1. Einleitung und Hintergrund

1.1 Die Blut-Hirn-Schranke
1.1.1 Aufbau und Funktion der Blut-Hirn-Schranke

Im Jahre 1885 entdeckte Paul Ehrlich, dass sich nach Injektion eines Farbstoffs der
gesamte Organismus des Versuchstieres mit Ausnahme des zentralen Nervensystems
anfarbte. Diese Beobachtung fuhrte in den folgenden Jahrzehnten zu den unterschied-
lichsten Vorstellungen uber die Blut-Hirn-Schranke (BHS). Seit Ende der 60er Jahre des
letzten Jahrhunderts ist bekannt, dass die Kapillarendothelzellen fur die Barrierefunktion
verantwortlich sind. Die Gesamtoberfliche der Endothelzellen betriagt ca. 10-30 m* mit

einer Gesamtlange von mehr als 600 km (Abb. 1)(31).

Abb. 1: Plastination des zerebralen GefaBsystems des Menschen (117)

Die BHS besteht aus Endothelzellen, Basalmembran, Astrozyten und Perizyten (Abb. 2).
Die eigentliche Barriere stellen die kapillaren Endothelzellen dar, die durch tight junctions

luckenlos miteinander verbunden sind (91). Die Endothelzellen trennen den Blutkreiskauf



von der interstitiellen Flussigkeit (Abb. 2). Die basolaterale Seite der Endothelzellen steht
in Kontakt zu Astrozytenauslaufern. Die Endothelzellen unterscheiden sich von anderen
GefaBwanden im Korper unter anderem durch ihre verminderte Endozytoseaktivitit, eine
spezifische Enzymausstattung und einen Mangel an transendothelialen Kanilen.
Astrozyten gehoren zur Glia des zentralen Nervensystems, die ca. 50% aller Zellen des
zentralen Nervensystems ausmacht. Sie treten uiber fuBBartige Auslaufer mit Neuronen und
Kapillaren in Kontakt. Astrozyten und Endothelzellen werden durch die Basalmembran
getrennt, so dass kein direkter Kontakt zwischen beiden Zelltypen besteht (Abb. 2). Etwa
80% der Kapillaroberflache sind mit Astrozytenauslaufern bedeckt. Die Astrozyten haben
selbst keine Barrierefunktion, iiben aber eine Kontrollfunktion auf die Endothelzellen aus
(51). Unter anderem regulieren sie die Dichte der tight junction und die Expression von
Enzymen wie gamma-Glutamyltransferase (GGT) und Transportproteinen (60). Weiterhin
regulieren Astrozyten das lonenmilieu des Extrazellularraums im Gehirn, um die neuronale
Funktion sicherzustellen. Perizyten sind spiralformig um die Endothelzellen angeordnet
und mit in die Basalmembran eingeschlossen. Von den Endothelzellen sind sie ebenfalls
durch die Basalmembran getrennt. Perizyten besitzen kontraktile Eigenschaften und sind
zur Phagozytose befahigt (24). Ihre Funktion ist die Sekretion von vasoaktiven Substanzen

und die Regulation der Endothelzellproliferation.
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Abb. 2: A,B: Mikrokapillaren im Gehirn; C: Aufbau der Blut-Hirn-Schranke (13)
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Die Basalmembran ist eine Extrazellularmatrix, die Perizyten und Endothelzellen umgibt.
Sie wird von den Zellen gebildet und besteht aus Kollagen und Fibronektin. Neben der
Stutzfunktion ist sie mit an der Barrierefunktion beteiligt.

Tight junctions bilden interzellulare Verbindungen zwischen Endothelzellen (Abb. 3). Sie
schlieBen Lucken zwischen den Zellen und schrianken somit die parazellulare Diffusion
auch von niedermolekularen Substanzen stark ein. Fur die Funktion der BHS sind sie
essenziell. Sie bewirken einen auBerordentlich hohen transendothelialen Widerstand
(TEER) von bis zu 3000 Ohm x cm? (87). Eine weitere Funktion ist die Aufrechterhaltung
der Verteilung von Membranproteinen zwischen apikaler und basolateraler Zellmembran.
Der Aufbau der tight junctions ist aulerordentlich komplex und noch nicht vollstindig
geklart. Tight junctions sind dynamische Zell-Zell-Kontakte mit aufwendiger Architektur,
deren Verdnderung in vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen eine
Rolle spielt. Es werden mehrere Mechanismen der Permeabilitatskontrolle an den tight
junctions diskutiert. Neben der allgemeinen Anderung der Zytoskelettarchitektur gibt es
viele Hinweise auf eine Regulation uber posttranslationale Modifikationen der tight
Jjunction-Proteine oder deren Degradation (43).

Der tight junctions genannte Typ der Zell-Zell-Verbindung ist sowohl bei polarisierten
Zellen des Epithels als auch des Endothels zu finden. Die Struktur der tight junctions
wurde bereits vor 40 Jahren intensiv durch Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie (EM)
untersucht (34). Das Occludin war das erste identifizierte tight junction-assoziierte
Transmembranprotein (39). Es konnte in vielen Endothelien und Epithelien nachgewiesen
werden (48), zudem wurde seine Expression in Astrozyten und Neuronen in-vitro gezeigt
(11). In Epithelzellen sind die Claudine (1- 8) an der Ausbildung der tight junctions
beteiligt (38, 80). Mittlerweile wurden circa 24 Vertreter dieser als Claudin-Familie
zusammengefassten Proteingruppe gefunden bzw. aufgrund von Sequenzvergleichen
postuliert. Die Arbeitsgruppe um Tsukita (83) berichtete erstmals die kritische
regulatorische Funktion von Claudin-5 an der BHS. Die tight junctions enthalten weitere
Transmembran-Proteine wie die ,,JJunctional Adhesion Molecules* (JAM), die integrale
Membranproteine mit der Funktion der Permeabilitatskontrolle sind (112). Diese Proteine
wie ZO- 1, ZO- 2 (59) und ZO-3 (58) bilden die sogenannten ,,Junctional“-Proteine und

binden uiber Aktin-Filamente an integrale Membranproteine.
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Abb. 3: Aufbau der tight junction an der Blut-Hirn-Schranke (52)

Die Blut-Hirn-Schranke reguliert den Austausch von Molekiilen und Zellen zwischen
Blutsystem und Hirngewebe und schutzt das Gehirn vor Noxen. Die Blut-Hirn-Schranke
stellt fur viele Arzneistoffe eine unuiberwindbare Barriere dar. Fur hydrophile Molekile,
die groBer als z.B. Harnstoff (Molekullmasse 90 g/mol, Molekiilradius 0,2 nm) sind, ist die
BHS praktisch impermeabel. Aber nicht alle lipophilen Stoffe uberwinden die BHS.
Entscheidend fur die Passage sind offensichtlich nicht nur die Lipophilie der Substanz,
sondern auch andere bisher nicht bekannte Faktoren. Unter Einfluss von Krankheiten wie

z.B. Meningitis kann sich die Integritat der Blut-Hirn-Schranke verandern.
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1.1.2 Passage von Molekillen durch die BHS

Da die parazellulare Diffusion durch die BHS sehr stark eingeschrénkt ist, sind spezielle
Transportproteine notig. Diese transportieren Néhrstoffe, Metabolite und Hormone sowohl
vom Kapillarlumen in die Endothelzelle, als auch uber die basolaterale Membran in das
Gehirn. Der Transport zwischen Blut und Gehirn findet dabei nicht uber zwei identisch
ausgestattete Membranen statt; die Transportproteine sind vielmehr asymmetrisch auf die
Membranen verteilt (12). Da das Gehirn 98% seines Energiebedarfs mit Glukose deckt,
weisen die Membranen der Hirnkapillarendothelzellen eine hohe Anzahl ionenun-
abhangiger Hexosetransporter auf (75). Als Transportsysteme, die der Versorgung des
Hirnparenchyms dienen, sind an den Membranen der Hirnkapillarendothelzellen auch
Transporter mit direkter Schutz- oder Entgiftungsfunktion wie z.B. P-Glycoprotein (P-Gp)
zu finden. Dieses auch MDRI1 genannte Protein gilt als funktionelle Ursache der ,,multi

drug resistance “ maligner Zellen (61).

1.1.3 Probleme des Gehirntargetings

Um zu klédren, ob Arzneistofftrager mit modifizierter Oberflaiche die BHS uberwinden
konnen, fuhrten Alautdyin et al. (1, 17) Untersuchungen mit kultivierten Endothelzellen
von Schwein durch. Vor allem Tween-80-beschichtete Nanopartikel wurden vermehrt von
diesen Zellen aufgenommen. Um die Passage der BHS zu beweisen, wurden In-vivo-
Untersuchungen mit Darlagin-beladenen Nanopartikeln, die mit unterschiedlichen
Tensiden beschichtet waren, durchgefuhrt. Dalargin kann die Blut-Hirn-Schranke aufgrund
seiner Grofe und Hydrophilie nicht uberwinden, interagiert jedoch mit zentralen
Opiatrezeptoren. Nach i.v.-Applikation zeigten Tween-80-beschichtete Darlagin-
Nanopartikel den starksten antinozizeptiven Effekt bei Méusen, die dem “Tail-flick”- Test
unterzogen wurde (68). Dieser Effekt kann nur dadurch erklart werden, dass Darlargin
durch die oberflichenmodifizierten Nanopartikel durch die Blut-Hirn-Schranke zum
nozizeptiven Zentrum des Gehirns transportiert wurde.

In Untersuchungen mit zweidimensionalen Gelelektrophoresen stellte sich heraus, dass mit

Tween-80-uberzogene Polybutylcyanoacrylat-Nanopartikel neben anderen Plasma-
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bestandteilen Apolipoprotein (Apo) E adsorbieren konnen (113). Apo E kommt als
Hauptbestandteil der ,low density lipoprotein* (LDL)-Partikel, die eine entscheidende
Rolle im Fettstoffwechsel spielen, im Blut vor. Verantwortlich fur die Aufnahme der LDL-
Partikel sind Rezeptoren, die spezifisch mit Apo E interagieren (66). Diese LDL-
Rezeptoren sind auch auf Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke zu finden. Daher wurde
geschlussfolgert, dass hochstwahrscheinlich spezifische Wechselwirkungen von ApoE mit
den LDL-Rezeptoren der Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke fur eine vermehrte
Aufnahme der Tween-80-beschichteten Partikel sorgten. In Kulturen von Hirnendothel-
zellen bovinen und humanen Ursprungs konnte bestitigt werden, dass Tween-80-
beschichtete Nanopartikel 20-fach mehr von den Zellen aufgenommen werden als
unbeschichtete Partikel. Diese Aufnahme ist maB3geblich von LDL-Rezeptoren abhiangig
(90). In-vivo wurde die Apo-E-vermittelte Wirkung dadurch bestatigt, dass Partikel ohne
Tween-80-Beschichtung, aber mit praadsorbiertem Apo E, ebenfalls ein Targeting von
Darlagin zum Gehirn ergaben. Olivier et al. (85) fuhrten die Wirksamkeit der Darlagin-
beladenen Tween 80-Polybutylcyanoacrylat-Nanopartikel in einem In-vitro-Modell der
Blut-Hirn-Schranke (Kokultur aus bovinen Hirnendothelzellen und Rattenastrozyten) auf
Permeabilitatsanderungen der Blut-Hirn-Schranke zuruick. Gleiche permeabilisierende
Effekte wurden allerdings auch fur nicht-beschichtete Polybutylcyanoacrylat-Nanopartikel,

die im Tiermodell keine Wirkung zeigten, gefunden (85).

1.1.4 In-vitro-Modelle der Blut-Hirn-Schranke

Da die In-vivo-Situation an der BHS komplex ist und dariiber hinaus weitere Faktoren
(z.B. Plasmaproteinbindung) die Untersuchung der Transportmechanismen erschweren
konnen, wurden verschiedene In-vitro-Modelle zur Untersuchung des Arzneistofftransports

in das Gehirn etabliert.
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1.1.4.1 Endothelzellinien

Zellinien werden entweder durch Immortalisierung herkommlicher Zellen oder aus
Tumoren gewonnen. Sie haben gegeniiber primédren Hirnendothelzellen den Vorteil, dass
sie sich in Kultur halten lassen, so dass auf eine regelmaBlige Zellisolierung verzichtet
werden kann. In der Literatur beschriebene Zellinien als Modelle fur die BHS sind CR3-
(71) und RBE4-Zellen (97) aus der Ratte, bend 3-Zellen (86) aus der Maus, sowie GPS-
Zellen (46) und eine Zellinie aus transformierten humanen Hirnendothelzellen (82).
Nachteil der beschriebenen Endothelzellinien ist, dass diese schon nach mehreren
Passageschritten entdifferenzieren und die typischen Eigenschaften von Endothelzellen der
BHS verlieren. Im Vergleich zu Monolayern aus frisch gewonnenen Hirnendothelzellen
wurden in allen Zellinien geringere TEER gemessen (23). Zellinien sind zudem im
Hinblick auf ihre Enzymausstattung und Transportprotein-Funktion meist unzureichend
charakterisiert. Trotz dieser negativen Eigenschaften werden von verschiedenen
Arbeitsgruppen Zellinien zur Durchfuhrung von Transportstudien an der BHS bevorzugt

(23).

1.1.4.2 Primare Endothelzellen

Hirnendothelzellen (BMECs; brain microvascular endothelial cells) konnen als
Hauptbestandteil der BHS aus Gehirn-Kapillaren isoliert und in Kultur gehalten werden.
Die Kultivierung von primaren BMECs aus Maus (60), Ratte (18, 77, 97), Rind (7, 19,
101), Mensch [22] und Schwein (55, 78) ist beschrieben. Die Isolierung dieser Zellen
erfolgt durch mechanische und enzymatische Aufarbeitungsschritte, gefolgt von
Filtrations- oder Zentrifugationsschritten. Die so gewonnenen Zellen wachsen in
unterschiedlichen vorbehandelten Kulturgefilen zur Simulation der Basalmembran in
einer einzigen Zellschicht heran. Diese Monolayer weisen zahlreiche der charakteristischen
Eigenschaften der BHS in-vivo auf. So konnte gezeigt werden, dass primare BMECs aus
Rinderhirn tight junction, eine geringe Pinozytoseaktivitat und ein polarisiertes Wachstum

aufweisen (7, 100). Auch das Vorkommen charakteristischer Enzyme und Proteine, wie
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der alkalischen Phosphatase oder des von-Willebrand-Faktors, wurde demonstriert (7). Gut
charakterisiert sind Primarkulturen von BMECs aus Schweinehirn (55, 78). Die meisten
Arbeitsgruppen benutzen dieses Modell, weil Rinder und Schweinehirne einfach zu
erhalten sind und eine groBe Zahl von Zellen (mehr als 10’ Zellen pro Hirn) isoliert werden
konnen. Am besten charakterisiert sind primare Rattenendothelzellen, bei diesen ist
allerdings mit geringeren Zellzahlen zu rechnen (71, 98). Hirnmaterial vom Menschen
steht nur in duBerst geringer Menge zur Verfugung, da entsprechendes Gewebe aus
Biopsien stammt (1,0 - 1,8 g Hirngewebe) (14). Daruiber hinaus stammen die
Gewebeproben aus unterschiedlichen Hirnregionen, was eine Vergleichbarkeit der

Experimente erschwert.

1.1.4.3 Zellkulturtechniken

Transport-Experimente konnen sowohl in den Kulturbehiltnissen direkt, als auch in
speziellen Diffusionskammer-Systemen durchgefuhrt werden. Die Kulturplatten mit
Transwell-Filtereinsatzen sind von mehreren Herstellern erhaltlich. Die verwendeten Filter

unterscheiden sich hinsichtlich ihres Materials, der Porendichte und der Porengrofe.

1.1.4.4 Kokultur mit Astrozyten

BMEC:s verlieren in Kultur schnell ihre typischen Eigenschaften, auBerdem verschmelzen
die tight junctions nicht so dicht wie in-vivo (TEER meist kleiner als 100 Ohm x cm?)(67).
Dies ist vor allem fur Transport-Experimente von Nachteil, da Permeabilitaten tendenziell
uberschitzt werden. Da Astrozyten in-vivo einen wichtigen regulativen Einfluss auf die
Funktion der Endothelzellen haben, wurde entweder Kokultursysteme mit Astrozyten (22)
oder Monokultursysteme mit Astrozyten-konditioniertem Medium etabliert (101). Durch
die Verwendung des konditionierten Mediums in Verbindung mit zyklischem Adenosin-

3°-5" Monophosphat (cAMP)-Analoga sowie Phosphodiesterase-Hemmstoffen konnte der
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TEER weiter gesteigert werden. In diesen Systemen zeigte sich eine reduzierte
Permeabilitat fur Inulin; neben primédren Astrozyten wurden auch aus Astrozyten
hervorgegangene Gliomzellen bzw. konditioniertes Medium aus diesen Zellen erfolgreich
eingesetzt (79, 91). Daruiber hinaus wurden endotheliale Zellinien in Verbindung mit
Astrozyten (33) oder aber Endothelzellen nicht zentralen Ursprungs in Kokulturen mit
Gliomzellen (54) oder Astrozyten angewandt. Auch die Epithelzellinie ,,Madin-Darby
canine kidney“ (MDCK) wurde in Verbindung mit C6-Zellen als In-vitro-Modell der BHS
genutzt (111); zusatzlich zur Kokultur von BCEC und Astrozyten ist auch der Einsatz von
Neuronen (31) sowie Kokulturen mit Astrozyten und Perizyten in der Literatur belegt (23).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Kultur von primaren BMECs heute das
am weitesten verbreitete und anerkannteste Modell der BHS darstellt, da es am ehesten die

Komplexitat der BHS in-vitro nachzubilden vermag.

1.1.4.5 Isolierte Kapillaren

Die Entwicklung von Methoden zur Isolierung von Kapillaren aus dem Gehirn von

Versuchstieren erlaubte erstmals die gezielte Untersuchung von Transportprozessen an der
BHS in-vitro. Die Methoden zur Isolierung und Aufreinigung der Kapillaren sind vielfaltig
(10, 87). Zahlreiche Studien zur Physiologie, Biochemie und Entwicklungsbiologie der
BHS wurden bereits durchgefuhrt (60). Vorteile der isolierten Kapillaren gegenuiber
Zellkulturen sind die einfachere Isolationsmethode, groere Materialmengen und die Niahe
zur In-vivo-Situation. Allerdings lasst sich mit diesem Modellsystem nicht eindeutig
differenzieren, ob die beobachtete Aufnahme in die intakten Kapillarfragmente von der
basolateralen (Hirnseite) oder der apikalen (Blutseite) Membran erfolgt. Da die
basolaterale Membran fur in der Losung vorliegende Substanzen allerdings leichter
zuganglich ist und auBerdem das Kapillarlumen zumindest an den Enden deutlich
kollabiert, sind die im Kapillarmodell erkannten Transportprozesse zum GrofBteil auf
Vorgénge an der basolateralen Membran zuruickzufuhren. Verunreinigungen durch andere
Zelltypen (115) und der Verlust von metabolischer Aktivitat wahrend der Praparation sind

weitere Einschrankungen des Modells. So ist z.B. der Verlust von Adenosin-Tri-Phosphat
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durch die Schadigung der Zellen bei der Preparation mit enzymatischen oder

mechanischen Methoden fur die Untersuchung energieabhdngiger Prozesse kritisch (70).

1.2 TOXOPLASMA-ENZEPHALITIS

1.2.1 Allgemein

Der obligat intrazellulare Protozoe Toxoplasma gondii ist weltweit verbreitet. Die
Infektionsrate der Bevolkerung in Europa betragt altersabhiangig bis zu 70% (72). Die orale
Aufnahme erfolgt entweder durch Katzenkot und mit Katzenkot kontaminierte
Lebensmittel (Oozysten) oder durch ungeniigend gebratenes oder rohes Fleisch (Zysten)
(Abb. 4). Der Mensch stellt einen Zwischenwirt dar, Katzen sind die Endwirte des
Parasiten. Die orale primare Infektion verlauft symptomlos. Parasiten disseminieren als

schnell replizierende Tachyzoiten vermutlich im ganzen Korper (Abb. 4).

B

Abb. 4: A: Toxoplasma-Zyste im Gehirn einer Maus, B: intrazellulare Toxoplasma-
Tachyzoiten in einer Makrophagenkultur in-vitro (Photo: AG U. Gross, Gottingen)
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Die Parasiten uiberqueren unterschiedliche Barrieren des Korpers, z.B. das Darmepithel,
die Plazenta und die BHS, um in Form von Bradyzoiten, die in Zysten eingeschlossen sind,
lebenslang im Korper zu persistieren. Der Mechanismus des Durchtritts durch die BHS ist
bislang nicht geklart. Der Durchtritt konnte in Form von freien extrazellularen Parasiten
(parazelluldre Tachyzoitenwanderung versus transzellulare Passage) oder aber in Form von
intrazellularen Erregern (in Blutzellen als “Trojanisches Pferd”) (Abb. 4) stattfinden. Die
Mehrzahl der Parasiten findet man im zentralen Nervensystem in Astrozyten (116). Bei
AIDS-Patienten (CD4-Zellzahl unter 200/ul) und beim Transplantierten kommt es zur
Reaktivierung der latenten Infektion durch Ruptur der Zysten und weitere Vermehrung des
Parasiten. Die Reaktivierung bei Immunsupprimierten manifestiert sich klinisch als

Enzephalitis und fuhrt unbehandelt zum Tode (56, 57, 73, 74).

1.2.2 Therapie

1.2.2.1 Standardtherapeutika

Die Therapie der Toxoplasmose erfolgt durch die Kombination von Pyrimethamin und
Sulfadiazin, die in den Folsaurestoffwechsel des Parasiten eingreifen (72). Alternativ wird
eine Kombination aus Pyrimethamin und Clindamycin oder Pyrimethamin und
Clarithromycin verabreicht. Alle genannten Medikamente sind mit einer hohen Rate an
schweren Nebenwirkungen belastet. Dies fuhrt bei bis zu 50% der Patienten zum Abbruch

der Therapie oder zum Wechsel auf weniger wirksame Medikamente.

1.2.2.1.1 Pyrimethamin

Pyrimethamin, ein Dihydrofolsaurereduktasehemmer, zeigt eine sehr gute Aktivitit gegen

T. gondii. Durch die Kombination mit Sulfadiazin werden zwei Schritte des Folsaure-
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metabolismus blockiert, was zu synergistischen Effekten beider Antibiotika fuhrt.
Basierend auf Pharmakokinetikstudien an Erwachsenen, werden am 1. Tag 200 mg, an den
nachfolgenden Tage, 50 bis 75 mg Pyrimethamin empfohlen. Als Erhaltungsdosis nach
abgeschlossener Akuttherapie reichen 25 mg Pyrimethamin pro Tag aus. Die Halbwertszeit
von Pyrimethamin in Gehirn bzw. Serum wird mit 40 bzw. 28 h angegeben. Pyrimethamin
wirkt knochenmarkdepressiv und verursacht Hautausschlage. Selten treten Neuropathien
sowie gastrointestinale Storungen auf. Durch eine tagliche orale Applikation von
Folinsdure (Leukovorin) kann der Knochenmarkdepression entgegengewirkt werden (62,
72). Dennoch muss die Therapie mit Pyrimethamin aufgrund dieser schweren
Nebenwirkungen haufig abgebrochen und auf andere weniger wirksame Medikamente

umgestellt werden.

1.2.2.1.2 Sulfadiazin

Sulfadiazin gehort zur Gruppe der Sulfonamide und hemmt die Dihydrofolsauresynthetase
von T. gondii. Fur die akute Therapie werden uiblicherweise initial 4 bis 6 g Sulfadiazin pro
Tag oral gegeben, als Erhaltungsdosis 2 g pro Tag. Nebenwirkungen von Sulfadiazin
manifestieren sich haufig an der Haut als Exantheme, hinzu kommen Nephrotoxizitat,
sowie hamolytische Anamie und hamorrhagische Diathese. Auch wurden Fille von
Stevens-Johnson- oder Lyell-Syndrom beobachtet. Daneben konnen Enzephalopathien und

Halluzinationen durch Sulfadiazin hervorgerufen werden (92).

1.2.2.1.3 Clindamycin

Der antiparasitaire Mechanismus von Clindamycin ist vermutlich eine Hemmung der
Vermehrung der Parasiten iiber die Blockade der Replikation eines Plastids im Zytoplasma
des Parasiten. Studien mit einer Kombination aus Pyrimethamin und Clindamycin belegen
eine der Wirksamkeit von Pyrimethamin plus Sulfadiazin vergleichbare Effektivitat gegen
Toxoplasma-Enzephalitis bei AIDS-Patienten (20, 74). Zur Therapie von Toxoplasma-

Enzephalitis werden 600 mg Clindamycin alle 6 Stunden oral oder die gleiche Dosis i.v.
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verabreicht. Nebenwirkungen von Clindamycin sind Exantheme, Schwindel,
gastrointestinale Storungen (Erbrechen und Diarrhoe), sowie akute, sofort zum Abbruch
der Therapie zwingende pseudomembrandse Kolitiden. Hautausschldge treten unter
Pyrimethamin plus Clindamycin gleich haufig auf wie bei der Therapie mit Pyrimethamin

plus Sulfadiazin (94).

1.2.2.2 Alternativ-Therapeutika

1.2.2.2.1 Atovaquon

Das Hydroxynaphthochinon Atovaquon wurde urspriinglich als Antimalariamittel
entwickelt. Als Inhibitor der Zytochrom-b in der Atmungskette des Parasiten (88), zeigte
es eine hervorragende In-vitro-Wirksamkeit gegen Tachyzoiten als auch gegen die Zysten
von T. gondii (4, 36). Im Mausmodell der akuten Toxoplasmose war Atovaquon nach
oraler Applikation von 100 mg/kg KG pro Tag wirksam (4, 27, 96). Im Mausmodell der
chronischen Toxoplasmose reduzierte eine Dosis von 200 mg/kg KG Atovaquon die Zahl
der Zysten und verlangerte die Uberlebenszeit (5).

In klinischen Studien war Atovaquon in 37% der AIDS-Patienten mit Toxoplasma-
Enzephalitis, die die Standardtherapie nicht vertrugen, wirksam; es kam jedoch bei 50%
der Patienten nach Absetzen der Therapie zur Reaktivierung (109). Nebenwirkungen der
Therapie mit Atovaquon sind Erhohung der Leberenzymwerte, Exantheme, Ubelkeit,
Erbrechen, Diarrhoe sowie Kopfschmerzen.

Ein Problem der Therapie ist die nur langsame und unvollstindige Resorption von
hochlipophilem Atovaquon nach Verabreichung in Tablettenform. Im Gegensatz zur
urspriinglichen Formulierung ist die Atovaquon-Suspension (Wellvone®) besser
bioverfugbar. Die gleichzeitige Aufnahme von fettreicher Nahrung verbessert die
Bioverfugbarkeit weiter (53, 95). Nach oraler Gabe von 250 mg Atovaquon dreimal taglich
(bei gleichzeitiger Nahrungsaufnahme) wurde eine Bioverfugbarkeit von 17 bis 27% bei

HIV-positiven Mannern ermittelt.
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1.2.2.2.2 Weitere Alternativ-Therapeutika

Viele neue bzw. gegen andere Infektionskrankheiten bewahrte Antiinfektiva wurden gegen
T. gondii getestet. Das Antimalariamittel Dapsone zeigte bei oraler Verabreichung in
Kombination mit Pyrimethamin Wirksamkeit bei der Toxoplasma-Enzephalitis, doch sind
Nebenwirkungen haufig und schwerwiegend. AuBBerdem wurden Makrolid-Antibiotika wie
Azithromycin und Roxithromycin bei Patienten mit Toxoplasma-Enzephalitis mit
maligem Erfolg eingesetzt. Weitere Antibiotika wie Ketolide, Rifabutin und Rifapentin
sind in-vitro und/ oder in-vivo im Mausmodell der akuten Infektion als wirksam berichtet
worden, Studien zur Wirksamkeit bei immunsupprimierten Menschen mit Toxoplasma-

Enzephalitis liegen jedoch nicht vor (3, 5).

1.2.2.3 Entwicklung neuer Therapeutika

Aufgrund der Haufigkeit und Schwere der Nebenwirkungen der herkommlichen
Therapeutika sowie der geringeren Wirksamkeit oder schlechten Bioverfugbarkeit
alternativer Therapeutika besteht wegen der Zunahme von Patienten mit schwerer
Immunsuppression (z.B. Transplantation) erheblicher Bedarf fur neue, weniger toxische
Therapeutika mit guter Gehirngangigkeit. Grundsitzlich gibt es fur die Entwicklung neuer,
verbesserter Therapeutika zwei Moglichkeiten: Die Entwicklung eines neuen Wirkstoffes
oder die Entwicklung einer neuen galenischen Formulierung bereits vorhandener gut
wirksamer Wirkstoffe.

Mittels Oberflachenmodifikation ist ein gezieltes Lenken von Wirkstoffen ins Gehirn
moglich (103). Im Zuge einer gesteigerten Aufnahme ins Gehirn ware eine Dosisreduktion
und Abnahme der Toxizitiat der Wirkstoffe erreichbar. Da 7. gondii intrazellular vorliegt,
konnte dieser Effekt bei Anreicherung der antibiotikabeladenen Arzneistofftrager in
mononukledren Zellen, den primaren Zielzellen des Parasiten (72), potenziert werden. Eine
Alternative zu partikuldren Arzneistofftragern aus einem Matrixmaterial stellen
Antibiotika-Nanosuspensionen dar, die durch gezielte Oberflachenmodifikation ebenfalls

ein Drug-Targeting ermoglichen. Zudem konnen Antibiotika wie z.B. Atovaquon, die in
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fur die i.v.-Applikation zugelassenen Losungsmitteln nicht 16slich sind, so einer i.v.-
Verabreichung zuganglich gemacht werden.

Der Ansatz einer neuen Formulierung von Antibiotika in kolloidalen Arzneistofftragern
zur Verbesserung der Therapie der Toxoplasma-Enzephalitis wurde bisher nur von Sordet
et al. verfolgt (104). Die orale Behandlung von akut mit 7. gondii infizierten Mausen mit
Atovaquon-beladenen-Nanokapseln verlingerte die Uberlebenszeit der Mduse im
Vergleich zur oralen Therapie mit Atovaquonsuspension. Auflerdem war die Zahl der
Zysten in Gehirnen von latent mit 7. gondii infizierten Swiss-Webster-Mausen nach oraler
Behandlung mit Atovaquon-beladenen Nanokapseln deutlich reduziert. Da diese Mause
jedoch keine Toxoplasma-Enzephalitis entwickeln, konnte der Einfluss der Atovaquon-
Nanokapseln auf die Letalitit und Uberlebenszeit nicht untersucht werden. Auch konnte
die Verbesserung der Bioverfugbarkeit und Aufnahme ins Gehirn durch Applikation von
Atovaquon in Nanokapseln nicht beurteilt werden, da keine Wirkstoffspiegel im Serum

oder ZNS bestimmt wurden (104).

1.2.3 Tiermodelle der Toxoplasma-Enzephalitis

Verschiedene Tiermodelle zur Untersuchung der Infektion mit 7. gondii wurden vor allem
in der Maus etabliert. Diese unterscheiden sich durch den Infektionsweg (oral, i.p.), den
verwendeten Parasitenstamm (Maus-virulent versus Maus-avirulent) und das Stadium des
Parasiten (Tachyzoiten versus Zysten). Auch die Beteiligung verschiedener Organe,
insbesondere des Gehirns variiert je nach Mausmodell erheblich. Um dem naturlichen
Infektionsverlauf und der klinischen Symptomatik des Patienten so nah wie moglich zu

kommen, ist die Auswahl des richtigen Tiermodells von entscheidender Bedeutung.
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1.2.3.1 Chronisch-progrediente und latente Toxoplasmose

Die am hiaufigsten verwendeten Tiermodelle zur Untersuchung der Wirksamkeit von
Antibiotika gegen T. gondii sind Mausmodelle der chronisch-progredienten und latenten
Toxoplasmose (3, 5, 64, 104). Swiss-Webster-Mause entwickeln nach oraler oder i.p.-
Infektion mit 7.-gondii-Zysten eine latente Toxoplasmose ohne Krankheitssymptome. Im
Gehirn der Mause ist nach 3 — 4 Wochen zwar eine grofle Zahl von Zysten, jedoch keine
inflammatorische Reaktion zu finden (5). Dieser Mausstamm wird haufig verwendet, um
die Reduktion der Zystenzahl im Gehirn nach Antibiotikagabe als Ausdruck der
Wirksamkeit antiparasitarer Substanzen zu testen. Eine Verldngerung der Uberlebenszeit
oder Senkung der Letalitét lassen sich nicht untersuchen (5, 104).

CBA/ca-Mause entwickeln 3 — 4 Wochen nach Infektion (oraler oder i.p.) mit Zysten von
T. gondii eine chronisch-progrediente Enzephalitis. Die Mause versterben unbehandelt
zwischen 8 Wochen und 6 Monate nach Infektion (4, 106, 107). Histologisch ist die
Erkrankung durch inflammatorische Infiltrationen in Meningen und Parenchym des
Gehirns, vorwiegend in der Umgebung kleiner Kapillaren des Gehirns sowie durch eine
grofle Zahl von Zysten gekennzeichnet (6, 36). Auch dieses Mausmodell wird haufig zur
Testung der Wirksamkeit von Antiinfektiva gegen 7. gondii verwendet, entspricht jedoch
ebenfalls nicht der naturlichen Infektion des Immunsupprimierten, die als

Reaktivierungserkrankung auftritt (89).

1.2.3.2 Medikamenten- und Antikorper-induzierte Reaktivierungstoxoplasmose

Verschiedene Moglichkeiten einer Reaktivierung einer latenten 7.-gondii-Infektion sind
beschrieben. Die Behandlung von chronisch infizierten Hamstern mit Kortisonazetat fuhrte
zu einer Reaktivierung der Erkrankung, wobei das Ausmall der Symptome und die
Uberlebenszeiten der Hamster sehr unterschiedlich waren (37). Neben der

medikamentosen Immunsuppression lasst sich eine Reaktivierung durch verschiedene
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Antikorper induzieren. So fuhrte die Gabe von Anti-IFN-y-, Anti-CD4- und/ oder Anti-
CD8-Antikorpern zu in schwerer Enzephalitis in chronisch infizierten Mausen (37, 105).
Diese Modelle finden keine Verwendung in der Antibiotikatestung, da sie mit einem hohen

Zeit- und Kostenaufwand verbunden sind.

1.2.3.3 Reaktivierungstoxoplasmose von Interferon-y-defizienten Miusen

Suzuki et al. (106) beschrieben ein Mausmodell der Reaktivierungstoxoplasmose nach
Infektion von IFNy-defizienten Mausen; ab dem 4. Tag nach Infektion wurden diese Tiere
mit 400 mg/l Sulfadiazin im Trinkwasser 3 Wochen lang behandelt. Durch die
Sulfadiazinbehandlung wird die sonst akut und innerhalb von 2 Wochen todlich
verlaufende Infektion in ein latentes Stadium mit Zystenbildung uberfuhrt. Wenige Tage
nach Absetzen des Sulfadiazins entwickelte sich eine Reaktivierung der Infektion mit
klinischen Symptomen der Toxoplasma-Enzephalitis wie Gewichtsverlust und
eingeschrankte Mobilitat (105). Innerhalb einer Woche verstarben alle Mause; histologisch
waren im Gehirn der Mause zahlreiche Parasiten-assoziierte Inflammationsareale
nachzuweisen. Aufgrund der klinischen Situation des Patienten #ahnlichen
Krankheitsverlaufs erscheint dieses Mausmodell der Reaktivierungstoxoplasmose als am
besten geeignet, um die therapeutische Wirksamkeit von antiparasitiren Substanzen zu

testen.
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