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Wa’hrend des letzten Jahrzehnts wurden im Bereich der Wirkstoff-

Angewandte

Aus dem Inhalt

freisetzung wesentliche Fortschritte erzielt. Die Behandlung von Ge-

hirnerkrankungen bleibt aber wegen der Blut-Hirn-Schranke (BHS,
blood-brain barrier) noch immer eine grofie Herausforderung. Diese
Struktur schrinkt den Zugang von Wirkstoffen zu ihrem Wirkort im

Zentralnervensystem stark ein. Es wurden verschiedene Strategien

vorgeschlagen, um den Transport von Wirkstoffen iiber die BHS zu
verstirken. In diesem Aufsatz konzentrieren wir uns auf einen vek-

torvermittelten Ansatz, bei dem der Wirkstoff an ein Schleusermolekiil

gekuppelt wird, das die Fihigkeit hat, die BHS zu iiberqueren und die

Substanz ins Gehirn abzugeben.

1. Einleitung
1.1. Die Blut-Hirn-Schranke (BHS)

Niedermolekulare Substanzen konnen die Zwischenriu-
me zwischen den Endothelzellen der peripheren Blutkapil-
laren leicht passieren (Abbildung 1 A). In den Gehirnkapil-
laren sind zwischen den Endothelzellen dagegen Schlussleis-
ten (tight junctions) ausgebildet, die den parazelluldren
Transport von Molekiilen ins Gehirn verhindern (Abbil-
dung 1B). AuBerdem bilden und erhalten die Basalmembran
und Gehirnzellen wie Pericyten und Astrocyten, die die En-
dothelzellen umgeben, eine enzymatische und physikalische
Barriere, bekannt als Blut-Hirn-Schranke (BHS). Es gibt
etwa 643 km Kapillaren im Gehirn, die eine Fliche von 20 m?
bedecken. Die BHS soll das Eindringen von Giftstoffen ins
Gehirn verhindern und die Homdoostase aufrecht erhalten. Sie
bildet aber auch ein wirksames Hindernis gegen einen effi-
zienten Wirkstofftransport ins Zentralnervensystem. FEine
weitere Barriere trennt das Blut von der zerebrospinalen
Fliissigkeit. Diese spielt bei der Aufnahme von Wirkstoffen
allerdings keine wesentliche Rolle, da ihre Oberflache nur
1/5000 der BHS betrigt.'™

Das Erreichen des Gehirns und damit die Verfiigbarkeit
des Wirkstoffs am Wirkort im Gehirn fiir eine Zeit, die aus-
reicht, um den biologischen Effekt zu erzielen, ist das Ziel
eines jeden Entwicklungsprogramms fiir ZNS-Medikamente.
Datfiir ist die Permeation der BHS ein entscheidendes Krite-
rium, auch wenn andere mechanistische Aspekte wie die
Verteilung der Substanz in den Hirnkompartimenten, die
Verstoffwechselung, die unspezifische Bindung an Proteine
und Lipide von Plasma oder Hirn und die Abtrennung aus der
Interstitialfliissigkeit in Blut und Zerebrospinalfliissigkeit
nicht vernachlissigt werden sollten.®)

1.2. Permeationsmechanismen durch die BHS

Verbindungen {iiberqueren die BHS auf aktivem oder
passivem Wege (Abbildung 2). Niedermolekulare lipophile
Molekiile gelangen durch passive Diffusion ins Gehirn (Ab-
bildung 2 A). Spezifische Transporter in endothelialen Mem-
branen transportieren Nihrstoffe wie Glucose und Amino-
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sduren in dieses Organ (Carrier-vermittelter Transport, Ab-
bildung 2B). GroBere Molekiile dagegen (Peptide und Pro-
teine) werden entweder iiber einen spezifischen Rezeptor
(rezeptorvermittelte Endocytose, Abbildung 2 C) oder durch
elektrostatische Wechselwirkung mit Endothelmembranen
(adsorptionsvermittelte Endocytose, Abbildung 2D) trans-
portiert. Demgegeniiber pumpen aktive Efflux-Transporter
wie das P-Glycoprotein (P-gp) ihre Substrate aus dem Gehirn
und den Endothelzellen der BHS ins Blut zuriick (Abbil-
dung 1).[3,4,10713]

1.3. Strategien zur Wirkstofffreisetzung im Gehirn

Inzwischen gibt es fiir einige Hirnerkrankungen zwar
wirksame Substanzen, doch wird ihr Einsatz durch das un-
giinstige Verteilungsgleichgewicht mit dem Gehirn oder die
mangelnde Permeation durch die BHS beeintrichtigt. So
gelangen z. B. die meisten Chemotherapeutika, die systemisch
verabreicht werden, nicht in der fiir die Tumoren erforderli-
chen Konzentration ins Gehirn, was eine Erkldrung fiir die
hohe Mortalitit bei Gehirntumoren sein kann. Man geht zwar
davon aus, dass lipophile niedermolekulare Substanzen
(Molekulargewicht unter 400 Da), die keine Substrate fiir
aktive Efflux-Transporter sind, die BHS iiberwinden koénnen.
Mehr als 98 % der Substanzen erfiillen diese Bedingungen,
um das Gehirn zu erreichen, jedoch nicht. Dariiber hinaus
gelangen grof3e Molekiile tiberhaupt nicht bis zum Gehirn.
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wurde versucht, die Blut-Hirn-Schranke
zeitweilig zu o6ffnen, sehr hohe Wirkstoff-
dosen zu applizieren oder die Substanzen
direkt ins Riickenmark zu injizieren. Diese
Verfahren sind jedoch invasiv und mit dem
Risiko von Infektionen und Toxizitit ver-
bunden. AufBierdem ist hochqualifiziertes

Abbildung 1. Vergleich einer peripheren Kapillare (A) mit einer Gehirnkapillare (B). Die BHS
wird von den Endothelzellen der Kapillaren und von einer sie umgebenden Basalmembran
und perivaskuldren EndftiRchen der Astrocyten gebildet. Schlussleisten zwischen den zere-
bralen Endothelzellen bilden eine Diffusionsbarriere, die die Penetration wasserl&slicher Ver-
bindungen einschlief3lich polarer Wirkstoffe ins Gehirn strikt begrenzt. Die Astrocytenausliu-
fer sind vermutlich entscheidend fuir Induktion und Aufrechterhaltung der Endothel-Barriere.
Auflerdem umschliefen Pericyten die Gehirnkapillaren sehr dicht und tragen wohl auch zu
Entwicklung, Erhaltung und Regulation der BHS bei. Weil die endotheliale Barriere so dicht
ist, ist der parazelluldre Transport von Substanzen unter physiologischen Bedingungen ver-

nachlissigbar. Abdruck mit freundlicher Genehmigung von Lit. [4].
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Personal vonndten. Daneben wurden noch
weitere Strategien entwickelt: 1) gemein-
same Verabreichung von Hemmstoffen der
aktiven Efflux-Transporter mit Wirkstof-
fen, die von diesen erkannt werden; aller-
dings konnen diese Hemmstoffe schéddliche
Nebenwirkungen in Gehirn und peripheren
Geweben auslosen; ™! 2) fokussierter
Ultraschalleinsatz (FUS), der die BHS
lokal und reversibel aufbricht;?*?! aller-
dings kann FUS Hirngewebe schidigen;*
3) magnetische Zielfithrung (magnetic tar-
geting; MT), bei der magnetische Nano-
partikel (MNPs) durch ein externes Ma-
gnetfeld im Gehirn angereichert und in anderen Organen
abgereichert werden. Diese Technik erfordert jedoch eine
groBere Optimierung der MNP-Eigenschaften und der Para-
meter des Magnetfelds, um die moglichen toxischen Effekte
auf die BHS zu reduzieren.”**! Die Kombination aus FUS
und MT erwies sich dabei als effizienter als jeder Ansatz fiir
sich allein.™ Eine weitere Option zur Uberwindung der BHS
ist, die Struktur einer Verbindung so zu modifizieren, dass sie
kein Substrat mehr fiir aktive Efflux-Transporter ist.'”:* In
anderen Ansitzen wird die Lipophilie eines Wirkstoffs erhoht
und damit die passive Permeation verbessert oder man strebt
eine Struktur an, die einem Néahrstoff dhnelt und so leichter
von einem der verschiedenen spezifischen Transportproteine
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diskutieren im Folgenden einige neue Shuttle-
Transporter, die zu diesem Zweck eingesetzt

liarer lipophilerl Endocytose

|Mechapnigmus| :E”d°°V‘°Se : Y wurden (Tabelle 1).
|Fettlésliche | Glucose, Ilnsulin, IAIbumin,andere

Verbindungen| Aminosauren, Transferrin Plasmaproteine

2. Chemisches Freisetzungssystem (CDS)

Das chemische Freisetzungssystem (chemical
delivery system; CDS) war einer der ersten An-
sédtze, um eine spezifische Wirkstofffreisetzung im
Gehirn zu erreichen (Abbildung 3). Das System
basiert auf einem Dihydropyridin (T) < Pyridini-
umsalz (T")-Redoxcarrier, bei dem der Wirkstoff
chemisch an das Dihydropyridin gebunden ist
(Wirkstoff-T). Nach intravenoser Injektion verteilt
sich Wirkstoff-T aufgrund seiner erhohten Lipo-
philie in den Korpergeweben einschliellich dem
Gehirn. Durch enzymatische Oxidation von Wirk-
stoff-T entsteht Wirkstoff-T*, das wegen der
Ladung in der Peripherie schnell durch Niere und

Abbildung 2. Mechanismen, die fiir den Transport endogener Substanzen iiber die
BHS infrage kommen. A) niedermolekulare, fettlésliche Substrate diffundieren iiber
die Membran, werden allerdings durch Transportproteine auch wieder in den Kreis-
lauf zuriickgepumpt. B) Niedermolekulare kérpereigene Molekiile wie Aminosiu-
ren, Nucleoside und Glucose werden von Transportproteinen durch die BHS ge-
schleust. C) Endogene gréfiere Molekiile, darunter Insulin und Transferrin, werden
von Rezeptoren auf der luminalen Seite des Endothels erkannt und tber die Zell-
schicht transportiert, um dann ins Gehirnparenchym freigesetzt zu werden. D) Kér-
pereigene grofde Plasmaproteine wie Albumin werden iber die BHS mit adsorpti-
onsvermittelter Endocytose transportiert. Abdruck mit freundlicher Genehmigung

von Lit. [4].

in der BHS iibertragen wird.*'12?1 Die Modifikation eines
Wirkstoffs kann allerdings die Affinitdit zum Rezeptor im
Gehirn beeintréichtigen oder das Molekulargewicht auf iiber
400 Da steigern. Aulerdem kann eine groere Lipophilie die
Aufnahme einer Substanz in andere Organe verbessern und
so die Konzentration im Blut absenken.'” In diesem Zu-
sammenhang stellt sich die Konjugation therapeutischer
Molekiile an Verbindungen (Shuttles), die die BHS iiber-
queren und dabei Wirkstoffe ins Gehirn tragen konnen, als
attraktive Alternative dar.'**?! In manchen Fillen kann die
Konjugation die Loslichkeit des Wirkstoffs verbessern oder
helfen, aktive Efflux-Transporter zu vermeiden, ohne Lo-
sungsvermittler oder P-gp-Hemmstoffe einzusetzen.”* Wir

Leber ausgeschieden wird. Die gleiche Ladung von
Wirkstoff-T* sorgt andererseits dafiir, dass die
Verbindung im Gehirn ,,eingeschlossen® wird und
der Wirkstoff selbst durch enzymatische Spaltung
langsam und nachhaltig freigesetzt wird.[?'=]

Das humane Immundefizienzvirus (HIV) ge-
langt durch adsorptionsvermittelte Endocytose ins
Gehirn;®*®! es infiziert das Organ und 16st eine
AIDS-Enzephalopathie aus. Die Medikamente zur
AIDS-Behandlung koénnen jedoch die BHS nicht
passieren.’*¥ Daher ist die Behandlung schwierig,
obwohl es therapeutisch wirksame Verbindungen
gibt. Zudem kann das Gehirn als Reservoir fiir
HIV-1 dienen. Mit CDS wurde die Zugénglichkeit des Ge-
hirns fiir Zidovudin (AZT, Abbildung 4 A), der ersten Ver-
bindung, die fiir die AIDS-Behandlung zugelassen wurde,
verbessert. Die Verabreichung von AZT-CDS (Abbil-
dung 4B) in Hunden steigerte die Konzentration von AZT im
Gehirn um das 1.8- bis 3.3fache verglichen mit freiem AZT.
Dabei war die Konzentration von AZT im Gehirn nicht si-
gnifikant erhoht; weil AZT-CDS aber die AZT-Konzentra-
tion im Blut absenkt, resultiert daraus ein hoheres Konzen-
trationsverhéltnis zwischen Gehirn und Blut als bei der Gabe
von AZT allein.®® Das CDS-Verfahren wurde auch verwen-
det, um verschiedene Neuropeptide wie Enkephalin, TRH

Tabelle 1: Shuttle-vermittelte Strategien zur Wirkstofffreisetzung im Gehirn.

Strategie Mechanismus Wirkstoff Anwendung Lit.
chemisches Freisetzungssystem  passive Diffusion Zidovudin (AZT) AIDA-Enzephalopathie [38]
Dopamin Parkinsonsche Krankheit [32,46]
Carrier-vermittelter Transport Carrier-vermittelter Transport Nipecotinsiure (Nip) krampflésend [48,49]
Ketoprofen entziindungshemmend [50,51]
»Trojanische Pferde“ rezeptorvermittelte Endocytose Anti-AB-Antikérper Alzheimersche Krankheit [75,79]
o-l-lduronidase (IDUA)  Hurler-Pfaundler-Syndrom (78]
kolloidale Carrier rezeptorvermittelte Endocytose NC-1900 Verbesserung der Gedichtnisleistung  [102]
adsorptionsvermittelte Endocytose  Daunorubicin antitumoral o7
Peptidvektor-vermittelt adsorptionsvermittelte Endocytose  Dalargin schmerzlindernd M7
rezeptorvermittelte Endocytose Paclitaxel (PAX) antitumoral [30]
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Abbildung 3. Substanztransport ins Gehirn mit einem CDS-Ansatz.

(thyrotropin-releasing hormone) und Kyotorphin-Analoga
(Tyr-p-Ala-Gly-Phe-p-Leu, Gln-Leu-Pro-Gly und Tyr-Lys)
ins Gehirn zu transportieren. In diesem Fall wird ein Dihy-
dropyridin (T) an den N-Terminus des Peptids iiber eine ab-
standhaltende Aminosdure (Pro oder/und Ala) konjugiert,
und der C-Terminus ist mit einem lipophilen Cholesterylester
verankert (Abbildung 4 C). Die Cholesterylgruppe dient der
Steigerung der Lipophilie und verhindert den Peptidabbau

C)

M. Teixidd, E. Giralt und M. Malakoutikhah

durch Peptidasen. Der Spacer erleichtert oder kontrolliert die
enzymatische Freisetzung der Peptide, wenn sie im Gehirn
angekommen sind.***! Dihydropyridine wurden auch mit
Erfolg zur hirnspezifischen Freisetzung verschiedener Ver-
bindungen wie Dopamin,*? verschiedener Ostrogene!? und
4-Aminobuttersiure (GABA) eingesetzt.*

Der Hauptnachteil von Dihydropyridin, der die weitere
Entwicklung behindert, ist die mangelnde Lagerstabilitit, die
durch die Empfindlichkeit der 5,6-Doppelbindung gegen
Luftoxidation und/oder Hydratation bedingt ist. Diese
Oxidations-/Hydratationsreaktion fithrt zu 6-Hydroxy-
1,4,5,6-tetrahydropyridin, das in vivo nicht der enzymatischen
Oxidation zum quartiren Pyridiniumsalz unterliegt.***!

Um dieses Problem zu iiberwinden, wurden verschiedene
Dihydropyridin-Derivate mit hoherer Stabilitdt entwickelt.
Carelli et al.*! berichteten, dass Tetrahydrobipyridin (Ab-
bildung 4 D) fiir die gehirnspezifische Freisetzung von Dop-
amin wirksamer als Dihydropyridin ist. N-Ethoxycarbonyl-
methyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarbonsiure (Abbil-
dung 4E), gekuppelt an f-Phenethylamin und Tryptamin als
Modellsubstanzen (Abbildung 4F) gelangte nach intraveno-
ser Applikation in Ratten ins Gehirn. Die entsprechenden
quartdren Sauren (Abbildung 4 G) wurden innerhalb von 2 h
nach der Injektion aus dem Blut eliminiert; im Gehirn
wurden die Verbindungen jedoch bis zu 5 h festgehalten.[*!
Foucout et al.™! stellten kiirzlich ein Carboxy-1,4-dihydro-
chinolin-Derivat (Abbildung 4H) als neues CDS vor. Das
Amido-1,4-dihydrochinolin-Derivat (Abbildung 41) in Rat-
tenblut bildete in vitro bis zu 20 min weder das entsprechende
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Abbildung 4. Chemische Struktur von Wirkstoffen oder Shuttle-Wirkstoff-Konstrukten fiir ein CDS.
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quartédre Salz noch andere Nebenprodukte; nach intravendser
Injektion wurde es dagegen im Gehirn nachgewiesen (Ab-
bildung 41), wo es vollstindig innerhalb von 5 min in das
entsprechende quartire Salz umgewandelt wurde. Zusétzlich
zeigte das 1,4-Dihydrochinolin-Derivat, wenn es an GABA
gekuppelt war (Abbildung 4J), eine signifikante zentrale
GABAerge Aktivitdt nach intraperitonealer (i.p.) Verabrei-
chung in Méusen, wihrend GABA allein diesen Effekt nicht
zeigte. Diese Ergebnisse bestitigen die Eigenschaft des Car-
boxy-1,4-dihydrochinolin-Derivats (Abbildung 4H), Wirk-
stoffe im Gehirn freizusetzen. MIBG (Abbildung 4K) ist ein
Guanidin-Derivat, das als Tumormarker verwendet wird. Es
uberwindet jedoch nicht die BHS. In einer anderen Unter-
suchung fanden die Autoren heraus, dass das Konjugat aus
MIPG und einem 1,4-Dihydrochinolinrest (Abbildung 4L)
nach intravenoser Injektion in Ratten eine méfige Penetra-
tion ins Gehirn zeigte. Wihrend die Konzentration des
Konjugats im Gehirn innerhalb von 60 min abnahm, nahm die
Menge an quartdrem Salz (Abbildung 4M) in der gleichen
Zeit zu. Dieser Befund deutet auf die Oxidation des Konju-
gats im Hirn gefolgt von der enzymatischen Freisetzung von
MIBG hin.*"!

3. Carrier-vermittelter Transport

Substrate fiir endogene BHS-Carrier konnen als Schleu-
ser verwendet werden, um niedermolekulare Substanzen im
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Angewandte

Gehirn freizusetzen. Es gibt die Vermutung, dass Ascorbin-
sdure (AA) das Gehirn iiber den natriumabhingigen Trans-
porter SVCT2 erreicht. In einem zelluldren Testsystem zeigte
sich, dass mit Ascorbinsidure gekuppelte Nipecotinsdure (Nip,
Abbildung 5 A; Konjugat Abbildung 5B) die Aufnahme von
[*C]AA konzentrationsabhingig hemmt. AuBerdem hatte
die intraperitoneale Injektion von Nip-AA in Maiusen
krampflosende Wirkung im Gegensatz zu Nip allein.[*

Tyrosin, das tiber den Aminosduretransporter fiir grofle
Aminosduren (large natural amino acid transporter; LAT1)
das Gehirn erreicht, kann als Vektor dienen, um Nip ins Hirn
zu bringen. Nip wurde mit Tyrosin konjugiert (Abbil-
dung 5C), und eine systemische Verabreichung dieses Kon-
jugats an Maiuse wirkte signifikant und dosisabhingig
krampflosend; Nip alleine hatte diesen Effekt nicht.*”! Daher
lasst sich vermuten, dass Nip-AA- und Nip-Tyr-Konjugate
aktiv iiber die BHS transportiert werden konnen. Gynther
etal.® fanden auBerdem heraus, dass Ketoprofen nach
Konjugation an L-Tyrosin (Abbildung 5D) ein Substrat fiir
LATT1 ist und in Ratten die BHS mithilfe dieses Transporters
iberquert.

Glucose, die das Gehirn iiber einen eigenen Transporter
(GLUT-1) in der BHS erreicht, wurde ebenfalls als Vektor fiir
die Wirkstofffreisetzung im Gehirn verwendet. Mit einer In-
situ-Perfusion des Rattenhirns zeigten Gynther et al.,”"! dass
Ketoprofen und Indomethacin nach Konjugation an Glucose
(Abbildung SE und 5F) die Aufnahme von Glucose durch
das Gehirn hemmten. Offenbar haben also die beiden Kon-
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Abbildung 5. Chemische Struktur von Wirkstoffen oder Shuttle-Wirkstoff-Konstrukten fiir einen Carrier-vermittelten Transport.
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jugate eine hohere Bindungsaffinitdt zu GLUT-1 als Glucose.
AuBlerdem ist die Transportgeschwindigkeit der Konjugate
temperaturabhéngig, was ebenfalls fiir die Aufnahme dieser
Verbindungen durch GLUT-1 spricht. Egleton et al.*” fanden
heraus, dass das an Ser® glycosylierte lineare Opioidpeptid-
amid Tyr-p-Thr-Gly-Phe-Leu-Ser-NH, nach intravenoser In-
jektion bei Ratten stirker und ldnger schmerzlindernd wirkt
als das nicht glycosylierte Peptid. Die verbesserte analgeti-
sche Aktivitit des glycosylierten Peptids wurde unterschied-
lichen Faktoren zugeschrieben, darunter einer doppelt so
hohen Aufnahme ins Gehirn (gemessen iiber In-situ-Perfu-
sion des Rattengehirns) und eine hohere Stabilitat (1.8fach
im Plasma und 1.5fach im Gehirn). Die Autoren schlossen
jedoch aus, dass die glycosylierten Peptide nicht iiber GLUT-
1 ins Gehirn gelangen, sondern schlugen stattdessen den or-
ganische Anionen-transportierenden Peptidtransporter als
Carrier vor. In einer anderen Untersuchung fanden die Au-
toren, dass die Glycosylierung des cyclischen Opioidpeptids
[D-Cys*® Ser,Gly’]-Enkephalin eine stirkere analgetische
Reaktion hervorruft, wenn die Glucose axial oder dquatorial
zum Peptidriickgrat ausgerichtet ist. Sie beobachteten
gleichzeitig bei der In-situ-Perfusion an der Ratte eine bes-
sere Aufnahme ins Gehirn. Die Verbesserung der analgeti-
schen Wirkung riihrt jedoch nicht nur von der Verstirkung
der BHS-Permeation her, sondern kann zum Teil auch mit der
Bindungsaffinitdt des Peptids zum p-Opioidrezeptor (dem
primdren Rezeptor fiir Analgetika) im Gehirn zusammen-
hédngen, denn eines der glycosylierten Peptide mit niedrigerer
Aufnahme ins Gehirn bei andererseits hoherer Bindungsaf-
finitiit zeigte einen stirkeren analgetischen Effekt.[!

Die Permeation von Dendrimeren, die mit Glucosamin
(2-Amino-2-desoxy-D-glucose) konjugiert sind, war in einem
zellbasierten BHS-Modell 3.5-mal groBer als die der unkon-
jugierten Dendrimere. Auch die Internalisierung von Den-
drimeren in Gliomazellen wurde durch Glycosylierung auf
das 8fache erhoht. Glycosylierte Dendrimere, die mit Met-
hotrexat, einem Antitumorwirkstoff, beladen waren, hemm-
ten das Wachstum von Gliomazellen 4.5-mal effektiver. Dies
deutet darauf hin, dass die Glycosylierung eine zweifache
Rolle bei Wirkstoffen spielt, indem sie die BHS-Permeation
und die Aufnahme durch Gliomazellen verbessert. Es sind
allerdings noch In-vivo-Untersuchungen erforderlich, um
diese Befunde zu bestitigen."! Es konnte auch gezeigt
werden, dass glycosylierte Analoga von Dermorphin®™ (H-
Tyr-p-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,), Deltorphin®**! (H-
Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH,) und [Met’]-Enkepha-
1in®®! (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) bei Miusen stirker analgetisch
wirken als die nichtglycosylierten Ausgangspeptide. Die Au-
toren folgerten, dass die verstédrkte analgetische Reaktion auf
glycosylierte Peptide auf einen verbesserten Transport aus
dem Blut ins Gehirn, teilweise bedingt durch den Beitrag von
GLUT-1, zuriickgefiihrt werden kann. Da Glucosetransporter
in allen Geweben exprimiert werden, konnen glycosylierte
Verbindungen entsprechend auch von anderen Organen
aufgenommen werden.

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid mit einer ungew6hn-
lichen Peptidbindung zwischen der Aminogruppe des Cy-
steins und der Carboxylgruppe der Glutaminsiure-Seiten-
kette. GSH, das das Gehirn iiber einen Carrier-vermittelten
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Transport erreicht, schiitzt Proteine gegen Oxidation. L-Dopa
wurde iiber eine Amidbindung an GSH gebunden (Abbil-
dung 5H); die orale Verabreichung der Konjugate an Ratten
fithrte zu einer nachhaltigen Freisetzung von L-Dopa und
Dopamin im Gehirn, wodurch die Konzentration dieser
beiden Verbindungen gegeniiber der Verabreichung einer
aquimolaren Dosis Dopamin erhoht wurde."”!

More et al.¥! setzten ein metabolisch stabiles Harnstoff-
analogon von GSH als Carrier zur Freisetzung von Dopamin
und Adamantamin iiber MDCK(Madin-Darby canine
kidney)-Zellmonoschichten ein. Der GSH-analoge Carrier
wurde an Dopamin und Adamantamin iiber eine Verbin-
dungsgruppe gekuppelt. Die entstehenden Molekiile (Abbil-
dung 51 und J) durchquerten die Zellmonoschicht. Die ge-
ringere Transportgeschwindigkeit von GSH durch MDCK-
Zellmonoschichten in Gegenwart der Konjugate zeigte, dass
der Transport von einem GSH-Transporter vermittelt wurde
und keine passive Diffusion war.

Die Kupplung eines Wirkstoffs an ein endogenes Car-
riersubstrat kann die Affinitdt des Substrats fiir seinen
Transporter beeinflussen; daher kann die Aufnahme einer
Substanz ins Gehirn durch die Aufnahme eines unkonjugier-
ten endogenen Substrates mit einer groferen Affinitdt be-
eintréachtigt werden.

4. Molekulare Trojanische Pferde

Endogene Liganden fiir spezifische BHS-Rezeptoren,
auch Trojanische Pferde genannt, haben die Fihigkeit,
Wirkstoffe ins Gehirn einzuschleusen.'®! Das vasoaktive in-
testinale Polypeptid (VIP) ist an der Regulation des zere-
bralen Blutflusses beteiligt; In-vivo-Untersuchungen ergaben
allerdings keinen neuropharmakologischen Effekt, was auf
den geringen Transport des Peptids durch die BHS ins Gehirn
zuriickgefiihrt wird. Ein VIP-Analogon (Ac-HSDAVFTD-
NYTRLRKQ-Nle-AVRRYLNSALN-NH,, VIPa) wurde
mithilfe des Avidin-Biotin-Systems an OX26 gekuppelt, um
die Aufnahme des Peptids ins Gehirn zu verbessern (Abbil-
dung 6). Biotin ist ein kleines natiirliches Vitamin (H oder

H
S NH
& ASNTTO
VIPa-NH-CO-(CH,),-S-S-(CH,),NH-CO-(CHy); H H
N J\_ J
Y Y
Abstandhalter Biotin

Abbildung 6. Chemische Struktur von biotinyliertem VIPa.

B,), das mit hoher Affinitidt an Avidin-Proteine bindet. OX26
ist ein muriner monoklonaler Antikorper (MAb), der die
Blut-Hirn-Schranke mithilfe des Transferrin-Rezeptors (TfR)
iiberwindet (Abbildung 7). Nach systemischer Applikation
des biotinylierten VIPa, das an Avidin-OX26 gekuppelt war,
in Ratten, wurde das Konjugat im Gehirn nachgewiesen und
verstirkte den Blutfluss zum Gehirn um 65 %, wohingegen
biotinyliertes VIPa alleine die BHS nicht passierte und daher
keinen Effekt auf den Blutfluss hatte.””
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Abbildung 7. Durchtritt von biotinyliertem VIPa durch die BHS iiber
einen Transportvektor, der aus einem Konjugat aus Avidin und dem
monoklonalen OX26-Anti-Transferrinrezeptor-Antikérper (TFRMab) be-
steht. Tf, zirkulierendes Transferrin; TfR, BHS-Transferrinrezeptor.

Der dem Gehirn entstammende neurotrophe Faktor
(brain-derived neurotrophic factor; BDNF) ist ein potentiel-
les Neuropharmakon fiir die Behandlung einer Reihe neu-
rodegenerativer Erkrankungen. Ahnlich wie andere Neutro-
phine und therapeutische Proteine wird die Substanz kaum
iber das Endothel der Gehirnkapillaren transportiert. Die
Aufnahme von Biotin-PEG*™-BDNF, gebunden an OX26/
Streptavidin (SA), war 7fach bzw. 2fach hoher als diejenige
von Biotin-PEG*™-BDNF bzw. Morphin (einem neuroakti-
ven Molekiil). Es wurde vermutet, dass diese verbesserte
Aufnahme ins Gehirn auf die Verbesserung der BHS-Per-
meation durch den Transferrin-Rezeptor zuriickgeht. Die
Konjugation verénderte die biologische Aktivitdt von BDFN
nicht, wie in In-vitro-Tests gezeigt wurde.™” Mit OX26/SA
wurde auch VIPa ins Rattenhirn transportiert. Die intrave-
nose Injektion des Konjugats aus VIPA/OX26/SA steigerte
bei Ratten die Aufnahme ins Gehirn um mindestens das
10fache und erhohte den Blutdurchfluss des Organs um 60 %,
wihrend unkonjugiertes VIPa den Blutdurchfluss nicht ver-
dnderte.! In einer Reihe priklinischer Untersuchungen
wurde gezeigt, dass das endogene humane Polypeptid bFGF
(basic fibroblast growth factor) neuroprotektiv wirkt. Da
bFGF nur schwer ins Gehirn gelangt, ist eine hohe Dosis er-
forderlich, um den neuroprotektiven Effekt in diesem Organ
auszulosen. In hohen Dosen ruft bFGF in der Peripherie al-
lerdings Nebenwirkungen hervor. Die Konjugation von mo-
nobiotinyliertem bFGF (bio-bFGF) an OX26/SA beein-
trachtigt die Bindungsaffinitit von bFGF fiir seinen Rezeptor
in BHK-21-Zellkulturen nicht. Das bFGF-OX26-Konjugat
wurde nicht nur besser ins Gehirn aufgenommen, sondern
gelangte im Vergleich zur intravendsen Injektion von bio-
bFGF in Ratten auch nur zu einem geringeren Anteil in die
peripheren Gewebe. [

Poly(ethylenglycol)-poly(e-caprolacton)(PEG-PCL)-Po-
lymersomen (POs) wurden an OX26 konjugiert (als OX26-
PO bezeichnet); die Aufnahme ins Gehirn betrug das
2.6fache der Aufnahme von PO nach intravenoser Injektion
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in Ratten. NC-1900, ein Peptid, das aus Vasopressin abge-
spalten wird, verbessert die Gedéachtnisleistung, wenn es
Ratten, die unter Scopolamin-induzierter Gedachtnisschwa-
che leiden, intrazerebroventrikulér injiziert wird. Die Fahig-
keit von NC-1900 zur Passage der Blut-Hirn-Schranke ist
jedoch gering, was die Verwendbarkeit einschrankt. Um die
Moglichkeit zu untersuchen, mit OX26-PO Wirkstoffe ins
Gehirn zu transportieren, wurde die Verbindung mit NC-1900
beladen. Wihrend NC-1900 und NC-1900-PO Lernen und
Gedichtsnisausfille bei Ratten mit Scopolamin-induzierter
Gedichtnisschwiéche nicht verbesserten, gelang dies mit der
intravendsen Injektion von OX26-PO-NC-1900 bei diesen
Tieren.!*

Das radioaktiv markierte Peptid EGF (epidermal growth
factor) ist ein mogliches Reagens zur bildgebenden Darstel-
lung von Hirntumoren. Das Peptid kann allerdings nicht un-
derivatisiert zu diesem Zweck eingesetzt werden, weil es die
BHS nicht iiberwindet. Um den Transport von EGF ins
Gehirn zu verbessern, wurde das biotinylierte Peptid mit
OX26/SA  iiber Bis(aminohexanoyl) [(CH,)sNHCO-
(CH,)sNHCO] als Verbindungsgruppe gekuppelt. Dies ver-
hindert die Bindung an den EGF-Rezeptor, wie sich mit In-
vitro-Tests nachweisen lie. Ersetzte man die Verbindungs-
gruppe durch Poly(ethylenglycol) (PEG) mit einer Molmasse
von 3400 Da (PEG*), konnte man damit die Bindungsaffi-
nitit von EGF wiederherstellen.! In-vivo-Studien ergaben,
dass der Nachweis von Gehirntumoren in Ratten mit EGF
nur moglich ist, wenn dieses iiber einen PEG*™-Abstand-
halter mit OX26/SA konjugiert ist.["]

Radioaktiv markiertes AR (die ersten 40 Aminosiuren
des (-Peptids der Alzheimer-Plaques) kann zur Abbildung
der AB-Amyloidfibrillen im Gehirn von Alzheimer-Kranken
verwendet werden. Allerdings passiert '“I-AB'™ die BHS
nicht in vivo.*! AuBerdem wird "*I-AB'*’ durch den Stoff-
wechsel schnell aus dem Blut entfernt. Die Aufnahme von
monobiotinyliertem '*I-AB"* im Konjugat mit OX26/SA war
nach intravenoser Gabe bei Ratten doppelt so hoch wie die
von Morphin, wihrend die Aufnahme von '“I-Af™* ver-
nachldssigbar war. Auflerdem steigerte die Konjugation die
metabolische Stabilitit von '"“I-AB"* und beeintrichtigte
seine Bindung an die Amyloidplaques der Alzheimerschen
Demenz nicht.[””? Mit dem gleichen Freisetzungssystem wurde
die Aufnahme einer biotinylierten Polyamid-Nucleinsdure
(bio-PNA), einem potentiellen Wirkstoff gegen HIV, nach
intravenoser Injektion in Ratten im Vergleich zur unkonju-
gierten bio-PNA auf das 28fache gesteigert.[*

Chitosan-Nanopartikel (NPs) gelangen nach intravendser
Injektion in Méausen nicht ins Gehirn. Kuppelt man die Par-
tikel aber an OX26, kann man sie dort nachweisen; offenbar
erméglicht OX26 den NPs also die Passage der BHS.[®) 0X26
wurde nach Konjugation an Lipid-Nanokapseln (LNCs) in
vitro noch immer vom Transferrin-Rezeptor erkannt; den-
noch zeigte das Konjugat LNC-OX26 nur eine 2fach hohere
Akkumulation im Gehirn verglichen mit dem unkonjugierten
LNC nach intravendser Injektion in Méusen. Die Aufnahme
des Konjugats ins Gehirn nahm nicht nennenswert zu, mog-
licherweise wegen der raschen Eliminierung aus dem Blut
durch die Leber.”! OX26 transportiert auch Loperamid-be-
ladene humane Serumalbumin-Nanopartikel (HSA NPs)
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nach intravenoser Injektion in der Maus iiber die BHS und
induziert damit eine signifikante antinocizeptive Aktivitit.["!

Anti-Ap-Antikorper verhindern die Ap-Aggregation und
l6sen die AB-Amyloidfibrillen bei der Alzheimer-Demenz
auf. Man kann diese Antikorper also als neuen Ansatz fiir die
Behandlung dieser Gehirnerkrankung ansehen.”" Ein re-
kombinanter chimérer Maus-/Ratte-MAb gegen den murinen
Transferrin-Rezeptor mit der Bezeichnung cTfRMAb pas-
siert die BHS in Miusen.! Eine Fusion eines Einzelketten-
fragments mit der variablen Region gegen Af} aus einem
monoklonalen Antikorper (ScFv anti-Af) mit cTFRMAD er-
moglichte den Ubergang iiber die BHS nach intraperitonealer
Injektion in M&usen, wobei die Bindungsaffinitit fiir das Ap-
Amyloidpeptid erhalten blieb.” ¢TfRMAb transportiert
auch GDNF (glial-derived neurotrophic factor), ein Neuro-
trophin, das dhnlich wie BDNF die Blut-Hirn-Schranke nicht
passiert, nach intravendser Verabreichung in Maéusen ins
Gehirn. Andererseits beeintrachtigt die Fusion zwischen
GDNF und cTfRMAD die Affinitdit von GDNF zu seinem
Rezeptor nicht.” Die vorher erwihnten MAbs (OX26 und
cTfRMADb) konnen beim Menschen nicht verwendet werden,
weil sie nicht mit dem humanen Transferrin-Rezeptor im
BHS wechselwirken.[”! Dies kann eine Erkldrung dafiir sein,
dass mit OX26 und cTfRMADb noch keine klinischen Studien
zur Freisetzung von Wirkstoffen im menschlichen Gehirn
bekannt geworden sind. Es wurde allerdings beobachtet, dass
ein muriner monoklonaler Antikérper vom humanen Insu-
linrezeptor (HIR) erkannt wird und dass er auf diesem Weg
die BHS iberwindet. Daher wurde die Eignung dieses
HIRMAD als Schleuser fiir die Freisetzung einiger Wirkstoffe
im Gehirn tiberpriift.

Boado et al.”” konnten nachweisen, dass die Konzentra-
tion des Fusionproteins aus BDFN und HIRMADb (BDFN-
HIRMAD) nach intravendser Applikation bei Rhesusaffen
mehr als 10fach hoher lag als die endogene Konzentration
von BDFN im Gehirn. Das Fusionsprotein behélt auch die
Bindungsaffinitit zum Rezeptor und die neuroprotektive
Aktivitit von BDNF. Mucopolysaccharidose Typ I (Hurler-
Pfaundler-Syndrom) ist eine lysosomale Speicherkrankheit,
die auch das Gehirn beeintrachtigt. Zur Behandlung gehort
auch eine Enzymersatztherapie mit rekombinanter o-L-Id-
uronidase (IDUA), die allerdings die BHS nicht passiert
(Abbildung 8). Die Fusion von IDUA mit HIRMAD ermég-
licht den Transport des Enzyms nach intravenoser Injektion

Blut-Hirn-Schranke

Abbildung 8. Transport eines lysosomalen Enzyms (E) ins Gehirn mit
einem chiméren MAb gegen den humanen Insulinrezeptor (IR) als
molekulares Trojanisches Pferd (TH). Allein tiberwindet das lysosoma-
le Enzym IDUA die BHS nicht. Nach Fusion von IDUA an TH iiber-
quert das Enzym die BHS und die Membran der Gehirnzellen, indem
es den IR nutzt, der in beiden Membranen exprimiert wird.
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im Rhesusaffen und zeigt auch eine brauchbare Enzymakti-
vitat im Vergleich zu IDUA.™ 'PI-AB" wurde iiber SA-
Biotin an HIRMab gekuppelt, ohne dabei die Bindungsaffi-
nitit von '“I-AB" fiir Amyloidplaques der Alzheimerschen
Krankheit in vitro zu verdndern. Die intravendse Injektion
des konjugierten '*I-AB™ in Affen fiihrte zu einer 10fach
hoheren Aufnahme im Vergleich zum unkonjugierten
Peptid.[*!

Der ScFv-anti-AB-MAb wurde mit HIRMAD fusioniert
(das entstehende Molekiil wurde als Fusionsantikorper be-
zeichnet). Der anti-AB-MAD passierte beim Rhesusaffen die
BHS nicht, wihrend sich der Fusionsantikorper nach intra-
venoser Injektion im Gehirn verteilt. Dort 16ste er sogar
Amyloidplaques im Gehirn transgener Miuse auf.””! Der
humane TNFR (tumor necrosis factor receptor) konnte eine
Behandlung gegen Entziindungen in Geweben ermoglichen.
Er kann jedoch nicht im Gehirn verwendet werden, weil er
die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwindet. Nach Fusion von
TNFR mit HIRMAb (HIRMAb-TNFR-Fusionsprotein)
blieb In-vitro-Tests zufolge die Bindungsaffinitit zu HIR und
die TNFR-AKktivitit beibehalten.’ Die Aufnahme des Fusi-
onsproteins ins Gehirn von Rhesusaffen nach intravendser
Injektion war 13-mal hoher als von TNFR allein.®!

Aufler im Gehirn wird HIR auch noch in anderen Ge-
weben exprimiert. Ein Wirkstoff, der an HIRMADb gekuppelt
ist, konnte also auch von diesen Geweben aufgenommen
werden und dort Nebenwirkungen auslosen.”

Die schlechte Aufnahme von Quantenpunkten (quantum
dots; QDs) schriankt ihre Verwendung als Agentien fiir bild-
gebende Diagnostik und die Behandlung von Gehirnerkran-
kungen ein. Um QDs ins Gehirn zu bringen, wurden sie mit
PEG-Poly(lactat)(PEG-PLA)-NPs eingekapselt und mit
Weizenkeimagglutinin dekoriert. Nach intranasaler Appli-
kation bei Méusen verteilten sich die Konjugate in den Kor-
pergeweben; ein groferer Anteil wurde jedoch im Gehirn
wiedergefunden.® Die Konjugation von Transferrin (Tf) an
elongierte Quantenpunkte erméglichte auch deren Transport
iiber ein In-vitro-BHS-Modell mithilfe des Transferrin-Re-
zeptors.®! Lactoferrin (Lf) ist ein Protein der Transferrin-
Familie, das als Transporter iiber die BHS iiber den Lf-Re-
zeptor wirkt. Die Konjugation von Lf an PEG-PLA-NPs
verstiarkt die Akkumulation von NPs im Gehirn von Miusen
nach intravenoser Injektion. Aulerdem wirkten L{-NPs ge-
geniiber den Endothelzellen des Méusegehirns in einem In-
vitro-Test nicht toxisch.™

5. Kolloidale Carrier

Kolloidale Wirkstofftrager wie Liposomen und Nanopar-
tikel wurden fiir die Freisetzung von Wirkstoffen im Gehirn
eingesetzt. Kolloidpartikel werden gut von Leber und Milz
aus dem Blut entfernt. Die Modifikation von Kolloidpartikeln
mit PEG kann die Stabilitidt im Blut steigern. Auflerdem ist
die Konjugation mit spezifischen Transportern wie mono-
klonalen Antikérpern und Transferrin ein Mittel, um die
Aufnahme der Partikel ins Gehirn zu verbessern %!
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5.1. Nanopartikel

Der Einsatz von NPs zur Wirkstofffreisetzung im Gehirn
ist ein interessanter Ansatz, weil diese Partikel eine breite
Palette von Substanzen ins ZNS transportieren und sie dort
iiber einen langen Zeitraum abgeben konnen. Weil NPs so
klein sind (200 nm), konnen sie von Zellen aufgenommen
werden. Materialien wie Poly(alkylcyanoacrylate) (PACAs),
Polyacetate, Polysaccharide und Copolymere konnen zur
Herstellung von NPs verwendet werden. Wirkstoffe konnen
eingeschlossen oder an die NPs adsorbiert oder angehingt
werden. NPs aus Poly(n-butylcyanoacrylat) (PBCA), die mit
dem Tensid Polysorbat80 beschichtet wurden, sind vielfach
benutzt worden, um Substanzen ins ZNS zu bringen, die an-
sonsten die BHS nicht iiberwinden koénnen.*>5"]

Um das nicht penetrierende Enkephalin-Analogon Da-
largin® ins Gehirn zu bringen, kuppelten Kreuter et al.®! die
Substanz an PBCA-NPs, die mit Polysorbat80 beschichtet
waren. Nach intravenoser Injektion in Médusen erschienen die
mit Polysorbat 80 beschichteten NPs im Gehirn. Auch eine
schmerzstillende Wirkung lie3 sich mit dem Tail-Flick-Test
nachweisen. Demgegeniiber hatte eine Kontrolle aus den drei
Bestandteilen (Substanz, NPs und Tensid), die unmittelbar
vor der intravendsen Injektion gemischt worden waren, keine
schmerzstillende Wirkung.

Olivier et al.”” fanden heraus, dass die Zugabe von Po-
lysorbat80 zu dalarginbeladenen PBCA-NPs zur vollstdndi-
gen Loslosung von Dalargin von den NPs fithrte. Diese Au-
toren betrachteten daher Dalargin-beladene Polysorbat-80-
beschichtete PBCA-NPs als einfache Mischung. Auflerdem
beobachteten sie, dass PBCA-NPs, gleich, ob sie mit Poly-
sorbat80 beschichtet waren oder nicht, die Schlussleisten
eines In-vitro-BHS-Modells 6ffnen. Sie berichteten auch,
dass die Verabreichung von Polysorbat-80-beschichteten
PBCA-NPs in Méusen manchmal tddlich wirkt. Auflerdem
induzierten diese NPs einen analgetischen Effekt in den be-
handelten Tieren. Die Vermutung war daher, dass diese
analgetische Wirkung mit der Offnung der Schlussleisten als
Folge der Toxizitdt der NPs zusammenhing. Im Gegensatz
dazu fanden Kreuter et al.,”! dass weder eine intravendse
Injektion von freiem Dalargin, gefolgt von einer Injektion
von Polysorbat-80-beschichteten PBCA-NPs nach 5 und
30 min noch eine Mischung von Dalargin und Polysorbat-80-
beschichteten PBCA-NPs schmerzhemmend wirkten. Dem-
gegeniiber wirkten Dalargin-beladene PBCA-NPs, die mit
Polysorbat80 beschichtet waren, stark analgetisch nach in-
travenoser Injektion in Méusen. Auflerdem ergab eine elek-
tronenmikroskopische Untersuchung von Endothelzellen aus
Rinderhirn-Kapillaren (BBCEs), die mit unbeschichteten
und mit Polysorbat-80-beschichteten PBCA-NPs inkubiert
worden waren, keine Auffilligkeiten in der Zellmorphologie
oder den Schlussleisten. Dies weist darauf hin, dass Polysor-
bat-80-beschichtete PBCA-NPs die Integritidt der BHS nicht
storen.

Die intravenose Applikation von Polysorbat-80-be-
schichteten PBCA-NPs, die mit einem NMDA (N-Methyl-D-
aspartat)- Rezeptorantagonisten, MRZ 2/576 (8-Chlor-4-hy-
droxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b]chinolin-5-oxid-
cholinsalz), beladen waren, rief in Miusen eine lidngere
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krampflosende Wirkung hervor als freies MRZ 2/576. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Polysorbat-80-beschich-
tete PBCA-NPs MRZ 2/576 ins Gehirn transportieren und
iiber einen lingeren Zeitraum freisetzen.”” Auch die Kon-
zentration von Tacrin (Abbildung 9A) und Rivastigmin

OCH3

®
/N\

ch CHa
N
AN
OH

OCHs

NH,

Abbildung 9. Chemische Struktur von Wirkstoffen fiir kolloidale Carri-
er.

(Abbildung 9B < xfigr9), beides Wirkstoffe gegen Alzhei-
mersche Demenz, stieg in Rattengehirnen auf das 4fache,
wenn sie auf diese NPs geladen wurden.’”*! Die NPs trans-
portierten auch Doxorubicin nach intravenoser Injektion ins
Rattengehirn, wihrend Doxorubicin allein die BHS nicht
iiberwinden kann.’” Andere Untersuchungen ergaben, dass
diese Partikel auch Loperamid (Abbildung 9 C < xfigr9) und
Tubocurarin (ein quartires Ammoniumsalz, Abbildung 9D),
die ebenfalls die BHS nicht passieren kénnen, nach intrave-
noser Injektion in Miusen und Ratten transportieren.”>*!

Beriicksichtigt man, dass PBCA-NPs auch wenn sie mit
Polysorbat80 beschichtet sind, leicht von Leber, Milz und
Lunge abgefangen werden konnen, konnte eine Langzeitan-
wendung in diesen Organen toxische Effekte verursachen.
AuBerdem sind weitere Untersuchungen notig, um die Wir-
kung von PBCA-NPs auf das Gehirn zu untersuchen, weil der
schnelle Abbau des PBCA-Polymers toxische Bruchstiicke
freisetzen kann.””

Von den verschiedenen Mechanismen, die die Permeation
von Polysorbat-80-beschichteten NPs iiber die BHS erklédren
konnen, scheint die Endocytose der bedeutendste zu sein. Die
NPs adsorbieren die Apolipoproteine B und E nach der In-
jektion aus dem Blut und ahmen so Lipoproteinpartikel nach,
die von Endothelzellen der Gehirnkapillaren durch rezep-
torvermittelte Endocytose aufgenommen werden kénnen.””
Dieser Mechanismus wird von Untersuchungen gestiitzt, nach
denen NPs aus humanem Serumalbumin (HSA), die mit
Apolipoprotein E (ApoE) gekuppelt waren, nach intravend-
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ser Injektion im Gehirn von Méusen nachgewiesen werden
konnten, nicht jedoch PEGylierte Albumin-NPs.”® Weiterhin
induzierten Loperamid-beladene HSA-NPs, die iiber Avidin/
Biotin an ApoE3 gekuppelt waren, nach intravendser Injek-
tion in Méusen eine antinocizeptive Antwort. Im Gegenteil
dazu hatten Loperamid-beladene HSA-NPs und freies Lo-
peramid keinen nennenswerten analgetischen Effekt.””) Au-
Berdem konnen HSA-NPs, die kovalent an ApoE3, A-I und
B-100 tiber PEG als Verbindungsgruppe gekuppelt sind, Lo-
peramid ins Mausgehirn transportieren.'®! In-vitro-Tests er-
gaben, dass im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 und
2 mgmL ™ weder HSA-NPs noch HSA-NPs-ApoE einen to-
xischen Effekt auf Endothelzellen des Maiusegehirns
haben.”

Kationisches Rinderserumalbumin (CBSA) durchquerte
nach Konjugation an PEG-PLA-NPs (CBSA-NPs) die BHS
in vivo besser als natives BSA nach Konjugation an PEG-
PLA-NPs.'""' NC-1900 war nach Beladung auf CBSA-NPs 4-
mal so stabil im Plasma im Vergleich zu freiem NC-1900.
AuBlerdem verbesserten NC-1900-beladene CBSA-NPs nach
intravenoser Injektion in Méausen signifikant die Gedécht-
nisleistung, wihrend NC-1900 diesen Effekt nicht ausloste.['"
Kationisches humanes Serumalbumin (CHSA) transportierte
Leu-Enkephalin iiber die BHS von Miusen nach intraperi-
tonealer Applikation und l6ste einen analgetischen Effekt
aus, was mit dem Tail-Flick-Test bestitigt wurde. Im Gegen-
satz dazu wirkte HSA-Fmoc-Leu-Enkephalin nicht antinoci-
ceptiv.' PLA-Polymere mit niedriger Toxizitit werden als
sicher fiir die Anwendung beim Menschen betrachtet. Beim
Test der Endothelzellen der Hirnkapillaren (BCECs) mit
MTTergab sich, dass 80 % der Zellen mit 0.1 mgmL ' CBSA,
1 mgmL™" CBSA-NPs oder 1.5mgmL~" NPs iiberleben.
Demgegeniiber sank die Uberlebensrate mit 1 mgmL™
CBSA auf 50 %. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der
toxische Effekt, den CBSA auf die Zellen hat, durch die
Kupplung an NPs abgemildert wird.['"

Poly(p,L-lactid-co-glycolid)-NPs (PLGA-NPs) gelangen
nicht ins Maiusegehirn; wenn allerdings trimethyliertes
Chitosan (TMC) kovalent an diese NPs gekuppelt wurde,
wurden die entstandenen Molekiile (TCM/PLGA-NPs) in
dieses Organ aufgenommen. Zudem wurde durch Injektion
von Coenzym Q,, (Co-Q), eingeschlossen in TCM/PLGA-
NPs in einem transgenen Mausmodell die Verringerung der
Gedichtnisschwiche und die Hemmung der Ablagerung von
B-Amyloidfibrillen im Gehirn induziert. Freies Q;, und Q-
beladene PLGA dagegen reduzierten die Gedéchtnisschwi-
che kaum. Weil TMC ein kationisches Polysaccharid ist,
schlossen die Autoren, dass es die BHS durch adsorptions-
vermittelte Endocytose iiberquert; allerdings wirken TMC,
PLGA-NPs und TMC/ PLGA-NPs leicht toxisch auf Zellen,
wie in MTT-Tests nachgewiesen wurde.['*

Hombach et al.l'"! berichteten, dass MDCK-Zellen nach
Behandlung mit Chitosanlosung oder Chitosanpartikeln
einen deutlich geringeren transepithelialen elektrischen Wi-
derstand (TEER, transepithelial electric resistance) im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen aufwiesen. Der reduzierte
TEER kann dadurch hervorgerufen werden, dass Chitosan-
16sung oder -partikel eine Offnung der Schlussleisten verur-
sachen. Wihrend jedoch Chitosanlosung eine geringe Toxi-
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zitdt gegeniiber MDCK-Zellen und geringe Hédmolyse ver-
ursacht, sind Chitosanpartikel erheblich toxischer.

Injiziert man hohle Chitosan-Polyacrylsidure-NPs (PAA)
nach Beladung mit Doxorubicin intravends in Mause, findet
man Doxorubicin in verschiedenen Organen einschlieBlich
des Gehirns wieder, wihrend freies Doxorubicin nach intra-
venoser Injektion nicht ins Gehirn gelangt. Die Behandlung
von Zellen mit Chitosankonzentrationen oberhalb von
0.1 mgmL™" ergab Uberlebensraten von ca. 60%. Demge-
geniiber hatten Chitosan-PAA-Nanokiigelchen keinen toxi-
schen Effekt.l!

5.2. Liposomen

Liposomen sind kleine Bldschen aus biokompatiblen und
biologisch abbaubaren Phospholipid-Doppelschichten, die
ein wissriges Kompartiment einschlieBen.® Liposomen, die
mit dem Chemotherapeutikum Daunorubicin beladen waren,
wurden mit Transferrin und gleichzeitig mit p-Aminophenyl-
o-p-mannopyranosid (MAN) konjugiert, das die BHS mittels
GLUT-1 iiberquert. Transportuntersuchungen an Endothel-
zellen von Miusehirnkapillaren (BMVECs, brain micro-
vascular endothelial cells) bestitigten, dass diese Konjugate
besser transportiert werden als freies Daunorubicin, Dauno-
rubicin-Liposomen und Daunorubicin-Liposomen nach
Kupplung an MAN oder Transferrin. Die intravendse Ap-
plikation bei Ratten, die C6-Gliomazellen trugen, stiitzten die
In-vitro-Ergebnisse, denn die Uberlebenszeit der Ratten
betrug nach Behandlung mit freiem Daunorubicin 19 Tage
und mit Daunorubicin-Liposomen, Daunorubicin-MAN-Li-
posomen und Daunorubicin-Tranferrin-Liposomen 18 Tage;
sie unterschied sich damit nicht signifikant. Ratten, die
Daunorubicin-Liposomen, die mit MAN und Transferrin
konjugiert waren, erhielten, iiberlebten linger (22 Tage).'"”!
Ahnliche Ergebnisse erhilt man, wenn man Epirubicin-be-
ladene Liposomen mit Tamoxifen (TAM) und Transferrin
(Tf) funktionalisiert. Die Liposomen waren mit Epirubicin,
einem moglichen Antitumorwirkstoff, der sich von Doxoru-
bicin ableitet, beladen und mit Tamoxifen und Transferrin
konjugiert. TAM wurde in die liposomale Doppelschicht
eingebracht, weil man davon ausgeht, dass es den Efflux von
Epirubicin aus Gehirn und Gehirntumorzellen verhindert.
Liposomen, die mit TAM und Tf modifiziert waren, erwiesen
sich als effizientere Carrier von Epirubicin durch die mikro-
vaskularen Endothelzellen des Rattengehirns (BMEC) im
Vergleich zu unmodifizierten Liposomen und Liposomen, die
nur mit TAM oder Tf modifiziert waren. Die Ergebnisse aus
In-vivo-Untersuchungen stimmten mit denen der In-vitro-
Experimente iiberein: Ratten mit Gliomazellen iiberlebten
nach Applikation von Epirubicin-beladenen Liposomen, die
mit TAM und Tf modifiziert waren, linger (23 Tage) als Tiere,
die nur TAM- (18 Tage) oder Tf- (19 Tage) modifizierte
Epirubicin-Liposomen erhielten. Mit unmodifizierten Lipo-
somen (17 Tage) oder freiem Epirubicin (15 Tage) tiberlebten
die Tiere noch kiirzer. AuSerdem hatten Epirubicin-belade-
ne, TAM- und Tf-modifizierte Liposomen die stdrkste
Hemmwirkung auf das Tumorvolumen. Vermutlich erhoht
die Liposomenmodifikation mit TAM und Tf nicht nur die
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Konzentration von Epirubicin im Gehirn, sondern dirigiert
den Wirkstoff auch noch zu den Tumorzellen.'™

Die schlechte Permeation des Nervenwachstumsfaktors
NGF iiber die BHS schrinkt seine klinische Verwendbarkeit
ein. Die Verkapselung mit Liposomen verbesserte seine Fa-
higkeit, die BHS in einem In-vitro-Modell und in vivo in
Ratten zu iiberwinden. Eine bessere In-vitro- und In-vivo-
Permeation konnte erzielt werden, wenn die Liposomen mit
RMP-7 chemisch modifiziert oder physikalisch mit dieser
Verbindung gemischt wurden. RMP-7, ein Ligand des B,-
Rezeptors in der BHS, ist ein Analogon des endogenen
Peptids Bradykinin. Es gibt Hinweise, dass RMP-7 die Auf-
nahme von Substanzen ins Gehirn verbessert, indem es die
Schlussleisten offnet. Der Ansatz wurde daher als invasiv
betrachtet, und die Kklinischen Phase-III-Studien wurden
ausgesetzt. In dieser Untersuchung fanden die Autoren al-
lerdings heraus, dass zwar Liposomen mit NGF, die physika-
lisch mit RMP-7 gemischt worden waren, nach 14 Tagen in
Ratten eine Sterblichkeit von 33 % verursacht hatten, dass
aber Ratten, denen mit RMP-7 konjugierte NGF-Liposomen
verabreicht worden waren, keine erhohte Sterblichkeit zeig-
ten.l)

Die Verkapselung von Topotecan, einer moglichen Anti-
tumor-Verbindung, in Liposomen verbesserte die Permeation
iber BMVEC:s nur leicht. Demgegeniiber zeigten Topotecan-
Liposomen, in deren Lipiddoppelschicht TAM eingebaut war
und die mit WGA konjugiert waren, eine verbesserte Per-
meation tiber BMVECs als die nichtmodifizierten Liposo-
men. Nach intravendser Verabreichung dieser Liposomen in
Ratten mit einem Hirntumor verlingerte sich deren Uberle-
benszeit durch Gabe der TAM- und WAG-modifizierten Li-
posomen um 6 Tage im Vergleich zu nichtmodifizierten Li-
posomen. Die Autoren schlossen daraus, dass die verbesserte
Freisetzung im Gehirn mit der Efflux-Hemmung in der BHS
durch TAM und verbessertem Transport iiber die BHS durch
adsorptionsvermittelte Endocytose mittels WGA zusam-
menhingt.'”

Die schlechte Gehirngéngigkeit von freiem Daunomycin,
einem Chemotherapeutikum (Abbildung 9E), und von Li-
posomen héngt mit ihrer schnellen Entfernung aus dem Blut
zusammen. Die PEGylierung der Liposomen verlangsamt
diese Eliminierung aus dem Plasma deutlich. Dieser Effekt
ging jedoch auf Kosten der Aufnahme ins Gehirn. Im Ge-
gensatz dazu verursachte eine Kupplung der PEG-Liposomen
mit OX26 eine 5fach hohere Eliminierungsrate aus dem
Plasma. Gleichzeitig wiesen diese OX26-konjugierten PEG-
Liposomen einen besseren Ubergang ins Gehirn auf als freies
Daunomycin, Liposomen und PEG-modifizierte Liposo-
men.[""]

Prokationische Liposomen (PCLs) sind im Blut stabiler
als kationische Liposomen (CLs), weil sie bei physiologi-
schem pH-Wert neutral oder negativ geladen sind; PCLs
konnen allerdings durch Enzyme der BCECs in CLs umge-
wandelt werden und so die BHS durch adsorptionsvermittelte
Endocytose iiberwinden. Der Permeationskoeffizient von
PCLs, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Coumarin-6 beladen
waren, durch BCECs war 6.8-mal grofer als der von kon-
ventionellen Coumarin-6-beladenen Liposomen, wihrend
PCLs die Konzentration von Coumarin-6 im Gehirn nach
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intravenoser Injektion in Méiusen im Vergleich zu konven-
tionellen Liposomen nicht erhéhten. Um eine bessere Auf-
nahme von Coumarin-6 ins Gehirn zu erhalten, wurden die
PCLs mit Lf modifiziert. Lf-modifizierte PCLs verstédrkten
die Aufnahme von Coumarin-6 ins Gehirn jedoch nur um den
Faktor 2.3, was nicht als effiziente Freisetzung des Wirkstoffs
im Gehirn gewertet werden kann. Die Autoren vermuteten,
dass der gesteigerte Transport von Lf-modifizierten PCLs ins
Gehirn mit dem unidirektionalen Transfer iiber die Lf-Re-
zeptoren durch die BHS zusammenhingt; auerdem wurden
PCLs, die iiber Lf in Kontakt mit BCECs gebracht wurden, in
positiv geladene Liposomen umgewandelt und durch ad-
sorptionsvermittelte Endocytose aufgenommen. Toxizitéts-
untersuchungen mit MTT-Tests ergaben eine iiber 80 %ige
Lebensfihigkeit von BCECs, die mit PLCs oder Lf-PLCs mit
einer Gesamtlipidkonzentration im Bereich von 40 bis 320 pum
behandelt wurden. Diese Lebensfiahigkeit lag deutlich hoher
als bei CLs.["

Man geht davon aus, dass die BHS fiir phagocytotische
Zellen des Immunsystems wie Monocyten und Neutrophile
permeabel ist. Daher sind diese phagocytotischen Zellen
Kandidaten fiir Carrier fiir die Wirkstofffreisetzung im
Gehirn. Da die Liposomen von diesen Zellen im Blutkreislauf
erkannt und phagocytiert werden, kann der entsprechende
Wirkstoff in Liposomen eingekapselt werden. Er muss dann
jedoch im Lysosom der phagocytierenden Zellen stabil sein,
damit er freigesetzt werden kann, wenn sich die Zelle im
Gehirn befindet. Serotonin (5-Hydroxytryptamin) ist ein
Neurotransmitter, der nicht zum Gehirn durchdringt. Wenn
Serotonin in Liposomen eingeschlossen wurde, war seine
Konzentration im Gehirn doppelt so hoch wie die des freien
Wirkstoffs in Losung nach intravenoser Injektion in Ratten.
Die Inkubation von Liposomen mit humanen Monocyten und
Neutrophilen fiihrte zur Akkumulation von Liposomen in
diesen Zellen; Liposomen wurden auch in zirkulierenden
Monocyten und Neutrophilen im Blut nach intravenoser In-
jektion in Kaninchen nachgewiesen. Die intravenose Injek-
tion von Alendronat-Liposomen in Kaninchen erhohte die
Zahl der Neutrophilen und eliminierte die zirkulierenden
Monocyten, weshalb es in der Folge zu einer Hemmung der
Aufnahme ins Gehirn kam. Die Autoren folgerten daraus,
dass die Zunahme der Serotoninaufnahme ins Gehirn an den
Liposomentransport hauptsdchlich durch Monocyten gebun-
den ist. Da die Aufnahme von Serotonin nur verdoppelt wird,
ist der klinische Wert dieses Ansatzes begrenzt. Uber einen
gesteigerten Transport von Immunzellen durch die BHS bei
verschiedenen Gehirnerkrankungen wie Multipler Sklerose
und Alzheimerscher Demenz wurde berichtet. Daher konn-
ten Monocyten und Neutrophile bei gehirnassoziierten Ent-
ziindungserkrankungen effizienter sein.'"'” Ferulasiure (FA,
4-Hydroxy-3-methoxyzimtsidsure) ist eine wichtige aktive
Komponente traditioneller chinesischer Medizin, die fiir die
Behandlung neurovaskulédrer und kardiovaskuldrer Erkran-
kungen eingesetzt wurde. Die Verwendung fiir Gehirner-
krankungen scheitert jedoch an der schlechten Aufnahme der
Verbindung ins Gehirn. Die intravendse Injektion von FA-
beladenen Liposomen in Ratten mit Gehirnentziindung stei-
gerte die Aufnahme auf das Doppelte im Vergleich zur Ap-
plikation freier geloster FA. Gleichzeitig stieg auch die
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Konzentration von FA in Leber und Milz signifikant an.
Wenn FA-beladene Liposomen mit RGD (dem Tripeptid
Arg-Gly-Asp) beschichtet wurden, nahm die FA-Konzentra-
tion im Gehirn auf das 3- und 6fache gegeniiber unbe-
schichteten FA-beladenen Liposomen und FA-Losung zu.
Wihrend andererseits die FA-Konzentration in Leber und
Milz im Vergleich zu unbeschichteten Liposomen abnahm,
war sie noch immer hoher als bei Verwendung von FA-
Losung. AuBlerdem zeigten In-vitro-Untersuchungen eine
bessere Aufnahme RGD-beschichteter Liposomen durch
Monocyten und Neutrophile. Dies weist darauf hin, dass
RGD-beschichtete und unbeschichtete Liposomen, beladen
mit FA, durch diese phagocytotischen Zellen im Gehirn
freigesetzt werden. Die bessere Aufnahme von FA, wenn sie
in RGD-beschichtete Liposomen verpackt wurde, lasst sich
darauf zuriickfithren, dass das RGD-Peptid ein Substrat fiir
Rezeptoren ist, die sich auf Monocyten und Neutrophilen
befinden und so die Endocytose von RGD-beschichteten
Liposomen durch die genannten Zellen erleichtert.!%

Da ein einzelnes Liposom >10000 Wirkstoffmolekiile
tragen kann, erhoht der Einsatz solcher Vesikel, die an spe-
zifische Transporter gekuppelt sind, die Kapazitidt dieser
Transporter um bis zu vier Gréenordnungen. Andererseits
konnen Liposomenpréparationen die eingeschlossenen Ver-
bindungen wieder verlieren, sodass sie nur kurz nach der
Herstellung eingesetzt werden sollten. Wenn inzwischen auch
schon einige Liposomen-Formulierungen von der U.S. Food
and Drug Administration (FDA) zugelassen wurden, zielt
doch keine von ihnen auf das Gehirn.[¥:1-113]

6. Peptidvektor-vermittelte Strategie

Der andere Ansatz zur Freisetzung von Neuropharmaka
ist der Einsatz kleiner Peptide, die Zellmembranen effizient
durchqueren, z.B. Pegelin und Penetratin mit 18 bzw. 16 Ami-
nosduren. SynB1 und Pegelin (RGGRLSYSRRRFSTSTGR;
Molmasse 2099 Da) leiten sich von natiirlichen Peptiden, den
Protegrinen, ab. Sie haben eine amphipathische Struktur, bei
der die positiv geladenen und die hydrophoben Reste in der
Sequenz voneinander getrennt vorliegen. Ersetzt man die vier
Cysteinreste durch Serinreste, erhidlt man lineare Peptide
(Pegelin). Penetratinpeptide [wie D-Penetratin (rgi-
kiwfqnrrmkwkk), Molmasse 2245 Da] leiten sich von dem
Transkriptionsfaktor Antennapedia ab. Das Potenzial dieses
Ansatzes als effizientes Transportsystem, um Wirkstoffe tiber
die BHS zu bringen, wurde in Tiermodellen gezeigt.*

Rousselle et al.”! setzten SynB1 und D-Penetratin zum
Wirkstofftransport ins Gehirn ein. Als Modellsystem kop-
pelten sie den Antitumorwirkstoff Doxorubicin iiber eine
chemische Verbindungsgruppe an diese Peptide (Abbil-
dung 10 A und B) und untersuchten seine Fahigkeit, die BHS
zu Uberqueren, mit der In-situ-Perfusionstechnik am Rat-
tengehirn. Die Aufnahme von Doxorubicin ins Gehirn ist
normalerweise sehr gering wegen des effizienten Effluxes
durch die P-Glycoproteinpumpe (P-gp) in der BHS. Die
Bindung von Doxorubicin an einen Vektor steigerte die ins
Gehirnparenchym transportierte Menge auf das 20fache.
Solche Vektoren sind nicht-invasiv, weil keine Offnung der
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Schlussleisten beobachtet wird. Die Steigerung der Sub-
stanzaufnahme ins Gehirn wurde auch nach intravenose In-
jektion bei Miusen beobachtet. Aulerdem reicherte sich
freies Doxorubicin stiarker in Geweben wie Herz, Lunge,
Nieren als im Gehirn an, was verschiedene Nebenwirkungen
hervorrufen kann. Vektorgebundenes Doxorubicin dagegen
wies langsamere Aufnahme in diese Gewebe im Vergleich
zum Gehirn auf, was folglich die Nebenwirkungen dieser
Substanz mildern konnte.

Die Kapazitdt von SynB1, das Antibiotikum Benzylpe-
nicillin (B-Pc) im Gehirn freizusetzen, wurde mit der In-situ-
Gehirnperfusion am Rattenhirn evaluiert. Die Effizienz von
p-Lactam-Antibiotika zur Behandlung von Gehirninfektio-
nen ist wegen der schlechten Permeation iiber die BHS
gering. Die Aufnahme von B-Pc ins Gehirn wurde durch die
Kupplung an den SynB1-Vektor iiber eine Glycolamidester-
Verbindungsgruppe stark verbessert (Abbildung 10C). Dies
zeigt die Effizienz von SynB1 als potenzieller Transporter fiir
Wirkstoffe ins Gehirn.[°

Mit der In-situ-Perfusion des Rattengehirns wurde nach-
gewiesen, dass Dalargin nur schlecht vom Gehirn aufge-
nommen wird; wenn die Substanz allerdings an SynB1 oder
SynB3 (RRLSYSRRRF, Molmasse 1395 Da) iiber eine Di-
sulfid-Briicke gebunden wurde (Abbildung 10D), verbesserte
sich die Aufnahme spiirbar. Der analgetische Effekt wurde
mit dem Hot-Plate-Test und anschlieBender Verabreichung
von freiem oder vektorgebundenem Dalargin tiiberpriift.
Wihrend im ersten Fall nur geringe analgetische Aktivitat
sichtbar wurde, fithrte die Konjugation von Dalargin an
SynB1 und SynB3 zu einer deutlichen Zunahme der analge-
tischen Aktivitit sofort nach der intravendsen Injektion.!''”

M6G, ein aktiver Metabolit von Morphin, hat bei intra-
cerebroventrikuldrer Injektion eine 100fach hohere analge-
tische Wirkung als Morphin. Da es jedoch schlechter als
Morphin die Blut-Hirn-Schranke passiert, ist die schmerz-
lindernde Wirkung nach systemischer Gabe mit derjenigen
von Morphin vergleichbar. Temsamani et al.l'"® zeigten mit
In-situ-Hirnperfusion an der Ratte, dass die Konjugation von
M6G an SynB3 iiber eine Disulfid-Briicke die Aufnahme von
M6G ins Gehirn signifikant steigerte. Die Konjugation ver-
besserte auch die analgetische Aktivitdt von M6G, wie sich
mit dem Tail-Flick- und dem Hot-Plate-Test zeigen lie3 und
bestétigte so die verstirkte Aufnahme von vektorgebunde-
nem M6G ins Gehirn. Nimmt man an, dass konjugiertes M6G
in vitro eine hohere Affinitit zu den yu-Rezeptoren hat als
freies M6G, braucht dieses nicht aus dem Konjugat freigesetzt
zu werden, um — im Gehirn angelangt — die pharmakolo-
gische Aktivitét zu entfalten.

Das Chemotherapeutikum Paclitaxel (PAX) ist zur Be-
handlung verschiedener Krebsarten verwendet worden, dar-
unter malignes Gliom und Hirnmetastasen. PAX passiert al-
lerdings die BHS nur schlecht, wahrscheinlich, weil es ein
Substrat fiir die P-gp ist. Sein Nutzen fiir die Behandlung von
Hirntumoren ist daher begrenzt. Um die Aufnahme von PAX
ins Gehirn zu verbessern, kuppelten Blanc et al.”” die Ver-
bindung an SynB3 iiber eine Succinat-Briicke (Abbil-
dung 10E) und untersuchten die Aufnahme ins Gehirn mit
In-situ-Perfusion des Maiusegehirns. Die Freisetzung von
konjugiertem PAX lag 27-mal hoher verglichen mit freiem
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Abbildung 10. Chemische Struktur von Wirkstoffen oder Shuttle-Wirkstoff-Konstrukten fiir eine Peptidvektor-vermittelte Strategie.

PAX, und konjugiertes PAX erlangte in vitro auch die Cy-
totoxizitdt von PAX. Das Konjugat umging die P-gp-Pumpe,
was die hohere Konzentration im Gehirn erklédrt. PAX wird
mit einem Hilfsstoff (Cremophor EL) verabreicht, um die
Wasserloslichkeit zu verbessern. Die Kupplung von PAX mit
SynB3 verbesserte die Loslichkeit ebenfalls um mehr als das
1000fache. Das kann den Losungsvermittler iiberfliissig
machen und die Nebenwirkungen von PAX vermindern. Der
Mechanismus, nach dem die vektorgebundenen B-Pc, PAX,
M6G und Dalargin zum Gehirn durchdringen, ist noch
unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass vektorgebun-
denes Doxorubicin mit SynB1 und SynB3 das Organ iiber
einen Weg erreichen, an dem auch adsorptionsvermittelte
Endocytose beteiligt ist."’!

Fin 11 Aminoséduren langes Peptid aus dem HIV-trans-
aktivierenden Transkriptor-Protein (TAT) (als TAT-Peptid
bezeichnet) wurde an die 116 kD groBe p-Galactosidase ([3-
Gal) fusioniert. Nach intraperitonealer Injektion des TAT-B-
Gal-Fusionsproteins in Médusen konnte man in Geweben wie
Leber, Niere, Herz, Lunge und Gehirn starke $-Gal-Aktivitit
nachweisen, wihrend man im Gehirn keine Aktivitit fand,
wenn [-Gal alleine injiziert worden war. Diese Ergebnisse
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demonstrieren die Fiahigkeit des TAT-Peptids, f-Gal ins
Gehirn zu dirigieren, ohne die Integritdt der BHS zu beein-
trachtigen.'”” Ritonavir ist eine der Verbindungen, die von
der FDA zur Behandlung einer HIV-Infektion zugelassen
wurden. Ritonavir wird allerdings von der P-gp-Pumpe er-
kannt, sodass es nicht ins Gehirn gelangt. Durch Einkapseln
von Ritonavir entweder in Poly(L-lactid)-NPs oder in TAT-
konjugierte NPs wurde die Effluxwirkung von P-gp umgan-
gen und die Permeabilitdt in MDCK-MDRI1- und MDCK-
Wildtyp-Zelllinien gesteigert. Nach zweiwochiger Ritonavir-
Behandlung hatten die Méuse eine 800fach hohere Konzen-
tration der Substanz im Gehirn, wenn die Applikation als
TAT-konjugierte NPs erfolgte, als wenn freies Ritonavir ver-
abreicht wurde, und eine 7fach hohere Konzentration ver-
glichen mit unkonjugierten NPs. TAT-konjugierte NPs iiber-
winden nicht nur die BHS, sondern verstirken auch die
Aufnahme und unterstiitzen die Zuriickhaltung der Verbin-
dung im ZNS. All diese Eigenschaften sind von grof3er Be-
deutung fiir die therapeutische Wirksamkeit antiretroviraler
Wirkstoffe.F!

Poly(D,L-lactid-co-glycolid)(PLGA)-NPs  konnen die
BHS nicht iiberwinden; konjugiert man sie allerdings mit dem
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glycosylierten Heptapeptid H,N-Gly-L-Phe-D-Thr-Gly-L-
Phe-L-Leu-L-Ser(O-f-p-Glucose)-CONH, (g7), konnen sie in
Ratten die BHS passieren.'”!l In einer Untersuchung wurden
g7-NPs mit Loperamid beladen, um ihre Kapazitit als
Wirkstoffiibertriager ins ZNS festzustellen. Untersuchungen
zur Schmerzddmpfung mit dem Hot-Plate-Test ergaben, dass
die intravenose Injektion Loperamid-beladener g7-NPs in
Ratten eine analgetische Wirkung ausloste aufgrund der
ZNS-Opioid-Aktivitdt, die tiber Loperamid vermittelt wurde.
Die Autoren folgerten, dass dieser Wirkstoff, einmal in NPs
eingebettet, iiber die Blut-Hirn-Schranke geschleust und
dann von den Partikeln freigesetzt wird. Im Gegensatz dazu
waren Kontrollgruppen, darunter Loperamid-Losung oder
g7-NPs, unwirksam. Die Autoren spekulierten iiber einen
adsorptionsvermittelten Endocytosemechanismus, der die
Uberwindung der BHS durch g7-NPs erklirt. Dazu bestitig-
ten auch Verteilungsstudien mit Rhodamin-123-beladenen
g7-NPs die Lokalisierung von g7-NPs im ZNS,[12>123]
Aprotinin, ein 6500 Da groBles Protein, tiberwindet die
BHS noch besser als Transferrin. Mit der In-situ-Hirnperfu-
sion fanden Demeule et al."*! heraus, dass ein Peptid mit
19 Aminosduren, Angiopep-2, das aus der Kunitz-Domine
von Aprotinin abgeleitet ist, das Gehirn besser penetriert als
Aprotinin. Die Autoren schlossen daraus, dass Angiopep-2
die BHS durch rezeptorvermittelte Endocytose iiberwindet.
Als Nichstes testeten sie die Fahigkeit des Peptids, Wirk-
stoffe ins Gehirn zu schleusen. PAX wurde an das Peptid
konjugiert (Abbildung 10F; unter der Bezeichnung
ANG1005), und seine Aufnahme ins Gehirn wurde mit In-
situ-Gehirnperfusion gemessen. Die Aufnahme von
ANG1005 war 5-mal groBer als die von freiem PAX. Geht
man davon aus, dass jedes Molekiill ANG1005 drei Molekiile
PAX trégt, kann die Aufnahme von PAX bis auf das 15fache
ansteigen. Das Konjugat umgeht auch P-gp in der BHS, ist
hinreichend toxisch gegeniiber der Glioma-Zelllinie im Ver-
gleich zu freiem PAX und verléngert die Uberlebenszeit von
Miusen mit intracerebralen Tumoren.'™! In einer anderen
Untersuchung von Thomas et al.'*! mit der In-situ-Gehirn-
perfusion bei Ratten ergab sich, dass der Ubergang von
ANG1005 im Gehirn 10-mal hoher war als der von freiem
PAX. Die Penetration von Doxorubicin und dem Antitu-
morwirkstoff Etoposid ins Gehirn von Méiusen wurde durch
Konjugation mit Angiopep-2 verdoppelt bzw. auf das 13fache
angehoben. Die Konjugate wurden nicht durch P-gp wieder
herausgepumpt, wiesen aber in vitro eine dhnliche Cytotoxi-
zitit auf wie unkonjugiertes Doxorubicin und Etoposid.['?”
Eine Einschridnkung fiir den Gebrauch von Peptiden als
Tréager fiir Wirkstoffe ist die Instabilitdt im Blut. Auerdem
iiberqueren die oben besprochenen Peptide die BHS wahr-
scheinlich {iiber adsorptionsvermittelte Endocytose. Dieser
Transportweg kann aber gesittigt werden. Um diese Hiirden
zu iiberwinden, konnte eine Option sein, stabilere N-methy-
lierte Peptide zu verwenden, die das Gehirn iiber nicht sét-
tigbare passive Diffusion erreichen und so niedermolekulare
Substanzen einschleusen konnen. Giralt fand mit seiner Ar-
beitsgruppe vor kurzem heraus, dass kleine cyclische N-me-
thylierte und N-MePhe-reiche Peptide niedermolekulare
Wirkstoffe wie Dopamin, Baicalin, Levodopa, Nip, GABA
oder 5-Aminoldvulinsdure (ALA) in In-vitro-BHS-Modellen
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wie PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay)
und BBMECs (bovine brain microvessel endothelial cells)
iibertragen konnen. Die untersuchten Wirkstoffe decken eine
grof3e strukturelle Vielfalt ab, darunter lineare, cyclische und
aromatische Verbindungen. Die Wirkstoffe, die fiir be-
stimmte Hirnerkrankungen gedacht sind, konnen kaum al-
leine die BHS iiberwinden. Wihrend sie alleine die PAMPA-
Barriere nicht penetrieren, konnen sie von den erwidhnten
Peptiden iiber diese kiinstliche Membran und auch durch
BBMECs geschleust werden. 213!

7. Zusammenfassung und Ausblick

Wirkstoffe, die in Suchprogrammen fiir ZNS-wirksame
Substanzen gefunden wurden, miissen einige Hiirden tiber-
winden, um effizient gegen Gehirnerkrankungen zu sein. Sie
diirfen nur langsam verstoffwechselt werden und nur wenig
an Plasmaproteine binden, sie miissen die BHS {iberqueren,
um ihren Wirkort zu erreichen (BHS-Permeation) und sich
geniigend im Gehirn als freie (ungebundene) Komponenten
verteilen. Um solche Substanzen daher in wirksame und ef-
fiziente Therapeutika umzuwandeln, ist ein geeigneter
Ansatz zur Freisetzung von Wirkstoffen im Gehirn notwen-
dig. In diesem Aufsatz haben wir eine Reihe von Strategien
beschrieben, mit denen die BHS-Permeation wirksamer
Substanzen erhoht werden soll. Der schleuservermittelte
Transport ist neben anderen ein interessanter und vielver-
sprechender Ansatz, der viel Aufmerksamkeit erregt hat und
der fiir verschiedene Substanzen evaluiert wurde. Die
Schleusermolekiile sind Verbindungen, die die BHS durch-
dringen und dabei Wirkstoffe mit ins Gehirn nehmen koénnen.
Der Ansatz kann nach dem Typ des Schleusermolekiils in
verschiedene Gruppen unterteilt werden: 1) chemische Frei-
setzungssysteme: Dihydropyridin und seine Derivate konnen
fiir die selektive Freisetzung von Wirkstoffen im Gehirn ge-
nutzt werden; 2) Carrier-vermittelter Transport: die Substrate
fiir die Carrier auf der BHS (wie beispielsweise Transporter
fiir groBe natiirliche Aminoséduren oder Glucose) konnen die
Wirkstoffe durch die BHS schleusen; 3) molekulare Trojani-
sche Pferde: endogene Verbindungen wie Antikorper oder
Proteine, die Liganden fiir Rezeptoren auf der BHS sind und
die grofe Molekiile ins Gehirn transportieren konnen;
4) Nanopartikel-Vektoren: Nanopartikel, die eine groBe Zahl
von Molekiilen tragen kénnen und die sie langsam und tiber
eine lange Zeit freisetzen konnen; 5) Liposomen: in Kombi-
nation mit einigen spezifischen BHS-Transportern konnen sie
ein System mit hoher Transportkapazitit bilden; 6) Peptid-
schleuser-vermittelter Transport: viele Peptide gelangen ins
Gehirn und konnen daher als neue und vielversprechende
Schleuser angesehen werden.

Der Einsatz von Schleusermolekiilen kann eine geeignete
Losung fiir das Problem der Blut-Hirn-Schranke bieten.
Wenn man hier neue Methoden entwickelt, muss besonderes
Augenmerk auf die Verbindung zwischen Wirkstoff und
Schleusermolekiil gelegt werden. Einmal im Gehirn ange-
kommen, miissen die trigergebundenen Wirkstoffe freige-
setzt werden, um die biologische Aktivitidt zu entfalten. Die
Bindung muss daher im Blutkreislauf stabil und im Gehirn

Angew. Chem. 2011, 123, 81488165


http://www.angewandte.de

Schleuservermittelter Transport

spaltbar sein. Auflerdem miissen die Wirkstoffe nach der
Spaltung ihre Affinitit fiir die Zielrezeptoren zuriickgewin-
nen. In manchen Fillen konnen die Konjugate aus Trager und
Wirkstoff aber auch noch Substrate fiir die Zielrezeptoren
sein, sodass eine Freisetzung aus dem Konjugat nicht not-
wendig ist.!!®!

Fast alle Strategien, die in diesem Aufsatz diskutiert
wurden, sind nicht spezifisch fiir das Gehirn, sondern konnen
Substanzen auch in peripheren Geweben freisetzen; diese
konnen dort toxisch sein und Nebenwirkungen auslosen. Um
hier mogliche Probleme zu vermeiden, wird ein geeigneter
Ansatz fiir die selektive Freisetzung benotigt.

Es besteht zwar ein dringender Bedarf fiir ZNS-Wirk-
stoffe, es sind aber nur wenige wirksame Substanzen kom-
merziell verfiigbar. Um einen wachsenden Markt mit neuen
ZNS-Therapeutika zu versorgen, sollten zusédtzliche An-
strengungen unternommen werden, die auf Freisetzung und
Verteilung von Substanzen in den Gehirnkompartimenten
gerichtet sind.

Abkiirzungen

AA Ascorbinsdure

AIDS erworbenes Immundefizienzsyndrom
Apo Apolipoprotein

AZT Zidovudin

BCEC Endothelzelle der Gehirnkapillaren
BCSFB Blut-Zerebrospinalfliissigkeits-Barriere
BDNF gehirnstimmiger neurotropher Faktor
bFGF basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor

B-Gal -Galactosidase

BHS Blut-Hirn-Schranke

BMVEC mikrovaskuldre Endothelzelle des Gehirns

B-Pc Benzylpenicillin

CBSA kationisches Rinderserumalbumin

CDS chemisches Freisetzungssystem

CL kationisches Liposom

CSF Zerebrospinalfliissigkeit

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

FA Ferulasdure

FDA Food and Drug Administration

FUS fokussierter Ultraschall

GABA y-Aminobuttersiure

GDNF gliastimmiger neurotropher Faktor

GLUT-1 Glucosetransporter

GSH Glutathion

HIR humaner Insulinrezeptor

HIV humanes Immundefizienzvirus

HAS humanes Serumalbumin

ICF Interzellularfliissigkeit

IDUA a-L-Iduronidase

LAT1 Transporter fiir groe natiirliche Amino-
séduren

Lf Lactoferrin

LNCs Lipid-Nanokapseln

MAb monoklonaler Antikorper

MAN p-Aminophenyl-o-D-mannopyranosid

MDCK Madin-Darby-Hundenierenzellen
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M6G ein aktiver Morphinmetabolit
MNP magnetisches Nanopartikel
MT magnetische Zielsteuerung
NGF Nervenwachstumsfaktor

Nip Nipecotinsdure

NP Nanopartikel

PAX Paclitaxel

PBCA Poly(n-butylcyanoarylat)

PCL prokationisches Liposom

P-pg P-Glycoprotein

QD Quantenpunkt

TAM Tamoxifen

TAT transaktivierender Transkriptor
TEER transepithelialer elektrischer Widerstand
Tf Transferrin

TfR Transferrinrezeptor

T™C trimethyliertes Chitosan

TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor
VIP vasoaktives intestinales Polypeptid
WGA Weizenkeimagglutinin

ZNS Zentralnervensystem
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