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Abb. 1: Die Blut-Hirnschranke. (A) Bildung durch Endothelzellen
(EZ) unter Einfluss weiterer neurovaskuldarer Komponenten. AZ,
AstrozytenendfiiRe; PZ, Perizyten. (B) Tight Junctions (TJs) dich-
ten den Spalt zwischen den EZ ab. AJ, Adherens Junction. (C) Pas-
sagerouten der Blut-Hirnschranke (nach [420]). TJs verhindern
parazelluldre passive Diffusion weitestgehend (rot) und bedin-
gen dadurch transzelluldre Diffusion durch Plasmamembran/Zy-
tosol (hellblau), aktiven/erleichterten transzelluldren Transport
Uiber Transporter/Membrankanile (schwarz), Rezeptor-vermit-
telte Transzytose (griin) oder ermdglichen Effluxtransportern
barrierewirksam zu werden (gelb).

EZ, Endothelzellen, AZ, AstrozytenendfiiRe, PZ, Perizyten, AJ, Ad-
harenz Junction, TJ, Tight Junction

1 Zellbarrieren

Endothelien und Epithelien, wie z.B. in der
Blut-Hirnschranke (BHS, Abb. 1) bzw. der
Blut-Zerebrospinalschranke, grenzen Ge-
webe voneinander sowie von inneren und
duBeren Einflissen ab und bilden in héhe-
ren Organismen lebensnotwendige Kom-
partimente. Substrate, endogene und exo-
gene Wirkstoffe missen die Barrieren
Uberwinden um an ihren Wirkort zu gelan-
gen [1]. Dazu sind die Zellmembranen so
dicht miteinander verbunden, dass polari-
sierte Zellen mit polarisierten Plasma-
membranen entstehen, deren apikaler und
basaler Teil sich strukturell und funktionell
unterscheiden [2]. Zellkontakte sind Tight
Junctions (TJs; Abb. 1, 2), Adharenz Junc-
tions, Desmosomen und Gap Junctions [3].
Die TJs sind essentiell flr alle Barrierefunk-
tionen.

Adhéarenz Junctions werden vornehmlich
aus Cadherinen gebildet [4, 5] und stabilisie-
ren interzellulare Kontakte durch Verkniip-
fung benachbarter Aktinzytoskelette. Sie
unterstitzen die TJ-Ausbildung [6, 7] sowie
die Entwicklung und Aufrechterhaltung von
Zellbarrieren [8]. In Endothelien liegen
Tight- und Adharenz Junctions als Misch-
kontakte (im Gehirn weitgehend distinkt), in
Epithelien getrennt voneinander vor [9]
(beide Komplexe werden auch als apikal-
junktionaler Komplex zusammengefasst).

Desmosomen sorgen fiir starke interzelluldare Adhasion und Zytoskelettverankerung, vor allem in Or-
ganen mit starker mechanischer Belastung wie Herz oder Haut [10]. Gap Junctions interagieren mit TJs
[3, 11] und unterstitzen Barrierefunktionen [12]. Durch Connexine der Gap Junctions [13, 14] werden
interzelluldre Kanale gebildet, die die Zellen elektro- und biochemisch durch Austausch von lonen,
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Botenstoffen und kleinen Metaboliten koordinieren. Zusatzlich zur parazellularen Abdichtung durch
TJs (s. Kap. 2) fihren asymmetrisch in der apikalen bzw. basalen Zellmembran verteilte Effluxtranspor-
ter (Abb. 1C) zur Ausschleusung ansonsten barrieregéangiger Solute und verstérken die Schrankenfunk-
tion (s. Kap. 4). Hauptvoraussetzung fir die Auspragung von Zellbarrieren sind also Tls, die im Fall der
BHS von Endothelzellen unter Einfluss umgebender zerebraler Strukturen (neurovaskulare Einheit [15,
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Abb. 2: Schematische Darstellung von Tight junctions (TJs). (A)
Longitudinale und zirkuldre TJ-Bereiche (pink) an dem am meisten
luminalen Teil der lateralen Plasmamembran zerebraler Kapilla-
rendothelzellen (EC). (B) Parazelluldre Abdichtung durch gtirtelfor-
miges Strangnetzwerk benachbarter Plasmamembranen durch
transmembranale TJ-Proteine (nach [421]). (C) TJ-Komponenten
(nach [422]): Claudine, Occludin, JAMs (Junctional Adhesion
Molecules) sind in Zweizellkontakten, Tricellulin in Dreizellkontak-
ten angereichert (vgl. A). Zytosolisch assoziierte Zonula occludens
(2O) Proteine fixieren TJs am Zytoskelett (Aktinfilamente). (D) Pro-
tein-Interaktionen in TJs. Claudine: JAMs, Occludin, (Tricellulin) oli-
gomerisieren entlang der Plasmamembran sowie zwischen zwei
(drei) Zellmembranen und werden durch das Adaptorprotein ZO-1
rekrutiert. Selbstassoziation: Claudine extrazellular, JAMs N-termi-
nal, Occludin C-terminal, und ZO-1 mittels seiner PDZ2-Domane.
Die C-Termini der Claudine binden an PDZ1, die der JAMs an PDZ3
und die von Occludin an die SH3-Hinge-GuK Einheit von ZO-1. Mit
letzterer interagieren auch regulatorische Molekiile wie G-Proteine
oder der Y-box Transkriptionsfaktor ZONAB (nach [423]).

16]) exprimiert werden (Abb. 1A).

2 Tight Junctions

TJs sind apikale Zellkontakte (Abb. 1B) und
bilden Strangnetzwerke zwischen benach-
barten Plasmamembranen [3]. Die
Strange enthalten ca. 10 nm grol3e Parti-
kel, die dicht aneinander gereiht sind und
den Zellzwischenraum fir |6sliche Sub-
stanzen, lonen, Immunzellen, Pathogene
und Pharmaka [17, 18] komplett ver-
schliellen [19]. TJs kdnnen auch eine gro-
Ren- und ladungsselektive Permeation er-
moglichen [20, 21]; so ist z.B. die BHS we-
sentlich dichter als die Blut-Zerebrospinal-
schranke [22]. Sie verbinden Zellen giirtel-
artig (Abb. 2B), und ihre transmembrana-
len Proteine (Abb. 2C) bedingen apikal
und basolateral unterschiedliche Memb-
ranzusammensetzungen [23] — was als
Membranpolaritdt bezeichnet wird [24].
Dadurch wird in der Membran eine late-
rale Diffusion von Lipiden und Proteinen
verhindert. TJs sind durch posttranslatio-
nale Modifizierungen ihrer Proteine regu-
liert und an verschiedenen Prozessen, da-
runter Zellproliferation und -differenzie-
rung [25, 26], beteiligt.

Morphologische Stérungen, wie z.B.
durch virusbedingte Gewebereorganisa-
tion [27, 28], Entziindungen [29], Tumor-
progression [30] oder Alkoholexposition
[31] beeintrachtigen die Barriereintegri-
tat. Entzindungsstimuli (z.B. Thrombin,
Histamin, TNFa, Botenstoffe/Toxine von
Tumorzellen bzw. Mikroorganismen) er-
hohen die parazelluldre BHS-Durchlassig-
keit [32, 33]. Andererseits kbnnen antiin-
flammatorische Mediatoren wie Sphingo-
sin-1-phosphat und Angiopoietin-1 ab-
dichtend wirken [34].

TJ-Proteine umfassen mehr als 30

transmembranale Proteine und eine gréRBere Zahl von Adapterproteinen, die an Ausbildung, Stabilisie-
rung und/oder Regulation der Tls beteiligt sind; dabei ist die Verbindung mit dem Zytoskelett von be-
sonderer Bedeutung. Wesentliche Komponenten sind Mitglieder der Claudin (Cldn) Proteinfamilie [35,
36], TJ-assoziierte MARVEL-Proteine (TAMP: Occludin, Tricellulin, MarvelD3) [37], Junktionale
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Adhasionsmolekiile (JAMs) [38] und zytosolische TJ-assoziierte Proteine (z.B. Zonula occludens (Z0O)-
Proteine) [39] (Abb. 2C, D). JAMs und ZO-Proteine bilden allein keine TJs. Die Transmembranproteine
unterliegen einem kontinuierlichen, meist Endozytose-vermittelten Turnover Gber Clathrin [40, 41],
Caveolin [42] oder Makropinozytose [43], gefolgt von lysosomalem Abbau oder Recycling zur Memb-
ran [42, 44, 45].

Strukturelle Hauptbestandteile der TJs sind Claudine (27 multigene Mitglieder, 20-29 kDa) [46], de-
ren erste Vertreter 1998 beschrieben wurden [35]. Sie sind unverzichtbar fiir die parazelluldre Abdich-
tung [20, 47] und enthalten 4
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klassische Claudine mit variab-
len Sequenzen (11-13, 16, 18,
20-27) [20, 46] (Tab. 1A).

Funktionell werden reine Barrierebildner (z.B. Cldn5 [51]) und Abdichter mit selektiver Kanalbildung
zwischen zwei Zellen unterschieden (z.B. Cldn15 [52]). Die Funktionen mancher Claudine sind unbe-
kannt oder widerspriichlich beschrieben (z.B. Cldn4 [53, 54], Tab. 1A). Die Claudinzusammensetzung
[55, 56] und damit die Gesamtfunktion [57] der Barrieren variiert in Abhangigkeit vom Zelltyp. AuRer-
dem kommen Claudine (Cldn1 [58], Cldn7 [59]) auch in der basolateralen Membran mit dort unbe-
kannter Funktion vor. TJs entstehen insbesondere durch Oligomerisierung extrazellularer Claudindo-
manen aneinandergrenzender Zellmembranen [60, 61]. Diese trans-Interaktionen bedingen zusam-
men mit cis-Assoziationen entlang der Zellmembran (Abb. 3B) polymere TJ-Strénge [62, 63] (Abb. 4)
und dadurch parazellulare Abdichtung [64, 65] bzw. Kanalfunktion [66, 67] (Tab. 1A).

3 Blut-Hirnschranke und Tight Junction-Proteine

Das Gehirn ist sehr gut vaskularisiert. Humane Kapillaren haben etwa 650 km Linge, 10-20 m? Ober-
flache und 5 um Innendurchmesser [68, 69)]. Das ZNS benétigt zur storungsfreien Funktion ein kon-
stantes Milieu. Dazu tragt die BHS durch einen leistungsfahigen Stoffaustausch bei und verhindert die
Aufnahme von Xenobiotika, peripheren Stoffwechselprodukten, Pathogenen oder Blutzellen [70]. Die
BHS wird von einer Endothelschicht unter Einfluss der Basalmembran, benachbarter Perizyten (eben-
falls innerhalb der Basalmembran), Astrozyten, Mikroglia und Neuronen gebildet (Abb. 1A). Die Kapil-
laren [71] sind lateral (Abb. 1B, 2A) durch ein interzellulares TJ-Strangnetzwerk verschlossen [72] (Abb.
2B, 4). Die TJs verhindern direkt die passive Diffusion von Na*, K* sowie Wasser und tragen so zur lo-
nenhomadostase im zerebralen Interstitium bei [73, 74].
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Abb. 4: Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie von Tight Junction(TJ)-Strangen. Strangnetzwerke zwischen murinen Ge-
hirnkapillarendothelzellen ([103]). TJ-Strange (Pfeile) auf der exoplasmatischen Bruchhélfte (E-Face) sowie der proto-
plasmatischen Halfte (P-Face) der Plasmamembran. (A) Zellkulturmodell, (B) Hirnschnitt.

Perizyten umgeben das Endothel zu 30% [75], unterstiitzen BHS-Bildung und -Aufrechterhaltung
sowie Angiogenese und halten ebenfalls das ZNS-Milieu sowie die neuronalen Funktionen aufrecht.
Mikroglia tragen zur Immunabwehr bei und werden unter pathologischen Bedingungen aktiviert [76,
77]. AstrozytenendfiiRe ummanteln die Kapillaren fast vollstdndig [75] und férdern die Aufrechterhal-
tung der BHS-Integritat [78].

Die BHS weist durch die sehr dichten TJs im Vergleich zu anderen Barrieren [79] einen sehr hohen
transendothelialen elektrischen Widerstand von ca. 5000 Qcm? auf und gewéhrleistet sehr geringe
Fluxraten fiir Molekiile, fiir die es keine Transporter gibt [80]. Zur Versorgung mit zerebralen Substra-
ten und Regulatoren stehen leistungsfahige selektive Transportmechanismen zur Verfligung, deren
Funktion — zumindest indirekt — durch TJ bedingt wird (Abb. 1C schwarz und griin, vgl. Kap. 4). Geringe
Pinozytotose und geringer vesikularer Transport sowie fehlende Fenestrierung unterstiitzen die Barri-
erefunktion [70, 81]. Somit wird die BHS im Wesentlichen durch die Struktur und Funktion der Tls
bedingt [82-84].

3.1 Claudine

Claudine kdnnen in vielfaltiger Weise miteinander interagieren; BHS-relevante Cldn-Wechselwirkun-
gen (Abb. 3B) sind: trans-homophil Cldn1, -3, -5 [85], -11 [86], -12 [87]; cis-homophil Cldn1 [88], -3 [85],
-5 [62], -11 [86]; trans-heterophil Cldn1 mit Cldn3, -5 [85], Occludin, Tricellulin [87], Cldn3 mit Cldn1, -
5 [85], Cldn5 mit Cldn1, -3, Occludin, Tricellulin [87], Cldn12 mit Cldn24, -25 und Occludin [89] sowie
Cldn25 mit Cldn12, -22, -24, Occludin [89]; cis-heterophil Cldn1 mit Cldn3, -5 [85], Occludin, Tricellulin
[87], Cldn3 mit Cldn1, -5 [85], Tricellulin [87] sowie Cldn5 mit Cldn1, -3 [85], Tricellulin [87] (vgl. Tab.
1B). Die Affinitat ist vom Subtyp abhéangig [85, 90, 91] und kann nanomolare Dissoziationskonstanten
erreichen (z.B. Cldn1 [92]).

Zwei Cys in der EZS1 aller Claudine und eine darin befindliche intramolekulare Disulfidbriicke sind
Teil der Konsensussequenz G-L-W-x-x-C-[7-9 polare/geladene Aminosauren]-C [20, 57, 93]. C-terminal
enthalten viele Claudine ein konserviertes Bindungsmotiv (Y/L/F/P)-x-K/R/L/V-K/R/T/S-x-Y-Vcoon [94]
fiir die PDZ1-Domane von ZO-Proteinen (z.B. Cldn1-8, [95, 96]) (Abb. 3B, unten links). Posttranslatio-
nale Modifizierungen (vgl. Skizze in Tab. 1A) regulieren Claudinfunktionen wie Oligomerisierung, Trans-
portprozesse, Proteinbindungen, subzelluldre Lokalisierung oder Homdostase [97]. Haufig sind Phos-
phorylierungen, z.B. am konservierten Tyr des PDZ-Bindemotivs von Claudinen [98]. Cys-Palmitoylie-
rung an der intrazelluldren Schleife oder dem cytosolischen C-terminalen Teil ist essentiell fir den TJ-
Aufbau [99].

Die BHS exprimiert (auf mMRNA-Ebene) Claudin 1, 5, 11, 12, 25 (9, 27 Mensch; 20, 26 Maus) abundant
sowie Claudin 2-6, 15, 17, 22 (20, 23 Mensch; 9, 14, 24 Maus) wenig abundant [86] (Abb. 5). Claudin-5
[100] ist BHS-essentiell [51, 101] und parazelluldr abdichtend [102] fiir Molekiile <800 Da [51], was auf
die Mehrzahl der Arzneimittel zutrifft. ZO-1 und Occludin beglinstigen die Ausbildung von Cldn5 TJ-
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Abb. 5: mRNA Expression von Tight Junction-Proteinen im Ge-
hirnendothel. Anteile einzelner Proteine an der mRNA-Expression
der TJ-Proteine. Hoch-abundant, >1%; gering-abundant, <1%, der
Gesamt-mRNA (modifiziert nach [86]). Cldn, Claudin, Ocln, Oc-
cludin, Tric, Tricellulin.

Strangen [87, 96]. Cldn5 allein bildet
(durch Gefrierbruch-Elektronenmikrosko-
pie visualisierbare) Exoplasma-(E-face) as-
soziierte TJ-Strange [61, 62]. Die native
BHS enthdlt auBerdem  P-(Proto-
plasma)Face-Strange [103] (Abb. 4), was
auf weitere abundante Strangbildner hin-
weist. Cldn5 hat in Gehirnendothelzellen
eine Halbwertszeit von 13,8 h [104], wird
Caveolin-abhdngig endozytiert [41, 42]
und recycelt [42, 45] sowie nach Po-
lyubiquitinylierung proteasomal abge-
baut [97, 105].

Der ebenfalls abundante ([86, 106,
107]) Abdichter Claudin-11 interagiert nur
homophil [108], bildet P-Face-Strange
und ist in der BHS fast nur in vivo nach-
weisbar (Abb. 4). Die Homoaffinitat ist
sehr viel starker als die von Cldn5,
wodurch Cldn11 eine viel geringere TJ-
Mobilitat aufweist. Knockdown des Clau-
dins in Gehirnendothelzellkulturen erhdht
die Permeabilitdit des Monolayers [107].
Occludin moduliert Cldn11 Stréange indi-
rekt [86]. Insgesamt wirken Cldn11 und -5
in der BHS synergistisch und lassen parti-
ell eine kompensatorische Wirkung er-
warten.

Claudin-12 hat hohe Expressionsraten
in Zellkontakten der BHS [51, 86], bildet
wegen schwacher homophiler [87] und
heterophiler [89] Oligomerisierung aber
keine TJ-Strange [85]. Es fehlen ein PDZ-
Bindungsmotiv am C-Terminus und ho-
mophile cis-Interaktion [85].

Ebenso unklar ist die Funktion des
reichlich vorhandenen Claudin-25, dem
das Potential zur direkten interzellularen
Abdichtung bzw. Verbindung, TJ-Bildung
oder homophilen trans-Oligomerisierung

fehlt. Selbstassoziation in cis ist moglich. Es lokalisiert in Endothelzellkontakten und unterstitzt eine
korrekte TJ-Morphologie, wahrscheinlich durch heterophile trans-Interaktion mit Occludin [86, 89]
bzw. durch Bindung seines C-Terminus an ZO-1 [86], das seinerseits Occludin [109] und Claudine re-
krutiert [95]. AuRerdem fuhrt Cldn25-Knockdown zur Hyperpermeabilitdt kleiner Molekile in einem
Zellkulturmodell der BHS [110]. N-Glycosylierung in der EZS1 von Cldn25 [111] fiihrt zur Plasmamemb-
ranlokalisation [112] und kdnnte Signaltransduktionsprozesse auslosen [113].

Cldn1 [114-117] und Cldn3 [118] sind P-Face Strangbildner [85, 87] (Abb. 4) und dichten epitheliale
Barrieren ab [114, 119]. lhre genaue BHS-Funktion ist z.T. unklar [120-122]. Sie interagieren stark mit
TJ-Abdichtern wie Cldn5 oder Tricellulin [85, 87, 122] und missen so als wichtige Verschlusskompo-

nenten der BHS angesehen werden.

Claudin-1 wird mit Entwicklungsprozessen in Zusammenhang gebracht [123]. Die Immunreaktivitat
ist starker zytosolisch als junktional detektierbar [86], Defizienz bleibt ohne zerebralen Phanotyp [124].
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Uberexpression dichtet die BHS ab [125] und geringe TJ-Mobilitat [87] korreliert mit starker Homoaf-
finitat [92]. Cldn1-basierte Peptidomimetika, die Cldnl-Interaktionen blockieren [92], permeabilisie-
ren Gehirnendothelbarrieren [126].

Claudin-3 ist relativ gering exprimiert [86]. Trotzdem tragt es zur Abdichtung der BHS fir kleine
Molekiile und lonen bei. Wie Knockout-Versuche belegen, reduziert die Defizienz die Expression von
Cldn5, die junktionale Lokalisation von Occludin und erhdht die Verzweigung der TJ-Strange. Dadurch
werden die Strangnetzwerke insgesamt abgeschwacht und die Permeabilitdt nimmt zu; im Schlagan-
fallmodell verringert der Claudinmangel InfarktgréRe und Odembildung [127]. Somit ist anzunehmen,
dass TJ-Modulation, z.B. durch Claudininhibitoren [126, 128], Ischdmieschdden verringert. Cldn3 be-
sitzt eine hohe Mobilitat [85] in TJ, was fir regulatorischen Einfluss spricht. So reguliert es die Expres-
sion von Cldn1 und die endotheliale Proteinendozytose [127]. Entziindungsprozesse und Tumore fiih-
ren zum Verlust von Cldn3 im Gehirnendothel, welches das Postulat einer zentralen Funktion in der
BHS-Integritat [118] unterstiitzt.

Tab. 1B enthalt weitere Informationen zu Claudinen in der BHS.

3.2 Tight Junction-assoziierte MARVEL-Proteine

Die BHS exprimiert Occludin im Wesentlichen in 2-Zellkontakten [129] (Abb. 2C, D), es ist fiir TJs ubiqui-
tar und wird als Markerprotein angesehen [130]. Tricellulin (besonders Tricellulin-a, 64 kDa) findet sich
vorwiegend — mit einem geringeren Expressionsniveau [86] (Abb. 5) — in 3-Zellkontakten [131]. Beide
Proteine besitzen 4 Transmembrandoméanen (TM), zytosolische Termini, 1 intrazelluldre und 2 EZS
[37]; EZS2 enthalt eine konservierte intramolekulare Disulfidbriicke [108, 132]. Die MARVEL-Doméne
umfasst alle TM und Schleifen [133]. Beide Proteine sind durch heterophile Wechselwirkungen mit
Claudinen [87] (vgl. Kap. 3.1) in die Bildung von TJs sowie parazellularen Barrieren involviert [134, 135],
kénnen sich partiell ersetzen [37], aber nicht heterophil binden [87].

Die exakte Funktion von Occludin ist unklar. Eine direkte Barrierefunktion ist nicht bestatigt [136,
137], obwohl es homophil oligomerisiert [87, 132]. Multiple Phosphorylierung [130], erkennbar durch
Molekulargewichtsverschiebung bei der Gelelektrophorese (von nominal 59 kDa auf 65 kDa) weist auf
regulatorische Bedeutung, z.B. fur Interaktionen mit Claudinen oder/und ZO-Proteinen [133], hin.
Auch letztere sind mit dem Zytoskelett verbunden [109, 138] (Abb. 2D). Ubereinstimmend wird ange-
nommen, dass Occludin indirekt die TJ-Permeabilitat reguliert [139, 140].

Im BHS-Endothel, in dem Einzelzellen mit sich selbst Kapillarréhrchen bilden, verschlieRt Tricellulin
den Spalt zwischen drei Membranabschnitten benachbarter Zellen [141, 142] (Abb. 2A). Dort oligome-
risiert es homophil, bildet TJs und bewirkt die Abdichtung fiir Molekiile <10 kDa [143]. Tricellulin liegt
auch in bizellularen Kontakten vor [144] und tragt damit zur parazelluldaren Abdichtung bei [143]. Be-
merkenswert ist eine Redox-abhangige TJ-Regulation durch Occludin und Tricellulin, die bei oxidativer
Belastung, z.B. Reoxygenierung/Reperfusion, oder reduzierenden Bedingungen, z.B. Hypoxie/lscha-
mie, wirksam wird [108, 132]. Weitere Details sind in Tab. 2 dargestellt.

3.3 Junctional Adhesion Molekiile

Besonders JAM-A (=JAM-1) [145], das Endothelzell-selektive Adh&sionsmolekil (ESAM) sowie JAM-C
(=JAM-3) [146] befinden sich in TJs der BHS [147, 148]. Ihnen wird eine unterstitzende Funktion bei-
gemessen. Sie sind Monotransmembranproteine der Immunglobulinsuperfamilie [149]. Ihr kurzer C-
Terminus ist Gber die PDZ3-Domane von ZO-1 mit dem Aktinzytoskelett (Abb. 2D) verbunden [150].
Die N-terminale extrazellulare Doméane enthalt zwei Immunglobulin-artige Schleifen, die homo- und
heterophil mit JAMs cis- und trans-interagieren konnen (Abb. 2C, D) [149, 151, 152]. JAM-A interagiert
mit Integrin av B3 (cis) [153] und Integrin a-L (trans) [154], JAM-C mit Integrin a-M (trans) [155]. Dies
gestattet die Assoziation unterschiedlicher Zelltypen, z.B. Endothelzellen und Leukozyten [154]. JAMs
unterstutzen andere TJ-Proteine wie Claudine bei der Lokalisation an die TJs [156] und stabilisieren
Zellbarrieren [157]. Sie sind regulatorisch an der Bildung von Zellkontakten, Zellmigration oder Mitose
und damit an Barrierebildung, Angiogenese und zerebralen Homdostase beteiligt [158]. So wurde ge-
funden, dass JAM-A die Expression von C/EBP-a (einem Transkriptionsfaktor, der Claudin-5 reguliert)
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fordert und auf diese Weise Barriereeigenschaften beeinflullt [159]. ESAM scheint in die Rohrenbil-
dung (Abb. 2A) von Endothelzellen [160] sowie die Extravasation weiRer Blutzellen involviert zu sein
[161]; die Inaktivierung des ESAM-Gens bewirkte keine Anderung der vaskuldren Permeabilitit im Ge-
hirn von Mausen [162]. Daneben haben JAMs noch weitere Funktionen, die nicht direkt die TJ oder die
BHS betreffen [148].

3.4 Zytosolische Tight Junction-assoziierte Proteine

Die wichtigsten Membran-assoziierten Guanylatkinase Homologen (MAGuK) [163] der BHS sind ZO-1
(225 kDa) [164] sowie die N-terminal kiirzeren ZO-2 (160 kDa) [165] und ZO-3 (130 kDa) [166]. Sie
befinden sich an der zytosolischen Seite der TJs, sind auch an der Bildung und Funktion von Adharenz
[167] sowie Gap Junctions [168] beteiligt. ZO-1 wird deshalb haufig als Zellkontaktmarker verwendet
[86]. Sie bilden das Gerist (“scaffold”) der TJs und verfligen Gber multiple Bindungsareale (ZO-1: nn2-
PDZ1—PDZ2—PDZ3—SH3—hinge region—GuK—acidic region—prolinreiche Regionen—ZU5-Region.
coon), die Transmembranproteine rekrutieren und Signal- sowie Strukturproteine zur Regulation der
TJs [169] binden. PDZ1 assoziiert Claudine, PDZ2 vermittelt die Dimerisierung von ZO-Proteinen [170,
171], PDZ3 bindet an JAMs, SH3-hinge-GuK an Occludin [172], und ein Abschnitt der prolinreichen Re-
gion (Aminosduren 1151-1371) an das Aktinzytoskelett [173] (Abb. 2D). ZO-1 und ZO-2 kdnnen sich
gegenseitig ersetzen; erst Doppel-Knockdown sorgt fiir Lokalisationsanderungen von Claudinen sowie
Occludin und parazellulare Undichtheit [167, 174, 175]. Nukledre Lokalisation von ZO-Proteinen spielt
eine Rolle in der Signaltransduktion von TJs bzw. TJ-Proteinen [176, 177].

Zu den Geristproteinen des apikal-junktionalen Komplexes gehort auch Afadin (auch AF-6, Gen
AFDN; Multidomanen-Geriistprotein mit einer PDZ-Doméane, JAM-A Bindung), das N-terminal mit
membranalen Adhdsions- und Signalproteinen und C-terminal mit dem Aktinfilament und aktinbinden-
den Proteinen interagiert. Es kann Signalprozesse modulieren, die zelluldare Migration, Invasion und
Apoptose beeinflussen [178]. Afadin ist im Gehirnendothel exprimiert [179] und tragt im Zusammen-
spiel mit dem PI3K/Akt-Signalweg zur Neovaskularisation bei [180].

Fiir die Aufrechterhaltung der Zellpolaritat im Bereich der TJ ist der apikale Polaritatskomplex rele-
vant, dem der PAR-Komplex (Proteine Par3, Par6, aPKC [181]) und der Scribble-Komplex (Proteine Scri-
bble, DLG, LGL, basolateral lokalisiert) zugeordnet werden [182]. Dysregulation der tiber verschiedene
Signalwege (z.B. kleine GTPasen wie RhoA, RAC und besonders CDC42 [182], oder Wnt/B-Catenin-Sig-
nalweg [183]) vernetzten Komplexe fihrt zu Stérungen der Barrierefunktion [184]. aPKC und RhoA
[156] sind ebenso wie das PDZ-freie GerUstprotein cingulin like protein 1 (Gen JACOP) [185] in die Re-
gulation des endothelialen T) Komplexes einbezogen.

4 Passagerouten an der Blut-Hirnschranke

Da die TJ-Proteine die BHS parazellular verschlieBen (Abb. 1C rot), muss das ZNS durch das Endothel
hindurch versorgt werden. Dies geschieht durch passive Diffusion, Transfer durch Transporter, lonen-
kanale oder Rezeptor-vermittelte Transzytose [186, 187]. Transzellular diffundieren niedermolekulare
Gase (z.B. 0, CO,) und lipophile Molekile (z.B. Ethanol) mit log P <5, H-Donatoren <5, H-Akzeptoren
<10 und Masse <500 Da [188] (Abb. 1C hellblau). Hydrophile Substrate wie Glucose, Aminosduren oder
Lactat gelangen (ber Solute Carrier (SLC)-Transporter, eine Superfamilie mit mindestens 52 Unterfa-
milien, durch die luminale und abluminale Endothelzellmembran [189-191]. Organic anion-transport-
ing polypeptides transportieren neuroaktive Peptide [192, 193], erlauben aber auch die Ausscheidung
von Stoffwechselprodukten (z.B. Glucuronide, Sulfate) [194]. Diverse lonentransporter und -kanéle er-
moglichen den lonen- und damit Wasseraustausch durch die BHS, fiihren zur Na*-Aufnahme ins Gehirn
und sind in die Regulation von extrazellularem HCOs und pH involviert. Die Na*,K*-ATPase reguliert die
Aufrechterhaltung der interstitialen K*-Konzentration [195] (Abb. 1C schwarz). Spezielle Peptide tber-
winden die Barriere mittels Rezeptoren (Abb. 1C griin) wie Leptin [196, 197], Transferrin [198], Insulin
[199] oder LDL [200]. Daneben sind in der BHS weitere Transporter und Rezeptoren zu finden [201].
Auch Effluxtransporter und metabolische Prozesse tragen zur Dichtheit der Barriere bei. Die in der
luminalen Endothelmembran gelegenen Effluxtransporter enthalten eine ATP-binding cassette (ABC),
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sind auswartsgerichtet (Abb. 1C gelb) und verhindern dadurch die zerebrale Aufnahme [202, 203] von
ansonsten kleinen (400-600 Da) lipophilen und ungeladenen Verbindungen [204]. ABC-Transporter der
BHS sind permeability Glykoprotein (P-gp, ABC-B1, MDR1), Multidrug Resistance-Related Proteine
(MRP)1-6 (ABC-C Unterfamilie) und Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, ABC-G2) [191]. P-gp
schleust diverse Metabolite, Toxine sowie Antiepileptika [205] oder Chemotherapeutika [206, 2071,
insgesamt >300 Substanzen [208], aus. Die Behandlung, z.B. von Schizophrenie [209] ebenso wie ze-
rebraler Ischamie [210], kann zur Hochregulation von P-gp im Endothel und so zur Wirkstoffresistenz
flihren [211]. Die enzymatische bzw. metabolische Barriere [212] beruht auf relativ hohen Aktivitdten
an y-Glutamyltransferase, alkalischer Phosphatase, Glucose-6-Phosphatase, Catechol-O-Methyltrans-
ferase, Monoaminooxidase oder Cytochrom P450 in Gehirnendothelzellen. Dadurch kénnen sich die
Substrate dieser Enzyme nicht im ZNS anreichern, da sie beim Eintritt in die Zelle oder wahrend ihres
transzellularen Durchtritts metabolisiert werden.

5 Pathologische Verdanderungen der Blut-Hirnschranke

Neurologische Erkrankungen wie akute/chronische Ischamie, Schadelhirntrauma, Hirnblutungen, mul-
tiple Sklerose, Tumore oder Infektionen kdnnen zu BHS-Stérungen, Imbalancen von lonen- bzw. Mo-
lekilfluxen, erhohter Extravasation von Blutzellen und einer gestérten TJ-Morphologie fiihren [213]
(Tab. 3).

Ischdmische Zustinde, die z.B. Schlaganfille und Odeme verursachen [214], erhéhen die Durchlis-
sigkeit der BHS [215]. Eine erhohte parazelluldare Permeabilitat ist bei den meisten o.g. Krankheiten
von Storungen an TJ-Proteinen bzw. der TJ-Dichtheit [216] begleitet. Andererseits begrenzt die Beein-
trachtigung von TJ-Proteinen die Infarktausbreitung. Cldn3-Mangel und Occludinreduktion kénnen
beispielsweise TJs und BHS schiitzen. Eine demgemalie TJ-Modulation wird als neuartiger Ansatz zur
Schlaganfallbehandlung postuliert [127]. Als ursachliche Mechanismen werden multiple Faktoren wie
oxidativer/nitrosativer Stress, metabolische/ionische Dysregulation und/oder entziindliche/neurode-
generative Prozesse [217] diskutiert. Durchblutungsstérungen werden durch Adipositas [218], D. mel-
litus [219] oder Mikroangiopathien [220] sowie deren Pathogenesefaktoren begiinstigt.

Bei multipler Sklerose ist Cldn3 an der Blut-Zerebrospinalbarriere [22] und Cldn11 an dieser sowie
der BHS vermindert [107], wodurch beide Barrieren undichter werden. Fir intrazerebellare Blutungen
wird im Endothel die Verringerung von Cldn25 und ein Verlust an Abdichtung gegen kleine Molekiile
berichtet [110].

Gehirntumore zeigen in frihen und mittleren Stadien eine intakte BHS, die erst danach zusammen-
bricht [221]. Cldn1, -3, -5 und Occludin werden mit dem Tumorgrad reduziert [118, 222, 223]. Die sehr
heterogenen Tumore rekrutieren sich aus Primartumoren, zumeist Glioblastomen, aber auch Astrozy-
tomen, sowie Metastasen, die bis zu 40% von Brust- und Lungenkrebs stammen [224-227].

Im Entziindungsgeschehen tragt Vascular endothelial growth factor (VEGF) mit Alterationen von
Claudin-5 [228] zur BHS Offnung bei [125, 229]. Eine erhéhte BHS-Durchlassigkeit wird als Reaktion der
Endothelzellen auf proinflammatorische Stimuli wie Thrombin (via Tyrosinphosphorylierung und Ver-
lust der ZO-1-Bindung an Occludin [230]) oder auf Toxine von Mikroorganismen (via Herabregulation
von Occludin und Claudin-5 [32]) beobachtet. Eine Abdichtung der Barriere bewirken dagegen antiin-
flammatorische Mediatoren, z.B. durch Aufrechterhaltung der Membranlokalisation von Occludin
(Sphingosin-1-phosphat, [231]) oder durch Begtinstigung der Dephosphorylierung von Occludin (Angi-
opoietin-1, [230]).

Bei der Alzheimer‘schen Erkrankung triggert B-Amyloid Angiogeneseprozesse, was in Nagern zum
Verlust von mikrovaskuldren TJ-Proteinen wie Claudin-1 und -5 fiihrt und so die Durchldssigkeit bewirkt
[116, 232]. Auch bei neurodegenerativen sowie kognitiven Stérungen sind Veranderungen der BHS
beschrieben [233]

6 Pharmakologie der Blut-Hirnschranke

Parazelluldare Abdichtung, Effluxtransporter und katabole Prozesse limitieren die Behandlung von ZNS-
Erkrankungen fiir 98% der Wirkstoffe [234]. So sind z.B. Chemotherapeutika im ZNS relativ wenig
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wirksam [235, 236]; Antiepileptika werden haufig durch Resistenzentwicklung unwirksam [205]. Ent-
sprechend ist die Zulassungsrate von ZNS-Pharmaka nur halb so hoch wie fiir andere Pharmazeutika
[237]. Generell ermoglichen folgende Substanzeigenschaften BHS-Gangigkeit: 20-70 Atome (180-500
Da), kein Substrat fir ABC-Transporter, log P = -0,4 bis 5,6, geringe H-Briickenbildung [188, 238, 239].

Eine Moglichkeit der Verbesserung der Wirkung von Pharmaka, die die o.g. Anforderungen nicht
erfillen, bieten sogenannte Drugenhancer (Abb. 1, Tab. 4). Bisher Gberwiegen unspezifische Ansatze.
Klinisch eingefiihrt zur Chemotherapie zerebraler Lymphome ist seit langem intraarterielles hyper-
osmolares Mannitol [240]. Es reifSt die Endothelzellschicht osmotisch auseinander, zeigt starke Neben-
wirkungen [241] und schlechte Reproduzierbarkeit [242]; neuere Ansdtze zur Optimierung der Me-
thode erfordern einen erheblichen technischen Aufwand [243]. Hochintensiver fokussierter Ultraschall
ermoglicht nach komplettem BHS-Zusammenbruch [244] erhdhte Zytostatikapermeabilitat [245]; kli-
nische Studien zeigen positive Ergebnisse [246]. Kurzkettige Alkylglyzerole [247, 248] und Caprat [249]
sind invasive Offner, zumindest letzteres mit schweren Nebeneffekten [250]. VEGF beeinflusst die BHS
nebst deren TJ-Proteine (z.B. Cldn5 [228]), fUhrt zur Permeationssteigerung auch groRer Molekile
[251] und zu Stoérungen in peripheren Organen [252] (Tab. 4).

Neben dem parazellularen Weg gibt es unspezifische transzelluldre Verfahren zur besseren Wirk-
stoffaufnahme wie z.B. Chemotherapeutika-enthaltende Liposomen [253, 254], Wirkstoff-gekoppelte
zellpenetrierende Peptide [255, 256] (in vitro [257, 258]) oder Zytostatika-beladene Gold-Nanopartikel
[259] (vgl. [260] zu deren Toxizitat). Nanopartikel [261], besonders fiir nasale Applikation [262, 263],
befinden sich in klinischer Testung. PLGA-Nanopartikel kdnnen die BHS liberwinden und zur Schmerz-
bzw. Tumorbehandlung genutzt werden [264, 265] (Tab. 4), dies gilt auch fir Lipidnanoformulierungen
[266]. Weitere Nanopartikelformulierungen befinden sich in Entwicklung [267, 268]. Spezifischer ist
die Ausnutzung von Influxtransportern wie dem Solute Carrier Unterfamilie 21 (SLCO1A2 = OATP-A),
der Arzneistoffe aus dem Blut in die BHS und so zur Aufnahme ins Gehirn bringt [269, 270]. Auch L-
Type amino acid transporter 1 (Gen SLC3A2) [271] und Glucose transporter type 1 (Gen SLC2A1) [272]
werden in diesem Zusammenhang diskutiert. Ein weiterer Kandidat ist sodium-dependent lysophos-
phatidylcholine symporter 1 (Gen MFSD2A) [273], ein BBB-Protein mit wichtigen regulatorischen Funk-
tionen [274]. Ebenso ist die pharmakologische Beeinflussung von BHS-Funktionen durch Modulation
von lonenkanélen in Betracht gezogen worden [275, 276].

Zur Rezeptor-vermittelten Transzytose wurde das von Bradykinin abgeleitete Peptid RMP-7 entwi-
ckelt. Es erhoht die Zytostatikadurchlassigkeit im Gliomamodell der Ratte [277], welches sich allerdings
in der klinischen Phase-Il nicht bestatigte [278]. Spezifischer erscheint die Transzytose durch den ze-
rebral stark exprimierten Rezeptor LRP-1 (Lipoprotein-related Protein-1) [279]. Ein Konjugat aus Pacli-
taxel und dem LRP-1-Liganden Angiopep-2 reduziert Gehirntumoren [280, 281], wie eine klinische
Phase-Il Studie bestatigt [282]. Auch der Transferrinrezeptor wird haufig fiir Transzytoseansatze ge-
nutzt [283].

Zur Beseitigung einer Arzneimittelresistenz von Antiepileptika kann die Inhibierung von Effluxtrans-
portern dienen [284], z.B. von p-Glykoprotein durch Cyclosporin A, das zur Erhéhung der Doxorubicin-
konzentration im Gehirn fiihrt [285]. Die Hemmung selbst ist von starken Nebenwirkungen wie Toxizi-
tat oder Alteration anderer Organe [286, 287] begleitet, diese Limitierung konnte durch neuere An-
satze Uberwunden werden [288, 289].

Neben den genannten pharmakokinetischen Bemiihungen haben neuere Vorhaben direkt TJ-Pro-
teine der BHS zum therapeutischen Ziel. Hier ist vor allem der Einsatz von Cldn5 siRNA zu nennen [101],
der temporar und gréRenselektiv die BHS moduliert und die Odembildung bei Schadelhirntrauma ver-
mindert [290]. Weitere spezifische Modulatoren von Cldn5 sind shRNA [291], monoklonale Antikérper
[292] oder Peptidomimetika aus der EZS1 [128]; sie permeabilisieren die BHS temporar und sind nicht
toxisch. Diese Vorgehensweise hat das Potential zur Behandlung weiterer Erkrankungen mit Hirnédem,
wie z.B. beim Schlaganfall. Dariliber hinaus sollten Modulatoren von Cldn1 [126] und -3 untersucht
werden, die in der BHS exprimiert sind [86] und die Wasserpermeation durch Barrieren regulieren
[114, 127, 293]. Peptidische Wirkstoffe wurden von der ersten extrazellularen Schleife von Cldnl ab-
geleitet [126] oder mittels Phagendisplay (PN-78, PN-159) gefunden [294-296]. Zielproteine von PN-
159 sind Cldn1 und -5 [106]. Ebenso wurde Cldn25 als Target vorgeschlagen, das zur BHS-Abdichtung
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beitragt [86, 110] und dessen Herabregulation hamorrhagische Odeme abschwicht [110]. Die genann-
ten Ansatze lassen im Schlaganfallgeschehen eine Wirksamkeit auch bei spaterer Applikation erwarten
[127] - im Gegensatz zur bisher einzigen klinischen Therapie (intravendse Gabe von tissue plasminogen
activator), die nur bis 3 h nach Schlaganfallbeginn effektiv ist [297].

7 Zusammenfassung und Perspektiven

Fiir alle Blut-Hirnschranken(BHS)-Funktionen sind Tight Junctions (TJs) essentiell, die den Stoffaus-
tausch mit dem Gehirn direkt oder indirekt regulieren. Das transmembrane TJ-Protein Claudin-5 ist
nicht allein flr die parazellulare BHS-Abdichtung verantwortlich. Deshalb sind die Eigenschaften zu-
satzlicher Abdichter wie z.B. Claudin-11, -1 und -3 fiir Zweizellkontakte bzw. Tricellulin fir Dreizellkon-
takte weiter aufzuklaren. Die genaue Relevanz der BHS ist bei vielen ZNS-Erkrankungen unklar. Meist
wird BHS-Offnung als Folge eines Krankheitsverlaufes gesehen. Fiir eine urséchliche Rolle der BHS an
bestimmten Hirnstérungen bestehen Hinweise, die in kiinftigen Untersuchungen zu verifizieren sind
und neue therapeutische sowie diagnostische Moglichkeiten erwarten lassen. Fiir viele Wirkstoffe ist
die BHS uniberwindlich, dies limitiert die Behandlung diverser Krankheiten. Bisherige Ansatze zur Ver-
besserung des Wirkstoffdurchtritts sind meist unspezifisch und mit starken Nebenwirkungen durch
Zusammenbruch der BHS oder periphere Schadigungen verbunden. Fiir eine moglichst spezifische Mo-
dulation versprechen Strategien Erfolg, die auf Targetstrukturen gerichtet sind, die die BHS selektiv,
temporar und moderat beeinflussen. Dies betrifft nicht nur pharmakokinetische Ansatze, sondern
ebenso eine direkte Behandlung der BHS liber deren pathogenetisch relevante Faktoren.

Danksagung: Wir danken MLS Peter Oehme, Summt, fiir standige Forderung der Thematik und frucht-
bare Diskussionen vieler damit im Zusammenhang stehender Probleme, sowie der Leibniz-Sozietat der
Wissenschaften zu Berlin am Interesse der Darstellung neuer Aspekte der Erforschung zerebraler Fra-
gestellungen sowie deren praktischer Anwendung.



Ingolf E. Blasig (MLS), Sophie Dithmer und Reiner F. Haseloff
Kurzer Abriss zur Blut-Hirnschranke

Leibniz Online, Nr. 42 (2021)

S.11v.45

Tabelle 1A: Claudin (Cldn) Funktionen in Tight Junctions und potentielle Wechselwirkungen in der

Blut-Hirnschranke

Klasse Funktionen
parazelluldr abdichtend Abdichter und Kanalbildner andere unklar
klassisch* Cldn1 [298] Cldn2 [299]/(Na*, K*) [300]
Cldn3 [119] Cldn4 [54]/Na* [66]
Cldn4 [53] Cldn7 [301]/Na* [302]
Cldn5 [51] Cldn10 Dichtheit/-10a An’,
-10b Kat* [303]
Cldn6 [304] Cldn15 Dichtheit/Na*, K* [66]  Cldn6 [305]
Cldn8 [306] Cldn17 Dichtheit/An [307]
Cldn9 [304] Cldn9 [305]
Cldn14 [308]
Cldn19 [309]
nicht- Cldn11 [310] Cldn16 Dichtheit/Kat** [309] Cldn13 [305] Cldn12,
klassisch -13,-20 [86]
Cldn18 [311] Cldn21 Dichtheit/Na*, K*, Cldn22,
Solute <0,56 nm [312] -23,-24 [86]
Cldn25 indirekt [110] via Cldn25,
TJ-Struktur [86] -26,-27 [86]
Cldni Cldn3 Cldn5 Cldn11 Cldn12 Cldn25
N~ oo, | . | : | H
NN, 'n..... '.... : =
: \5: Fa bl i ] : | :
I AR SRR R e N :
[ S S SR, 1 :
~. o ot 7 n L
Cldn1 Cldn3 Cldn5 Cldn11 Cldn12 Cldn25
T s Jdunn,, R
SEL b N T
~ .:":-.T .'.t";'---:::',:} P
~ Ul
) = = = trans -Interaktion**
Ocln L — cis-Interaktion™**

* hohe Sequenzhomologie [20]; Kat, Kationen; An, Anionen; Ocln, Occludin; Tric, Tricellulin

** Liniendicke symbolisiert Bindungsstarke



Ingolf E. Blasig (MLS), Sophie Dithmer und Reiner F. Haseloff
Kurzer Abriss zur Blut-Hirnschranke

Leibniz Online, Nr. 42 (2021)

S.12v. 45

Tabelle 1B: Eigenschaften von Claudinen der Blut-Hirnschranke (BHS)

Expression Funktion

Struktur/Interaktionen

Regulation/Signalwege

Claudin-1 (Senescence-associated epithelial membrane protein)

- Gen CLDN1, Chromosom 3 (human), - bedingt Dichtheit (TER) [298,

-16 (Maus) [313, 314] 315]
- membranale, zytosolische - Rezeptor fiir Hepatitis C-Virus
Lokalisation [127] [316]

- knock-out — Maus: postnatal lethal
durch Dehydrierung [114]

Claudin-3 (Clostridium perfringens enterotoxin receptor 2)

- Gen CLDN3, Chromosom 7 (human),
5 (Maus): human [118, 326], Maus
[118, 327], Ratte [328, 329]

- knock-out — Maus: Cldn5-,
Occludinmenge, Permeabilitat
vermindert [127]; andere Autoren
[330] finden keine Anderungen

- verstarkt BHS-Integritat in vivo
[118], erhoht TJ-Strangnetz
Komplexitat [127]

- kontrolliert parazelluldrer Dicht-
heit [119, 331, 332], besonders
kleiner Molekiile/lonen;
begrenzt endotheliale
Endozytose; beglinstigt Infarkt-
/Odembildung [127]

- stabilisiert Barriere und TJ [333]

Claudin-5 (Transmembrane protein deleted in velocardiofacial syndrome)

- Gen CLDN5, chromosome 22
(human), 16 (Maus)

- sehr hohe Expression[86, 118, 335],
embryonal einsetzend mit
zerebraler Angiogenese [336]

- bedingt parazellulare
Permeabilitat fir Molekile
<800 Da [51], induziert und
erhalt TJ-Dichtheit [36, 338]
vermittelt durch EZS1 [65] und
EZS2 [62]

- kontinuierliche P-face Strange
nach Transfektion in TJ-freie
Zellen [87]

- Bindung an PDZ1 von Z0O-1 [317]

- homo-/heterophile trans-/cis-
Interaktion mit Claudinen und
TAMP [85, 87]

- kontinuierliche P-face TJ-Strdange
(85, 91]

- starkt TJ-Netzwerk/-verzweigung
[127]

- homo-/heterophile trans-/cis-
Interaktion mit Claudinen, cis-
Interaktion mit TAMP [85, 87]

- diskontinuierliche E-face
assoziierte TJ-Strange nach
Transfektion in TJ-freie Zellen [36,
62]

- gemischte E-/P-face assoziierte
TJ-Strange mit Cldn3 [85]

- hypoxia induceable factor -Komplex
[318]

- Dehydroepiandrosteronsulfat/Gnall
[319]

- G-Protein-gekoppelter Rezeptor GPR30
via ERK und/oder Akt [320]

- differentielle Regulation nach
Virusinfektion [321-325]

- Wnt/B-Catenin[333]
- Na/K-ATPase [334]

- TGF-B/Activin-Inhibierung erhéht Cldn5
[339]

- VE-Cadherin via Akt-Aktivierung:
Phosphorylierung von FoxO1 induziert
Cldn5 [340]
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- knock-down: BHS Bruch in Kultur
humaner Gehirnendothelzellen
[337]

- knock-out — Maus: abnormale TJs in
Kapillaren, parazelluldre
Permeabilitat (<800 Da), lethal ~10 h
postnatal [51]

Claudin-11 (Oligodendrocyte-specific protein)

- Gen CLDN11, Chromosom 3
(human), 3 (Maus)

- sehr hohe Expression (human,
Maus, Ratte) in vivo wie Cldn5, in
vitro stark verringert [86, 107]

- knock-down: erhoht Permeabilitat
durch Gehirnendothel [107]

- knock-out — Maus: milde
neurologische Defizite [345],
Taubheit (geringes endocochleares
Potential) [346]

Claudin-12

- Gen CLDN12, Chromosom 7
(human), 5 (Maus)

- Gehirnendothelzellen [51, 347, 348]
zeigen hohe mRNA Expression in
vivo [37]

- tragt zu endothelialer Dichtheit
bei [86, 107]

- homo-/heterophile Interaktionen
via EZS2 [62, 85], in trans/cis mit
Cldn5, anderen Claudinen und
TAMP [85, 87]

- Mutation C54S und C64S (Maus
EZS1): TER verringert,
parazelluldrer Flux (Mannitol)
erhoht, Barrierefunktion
geschwacht [65]

- TJs kontinuierliche P-face
Strange, indirekt durch Occludin
moduliert [86]

- starke homophile cis- und trans-
Interaktion [108]

- keine Strangbildung
- schwache heterophile (Cldn25,
Occludin) trans-Interaktion [89]

- Adrenomedullin erhéht Expression und
TER, verringert Permeabilitat [338]

- Glukokortikoide erhéhen Promo-
toraktivitdt, mMRNA-/Proteinmenge und
TER [341, 342]

- Ostrogen erhéht Promotoraktivitat,
MRNA-/Protein [343]

- ROCK via EphA2 verringert Expression
[344]

- C/EBP-a (stimuliert durch JAM-A)
erhoht Expression, verringert
Permeabilitdt [159]

- Ouabain-aktivierte Na/K-ATPase
verringert Expression [334]

- Hochenergie-Diat verringert mRNA-
Expression, erhoht Permeabilitat im
Hippocampus [349]
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- Hyperammonamie verringert mRNA in
vitro Gehirnendothelzellen [350]
Claudin-25 (Claudin domain-containing protein 1)
- Gen CLDND1, Chromosom 3 - parazellulare Permeabilitat far - keine Strangbildung, indirekter - Xenobiotika-aktivierter
Arylhydrocarbon-Rezeptor [351],

Beitrag zur Strangmorphologie
(via Occludin) [86]

- schwache heterophile (Cldn12,
Occludin) trans-Interaktion [89]

(human), 16 (Maus), kleine Molekiile [110]

- sehr hohe mRNA Expression in vivo
in Gehirnendothelzellen [86]

retinoic acid receptor-related orphan
receptor a [352] und Myeloid Zinkfinger
1 [353] erh6hen mRNA Expression

- Transkriptionshemmung durch miR-124
[354]

BHS, Blut-Hirnschranke; C/EBP, CCAAT/enhancer-binding protein; Cldn, Claudin; E-/P-face, Exoplasma-/Protoplasma-face; EphA2, ephrin type-A receptor
2; ERK, extracellular-signal regulated kinase; EZS, extrazelluldre Schleife; JAM, junctional adhesion molecule; ROCK, Rho-associated protein kinase; TAMP,
TJ-assoziierte MARVEL-Proteine (Occludin, Tricellulin); TER, transendothelialer elektrischer Widerstand; TGF, transforming growth factor; T), tight

junction; ZO-1, Zonula occludens protein 1
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Tabelle 2. Tight Junction-assoziierte MARVEL-Proteine der Blut-Hirnschranke

Expression

Funktion

Struktur/Interaktionen

Regulation/Signalwege

Occludin

- Gen OCLN, Chromosom 5
(human), 13 (Maus)

- Kokultur von Gehirn-EZ mit
Astrozyten/Perizyten [355],
Neuronen [356] erhoht
Expression

- knock-out Maus: TJ-
Morphologie unbeeinflusst,
Kalzifikation des Gehirns [139]

- Halbwertszeit 6.2 h [104]

- Degradation durch MMP [357,
358], Calpain (Zn**-abhingig)
[359], Proteasom [360, 361]

- TJ-Regulation postuliert [362]

- Redoxsensor in TJ [132]

- Transduktion Zytokin-
vermittelter Signale [363]

- Interaktionen C-terminaler
OCEL-Domaéne begrenzen
Makromoleklflux [364]

- kontrolliert HIV-Transkription
[365], Glukoseaufnahme/ ATP-
Synthese [366] von Perizyten

- reguliert Apoptose via
Caspase-3 Transkription [367]

- reguliert Centrosomen in
Kortexgenese [368]

- Occludin/Caveolin-1/Alix-
Komplex reguliert HIV-
Permeation durch BHS [362]

Tricellulin (MARVEL domain-containing protein 2)

- Gen MARVELD2, Chromosom 5

(human), 13 (Maus)
- Gehirn [141] und Retina [142,
382]

- Abdichtung flr

Makromolekule [143]

- reguliert H,O-Permeabilitat

[387]

- 3D-Strukturen: zytosolische C-terminale
Region [369], Komplex ZO-1 (PDZ3-SH3-
U5-GuK)/Occludin (CC-Doméne) [140]

- MARVEL-Domane vermittelt cis-
Oligomerisation via Cys und
Membraninsertion [370]

- Hypoxie-/redoxsensitive Oligomeri-
sierung Uber Disulfidbriicke in EZS2
[132]

- CC-Domane interagiert m. ZO-1 (SH3-
hinge-GuK) [172]

- Tyr398, Ser408: hochkonservierte
Phosphorylierungsstellen fiir c-Src, PKCs,
CK2 [371]

- Peptid von CC-Domane bindet PKC, c-
Yes, PI3K, Connexin 26 [372]

- ubiquitiniert durch E3 Ubiquitinligasen
Nedd4-2 [373] und ltch [360] (Itch-
Effekt verhindert durch Blockade von y-
Sekretase [374])

- Kristallstruktur (2.2-A) der C-terminalen
CC-Domane: Dimerbildung mit
ausgedehntem polaren Interface [388]

- VEGF-, Hypoxie-aktivierte PLCy, PI3K/Akt,
PKG bedingen BHS-Offnung, Occludin-, ZO-
1-, ZO-2-Umverteilung [375]

- VEGF-aktivierte atypische PKC 6ffnen BHS
[376]

- VEGF/FIk-1-ERK abhingige BHS-Offnung,
Herabregulation, Tyr-Phosphorylierung, ZO-
1-Dissoziation durch Mikrowellenstrahlung
[377]

- Ischamie/Reperfusion: Ser490
Phosphorylierung und Ubiquitinierung via
VEGFR2 [378]

- EGFR-Aktivierung, p38 MAPK/NFkB
Signalweg reduziert Expression [379]

- TGF-B verringert Expression via MMPs
[223]

- knockdown der E3 Ubiquitin Ligase
MARCH3 verringert Permeabilitat der EZ-
Barriere, erh6ht Occludin-, Claudin-5
Expression via Forkhead box protein O1-
Deaktivierung [380]

- Interleukin-17 verringert Expression [381]

- nukleare Lokalisation in schwach
differenziertem Gewebe bei MAPK- und
PKC-Aktivierung [394]
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- membranal in trizellularen
und bizellularen Kontakten
[383], auch nukledr,
perinukledr lokalisiert [141]

- knock-out-Maus: Horverlust,
Haarzellen in Cochlea
degeneriert [384]

- Degradation: MMP2/3 [385],
Caspase an Asp487 u. Asp441
(nach Induktion von Apoptose)
[386]

- Bindung/Rekrutierung in TJ durch
Angulinproteine [389]

- N-Terminus bindet Dynamin-binding
protein (=Scaffold protein Tuba) [390]

- heterophile Interaktionen: Claudin-1, -5
[87] und MarvelD3 [391]

- assoziiert humanes Plasminogen [392]

- Ubiquitinierung durch Itch [393]

- induziert durch Inhibierung von miRNA-203
[382]

- Toxin ESX-1 secretion-associated protein
EspG1 verringert Expression [395]

- Herabregulation durch Interleukin-13 (via
IL-13-Rezeptor a2) [396], Choleratoxin
[397], O2/Glukoseentzug [398]

BHS, Blut-Hirnschranke; CC, coiled-coil; CK, casein kinase; EGFR, epidermal growth factor Rezeptor; ERK, extracellular-signal reqgulated kinase; EZ, Endothelzellen;
EZS, extrazelluldre Schleife; MMP, Matrixmetalloproteinase; NFkB, nuclear factor kB; OCEL, coiled-coil Occludin/ELL; PI3K, Phosphoinositol 3-Kinase; MA, mitogen-
activated; PL, Phospholipase; PK, Proteinkinase; TGF, transforming growth factor; T), tight junction; VEGFR, vascular endothelial growth factor Rezeptor; ZO-1,

Zonula occludens protein 1
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Tabelle 3: Erh6hung der Permeabilitat der Blut-Hirnschranke durch zerebrale und periphere Erkran-

kungen

Erkrankungen

Bemerkungen

Quelle

Neurodegeneration

- Morbus Alzheimer

[116, 232, 399, 400]

- Multiple Sklerose [401]

- Amyotrophe Lateralsklerose [402, 403]

- Morbus Parkinson [404]

- Chorea Huntington [405]
Epilepsie [406]
Schizophrenie [407, 408]
Gehirntumore [118, 223]
Schadelhirntrauma [409, 410]
Ischamie/Schlaganfall [217, 411]

verstarkt durch

- Adipositas [218]

- D. mellitus [219]

- Mikroangiopathien [118, 220, 223]
Entziindungen Zerebral durch proinflammatorische Stimuli ~ [125, 229]

Thrombin, Histamin, TNFa, Botenstoffe/ [32,33]

Toxine von Tumorzellen/Mikroorganismen
Infektionen - viral [412]

- bakteriell [413]

- peripher [414]
Schmerz [414, 415]
Bluthochdruck [416, 417]
Alkohol- [418, 419]

/Drogenmissbrauch
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Tabelle 4: Verbesserung der Wirkstoffpassage durch die Blut-Hirnschranke (ausgewahlte Beispiele zur Modulation von Effluxtransportern und
der parazelluldren oder transzelluldren Route)

Prinzip Modulator / Wirkstoff Mechanismus / Target / Cargo Referenz
Effluxinhibierung Cyclosporin (u.a. Inhibitoren)  p-Glykoprotein [285, 289]
Ultraschall Endothelschadigung [244, 246]
Mannitol Endothelzellschrumpfung (hyperosmolare Dosierung) [240, 243]
Membranemulgator, Zytoskelettkontraktion, Cldn-
Caprat Dissoziation [249]
Alkylglyzerole physikochemisch ? [247, 248]
Parazellulidre Offnung siRNA/shRNA Cldn5 [101, 291]
Antikorper Cldn5 [292]
Peptidomimetika Cldn5 [128]
Peptide via Cldn1, -5 [106, 126]
VEGF Angiogenese, Cldn5, [228, 251]
Nanopartikel (z.B. PLGA) Bindung an LDL-Rezeptor, Transport von: [259, 267]
¢ Zytostatika [264]
¢ Analgetika [265]
Liposomen physikochemisch [253, 254]
Transzelluldre Passage  Rezeptorliganden e Bradykinin B2 Rezeptorantagonist (RMP7): Carboplatin [277]
¢ LRP-1-Angiopep-2 Konjugat: Paclitaxel [280, 282]
¢ anti-TfR-Nanopartikel: Neurotensin [283]
zellpenetrierende Peptide ? / E-Cadherin-vermittelt [257, 258]/[256]
Influxtransporter-Effektoren Wirkstoffaufnahme durch SLC21 / SLC2A1 / SLC3A2 [269]/[272]/1271]

Cldn, Claudin; VEGF, vascular endothelial growth factor; PLGA, poly(lactic-co-glycolic acid); LDL, low density lipoprotein; LRP1, low density
lipoprotein receptor-related protein 1; SLC, solute carrier; TfR, Transferrinrezeptor
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