of Liposome Research 4 (1994), Nr. 1, S. 1-25

[4 T.M.Allen, E. Brandeis, C.B. Hansen, G.Y. Kao und S. Zalipsky: A new strategy for attachment of
antibodies to sterically stabilized liposomes resulting in efficient targeting to cancer cells . In: Biochimica
et Biophysica Acta 1237 (1995), Nr. 2, S. 99-108

[5] T.M. Allen, C.B. Hansen und D.E. Lopez De Menezes: Pharmacokinetics of long circulating
liposomes. In: Advanced Drug Delivery Reviews 16 (1995), S. 267-284

[6] R.N.Alyautdin, V.E. Petrov, K. Langer, A. Berthold, D.A. Kharkevich und J. Kreuter: Delivery of
loperamide across the blood-brain barrier with polysorbate 80-coated polybutylcyanoacrylate
nanoparticles. In: Pharmaceutical Research 14 (1997), Nr. 3, S. 325-328

[71 R.N. Alyautdin, E.B. Tezikov, P. Ramge, D.A. Kharkevich, D.J. Begley und J. Kreuter: Significant
entry of tubocuranine into the brain of rats by adsorption to polysorbate 80-coated polybutylcyanoacrylate
nanoparticles: an in situ brain perfusion study. In: Journal of Microencapsulation 15 (1998), Nr. 1,
S. 67-74

[8] R.G.W. Anderson: The caveolae membrane system. In: Annual Reviews Biochemistry 67 (1998),
S. 199-225

[99 R.G.W. Anderson, B.A. Kamen, K.G. Rothberg und SW. Lacey: Potocytosis: sequestration and
transport of small molecules by caveolae. In; Science 255 (1992), S. 410-411

[10] B.K.Armstrong, Q. Smith, S.I. Rapoport, J. Strohalm, J. Kopecek und R. Duncan: Osmotic opening
of the blood-brain barrier permeability to N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide copolymers. Effect of
polymer My, charge and hydrophobicity. In: Journal of Controlled Release 10 (1989), S. 27-35

[11] K.L. Audusund R.T. Borchardt: Characterization of an in vitro blood-brain barrier model system for
studying drug transport and metabolism. In: Pharmaceutical Research 3 (1986), Nr. 2, S. 81-87

[12] K.L. Audus und R.T. Borchardt: Bovine brain microvessel endothelial cell monolayers as a model
system for the blood-brain barrier. In: Annals New York Academy of Sciences 507 (1987), S. 9-18

[13] M.S. Balda, M.B. Fallon, C.M. Van Itallie und J.M. Anderson: Structure, regulation, and
pathophysiology of tight junctions in the gastrointestinal tract. In: Yale Journal of Biological Medicine 65
(1992), S. 725-735

[14] A.L. Baldwin und S. Chien: Endothelial transport of anionized and cationized ferritin in the rabbit
thoracic aorta and vasa vasorum. In: Arteriosclerosis 4 (1984), S. 372-382

[15] A.D. Bangham, M.M. Standish und J.C. Watkins: Diffusion of univalent ions across the lamellae of
swollen phospholipids. In: Journal of Molecular Biology 13 (1965), S. 238-252

[16] P.S. Bass, A.F. Drake, Y. Wang, J.H. Thomas und D.R. Davies: Cationization of bovine serum
albumin alters its conformation as well as its charge. In: Laboratory Investigation 62 (1990), Nr. 2,
S. 185-188

[17] E.A. Bayer, B. Rivnay und E. Skutelsky: On the mode of liposome-cell interactions. Biotin-conjugated
lipids as ultrastructural probes. In: Biochimica et Biophysica Acta 550 (1979), S. 464-473

[18] D. J. Begley: The blood-brain-barrier: principles for targeting peptides and drugs to the central nervous
system. In: Journal of Pharmacy and Pharmacology 48 (1996), S. 136-146



Literaturverzeichnis 137

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

G. Bendas, A. Krause, U. Bakowsky, J. Vogel und U. Rothe: Targetability of novel immunoli posomes
prepared by a new antibody conjugation technique. In: Internationa Journal of Parmaceutics 181 (1999),
S. 7993

J. Berberich: Quartitative Bestimmung der Wedhselwirkung von Zellen und Liposomen mit Hilfe
fluorimetrischer Methoden Dissertation, Ruprecdht-Karls-Universitat Heidelberg, 1990

U. Bickel, T. Yoshikawa, E.M. Landaw, K.F. Faull und W.M. Pardridge: Pharmamlogic effeds in
vivo in brain by vedor-mediated peptide drug delivery. In: Proceeadings of the Nationd Academy of
Sciences USA 90 (1993), Nr. 4, S. 2618-2622

D. Biegel, D.D. Spencer und J.S. Pachter: Isolation and culture of human brain microvessel endathelial
cdlsfor the study of blood-brain barrier propertiesin vitro. In: Brain Research 692(1995), S. 183-189

N. Bodor, L. Prokai, W.-W. Wu, H. Farag, S. Jonalagadda, M. Kawamura und J. Simpkins: A
strategy for delivering peptides into the eentral nervous system by sequential metabalism. In: Science 257
(1992), S. 16981700

G. Borchard, K.L. Audus, F. Shi und J. Kreuter: Uptake of surfadant-coated pdy-(methyacrylate)-
nanoparticles by bovine brain microvess®l endothelia cdl monolayers. In: Internationd Journal of
Pharmaceutics 110(1994), S. 29-35

P.D. Bowman, A.L. Betz, D. Ar, J.S. Wolinsky, J.B. Penney, R.R. Shivers und G.W. Goldstein:
Primary culture of cepill ary endothelium fromrat brain. In: In Vitro 17 (1981), Nr. 4, S. 353-362

M. Bradford: A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utili zing the principle of protein-dye binding. In: Analytical Biochemistry 72 (1976, S. 248-254

K. Brendel, E. Meezan und E.C. Carlson: Isolated brain microvessels: a purified, metabdlicdly adive
preparation from bovine ceebral cortex. In: Science 185 (1974), S. 953-955

M.E. Brewster, K. Raghavan, E. Pop und N. Bodor: Enhanced delivery of ganciclovir to the brain
through the use of redox targeting. In: Antimicrobial Agents and Chemotherapy 38 (1994), Nr. 4, S. 817
823

M .E. Brewster, W.R. Anderson, D.O. Helton, N. Bodor und E. Pop: Dose-dependent brain delivery of
zidovudine through the use of a 2zdowudine chemicd delivery system. In: Pharmaceutical Research 12
(1995), Nr. 5, S. 796798

R.D. Broadwell, B.J. Baker-Cairns, P.M. Friden, C. Oliver und J.C. Villegas. Transcytosis of protein
through the mammalian cerebral epithelium and endothelium Il . recetor-mediated transcytosis through
the blood-brain barrier of bloodborne transferrin and antibody against the transferrin receptor. In:
Experimental Neurology 142 (1996), S. 47-65

V. Carelli, F. Liberatore, L. Scipione, M. Impicciatore, E. Barocelli, M. Cardédlini und G.
Giorgioni: New systems for the spedfic delivery and sustained release of dopamine to the brain. In:
Journal of Controlled Release 42 (1996), S. 209-216

J. Carlsson, H. Drevin und R. Axen: Protein thiolation and reversible protein-protein conjugation. N-
Sucanimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionate, a new heterobifunctional reagent. In: Biochemical Journal
173(1978), Nr. 3, S. 723737

M.L. Caspers und C.A. Diglio: Expresson of y-glutamyltranspeptidase in a transformed rat cerebral
endothelial cdl line. In: Biochimica et Biophysica Acta 803 (1984), S. 1-6

E.M. Cornford und W.H. Oldendorf: Independent blood-brain barrier transport systems for nucleic
add preaursors. In: Biochimica et Biophysica Acta 25 (1975), S. 825-829

E.M. Cornford, L.D. Braun und W.H. Oldendorf: Carrier mediated bloodbrain barrier transport of
choline and certain choline analogues. In: Journal of Neurochemistry 30 (1978, S. 299-308

K. Cremer: Entwickung urd Charakterisierung von TNF-Liposomen fir die intratumorale Therapie
Disrtation, Ruprecht-Karls-Universitdt Heidelberg, 1993

C. Crone und S.P. Olesen: Eledricd resistance of brain microvascular endothelium. In: Brain Research
241(1982), S. 4955



138

Literaturverzeichnis

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

P.J.A. Davies, D.R. Davies, A. Levitzki, F.R. Maxfield, P. Milhaud, M.C. Willingham und |.H.
Pastan: Transglutaminase is essential in receptor-mediated endocytosis of a,-macroglobulin and
polypeptide hormones. In: Nature 283 (1980), S. 162-167

H. Davson: History of the blood-brain barrier concept. In: Neuwelt, E.A.: Implications of the blood-brain
barrier and its manipulation. Bd. 1. New Y ork: Plenum, 1989, S. 27-52

L.E. DeBault, L .E. Kahn, S.P. Frommes und P.A. Cancill a: Cerebral microvessels and derived cellsin
tissue culture: isolation and preliminary characterization. In: In Vitro 15 (1979), S. 473-487

R.J. Debs, T.D. Heath und D. Papahadjopoulos. Targeting of anti-Thy 1.1 monoclonal antibody
conjugated liposomesin Thy 1.1 mice after intravenous administration. In: Biochimica et Biophysica Acta
1233 (1987), S. 183-190

Y. Deguchi, K. Inabe, K. Tomiyasu, K. Nozawa, S. Yamada und R. Kimura: Study on brain
interstitial fluid distribution and blood-brain barrier transport of baclofen in rats by microdialysis. In:
Pharmaceutical Research 12 (1995), Nr. 12, S. 1838-1844

B. Dehouck, L. Fenart, M .-P. Dehouck, A. Pierce G. Torpier und R. Cecchelli: A new function for
the LDL-receptor: transcytosis of LDL at the blood-brain barrier. In: The Jurna of Cell Biology 138
(1997), Nr. 8, S. 877-889

M .P. Dehouck, S. Meress, B. Dehouck, J. C. Fruchart und R. Cecddlli: In vitro reconstituted blood-
brain barrier. In: Journal of Controlled Release 21 (1992), S. 81-92

R. Dermietzd und D. Krause: Molecular anatomy of the blood-brain barrier as defined by
immunocytochemistry. In: Internationd Reviews of Cytology 127 (1991), S. 57-109

A. Dinter und E.G. Berger: Golgi-disturbing agents. In: Histochemical Cell Biology 109 (1998),
S. 571-590

N. Drion, M. Lemaire, J.-M. Lefauconnier und J.-M. Scherrmann: Role of p-glycoprotein in the
blood-brain barrier transport of colchicine and vinblastine. In: Journal of Neurochemistry 67 (1996), Nr.
4, S. 1688-1693

R. Duncan, M .K. Pratten und J.B. Lloyd: Mechanism of polycation stimulation of pinocytosis. In:
Biochimica et Biophysica Acta 587 (1979), S. 463-475

R.J.S. Duncan, P.D. Weston und R. Wrigglesworth: A new reagent which may be used to introduce
sulfhydryl groups into proteins, and its use in the preparation of conjugates for immunoassay. In:
Analytical Biochemistry 132 (1983), S. 68-73

J.K. Dunnick, I.R. McDougall, S. Aragon, M.L. Goris und J.P. Kriss Vesicle interactions with
polyamino acids and antibodies: in vitro and in vivo studies. In: Journal of Nuclear Medicine 16 (1975),
S. 483-487

S. Duport, F. Robert, D. Muller, G. Grau, L. Paris und L. Stoppini: An in vitro blood-brain barrier
model: Cocultures between endothelial cells and organotypic brain dice cultures. In: Procealings of the
Nationd Academy of Sciences USA 95 (1998), S. 1840-1845

P. Ehrlich: Das Sawerstoffbedirfnis des Organsmus. Eine farbenandytische Sudie Berlin: Hirschwald,
1885

B. El Hafny, J.-M. Bourre und F. Roux: Synergistic stimulation of gamma-glutamyl transpeptidase and
alkline phosphatase activities by retinoic acid and astroglial factors in immortalized rat brain microvessel
endothelial cells. In: Journa of Cellular Physiology 167 (1996), S. 451-460

G.L. Ellman: Tissue sulfhydryl groups. In: Archives of Biochemistry and Biophysics 82 (1959), Nr. 82,
S. 70-77

A. Frey, B. Medkelein, B. Weller, R. Mockel, R. Flach und H.G. Gassen: Pericytes of the brain
microvasculature express y-glutamyl transpeptidase. In: European Journal of Biochemistry 202 (1991),
S. 421-429

P. M. Friden: Utilization of an endogenous cellular transport system for the delivery of therapeutics
across the blood-brain barrier. In: Journal of Controlled Release 46 (1996), S. 117-128

P.M. Friden: Receptor-mediated transport of therapeutics across the blood-brain barrier. In:
Neurosurgery 35 (1994), Nr. 2, S. 294-298



Literaturverzeichnis 139

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]
[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

P.M. Friden, L.R. Walus, G.F. Musso, M.A. Taylor, B. Malfry und R.M. Starzyk: Anti-transferrin
receptor antibody and antibody-drug conjugates cross the blood-brain barrier. In: Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 88 (1991), Nr. 6, S. 4771-4775

B. Frisch, C. Boeckler und F. Schuber: Synthesis of short polyoxyethylene-based heterobifunctional
cross-linking reagents. Application to the coupling of peptides to liposomes. In: Bioconjugate Chemistry
7 (1996), S. 180-186

M. Fukuta, H. Okada, S. linuma, S. Yanai und H. Toguchi: Insulin fragments as a carrier for peptide
delivery across the blood-brain barrier. In: Pharmaceutical Research 11 (1994), Nr. 12, S. 1681-1688

A. Gabizon, R. Shiota und D. Papahadjopoulos. Pharmacokinetics and tissue distribution of
doxorubicin encapsulated in stable liposomes with long circulation times. In: Journal of the National
Cancer Institute 81 (1989), S. 1484-1488

A. Gabizon, A.T. Horowitz, D. Goren, D. Tzemach, F. Mandelbaum-Shavit, M.M. Qazen und S.
Zalipsky: Targeting folate receptor with folate linked to extremities of poly(ethylene glycol)-grafted
liposomes: in vitro studies. In: Bioconjugate Chemistry 10 (1999), S. 289-298

M. Gekle, S. Mildenberger, R. Freudinger, G. Schwerdt und S. Silbernagl: Albumin endocytosis in
OK cells: dependence on actin and microtubules and regulation by protein kinases. In: American Journal
of Physiology 272 (1997), S. F668-F677

N. Ghinea und N. Simionescu: Anionized and cationized undecapeptides as probes for cell surface
charge and permeability studies: differentiated labeling of endothelial plasmalemmal vesicles. In: Journal
of Cell Biology 100 (1985), S. 606-612

P.L. Golden, T.J. Maccagnan und W.M. Pardridge: Human blood-brain barrier leptin receptor. In:
Journal of Clinical Investigation 99 (1997), Nr. 1, S. 14-18

G.W. Goldstein, J.S. Wolinsky, J. Csgjtey und |. Diamond: Isolation of metabolically active capillaries
fromrat brain. In: Journal of Neurochemistry 25 (1975), S. 715-717

G.M. Grass und SA. Sweetana: In vitro measurement of gastrointestinal tissue permeability using a
new diffusion cell. In: Pharmaceutical Research 5 (1988), Nr. 6, S. 372-376

D.E. Griffin und J. Giffels: Study of protein characteristics that influence entry into the cerebrospinal
fluid of normal mice with encephalitis. In: Journal of Clinical Investigation 70 (1982), Nr. 8, S. 289-295

M.K. Gumerlock und E.A. Neuwalt: Therapeutic opening of the blood-brain barrier in man. In:
Bradbury, M.W.B.: Physiology and pharmacology of the blood-brain barrier. Handbook of experimental
pharmacology. Bd. 103. Berlin: Springer-Verlag, 1992, S. 525-542

H.T. Haigler, F.R. Maxfidd, M.C. Willingham und |. Pastan: Dansylcadaverine inhibits
internalization of 125-|-epidermal growth factor in BALB 3T3 cells. In: The Journal of Biological
Chemistry 255 (1980), Nr. 4, S. 1239-1241

H.J. Haisma, E. Boven, M. Vanmuijen, J. Dgong, W.J.F. Vandervijgh und H.M. Pinedo: A
monoclonal antibody-beta-glucuronidase conjugate as activator of the prodrug epirubicin for specific
treatment of cancer. In: British Journal of Cancer 66 (1992), S. 474-478

T. Halmos, M. Santarromana, K. Antonakis und D. Scherman: Synthesis of glucose-chlorambucil
derivatives and their recognition by the human GLUT1 glucose transporter. In: European Journal of
Pharmacology 318 (1996), S. 477-484

C.B. Hansen, G.Y. Kao, E.H. Moase, S. Zalipsky und T.M. Allen: Attachment of antibodies to
sterically stabilized liposomes. evaluation, comparison and optimization of coupling procedures. In:
Biochimica et Biophysica Acta 1239 (1995), S. 133-144

R.P. Haugland: Handbook of fluorescent probes and research chemicals 6. Aufl. Eugene: Molecular
Probes, 1996

Y. Hayashi, M. Nomura, S-l. Yamagashi, S.-1. Harada, J. Yamashita und H. Yamamoto: Induction
of various blood-brain barrier properties in non-neural endothelial cells by close apposition to co-cultured
astrocytes. In: Glia 19 (1997), S. 13-26

J. Head, L.L.Y. Lee, D.J. Field und J.C. Lee: Equilibrium and rapid kinetic studies on nocodazole-
tubulin interaction. In: The Journal of Biological Chemistry 260 (1985), Nr. 20, S. 11060-11066



140

Literaturverzeichnis

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]
[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]
[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

J.L.M. Heeranans, J.J. Kraaijenga, P. Los, C. Kluft und D.J.A. Crommelin: Development of a
procedure for coupling the homing device glu-plasminogen to liposomes. In: Biochimica et Biophysica
Acta 1117 (1992), S. 258-264

D.G. Hoare und D.E. Koshland: A method for the quantitative modification and estimation of
carboxylic acid groupsin proteins. In: The Journal of Biological Chemistry 242 (1967), S. 2447-2453

D. Hoheisdl, T. Nitz, H. Franke, J. Wegener, A. Hakvoort, T. Tilling und H.-J. Galla: Hydrocortisone
reinforces the blood-brain barrier properties in a serum free cell culture system. In: Biochemical and
Biophysical Research Comnunications 244 (1998), S. 312-316

H. Huai-Yun, D.T. Secrest, K.S. Mark, D. Carney, C. Brandquist, W.F. EImquist und D.W. Miller:
Expression of multidrug resistance-associated protein (MRP) in brain microvessel endothelial cells. In:
Biochemical and Biophysical Research Comnunications 243 (1998), Nr. 3, S. 816-820

A.L. Hubbard: Endocytosis. In: Current Opinionin Cell Biology 117 (1989), S. 131-177

R.D. Hurst und |.B. Fritz: Properties of an immortalized vascular endothelial/glioma cell co-culture
model of the blood-brain barrier. In: Journal of Cell Physiology 167 (1996), S. 81-88

J. Huwyler und W.M. Pardridge: Receptor mediated delivery of daunomycin using immunoliposomes:
Pharmacokinetics and tissue distribution in the rat. In: The Journa of Pharmacology and Experimental
Therapeutics 282 (1997), Nr. 3, S. 1541-1546

J. Huwyler und W.M. Pardridge: Examination of blood-brain barrier transferrin receptor by confocal
fluorescent microscopy of unfixed isolated rat brain capillaries. In: Journal of Neurochemistry 70 (1998),
Nr. 2, S. 883-886

J. Huwyler, J. Drewe, C. Klusemann und G. Fricker: Evidence for p-glycoprotein-modulated
penetration of morphine-6-glucuronide into brain capillary endothelium. In: British Journal of
Pharmacology 118 (1996), S. 1879-1885

J. Huwyler, D. Wu und W.M. Pardridge: Brain drug delivery of small molecules using
immunoliposomes. In: Procealings of the Nationa Academy of Sciences USA 93 (1996)

J. Huwyler, J. Drewe, H. Gutmann, M. Théle und G. Fricker: Modulation of morphine-6-glucuronide
penetration into the brain by P-glycoprotein. In: Internationd Journa of Clinical Pharmacology and
Therapeutics 36 (1998), Nr. 2, S. 69-70

E.A. Jaffe, L.W. Hoyer und R.L. Nachman: Synthesis of von Willebrand factor by cultured human
endothelial cells. In: Proceadings of the Nationd Academy USA 85 (1974), S. 1906-1909

F. Joo: The cerebral microvessalsin culture, an update. In: Journal of Neurochemistry 58 (1992), S. 1-17

Y .-S. Kang und W.M. Pardridge: Brain delivery of biotin bound to a conjugate of neutral avidin and
cationized human albumin. In: Pharmaceutical Research 11 (1994), Nr. 9, S. 1257-1264

Y.S. Kang, T. Terasaki und A. Tsuji: Acidic drug transport in vivo through the blood-brain barrier. A
role of the transport carrier for monocarboxylic acids. In: Journal of Pharmacobiodynamics 13 (1990),
Nr. 2, S. 158-163

J. Karlson und P. Arturson: A new diffusion chamber system for the determination of drug
permeability coefficients across the human intestinal epithelium that are independent of the unstirred
water layer. In; Biochimica et Biophysica Acta 1111 (1992), S. 204-210

A.L. Kissund H.J. Geuze Caveolae can be aternative endocytic structures in elicited macrophages. In:
European Journal of Cell Biology 73 (1997), Nr. 5, S. 19-27

J.T. Kley, T. Fichert und U. Massng: Synthesis of novel thiol-reactive amphiphilic lipids based on
cholesterol for protein-liposome coupling. In: Monashefte fir Chemie 129 (1998), S. 319-327

V.P. Knutson, G.V. Ronnett und M.D. Lane: Rapid, reversible internalization of cell surface insulin
receptors. In: The Journal of Biological Chemistry 258 (1983), Nr. 20, S. 12139-12142

K. Kobayashi, M. Han, S. Watarai und T. Yasuda: Availability of liposomes as drug carriers to the
brain. In: Acta Med. Okayama 50 (1996), Nr. 2, S. 67-72

D. Krause, U. Mischek, H.J. Galla und R. Dermietzd: Correlation of zonula occludens ZO-1 antigen
expression and transendothelial resistance in porcine and rat cultured cerebral endothelial cells. In:
Neuroscience Letters 128 (1991), S. 301-304



Literaturverzeichnis 141

[98]

[99]

[10G

(101

[102

[103

[104
[109
(106
[107

[108

[109
(110

(111

[112

[113

[114

[115

[116

[117

[118

J. Kreuter: Nanoparticles and microparticles for drug and vacdne delivery. In: Journal of Anatomy 189
(1996), S. 503-505

J. Kreuter, R.N. Alyautin, D.A. Kharkevich und A.A. Ivanov: Passage of peptides through the blood
brain barrier with colloidal polymer particles. In: Brain Research 674(1995), S. 171-174

R. Krotz: Wirkstoffeigenschaften as Faktoren der Beladung und Freigabe aus Liposomen Dissertation,
Rupredt-Karls-Universitét Heidelberg, 1992

M. Kuhn: Quartitativein vitro-Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Liposomen undZellen mit
Hilfe fluorimetrischer Methoden Dis<ertation, Ruprecht-Karls-Universitdt Heidelberg, 1994

A.K. Kumaga und J.B., Pardridge, W.M. Eisenberg: Absorptive-mediated endocytosis of caionized
albumin and a B-endorphin-caionized albumin chimeric peptide by isolated brain capill aries. In: The
Journal of Biological Chemistry 262(1987), S. 15214-15219

B. Kummer-Femgen: Identifizierung dr 5B-Cholestan-3a,7a,12a-triol und Salze langkettiger
Fettsduren bindenden Proteine der Endahelzellen des Schweinehirns Disertation, Universitét Freiburg,
1993

U.K. Laemmli: Cleavage of structural proteins during the asembly of the head of baderiophage T4. In:
Nature 227(1970), S. 680-685

F. Lasbennes und J. Gayet: Capadty for energy metabolism in microvessels isolated from rat brain. In:
Neurochemical Research 9 (1984), S. 1-10

D. Lasicund F. Martin: Stealth liposomes BocaRaton: CRC Press 1995

D. Ledhardeur, B. Schwartz, D. Paulin und D. Scherman: Induction of bloodbrain barrier
differentiation in arat brain derived endcthelia cdl line. In: Experimental Cell Research 220 (1995), S.
161-170

D. Lechardeur, B. Schwartz und D. Scherman: Rat brain microvessel endothelial cdls. primary
cultures and immortalized dfferenciated cdl line. In: deBoer, A.G. und Sutanto, W.: Drug transport
aaossthe blood-brain barrier: new experimental strategies. Amsterdam: Harwood Scientific Publisher,
1997

F.D. Ledley: Non-viral gene therapy. In: Current Opinionin Biotechndogy 5 (1994), S. 626-636

J.C. Lee D.J. Fieddd und L.L.Y. Lee Effeds of nocodazle on structures of cdf brain tubulin. In:
Biochemistry 19 (1980), S. 6209-6215

R.J. Leeund P.S. Low: Delivery of liposomes into cultured KB cdls via folate receptor-mediated
endocytosis. In: The Journal of Biological Chemistry 269(1994), S. 3198-3204

L.E. Lilien, M. Sendtner, H. Rohrer, SM. Hughes und M.C. Raff: Type-2 astrocyte development in
rat brain culturesisinitiated by a CNTF-like protein produced by type-1 astrocytes. In: Neuron 1 (1988),
S. 485494

R. Lobenberg, L. Araujo, H. von Briesen, E. Rodgers und J. Kreuter: Body distribution of
azdothymidin bound to hexyl-cyanoaaylate nanoparticles after i. v. injedion to rats. In; Journa of
Controlled Release 50 (1998), S. 21-30

H. Loughrey, M .B. Bally und P.R. Cullis: A non-covaent method d attaching antibodes to liposomes.
In: Biochimica et Biophysica Acta 901 (1987), Nr. 1, S. 157-160

H.C. Loughrey, L.S. Choi, P.R. Cullis und M.B. Bally: Optimized procedures for the aupling of
proteinsto liposomes. In: Journal of Imnundogical Methods 132 (1990), S. 25-35

M. Luck: Plasmaproteinadsorption ds moglicher Schlussifaktor fir ene  lontrollierte
Arzneistoffappikation mit partikuldren Tragern Dissertation, Freie Universitét Berlin, 1997

E. Magjima, S. Goto, H. Hori, Y. Shinohara, Y.-M. Hong und H. Terada: Stabiliti es of the fluorescent
SH-reagent eosin-5-maleimide and its adducts with sulfhydryl compounds. In: Biochimica et Biophysica
Acta 1243 (19%), S. 336-342

F.J. Martin und D. Papahadjopoulos: Irreversible aupling of immunoglobulin fragments to preformed
vesicles. In: Journal of Biological Chemistry 257(1982), Nr. 1, S. 286-288



142

Literaturverzeichnis

[119

[12G

[121]

[122

[123

[124

[125

[126

[127]

[128

[129

(130

(131

[132

[133

[134

[135
[136

[137

[138

F.J. Martin, L.H. Wayne und D. Papahadjopoulos:. Immunospedfic targeting of liposomes to cdls: a
novel and efficient method for covalent attachment of Fab' fragments via disulfide bonds. In:
Biochemistry 20 (1981), S. 4229-4238

K. Maruyama, N. Takahashi, T. Tagawa, K. Nagaike und M. Iwatsuru: Immunolipasomes beaing
polyethyleneglycol-coupled Fab' fragment show prolonged circulation time and high extravasation into
targeted solid tumorsin vitro. In: FEBS Letters 413(1997), S. 177-180

L.D. Mayer, M.B. Bally, M.J. Hope und P.R. Cullis: Uptake of antineoplastic agents into large
unilamellar vesicles in response to a membrane potential. In: Biochimica et Biophysica Acta 816 (1985),
S. 294302

L.D. Mayer, M.B. Bally und P.R. Cullis: Uptake of adriamycin into large unilamellar vesicles in
response to apH gradient. In: Biochimica et Biophysica Acta 857 (1986), S. 123-126

L.D. Mayer, M.B. Bally, M.J. Hope und P.R. Cullis: Techniques for encgpsulating bioadive agents
into lipasomes. In: Chemistry and Physics of Lipids 40 (1986), S. 333-345

E. Mayhew, D. Papahadjopoulos, Y.M. Rustum und C. Dave: Inhibition of tumor cdl growth in vitro
and in vivo by 1-B-D-arabinofuranosylcytosine entrapped with phospholipid vesicles. In: Cancer
research 36 (1976), S. 4406-4411

R.G. Médlton; Preparation and purificaion of antibody-enzyme cnjugates for therapeutic gpplicaions.
In: Advanced Drug Delivery Reviews 22 (1996), S. 289-301

E. Mentrup: Validierung der Herstellung und Depoteffekt wirkstoffhaltiger Liposomen Heidelberg:
Dissertation, Ruprecht-Karls-Universitdt Heidelberg, 1988

M. Mercadal, J.C. Domingo, J. Petriz, J. Garcia und M.A. de Madaraga: A novel strategy affords
high-yield coupling of antibody to extremities of liposomal surface-grafted PEG chains. In: Biochimica et
Biophysica Acta 1999 (1999), S. 232-238

M.J. Micklus, N.H. Greig, J. Tung und S.I. Rapoport: Organ distribution of liposomal formulations
following intracaotid infusion in rats. In: Biochimica et Biophysica Acta 1124(1992), S. 7-12

T. Minagawa, K. Sakanaka, S.-I. Inaba, Y. sai, |. Tamai, T. Suwa und A. Tsuji: Blood-brain-barrier
transport of lipid microspheres containing clinprost, a prostaglandin 15 analogue. In: Journal of Pharmacy
and Pharmacology 48 (1996), S. 1016-1022

T. Minakawa, J. Bready, J. Berliner, M. Fisher und P.A. Cancilla: In vitro interadion of astrocytes
and pericytes with capillary-like structures of brain microves®l endothelium. In: Laboratory
Investigation 65 (1991), Nr. 1, S. 32-40

U. Mischek, J. Meyer und H.-J. Galla: Charaderizaion of y-glutamyl transpeptidase adivity of
cultured endathelial cdlsfrom porcine brain capill aries. In: Cell Tissue Research 256(1989), S. 221-226

H. Mizuguchi, Y. Hashioka, A. Fujii, N. Utogochi, K. Kubo, S. Nakagawa, A. Baba und T. Mayumi:
Glia extracdlular matrix modulates y-glutamyl transpeptidase adivity in cultured bovine brain capill ary
and bovine artic endathelial cdls. In: Brain Research 651(1994), S. 155159

A. Mori, A.L. Klibanov, V.P. Torchilin und L. Huang: Influence of the steric barrier adivity of
amphipathic paly(ethylene-glycol) and ganglioside GM1 on the drculation time of liposomes and on the
target binding of immunoliposomesin vivo. In; FEBS Letters 284 (1991), Nr. 2, S. 263-266

S.A. Morris, S. Ahleund E. Ungewickell: Clathrin-coated vesicles. In: Current Opinion in Cell Biology
1(1989), S. 675-683

K.E. Mostov und N.E. Simister: Transcytosis. In: Cell 43(1985), S. 389-390

B.B. Mrsulja, B.J. Mrsulja, T. Fujimoto, I. Klatzo und M. Spatz: Isolation of brain capill aries. a
simplified technique. In: Brain Research 110(1976), S. 361-365

S. Mukherjee, R.N. Ghosh und F.R. Maxfield: Endocytosis. In: Physiological Reviews 77 (1997), Nr.
3, S. 759-803

A. Muruganandam, L. Moorhouse Herx, R. Monette, J.P. Durkin und D.B. Stanimirovic:
Development of an immortalized human cerebrovascular cdl line & an in vitro model of the human
blood-brain barrier. In; The FASEB Journal 11 (1997), S. 1187-1197



Literaturverzeichnis 143

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]
[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

R.R.C. New: Liposomes. a practical approach. In: Rickwood, D. und Hames, B.D.: The practica
approach series. Oxford: IRL Press, 1990

M. Noble und K. Murr ay: Purified astrocytes promote the in vitro division of a bipotential progenitor
cell. In;: The EMBO Journal 3 (1984), Nr. 10, S. 2243-2247

W.H. Oldendorf: Measurement of brain uptake of radiolabeled substances using a tritiated water internal
standard. In: Brain Research 24 (1970), S. 372

W.H. Oldendorf: Carrier mediated blood-brain barrier transport of short chain monocarboxylic organic
acids. In: American Journal of Physiology 224 (1973), S. 1450

W.H. Oldendorf: Lipid solubility and drug penetration of the blood-brain barrier. In: Proceedings of the
Society for Experimental Biology and Medicine 147 (1974), S. 813-816

W.H. Oldendorf: Blood brain barrier permeability to drugs. In: Annual Reviews Pharmacology 14
(1974), S. 239-348

M. Orlowski und A. Meister: y-Glutamyl-p-nitroanilid: A new convenient substrate for determination
and study of L- and D-y-glutamyltranspeptidase activities. In: Biochimica et Biophysica Acta 73 (1963),
S. 679-681

M. Orlowski, G. Sessa und J.P. Green: y-Glutamyl transpeptidase in brain capillaries: possible site of a
blood-brain barrier for amino acids. In; Science 184 (1974), S. 66-68

R.E. Pagano, A.J. Schroit und D.K. Struck: Interactions of phospholipid vesicles with mammalian cells
in vitro. In: Knight, C.G.: Liposomes. from physical structure to therapeutic applications. Amsterdam:
North Holland Biomedical Press/ Elsevier, 1981

P. Panula, F. Jo6 und L. Redchardt: Evidence for the presence of viable endothelial cells in cultures
derived from dissociated rat brain. In: Experientia 34 (1978), S. 95-97

W.M. Pardridge: Regulation of amino acid availability to brain: selective control mechanisms for
glutamate. In: Filer, L.J., Jr., et al.: Glutamic acid: advances in biochemistry and physiology. New Y ork:
Raven Press, 1979, S. 125-137

W.M. Pardridge: New directions in blood-brain barrier research. In: Annals New York Academy of
Sciences 529 (1988), S. 50-60

W.M. Pardridge: Peptide drug delivery to the brain New Y ork: Raven Press, 1991, S. 239-279

W.M. Pardridge: Drug transport through the blood-brain barrier using liposome/antibody conjugates.
(1995)

W.M. Pardridge: Transport of small molecules through the blood-brain barrier: biology and
methodology. In: Advanced Drug Delivery Reviews 15 (1995), S. 5-36

W.M. Pardridge: Vector-mediated peptide drug delivery to the brain. In: Advanced Drug Delivery
Reviews 15 (1995), S. 109-146

W.M. Pardridge: Brain drug delivery and blood-brain barrier transport. In: Drug Delivery 3 (1996),
S. 99-115

W.M. Pardridge und W.H. Oldendorf: Kinetic analysis of blood-brain barrier transport of amino acids.
In: Biochimica et Biophysica Acta 401 (1975), S. 128-136

W.M. Pardridge, J. Eisenberg und T. Yamada: Rapid sequestration and degradation of somatostatin
analogues by isolated brain microvessels. In: Journal of Neurochemistry 44 (1985), Nr. 4, S. 1178-1184

W.M. Pardridge, D. Triguero und J. Buciak: Transport of histone through the blood brain barrier. In:
The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 251 (1989), Nr. 3, S. 821-824

W.M. Pardridge, D. Triguero, J. Buciak und J. Yang: Evaluation of cationized rat albumin as a blood-
brain barrier drug transport vector. In: The Journal of Pharmacology and experimental Therapeutics 255
(1990), Nr. 2, S. 893-899

W.M. Pardridge, R.J. Boado und C.R. Farrell: Brain-type glucose transporter (GLUT-1) is selectively
localized to the blood-brain barrier. In: The Journal of Biological Chemistry 265 (1990), S. 18035-18040



144

Literaturverzeichnis

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

W.M. Pardridge, Y .-S. Kang, J.L. Buciak und J. Yang: Human insulin receptor monoclonal antibody
undergoes high affinity binding to human brain capillaries in vitro and rapid transcytosis through the
blood-brain barrier in vivo in the primate. In: Pharmaceutical Research 12 (1995), Nr. 6, S. 807-816

R. PerezSoler, K. Francis, S. al-Baker, F. Pilkiewicz und A.R. Khokar: Preparation and
characterization of liposomes containing a lipophilic cisplatin derivative for clinical use. In: Journal of
Microencapsulation 11 (1994), S. 41-54

G.L. Peterson: A simplification of the protein assay method of Lowry et a. which is more generally
applicable. In: Analytical Biochemistry 83 (1977), S. 346-356

G.L. Peterson: Review of folin phenol protein quantitation method of Lowry, Rosebrough, Farr and
Randall. In; Analytical Biochemistry 100 (1979), S. 201-220

L. Pillus und F. Solomon: Components of microtubular structures in Saccharomyces cerevisiae. In:
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 83 (1986), S. 2468-2472

S. Raess und K.L. Audus: In-vitro characterization of blood-brain barrier permeability to delta sleep-
inducing peptide. In: Journal of Pharmacy and Pharmacology 41 (1989), S. 848-852

M.H. Rahimy, J.W. Simpkins und N. Bodor: Dose and time-course evaluation of a redox-based
estradiol-chemical delivery system for the brain. Il. Pharmacodynamic responses. In: Pharmaceutical
Research 7 (1990), Nr. 11, S. 1107-1112

E. Ralston, L.M. Hjemeland, R.D., Weinstein, J.N. Klausner und R. Blumenthal: Carboxyfluorescein
as a probe for liposome-cell interactions. Effect of impurities and purification of dye. In: Biochimica et
Biophysica Acta 649 (1981), S. 133-137

T.J. Raub, G.A. Kuentzd und S.L. Sawada: Permeability of bovine brain microvessel endothelial cells
in vitro: barrier tightening by a factor released from astroglioma cells. In; Experimental Cell Research
199 (1992), S. 330-340

A. Regina, A. Koman, M. Piciotti, B. EI Hafny, M.S. Center, R. Bergmann, P.-O. Couraud und F.
Roux: Mrp 1 multidrug resistance associated protein and p-glycoprotein expression in rat brain
microvessel endothelial cells. In: Journal of Neurochemistry 71 (1998), S. 705-713

F. Roux, O. Durieu-Trautman, M. Chaverot, M. Claire, P. Mailly, J.F. Bourre, A.D. Strosberg und
P.O. Couraud: Regulation of gamma-glutamyltranspeptidase and akaline phosphatase activities in
immortalised rat brain microvessel endothelial cells. In: Journal of Cell Physiology 159 (1994),
S. 101-113

L.L. Rubin: Endothelia cells. adhesion and tight junctions. In; Current Opinion in Cell Biology (1992),
Nr. 4, S. 830-833

L.L. Rubin, D.E. Hall, S. Porter, K. Barbu, C. Cannon, H.C. Horner, M. Janatpour, C.W. Liaw, K.
Manning, J. Morales, L.I. Tanner, Tomaselli K.J. und F. Bard: A cell culture model of the blood-
brain barrier. In: The Journal of Cell Biology 115 (1991), Nr. 6, S. 1725-1735

G. Schackert, D. Fan, R. Nayar und 1.J. Fidler: Arrest and retention of multilamellar liposomes in the
brain of normal mice bearing experimental brain metasases. In: Selective Cancer Ttherapeutics 5 (1989),
S. 73-79

G.L. Scherphof, J. Dijkstra, H.H. Spanjer, J.T.P. Derksen und F.H. Roerdink: Uptake and
intracellular processing of targeted and nontargeted liposomes by rat kupffer cellsin vivo and in vitro. In:
Annals New York Academy of Sciences (1985), Nr. 446, S. 368-384

J.E. Schnitzer, P. Oh, E. Pinney und J. Allard: Filipin-sensitive caveolae-mediated transport in
endothelium: reduced transcytosis, scavenger endocytosis and capillary permeability of select
macromolecules. In: The Journal of Cell Biology 127 (1994), Nr. 5, S. 1217-1232

R.A. Schwendener, T. Trib, H. Schott, H. Langhals, R.F. Barth, P. Groscurth und H. Hengartner:
Comparative studies of the preparation of immunoliposomes with the use of two bifunctional coupling
agents and investigation of in vitro immunoliposome-target cell binding by cytofluorometry and electron
microscopy. In: Biochimica et Biophysica Acta 1026 (1990), S. 69-79

S. Segharaman, M.A. Barr and, L. Maskell und R.J. Scheper: Multidrug resistance-related transport
proteins in isolated human brain microvessels and in cells cultured from this isolates. In: Journal of
Neurochemistry 70 (1998), Nr. 3, S. 1151-1159



Literaturverzeichnis 145

[179

(180

[181

[182

[183

[184

[185

[186)
[187]

[188

[189

(190

(191

[192

[193

[194

[195

[196

[197

[198

[199

G. Sessa und G. Weisamann: Phospholipid spherules (liposomes) as a model for biologicd membranes.
In: Journal of Lipid Research 9 (1968), S. 310-318

S. Shahinian und J.R. Silvius: A novel strategy affords high-yield coupling of antibody Fab' fragments
to liposomes. In: Biochimica et Biophysica Acta 1239 (1995), S. 157-167

A. Sharma, E. Mayhew und R.M. Straubinger: Antitumor effed of taxol-containing liposomes in a
taxol-resistant murin tumor model. In: Cancer Research 53 (1993), S. 5877-5831

K.R. Smith und R.T. Borchardt: Permeability and mechanism of albumin, caionized albumin and
glycosylated abumin transcdlular transport aadoss monolayers of cultured bovine brain caoillary
endothelial cdls. In: Pharmaceutical Research 6 (1989), Nr. 6, S. 466-473

M.R. Soria, Loughrey H., A. Ferraretto, A.-M. Cannon, G. Acerbis, F. Sudati, G. Bottiroli und M.
Mas<erini: Targeting applicaions of biotinylated liposomes. In: Journal of Liposome Research 3 (1995),
Nr. 3, S. 543-549

R. Spedor und C.E. Johanson: The mammalian choroid plexus. In; Scientific American (1989, Nr. 11,
S. 6874

R.M. Straubinger, D. Papahadjopoulos und K. Hong: Endocytosis and intracdl ular fate of liposomes
using pyranine & aprobe. In: Biochemistry 29 (1990), S. 4929-4939

Schutzredht EP 0607078A1 (1994-01-20). Mitsubishi Kasei Corp.

Y. Takakura, K.L. Audusund R.T. Borchardt: Blood-brain barrier: transport studies in isolated brain
capill aries and in cultured brain endathelial cdls. In: Advancesin Pharmacology 22 (1991), S. 137-165

Y. Takasato, S.I. Rapoport und W.R. Smith: An in situ brain perfusion technique to study
cerebrovascular transport in the rat. In: American Journal of Physiology 247 (1984), S. H484-H493

. Tamai und A. Tsuji: Drug delivery throuch the blood-brain barrier. In: Advanced Drug Delivery
Reviews 19 (1996), S. 401-424

T. Terasaki, Ken-Ichirai, H. Sato, Y.S. Kang und A. Tsuji: Absorptive mediated endocytosis of a
dynorpin-like analgesic peptide, E2078, into the blood-brain barrier. In: The Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics 251(1989), Nr. 1, S. 351-357

T. Terasaki, Y. Deguchi, H. Sato, K. Hirai und A. Tsuji: In vivo transport of a dynorphin-like
analgesic peptide, E-2078 through the blood-brain barrier: an application of brain microdiaysis. In:
Pharmaceutical Research 8 (1991), S. 815-820

T. Terasaki, S. Takakuwa, S. Moritani und A. Tsuji: Transport of monocarboxylic adds at the blood
brain barrier: studies with monolayers of primary cultured bovine brain cgill ary endathelial cdls. In:
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 258 (1991), Nr. 3, S. 932-937

T.H. The und T.EW. Feltkamp: Conjugation of fluorescen isothiocyanate to antibodes. In:
Immunology 18 (1970), S. 865

G. Thews, G. Mutschler und P. Vaupel: Anatomie, Physiologie, Pathophysiologie des Menschen 4.
Aufl. Stuttgart: WVG, 1991, S. 33

H. Tokuda, S. Masuda, Y. Takakura, H. Sezaki und M. Hashida: Spedfic uptake of succnylated
proteins via ascavenger receptor-mediated mechanism in cultured brain microvessel endothelial cdls. In:
Biochemical and Biophysical Research Communications 196 (1993), Nr. 1, S. 18-24

M. Torok: Permeability and transport of clonidine and benzylpenicillin across the blood-brain barrier
Diplomarbeit Universitét Basel, 1996

D. Triguero, J. Buciak und W.M. Pardridge: Capill ary depletion method for quantificaion of blood
brain barrier transport of circulating peptides and plasma proteins. In: Journal of Neurochemistry 54
(1990), Nr. 6, S. 18821888

A. Unterberg, M. Wahl und A. Baethmann: Effeds of bradykinin on permeability and dameter of pial
vesselsin vivo. In; Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 4 (1984), S. 574-585

D.L. Urdal und S. Hakomori: Tumor-associated ganglio-N-triosylceramide: target for antibody-
dependent, avidin-mediated drug killing of tumor cdls. In: Journal of Biological Chemistry 255 (1980),
S. 1050910515



146

Literaturverzeichnis

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

[212]

[213]

H.H. Ussing und K. Zerahn: Active transport of sodium as the source of electric current in the short-
circuited isolated frog skin. In: Acta Physiologica Scandinavia 23 (1951), S. 110-127

J.B.M.M. van Bree, A.G. de Boer, M. Danhof, L.A. Ginsel und D.D. Breimer: Characterization of an
"in vitro" blood-brain barrier; effects of molecular size and lipophilicity on cerebrovascular endothelial
transport rates of drugs. In: The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 247 (1988),
Nr. 3, S. 1233-1239

B. van Deurs, P.K. Holm, K. Sandvig und SH. Hansen: Are caveolae involved in clathrin-
independend endocytosis?. In: Trendsin Cell Biology 3 (1993), S. 249-251

W. van Gelder, M.l. Cleton-Soeteman, M.I.E. Huijskes-Heins, P. R.W.A. van Run und H.G. van
Eijk: Transcytosis of 6.6 nm gold-labeled transferrin: an ultrastructural study in cultured porcine blood
brain barrier endothelial cells. In: Brain Research 746 (1997), S. 105-116

B. Veronesi: Characterization of the MDCK cell line for screening neurotoxicants. In: Neurotoxicology
17 (1996), Nr. 2, S. 433-444

H.S. Wiley und D.D. Cunningham: The endocytic rate constant. In: The Journal of Biological
Chemistry 257 (1982), Nr. 8, S. 4222-4229

SK. Williams, J.F. Gillis;, M.A. Matthews, R.C. Wagner und M.W. Bitensky: Isolation and
characterization of brain endothelial cells: morphology and enzyme activity. In: Journal of
Neurochemistry 35 (1980), Nr. 2, S. 374-381

M.C. Woodle, K.K. Matthay, M.S. Newman, J.E. Hidayat, L.R. Collins, C. Redemann, F.J. Martin
und D. Papahadjopoulos: Versatility in lipid composition showing prolonged circulation with sterically
stabilized liposomes. In: Biochimica et Biophysica Acta 1105 (1992), S. 193-200

D. Wu, R.J. Boado und W.M. Pardridge: Pharmacokinetics and blood-brain barrier transport of [3H]-
biotinylated phosphorothioate oligodeoxynucleotide conjugated to a vector-mediated drug delivery
system. In: The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 276 (1996), Nr. 1, S. 206-211

N.Z. Wu, D. Da, T.L. Rudoall, D. Needham, A.R. Whorton und M.W. Dewhirst: Increased
microvascular permeability contributes to preferential accumulation of stealth liposomes in tumor tissues.
In: Cancer Research 53 (1993), S. 3765-3770

H. Yu und P.J. Sinko: Influence of the microporose substratum and hydrodynamics on resistances to
drug transport in cell culture systems: Calculation of intrinsic transport parameters. In: Journal of
Pharmaceutical Sciences 86 (1997), Nr. 12, S. 1448-1457

S. Zalipsky: Synthesis of an end-group functionalized polyethylene glycol-lipid conjugate for preparation
of polymer-grafted liposomes. In: Bioconjugate Chemistry 4 (1993), Nr. 4, S. 296-299

B.V. Zlokovic: In vivo approaches for studying peptide interactions at the Blood-Brain Barrier. In:
Journal of Controlled Release 13 (1990), S. 185-201

B.V. Zlokovic, D.J. Begley, B.M. Djuricic und D. Mitrovic: Measurement of solute transport across the
blood-brain barrier in the perfused guinea pig brain: method and application to N-methyl-a-aminobutyric
acid. In: Journal of Neurochemistry 46 (1986), S. 1444-1451



