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Einleitung

. Einleitung

Es ist Aufgabe der Blut-Hirn-Schranke (BHS) sowie der Blut-Liquor-Schranke (BLS)
und der beteiligten Strukturen, sowohl den Schutz des Gehirns vor bestimmten Stof-
fen des Blutes, als auch die ausreichende Versorgung des Gehirns mit Sauerstoff,
Glucose als Energietrager und anderen Nahrstoffen, sowie Aminosauren zu ge-
wahrleisten. Zudem sind spezifische Konzentrationen von lonen, Hormonen und
Transmittern im Gehirn einzuhalten. Die Homobostase des Gehirns darf sich nur in
sehr engen Grenzen bewegen. Bei aller Abschottung muss jedoch sichergestellt

sein, dass der hohe Energie- und Sauerstoffbedarf des Gehirns gedeckt ist.

Storungen der Integritat der Blut-Hirn- wie auch der Blut-Liquor-Schranke sind daher
von erheblicher klinischer Bedeutung. Gleichzeitig begrenzt diese aber auch die
pharmakologischen Méglichkeiten der Therapie von Krankheiten des ZNS erheblich.

In den letzten Jahrzehnten hat das Wissen Uber die Ultrastruktur und insbesondere
die molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke erhebliche Fort-
schritte gemacht. Ziel dieser Literaturstudie ist es, einen Uberblick (iber die komplexe
Struktur dieser Barrieren zu geben, wobei ein besonderer Schwerpunkt auf funktio-

nelle Zusammenhange gelegt werden soll.
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ll. Geschichtlicher Hintergrund zur Entdeckung der
Blut-Hirn-Schranke

Allgemein wird Paul Ehrlich (Abb. 1), einer der Pioniere der Chemotherapie, als Ent-
decker der Blut-Hirn-Schranke (BHS) angesehen, wobei hier von den meisten Wis-
senschaftlern seine Veroffentlichung von 1885 herangezogen wird. Andere Autoren
(Engelhardt u. Risau, 1995) sehen eher die 1902 von Ehrlich veroffentlichte Ab-
handlung als ,,Geburtsstunde® der Blut-Hirn-Schranke an.

_J;'D /{‘%ﬁ’/’?[/

Abb. 1 Paul Ehrlich im Labor (aus der Internet Seite des Paul Ehrlich Institutes www.pei.de
vom 20.01.05).

Bei den Versuchen, deren Ergebnisse Ehrlich 1885 veroéffentlichte, injizierte er ver-
schiedene Farbstoffe in der Peripherie lebender Tiere. Bei einigen Farbstoffen stellte
er bei nachfolgenden histologischen Untersuchungen fest, dass die meisten Organe,
im Gegensatz zum Gehirn, vom Farbstoff durchdrungen waren. Ehrlich nahm damals
an, dass die KorngroRe des Stoffes dafur verantwortlich sei, ob eine Substanz ins
Gehirn gelangen kdnne, oder nicht. Er schloss also aufgrund seiner Untersuchungen:

,dass die die Aufnahme beherrschenden Fldchen am Gehirn |[...]
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feinstporése Beschaffenheit besitzen* und von Substanzen mit groben Korn nicht er-
reicht werden konnen, wahrend in andere Gewebe wie Leber und Niere diese grob-
kornigen Stoffe gelangen. Er hielt es aber auch fiur moéglich, dass ,das natirliche
Elektionsvermégen der Zellen modificirt worden sei“. Als ein Grund flr die nicht
sichtbare Anfarbung des Gehirns mit Methylenblau machte Ehrlich (1886) eine ,alka-
lische Reaction® verantwortlich die einen ,Theil des aufgenommenen Farbstoffes in
die rothgeférbte Base“ umsetzt. Bradbury (1995) zeigt auf, dass Ehrlich (1902) der
Meinung war, dass die Affinitat des Blutes dartiber entscheidet, ob ein Farbstoff das

Gehirn anfarbt oder nicht, wie ein Auszug aus dem Originaltext zeigt:

,basische Farbstoffe, welche vom Blut durch keine chemischen Affinitdten zuriick-
gehalten werden, vom Gehirn mit Vorliebe aufgenommen werden, wéhrend Farbséu-

ren [ ] das entgegengesetzte Verhalten zeigen® (Ehrlich, 1902).

Ehrlich weist aber richtigerweise darauf hin, ,dass, dhnlich wie das Gehirn, sich auch
das Fettgewebe verhélt, indem ein gro3er Theil der Stoffe, die vom Gehirn aufge-
nommen werden, auch vom Fettgewebe gespeichert werden.” Wobei er auch Arbei-
ten von Pohl (1881), erwahnt. Dieser wies nach, dass die Bindung von Chloroform an
die Erythrozyten durch deren Gehalt an ,Cholestearin und Lecithin, die Chloroform
ausschiuitteln, zurtickzufiihren® ist. Pohl nahm dies auch fur die fettahnlichen Stoffe
des Gehirns an, ,édhnlich wie ich [Ehrlich] dies fiir die Farbstoffe und Alkaloide gethan
habe“. Also, dass die Lipidldslichkeit wichtig daflr sei, ob ein Stoff ins ZNS gelangen
konne oder nicht. Diese wichtige Beobachtung blieb tUber lange Zeit unbeachtet, ge-
riet in Vergessenheit und wurde erst von Krogh (1946) wieder aufgenommen. Andere
Wissenschaftler (Biedl und Kraus, 1898) experimentierten zu jener Zeit ebenfalls mit
Stoffen, denen gewisse pharmakologische Wirkungen zugeschrieben wurden. Ef-
fekte auf das Gehirn waren mit diesen Mitteln aber nur zu erzielen, wenn sie direkt in
den Liquor injiziert wurden; Injektionen in die Blutbahn waren wirkungslos (Bradbury,
1995).

Der Erste, der fur diese Forschungsergebnisse die Gehirnkapillaren verantwortlich
machte, war Lewandowsky (1900). Er propagierte, ,dass die Capillarwand den Uber-
tritt bestimmter Stoffe wie Natriumferrocyanat verhindere, also spezielle Eigenschaf-
ten der Gehirnkapillaren den Ubertritt bestimmter Stoffe (Spatz, 1933, Davson et al.,
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1993) vom Blut ins Gehirn unterbinden. Lewandowsky machte daftr nicht unbedingt
nur physikalische Eigenschaften, wie die Molekulgro3e verantwortlich, sondern auch
die chemischen Eigenschaften der Stoffe. Damit formulierte er als erster ein klares
Konzept einer moéglichen Funktionsweise der Blut-Hirn-Schranke (Davson et al.,

1993). Beweisen konnte er dies zu jenem Zeitpunkt jedoch nicht.

Abb. 2 Portraitfoto von Edwin Goldman

(aus der Internet Seite des Kongresse: Vth International Con-
" ference on Cerebral Vascular Biology (CVB 2003)

" | http://pharmacy.ama.ttuhsc.edu/Users/~smith/)

Edwin Goldmann, ein Schuler Ehrlichs (Abb. 2), zeigte 1909 mit seinen Experimen-
ten, gemeinhin als ,erstes Experiment” bezeichnet, dass in die Venen injiziertes Try-
panblau alle Organe farbt, das Gehirn und Liquor aber frei von Farbstoff bleibt
(Goldmann, 1909) (Abb. 3, 4).

Desweiteren bewies er mit seinem Versuchen an Hunden und Kaninchen (Gold-
mann, 1913), dass in die cerebrospinale Flussigkeit injiziertes Trypanblau das Gehirn
farbt, nicht jedoch ins Blut oder andere Organe gelangen kann (Abb. 3).

Abb. 3 Goldmanns Farbexperimente
(von 1913): Intraventdse Gabe von
Trypanblau fuhrt zur Farbung von Kor-
pergewebe, eine intracerebrale Injek-
tion nur zu einer ZNS- Anfarbung (aus
der Internetseite
www.acrossbarriers.de der Across
Barriers GmbH vom 17.01.05).

Trypan Blau

"} Trypan Blau

Mit diesem wichtigen ,zweiten Experiment® konnte er zeigen, dass es wirklich eine
Barriere zwischen dem Blut und dem Gewebe des Gehirnes gibt und nicht etwa die
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fehlende Affinitdt des Hirnes zu den Farbstoffen verantwortlich flir das Fehlen des
Markers im Gehirn ist (Davson et al., 1993). Goldmann vertrat die Theorie, dass die
Gliazellen eine limitierende Barriere bilden, sie sollte die Ursache fir diese Effekte
sein (Bradbury, 1995). Da sich beim ersten Experiment der Plexus choroideus farbte,
war Goldman der Meinung, dass der Sitz der Schranke dort zu suchen sei (Spatz,
1933). Zu dem Schluss, dass man zwischen einer Blut-Hirn-Schranke und eine Blut-
Liquor-Schranke unterscheiden musse, kamen die Forscher Walter (1933) und Spatz
(1933) unabhangig voneinander. Spatz (1933) hatte Goldmans Versuche wiederholt
und erweitert und dadurch war fir ihn offensichtlich klar, ,die Schranke zwischen Blut
und Gehirn ist in der Innenhaut der cerebralen Gefél3e, die Schranke zwischen Blut
und Liquor in der Innenhaut der GefdlRe des Plexus und der weichen Haute zu su-
chen®.

Abb. 4 Eine Autoradiographie als modernes Gegenstiick zu den Farbungsversuchen der
frihen Forscher im Bereich der Blut-Hirn-Schranke, wie Ehrlich und Goldman. Das sehr
helle, nicht mit dem Markierungsstoff belastete Gewebe des ZNS ist gut zu erkennen. Im
Gegensatz dazu kann man dunkle Gewebebereiche an anderen Kdrperstellen erkennen, die
den Marker aufgenommen haben (aus Padridge, 1986).

Walter (1933) vertrat zudem die Ansicht, dass man im Gehirn praktisch zwischen ei-
ner Blut-Liquor-Schranke, einer Hirn-Liquor-Schranke, sowie zusatzlich einer Blut-
Hirn-Schranke unterscheiden musse (Abb. 5). Wobei seiner Meinung nach Blut-Li-
quor-Schranke und Liquor-Hirn-Schranke hintereinandergeschaltet sind und die Blut-
Hirnschranke parallel dazu fungiert (Abb. 5). Auch verteidigte er vehement die An-
sicht, dass das Blut die Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen Gbernimmt und nicht

etwa der Liquor wie manche Forscher zu jener Zeit noch propagierten (Walter, 1933).
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A A A A A A A A Abb. 5 Grafik von Walter (1933), in der er
i seinen Standpunkt Uber die Anordnung der
1rn

verschiedenen Schranken, darlegt.

Lena Stern und ihr Schiler Gautier waren die ersten, die systematisch den Transport
von verschiedenen Stoffen vom Blut in die Cerebrospinalflissigkeit (CSF) unter-
suchten (Stern und Gaultier, 1921, 1922). Sie zeigten, dass bestimmte Stoffe, wie
Bromide und Strychnin, im Gegensatz zu anderen Substanzen, vom Blut in den Li-
quor gelangen konnen (Davson et al., 1993). Durch den Vergleich mit der Wirkung
bei intravendsen Injektionen schlossen die Experimentatoren, dass ein Stoff, um in
das Gehirn zu gelangen, den Weg Uber die CSF nehmen musse und der Austausch
samtlicher Stoffe Uber den Liquor geschahe (Walter, 1933, Davson et al., 1993). Au-
Rerdem glaubten sie, dass die, von ihnen als ,barriere hémato-encéphalique® be-
zeichnete Schranke, nur im Plexus choroideus beheimatet ist (Walter, 1933), also
sich nur dort eine Barriere ausbildet, die den Stoffaustausch reguliert. In dieser In-
tension war die Theorie von Stern und Gaultier, wie oben schon erwahnt, nicht halt-
bar (Davson et al., 1993).

In einer von Krogh (1946) veroffentlichten wissenschaftlichen Abhandlung vertrat er
die Meinung, dass Stoffe, die die Zellmembranen normalerweise nicht penetrieren
kénnen, auch nicht aus den Gefalten des ZNS ins Gehirn gelangen kénnen (Davson
et al., 1993); dass also die Lipidl6slichkeit ausschlaggebend dafir sei, ob ein Stoff
ins Gehirn gelangen kénne und nicht die elektrische Ladung, wie zu jener Zeit ge-
glaubt wurde. Dies verdeutlicht ein Auszug aus seiner Veroffentlichung von 1946:

,On the hole the permeability of the vessels in the CNS is very reminiscent of that
generally found or assumed for the cellular membrane, and it would appear that in
the search for drugs which act on this system one should be guided mainly by
studies in their solubility in lipoid and not as very generally supposed, of their
electrical charge.” Des Weiteren hielt er sekretorische Funktionen der Gehirngefalle

6
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fur moglich. Er war nicht etwa durch eigene Forschung zu diesem Ergebnis gelangt,
sondern durch sorgfaltiges Studium der Literatur und die Verknupfung der unter-
schiedlichen Untersuchungsbefunde aus den letzten 50 Jahren (Bradbury, 1995).

Zu einem Bruch mit den vorangegangenen Ansichten Uber die Blut-Hirn-Schranke
kam es mit Beginn der elektronenmikroskopischen Untersuchungen. So wurde ent-
deckt, dass es im Gehirn offenbar sehr wenig Extrazellularraum gibt (Wycoff und
Young 1956; Schultz et al., 1957). Bei EM Aufnahmen, bei denen Osmium als Mar-
ker verwendet wurde, sah man Gliazellen und Neurone so dicht gepackt, das daraus
geschlossen wurde, der Extrazellularraum sei so klein, dass die Konzentration von
Trypanblau und anderen sauren Farbstoffen, die das Gefaly eigentlich verlassen
konnten, zu gering sei, um sie mit dem Lichtmikroskop wahrnehmen zu kénnen
(Davson et al., 1993). Die grof3en, im Lichtmikroskop sichtbaren Raume zwischen
den Zellen waren in den Bildern des Elektronenmikroskops mit Neuropil gefillt. Dies
veranlasste Maynard et al. (1957) dazu, die Blut-Hirn-Schranke als lllusion abzutun
(Bradbury, 1995). Viele Wissenschaftler machten sich diese Ansicht zu Eigen, ob-
wohl damit die Ergebnisse der fruheren Wissenschaftler, wie zum Beispiel Gold-
mann, nicht zu erklaren waren (Bradbury, 1995; Davson et al., 1993). Davson und
Spaziani (1959) waren von den neuen Theorien nicht zu Uberzeugen und veroffent-
lichten 1959 die Ergebnisse ihrer Forschung. Sie benutzten radioaktive Extrazellu-
larmarker, wie Jodide oder Succrose und schlossen aufgrund ihrer in vitro Versuche
auf einen Extrazellularraum von 15 bis 20 % im Hirngewebe (Davson et al., 1993;
Bradbury, 1995).

Den ersten visuellen Beweis dafir, dass das Kapillarendothel verantwortlich flr die
wirkungsvolle Trennung zwischen Blut und cerebralen Gewebe ist, zeigten die Expe-
rimente von Reese und Karnovsky (1967), sowie Brightman und Reese (1969). Sie
zeigten mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen, dass Meerrettichperoxi-
dase, ein 40 KDa grofRes Protein (Engelhardt, 2003), oder kolloidales Lanthanum-
hydroxid i.v. injiziert, nicht die Endothelgrenze im Gehirn Uberschreiten konnten. Dies
wurde durch die, die Endothelzellen verbindenden Strukturen, Tight junctions (TJ)
genannt, unterbunden, die den parazellularen Austausch verhindern (Abb. 7). Sofort
nach Injektion in die cerebrospinale Flissigkeit im Gehirn verteilten sich diese Marker
im Hirngewebe und konnten sogar bis in die perikapillaren Regionen der Kapillaren

vordringen, ohne diese Barriere zu Uberschreiten (Abb. 6, 7). Die Existenz der Blut-
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Hirn-Schranke und ihre Lokalisation im Kapillarendothel waren hiermit bewiesen
(Reese und Karnovsky, 1967; Brightman und Reese, 1969), ebenso wie die der Blut-
Liquor-Schranke und ihre Lokalisation im Epithel der Plexus choroidei (Brightman
und Reese, 1969).

Abb. 6 Diese Aufnahme ist eine der Abb. 7 Mit diesen zwei Aufnahmen
elektronenmikroskopischen Bilder mit denen konnte bewiesen werden, dass Tight
Reese und Karnovsky das erste mal den junction (Pfeile) die benachbarten
Beweis fir eine in den Kapillarendothelzellen Endothelzellen miteinander
befindliche Blut-Hirn-Schranke erbringen konn-  verbinden. Der Grund dafir ist, dass
ten. keine Peroxidase aus dem Gefal}
Die Peroxidase wurde intravends injiziert und ist gelangen kann.

im Lumen des Gefalles als dichtes Vergrélerung: rechts, x 110,000.
Reaktionsprodukt zwischen den sehr stark links, x 210,000.

gefarbten Erythrozyten zu erkennen. Gut er- (aus Reese und Karnovsky, 1967)

kennbar ist, dass auf3erhalb des Gefaldes keine
Peroxidase zu finden ist, da sie das Endothel
nicht Gberwinden kann. x 20000

(aus Reese und Karnovsky, 1967)
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lll. Mikroskopische Struktur der Blut-Hirn- und Blut-

Liquor-Schranke

Im Laufe der Evolution hat sich das Saugetiergehirn zu einem hochspezialisierten
Organ entwickelt. Die Funktion ist aber an die Erhaltung eines bestimmten Milieus
gebunden. So muss das Gehirn von einigen im Blut befindlichen Substanzen ge-
schutzt werden. Ein bestimmter pH-Wert ist ebenfalls einzuhalten und auch die Elekt-
rolytkonzentrationen missen stimmen (Lohmann, 2003). Es ist Aufgabe der Blut-
Hirn-Schranke (BHS), beziehungsweise der Blut-Liquor-Schranke (BLS) und der be-
teiligten Strukturen, sowohl den Schutz vor bestimmten Stoffen des Blutes, als auch
die ausreichende Versorgung des Gehirns mit Sauerstoff, Glucose als Energietrager
und anderen Nahrstoffen, sowie Aminosauren zu gewahrleisten. Die spezifische
Konzentrationen von lonen, Hormonen und Transmittern im Gehirn sind einzuhalten
(Haseloff et al., 2003). Die Homdostase des Gehirns darf sich nur in sehr engen
Grenzen bewegen. Bei aller Abschottung muss jedoch gewahrleistet sein, dass der
hohe Energie- und Sauerstoffbedarf des Gehirns gedeckt ist. Was keine leichte Auf-
gabe ist, da das Gehirn des Menschen mit etwa 1300 g, ungefahr 2 % des Koérper-
gewichtes, ca. 20 % der vom Korper zur Verfugung stehenden Gesamtenergie fur
sich in Anspruch nimmt. Das entspricht 75 mg Glucose und 50 ml Sauerstoff pro Mi-
nute (Lohmann, 2003), welches in einem Blutvolumen von 750 ml/min gelost ist
(Petrides, 1998).

Damit eine Substanz aus dem Blut ins Gehirn gelangen kann, muss sie entweder die
Blut-Liquor- oder die Blut-Hirn-Schranke tberwinden (Greig, 1992; Spector, 2000).

Sitz der BHS sind primar die Endothelien der Gehirnkapillaren (BCEC — brain capillar
endothel cells), die — luckenlos verbunden Uber Tight junctions - eine physikalische
Barriere bilden. Unterstutzt wird diese Barriere in zweiter Reihe durch einen dichten
Besatz der Endothelien mit Perizyten und Astrozyten, deren Zusammenspiel mit den
Endothelzellen wesentlich ist fir die Reglementierung des Substrataustausches Uber
die BHS (Padrige, 2003).
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Neben dem direkten Substrataustausch zwischen Blut und Extrazellularraum des
Gehirn erfolgt ein Stoffaustausch uber den mit Liquor cerebrospinalis gefullten Sub-
arachnoidalraum und die Binnenrdume des Gehins (Greig, 1992). Hierzu muss so-
wohl die Blut-Liquor-Schranke als auch die Liquor-Hirn-Schranke uberwunden wer-
den. An der Bildung dieser Schranken sind zahlreiche Strukturen wie die Meningen,
das Ependym und die Epithelien des Plexus choroideus beteiligt (Abb. 8).

PLASMA
Choroid Plexus Brain
Arachnoid Membrane Capillaries
1 |
I |
| [
CEREBRO- | | BRAIN
spiNaL | |  EXTRACELLULAR
FLUID : — . i SPACE
: Ependyma I
. . |
, Fia Mater I Neuronal and Glial
I | Cell Membranes
| I
| : BRAIN
| I —| INTRA
| I 7| CELLULAR
| : SPACE
l L

Abb. 8 Grafik der prinzipiellen Barrieren bzw. Substanztransportwegen zwischen den un-
terschiedlichen Kompartimenten im Gehirn (aus Greig, 1992).

Die physikalische Barriere Blut-Hirn- oder Blut-Liquor-Schranke bildet fir viele Stoffe
keine absolute Grenze. Hier kommt als Zweites die metabolische Barriere zum Ein-
satz, deren wichtigste Mechanismen im Kapitel ,Molekulare Struktur der Blut-Hirn-

und Blut-Liquor-Schranke® beschrieben werden.

Die Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke bildet fur viele fur das Gehirn essentielle
Stoffe ebenfalls eine absolute Barriere, deren Uberwindung Uber verschiedenste
Transportmechanismen gewahrleistet werden muss. Eine Beschreibung der wich-
tisten Transportwege erfolgt ebenfalls im Kapitel ,Molekulare Struktur der Blut-Hirn-

und Blut-Liquor-Schranke®.
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A. Mikroskopische Struktur der Blut-Hirn-Schranke

1. Die Blutkapillaren

Um die Struktur der Blut-Hirn-Schranke (BHS) beziehungsweise der Blut-Liquor-
Schranke (BLS) zu verdeutlichen, soll erst einmal die Anatomie der Gefalle, die ei-
nen wesentlichen Baustein der Barriere bilden, beschrieben werden.

Das Kapillarsystem ist funktionell das System, das dem Austausch verschiedener
Stoffe mit dem Gewebe dient. Bei den Kapillaren wird zwischen Pra-, Mitt- und Post-
kapillaren unterschieden (Abb. 9). Wobei nur Mittkapillaren als ,echte“ Kapillaren an-
gesehen werden (Drenckhahn, 2004; Zimmermann, 1923).

Mitthkapillaren

Bammelvenule

Abb. 9 Aufbau des Gefalisytems in den Gebieten der Mikrozirkulation, hier am Beispiel der
Trachealschleimhaut einer Ratte, eine Floureszenzaufnahme.
(aus Thurston et al., 1998).
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Zellkerne

Fenestrierung

Tight
junction

Mitochondrien

Pinozytose Interzellularspalt Astrozytenendfiibchen
-WYesikel
periphere Hapillare cerehrale Hapillare

Abb. 10 Schematischer Vergleich einer gefensterten peripheren Kapillare und einer dichten
Gehirnkapillare (aus Reed, 1980).

Die Kapillaren besitzen eine Lumenweite von 6-12 um. Die Wand besteht aus einem
dinnen einschichtigen Epithel, Endothel und einem feinen Geflecht von retikularen
Fasern und eingestreuten Mikrofibrillenblndeln. Die Basallamina besitzt eine Dicke
von 20 nm (Welsch, 2003). Die den Endothelzellen aufliegenden Perizyten, stehen
oft durch Adherens junctions mit diesen in Verbindung. Die Kapillaren des Zentral-
nervensystems sind um den Faktor 50 bis 100 besser abgedichtet, als diejenigen in
der Peripherie (Abott, 2002) (Abb. 10, 11, 12). Allerdings ist die Morphologie der BHS
und deren beteiligten Komponenten altersabhangigen Veranderungen unterworfen
(Alba et al., 2004).

Da das Gehirn gut mit Nahrstoffen versorgt werden mul, liegen die Kapillaren sehr
dicht und der Abstand zwischen ihnen betragt etwa nur 40 um (Dovernoy et al.,
1983) (Abb. 13). Im Gegensatz zu den meisten Endothelien im Korper sind die Ka-
pillarendothelien im Gehirn aus einem Monolayer aufgebaut, der keine Licken auf-
weist (Reese und Karnovsky, 1967; Brightman und Reese, 1969; Jagerhuber, 2003).
Die Kapillaren sind also unfenestriert und werden auch als dichte Kapillaren bezeich-
net (Haseloff et al., 2005) (Abb. 10, 11).

Die Endothelzellen werden von einer zusammenhangenden Basalmembran umfasst,
(Fenstermacher et al., 2001), welche zwischen 50 und 150 nm dick ist und haupt-
sachlich aus Kollagen [V, Laminin, Fibronectin und Proteoglykanen besteht
(Dermitzel und Krause, 1991).
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Abb. 11 Diese rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zeigt das dichte Kapillargeflecht in
der Hirnrinde beim Menschen. Der Abstand zwischen den Gefal3en betragt nur 40 ym wo
raus folgt, dass jedes Neuron von seinem eigenen Blutgefall versorgt wird (aus Duvernoy et
al., 1983).

Abb. 12 Ausschnitt aus der Wand einer ,dichten Gehirnkapillare. Die Endothelzellen sind
durch TJ miteinander verbunden (Pfeilspitzen), einige Pinocytose Vesikel sind im Zyto
plasma erkennbar (Pv). Die Basallamina (*) bildet eine diinne Schicht um die Endothelzellen,
welche die Perizyten einschlie3t (Pfeile). Die Anschnitte des Astrozytenendauslaufer sind
ebenfalls erkennbar(As). Balken: 0,2 um (aus Alba, 2004).
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Abb. 13 Diese TEM Aufnahme zeigt eine
Kapillare aus dem Plexus choroideus einer
i3 Maus und verdeutlicht die Fenestrierung der
dortigen Kapillaren (Pfeilspitze). E
4 Endothelzelle; Balkenlange: 0,5 um (aus
Vorbrodt und Dobrogowska, 2003).

Mit in die Basalmembran involviert sind sogenannte Perizyten, die circa 20 bis 32 %
der Brain Capillar Endothel Cells (BCECs) abdecken (Frank et al., 1987; Allt und
Lawrenson, 2001, Fenstermacher et al., 2001). Sie besitzen eine Vielzahl von Funk-
tionen, wie zum Beispiel Kontraktion und Blutflussregulierung, Stabilisierung der
Gefalle und deren Barriereeigenschaften, Vorreiter in der Angiogenese (Sims, 2000)
(siehe unten Kapitel Perizyten). Da sie aber kontraktile Eigenschaften besitzen, wird
vermutet, dass sie an der Blutdruckregulation im ZNS beteiligt sind (Kamouchi et al.,
2004). Die mogliche Beteiligung an Transportvorgangen (Krause et al., 1993) oder
eine Beeinflussung des Kapillarwachstums und der Differenzierung des cerebralen
Kapillarendothels (Antonelli-Orlidge et al., 1989; Balabanoov und Dore-Duffy, 1998),
die schon diskutiert wurden, gelten mittlerweile als bewiesen. Der Basalmembran lie-
gen die Astrozytenful’chen auf, die etwa 99 % der abluminalen Seite des Kapillar-
endothels bedecken (Abb. 14). Diese Endauslaufer der Astrozyten sind jedoch nicht
fur die Impermeabilitat verantwortlich, wie einige Zeit lang angenommen wurde, son-
dern versorgen die Neuronen mit Nahrstoffen und regulieren die extrazellulare lo-
nenkonzentration (Abott, 2002). Es wird den Astrozyten auch ein gewisser Einfluss
wahrend der Differenzierung zum dichten zerebralen Kapillarendothel nachgesagt
(Holash et al., 1993; Minakawa et al., 1991). Die in der Peripherie der Endothelzellen
gelegenen Astrozyten, Perizyten und Neurone sind wichtig flr die Realisierung einer
dichten Barriere, wobei es sich hier um ein System der gegenseitigen Beeinflussung
handelt, das noch immer nicht vollstandig erforscht und verstanden ist (Haseloff et al,
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2005). Im Kapillarendothel sind sehr wenige Mikrovesikel zu finden. Daflr ist aber die
Zahl der Mitochondrien sehr hoch. Sie zeichnen sich oft als eine Reihe im Zyto-
plasma ab (Fenstermacher et al., 2001). Zusammenfassend gesehen ist die BHS im
grolien Netzwerk der Gehirnkapillaren und deren Endothelien lokalisiert. Charakter-

istisch fur diese Barriere im Gehirn sind:

o das unfenestrierte Endothel;

J der hohe transendothelialer Widerstand, hervorgerufen durch die Tight
junction;

o die niedrige Pinozytoserate,

o die durchgehende Basalmembran und

. eine hohe Dichte von Mitochondrien (Reese und Karnovsky, 1967;

Stewart und Hayakawa, 1994; Betz und Goldstein, 1986; Dermitzel und
Krause, 1991).

Astrocyte
processes

Basement
membrane

Laver of
Ieptomeninges (pia)
(larger vessels)

Pericyte
under the
basement
membrane

Perivascular
cell
(macrophage)

Endothelivum

Abb. 14 Die morphologische Grundlage der BHS sind die Tight junctions zwischen den En-
dothelzellen. Die dichte Ummantelung mit Perizyten und Astrozyten ist bei den Saugetieren
dagegen nicht direkt an der Bildung der BHS beteiligt (aus Gray, 1995).
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Abb. 15 Struktur der Tight junctions—Strange schematisch und mit unterschiedlichen opti-
schen Verfahren aufgenommen (aus Tsukita et al., 2001):

a) Mit Hilfe des Gefrierbruchverfahrens gemachte REM der extrazellularen Seite des TJ
(Balkenlange: 50 nm)

b) TEM Ultradinnschnitt: Die Pfeile zeigen die Kontaktstellen der TJ Strange beider Zellen
(Balkenlange: 200 nm)

c) Zeichnerische Darstellung einer TJ Kontaktzone

Morphologische Grundlage der engen Verbindung von Epithelzellen ist der soge-
nannte ,junctional complex®, den Farquahar und Palade (1963) erstmals beschrieben

und in drei Komponenten unterteilten:

Die am weitesten apical liegenden zonulae occludens oder Tight junctions, direkt da-
runterliegend die zonula adherens (adherens junction) (Huber et al., 2001), der die
macula adherens, die aus einer Serie von Desmosomen besteht, angelagert ist (Far-
quahar und Palade, 1963). Die Tight junctions, die die Schlisselstruktur bei der BHS
darstellen (Reese und Karnovsky, 1967; Tani et al., 1977a, b; Shivers, 1979a, b;
Haseloff et al., 2005), in einer Tiefe zwischen 100 bis 800 nm sind eine Zone, in der
sich die Plasmamembranen der benachbarten Zellen stark angenahert haben (Abb.
15b). Diese Apposition verlauft wie eine Manschette um die Zelle (Madara, 1991). Im
Transmissionselektronenmikroskop sind die TJ als BerUhrungspunkte von anein-
andergrenzenden Plasmamembranen der angrenzenden Endothelzellen zu sehen,
wobei an diesen Konttaktpunkten sogenannten ,kissing points® kein Interzellularspalt
mehr zu erkennen ist (Abb. 15b, c; Abb. 17). Einen Spalt von 15-20 nm weisen je-
doch die in basolateraler Richtung benachbarten Membranen der Adherens junction
und Desmosomen auf (Tsukita et al., 2001). In rasterelektronenmikroskopischen Bil-

dern, die mit Hilfe der freece—fracture-Technik aufgenommen wurden, erscheinen die
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TJ auf der extrazellaren Seite (E-face) als Aneinanderreihung vom Graben und Fur-
chen (Abb. 15a). Diesen stehen auf der zytoplasmatischen Seite (P—face) komple-
mentare Strange (Abb. 18) oder Fibrillen entgegen (Brightman, 1989; Wolburg et al.,
1994). Diese TJ-Strange (Staehlin, 1973) sind in ihrer Morphologie und Anzahl je
nach Zelltyp unterschiedlich. Die Strange benachbarter Zellen kommunizieren mit-
einander und bilden so einen gepaarten Strang (Tsukita et al., 2001).

Durch welche Mechanismen die Strangzahl in einem Gewebe festgelegt wird, ist zur-
zeit jedoch noch nicht bekannt (Tsukita et al., 2001). Dass die Strangzahl mit dem
transendothelialen elektrischen Widerstand (TEER) korreliert, konnte schon durch
Claude und Goodenough (1973) bewiesen werden. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass die Erhéhung der Strangzahl mit einem logarithmischen Anstieg des TEER
einhergeht (Claude, 1978). Es gibt allerdings auch Ergebnisse, die beweisen, dass
dies nicht der einzige Faktor ist. So konnte gezeigt werden, dass bei einem 40 Tage
alten Schafembryo Stoffe, wie Succrose und Inulin, ohne Reglementierung vom Blut
in den Liquor gelangen konnen, was bei einem 125 Tage alten Schafembryo nicht
mehr moglich ist, da sich da bereits die Blut-Liquor—Schranke etabliert hat (Mgllgard
et al., 1976). In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen erschienen die
Strangzahlen beider Altersgruppen allerdings nahezu gleich. Entscheidend war, dass

die Kontinuitat der Strange zugenommen hatte (Brightman, 1989).

Die Tight junctions oder Zonulae occludentes spielen bei der Etablierung von Barrie-
ren im Korper eine sehr wichtige Rolle, weshalb sie in diesen Korperregionen in allen
Endothelien und Epithelien vorkommen (Lohmann, 2003). Sie unterbinden jedoch
nicht nur den ungerichteten parazellularen Stofftransport, sondern sie helfen auch
dabei, die Polaritat der Enzyme und Rezeptoren an den unterschiedlichen Domanen
luminal und abluminal der BCEC aufrecht zu erhalten (Lohmann, 2003; Deli et al.,
2005). Desweiteren verhindern sie durch diese ,fence function“ die freie Diffusion von
integralen Membranproteinen und Lipiden (Ebnet et al., 2003). Von allen im Koérper
zu findenden Tight junctions, sind jedoch die im Hirngewebe lokalisierten am kom-
plexesten aufgebaut (Abb. 16) (Nagy et al., 1984).

17



Mikroskopische Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

cerebral nicht cerebral

Arterie

etk apillZre
Wenule

Sammelvers

AR

.-'. TR .. -
N A A e

Lol
R

Abb. 16 Schema der Komponenten des MikrogefalRsystems und die jeweiligen dort befindli-

che Struktur der TJ-Strange in cerebralen und nicht cerebralen Geweben (aus Nagy et al.,
1984).

TR FTIT R
b LR RN
="y - . 4
J : #
= -
¥
o 4
i
\ : y »
B Pl v g .,'
e, - n Rt | -~ e 3
”~% - By g o - -
- A ’ LT - :
e it S R Gy st L.-::-‘. X ‘J‘- ol S
N R ™ o Sl & 'yt i e, NS R . - e
‘;“t J._'_’:._ar‘"ﬂ' - of"‘-ﬂ"f_ . e et s L y
’ ) 3 o
. Yo ’ .
e - 1 v oo
o . LR PR
- .
T . v
p B ,
- -4 . .
- \‘, .. = 2w
e v I oo e
e
'y .l ™ .

Abb. 17 TEM Ultradliinnschnitt der Kontaktstellen ,kissing points* (Pfeilspitzen) eines TJ sind
(Balkenlange: 100nm) (aus Tsukita et al., 2000).
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Abb. 18 Freeze fracture Aufnahme des Plexus choroideus eines lateralen Ventrikels der
Maus. Die TJ bilden parallele Strange zwischen den Epithelzellen, die kaum unterbrochen
und hauptsachlich mit der ,, p-face” Flache assoziiert sind. Balkenlange = 100nm

(aus Engelhardt et al., 2001).

Fence function

Die Tight junctions verschlief3en nicht nur den Interzellularspalt, sondern sie verhin-
dern auch, dass innerhalb der Lipiddoppelmembran durch laterale Diffusion Mem-
branbestandteile ausgetauscht werden. Apikale und basolaterale Membranteile sind
durch diese, als ,fence-function“ bezeichnete, Funktion der TJ voneinander getrennt
(Lohmann, 2003). Die Abtrennung erfolgt durch die Transmembrandomanen der be-
teiligten TJ assoziierten Proteinen. TJ’s umschlieen die Endothelzellen rundum wie
einen Gurtel und sorgen fur eine Verbindung zwischen den Nachbarzellen (Greig,
1992; Fenstermacher et al., 2001) (Abb. 19).

a

b
luminal / apikal

Lelle

ablununal / basolateral

Abb. 19 Schematische Darstellung der TJ Anordnung

Die TJ Strange umlaufen die laterale Plasmamembran (a) im apikalen Bereich der Zelle (b)
vollstandig. Luminale und Abluminale Bereiche der Lipiddoppelschicht werden durch die TJ
voneinander getrennt und mit den Nachbarzellen durchgehende Kontaktlinien ausgebildet
(c). (aus Lohmann, 2003).
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Abb. 20 Grafische Darstellung der verschiedenen Barrieren des ZNS und deren Blutgefal3-
konstruktion

a) an der Blut-Hirn-Schranke verhindern die TJ den parazellularen Stoffaustausch die be-
grenzte Anzahl der Transportvesikel reglementiert zusatzlich den transzellularen Transport
b) die GefalRe in der Blut-Liquor-Schranke sind gefenstert, aber durch die TJ des Plexus-
epithels ist hier der Transport von Stoffen sehr viel starker eingeschrankt, als in den Kapilla-
ren von Organen, die weniger gut durch TJ abgedichtet sind ¢) (nach Kusuhara und Sugi-
yama, 2001b).

Die in anderen Geweben, als dem ZNS, vorkommenden TJ’s besitzen weniger
Strange, so dass sie stellenweise einen parazellularen Transport ermdglichen (Nagy
et al., 1984). In manchen Geweben sind in den Kapillaren Tight junctions zu finden,

die teilweise durch Gap junctions unterbrochen sind (Greig, 1992).

Die TJ’s verhindern weitgehend den parazellularen Transport, so dass die meisten
Stoffe gezwungen sind durch die luminale und die abluminale Membran, sowie ein
oder mehrere Kompartimente der Endothelzelle zu wandern (Fenstermacher et al.,
2001). Das Fehlen bestimmter Transportmechanismen, es sind zum Beispiel in den
BCECs nur wenige Microvesikel zu finden, wodurch die Transcytoserate sehr stark
reduziert wird (Fenstermacher et al., 2001), sorgen daflr, dass Stoffe, groRer als 20
kDa, nicht ohne weiteres die BHS Uberwinden konnen. Auflerdem ist der
transendotheliale elektrische Widerstand des Gehirnkapillarendothels, verglichen mit
anderen Geweben sehr hoch (Ghersi-Ega et al., 2001). Messungen an dieser Zell-
barriere ergaben ca. 1900 @/cm? beim Frosch (Crone und Olesen, 1982). Bei der
Ratte wurden Werte zwischen 1500 bis 2000 Q/cm? gefunden (Butt et al., 1990). Der
gemessene elektrische Widerstand des Kapillarendothels im Muskelgewebe betragt
dagegen nur z.B. ca. 30 Q/cm? (Butt et al., 1990), gemessen bei der Ratte, die Werte
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bei messenterialen Kapillaren liegen sogar nur bei 1-2 Q/cm? (Greig, 1992). Der wohl
hochste transepitheliale Widerstand im Korper ist mit 6000-30000 Q/cm? am
Harnblasenepithel zu finden (Powell, 1981). Durch diese hohe Dichtigkeit wird es no-
tig, dass alle Stoffe, die vom Gehirn bendtigt werden, an den BCEC's erkannt und
transportiert werden konnen. Dies gilt insbesondere fur wasserlosliche Substanzen,
wahrend es fettldslichen relativ leicht fallt, durch die Zellmembranen dieser Kapillar-
zellen zu diffundieren (Marten, 2004; Psathaki, 2003). Wichtig ist dies beispielsweise
fur fettldsliche Vitamine (E, A, D, K) und Medikamente (Diazepam), aber auch lipo-
phile Drogen, wie Nikotin und Heroin, gelangen so sehr leicht in das Gehirn
(Breckner, 2004; Psathaki, 2003). Um Voraussagen treffen zu kdnnen, wie gut eine
Substanz die BHS Uberwinden kann, wird der Octanol/Wasser Koeffizient ermittelt.
Dieser ist allerdings nur aussagekraftig, wenn fur diese Substanz keine spezifischen
Transportmechanismen vorhanden sind (Levin, 1980; Lohman et al.,, 2002;
Pardridge, 1993). Weitere wichtige Werte sind MolekullgroRe und Molekulargewicht
(Goldstein und Betz, 1986). Auch der Dissoziationsgrad ist wichtig, da meist nur der
undissoziierte Teil einer Substanz, also der Teil, der nicht an ein Protein gebunden
ist, in das Gehirn transportiert werden kann. Die durchgehende Barriere der BHS
verhindert fast vollstandig, das leichte Eindringen polarer Substanzen ins Gehirn.
Maglicherweise wird sogar Wasser aufgrund der Barriere, die die Tight junctions bil-
den, dazu gezwungen, durch die Zelle zu diffundieren (Fenstermacher et al., 2001),
was ihm aber aufgrund seiner geringen MolekulgréRRe sehr leicht fallt. Wobei Abott et
al. (2001) noch einen ,paracellular aqueous pathway“ propagieren. Aul3er der Diffu-
sion steht dem Wasser noch der Weg durch sogenannte Wasserporen offen (Marten,
2004). Auch fur die Atemgase Sauerstoff und Kohlendioxid ist die BHS kein grol3es
Hindernis. Diese, genauso wie lipophile Substanzen, gelangen durch Diffusion trans-
zellular durch die Kapillarzellen des Gehirnendothels. Alle anderen Stoffe, die fur die
Energieversorgung und Erndhrung des Gehirns von Bedeutung sind, missen Uber
spezielle Transportmechanismen ins Hirngewebe Ubergefuhrt werden (Friedrich,
2000; Marten, 2004; Psathaki, 2003). Die gesamte Barriere kann prinzipiell als ein
durch Tight junction fest verbundenes System verschiedener Zellschichten angese-
hen werden. Die, durch die Tight junctions abgedichteten Gehirnkapillaren bilden die
Blut-Hirn-Schranke (Spector, 2000) (Abb. 20), wobei Kalzium eine modulationsunter-
stitzende Wirkung zukommt (Abbruscato und Davis, 1999). Dieses Kollektiv sepa-
riert das Gehirn und die Cereprospinalflissigkeit von dem Blut und agiert parallel, wie
vorliegend (1992) schematisch dargestellt (Abb. 21).
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Abb. 21 Schemata der BHS (a) und der BLS (b), (c) aus (Spector, 2000).

2. Astrozyten

Gliazellen sind im Gro3hirn eines Saugers 10mal haufiger zu finden, als Nervenzel-
len. Ein wichtiger Vertreter dieser Zellfamilie ist der Astrozyt (Schilling et al., 2004).
Diese bilden bei niedrigen Vertebraten, wie den Haien, eine gliale BHS aus (Gotow
and Hashimoto, 1984), wie es friher auch fiur die Mammalier angenommen wurde
(Haseloff et al., 2005). Astrozyten sind sternférmige Zellen (Abb. 23), die zahlreiche
Fortsatze besitzen (Bradbury, 1979). Zytologische Merkmale sind ein runder Kern,
ein gut entwickelter Golgi Apparat, einige grole Mitochondrien, die auch in den Aus-
laufern liegen kdnnen, wenig endoplasmatisches Retikulum und die Einlagerung von
Gykogengranula (Maxwell und Kruger, 1965; Bradbury, 1979). Bei den Astrozyten
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sind die fibrinésen von den plasmatischen Astrozyten zu differenzieren (Bradbury,
1979). Die fibrindsen Astrozyten besitzen wenige lange Fortsatze und sind in der
weilken Substanz zu finden. Die plasmatischen Astrozyten hingegen sind mit kurzen
Fortsatzen ausgestattet und in der grauen Substanz beheimatet (Schilling et al.,
2004). Im Zytoplasma der Astrozyten befinden sich Intermediarfilamente, die aus
dem fir Astroglia spezifischen Protein, dem sauren glialen fibrillaren Protein (GFAP),
bestehen. Die Filamente verleihen den Astrozyten eine feste Struktur, so dass sie die
Gewebe des ZNS auch mechanisch unterstitzen (Haseloff et al., 2005; Schilling et
al., 2004).

Neben der Stutzfunktion besitzen die Astrozyten noch andere Aufgaben. Sie sind es-
sentiell fur die Aufrechterhaltung des ionischen und chemischen Milieus des Extra-
zellularraums im ZNS. Astrozytenfortsatze bilden Grenzflachen zur Gehirnoberflache,
bzw. Pia mater oder zu den BlutgefalRen (Landis und Reese, 1981). Die an den
Oberflachen der Glia limitans gefundenen orthogonalen Strukturen wurden als
Transporter interpretiert und legten nahe, dass die Astrozyten an bestimmten Trans-
portprozessen beteiligt sind (Landis und Reese, 1981) (Abb. 22).

Abb. 22 Die freeze fracture Aufnahme zeigt die orthogonalen Strukturen an der durch die
Astrozytenendflischen gebildeten Glia limitans (Landis und Reese, 1981).

Des Weiteren sind Astrozyten sowohl bei der Eliminierung der Transmitter GABA und
Glutamat, als auch bei der Versorgung der Nervenzellen mit wichtigen Nahrstoffen
beteiligt (Schilling et al., 2004). Astrozyten produzieren neurotrope Faktoren und be-
einflussen sowohl Differenzierung, als auch Funktion der Nervenzellen. Ebenso sind
Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren und Neuropeptide auf Astrozyten nachgewiesen
worden (Schilling et al., 2004). Sie haben beim Aufbau der BHS der Sauger nicht die
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Bedeutung, die sie bei nicht Vertebraten besitzen, deren BHS von den Astrozyten
gebildet werden (Abott und Pichon, 1987). Sie bilden aber beim Sauger einen Teil
der metabolischen Barriere. Die daflir wichtigen Faktoren, wie beispielweise die
»,multi resistance-associated proteins®, finden sich nicht nur in den Endothelzellen,
sondern teilweise auch in Astrozyten und Perizyten, welche auch Einfluss auf die en-
dothelialen Transporter nehmen (Abb. 23) (Berezowski et al., 2004).

Abb. 23 Grafik die zusammenfassend die unterschiedlichen an dem Aufbau der BHS betei-
ligten Strukturen und die jeweilig detektierte mMRNA der MultiDrug-Transporter zeigt. Die
Pfeile verdeutlichen den Einfluss, den die Astrozyten (blau) und Perizyten (grau) auf die en-
dothelialen P-gp und MRP Transporter haben (aus Berezowski et al., 2004).

Astrozyten sorgen offenbar flr die Organisation und Strukturierung der GefalRwand.
Wie in vitro Versuche zeigten, bei denen sich, erst nach dem Zusatz von Astrozyten,
bei einer Cokultur von Perizyten und Endothelzellen ,capillary like structures® ausbil-
deten. Einen ahnlichen Effekt gab es auch beim Zusatz des Wachstumsfaktors
JLtransforming growth factor beta 1“ (TGF-B1) (Ramsauer et al., 2002). Untereinander
stehen die benachbarten Astrozyten durch Gap junctions in Verbindung, so dass In-
formationen in Form von Kalziumwellen weitergegeben und die Funktionen Uber

weite Strecken koordiniert werden kdnnen (Junqueira et al., 2004). Astrozyten beein-
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flussen auch andere Zellen des ZNS. So wird zum Beispiel der Myelinumsatz der
Oligodentrozyten durch Zytokine des Astrozyten beeinflusst (Schilling et al., 2004).

Da sie ebenfalls die Perizyten miteinschliel3en, kommt ihnen die Rolle des Mediators

zwischen den Endothelzellen und dem umgebenden neuronalen Gewebe zu (Hase-
loff et al., 2005).

Abb. 24 Konfokale Laserscann-Aufnahme einer Hirnkapillare des Menschen mit immunfluo-
reszenzmarkierten Astrozyten (Aufnahme von Dr. H. J. Bidmon aus der Internetseite
www.anatomie.net/Unterricht/ Vorlesung/Neuroglia ebook.pdf).

3. Perizyten

Perizyten wurden erstmals von Rouget (1873) beschrieben. Ihr Name ist jedoch von

Zimmermann (1923) gepragt worden. Diese Zellen sind an nahezu allen Mikrogefa-
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Ren des Korpers zu finden (Sims, 1991), wobei offenbar nur in den Sinusoiden von
Leber, Milz, Knochenmark und den mesangialen Zellen der Glomerula der Nieren
keine Perizyten vorhanden sind (Diaz-Flores et al., 1991). Die Perizytenstruktur diffe-
renziert stark. Je nach Gewebe und Aufgabe adaptieren sie sich entsprechend
(Hirschi und D'Amore, 1996; Allt und Lawrenson, 2001). Die auch als Rouget Zellen
oder muralen Zellen bezeichneten Perizyten sind abluminal mit den Endothelzellen
der Pra-, Mitt- und Postkapillaren und den Venolen assoziiert (Allt und Lawrenson,
2001; Diaz-Flores et al., 1991; Hirschi und D’Amore, 1996; Joyce et al., 1985a;
Joyce et al., 1985b; Rucker et al., 2000). Die vom Mesoderm abgeleiteten Perizyten
(DeNofrio et al., 1989; Sims, 1991, Nehls et al., 1992; Rucker et al., 2000) wandern
wahrscheinlich bei der Neovaskularisation mit den kapillaren Endothelzellen in die
neuroepitheliale Zellschicht des sich entwickelnden Gehirns ein (Haseloff et al.,
2005). Es gibt auch die Hypothese, dass sich die Perizyten, genauso wie die vasku-
laren glatten Muskelzellen des Gehirns, direkt aus den Zellen des umgebenden Neu-

roektoderms rekrutieren konnen (Korn et al., 2002).

Struktur

Trotz einer speziestbergreifenden Grundstruktur der Perizyten (Nakano et al., 2000)
(Abb. 27, 28), konnte schon Zimmermann (1923) Unterschiede in Form, Grof3e und
Verteilung der Perizyten, z. B. fur Mensch, Ratte, Bar, Katze und Igel nachweisen.
Gurwitch (1923) hat ahnliche Untersuchungen bei Fischen, Reptilien und Voégel
durchgefuhrt und kam zu dem gleichen Ergebnis. Das bedeutet, dass sich Perizyten
in ihrer Morphologie, in Grolde, Wachstum und Verteilungsmuster, je nach Gewebe
und Spezies (Zimmermann, 1923) unterscheiden und auch bei der Kultivierung auf
unterschiedlichen Medien tritt ein differentes Aussehen zu Tage (Balabanov und
Dore—-Duffy, 1998) (Abb. 25). Auch zu Pra- und Postkapillaren und Venolen, die als
Ubergangsperizyten angesprochen werden und zu den ,echten” Perizyten der Mitt-
kapillaren (Zimmermann, 1923, Rucker et al., 2000; Drenckhahn, 2004) gibt es Un-
terschiede.

Die Ubergangsperizyten sind gedrungener, die Auslaufer dicker und weniger ver-
zweigt, die Nukleus-Region ist weniger ausgedehnt als bei den Mittkapillarperizyten

(Diaz-Flores et al., 1991). Beim Ubergang von einer Prékapillare auf eine Kapillare
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andert sich der Perizytencharakter. Das Perikaryon ist extrem langgezogen (Diaz-

Flores et al., 1991), die Querfortsdtze werden schmaler und stehen dichter
(Zimmermann, 1923) (Abb. 26).

Abb. 25 ZNS Perizyten der Ratte kultiviert
auf einer Kunststoffoberflache
(aus Balabanov und Dore-Duffy, 1998)

Die Perizyten der Mittkapillaren stellen sich als bis zu 0,2 mm groRe schlanke Zellen
dar, welche nur stummelférmige Auslaufer ausbilden und enthalten kein glattmusku-
lares Myosin, weshalb ihre kontraktilen Fahigkeiten beschrankt sind (Drenckhahn,
2004). Ihre Aufgabe ist die Stabilisierung des Gefales; die Auslaufer umfassen etwa
30-50 % des Endothelrohres (Drenckhahn, 2004).

Die friihere Annahme, dass sich die Morphologie der Perizyten aufgrund der unter-
schiedlichen mesenchymalen Abstammung in den jeweiligen Geweben unterschei-
det, steht im Gegensatz zu der Erkenntnis, dass sich die Perizyten sogar innerhalb
des gleichen Kapillarbettes unterscheiden kdnnen (Rucker et al., 2000).

Der Zellkorper eines Perizyten ist durch einen prominenten Nukleus, umgeben von
zu wenig Zytoplasma, gekennzeichnet, von welchem zytoplasmatische Auslaufer
ausgehen (Zimmermann, 1923; Rucker et al., 2000; Allt und Lawrenson, 2001). In
den Kapillaren ziehen lange primare Auslaufer nahezu parallel zur GefalRachse,
diese gehen in kleinere sekundare Auslaufer Uber, welche die Kapillaren umfassen
(Allt und Lawrenson, 2001; Diaz-Flores et al., 1991; Rucker et al., 2000; Welsch,
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2003; Zimmermann, 1923;), wobei von diesen noch einmal kleinere tertiare Auslaufer
abgespalten werden (Shepro und Morel, 1993) (Abb. 27, 28).

Prakapillare
(d=8um)

Mittkapillare g
(d=7pum)

Postkapillare

(d=8pm)

postkapillare Venule
(d=10-30um)

Abb. 26 Schema der Perizytenmorphologie an verschiedenen Kompartimenten des Kapillar-
systems sowie deren Durchmesser- Angaben. (aus Drenckhahn et al., 2004).

Obwohl die Abdeckung der Perizyten an einem Gefaly nicht vollstandig ist, gibt es
Bereiche, an denen sich die zytoplasmatischen Auslaufer einfach oder doppelt tber-
lappen (Diaz-Flores et al., 1991). Der Perizyt kann die zytoplasmatischen Auslaufer
auch soweit ausdehnen, dass sie zu mehr als einem Haargefal® Kontakt aufnehmen
(Allt und Lawrenson, 2001), wobei der Kern dann zwischen diesen Kapillaren liegt
(Shimada et al., 1992; Zimmermann, 1923).
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Abb. 27 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Kapillare einer Ratte:

Zu sehen ist der verdickte Teil des Kerngebietes (N) die parallel zur GefalRachse verlaufen-
den Primarauslaufer (1) von diesen gehen rechtwinklig die das Gefalt umfassende Sekun-
darprozesse (2) ab, die wiederum Tertiarauslaufer (3) abspalten. Die Pfeilspitzen markieren
die freie abluminale Oberflache der Endothelzellen (aus Shepro und Morel, 1993).

Zusammenfassend lassen sich die Perizyten in 3 Typen bezuglich Form und Lokali-
sation unterteilen (Shimada et al., 1992):

Typ | findet man an den echten Kapillaren (Mittkapillaren). Er besitzt einen fusiformen
oder polygonalen Zellkorper, an dem wenige lange longitudinal orientierte Primarpro-
zesse abgehen, die sich in kleinere Sekundarprozesse aufzweigen, die die Kapillare
umgreifen.

Typ Il Perizyten befinden sich an dem arteriellen Schenkel (Prakapillaren). Diese
sind gekennzeichnet durch ihre grofl3en, flachigen, eher bandartigen Auslaufer, die
das Gefall komplett einschlieen.

Die mit dem vendsen Schenkel (Postkapillaren) assoziierten Typ Il Perizyten zeich-
nen sich durch einen abgeflachten, relativ groRen Zellkérper und kurze unregelma-
Rige zellulare Prozesse aus.
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Typ Il und Il kénnen als Zwischen- oder Ubergangsform zwischen den gewdhnlichen
Typ | Perizyten und den glatten GefalRmuskelzellen an den Pra- und Postkapillaren
betrachtet werden (Shimada et al., 1991). Typischerweise umgreifen die Auslaufer
eines Perizyten das Endothelrohr einer Kapillare. lhre Fortsatze kdnnen aber auch zu
anderen Gefallen der umgebenden Gewebe und den perivaskularen Zellen vorsto-
Ren (Forbes et al., 1977; Rhodin, 1968).

Ultrastruktur

Die Perizyten etablieren mit den Endothelzellen eine gemeinsame Basalmembran
(Allt und Lawrenson, 2001; Balabanov und Dore-Duffy, 1998; Rucker et al., 2000).
Hierbei konnen die Zellkontakte durch drei unterschiedliche Arten hergestellt werden;
entweder durch Gap junction oder durch Adhesions Plaques. Eine weitere Form des
Kontaktes zwischen Endothelzelle und Perizyt erfolgt durch sogenannte ,peg and
socket junctions® (Sims, 1991). Bei dem ,peg und socket Kontakt formt eine Zelle
einen zytoplasmatischen Auslaufer, der von der anderen Zelle eingebettet wird
(Sims, 1991). Der Nachweis, dass durch die Gap junctions, zwischen kultivierten En-
dothelzellen und Perizyten, Nucleotide transportiert werden konnen, zeigt wiederum,

dass sie zu koordinierten Abhandlungen fahig sind (Sims,1991).

Perizyten besitzen Bundel von kontraktilen Mikrofilamenten, die meist an der endo-
thelialen Seite zu finden sind (Nehls und Drenckhahn, 1991). Forbes et al. (1977)
fanden wahrend ihren Untersuchungen an den Myocardkapillaren heraus, dass die
Microtubuli 7-8 nm im Durchmesser besitzen und Intermediarfilamente sich beim Pe-
rizyten, wie bei den glatten Muskelzellen, zirkular, dem Auslaufer entsprechend, ori-
entieren. Der Kern der Perizyten ist meist heterochromatisch, teilweise mit einer Ein-
ziehung in Richtung Gefallumen (Sims, 1991). Gewodhnlicherweise sind in Kernnéhe
einige Golgiapparate zu finden. Die Dichte des rauhen endoplasmatischen
Reticulums halt sich, wie auch die Zahl der Mitochondrien, in Grenzen (Rhodin,
1968; Sims, 1991). Bei Perizyten ist die Anzahl an Ribosomen aber grofRRer, als an
Fibroblasten. Es gibt bei Perizyten auf der subzellularen Ebene eine gewisse
Heterogenitat, wobei man hier von ,granularen, und ,nicht granularen® Perizyten
spricht (Allt und Lawrenson, 2001). Granulare Perizyten besitzen eine Vielzahl von

zytoplasmatischen Lysosomen, die bei den agranularen Perizyten fehlen (Sims,
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1991). Die Perizyten im Gehirn sind ausnahmslos granulare Perizyten. Dies scheint
altersunabhangig zu sein, wie quantitative Untersuchungen beim Menschen zeigten
(Farrell et al., 1987). Die Granula steht in Verbindung mit der verstarkten

Phagozytose der Perizyten des ZNS (Allt und Lawrenson, 2001).

Abb. 28 Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme eines Perizyten auf einer Kapil-
lare aus dem Grubenorgan einer Gruben-
otter. Zu sehen sind ein von einem Primar-
auslaufer (schwarze Pfeile) abgehender ab-
geflachter Sekundarauslaufer (Sternchen).
Die Einengung des Gefalies durch die Pro-
cessus sind gut zu erkennen (weilte Pfeile).
Weitere kleinere tertidre Auslaufer sind
sichtbar (Pfeilspitzen) (aus Nakano et al.,
2000).

Die Perizyten der Pra- und Postkapillaren enthalten sowohl nichtmuskulare und
glattmuskulare Myosin Isoformen, als auch glattmuskulare und nicht muskulare Actin
Isoformen (DeNofrio et al., 1989; Herman und Damore, 1985) (Abb. 29). Ebenso
enthalten sie das Intermediarfilamentprotein Desmin (Drenckhahn, 2004). Die Men-
gen an Tropomyosin und Myosin, die sich in den Perizyten befinden, sind signifikant
groéfer, als in irgendeiner anderen Zellart, die nicht den Muskeln zugerechnet werden
kann (Joyce et al., 1985 a, b). Bei den kleineren Kapillaren ist der Anteil an nicht-
muskularen Isomyosin hoher, als der glattmuskulare Anteil bei groReren Kapillaren.
Bei postkapillaren Venulen ist dies umgekehrt (Joyce et al., 1985 b). DeNofrio et al.
(1989) haben in ihren Experimenten gezeigt, dass die Isoformen des muskularen und
nicht muskularen Aktins entlang von ,stress fibers“ angeordnet sind (Abb. 30).
Muskulares Aktin (a) wurde in den motilen Teilen des Perizyten nicht nachgewiesen,
wohl aber wurden dort nicht muskulare Isoformen (B und y) gefunden (DeNofrio et
al., 1989).
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Abb. 29 Immunfluoreszenzdarstellung
der Isoactine im Zytoplasma eines reti-
nalen Perizyten (aus DeNofrio et al.,
1989).

Anzahl und Verteilung der Perizyten im Gewebe

Die Verteilung der Perizyten an den Gefal3en variiert je nach Gewebe. Sie scheint
jedoch nicht zufallig zu sein, sondern funktionellen Bedurfnissen zu folgen (Allt und
Lawrenson, 2001; Sims, 2000). Die Anzahl der Perizyten, die bei cerebralen Kapilla-
ren mit Blut-Hirn-Schrankenqualitat gefunden werden, ist hoher, als die Anzahl bei
nicht barrierebildenden Kapillaren (Haseloff et al, 2005). Wobei ihre Anzahl bei den
postkapillaren Venulen am hdchsten sein soll (Hirschi und D"Amore, 1996). Die Ver-
teilung der Perizyten ist gewebeabhangig. Perizyten und Endothelzellen stehen sich
in der Retina und dem ZNS paritatisch gegenuber, in der Lunge liegt das Verhaltnis
bei etwa 1:30, in der gestreiften Muskulatur bei 1:100 (Shepro und Morel, 1993). Die
Anzahl und der Grad der Abdeckung der Gefalze mit Perizyten, steht im Verhaltnis
zur Dichtigkeit des Gefaltes und zur H6he des jeweiligen Blutdrucks, angefangen bei
Retina und Gehirn Uber Lunge, Skelettmuskulatur, Herzmuskel, bis zur Nebenniere
(Shepro und Morel, 1993). Sie ist zum Beispiel auch in den Kapillargebieten an den
unteren Extremitaten hoher als in den oberen Bereichen (Sims, 2000). Auffallig ist,
dass je niedriger die Turnover-Rate der Endothelzellen ist, desto grolRer erscheint
der Abdeckungsgrad mit Perizyten. Die Werte liegen beim Herzmuskel bei 11%, in
der Skelettmuskulatur bei 31%, im Gehirn zwischen 22 und 32 %, in der Retina bei
41 % (Allt und Lawrenson, 2001).

32



Mikroskopische Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

Funktionen und Eigenschaften

Die strukturelle und funktionelle Heterogenitat der Perizyten (Allt und Lawrenson,
2001; Sims, 2000), welche gewebe- und gefallabhangig ist (Hirschi und D Amore,

1996), spiegelt ihren vielfaltigen Aufgaben- und Funktionsbereich wieder.

Kontraktion

Die meist erforschte funktionelle Eigenschaft der Perizyten ist ihre Fahigkeit zur
Kontraktion (Rucker et al., 2000). Schon seit Zimmermann (1923) wurde angenom-
men, dass sich Perizyten kontrahieren kdnnen, um so den Blutfluss zu regulieren. Da
sie sich an den kleinen Gefallen befinden, die keine glatten Muskelzellen besitzen,
lag diese Vermutung schon lange nahe. Diese Hypothese zu verifizieren war jedoch
schwierig (Rucker et al., 2000). Das in Perizyten gefundene Myofilament a-Aktin
(Benjamin et al., 1998) und die anderen, fur die Kontraktion wichtigen Komponenten,
wie unter dem Abschnitt Ultrastruktur der Perizyten aufgefuhrt, implizierte die kon-
traktilen Eigenschaften der Perizyten. Kelley et al. (1987) konnten in in vitro Versu-
chen beweisen, dass Perizyten diese Fahigkeit besitzen und sich Endothelzellen zu-
sammenziehen kénnen. Nehls und Drenckhahn (1991) propagierten, dass nur in
Ubergangsperizyten glattmuskulares Aktin vorhanden sei, und nur diese sich kontra-
hieren kdnnen, da sie in ihren Versuchen mit bovinen retinalen Perizyten kein glatt-
muskulares a-Aktin an den Mittkapillaren nachweisen konnten. Wiedersprechende
Ergebnisse anderer Wissenschaftler erklarten sie mit der Verunreinigung der Ver-
suchsansatze durch glatte Gefalhmuskelzellen oder mit mangelndem Wachstums-
faktorenzusatz (Nehls und Drenckhahn, 1991). Kamouchi et al. (2004) fanden je-
doch, mit Hilfe der RT-PCR, in den Perizyten des Gehirns glattmuskulares a-Aktin
und konnten Kontraktionen nachweisen. Wobei es noch einiger Forschung bedarf,
um die in vivo Verhaltnisse zu klaren (Kamouchi et al., 2004). Kontraktionen kdnnen
in vitro mit Hilfe von Histamin und Serotonin beeinflusst werden (Sims, 1991). Es gibt
jedoch noch einige andere Substanzen des Korpers, die das Dilatationsverhalten der
Perizyten beeinflussen, wie Tabelle 1 zeigt (Rucker et al., 2004). Durch die Kontrak-
tion kdnnen der vaskulare Durchmesser und damit die kapillare Durchflussmenge in-
nerhalb des Gefalbettes gesteuert werden (Rucker et al., 2000; Shepro und Morel,

1993; Welsch, 2003). Zumindest in in vitro Versuchen konnte so gezeigt werden,
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dass durch erhohte Glucosespiegel eine Kontraktion von retinalen Perizyten verhin-
dert werden kann, was bei der diabetischen Retinopathie eine Rolle spielen konnte
(Gillies und Su, 1993).

Kontraktivitat Vasoconstriktion Vasodilatation
Adrenergic agonists (o-
2)
Cholinergic agonists Adrenergic agonists (B-2)
Histamine Nitric oxide (O,, CO»)
Serotonin Atrial natriuretic peptide
Angiotensin |l
Endothelin-1

Pericyte-derived factors
Transforming growth factor-3-1
Basic fibroblast growth factor
Vascular endothelial growth factor

Regulationen am Endo- Angiopoietin-1

thel Reciprocal agents

Transforming growth factor-3-1

Vascular endothelial growth factor

Endothelin-1

Platelet-derived growth factor

Makrophagen aktivitat Up-regulation

y-interferon

] Vasopressin
Noch nicht bekannt

Vasoactive intestinal polypeptide

Tab. 1 Ubersicht der verschiedenen, fiir die Perizytenfunktion wichtigen, Faktoren und deren
Wirkung (nach Rucker et al., 2000).

Sekretion

Zu den Aufgaben dieser sich sowohl morphologisch, physiologisch, als auch bio-
chemisch sehr unterschiedlich verhaltenden Zellen, gehdrt weiterhin die Sekretion
zahlreicher vasoaktiver und autoregulierender Agonisten und die Realisierung struk-
tureller Komponenten der Basalmembran (Shepro und Morel, 1993). Ein Mangel an
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Perizyten geht mit endothelialer Hypoplasie, einem vergroferten Kapillardurchmes-
ser, veranderter Form und Ultrastruktur der kapillaren Endothelzellen und einem ver-
anderten Verteilungsmuster einiger Verbindungsproteine einher. Es gibt morphologi-
sche Hinweise auf eine gesteigerte transendotheliale Permeabilitat (Hellstrom et al.,
2001). Eine quantitative Analyse der Gefaldichte, der Lange und der Anzahl der
Verastelungen der Perizyten zeigten dagegen, dass bei einem Perizytenmangel
keine Abweichungen vom Normaltypus entstehen. Hellstrdm et al. (2001) konnten so
die Bedeutung einer hohen Perizytendichte in den Gehirnkapillaren fiur die BHS
nachweisen. Perizyten scheinen sowohl in der Embryonalentwicklung, als auch in
der Knochenentwicklung und Wundheilung eine wichtige Rolle zu spielen (Rhodin,
1968). Sie produzieren und sezernieren l6sliche Faktoren, die flir das endotheliale
Wachstum zustandig sind, wie z. B. der ,transforming growth factor* (TGF-8), der flr
die GefalRpermeabilitat wichtige ,vascular endothelian growth factor” (VEGF), sowie
der ,basic fibroplast growth factor (bFGF) (Balabanov und Dore-Duffy, 1998, Ram-
sauer et al., 2002, Dohgu et al., 2004; Dohgu et al., 2005). Perizyten sind in der Lage
die Proliferation von Endothelzellen in Kultur zu unterbinden (Orlidge und D’Amore,
1987). Dafur ist das von ihnen produzierte TGF-f (Allt und Lawrson, 2001; Antonelli-
Orlidge et al., 1989; Dohgu et al., 2005; Drenckhahn, 2004) und Angiopoetin verant-
wortlich. Diese hemmen die Angiogenese und sorgen daflr, dass der differenzierte
Zustand erhalten bleibt (Allt und Lawrson, 2001; Drenckhahn, 2004). Bei in vitro Ver-
suchen konnte flr das, von den Perizyten produzierte, TGF- des Weiteren eine
funktionelle Aktivitatssteigerung fir das P-Glykoprotein und die TJ und damit eine
Abnahme der endothelialen Durchlassigkeit nachgewiesen werden (Dohgu et al.,
2004; Dohgu et al., 2005). Die Perizyten scheinen also, durch die Produktion von
TGF-B1, aktiv zur Aufrechterhaltung und Funktion der Blut—-Hirn—Schranke beizutra-
gen (Dohgu et al., 2004, Dohgu et al., 2005). Das von den Perizyten ebenfalls sezer-
nierte VEGF scheint dagegen einen gegenteiligen Effekt zu haben und die Permea-
bilitat der BHS zu erhdhen (Dohgu et al., 2005; Wang et al., 1996; Wang et al.,
2001). Dies geschieht offenbar dadurch, dass die Occludin Expression durch VEGF
reduziert wird, wodurch es zu einer Stérung im Aufbau der TJ und zu deren Rlck-
gang in den Endothelien kommt (Wang et al., 2001). Die parakrine und juxtakrine
Sezernierung von VEGF von differenzierten Perizyten wirkt aber auch als Stabili-
tatsfaktor und ,survival® Faktor flr vaskulare Endothelzellen (Darland et al., 2003).
Eine Eigenschaft, die Alon et al., (1995) bei Versuchen mit kunstlich in Regression
gebrachten retinalen Endothelzellen zeigen konnten, war, dass dieser Vorgang durch
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Injektionen von VEGF gestoppt werden kann. Diese Erkenntnis konnte man sich far
Tumormarker zu nutze machen, weshalb wird versucht, eine Anti-VEGF Therapie zur

Tumorbehandlung zu entwickeln (Zilberberg et al., 2003).

Perizyten induzieren die Expression von Occludin und der messenger Ribonuklein-
saure (MRNA) des Multidrug resistance associated Protein (MRP) 6, durch Freiset-
zung eines Faktors aus dem angiopoietin-1 multimeric complex (Berezowski et al.,
2004; Hori et al., 2004), was ihre Wichtigkeit fur die Etablierung der BHS unter-
streicht. Durch das an den Tie-2 Rezeptor andockende Angiopoetin-1 der Perizyten
und die Produktion von TGF- werden die Angiogenese gehemmt und Reifungspro-
zesse der Kapillaren mitgesteuert (Drenckhahn, 2004; Hori et al., 2004). Endothelin
ist ein Faktor, der scheinbar Einflu® auf den Leitwert der Perizyten ausubt und sich
damit auf die zwischenzellulare Kommunikation der, an der Funktion der Kapillare
beteiligten, zellularen Einheiten auswirkt (Kawamura et al., 2002; Spatz et al., 1995).
An den Kontaktstellen zu den Endothelzellen sind sowohl Tight junctions, Adherens
junctions, als auch Adhesions Plaques zu finden (Diaz- Flores et al., 1991; Allt und
Lawrenson, 2001). Diese Koppelung und die entsprechenden Rezeptoren ermdgli-
chen eine schnelle Reaktion der Endothelzelle und der Perizyten auf sekundare Sig-
nale (second messenger) der anderen Zellen (Diaz- Flores et al., 1991). Dies scheint
auch bei Entzindungsreaktionen eine Rolle zu spielen, da die Perizyten eine schirm-
artige (umbrella-like) Form bilden, um Licken zwischen den Endothelzellen abzu-
dichten, und so die Extravasion zu verhindern (Miller et al., 1992; Sims et al., 1990;
Sims, 2000). Da die Substanzen, die insgesamt an der Perizytenfunktion und Signal-
gebung zu den umgebenden Zellen eine Rolle spielen, sehr vielfaltig sind, hier eine
Ubersicht in (Tab. 1) (Rucker et al., 2000).

Phagozytose

Phagozytoseeigenschaften (Haseloff et al., 2005), sind vor allem bei den Perizyten
des Gehirns zu finden (Sims, 1991; Allt und Lawrenson, 2001). Dies spricht dafur,
dass ihnen eine gewisse Rolle in der Immunabwehr zukommt (Rucker et al., 2000).
Die Perizyten scheinen als zweite Barriere gegen Stoffe, die die Endothelzellen

uberwunden haben, aufgestellt zu sein (Sims, 1991).
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Vorlauferzellen und Stabilisierung des Endothels

Bei Gewebsreparaturen kdénnen sich Perizyten in glatte Muskelzellen der neu gebil-
deten Arteriolen und Venolen umbilden (Welsch, 2003). Demnach kdnnen sie auch
als Vorlauferzellen von glatten Muskelzellen dienen (Rhodin, 1968). Desweiteren
stehen Perizyten aufgrund zahlreicher Untersuchungen im Verdacht, als Vorlaufer-
zellen von Osteoblasten, Fibroblasten, Chondroblasten, Mikrogliazellen und Adipo-
zyten (Canfield et al., 1996; Chang et al., 1996; Chang et al., 1997; Diaz-Flores et al.,
1991; Doherty et al., 1998; Schor et al., 1995) zu dienen und es wurde auch propa-
giert, dass sie sich in parasinusidale Leberzellen umwandeln kdénnen (Sims, 1991).
Die Ergebnisse der in vitro Versuche von Ramsauer et al. (2002) zum Interaktions-
verhalten zwischen Perizyten und Endothelzellen legen nahe, dass die Stabilisierung
der Endothelzellen durch eine Anti-Apoptose Wirkung fiir die Endothelzellen besteht.
Das Endothelzellen in Cokultur geztichtet, mit Perizyten resistenter gegen Apoptose
sind, als isoliert gezuchtete Endothelzellen, zeigt wie wichtig diese Zellen flr die Ge-
nese und strukturelle Integritat der Blut-Hirn-Schranke sind (Ballabh et al., 2004).

Angiogenese Forderung

Eine weitere wichtige Rolle spielen die Perizyten bei der Bildung eines neuen Gefa-
Res (Rhodin, 1968), wie beispielweise am Corpus luteum (Amselgruber et al., 1999)
oder fur die Wundheilung (Schliengemann et al., 1991) gezeigt. Nachdem die Kapil-
larsprossen ausgewachsen sind, entstehen aus dem umliegenden Bindegewebe un-
reife Perizyten, deren Auslaufer sich den Kapillarsprossen anlagern (Tsuzuki und
Sasa, 1994; Drenckhahn, 2004). Wie in vitro Versuche zeigten, sind sie bei der
Sprossung der Blutgefal’e, vor und an den vordersten Gefal3sprossen, zu finden
(Nehls et al., 1992). Durch die Uberbriickung des Raumes zwischen den gegeniiber-
liegenden GefalRsprossen (Nehls et al., 1992) dienen Perizyten als eine Art mechani-
sche (Tsuzuki und Sasa, 1994) und das von ihnen sezernierte VEGF als eine che-
motaktische Leitschiene fur die Endothelzellen (Drenckhahn, 2004). Am Ende bildet
sich dann ein durchgangiges und mit Perizyten bedecktes Endothelrohr (Drenck-
hahn, 2004).

Welche Interaktionen zwischen Endothelzellen und Perizyten stattfinden, wird immer

noch erforscht. Geklart ist jedoch, dass die Interaktionen zwischen Perizyt und En-
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dothelzelle wichtig fur die Reifung, Remodellierung und Stabilisierung des Gefald-
systems sind (Allt und Lawrenson, 2001). Dies geschieht durch Sekretion von
Wachstumsfaktoren oder durch Veranderung der Extrazellularen Matrix (Allt und
Lawrenson, 2001). So wurde bereits nachgewiesen, dass die Perizyten die Prolifera-
tion der Endothelzellen durch Inhibition der endothelialen Mitose regulieren (Sims,
1991; Shepro und Morel, 1993; Allt und Lawrenson, 2001). Die Heterogenitat der Pe-
rizyten erfordert unterschiedliche Marker zur Identifizierung. Fir die Perizyten im Be-
reich des Gehirns werden Antikorper gegen y-Glutamyl-Transferase und Aminopep-
tidase N verwendet (Drenckhahn, 2004). Aufgrund ihrer zahlreichen Aufgaben sind
Perizyten auch in zahlreiche pathologische Prozesse involviert (Shepro und Morel,
1993; Sims, 2000), was durch die Vorstellung, dass Perizyten ein Hauptmodulator fur
das kapillare Wachstum sind, (Allt und Lawrenson, 2001) noch verstandlicher wird.
Zum Beispiel kommt es am Anfang der vaso proliferativen diabetischen Retinopathie
zu einem Verlust der Perizyten, dem sogenannten Perizyten ,drop-out‘, wodurch die
Angiogenesehemmung entfallt und es zur Gefaldaussprossung kommt (Hirschi und
D’Amore, 1996, Drenckhahn, 2004). Auch der erhéhte Glucosespiegel konnte hier
eine Rolle spielen, da dadurch Kontraktionen der Retinalperizyten verhindert werden
(Gillies und Su, 1993). Neuere Untersuchungen zeigen, dass auch andere Faktoren
in der diabetischen Retinopathie eine Rolle spielen kdonnten, da Angiotensin Il und
»-advanced glycation end products" (AGEs) zu einer Hyperexpression des AGEs Re-
zeptors fuhren, was mit der Apoptose der Perizyten enden kann (Yamagishi et al.,
2005). Angiotensin Il induziert also nicht nur bei der gestreiften Muskulatur, wie z. B.
dem Skelettmuskel und dem Myokard die Apoptose (Burniston et al., 2005), sondern
auch bei Perizyten. Weitere Krankheiten, in deren Verlauf Perizyten eine Rolle spie-
len, sind Bluthochdruck, Alzheimer Krankheit, Multiple Sklerose und Tumore des
ZNS (Allt und Lawrenson, 2001). Perizyten stellen eine fur die Konstituierung der
BHS sehr wichtige zellulare Komponente dar (Balabanov und Dore-Duffy, 1998). So
wird beispielweise eine Erhdhung der parazellularen Durchlassigkeit der BHS unter
hypoxischen Bedingungen teilweise mit dem Veranderungen der Perizyten erklart, da
sie sehr empfindlich auf Sauerstoffmangel reagieren. Mit Sauerstoffdefizienz wird
sowohl eine Formveranderung, als auch Migration induziert (Gonul et al., 2002). Sie
haben sowohl die Rolle eines Regulators in der Angiogenese des Gehirns und der
endothelialen Formierung der Tight junction, als auch bei der Differenzierung der
Barriereeigenschaften inne und leisten ihren Beitrag zur Stabilitat der Gefale (Bala-
banov und Dore-Duffy, 1998). Die Forschungsergebnisse legen nahe, dass die Peri-
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zyten in Zusammenarbeit mit den Astrozyten die endothelialen Barrieren des Gehir-
nes regulieren und stabilisieren (Dohgu et al., 2005). Alles in allem kann man es so-
gar so sehen, dass die gesamte Mikrovaskularbiologie des Gehirns von den parakri-
nen Wechselwirkungen zwischen den kapillaren Endothelzellen, den Perizyten und
den Astrozytenfulichen gesteuert werden (Abott, 2002). Auch erscheinen sie als
Quelle sogenannter mesenchymaler Zellen innerhalb differenzierten Gewebes (Sims,
2000). Ungeklart scheint jedoch immer noch die Frage zu sein, ob es sich bei den
Perizyten um eine homologe Zellpopulation handelt, bei der jede Zelle all diese
Funktionen und Eigenschaften annehmen kann oder, ob es variable Subtypen gibt
(Rucker et al., 2000).
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B. Mikrokopische Struktur der Blut-Liquor-Schranke

Da schadliche Substanzen auch durch den Liquor ins Gehirn gelangen konnen,
muss dieser Durchtritt kontrolliert werden (Davson et al., 1993). Die Physikalische
Barriere an der BLS ist z.B. daftir verantwortlich, dass der Proteingehalt im Liquor
nur etwa 1% des Plasmaspiegels betragt (Spector, 2000). Das System der Blut-Li-
quor-Schranke besteht aus zwei zusammenarbeitenden Barrieren (Rapoport, 1976).
Zum einem aus TJ’s der Plexusepithelzellen im Plexus choroideus, die dicht mitein-
ander verbunden sind (Rapoport, 1976; Van Deurs und Koehler, 1979; Mgllgard und
Saunders, 1986; Rascher und Wolburg, 1997), zum anderen aus den abdichtenden
Tight junctions in der Arachnoidea (Nabeshima et al., 1975; Vandabeele et al., 1996),
die den Substrataustausch zwischen den Blutgefal’en der Arachnoidea und dem Li-
quor im Subarachnoidalraum einschranken (Nabeshima et al., 1975; Rapoport, 1976;
Spector, 2000). Diese, an den Duralgefalen aufgebaute Barriere ist unbedingt not-
wendig, da diese Gefalte, im Gegensatz zu den arachnoidalen, gefenstert sind
(Nabeshima et al., 1975).

Man differenziert am Gehirn zwischen einem inneren und einem aul3eren Liquor-
raum. Um das Gehirn in den Meningen liegt der auf3ere Liquorraum, der als Sub-
arachnoidalraum (SAR) bezeichnet wird. Die Blut-Liquor-Schranke wird hier von der
Archnaoidea gebildet. Die Pia mater bildet als Abgrenzung vom Hirngewebe die Li-
quor-Hirn-Schranke des aulieren Liquorraumes. Der innere Liquorraum setzt sich
aus den Binnenraumen des Gehirns zusammen. Seine Innenauskleidung bildet mit
den Ependymzellen die eine Liquor-Hirn-Schranke und im Bereich der Circumventri-
kularen Organen (CVO) mit den Plexus choroidei, deren Epithel eine relativ durch-
lassige Blut-Liquor-Schranke bildet (Abb. 8, 30).

Im Gegensatz zu den Verhéltnissen an der Blut-Liquor-Schranke, ist der Ubergang
aus dem Liquor in das Gehirnparenchym nicht durch Tight junctions abgedichtet
(Ghersi-Egea et al., 2001). Das bedeutet jedoch nicht, dass die Extrazellularflissig-
keit des ZNS die Zusammensetzung des Liquors genau wiederspiegelt, da die Sub-
stanzen das selektive Ependym Uberwinden mussen, welches die Ventrikelwande
auskleidet (Ghersi-Egea et al., 2001). Der Austausch zwischen Subarachnoidalraum
und dem angrenzenden ZNS-Kompartimenten wird durch die Glia limitans, die aul3en
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von der Pialen Membran abgedeckt wird, welche der Basalmembran aufliegt, starker
reglementiert, als bei den Plexus (Ghersi-Egea et al., 1996). Die Austauschoberfla-
che der Blut-Liquor-Schranke entspricht nur ca. dem 5000sten Teil der Blut-Hirn-
Schranke (Pardridge, 1986), aber auch hier muss der Ubertritt unerwiinschter Sub-
stanzen aus dem Blut in den Liquor und damit in das Gehirn unterbunden werden.

Diese Gebiete sind deshalb von speziellen Ependymzellen umhuilit.

Subarachnoidalranm Venenkanal

Spinnwebhaut (Arachnoidea) Arachnoidalzotten

harte Hirnhaut (Dura

mater)
Schidel

Liguor cerebrospinalis
4
Chorioid-Plexus des ;‘
dritten Ventrikels
Chorioid-Plexus

der Seitenventrilkel

! I‘?\ Chorioid-Plexus

des vierten Ventrikels

Abb. 30 Ubersichtszeichnung der Liquorrdume des Gehirns (nach Spector und Johanson,
1989).

1. AuRerer Liquorraum mit Meningen

Der aulRere Liquorraum liegt als Cavum subarachnoidale im Maschenwerk zwischen
Arachnoidea und Pia mater. Die Arachnoidea und das subdurale Neurothel etablie-

ren die Barriere zwischen extracerebralem und cerebralem Gewebe (Dermitzel,
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1975). Die Pia mater grenzt den aufleren Liquorraum zum Gehirngewebe ab und
umgibt die BlutgefaRe umscheiden die Gefale eine Ubergangsstrecke in das Ge-
hirngewebe in der die Kapillaren BHS-Qualitat bekommen (Brightman, 1975) (Abb.
31).

Arachnoid
trabecular
sheets

rrivaicslar
f:u:r g

Artery

perivascular || ;
space -

pial
coat

pral coar

perforations

(Gray ‘s Anatomy, S. 1216)

Abb. 31 Der Subarachnoidalraum und seine Beziehung zu den intrazerebralen BlutgefalRen.
Der Subarachnoidalraum trennt die Arachnoidea von der Pia mater, die den zerebralen Kor-
tex bedeckt. Links ist eine in den Kortex eintretende Arterie dargestellt, die durch eine sich
von der Pia mater ableitenden adventitiale Leptomeninx umhdillt wird. Diese Zellschicht
wurde an einer Stelle entfernt, um deutlich die Kontinuitat des perivaskularen Raumes der
extra- und intrazerebralen Arterien darstellen zu kénnen. In tieferen Hirnschichten ist die
Zellscheide zunehmend gefenstert. Die rechts gezeigten Hirnvenen sind nur mit einzelnen
Zellschollen umgeben, der perivaskuldre Raum geht frei in den subpialen Raum Uber (aus
Gray, 1995).
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Gehirnhaute (Meningen): Struktur und Bedeutung fiir die BLS

Im Bereich des ZNS existieren zwei bindegewebige Hillen, die dem Schutz dieser
empfindlichen Strukturen dienen (Bradbury, 1979). Man differenziert hier zwischen
harter Hirnhaut (Pachymeninx) und weicher Hirnhaut (Leptomeninx). Die Hirnhaute

(Meningen) setzen sich in den Ruckenmarkskanal als Ruckenmarkshaute fort.
Harte Hirnhaut (Pachymeninx)

Die als harte Hirnhaut oder Dura mater bezeichnete Struktur besteht aus einem
straffen kollagenen Bindegewebe. Je nach Region sind jedoch auch zahlreiche elas-
tische Fasern zu finden (During et al., 2004). Die Fasern der Dura mater liegen, ahn-
lich einem Geflecht angeordnet, der Schadelkalotte an und teilen sich in die peri-
ostale (pol), die meningeale (ml) und die neurotheliale Zellschicht (nl) auf (Abb. 32)
(Fricke et al., 2001).

Weiche Hirnhaut (Leptomeninx)

Bei der Leptomeninx unterscheidet man grundsatzlich zwei Gewebeschichten unter-
schiedlicher Qualitat. Die aullere, der Dura mater anliegende Schicht, wird als
Spinnwebhaut (Arachnoidea); die dem Gehirn am nachsten gelegene Haut als Pia

mater bezeichnet (Fricke et al., 2001).
Arachnoidea

Die Arachnoidea oder Spinnwebhaut ist eine zarte, nerven- und gefal¥freie Schicht
aus lockerem Bindegewebe, die sich unmittelbar an die Dura mater anschmiegt. Sie
ist mit ihr durch zottenférmige Ausstllpungen verzahnt (Diring et al., 2004). lhre au-
Rerste, der Dura mater anliegende Schicht, wird von hellen Epithelzellen gebildet und
als Neurothel bezeichnet (Fricke et al., 2001). Das Neurothel bildet die Blut—Liquor—
Schranke im Bereich der Leptomenix, zwischen dem Kapillarblut der Dura mater und
dem Liquor (Fricke et al., 2001; Boéttcher, 2004). Die Archnoidea durchspannt mit fei-
nen Fasern (Trabeculae arachnoideae), die von ihrer innenliegenden Seite abgehen,
den, zwischen den Knochen des Craniums und dem Hirngewebe liegenden und mit
Liquor gefullten, Subarachnoidalraum. Dieser schitzt das Gehirn wie ein Wasserkis-

sen vor Erschitterungen (Schindler, 2003). Der Subarachnoidalraum steht in direkter
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Verbindung zum vierten Ventrikel und somit auch zu den inneren Liquorraumen
(Schindler, 2003).

- M T EMLTI I L L | T e .
gl 4«.:__;:‘:-.,;3;,; T A L e RS i,

Abb. 32 Strukturelle Organisation der cerebralen Meningen. Diese bestehen aus Pachyme-
ninx (P) und Leptomeninx (L). Die Pachymeninx teilt sich auf in die periostale Zellschicht
(pol), die Meningeale Schicht (ml) und die neurotheliale Zellschicht (nl). Die Leptomeninx teilt
sich in die aullere und innere arachnoidale Zellschicht im Subarachnoidalraum (SAS) und
die Pia mater mit ihren Subkomponenten trabekulare Leptomeninx (tL) adventitiale Lepto-
meninx (aL) und piale Leptomenix auf (Pl). Die Lamina interna der Schadelkalotte, das Neu-
ropil des Cortex (co) sind ebenfalls dargestellt. Weitere Strukturen: Arterie (a), Vene (vv),
Kapillare (c), Nervenfaserbiindel (nfb). Die Pfeile markieren die Topographie der verschiede-
nen Nervenenden in der Pachymeninx und innerhalb der verschieden Schichten der Lepto-
meninx. Die Pfeilspitzen deuten auf die efferente Innervation der cerebralen Aterien (aus
Fricke et al., 2001).

Pia mater

Die Pia mater ist eine feine von Gefallen durchwachsene Bindegewebsmembran, bei
der zwei Schichten unterschieden werden. Die duflere Pia mater Schicht wird als
Lamina externa piae oder piale Leptomeninx bezeichnet (Fricke et al., 2001). Sie ist
je nach Lokalisation unterschiedlich stark ausgebildet. Sie besteht aus einem weit-
maschigen Netz von dicken Kollagenfibrillenblindeln, dem vereinzelt Bindegewebs-
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zellen, die hier als Meningealzellen bezeichnet werden, eingelagert sind. Die Lamina
externa nimmt Verbindung mit der Adventitia der GrolRen Hirngefal3e auf oder ersetzt
diese sogar als adventitielle Leptomeninx, wobei sie den Gefallen ein Stlick weit in
die Hirnsubstanz folgt und dort so den Virchow—Robin—Raum bildet. Die Laminae
externae piae besitzt ein eigenes Kapillarbett. Die Endothelzellen besitzen BHS Qua-
litdt sind also nicht fenestriert (During et al., 2004). Die innere Laminae internae piae
besteht aus einem lockeren Geflecht von Kollagenfibrillen, in dem sich vereinzelte
bindegewebige leptomeningeale Zellen befinden. Die innere Schicht der Pia mater
liegt der, von den Astrozytenendflil3chen gebildeten, Membrana limitans glialis su-
perficialis direkt an (During et al., 2004).

2. Innere Liquorraume

Aus inneren Hohlrdumen der embryonalen Gehirnanlage entstehen wahrend des
Wachstums die komplex ausgebildeten Ventrikel. Es sind dies die Seitenventrikel |
und I, die sich im Telencephalon befinden und paarig angelegt sind (Netsky und
Shuangshoti, 1975). Der lll. Ventrikel ist im Diencephalon lokalisiert und ist unpaar
angelegt. Der mit ihm Uber den Aquaeductus cerebri verbundene V. Ventrikel liegt
im Rhombencephalon und ist ebenfalls nicht paarig angelegt (Netsky und Shuang-
shoti, 1975). Dieser letzte Ventrikel verjingt sich in Richtung Ruckenmark und wird
dann zu dessen Zentralkanal. In bestimmten Wandabschnitten sind Zotten ausgebil-
det, die in das Lumen hineinragen. Dies sind bindegewebige Strukturen einer dichten
GefalRansammlung — die sogenannten Plexus choroidei.

Die Auskleidung der Binnenrdaume des ZNS ist regional unterschiedlich. Der grofte
Teil der Flache ist mit Ependymzellen ausgekleidet, die die Liquor-Hirn-Schranke bil-
den. Im Bereich der Circumventrikularen Organe (CVO) liegt ein modifiziertes Epen-
dym vor, das einen erleichterten Stoffaustausch ermdglicht. Die in die Ventrikel hin-
ragenden Plexus choroidei, die ebenfalls werden ebenfalls zu den CVO gezahlt wer-
den, sind von einem speziellen Epithel bedeckt, das hier eine Blut-Liquor-Schranke
bildet.

45



Mikroskopische Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke
Ependym

Sowohl die Ventrikelwande, als auch der Zentralkanal des Riuckenmarkes, sind von
einem lUckenlosen einschichtigen Epithel ausgekleidet, dass aus schuppenférmigen
oder kubischen bis hochprismatischen Zellen besteht (Bruni et al, 1983; Bruni, 1998)
(Abb. 33A). Diese Zellen werden als Ependymozyten bezeichnet und bilden ein ku-
bisches bis hochprismatisches Epithel (Bruni, 1998; Tennyson, 1975). Die Gesamt-
struktur bezeichnet man als Ependym. Ependymozyten gehen aus dem Neuroepithel
hervor und werden schon kurz nachdem sich die Neuralplatte formiert hat, gefunden
(Korr, 1980; Sarnat, 1998). Sie bilden ventral und medial der Neuralplatte ein langli-
ches saulenférmiges Gebilde in den Regionen, in denen spater das Ruckenmark,
Rhombencephalon und Mesencephalon liegen (Sarnat, 1998). Die Generierung der
Ependymzellen im Rattengehirn geht von kaudal nach rostral vor sich (Bruni, 1998).
Die ependymale Differenzierung erfolgt in prazisen zeitlichen Abfolgen. Dies ist notig,
da eine zu frihe Differenzierung zu einem mitotischen Stillstand der neuronalen Ent-
wicklung fuhren wurde, da an diesen Stellen keine Neuroblastenbildung mehr erfol-
gen wirde (Sarnat, 1998). Im Gegensatz zu der Adultform scheinen fetale Ependym-
zellen sekretorische Fahigkeiten zu besitzen (Gould et al., 1990; Sarnat, 1998). Man
rechnet sie den Gliazellen zu. Apikal besitzen die Ependymozyten zwischen 30 und
60 Kinozilien und sehr viele Mikrovilli (Bruni, 1974) (Abb. 33A, B). Die Basalseite der
Zellen liegt der durch die Astrozytenful3chen gebildeten Schicht an. Die Zellen sind
seitlich Uber Nexus, Desmosomen und eher in der Nahe der Zellspitze liegenden Ad-
herens junctions verbunden und durch laterale Falten verzahnt. Auch sollen manno-
sebindende I6sliche Lectine, die zwischen den Zellen eingelagert sind, eine Rolle bei
der Zellhaftung spielen (During et al., 2004). Zwischen den Ependymozyten gibt es
keine TJ. So kann in diesen Arealen ein relativ ungehinderter Stoffaustausch stattfin-
den. Unter der Ependymzellschicht wird eine aus Matrixzellen, Astrozyten und deren
Fortsatze, sowie Mikroglia und Gefalien, eine subependymale Gewebeplatte gebil-
det. Eine Basalmembran ist hier nicht zu finden (Brightman, 1975). Eine Sonderform
der Ependymozyten sind die Tanyzyten, die insbesondere im Bereich der circum-
ventrikularen Organe liegen (Johnson und Gross, 1993; Bruni, 1998).
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Abb. 33A (linkes Bild) Zeigt die hochprismatische Form der Ependymzellen (Pfeil zeigt hier
auf einen basalen Auslaufer, der meist fehlt) im IV. Ventrikel einer Ratte (aus Bruni et al.,
1983).

Abb. 33B (rechtes Bild) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Ependyms aus dem
[ll. Ventrikel eines Kaninchens, zeigt die vielen Zilien an der ventrikularen Oberflache (aus
Bruni et al., 1977).

Tanyzyten

Bei den Tanyzyten wird zwischen dem ventrikularen und dem zirkumventrikularen
Typ unterschieden. Die zirkumventrikularen Tanyzyten liegen im Ill. und IV. Ventrikel
uber den CVO. Sie besitzen keinen Kinoziliensaum, sondern sind entweder komplett
zilienlos oder besitzen nur eine solitare Kinozillie. An den Basalseiten der Zellen sit-
zen Auslaufer, die bis zu einem halben Millimeter lang werden kénnen. Mit diesen
Auslaufern nehmen die Zellen Kontakt zum perivaskularen Raum auf und umschlie-
Ren die fenestrierten Kapillaren (Abb. 34). Die Tanyzyten sind ventrikelwarts durch
Zonulae occludentes oder TJ miteinander verbunden und bilden so die BLS aus. Mit
ihren basalen Auslaufern kdnnen sie toxische Stoffe, die aus den Kapillaren ausge-
treten sind, aufnehmen und unschadlich machen (Kugler, 2004). Eine Besonderheit
findet sich im subependymalen Raum. Hier sind undifferenzierte Zellen und einzelne

Neuronen zu finden. In vitro Versuche zeigten, dass aus diesen undifferenzierten
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Zellen, je nachdem, welchen Differenzierungsstoffe man beimengte, sich sowohl
Neuronen, als auch andere Zellen entwickeln kdnnen (Kugler, 2004).

Abb. 34 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines ependymalen Tanyzyten. Er-
kennbar sind die nicht mit Zilien besetzte luminale Oberflache (Ts) und der einfache, unver-
zweigte Auslaufer (Tp), der sich am Ende aufzweigt und eine Kapillare (C) umschlief3t
(Pfeile) (aus Bruni, 1974).
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Circumventrikulare Organe

Im Gehirn gibt es Bereiche, denen ein dichtes Kapillarendothel fehlt; sogar fehlen
muss, um deren Funktion zu gewahrleisten. Diese Areale sind die
circumventrikularen Organe (CVO), wobei die Strukturen, die zu den CVO gezahlt
werden, funktionell sehr unterschiedlich sind (siehe unten). Im Gegensatz zu den
Haargefalten im ZNS, die dicht sind, sind die Kapillaren der CVO, wie die Kapillaren
in der Peripherie, gefenstert (Kirsch et al. 1978). Dadurch wird bestimmten Stoffen,
wie den hypothalamischen Hormonen ermdglicht, unter Umgehung der BHS, ins Blut
zu gelangen. Es erlaubt auch anderen Stoffen, die die Schranke nicht GUberwinden
konnen, trotzdem Einfluss auf bestimmte Vorgange im Gehirn zu nehmen,
beispielweise Zytokine und Angiotensin I, die fur einen Anstieg des Corticotropin-
Realising Hormones an den CVO verantwortlich sind (Ganong, 2000). Die
Ausschittung der Schilddriisenhormone wird ebenfalls hier gesteuert. Der
Hormonspiegel wird erfasst und gegebenenfalls das ,Thyrotropin-realising Hormon*
freigesetzt (Ganong, 2000). An diesen Bereichen kommunizieren ebenfalls, durch
Krankheiten entstehende, Pyrogene mit dem ZNS. Dies fuhrt zu Fieber (Densson
und Ferguson, 2003). Die CVO scheinen ebenfalls einen Beitrag zur Homdostase im

Korper zu leisten (Johnson und Gross, 1993).

Zu den CVO zahlt man folgende Strukturen (Netsky und Shuangshoti, 1975, Davson
et al., 1993, Ganong, 2000):

Im Bereich des lll. Ventrikels:
¢ Neurohypophyse mit Emanentia mediana,
e Organum vasculosum laminae terminalis,
e Organum subfornicale,
e Glandula pinealis,

e Organum subcommissurale.

In der Region des IV. Ventrikels:
e Plexus choroideus und

e Area postrema.

Die hier produzierten Hormone sollen moglichst ungehindert Uber das Blut an ihre
Erfolgsorgane gelangen kénnen, z. B. Hypophysenhormone, epiphysiale Hormone.

Auch das Brechzentrum liegt anatomisch gesehen benachbart der, zu den CVO ge-
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zahlten, Area postrema und muss auf Veranderungen in der Blutzusammensetzung
reagieren und deshalb auch Zugriff auf ,ungefiltertes Blut nehmen kénnen (Davson
et al., 1993).

Plexus chroidei

Die Plexus choroidei sind Adergeflechte in umschriebenen Wandabschnitten der
Ventrikel, deren strukturelle Grundlage die Pia mater ist und die von einem kubi-
schen bis niedrigen Epithel Uberzogen sind, deren apikale Microvilli in Richtung des
Liquors zeigen (Bradbury, 1979; Rapoport, 1976; Schindler, 2003). Anatomisch ge-
sehen bilden sowohl Subarachnoidalraum, als auch die circumventrikularen Organe
mit den Plexus choroidei, die Blut-Liquor-Schranke (Brightman, 1975; Davson et al.,
1993). Unter dem Mikroskop sind einige Unterschiede bei den BlutgefalRen dieser
Bereiche zu erkennen. Die BlutgefalRe am Plexus (Tennyson und Pappas, 1968) so-
wie den CVO sind gefenstert. Die Ependymzellen sind bereits lichtmikroskopisch von
den Plexusepithelzellen zu unterscheiden und gehen Ubergangslos in diese Uber
(Brightman, 1975).

In jeder Ventrikelwand befindet sich in einem umschriebenen Bereich ein Plexus cho-
roideus (PC), der sich als GefalRknauel darstellt und unter anderem sehr wichtig fur
die Liquorproduktion ist (Rapoport, 1976; Brightman, 1989; Schindler, 2003). Man
geht davon aus, dass etwa 25 des produzierten Liquors hier sezerniert wird und nur
'/5 des Liquors von den Gehirnkapillaren. Dies erklart, warum die Dichtigkeit der in-
terendothelialen Tight junctions des Plexus choroideus nicht so hoch ist, wie bei den
endothelialen Tight junctions des cerebralen Kapillarendothels. Einige Substanzen
konnen hier in niedrigen Raten parazellular passieren (Ghersi-Egea et al., 2001).
Aber nicht nur fur die Liquorproduktion sind die PC wichtig, sondern auch fur die
chemische Homeostasis des Liquors und den Aufbau der Barriere zwischen Liquor
und Blut (Lippoldt et al., 2000). Bei zahireichen Tierarten sind die Plexus choroidei
untersucht und verglichen worden und sehr viele Ahnlichkeiten wurden cha-
rakterisiert (Beispielweise frihe Publikationen von: Brightman, 1968, 1975; Cancilla
et al., 1966; Case, 1959; Dempsey und Wislocki, 1955; Dohrmann, 1970 a, b; Dohr-
man und Bucy, 1970; Dohrmann und Herdson, 1970; Maxwell und Pease, 1956,
Millen und Rogers, 1956, Pappas und Tennyson, 1962; Tennyson und Pappas,

1964; van Bremen und Clemente, 1955). Sowohl in den Epithelzellen des Plexus
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choroideus als auch in den Ependymzellen der Ventrikelwande werden Molekule ge-
bildet, welche fir Tight junction und Adherens junctions charakteristisch sind
(Lippoldt et al., 2000).

Die Epithelbekleidung der Plexus choroidei ist ein Monolayer kubischer Zellen,
die als Lamina epithelialis choroidea bezeichnet werden (Serot et al., 2001) (Abb.
35). Eine hier vorhandene Basallamina grenzt das Epithel von der gefal3fihrenden
Tela choroida ab (Serot et al., 2001) (Abb. 36).

Abb. 35 Semidinnschnitt durch den
Plexus choroideus einer Ratte. Die
Pfeile deuten auf die kubischen Epi-
thelzellen (aus Serot et al., 2001).

Abb. 36 Transmissionselektronen
mikroskopische Aufnahme eines
Transversalschnitts durch den Plexus
choroideus einer Ratte. Zu sehen sind
eine Kapillare (C) deren Endothelzel-
len (Pfeilspitze) und Plexusepithel-
zellen (Pfeile), Stroma (S); Balken-
lange 200 nm (aus Serot et al., 2001).
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Diese Schichten bilden Zotten, die sich in das Lumen vorstilpen. Im Bindegewebe
der Zotten sind sowohl fixe und mobile Bindegewebszellen, als auch Blindel kollage-
ner, elastischer und retikularer Faser zu finden. Die Blutgefal3e sind hier meist ge-
fenstert (Engelhardt, 2003).

Im Bereich des PC besteht die Ventrikelwand aus nur zwei Schichten. Zum Einem
aus der Tela choroidea, einer bindegewebigen Schicht, die eine spezielle Form der
Pia mater darstellt; zum Anderen aus dem Plexusepithel, einem spezifisch differen-
zierten Ependym, das durch TJ abgedichtet ist (Abb. 37, 38) (During et al., 2004).

Abb. 37 Elektronenmikroskopische Aufnahme des cerebralen Ependym einer Maus. Die
Ependymzellen miteinander Uber Tight junctions verbunden (Pfeile) (aus Brightman und
Reese, 1969).
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Abb. 38 Die elektronenmikroskopische Aufnahme verdeutlicht, wie gut die Tight junctions
den Raum zwischen den Ependymzellen abdichten. Maus: X 310.000 (aus Brightman und
Reese, 1969).

Die besonderen Funktionen der Plexus choroidei erklaren sich daraus, dass sie be-
sondere Strukturen in der Ventrikelwand sind, die eine Schnittstelle zwischen den
Flissigkeiten Blut und Liquor bilden (Ghersi-Egea und Strazielle, 2001). So sind sie
z. B. an der Nahrstoffversorgung, der Signalweiterleitung und der Pufferung der ext-
razellular Flussigkeit beteiligt (Haselbach et al., 2001), tragen aber auch zum me-

chanischen Schutz des Gehirnes bei (Ghersi-Egea und Strazielle, 2001).

Alle Mechanismen, die an der Homdostase beteiligt sind, sind mit Energieverbrauch
verbunden, wobei sich die Mengenverhaltnisse, der daran beteiligten Enzyme, mit
zunehmenden Alter andern, da sich die Energiegewinnung vermehrt in eine anae-
robe umstellt (Preston, 2001). Da die Anreicherung mit Sauerstoff im Bereich des PC
sehr hoch ist, muss das Gewebe durch einige antioxidative Mechanismen vor Radi-
kalen geschutzt werden (Preston, 2001; Tayarani et al., 1989). So ist beispielweise
im Gewebe der PC’s sehr viel Transferrin zu finden, ein Transportprotein, das dem
Eiseninflux in das Gehirn reguliert, um dieses vor freien Radikalen, die bei der Fem-
ton Reaktion auftreten konnen, zu schutzen (Preston, 2001). Auch die Versorgung
und Anreicherung des Liquors mit Ascorbinsaure, welches das im Liquor am weites-
ten verbreitete hydrophile Antioxidans ist (Lonnrot et al., 1996; Alho et al., 1998) und
dessen Konzentration etwa um Faktor 4 Uber dem Plasmaspiegel liegt (Lonnrot et

al., 1996), muld gewahrleistet sein.
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IV. Molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-

Liquor-Schranke

Schon 1992 hat Smith (1992) beschrieben, dass sich das Wissen uber die Blut-Hirn-
Schranke praktisch explosionsartig vermehrt hat und viele neue in vivo und in vitro
Methoden entwickelt wurden, um mehr Uber die Charakteristiken dieser Barriere her-
auszufinden und diese Entwicklungen schreiten immer noch weiter voran. Die Per-
meabilitdtseigenschaften und die chemisch physiologischen Aufnahmen von ver-
schiedenen Stoffen, wurden in in vivo Studien mit Hilfe von unterschiedlichen Injekti-
onen in der Peripherie, Single Pass Extraktion und Hirn-Perfusionstechniken erstellt,
durch welche viele der grundlegenden Erkenntnisse Uber die Transportphysiologie

an der Barriere gemacht werden konnten (Smith, 1992).

A. Molekulare Struktur der Tight junctions

Der genaue molekulare Aufbau der TJ ist bisher noch nicht restlos geklart (Lohmann,
2003). Zur Beschreibung ihrer molekularen Struktur und ihrer Funktionsweise

existieren drei verschiedene Modellansatze (Abb. 39).
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¢) Kombination

Abb. 39 Gegenuberstellung der verschiedenen Modellansatze der TJ-Struktur (aus
Lohmann, 2003).
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Beim Lipid-Modell (Abb. 39b) werden die Zonulae occludentes als invers-micellare,
zylindrisch aufgereihte Lipiddomanen, die durch Fusion der exoplasmatischen
Membranhalften der gegenlberliegenden Zellen entstehen, angesehen (Kachar und
Reese, 1982). Floureszensmarkierte Lipide die, wie in photobleaching Experimenten
erkennbar, zwischen den exoplasmatischen Membranhalften benachbarter Zellen
wandern kénnen, sind mit Hilfe dieses Modells erklarbar (Grebenkamper und Galla,
1994). Die Entdeckung immer neuer TJ—assoziierter Proteine scheint das Protein-
Modell, welches von van Meer und Simons (1986) (Abb. 39a) vorgestellt wurde, zu
bestatigen. Die im EM sichtbaren Strange wurden als Transmembranproteine ange-
sehen, die den Interzellularspalt durchziehen und die Membranen durch nicht kova-
lente Wechselwirkungen verbinden. Eine andere Hypothese ist die eines gemischten
Lipid—Protein—Modells (Wegener und Galla, 1996) (Abb. 39c). Hier sollen die TJ-as-
soziierten Proteine die Bildung von invers-micellaren hexagonalen Lipidphasen indu-
zieren und erhalten. Inzwischen wird allgemein davon ausgegangen, dass die TJ
Strange hauptsachlich aus Proteinen bestehen (Bazzoni und Dejana, 2004; Greben-
kamper und Galla, 1994; Wegener und Galla, 1996).

1. Tight junction assoziierte Proteine

In der Transmissionselektronenmikroskopie erscheinen die TJ als dichte Zell zu Zell-
kontakte. In Gefrierbruchaufnahmen sieht man, dass die Kontakte fortlaufende Rei-
hen von Transmembranproteinpartikel bilden (Anderson, 2001) (Abb. 18).

Die Barriere wird dort gebildet, wo die Reihen in den Extrazellularraum eintauchen
und auf die gegenuberliegende Reihe der benachten Zellen trifft. Bisher ist noch un-
klar, ob die benachbarten Proteinreihen der TJ -ahnlich einem Reisverschluss- inein-
ander greifen, oder ob sie ,Kopf an Kopf* aneinander liegen (Anderson, 2001). Aber
in diesem Mechanismus liegen wohl die besonderen Eigenschaften dieser Barriere
begriindet (Anderson, 2001). Die Reihen haben in allen Geweben einen Durchmes-
ser, quer zur Laufrichtung, von ca. 10 nm und einen Reihenabstand von 18 nm
(Anderson, 2001). Grundsatzlich kann man bei den Proteinen, die die TJ aufbauen
und an deren Funktion beteiligt sind, vier Gruppen unterscheiden. Die Trans-

membranproteine, die peripheren intrazellulare Proteine, die das Ruckrat der TJ bil-
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den, eine grole Anzahl von Signalproteinen und Proteine, die den Vesikeltransport
regulieren (Anderson, 2001) (Abb. 40).

Claudins  Occludin
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Abb. 40 Grafik verdeutlicht die Anordnung der Proteine an den Tight junctions und Adherens
junctions. An den TJ sind die Transmembranproteine, das Occludin, die Claudine, das JAM,
die intrazellularen Proteine ZO-1, ZO-2, ZO-3 und Cingulin. An den Adherens junction Cad-
herine und Catenine (aus Huber et al., 2001).

Die Transmembranproteine

Zu den Tight junction assoziierten Transmembran- oder integralen Membranprotei-
nen werden drei bisher bekannte Vertreter gezahlt; das Occludin, (Furuse et al,
1993) die Claudine (Furuse et al., 1998 a, b) und eine Anzahl Proteine aus der
Immunglobulin Superfamilie. Die dazugerechneten Vertreter sind z. B. das ,junction
adhesion molecule (JAM) (Martin-Padura et al., 1998), das so bezeichnete endotheli-
ale zellselektive Adhasions Molekul (Nasdala et al., 2002) und der Coxackie- sowie
Adenovirusrezeptor (Cohen et al., 2001). Die hier aufgezahlten Proteine besitzen je

mindestens eine in der Lipiddoppelmembran verankerte Struktur.
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Occludin

Occludin ist als erstes integrales Tight junction-Protein beschrieben worden (Furuse
et al., 1993). Kennzeichnend flr dieses etwa 65 kDa grof3e Phospho-Protein sind die
vier Transmembrandomanen, ein langer zytoplasmatischer C-Terminus und ein kur-
zerer cytoplasmatischer N—Terminus (Abb. 42) (Mitic et al., 2000; Lohmann, 2003).
Die zwei extrazellularen Loops sind hauptsachlich aus ungeladenen, hydrophoben
Aminosauren ohne Glykosylierungsstellen aufgebaut und 44 oder 45 Aminosauren
lang (Lohmann, 2003). Die aus den Zellen herausragenden Loops und deren hydro-
phobe Wechselwirkung mit der Schleife der gegenuberliegenden Seite werden als
Grund fur die Undurchlassigkeit des Intrazellularspaltes vermutet. In einer Hypo-
these, die von Anderson und Van ltallie (1995) aufgestellt wurde, wird vermutet, dass
diese Loops in die Zellmembran der gegenuberliegenden Zelle eintauchen. Weitere
Experimente zeigten, dass Occludin eine funktionelle Komponente der TJ-Strange
darstellt und fur das Abdichten (sealing) der TJ verantwortlich ist (McCarthy et al.,
1996; Lacaz—Vieira et al., 1999). Der C-Terminus von Occludin besteht aus 150
Aminosauren und nimmt intrazellular direkt mit den TJ assoziierten Proteinen ZO-1
sowie ZO-2 Kontakt auf (Furuse et al., 1994; Itoh et al., 1999a). Der N-Terminus des
Proteins ist mit ZO-3 verbunden (Hirase et al., 1997) und reguliert die transepitheliale
Migration neutrophiler Stoffe. Diese Abwanderung ist weder von dem TEER noch
vom parazellularen Durchlass abhangig (Huber et al., 2000). Das Occludin fungiert in
der BHS als dynamisches Regulationsprotein, dessen Prasenz hier (Abb. 41) fur den
hohen transepithelialen Widerstand und die niedrige Permeabilitat verantwortlich ist
(Huber et al., 2001). Fur die Regulation der Permeabilitat scheint die zweite Schleife
eine gewisse Rolle zu spielen (Wong und Gumbnier, 1997; Medina et al., 2000). Ver-
suche mit Occludin—defizienten Mausen zeigten, dass die Morphologie der TJ-
Strange, ebenso wie der transepitheliale Widerstand, der hier im Darm gemessen
wurde, verglichen mit dem Wildtyp, keine Unterschiede aufwiesen. Es gelang aber
keine Zucht zwischen Occludin (-/-) Bocken und dem Wildtypweibchen. Bei Vermeh-
rungsversuchen zwischen Occludin (-/-) Weibchen und Wildtypbdcken gab es zwar
Nachwuchs, dieser wurde jedoch nicht gesaugt. Histologisch wurden pathologische
Veranderungen gefunden, unter anderem postnatale Wachstumsdefizite, chronische
Entzindung und Hyperplasie des Magenepithels, Kalzifizierung von, mit dem Gehirn
assoziierten GefalRen und testiculare Atrophie, um nur einige zu nennen (Saitou et

al., 2000). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von den am Versuch beteiligten Wis-
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senschaftlern gefolgert, dass die Funktionen von den TJ oder auch von Occludin
sehr viel komplexer sind, als bisher angenommen wurde (Wolburg und Lippoldt,
2002).

- ——OCCLUDIN
0.5 um

Abb. 41 Die Immunogold EM Aufnahme einer Gehirnkapillare der Ratte zeigt die Verteilung
von Occludin am Gefal} (aus Cornford und Hyman, 2005).

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass der zytoplasmatische Bereich, von in
den TJ Strangen befindlichen Occludin, sehr stark phosphoryliert ist (Sakakibara et
al., 1997). Diese Phosphorylierung von Occludin ist offensichtlich wichtig fur die
Permeabilitatsteuerung durch die Tight junctions (Hirase et al., 2001). Sowohl die
Transmembran Domanen, als auch der C-Terminus von Occludin und die beiden
externen Loops sind wichtig fur die Regulierung der parazellularen Durchlassigkeit
des Endothels (Huber et al, 2000). Mankertz et al. (2002) fanden vier unterschiedlich
gespleildte Occludin mRNA Transkripte. Die exprimierten Proteine zweier dieser Va-
rianten zeigten eine andere subzellulare Verteilung und einen Verlust der Co-Lokali-
sierung mit ZO-1 in den Tight junction. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
vierte Transmembrandomane wichtig fiur das Targeting von Occludin an die TJ ist, da
der Verlust dieses Teils zu einer Relokation des C-Terminus in den Extrazellularraum
fuhrte (Mankertz et al., 2002).

Claudine

Claudine sind integrale Proteine der TJ Strange, zwischen 22-24 kDa grof3 und zei-
gen in ihrer Aminosauresequenz keinerlei Homologie zu Occludin (Lohmann, 2003).

Sie haben mit ihm jedoch 4 Transmembrandomanen gemeinsam (Abb. 42) (Wolburg
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und Lippoldt, 2002). Die ersten Claudine wurden in Gewebeproben der Hihnerleber
gefunden (Furuse et al.,, 1998b) und als Claudin—1 und Claudin—2 bezeichnet. Bis
heute sind mindestens 24 verschiedene, der Claudinfamilie zugerechnete, Proteine,
Claudin-1 bis 24 identifiziert worden (Morita et al., 1999b; Tsukita und Furuse, 1999).
Die meisten Claudine sind relativ gewebespezifisch (Furuse et al. 1998b, Morita et
al.,, 1999b) und liegen in den Strangen oft als Hetropolymere vor. Neuere Untersu-
chungen haben gezeigt, dass Claudine nicht nur an der Zellmembran zu finden sind,
sondern auch innerhalb der Zelle (Abb. 43) (Cornford und Hyman, 2005). Einige die-

ser Claudine sind ausschlaggebend fur den Aufbau der Barrieren.

Abb. 42 Einbau von Occludin (a) und Claudin (b) in die Zellmembran. Occludin und Claudin—
1 mit ihren 4 Transmembrandomanen und den intrazellular gelegenen C— und N-Terminus
(aus Tsukita et al., 2001).
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Abb. 43 Tranksmissionsektronenmikroskopische Aufnahme einer Kapillare im Rattengehirn.
Das Claudin 5 ist mit Hilfe eines polyclonalen Kaninchenantiserums detektiert worden. Das
Claudin befindet sich weder an der luminalen oder abluminalen Membran, sondern intrazel-
lular (aus Cornford und Hyman, 2005).

-
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lhydrophile Poren - Hypothese:
4 ' dichte TJ lecke TJ

[TJ strands
(Strange)

L 4

transzellular | parazellular

Abb. 44 Zeigt aus zwei Strangen aufgebaute Tight junction, die durch Poren (aquous pores)
durchbrochen sind und die hypothetische Claudinanordung in diesen Poren.

Dargestellt sind links die zwei Membranen der benachbarten Zelle (gelb) und die miteinander
korrespondierenden TJ Strange (blau), in die Poren (gelb) eingezeichnet sind. Links (im
rechten Bild) die Claudinabfolge bei dichten, rechts bei lecken TJ. Da Claudin 1 und 2 im
Gegensatz zu den anderen Vertretern nicht miteinander binden, entstehen Liicken (rote
Punkte), die auch als Poren angesprochen werden kénnen (aus Tsukita und Furuse, 2000).

So zeigten Versuche, dass Claudin—1 defiziente Mause kurz nach der Geburt ster-
ben, da das Fehlen dieses Proteins in der Epidermis zu eklatanten Stérungen der
Barrierefunktion der Epidermis fuhrt. Die Tiere starben an Dehydratation (Furuse et
al., 2002). Inzwischen ist auch bewiesen, dass die TJ aus mehr als zwei Claudin Va-
riationen aufgebaut sind und dass durch Knockout eines bestimmten Claudins keine
Zerstorung der strukturellen Integritat der TJs hervorgerufen wird (Nitta et al., 2003).
Struktur und Polaritat kdnnen erhalten bleiben, obwohl die Barriereeigenschaften
sich stark verandern, wobei Blutungen und Odeme nicht gesehen wurden (Nitta et
al., 2003). Fur die cerebralen Kapillaren ist nachgewiesen, dass am Aufbau der TJ
zumindest die Claudine 12 und 5 beteiligt sind (Nitta et al., 2003). Obwohl bei Clau-
din 5 defizienten Mausen mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung keine gravierenden
morphologischen Veranderungen zu finden waren, starben die Mause innerhalb we-
niger Stunden post natal (Nitta et al., 2003). Claudin-2 bildet offenbar Poren in den
Tight junction von Epithelzellen (Amasheh et al., 2002). Es gibt aber auch die Hypo-
these, dass je nach Abfolge der Claudine Bindungen enstehen, die Licken aufwei-

sen und so einen parazellularen Austausch ermoglichen. Solch ein Modell haben
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Tsukita und Furuse (2000) vorgestellt. Danach entstehen bei gegenuberliegenden
Claudin 1 und Claudin 2 der korrespondierenden Zellen Licken, die auch als
hydrophile Poren angesehen werden kénnen (Abb. 44).

Junctional Adhesions Mulecule (JAM)

Das als letztes Transmembranprotein entdeckte JAM wird der Immunglobulin-Su-
perfamilie zugerechnet und besitzt nur eine einzige Transmembradomane. Zurzeit
sind drei Vertreter dieser JAM-Proteine, JAM—1 bis 3, bekannt (Aurrand-Lions et al.,
2000; Palmeri et al., 2000). Die JAM’s sind mit Cingulin und ZO-1 verbunden und
stellen damit eine Komponente des Multiprotein-Komplexes dar, der mit den TJ ver-
bunden ist (Bazzoni et al., 2000). Das von Palmeri (2000) beschriebene ,vascular
endothelial junction associated molecule” (VE-JAM) besitzt zwei extrazellulare ,im-
munglobulin-like* Domanen, einen Transmembranbereich und einen relativ kurzen
cytoplasmatischen Schwanz und ist sehr homolog zu den JAMs (Palmeri et al.,
2000).

2. Zytosolische Proteine

a) Membran assoziierte Guanylat Kinasen (MAGUK)

Plaqueproteine

Tight junction beinhalten verschiedene zytosolische Plaqueproteine, die bei der For-
mierung und der Regulation der Barriere wichtig sind, indem sie ein Grundgerust fur
verschiedene Proteine und Adhasionsmolekule zur Verfligung stellen (Anderson und
van ltallie; 1995; Tsukita et al., 2001). Zu den gut charakterisierten Plaqueproteinen
gehdren die Zonula occludens Proteine (ZO). Diese werden zu den membranasso-
ziierten Guanylat Kinasen (MAGUK) gezahlt (Stevenson et al., 1986; Gumbnier et al.,
1991; Haskins et al., 1998).

Zonula-Occludens Proteine (Z0-1, ZO-2, ZO-3)

Das erste dieser Proteine, ZO-1, wurde 1986 entdeckt (Stevenson et al., 1986). Es
ist sowohl in Epithelien, als auch in Endothelien zu finden (Rubin et al., 1991, Watson
et al.,, 1991; Hirase et al., 1997, Fletcher et al., 2005) und an der Organisation der

61



Molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

dort beteiligten zwischenzellularen Junctions beteiligt (Traweger et al., 2002). Wat-
son et al. (1991) konnten am Beispiel Mensch und Ratte zeigen, dass ZO-1 eine
wichtige Komponente im Aufbau der BHS ist. Am Ende des carboxyterminalen Ter-

minus befinden sich drei Bereiche fur alternatives Spleil3en (o, B, y). Bei Endothel-

zellen findet man beide Spleidformen a+, als auch a-, in der - Doméane (Balda und
Anderson, 1993). Aus Epithelien wurde ZO-2 zusammen mit ZO-1 coimmunoprazi-
pitiert (Gumbnier et al., 1991). Das 160 kDa grol3e Protein ist direkt mit ZO-1 ver-
bunden (Gumbnier et al., 1991) und konnte durch Schulze et al. (1997) in endotheli-
alen TJ nachgewiesen werden. Diese intrazellularen Proteine konzentrieren sich
nahe der Plasmamembran, an der zytoplasmatischen Seite der TJ-Strange. Die Zo-
nulae occludens Proteine zahlen zu den membrane associated guanylate kinases
(MAGUK's) (Traweger et al., 2002). Sie stellen die Verbindung zwischen den inte-
gralen Plasmamembranproteinen und dem Zytoskelett her, die ZO Proteine besitzen
alle Bindungsstellen fur Actin, welches das Hauptprotein im Zytoskelett ist (ltoh et al.,
1999b). Alle Zonula-Occludens-Proteine weisen eine Bindungsstelle zu dem COOH-
Terminus der Claudine auf (Itoh et al., 1999b). Sie verbinden sich jedoch auch mit
dem Carboxy—terminalen Ende des Occludins (Fanning et al., 1998; Furuse et al.,
1994). Die Proteine ZO-1und ZO-2 sind Uber Ihre COOH Stellen an das Zytoskelett
angebunden (Fanning et al., 1998; Itoh et al., 1997; Itoh et al., 1999a). Den ZOs ei-
gen und damit abweichend von den sonstigen Vertretern der MAGUK Familie, ist die
Lokalisation in Kernnahe. Diacylglycerol scheint die Translokation von ZO-1, von
Zytoplasma an die Plasmamembran, zu verursachen, wobei sich das Muster der TJ
andert und sich die Permeabilitat erhdht (Balda et al., 1993).

Die MAGI’'s (MAGUKS with Inverted domain structure) stellen eine Unterfamilie der
MAGUK’s dar, wobei MAGI-1 (Ide et al., 1999) und MAGI-3 (Laura et al, 2002) mit
den TJ assoziert sind.

b) Plaqueproteine die nicht der MAGUK Gruppe zugerechnet

werden

Zu den so bezeichneten TJ assoziierten Plaqueproteinen, die zu den nicht Membran
assoziierten Guanylatekinasen zahlen, gehoren Cingulin, Symplekin und das 7H6

Antigen.

62



Molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke
Cingulin

Cingulin (Citi et al., 1988) weist Bindungen mit den junctional adhesions molecule,
sowie mit ZO-1, ZO-2, ZO-3 auf und ist auch mit dem Aktinomyosin-Zytoskelett ver-
bunden. Es sorgt so fur die Verankerung der TJ im Zytoskelett (Tsukita et al., 2001).

7H6 — Protein

Zhong et al. generierten 1993 einen monoklonalen Antikorper, der in der Nahe des
Junctional Komplexes an ein 155 kDa groRes Protein andockte. Mit 7H6 war ein

neues TJ assoziiertes Protein entdeckt.

Symplekin

Das Protein 126,5 kDa grofte Symplekin wurde von Keon et al. (1996) charakteri-

siert.

c) Weitere zytoplasmatische Proteine, die mit TJ assoziiert sind

Der Par-3-Par 6aPKC Komplex (lzumi et al., 1998),

Pilt steht fur “protein incorporated later into TJs”, besteht aus 547 Aminosauren, hat
keine Transmembrandomane und bindet an der Peripherie an den Membranen der
TJ an (Kawabe et al., 2001).

JEAP “junction-enriched and -associated protein®: besteht aus 882 Aminosauren und
ist an den TJ mit ZO-1 und Occludin verbunden (Nishimura et al., 2002).

Das Protein MUPP-1 bindet an das COOH —Ende von Claudin 1 (Hamazaki et al.,
2002).

“Z0-1-associated nucleic acid-binding protein”: ZONAB bindet an die SH3 Domane
von Z0O-1 und ist wahrscheinlich in die Regulierung der epithelialen Barriere mit ein-
gebunden (Balda und Matter, 2000).
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“canine guanine nucleotide exchange factor: GEF-H1/Lfc” ist als Komponente der
TJ mit in der Regulation des transepithelialen Widerstandes beteiligt (Benais-Pont et
al., 2003),

JACOP ,junction associated coil-coil protein®: ein 148 kDa grofRes Polypeptid sorgt
fur die Verankerung des apikalen ,, junctional- Komplexes® am Zytoskelett (Ohnishi et
al., 2004). JACORP ist in vielen endothelialen und epithelialen Zellen gefunden wor-
den ist aber offenbar nicht nur mit den TJ assoziiert, da es auch an Aktinfilamenten

gefunden wurde, die nicht mit den TJ’s verbunden waren (Ohnishi et al., 2004).

B. Molekulare Struktur der Adherens junctions

Eine Struktur die ebenfalls der endothelialen Adhesion dient, sind die basal der TJ
gelegenen Adherens junctions (AJ) (Bazzoni und Dejana, 2004) (Abb. 45). Die en-
dotheliale Organisation dieser AJs ist gewebeabhangig. Im Gehirn spielen sie nur
eine untergeordnete Rolle, im Vergleich zu den gut entwickelten TJs (Rubin und
Staddon, 1999). Eine wesentliche Rolle der Adherens junction liegt in der Erhaltung
der zellspezifischen Eigenschaften. Sie sind mit daran beteiligt, dass bei Entziindun-
gen die Gefalpermeabilitat zunimmt und somit den Immunzellen der Durchtritt zu

den Entzindungsherden gewahrt wird (Bazzoni und Dejana, 2004).

Abb. 45 Zeigt den komplexen Bau der Adherens junctions. Dargestellt sind die Cadherine,
die verschiedenen Catenine (CAT), das PECAM und deren Verbindungen zu den Aktin
filamenten (aus Mingar und Alexander, 2003).
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Der molekulare Aufbau von Adherens junctions ist komplex und noch nicht in allen
Details geklart (Bazzoni und Dejana, 2004), weshalb hier nur die wichtigsten

Komponenten aufgeflhrt werden.

a) Cadherin

Cadherine sind Proteine, die sowohl im Blut-, als auch in Lympfgefalten zu finden
sind (Bazzoni und Dejana, 2004). Die Gefallendothelzellen besitzen ein spezifisches,
nur dort zu findendes, ,vaskular endothelial® (VE) Cadherin (Dejana et al., 1995;

Dejana et al., 1999). Dies ist die Hauptkomponente der AJ.

b) Catenin und andere Bindungspartner von Cadherin

Um Cadherin mit dem Actingerust zu verbinden braucht es Verbindungspartner (Abb.
45). Eine Hauptrolle spielen hier die Catenine vor allen B-Catenin und a-Catenin
(Vlemickx und Kemler, 1999, Knudsen et al., 1995, Nieset et al., 1997). Das eigent-
lich primar an den TJ zu findende ZO-1 ist ebenfalls schon in den frihen Entwick-
lungsphasen zu finden und hat ebenfalls seine Aufgabe in der Verankerung der Cad-
herine (Itoh et al., 1999a).

c) PECAM

Um eine Lucke zwischen den Zellen zu Uberwinden und mit der gegenuberliegenden
Zelle Kontakt aufzunehmen, sind extrazellulare Komponenten notwendig (Johnson-
Leger et al., 2000; Muller, 2003; Newman, 1997; Newman, 1999). Der Hauptbe-
standteil dieser Strukturen ist das gut charakterisierte ,platelet-endothelial cell adhe-
sions molecule* PECAM. PECAM zahlt zu der Gruppe der Transmembran Im-
munglobuline und ist sowohl an den interzellularen Kontakten der Endothelzellen, als
auch auf Leukozyten zu finden (Muller, 2003; Newman, 1997). Es kann sowohl ho-
mophile wie heterophile Verbindungen aufnehmen (Muller, 2003).

C. Transportmechanismen an der Blut-Hirn-Schranke

1. Allgemeiner Teil Uber die Mechanismen des Stofftransportes an
der Blut-Hirn-Schranke

Wie bereits erwahnt, muss einerseits der sehr wichtige Schutz des Gehirns vor un-

erwunschten Substanzen, andererseits aber auch der hohe Substratbedarf befriedigt
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werden. Grundsatzlich sind die Voraussetzungen, ob ein Stoff in das Gehirn gelan-
gen kann, zum einem von den Eigenschaften der Substanz selbst abhangig, also von
seiner Fettloslichkeit, die im Zusammenhang mit dem Molekulargewicht, der Bindung
an Plasmaproteine und an Wasserstoff (Hydrogenbonding) steht, zum anderen da-
von, welche Transportmechanismen vorhanden sind (Padridge, 2003). An der Blut-
Hirn-Schranke sind verschiedenste Transportsysteme etabliert, wobei hier den spe-
zifischen transzellularen Mechanismen, die wohl wichtigsten funktionellen Aufgaben
zukommen (Lohmann, 2003). Neuere Untersuchungen versuchen mit Hilfe der ,in si-
lico“ Methoden offene Fragen der verschiedenen Transporter und deren Funktions-

mechanismen zu klaren (Chang et al., 2005).

Die passive Diffusion (Abb. 46/2) ist die wohl einfachste Art des Transportes. Sie
folgt dem Konzentrationsunterschied zwischen den Kompartimenten Blut und Gehirn.
Wobei hier sowohl der transzellulare Weg, als auch der starker beschrankte para-
zellulare Weg (Abb. 46/1) (Lohmann, 2003) zur Verfigung stehen. Dieser Transport-
weg steht den Atemgasen Sauerstoff und Kohlendioxid (Lohmann, 2003; Marten
2004), sowie Wasser und einigen lipophilen Molekilen wie Benzol (Marten, 2004)
offen. Die passive Diffusion wird beschrankt durch die MolekullgroRe. Aber auch
durch seine Fettloslichkeit, d. h., dass lipophile Stoffe leichter Membrane passieren
konnen. So liegt die Grenze nach Saunders et al. (1999) bei einem Molekulradius
von 1,2 nm und einem Molekulargewicht von ca. 5 kDa, groRere Molekule konnten
nicht mehr passiv durch die Membran diffundieren. Die Energieversorgung und der
Transport einiger Aminosauren erfolgt mit Hilfe der sogenannten erleichterten Dif-
fusion (Abb. 46/6). Der Name scheint etwas unglucklich gewahlt, da es sich hierbei
nicht um einen Vorgang handelt, der nach den Gesetzen der Diffusion ablauft, son-
dern um einen sattigbaren Prozess, der sich nach der Michaelis-Menten-Kinetik
richtet (Schrdder und Diener, 2000). Dieser Transportmechanismus ist an Strukturen
gebunden, die das Substrat erkennen, binden und durch die Membran transportie-
ren. Diese Transportproteine bezeichnet man im Allgemeinen als Carrier (Schroder
und Diener, 2000). Dieser Transportmechanismus ist sehr spezifisch und folgt auch
nur einem Konzentrationsunterschied, verbraucht also keine Energie. Der Transport
wahrend der erleichterten Diffusion kann in bestimmten physiologischen Konzentrati-
onsbereichen sogar schneller erfolgen, als bei der passiven Diffusion (Schréder und
Diener, 2000).
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Abb. 46 Ubersicht Uber die verschiedenen Transportmechanismen und Strukturen an der
Blut-Hirn-Schranke (aus Huber et al., 2001).

(1) parazellulare Diffusion durch Tight (6) erleichterte Diffusion

junction reglementiert

(2) passive transzellulare Diffusion (7) aktiver Transport
(3) Kationenkanal (8) aktiver Co-Transport
(4) lonen-Symport (9) rezeptorvermittelte Endozytose

(5) lonen-Antiport

Neben den passiven Transportmechanismen gibt es auch aktive (Abb. 46/7). Diese
sind energieabhangig und bendtigen u. a. die Hilfe der Na'/K" - ATPase, um
Substanzen zu transportieren. Allerdings befinden sich diese aktiven Efflux
Transporter nur auf der, dem Gehirn zugewandten Seite; also der sogenannten
basolateralen Seite der Gehirnkapillarendothelzellen. Als Beispiel eines solchen
Transporters sind hier das P-Glycoprotein und auch die ,multidrug resistance pro-

teins” (Bauer, 2002, Padridge, 2003) zu nennen. Durch diese Pumpe wird Kalium aus
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dem Interstitium des Gehirns entfernt und Na* aus dem Blut in das Interstitium trans-
portiert. Das bewirkt, dass durch die niedrige Kaliumdichte im Gehirngewebe die
Potentiale der Nervenzellen stabilisiert werden. Die Aminosaure Glycin wird ebenfalls
Uber diesen Transportmechanismus Uberfuhrt. Durch den Natriumeinstrom gelangt
auch Wasser osmotisch in das Interstitium. Der Teil des Liquors, der an den Kapilla-
ren gebildet wird, kommt so zustande. Eisen und Insulin gelangen uber den rezep-
torvermittelten Transport (Abb. 46/9) in das Gehirn. Auch das HIV-Virus verwendet

diesen Transportweg, um in das Gehirn zu gelangen (Banks et al., 2005).

2. Transportproteine fiir organische, hydrophile Kationen:

Die erste Klonierung eines Transportproteins dieser Gruppe gelang 1994 und wurde
als (OCT1) klassifiziert (Grindemann et al., 1994). Die Gruppe der ,organic cation
transporter® (OCT) gehort zu den Transmembranproteinen und wird, aufgrund der
genetischen Ahnlichkeiten mit den organischen Anionentransportern, der SLC 22
Carrierfamilie zugerechnet (Koepsell et al., 2003; Muller, 2005). OCT besitzt zum
Beispiel ebenfalls 12 Transmembrandoméanen (Abb. 47). Transportiert werden Mo-
noaminotransmitter, klassische organische kationische Substrate, wie Tetraethyl-
ammonium und Cholin, unter anderem auch die Medikamente Chinin und Tubocura-
rin (Drewe und Krahenbuhl, 2000; Tamai und Tsuji, 2000). Die Carrier benutzen das
Membranpotential als Antriebskraft (Drewe und Krahenbuhl, 2000). Die spater cha-
rakterisierten OCT 2 (Gorboulev et al., 1997) und OCT 3 (Griindemann et al., 1998)
weisen eine enge Verwandtschaft mit OCT 1 auf. OCT 2 ist vor allem in Niere, aber
auch Gehirn und Caco-2-Zellen (Fogh et al. 1977) zu finden (Gorboulev et al., 1997,
Bleasby et al., 2000; Motohashi et al., 2002). Wobei es tierartliche Unterschiede, so-
wohl bei der Verteilung, als auch bei der Substratspezifitat gibt (Tamai und Tsuji,
2000, Mdaller, 2005). Die danach entdeckten OCTN 1 (Tamai et al., 1997; Yabuuchi
et al., 1999) und OCTN 2 (Wu et al, 1998b; Tamai et al. 1998) besitzen als Beson-
derheit eine Nukleotidbindungsstelle (Tamai et al., 1998). OCTN1 wird hauptsachlich
in Niere, Trachea, Knochenmark und in der fetalen Leber gefunden (Tanai et al.,
1997), OCTN 2 in Niere, Skelett- und Herzmuskulatur, Plazenta, Prostata und auch
Gehirn (Tamai et al., 1998, Wu et al., 1998b, Elimrani et al., 2003). OCTN 2 ist Na*
abhangig und spielt eine wichtige Rolle als Carnitin-Transporter. Es konnte gezeigt

werden, dass bestimmte Mutationen des Carriers Carnitinmangel zur Folge haben.
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Weitere wichtige und bis jetzt charakterisierte Transporter sind (Drewe und Krahen-

Molekulare Struktur der Blut-

bahl, 2000):

Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

OCTN 3, das nur an der Plazenta zu finden ist,

,cation transporter 1“ CT 1, das in den Hoden, Kolon, Leber und auch in anderen

Geweben verbreitet ist,

»~novel kidney transporter” (NKT), der nur an der Niere vorkommt.

Es wird vermutet, dass die im Gehirn befindlichen Carrier der OCT Familie in der

Regulierung der Neurotransmitter eher fur die Neuronen, als flr die BHS von Be-

deutung sind (Busch et al., 1998; Wu et al., 1998 a).

Abb. 47 Struktur des humanen OCT 1. Gut erkennbar sind die 12 Transmembrandomanen
mit einer groRen extrazelluldren und einer kleineren intrazellularen Schleife (nach Koepsell et

al., 2003).
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D. Spezieller Teil der Transportsysteme an der Blut-Hirn-
Schranke

1. Glucosetransporter bzw. Hexosentransporter

Die meisten Zellen im Koérper sind, besonders die des Gehirnes, auf die kontinuierli-
che Versorgung mit Glukose angewiesen. Aufgrund der Hydrophilitat dieses Mole-
kiles kann die Doppellipidmembran einer Zelle nur mit Hilfe bestimmter Glukose-
transporter uberwunden werden (Joost und Thorens, 2001). Daflr sorgen im Korper
zwei Transportertypen. Zum einen sind dies die Na* abhangigen Glucosetransporter
,sodium dependent glucose transporters® (SGLT) und zum anderen die Transporter,
die auf der Basis der erleichterten Diffusion arbeiten, sogenannte ,facilitative glucose
(sugar) transporter (GLUT) (Wood und Trayhurn, 2003). Da die SGLT nur im Darm
und in der Niere vorkommen, ist nur der Zweite Typ fur das Gehirn relevant. Deshalb
soll hier nur auf diesen Mechanismus eingegangen werden. Crone (1965) entdeckte
als Erster einen Transportmechanismus, der die Versorgung des Gehirns mit Glu-
kose mittels erleichterter Diffusion GUbernimmt. Zahlreiche Untersuchungen beschafti-
gen sich seitdem mit der Erforschung des Transports der verschiedenen Hexosen im
Gehirn (Dick et al., 1984, Gjedde, 1992; Joost et al., 2002). Da es zu Entdeckungen
der gleichen Transporter bei unterschiedlichen Forschungsgruppen kam, die diese
unterschiedlich benannten, kommt es teilweise bei deren Einteilung zur Verwirrung
(Joost et al., 2002). Joost et al. (2001) stellten die Systematik um. Anhand dieser
Umstellung wurde eine neue Systematik strukturiert (Joost und Thorens, 2001 Joost
et al., 2002) (Tab. 2). Diese Systematik scheint allgemein anerkannt und liegt den
hier gemachten Beschreibungen zugrunde. Zur Familie der Glucosetransporter (Glut)
zahlt man mittlerweile 13 Transporter, die in in drei Subklassen eingeteilt werden
(Joost und Thorens, 2001, Joost et al., 2002). Hier gibt es zwei unterschiedliche No-
menklaturen. In der neueren Nomenklatur, in der der Genort (gene symbol system)
bestimmend ist, werden die Transporter zu den ,solute carriers 2A*“ (SLC2A) gezahlt.
Die Proteinstruktur (protein symbol system) ist flr das alte GLUT System ausschlag-
gebend (Joost und Thorens, 2001; Joost et al., 2002).

Die GLUT sind ahnlich strukturiert. Sie besitzen jeweils 12 Transmembran-Helices
(Zuniga et al., 2001). Der Teil der Transporter, die Fructose als Substrat benutzen
kénnen, GLUT 2, 5 und 7 haben, im Gegensatz zu den anderen Transportern, an der
Position ,314“ ein Isoleuzin, statt eines Valins. Daflr kbnnen Glut 1, 2, 4 auch Ga-
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laktose befordern, was den anderen Transportern nicht moglich ist (Manolescu et al.,
2005).

Pretair aliag Gene name Chromee. localzation  <ONA Gene lenzerbl)  Expresaion

GLUT]i SLC2AT  Ipde-33 7T MBI KONGR  ACT2IAN anythrocytes, brain (vascular)

GLTE SLC2AZ  3q262-27 (1869 MBIJERID AC6EER3 bvar, izkts

GLUTE SLC2AY  12pl33080 MBI Jd0es ACO0TRIE brain insurcnal)

GLUTS! SLC2AY 7R3 B4 MEOT4?  ACOORGEA riuscls, fat, beart

GLUTESH SLC2AR  1pdE2 BANE JOEAE] ACH1048 ritesting, testis, Kidney

GLUTER  GLUTE  SLC2AR  GqM4 (1365 MB) YIT800  ACOO236G aplean, laukoeytss, brain

GLUTT SLC2AT  1pdE20B2 MBI ALAGE306 urkrcan

GLUTE S GLLJ'I'J'QL":I SLC2AR O 02009ME) 1780 ALHEZ2D teatis, bstocyst, brain

GLume"  GLUTK™  SLC2A9  4p1R3-16 (102 MBI AF210M17  ACOORETA bvr, kidnay

GLUT10M SLCZAN  20012-131 (7 INBIAFI1 240 ACA0RS bver, parcraas

GLUTIM  GLUTIC®  SLCZATT  22q112 OBMB)  ANTIZH  APOCOISD haart, ruscle

GLUT12 GLUTE"™  SLC2A12  §q232 (1455 MB) ALHY363 ALIREIT heart, prostats

HMIT SLC2AT3  ambiguos AJ31RE4 brain

peauckgere GLUTE  SLCZAIP 5qd3- 35 (1837 MBI JOB462 ACO20804 ratroposon of SLC243, B0% identcal rt

raslcogere SLCZAPE 1pN 3 T36MEI AC2h366 refropcecn of SLC2AT, 90% identcal rt
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Tab. 2 zeigt eine Ubersicht der bekannten Glucosetransporter und den jeweiligen Spezifita-
ten (aus Joost und Thorens, 2001).

Die Einteilung der Subtypen (Abb. 47) erfolgt nach unterschiedlichen Gesichtspunk-

ten:

In der Ersten Klasse sind die gut charakterisierten Transporter GLUT 1-4 enthalten,
deren Gewebeverteilung recht individuell ist. GLUT 1 ist hauptsachlich auf Erythro-
zyten und an den kleinen Gefallen des Gehirnes nachweisbar (Mueckler et al.,
1985). GLUT 2 findet man hauptsachlich in Leber und Pankreas (Fukumoto et al.,
1988), GLUT 3 an neuronalen Zellen (Kayano et al., 1988), GLUT 4 in Fett- und
Muskelgewebe (Fukumoto et al., 1989). Sie haben eine vergleichbare Affinitat zu
Glucose und weisen ahnliche molekulare Strukturen und Hormonsteuerung auf
(Joost und Thorens, 2001).

In Klasse Zwei sind die Transporter zusammengefasst, die auch Fructose als Sub-
strat haben GLUT 5, 7, 9 und 11. Wobei GLUT 5 Fructose spezifisch ist. Diese
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Transporter zeigen einige spezifische Charakteristika auf molekularer Ebene (Joost
und Thorens, 2001).

GLUTY
GLUT3

GLUT4
GLUTZ2

Class |

GLUTS
GLUTT
GLUTS
GLUT1

GLUTE
e
GLUT10 Class Il
HMIT1

Abb. 48 Ubersicht tber die verschiedenen Carrier und deren Einteilung in die verschiedenen
Subtypen (aus Joost et al., 2002).

Class Il

Abb. 49 Vergleich der molekularen Struktur der Klasse | und Ill der Glucosetransporter. Gut
erkennbar sind die Unterschiede an Schleife 1 und 9 (aus Joost und Thorens, 2001).
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In Klasse Drei der Glucosetransporter sind GLUT 6, 8, 10, 12 und H (+)-Myo-Inositol
Cotransporter (HMIT) zusammengefasst. Diese Carrier besitzen eine klrzere erste
extrazellulare Schleife, an der eine Glykosilierungsstelle fehlt. Sie haben diese statt-
dessen an der, im Vergleich mit den anderen Klassen, grof3er angelegten neunten
Schleife siehe (Abb. 49) (Joost und Thorens, 2001).

Muckler et al. (1985) waren die ersten, die einen Glucosetransporter der Leber und
der Erythrozyten nach Aminosauren sequenzierten. Diesen, spater als GLUT 1 be-
zeichneten 55 kD groflien Carrier (Fenstermacher et al., 2001), findet man in vielen
Geweben, so zum Beispiel im Skelettmuskel (Castello et al., 1993) und in sehr gro-
Rer Anzahl auf den Zellmembranen der menschlichen Erythrozyten. Der Carrier
spielt eine wichtige Rolle an der Blut-Hirn-Schranke (Cornford et al., 1995; Doege et
al., 2000a, b; Pardridge, 1991) und auch an den anderen Blut-Gewebe-Schranken,
wie zum Beispiel der Blut-Plazenta-Schranke (Marten, 2004). Er ist wohl einer der
Transporter, die flr die basale Versorgung der meisten Zellen mit Glucose sorgen
(Doege et al., 2000a, b). Schon Muckler et al. erkannten, dass der Transporter aus
12, die Zellmembran durchspannende, Domainen besteht (Mueckler et al., 1985)
(Abb. 48). Der Transporter ist in den Endothelzellen sowohl luminal, als auch ablumi-
nal vorhanden (Farrell und Pardridge, 1991; Simpson, et al., 2001) (Abb. 50). Farrell
und Padridge (1991) zeigten mittels Versuchen an der Ratte, dass die Verteilung von
GLUT 1 im Endothel sich nicht symmetrisch verhalt, sondern luminal etwa die 4-fa-
che Anzahl der Transporter zu finden ist. Intrazellular und abluminal befindet sich in
etwa die gleiche Anzahl Carrier. Ahnliche Verteilungsmuster an den Gehirnkapilla-
rendothelzellen sind auch bei Mensch (Cornford et al., 1995) und Kaninchen (Corn-
ford et al., 1993) nachgewiesen. Die Anzahl der Glut 1 Transporter an den Zellober-
flachen steigt mit erhdhten Insulinkonzentrationen an (Hausdorff et al., 1995; Hansen
etal., 1998).
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T?pé }btl'elzellen e e Abb. 50 Elektronenmikroskopische Auf-
) \  Typa nahme zeigt die Verteilung von Glut 1 an
Y den unterschiedlichen Kompartimenten des
cerebralen humanen Kapillarendothels,
beachte auch den GréRenmalistab im Ver

gleich mit dem angeschnittenen Erythro
zyten (aus Cornford und Hyman, 2005).

Das Transportsystem sorgt sowohl flr den spezifischen Transport von D-Glucose
(Goldstein und Betz, 1986), als auch anderer D-Hexosen (Fenstermacher et al.,
2001) ins Gehirn. L-Glucose wird dagegen von Glut 1 nicht als Substrat akzeptiert
(Fenstermacher et al., 2001). GLUT 1 sorgt ebenfalls fur die Vitamin C Versorgung
des Gehirns, wobei die oxidierte Form Dehydroascorbinsaure transportiert und dann
im Gehirn wieder in Ascorbinsaure umgewandelt wird (Agus et al., 1997). Neuere
Publikationen gehen davon aus, dass es unterschiedliche Variationen von GLUT 1
gibt und dass bei dem GLUT 1 Transporter an der BHS die Moglichkeit eines Co-
Transportes von Wasser und Glucose besteht (Cornford und Hyman, 2005). Des
weiteren teilen Cornford und Hyman (2005), aufgrund ihrer beim Menschen ge-
machten Untersuchungen, je nach Menge der vorhandenen GLUT 1 Epitope, die
Kapillarendothelzellen in Typ A, mit viel GLUT 1 (20-30 Epitope/um), Typ B Kapilla-
ren, mit wenig GLUT 1 (1-2 Epitope/ pm) und dem Zwischentyp AB (5-10 Epi-
tope/um) (Abb. 50) ein.

T T b L :_' L]
1 L
—D'5 Lish) ' A ‘A UMINAL
S . LUMINAL MEMBRANE & 2 0
ERYTHRO GLUT1TRANSPORTER ‘.“‘:i'; ¥

de

-

Abb. 51 Immunogold Aufnahme einer Gehirnkapillare. GLUT 1 ist markiert. Man erkennt die
Verteilungsmuster an den Zelltypen A und B. Der Erythrozyt wird den AB Typus zugerechnet
(aus Cornford und Hyman, 2005).
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Um ein noch besseres Verstandnis der Funktionsmechanismen zu erlangen, wird mit
unterschiedlichen Methoden versucht ein dreidimensionales Bild der Struktur von
verschiedenen Proteinen unter anderen auch der Transportproteine zu erstellen
(Chang et al., 2005). In Bezug auf die Erstellung eines dreidimensionalen Modells
(Abb. 52) von Glut 1 ist schon sehr viel Forschungsarbeit geleistet worden (Alisio und
Mueckler, 2004; Manning et al., 2002, Mueckler und Makepeace, 1999; Mueckler
und Makepeace, 2002; Mueckler et al., 2004; Mueckler und Makepeace, 2005;
Salas-Burgos et al., 2004; Sato und Mueckler, 1999; Zuniga et al., 2001). Es ist der

am genauesten erforschte Hexosetransporter (Chang et al., 2005).

Abb. 52 Bandmodelle von GLUT 1:

a) zeigt eine seitlich Gesamtansicht

b) extrazellulare Ansicht

c) Ansicht der Cytoplasmatischen Oberflache (aus Zuniga et al., 2001).

Fukumoto et al. (1988) suchten nach einem Transporter, der fur den Glucosetrans-
port in die Leber zustandig ist. Sie fanden ein 524 Aminosauren grol3es Protein, das
in der strukturellen Organisation dem zuerst gefunden Transporter, der spatere

GLUT 1, ahnlich war. Dieses, dem ,Glucosetransporter ahnliche Protein®, unter-
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schied sich jedoch in der Sequenz von GLUT 1 um 44,5%. Der Transporter, spater
GLUT 2 genannt, war in groRen Mengen in der Leber zu finden und in kleineren
Mengen in der Niere und im Dinndarm (Fukomoto et al., 1988). Ebenso ist er in den
Beta-Zellen des Pankreas prasent (Joost und Thorens, 2001). Er kann sowohl Glu-
cose als auch Fructose transportieren (Manolescu et al., 2005). GLUT 2 besitzt eine
auffallend hohe Michaelis-Menten-Konstante (Ky) fur Glucose von 15-20 mmol, sie
liegt hier um einiges hoher, als beispielsweise die Konstante fur Glut 1, die bei 4-8
mmol liegt (Stryer et al., 2002). Der hohe Umsatz von Glucose ist zum einem wichtig
fur die schnelle Reaktion auf Veranderungen des Blutzuckerspiegels an der Leber,
zum anderen sorgt GLUT 2 in den Epithelzellen des Darms und der Nieren fur eine
schnelle Bewaltigung der transepithelialen Substratflisse nach den Mahlzeiten
(Petrides, 1998). GLUT 2 bildet es zusammen mit der Glucokinase ein System, wel-
ches schon auf minimale Anderungen des Blutglucosespiegels mit entsprechenden

Reaktionen des Glucosestoffwechsels reagiert (Petrides, 1998).

Kayano et al. (1988) konnten ein drittes Protein identifizieren und charakterisieren,
das starke Homologien (64,4% zu GLUT 1; 51,6% zu GLUT 2) zu den ersten beiden
aufwies. Sie vermuteten, dass es sich bei diesen Transportern wohl um eine Familie
mit ahnlicher Struktur handeln musse, die in die Nahrstoffversorgung der Zellen in-
volviert sind. GLUT 3 ist wie Glut 1 in fast allen Korperzellen, vor allem aber im Ge-
hirn, in der Niere, den Nervenzellen und in der Plazenta zu finden (Kayano et al.,
1988; Xia et al., 1993). Diese insulinabhangigen (Xia et al., 1993; Horn et al., 2003)
Transporter sind beide fur die basale Versorgung mit Glukose verantwortlich (Horn et
al., 2003). Zudem ist GLUT 3 sehr wichtig fur die neuronale Glucoseversorgung und
zeichnet sich durch eine sehr geringe Ky aus, wobei Stryer et al. (2002) sie mit
1mmol/l und Petrides (1998) mit 10 mmol/l angibt.

Glut 4 ist insulinabhangig und in der Skelett- und Herzmuskulatur, in Adipozyten und
im braunen und weil3en Fettgewebe zu finden (Castello et al., 1993; Xia et al.,1993).
Bei erhdohtem Insulinspiegel wandern die Glut 4 Transporter von den inneren Kom-
partimenten der Zelle vermehrt an die Zelloberflache (Hausdorff et al., 1995, Haruta
et al.,, 1995; Hansen et al., 1998) und tragt so zu der schnellen Glucoseaufnahme
nach den Mahlzeiten bei. Die Glut 4 Isoform ist sowohl auf den Plasmamembranen
als auch in einem spezifischen Kompartiment des Golgi-Apparates zu finden, wobei

die Transporter durch vesikulare Endo- bzw. Exozytose vom einem zum anderen

76



Molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

Kompartiment ausgetauscht werden konnen (Petrides, 1998). So ist eine rasche in-
sulinabhangige Erhdéhung der Glut 4 Dichte in der Plasmamembran mdglich
(Petrides, 1998). Die Dichte dieser Carrier wird im Skelettmuskel auch durch kérper-

liches Training beeinflusst (Castello et al., 1993).

GLUT 5 (Kayano et al., 1990) ist primar ein Fructose-Transporter (Joost und
Thorens, 2001; Manolescu et al., 2005). Dieser befindet sind an Dunndarm, Niere,
Muskel- und Fettgewebe (Kayano et al., 1990) und auch an den Plasmazellen reifer
Spermatozcyten (Petrides, 1998).

Das ,alte” GLUT 6 war ein Pseudogen, das mit GLUT 3 im Zusammenhang stand
und dessen cDNA Sequenz von Kayano et al. (1990) entdeckt wurde. Das ,neue”
GLUT 6 (Doege et al., 2000a), ehemals als GLUT 9 bezeichnet (Joost und Thorens,
2001), ist vor allem im Gehirn, Leukozyten und Milz zu finden (Doege et al., 2000a).
Es zeigt die charakteristischen 12 intrazellularen Helices und besitzt mit GLUT 8 eine
Homologie in der Aminosauresequenz von 44,8% (Doege et al., 2000a). Der Nach-
weis des Proteins dieses Transporters in einem dieser Kompartimente konnte jedoch
noch nicht erbracht werden (Joost und Thorens, 2001).

GLUT 7 ist ein nicht charakerisiertes Gen (SLC2A7), dem Genort von GLUT 5 be-
nachbart. Beide Transporter weisen groRe Ahnlichkeiten auf und haben zu 58% die
gleichen Aminosaurensequenz (Joost und Thorens, 2001) Glut 7 spielt wahrend der
Gluconeogenese in der Leber eine wichtige Rolle und kann sowohl Glukose, als
auch Fructose transportieren (Petrides 1998, Joost et al., 2002, Manolescu et al.,
2005).

GLUT 8 ist der vormals auch als GLUTX1 bezeichnete Transporter (Joost und
Thorens, 2001). Die cDNA von GLUT 8 wurde beim Mensch und Maus sequenziert
(Doege et al., 2000b; Ibberson et al., 2000, Crayanopulus et al, 2000). Die mRNA
dieses Transporters ist vor allem in den Hoden und in kleineren Mengen im Skelett-
muskel, Herz, Dinndarm und Gehirn zu finden (Doege et al., 2000b). Da der GLUT 8
in Hoden von adulten Ratten zu finden war, nicht aber in den Testis von nicht ge-
schlechtsreifen Ratten gefunden wurde, wird vermutet, dass es sich bei diesem Car-
rier um einen hormongesteuerten Glucosetransporter handelt, der im Hoden eine
spezifische Rolle spielt (Doege et al., 2000b). Es gibt auch Vermutungen, dass die
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Ausbildung von GLUT 8 mit dem Metabolismus von Adipozyten im Zusammenhang
steht (Scheepers et al., 2001).

Phay et al., publizierten im Jahre 2000 die Sequenz der cDNA von GLUT 9. Der Car-
rier ist der von Targatalia und Weng (1999) als GLUTX patentierte Transporter, wo-
bei die Sequenzen etwas abweichen. Es wird vermutet, dass Phay et al. (2000) die
richtige Sequenz vorgestellt haben (Joost und Thorens, 2001; Joost et al., 2002).
Das Vorkommen dieses 540 Aminosauren umfassenden Transporters ist sehr stark
auf Leber und Niere konzentriert, kleinere Mengen seiner mRNA wurden in Dunn-

darm, Plazenta, Lunge und Leukozyten gefunden (Phay et al., 2000).

2001 wurde von McVie-Wylie et al. GLUT 10 vorgestellt. GLUT 10 besteht aus 541
Aminosauren und zeigt in seiner Struktur die fur die GLUT Transporter charakteristi-
schen 12 intrazellularen Helices (McVie-Wylie et al., 2001). Die grolite Verbreitung
findet GLUT 10 in Leber und Pankreas (McVie-Wylie et al., 2001).

Bisher ging man davon aus, dass GLUT 11 (Doege et al., 2001a, b) nur in Herz- und
Skelettmuskulatur zu finden sei. Inzwischen weil3 man, dass es zwei vom ,splicing*
abhangige Formen gibt. Zum einem eine kurze Variante, die hauptsachlich in Herz
und Skelettmuskulatur zu finden ist (Wu et al., 2002), zum anderen eine lange GLUT
11 Variation, die in Leber, Lunge und Gehirn vorkommt (Wu et al., 2002). Der Gluco-
setransport bei Glut 11 wird durch die Anwesenheit von Fructose gehemmt (Doege
et al., 2001b).

Rogers et al. (1998, 2002) identifizierten ein neues glucostransporterahnliches Pro-
tein, welches sie in Brustkrebszellen fanden, GLUT 12. Der Transporter ist im Ske-
lettmuskel, Fettgewebe und Dinndarm vorkommend und gehort zu den insulinab-

hangen Glucosecarriern (Rogers et al., 2002).

HMIT (H(+)-Myo-Inositol-Transporter) besteht aus 618 Aminosauren (Uldry et al.,
2001). Das Glycoprotein ist zwischen 75 und 90 kDa grof3. Der Carrier besitzt 12 in-
trazellulare Domanen und ist vorwiegend im Gehirn zu finden. Hier ist sein Vorkom-
men v. a. an den Astrozyten und etwas weniger haufig an den Neuronen sowohl an
der Zelloberflache als auch im Zellinneren nachgewiesen worden (Joost und
Thorens, 2001). Dieser Transporter ist der erstentdeckte protonengekoppelte H(+)-
Myo-Inositol-Transporter und hat somit nicht Glucose als Substrat (Uldry et al.,

2001). Untersuchungen an Oozyten von Xenopus laevis zeigten, dass HMIT nur
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Myo-Inositol und dessen verwandte Stereoisomere transportiert, wobei eine Trans-
portsteigerung bei niedrigen pH Werten mit einem Maximum bei pH 5 (Uldry et al.,
2001) festzustellen war. Der Transporter ist in intrazellularen Vesikeln zu finden, die
nicht mit den synaptischen Vesikeln vergleichbar sind (Uldry et al., 2004). An der
Zelloberflache ist HMIT nach intrazellularem Kalziumanstieg oder Zelldepolarisation
zu finden und auch in Gebieten in denen nervales Wachstum stattfindet, kommt er
vermehrt vor (Uldry et al., 2004).
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Abb. 53 Die Aufnahmen verdeutlichen die Aktivitat verschiedener MCTs an der Blut-Hirn-
Schranke (aus Cornford und Hyman 1999). Linke Abb.: MCT 1 ist hauptsachlich im Kapillar-
endothel zu finden. Rechte Abb.: Nachweis von MCT 2 an den glialen Auslaufern dicht hinter
den Basal laminae.

2. Monocarboxylat Transporter

MCT (monocarboxylic acid transporter) ist ein protonengekoppelter Carrier, der fur
die essentielle Versorgung des Gehirns mit Monocarboxy-Carbonsauren sorgt
(Marten, 2004). Diese 9 Mitglieder (MCT1 - MCT9) umfassende Familie von Integral
Proteinen spielt eine immens wichtige Rolle fur die Energieversorgung des Gehirns,
wenn aus die Versorgung mit D-Glucose nicht mehr ausreicht (Drewes et al., 2001).
Dies ist zum Beispiel wahrend ausgedehnter Fastenzeiten, aber auch wahrend der
Sauglingszeit und Neonaten der Fall (Drewes et al., 2001), weshalb diese Carrier zu
dieser Zeit vermehrt ausgebildet sind. So ist zum Beispiel nachgewiesen, dass in ei-
nem 17 Tage alten gesaugten Rattenbaby die Dichte von MCT1, um das 25fache

hoher ist, als bei einem erwachsenen Tier (Leino et al., 1999) (Abb. 53, 54). Unter

79



Molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

diesen Umstanden erfolgt die Energieversorgung dann vorrangig mit Hilfe von Laktat,
Pyruvat und den Ketonkérpern Beta—Hydroxybutyrat und Acetactat (Drewes et al.,
2001), die als Alternativen zu D-Glukose zur Verfiigung stehen. Die unterschiedliche
Verteilung an den Kompartimenten der BHS legen nahe, dass die Transporter unter-
schiedliche Aufgaben haben (Cornford und Hyman, 1999). So dient wahrscheinlich
der hauptsachlich im Endothel zu findende MCT 1 der Ernahrung des Gehirns, bei-
spielweise mit Ketonkorpern, wohingegen der in den angrenzenden glialen Zellen zu
findende MCT 2 eher fir den Abtransport von beispielsweise Laktat aus dem Hirn
parenchym sorgt (Cornford und Hyman, 1999) (Abb. 53, 54).

Abb. 54 Gegenlberstellung der vor-
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E. Aminosauren Transport an der Blut-Hirn-Schranke

Lange Zeit wurde angenommen, dass fur den Transport der Aminosauren in das Ge-
hirn nur die drei von Oldendorf und Szabo (1976) gefundenen Transportsysteme
existieren und je ein Carrier fur neutrale, basische und saure Aminosauren zustandig
sei. Inzwischen hat man entdeckt, dass die Verhaltnisse wesentlich komplizierter und
komplexer sind (O’Kane und Hawkins, 2003).
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1. Der Transport von neutralen Aminosauren:

Flr den Transport von neutralen Aminosauren stehen einige Systeme im adulten
Korper zur Verfugung.

Dies sind:
das Na* unabhangige L-System und
die Na* abhangigen Systeme:

- ASC-Transporter,

- das A-System,

- der BY% * Carrier (Smith, 2000; Tamai und Tsuij, 2000),
- das N-System und

- das EAAC System (O’Kane und Hawkins, 2003).

Oexender und Christensen (1963) fanden bei ihren Versuchen mit Ehrlichzellen ein
Na® unabhangiges Aminosauretransportsystem. Dieses wurde spater als L System
bezeichnet. Nach der Erkenntnis, dass es mehr als nur ein Na® unabhangiges
Transportsystem gibt (Segawa et al., 1999; Pineda et al., 1999; Kanai et al., 1998),
wurde eine neue Nomenklatur erstellt und das L System aufgeteilt. Zwei Variationen
sind bisher gefunden worden; sie werden als ,large neutral amino acid transporter®
LAT 1 und 2 bezeichnet (Hyde et al., 2003; Jain-Vakkalagadda et al., 2003). Ein fur
die Blut-Hirn-Schranke wichtiger Carrier soll nur der als LAT 1 bezeichnete Trans-
porter sein (Boado et al., 1999, Boado et al., 2004). Segawa et al. (1999) publizierten
jedoch, das LAT 2 stark verbreitet in Dinndarm, Niere, Plazenta und auch im Gehirn
ist. Die Affinitat des Transporters (LAT 1), der neben dem Gehirn auch in der Cornea
(Jain-Vakkalagadda et al., 2003) nachgewiesen wurde, zu den Aminosauren, ist be-
sonders grof3, d.h. er zeichnet sich durch eine kleinere Michaelis-Menten Konstante
aus, als die Vertreter des L Systems im peripheren Gewebe (Boado et al., 1999). Da
die Unterschiede von LAT 1 und LAT 2 im Rahmen dieser Dissertation von geringer
Relevanz sind, wird in den weiteren Ausfiihrungen der urspringliche Name: L-Sys-
tem verwendet.

Das L-System ist im Gegensatz zu den anderen Na* abh&ngigen Transportern fir
neutrale Aminosauren sowohl luminal als auch abluminal vorhanden (Oldendorf,
1971a, b; Oldendorf und Szabo, 1976; Padridge, 1977; Sanchez del Pino et al.,
1995b, Joo, 1995, Smith und Stoll, 1998, Kanai et al., 1998). Es sorgt fiir den Uber-
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tritt groRer neutraler Aminosauren (Oexender und Christensen, 1963; Smith und
Stoll, 1998; Kanai et al., 1998) und auch von verzweigtkettigen und aromatischen
Aminosauren aus dem Blut ins Gehirn. Das Transportsystem funktioniert nach dem
Mechanismus der erleichterten Diffusion und hat eine hohe Affinitdt zu Leuzin. Es
wird deshalb von anderen neutralen Aminosauren wie Glutamin, Histidin, Methionin
und Phenylalanin in der Transportrate gehemmt (O’Kane und Hawkins, 2003) und
auch Vasopressin scheint die Transportrate zu mindern (Reichel et al., 1996). Als
Substrate gelten beispielweise auch Isoleucin, Valin, Phenylalanin, Tryptophan und
sein nicht zu metabolisierendes Analogon 2-Aminobicyclo-2, 2, 1-Heptane-2-Carb-
oxylsaure (Hargreaves und Padridge, 1988; Lefauconnier, 1992). Auch fur den
Transport von L-Dopa ist das L-System zustandig (Oldendorf, 1971a), wobei nur ein
sehr geringer Prozentsatz der radioaktiv markierten Aminosaure ins Gehirn gelangt
(Wurtman et al., 1970). Das liegt aber daran, dass das transportierte Dopa durch die
Dopa-Decarboxylase inaktiviert wird (Bradbury, 1993). Diese Tatsache macht die
Behandlung von Parkinson Patienten so schwierig. Dieses System wird hauptsach-
lich als Austauschsystem genutzt. Die Transportaktivitat dieses Systems wird durch
die Menge der systemisch vorhandenen L-Aminosauren gesteuert (Trans-Stimula-

tion) (Lefauconnier, 1992).

Es gibt insgesamt finf Na* abhangige Aminoséauretransporter, die alle in der ablumi-
nalen Zellmembran lokalisiert (Sanchez del Pino et al., 1995 a, b) sind, obwohl in in
vitro Versuchen auch an der abluminalen Membran schon einige gefunden wurden
(O’Kane und Hawkins, 2003). Diese Na* abhangigen Transporter halten die Kon-
zentration der neutralen Aminosauren in Extrazellularflissigkeit bei etwa 10 % der

Konzentration des Plasmaspiegels (Kruse et al., 1985; Martinez et al., 1993).

Das A-System ist ein Na* abhangiges System, dass sich nur an der abluminalen
Seite des Gefalkendothels befindet (Betz und Goldstein, 1986; Sanchez del Pino et
al., 1992; Sanchez del Pino et al., 1995a, b). Es sorgt dafur, dass kleine neutrale
Aminosauren, wie z. B. Prolin, Histidin, Glycin, Asparagin, Serin und Alanin (O'Kane
et al., 2004) aus dem Hirngewebe ins Blut transportiert (Fenstermacher et al., 2001)
werden. Es soll aber auch fir Aminosauren mit kurzen polaren oder linearen Seiten-
ketten zustandig sein (Lefauconnier, 1992). Die Transportmenge des A-System wird
sowohl von den eigenen intrazellularen Substraten (Trans-Inhibition), als auch durch

einen erniedrigten extrazellularen pH-Wert reglementiert (Lefauconnier, 1992).
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Bei dem (ASC)-Sytem (Alanin, Serin, Cystein) handelt es sich ebenfalls um ein Na*
abhangiges Transportsystem, das den Haupttransporter an den Gehirnkapillaren fur
Alanin, Serin, Cystein darstellt (Tayarani et al., 1987). Auch andere homologe Ami-
nosauren, mit bis zu 5 Kohlenstoffatomen (Hargraves und Padridge, 1988; Lefau-
connier, 1992), werden befordert. Substrate sind insgesamt gesehen: Ala, Ser, Cys,
Gly, Met, Val, Leu, lle, Cys, und Thr (O’Kane et al., 2004, Tovar et al., 1988). Zu-
satzlich zu seinen Substrat Praferenzen unterscheidet sich dieses System vom A-
System durch seine Intoleranz gegenuber N-methylierten Substraten, seiner héheren
Stereospezifitdt und der Sensitivitat gegentber anderen pH Werten (als pH von 7,4)
(Hargraves und Padridge, 1988) (Tab. 3). Die in der Zelle befindlichen Substrate
steigern seine Aktivitat (Trans-Stimulation) (Lefauconnier, 1992). Es ist das Na* ab-

hangige Hauptsystem in den meisten Zellarten (Lefauconnier, 1992).

Das ,basic amino acid“ System B® *, (siehe: kationische Aminos&uren Transportern
(KAT).

System N ist fur den Transport von Glutamin, Asparagin, Serin und Histidin verant-
wortlich (O’Kane et al., 2004). Dieses Transportsystem bewaltigt an der BHS den
Hauptanteil, etwa 80 % des Glutamintransportes. Die verbleibenden 20% tragt Sys-
tem A, wobei es sich hier Ergebnisse von Untersuchungen am Rind handelt, welches
kein ASC-System besitzt (Lee et al., 1999) (Abb. 55). System N hat die grofte Spe-
zifitat fur Aminosauren, mit einer Nitrogen-Gruppe in der Seitenkette, wie z. B. Glu-
tamine Asparagin und Histidin (Sanchez del Pino et al., 1992). System N wird, im
Gegensatz zu System A nicht durch Insulin oder Glukagon stimuliert (Kilberg et al.,
1980).

Na-LNAA ist ein erst vor kurzem entdeckter Na* abhangiger Transporter, der die
Aminosauren Leu., lle., Val., Trp., Tyr., Phe., Met., Ala., His., Thr., und Gly. als Sub-
strate hat (O'Kane und Hawkins, 2003; O’Kane et al., 2004).

Das Transportsystem, das die Aminosauren Aspartat und Glutamat bevorzugt, ist
das (excitatory amino acid carrier) EAAC System. Dieses Na* abhangige Transport-
system besteht aus unterschiedlichen Variationen, die dafur sorgen, dass die Kon-
zentration von Glutamat in der extrazellularen Flussigkeit des Gehirns niedrig bleibt
(O’Kane et al., 1999). Der Carrier findet sind sowohl an Astrozyten (EAAT1, EAAT
2), als auch an Neuronen (EAAT 3) (O'Kane et al., 1999). In den Gehirnkapillaren
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sind alle drei Transporter an der abluminalen Zytoplasmamembran zu finden und
zwar nur dort (O'Kane et al., 1999).

A N ASC LNAA

MNonessential
Glveine
Alanine
Serine

Proline
Asparagine
Glutamine
Hiztidine
Eszzential in brain
Threcnine
Cysteine
Methionine
Waline
Leucine
[zolencine
Phenylalanine
Twvrosine
Tryptophan

++++++

+++
++++++ ++ +
+ ++

+++++++

Tab. 3 Ubersicht (iber die Na* unabhangigen Aminosauretransporter und deren Substrate an
der Blut-Hirn-Schranke (aus O’Kane et al., 2004).

ERAIN ELQOQD
Abluminal 'l\\‘- Y, Luminal
A >
N
ASC
7
LNAA >
8
L1 L1
14 34

'/f Endothelial cells ‘\"

Abb. 55 Lokalisation und die jeweilige Clearence Rate der Carrier der neutralen Aminosau-
ren (aus O'Kane et al., 2004).
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2. Transport von Kationischen Aminosauren

Nach der alten Definition der Aminosauretransporter: Na* Abhangigkeit und Sub-
stratspezifitat der Aminogruppe (Deves und Boyd, 1998) sind flir das erwachsene
Saugetier vier Transportsysteme charakterisiert worden, welche sich in ihrer Spezifi-
tat, kationischen Abhangigkeit und physiologischen Rolle unterscheiden (Deves und
Boyd, 1998). Dies sind das System y*, das System B *, das b® * System und das
y'L System (Deves und Boyd, 1998). Wobei nur das System y* spezifisch fiir die ka-
tionischen Aminosauren ist, wahrend die Systeme B® *, das b® * System und das y'L
System auch neutrale Aminosauren akzeptieren (Deves und Boyd, 1998). Auf der
Grundlage von C-DNA, die in diesem Zusammenhang isoliert werden konnte, war
man in der Lage, zwei Proteinfamilien zu identifizieren: Erstens, die cationic amino
acid transporter (CAT) und zweitens die broad-scope transportproteins (BAT). Die
aus den zwei Isoformen rBAT und 4F2hc bestehende Familie der BAT besitzen ein
Molekulargewicht, das zwischen 59 und 78 kDa liegt, des Weiteren haben sie 1 bis 4
Transmembransegmente (Deves und Boyd, 1998). Den BAT Proteinen werden den
Transport regulierende Aufgaben zugesprochen (Deves und Boyd, 1998). So wird
zum Beispiel bei den Oozyten von Xenopus laevis durch die Expression von rBAT
und 4Fhc die Aktivitat von den Systemen b © * und y* L induziert (Deves und Boyd,
1998).

Das System y" sorgt fir den Transport von Aminosduren mit kationischer Seiten-
kette, wie L-Arginin (Fenstermacher et al., 2001), Lysin und Ornithin (Deves und
Boyd, 1998) und interagiert kaum mit neutralen Aminosauren. Dieses System ist Na*
unabhangig (Lefauconnier, 1992; Deves und Boyd, 1998) und folgt dem Prinzip der
Trans-Stimulation (Lefauconnier, 1992).

Die Systeme B® * und b® * zahlen zu den ,broad-scope transport “ Proteinen (BAT).
Die beiden Systeme unterscheiden sich in ihremTransportmechanismus. System B
*ist Na " abhangig, das b® * System ist Na * unabhangig (Deves und Boyd, 1998).
Substrate von System B° * sind sowohl Lysin und L-Alanin, als auch andere
bicyclische Aminosauren (Deves und Boyd, 1998). Das b® * System ist bei niedriger
Leucin- und Lysinkonzentration fir die groRte Transportmenge an Leucin (88%) und
Lysin (98%) im Blut zustandig (Deves und Boyd, 1998).
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Ein weiterer, zu den BAT Proteinen zahlender, Transporter ist das y*L-System. Es
ist ebenfalls Na* abhangig (Deves und Boyd, 1998) und teilt sich beispielsweise das
Substrat Lysin mit dem y*System, wobei es sich bei dem y* System um einen
Transporter mit einer niedrigen Affinitat, aber hoher Kapazitat handelt, der spezifisch
fur kationische Aminoséauren ist. Bei dem y'L System liegen die Verhaltnisse umge-
kehrt dem y*System. Es besitzt eine hohe Affinitdt und eine geringe Transportkapa-
zitat flr die Aminosauren Leucin und Lysin (Deves et al., 1992). Die Substratspezifi-
tat des y *L Systems ahnelt in Anwesenheit von Na* dem von b° *, aber die zwei
Systeme unterscheiden sich in ihrer Interaktion mit monovalenten anorganischen
Kationen (Deves und Boyd, 1998). Das b” * System ist Na* unabhangig. Beim y'L
variiert die Spezifitdt in Abhangigkeit der ionischen Zusammensetzung des Mediums
(Deves und Boyd, 1998). In einem Na® oder Li* enthaltendem Medium interagiert das
y'L System sehr stark mit sowohl den neutralen, als auch den kationischen Amino-
sauren, werden diese lonen durch K ersetzt, sinkt die Affinitat zu den neutralen

Aminosauren sehr stark (Deves und Boyd, 1998).

a) Kationische Aminosaure spezifische Transporter der
CAT Familie

Die Codierung fiur die 4 Isoformen der CAT (CAT-1, CAT-2A, CAT-2(B)) findet sich
auf 3 Genen, wobei die Vertreter dieser Familie in etwa 70 kDa grof3 sind und meh-
rere Transmembrandomanen besitzen (Aulak et al., 1996; Barbul, 1995; Baydoun
und Mann, 1994). Trotz ihrer Ahnlichkeit im Aufbau, weisen die CAT doch einige
Unterschiede in ihrer Verteilung im Gewebe, ihrer Kinetik und den regulatorischen
Eigenschaften auf (Deves und Boyd, 1998). Der wichtigste Carrier fur kationische
Aminosauren ist CAT-1 (Fenstermacher et al., 2001). Der murine CAT-1 ist ein ein-
faches Polypeptid welches sich aus 622 Aminosauren zusammensetzt, mit einem
relativen Molekulargewicht von 67 kDa (Deves und Boyd, 1998). In Versuchen mit
Oozyten von Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass CAT-1 fur den Transport
von L-Arginin, L-Lysin und L-Ornithin sorgt. Dieser Transport ist Na* unabhéngig und
sattigbar (Kim et al., 1991; Wang et al., 1991). Die CAT-1 Transporter sind in allen

Geweben des Korpers mit Ausnahme der Leber zu finden (Deves und Boyd, 1998).

CAT-3 ist ein gehirnspezifischer kationischer Aminosauretransporter, bestehend aus

619 Aminosauren. Sein Molekulargewicht liegt bei ~ 67 kDa (Deves und Boyd, 1998).
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Der Arginin Transport von CAT-3 ist Na* unabhangig und nicht durch neutrale Ami-
nosauren beeinflusst (Deves und Boyd, 1998).

b) Organische Anionen Transporter Proteine

Die Vielzahl von gefundenen multispezifischen organischen Anionentransportern
wird in zwei Hauptfamilien eingeteilt. Das sind zum einen die organischen Anionen
Transporter ,organic anion transporter (OAT) zum anderen die organischen Anionen
Transportpolypeptide ,organic anion transporter polypeptid“ (oatp) (Sekine et al.,
2000). Bis jetzt wurden bei den Oatp’s sieben Vertreter entdeckt, namlich: oatp1,
oatp2, oatp3, OAT-K1, OAT-K2, OATP, der Prostaglandintransporter (PGT), und den
leberspezifischen Transporter-1 (LST-1) (Sekine et al., 2000). Der OAT Familie wer-
den die Vertreter OAT1-4 zugerechnet (Sekine et al., 2000) (Tab. 4).

Organic anicr trarsporter polypeptide (cotp) and orgaric arion tronsporter (QOAT) famelics

QAT Provessos S"ollm';'ﬁ, Substrote Specificity Tissue Expression
Catp family
oatpl Rat Bile salts, steroid harmones, leukotriene C,, bulky organic cations Liver, CP, kidney
oatpl Rat Taurceholate, cholate, estrogen conjugates, cuabain, digoxin, DPLPE Liver, kidrey, BEE. CP
oatpd Rat Thyroxine, triiodothyronine, taurocholate Kidney, retina
QOAT-E1 Rat Methatremate, folats Kidnay
QAT-Ez Rat Taurccholate, methatrexats, folate, prostaglandin E Kidney
QATP Human Bromosulfophthalein, cholate, tanrccholate, glyeocholats, Liver, BBE, lung,. kidney, testes
(DATP-AY taurochenodenmychalate, tanroursodecageholate, opicid peptides
{deltorphin II, DEDFE:
PGT Rat TUnkncwmn Tnkrown
L3T1 Human, rat Tanurccholate Liver
QAT family
JATL Hurman, rat PAH, dicarboogdates, cyclic nucleotides, prostaglandin E, urate, - Kidney, brain
lactam antibiotics, nonstercidal ant-inflammatory drogs, diuretics
QAT2 Rat PAH, salicylate, acetylsalicylate, prostaglandin E, dicarboxylates Liver, kidrey
QATS Human, rat PAH. cimetidine, estrore sulfate Liver, brain, kidney, eyve
CATY Hurnan Estrons sulfate, DHEA sulfate Kidney, placenta

DFDPE, [0Peni2), DuPenifienkephaling PAH. p-ammicohi pparate: DHEA, dehvd respisndasterons (Sekine ot al., 206005,

Tab. 4 Zeigt die Vertreter der Organischen Anionen Transporter, ihre Substrate und die je-
weiligen Hauptfundorte (aus Sekine, 2000).

Kusuhara und Sugiyama (2001a) rechnen zu den fir die Blut-Hirn- beziehungsweise
die Blut-Liquor-Schranke wichtigen organischen Anionentransportern oatp 1, oatp2,
OAT1, OATP/OATP A, Oat1, OAT1, Oat3. In der Ratte wurde das oatp1 im Plexus
choroideus an der ventrikular gelegenen Membran nachgewiesen (Angeletti et al.,
1997). Oatp2 scheint mit der basolateralen Plexusmembran assoziiert zu sein (Noe
et al., 1997; Gao et al., 1999) in den Gehirnkapillaren aber sowohl luminal wie ablu-

minal vorhanden zu sein (Gao et al., 2000), was zur Annahme fluhrt, dass der Carrier
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fur die Versorgung des Gehirnes mit seinen Substraten zustandig ist (Kusuhara und
Sugiyama, 2001a). Die Hauptaufgabe der OAT Familie scheint die Beseitigung der
Organischen Anionen aus der Niere zu sein (Lee et al., 2001) da dort alle Isoformen
zu finden sind (Sekine et al, 2000). Diese Transporter besitzen 12 Transmembran-
domanen mit einer grof3en hydrophoben Schleife (Sekine et al., 2000) (Abb. 56).

Abb. 56 Schema der Struktur von OAT1 der Ratte mit 12 Transmembrandomanen (Sekine
et al., 2000).

Die Familie der oatp besitzt 12 die Membran durchspannende Segmente. Das von
Abe et al. (1998) identifizierte oatp3 besteht aus 670 Aminosauren. Man nimmt an,
dass die oatp multifunktionelle Transporter sind, die flr den Transport, beispielweise
der Schilddriisenhormone Thyroxin und Trijodthyronin, in das Gehirn aber auch in die
Leber, Niere und Retina verantwortlich sind (Abe et al., 1998).

c) ABC Transporter

Die ATP Bindungs Kassetten (ATP-binding cassette = ABC) Transporter reprasentie-
ren eine sehr groRe Familie, diese spielt eine essentielle Rolle in vielen zellularen
Prozessen (Dean und Allikments, 2001).

Zu den ABC Transportern zahlt man im humanen Genom 48 Mitglieder (Marten,
2004). Wobei nicht bei allen klar ist, ob sie als Protein letztendlich auch vom Korper
gebildet werden, oder ob nur ein Genort fur das jeweilige Protein vorhanden ist, sie
also nur ein Pseudogen darstellen (Marten, 2004). Die Aufteilung erfolgt in 7 Sub-

Familien (Dean und Allikments, 2001). Eine aktuelle Ubersicht tiber die Nomenklatur

88



Molekulare Struktur der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke

der unterschiedlichen Mitglieder ist im Internet unter

www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/abc.html zu finden.

Allen ABC-Proteinen ist gemein, dass sie ATP binden und diese Energie dazu nut-
zen, Moleklle durch die Zellmembran zu schleusen (Dean und Allikments, 2001).
Meist stellen hydrophobe Substanzen das transportierte Substrat dar. Die ABC Gene
sind aber auch in der Lage, Metallionen, Peptide und unterschiedliche Zucker zu
transportieren (Dean und Allikments, 2001). Zusatzlich haben viele ABC Gene eine
Aufgabe als Steuerungselemente, so dass sie sowohl in genetischen Krankheiten,
als auch bei der Uberexpression in ,drug resitant cells“ eine Rolle spielen (Dean und
Allikments, 2001). An dem funktionellen Protein sind 2 ATP Bindungsdoméanen oder
Nucleotidbindungsfelder und 2 Transmembrandomanen zu finden (Dean und Allik-
ments, 2001).

So undurchlassig, wie einem das Wort ,Barriere” glauben lasst, ist die BHS und BLS
jedoch nicht. Viele Stoffe, fur die die BHS bisher als impermeabel galt, gelangen, je-
doch nur in sehr kleinen Mengen, durch sie hindurch (Fenstermacher et al., 2001).
Die Transportmechanismen an der Blut-Hirn-Schranke zu kennen und zu verstehen
ist sehr wichtig, um weitere hirngangige Medikamente und in vitro Modelle sowohl flr
die BHS, als auch die BLS zu entwickeln, da die klassische ,trial and error‘ Methode
(Abott et al., 2001) Uberholt sein durfte. Viele Arbeitsgruppen beschaftigen sich des-
halb mit dieser Thematik und unterschiedlichste Ansatze zur Uberwindung der BHS
werden gepruft (Padridge, 1998, Padridge, 2003; Strazielle und Ghersi-Egea, 2000;
Terasaki et al., 2003) (Abb. 57), um nicht nur Medikamente mit niedrigen Molekular-
gewicht, wie sie bisher fur die Therapie von Depression, Schizophrenie und Epilepsie
zur Verfugung standen, sondern auch Medikamente mit hdherem Molekulargewich-
ten zu entwickeln, die dringend fur die Behandlung von Alzheimer, Parkinson, ce-
rebralen AIDS, Gehirntumoren usw. gebraucht werden (Padridge, 2001b). Deshalb
gewinnen moderne Methoden, wie das MRI, immer mehr in der Hirn- und Hirnbarrie-
reforschung an Bedeutung (Greig et al., 2001; Koretsky, 2004).
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Abb. 57 Schema das die verschiedenen Transportmechanismen und Ansatze zur Entwick-
lung hirngangiger Medikamente zeigt (aus Padridge, 2001 c).

3. Transportproteine, die an der metabolischen Blut-Hirn-Schranke
beteiligt sind

Die unterschiedlichen Komponenten der metabolischen BHS mussen aber immer im
Zusammenhang mit den endogenen Transportmechanismen gesehen werden
(Padridge, 2003). Die enzymatischen Systeme, die den Ubertritt von Molekilen
durch das Endothel reduzieren, koénnen sich sowohl auf der Endothelplasma-
membran, der Perizytenplasmamembran oder auch auf dem Astrozytenendful® be-
finden (Padridge, 2003). Die Gehirnendothelzellen und der Perizyt der Hirnkapillare,
welcher sich auf der zerebralen Seite des Endothels befindet, teilen sich eine ge-
meinsame mikrovaskulare Basalmembran (Padridge, 2003). Nahezu 100% der
Oberflache der Kapillarbasalmembran sind von Astrozytenendfiiichen bedeckt, wo-
bei der Abstand zwischen Kapillarendothel und der Endfumembran gerade mal 20
nm betragt (Padridge, 2003). Tatsache ist, dass die Reglementierung des Substrat-
austausches durch die BHS von einem Zusammenspiel des Endothels, der Perizyten
und Astrozytenendfulichen bewerkstelligt wird (Padridge, 2003).
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4. Multidrug-Resistenz-Proteine

Diese Proteine sorgen dafir, dass in die Zelle gelangte Fremdstoffe wieder zurick
ins Blut transportiert werden. Man geht davon aus, dass diese Proteine z. B. fur 50%
der fehlgeschlagenen Chemotherapien bei Tumorpatienten verantwortlich sind
(Drewe und Krahenbuhl, 2000). Bei den Multidrug-Resistenz-Proteinen werden fol-

gende Gruppen unterschieden:

- MRP1-7: ,multidrug resistance proteins“ sind Rucktransporter fur glutathion-, gluco-
ronat- und sulfatkonjugierte Stoffe (Campbell et al. 2004; Lee et al. 2001; Wijnholds
et al., 2000).

- P-glykoprotein-MDR1 und 3: ,P-glycoprotein-mediated multidrug resistance” ist ein
Protein, welches im Gehirnkapillarendothel und im Epithel der Plexus choroidei in
hoher Konzentration zu finden ist und einige, vor allem auch lipophile Substanzen
aus den Endothelzellen, wieder in das Blut zurticktransportieren kann (Ghersi-Egea
et al., 2001; Rao et al., 1999; Rubin und Staddon, 1999; Suzuki et al. 1997).

P-glykoprotein-MDR1 besitzt eine breite Substratspezifitat z. B. fur Makrolid-Antibio-
tika wie Erythromycin, Immunsuppressiva wie Ciclosporin und Steroidhormone wie
Ostrogen (Drewe und Krahenbiihl, 2000). Andere Studien legen nahe, dass sich das
P-Gycoprotein hauptsachlich auf den Astrozytenendauslaufern befindet und nicht im
Kapillarendothel (Padridge, 1997). Eine Folge der Aktivitat von dem P-Glycoprotein
ist, dass der Netto-Influx von hydrophoben Substanzen wie Ivermectin, Digoxin und
Loperamid, um nur einige zu nennen, in das Gehirn sehr niedrig ist (Schinkel et al.,
1996). Neuere Untersuchungen versuchen, um ein besseres Verstandnis gegentber
der Struktur und der Funktion des P-Glycoproteins zu erlangen, mit unterschiedlichen
Methoden dreidimensionale Modelle zu erstellen (Lee et al., 2002; Seigneuret und
Garnier-Suillerot, 2003, Stenham et al., 2003), wie beispielweise in (Abb. 58) zu se-
hen ist.
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Abb. 58 Ein Bandmodell des P-Glycoproteins in Seitenansicht (links) in der Gegenlberstel-
lung zu einem Modell welches die molekulare Oberflachenstruktur des Transporters (rechts)
zeigt (aus Seigneuret und Garnier-Suillerot, 2003).
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V. Besonderheiten in der Struktur der BHS und BLS

wahrend der embryonalen und fetalen Phase

Die BlutgefalRe entwickeln sich schon frih in der Embryonalzeit, da schon bald die
Versorgung der Frucht, allein durch Diffusion, nicht mehr gewahrleistet ist. Die ersten
Strukturen, die dem Bereich der Blut- und GefalRentwicklung zurechenbar sind, wer-
den als Blutinseln bezeichnet (Risau, 1991). Dies sind zystenartige Strukturen, die
die Vorlauferzellen der BlutgefaRe und auch der Blutzellen bilden. Hierbei liegen die
Vorlaufer der hamatopoetischen Zellen als Zellcluster innen in der Blutinsel; die vor-
herbestimmten Endothelzellen, die sogenannten Angioblasten, bilden die Aul3en-
schicht. Bei der GefalRentwicklung, Vaskulogenese genannt, unterscheiden sich zwei
differente Vorgange: die Vaskulogenese sensu stricto und die Angiogenese. Bei der
Vaskulogenese sensu stricto handelt es sich um eine Differenzierung von Mesen-
chym zu Endothel. Diese Vorgange sind hauptsachlich im ventralen Mesenchym der
Leber, Milz und des Darmes zu finden. Diese angioblastische Genese findet nur
wahrend der Embryonalentwicklung statt und ist bei Adulten nicht mehr zu finden
(O’Rahilly und Mdller, 1996). In neueren Untersuchungen finden sich allerdings Hin-
weise, dass die Vaskulogenese entgegen der bisherigen Lehrmeinung auch postna-
tal stattfinden kann (Ashara et al., 1997; Ashara et al., 1999; Shi et al., 1998). Die
Vaskulogenese beginnt zuerst aul3erhalb des Embryos, die Gefalle wachsen dann
auf die Frucht zu und sprossen spater ein. Das vaskulare System entwickelt sich,
nachdem die Angioblasten einen perineuralen Plexus gebildet haben, der ab Tag 2
beim Huhnerembryo oder Tag 10 des Rattenembryos die ganze Neuralleiste bedeckt
(Bar, 1980; Risau und Wolburg, 1990; Dermitzel und Krause, 1991). Unabhangig von
der Vaskulogenese sensu stricto entwickelt sich die Angiogenese, die auch beim Er-
wachsenen noch wahrend der Wundheilung stattfindet. Bei der Angiogenese wandert
und sprosst bereits differenziertes Endothelgewebe strahlenférmig weiter und bildet
so ein Geflecht von GefalRen. Diese Entwicklung findet hauptsachlich am dorsalen
Mesenchym statt, so z. B. an Niere und Gehirn. Die Entwicklung der Blutgefalle im
Gehirn ist unabhangig von der Vaskulogenese. Ab dem 4. Embryonaltag beim Huhn
und Tag 11 bei der Ratte, fangen die BlutgefaRe vom perineuralen Plexus, an in das
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neuronale Gewebe des Gehirns einzusprossen (Bar, 1980; Risau und Wolburg,
1990).

Sowohl bei der Angiogenese sensu strictu, als auch bei der Angiogenese, vermehren
sich Endothelzellen und setzen sich schlielBlich zu Réhren mit engen Zellkontakten
zusammen. Durch Periendothelzellen werden diese Rohre stabilisiert. Sie differen-
zieren sich bei groReren Gefalden zu glatten Muskelzellen, bei Kapillaren, die keine
glatten Muskelzellen besitzen zu Perizyten (Rhodin, 1968; Drenckhahn, 2004). Der
Ubergang fenestrierter Kapillaren der friihen Entwicklungsstufe (Yoshida et al., 1988)
zu ausgereiften Kapillaren, die einen Blut-Hirn-Schranken Charakter besitzen, geht
mit einem Wechsel in der Zellmorphologie, der Biochemie und der Funktion einher
(Nico et al. 1992). So nimmt zum Beispiel der transendotheliale Widerstand mit der
Entwicklung der TJ’s immer weiter zu (Stewart und Hyakawa, 1987; Schulze und
Firth, 1992). So konnte Butt et al. (1990) zeigen, dass der TEER bei Rattenembryo-
nen um den Embryonaltag 20 bei ca. 310 Ohm/cm? liegt und sich spater auf Uber
1000 Ohm/cm? erhoht. Das GefalRwachstum und die Differenzierung zu Endothelien
mit Blut-Hirn-Schranken Charakteristika finden nicht im gesamten Gehirn gleichzeitig
statt. Sie ist orts- und zeitabhangig, wobei sie aber einem klaren Zeitplan folgt. Es
gibt also ein reproduzierbares Muster der Gehirnvaskularisierung beim Saugetier
(Bar, 1980; Kuban und Gilles, 1985). Ebenso ist es moglich, durch Transplantation
von zerebralem Gewebe von einem Speziesverwandten zum Anderen, wie bei-
spielsweise von der Wachtel auf das Huhn, das zerebrale GefalRwachstum, und auch
die Differenzierung zu Blut—Hirn-Schranken Endothel zu Ubertragen (Stewart und
Wiley, 1981; Risau et al., 1986).

Einige Zeit wurde angenommen, dass der FGF (fibroblast growth factor), der einige
mitogene Wirkungen in in vitro Versuchen zeigte und als potenter Angiogenesefaktor
galt, wahrscheinlich fur die Angiogenese im Gehirn verantwortlich ist (Vlodavsky et
al, 1987; Ingber et al., 1987; Folkman und Klagsbrun, 1987). Spatere Untersuchun-
gen zeigten jedoch, dass die FGF- und die Angiogenesentwicklung unterschiedlichen
Mustern folgt (Schnirch und Risau, 1991). Mit dem VEGF (vascular endothel growth
factor) wurde ein neuer Angiogenese Faktor entdeckt (Senger et al., 1983).

VEGF wird an vielen unterschiedlichen Orten des Kdrpers produziert, so beispiels-
weise an der Aorta, den folikularen Epiphysenzellen, aber auch in bestimmten Tu-

morzellen. Im Gegensatz zu anderen Mitogenen ist die Wirkung von VEGF sehr spe-
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zifisch auf kultivierte Endothelzellen ausgerichtet (Ferrara und Hanzel, 1989; Leung
et al., 1989). Kurze Zeit spater wurde bewiesen, dass der davon unabhangig gefun-
dene VPF (vascular permeability factor) und der VEGF identisch sind (Senger et al.,
1983; Keck et al., 1989). VPF ist fur die vaskulare Durchlassigkeit in vivo verantwort-
lich. In Experimenten mit der Maus konnte 1992 gezeigt werden, dass die spatiale
und temporale Expression von VEGF gut mit der Angiogenese im Gehirn wahrend
der Embryonalzeit korreliert (Breier et al., 1992; Plate et al., 1992), wobei VEGF nach
Abschluss der Vaskularisation, also im Erwachsenen Gehirn, kaum mehr in den
Ependymzellen nachzuweisen ist (Robertson et al., 1985). Man halt es fur erwiesen,
dass VEGF der wichtigste Regulator und Mitogenesefaktor in der Gehirnangioge-
nese ist. Wie schon vorhergehend erwahnt, findet die Barrierogenese nicht in allen
Gehirnarealen gleichzeitig statt. Es nimmt auch die Dichtigkeit des Endothels wah-
rend der Entwicklung immer weiter zu, so dass das Gehirnparenchym ab Tag 14 der
Embryonalentwicklung flr die Meerrettichperoxidase nicht mehr erreichbar ist; die

BHS gegenuber lonen ist aber erst postnatal vollstandig intakt (Butt et al., 1990).

Als sicher gilt, dass bei Ratte bis Tag E 15 und beim Huhn bis Tag E 13 keine ausge-
reifte BHS zu finden ist, was durch die strukturellen und funktionellen Unterschiede
der TJ zwischen dem embryonalen und adulten Gehirn begrindet zu sein scheint
(Stewart und Hawakawa, 1994) (Abb. 59). Im embryonalen Gehirn gibt es kaum
Astrozyten. Radialgliazellen sind die einzigen Gliazellen die mit cerebralen Kapillaren
engen Kontakt haben und auch diese sind nicht sehr haufig (Haseloff et al., 2005).
Es gibt jedoch Wissenschaftler, die das anders sehen, und keine Korellation zwi-
schen dem beim Schaffetus untersuchten minimalen Anderungen in der TJ-Struktur
und dem grof3en Ruckgang der Permeabilitat, sowohl bei der BHS, als auch der BLS,
in jenem Zeitraum sehen (Mgllgard et al., 1976). Saunders et al. (1999), kommen zu
dem Schluss, dass schon beim fétalen Gehirn einige Schlisselmechanismen der
Blut-Hirn-Schranke etabliert sind, teilweise auch mit Mitteln, die nicht mehr im
adulten Gehirn zu finden sind. So sind in immaturen Blut-Liquor-Schranken Junc-
tiontypen zu finden, wie strap junctions, wafer junctions, plate junctions, die bei den
maturen Organen durch TJ verdrangt werden (Saunders et al., 1999).
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Abb. 59 Zeigt mikroskopisch und schematisch die ontogenetische Vermehrung der BHS. Am
Tag E 10 wird die intraneurale Zone von einem bereits existierenden perineuralen Plexus
aus vaskularisiert und bereits an Tag E 17 ist die fehlende Fenestrierung und das Vor-
handensein von junctionalen Komplexen zu sehen. Eine funktionelle BHS existiert bereits zu
diesem Zeitpunkt. MGL: membrana glia limitans; IN: intraneurale Zone; PN: perineurale
Zone; die Pfeile in den unteren Abbildungen deuten auf angeschnittene Kapillaren (cl) und
Blutzellen (BC) (aus Risau, 1997).

Die Plexus choroidei entwickeln sich bei den Saugern kurz nach dem Schluss des
Neuralrohres. Schon zu diesem Zeitpunkt ist das Rohr mit einer Flussigkeit gefullt,
deren Herkunft noch nicht geklart ist (Dziegielewska et al., 2001). Diese Flussigkeit
gilt als Vorlaufer des Liquors (Dziegielewska et al., 2001). Die Plexus etablieren sich
an dem Dach der Ventrikel, in der Reihenfolge vierter Ventrikel, Lateralventrikel und
dritter Ventrikel (Dziegielewska et al., 2001). Die Plexus erscheinen als Invaginatio-
nen von epithelialen Gewebe mesenchymalen Ursprungs, welches an den Stellen
der Ventrikel in das Neuronalrohr hinein ragt (Dziegielewska et al., 2001) (Abb. 60).
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Abb. 60 Die Lage der einzelnen Teilbereiche des fetalen Gehirns ist in obiger Abbildung in
einem Sagittalschnitt dargestellt. Der Plexus des IV. Ventrikels entwickelt sich vor denen, die
in den lateralen Ventrikeln liegen. Zuletzt bildet sich der Plexus im Ill. Ventrikel (aus Netsky
und Shuangshoti, 1975).

Die GroRRenverhaltnisse der Plexus, wahrend der frGhen Entwicklung des Gehirns,
liegen umgekehrt proportional zu dem Adultgehirn, in dem sie relativ klein sind
(Dziegielewska et al., 2001). Da die Plexus wahrend eines Zeitpunkts erscheinen, an
dem die Vaskularisierung des Gehirngewebes noch recht sparlich ausgebildet ist,
liegt der Schluss nahe, dass sie in dieser Zeit quantitativ gesehen, in deren Ernah-
rung eine wichtigere Rolle spielen, als in den spateren Entwicklungsstadien
(Dziegielewska et al., 2001). Der Zeitpunkt, in dem sich der Plexus bei den einzelnen
Spezies entwickelt, ist sehr unterschiedlich, was wohl mit den unterschiedlichen
Gestationslangen im Zusammenhang steht (Dziegielewska et al., 2001). So erscheint
der Plexus beim Schaf am E15, wahrend die Geburt um E 150 stattfindet. Bei den
Beuteltieren ist selbst nach der Geburt noch kein vollstandig ausgebildeter Plexus zu
finden oder nur in einem Teil der Ventrikel vorhanden (Abb. 61). Im Rattenfetus ist
der Plexus choroideus des |V. Ventrikels ab dem 12. Embryonaltag vorhanden, in
den lateralen Ventrikeln einen Tag spater und im Ill. Ventrikel ab E 16 zu sehen
(Dziegielewska et al., 2001).
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Abb. 61 Die frihen Entwicklungsstufen der Plexus sind in obigen Aufnahmen sichtbar. C:
stellt einen Querschnitt durch das Gehirn eines Rattenfetus am Tag E 14 dar; D: zeigt den
Gehirnquerschnitt eines neonatalen Monodelphis. LV: lateraler Ventrikel; ChPI: Plexus cho-
roideus; API: fetale Anlagen des Plexus choroideus; GEL: laterale Ganglionische Emminenz;
GEM: mediale Ganglionische Emminenz; Hi: Hippocampus.

Balkenlange: in A 100 um in B 200 um (aus Dziegielewska et al., 2001).

Nach Netsky und Shuangshoti (1975) lasst sich die Entwicklung der Plexus im hu-
manen Fetus in 4 Stufen einteilen, wobei sie hier histologische Gesichtspunkte an-

setzten und das Vorhandensein von Glycogen in den epithelialen Zellen:

Im ersten Stadium sind die Epithelzellen hohe, pseudogestreifte Zellen und

besitzen einen zentralisierten Zellkern. Glykogen ist keines vorhanden.

- In Stadium Zwei nehmen die Epithelzellen eine saulenférmige Struktur an,

der Kern befindet sich apikal. Die Zellen besitzen kein Glycogen.

- Stadium Drei ist durch kubische Epithelzellen gekennzeichnet, in denen
der Kern apikal oder zentral liegen kann und moderate Mengen von Glyco-

gen vorhanden sind.

- Imvierten Stadium haben die Epithelzellen kubische oder schuppenartige

Form, der Kern liegt zentral oder basal und Glycogen fehilt.
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Auch in den anderen Spezies sind diese Vier Stadien in gleicher Reihenfolge, aber in

unterschiedlichen Langen und Zeitpunkten zu finden (Dziegielewska et al., 2001).

Abb. 62 Diese elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen das cerebrale Ventrikelsystem
und den Entwicklungsstand des Plexus chorideus zum Zeitpunkt der Geburt bei Sminthopsis
crassicaudata. Die Kalotte wurde quergeschnitten, mit Toluidinblau angefarbt. Zu sehen sind
jeweils der IV. Ventrikel bei niedriger (A) und hoher (B) VergréRerung und die lateralen
Ventrikel bei niedriger (C) und hoher VergroRerung (D). Gut erkennbar sind in A und B die
Zellschicht aus Epithelzellen, die das mesenchymale Gewebe umgibt und die ersten, in die
Plexusanlage einsprossenden Gefalle, am IV. Ventrikel. In den lateralen Ventrikel jedoch ist
noch keine Plexusanlage erkennbar, die Zellen sind undifferenzierte Neuroepithelzellen
(NE), die sich spater in die, die Ventrikel auskleidenden Zellen und in die Epithelzellen des
Plexus choroideus weiter differenzieren. V: Ventrikel; Aq: Aquaduct ChPI: plexus choroideus;
API: Anlage des Plexus choroideus; Hi: Hippocampus; V. Balken in A und C 200 um, in B
und D 20 u m (aus Dziegielewska et al., 2001).
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VI. Abkurzungsverzeichnis und Glossar

AGEs: Advanced Glycation Endproducts. Im Korper bei der Maillard Reaktion,
aus Blutzucker und Serumproteinen entstehende Verbindung, die im

Verdacht steht, bei der Mikroangiopathie eine Rolle zu spielen.

Angioblasten: Vorlauferzellen der Endothelzellen, die sich intraembryonal aus
mesenchymalen Zellen zu entwickeln scheinen (Poole und Coffin,
1988).

Angiogenese: Gefalkentwicklung, wobei durch Sprossung bereits bestehender Ge-
falke, neue GefalRe entstehen (Folkman, 1994); findet sowohl in der
Embryonalentwicklung, als auch beim Erwachsenen, wahrend der
Wundheilung, der Graviditat oder dem Zyklusgeschehen statt. Siehe
auch Vaskulogenese oder Intussuszeption.

apikal: die luminale Seite des Kapillarendothels -> basolateral

BAT: broad-scope transport protein ein Transporterprotein fur kationische
Aminosauren zwei Isoformen: rBAt, 4F2hc

basolateral: abluminale Seite des Kapillarendothels -> apikal

bFGF: basic fibroblast growth factor
BHS: Blut-Hirn-Schranke

BCEC: Brain Capillar Endothel Cell
BLS: Blut-Liquor-Schranke

Caco 2 Zellen: Zellinie aus humanen Adenokarzinom Zellen des Kolon (Fogh et al.,
1977).

CAT: cationic amino acid transporter, ein Transporterprotein fur kationische
Aminosauren; 4 Isoformen: CAT-1; -2A,; -2(B); -3.
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Claudine:

COT:

COTN:

CVO:

Desmosom:

E-face:

Ependym:

FGF:

Abkurzungsverzeichnis und Glossar

Claudin 1 und 2 neben Occludin weitere Transmembranproteine der TJ
(Furuse et al., 1998 a); Claudine bilden wahrscheinlich das Ruckrat der
TJ (Tsukita et al., 2001), die Claudinfamilie umfasst mehr als 24
Vertreter (Morita et al., 1999a, b).

organic cation transporter (Muller, 2005)

,organic cation transporter ,mit N Bindungsstelle (Drewe und Krahen-
buhl, 2000)

Circumventrikulare Organe, dazu gehoéren z.B. Plexus choroideus,
Hypophyse und Epiphyse

Haftplatten, sie dienen dem Zusammenhalt von Epithelzellen. Sie sind
als punktuelle Verdichtungen oder Knétchen erkennbar, der Aufbau
ahnelt einem ,Druckknopf“, da jeweils zwei scheibenférmige Hemides-
mosomen einer Zelle sich gegenuberliegen. Die Hemidesmosome sind
Uber Filamente des Zytoskeletts mit Verankerungsproteinen verbunden
(Baumhoer et al., 2000). Der Interzellularspalt ist im Desmosombereich
20-40 nm grof. Desmosomen besitzen eine hohe mechanische Belast-
barkeit und sind deshalb sehr haufig in Epithelien zu finden.

extrazellulare Seite der Lipid-Doppelschicht -> P-face

ektodermale, einschichtige Zellauskleidung (Gliazellen) der Hirnhohlen
und des Zentralkanals des Ruckenmarks. Ependymzellen, die meist
Kinozilien tragen, bilden ein kubisches bis hochprismatisches Epithel
(Junqueira et al., 2004).

Fibroblast Groth Factor; Fibroblasten Wachstums Faktor, unter ande-
rem von Gehirn und Hypophyse ausgeschuttet, hat mitogene Wirkung
auf Fibroblasten, Gliazellen und Endothelzellen.
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Gap junctions: (Nexus, Maculae communicantes) diese Zellkontakte sind weit ver-

GFAP:

GLUT:

Haftproteine:

HMIT:

Cadherine:

Selektine:

breitet und erlauben die Kommunikation zwischen benachbarten Zellen.
Der hier 2-5 nm grol3e Interzellularspalt wird, durch Proteinkomplexe,
Connexine genannt, Uberbruckt, in deren Inneren Kanale verlaufen,
uber die kleine wasserlosliche Molekule und auch elektrische Signale
ausgetauscht werden koénnen (elektrische und chemische Kopplung).
Gap junctions dienen so dem Informationsaustausch und der Ernah-
rung von Zellen. Sie sind keine starren Gebilde, sondern kénnen sich
pH- und hormonabhangig 6ffnen oder schlieRen (Baumhoer et al.,
2000).

aus dem englischen ,glial fibrillary acid protein“ Protein aus dem die
Intermediarfilamente der Astrozyten aufgebaut sind (Junqueira et al.,
2004).

Glucosetransporter, bisher beschrieben GLUT 1-12 und HMIT (Joost
und Thorens, 2001) wobei bestimmte Transporter spezifisch fur be-
stimmte Gewebe sind.

Integrine: sorgen flr die Verankerung mit der extrazellularer Matrix

H(+)-Myo-Inositol Cotransporter gehort zu der GLUT Familie (Uldry und
Thorens, 2004).

wichtig bei der Bildung von epithelialen Zellverbanden

sorgen fur Bindung gleichartiger Zellen und AbstoRung andersartiger
Zellen (Baumhoer et al., 2000).

Intussuszeption:  nicht sprossende Angiogenese, bei der Gefalle durch transkapil-

JEAP:

lare Pfeiler geteilt, und so vervielfaltigt werden. Sie sind an Herz, Lunge
und Chorioallantoismembran zu finden (Burri, 1992; Djonov et al., 2000;
Patan et al., 1996; Van Groningen et al., 1991) -> Angiogenese,

Vaskulogenese.

“‘junction-enriched and -associated protein” TJ assoziiertes zytosoli-

sches Protein (Nishimura et al., 2002).
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JACORP:

JAM:

LAT:

L System:
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Junction associated coiled-coil protein® (Ohnishi et al., 2004).

junctional adhesion molecule; letztes identifiziertes TJ
assoziiertesTransmembranprotein; vermutlich lateral mit den Claudinen
verbunden; bisher drei Vertreter entdeckt (Aurrand-Lions et al.; Palmeri
et al., 2000); zahlen zur Immunglobulin-Superfamilie, eine Trans-

membrandomane.

.large neutral amino acid transporter” Transporter fur gro3e neutrale
Aminosauren, bestehend aus LAT 1 und LAT 2 sind aus dem ursprung-
lichen L System hervorgegangen , Na* unabhangig, luminal und ablu-
minal vorhanden, funktioniert nach dem Prinzip der erleichterten Diffu-
sion (Joost und Thorens, 2001; Jain-Vakkalagadda et al., 2003).

Transportsystem fiur grol3e neutrale Aminosauren wurde in die LAT's
aufgeteilt (Joost und Thorens, 2001; Hyde et al., 2003)

Leptomeninx: eine zarte Hulle der weichen Hirnhaut, in der sich wiederum eine

MAGI:

MAGUK:

KM:

MDR:

MRPs:

aulere Schicht, Arachnoidea genannt, und eine innere Pia mater unter-
scheiden lassen (Sinowatz, 1992).

“‘“MAGUKS with Inverted domain structure” zwei Mitglieder dieser
MAGUK-Unterfamilie sind mit TJ assoziiert MAGI 1 und 3 (Laura et al.,
2002)

membrane—associated guanylate kinase

Michaelis—Menten-Konstante: entspricht der Substratkonzentration bei
der das Enzym die halbmaximale Umsetzungsgeschwindigkeit erreicht
(Horn et al., 2003).

multidrug resistance protein

multi drug resistance associated protein, Proteine die bestimmte
Substanzen, wie Medikament-Metaboliten erkennen und wieder aus
dem Hirngewebe ins Blut beférdern; das Gehirn wird geschutzt be-
stimmte Therapien werden erschwert MRP 1-7 (Berezowski et al.,
2004).
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MRNA:
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Matrixmetallproteasen; korpereigene calciumabhangige Endopeptida-
sen, kdnnen Extrazellulare Matrix abbauen und sind somit mit flr den
physiologischen Gewebeumbau wahrend des Wachstums und der On-
togenese verantwortlich. Entgleisungen konnen jedoch zu pathologisch

erhohten Gewebsabbau bzw. -umbau fuhren.

messenger Ribonukleinsaure, durch Transkription dann erzeugter
einzelstandiger RNA, die als Matrizen RNA fur die Proteinbiosynthese
dient.

Monodelphis domestica: Spitzmausbeutelratte

MUPP1:

Nexus:

Occludin:

Oatp:
PECAM:
P-face:

Pilt

P gp:
REM:
SEM:

SLC 2A:

»,multi-PDZ domain protein 1, ein TJ assoziiertes zytosolisches Protein
(Hamazaki et al., 2002).

siehe Gap junction

Zuerst entdecktes Transmembran-Protein der TJ. (Furuse et al., 1993);
vermutlich direkt am TJ Aufbau beteiligt; weist 4 Transmembran-

domanen auf; physiologische Funktion noch unbekannt.

organic anion transporting polypetid. Familie von Transportproteinen
Platelet-endothelial cell adhesions molecule (Voura et al., 2000)
zytoplasmatische Seite der Lipid-Doppelmembran -> E-face

Steht fur “protein incorporated later into TJ’s” ein zytosolisches Protein
(Kawabe et al., 2001).

P-glycoprotein, zahlt zu den Multidrug Transportern
Rasterelektronenmikroskop
scanning electron microskope

solute carrier 2 A. Gruppe der Glucose Transporter wobei bei dieser
Einteilung der Genort und nicht die Proteinstruktur wie bei der GLUT
Einteilung zahlt (Joost und Thorens, 2001)
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Sminthopsis crassicaudata: Dickschwanzige Schmalful} Beutelmaus

SGLT:

Tanycyten:

TEER:

TGF:

TJ:

NA(+) dependent glucose transporter, Narium abhangige Glucosetrans-
porter. Familie umfasst SGLT 1-6, Gen-Name: SLC 5A, transportieren
teilweise auch Galactose und sind in Niere und im Verdaungstrakt zu
finden (Wood und Trayhurn, 2003).

(Leonhardt et al., 1966 ) Spezialisierte Ependymzellen, die durch sehr
dichte TJ’s das restliche Hirngewebe durch eine Schicht um die CVO

abgrenzt und schutzt.

Transendothelialer Widerstand; spiegelt den Widerstand wieder, der ei-
nem kleinen lon, wie Na+ oder CI', durch ein Endothel entgegen wirkt.
Dient zum direkten messen der Impermeabilitat des Endothels, wobei
an den BHS der TEER sich logarithmisch zur TJ Strangzahl verhalt
(Claude, 1978).

Transforming growth factor. Familie von Proteinfaktoren, die von
transformierten Zellen sezerniert werden. TGF—a ist ein Faktor in der
Initialisierungskette flr endotheliales Wachstum. TGF-[3 ist mit hamato-
poetischen Gewebe assoziiert und am Signalisierungspfad fur die Be-

kampfung der ersten Tumorzellen beteiligt.

Tight Junction; (Zonula occludentes) Struktur, die maf3geblich fur die

Impermeabilitat des BHS-Kapillar-Endothels verantwortlich ist.

Vaskulogenese: Hierbei entstehen primare Blutgefalle aus sich in situ differenzieren-

den Vorlauferzellen (Angioblasten); findet laut neueren Untersuchungen
nicht nur in der Embryonalentwicklung statt (Ashara et al., 1997; Ashara
et al., 1999; Shi et al., 1998) -> Angiogenese, Intussuszeption.
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VEGF/ VPF: vascular endothelian growth factor; vascular permeabilty Factor

ZNS:

ZO (-1, -2,

ZONAB:

(Darland et al., 2003); 45 kD grof3es homodimerisches, basisches
Glycoprotein mit der Fahigkeit Heparin zu binden (Shinaruk et al.,
2003); verschiedene Isoformen, bei Mensch 4 bei Maus 3 Stlck;
wichtigster endothelialer Wachstumsfaktor der Gehirnangiogenese,
erhoht die Permeabilitdt von Gefalken. Zur Familie werden insgesamt
VEGF A, B, C, D, E und ,placenta growth factor gezahlt, wobei VEGF-
A mit 121 Aminosauren die grofte Bedeutung fur die Angiogenese
zuerkannt wird (Shinkaruk et al, 2003).

Zentralnervensystem

-3,): Zonula occludens zytosolische Proteine sind ebenfalls am Aufbau der

TJ beteiligt ->zytosolische Proteine.

Z0-1-associated nucleic acid-binding protein, ein TJ assoziiertes
zytosolisches Protein (Balda und Matter, 2000).

Zonula adherens: (Gurteldesmosom) biochemisch gesehen kein Desmosom son-

dern gebundelte Aktinfilamente, die gurtelférmig die Zelle umgeben.
Meist im apikalen Bereich von Epithelzellen zu finden. Bildet im epithe-
lialen Zellverband mit benachbarten Zonula adherens, im Lichtmikro-
skop erkennbare, durchgehende Bander (Schlussleistennetz)
(Baumhoer et al., 2000).

Zytsolische Proteine: ZO-1; (Stevenson et al., 1986); ZO-2,-3; (Gumbnier et al.,

1991) binden direkt an das carboxyterminale Ende des Claudins, (Itoh
et al., 1999b) und auch an das carboxyterminale Ende des Occludins,
(Furuse et al., 1994; Fanning et al., 1998); ZO-1, ZO-2, sind direkt mit
ihren Carboxy-terminalen Ketten mit dem Aktomyosin-Zytoskelett
verbunden (ltoh et al., 1997; Fanning et al., 1998; Itoh et al., 1999 a, b);
Cingulin ist mit ZO-1,-2,-3 und JAM assoziiert und mit dem Aktomyosin-
Zytoskelett verbunden; vermittelt Kontakt zwischen TJ und dem
Zytoskelett (Tsukita et al., 2001) weitere: 7H6 Protein, Symplektin.
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Vil. Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Literaturstudie ist es, einen Uberblick sowohl iiber die
mikroskopische als auch die molekulare Struktur der Blut-Hirn- und der Blut-Liquor-

Schranke zu geben.

Um den Stofftransport aus dem Blut in das Gehirn sowohl zu kontrollieren, als auch
zu regulieren, bendtigt der Wirbeltierorganismus speziell aufgebaute Barrieren. Dies
sind, im Bereich des Gehirnes, zum einem die Blut-Hirn-Schranke, zum anderen die

Blut-Liquor-Schranke.

Nachdem der Sitz und sogar die Existenz einer Blut-Hirn-Schranke lange Zeit sehr
kontrovers diskutiert wurden, konnten die ersten transmissionselektronenmikro-
skopischen Untersuchen Ende der 60iger Jahre zeigen, dass ihr wesentliches mor-
phologisches Korrelat die Kapillarendothelien des Gehirns sind. Eine wesentliche
Rolle kommt hier den Tight junctions zu, deren hohe Dichte diesem Endothel die
Funktion einer physikalischen Barriere verleiht. Diese physikalische Barriere ist aber
nur der Grundstock flur die sehr komplexen, dynamischen Systeme, um die es sich
bei der BHS und BLS handelt, an denen eine Vielzahl von Zellen (Astrozyten, Peri-
zyten, perivaskulare Zellen, Neurone) und Mechanismen (Effluxtransport) beteiligt

sind.

Um die pharmakologischen Vorgange von Arzneimitteln und toxischen Stoffen
besser Verstehen und um pathologische Wirkungsweisen besser nachvollziehen zu
kénnen, bedarf es struktureller wissenschaftlicher Untersuchungen, sowohl im
mikroskopischen als auch im molekularbiologischen Bereich der BHS. Wobei sowonhl
in vivo, in vitro, als auch in silico Methoden eingesetzt werden mussen, da jedes
System Starken und Schwachen aufweist, die nur in ihnrem Zusammenspiel relativiert
werden koénnen. Dies ist erforderlich, um den Herausforderungen, die sich heute und
in Zukunft der Medizin stellen werden, wie zum Beispiel HIV-Behandlung,

Tumortherapie und Alterskrankheiten entgegenzutreten.
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Summary

VIll. Summary

The structure of the Blood-Brain Barrier and the Blood-CSF-Barrier

— areview —

The aim of this review was to give an overview about the structures of the blood-

brain and the blood-csf-barrier.

In order to control the metabolic transport between blood and brain, as well as to
regulate it, the organism of the vertebrates needs special equipped barriers. Those

are, within the brain, the blood-brain-barrier (BBB) as well as the blood-liquor-barrier.

There was a long time of discussion about the position and even the existence of a
blood-brain-barrier.  Afterward the first  transmission-electron-microscopic
investigations gave the evidence of a blood-brain-barrier at the level of the brain
capillary endothelial cells. The general structure seems very simple and either exists
of capillary endothelial cells or epithelial cells, where, through apical laid structures,

the so called tight-junctions, deny the unhindered metabolic exchange.

On second sight, one does discover that these barriers consist of very complex,
dynamic systems, where a cell variety (astroglia, pericytes, perivascular microglia

and neurones) and mechanisms (efflux transport) are involved.

In order to better comprehend the pharmacological occurrences in connection with
medication, toxic substances and pathological effect, there is a need of structured,
scientific researches, of the microscopic as well as the molecular field of the BBB.
Therein it is necessary to use in vivo, in vitro as well as in silica methods, for every
system shows its strengths and weaknesses, which can be only discovered and
relativized by using more than one system. This kind of research is necessary to face
challenges which will arise in Medicine today and the near future, such as the
treatment of HIV, tumour therapy and geriatric diseases.
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