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2 EINLEITUNG

Trotz einer rasanten Entwicklung in der Synthese und Evaluierung neuer Wirkstoffe stellen
deren gezielte Applikation immer noch groRe Herausforderungen fiir die Entwicklung von
Wirkstoffen und auch ,Drug Delivery’ Systemen dar. Die Erhohung der Bioverfligbarkeit und
Halbwertzeit im Blut, die Resorption im Darm oder die Aufnahme Uber die Blut-Hirnschranke
stehen daher im Fokus vieler Forschergruppen.[” ,Drug Delivery’ Systeme dienen nicht nur
der Verpackung von Wirkstoffen und damit dem Schutz vor vorzeitigem Abbau, sondern
konnen auch mit Affinitatsliganden fiir eine Organ-spezifische Anwendung modifiziert
werden. Dennoch sind viele Faktoren sowohl fir die reinen Wirkstoffe als auch fiir die ,Drug
Delivery’ Systeme, die den transendothelialen und die anderen transepithelialen
Transportwege beeinflussen, noch nicht bekannt. Auch heute ist es noch nicht einfach, im
Screening den transendothelialen Transport, die Verteilung im Interstitium und die weitere
Aufnahme durch verschiedene Zellen zu visualisieren. Eine weitere Herausforderung ist es
die Faktoren aus dem Blut zu bestimmen, die diesen Transport verzégern oder
beschleunigen, ohne dabei den Blutfluss zu unterbinden.

Die Uberwiegenden Studien zur Untersuchung von Wirkstoffaufnahme, Akkumulation,
Bioverfligbarkeit, Halbwertzeit und Abbauweg werden im Tiermodell durchgefiihrt, da
dieses die natlirliche Umgebung widerspiegelt. Pharmakokinetische Aspekte wie Aufnahme,
Verteilung, Abbau sowie Ausscheidung der Wirkstoffe (ADME, engl. absorption, distribution,
metabolism, excretion) sind so in einem Modell beinhaltet. Nachteile der in vivo-Modelle
sind beispielsweise, dass eine genaue Analyse der Bioverfligbarkeit durch Modulation der
Blutfaktoren und Gewebe unter konstanten Flussbedingungen nicht mdglich ist. Eine
Modulation von Blutfaktoren koénnte beispielsweise Aufschluss Uber deren Einfluss auf
Aufnahmeprozesse geben. Schwierig ist hier auch die Visualisierung des interstitiellen
Transports. Zudem sind Tiermodelle aufgrund von Spezies-spezifischen Unterschieden oft
nicht direkt auf den Menschen Ubertragbar. Die meisten in vitro-Modelle beruhen auf
Boyden Chambers oder Transwell-Kammern.” 3 Dabei werden BlutgefaRendothelzellen in
einer oberen Kammer als Monolayer auf einer porésen Membran ausplattiert und der
Durchtritt des Wirkstoffs in die sich darunter befindende, mit Medium gefiillte Kammer
gemessen. Dieses Modell erlaubt allerdings weder einen transendothelialen
Wirkstofftransport bei konstanter Zirkulation noch reprasentiert es die Krimmung eines
BlutgefdaRes und die damit verbundene Dreidimensionalitat des Gefdlles und des Gewebes,
welches sich um das Blutgefall formiert. Zudem verlieren viele Zellen unter konventionellen
Zellkulturbedingungen  (z.B.  statische = Monolayer-Kultur) ihre  phenotypischen
Eigenschaften.w Es ist bekannt, dass Zellen, die in einer dreidimensionalen Umgebung
kultiviert werden, viel naher die in vivo-Gegebenheiten widerspiegeln als Zellen in
zweidimensionaler Zellkultur.” ® Weiterhin sekretiert 3D-Gewebe, welches in unmittelbarer
Nachbarschaft des BlutgefalRes lokalisiert ist, Faktoren, die den transendothelialen Transport
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verstarken konnen. Das ist besonders bei Tumorgeweben relevant, da diese Proteasen
sekretieren bzw. rekrutieren, die eine kurzzeitige Auflésung der endothelialen Konnektivitat
durch Proteolyse der Tight Junctions fordern und somit das Blutgefdll fir den

(7121 Auch fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe fiir

Wirkstofftransport durchldssig machen.
kardiovaskuldre Krankheiten oder die Untersuchung der vaskularen Toxizitat
pharmakologischer Einheiten ist die Etablierung verlasslicher in vitro-Modelle fir die
Mikrozirkulation sehr wichtig.[13]

Deshalb wurde ein mikrofluidischer Bioreaktor entwickelt, der aus einer dreidimensionalen
Anordnung von artifiziellen Blutgefdallen umgeben von einem weiteren Kompartiment
besteht. Dieses angrenzende Kompartiment kann zur Kultivierung einer Ko-Kultur,
beispielsweise in Form eines organotypischen 3D-Zellverbandes, eingesetzt werden. Mit
Hilfe der SMART-Technologie wurden gekrimmte, pordse Mikrokanale als kinstliche
Blutgefale hergestellt, die das Herzstlick des Bioreaktors darstellten. Der Bioreaktor erlaubt
in vitro die Visualisierung des transendothelialen Transports durch die porésen Mikrokandle
ins Interstitium unter konstanten Flussraten und unter Verwendung unterschiedlicher
Medien. Das Promotionsvorhaben umfasste die Entwicklung des mikrofluidischen
Bioreaktors und die Etablierung der Kultivierung von Endothelzellen im mikrofluidischen
Kanal, sowie die Analyse der Zellkulturparameter, der Nahrstoffzufuhr und der Verwendung
der Medien. Weitere Untersuchungen zur Charakterisierung des Bioreaktors, wie
beispielsweise Flussprofile, wurden durchgefiihrt.

Nach Etablierung des Bioreaktors wurde dessen Einsetzbarkeit als in vitro-Modell eines
BlutgefdBes zur Untersuchung des vaskuldaren Systems getestet. Hierbei wurde die Reaktion
den Endothelzellen auf angelegte Schwerkrdafte untersucht. Zudem wurde eine
Entzlindungsreaktion im mikrofluidischen Bioreaktor simuliert und die Rekrutierung von
Immunzellen beobachtet. Eine weitere Anwendung des Bioreaktors war die Untersuchung
der endothelialen Aufnahme, sowie des transendothelialen Transports von polykationischen
Peptoiden und deren Anreicherung im Gewebe mit Hilfe von 3D- und 4D-konfokaler
Mikroskopie und HPLC (Hochleistungsflissigchromatographie)-Analytik. Sowohl die
qualitative als auch die quantitative endotheliale Aufnahme verschiedener polykationischer
Peptoide wurde unter normalen, statischen Zellkulturbedingungen untersucht.
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2.1 Vaskuldres System

2.1.1 Aufbau des Endothels

Das Endothel ist eine diinne einschichtige Zellschicht, welche die gesamte innere Oberflache
von BlutgefdaRen (Arterien, Venen und Kapillaren), des Herzens und somit des gesamten
Herz-Kreislauf-Systems auskleidet (Abbildung 1). Es bildet die Schnittstelle zwischen dem
Blut und dem darunter liegenden Gewebe."™ Man unterscheidet zwischen vaskuliren
Endothelzellen, die in direktem Kontakt mit dem Blut stehen und lymphatischen
Endothelzellen, die in Kontakt mit der Lymphe stehen. Neben Blutzellen sind Endothelzellen
der einzige Zellentyp, der in direktem Kontakt mit Blut bzw. Lymphfllssigkeit steht. Die
luminale Seite der Endothelzellen ist mit der sogenannten Glykokalyx ausgestattet; einer
Schicht, bestehend aus Polysacchariden, die kovalent mit den Membranproteinen und
-lipiden der Zellen verbunden sind.!*®!

Nukleus \g/ Endothelzellen

Endotheliale
Glykokalyx

Basal-
membran

Inter-endotheliale Spalte
mit Tight Junctions

Abbildung 1: Querschnitt durch eine Blutkapillare. Gezeigt wird das GroRenverhaltnis der Glykokalyx auf
der luminalen Seite der Endothelzellen zu den Endothelzellen selbst (modifiziert nach Flessner, 2008).[15]

Der Aufbau von BlutgefdlRen unterscheidet sich je nach Grofle und Funktion. Die finf
wichtigsten BlutgefdaRe sind Arterien (Durchmesser groRer als 1 cm bei elastischen Arterien,
0,1-10 mm bei muskulésen Arterien), Arteriolen (10-100 um), Kapillaren (4 —10 um),
Venolen (10 — 100 um) und Venen (0,2 mm bis zu mehr als 1 mm).“G] Die innerste Schicht
einer Arterie (Tunica intima) besteht aus dem Endothel und der daran anschliefenden
Basalmembran (Abbildung 2). Im Anschluss daran findet sich elastisches Gewebe (Membrana
elastica interna). Die mittlere Schicht (Tunica media) ist aus elastischen Fasern sowie glattem
Muskelgewebe aufgebaut. Sie stellt die dickste Schickt dar. Die duRere Schicht (Tunica
externa) besteht aus elastischen Fasern und Kollagenfasern (Abbildung 2). Die glatte
Muskulatur der Tunica media ist mit sympathischen Neuronen des vegetativen
Nervensystems ausgestattet und vermittelt dadurch bei einer Stimulierung die Kontraktion
des BlutgefiaBes (Vasokonstriktion). Eine Verringerung dieser Stimulierung oder die
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Anwesenheit bestimmter Stoffe, wie beispielsweise Stickstoffmonoxid (NO), bewirken das
Entspannen der glatten Muskelfasern (Vasodilatation).“G]

Venen sind ebenfalls dreischichtig aufgebaut. Allerdings unterscheiden sich die relativen
Dicken dieser Schichten im Gegensatz zu Arterien (Abbildung 2). Tunica intima und Tunica
media sind in Venen sehr viel diinner. Durch die hohere elastische Dehnbarkeit der
GefaBwande konnen sich Venen an die fluiddynamischen Verhaltnisse des Blutflusses, wie
Scherkrifte und Driicke, anpassen.*® Die Winde von Kapillaren weisen hingegen nur eine
Endothelschicht und die Basalmembran auf. Dadurch ermoglichen sie einen schnellen

Substanzaustausch.®

Tunica intima

Basalmembran

Membrana elastica
interna

Tunica media

Membrana
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus von Arterien und Venen (modifiziert nach Geisler,
2012).1%7

Je nach Gewebe bilden Endothelzellen in Kapillaren eine mehr oder weniger durchlassige
Barriere. Das sogenannte ,kontinuierliche” Endothel, das im glatten Muskel, Herz- und
Skelettmuskel, Bindegewebe, in Lungen und im ZNS vorkommt, ldsst nur lipophile Stoffe
penetrieren.[ls’ 8 |n Gehirn (Blut-Hirn-Schranke) und Rickenmark finden sich zuséatzlich zum
kontinuierlichen Endothel Gliazellen, die eine zusatzliche Barriere darstellen und nur noch
hoch lipophile Stoffe passieren lassen. Andere Gewebe, wie im Magen-Darm-Trakt oder in
der Niere, haben ,fenestrierte” Endothelien, bei denen die Endothelzellen Offnungen
(,Fenestrationen®) besitzen, sodass sie auch fiir weniger lipophile Stoffe permeabel sind.™™®
8l Die dritte Gruppe ist das sogenannte ,diskontinuierliche” Endothel, welches in
BlutgefaBen von Leber, Milz und rotem Knochenmark zu finden ist. Endothelzellen und
Basalmembran zeigen hier offene Locher, die auch einen Durchtritt von polaren Substanzen
zulassen (Abbildung 3).[16' 18]
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Abbildung 3: Darstellung unterschiedlicher Kapillartypen. (a) ,diskontinuierlich: Endothel und
Basalmembran sind liickenhaft. (b) ,fenestriert”: Endothel besitzt durch Membran verschlossene
Offnungen. (c) ,kontinuierlich“: Endothel und Basalmembran sind liickenlos. (d) ,kontinuierliches”
Endothel mit zusatzlich aufgelagerten Gliazellen. (modifiziert nach Tortora und Derrickson, 2006).[16]

2.1.2 Aufgaben des Endothels

Das Endothel reguliert den Transport von |6slichen Substanzen (Sauerstoff,
Kohlenstoffdioxid, Nahrstoffe, Stoffwechselprodukte, Hormone) sowie Immunzellen und ist
damit verantwortlich fiir den Stoffaustausch zwischen dem Intra- und Extrazelluldrraum.™?!
Verschiedene Mechanismen stehen hierzu zur Verfiigung (siehe 2.2). Andererseits besitzt
das Endothel aber auch eine Barrierefunktion gegeniliber Substanzen, die nicht

aufgenommen werden sollen.™

Hierbei spielen adhasive Strukturen und Zell-Zell-
Verbindungen (Tight Junctions, Adherence Junctions und Gap Junctions) eine wichtige
Rolle."” Diese werden durch transmembrane Adhasionsmolekiile gebildet, die mit einem
Netzwerk von Proteinen des Zytoskeletts verbunden sind.?*2?

Eine weitere Aufgabe des Endothels ist die Aufrechterhaltung eines konstanten ,inneren
Milieus”, die sogenannte vaskulire Homéoostase.”®* ! Endothelzellen in einem gesunden
BlutgefdR sekretieren verschiedene Faktoren, die unter anderem fiir ein antikoagulatives
und antithrombogenes Milieu sorgen und somit die Adhasion von Thrombozyten und die
Bildung eines Thrombus verhindern. Beispiele solcher vasoprotektiver Faktoren sind
Prostazyklin (PGl,) und Stickstoffmonoxid (NO). Durch die Aktivitdt verschiedener
antikoagulativer Signalwege sorgen Endothelzellen fir die Aufrechterhaltung des Blutflusses.
Im Fall einer Verletzung des Blutgefalles konnen Endothelzellen die Blutgerinnung bzw.
Thrombozytenaggregation erwirken.!”® 2°! Auch bei der Steuerung des GefiRtonus, dem
Blutdruck, ist das Endothel maRgeblich beteiligt. Die Produktion von NO, dem Endothelium-
derived relaxing factor (EDRF), in den Endothelzellen fiihrt zur Entspannung der glatten
Muskulatur im BlutgefaR. Die Produktion ist konstitutiv, kann aber auch durch verschiedene
Molekile wie Acetylcholin oder Angiotensin verstarkt werden. Zudem wird die NO-
Freisetzung auch durch Scherstress ausgelost (siehe Anschnitt 2.1.3).[23] Auch Prostazyklin
(PGIy), das ebenfalls im Endothel gebildet wird, fihrt zur Relaxation der angrenzenden
glatten Muskelzellen. Im Gegensatz dazu konnen Endothelzellen unter bestimmten
pathophysiologischen Umstdnden sogenannte vasokonstriktorische Faktoren freisetzen. Ein

Beispiel hierfir ist das Peptid Endothelin.!
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Auch bei der Immunabwehr spielt das Endothel eine wichtige Rolle. Endothelzellen
regulieren die Rekrutierung von Immunzellen zur Entziindungsstelle in das Gewebe und
setzen, stimuliert durch Faktoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Zytokine und
Wachstumsfaktoren frei. An einer lokalen Verletzung oder Entziindung im Gewebe werden
Zytokine gebildet. Auch diese stimulieren die angrenzenden Endothelzellen, welche auf ihrer
Oberfliche Adhisionsmolekiile der Selektin- und Integrin-Familien ausbilden.”® 2"} Die
Selektine sorgen fir das Anhaften von Immunzellen wie Lymphozyten und Monozyten an
der Endotheloberflache. Die Immunzellen rollen aufgrund der Selektin-vermittelten Bindung
anschliefend entlang der Gefalwand. Durch Chemokine aktivierte Immunzellen binden an
die Endothelzellen und transmigrieren schliefRlich in das verletzte oder entziindete Gewebe
(Abbildung 4).[26’ 271 |n stimulierten Endothelzellen finden sich hochregulierte pro-
inflammatorische Gene wie Zytokine (IL-1 (Interleukin-1), TNF-a (Tumornekrosefaktor-a)),
Chemokine (IL-8, MCP-1 (,monocyte chemoattractant protein-1‘)) und Adhdsionsmolekiile
ICAM-1 (,intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (,vascular cell adhesion molecule-1),
PECAM-1 (,platelet/endothelial cell adhesion molecule-1°), E-Selektin, P-Selektin).[za' 27-32]

glatter Muskel

Basalmembran

Blutgefal

Interstitium .
Entziindungsstelle

Abbildung 4: Rekrutierung von Immunzellen (Monozyten) im Blutgefal zum Entziindungsherd im Gewebe.
Aktiviertes Endothel bindet Gber Adhdsionsmolekiile an der Oberflache Monozyten (,Tethering’) wahrend
der ,Rolling’-Phase der Immunzellen. Durch Prdsentation von Chemokinen werden die Immunzellen
aktiviert und bewegen sich entlang der GefalBwand zum Entziindungsherd. Nach festem Anhaften (Arrest)
am aktivierten Endothel, transmigrieren die Immunzellen durch die Endothelschicht in das verletzte bzw.
entziindete Gewebe (Extravasation).

2.1.3 Reaktion von Endothelzellen auf Scherstress

Die luminale Oberflache der BlutgefdafRe und deren endotheliale Oberflache sind standig dem
[33]
t.

Blutfluss und damit verbundenen mechanischen Beanspruchungen ausgesetz
Der Scherstress (engl. shear stress) ist die Zugkraft pro Flache, die auf die Oberflache des
Endothels im Inneren eines Blutgefalles in Richtung des Blutflusses wirkt. Die folgende
Formel beschreibt nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille fiir laminare Stromungen die
Scherkraft T in einem zylinderférmigen Rohr mit dem Radius r, Volumenstrom Q und der

Viskositat der Flussigkeit u.[34]
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T = Scherstress (dyn cm™)

W = Viskositat der Flussigkeit (0,01 dyn s cm™)
Q = Volumenstrom (ml s

r = Innerer Radius des BlutgefaBes (cm)

Die Reynoldszahl (Re), eine dimensionslose KenngroRe, gibt an, ob eine Stromung laminar
oder turbulent ist. Sie wird durch die nachfolgende Formel beschrieben.

o~

v
Re = ——
U

Re = Reynoldszahl

p = Dichte des Fluids (kg m™)

v = Stromungsgeschwindigkeit (m s™)
| = Ldnge (m)

n = dynamische Viskositat (kg m™ s™)

Die kritische Reynoldszahl (Reyi:) beschreibt den Ubergang von laminarer zu turbulenter
Stromung. Die Stromung in einem Rohr mit kreisformigem Durchmesser ist laminar flr
Rekit < 2320. Diese Rohrstromung stellt ein zwar vereinfachtes aber dennoch geeignetes
Modell fiir die Stromung in Blutgefillen dar. Je nach Lage im Gefallsystem konnen
unterschiedliche Stromungsformen vorliegen. In Arterien finden sich beispielsweise laminare
Strémungsformen, in GefaRgabelungen hingegen turbulente. Auch die
Stromungsgeschwindigkeiten variieren stark in unterschiedlichen Blutgefilen. Um die
Scherkrafte moglichst konstant zu halten, kénnen sich BlutgefdRe bei erhohter Flussrate
erweitern. In Arterien finden sich Scherkrifte von 10-70 dyncm™, in Venen
1-6dyn em 2.3 38 | okale Verdanderungen im FlieRverhalten und Scherstress in arteriellen
Verzweigungen werden haufig mit der Entstehung arteriosklerotischer Plaques in
Verbindung gebracht.[37’ 38l

Endothelzellen sind in der Lage einwirkende Krafte wahrzunehmen und darauf zu
reagieren.[14] Verschiedene Studien zeigten bereits eine Vielzahl zellularer Reaktionen von
Endothelzellen auf Scherstress im Gegensatz zu Zellen, die unter statischen Bedingungen
kultiviert wurden. Diese Reaktionen auf Scherstress umfassen neben einer Anderung der

B9 Unter fluidischen

Zellmorphologie auch Veranderungen in der Genexpression.
Bedingungen richten sich Endothelzellen in Flussrichtung des Blutes bzw. Mediums aus und
zeigten eine langgestreckte Morphologie.[40' 1 Damit verbunden war eine Modifikation des
Zytoskeletts sowie der fokalen Adhdsionspunkte. Endothelzellen, die unter Scherstress-
Bedingungen kultiviert wurden, zeigten eine vermehrte Bildung von Fibrillenblindeln,
sogenannter Stress Fibers.!*?! Stress Fibers sind hoch geordnete Strukturen bestehend aus

Aktin-Filamenten, vernetzenden Proteinen und Myosin Il. Als kontraktile Aktomyosin-Blindel
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spielen sie eine wichtige Rolle bei der Zelladhasion, der Beweglichkeit und Morphogenese
der Zelle. Stress Fibers sind die schnellsten Aktomyosin-basierten, kontraktilen Elemente in
Nicht-Muskelzellen."*? In Saugerzellen unterscheidet man zwischen ventralen, dorsalen und

transversalen Stress Fibers."> ¥

Diese unterscheiden sich in der Zusammensetzung,
Lokalisation in der Zelle, sowie deren Funktion bei zelluldren Prozessen.* Eine weitere
Reaktion auf Scherstress ist eine erhéhte Produktion von NO. NO ist als intrazelluldres
Schlissel-Messenger-Molekil an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt,
beispielsweise an der Relaxation von Blutgefalen und dadurch an der Regulation des
Blutdrucks.” Daneben konnten auch Anderungen in der Bildung verschiedener

Wachstumsfaktoren und Zytokine beobachtet werden.?% %€

2.2 Endotheliale Aufnahme und transendothelialer Transport

2.2.1 Barrierefunktion des Endothels

Die Austauschflache zwischen Plasma und Gewebe, die durch die mikrovaskuldren Wande
der Arterien und Venen dargestellt wird, ist hoch durchldssig fiir kleine Molekiile wie
Sauerstoff (O,) oder Kohlenstoffdioxid (CO;) und Wasser, die durch Diffusion aufgenommen
bzw. abgegeben werden. Fir groBere Molekiile hingegen sind sie nahezu undurchléssig.[m’ 18]
Dies ist wichtig, um ein gewisses Gleichgewicht zwischen Plasma und Interstitium aufrecht
zu erhalten.”® 2 Dennoch ist es unerlisslich, dass auch grofle Molekile diese Barriere
Uberwinden, um das Gewebe mit Antikorpern, Protein-gebundenen Hormonen, Zytokinen,
Chemokinen und weiteren hoch molekularen Substanzen zu versorgen.W' 8 Hierbei spielen
nicht nur der passive Transport durch grofle Poren oder Kandle sondern auch der vesikuldre

Transport z.B. durch Endozytose eine wichtige Rolle.*¥ 41

2.2.2 Endozytose

Gerade fir die Internalisierung héher molekularer hydrophiler Molekiile ist aufgrund ihrer
Polaritat die Endozytose der einzige Weg, das Endothel zu passieren.[szl Diese werden (iber
Vesikel aus dem Extrazellularraum durch die Plasmamembran ins Innere der Zelle
geschleust. Hierbei erfolgt ein Abschniiren von Membranvesikeln ins Innere der Zelle.
Abbildung 5 zeigt die verschiedenen Arten der Endozytose. Clathrin-abhangige bzw. Clathrin-
unabhangige  Endozytose, Caveolin-vermittelte Endozytose, Phagozytose sowie
Makropinozytose unterscheiden sich dabei in GréRe und Ausstattung der Vesikel.1* > zellen
nutzen diese Vielfalt an Mechanismen, um verschiedenste Aufgaben zu bewaltigen. Dabei
spielt auch die GroRe der internalisierten Molekile eine wichtige Rolle, die die Effizienz der

zelluldren Aufnahme stark beeinflussen kann.*% 4749 53, 54]
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Abbildung 5: Lokalisierung und Funktion von Rab GTPasen. Ausschnitt einer Zelle mit vesikuldren
Transportwegen und der Lokalisation ausgewahlter Rab GTPasen. Rab22 steuert den Transport zwischen
dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und frihen Endosomen und umgekehrt. Rab5, das sich in friihen
Endosomen, Phagosomen, Caveosomen und der Plasmamembran befindet, steuert Endozytose und
endosomale Fusion Clathrin-gebundener Vesikel (clathrin-coated vesicles, CCVs), Makropinozytose (mit
Rab34) und das Reifen von frithen Phagosomen (mit Rab14 und Rab22). Rab11l und Rab35 steuern das
langsame endosomale Recycling lber Recycling-Endosomen. Das mit spaten Endosomen verbundene
Rab7 steuert die Entwicklung von spaten Endosomen und Phagosomen und deren Fusion mit Lysosomen.
Rab9, eine weitere spate endosomale GTPase, steuert den Transport von spaten Endosomen zum TGN
(modifiziert nach Stenmark, 2009).[49]

Mitochondrium

‘_

2.2.3 Vesikuldrer Transport

Als vesikuldrer Transport wird sowohl die Aufnahme gréBerer Molekiile iber Endozytose

(siehe 2.2.2) in die Zelle als auch deren Ausschleusen aus der Zelle (Exozytose) bezeichnet.”"

Der spezifische Transport zwischen bestimmten Membran-umhillten Organellen ist ein

49331 purch Endozytose aufgenommene

zentrales Element in eukaryotischen Zellen.
Substanzen gelangen in den gebildeten Transportvesikeln ins Innere der Zelle. Die
Transportvesikel fusionieren dabei mit den Endosomen und bilden die sogenannten friihen

48, 551 Nach Reifen zu spiten (late) Endosomen kénnen Teile der

(early) Endosomen.
endosomalen Membran mit den Lysosomen fusionieren, was zum Abbau bzw. zur
Freisetzung der darin enthaltenen Substanzen fihrt. Auf der anderen Seite fihren Recycling-

Endosomen zu einem Recycling z.B. membranstandiger Rezeptoren und damit zu einem

direkten Rlcktransport der internalisierten Substanzen an die Zelloberfliche. ' 3 5!
Endosomen sind an zahlreichen zelluliren Prozessen, wie der Signaltransduktion,[sol
Zellpolaritit oder -migration beteiligt.”””!
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Eine wichtige Rolle beim Transfer von Substanzen zwischen bestimmten Membran-
umschlossenen Organellen spielen die Rab GTPasen (,Ras-related in brain’).[SS] Diese gehoren
zur Ras Superfamilie und bilden die grofSte Familie unter den kleinen GTPasen.” Sje dienen
als molekulare Schalter, die zwischen zwei Konformationen, GTP-gebunden und GTP-
ungebunden wechseln. Verschiedene Effektormolekile wie ,Sorting’ Adaptoren, ,Tethering’
Faktoren, Kinasen, Phosphatasen und Motorproteine konnen durch GTP-gebundene Rabs
aktiviert oder rekrutiert werden.*® *® Im menschlichen Organismus finden sich Uber 60
verschiedene Rabs, die an bestimmten intrazellularen Membranen sitzen.®® Durch die
indirekte Interaktion mit Mantel (,Coat)-Komponenten, Motorproteinen und SNAREs
(,soluble  N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptors) dienen sie als
Organisatoren nahezu aller Membran-abhangige Transportprozesse.[lg’ 49, 60] Abbildung 5
zeigt die Beteiligung verschiedener Rabs an der Endozytose.*”! Welche Wege des vesikuldren
Transports genutzt werden hangt von der Struktur und den physikochemischen
Eigenschaften der entsprechenden Substanzen ab. Bis heute ist das fir viele Substanzen
immer noch nicht vollstandig geklart.

2.3 ,Drug Delivery’ Systeme

2.3.1 Zell-penetrierende Peptide

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe stellt der Transport durch den Endothellayer in den
BlutgefaBen und damit verbunden, eine erfolgreiche Aufnahme in das vaskuldre System
immer noch eine groRe Herausforderung dar. Biologische Membranen sind in der Regel
undurchlassig fur groRe oder hochgeladene Molekile.™ Vviele hydrophile Substanzen wie
Peptide, Proteine oder Oligonukleotide werden daher nur in einem geringen Umfang von
Zellen aufgenommen, da sie die Lipidschicht der Plasmamembran weder durch Endozytose
noch durch andere der oben erwdahnten Transportwege Gberwinden kénnen. Dadurch ist der
Einsatz dieser Molekiile als therapeutische Wirkstoffe eingeschrankt. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass kurze polykationische Peptidsequenzen mit einer Lange von 10 — 30
Aminosiuren die Aufnahme dieser Substanzen erhéhen kénnen.% ¢ ¢ Diese Peptide
konnen die Membran Rezeptor-unabhdngig und meist Energie-unabhéangig passieren.[ez’ 83l
Grundlage dieser Zell-penetrierenden Peptide (cell-penetrating peptides, CPPs) sind RNA-

oder DNA-bindende Proteine wie das Tat-Protein!®¥

[52]

oder kinstliche Peptide wie

beispielsweise Transportan™" oder Penetratin.®>®”! Die Aminosaurezusammensetzung der

CPPs zeichnet sich haufig durch das Vorkommen vieler positiv geladener Aminosdauren wie

[68]

Arginin und Lysin oder aber einer amphipathischen Struktur aus. Erstmals konnten

Frankel und Pabo (1988) zeigen, dass das Tat-Protein aus dem humanen Immundefizienz-
Virus (HIV) aus dem umgebenden Medium in verschiedenen Zellen aufgenommen wurde.[®%
CPPs sind somit wirksame Tragerstoffe, um kovalent oder nicht-kovalent gebundene

Molekile wie FIuoreszenz-Farbstoffe,[61' 671 Wirkstoffe,[Gl] Proteine,[m'm NukIeinséuren,[63’ 73l

|74, 75] [61] [61, 63, 76]

Nanopartike oder Liposomen™™ in Zellen zu schleusen. Heute sind bereits

Uber hundert solcher CCP-Sequenzen bekannt.
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2.3.2 Peptoide

Arginin-reiche Peptide wie die CPPs sind empfindlich gegeniiber Oxidation und Degradation
durch Proteasen. Diese Empfindlichkeit kann deren Bioverfligbarkeit und Blutzirkulationszeit
in vivo herabsetzen. Dadurch steigt das Interesse an sogenannten Peptid-Mimetika, die diese
Nachteile umgehen. Die Fahigkeit Wirkstoffe oder andere biologisch aktive Molekiile in
Zellen zu transportieren wurde bei verschiedenen Peptid-Mimetika wie B—Peptidenm’ 78 und
Peptoiden nachgewiesen.”gl Eine hohe Dichte an positiv geladenen Seitenketten scheint die
Effizienz der zellularen Aufnahme malgeblich zu erhdhen, sodass die Ausstattung der
Peptid-Mimetika mit basischen funktionellen Gruppen, wie Amin- oder Guanidin-Gruppen,
die Zell-penetrierenden Eigenschaften begl’jnstigt.[77’ 80,81]

Peptoide sind N-Alkylglyzine. Im Gegensatz zu Peptiden befinden sich bei Peptoiden die
Aminosaureseitenketten am Stickstoffatom anstatt am Kohlenstoffatom (Abbildung 6). Dies
macht Peptoide widerstandsfahiger gegen den enzymatischen Abbau durch Proteasen. > &
Es konnte gezeigt werden, dass Peptoide mit Guanidin-Gruppen an der Alkylkette in
Siugetierzellen aufgenommen wurden.®” 8 #l peptoide kénnten sich so als effektive
Transporter erweisen, um Wirkstoffe oder andere Substanzen in Zellen zu schleusen.
Weiterhin konnte Peptoiden eine enzyminhibitorische, antibiotische und peptidhormonelle
Wirkung sowie ein Anbinden an Rezeptoren und Proteine nachgewiesen werden.’®! sie
konnten erfolgreich als Mimetika von Peptid-Hormonen, Antibiotika und Rezeptor-Liganden

eingesetzt werden.!77 80,81, 8

Fluorophore
A
b V A o ) 0 . B
[Side cha@ [Slde cha@
| I
NH, NH

HQN*NH

Abbildung 6: Allgemeine Strukturformel eines Fluorophor- und Wirkstoff-gekuppelten, polykationischen
Peptoids.

Viele weitere ,Drug Delivery’ Systeme nutzen besonders polykationische Liganden und damit
die positiven Ladungen, um mit den negativ geladenen Proteoglykanen der Plasmamembran,
wie sie z.B. in Heparansulfaten auftreten, zu interagieren und somit in engen Kontakt mit der
Plasmamembran z.B. von Endothelzellen zu treten. Meist werden sie mit den
Proteoglykanen endozytiert oder tunneln in inversen Mizellen durch die Membran
(Abbildung 5). Dabei sind heute insbesondere polykationische Liposomen, Polyethylenimin
(PEI) Systeme, polykationische Dendrimere und weitere Blockcopolymere bereits im Einsatz.
Obwohl bereits viel Gber die Aufnahme der polykationischen ,Drug Delivery’ Systeme im
Tiermodell erforscht ist, ist (iber ihre Interaktion mit Komponenten des vaskuldren Systems
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wenig bekannt. Das Gleiche gilt fir die Beeinflussung der Halbwertzeiten und der
Bioverfligbarkeit der entsprechenden Molekile. Das Tiermodell erlaubt keine Depletion der
Blutfaktoren und somit auch kein einfaches Monitoring der entsprechenden Wirkstoff- bzw.
,Drug Delivery’ System Modulierung durch bestimmte Blutfaktoren. Daher gewannen
mikrofluidische Systeme, die nicht nur BlutgefiBe nachahmen in den letzten Jahren

zunehmend an Bedeutung.[86'89]

2.4 Mikrofluidische Systeme

Im Gegensatz zu gangigen in vitro-Zellkultursystemen, in denen Zellen unter statischen

85891 eher die in vivo-

Bedingungen kultiviert werden, spiegeln mikrofluidische Systeme
Bedingungen wider.”® Dadurch kénnen Zellen unter fluidischen Bedingungen kultiviert und
deren Reaktion auf Scherstress-Bedingungen untersucht werden. Beobachtete Reaktionen
von Endothelzellen auf Scherstress sind in Abschnitt 2.1.3 dargestellt. Mikrofluidische
Systeme finden unter anderem einen weiten Einsatz in der regenerativen Medizin im Bereich
Tissue Engineering zur Versorgung komplexer kiinstlicher Gewebe und Organe mit Sauerstoff
und Nihrstoffen!*® 879193

funktionsfahige mikrovaskuldre Netzwerke, die die Physiologie des BlutgefdalRsystems
[13, 94]

oder bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe.™ Hierzu ist es wichtig,

imitieren, zu entwickeln.

Techniken zur Herstellung von Mikrokanadlen sind: Lithografie (X-ray, UV, Laser, etc.),
mechanische  Mikrostrukturierung, Laserstrukturierung, Soft Lithografie, = Mikro-

Replikationsmethoden wie Spritzguss oder Heillpragen, Rapid Prototyping-Verfahren etc.®”

8, 9597 viiele der mikrofluidischen Systeme wurden mit Hilfe von Soft Lithographie unter
Verwendung von Poly-(dimethylsiloxan) (PDMS) hergestellt (siehe auch Abschnitt 5).[96] Die
Soft Lithographie, die in der Gruppe von Whitesides entwickelt wurde, verwendet
strukturierte Elastomere, meist aus PDMS, um spezifische Strukturen auf ein Substrat zu
Uberfiihren. Diese konnen in Form von Gussformen, aber auch Masken oder Stempel,
verwendet werden. Dadurch konnen reproduzierbare Mikro- und Nanostrukturen,
beispielsweise auch in Form von Mikrokandlen, hergestellt werden.”#1% Mmit diesen
Techniken wurden hauptsachlich Mikrokanale mit rechteckigen Querschnitten hergestellt.
Grund dafiir ist, dass sich die Mikrostrukturtechnik aus der Halbleitertechnologie abgeleitet
hat, bei der nur 2D-Strukturen erforderlich sind. So besitzen die meisten derzeit
verwendeten mikrofluidischen Kandle zur Untersuchung von Endothelzellen unter

(33, 101-103) Baj der in vitro-Darstellung des

fluidischen Bedingungen rechteckige Querschnitte.
vaskuldren Systems mit Hilfe dieser Strukturen wachsen Endothelzellen somit auf flachen
Oberflachen, die nicht die in vivo-Gegebenheiten der gekrimmten inneren Oberflachen von
BlutgefaRen widerspiegeln.

Es konnte gezeigt werden, dass sich beispielsweise die Flussprofile in rechteckigen
Mikrokanlen von denen in Kanilen mit runden Querschnitten unterschieden.!’** %! Diese
Kriimmung zeigte weiterhin einen signifikanten Einfluss auf die Adhédsion vorbeistromender
Zellen und Endothelzellen an der GefiRwand.''*® Zudem konnten Veranderungen in der
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