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Einleitung

1. Blut-Hirn-Schranke

1.1. Aufbau und Funktion der Blut-Hirn-Schranke

Das Gehirn ist das empfindlichste Organ des menschlichen Körpers und muss deshalb beson-
ders geschützt werden. Nicht alle Substanzen, die sich in der Blutbahn befinden, sind auch für die
Zellen unseres Gehirns ungefährlich. Um sicher zu stellen, dass Substanzen nicht unkontrolliert
in das Gehirn eindringen können, gibt es zwischen dem Blut und der Gehirnflüssigkeit eine wich-
tige Schranke. Diese gewährleistet, dass nur die Substanzen ins Gehirn gelangen können, die die-

ses auch für seine Funktion benötigt. Dazu zählen Nährstoffe wie Glukose, Aminosäuren und Li-
pide, die für die ordentliche Funktion des Gehirns von entscheidender Bedeutung sein können,
Ionen, Hormone, Makromoleküle und Zellen des Immunsystems.  Andere Substanzen müssen
daran gehindert werden, frei in das Gehirn eindringen zu können, wie Toxine, die das Gehirn
schädigen könnten [Reichel 2003]. Gleichzeitig muss diese Schranke gewährleisten, dass Abbau-
produkte das Gehirn wieder verlassen können und Neurotransmitter aus dem Gehirn in das Blut

übertreten können, um ihre Konzentration im Gehirn zu senken, wenn sie nicht schnell genug
abgebaut werden.

Die Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke sind eng verknüpft mit den sie bildenden Zellen.
Dazu zählen in erster Linie  die  Endothelzellen, die als dichte Zellschicht  die  Innenwand der
kleinsten Gefäße des Gehirns, die Kapillaren auskleiden. Aber nur durch das Vorhandensein von
Perizyten und Astrozyten (siehe Abb. 1) werden die Eigenschaften der Endothelzellen vollständig
ausgebildet, die sie als Gehirnendothelzellen auszeichnen. Die Endothelzellen der Kapillaren im
Gehirn weisen Eigenschaften auf, die man bei anderen Endothelzellen des Körpers nicht findet.

Dazu zählen die besondere enzymatische Ausstattung dieser Zellen, die dichten Zell-Zell-Kon-
takte (tight junctions), der eingeschränkte parazelluläre Transport von Substanzen durch das Vor-
handensein der  dichten Zell-Zell-Kontakte  und eine  erhöhte  Anzahl  an Mitochondrien [Nag
2003]. Die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke zeigen im Gegensatz zu peripheren Endothel-
zellen keine Fenestrierungen und eine eingeschränkte pinocytische Aktivität.

Vergesellschaftet mit den Endothelzellen findet man die Perizyten, die eng an den Endothel-
zellen anliegen. Dabei beträgt das Verhältnis von Endothelzellen zu Perizyten etwa 3 Endothel-
zellen pro Perizyt [Nag 2003, Pardridge 1999]. Die Perizyten sind mit den Endothelzellen ver-

bunden, sodass auch kontraktile Funktionen für diese Zellen postuliert wurden. Diese kontraktile
Funktion kann aber nur dann ausgeübt werden, wenn von den Perizyten auch tatsächlich das
Protein  α-Actin ausgebildet wird, was in gesundem Gewebe nicht der Fall ist [Pardridge 1999].
Außerdem werden den Perizyten noch Funktionen bei der Regulierung von Endothelzellaktivitä-
ten sowie eine Rolle bei Entzündungsgeschehen zugeschrieben [Nag 2003].



2 Einleitung

Die dritte Zellart, die für den Aufbau der biologischen Blut-Hirn-Schranke notwendig ist, stel-
len die Astrozyten dar. Die Astrozyten bedecken 99 % der Fläche der dem Gehirn zugewandten

Seite  der  Kapillaren.  Ein Astrozyt  sendet dabei  Ausläufer  zu jeweils nur einer  Endothelzelle.
Endothelzellen könne aber im Gegensatz dazu von mehreren Astrozytenausläufer („foot proces-
ses“) bedeckt werden [Kacem 1998, Pardridge 1999]. Dabei stellen die Astrozyten anders als die
Endothelzellen keinen Beitrag zur Bildung der Blut-Hirn-Schranke, auch wenn sie den Großteil
der Endothelzellen bedecken. Ihre Aufgabe ist die Induktion der Bildung der endothelialen Ei-
genschaften im Laufe der Entwicklung des Organismus. Diese Eigenschaft wird auch ausgenutzt,

wenn man den Verlust von endothelialen Eigenschaften im Verlauf der Kultivierung primärer
Endothelzellen aufhalten möchte. Dazu werden die Endothelzellen mit Astrozyten, mit Astrozy-
tenzelllinien oder Gliomazellen co-kultiviert. Die positiven Effekte auf die endothelialen Eigen-
schaften konnten deutlich gezeigt werden [Dehouck 1994, Rubin 1991, Sobue 1999].

Perizyten und Endothelzellen werden von einer Basalmembran umschlossen, welche die bei-
den Zellarten vom sie umgebenden extrazellulären Raum trennt. Wie in Abb. 1 zu erkennen ist,
findet sich die Basalmembran oder auch Basallamina genannt nur auf der dem Gehirn zugewand-
ten Seite. Sie wird gleicherweise gebildet von den Astrozyten und den Endothelzellen und er-

reicht eine Stärke von etwa 30-40 nm [Nag 2003]. Die Basalmembran besteht aus verschiedenen
Substanzen, darunter unter anderem Laminin [Timpl 1982], Kollagen IV [Timpl 1981], Proteo-
glycan [Timpl 1993], Heparansulfat, Fibronectin, Nidogen sowie Entactin. Die Basallamina formt
eine negativ geladene Barriere, die aufgrund dieser Ladung die Passage von großen geladenen
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Molekülen reguliert. Gleichzeitig ist die Basalmembran in der Lage, Wachstumsfaktoren und ver-
schiedene Proteasen zu speichern [Nag 2003, Timpl 1993].

1.2. Blut-Hirn-Schranken-Modelle

Werden neue Arzneimittel oder neue Darreichungs- oder Vehikelformen entwickelt, so ist es
nötig, diese auch vor der Anwendung am Patienten zu testen.  Da nicht alle Untersuchungen
(pharmakologische  wie  auch  biopharmazeutische)  am Tier  durchgeführt  werden  können,  aus
Kostengründen wie aus ethischen Gründen, wird versucht, in-vitro Modelle aufzubauen, die die
Eigenschaften der im Körper vorhandenen Blut-Hirn-Schranke so genau wie möglich nachbil-
den. Diese Modelle unterscheiden sich hinsichtlich der verwendeten Zellen sowie in der Anzahl

der unterschiedlichen Zellen, die eingesetzt werden. Die einfachsten Modelle werden durch das
Züchten einer Monolayerschicht aus Endothelzellen gebildet. Um diese Modelle noch stärker an
die biologische Situation anzupassen, können die Endothelzellen auch in Gesellschaft von Astro-
zyten oder Perizyten gezüchtet werden, den Zellen, mit denen sie auch in vivo direkt vergesell-
schaftet sind.

Die Vielfalt der zur Zeit verwendeten Modelle, die alle nur Teilaspekte der biologischen Blut-
Hirn-Schranke widerspiegeln können,  erlaubt  eine Vielzahl von verschiedenen Anwendungen.
Blut-Hirn-Schranken-Modelle können eingesetzt werden, um die Permeabilität von neuen Sub-

stanzen zu testen, sie werden benutzt, um den Aufnahmemechanismus von Substanzen und Car-
riersystemen in Endothelzellen zu untersuchen, es können aktive Effluxmechanismen untersucht
werden.  Des  Weiteren  werden  an  diesen  Modellen  Untersuchungen  zu Beeinflussungen  von
Endothelzellen durch verschiedene Einflussfaktoren (Substanzen, Zellen, Carriersysteme für Sub-
stanzen) durchgeführt. [Reichel 2003]

1.2.1. Verwendete Zellen

Grundsätzlich kann man die Modelle nach dem Ursprung der eingesetzten Zellen unterschei-
den, um die Blut-Hirn-Schranke zu simulieren. Dabei können entweder Primärzellen oder Zellen
aus Zelllinien eingesetzt werden, um ein Modell der Blut-Hirn-Schranke aufzubauen. Primärzel-
len werden direkt aus dem Gewebe, d. h. in diesem Fall direkt aus dem Gehirn gewonnen und
anschließend direkt kultiviert und verwendet. Dabei wird darauf geachtet, dass diese Zellen so

wenig wie möglich passagiert werden, da durch jedes Abtrypsinieren und erneutes Aussäen der
Zellen Eigenschaften der ursprünglichen Zellen verloren gehen können. Der Vorteil bei Einsatz
von primären Zellen liegt in der Nähe zum lebenden Organismus. Diese Zellen weisen noch die
stärkste Gemeinsamkeit zum In-vivo-Experiment auf, da sie einen Großteil der Eigenschaften
der ursprünglichen Zellen beibehalten oder aber diese wieder induziert werden können [Reichel
2003]. Die Nachteile bei Verwendung direkt gewonnener Zellen liegt einerseits in der großen Va-

riabilität durch ständig wechselndes Ausgangsmaterial,  zum anderen in der recht aufwendigen
und zeitintensiven Gewinnung dieser Zellen und der Schwierigkeit, alle kontaminierende Zellen
(Perizyten, Astrozyten, Neurone, glatte Muskelzellen) aus der Kultur zu entfernen [Roux 2005].



4 Einleitung

Um das letzte Problem zu lösen, wurden verschiedene Lösungsansätze ausprobiert, wobei sich
bei der Kultivierung von Ratten- und auch Schweinehirnendothelzellen der Zusatz von Puromy-

cin zum Medium als eleganteste Methode erwiesen hat [Perrière 2005].

Es können im Gegensatz dazu auch Zelllinien eingesetzt werden, wobei hier die Variabilität

zwischen den einzelnen Experimenten etwas reduziert werden kann. Der Nachteil bei Benutzung
von Zellen aus Zelllinien besteht darin, dass noch keine Zelllinie zur Verfügung steht, die alle An-
forderungen an eine neuronale Endothelzelllinie erfüllt. Die bis jetzt zur Verfügung stehenden
Zellen aus Zelllinien weisen nicht alle Eigenschaften einer Endothelzelle der Blut-Hirn-Schranke
auf. Meist werden diese Zellen nicht als Monokultur gezüchtet, sondern als sehr aufwendige Co-
Kultur mit Astrozyten oder Glioma-Zellen, um durch den Einfluss dieser Zellen eine Induktion

der Ausbildung endothelzellspezifischer Eigenschaften herbeizuführen.

1.2.1.1. Isolierte Gehirnkapillaren

Der erste Schritt bei der Extrahierung von Gehirnendothelzellen ist die Isolierung der Kapilla-
ren aus dem Gehirn. Der Vorteil bei Verwendung dieser Gehirnkapillaren für Transport- und an-
dere Experimente anstelle der daraus noch zu gewinnenden Endothelzellen liegt in der metaboli-

schen Aktivität der Kapillaren, die denen im lebenden Organismus entsprechen. Die Untersu-
chungen an Kapillaren beziehen sich z. B. auf den Transport von Substanzen von der ablumina-
len Seite hin zur luminalen Seite. Dies ermöglicht eine Untersuchung auf in der dem Blut zuge-
wandten Seite der Endothelzellen enthaltene Effluxtransporter und deren Aktivität. Es ist natür-
lich auch möglich, diese Kapillaren aus erkrankten Individuen zu gewinnen, um so einen besseren
Eindruck zu bekommen, den die Blut-Hirn-Schranke bei diesen Erkrankungen spielt. [Reichel

2003]

1.2.1.2. Primärzellen

Ausgehend vom Ursprung der Zellen sind Modelle  zu unterscheiden,  die  mit  Rattenhirn-,
Rinderhirn-, Schweinehirn- oder menschlichen Hirnendothelzellen aufgebaut werden. In der Ver-
gangenheit sind auch andere Spezies wie Schaf oder Hund benutzt worden, um aus deren Hirn-

kapillarendothelzellen Blut-Hirn-Schranken-Modelle zu bilden. Diese Modelle spielen heute aber
keine Rolle mehr. 

Die Modelle aus Rattenhirnendothelzellen ermöglichen eine gute Übertragbarkeit der mit die-
sem Modell gewonnenen Daten auf das Tierexperiment an Ratten. Sie gehören mit zu den ältes-
ten etablierten Modellen. Ein großer Nachteil bei Verwendung dieser Zellen besteht in der nur
geringen Dichtigkeit der gebildeten Monolayer, was sich in den relativ niedrigen Widerstandswer-
ten widerspiegelt [Abbott 1997]. Deshalb können diese Zellkulturmodelle aus Ratten vor allem
für Untersuchungen der Rezeptormodulation eingesetzt werden oder für Antikörperexperimente,

wenn diese Antikörper z. B. noch nicht für andere Spezies wie Rind oder Schwein zur Verfügung
stehen. Da bei Benutzung von Ratten die Ausbeute an Zellen wegen der geringeren Hirnmasse
deutlich geringer ist (verglichen mit Gewinnung von Endothelzellen aus Schweine- oder Rinder-
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hirn), stellen die beiden letztgenannten Spezies die meist verbreitete Quelle für den Aufbau von
Blut-Hirn-Schranken-Modellen dar. [Reichel 2003]

Rinderendothelzellen können als Monokultur gezüchtet werden, von mehreren Arbeitsgrup-
pen wird aber eine Co-Kultur mit Astrozyten bevorzugt. Durch diese Kultivierung soll dem Ver-

lust von Blut-Hirn-Schranken-typischen Eigenschaften der Endothelzellen vorgebeugt werden.
Durch diese Kultivierung ist eine Erhöhung des Widerstandes feststellbar. Dies führt aber nicht
immer auch zu einer Senkung der Sucrosepermeabilität, die als zweites Merkmal für die Dichtig-
keit der Monolayer herangezogen wird [Reichel 2003, Gaillard 2001]. 

Ein Modell, aufgebaut aus Schweinehirnendothelzellen, benötigt keine co-kultivierten Astro-
zyten, um eine hohe Dichtigkeit auszubilden. Um dies zu erreichen, ist es nur nötig, dem Kulti-
vierungsmedium das Serum zu entziehen und zusätzlich noch Hydrocortison in physiologischen
Konzentrationen hinzuzufügen. Damit werden deutlich höhere Widerstände und eine stark abge-

senkte Sucrosepermeabilität erzielt. [Franke 2000]

Deutlich schwieriger ist es, an Material für den Aufbau eines Modells aus menschlichen Hirn-

endothelzellen zu gelangen. Da dieses Material häufig aus Autopsien oder Biopsien stammt, wer-
den damit meist auch Untersuchungen in Hinsicht auf bestimmte Erkrankungen durchgeführt.
Es können aber mit diesen Modellen menschlichen Ursprungs auch alle anderen Untersuchungen
durchgeführt werden, wobei man nur beachten sollte, dass aufgrund der fragilen Natur der Zellen
hier nur sehr geringe Widerstandswerte erzielt werden, sodass Untersuchungen zur Permeabili-
tätstestung von Substanzen nicht durchgeführt werden können. [Reichel 2003]

1.2.1.3. Zelllinien

Auch bei den heute zur Verfügung stehenden Zelllinien sind die Ursprünge unterschiedlicher
Natur. Als Grundlage wurden Endothelzellen aus Ratte, Schwein, Rind, Maus sowie dem Men-
schen benutzt, die durch verschiedene Techniken (Transfektion mittels Plasmid DNA, Transfek-
tion mittels Retroviren, Gewinnung aus transgenen Mäusen) immortalisiert wurden. Alle zur Ver-

fügung stehenden Zelllinien sind leider nicht für Permeabilitätsuntersuchungen geeignet, da sie
keine ausreichend hohe Dichtigkeit erreichen [Reichel 2003, Roux 2005].

Am weitesten verbreitet haben sich von Ratten gewonnene Zelllinien, da hier die Korrelation
mit verfügbaren in-vivo Daten am besten gelingt [Roux 2005]. Es gibt deshalb eine Vielzahl von
Zelllinien,  die  aus  Rattenendothelzellen  gewonnen  wurden,  darunter  RBE4  [Roux  1994],
GP8/3.9 [Greenwood 1996],  GPNT [Regina 1999],  RBEC1 [Kido 2000],  TR-BBBs [Terasaki
2001], rBCEC4 [Blasig 2001], RCE-T1 [Mooradian 1991] und CR-3 [Lechardeur 1995]. Diese
Zelllinien können eingesetzt werden, um Untersuchungen von Transportern an der Blut-Hirn-

Schranke durchzuführen, sie werden benutzt, um den Arzneistofftransport bei Benutzung von
Transportersystemen wie Nanopartikeln oder Liposomen über die Blut-Hirn-Schranke aufzuklä-
ren sowie um Studien über die Leukozyteninfiltration des Gehirns über die Blut-Hirn-Schranke
durchzuführen [Roux 2005].

Mäuse sind die zweitwichtigste Nagerpopulation für Tierexperimente. Deswegen wurden An-
strengungen unternommen, auch aus Mäusehirnendothelzellen durch Immortalisierung Zelllinien
zu gewinnen. Eine sehr weit verbreitete und gut untersuchte Zelllinie ist die B.end3 Zelllinie.
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Auch bei dieser Zelllinie war es nicht möglich, die Permeabilität so zu senken, dass diese Modelle
für Permeabilitätsuntersuchungen verwendet werden können. Diese Zelllinie eignet sich aber für

die Durchführung von Transporterstudien [Omidi 2003].

Auch  aus  Schweinehirnendothelzellen  wurde  eine  Zelllinie  durch  Immortalisierung  mittels

Transfektion mit dem Vektor SV 40 T-Antigen gewonnen, die Zelllinie PBMEC/C1-2 [Teifel
1996]. Mit PBMEC/C1-2 wurden anschließend Untersuchungen am Transwell-System zur Ent-
wicklung eines Blut-Hirn-Schranken Modells durchgeführt [Lauer 2004, Neuhaus 2006/A]. Wei-
terführend wurde diese Zelllinie benutzt, um ein dreidimensionales Modell der Blut-Hirn-Schran-
ke aufzubauen [Neuhaus 2006/B]. Da diese Zelllinie stabil über eine lange Zeit bleibt, eignet sie
sich natürlich besonders gut zum Aufbau eines Screeningmodells. Die Stabilität der Zellen über

längere Zeit konnte durch Untersuchungen auf endothelzellspezifische Faktoren, die sich nicht
veränderten, gezeigt werden [Suda 2001]. 

Es wurden auch Versuche unternommen, eine menschliche Endothelzelllinie zu klonieren.
Alle bis jetzt erzeugten Zelllinien haben den Nachteil, dass ihre Permeabilität aufgrund zu großer
Undichtigkeit zu hoch ist, sodass sie für Permeabilitätsversuche nicht eingesetzt werden können
[Garberg 2005]. Aber für die Untersuchung von krankheitsbedingten Änderungen der Blut-Hirn-
Schranke z. B. für Transporterstudien eignen sich diese Zelllinien. Beispiele hierfür sind die Zell-
linie SV-HCEC [Muruganandam 1997] und HCMEC/D3 [Weksler 2005].

Um dichte Monolayer zu erzeugen, sind verschiedene Arbeitsgruppen auch den Weg gegan-
gen, Endothelzellen, die nicht aus dem Gehirn stammen, zu benutzen. Dazu zählen z. B. HU-

VEC-304-Zellen,  humane Nabelschnurendothelzellen,  die  in  Co-Kultur  mit  Gliomazellen  ge-
züchtet wurden. Dabei konnten hohe Widerstände erzielt werden [Hurst 1996]. Dieses Modell
kann vor allem für die Untersuchung von Zell-Zell-Interaktionen und deren Beeinflussung durch
Substanzen oder andere Zellen, wie z. B. Immunzellen benutzt werden. Garberg et. al. konnten
zeigen, dass auch der Einsatz von Zellen, die dichte Monolayer bilden, aber keine eigentlichen
Endothelzellen darstellen, wie MDCK-Zellen (Nierenzellen aus dem Hund) und auch CaCO-2-

Zellen (humane Coloncarcinom-Zellen) für Untersuchungen des Transports von passiv transpor-
tierten Substanzen geeignet sind [Garberg 2005].
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1.2.2. Zellkulturmodelle

Für den Aufbau eines Modells der Blut-Hirn-Schranke sind Endothelzellen der wichtigste Be-
standteil, da sie in der Lage sind, dichte Monolayer auszubilden. Diese Monolayer können im in-
vitro Modell viele der Eigenschaften der biologischen Blut-Hirn-Schranke ausbilden, so z. B. die
Dichtigkeit durch Ausbildung dichter Tight Junctions und auch die Polarität der Zellen, wie sie
auch in den Kapillaren vorzufinden ist. 

1.2.2.1. Ein-Zell-Modelle

Je nach Spezies, aus der die Endothelzellen gewonnen worden sind, erhält man schon bei
Züchtung eines Monolayers, der nur aus Endothelzellen besteht, eine dichte Einzellschicht, die
einige der Eigenschaften der biologischen Blut-Hirn-Schranke aufweist (Abb. 2). Eingesetzt wer-
den können hierbei Primärzellen, die direkt aus den Kapillaren gewonnen werden oder Endothel-
zellen aus Zelllinien, die durch Immortalisierung gewonnen worden sind.

Da bei diesem reduzierten Modell sehr schnell Eigenschaften der ursprünglichen Endothelzel-
len mit steigender Kultivierungsdauer verloren gehen, wurden Anstrengungen unternommen, das
Modell zu verbessern. Eine Möglichkeit besteht im Einsatz von astrozytenkonditionierten Medi-

en, die die von den Astrozyten abgegebenen Faktoren enthalten und dadurch die Entwicklung
der  Monolayer  positiv  beeinflussen [Dehouck 1990,  Rubin  1991,  Raub 1992,  Wolburg  1994,
Ramsohoye 1998].

Abb. 2: Modell der Blut-Hirn-Schranke aus Primären Endothelzellen oder immortalisierten Endothelzellen
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1.2.2.2. Co-Kultur-Modelle

Durch Kultivierung der Endothelzellen zusammen mit Zellen, mit denen sie auch in den Ka-
pillaren eng vergesellschaftet sind, wird versucht, die in-vivo Bedingungen noch besser in einem
in-vitro Modell nachzubilden. Als co-kultivierte Zellen werden hierbei vor allem Astrozyten ein-
gesetzt, da diese gezeigt haben, dass sie in der Lage sind, Blut-Hirn-Schranken Eigenschaften bei
kultivierten Gehirnendothelzellen zu induzieren [Tao-Cheng, 1987, Wolburg 1994, Beuckmann

1997, Gaillard 2000, Blasig 2001] und den Transendothelialen Elektrischen Widerstand (TEER)
der Monolayer zu erhöhen [Giese 1995, Ramsohoye 1998, Iwasaki 1999, Gaillard 2001]. Diese

Erhöhung des TEER-Wertes konnte auch bei Co-Kultivierung primärer Rinder- und Humange-
hirnendothelzellen mit Makrophagen anstelle der Astrozyten gezeigt werden [Zenker 2003].

Bei Co-Kultivierungsmodellen gibt es die Möglichkeit, die zweite Zellart direkt auf der Unter-
seite der Inserts wachsen zu lassen, sodass sie die Möglichkeit erhalten, Kontakt zu den Endo-
thelzellen auszubilden [Gaillard 2000, Gaillard 2001, Megard 2002]. Eine zweite Art der Co-Kulti-

vierung besteht darin, die zweite Zellart auf dem Boden der Multiwellschale wachsen zu lassen,
so wie dies in  Abb. 3 dargestellt ist [Raub 1992]. Bei diesem Modell wirken die co-kultivierten
Zellen nur indirekt über in das sie umgebende Medium abgegebene Substanzen auf die Endothel-
zellen, da sie keinen direkten Kontakt zu den Endothelzellen herstellen können.

Alle bisher gezeigten Modelle stellen statische Systeme dar. Um den Einfluss des Blutflusses
auf die Entwicklung der Endothelzellen mit einbeziehen zu können, wurden dreidimensionale
dynamische in vitro Modelle (DIV-BBB, NDIV-BBB) entwickelt. Bei diesem Ansatz wachsen die
Endothelzellen im Inneren einer Hohlfaser, außen wachsen die co-kultivierten Astrozyten oder

C6-Glioma-Zellen [Stanness 1996, 1997, 1999, Cucullo 2002, Parkinson 2003, Neuhaus 2006/B,
Santaguida 2006]. Die Nährlösung fließt im Inneren der Hohlfasern an den Endothelzellen vor-
bei und erzeugt dadurch einen dem physiologischen vergleichbaren Stress für die Endothelzellen,
der stimulierend auf die Entwicklung dieser Zellen wirkt.

Abb.  3: Modell der Blut-Hirn-Schranke aus Primären Endothelzellen oder immortalisierten Endothelzellen, die in
Co-Kultur mit einer zweiten Zellpopulation gezüchtet werden
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1.2.2.3. Drei-Zell-Kultur-Modelle

Stannes et al. entwickelten nicht nur ein dynamisches Modell der Blut-Hirn-Schranke, beste-
hend aus Hohlfasern, in deren Innerem sich die Endothelzellen ansiedelten und einen dichten
Monolayer bildeten, und an deren Äußeren sich eine Schicht aus Astrozyten befand [Stannes
1996, 1997]. In einem weiteren Ansatz wurden zu den Astrozyten noch Neuronen hinzugefügt,
um so das Modell noch weiter zu komplettieren und den Einfluss von Neuronen auf die Ent-

wicklung von Endothelzellen untersuchen zu können. Alle drei Zellarten stammten dabei von der
Ratte, sodass dieses Modell die in vivo Gegebenheiten in den Kapillaren sehr gut widerspiegeln
kann [Stannes 1999].

1.2.3. Bestimmung der Dichtigkeit von Endothelzellmonolayern

1.2.3.1. TEER-Messung

Der transendotheliale elektrische Widerstand (TEER = TransEndothelial Electrical Resistan-
ce) wird als Maß für  die  parazelluläre  Dichtigkeit  von Endothelzellmonolayern herangezogen

[Török 1999, Bauer 2000].

Bei Blut-Hirn-Schranken-Modellen ist der elektrische Widerstand sehr stark abhängig von der

Spezies, aus der die Zellen für den Aufbau des Modells gewonnen werden. So erreichen Mono-
layer aus Ratten- oder Mäusehirnendothelzellen nicht so hohe Widerstände, wie dies mit Endo-
thelzellen aus Schweinehirnen oder  Rinderhirnen möglich ist.  Auch das gewählte  Modell  hat
einen Einfluss auf die zu erreichenden Widerstände, wie oben gezeigt. Der Einsatz von Zelllinien
beim Aufbau eines Modells der Blut-Hirn-Schranke führt meist dazu, dass Monolayer, die aus ih-
nen gebildet werden, eine höhere parazelluläre Durchlässigkeit haben, verglichen mit Monolayern

aus primären Endothelzellen.

1.2.3.2. Einsatz von Markersubstanzen

Als Marker für die Dichtigkeit der Monolayer kann einerseits der elektrische Widerstand ver-
wendet werden, eine andere Möglichkeit ist der Einsatz einer Markersubstanz. Diese kann radio-
aktiv markiert werden, ein Beispiel hierfür ist die häufig verwendete radioaktiv markierte Sucrose.

Wenn keine Möglichkeit besteht, mit radioaktiven Substanzen zu arbeiten oder diese zu bestim-
men, dann bietet sich der Einsatz von fluoreszierenden Substanzen an, da diese auch bei niedri-
gen Konzentrationen noch hinreichend genau bestimmt werden können. Substanzen, die für die-
sen  Zweck  eingesetzt  werden,  sind  Carboxyfluorescein  und  Fluoresceinisothiocyanat-Dextran
(FITC-Dextran). Bei Einsatz von FITC-Dextran hängt die Durchlässigkeit der Tight Junctions
für diese Substanz sehr stark von ihrem Molekulargewicht ab. Je größer das Molekulargewicht der

eingesetzten Dextrane ist, desto langsamer überwinden sie die Monolayerschicht und desto weni-
ger kommt insgesamt im Akzeptorkompartiment an.
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2. NO-Donoren

2.1. Wirkung

NO-Donoren wirken über die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und haben deshalb
eine Vielzahl von Ansatzpunkten im Körper, über die sie ihre Wirkung entfalten können.  

NO bindet besonders an Häm-Proteine, die Bestandteile vieler im Körper vorkommender En-
zyme sind, u. a.  Cytochrome, Cyclooxygenasen und speziell  auch die lösliche Guanylatcyclase
(Tsai 1994). NO führt als eine reaktive Stickstoffspezies zu Nitrosylierungen cysteinhaltiger Pro-
teine. Lipide bilden auch einen Angriffspunkt für Stickstoffmonoxid, wobei die prooxidative oder
antioxidative Wirkung von NO von den Konzentration von NO und dessen Gegenspieler reakti-
ve Sauerstoffspezies abhängt.

2.2. Physiologische Wirkungen von NO

NO selber zeigt im Körper eine Vielzahl an Wirkungen. Stickstoffmonoxid wirkt u. a. als Va-
sodilatator, hemmt die Plättchenaggregation, dient als Neurotransmitter und als Regulator für an-
dere Neurotransmitter,  spielt eine Rolle bei Entzündungsprozessen und bei Immunreaktionen.

NO zeigt außerdem antimikrobielle Eigenschaften durch Einbindung in die unspezifische Ab-
wehrreaktionen von Makrophagen.

In glatten Muskelzellen führt NO zu einer Aktivierung der zyklischen Guanylatcyklase und da-
durch zu einer Erhöhung der Konzentration an cGMP. Diese Erhöhung bedingt eine Vasodilata-
tion der Gefäße durch Relaxation der glatten Muskelzellen. [Blasini 1997, Williams 2003]

Stickstoffmonoxid hemmt die Plättchenaggregation im Blut und übt damit eine antithromboti-
sche Wirkung aus. Um diese Wirkung zu erzielen, greift NO an vielen Punkten an den Blutplätt-
chen an. Darunter zählen die Inhibition der Adhäsion der Plättchen an den Gefäßwänden [Ra-
domski 1987-1], die Verstärkung der Aggregationshemmung [Radomski 1987-2, Radomski 1990]
und eine positive Wirkung auf die Disaggregation [Radomski 1987-3, Yao 1992]. Ein weiterer Ef-

fekt ist  die  Aktivierung der Cyclooxygenase,  was zu einer erhöhten Bildung von Prostacyclin
führt, was wiederum zu einer verringerten Blutplättchenaggregation führt [Yamamoto 2000]. 

Stickstoffmonoxid wirkt im peripheren Nervensystem an den nichtadrenergen-nichtcholiner-
gen Nerven als Neurotransmitter. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Relaxation der glatten
Muskulatur des Magen-Darm-Traktes, des Urogenitaltraktes, der Atemwege und in der Regulati-
on der Blutzirkulation des Gehirns. Im Skelettmuskel könnte Stickstoffmonoxid als Gegenspieler
der Kontraktion fungieren. Aber auch im Zentralnervensystem fungiert NO als Neurotransmit-
ter, und während der Entwicklung des Nervensystems scheint NO als retrograder Messenger zu

fungieren, der  fehlgeschaltete  Nervenverbindung wieder löst. Bei verschiedenen Erkrankungen
kann Stickstoffmonoxid aber auch Neurodegeneration auslösen. Dazu zählen Schlaganfall,  die
Huntingtonkrankheit und Amyotrophe Lateralsklerose. [Brenman 1996]
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2.3. Cytotoxizität

Damit NO zellschädigende Wirkungen zeigt, muss es in entsprechend hohen Konzentratio-
nen eingesetzt werden. Diese liegen für das Molekül NO bei Gleichgewichtskonzentrationen von
4 – 5 µM. Um diese Konzentrationen durch den Einsatz von NO-Donor-Substanzen zu errei-
chen, müssen deren Konzentrationen mindestens 0,5 – 1 mM betragen [Kröncke 1993].

Bei Untersuchungen zur Cytotoxizität verschiedener NO-Donoren auf unterschiedliche Säu-
getierzellen konnte eine je nach Zellart unterschiedliche Empfindlichkeit von Zellen auf NO-Do-

noren festgestellt werden. Dies wurde auf Unterschiede der Zellen hinsichtlich ihres zellulären
antioxidativen Systems zurückgeführt. Unterschiedliche grundlegende oder induzierbare „Vertei-
digungssysteme“ der Zellen je nach Zellart bedingen eine verschieden starke Neutralisierung der
schädigenden Effekte von Stickstoffmonoxid. [Kröncke 1997]

Die Art des Zelltodes, der durch den schädigenden Effekt von NO ausgelöst wird, ist abhän-
gig von der Zellart, bei der die Untersuchung durchgeführt wird. Makrophagen, glatte Muskelzel-
len, dendritische Zellen, Chondrozyten und Thymozyten zeigten nach Beeinflussung durch NO-
Donoren oder nach zellulär induzierter NO-Synthese Apoptose. Dabei sterben die Zellen kon-

trolliert durch ein in den Zellen aktiviertes Zelltodprogramm, man könnte diesen Vorgang auch
als Selbstmordprogramm der Zellen bezeichnen. Der Gegensatz dazu ist der pathologische Un-
tergang von Zellen, der bei Inselzellen und Oligodendrozyten beobachtet worden ist. Eine Be-
sonderheit stellen hierbei Neuronen dar, bei ihnen sind beide Arten des Zelltodes beobachtet
worden. [Kröncke 1997]

2.4. Cytoprotektion

Viele Untersuchungen zeigen nicht nur einen schädigenden Einfluss von NO auf Zellen. Vor
allem bei oxidativem Stress ist der positive Effekt von Stickstoffmonoxid auf Zellen und Gewebe
zu beobachten. NO kann auf unterschiedliche Weise die Lipidperoxidation hemmen [Kanner
1991, Rubbo 1994, Hayashi 1995, Rauhala 1996], ebenso wird auch die Lipidperoxidation von
LDL durch aktivierte Makrophagen [Yates 1992] gehemmt. Niedrige Konzentrationen an Stick-

stoffmonoxid  können  Zellen  vor  Schädigung  durch  Wasserstoffperoxid  oder  Alkylperoxide
schützen [Wink 1993, Wink 1995, Wink 1996]. NO zeigte auch positive Effekte bei cerebraler
und myokardialer Ischämie und/oder Reperfusion.

Es  wurden  auch  positive  Effekte  verschiedener  NO-Donoren  auf  die  NMDA-induzierte
Schädigung neuronaler Zellen gezeigt [Vidwans 1999].
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2.5. Permeabilitätsbeeinflussung von Endothelgeweben

Untersuchungen, welche den Effekt von Stickstoffmonoxid auf die Permeabilität von kleinen
Blutgefäßen unterschiedlicher Herkunft klären sollten, kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Mayhan zeigte in seinen Untersuchungen, dass Stickstoffmonoxid die Permeabilität des Endo-
thels für FITC-Dextran-10k (Fluoresceinisothiocyanatdextran, Molekulargewicht 10 000 Da) er-

höht [Mayhan 1992, Mayhan 1994, Mayhan 1995, Mayhan 1996, Mayhan 1999]. Diese Untersu-
chungen wurden nicht mit nativem NO oder NO-Donoren durchgeführt. Um den Effekt zu zei-
gen, wurden Hemmstoffe der Guanylatcyclase eingesetzt, die den Effekt von Stickstoffmonoxid
blockieren, sowie Substanzen, die die Synthese von NO in den Zellen unterdrückten. Die Unter-
suchung von Mayhan mit  den NO-Donoren  S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin (SNAP)  und  3-
Morpholinosydnonimin (SIN-1) zeigte, dass diese die Permeabilität der Arteriolen für FITC-Dex-

tran-10k erhöhen konnten [Mayhan 2000]. Durch den Einsatz von L-NMMA (NG-Monomethyl-
L-Arginin), einem NO-Synthase-Inhibitor, konnte die durch höhere Fließgeschwindigkeiten er-
zielte Permeabilitätssteigerung gesenkt werden [Yuan 1992]. Dies deutet auf einen Zusammen-
hang zwischen der Permeabilitätssteigerung durch höhere Fließgeschwindigkeiten des Blutes und
Stickstoffmonoxid-Produktion im Endothel. 

Knepler et al. zeigten den Effekt von Peroxynitrit, welches sich aus Stickstoffmonoxid und
Superoxid bildet [Knepler 2001]. SIN-1 als NO-Donor bildet im Körper gleichzeitig Stickstoff-
monoxid und Superoxid und übt damit seine permeabilitätssteigernde Wirkung über diesen Weg

aus. 

Gonzales et al. beschäftigten sich in ihrer Untersuchung mit der Einwirkung von NO auf den

Gefäßendothel-Cadherin-Komplex.  Sie  zeigten,  dass  es  zu  einer  Spaltung  dieses  Komplexes
kommt, was dann zu einer erhöhten Permeabilität in vitro und in vivo führt. [Gonzáles 2003] 

Andere Untersuchungen zeigen einen gegenteiligen Effekt von Stickstoffmonoxid auf die Per-
meabilität von Gefäßen. Gupta et al. konnten zeigen, dass durch den Einsatz des NO-Donors
SNAP eine Abschwächung der permeabilitätssteigernden Wirkung von Wasserstoffperoxid er-
zielt werden konnte [Gupta 2001]. Einen ähnlichen Effekt erzielten Arnold et al. in ihrem Expe-
riment, bei dem die Permeabilität des Endothels nach Bradykinin-Behandlung und unbehandel-
tem Endothel verglichen wurden. Auch hier konnte gezeigt werden, dass NO einen positiven Ef-

fekt hatte und die Permeabilität für den eingesetzten Marker (FITC-Dextran 70k) senkte. [Arnold
1999] 

Die Erhöhung der intrazellulären cGMP- und cAMP-Spiegel durch verschiedene Substanzen,
u. a. durch den NO-Donor Nitroprussid-Na, führte zu höheren elektrischen Widerstandswerten
und verringertem Albumin-Transfer über Endothelzellmonolayer aus HUVEC-Zellen [Yamada
1990]. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu Ergebnissen aus einer Untersuchung von Shukla
et al., die gezeigt haben, dass bei Ratten nach Verabreichung von SIN-1 oder Nitroprussid-Na
eine Erhöhung der Permeabilität für Natriumfluorescein zu beobachten war [Shukla 1996].

Olivier kommt in seiner Untersuchung zum Schluss, dass Stickstoffmonoxid zu einer Abdich-
tung der Tight junctions und damit zu der in seiner Studie beobachteten Verringerung der Per-

meabilität für  14C-Sucrose führt [Olivier 1992]. Durch die normale Funktion der NO-Synthasen
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gebildetes NO ist wichtig für die Aufrechterhaltung der geringen basalen Permeabilität des Endo-
thels, wie Predescu et al. in ihrer Studie nachwiesen [Predescu 2005].

In ihrer in vitro Studie konnten Wong et al. durch Einsatz der NO-Donoren DETA-NONO-
at und Nitroprussid-Na den Widerstand ihrer Endothelzellmonolayer signifikant steigern. Gleich-

zeitig waren diese beiden NO-Donoren auch in der Lage, die Permeabilitätssteigerung durch Li-
popolysaccharide, Interferon-γ und Interleukin-1β aufzuheben. [Wong 2004]

Die Untersuchungen zeigen ein uneinheitliches Bild, was den Effekt von Stickstoffmonoxid
und auch was den Effekt von NO-Donoren auf die Permeabilität von Blutgefäßen oder Endo-
thelzellmonolayern betrifft. Es gibt noch immer keine befriedigende Erklärung für diese Unter-
schiede. Boje et al. fanden heraus, dass je größer die Anzahl an verschiedenen Spezies von Stick-
stoffmonoxid ist, die eine Substanz freisetzen kann, desto größer ist auch das Potential dieser
Substanz, die Permeabilität des Endothels zu erhöhen. Dies könnte einige der kontroversen Er-

gebnisse betreffend der NO-Donoren erklären. Es ist aber nur ein erster Ansatz, der noch keine
umfassende Erklärung des beschriebenen unterschiedlichen Effektes von endogenem NO er-
klärt.

2.6. Anwendung

Eingesetzt werden zur Zeit in der Praxis unterschiedliche Nitrate wie Glyceroltrinitrat (GTN),

Pentaerythrityltetranitrat (PETN),  Nitroprussid-Natrium, Isosorbiddinitrat  (ISDN) und Isosor-
bid-5-mononitrat  (ISMN).  Weiterhin wird zur  Behandlung von Angina pectoris  die  Substanz
Molsidomin eingesetzt.

Bisher werden NO-Donoren therapeutisch bei Angina pectoris zur Anfallsprophylaxe sowie
zur Kuppierung eines akuten Anfalls eingesetzt. Ein anderes Einsatzgebiet ist die Behandlung ei-
ner Gallenkolik mit Glyceroltrinitrat [Lüllmann 2006]. Weiterhin können NO-Donoren wie Gly-
ceroltrinitrat zur kontrollierten Blutdruckeinstellung verwendet werden.  [Fachinformation Trini-
tro-san,  Merck Pharma GmbH, Darmstadt]

Nitroprussid-Natrium hat als NO-Donor ein anderes Einsatzgebiet. Es wird hauptsächlich zur
Behandlung  von  akuten  Bluthochdruckkrisen  sowie  zur  Akutbehandlung  bei  postoperativen

Hochdruckkrisen zur steuerbaren Hypotension eingesetzt [Mutschler 2001]. Diese Substanz wird
außerdem zur kurzfristigen Entlastung eines insuffizienten Herzens bei  akutem Herzversagen
verwendet [Lüllmann 2006].

Aufgrund neuerer Erkenntnisse über die unterschiedlichen Wirkungen von NO-Donoren er-
geben sich weitere Einsatzgebiete für NO-Donoren, vor allem für neue Klassen von Stickstoff-
monoxid liberierenden Substanzen.



14 Einleitung

2.7. Untersuchte NO-Donoren

2.7.1. Diazeniumdiolate

Diazeniumdiolate sind recht stabile 1:1 Komplexe aus Stickstoffmonoxid und Aminen, die
durch Einleiten von NO in eine Aminlösung gewonnen werden können. Als Salz liegen sie in der
Form R2N+H2R2NN2O2

- vor, dargestellt in Abb. 4. 

Werden diese Substanzen in Wasser gelöst, so zerfallen sie spontan in das Amin und NO. Da
die Wirkungen dieser Lösungen denen entsprechen, wie sie Stickstoffmonoxid ausübt, werden
diese Substanzen bevorzugt in in vitro und in vivo Experimenten als NO-Donoren eingesetzt
[Williams 2003]. Damit diese Substanzen für Untersuchungen eingesetzt werden können, müssen
sie  in einem stark basischen Lösungsmittel  gelöst  werden.  Bei  hohen pH-Werten findet kein
spontaner Zerfall statt, der NO-Donor bleibt stabil bis zum Einsatz in den Experimenten.

Die von mir untersuchten Substanzen dieser Gruppe sind in Tab. 1 aufgeführt. Alle Substan-
zen wurden kurz vor der eigentlichen Untersuchung in 0,01 molarer Natriumhydroxid-Lösung

gelöst. Die Konzentration der Stammlösung betrug für alle Substanzen 100 mmol/l. Diese Lö-
sungen wurden vor der Anwendung noch 1:10 mit hydrocortisonhaltigem Kultivierungsmedium
verdünnt und dann für die eigentliche Untersuchung eingesetzt.

Abb. 4: Allgemeine chemische Struktur der NONOate

R
2
N

N
+

N

O

O



Einleitung 15

Tab. 1:Bezeichnung, chemische Struktur und Löslichkeitseigenschaften der benutzten Diazeniumdiolate

Abkürzung Chemische Bezeich-
nung

Strukturformel Halbwertszeit

DBA/NO Natrium-1-(N, N-dibu-
tylamino)-diazen-1-ium-

1,2-diolat

Einige Minuten

PHEPIPERAZI/NO Natrium-1-(N-phenylpi-
perazin)-diazen-1-ium-

1,2-diolat 

ca. 1 Minute

DETA/NO 1-(N-Ethylamin-N-
ethylammoniumamino)-
diazen-1-ium-1,2-diolat 

10 – 20 Stunden

SperminNONOat 1-[N,N´-Bis-(3-amino-
propyl)-4-ium-1,4-dia-
minobutan]-diazen-1-

ium-1,2-diolat

40 Minuten

2.7.2. Diazeniumdiolat-Prodrugs

Die zweite Gruppe an Diazeniumdiolaten (aufgeführt in  Tab. 2), die in dieser Arbeit unter-

sucht worden sind, waren Substanzen, die erst einer Bioaktivierung bedürfen, bevor sie NO frei-
setzen können. Solche Substanzen bezeichnet man als Prodrugs, da sie selbst keine Wirkung aus-
üben. 

Diese Substanzen zeichnen sich durch eine deutlich höhere Lipophilie aus, verglichen mit den
daraus entstehenden wirksamen Substanzen. Dies führt dazu, dass sich diese Substanzen nicht in
Natriumhydroxid-Lösung lösen lassen wie dies bei den untersuchten NO-Donoren der Klasse
der Diazeniumdiolate der Fall ist. Die hier untersuchten Prodrugs müssen erst in Dimethylsul-
foxid (DMSO) gelöst werden, bevor sie appliziert werden können. Bei Einsatz dieser Substanzen

wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 1 mol/Liter hergestellt, aus denen dann
durch Verdünnung die endgültig einsetzbaren Lösungen hergestellt wurden. Das Lösen der Sub-
stanzen und das anschließende Verdünnen geschahen unmittelbar vor Einsatz der Substanzen im
eigentlichen Experiment.
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Tab.  2: Bezeichnung und chemische Struktur der benutzten Diazeniumdiolat-Prodrugs, Halbwertszeit  gilt für die
nach enzymatischer Spaltung gebildeten Produkte 

Abkürzung Chemische Bezeich-
nung

Strukturformel Halbwertszeit
(nach enzymati-
scher Spaltung)

Et-PHEPIPERAZI/NO O²-Ethyl-1-(N-phenyl-
piperazin)-diazen-1-

ium-1,2-diolat

ca. 1 Minute

Tosyl-PYRRO/NO O²-Toluen-4-sulfonyl-1-
(pyrrolidin)-diazen-1-

ium-1,2-diolat

3 Sekunden

PENT-BIS-PYRRO/NO O²-Pentyl-1,5-(pyrroli-
din)-diazen-1-ium-1,2-

diolat

3 Sekunden

Et-BUPIPERAZI/NO O²-Ethyl-1-(N-butylpi-
perazin)-diazen-1-ium-

1,2-diolat

197 Sekunden

2.7.3. Pentaerythryltetranitrat (PETN)

Pentaerythryltetranitrat ist eine Substanz, die als Arzneimittel zur Behandlung der Angina pec-
toris eingesetzt wird. PETN wurde in dieser Untersuchung als Kontrolle eingesetzt, da auch diese
Substanz erst nach enzymatischer Umwandlung in Zellen NO freisetzt. Der Unterschied besteht
dabei in der Art der enzymatischen Umsetzung, um die NO-Freisetzung zu ermöglichen. Es wird

aber auch angenommen, dass die Freisetzung von NO aus PETN auch auf einem nichtenzymati-
schen, redoxgefördertem Weg geschehen kann. (Heyn 2003)

Da auch PETN wasserunlöslich ist, wurde diese Substanz analog den Diazeniumdiolat-Pro-
drugs in DMSO gelöst (1 M) und diese Stammlösung kurz vor der Anwendung an den Endothel-
zellen auf die benötigten Konzentrationen verdünnt.

Abb. 5: Strukturformel von Pentaerythryltetranitrat (PETN)
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Einer der Vorteile bei Einsatz von PETN in der Therapie ist die geringere Tendenz, Nitrat-
kopfschmerz auszulösen und die Umgehung der Nitrattoleranz, die bei Einsatz der bisher be-

nutzten Substanzen auftritt. Ein weiterer Vorteil von PETN ist die wahrscheinliche Senkung der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, im Gegensatz zu den anderen eingesetzten NO-Dono-
ren (ISDN, ISMN), welche zu einer Zunahme von reaktiven Sauerstoffspezies führen.

2.7.4. NO-Donor-Scavenger-Substanzen

Um zu untersuchen, ob die eingesetzten Substanzen ihre Wirkung durch die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid erzielen, wurden zwei Substanzen eingesetzt, die auf unterschiedliche Weise

die Wirkung von Stickstoffmonoxid unterbinden. 

Hämoglobin ist in der Lage, Stickstoffmonoxid direkt zu binden und es somit dem System zu

entziehen, so dass es keine Wirkung auf die Zellen ausüben kann. Hämoglobin ist ein Protein aus
den roten Blutkörperchen, welches im Körper dem Transport von Sauerstoff und Kohlendioxid
dient.

Methylenblau wirkt einerseits über Inhibition der Guanylatzyklase-Aktivität [Mayer 1993, Mar-
tin 1985]. Dadurch ist es Stickstoffmonoxid nicht möglich, seine Wirkung über diesen Weg aus-
zuüben. Gleichzeitig wirkt Methylenblau auch über Freisetzung des Superoxid-Anions [Marczin
1992, Miclescu 2006]. Durch Verbindung des Superoxid-Anions mit NO wird dieses blockiert
und kann seine Wirkung auf die Zellen nicht direkt ausüben.
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3. Zielstellung dieser Arbeit

Im Rahmen des Projektes "Entdeckung und Entwicklung von neuartigen Wirkstoffen und
Trägersystemen für die Pharmakotherapie der Alzheimer-Demenz" der pharmazeutischen Insti-
tute der Friedrich-Schiller-Universität Jena wurde ein Modell benötigt, dass die Blut-Hirn-Schran-
ke simuliert, so dass daran neue Substanzen auf ihre Eigenschaften getestet werden können. Die-
ses Modell soll Aussagen zur Penetrationsfähigkeit von Substanzen ermöglichen. Des weiteren ist
mit einem Modell aus Endothelzellen die Untersuchung von Einflüssen neuer Substanzen auf die

Dichtigkeit der Monolayer möglich. An diesem Modell sollen die Einflüsse der unterschiedlichen
NO-Donoren und NO-Donor-Prodrugs auf die Dichtigkeit der Endothelzellmonolayer unter-
sucht werden.
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 Material und Methoden

1. Kultivierungsmedien, Pufferlösung und sonstige
Lösungen 

1.1. Pufferlösungen

Tab. 3: Zusammensetzung der Phosphatpufferlösung pH 7,4 (PBS 7,4)

Substanz Menge

Dinatriumhydrogenphosphat 2 Wasser 2,92 g

Kaliumdihydrogenphosphat 0,4 g

Natriumchlorid 16,0 g

Kaliumchlorid 0,4 g

Gereinigtes Wasser ad. 2000,0 g

Tab. 4: Zusammensetzung der Transportpufferlösung

Substanz Menge

Penicillin / Streptomycin (10.000 Units / 10 mg / ml) 10 ml

PBS 7,4 500 ml

1.2. Zellkulturmedien

Tab. 5: Zusammensetzung des Präparationsmediums

Substanz Menge

Penicillin / Streptomycin (10000 Units / 10 mg / ml) 10 ml

M199 500 ml

Tab. 6: Zusammensetzung des Puromycinhaltigen Kultivierungsmediums

Substanz Menge

Penicillin / Streptomycin (10000 Units / 10 mg / ml) 10 ml

Puromycin 1 mg

Pferdeserum 50 ml

M199 500 ml
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Tab. 7: Zusammensetzung des Puromycinfreies Kultivierungsmediums

Substanz Menge

Penicillin / Streptomycin (10000 Units / 10 mg / ml) 10 ml

Pferdeserum 50 ml

M199 500 ml

Tab. 8: Zusammensetzung des Hydrocortisonhaltigen Kultivierungsmediums

Substanz Menge

Penicillin / Streptomycin (10000 Units / 10 mg / ml) 10 ml

Hydrocortison 550 nM

DMEM/Ham's F12 500 ml

1.3. Sonstige Lösungen

Tab. 9: Zusammensetzung der Dextranlösung

Substanz Menge

Dextran 70000 54,0 g

M199 300 ml

Tab. 10: Zusammensetzung der BSA-Lösung-1%

Substanz Menge

Bovines Serum Albumin 1 g

PBS 7,4 100 ml

Tab. 11: Zusammensetzung der Fixierlösung

Substanz Menge

Paraformaldehyd 3,0 g

Glutardialdehyd 50 % 0,2 ml

Saccharose 3,4 g

PBS ad 100 ml

Tab. 12: Zusammensetzung der Primärantikörperlösung

Substanz Menge

Primärantikörperlösung 54,0 g

BSA-Blockierlösung 300 ml
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Tab. 13: Zusammensetzung der Sekundärantikörperlösung

Substanz Menge

Dextran 70000 54,0 g

M199 300 ml

Tab. 14: Zusammensetzung der Triton-X-100-Lösung 0,1 %

Substanz Menge

Triton-X-100 0,1 g

PBS ad 100 ml

2. Gewinnung der Schweinehirnendothelzellen

Am Tag der Extraktion werden aus dem Schlachthof drei frische Schweinehirne aus soeben
geschlachteten Schweinen entnommen. Die Schweine haben ein Alter von 4 bis 7 Monate, wenn
sie geschlachtet werden. Sofort nach der Entnahme der Schweinehirne aus dem Tierkörper wer-
den diese in eisgekühltes 70%iges Ethanol überführt. Nach Sammlung der 6 Hirnhälften werden
diese mit Ethanol gespült, um Blut und Hirnflüssigkeit möglichst vollständig zu entfernen. An-
schließend wird einmal mit Transportpufferlösung gespült, um das Ethanol zu entfernen. Für den

Transport vom Schlachthof zum Labor werden die Gehirne in eisgekühlter Transportpufferlö-
sung aufbewahrt.

Anschließend werden das Kleinhirn, der Hirnstamm, die Hirnhäute und die größeren, außen
sichtbaren Gefäße entfernt.  Nach der mechanischen Reinigung der Gehirne werden diese bis
zum folgenden Schritt in eisgekühltem PBS 7,4 gelagert. Mit einem sterilisierten Gemüsezerklei-
nerer [Württembergische Metallwarenfabrik AG, Geislingen/Steige, Deutschland] werden die ge-
säuberten Hirnhälften zerkleinert. Die entstandene zerkleinerte Hirnmasse wird mit Präparations-
medium auf 300 ml aufgefüllt, mit 1,5 g Dispase versetzt und bei 37 °C für zwei Stunden gerührt.

Durch Zugabe von 360 ml 4 °C kalter Dextranlösung wird eine Dichteeinstellung vorgenommen,
die es ermöglicht, die Kapillaren durch Zentrifugation abzutrennen. Die erhaltene Mischung wird
bei 4 °C für 12 Minuten bei 6500 g zentrifugiert und nach Abgießen des Überstandes werden die
Kapillaren in 15 ml 37 °C warmem Präparationsmedium aufgenommen. Nach Homogenisieren
durch Auf- und Abpipettieren werden die Kapillaren durch ein Nylonnetz (180 µM Porengröße)
filtriert, um eine Abtrennung großer Kapillarbündel zu erzielen. Das Filtrat wird fünfmal trituriert

(durch Aufdrücken der Pipette auf den Boden einer Glaspetrischale und Herausdrücken des Ka-
pillaren enthaltenden Präparationsmediums unter Druck wird durch Scherung eine Vereinzelung
der Kapillaren sichergestellt). Die entstandene Kapillarsuspension wird mit einer Mischung aus
30 mg Collagenase und 30 mg Dispase versetzt und anschließend bei 37 °C für 30 Minuten lang-
sam geschüttelt. Alle 10 Minuten wird kontrolliert, ob Endothelzellen aus den Kapillaren freige-
setzt werden. Treten Endothelzellen aus den Kapillaren aus, so wird diese Lösung sofort bei 300

g für 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird in 20 ml Präpa-



22  Material und Methoden

rationsmedium aufgenommen und diese Mischung wird auf einen Percoll-Gradienten aufgetra-
gen. Dieser Gradient wird bei 1250 g für 10 Minuten zentrifugiert. Die sich in der Grenzschicht

zwischen den beiden Dichtelösungen angesammelten Endothelzellen werden abgenommen und
nach mehrmaligem Spülen in Kultivierungsmedium aufgenommen und in Zellkulturflaschen aus-
plattiert. [Franke 2000, Bauer 2002]

3. Kultivierung der Primären Schweinehirnendothelzellen

Nach der Isolation aus den Kapillaren werden die Endothelzellen 24 Stunden in kollagenbe-
schichteten Zellkulturflaschen gezüchtet. Die ersten zwei Tage wachsen die Zellen in puromycin-
haltigem Kultivierungsmedium, wobei bereits nach 24 Stunden ein erster Medienwechsel erfolgt,
um tote Zellen und Fremdzellen wie z. B. rote Blutkörperchen zu entfernen. 1 bis 2 Tage später
erfolgt das Umsetzen der Endothelzellen aus den Zellkulturflaschen in die Transwell-Inserts. Die

Zellen werden durch Behandlung mit 0,05 %igem Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche ge-
löst, zum Inaktivieren des Enzyms Trypsin werden sofort nachdem sich die Zellen vom Boden
der Kulturflasche abgelöst haben 1 ml Pferdeserum je 10 ml Trypsin zugegeben. Anschließend
wird die so erhaltene Zellsuspension zentrifugiert (300g, 10 Minuten, Raumtemperatur), um die
Endothelzellen von der Trypsinlösung zu trennen und nach Aufnehmen in etwa 2 ml puromycin-
freiem Kultivierungsmedium je T175-Flasche werden die Zellen gezählt. In jedes Insert werden

250 000 Zellen ausgesät um sicherzustellen, dass die Zellen sich nicht weiter teilen. Die Kultivie-
rung in  den Inserts  erfolgt  die  ersten  zwei  Tage  mit  puromycinfreiem Kultivierungsmedium.
Nach zwei  Tagen wird dieses  Medium ausgetauscht  gegen ein hydrocortisonhaltiges  Medium
vom Typ DMEM/Ham´s F12. Der Zusatz an Hydrocortison erhöht die Dichtigkeit der Endo-
thelzellmonolayer, so dass diese als Modell für die Blut-Hirn-Schranke benutzt werden können.
[Franke 2000, Bauer 2002]

4. Isolierung von Rattenschwanzkollagen

Die vom Körper abgetrennten Rattenschwänze werden mit einer Seifenlösung gewaschen, ab-

getrocknet und dann bei -20 °C gelagert. Zur Gewinnung des Kollagens werden die Sehnen aus
den Rattenschwänzen präpariert  und in steriler  0,1%iger Essigsäure  bei  4 °C aufgelöst.  Dabei
wird ein Gehalt von 4 mg Kollagen je Milliliter eingestellt. Nach 24 Stunden wird diese Lösung
von ungelösten Bestandteilen durch Zentrifugation befreit. Die gesamte Isolierung von Ratten-
schwanzkollagen erfolgt unter sterilen Bedingungen in einer Laminar Airflow Box. [Bornstein
1958, Franke 2000]

Vor der Anwendung wird die Kollagenlösung auf die benötigte Konzentration durch Verdün-
nen mit sterilem Wasser eingestellt.
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4.1. Kollagenbeschichtung von Zellkulturflaschen, Inserts und
Deckgläschen

Bei der Beschichtung von Zellkulturflaschen wird eine 0,1 mg/ml-Kollagenlösung eingesetzt,
bei der Beschichtung von Inserts wird eine 0,04 mg/ml-Kollagenlösung verwendet. Dafür wird
die Kollagenstammlösung mit sterilfiltriertem Wasser auf die entsprechende Konzentration ver-

dünnt. Zur Beschichtung der T75-Flaschen werden 10 ml Kollagenlösung 0,1 mg/ml in die Fla-
sche pipettiert, die Flüssigkeit in der Flasche umgeschwenkt, so dass der Boden komplett mit
Flüssigkeit bedeckt ist. Anschließend werden 9 ml aus der Flasche abgesaugt, so dass 1 ml Kolla-
genlösung in der Flasche verbleiben. Bei Kultivierung der Zellen in T175-Flaschen werden 3 ml
Kollagenlösung 1 mg/ml je T175 Flasche für die Beschichtung eingesetzt.  Anschließend lässt
man die Kollagenlösung im Trockenschrank bei 37 °C eintrocknen.

Die Zellkulturinserts werden mit 100 µl Kollagenlösung 0,04 mg/ml je Insert beschickt. Die
Insertplatte wird in Alufolie eingepackt und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach der In-

kubation trocknet die Platte im Luftstrom der Laminar-Air-Flow-Bank. Die so beschichteten In-
serts werden sofort verwendet oder für die spätere Verwendung im Kühlschrank gelagert.

Bei der Beschichtung von Deckgläschen werden 100 µl einer Kollagenlösung 0,04 mg/ml als
Tropfen auf das Deckgläschen aufgebracht. Dieser Tropfen darf nicht zerlaufen. Nach Inkubie-
rung über Nacht im Brutschrank wird die Kollagenlösung unter der Laminar-Air-Flow-Bank ein-
getrocknet.

5. Färbung der Endothelzellen mittels Antikörper

Zur Anfärbung der Endothelzellen mit dem Antikörper  gegen den van Willebrand-Faktor
wurden die Zellen auf Deckgläschen gezüchtet, die vorher mit einer Kollagenbeschichtung verse-

hen wurden. Dies geschah auch für die Anfärbung der Endothelzellen mittels eines Antikörpers
gegen Occludin, einen Bestandteil der Tight junctions.

Die Zellen wurden drei Mal mit PBS 7,4 gewaschen, und dann für 10 Minuten in Formalinlö-
sung 3,7 % fixiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS 7,4, der dreimal wiederholt wurde,
bevor  die  Zellen  mittels  10%iger  Triton-X-100-Lösung permeabilisiert  wurden.  Der  folgende
Waschschritt wurde dreimal durchgeführt und anschließend wurden die Zellen für 30 Minuten
mit einer 1%igen BSA-Lösung behandelt. Direkt auf diesen Schritt folgte die Zugabe des Pri-
märantikörpers für 60 Minuten.  Um ungebundenen Antikörper komplett  zu entfernen wurde

fünfmal mit PBS 7,4 gewaschen. An diesen Waschschritt schließt sich die Behandlung mit dem
Sekundärantikörper für 60 Minuten an. [Bauer 2002] 

Nach fünfmaligem Waschen mit PBS 7,4 werden die Deckgläschen dann in Moviol eingebet-
tet und für 48 Stunden im Kühlschrank die Aushärtung des Moviols abgewartet, bevor eine mi-
kroskopische Untersuchung durchgeführt wurde. Die Untersuchungen wurden mit einem Leica-
Mikroskop durchgeführt.  
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6. Carboxyfluorescein-Fluß-Untersuchungen

Die Bestimmung der Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment dient
als Maß für die Dichtigkeit des Monolayers [Franke 2000, Bauer 2002]. Zu Beginn des Experi-
mentes wird Carboxyfluorescein in einer Konzentration von 1 µM in das Donorkompartiment
zugegeben.

Über 120 Minuten werden aus dem Akzeptorkompartiment alle 10 Minuten 100 µl Probe ge-
zogen und durch 100 µl 37 °C warme Pufferlösung wieder ergänzt. Die Bestimmung der Fluores-
zenzintensität erfolgte in einem Fluoreszenzplattenleser (BMG FLUOstar Optima, Offenburg).

Die ermittelte Fluoreszenzintensität wurde durch Benutzung einer Kalibriergerade in eine Kon-
zentration an Carboxyfluorescein umgerechnet. Die Kalibriergerade wurde aus Lösungen mit un-
terschiedlichem Gehalt an Carboxyfluorescein im Bereich zwischen 0,0001 µM und 1 µM erstellt.
Diese Kalibriergerade wurde bei jeder Bestimmung neu erstellt, da durch die Konstruktion des
Gerätes eine Übertragung der Kalibriergerade eines Versuches auf einen anderen Versuch nicht
möglich ist.

6.1. Bestimmung des transendothelialen elektrischen Widerstandes

Die Messung des elektrischen Widerstandes, der durch den Monolayer erzeugt wird, dient als
Maß für die Dichtigkeit der Endothelzellschicht. Um diesen zu messen, wurde ein Millipore ERS-
Widerstandsmessgerät mit Chopstick-Elektroden benutzt. Als erstes wurde der Widerstand von

leeren, keine Zellen enthaltenden Inserts bestimmt. Dieser Widerstand muss bei den Bestimmun-
gen des Widerstandes eines Zellmonolayers abgezogen werden, um so den elektrischen Wider-
stand des Monolayers zu erhalten. Damit der Wert des Widerstandes unabhängig von der ver-
wendeten Insertgröße ist, wird der erhaltene Wert für den transendothelialen elektrischen Wider-
stand mit der Fläche des Inserts multipliziert.

(1)

RMonolayer ist der berechnete Wert für den elektrischen Widerstand des Endothelzellmonolayers,
der sich nach obiger Formel berechnet. RInsert mit Zellen ist der gemessene Widerstand der Inserts in
denen sich der Monolayer befindet und RInsert ohne Zellen ist der gemessene Widerstand in Ohm eines
Inserts ohne Endothelzellen. Die Fläche des Inserts betrug bei allen Untersuchungen 1,13 cm²,
da bei allen Untersuchungen die gleichen Inserts der Firma Corning eingesetzt wurden.

RMonolayer = RInsert mit Zellen − R Insert ohne Zellen∗ Fläche des Inserts [∗cm
2 ]
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6.2. Berechnung des apparenten Permeationskoeffizienten Papp

Für die Ermittlung des apparenten Permeationskoeffizienten werden in der Literatur verschie-
dene Möglichkeiten genannt. Die in dieser Arbeit eingesetzte Methode wird in den Arbeiten von
Björn Bauer und Michael Török beschrieben [Bauer 2002, Török 2003]. Sie ermöglicht es, direkt
aus den ermittelten Konzentrationen für die Markersubstanz den apparenten Permeationskoeffi-

zienten zu errechnen. 

Der Anstieg im Konzentrations-Zeit-Diagramm wird ermittelt und in die folgende Gleichung

als Permeationsrate dA/dt [%/s] eingesetzt. 

(2)

Das Volumen des Akzeptorkompartiments VAkzeptor ist bei den hier benutzten Inserts 1,5 ml,
die Fläche A des Inserts betrug 1,13 cm², die Ausgangskonzentration c war 100 % und der Volu-
menkorrekturfaktor x betrug 3. Der Volumenkorrekturfaktor berechnet sich aus dem Verhältnis
von Akzeptorvolumen zu Donorvolumen.

6.2.1. Berechnungsmethode 1

Für die Berechnung von Papp werden sämtliche Konzentrationswerte, die innerhalb des Unter-
suchungszeitraumes von 120 Minuten gewonnen werden, benutzt. Dafür wurde der Anstieg der
Ausgleichsgeraden im Konzentrations-Zeit-Diagramm zwischen dem ersten Wert (0 Minuten)
und dem letzten Wert (120 Minuten) ermittelt. Die so erzielte Permeationsrate dA/dt wurde in

die Gleichung 2 eingesetzt, und der apparante Permeationskoeffizient errechnet.

6.2.2. Berechnungsmethode 2

Da bei den Untersuchungen nicht in allen Fällen ein linearer Anstieg der Konzentration an

Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment über die gesamte Dauer von 120 Minuten statt-
fand,  wurde  eine  zweite  Berechnung  des  apparenten  Permeationskoeffizienten  durchgeführt.
Hierbei wurde eine Ausgleichsgerade nur für die Werte zu Beginn der Untersuchung errechnet.
Es wurden die Werte von 0 bis 20 Minuten für die Berechnung der Permeationsrate dA/dt be-
nutzt.

Papp =
dA

dt
∗

V Akzeptor

A
∗

1

c
∗

1

x
[cm/ s ]
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6.3. Berechnung der AUC (area under the curve)

Eine weitere Möglichkeit einen qualitativen Vergleich der einzelnen Konzentrations-Zeit-Kur-
ven besteht in der Bestimmung des insgesamt in das Akzeptorkompartiment transportierten Car-
boxyfluoresceins.  Dies erfolgt  mittels Bestimmung der Fläche unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve. Die AUC wurde mittels der Trapezoidregel bestimmt. Die dafür verwendete Formel lau-

tet:

(3)

 

6.4. Berechnung der f1- und f2-Faktoren

Die Bestimmung des Differenzfaktors f1 sowie des Gleichheitsfaktors f2 dient der Bewertung
der erhaltenen Graphen. Mit diesen Faktoren kann eine Aussage darüber getroffen werden, wie
stark zwei Graphen übereinstimmen, oder ob es einen Unterschied zwischen beiden gibt.

Diese Methode wurde für die Bewertung von Freisetzungsuntersuchungen entwickelt. Auch
bei diesen Untersuchungen gibt es unterschiedliche mathematische Funktionen, die die Graphen
für die freigesetzte Menge an Arzneistoff beschreiben. Deswegen wurde nach einer Methode des
Vergleichs von Graphen gesucht, die modellunabhängig ist. Bei Einsatz solch einer Methode ist

es nicht nötig, die Funktion zu bestimmen, die den Graphen mathematisch am besten beschreibt.
Mit Hilfe dieser Faktoren f1 und f2 ist ein solch modellunabhängiger direkter Vergleich von Kur-
ven möglich. 

Einer der Hauptnachteile bei Einsatz dieser Faktoren ist ihre unzureichende statistische Aus-
sagekraft. Auch basiert dieses Kriterium nicht auf wissenschaftlichen Fakten. Es sind Konventi-
onsfaktoren,  bei denen eine Übereinkunft über die  Aussagekraft getroffen wurde. So legt die
FDA in ihren Richtlinien fest das ein Unterschied zwischen zwei Kurven postuliert werden kann,
wenn der f1-Faktor zwischen 50 und 100 liegt und der f2-Faktor zwischen 0 und 50 liegt (FDA-

Guideline). Trotz dieser Einschränkungen eignen sich diese Faktoren, um eine Einschätzung der
Unterschiedlichkeit der Kurven festzustellen.

Der f1-Faktor, auch als Differenzfaktor bezeichnet, wird nach folgender Formel berechnet:

(4)

Mit Hilfe dieses Faktors bestimmt man den prozentualen Fehler zwischen den beiden zu ver-
gleichenden Kurven. n ist dabei die Anzahl an Messpunkten, Rj und Tj  sind die Prozentwerte im
Akzeptorkompartiment von der Kontrolluntersuchung (Rj) und der Testuntersuchung (Tj) zum
Zeitpunkt j. f1  ist Null, wenn beide Kurven identisch sind und steigt proportional mit der Unter-
schiedlichkeit der Kurven.

AUC =∑
0

n1 cn1cn∗t n1−t n

2
[∗s]

f 1 =
∑
j=1

n

∣R j−T j∣

∑
j=1

n

R j

× 100
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Der f2-Faktor, auch als Gleichheitsfaktor bezeichnet, wird nach der folgenden Formel berech-
net:

(5)

Der Gleichheitsfaktor f2 ist die logarithmische Umwandlung der aufsummierten quadrierten

Fehler der Unterschiede zwischen der Test- (Tj) und der Kontrolluntersuchung (Rj).

Um diese Faktoren in dieser Untersuchung einsetzen zu können, wurden nur die Unterschiede

zwischen den Mittelwerten berechnet.

Als Grenzen werden für den f1-Faktor ein Mindestgröße von 70 und für den f2-Faktor eine

Maximalgröße von 40 festgelegt. Nur wenn beide Faktoren diese Größen überschreiten (f1-Fak-
tor) bzw. darunter liegen (f2-Faktor), werden die beiden betrachteten Kurven als unterschiedlich
deklariert.

7. Bestimmung des Einflusses von NO-Donoren auf den
Fluß von Carboxyfluorescein über Endothelzellmonolayer

Zu Beginn des Experiments wird der transendotheliale Widerstand (TEER) mittels Millipore
Chopstick-Elektroden gemessen. Der gemessene transendotheliale Widerstand gibt einen Hin-
weis auf die Dichtigkeit des Monolayers. Ist dieser Widerstand größer als 300 Ω*cm² hat der Mo-
nolayer eine ausreichende Dichtigkeit erreicht und die Flußuntersuchungen, mit oder ohne Beein-
flussung durch NO-Donoren oder NO-Donor-Prodrugs, können mit diesem Monolayer durch-

geführt werden. 

Aus dem Akzeptorkompartiment wird das hydrocortisonfreie Kultivierungsmedium vorsichtig

entfernt und durch Hank's „balanced salt solution“ ersetzt. Dann werden in das Donorkomparti-
ment die zu untersuchenden NO-Donoren oder NO-Donor-Prodrugs in den zu untersuchenden
unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. Damit sich die Substanz im Donorkompartiment
verteilen kann, wird die Multiwellschale mit den darin befindlichen Inserts im Brutschrank für 5
Minuten geschüttelt (500 Umdrehungen pro Minute). Als Marker für die Dichtigkeit der Mono-
layer wird die Konzentration des fluoreszierenden Markers Carboxyfluorescein im Akzeptorkom-

partiment bestimmt. Es werden alle 10 Minuten 100 µl Probe aus dem Akzeptorkompartiment
entnommen und durch Pufferlösung ersetzt.

f 2 = 50 × log{[1 1/ n∑
j=1

n

∣R j−T j∣
2]

−0,5

× 100}
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8. Oxyhämoglobingewinnung

8.1. Gewinnung von Hämoglobin aus Vollblut

450 ml frisches Schweineblut werden im Schlachthof direkt zu 50 ml einer 3,2 %igen Trinatri-

umcitratlösung gegeben. Diese Lösung wird bei 4 °C und 3000 g für 10 Minuten zentrifugiert
und anschließend der  Überstand (dieser  entspricht  dem Plasma) verworfen.  Die so erhaltene
Zellsuspension wird mit Hank`s Balanced Salt Solution gewaschen und bei 4 °C und 3000 g für
10 Minuten zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird einmal wiederholt.

Um das in den Erythrozyten enthaltene Hämoglobin freizusetzen, werden die Zellen mit einer
hypotonen Lösung lysiert. Dafür wurde reines Wasser benutzt. Daraufhin werden die Zellreste
bei 3000 g, 4 °C und 10 Minuten Dauer abzentrifugiert. Der Überstand wird gegen Wasser für 72
Stunden dialysiert. Anschließend erfolgt eine Gefriertrocknung. Dieses gefriergetrocknete Hämo-

globin wird bei 4 °C aufbewahrt. [Mottaleb 2004, Perutz 1968]

8.2. Gewinnung des Oxyhämoglobins aus Hämoglobin

Zur Überführung des gewonnenen Hämoglobins in Oxyhämoglobin wird dieses in PBS 7,4
gelöst (Konzentration 1 mM) und reiner Sauerstoff wird für 120 Sekunden in diese Lösung einge-
leitet. Anschließend wird eine Reduktion durch Zugabe von Natriumdithionit (0,2 g je 10 ml Hä-

moglobinlösung) durchgeführt. Um die so entstandene Lösung zu entsalzen wird sie über eine
Sephadex G-25 Säule gegeben. Dazu wird Sephadex G-25 medium in PBS 7,4 suspendiert, über
Nacht quellen gelassen und am nächsten Tag auf eine Säule gegeben. Es folgt eine Spülung mit
PBS 7,4, die wiederholt wird. Danach wird die Oxyhämoglobinlösung auf die Säule aufgegeben
und mittels Phosphatpuffer eluiert. Die dunkelrote Fraktion wird eisgekühlt aufgefangen und für
weitere  Untersuchungen,  z. B.  zur  Bestimmung  des  Oxyhämoglobingehaltes,  tiefgekühlt  bei

-20 °C aufbewahrt. [Hüsgen 2003]
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8.3. Bestimmung des Oxyhämoglobingehaltes

Zur Vermessung wird eine 1:500 Verdünnung der erhaltenen Oxyhämoglobinlösung in Was-
ser benutzt. Vermessen wird die Absorption bei 415 nm.

Zur Berechnung wird Formel 6 benutzt:

(6)

E steht für die gemessene Extinktion, ε für den molaren Extinktionskoeffizienten (ε415 = 131

mM-1cm-1), c für die Konzentration in mM. [Hüsgen 2003]

Um aus der gemessenen Extinktion die Konzentration an Oxyhämoglobin ermitteln zu kön-

nen, muss Formel 6 in Formel 7 überführt werden.

(7)

E = ∗ c

c =
E

131
∗ 500 [mM ]



30  Material und Methoden

9. Cytotoxizitätsuntersuchung

9.1. Prinzip des Cytotoxizitätstests

Zur Untersuchung auf Cytotoxizität  verschiedener Substanzen wurde ein Test (ToxiLight©

Cytotoxicity Assay, Cambrex Bio Science Inc., USA) eingesetzt, der die Menge an freigesetztem
Enzym Adenylatkinase aus toten oder sterbenden Zellen bestimmt. Nur bei Zellen, bei denen die
Membranintegrität gestört ist, wie dies bei toten oder sterbenden Zellen der Fall ist, und dadurch
in das umgebende Medium Enzyme wie auch die Adenylatkinase gelangen können, wird eine
hohe Konzentration an Enzym feststellbar sein.

Der Test besteht aus zwei Reaktionsschritten. Durch Zugabe von Adenosindiphosphat zum
zu untersuchenden Medium wird durch das Enzym Adenylatkinase Adenosintriphosphat (ATP)

gebildet, dargestellt in Abb. 6 a. Im zweiten Reaktionsschritt, gezeigt in Abb. 6 b, wird aus ATP
und Luciferin durch das Enzym Luciferase Licht erzeugt, welches in einem Luminometer ver-
messen werden kann. Die dabei entstehende Menge an Licht ist proportional der aus den Zellen
freigesetzten Menge an Adenylatkinase. [Crouch 1993]

Abb. 6: a) Erzeugung von Adenosintriphosphat durch das Enzym Adenylatkinase
b) Umwandlung von Luciferin durch das Enzym Luciferase und Erzeugung von Licht

9.2. Durchführung des Cytotoxizitätstests

85 000 Zellen pro well werden in 96-Well-Platten ausgesät. Die Zellen werden bis zur Konflu-
enz kultiviert. In das Kultivierungsmedium wird die zu testende Substanz zugegeben. Nach 60
bzw. 120 Minuten werden aus jedem well 20 µl Kultivierungslösung entnommen und in eine wei-
ße 96-Multiwell-Platte überführt. Zu diesen 20 µl werden 20 µl Adenylatkinase Detection Reagent
und 100 µl HBSS hinzugefügt. Anschließend wird für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die anschließende Bestimmung der Lichtintensität erfolgt im Plattenlesegerät bmg Fluostar Opti-

ma (BMG Labtech GmbH, Deutschland). Alle Untersuchungen werden als Dreifachbestimmun-
gen durchgeführt.

a)

b)
ATP O

2

Mg
2+

AMP+ Luciferin +
Luciferase

Oxyluciferin + + PPi + CO2+ Licht

Mg
2+

ADPADP Mg
2+

AMPATP+
Adenylatkinase

+
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10. Vitalitätsuntersuchung

10.1. Prinzip der Vitalitätsuntersuchung

Die Bestimmung der Vitalität der primären Schweinehirnendothelzellen wurde mit dem Cell-
Titer-Blue™Cell Viability Assay (Promega GmbH, Deutschland) durchgeführt. Dieser Test be-
stimmt  die  metabolische  Aktivität  von Zellen über  deren  Fähigkeit,  den Farbstoff  Resazurin
durch Reduktion in den fluoreszierenden Farbstoff Resorufin umzuwandeln. Die Konzentration
an fluoreszierendem Edukt kann dann mittels eines Fluoreszenzspektrophotometers bestimmt
werden. [Ahmed 1994, Squatrito 1995]

10.2. Durchführung der Vitalitätsuntersuchung

Die Endothelzellen werden in 96-well-Platten in einer Konzentration von 85 000 Zellen je
well ausgesät. Alle Bestimmungen werden als Dreifachbestimmungen durchgeführt. Einen Tag

vor der Untersuchung wird das Medium das letzte Mal gewechselt, um einen Einfluss des Me-
dienwechsels auszuschliessen. Pro Well werden 200 µl Medium eingefüllt. Am Tag der Untersu-
chung wird in das Medium die zu untersuchende Substanz (NO-Donor, NO-Donor-Prodrug)
zugegeben. Anschließend werden 20 µl Cell Titer Blue Reagenz je well zupipettiert. Die Vermes-
sung der Fluoreszenz erfolgt nach einem vorher festgelegten Zeitintervall in einem Fluoresenz-
plattenleser. 

Abb. 7: Umwandlung von Resazurin in die fluoreszierende Substanz Resorufin

N

O OO

O

N

O OONa
+

Na
+

Reduktion durch lebende Zellen

Resazurin Resorufin
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11. Substanzen und Geräte

11.1. Substanzen

In Tab. 15 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Substanzen und Chemikalien aufgeführt.

Tab. 15: Substanzen und Chemikalien, ihre Hersteller und ihr Einsatzzweck

Bezeichnung Hersteller Einsatzzweck

Anti-human von Willebrand
Factor developed in Rabbit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Primärantikörperlösung zur Anfärbung von Endo-
thelzellen

Anti-Rabbit IgG (whole mole-
cule)-FITC

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Sekundärantikörperlösung

Anti-Rat IgG (whole molecu-
le)-FITC-conjugate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Sekundärantikörperlösung

4(5)-Carboxyfluorescein Fluka Chemie AG, Mün,
Deutschland

Markersubstanz für die Durchlässigkeit der Endo-
thelzellmonolayer

CellTiter-BlueTM Cell Viability
Assay

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland

Bestimmung der Zellvitalität

Collagenase  Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Enzym zum Herauslösen der Endothelzellen aus
den Kapillaren

Dextran 70 Applichem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Einstellen einer gewünschten Dichte für die Zentri-
fugation der freigesetzten Kapillaren nach der ers-
ten enzymatischen Verdauung der Gehirne

Dinatriumhydrogenphosphat
2 Wasser

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Bestandteil der Pufferlösung

Dispase Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Enzym zum Herauslösen der Kapillaren aus dem
Gewebe und zum Herauslösen der Endothelzellen
aus den Kapillaren

Glutardialdehyd 50% Lösung SERVA Electrophoresis
GmbH,Heidelberg, Deutsch-
land 

Bestandteil der Fixierlösung

DMEM high glucose PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Österreich

Nährlosung für die Endothelzellkultur

DMEM high glucose/Ham's F
12

PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Österreich

Nährlosung für die Endothelzellkultur

HBSS (Hank's balanced salt
solution) 10fold

Biowest S.A.S, Nuaillé, Frank-
reich

Salzlösung 10fach konzentriert zur Herstellung der
HBS-Lösung, HBSS wird als Akzeptorlösung bei
Transportuntersuchungen eingesetzt

Hydrocortison Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Erhöhung der Dichtigkeit der Endothelzellmono-
layer

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Bestandteil der Pufferlösung

Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Bestandteil der Pufferlösung
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Bezeichnung Hersteller Einsatzzweck

M199 PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Österreich

Nährlosung für die Endothelzellkultur

Natriumchlorid VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Bestandteil der Pufferlösung

Natriumdithionit Fluka Chemie AG, Mün,
Deutschland

Reduktionsmittel für die Oxyhämoglobingewin-
nung

Paraformaldehyd SERVA Electrophoresis
GmbH,Heidelberg, Deutsch-
land 

Bestandteil der Fixierlösung

Penicillin-Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Österreich

Antibiotikum und Antimykotikum Lösung für die
Zellkultur

Percoll® Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung der
Primären Schweinehirnendothelzellen

Pferdeserum PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Österreich

Bestandteil der Nährlösung für die Zellkultur, Ab-
stoppen von Trypsin

Puromycindihydrochlorid Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland

Abtöten von Fremdzellen, um reine Endothelzell-
kulturen zu erhalten

Rattenschwanzkollagen SERVA Electrophoresis
GmbH,Heidelberg, Deutsch-
land 

Beschichtung von Zellkulturinserts zur Anzucht
von Endothelzellen

Rat X ZO-1 (MAB 1520) CHEMICON International,
Inc., Hampshire, Großbritan-
nien

Primärantikörperlösung zur Markierung des Tight-
junction Proteins ZO-1 (Zonula occludens 1)

Saccharose Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Bestandteil der Fixierlösung

Sephadex®G25 Pharmacia, Uppsala, Schweden Binden von Ionen bei der Aufreinigung des Oxyhä-
moglobins

ToxiLight© Cytotoxicity Assay Cambrex Bio Science Inc.,
Rockland, USA

Bestimmung der Cytotoxizität von Substanzen

Trinatriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Blutgerinnungshemmer für die Oxyhämoglobinge-
winnung

Triton X-100 Ferak, Berlin, Deutschland Durchlässigkeit der Zellmembranen für Antikörper
erhöhen, Abtöten der Zellen als Positivkontrolle
bei Cytotoxizitätsuntersuchungen

Trypanblau-Lösung 0,1 % Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
München, Deutschland

Anfärben toter Zellen bei der Zellzählung

Trypsin PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Österreich

Enzymlösung zur Ablösung der Zellen aus den
Zellkulturflaschen
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11.2. Geräte

Tab. 16: Geräte, deren Hersteller und der Verwendungszweck der eingesetzten Geräte

Bezeichnung Hersteller Einsatzzweck

Autoklav H+P Varioklav b5T H+P Labortechnik AG, Ober-
schleißheim, Deutschland

Sterilisation von Geräten für die Extraktion und
Glasflaschen für die Zellkulturmedien und die Puf-
ferlösungen, Autoklavierung der Zellkulturabfälle

bmg FLUOstar OPTIMA BMG Labtechnologies GmbH,
Offenburg, Deutschland

Mikrotiterplatten-Spektrophotometer für die Fluo-
reszenzmessung für Flußbestimmungen und Vitali-
tätsuntersuchungen

Brutschrank Heraeus® BBD
6220

Kendro Laboratory Products
GmbH, Hanau, Deutschland

Schaffung der Umgebung für die Züchtung der
Endothelzellen durch Einstellen der Temperatur
auf 37 °C, Luftfeuchtigkeit 95 % und 5 % CO2

Endohm-12 World Precision Instruments
Inc., Sarasota, USA

Widerstandsmessung

Eppendorf Centrifuge 5804 R
mit Rotor A-4-44

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Zentrifugationsschritte bei der Extraktion sowie
nach dem Abtrypsinieren der Zellen

Eppendorf Centrifuge 8403 Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Zentrifugationsschritte bei der Oxyhämoglobinge-
winnung

Gemüsezerkleinerer WMF Württembergische Me-
tallwarenfabrik AG, Geislin-
gen/Steige, Deutschland

Zerkleinerung des gereinigten Gehirns

Gefriertrocknungsanlage Lyo-
vac® GT2

Niro GmbH, Müllheim,
Deutschland

Trocknen der Oxyhämoglobinlösung, Stabilisierung
für die Aufbewahrung

HERAsafe KS Kendro Laboratory Products
GmbH, Hanau, Deutschland

Laminar-Air-Flow-Bank für die Zellkultur

IKA®-MS1 Minishake IKA®Works do Brasil Ltds,
Taquara, Brasilien

Mischen der Standardlösungen für die Car-
boxyfluorescein-Gehaltsbestimmung

MC1 Research RC 210 P Sartorius AG, Göttingen,
Deuschland

Waage für alle anfallenden Wägeschritte

Mikroskop Leica DMRXP mit
Kamera Spot Insight QE, mit
Software Spot Advanced

Mikroskop: Leica Mikroskope
& Systeme GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Kamera: Diagnostic instru-
ments, inc., Sterling Heights,
USA

Fluoreszenzaufnahmen der antikörpergefärbten
Zellen

Millicell®-ERS mit Chopstik-
Elektrode

Millipore, Bedford, USA Widerstandsmessung

Neubauer-improved Zählkam-
mer

Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG, Lauda-Königshofen,
Deutschland

Bestimmen der Zellzahl

pH-Meter 1140 Mettler-Toledo GmbH Pro-
cess, Urdorf, Schweiz

pH-Messung der Pufferlösungen und der Medien

Teleshake mit Shakemodul H+P Labortechnik AG, Ober-
schleißheim, Deutschland

Plattenschüttler zum Mischen der Kapillaren bei
der zweiten Verdauung und Schütteln der Platten
mit den Inserts bei den Flußuntersuchungen
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Bezeichnung Hersteller Einsatzzweck

Trockenschrank Binder
FD115

Binder GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

Sterilisation von Glas- und Metallgeräten für die
Extraktion, Eintrocknen der Kollagenlösungen zur
Beschichtung der Zellkulturflaschen

Vacusafe Comfort IBS Integra Bioscience AG,
Chur, Schweiz

Absaugen der Flüssigkeitsreste, überschüssiger
Zellsuspension

Variomag Magnetrührer H+P Labortechnik AG, Ober-
schleißheim, Deutschland

Magnetrührer zum Mischen der Hirnmasse bei der
ersten enzymatischen Verdauung

Wasserbad Julabo 7A mit Jula-
bo Heizung MP-PA/KUA

Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach, Deutschland

Aufwärmen der Medien und Pufferlösungen vor
der Anwendung in der Zellkultur
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11.3. Verbrauchsmaterialien

Tab. 17: Verbrauchsmaterialien, deren Hersteller und der Verwendungszweck der eingesetzten Geräte

Bezeichnung Hersteller Einsatzzweck

Deckgläschen und Objektträ-
ger

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Mikroskopische Untersuchungen, Antikörperfär-
bungen

Dialyseschlauch Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Abtrennung der gelösten Salze bei der Oxyhämo-
globingewinnung

Einmalpipetten Greiner Bio-One International
AG, Kremsmünster.Deutsch-
land

Transfer von Lösungen

Monodur MON PA 200 N Verseidag Techfab GmbH,
Walbeck, Deutschland

Vereinzelung der Gehirnkapillaren während der
Extraktionsprozedur

Multi-well-Zellkulturschalen Greiner Bio-One International
AG, Kremsmünster.Deutsch-
land

Anzüchten von Zellen

Pipettenspitzen Greiner Bio-One International
AG, Kremsmünster.Deutsch-
land

Transfer von Lösungen

Reaktionsgefäße 2 ml Greiner Bio-One International
AG, Kremsmünster.Deutsch-
land

Aufbewahren von Lösungen, Zentrifugieren von
Zellen

Sterile Flaschen (wiederver-
wendbar)

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Aufbewahren von Lösungen

Zellkulturflaschen Greiner Bio-One International
AG, Kremsmünster.Deutsch-
land

Anzüchten der Zellen nach der Extraktion

Zellkulturröhrchen, 12 und 50
ml

Greiner Bio-One International
AG, Kremsmünster.Deutsch-
land

Zentrifugieren von Zellen, Aufbewahren
 von Lösungen

6-well-Zellkulturschalen Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Durchführung von Transportuntersuchungen
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 Ergebnisse und Diskussion

1. Etablierung des Blut-Hirn-Schranken-Modells

Bei der Etablierung des Modells war es vor allem wichtig, sicherzustellen, dass eine größtmög-
liche Reinheit der Endothelzellen erzielt werden kann. Dies kann einerseits durch das Extrakti-
onsverfahren geschehen, anderseits auch durch spezielle Züchtungsverfahren erzielt werden. Bei

dem hier verwendeten Modell kamen beide Methoden zum Einsatz. 

Es wurde einerseits durch den Einsatz von Enzymen und Filtern die Menge an Fremdzellen

während der Extraktion begrenzt. Im Anschluss an die Gewinnung der Endothelzellen aus den
Schweinehirnen wurde durch Einsatz des Antibiotikums Puromycin sichergestellt, dass sich in
den nachfolgenden zwei Tagen der Kultivierung vor allem die Endothelzellen vermehren kön-
nen. Andere Zellen, wie Perizyten, glatte Muskelzellen oder Astrozyten, die als Verunreinigung in
den Kulturen auftreten können, können in einem puromycinhaltigen Medium nur sehr schwer
wachsen, da sie keine p-Glycoprotein-Expression aufweisen. Dieses Enzym ermöglicht es, dass in

die Zellen eingedrungenes, zytotoxisches Puromycin wieder aus den Zellen heraustransportiert
wird [Perrière 2005].

In Abb. 8 sind mikroskopische Aufnahmen der Endothelzellen im Phasenkontrast und Fluo-
reszenz-Aufnahmen nach Anfärbung gegen das Tight-junction-Protein ZO-1 dargestellt. 

Abb. 8: a) Primäre Schweinehirnendothelzellen nach 6 Tagen in Kultur, gezüchtet in kollagenbeschichteten 24well-
Platten, Vergrößerung 200x, Phasenkontrast-Mikroskopie
b) Primäre Schweinehirnendothelzellen nach 6 Tagen in Kultur, gezüchtet auf kollagenbeschichteten Deck
gläschen, Vergrößerung 200x, Antikörper gegen ZO-1-Protein

a) b)
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2. NO-Donoren

2.1. Cytotoxizitätsuntersuchungen

2.1.1. Primäre Schweinehirnendothelzellen

Im Vorfeld der Untersuchungen zum Einfluss von verschiedenen Diazeniumdiolaten auf den

Fluß von Carboxyfluorescein über Endothelzellmonolayer wurden Cytotoxizitätssuntersuchun-
gen mit den vier vielversprechendsten Kandidaten durchgeführt. Diese Kandidaten waren PHE-
PIPERAZI/NO und DBA/NO als  sofortfreisetzende NO-Donoren und Tosyl-PYRRO/NO
und Et-PHEPIPERAZI/NO für  die  Gruppe der  NO-Donor-Prodrugs.  Alle  vier  Substanzen
wurden in einer Konzentration von 100 µM auf bestehende Cytotoxizität für primäre Schweine-
hirnendothelzellen untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 9 dargestellt.

Bei diesem Test wurde die Menge an Adenylatkinase gemessen, die sich im extracellulären
Raum befindet.  Adenylatkinase ist  ein intrazelluläres Enzym, welches nur bei  Schädigung der

Zellmembran in den Extrazellulärraum gelangen kann. Wird die Zellmembran durch Substanzen
direkt oder indirekt durch deren Wirkung in der Zelle geschädigt, so steigt die Konzentration im
Extrazellulärraum an. Diese erhöhte Konzentration kann dann mittels einer Lumineszenzmes-
sung quantifiziert werden. Eine erhöhte Menge an Adenylatkinase kann als Marker für eine Zell-
schädigung und damit als ein Indikator für den einsetzenden Zelltod dienen.

Als Kontrolle werden unbehandelte Zellen eingesetzt.  Damit kann festgestellt  werden,  wie
groß die Menge an Adenylatkinase im Normalzustand ist. Parallel dazu werden die Zellmembra-
nen von Zellen aufgelöst und dadurch die Gesamtmenge an Adenylatkinase, welche sich in den

Zellen befindet, freigesetzt. Dadurch erhält man die beiden Extremwerte, zwischen denen sich
der Wert für die mit der Testsubstanz behandelten Zellen befinden muss. Je höher dieser Wert
ist, desto stärker ist die Membranschädigung durch die untersuchte Substanz.

Alle Untersuchungen wurden mit konfluent gewachsenen Endothelzellen durchgeführt, damit
die gleichen Bedingungen herrschen, wie sie auch bei den Permeabilitätsuntersuchungen gegeben
sind.

Keine der vier untersuchten Substanzen bewirkte eine deutlich erhöhte Membrandurchlässig-
keit für das Enzym Adenylatkinase nach Einwirkung auf die Endothelzellen und zeigte damit in
einer Konzentration von 100 µM keine Cytotoxizität auf die Endothelzellen. Dies ist in Hinsicht
auf die folgenden Untersuchungen wichtig, da sichergestellt sein sollte, dass eventuelle Effekte

auf die Monolayer durch die NO-Donoren oder durch die NO-Donor-Prodrugs nicht durch cy-
totoxische Effekte bewirkt werden.
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In einem zweiten Experiment wurden drei verschiedene Konzentrationen (100 µM, 250 µM

und  500  µM)  von  fünf  verschiedenen  NO-Donoren  (PHEPIPERAZI/NO,  DBA/NO,
PYRRO/NO, DETA/NO und SperminNONOat  ),  drei  verschiedenen NO-Donor-Prodrugs
(Et-PHEPIPERAZI/NO, Tosyl-PYRRO/NO, PENT-BIS-PYRRO/NO) und dem NO-Donor
PETN, der nicht zur Gruppe der Diazeniumdiolate gehört, auf cytotoxische Effekte auf primäre
Schweinehirnendothelzellen untersucht (Abb. 10).

PHEPIPERAZI/NO führt nur in der Konzentration von 500 µM in diesem Experiment zu
einer deutlich höheren Durchlässigkeit der Zellmembran für das Enzym Adenylatkinase, in den
beiden niedrigeren Konzentrationen an NO-Donor war die Menge an Adenylatkinase im Extra-

zellulärraum vergleichbar der Kontrolle.

DBA/NO,  PYRRO/NO,  DETA/NO  und  SperminNONOat  führen  zu  keiner  erhöhten

Durchlässigkeit  für  Adenylatkinase  bei  Schweinehirnendothelzellen  in  allen  drei  untersuchten
Konzentrationen. Damit zeigt sich, dass diese vier Substanzen keine cytotoxische Eigenschaften
in den untersuchten Konzentrationen von 100 µM, 250 µM und 500 µM aufweisen.

Das NO-Donor Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO erhöhte die Konzentration von Adenylat-
kinase im Extrazellulärraum nur leicht bei einer Konzentration von 100 µM und 250 µM. Der Ef-
fekt ist nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Die höchste untersuchte Konzentration er-
zielte keinen Effekt auf die Permeabilität von Adenylatkinase verglichen mit der Kontrolle (unbe-
handelte Zellen). Tosyl-PYRRO/NO erhöhte die Konzentration von Adenylatkinase leicht aber

nicht signifikant in den Konzentrationen 250 µM und 500 µM. Pent-bis-PYRRO/NO senkte die
Konzentration an Adenylatkinase verglichen mit der Kontrolle (unbehandelte Zellen) in den bei-
den höchsten untersuchten Konzentrationen. 

Abb.  9:  Cytotoxizitätssuntersuchung primärer  Schweinehirnendothelzellen  mittels  ToxiLight© Cytotoxicity  Assay,
Substanzen wurden in der Konzentration von 100 µM eingesetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, mittels
Lysis Control abgetötete Zellen und mit Triton-X100 abgetötete Zellen (n=3)
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Zusammenfassend zeigt diese Untersuchung, dass die hier untersuchten Substanzen teilweise
zu einer erhöhten Durchlässigkeit  für Adenylatkinase führten, diese Konzentrationen aber im
Vergleich mit der Lysis-Kontrolle sehr niedrig sind. Es wird durch diese Substanzen, NO-Dono-

ren wie auch NO-Donor-Prodrugs keine cytotoxischer Effekt auf die Endothelzellen ausgeübt.

Abb.  10: Cytotoxizitätssuntersuchung primärer Schweinehirnendothelzellen mittels ToxiLight© Cytotoxicity Assay,
Substanzen wurden in drei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen
und mit Triton-X100 abgetötete Zellen (n=1, Kontrolluntersuchungen n=3)
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2.1.2. Zelllinie HCMEC/D3

Die  Untersuchung  auf  Cytotoxizität  wurde  noch  mit  einer  weiteren  Zellart  durchgeführt.
Dazu wurden immortalisierte menschliche Gehirnendothelzellen (HCMEC/D3) verwendet. Die-
se Zellen bieten den Vorteil, noch näher an der menschlichen Physiologie zu sein und damit bes-
ser übertragbarere Ergebnisse zu liefern. Auch hier konnte bei allen untersuchten Substanzen kei-
ne erhöhte Cytotoxizität festgestellt werden.

Besonders niedrige Werte nach Zusatz der entsprechenden NO-Donor-Prodrugs waren bei
den Substanzen PENT-BIS-PYRRO/NO und PENT-PIPERAZI/NO zu erkennen (Abb. 11).

Alle anderen Substanzen zeigten keine Änderung gegenüber der Kontrolle, den unbehandelten
Zellen.

Damit ist gewährleistet, dass bei Einsatz der NO-Donoren in den von uns untersuchten Kon-
zentrationen von 100 µM bis 500 µM keine cytotoxischen Effekte für die Resultate verantwort-
lich sind.

Abb. 11: Cytotoxizitätssuntersuchung von HCMEC/D3-Zellen mittels ToxiLight© Cytotoxicity Assay, NO-Donoren
und NO-Donor-Prodrugs wurden in zwei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrolle dienten un-
behandelte Zellen und mit Triton-X100 abgetötete Zellen (n=3)
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2.2. Vitalitätsuntersuchungen

2.2.1. Vitalitätsbeeinflussung der Endothelzellen durch verschiedene
Kultivierungsmedien

Der Einfluss unterschiedlicher Kultivierungsmedien auf die Vitalität von Endothelzellen wur-
de mit den in Tab. 18 aufgeführten Kultivierungsmedien in unterschiedlicher Zusammensetzung
durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abb. 12 dargestellt. Als Standard wird das Medium
M199-Kultivierungsmedium verwendet, da dieses Medium für die standardmäßige Kultivierung
der Primären Schweinehirnendothelzellen benutzt wird. Keinen Unterschied in der Vitalität der
untersuchten Zellen gibt es zwischen dem Kontrollmedium und Medium M199 mit Hydrocorti-
son, Medium M199-Kultivierungsmedium mit Puromycin und Medium DMEM/hg nach 2 Stun-
den Kontakt mit dem Reagenz. Medium M199 ohne Zusatz von Serum und Antibiotika führt in-

nerhalb von zwei Stunden zu einer deutlich höheren Vitalität der Zellen, vergleichbar mit den Vi-
talitätsdaten von DMEM/hg-Kultivierungsmedium und RPMI. Die stärksten Erhöhungen der
Zellvitalität sind bei den Medien Endothel Basal Medium, MCDB131, DMEM/Ham's F12 und
Ham's F12 zu beobachten. Bei Einsatz des Mediums DMEM/lg thermostabil kam es zu einer
verringerten Zellvitalität. Dieser Effekt verstärkte sich nach 4 Stunden Behandlung mit Resazu-

Tab. 18: Zusammensetzung der in der Vitalitätsuntersuchung verwendeten Zellkulturmedien

Medium Ab-
kür-
zung

Penicillin/Strep
tomycin - 10.000

Units /
10mg/ml

L-
Glutamin
[mM]

Serum
10 %

Hydrocortison Puromycin

M199 M1 — 0,68 — — —

M199 mit Hydrocortison M2 — 0,68 — 550 nM —

M199-Kultivierungsmedium M3 2 % 0,68 Pferdeserum — —

M199-Kultivierungsmedium
mit Puromycin

M4 2 % 0,68 Pferdeserum — 2 µg/ml

DMEM/hg D1 — 4 — — —

DMEM/lg thermostabil D2 — 2 — — —

DMEM/hg-Kultivierungs-
medium

D3 2 % 4 fötales Kälberse-
rum

— —

DMEM/Ham's F12 D4 — 2,5 — — —

Ham's F12 H — 0,5 — — —

RPMI R 2 % 2 fötales Kälberse-
rum

— —

Endothel Basal Medium E — — — — —

MCDB131 (Gibco) MC — 10 — — —
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rin. Dieses Medium führte eindeutig zu weniger vitalen Zellen und ist deshalb für die Kultivie-
rung primärer Schweinehirnendothelzellen nicht geeignet.

4 Stunden nach Zugabe des Reagenz ist nur noch zwischen der Kontrolle und M199 mit Hy-
drocortison sowie M199 Kultivierungsmedium mit Puromycin eine gleich starke Vitalität der Zel-
len zu erkennen. Medium DMEM/hg zeigt nach 4 Stunden eine leicht stärkere Vitalität der be-
handelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Alle anderen Medien führten bei den damit behan-
delten Zellen nach 4 Stunden Resazurin-Einwirkung  zu einer höheren Zellvitalität im Vergleich

zum M199-Kultivierungsmedium.

Aufgrund dieser Untersuchung kann man schließen, dass es entscheidend für Untersuchungen

von Transportvorgängen am aus primären Schweinehirnendothelzellen gebildeten Monolayer ist,
in welchem Medium die Zellen kultiviert werden und in welchem Medium die Transportuntersu-
chung durchgeführt  wird.  Vor allem für  die  Vergleichbarkeit  der Ergebnisse zwischen unter-
schiedlichen Laboren spielt dies eine wichtige Rolle.

Abb.  12: Vitalitätsbeeinflussung bei Einsatz unterschiedlicher Zellkulturmedien auf Primäre Schweinehirnendothel-
zellen, die verschiedenen Medien M1 – M4, D1 – D2, H, R, E und MC entsprechen den Zellkulturmedien aus Tab.
18, Untersuchung wurde mittels des  CellTiter-Blue™Cell Viability Assay durchgeführt (Mittelwert ± σ, n=3)
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2.2.2. Vitalitätsbeeinflussung der Endothelzellen durch verschiedene NO-
Donoren

Untersuchungen auf Vitalitätsbeeinflussung von Schweinehirnendothelzellen wurden mit den 

verschiedenen NO-Donoren PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, SperminNONOat, DETA/NO
und PYRRO/NO sowie den NO-Donor-Prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO und TOSYL-PYR-
RO/NO durchgeführt (siehe Abb. 13 und Abb. 14). Dabei zeigte sich, dass die NO-Liberatoren,
die Stickstoffmonoxid bei Lösen in physiologischen, wässrigen Medien sofort freisetzen, ein an-
deres Verhalten im Vergleich zu den Substanzen zeigen, die einer Bioaktivierung unterworfen
werden müssen. 

Die beiden in wässrigem Milieu sofort  NO freisetzenden Substanzen PHEPIPERAZI/NO
und DBA/NO zeigten mit steigender Konzentration an NO-Donor eine steigende Vitalität, wie

aus Abb. 13 ersichtlich ist. Bei einer Konzentration von 500 µM zeigt sich eine deutlich höhere
Vitalität wie die Kontrolle ohne NO-Donor. Das NO-Donor-Prodrug Tosyl-PYRRO/NO führt
mit steigenden Konzentrationen zu einer abnehmenden Vitalität der Endothelzellen. Bei einer
Konzentration von 500 µM ist die Vitalität signifikant niedriger verglichen mit den Zellen die
nicht mit NO-Donoren behandelt worden sind. Bei der Substanz Et-PHEPIPERAZI/NO zeigt
sich ein differenzierteres Bild. Bei Einsatz einer 10 µM-NO-Donor-Lösung von Et-PHEPIPE-

RAZI/NO kann kein Unterschied zur  unbehandelten Kontrolle  festestellt  werden.  Dies  ent-
spricht auch der Beobachtung bei Einsatz von Tosyl-PYRRO/NO in der Konzentration von 10
µM. Im Unterschied zu Tosyl-PYRRO/NO wird allerdings bei einer 10fach höheren Konzentra-
tion (100 µM) von Et-PHEPIPERAZI/NO eine deutliche Steigerung der Vitalität beobachtet.
Erst bei einer Konzentration von 500 µM fällt die Vitalität der untersuchten Endothelzellen ab.

Abb. 13: Vitalitätsuntersuchung primärer Schweinehirnendothelzellen mit dem CellTiter-Blue™Cell Viability Assay,
Substanzen wurden in drei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen
und mit Triton-X100 abgetötete Zellen (Mittelwert ± σ, n=3)
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Pyrro/NO hatte in allen drei untersuchten Konzentrationen keinen Effekt auf die Zellvitalität
von primären Schweinehirnendothelzellen. Pyrro/NO senkte in den Konzentrationen 10 µM und

100 µM die Zellvitalität etwas im Vergleich zum Kontrollexperiment. In einer Konzentration von
500 µM war kein Unterschied zur Kontrolle mehr zu erkennen. Bei dem NO-Donor Spermin-
NONOat sank die Zellvitalität bei Behandlung der Zellen mit 100 und 500 µM an SperminNO-
NOat im Vergleich zur Kontrolle. 

Alle mit NO-Donor oder mit NO-Donor-Prodrug behandelten Zellen zeigten eine deutlich
höhere Vitalität verglichen mit den Triton-X-100 abgetöteten Zellen. Der Einsatz dieser Substan-
zen führt damit nicht zu einem vermehrten Zelltod, sodass eine Beeinflussung des im folgenden
untersuchten Carboxyfluoresceintransports auf diesem Wege durch die NO liberierenden Sub-

stanzen ausgeschlossen werden kann. Da bei diesem Test die Fähigkeit der Zellen mittels Mit-
ochondrien die eingesetzte Testsubstanz umzuwandeln gemessen wurde, kann geschlossen wer-
den, dass durch den Zusatz der Substanzen zu den Endothelzellen die mitochondriale Tätigkeit
erhöht wurde. 

Abb. 14: Vitalitätsuntersuchung primärer Schweinehirnendothelzellen mit dem CellTiter-Blue™Cell Viability Assay,
Substanzen wurden in drei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen
und mit Triton-X100 abgetötete Zellen (Mittelwert ± σ, n=3)
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2.3. Flußbeeinflussung durch NO freisetzende Substanzen

2.3.1. Spontan zerfallende NO-Donoren

Diese Substanzen haben den Vorteil, dass sie in basischen Medium gelöst stabil sind und erst
zerfallen, wenn der pH-Wert auf physiologische Werte (pH 7,4) abgesenkt wird. Damit ist es
möglich, mit Stammlösungen zu arbeiten. Man führt auch keine weiteren Substanzen in das Ex-
periment mit ein, die eine Veränderung des Milieus herbeiführen könnten.

2.3.1.1. PHEPIPERAZI/NO

PHEPIPERAZI/NO ist die Substanz, die bei relativ undichten Monolayern den größten Ef-
fekt hinsichtlich der abdichtenden Wirkung zeigte. Dies wird in Abb. 15 deutlich. Die bei diesen
Experimenten eingesetzten,  unbehandelten  Monolayer  zeigten niedrigere  TEER-Werte  vergli-
chen mit den standardmäßig eingesetzten Monolayern, was auf nicht so dichte Monolayer hin-
weist und dadurch auch verglichen mit dichten Monolayern sehr hohe Papp-Werte erzielt werden.

Diese Papp-Werte konnten durch Behandlung der Monolayer mit dem NO-Donor PHEPIPERA-
ZI/NO deutlich gesenkt werden,  wobei die  stärksten Effekte mit  der höchsten untersuchten
Konzentration (500 µM) erzielt wurden. Bereits mit der geringsten Konzentration an PHEPIPE-
RAZI/NO wurde eine deutliche Absenkung des apparenten Permeationskoeffizienten erzielt.
Der Unterschied zwischen 250 µM und 500 µM PHEPIPERAZI/NO war nicht signifikant, es
war nur eine sehr minimale Steigerung der Dichtigkeit des Monolayers bei Einsatz der höchsten

Konzentration verglichen mit der halb so großen Konzentration zu erzielen.

Abb. 15: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit un-
terschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor PHEPIPERAZI/NO, als Kontrolle
unbehandelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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Um den Effekt der NO-Donoren auf den Fluß von Carboxyfluorescein über Endothelzellmo-
nolayer besser quantifizieren zu können, wurden aus den ermittelten Konzentrationen die appa-

renten Permeationskoeffizienten Papp berechnet. Diese Werte ermöglichen einen Vergleich des
Einflusses von NO-Donoren auf den Fluß der Markersubstanz. Dabei wurden zwei Methoden
der Berechnung herangezogen. 

In der Berechnungsmethode 1 wurden alle vorliegenden Werten für das 120 Minuten-Experi-
ment in die Ermittlung des Papp-Wertes mit einbezogen (Abb. 16 a; Tab. 19, Spalte 2). Bei der Be-
rechnung nach Methode 2 wurden nur die Werte zu Beginn der Messung des Flusses für 0, 10
und 20 Minuten benutzt (Abb. 16 b; Tab. 19, Spalte 3). 

In Abb. 16 a ist eine stetige Abnahme der Papp-Werte bei steigenden Konzentrationen an ein-
gesetztem NO-Donor zu erkennen. Die Permeationskoeffizienten Papp wurden nach Methode 1
berechnet. Der Papp-Wert für die Konzentration 500 µM an NO-Donor unterscheidet sich dabei

nicht deutlich von dem Papp-Wert der bei Einsatz von 250 µM an NO-Donor erzielt wird, wie aus
Tab. 19 ersichtlich ist. 

Bei Berechnung der apparenten Permeationskoeffizienten nach Methode 2 (Abb. 16 b) ist eine
deutliche Abnahme der Permeationskoeffizienten im Vergleich zu den unbehandelten Monolay-
ern zu erkennen, verglichen mit den Werten, welche man nach Berechnungsmethode 1 erhält.
Zwischen  den  drei  untersuchten  unterschiedlichen  Konzentrationen  an  PHEPIPERAZI/NO
(100 µM, 250 µM und 500 µM) gibt es im Vergleich zur Berechnung nach Methode 1 keinen
deutlichen und signifikanten Unterschied. 

Zu Beginn des Experimentes gibt es keinen Unterschied im Fluß von Carboxyfluorescein über
die mit unterschiedlichen Konzentrationen an PHEPIPERAZI/NO behandelten Endothelzell-

monolayer. Dieser Unterschied zeigt sich erst deutlich nach 60 Minuten Behandlungsdauer mit
dem NO-Donor, unabhängig von der eingesetzten Konzentration. Dadurch erhält man die bei

Abb.  16: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer (Kontrolle) und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug PHEPIPERAZI/NO
in drei unterschiedlichen Konzentrationen behandelt wurden (Mittelwert ± σ, n=3)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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dieser Untersuchung sich ergebenden Unterschiede für die Papp-Werte bei Benutzung der unter-
schiedlichen Berechnungsmethoden (Abb. 16, Tab. 19).

Eine weitere Möglichkeit, um einen qualitativen und quantitativen Vergleich des Einflusses
unterschiedlicher  Konzentrationen  an  NO-Donoren oder  NO-Donor-Prodrugs  auf  den  Fluß

von Carboxyfluorescein über Endothelzellmonolayer durchzuführen, bietet die Berechnung der
Menge an Carboxyfluorescein, die sich über die Zeit des Experimentes im Akzeptorkomparti-
ment anreichert. Dazu wird die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (area under the cur-
ve = AUC) berechnet. Diese Fläche ist ein Ausdruck für die Menge an Carboxyfluorescein, die
sich im betrachteten Kompartiment befindet. Die Fläche unter der Kurve ist unabhängig von der
Form der Kurve, da die Gesamtfläche aus den Einzelflächen zwischen den einzelnen Zeitpunk-

ten berechnet wird und eignet sich damit auch für den Vergleich von Kurven, die keinen linearen
Anstieg der Konzentration über die Zeit aufweisen. 

Der Vergleich der Ergebnisse der AUC-Berechnung (dargestellt in Abb. 17 und Tab. 19) mit
den Ergebnissen der Berechnung der apparenten Permeabilitätskoeffizienten (Abb. 16 a und b,
sowie Tab. 19) zeigt eine bessere Übereinstimmung der AUC-Werte mit denen der Berechnung
der apparenten Permeationskoeffizienten nach Methode 1. 

Um eine bessere Vergleichbarkeit dieser beiden unterschiedlichen Berechnungsmethoden (Papp

und AUC) zu ermöglichen, wurde die prozentuale Änderung der Papp-Werte im Vergleich zur
Kontrolle ermittelt. Ebenso wurde die prozentuale Änderung der AUC-Werte im Vergleich zur
Kontrolle berechnet. Aus den erhaltenen Werten wurden die Mittelwerte und die entsprechenden

Standardabweichungen errechnet.

Bei Berechnung der Papp-Werte nach Methode 1 ergibt sich für die Papp-Werte des Flusses von

Carboxyfluorescein nach Behandlung der Monolayer mit 100 µM PHEPIPERAZI/NO eine Ab-
nahme auf 38,0 ± 26,0 % der Kontrolle. Die Papp-Werte für das Experiment mit 250 µM PHEPI-
PERAZI/NO betragen 12,7 ± 8,5 % der Kontrolle und bei Behandlung der Endothelzellen mit
500 µM PHEPIPERAZI/NO ergibt sich eine Reduktion des Papp-Wertes auf 9,2  ± 6,3 % der
Kontrolle. Bei Berechnung der Abnahme der apparenten Permeationskoeffizienten, welche nach
Methode 2 berechnet wurden, werden die folgenden Werte erzielt: Reduktion auf 13,9 ± 10,4 %

Abb.  17: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität  für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor PHEPIPERAZI/NO, als Kontrolle unbehan
delte Monolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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der Kontrolle, 16,8 ± 10,2 % der Kontrolle und 8,3 ± 5,5 % des Kontrollexperimentes bei Ein-
satz von Konzentrationen von 100 µM, 250 µM und 500 µM PHEPIPERAZI/NO zur Behand-

lung der Endothelzellmonolayer. 

Die AUC-Werte reduzieren sich bei Einsatz von 100 µM an NO-Donor auf 38,3 ± 18,4 % der

Kontrolle, bei Benutzung von 250 µM PHEPIPERAZI/NO reduziert sich der AUC-Wert auf
13,4  ± 8,8  % der  Kontrolle  und bei  Einsatz  der  höchsten  untersuchten Konzentration  von
500 µM sinkt der AUC-Wert auf 9,1 ± 6,3 % der Kontrolle.

Bei Betrachtung der Absenkung der Werte für die Papp-Werte bei unterschiedlichen Berech-
nungsmethoden und der Absenkung der AUC-Werte so ist die größte Übereinstimmung zwi-
schen den Werten für Papp welche nach Methode 1 berechnet wurden und den AUC-Werten zu
erkennen. Die Absenkung erfolgt auf fast identische Werte, im Gegensatz zu der Berechnung der
Papp-Werte nach Methode 2. 

Die AUC-Bestimmung stellt also eine adäquate Vergleichsmöglichkeit für Flußuntersuchun-
gen dar,  vor allem wenn der Anstieg der Konzentrationen nicht linear erfolgt.  Eine einfache

Möglichkeit, um einen Hinweis auf Linearität des Anstieges ist die Berechnung des Bestimmt-
heitsmaßes. Dieser Wert ist nicht ohne Einschränkung einzusetzen, da er nur die Abweichung
der Einzelwerte von der berechneten Ausgleichsgeraden berechnet. Wenn diese nach allen Seiten
gleichstark schwanken, kann trotz Nichtvorhandenseins einer Linearität ein gutes Bestimmtheits-
maß errechnet werden. Deshalb ist immer die Kontrolle mit dem Kurvenverlauf wichtig, um die
Aussage dieses Wertes einordnen zu können. Betrachtet man sich die Bestimmtheitsmaße in Tab.

19 für die einzelnen Experimente, so fällt auf, dass besonders bei Einsatz von 250 µM an NO-
Donor keine gute Linearität des Anstieges mehr gewährleistet ist.

Tab. 19: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor PHEPIPERAZI/NO, Berechnung des apparenten Per-
meationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundele-
gung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte
berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

2,77 ± 1,49 5,56 ± 1,60 156210 ± 77449 0,970

100 µM 0,90 ± 0,57 0,73 ± 0,58 52140 ± 19971 0,986 65,79 41,01

250 µM 0,30 ± 0,19 0,88 ± 0,55 18210 ± 11371 0,830 88,45 33,71

500 µM 0,22 ± 0,14 0,43 ± 0,30 12390 ± 8337 0,959 92,07 32,96
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Die Faktoren f1 und f2 sollen helfen, eine Entscheidung zu treffen, ob sich der Fluß von Car-
boxyfluorescein über mit NO-Donor behandelte Endothelzellmonolayer vom Fluß über unbe-

handelte  Endothelzellmonolayer unterscheidet.  Der Differenzfaktor f1 sollte dabei einen Wert
über 70 annehmen, der Gleichheitsfaktor f2 sollte nahe Null liegen, maximal einen Wert von 40
annehmen, um Unterschiedlichkeit zwischen der betrachteten Kurve und der Kontrolle postulie-
ren zu können.

Der NO-Donor PHEPIPERAZI/NO führt in Konzentrationen von 250 µM und 500 µM zu
einem zur Kontrolle deutlich unterschiedlichen Kurvenverlauf der Carboxyfluoresceinkonzentra-
tion im Akzeptorkompartiment. Für den Fluß über die Monolayer, die mit einer Konzentration
von 100 µM PHEPIPERAZI/NO behandelt wurden, kann kein Unterschied zur Kontrolle fest-

gestellt werden, wenn die f1- und f2-Faktoren betrachtet werden.
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2.3.1.2. DBA/NO

DBA/NO zeichnet sich durch eine etwas längere Halbwertszeit aus, verglichen mit dem NO-
Donor PHEPIPERAZI/NO. Dies bedeutet, das Stickstoffmonoxid langsamer freigesetzt wird
und dadurch länger auf die Endothelzellen einwirken kann.

Betrachtet man  Abb. 18, in der die zeitabhängige Konzentration an Carboxyfluorescein im
Akzeptorkompartiment für die drei untersuchten Konzentrationen  an NO-Donor (100 µM, 250
µM und 500 µM) dargestellt ist, so erkennt man hier die höhere Dichtigkeit des Monolayers, ver-
glichen mit der Untersuchung der Beeinflussung des Monolayers durch PHEPIPERAZI/NO.

Dies wird verdeutlicht durch den langsameren Anstieg der Konzentration an Carboxyfluorescein
im  Akzeptorkompartiment,  was  auf  deutlich  dichtere  Zell-Zell-Verbindungen  hinweist.  Dies
führt im Vergleich mit der vorhergehenden  Untersuchung zu geringeren Papp-Werten (siehe Tab.
19 und Tab. 20). 

Bei Behandlung der Endothelzellen mit dem NO-Donor DBA/NO kommt es zu einer deutli-
chen Verlangsamung des Flusses an Carboxyfluorescein vom Donor- in das Akzeptorkomparti-
ment. Aufgrund der bei diesem Experiment schon vorhandenen hohen Dichtigkeit des Mono-
layers ohne Behandlung mit NO-Donoren ist die Absenkung des Flusses nach Behandlung der

Monolayer mit dem NO-Donor DBA/NO deutlich im Vergleich zur Kontrolle, aber es gibt kei-
ne Unterschiede im Fluß von Carboxyfluorescein zwischen den drei untersuchten Konzentratio-
nen an DBA/NO. 

Die Auswertung der Flußänderung erfolgte auch bei diesem Experiment über die Berechnung
der apparenten Permeationskoeffizienten, auch wenn der Anstieg der Konzentrationen nicht bei

Abb. 18: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit un-
terschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor DBA/NO,  als Kontrolle unbehan-
delte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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allen drei untersuchten Konzentrationen exakt linear erfolgt, wie sich aus Berechnung des Be-
stimmtheitsmaßes ablesen lässt (Tab. 20, Spalte 5).

Bei Vergleich der beiden unterschiedlichen Berechnungsarten für den apparenten Permeati-
onskoeffizienten fällt auf, dass bei beiden kein Unterschied in den errechneten Papp-Werten zwi-

schen den drei eingesetzten Konzentrationen an DBA/NO besteht (Abb. 19 a und b, Tab. 20).
Da zu Beginn des Experimentes kurz nach der Zugabe des NO-Donors noch kein Carboxyfluo-
rescein in das Akzeptorkompartiment gelangt ist, unabhängig von der eingesetzten Konzentrati-
on, wird als Wert für den apparenten Permeationskoeffizienten bei allen drei untersuchten Kon-
zentrationen an DBA/NO bei Berechnung nach Methode 2 Null erhalten.

Für den Vergleich zwischen den berechneten AUC-Werten und den beiden Berechnungsme-
thoden für den apparenten Permeationskoeffizienten eignet sich deswegen nur die Methode, bei
der alle Werte der 120 Minuten-Bestimmung  für die Papp-Ermittlung herangezogen werden (Me-

thode 1). Die AUC-Werte zeigen ein vergleichbares Bild zu den Papp-Werten, welche nach Metho-
de 1 berechnet wurden. 

Die Papp-Werte für die Flußbestimmung von Carboxyfluorescein sinken nach Behandlung der
Endothelzellen mit 100 µM DBA/NO auf 35,0  ± 3,8 % der  Kontrolle,  bei  Behandlung mit
250 µM DBA/NO auf 36,4 ± 23,0 % der Kontrolle und bei Einsatz von 500 µM DBA/NO auf
25,0 ± 15,4 % der Kontrolle. 

Für  die  AUC-Bestimmung liegen die  Werte  für  die  unterschiedlichen Konzentrationen  an
NO-Donor bei 34,1 ± 4,5 % der Kontrolle nach Behandlung mit 100 µM DBA/NO, bei 34,4 ±
22,8 % der Kontrolle für die Behandlung mit 250 µM DBA/NO und bei 21,6 ± 13,2 % der Kon-
trolle bei Beeinflussung der Endothelzelldichtigkeit mit 500 µM DBA/NO. 

Abb.  19: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer (Kontrolle) und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug DBA/NO behandelt
wurden (Mittelwert ± σ, n=3)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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Die Berechnung der AUC und die Berechnung der Papp-Werte führen bei Berechnung der Än-
derung gegenüber der Kontrolle zu gleichen Werten. Auch hier zeigt sich, dass bei linearem und
auch bei nichtlinearem Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurve die AUC-Werte mit den Papp-Wer-
ten korrelieren. Die AUC-Berechnung eignet sich demzufolge gut, um einen Vergleich verschie-

dener Konzentrations-Zeit-Kurven durchzuführen, wenn die Bestimmung der Permeationskoef-
fizienten aufgrund fehlender Linearität des Anstiegs nicht sinnvoll ist.

Zieht man die Gleichheitsfaktoren und Differenzfaktoren heran, um festzustellen, ob es einen
Unterschied zur Kontrolle  gibt,  so  kann man postulieren,  dass es keinen Unterschied zu der
Kontrolle unanbhängig von der untersuchten Konzentration an DBA/NO gibt. Diese Aussage
widerspricht der Daten der AUC-Bestimmung und der Papp-Werte. In diesem Fall, wenn die Kon-
zentrationen so gering sind, scheint die Berechnung der f1- und f2-Faktoren nicht geeignet zu
sein, um die Unterschiedlichkeit von Kurven zu beurteilen.

Abb.  20: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität  für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor DBA/NO, als Kontrolle unbehandelte Mono
layer (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen 
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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Tab. 20: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor DBA/NO, Berechnung des apparenten Permeationsko-
effizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der Werte
über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor wurden für die Mittelwerte berech-
net

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

0,18 ± 0,02 1,00 ± 0,01 9360 ± 1527 0,955

100 µM 0,06 ± 0,00 0 3150 ± 0 0,919 66,07 92,15

250 µM 0,07 ± 0,04 0 3200 ± 1818 0,963 65,28 92,31

500 µM 0,05 ± 0,02 0 1980 ± 1025 0,836 77,98 90,35

2.3.1.3. DETA/NO

DETA/NO nimmt mit einer Halbwertszeit von 10 bis 20 Stunden eine Sonderstellung bei

den in dieser Untersuchung verwendeten NO-Donoren ein. 

Die niedrigste untersuchte Konzentration (100 µM) zeigte noch keinen Effekt auf den Fluß

von Carboxyfluorescein, es ist kein Unterschied zwischen der Kontrolle (unbehandelte Endothel-
zellen) und den mit DETA/NO behandelten primären Schweinehirnendothelzellen hinsichtlich
der Permeation von Carboxyfluorescein über den Monolayer festzustellen. 

Abb. 21: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit un-
terschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor DETA/NO, als Kontrolle unbehan-
delte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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Werden höhere Konzentrationen an DETA/NO eingesetzt, so kommt es zu einer deutlich
verringerten Permeabilität für Carboxyfluorescein verglichen mit dem Fluß über unbehandelte

Endothelzellen. Insbesondere zu Beginn der Untersuchung ist die Reduktion des Flusses an Car-
boxyfluorescein besonders stark. Nach 60 Minuten steigt die Konzentration im Akzeptorkompar-
timent deutlich schneller an wie zu Beginn der Messung. Dieses Verhalten ist beim Behandeln
mit 250 µM sowie mit 500 µM NO-Donor identisch. Eine Linearität im Anstieg der Konzentrati-
on im Akzeptorkompartiment ist deswegen auch nur für das Kontrollexperiment und das Experi-
ment mit 100 µM DETA/NO gegeben. Dies spiegelt sich in den berechneten Bestimmtheitsma-

ßen wieder (Tab. 21).

Die  Standardabweichungen  des  Kontrollversuches  (Endothelzellen  ohne  Behandlung  mit

NO-Donor) sind bei diesem Experiment deutlich größer verglichen mit den Standardabweichun-
gen bei den drei unterschiedlichen eingesetzten Konzentrationen an NO-Donor DETA/NO. 

Der Vergleich der Graphen a und b in Abb. 22 zeigt, dass der Trend der Permeationskoeffizi-
enten in beiden Graphen, die die Ergebnisse der unterschiedlichen Berechnungsmethoden für
Papp zeigen, der gleiche ist. Der apparente Permeationskoeffizient sinkt im Vergleich zur Kontrol-
le bei 100 µM Konzentration an DETA/NO nur geringfügig, aber nicht signifikant. Bei 250 µM
an NO-Donor und bei  Einsatz von 500 µM an NO-Donor sinkt  der Permeationskoeffizient
deutlicher im Vergleich zur Kontrolle, es gibt aber keinen Unterschied mehr zwischen dem Fluß

von Carboxyfluorescein bei Beeinflussung der Endothelzellmonolayer mit diesen beiden Kon-
zentrationen an DETA/NO. 

Abb.  22: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer (Kontrolle) und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug DETA/NO behandelt
wurden (Mittelwert ± σ, n=3)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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Bei Berechnung auf Grundlage der Daten für die ersten 20 Minuten (Methode 2, Abb. 22 b)
ist eine deutlichere Absenkung des Papp-Wertes bei Zugabe einer 100 mikromolaren NO-Donor-

lösung im Vergleich zur Berechnung der Werte unter Zugrundelegung der Daten für 120 Minu-
ten (Methode 1, Abb. 22 a) zu erkennen. Dies ist auch aus Abb. 21 und Tab. 21 ersichtlich. Die
Konzentrationen steigen in den ersten 60 Minuten langsamer, verglichen mit dem Anstieg in der
sich anschließenden Zeit. Deswegen ist bei Berechnung der Permeationskoeffizienten nach Me-
thode 2 ein geringerer Wert für Papp  erhalten worden, verglichen mit den Papp  -Werten, die nach
Methode 1 errechnet wurden. 

Dies betrifft auch die Werte für die 250 und 500 mikromolaren Lösungen, da auch hier in den
ersten 60 Minuten ein deutlich langsameres Anwachsen der Konzentration an Carboxyfluore-

scein im Akzeptorkompartiment zu verzeichnen ist. Danach steigen die Konzentrationen deut-
lich schneller an. Diese Unterschiede in den Permeationskoeffizienten nach den unterschiedli-
chen Berechnungsverfahren spiegeln damit  den Kurvenverlauf der in Abb. 21 für alle drei unter-
suchten Konzentrationen dargestellt ist, deutlich wider.

 Betrachtet man die Reduktion der Papp-Werte so ergibt sich für die Berechnung nach Methode
2 für 100 µM NO-Donor-Behandlung eine Absenkung auf 57,3 ± 26,3 % der Kontrolle und bei
Berechnung nach Methode 1 eine Änderung auf 101,6  ± 46,5 % der Kontrolle. Für die zweit-
höchste Konzentration (250 µM) wird bei der Berechnungsmethode 2 eine Absenkung auf 9,3 ±

6,3 % der Kontrolle erzielt, bei der Zugrundelegung der Papp-Werte aus Berechnungsmethode 1
errechnet sich eine geringere Reduktion auf 46,9 ± 21,5 % der Kontrolle. Der Einsatz von 500
µM DETA/NO reduziert die Permeationskoeffizienten auf 11,9 ± 10,9 % der Kontrolle (Be-
rechnungsmethode 2) oder auf 49,2 ± 22,4 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 1).

Abb. 23: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität  für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor DETA/NO, als Kontrolle unbehandelte Mo
nolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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Die AUC-Werte, die den Gesamtgehalt an Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment wi-
derspiegeln, sind mit den Werten aus der Berechnung der Papp-Werte nach Methode 1 vergleich-

bar (Abb. 23 und Tab. 21). Bei Berechnung der Reduktion der Permeation unter Zugrundelegung
der AUC-Werte wird für eine 100 mikromolare Lösung eine Absenkung auf 95,8 ± 42,8 % der
Kontrolle errechnet, eine 250 mikromolare Lösung senkt die Gesamtmenge an Carboxyfluore-
scein im Akzeptorkompartiment auf 35,9  ± 16,4 % der Kontrolle und die höchste untersuchte
Konzentration senkte die AUC-Werte auf 38,4 ± 18,8 % der Kontrolle ab. Diese Werte sind ver-
gleichbar mit den Werten aus der Berechnungsmethode 1 in der alle Werte über 120 Minuten mit

einfließen.  Trotz  schlechter  Linerität  der  Konzentrations-Zeit-Kurven bei  diesem Experiment
entsprechen die Ergebnisse aus Berechnungsmethode 1 stärker den Werten aus der AUC-Berech-
nung. Bei der Bestimmung der AUC ist es nicht wichtig, ob die Konzentrations-Zeit-Kurven eine
Linearität aufweisen oder nicht, da durch das Berechnen über das Trapezverfahren dies keinen
Einfluß auf das Ergebnis hat. 

Die f1- und f2-Werte für die Behandlung mit 100 µM DETA/NO zeigen deutlich, dass zwischen
der Kontrolle und den behandelten Monolayern keine Unterschiede bezüglich der Permeabilität
für Carboxyfluorescein bestehen. Betrachtet man die Werte für f1 und f2 für die mit 250 und 500

µmolaren Lösungen an NO-Donor behandelten Endothelzellmonolayer so ist das Ergebnis nicht
so eindeutig. Die f1-Faktoren liegen nur geringfügig unter dem festgesetzten Grenzwert von 70
und auch die f2-Faktoren überschreiten den festgelegten Grenzwert nur knapp. Würde man die
Grenzwerte der FDA für die Beurteilung von Freisetzungskurven heranziehen (f1 zwischen 50
und 100, f2 maximal 50), so würden die Werte einen Unterschied zwischen den betrachteten Kur-
ven anzeigen. Dieses Beispiel zeigt deutlich die Schwierigkeit, mittels der Konventionsfaktoren

einen Unterschied zu postulieren oder auszuschließen.

Tab. 21: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor DETA/NO, Berechnung des apparenten Permeations-
koeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der
Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Be-
rechnung über
120 Minuten

Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

2,77 ± 1,49 5,56 ± 1,60 156210 ± 77449 0,970

100 µM 2,40 ± 0,75 3,01 ± 1,29 130518 ± 42658 0,977 16,39 69,72

250 µM 1,11 ± 0,35 0,49 ± 0,34 48960 ± 16736 0,892 66,9 40,85

500 µM 1,16 ± 0,36 0,62 ± 0,62 52360 ± 20681 0,906 64,8 41,55
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2.3.1.4. SperminNONOat

SperminNONOat setzt Stickstoffmonoxid im Vergleich mit den anderen untersuchten NO-
Donoren relativ langsam frei, hier beträgt die Halbwertszeit etwa 40 Minuten. Damit kann diese
Substanz NO über die gesamte Dauer des Experimentes freisetzen. Nur DETA/NO hat eine
deutlich längere Halbwertszeit mit 10 bis 20 Stunden. Bei Untersuchung des SperminNONOat-
Einflusses  auf  Endothelzellmonolayer  wurden  drei  Konzentrationen  (100  µM,  250  µM  und

1000 µM) eingesetzt. Im Unterschied zu den bisher betrachteten Substanzen wurde hierbei als
dritte Konzentration eine deutlich höhere gewählt. 

Die niedrigste eingesetzte Konzentration führt zu keiner Veränderung des Flusses von Car-
boxyfluorescein. Bei Steigerung der Konzentration an SperminNONOat kommt es zu einer deut-
lichen Absenkung des Flusses. Steigert man die Konzentration des NO-Donors auf 1000 µM so
tritt ein flußsteigernder Effekt auf. Diese Ergebnisse sind in Abb. 24 dargestellt.

Die Permeationskoeffizienten der unbehandelten Kontrolle unterscheiden sich nicht von den
Permeationskoeffizienten der mit 100 µM SperminNONOat behandelten Monolayer. Deutlich
wird dies aus Abb. 25 a und b und bei Betrachtung der Werte in Tab. 22. Auch die diesen beiden
Experimenten entsprechenden AUC-Werte sind gleich.

Abb. 24: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit un-
terschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor SperminNONOat, als Kontrolle un-
behandelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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Steigt die Konzentration an NO-Donor auf 250 µM, so sinkt nach der Behandlung der Mono-
layer der Papp-Wert für Carboxyfluorescein auf 53,2 ± 54,7 % der Kontrolle (Berechnungsmetho-

de 1) oder auf 24,8 ± 27,7 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 2). Die für dieses Experiment
mit 250 µM an SperminNONOat berechnete AUC beträgt 47,1 ± 49,3 % im Vergleich zur Kon-
trolle und stimmt damit deutlich besser mit dem errechneten Wert für die Papp-Reduktion nach
Methode 1 überein.

Steigt die NO-Donor-Konzentration auf 1000 µM so steigt der entsprechende Papp-Wert auf
100,7 ± 56,9 % der Kontrolle bei Berechnung nach Methode 1. Da zu Beginn des Experimentes
in den ersten 20 Minuten die Konzentration an Carboxyfluorescein deutlich langsamer ansteigt
verglichen mit der Kontrolle sinkt der Papp-Wert, wenn er nach Methode 2 berechnet wird, auf

37,0 ± 19,8 % der Kontrolle.  Der AUC-Wert sinkt auf 87,5 ± 48,5 % der Kontrolle.

Deutlich wirkt sich die Konzentration von 250 µM permeabilitätshemmend aus, während eine

deutliche Erhöhung der NO-Donor-Konzentration diese Erniedrigung der Permeabilität wieder
aufhebt. Dies deutet auf zwei unterschiedliche Mechanismen der Wirkung von SperminNONOat
hin. In den niedrigen Konzentrationen kann die geringe NO-Konzentration die Permeation von
Carboxyfluorescein über Endothelzellmonolayer senken. Eine Erklärung für die Aufhebung der
permeabilitätsabsenkenden Wirkung bei  einer Konzentration von 1000 µM SperminNONOat
könnte die Aktivierung der Guanylatzyklase sein. Durch deutlich höhere Konzentration von NO

in den Endothelzellen wird die Guanylatzyklase aktiviert und erhöht intrazellulär die GMP-Kon-
zentration. Dies kann letztendlich zu einer erhöhten Permeabilität der Endothelzellmonolayer für
Carboxyfluorescein führen.

Abb.  25: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer (Kontrolle) und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug SperminNONOat be-
handelt wurden (Mittelwert ± σ, n=3)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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Die f1- und f2-Faktoren weisen bei den Experimenten mit 100 µM und 1000 µM an NO-Do-
nor auf keinerlei Unterschiedlichkeit der betrachteten Kurven zur Kontrollkurve auf. Bei Einsatz
von 250 µM an SperminNONOat weist der Wert für den f1-Faktor auf Unterschiedlichkeit der
beiden betrachteten Kurven. Der Wert für f2 liegt mit 44,9 über der festgelegten Grenze von 40

und damit wird eine Gleichheit der Kurven postuliert. Damit widersprechen sich diese beiden
Werte. Betrachtet man die errechneten Papp-Werte  und die AUC-Werte (siehe Tab. 22) und den
Konzentrationsverlauf von Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment für dieses Experiment
und die Kontrolluntersuchung so wird deutlich, dass ein deutlicher, aber statistisch nicht signifi-
kanter Unterschied besteht.

Tab.  22: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor SperminNONOat, Berechnung des apparenten Per-
meationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundele-
gung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte
berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Be-
rechnung über
120 Minuten

Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

2,77 ± 1,49 5,56 ± 1,60 156210 ± 77449 0,928

100 µM 2,69 ± 0,83 5,62 ± 1,56 153769 ± 47589 0,948 15,48 76,12

250 µM 1,26 ± 1,33 1,28 ± 1,59 64200 ± 70160 0,953 77,67 44,94

1000 µM 2,38 ± 1,14 1,94 ± 1,03 119225 ± 58054 0,976 53,44 48,51

Abb. 26: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor SperminNONOat, als Kontrolle unbehandel
te Monolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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2.3.2. NO-Donor-Prodrugs

Alle Prodrugs, die in dieser Untersuchung verwendet werden, müssen durch Zellen aufgenom-
men werden,  damit  intrazelluläre  Enzyme die  Substanzen spalten  können.  Erst  nach  diesem
Schritt sind die daraus gebildeten Produkte in der Lage, Stickstoffmonoxid freizusetzen.

NO-Donor-Prodrugs haben daher den Vorteil, dass sie NO nicht spontan freisetzen und so-
mit ihre Stabilität deutlich erhöht ist. Der größte Nachteil bei Benutzung dieser Substanzen ist
ihre hohe Lipophilie und damit ihre Unlöslichkeit in wäßrigen Medien. Diese Substanzen müssen
vor der Anwendung erst in DMSO gelöst werden. Diese Stammlösung kann dann direkt in das

Kultivierungsmedium gegeben werden. 

2.3.2.1. Tosyl-PYRRO/NO

Der erste Vertreter der untersuchten Substanzen, der einer Bioaktivierung bedarf,  hat nach
Aktivierung durch Spaltung der Ausgangssubstanz eine extrem kurze Halbwertszeit von nur 3 Se-
kunden. Dies bedeutet, daß diese Substanz, ist sie erst einmal in Zellen eingedrungen und an-
schließend gespalten worden, ihre Wirkung nur für kurze Zeit aufrechterhalten kann.

In Abb. 27 kann man erkennen, dass Tosyl-PYRRO/NO seine Wirkung auf die Endothelzel-
len sehr schnell ausübt. Der Effekt, der zu einem höheren Fluß an Carboxyfluorescein durch den

Monolayer führt, tritt bereits kurz nach Zugabe des NO-Donor-Prodrugs ein. Bereits nach 20
Minuten sind deutliche Unterschiede im Fluß von Carboxyfluorescein zwischen den drei Mono-

Abb. 27: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit drei
unterschiedlichen Konzentrationen an NO-Donor-Prodrug Tosyl-PYRRO/NO, als Kontrolle unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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layern die mit unterschiedlichen Konzentrationen an Tosyl-PYRRO/NO behandelt wurden und
den unbehandelten Zellen (Kontrolle) zu erkennen. Der beobachtete Effekt ist bei der höchsten

untersuchten Konzentration von 500 µM am größten. Aber schon bei Einsatz der niedrigsten un-
tersuchten Konzentration (100 µM) kommt es zu einer deutlichen Flußsteigerung, d. h. die Kon-
zentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment steigt schneller an im Vergleich zu
unbehandelten Monolayern.

Bei dieser Untersuchung kann kein Unterschied in der Permabilitätsänderung zwischen dem
Einsatz von 250 µM und 500 µM an NO-Donor-Prodrug festgestellt werden. Es kommt schon
bei einer Konzentration von 250 µM zu einer maximalen Schädigung des Endothelzellmono-
layers und dadurch zu einem maximalen Fluß von Carboxyfluorescein.

Dass bei diesem NO-Donor-Prodrug der Fluß signifikant gegenüber der Kontrolle gesteigert
werden konnte, zeigt sich auch an den errechneten f1- und f2-Werten. Die errechneten Differenz-

faktoren f1 überschreiten deutlich den Grenzwert von 100, ebenso unterschreiten die für die un-
terschiedlichen Konzentrationen an NO-Donor-Prodrug berechneten Gleichheitsfaktoren f2 den
festgelegten Grenzwert von 40. Damit weisen beide Faktoren bei allen drei untersuchten Kon-
zentrationen auf einen deutlichen Unterschied zum Kontrollexperiment hin.

Der lineare Anstieg der Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment für
die Monolayer, die mit dem NO-Donor Prodrug Tosyl-PYRRO/NO behandelt wurden, bleibt
konstant über den gesamten untersuchten Zeitraum von 120 Minuten. Dies zeigt sich deutlich bei
Betrachtung der errechneten Bestimmtheitsmaße (Tab. 23,  Abb. 27).  Bei dem Kontrollexperi-

ment kam es zu Beginn zu einem sehr langsamen Anstieg der Konzentration an Carboxyfluore-

Abb. 28: Apparente Permeationskoeffizienten für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endothelzell-
monolayer (Kontrolle) und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug Tosyl-PYRRO/NO behandelt
wurden (Mittelwert ± σ, n=3)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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scein im Akzeptorkompartiment, der sich nach 20 Minuten beschleunigte. Dies führte zu dem ge-
ringen Bestimmungsmaß von 0,944.

Die  Linearität  im Anstieg  der  Carboxyfluoresceinkonzentration  im Akzeptorkompartiment
führt dazu, dass die Unterschiede zwischen den errechneten Papp-Werten bei den beiden unter-

schiedlichen Bestimmungsmethoden (Methode 1 und Methode 2) nur gering ausfallen. Ein deut-
licher Unterschied zwischen dem Papp-Wert nach Berechnungsmethode 1 und dem Wert nach Be-
rechnungsmethode 2 ergibt sich nur bei der Untersuchung mit der 500 µmolaren Lösung. Dies
liegt daran, dass die Konzentrationen an Carboxyfluorescein bei Behandlung mit einer 500 mi-
kromolaren Lösung von Tosyl-PYRRO/NO in den ersten 20 Minuten langsamer ansteigen, ver-
glichen mit den restlichen 100 Minuten. Nach den ersten 20 Minuten erhöht sich die Permeabili-

tät, so dass der Fluß von Carboxyfluorescein aus dem Donorkompartiment in das Akzeptorkom-
partiment erhöht wird, was zu einem schnelleren Ansteigen der Konzentration an Markersub-
stanz im Akzeptorkompartiment führt.

Bei Berechnung der Papp-Werte nach Methode 1 erhöht sich der Permeabilitätskoeffizienten
gegenüber der Kontrolle bei Einsatz einer 100 µmolaren Konzentration an  Tosyl-PYRRO/NO
auf 708,9 ± 36,9 % der Kontrolle, bei Zugabe von 250 µmol an NO-Donor-Prodrug erhöht sich
der Wert auf 2019,2 ± 162,1 % der Kontrolle und bei Untersuchung des Einflusses der höchsten
Konzentration von 500 µmol steigt der Papp-Wert auf  1841,4 ± 112,3 % der Kontrolle. Die Wer-

te für Papp erhöhen sich bei Berechnung nach Methode 2 auf 3000,0 ± 109,5 % der Kontrolle bei
Einsatz von 100 µM an NO-Donor-Prodrug, bei Einsatz von 250 µM an Tosyl-PYRRO/NO er-
höht sich der Permeationskoeffizient auf 7750,0 ± 712,0 % der Kontrolle und bei Behandlung
der Monolayer mit der höchsten untersuchten Konzentration erhöhte sich der Papp-Wert auf 4800
± 1095,4 % der Kontrolle.

Betrachtet man die Gegenüberstellung der Werte der beiden Berechnungsverfahren in  Abb.
28 so zeigt sich ein qualitativ gleichwertiges Bild der Permeabilitätsänderung für Carboxyfluore-
scein bei Einsatz steigender Konzentrationen an Tosyl-PYRRO/NO. Die höchste Permeabilität

ist mit dem Einsatz von 250 µM Tosyl-PYRRO/NO zu erzielen, bei einer Steigerung der Kon-
zentration auf 500 µM NO-Donor-Prodrug ist eine Reduktion des Permeationskoeffizienten zur
zweithöchsten untersuchten Konzentration zu erkennen.  Dabei  ist  der  Unterschied zwischen
dem Effekt bei Einwirkung einer 250 mikromolaren Lösung und der Einwirkung einer 500 mi-
kromolaren Lösung besonders deutlich bei Betrachtung der Ergebnisse nach Berechnungsmetho-
de 2 (Abb. 28 b). 

Dieser deutlicher ausgeprägte Unterschied zwischen den beiden nach Methode 1 oder Metho-
de 2 berechneten Permeationskoeffizienten kommt dabei tatsächlich dadurch zustande, daß der

Fluß von Carboxyfluorescein über die Monolayer, die mit 500 µM an NO-Donor-Prodrug be-
handelt wurden, in den ersten zwanzig Minuten deutlich langsamer ansteigt verglichen mit der
Flußuntersuchung bei Benutzung der zweithöchsten untersuchten Konzentration. Dieses Verhal-
ten zu Beginn der Untersuchung setzt sich allerdings nicht über den gesamten betrachteten Zeit-
raum fort. Deswegen unterscheiden sich diese beiden Permeabilitätskoeffizienten deutlicher bei
Berechnung nach Methode 2.
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In  Abb. 29 a sind die Werte für die AUC-Berechnung des Flusses von Carboxyfluorescein
über behandelte und unbehandelte Monolayer dargestellt. Die errechneten AUC-Werte für die
Monolayer, die mit steigenden Konzentrationen an Tosyl-PYRRO-NO behandelt wurden, korre-

lieren deutlich besser mit den Papp-Werten, die bei Berechnung nach Methode 1 erhalten werden,
dargestellt in Abb. 28 a. Auch die prozentuale Erhöhung der AUC-Werte kann dies bestätigen. 

Bei Behandlung der Monolayer mit einer 100 µmolaren Lösung an Tosyl-PYRRO/NO erhöht
sich im Vergleich zum Kontrollexperiment die AUC auf 808,0 ± 37,6 % der Kontrolle, bei Un-
tersuchung des Einflusses einer 250 µmolaren Lösung erhöht sich der AUC-Wert auf 2320,6 ±
199,2 % der Kontrolle und bei Einsatz einer 500 µmolaren Lösung des NO-Donor-Prodrugs er-
höht sich der AUC-Wert im Vergleich zur Kontrolle auf 2077,3 ± 140,8 % der Kontrolle.

Tab. 23: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor Tosyl-PYRRO/NO, Berechnung des apparenten Per-
meationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundele-
gung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte
berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

0,46 ± 0,03 0,10 ± 0 20730 ± 1305 0,944

100 µM 3,17 ± 0,17 3,00 ± 0,14 163710 ± 7000 0,999 663,57 31,86

250 µM 9,20 ± 0,70 7,75 ± 0,92 479790 ± 40093 0,995 2130,23 6,45

500 µM 8,39 ± 0,29 4,80 ± 1,41 429480 ± 20874 0,992 1902,33 8,55

Abb. 29: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität für Carboxyfluorescein  
durch  drei  unterschiedliche  Konzentrationen  an  NO-Donor  Tosyl-PYRRO/NO,  unbehandelte  Mono
layer als Kontrolle (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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2.3.2.2. Et-PHEPIPERAZI/NO

Et-PHEPIPERAZI/NO ist  eine Substanz,  die nach der biochemisch induzierten Spaltung

eine Halbwertszeit von etwa einer Minute aufweist. Dies ist deutlich länger, verglichen mit den
NO-Donoren Tosyl-PYRRO/NO und PENT-BIS-PYRRO/NO. Trotz dieses Unterschiedes in
der Halbwertszeit  der untersuchten Substanzen Tosyl-PYRRO/NO, PENT-BIS-PYRRO/NO
und  Et-PHEPIPERAZI/NO  ist  der  Effekt  auf  die  Änderung  der  Permeabilität  von  Car-
boxyfluorescein nach Zugabe von Et-PHEPIPERAZI/NO in den drei untersuchten Konzentra-
tionen vergleichbar mit dem Effekt, den man bei Einsatz von Tosyl-PYRRO/NO erzielt. Bei den

drei untersuchten Konzentrationen an Et-PHEPIPERAZI/NO (100 µM, 250 µM und 500 µM)
konnte ein konzentrationsabhängiger, permeabilitätssteigernder Effekt festgestellt werden. Je grö-
ßer die Konzentration an NO-Donor-Prodrug wird, desto größer ist der Fluß von Carboxyfluo-
rescein über den Endothelzellmonolayer. Dieser Effekt setzt schnell ein und führt bereits nach 10
Minuten zu einer signifikant erhöhten Permeabilität der Endothelzellmonolayer für Carboxyfluo-
rescein im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Endothelzellen). Dies gilt für alle drei unter-

suchten Konzentrationen an Et-PHEPIPERAZI/NO.

Die Konzentrations-Zeit-Verläufe in Abhängigkeit von der eingesetzten NO-Donor-Prodrug-

Konzentration sind in Abb. 30 dargestellt. Der Einsatz einer 100 µmolaren Lösung an NO-Do-
nor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO führt zu einer deutlichen Steigerung der Permeabilität, ge-
kennzeichnet durch einen stärkeren Anstieg der Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzep-
torkompartiment verglichen mit der Kontrolle. 

Abb. 30: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit un-
terschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO,
als Kontrolle unbehandelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3, Werte für 100 µM n=2)
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Noch stärker ist dieser Effekt bei Einsatz einer 250 µmolaren Lösung, die Permeabilitätserhö-
hung konnte bei Zugabe von 500 µmol an Et-PHEPIPERAZI/NO noch gesteigert werden. 

Aufgrund der Linearität des Anstiegs der Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptor-
kompartiment sind die Werte der Permeationskoeffizienten für die beiden Berechnungsmetho-

den 1 und 2 fast identisch (Abb. 31, Fehler: Referenz nicht gefunden). Der Anstieg ist in den ers-
ten 20 Minuten identisch mit dem Anstieg über die gesamte Dauer des Experimentes (Abb. 30).

Die Papp-Werte erhöhen sich bei Einsatz einer 100 µmolaren Lösung von Et-PHEPIPERAZI/
NO bei Berechnung nach Methode 1 auf 416,8 ± 44,3 % der Kontrolle und bei Berechnung nach
Methode 2 auf 420,0 ± 84,7 % der Kontrolle. Bei Untersuchung des Einflusses von 250 µM an
Et-PHEPIPERAZI/NO erhöht sich der Permeationskoeffizient auf 2086,4 ± 585,0 % der Kon-
trolle bei Berechnung nach Methode 1 und auf 2400,0 ± 664,0 % der Kontrolle bei Berechnung
nach Methode 2. Die höchste Konzentration von 500 µM an NO-Donor-Prodrug erhöht den

Papp-Wert auf 3068,9 ± 428,4 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 1) und auf 4422,2 ± 1515,9
% der Kontrolle (Berechnungsmethode 2).

Nur die Papp-Werte für den Einfluß der höchsten untersuchten Konzentration (500 µM) unter-
scheiden sich deutlich voneinander (Fehler: Referenz nicht gefunden). Dies wird besonders deut-
lich bei Betrachtung der prozentualen Erhöhung, die bei Berechnung der Papp-Werte nach Metho-
de 2 deutlich höher ist wie die prozentuale Erhöhung der Papp-Werte bei Berechung nach Metho-
de 1.  

Betrachtet man die prozentuale Änderung der AUC-Werte bei Einsatz unterschiedlicher Kon-
zentrationen an Et-PHEPIPERAZI/NO, so sind diese Werte für die Konzentrationen 100 µM
und 250 µM mit beiden Berechnungsmethoden vergleichbar. Bei einer 100 µmolaren Lösung des

NO-Donor-Prodrugs erhöht sich der AUC-Wert auf 436,2 ± 39,2 % der Kontrolle und bei einer
250 µmolaren Lösung von Et-PHEPIPERAZI/NO wird die AUC auf 2197,1 ± 621,2 % der

Abb.  31: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO behandelt
wurden, unbehandelte Monolayer als Kontrolle (Mittelwert ± σ, n=3, Werte für 100 µM n=2)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2

ohne NO-Donor-Prodrug (Kontrolle) 100 µM
250 µM 500 µM

kein NO-Donor 100 250 500
0,0

1,0x10
-5

2,0x10
-5

3,0x10
-5

4,0x10
-5

5,0x10
-5

6,0x10
-5

7,0x10
-5

8,0x10
-5

9,0x10
-5

1,0x10
-4

 

P
a

p
p
 [

c
m

/s
]

a) b)

kein NO-Donor 100 µM 250 µM 500 µM
0,0

1,0x10
-5

2,0x10
-5

3,0x10
-5

4,0x10
-5

5,0x10
-5

6,0x10
-5

7,0x10
-5

8,0x10
-5

9,0x10
-5

1,0x10
-4

 

P
a

p
p
 [

c
m

/s
]



 Ergebnisse und Diskussion 67

Kontrolle erhöht. Bei der höchsten untersuchten Konzentration von 500 µM an NO-Donor-Pro-
drug wird die Menge an in das Akzeptormedium transportierten Carboxyfluorescein noch weiter

erhöht. Der resultierende AUC-Wert erreicht 3312,5 ± 451,0 % der Kontrolle.

Der Vergleich der Abbildungen 31 a und b mit  Abb. 35 zeigt, dass der Anstieg der apparen-

ten Permeationskoeffizienten vergleichbar dem Anstieg der AUC ist. Die deutliche Übereinstim-
mung dieser Werte ermöglicht es, den apparenten Permeationskoeffizienten auch durch Berech-
nung der AUC zu ersetzen. Die Übertragbarkeit und Vergleichbarkeit der AUC zwischen unter-
schiedlichen Laboratorien ist noch nicht gegeben, da dieser Wert noch nicht standardmäßig be-
rechnet wird. Es hat sich heute der apparente Permeationskoeffizient als Standard etabliert. Für
Kurvenverläufe, die nicht linear verlaufen ist es aber besser, die AUC heranzuziehen, da diese un-

abhängig vom Kurvenverlauf bestimmt werden kann. Die Berechnung der Permeationskoeffizi-
enten basiert auf der Berechnung der Ausgleichsgeraden, welche umso ungenauer wird, je stärker
der Konzentrations-Zeit-Verlauf von der Linearität abweicht. 

Tab. 24: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor Et-PHEPIPERAZI/NO, Berechnung des apparenten
Permeationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundele-
gung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3,*n=2), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittel-
werte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

0,19 ± 0,02 0,15 ± 0,00 9270 ± 1018 0,972

100 µM* 0,78 ± 0,00 0,63 ± 0,16 40194 ± 280 0,998 328,32 64,60

250 µM 3,89 ± 1,13 3,60 ± 1,11 202440 ± 60848 0,998 2052,21 25,12

500 µM 5,72 ± 0,62 6.63 ± 2,54 305220 ± 36157 0,994 3129,50 16,37
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2.3.2.3. Et-BUPIPERAZI/NO

Et-BUPIPERAZI/NO hat nach enzymatischer Spaltung mit einer Halbwertszeit von ca. 3
Minuten für das Spaltprodukt die längste Halbwertszeit für alle untersuchten Prodrugs. Damit

wird im gleichen Zeitraum NO langsamer freigesetzt und die Konzentration an NO kann intra-
zellulär  keine  solch  hohen  Konzentrationen  erreichen,  wie  dies  bei  Einsatz  von  Tosyl-
PYRRO/NO oder Et-PHEPIPERAZI/NO möglich ist.

Bei einer Konzentration von 100 µM an Et-BUPIPERAZI/NO und bei der Kontrolle steigt
die Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment in den ersten 20 Minuten
deutlich langsamer an wie in den sich anschließenden 100 Minuten. Innerhalb der ersten 20 Mi-
nuten des Experiments gibt es keinen Unterschied im Fluß von Carboxyfluorescein über behan-
delte und unbehandelte Monolayer (Abb. 34 b). Im Unterschied dazu erfolgt der Konzentrations-

anstieg für Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment bei den mit 250 und 500 µM NO-Do-
nor-Prodrug behandelten Monolayern linear, erkennbar am Bestimmtheitsmaß (Tab. 25).

Abb. 32: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor Et-PHEPIPERAZI/NO, unbehandelte Mo
nolayer als Kontrolle (Mittelwert ± σ, n=3,*n=2)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3, Werte für 100 µM n=2)
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Bei Betrachtung der Wirkung einer 100 µmolaren Lösung an NO-Donor-Prodrug auf den
Carboxyfluoresceinfluß über Endothelzellmonolayer kann in den ersten 80 Minuten kein Unter-

schied zur Kontrolle (unbehandelte Endothelzellmonolayer) festgestellt werden (Abb. 33,  Tab.
25). Erst ab 80 Minuten steigt die Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkomparti-
ment der mit 100 µmol Et-BUPIPERAZI/NO behandelten Endothelzellen langsamer an wie im
Akzeptorkompartiment der unbehandelten Monolayer. Bei Behandlung der Monolayer mit einer
Konzentration von 250 µmol an NO-Donor-Prodrug steigt die Permeabilität für Carboxyfluore-
scein im Vergleich zur Kontrolle, der Unterschied zur Kontrolle ist signifikant (Abb. 33). Die

höchste Konzentration an Et-BUPIPERAZI/NO führt zu einer weiteren signifikanten Steige-
rung der Permeabilität gegenüber dem Einsatz der Konzentration von 250 µM. Dies lässt sich
auch an den Permeationskoeffizienten, wie sie in Tab. 30 aufgeführt sind, erkennen. 

Die graphische Darstellung der Permeationskoeffizienten in Abb. 34 zeigt einen Unterschied
zwischen den Ergebnissen für Papp nach Berechnungsmethode 1 und nach Berechnungsmethode
2 nur für die Monolayer, die mit 100 µM Et-BUPIPERAZI/NO behandelt wurden und die Kon-
trolle. Der berechnete Wert für Papp beträgt hierbei für die Kontrolle nach Methode 2 nur ein
Viertel des Wertes für Papp, wenn Berechnungsmethode 1 benutzt wird. Dieser Unterschied in

den ermittelten Papp-Werten resultiert aus dem Kurvenverlauf. Die Konzentration im Kontrollex-
periment und im Experiment mit Endothelzellen, die mit 100 µM Et-BUPIPERAZI/NO behan-
delt wurden, steigt nicht linear an, dadurch werden die unterschiedlichen Permeationskoeffizien-
ten für die beiden Berechungsmethoden erzielt (Tab. 25). 

Abb. 33: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment ausgedrückt als Prozentsatz der eingesetz-
ten Carboxyfluoresceindosis (1µM), nach Behandlung der Monolayer mit unterschiedlichen Konzentrationen (100
µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor-Prodrug Et-BUPIPERAZI/NO, als Kontrolle unbehandelte Endothelzell-
monolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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Der Papp-Wert für die Behandlung mit einer 100 µmolaren Lösung an Et-BUPIPERAZI/NO
sinkt bei Berechnung nach Methode 1 auf 81,1 ± 8,2 % der Kontrolle und bei Berechnung nach

Methode 2 steigt der Papp-Wert auf 140,0 ± 60,0 % der Kontrolle. Der entsprechende AUC-Wert
sinkt bei Behandlung der Monolayer mit 100 µmol an NO-Donor-Prodrug auf 85,9 ± 8,3 % der
Kontrolle. 

Werden  die  Endothelzellmonolayer  mit  einer  250  µmolaren  Lösung  an  Et-
BUPIPERAZI/NO behandelt, so steigt der Permeationskoeffizient auf 162,5 ± 29,3 % der Kon-
trolle bei Berechnung nach Methode 1 und auf 560,0 ± 148,0 % der Kontrolle. Die Fläche unter
der Konzentrations-Zeit-Kurve für das Experiment mit 250 µmol an NO-Donor-Prodrug steigt
auf 179,6 ± 33,5 % der Kontrolle. 

Bei Einsatz der höchsten untersuchten Konzentration von 500 µmol kommt es zu einer noch
stärkeren Anhebung der Papp-Werte. Bei Berechnung nach Methode 1 steigt der Wert auf 244,3 ±

26,5 % der Kontrolle und bei Berechnung nach Methode 2 auf 893,0 ± 373,2 % der Kontrolle.
Der AUC-Wert für das Experiment mit der höchsten untersuchten Konzentration erhöht sich
auf 276,4 ± 33,3 % der Kontrolle.

Vergleicht man die prozentuale Veränderung der Werte für die AUC zur Kontrolle mit der
prozentualen Änderung der Werte für Papp nach den unterschiedlichen Berechnungsmethoden, so
ist eine Übereinstimmung zwischen der Veränderung der AUC-Werte und der Veränderung der
Papp-Werten nach Berechnungsmethode 1 zu erkennen. Dies ist auch bei Betrachtung der Balken-
diagramme für die Permeationskoeffizienten in Abb. 34 und dem Balkendiagramm für die AUC

in Abb. 38 ersichtlich. Die prozentualen Änderungen sind fast identisch.

Abb.  34: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor-Prodrug Et-BUPIPERAZI/NO behandelt
wurden, unbehandelte Monolayer als Kontrolle (Mittelwert ± σ, n=3)
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 In diesem Experiment gibt die Berechnung der AUC eine ebenso gute Möglichkeit, den Ef-
fekt der unterschiedlichen Konzentrationen des NO-Donor-Prodrugs Et-BUPIPERAZI/NO zu

bewerten, wie es die Berechnung der apparenten Permeationskoeffizienten bisher ermöglichte.

Die f1- und f2-Werte eignen sich nicht zur Beurteilung der Kurvenverläufe. Für die Behand-

lung mit einer 100 µmolaren Lösung NO-Donor-Prodrug resultiert aus der Berechnung der bei-
den Faktoren eine Übereinstimmung zwischen der Permeabilität für Kontrolle und behandelte
Monolayer. Im Gegensatz zu dieser Aussage widersprechen sich die Differenz- und Gleichheits-
faktoren für die mit 250 µM oder 500 µM behandelten Monolayer. Die Differenzfaktoren f1 ha-
ben Werte deutlich über 70, lassen also auf eine Differenz zwischen den behandelten Monolayern
und der Kontrolle schließen. Für die Gleichheitsfaktoren f2 errechnen sich Werte, die über 40 lie-

gen, sie deuten demzufolge eine Übereinstimmung der Kurvenverläufe für behandelte Monolayer
und Kontrolle an.  Der signifikante Unterschied zwischen der Kontrolle und den behandelten
Monolayern wird durch die f1- und f2-Faktoren nicht gezeigt.

Abb. 35: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor-Prodrug Et-BUPIPERAZI/NO, unbehandel
te Monolayer als Kontrolle (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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Tab.  25:  Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor Et-BUPIPERAZI/NO, Berechnung des apparenten
Permeationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundele-
gung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte
berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

0,46 ± 0,03 0,10 ± 0 20730 ± 1305 0,944

100 µM 0,37 ± 0,04 0,14 ± 0,07 17760 ± 1640 0,981 20,10 93,72

250 µM 0,74 ± 0,15 0,56 ± 0,17 37140 ± 7633 0,995 74,57 78,78

500 µM 1,11 ± 0,12 0,89 ± 0,43 57144 ± 7073 0,998 166,87 62,15

2.3.2.4. PENT-BIS-PYRRO/NO

Auch die Substanz PENT-BIS-PYRRO/NO muss enzymatisch gespalten werden, damit die ent-

stehenden Spaltprodukte Stickstoffmonoxid freisetzen können. Dabei ist die Halbwertszeit nach
der enzymatischen Spaltung mit 3 Sekunden sehr kurz, vergleichbar mit der Substanzen Tosyl-
PYRRO/NO, da aus beiden Substanzen das gleiche Spaltprodukt PYRRO/NO entsteht. Der
Einsatz des Spaltproduktes selber für die Untersuchung scheiterte an der extrem kurzen Halb-
wertszeit, so dass kein Vergleich mit PYRRO/NO möglich ist. 

Im Vergleich mit Tosyl-PYRRO/NO führt PENT-BIS-PYRRO/NO zu einem langsameren
Anstieg der Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment. Der Effekt auf die
Endothelzellen durch den Einsatz von PENT-BIS-PYRRO/NO ist nicht so ausgeprägt (geringe-

rer  Fluß  bei  PENT-BIS-PYRRO/NO)  und  setzt  erst  später  ein,  verglichen  mit  Tosyl-
PYRRO/NO. 

Abb. 36 zeigt den zeitlichen Verlauf der Konzentration im Akzeptorkompartiment an Car-
boxyfluorescein. Es ist zu erkennen, dass die Kurven für die Untersuchung des unbehandelten
Monolayers (Kontrollexperiment) sowie der Monolayer, die mit 100 µM NO-Donor-Prodrug so-
wie mit 500 µM NO-Donor-Prodrug behandelt wurden, einen linearen Verlauf des Konzentrati-
onsanstiegs zeigen. Dies ist ein deutlicher Unterschied verglichen mit der zweit höchsten Kon-
zentration. Bei Einsatz von 250 µM PENT-BIS-PYRRO/NO steigt die Konzentration an Car-

boxyfluorescein im Akzeptorkompartiment innerhalb der ersten 50 Minuten sehr langsam an, da-
nach beschleunigt sich der Fluß deutlich.
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Dies zeigt sich auch in den Papp-Werten (Tab. 26), besonders deutlich zu erkennen in der gra-
phischen Darstellung der Papp-Werte, berechnet nach Methode 1 (Abb. 37 a) oder nach Methode
2 (Abb. 37 b). Es kommt zu einem deutlich erhöhten apparenten Permeationskoeffizienten bei
Untersuchung des Einflusses einer 250 µmolaren Lösung an PENT-BIS-PYRRO/NO verglichen

mit den zwei anderen untersuchten NO-Donor-Prodrug-Konzentrationen. Alle 3 Konzentratio-
nen führen aber zu einer deutlichen Steigerung des Carboxyfluoresceinflusses im Vergleich zur
Kontrolle. Die Papp-Werte, die nach Methode 2 berechnet werden und denen nur die Werte der
ersten 20 Minuten zugrunde liegen, zeigen dagegen eine nur leichte aber nicht signifikante Erhö-
hung der Werte für die Untersuchung mit 100 µM und mit 500 µM an PENT-BIS-PYRRO/NO.

Die  Permeationserhöhung  beträgt  bei  der  100  µmolaren PENT-BIS-PYRRO/NO-Lösung
1469,5 ± 1737,3 % der Kontrolle, bei Einsatz einer 250 µmolaren Lösung 3942,5 ± 2295,7 % der
Kontrolle und bei der höchsten untersuchten Konzentration 2266,7 ± 1983,5 % der Kontrolle,

legt man die Werte nach Berechnungsmethode 1 zugrunde. Die Veränderung der Papp-Werte bei
Berechnung nach Methode 2 beträgt 1020,0 ± 1337,3 % der Kontrolle bei Einsatz einer 100
µmolaren Lösung, bei Einsatz einer 250 µmolaren Lösung von PENT-BIS-PYRRO/NO beträgt
die Änderung -200,0 ± 400,0 % der Kontrolle und bei einer Behandlung mit 500 µmolaren Lö-
sung an NO-Donor-Prodrug ändert sich der Papp-Wert auf 1000,0 ± 2000,0 % der Kontrolle.

Abb. 36: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, nach Behandlung der Monolayer mit un-
terschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM und 500 µM) an NO-Donor-Prodrug PENT-BIS-PYRRO/NO,
als Kontrolle unbehandelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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Bei  Untersuchung des Einflusses  einer 100 µmolaren Lösung an PENT-BIS-PYRRO/NO

steigert sich der AUC-Wert auf 2214,9 ± 2973,5 % der Kontrolle, bei Einsatz einer 250 µmolaren
Lösung erhöht sich der AUC-Wert auf 5460,5 ± 4081,8 % der Kontrolle. Wird die höchste Kon-
zentration  an  PENT-BIS-PYRRO/NO  eingesetzt,  so  steigt  der  AUC-Wert  auf  3582,2  ±
3646,1 % der Kontrolle. 

Tab.  26:  Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor-Prodrug PENT-BIS-PYRRO/NO, Berechnung des
apparenten Permeationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter
Zugrundelegung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die
Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Faktor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

0,03 ± 0,02 -0,03 ± 0,04 750 ± 874 0,779

100 µM 0,41 ± 0,48 0,17 ± 0,29 18180 ± 21922 0,908 1420,00 73,25

250 µM 1,09 ± 0,49 -0,03 ± 0,06 44820 ± 21520 0,866 3717,78 50,69

500 µM 0,63 ± 0,56 0,17 ± 0,18 19602 ± 25158 0,974 2312,00 64,20

Abb. 37:  Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endo-
thelzellmonolayer  (Kontrolle)  und  Endothelzellmonolayer,  die  mit  dem  NO-Donor-Prodrug  PENT-BIS-
PYRRO/NO behandelt wurden (Mittelwert ± σ, n=3)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1  b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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Auch wenn bei dieser Untersuchung keine Linearität im Anstieg der Konzentration an CF im
Akzeptorkompartiment vorhanden ist, so bietet die Betrachtung der apparenten Permeationsko-
effizienten doch eine gute Möglichkeit, um die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen

an NO-Donor-Prodrug auf die Permeabilität der Endothelzellmonolayer einschätzen und unter-
einander vergleichen zu können. Dies wird besonders deutlich, wenn man die AUC und die Papp-
Werte bei Berechnung nach Methode 1 vergleicht (Abb. 36a,  Tab. 26). Die prozentuale Erhö-
hung dieser Werte im Vergleich zur Kontrolle sind vergleichbar. 

Eine weitere Möglichkeit zur Differenzierung zweier Kurven auf Unterschiedlichkeit ist die
Berechnung der f1- und f2-Faktoren. Alle f1-Faktoren haben Werte deutlich über 100, so dass eine
Unterschiedlichkeit der Kurven für alle 3 untersuchten Konzentrationen gegenüber der Kontrolle
postuliert werden kann. Im Gegensatz dazu stehen allerdings die berechneten f2-Werte, die alle

über der von mir festgelegten Grenze von 40 liegen. Dies deutet wiederum auf keine deutliche
Unterschiedlichkeit zwischen den betrachteten Kurven. Auch bei diesem Experiment führt die
Betrachtung dieser beiden Faktoren nicht zu einem eindeutigen Ergebnis. Die für Freisetzungs-
untersuchungen entwickelte Methodik der Differenz- und Gleichheitsfaktoren eignet sich damit
nicht als objektive Methode zur Einschätzung,  ob Unterschiede zwischen Kurven vorhanden
sind, wenn die Kurven nicht den gleichen Verlauf zeigen wie Freisetzungskurven von Tabletten.

Abb. 38: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor-Prodrug PENT-BIS-PYRRO/NO, unbehan
delte Monolayer als Kontrolle (Mittelwert ± σ, n=3)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=3)
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2.3.3. Nitrate

Nitrate werden als Therapeutikum für koronare Herzerkrankungen sowie bei Angina pectoris
eingesetzt. Damit Nitrate ihre Wirkung entfalten können, müssen sie Stickstoffmonoxid freiset-
zen. Zur Freisetzung von NO muss das Nitrat in Zellen biochemisch umgewandelt werden. 

Da die Eigenschaften der Nitrate wie PETN schon gut untersucht sind und auch ihre pharma-
kologische Wirkung belegt ist, eignet sich diese Substanz gut als Referenzsubstanz.

2.3.3.1. PETN

PETN setzt NO erst nach einer redoxgeförderten, nichtenzymatischen Umsetzung frei. An-

ders als die bisher untersuchten NO-Donoren setzt PETN also nicht spontan NO frei, es werden
wie bei  Einsatz von NO-Donor-Prodrugs Zellen benötigt.  Die Wirkung, die  unterschiedliche
Konzentrationen an PETN auf primäre Schweinehirnendothelzellen haben, gleichen denen der
NO-Donoren Et-PHEPIPERAZI/NO, Tosyl-PYRRO/NO und PENT-BIS-PYRRO/NO.

Schon bei Einsatz der geringsten untersuchten Konzentration von 100 µM an PETN kommt
es zu einer deutlichen Permeationssteigerung für Carboxyfluorescein (Abb. 39). Wird die Kon-
zentration an NO-Donor weiter gesteigert, so steigert sich auch die Permeabilität der Endothel-
zellmonolayer für die Markersubstanz Carboxyfluorescein. Der stärkste Effekt ist bei der höchs-

ten untersuchten Konzentration von 500 µM PETN zu beobachten.

Abb. 39: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment ausgedrückt als Prozentsatz der eingesetz-
ten  Carboxyfluoresceindosis  (1  µM),  nach  Behandlung  der  Monolayer  mit  unterschiedlichen  Konzentrationen
(100 µM, 250 µM und 500 µM) an PETN, als Kontrolle unbehandelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=2)
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Um den Effekt quantifizieren zu können, wurden die apparenten Permeationskoeffizienten
berechnet (Tab. 31).  Diese verdeutlichen, dass ein deutlicher und signifikanter Effekt erst  bei
Konzentrationen von PETN ab 250 µM auftritt (Abb. 40 a und b,  Tab. 31). Die Linearität des
Anstiegs der Konzentration von Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment ist bei diesem

Experiment für alle untersuchten Konzentrationen an NO-Donor und für das Kontrollexperi-
ment gewährleistet, wie aus den Bestimmtheitsmaßen aus Tab. 31 ersichtlich ist. 

Die stärksten Unterschiede in den Papp-Werten beim Vergleich der beiden Berechnungsme-
thoden sind beim Experiment mit der Konzentration von 500 µM an NO-Donor zu erkennen.
Die anderen Papp-Werte stimmen gut überein, da sich der Kurvenanstieg bei den einzelnen Ex-
perimenten innerhalb der ersten 20 Minuten nicht von dem Kurvenanstieg über die Gesamtdauer
unterscheidet, da die Linearität des Konzentrationsanstiegs über die gesamte Dauer des Experi-
mentes gewährleistet ist. 

Nach Behandlung der Endothelzellmonolayer mit PETN in einer Konzentration von 100 µM
steigt der Papp-Wert bei Berechnung nach Methode 1 auf 247,5 ± 153,2 % der Kontrolle und bei

Berechnung nach Methode 2 auf 150,0 ± 191,9 % der Kontrolle. Der AUC-Wert für das Experi-
ment mit 100 µM an PETN steigt auf 235,8 ± 157,2 % der Kontrolle. Der f2-Faktor für diese
Konzentration liegt deutlich über 100, was auf einen deutlichen Unterschied zwischen dem Fluß
für die Kontrolle und dem Fluß von Carboxyfluorescein über Monolayer, die mit 100 µM PETN
behandelt wurden, hindeutet. Der f1-Faktor kann dieses Ergebnis allerdings nicht stützen, da er
deutlich über der von mir festgelegten Grenze von 40 für diesen Faktor liegt. 

Abb. 40: Apparente Permeationskoeffizienten für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte Endothelzell-
monolayer und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor PETN behandelt wurden (Mittelwert ± σ, n=2)

a) Berechnung von Papp nach Methode 1 b) Berechnung von Papp nach Methode 2
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Deshalb kann bei diesem Experiment mit 100 µM an NO-Donor bei Betrachtung der f1- und
f2-Faktoren  keine  eindeutige  Entscheidung  über  einen  Unterschied  zwischen  beiden  Kurven
(Kontrolle und Behandlung mit 100 µM PETN) getroffen werden. Das kein eindeutiger Unter-

schied zwischen dem Fluß über mit 100 µM PETN behandelte und unbehandelte Monolayer be-
steht, ist auch deutlich aus dem Konzentrationsverlauf für Carboxyfluorescein im Akzeptorkom-
partiment aus Abb. 39 ersichtlich.

Erhöht sich die Konzentration von PETN, das auf die Zellen einwirkt, von 100 µM auf 250
µM, so steigt auch die Permeabilität für Carboxyfluorescein weiter an. Dies führt zu einem An-
stieg der Papp-Werte auf 568,7 ± 93,2 % der Kontrolle bei Berechnung nach Methode 1 und auf
675,0 ± 275,4 % der Kontrolle bei Berechnung der Werte nach Methode 2. Der entsprechende
AUC-Wert erhöht sich auf 568,1 ± 98,0 % der Kontrolle. Der Wert für den f1-Faktor ist für die

Untersuchung mit 250 µM an PETN deutlich höher wie der Grenzwert von 70, was für eine Un-
terschiedlichkeit der beiden betrachteten Kurven spricht. Der f2-Faktor liegt zwar deutlich niedri-
ger, verglichen mit dem Wert für die Monolayer, die mit 100 µM an NO-Donor behandelt wur-
den, aber immer noch höher wie 40, dem festgelegten Grenzwert.

 Ein Wert über 40 aber deutet laut Definition auf keinen Unterschied zwischen den betrachte-
ten Kurven, in diesem Fall die Kurve für die Behandlung mit 250 µM an PETN und die Kurve
für die Kontrolle. Trotz dieser sich widersprechenden Ergebnisse kann ein Unterschied zwischen
diesen beiden Kurven diskutiert werden.

Bei Beeinflussung der Endothelzellmonolayer mit der höchsten untersuchten Konzentration
(500 µM) an NO-Donor erhöht sich der Papp-Wert und der AUC-Wert gegenüber der Kontrolle

noch einmal deutlich im Vergleich zur Beeinflussung mit 250 µM an PETN. Der Papp-Wert steigt
auf 1535,8 ± 238,0 % der Kontrolle bei Berechnung nach Methode 1 und auf 1200,0 ± 864,1 %
der  Kontrolle  bei  Berechnung  nach  Methode  2.  Der  AUC-Wert  erhöht  sich  auf  1492,0  ±
266,7 % der Kontrolle. Auch bei dieser Konzentration ist die Übereinstimmung der Erhöhung
der Papp-Werte und des AUC-Wertes bei Berechnungsmethode 1 deutlich besser wie bei Ver-

Abb. 41: a) AUC-Werte für die Fluß-Experimente nach Beeinflussung der Permeabilität für Carboxyfluorescein  
durch drei unterschiedliche Konzentrationen an NO-Donor PETN, unbehandelte Monolayer als Kontrol
le (Mittelwert ± σ, n=2)
b) Vergleich der beiden Berechnungsmethoden für Papp und der AUC-Werte, Darstellung der prozentualen
Änderung im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert, n=2)
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gleich der Erhöhung mit Berechnungsmethode 2. Die dieser Behandlung entsprechenden f1- und
f2-Faktoren zeigen einen deutlichen Unterschied im Fluß von Carboxyfluorescein über unbehan-

delte Monolayer und den Monolayern, die mit der höchsten Konzentration an PETN behandelt
wurden.

Auch bei diesem Experiment zeigt sich, dass die AUC-Werte besser mit den Werten nach Be-
rechnungsmethode 1 für den Papp-Wert korrelieren wie mit den Werten für Papp, die nach Metho-
de 2 berechnet wurden. Diese gute Übereinstimmung betrifft alle untersuchten Konzentrationen.

Tab. 27:  Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor PETN, Berechnung der apparenten Permeationskoeffi-
zienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der Werte
über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=2), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor wurden für die Mittelwerte berech-
net

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor
(Kontrolle)

0,18 ± 0,02 0,10 ± 0,14 9360 ± 1527 0,955

100 µM 0,45 ± 0,33 0,20 ± 0,28 21780 ± 17310 0,987 137,50 80,02

250 µM 1,03 ± 0,16 0,90 ± 0,14 52470 ± 7000 0,997 466,07 56,88

500 µM 2,79 ± 0,38 1,60 ± 1,13 137790 ± 19983 0,968 1392,86 32,58
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2.4. Zusammenfassung des Einflusses von NO-Donoren und NO-
Donor-Prodrugs

Alle untersuchten NO-Donoren (PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO und Sper-
minNONOat) führten konzentrationsabhängig zu einer Senkung der Permeabilität für die be-
trachtete Markersubstanz Carboxyfluorescein. Der deutlichste Effekt und damit die stärkste Per-

meabilitätsverringerung im Vergleich zu unbehandelten Endothelzellmonolayern war  mit  dem
NO-Donor DBA/NO zu beobachten.

Der Effekt, der durch PHEPIPERAZI/NO und durch DETA/NO erzielt wurde, war nicht
so ausgeprägt konzentrationsabhängig verglichen mit DBA/NO, da die Permeabilitätsabsenkung
für Carboxyfluorescein bei Konzentrationen an NO-Donor über 250 µM nicht weiter gesteigert
werden konnte. Bei  SperminNONOat zeigte sich ein paradoxer Effekt,  da bei Erhöhung der
Konzentration von 250 µM auf 1000 µM der abdichtende Effekt auf die Monolayer wieder aufge-
hoben wurde. Die Permeabilität von Carboxyfluorescein stieg bei Einsatz von 1000 µM NO-Do-

nor wieder an.

In der Untersuchung von Wong et al. [Wong 2004] wurde durch den Einsatz von 100 µM

DETA/NO eine Reduktion der Permeabilität für Meerettichperoxidase um 50 % und gleichzeitig
eine Erhöhung des transendothelialen elektrischen Widerstandes um 20 % nachgewiesen. Diese
Ergebnisse wurden in einem Modell der Blut-Hirn-Schranke erzielt, das aus humanen Hirnendo-
thelzellen gebildet wurde. Diese Resultate stimmen gut mit den in dieser Untersuchung gefunde-
nen Ergebnissen für die Behandlung von primären Schweinehirnendothelzellen mit DETA/NO
überein. In diesem Experiment war allerdings zur Erzielung einer 50 %igen Reduktion für die

Markersubstanz im Vergleich zur Kontrolle eine Konzentration von 250 µM DETA/NO nötig.

Im Gegensatz zur Untersuchung von Wong et.  al.  fanden Boje und Lakhman [Boje 2000]

durch den Einsatz von DETA/NO keine Verringerung der Permeabilität für 14C-Sucrose im in
vivo Experiment an Ratten verglichen mit unbehandelten Kontrolltieren. Die anderen untersuch-
ten NONOate in der Untersuchung von Boje und Lakhman (MAHMANONOat, SperminNO-
NOat und DiethylaminNONOat) führten zu einer geringen Erhöhung der Permeabilität für 14C-
Sucrose.

Die in vitro Ergebnisse aus der Arbeit von Wong et al. und die Ergebnisse aus dieser Arbeit
stehen im Widerspruch zu den Erkenntnissen von Boje und Lakhman. In den in vitro Experi-
menten konnte eine deutliche Reduktion der Permeabilität gezeigt werden, welche sich in den in

vivo Untersuchungen nicht zeigte. Dies könnte ein Hinweis sein, dass die gezeigten in vitro Ef-
fekte nicht stark genug sind, um im in vivo Experiment nachgewiesen zu werden.

NO-Donor-Prodrugs aus der Gruppe der Diazeniumdiolate wurden bisher noch nicht auf ih-
ren Effekt auf Endothelzellen untersucht. Dies geschah in dieser Arbeit zum ersten Mal. Es wur-
den verschiedene neuartige Diazeniumdiolat-Prodrugs in der Arbeitsgruppe von Prof. Lehmann
in der Pharmazeutischen Chemie synthetisiert. Aufgrund höherer Stabilität in wässrigen Medien
und ihrer erhöhten Lipophilie verglichen mit den sofort NO freisetzenden NO-Donoren wird
vermutet,  dass  intrazellulär  höhere  NO-Mengen freigesetzt  werden.  Da diese Substanzen zur

Freisetzung von NO einer enzymatischen Spaltung unterzogen werden müssen, die durch intra-
zellulär vorliegende Enzyme geschehen kann, ist es wahrscheinlich, dass NO durch NO-Donor-
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Prodrugs nur intracellular und nicht extrazellulär gebildet werden kann. Daraus lässt sich schlie-
ßen, dass die erzielten Effekte der NO-Donor-Prodrugs auf ihrer Fähigkeit beruhen, intrazellulär

große Mengen an NO freizusetzen.

Vier dieser Substanzen wurden am Modell der Blut-Hirn-Schranke aus primären Schweinehir-

nendothelzellen untersucht.  Dabei wurde gezeigt,  dass drei  der untersuchten NO-Donor-Pro-
drugs in allen untersuchten Konzentrationen die Permeabilität für Carboxyfluorescein deutlich
erhöhten. Dies trifft auf die Prodrugs Tosyl-PYRRO/NO, Et-PHEPIPERAZI/NO und PENT-
BIS-PYRRO/NO zu. Die vierte untersuchte Substanz zeigte einen abweichenden Effekt auf die
Permeabilität von Carboxyfluorescein, durch den Einsatz von Et-BUPIPERAZI/NO wurde die
Permeabilität von Carboxyfluorescein nur bei einer 250 µmolaren und einer 500 µmolaren Kon-

zentration erhöht. Die Behandlung mit einer 100 µmolaren Lösung Et-BUPIPERAZI/NO führ-
te zu keiner Änderung der Permeabilität verglichen mit der Kontrolle.

Eine mögliche Erklärung für die Erhöhung der Permeabilität durch NO-Donor-Prodrugs liegt
in der Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration durch die Freisetzung von NO aus
den gespaltenen NO-Donor-Prodrugs. NO aktiviert die cyclische Guanylatzyklase, wodurch ver-
mehrt cGMP gebildet wird. Dieses führt zu einer Erhöhung der Permeabilität. Chi et al. zeigten,
dass konzentrationsabhängig cGMP die Permeabilität von Gehirnkapillaren erhöht [Chi 1999]. 

Dass die Erhöhung des Papp-Wertes nicht durch eine zytotoxische Reaktion auf die NO-Do-
nor-Prodrug-Behandlung der  Endothelzellen herbeigeführt  wird,  zeigt  einerseits  die  Tatsache,
dass  Et-BUPIPERAZI/NO keinen  permeabilitätssteigernden  Einfluss  auf  Schweinehirnendo-

thelzellmonolayer hat und andererseits die Ergebnisse aus der Zytototoxitätsuntersuchung (Kap.
2.1.) und der Vitalitätsuntersuchung (Kap. 2.2.) dieser Arbeit (Abb. 9-11, Abb. 13 und Abb. 14).

Die hier durchgeführten Untersuchungen auf den Einfluss von NO-Donoren auf die Zellvita-
lität konnten zeigen, dass durch die NO-Donoren ein positiver Einfluss auf die Mitochondrien
erzielt wird. Diese Resultate der Vitalitätsuntersuchung stehen im Widerspruch zu den Ergebnis-
se der Untersuchung von Stamler et al (Stamler 1992). Damit ist für unsere Ergebnisse eine Sen-
kung der ATP-Konzentration nicht als verantwortlich anzusehen, da durch die hier untersuchten
NO-Donoren eher eine Erhöhung der ATP-Konzentration resultiert.
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2.5. Einfluss von Methylenblau

2.5.1. PHEPIPERAZI/NO

Um herauszufinden, ob die Änderung der Dichtigkeit der Monolayer und damit die Änderung
der Permeabilität für Carboxyfluorescein über die Wirkung des freigesetzten NO auf die zykli-
sche Guanylatzyklase bewirkt wird, wurde Methylenblau als Hemmstoff der Guanylatcyclase ein-
gesetzt.  Bei diesem Experiment war der Monolayer allerdings auch ohne Zusatz von anderen
Substanzen schon sehr dicht. Trotz der hohen Dichtigkeit konnte eine Absenkung der Permeabi-

lität bei Einsatz des NO-Donors beobachtet werden. (siehe  Abb. 42 und  Tab. 28). Keiner der
Versuchsansätze (Behandlung mit NO-Donor, Behandlung mit Methylenblau oder Behandlung
mit einer Kombination aus Methylenblau und NO-Donor) führte bei diesem Experiment zu ei-
ner deutlichen Änderung des Flusses von Carboxyfluorescein über den Endothelzellmonolayer
(f1- und f2-Werte in Tab. 28) verglichen mit der Kontrolle (unbehandelte Endothelzellmonolayer).

Bei einer Behandlung der Monolayer mit 250 µM PHEPIPERAZI/NO sinkt der Papp-Wert
auf 5,6  ± 0,8  % der Kontrolle, werden die Monolayer mit einer Kombination aus NO-Donor
und Methylenblau behandelt, so sinkt der Papp-Wert auf 71,6  ± 6,3 % der Kontrolle (Berech-

nungsmethode 1). Eine Behandlung mit Methylenblau führt zu einer Erhöhung der apparenten
Permeationskoeffizienten auf 229,0 ± 30,7 % der Kontrolle. Die Berechnung nach Methode 2
führte bei diesem Experiment zu vergleichbaren Werten für Papp (Tab. 28). Die AUC-Werte zei-
gen für PHEPIPERAZI/NO allein eine Absenkung auf 6,3 ± 0,9 % der Kontrolle, bei Behand-
lung der Endothelzellmonolayer  mit  Methylenblau und NO-Donor sinkt der AUC-Wert auf  

Abb. 42: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, Monolayer wurden mit Methylenblau für
10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor PHEPIPERAZI/NO zugegeben, als Vergleich wurde ein
unbehandelter Monolayer herangezogen, ein Monolayer, der nur mit dem NO-Donor PHEPIPERAZI/NO behan-
delt wurde und ein Monolayer, der nur mit Methylenblau behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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74,4 ± 6,7 % der Kontrolle. Methylenblaubehandlung führt zu einer Erhöhung des AUC-Wertes
auf 238,9 ± 36,3 % der Kontrolle.

Eine Linearität im Anstieg der Konzentration an Carboxyfluorescein im Akzeptorkomparti-
ment konnte nur für den Kurvenverlauf nach Behandlung mit Methylenblau allein und für die

Kombination mit Methylenblau und NO-Donor PHEPIPERAZI/NO erzielt werden, der An-
stieg der Carboxyfluoresceinkonzentration im Akzeptorkompartiment der unbehandelten Endo-
thelzellmonolayer erfolgt nicht linear ebenso wie der Anstieg der Konzentration an Carboxyfluo-
rescein nach Behandlung der Endothelzellmonolayer nur mit dem NO-Donor nicht linear erfolgt
(Bestimmtheitsmaß r2 in Tab. 28).

Im Gegensatz zu den f1- und f2-Werten zeigen die Papp-Werte einen Unterschied im Anstieg
zwischen dem Kontrollexperiment und der mit PHEPIPERAZI/NO behandelten Monolayer so-
wie den mit Methylenblau behandelten Monolayern. Der f1-Wert für die Methylenblau-behandel-

ten Monolayer liegt zwischen 0 und 40, deutet also hier einen Unterschied zwischen der Kontrol-
le und den behandelten Monolayern an. Dies wird allerdings nicht durch den f2-Faktor gestützt.
Durch PHEPIPERAZI/NO wird die Permeabilität deutlich gesenkt. Diese deutliche Permeabili-
tätssenkung tritt nicht auf, wenn der Endothelzellmonolayer mit einer Kombination aus NO-Do-
nor und Methylenblau behandelt wird. Methylenblaubehandlung führte bei diesem Experiment
zu einer Verdopplung der Permeabilität. Die Daten der Papp-Berechung stimmen mit den Ergeb-

nissen der AUC-Bestimmung deutlich überein (Abb. 43 a und b, Tab. 28). 

Methylenblau konnte den Effekt von PHEPIPERAZI/NO aufheben, wie die Papp-Werte zei-

gen.

Abb. 43: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Apparente  Permeationskoeffizienten  und  AUC-Werte  für  den  Fluß  von  Carboxyfluorescein  über  unbehandelte
Endothelzellmonolayer (Kontrolle) und Endothelzellmonolayer, die mit dem NO-Donor PHEPIPERAZI/NO be-
handelt wurden oder mit Methylenblau (MB) oder mit einer Kombination aus NO-Donor und Methylenblau (Mittel-
wert ± σ, n=3)

ohne NO-Donor, ohne MB (Kontrolle)      PHEPIPERAZI/NO 250 µM
MB 50 µM      PHEPIPERAZI/NO 250 µM und MB 50 µM

kein NO-Donor 100 µM 250 µM 500 µM
0,0

1,0x10
-6

2,0x10
-6

3,0x10
-6

4,0x10
-6

 

P
a

p
p
 [

c
m

/s
]

a) b)

kein NO-Donor 100 µM 250 µM 500 µM
0

1000

2000

3000

4000

 

A
U

C
 [

%
*s

]



84  Ergebnisse und Diskussion

Tab. 28: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor PHEPIPERAZI/NO 250 µM, für die Behandlung mit
Methylenblau (MB) und für die Behandlung mit PHEPIPERAZI/NO 250 µM und MB 50 µM, Berechnung von Papp

erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der Werte über 60
Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor wurden für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß

r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor,
ohne MB (Kontrolle)

0,09 ± 0 0,10 ± 0 1080 ± 0 0,893

PHEPIPERAZI/NO
250 µM

0,005 ± 0 0,006 ± 0 68 ± 11 0,924 94,67 99,29

MB 50 µM 0,20 ± 0,03 0,23 ± 0,06 2580 ± 453 0,959 39,05 99,88

PHEPIPERAZI/NO
250 µM + MB 50 µM

0,06 ± 0 0,07 ± 0,02 804 ± 83 0,979 138,1 98,66

2.5.2. DBA/NO

DBA/NO in einer Konzentration von 250 µM senkt die Permeabilität von Carboxyfluore-
scein über Endothelzellmonolayer. Dies konnte im vorhergehenden Experiment gezeigt werden.
Gibt man einen Hemmstoff für die Guanylatcyclase zu den Endothelzellen sollte der Effekt ge-
mindert oder sogar aufgehoben werden. Das Ergebnis der Untersuchung ist in den Abbildungen

44 und 42 dargestellt.

Die Zugabe von 250 µM an NO-Donor konnte den Fluß nur geringfügig verringern, da die in

diesem Versuch eingesetzten Monolayer durch ihre hohe Dichtigkeit ohne Vorbehandlung schon
eine sehr geringe Flußrate für Carboxyfluorescein aufweisen (siehe  Abb. 44 und  Tab. 29). Der
Papp-Wert ändert sich bei Behandlung der Endothelzellmonolayer mit dem NO-Donor DBA/NO
in einer Konzentration von 250 µM auf 64,9 ± 13,7 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 1)
oder auf 75,0 ± 28,9 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 2). Der AUC-Wert sinkt auf 67,0 ±
15,7 % der Kontrolle. Damit stimmt der AUC-Wert auch bei diesem Experiment deutlich besser

mit den Werten für Papp nach Berechnungsmethode 1 überein, die Werte nach Berechnungsme-
thode 2 weichen stärker von den AUC-Werten ab.

Die Zugabe von 50 µM Methylenblau konnte deshalb auch nur einen geringen Einfluss auf die
Flußänderung durch DBA/NO erzielen.  Die  Kombination  aus Methylenblau  und DBA/NO
führte zu einer Erhöhung der Papp-Werte im Vergleich zur Kontrolle. Die Erhöhung des Papp-
Wertes im Vergleich zu den Monolayern, die mit dem NO-Donor DBA/NO behandelt wurden,
fällt noch deutlicher aus, wie aus Tab. 29 sowie der Abb. 42 ersichtlich ist. Durch die Kombinati-
on wurde der Papp-Wert auf 140,7 ± 32,2 % der Kontrolle bei Berechnung nach Methode 1 und

auf 262,5 ± 170,2 % der Kontrolle bei Berechnung nach Methode 2 erhöht. Die AUC-Werte er-
höhen sich bei Behandlung der Monolayer mit einer Kombination aus Methylenblau und DBA/
NO  gegenüber der Kontrolle auf 146,7 ± 31,6 %.
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Betrachtet man die Differenzfaktoren f1 und die Unterschiedlichkeitsfaktoren f2 so wird deut-
lich, daß sich die Kurven bei Zugabe von NO-Donor sowie bei der Zugabe von Methylenblau
und NO-Donor nicht von der Kontrolle,  den unbehandelten Zellen,  unterscheiden (Tab. 29,
Spalte 6 und 7).

In diesem Experiment war es nicht möglich, mit Hilfe der Werte für f1 und f2 einen Unter-
schied zwischen der Kontrolle und den Effekten von DBA/NO oder einer Kombination aus

DBA/NO und Methylenblau festzustellen. Dies zeigt, dass sich die Differenzfaktoren und die
Unterschiedlichkeitsfaktoren nur dann einsetzen lassen, wenn es deutliche Unterschiede zwischen
den betrachteten Kurven gibt. Da dies in diesem Experiment nicht der Fall ist, eignen sich diese
Faktoren nur bedingt, um Unterschiedlichkeiten festzustellen.

Abb.  44:  Carboxyfluoresceinkonzenzentration  im  Akzeptorkompartiment,  Monolayer  wurden  mit  Methylenblau
(MB) für 10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor DBA/NO zugegeben, als Vergleich wurden ein
unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur mit dem NO-Donor DBA/NO behandelt wur-
de (Mittelwert ± σ, n=3)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

0

1

2

3

4

5

%
 C

a
rb

o
x
y
fl
u

o
re

s
c
e

in
 i
m

 A
k
z
e

p
to

rk
o

m
p

a
rt

im
e

n
t

Zeit [Min]

 ohne NO-Donor (Kontrolle)

 DBA/NO 250 µM

 DBA/NO 250 µM + MB 50 µM



86  Ergebnisse und Diskussion

Tab. 29: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor DBA/NO 250 µM, für die Behandlung mit Methylen-
blau (MB) und für die Behandlung mit DBA/NO 250 µM und MB 50 µM, Berechnung des apparenten Permeations-
koeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der
Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor,
ohne MB (Kontrolle)

0,18 ± 0,02 0,10 ± 0,14 9360 ± 1527 0,955

DBA/NO 250 µM 0,12 ± 0,02 0,10 ± 0,00 6190 ± 1350 0,976 34,13 96,88

DBA/NO 250 µM
und MB 50 µM

0,26 ± 0,04 0,35 ± 0,15 13550 ± 2621 0,966 44,44 95,84

Abb. 45: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Monolayer wurden mit Methylenblau (MB) für 10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor DBA/NO
zugegeben, als Vergleich wurden ein unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur mit NO-
Donor DBA/NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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2.5.3. DETA/NO

DETA/NO zeigt einen sehr deutlichen flußsenkenden Effekt auf primäre Schweinehirnendo-
thelzellmonolayer, wie das vorhergehende Experiment zeigen konnte. Der flußsenkende Effekt
von DETA/NO trat bereits bei einer Konzentration von 250 µM an NO-Donor in seiner maxi-
malen Stärke bei den untersuchten Konzentrationen von 100 µM, 250 µM und 500 µM auf. Des-
halb wurde das Experiment, welches den Einfluss von Methylenblau auf diesen Effekt untersu-

chen sollte, auch mit dieser NO-Donor-Konzentration durchgeführt (siehe Abb. 46).

Auch bei dieser Untersuchung zeigt sich, dass die Zugabe von Methylenblau zu den Endothel-
zellen sich auf die Papp-Werte auswirkt, nicht aber auf die Werte für die Differenzfaktoren f1 und
die Gleichheitsfaktoren f2. Nach Zugabe von 250 µM DETA/NO zu den Endothelzellen sinkt

der Permeationskoeffizient für den Fluß von Carboxyfluorescein im Vergleich zur Kontrolle auf
50,0 ± 5,2 %, die Kombination aus 50 µM Methylenblau und 250 µM DETA/NO führt zu ei-
nem leichten Anstieg der Papp-Werte im Vergleich zur Kontrolle auf 141,1 ± 30,9 % (Berechnung
nach Methode 1). Berechnet man die Werte für Papp nach Methode 2, so ändert sich der Papp-Wert
nach Behandlung mit 250 µM DETA/NO auf 125,6 ± 25,0 % der Kontrolle und bei Behandlung
mit DETA/NO und Methylenblau auf 250,0 ± 50,0 % der Kontrolle.

Abb. 46: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, Monolayer wurden mit Methylenblau für
10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor DETA/NO zugegeben, als Vergleich wurde ein unbehan-
delter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur mit NO-Donor DETA/NO behandelt wurde (Mittel-
wert ± σ, n=3)
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Die Änderung der AUC-Werte ist identisch mit den Werten für die Papp-Werte nach Berech-
nungsmethode 1. Der AUC-Wert für die Flußuntersuchung nach Behandlung mit dem NO-Do-

nor DETA/NO sinkt auf 51,6 ± 7,0 % der Kontrolle. Bei Berechnung des Wertes für die AUC
für das Experiment nach Beeinflussung mit einer Kombination aus NO-Donor und Methylen-
blau steigt dieser auf 140,3 ± 36,8 % der Kontrolle.

Die Änderung der Papp-Werte und auch der AUC-Werte nach Behandlung mit DETA/NO
zeigt einen deutlichen Unterschied zur Kontrolle. Der Fluß wird im Vergleich zu unbehandelten
Monolayern deutlich gesenkt. Dieser Effekt tritt nicht auf, wenn die Monolayer mit einer Kombi-
nation aus Methylenblau und DETA/NO behandelt werden (siehe Abb. 47). Dies bedeutet, dass
Methylenblau den flußsenkenden Effekt des NO-Donors DETA/NO aufheben kann.

Betrachtet man die Werte für f1 und f2 (Tab. 30), die zeigen sollen, ob es einen Unterschied
zwischen den betrachteten Kurven und der Kontrolle gibt, so zeigen die Werte keinen Unter-

schied zwischen der Kontrolle und den mit NO-Donor oder den mit Methylenblau und NO-Do-
nor behandelten Endothelzellmonolayern an. 

Die Ergebnisse der Papp-Bestimmung und der AUC-Bestimmung einerseits und der Berech-
nung der Differenzfaktoren und der Gleichheitsfaktoren widersprechen sich, was daran liegt, dass
die Unterschiede in den Kurven klein sind und deshalb mit Hilfe der f1- und f2-Faktoren nicht er-
fasst werden können.

Abb. 47: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Monolayer wurden mit Methylenblau für 10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor DETA/NO zuge-
geben, als Vergleich wurden ein unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur mit NO-Donor
DETA/NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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Tab. 30: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor DETA/NO 250 µM, für die Behandlung mit Methylen-
blau (MB) und für die Behandlung mit DETA/NO 250 µM und MB 50 µM, Berechnung des apparenten Permeati-
onskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der
Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor,
ohne MB (Kontrolle)

0,18 ± 0,02 0,10 ± 0,14 9360 ± 1528 0,955

DETA/NO 250 µM 0,09 ± 0,00 0,13 ± 0,03 4772 ± 91 0,966 50,89 94,59

DETA/NO 250 µM
und MB 50 µM

0,26 ± 0,06 0,25 ± 0,07 13060 ± 25256 0,985 39,29 96,23

2.5.4. Tosyl-PYRRO/NO

Es gibt einen signifikanten Anstieg im Fluß von Carboxyfluorescein über Monolayer, die mit
Tosyl-PYRRO/NO behandelt werden, verglichen mit dem Fluß über unbehandelte Endothelzell-
monolayer (dargestellt in Abb. 48 und Abb. 49). Dieser Effekt ist auch zu beobachten, wenn die
Endothelzellen mit dem NO-Donor-Scavenger Methylenblau vorbehandelt wurden. Es kommt
zu einem deutlichen Anstieg des Papp-Wertes im Vergleich zur Kontrolle.

Bei  Behandlung  der  Endothelzellmonolayer  mit  dem  NO-Donor-Prodrug  Tosyl-
PYRRO/NO steigt der Papp-Wert auf 1539,5 ± 143,9 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 1),
bei Behandlung mit dem Guanylatcyclasehemmer Methylenblau und dem NO-Donor-Prodrug

steigt der Papp-Wert auf 1356,0  ± 136,7 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 1). Berchnet man
den apparenten Permeationskoeffizienten nach Methode 2, so ergibt sich eine Steigerung auf
6533 ± 650,0 % der Kontrolle bei Behandlung der Monolayer mit Tosyl-PYRRO/NO und eine
Steigerung auf 4400 ± 916,5 % der Kontrolle bei Behandlung mit NO-Donor-Prodrug und Me-
thylenblau. Die entsprechenden AUC-Werte erreichen bei Behandlung der Monolayer nur mit
Tosyl-PYRRO/NO 1758,3 ± 172,3 % der Kontrolle und bei Behandlung der Monolayer mit ei-

ner Kombination aus Methylenblau und Tosyl-PYRRO/NO werden 1535,5 ± 150,3 % der Kon-
trolle erreicht.

Die den Fluß von Carboxyfluorescein steigernden Effekte von Tosyl-PYRRO/NO können
nicht durch den Einsatz von Methylenblau verringert werden. Es kommt bei einer Behandlung
der Endothelzellmonolayer mit einer Kombination aus 50 µM Methylenblau und 250 µM Tosyl-
PYRRO/NO nur  zu einer  geringen,  nicht  signifikanten  Absenkung  des Papp-Wertes  und des
AUC-Wertes im Vergleich mit den Papp-Werten und den AUC-Werten die bei Monolayern erzielt
werden, die nur mit dem NO-Donor-Prodrug behandelt wurden. Methylenblau kann den Effekt

des NO-Donors nicht aufheben.



90  Ergebnisse und Diskussion

Die Betrachtung des Differenzfaktors f1 und des Gleichheitsfaktors f2 aus Tab. 31 zeigen bei-
de den deutlichen Unterschied der Kurven für den Konzentrationsanstieg von Carboxyfluore-

scein im Akzeptorkompartiment nach Beeinflussung mit NO-Donor-Prodrug oder Beeinflussung
mit einer Kombination aus Guanylatcyclaseinhibitor und NO-Donor-Prodrug. Die f1-Faktoren
haben beide einen Wert deutlich über 70 und die f2-Faktoren erreichen Werte deutlich niedriger
wie der festgelegte Grenzwert  von 40. Damit werden die  festgelegten Grenzwerte signifikant
überschritten oder aber unterboten, was die Unterschiedlichkeit der betrachteten Kurven von der
Kontrolle zeigt.

Abb. 48: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, Monolayer wurden mit Methylenblau für
10  Minuten  vorbehandelt,  danach wurde  das  NO-Donor-Prodrug  Tosyl-PYRRO/NO zugegeben,  als  Vergleich
dient ein unbehandelter Monolayer und ein Monolayer, der nur mit dem NO-Donor-Prodrug Tosyl-PYRRO/NO
behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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Tab. 31: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor-Prodrug Tosyl-PYRRO/NO 250 µM, für die Behand-
lung mit Methylenblau (MB) und für die Behandlung mit Tosyl-PYRRO/NO 250 µM und MB 50 µM, Berechnung
des apparenten Permeationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet
unter Zugrundelegung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert  ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor
für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor-
Prodrug, ohne MB

(Kontrolle)

0,46 ± 0,03 0,10 ± 0,00 20730 ± 1305 0,944

Tosyl-PYRRO/NO
250 µM

7,02 ± 0,62 6,53 ± 0,75 363540 ± 34135 0,998 1593,54 12,71

Tosyl-PYRRO/NO
250 µM + MB 50 µM

6,18 ± 0,61 4,40 ± 1,06 317460 ± 29769 0,996 1378,55 15,66

Abb. 49: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Monolayer wurden mit Methylenblau (MB) für 10 Minuten vorbehandelt,  danach wurde das NO-Donor-Prodrug
Tosyl-PYRRO/NO zugegeben, als Vergleich wurden ein unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Mono-
layer, der nur mit dem NO-Donor-Prodrug Tosyl-PYRRO/NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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2.5.5. Et-PHEPIPERAZI/NO

Der Einsatz des NO-Donor-Prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO in einer Konzentration von
250 µM führt zu einer deutlichen Flußsteigerung von Carboxyfluorescein über die Endothelzell-
monolayer (Abb. 30 und Abb. 50). 

Bei  Zugabe  von  250  µM  an  Et-PHEPIPERAZI/NO  steigt  der  Permeationskoeffizient  auf
1210,0 ± 554,7 % der Kontrolle bei Berechnung nach Methode 1 (Abb. 50, Tab. 34). Wirkt die
Kombination von Methylenblau und NO-Donor-Prodrug auf den Schweinehirnendothelzellmo-
nolayer ein, so steigt der Carboxyfluoresceinfluß noch weiter an. Der Papp-Wert erreicht bei dieser

Behandlung 1361,3 ± 256,0 % der Kontrolle (Abb. 51 und Tab. 34). Werden nur die Werte bis
20 Minuten für die Berechnung von Papp zu Grunde gelegt, so ergibt sich eine Steigerung von
4866,7 ± 2651,4 % der Kontrolle für den Fluß von Carboxyfluorescein für NO-Donor-Prodrug-
behandelte Endothelzellen. Die mit einer Kombination aus Et-PHEPIPERAZI/NO und Methy-
lenblau behandelten Monolayer haben einen auf 4200,0 ± 1333,2 % der Kontrolle erhöhten Fluß
von Carboxyfluorescein.

Die prozentuale Steigerung der AUC nach Behandlung der Monolayer mit Et-PHEPIPERA-
ZI/NO entspricht der Steigerung der Papp-Werte, die bei Berechnung der Papp-Werte nach Metho-

de 1 erzielt werden. Bei Beeinflussung der Monolayer mit 250 µM Et-PHEPIPERAZI/NO steigt
der AUC-Wert auf 1379,6 ± 658,1 % der Kontrolle. Werden Schweinehirnendothelzellmonolayer
mit einem Methylenblau und Et-PHEPIPERAZI/NO behandelt, so steigt der Wert für die AUC
auf 1542,4 ± 299,7 % der Kontrolle.

Abb. 50: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, Monolayer wurden mit Methylenblau für
10 Minuten vorbehandelt, danach wurde das NO-Donor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO zugegeben, als Vergleich
dient ein unbehandelter Monolayer und ein Monolayer, der nur mit dem NO-Donor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/
NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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Tab. 32: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO 250 µM, für die Be-
handlung mit Methylenblau (MB) und für die Behandlung mit Et-PHEPIPERAZI/NO 250 µM und MB 50 µM, Be-
rechnung des apparenten Permeationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden
berechnet unter Zugrundelegung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und
f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor-
Prodrug, ohne MB

(Kontrolle)

0,46 ± 0,03 0,10 ± 0,00 20730 ± 1305 0,944

Et-PHEPIPERAZI/
NO 250 µM

5,51 ± 2,90 4,87 ± 3,06 285240 ± 155868 0,995 1229,20 18,34

Et-PHEPIPERAZI/
NO 250 µM und MB

50 µM

6,20 ± 1,29 4,20 ± 1,54 318900 ± 68578 0,995 1385,79 15,56

Zwischen den beiden unterschiedlich behandelten Endothelzellmonolayer gibt es keinen Un-
terschied in der Flußbeeinflussung. Der Einsatz eines Guanylatcyclasehemmstoffes führt nicht zu
einer Hemmung des flußsteigernden Effektes von Et-PHEPIPERAZI/NO. Dies entspricht den

Beobachtungen bei Einsatz des NO-Donor-Prodrugs Tosyl-PYRRO/NO.

Die Werte für den f1- und den f2-Faktor zeigen, dass sich die Kurven für den Konzentrations-

anstieg von Carboxyfluorescein im Akzeptorkompartiment nach Behandlung mit dem NO-Do-
nor-Prodrug und nach der Behandlung mit der Kombination aus Methylenblau und Et-PHEPI-
PERAZI/NO beide deutlich von der Kurve des Konzentrationsanstieges für die Kontrollunter-
suchung unterscheiden. Diese Faktoren zeigen auch deutlich, dass sich der Effekt für die Be-
handlung  der  Endothelzellen  mit  Et-PHEPIPERAZI/NO nicht  von  der  Behandlug mit  Et-
PHEPIPERAZI/NO und Methylenblau unterscheidet.
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2.5.6. Et-BUPIPERAZI/NO

Et-BUPIPERAZI/NO erhöht deutlich in einer Konzentration von 250 µM den Fluß von
Carboxyfluorescein über Endothelzellmonolayer verglichen mit unbehandelten Monolayern.

Der Einsatz eines Guanylatcyclasehemmstoffes (Methylenblau) sollte zeigen, ob der Effekt auf
die Endothelzellen gehemmt werden kann. Wie man in Abb. 52 erkennen kann, führte in diesem

Experiment die Behandlung der Monolayer mit einer 250 µmolaren Lösung an NO-Donor-Pro-
drug Et-BUPIPERAZI/NO zu einer leichten Verstärkung des Flusses von Carboxyfluorescein.
Diese Änderung des Flusses von Carboxyfluorescein konnte noch deutlich verstärkt werden, als
die Endothelzellmonolayer mit einer Kombination aus Methylenblau und Et-BUPIPERAZI/NO
behandelt wurden.

Die Behandlung mit Et-BUPIPERAZI/NO in einer Konzentration von 250 µM führte zu ei-
nem Anstieg des Permeationskoeffizienten auf 288,4 ± 50,0 % der Kontrolle (Berechnungsme-
thode 1) oder 240,0 ± 157,7 % der Kontrolle (Berechnungsmethode 2). Der dieser Behandlung

entsprechende Anstieg der AUC beträgt 284,2 ± 56,0 % der Kontrolle. Berechnet man den Dif-
ferenzfaktor f1,  so ergibt sich ein Wert deutlich über 70, was einen Unterschied zwischen der
Kontrolle und der betrachteten Kurve anzeigt.  Der Gleichheitsfaktor f2 hingegen erreicht mit
75,59 einen Wert, der deutlich über dem festgelegten Grenzwert von 40 liegt. Er zeigt demzufol-
ge keinen Unterschied zwischen der Kurve für die Carboxyfluoresceinkonzentration im Akzep-
torkompartiment nach Behandlung der Endothelzellen mit Et-BUPIPERAZI/NO und der Kur-

ve für das Kontrollexperiment. 

Abb. 51: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Monolayer wurden mit Methylenblau (MB) für 10 Minuten vorbehandelt, danach wurde das NO-Donor-Prodrug Et-
PHEPIPERAZI/NO zugegeben, als Vergleich wurden ein unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Mono-
layer, der nur mit dem NO-Donor-Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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Da ein Unterschied zwischen beiden betrachteten Kurven nur dann postuliert werden kann,
wenn beide Faktoren dieses Ergebnis stützen, lautet das Ergebnis nach Betrachtung der f1- und

f2-Faktoren, dass es keinen Unterschied zwischen beiden Kurven gibt. Dem widersprechen aller-
dings die berechneten Permeationskoeffizienten, die AUC-Werte und auch die graphische Dar-
stellung in Abb. 52. Da die Papp-Werte und die AUC-Werte für die Kontrolluntersuchung und die
mit 250 µM NO-Donor-Prodrug behandelten Endothelzellmonolayer  deutlich unterschiedlich
sind,  gibt es einen Unterschied im Fluß von Carboxyfluorescein über Endothelzellmonolayer
zwischen den mit NO-Donor-Prodrug behandelten Monolayern und der Kontrolle.  

Behandelt man Schweinehirnendothelzellmonolayer mit einer Kombination aus Guanylatcy-
claseinhibitor Methylenblau und Et-BUPIPERAZI/NO so erhöhte sich der Papp-Wert auf 956,1

± 110,8 % der Kontrolle (Methode 1) oder 675,0 ± 377,5 % der Kontrolle (Methode 2). Der
AUC-Wert erreicht bei dieser Behandlung der Endothelzellen einen Wert von 939,4 ± 131,0 %
der Kontrolle. Die f1- und die f2-Werte zeigen für dieses Experiment einen eindeutigen Unter-
schied im Kurvenverlauf zur Kontrolle (Tab. 33).

Dieses Experiment zeigt deutlich, dass durch Einsatz von Methylenblau der flußsteigernde Ef-
fekt noch verstärkt werden kann. Der Effekt, der bei Et-BUPIPERAZI/NO bei zusätzlicher Zu-
gabe von Methylenblau zu beobachten war, ist identisch mit dem Effekt bei Zugabe von Methy-
lenblau zu NO-Donoren, direkt NO freisetzen (PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO).

Auch dieses Experiment zeigte deutlich, dass die AUC-Werte zur Beurteilung von Permeabili-
tätsexperimenten an Endothelzellkulturen herangezogen werden können. 

Abb. 52: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, Monolayer wurden mit Methylenblau für
10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor Et-BUPIPERAZI/NO zugegeben, als Vergleich wurde ein
unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur mit dem NO-Donor Et-BUPIPERAZI/NO
behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3, Kontrolle n=2)
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Tab.  33: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor-Prodrug Et-BUPIPERAZI/NO 250 µM, für die Be-
handlung mit Methylenblau (MB) und für die Behandlung mit Et-BUPIPERAZI/NO 250 µM und MB 50 µM, Be-
rechnung des apparenten Permeationskoeffizienten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden
berechnet unter Zugrundelegung der Werte über 120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3, *n=2), Bestimmtheitsmaß r², f1-
und f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor-
Prodrug, ohne MB

(Kontrolle)*

0.18 ± 0,02 0,10 ± 0,14 9360 ± 1527 0,955

Et-
BUPIPERAZI/NO

250 µM

0,52 ± 0,06 0,33 ± 0,13 26140 ± 3287 0,992 184,29 75,59

Et-
BUPIPERAZI/NO

250 µM und MB
50 µM

1,73 ± 0,07 0,90 ± 0,30 86660 ± 3065 0,987 835,71 43,85

Abb. 53: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Monolayer wurden mit Methylenblau für 10 Minuten vorbehandelt, danach wurde das NO-Donor-Prodrug Et-BUT-
PIP/NO zugegeben, als Vergleich wurden ein unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur
mit dem NO-Donor-Prodrug Et-BUTPIP/NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3, Kontrolle n=2)
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2.5.7. PETN

PETN erhöht  den  Fluß  von  Carboxyfluorescein  über  Schweinehirnendothelzellmonolayer
deutlich, wenn die Konzentration 250 µM und höher beträgt. Um den Einfluss des gebildeten
Stickstoffmonoxids  einschätzen  zu  können,  wurde  der  NO-Donor-Hemmstoff  Methylenblau
eingesetzt. 

Ohne Methylenblau kommt es zu einer Steigerung des Papp-Wertes auf 456,3 ± 276,2 % der
Kontrolle bei Berechnung nach Methode 1 und auf 311,1 ± 272,9 % der Kontrolle bei Berech-
nung nach Methode 2. Der AUC-Wert steigt auf 465,4 ± 294,1 % der Kontrolle. Der f1-Wert

deutet auf einen deutlichen Unterschied der beiden Kurven hin, da er deutlich über 100 liegt und
auch der f2-Wert weist auf einen Unterschied der beiden Kurven hin, auch wenn der Wert die
von mir festgelegte Grenze geringfügig überschreitet. Betrachtet man den Kurvenverlauf der Car-
boxyfluoresceinkonzenzentration in  Abb. 54, so ist dieser Unterschied zwischen der Kontrolle
und den Monolayern, die mit 250 µM an PETN behandelt wurden, deutlich zu erkennen. 

Werden die Endothelzellmonolayer mit einer Kombination aus Methylenblau und PETN be-
handelt, so steigt der Papp-Wert auf 190,0 ± 87,0 % der Kontrolle (Methode 1) oder 100,5 ± 60,3
% der Kontrolle (Methode 2). Der entsprechende AUC-Wert erreicht 188,6 ± 86,0 % der Kon-

trolle und zeigt eine deutliche Übereinstimmung mit dem Wert für Papp, der nach Berechnungs-
methode 1 erzielt wurde. 

Abb. 54: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment, Monolayer wurden mit Methylenblau für
10 Minuten vorbehandelt, danach wurde der NO-Donor PETN zugegeben, als Vergleich dient ein unbehandelter
Monolayer und ein Monolayer, der nur mit dem NO-Donor PETN behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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Tab. 34: Papp-Werte für die Behandlung mit dem NO-Donor PETN 250 µM, für die Behandlung mit Methylenblau
(MB) und für die Behandlung mit PETN 250 µM und MB 50 µM, Berechnung des apparenten Permeationskoeffizi-
enten erfolgt nach Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der Werte über
120 Minuten (Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor,
ohne MB (Kontrolle)

0,58 ± 0,24 0,63 ± 0,29 28620 ± 11816 0,939

PETN 250 µM 2,25 ± 0,97 1,60 ± 1,15 115605 ± 75158 0,976 287,43 42,14

PETN 250 µM und
MB 50 µM

0,94 ± 0,08 0,52 ± 0,14 52260 ± 13926 0,977 60,76 74,16

Der f1-Faktor erreicht nur einen Wert von 54,01, was zeigt, das es keinen Unterschied zwi-
schen den Kurven nach Beeinflussung der Monolayer  mit einer Kombination aus Methylenblau
und PETN und der Kontrolle gibt. Auch der f2-Faktor stützt dieses Ergebnis, da er deutlich über
40 liegt (Tab. 34). Besonders deutlich ist der Effekt zu Beginn des Experimentes. Innerhalb der
ersten 40 Minuten gibt es keinen Unterschied im Carboxyfluoresceinfluß zwischen der Kontrolle

und dem Carboxyfluoresceinfluß über die Monolayer, die mit einer Kombination aus Methylen-
blau und PETN behandelt wurden. Erst danach steigt bei den behandelten Monolayern der Fluß
von Carboxyfluorescein etwas stärker an verglichen mit der Kontrolle. Dieser Unterschied ist
aber nicht signifikant. 

Abb. 55: a) Apparente Permeationskoeffizienten (Papp), Berechnung von Papp nach Methode 1
b) AUC-Werte

Monolayer wurden mit Methylenblau für 10 Minuten vorbehandelt, danach wurde das NO-Donor-Prodrug Et-BUT-
PIP/NO zugegeben, als Vergleich wurden ein unbehandelter Monolayer herangezogen und ein Monolayer, der nur
mit dem NO-Donor-Prodrug Et-BUTPIP/NO behandelt wurde (Mittelwert ± σ, n=3)
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Diese Untersuchung zeigt einen deutlichen Unterschied in der Flußänderung nach Beeinflus-
sung mit dem NO-Donor PETN allein im Gegensatz zur Beeinflussung mit einer Kombination

aus Methylenblau und NO-Donor PETN. 

Durch die Hemmung der Guanylatcyclase mittels Methylenblau wird der flußsteigernde Effekt

von PETN fast vollständig aufgehoben.

2.6. Zusammenfassung des Einflusses von Methylenblau

Die Methylenblauwirkung unterscheidet sich deutlich bei Betrachtung der Experimente mit

NO-Donoren und NO-Donor-Prodrugs. Werden Endothelzellmonolayer mit einer Kombination
aus den hier untersuchten NO-Donoren PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO oder DETA/NO und
Methylenblau behandelt, so wird die durch die NO-Donoren erzielte Permeabilitätserniedrigung
durch die NO-Donoren für Carboxyfluorescein aufgehoben. 

Wird der Effekt der Kombination aus NO-Donor-Prodrug mit Methylenblau verglichen mit
dem Effekt, den der Einsatz einer Lösung aus einem NO-Donor-Prodrug erzielt, so ist bei den
NO-Donor-Prodrugs  keine  übereinstimmende  Reaktion  zu  beobachten.  Bei  Et-
PHEPIPERAZI/NO und Et-BUPIPERAZI/NO war eine weitere Erhöhung der Permeabilität

zu beobachten. Diese war aber nur bei Et-BUPIPERAZI/NO statistisch signifikant. Wurde der
Endothelzellmonolayer mit einer Kombination aus Methylenblau und Tosyl-PYRRO/NO be-
handelt, so ist geringere Steigerung der Permeabilität im Vergleich zum nur mit NO-Donor-Pro-
drug behandeltem Endothelzellmonolayer erkennbar (Abb. 56). Methylenblau konnte aber nicht
die permeabilitätssteigernde Wirkung der untersuchten NO-Donoren aufheben.

PETN führte zu einer deutlichen Steigerung der Permeabilität verglichen mit der Kontrolle
bei Einsatz einer 250 µmolaren Lösung. Dieser Effekt wurde durch Methylenblau wieder aufge-
hoben. 

Methylenblau wirkt auf zwei Wegen auf Endothelzellen ein. Einerseits wurde gezeigt [Martin
1985, Mayer 1993],  dass Methylenblau die Funktion der Guanylatcyclase hemmen kann. Eine

weitere Möglichkeit ist die Bildung von Superoxid-Anionen, die als Scavenger funktionieren und
Stickstoffmonoxid inaktivieren, bevor dieses auf die Zellen treffen kann. Diese Freisetzung von
Superoxid-Anionen blockierte die Wirkung auf die Schweinehirnendothelzellen von spontan frei-
gesetztem  NO  aus  den  NO-Donor-Substanzen  PHEPIPERAZI/NO,  DBA/NO  und
DETA/NO.

Der unterschiedliche Effekt der Methylenblauzugabe bei den NO-Donor-Prodrugs kann da-
mit  zusammenhängen,  dass  die  Konzentrationen  an  Methylenblau  bei  dem Experiment  mit
Tosyl-PYRRO/NO nicht ausreichend waren, um den Effekt der NO-Donor-Prodrugs zu ant-

agonisieren.
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Bei PETN ist ein deutlicher antagonisierender Effekt der Methylenblau-Zugabe zu erkennen.
Auch diese Substanz muss erst durch Zellen umgewandelt werden, damit sie NO freisetzen kann.
Diese Umsetzung basiert aber auf einem anderen Prinzip wie dies bei den NO-Donor-Prodrug-
aus der Gruppe der Diolate der Fall ist. Es ist möglich, dass durch Methylenblau die redoxgeför-
derte, nichtenzymatische Umwandlung von PETN in stärkerem Maße behindert wird verglichen

mit dem Effekt auf die enzymatische Umwandlung der NO-Donor-Prodrugs der Diazeniumdio-
late Tosyl-PYRRO/NO, Et-PHEPIPERAZI/NO und Et-BUPIPERAZI/NO.

Abb. 56: Änderung der Papp-Werte im Vergleich zur Kontrolle, Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher NO-
Donoren (PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO), unterschiedlicher NO-Donor-Prodrugs (Et-PHEPIPE-
RAZI/NO, Tosyl-PYRRO/NO, Et-BUPIPERAZI/NO) und PETN sowie einer Kombination der Substanzen mit
Methylenblau auf den Permeabilitätskoeffezienten von Carboxyfluorescein über Schweinehirnendothelzellmonolayer
(Mittelwert ± SEM, n=3)
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3. Oxyhämoglobin

3.1. Identität und Gehalt des gewonnenen Oxyhämoglobins

Nach der Umwandlung des gewonnenen deoxygenierten Hämoglobins in Oxyhämoglobin wurde
zur Kontrolle ein Spektrum des gewonnenen Oxyhämoglobins aufgenommen. Dieses ist in Abb.
57 dargestellt. Als Vergleich sind die Daten aus der Literatur dargestellt. Es zeigt sich, dass mit
der beschriebenen Methode in unserem Labor Oxyhämoglobin erzeugt werden konnte. Damit
dieses in den Untersuchungen eingesetzt werden kann, wurde eine Bestimmung des Gehalts an
Oxyhämoglobin durchgeführt. 

Die Bestimmung des Gehalts an Oxyhämoglobin ergab für die nicht mit Natriumdithionit re-
duzierte Probe einen Gehalt von 2,30 mmol/Liter, für die drei reduzierten und durch Sephadex

G-25 filrierten und dabei entsalzten Proben einen Gehalt von 1,39 ± 0,02 mmol/Liter, 1,36  ±
0,01 mmol/Liter und 1,44 ± 0,01 mmol/Liter (siehe Tab. 35). Berechnet man den Mittelwert aus
allen drei Bestimmungen, so ergibt sich eine durchschnittliche Konzentration von 1,40 ±  0,04
mmol/Liter Oxyhämoglobin.

Abb. 57: Wellenlängenspektrum von zwei Oxyhämoglobinlösungen unterschiedlicher Konzentration nach Redukti-
on mit Natriumdithionit und anschließendem Abtrennen des Natriumdithionit durch Filtration mittels Sephadex G-
25, als Vergleich die Kurve aus den Daten von Prahl (1999)
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Tab. 35: Gehalt an Oxyhämoglobin in der Ausgangslösung und in den Proben nach Reduktion mit Natriumdithionit
und Filtration durch Sephadex-G25 (Mittelwert ± σ, n=3)

Probe Gehalt

Ausgangslösung (keine Reduktion durch 
Natriumdithionit)

2,30 ± 0,01

Probe 1 1,39 ± 0,02

Probe 2 1,36 ± 0,01

Probe 3 1,44 ± 0,01

Durch die entstandene Verdünnung bei der Filtration zur Abtrennung des Reduktionsmittels

wurde der Gehalt in den Proben also auf 60,5 %, 59,2 % und 62,6 % des Ausgangsgehalts redu-
ziert. Dies entspricht den Beobachtungen bei der Durchführung der Entsalzung, da für 600 µl
eingesetzte Ausgangslösung nach dem Durchgang durch das Sephadex G-25-Bett etwa 1000 µl
dunkelrote, oxyhämoglobinhaltige Fraktion gewonnen werden konnten.

Die Untersuchungen auf den Einfluss von Oxyhämoglobin auf die Dichtigkeit von primären
Schweinehirnendothelzellmonolayern wurden mit den entsprechenden Verdünnungen dieser Lö-
sungen durchgeführt.

3.2. Einfluss von Oxyhämoglobin auf Schweinehirnendothelzellen

Im ersten Experiment wurde ein Vergleich zwischen unbehandelten Schweinehirnendothelzellen
und Endothelzellen die mit dem NO-Donor PHEPIPERAZI/NO (250 µM) sowie mit Endo-
thelzellen, die mit 10 µM Oxyhämoglobin behandelt wurden, durchgeführt.  Eine 250 µmolare
Lösung an PHEPIPERAZI/NO führte bei Schweinehirnendothelzellen zu der stärksten prozen-
tualen Absenkung des Carboxyfluoresceinflusses, vergleicht man die Absenkung bei Einsatz von

250  µM  der  untersuchten  NO-Donoren  PHEPIPERAZI/NO,  DBA/NO  und  DETA/NO.
Deswegen wurde diese Substanz als Kontrolle für dieses Experiment ausgewählt. Wie in Abb. 58
zu erkennen ist, führen 250 µM PHEPIPERAZI/NO sowie der Einsatz von 10 µM Oxyhämo-
globin zu einer deutlichen Absenkung des Flusses von Carboxyfluorescein über den Endothel-
zellmonolayer im Vergleich zu einem unbehandelten Monolayer. Dabei ist der Einfluss einer 10
µmolaren Lösung an Oxyhämoglobin auf den Carboxyfluoresceinfluß vergleichbar mit dem einer

250 µmolaren Lösung an NO-Donor PHEPIPERAZI/NO. 

Die Werte der apparenten Permeationskoeffizienten unterscheiden sich bei diesem Experi-

ment nicht voneinander, je nachdem, welche Berechnungsmethoden man heranzieht, da sich die
Konzentration im Akzeptorkompartiment bei allen 3 unterschiedlich behandelten Monolayern li-
near erhöht, wie die Bestimmtheitsmaße zeigen (Tab. 36). 
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PHEPIPERAZI/NO senkt den apparenten Permeationskoeffizienten auf 19,8 ± 10,4 % der
Kontrolle (Berechnung nach Methode 2) und 19,2 ± 5,6 % der Kontrolle (Berechnung nach Me-
thode 1) verglichen mit unbehandelten Endothelzellen. Bei Einsatz von Oxyhämoglobin kommt

es zu einer Absenkung auf 10,8 ± 3,4 % der Kontrolle (Berechnung nach Methode 2) und 14,1 ±
4,6 % der Kontrolle (Berechnung nach Methode 1). 

Tab. 36: Papp-Werte für den Carboxyfluoresceinfluß über unbehandelte Endothelzellmonolayer (Kontrolle), mit 250
µM PHEPIPERAZI/NO behandelte Monolayer und mit einer Kombination aus 250 µM PHEPIPERAZI/NO und
10 µM Oxyhämoglobin behandelte Monolayer, Berechnung des apparenten Permeationskoeffizienten erfolgt nach
Methode 1 oder Methode 2, AUC-Werte werden berechnet unter Zugrundelegung der Werte über 120 Minuten
(Mittelwert ± σ, n=3), Bestimmtheitsmaß r², f1- und f2-Faktor für die Mittelwerte berechnet

Papp-Werte (x 10
-5) [cm/s]

Berechnung nach
Methode 1

Berechnung nach
Methode 2

AUC [%*s] Bestimmt-
heitsmaß r²

f1-Fak-
tor

f2-Fak-
tor

ohne NO-Donor, ohne
Oxyhämoglobin (Kon-

trolle)

3,68 ± 0,46 3,43 ± 0,40 186960 ± 20080 0,995

Oxyhämoglobin 10 µM 0,51 ± 0,18 0,37 ± 0,13 25470 ± 9095 0,991 86,34 28,47

PHEPIPERAZI/NO
250 µM und Oxyhämo-

globin 10 µM

0,70 ± 0,22 0,67 ± 0,40 36348 ± 11748 0,997 80,68 29,78

Abb. 58: Carboxyfluoresceinkonzenzentration im Akzeptorkompartiment ausgedrückt als Prozentsatz der eingesetz-
ten Carboxyfluoresceindosis (1µM), nach Behandlung der Monolayer mit 10 µM Oxyhämoglobin oder mit 250 µM
PHEPIPERAZI/NO, als Kontrolle unbehandelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)
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Durch die Behandlung mit 10 µM Oxyhämoglobin senkt sich der AUC-Wert auf 13,7 ± 4,5 %
der Kontrolle. Dieser Wert ist vergleichbar mit den Werten, die durch Berechnung der Permeati-

onskoeffizienten erzielt wurden, besonders gut ist die Übereinstimmung mit der Reduktion bei
Berechnung der Papp-Werte nach Methode 2. Wird der Endothelzellmonolayer mit 250 µM PHE-
PIPERAZI/NO behandelt, so sinkt der AUC-Wert im Vergleich zur Kontrolle auf 19,6 ± 5,8 %.
Auch diese Reduktion stimmt mit der prozentualen Reduktion der Papp-Werte überein. Dabei ist
die Übereinstimmung mit beiden Berechnungsmethoden gleich gut,  da es auch keinen Unter-
schied in den berechneten Permeationskoeffizienten gibt (Tab. 36).

Diese Untersuchung zeigt,  dass der Einsatz von Oxyhämoglobin zu einer Abdichtung des
Blut-Hirn-Schranken-Modells führt. Die Abdichtung ist vergleichbar der, die mit dem NO-Do-

nor PHEPIPERAZI/NO erzielt wird. Dafür verantwortlich könnte die Fähigkeit von Oxyhämo-
globin sein, reaktive Sauerstoffspezies zu binden. Da diese Substanzen auch von Endothelzellen
gebildet werden und reaktive Sauerstoffspezies zu einer Schädigung der tight-junctions führen
können, könnte durch das Binden dieser Substanzen ein positiver Effekt auf die Dichtigkeit von
Endothelzellmonolayern erzielt werden.

 

Abb. 59: Apparente Permeationskoeffizienten Papp für den Fluß von Carboxyfluorescein über unbehandelte und be-
handelte Endothelzellmonolayer (Mittelwert ± σ, n=3)

ohne NO-Donor (Kontrolle)       Oxyhämoglobin 10 µM    PHEPIPERAZI/NO 250 µM
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 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war am Anfang der Dissertation der Aufbau eines Blut-Hirnschranken-Mo-

dells mit Primärzellen, um Arzneistofftransportphänomene und Interaktionen von Arzneistoffen
mit den Zellen der Blut-Hirnschranke studieren zu können. Die Untersuchung des Effektes, den
NO-Donoren und NO-Donor-Prodrugs aus der Gruppe der Diazeniumdiolate auf Endothelzel-
len ausüben, ergab sich im Laufe der Arbeit als interessante Fragestellung.  Es sollte geklärt wer-
den, ob sich NO-Donor-Prodrugs identisch zu ihren Spaltprodukten verhalten oder ob es Unter-
schiede bei dem Einsatz von spontan NO-freisetzenden Substanzen und Prodrugs gibt.

Das in dieser Arbeit eingesetzte Modell der Blut-Hirn-Schranke wurde aus Primären Schwei-
nehirnendothelzellen gebildet. Damit ist die größtmögliche Nähe zu den in-vivo gegebenen Be-

dingungen erzielbar und die Ergebnisse lassen Schlüsse auf das in vivo Verhalten dieser Substan-
zen zu. 

1. NO-Donoren

Die untersuchten NO-Donoren führten konzentrationsabhängig zu einer Senkung der Per-
meabilität für die Markersubstanz Carboxyfluorescein. Dieser Effekt konnte durch den Einsatz
der NO-Scavenger-Substanz Methylenblau gehemmt werden.

NO-Donoren zeigten bei beiden benutzten Test auf Cytotoxizität und Zellvitalität, dass sie
nicht cytotoxisch wirken.

2. NO-Donor-Prodrugs

Im Unterschied zu den spontan NO-freisetzenden Substanzen bewirken die in dieser Untersu-
chung benutzten NO-Donor-Prodrugs aus der Gruppe der Diazeniumdiolate eine Permeabili-

tätserhöhung für die Markersubstanz Carboxyfluorescein. Dieser Effekt konnte durch Methylen-
blau nicht aufgehoben werden. Dies deutet darauf hin, dass den Effekten bei NO-Donoren und
NO-Donor-Prodrugs unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen.

PETN, ein Nitrat, welches ebenso wie die Prodrugs durch Zellen aktiviert werden muss, führt
ebenso wie die Prodrugs zu einer Erhöhung der Permeabilität für Carboxyfluorescein. Dies lässt
vermuten, dass der permeabilitätssteigernde Effekt an die Aktivierung der Substanzen gekoppelt
ist oder aber dass intrazellulär freigesetztes NO einen anderen Effekt auf Endothelzellen ausübt,
verglichen mit NO, welches außerhalb der Zellen gebildet wird.
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3. Oxyhämoglobin

Durch die Substanz Oxyhämoglobin ist es möglich, den Fluß von Carboxyfluorescein über
Endothelzellmonolayer deutlich zu verringern. Oxyhämoglobin kann nicht in die Zellen eindrin-
gen, so dass für diesen Effekt intrazelluläre Prozesse nicht verantwortlich sein können. 

Ausblick

Die in dieser Arbeit gezeigten Effekte der Diazeniumdiolate und der Diazeniumdiolat-Pro-
drugs sollten in ihrer Relevanz auf in vivo-Effekte noch untersucht werden.

Auch die Wirkung anderer Gruppen von NO-Donoren auf das Gehirnendothel sind noch
nicht systematisch untersucht worden, um eine genaue Aussage über die Wirkung von NO-Do-
noren oder NO-Donor-Prodrugs treffen zu können. 

Es müssen deshalb noch weitere Untersuchungen betrieben werden, um den genauen Mecha-
nismus, der den beobachteten Effekten zu Grunde liegt, zu klären. Um dies zu erreichen, sollten
noch weitere Marker außer Carboxyfluorescein eingesetzt werden, um den Einfluss der Marker-

substanz auf das Ergebnis zu evaluieren, sowie andere Inhibitoren.
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