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Abstrakt

Prace se zaobird tématem hematoencefalické bariéry. Hematoencefalickd bariéra je
fyziologicka bariéra oddélujici obéhovy systém od mozku, v misté jejich vzdjemné
konfrontace. Podstatou bariéry je udrzovani hoemostazy a regulace transportu latek v obou
smérech. Nejvyznamnéjsi skupinou proteinti, které zprosttedkovavaji tento transport, jsou ABC
transportéry. Alterace vlastnosti bariéry béhem patologii ale také distribuce 1é¢iv je pfedmétem

vyzkumi. Pfehled o vy$Se zminénych tématech se tato prace pokusi zprostredkovat.

Klicova slova: Hematoencefalicka bariéra, Endotelialni bunky, Tésné spoje,

Abstract

This thesis takes on the theme of blood-brain barrier. Blood-brain barrier is a
physiological barrier, that divides the circulatory system from brain, in place of their
konfrontation. Barriers main task is to maintain homeostasis and regulate the transport of
substances in both directions. The most important group of proteins, responsible for transport,
are the ABC transporters. Alterations of barrier properties during the pathological states, but
also the distribution of medical drugs is subject of futher investigations. Overview of the above

mentioned themes will be mediated by this thesis.
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1. Uvod k tématu

K jedné ze zakladnich funkci obéhového systému patti distribuce latek do celého téla.
Spektrum latek zahrnuje, jak latky pro télo zdravé, tak latky télu nebezpecné.
Hematoencefalicka bariéra vznikla na mistech, kde je ob&hova soustava v t¢sném kontaktu
s centralni nervovou soustavou a jejim ukolem je, pfedev§im udrzovani homeostdzy. Brani
vstupu neuropatogennim molekulam, zaroven vSak propousti slouceniny, které jsou nezbytné
pro vyzivu mozku a okolni centralni nervové soustavy.

Prvni experimenty, které vedli k obéveni Hematoencefalické bariéry, vedl némecky
védec Paul Ehrlich. Podstatou téchto experimentl bylo barveni tkani anilinovymi barvivy. Po
vpraveni latky do téla modelového organismu, doslo k obarveni vSech organti kromé mozku.
Edwin Goldmann, Ehrlichtiv student, provedl podobny experiment. Injekci barviva pfimo do
mozkomi$niho moku doslo k obarveni jen u CNS a nikoliv u dal§ich organti. Tim byla
prokéazana fyziologicka existence bariéry.

Hematoencefalicka bariéra hraje klicovou roli u nemoci spjatych s centralni nervovou
soustavou jako je napiiklad epilepsie. Pochopeni fyziologie HEB ndm pomiiZze objasnit
fungovani téchto nemoci a zefektivni 1écbu.

Cilem této prace je, zaméfit se na strukturu a fyziologii a shrnout mozné metody

ziskavani dat, které se uplatiiuji ve vizkumu onemocnénich centralni nervové soustavy.



2. Struktura

2.1 Neurovaskularni jednotka

Struktura je podminéna komponenty obéhového a nervového systému. Tyto
komponenty nesou oznaceni neurovaskularni jednotka (Neurovascular unit, NVU) a jejich
vzajemné interakce jsou klicové pro tvorbu funkéni fyziologické bariéry. Jedna se predevsim
o buiiky mikrovaskularniho endotelu a ptilehlé pericity. Z hlediska bun€k nervového systému
jsou to mikroglie, astroglie, respektivné jejich vybézky, a také samotné neurony nachéazejici se
v blizkosti bariéry. Nebunéénym komponentem je pak extraceluldrni matrix (ECM). Za soucast

neurovaskularni jednotky mohou byt povazovany i buiiky imunitniho systému z periferie (1).

2.1.1 Mikrovaskulirni endotelialni buniky

Cévy jsou tvoieny endotetelidlnimi buikami, (Endothelial cells, EC) pokryvajici jejich
vnitini sténu, svalovinou a pojivovou tkani. Proporce téchto vrstev nejsou napfic¢ cévami
konstanti a v riznych castech téla se 1isi. Mozkové kapiléry jsou tvoreny prevazné endotelem,
ktery neobsahuje fenestrace a tvoii mezi sebou tésné spoje (2).

Zékladni stavebni jednotkou tésnych spoju je occludin. Occludin je 65 kDa velky
fosfoprotein lokalizovany na apikalni plasmatické membrané¢ EC. Tento protein ma 4
transmembranové domény a jeho C-terminélni i N-termindlni konec smétuje do cytoplasmy.
Occludin je prostfednictvim proteini ZO-1 a ZO-2 na C-terminalnim konci napojen na aktinovy
cytoskelet (3).

Dalsim stavebnim kamenem tésnych spojii jsou proteiny z rodiny claudini. Nejcastéji
pak Claudin-1 a Claudin-5, jejichz morfologie a vyskyt jsou velmi podobné occludinu a
vykazuji 1 jisté sekvencni podoby (4). Claudiny jsou fosfoproteiny o velikosti 22 kDa, které,
stejné jako occludin, disponuji ¢tyfmi transmembranovymi doménami. Heteropolymery téchto
dvou proteini se podileji na funkcnosti tésnych spojii z hlediska selektivni difuze skrze
fluktuacni kanaly, které reguluji priichod malych hydrofilnich molekul a riznych ionta (5).

Junctional adhesion molecules (JAM) jsou tfetim komponentem tésného spoje. Jedna se
o proteiny z rodiny imunoglobulind, které¢ maji jednu transmembranovou doménu. Jejich role
v HEB neni zcela prozkoumana, prozatim se ma za to, ze hraji roli v migraci leukocytt (6).

Stejné jako occludin, tak 1 JAM a claudiny vyuZivaji vazby na cytoplazmatické proteiny
jako jiz vise zminéné ZO-1 a ZO-2 ale také naptiklad ZO-3, 7H6, nebo cingulin. Ukolem téchto
cytoplazmatickych proteint je pfedevSim struktualni podpora. ZO-1, ZO-2, ZO-3 patii do



skupiny membranovych proteini asociovanych s guanylat kindzou (Membrane-associated
guanylate kinase, MAGuK) (7). Guanylat kinadza je enzym, ktery katalyzuje reakci:
ATP + GMP — GDP + ADP

Jedna se tedy o fosfotransferdzu. Mimo tésnych spoji se v HEB uplatiiuji i spoje adhesni, které
se nachdzeji za spoji tésnymi (ve sméru od krve do mozku). Funkénost t€snych spojl koreluje
se spravnou funkci bariéry jako takové. Ma se za to, ze existence adhesnich spoji je zdsadni
pro vznik tésnych spoji aktivaci exprese claudinu-5. Tuto aktivaci umoziuje transkripéni faktor
FoxO1 (Forkhead box factor 1, FoxO1), ktery je fosforylovan diky inhibici translokace beta-
cateninu do jadra. Translokace beta-cateninu do jadra buiiky je inhibovéana zkrze VE-cadherin
(8). VE-cadherin (vascular endothelial cadherin, cadherin-5) je membranovy protein z rodiny
cadherinti typu II. Oba tyto typy maji pét exracelularnich domén jejichZ vazebna interakce je
dana véapenatymi kationty. VE-cadherin je, spolu s ostatnimi cadheriny (napt.: E-cadherinem),
zékladnim membranovym adheznim proteinem. Napojeni na aktinovy cytoskelet je
zprosttedkovéano cateninovym komplexem, diky tomu jsou cadheriny klicové pro dynamiku
endothelidlnich bun¢k (9). Cytoplasmatickd doména cadherinu se vaze na proteiny z rodiny

catenint, které svou funkci pfipominaji cytoplasmatické proteiny asociované s t€snymi spoji.

endothelial cell 1 ’ endothelia
F-actin cell 2

P Al
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JAM-A, -B, -C
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occludin

Obr. 1.: Schéma spojit mezi endotelialnimi bunikami hematoencefalické baryéry (10).



2.1.2 Pericyty
Pericyty (Pericyte, PC), nebo také Rougetovi buiiky, jsou perivaskularni bunky

piiléhajici na kapilary. Jednd se bunécny typ z linie bun€k vaskuldrniho jemného svalstva
(vaskular smooth muscle cell, VSMC), které sdileji spolec¢né s endothelidlnimi bunikami bazalni
membranu(11). Pericyty vyskytujéci se v blizkosti mozkovych endothelidlnich bun¢k maji vétsi
miru vyskytu nez v pfipadé¢ endotelialnich bunc¢k napti¢ organismem. Pokryti mozkovych
kapilar na modelovém organizmu ¢ini pfiblizné¢ az 32%, kdeZto u ednotelidlnich bunék
kosterniho svalu t¢hoz modelového organizmu je pokryto zhruba 21% (12).

Funkci vaskuldrnich pericytl je strukturdlni podpora kapilar, ale uplatiiuji se i pfi
vaskuldrni diferenciaci. Nové vznikajici angiogenické endotelidlni builky mohou pomoci
proteinové signalni drdhy Pdgf-b/Pdgfr-beta (Plateled-derived growth factor subunit B /
Plateled-derived growth factor receptor) ptitahovat vyvyjejici se pericyty. Tato signalni draha
umoznuje spolecnou migraci pericytli a bunék cévniho endothelu béhem angiogeneze (13).
Adheze mezi pericyty a endotelem je zapiicenénd sekreci preoteinu TGF-beta (transforming
growth factor) a také expresi jeho receptoru TGF-betaR2. To u pericyti vede k produkci

molekul asociovanych s extracelularni matrix a u EC k pozitivni regulaci cadherinu-2 (1,14).

2.1.3 Astrocyty

Jedna se makroglie odvozené z ependymalnich bunék vyvyjicich se z neurdlni trubice
(15). Maji pro né typicky hvézdicovyty tvar, z kterého vystupuje spousta vybézka. Vybézky
astrocyttl (Astrocyte, AC) zcela uplné obklopuji abluminalni stranu mozkovych kapilar a na
rozhrani téchto dvou struktur dochazi k membranovym specializacim (16). Pfi provadéni
pokust s kokulturami EC a AC bylo zjiSténo, ze EC vyskytujici se v tSchto kokulturdch maji
vetsi frekvenci tésnych spojii. Také bylo zjisténo, ze tyto té€sné spoje jsou podstatné vetsi
respektivné delsi a komplexnéjsi nez u tésnych spoju sesterskych kultur samostatnych bun¢k
endotelu (16).

Pti dal$ich pokusech s trikulturou EC, PC a AC bylo zjis§téno, Ze astrocyty napomahaji
uspotadani vrstev endotelu a pericytii do trubicovité 3D struktury in vitro. To naznacuje, ze by
se astrocyty mohli podilet spolecné s pericyty a EC na morfogenezi a regulaci stén kapilar pti

angiogenezi in vivo (17).



2.1.4 Mikroglie

Mikroglie jsou soucasti adaptivni ale 1 vrozené imunitni odpovédi v centralni nervoveé
soustavé (CNS), mizeme je povazovat za stalé makrofagy CNS (18). V ptipad¢, ze je CNS
zdrava a netrpi Zadnou patologii, jsou mikroglie v neaktivované formé. Takové mikroglie maji
uzké a dlouhé vybézky vyrlstajici z relativné malych t€l (11). Aktivované mikroglie se
vyskytuji u nemocné CNS. Méni se jejich morfologie, po€inaje tloustnutim vybézkl, konceje
piechodem piez amoebni formu do fagocytické formy v diisledku zmén exprese antigenti na

povrchu glie (11).

2.1.5 Extra celularni matrix bazalni membrany

Molekuly ECM, které jsou sekretovany EC, AC a PC, se podileji na tvorbé bazalni
memrany (1). Jedna se hlavné o laminin, fibronektin, nidogen, glykosaminoglykany (GAGs) a
kolagen IV. Na interakcich mezi matrix a bunkami ale 1 mezi builami a jinymi buiitkami se
podileji dva hlavni typy adheznich proteint a jejich receptory (19).

Prvni zvySe zminénych receptori adheznich proteinii jsou integriny. Tyto
transmembranové glykoproteiny tvoii heterodimery alfa a beta fetézct které vazou velkou skalu
ligandii. Druhy typ receptor adheznich preoteinil jsou dystroglykany (20).

Vazby liganda spoustéji aktivaci nékolika signalnich kaskad a také riznych rastovych
faktorti, keteré reguluji buii¢énou diferenciaci, migraci a riist béhem vyvoje ale zaroven 1 pfi

udrzbé jiz vyvynuté HEB (1).

3. Vyvoj

3.1 Vaskulogeneze

Vaskulogeneze je proces zapocaty béhem embrionalni faze organismu, béhem kterého
dochazi k diferenciaci angioblasti a vzniku primitivnich cév de novo, které¢ formuji
jednoduchou vaskularni sit” (21). Prekurzorové bunky maji ptivod v kostni dieni. Oba tyto

bunécné typy jsou odvozeny z mezodermu jehoz tvorba je zapocata béhem gastrulace (22).

3.2 Angiogenze
Na rozdil od vaskulogeneze vznikaji cévy pifi angiogenezy z jiz existujicich cév.

RozliSujeme dva typy angiogenezi. Prvnim typem je takzvand angiogeneze puc¢enim (Sprouting
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angiogenesis), kterd nastava jiz ve Zloutkovém vacku a v embryu (21). Maturace endotelu in
vitro je zbusobena migraci a proliferaci EC, ktera je navozena proteolytickou degradaci ECM,
za Ucasti angiogenetickych aktivacnich faktort. Zda je tomu i in vivo neni zcela jasné (23).
Druhym typem angiogeneze je takzvand angiogenze vchlipovanim (Splitting angiogenesis),
kdyz se existujici céva rozdéli na dvé. Dochézi k ni pfi proliferaci endotelu vné cév. Tento typ
se uplatiuje predevsim v plicich, kdezto angiogeneze pucenim v mozku (21).

Pribéh a zahajeni procesu angiogeneze maji na starost signalni bilkoviny ze skupiny
vaskularniho endotelialniho rastového faktoru (vascular endotelial growth factor, VEGF). Mezi
tyto signalni proteiny patii VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E a placentarni
rustovy faktor (Placental growth factor, PGF). VEGF je mitogen, ktery se vaze na dva typy
tyrosin kindzovych receptorti, které se nachazi na povrchu EC. Tyto receptory nesou oznaceni
VEGFR-1 a VEGFR-2 (24). Exprese VEGF je regulovana koncentracemi kysliku, jehoz
nedostatek ma aktivacni efekt (25). VEGF nese také oznaceni VPF (Vascular permeability
factor), je totiz zodpovédny za hyperpermeabilitu nové vzniklich kapilar pro cirkulujici

makromolekuly jako jsou naptiklad riizné plazmatické proteiny (25).

3.3 Tvorba bariéry

Po utvoreni novych kapilar v CNS néasleduje maturace bariéry, kterd je podminéna
signdlnimi drahami z mozkového parenchymu.

Jednou ze signélnich drah uc€astnicich se téchto procesti je Wnt/beta-cateninova signalni
draha, jez hraje roli vyhradné¢ v CNS (26). Podstata této drahy spociva ve stabilizaci beta-
cateninu. Cytoplazmaticky beta-catenin je za normalnich okolnosti udrzovan na nizkych
hodnotach, to je zapfiCenéno systematickou degradaci, kterou ma na starosti komplex
intracelularnich proteini  GSK3/APC/Axin (Gylkogen syntaza kindza 3/Adenomatous
Polyposis Coli/Axin). Po navazani Wnt proteint na receptorovy komplex Frizzled/LRP dojde
k inhibici degradace a beta-catenin se za¢ne hromadit v jadfe a cytoplazmé (27). V jadie dojde
k interakcim s transkripcimi faktory (LEF/TCF). Jaderny beta-catenin se podili na expresi
nékolika gent spjatych s adhezi, morfogenezi, maturaci, proliferaci a spoustou dalSich funkci
(26).

Dalsi ze signalnich drah podporujici tvorbu a udrzbu bariéry je Hedgehog signalizace.
Rodina Hedgehog genli zahrnuje tfi ¢leny Desert Hedgehog (Dhh), Indian Hedgehog (Ihh) a
Sonic Hedgehog (Shh). V tomto ptipad¢ se uplatituje Shh signalizace. Shh proteiny jsou

sektretovany astrocyty a vazou se na PTC1/Smo komplex receptorii, ktery se nachazi na
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povrchu EC. Smo, patfici do rodiny Frizzled, je v inaktivovaném stavu, v ptipad¢ Ze na PTCI
neni navazany ligand (Shh). Navazani Shh na PTC1 zapficini stabilizaci a aktivaci Smo, coz
umozni regulaci transkripénich faktorti Glil, Gli2 a Gli3 (28). Nedavné studie uvadi, ze Glil je
spolu s SOX-18 (sex-determing region Y-box-18) zodpoveédny za expresi Claudinu-5. Exprese
Glil koreluje s €inosti Shh siganlizace. Z toho vypliva Ze Shh vyrazné napoméha k udrzovani

fyziologickych vlasntosti bariéry (29).
4. Transportni systém

Zakladnim systémem urcenym pro transport latek jsou jiz zminéné spoje mezi bunikami
endotelu, které reguluji paracelularni transport. Timto zpisobem vSak nedochazi k transportu
riznych polarnich molekul potiebnych k metabolizmu, jako jsou naptiklad aminokyseliny nebo
glukoza (30). Proto je dulezitd ptfitomnost polarizovanych transportnich proteinli zasazenych
do luminalni nebo abluminalni strany membrany endotelu. Tyto pienasece reguluji
transcelularni transport v obouch smérech tz. jak smérem k nervové tkdni tak i smérem
z nervové tkané€ (30). Transport se da dale rozd€lit na pasivni a aktivni. Mezi aktivni transport
1ze zatadit celou fadu pfenaSeci, jako napiiklad ABC a SLC ptenaSeCe. Mezi pasivni transport

se povazuji naptiklad aquaporiny

4.1 Transcelularni transport

Mezi transcelularni pfenos se dd zatadit prosta nebo usnadnénéd difuze, endocytoza,
pinocytoza a patii tam také rizné rodiny prenasecii. Transcytdza sama o sobé ma také nékolik
kategorii. Existuje adsorptivné-mediovand transcytéza (AMT) a recptorové-mediovana
transcytoza (RMT). Aby mohlo dojit RMT musi nejdiive dojit k RME, pfesnéji k receptorem
mediované endocytoze. Dochazi tu k navazani na receptor a ndslednému vzniku vezikulovému
vacku (na lumalni stran¢). Vacek putuje cytoplasmou az do doby kdy dojde k vyliti vacku mimo
bunku (exocytoza), k tomu dochazi na ablumalni stran¢ buiiky. Miize nastat situace, ze nedojde
k samotné transcytdéze a vacek se posle na degradaci. Adsorptivné-mediovana transcytdza
vyuziva podobné jak RMT vezikuly ale je podminéna transportem nabité Castice (kladné
nabité). To je dano charakterem lumindlni strany plasmatické membrany kterd nese negativni
naboj (31).

Ukazkovym ptipadem RMT je trasnferinovy transportni systém. Receptory transferinu
jsou pfitomny na membran¢ endotelidlnich bun¢k a umozinuji endocytdzu transferinu do buiky.

Tohoto systému se d& vyuzit pii 1é€bé mozkovych patologii, kdy se diky chemickym
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modifikacim dopravuji 1é€iva cilenda do mozkové tkanég, kterd by sama o sob& nevyuzila plny
potencial pfi prechodu bariéry. Mezi jiz zminéné modifikace patii naptiklad Transferin(Tf)-

konjugované lipidové nanocastice (32).

4.2 ABC transportéry

ABC transportéry (ATP-binding cassette) tvoii super-rodinu transportérti, kterou dalé
délime do sedmi podskupin (A az G). V lidském genomu je 48 gent zodpoveédnych za expresi
téchto proteinti. Funkci vétSiny téchto proteinti je pienos latek zkrze biologické membrany za
hydrolizy ATP (adenosintrifosfatu) na jejich nukleotid-vazebnych domenach (NBD,
Nucleotide Binding Domain) (33).

ABC transportér je slozen ze ¢ty domén. Dvé transmembranové domény (TMD,
Transmembrane Domain) a dvé nukleotid-vazebné domény. TMD domény obsahuji
dohromady proporcialné 12 alfa-helixi, 6 na kazdé z TMD. NBD jsou orientovany na
cytoplazmatickou stranu membrany, maji hydrofilni charakter a jsou v nich obsazeny motivy
(sekvence) nesouci oznaceni Walker A a Walker B (34). Specifickym motivem pro ABC
transportéry je sekvence ALSGGQ také oznacovana jako motiv C, ktery se nachazi mezi motivy
Walker A a Walker B (33).

Rozlisujeme dva typy transportérii podle sméru transportu. Importéry transportujici
latky do buiky, ty jsou vSak pfitomné pouze u bunck prokaryotniho typu. Exportéry
transportujici latky ven z buiiky (35). Mechanizmus trasnportu je zalozen na strukturnich
zménach konformaci po navdzani ATP a jeho nasledné hydrolyze. Disledkem takové
konformaéni zmény je snizena vzdalenost mezi sprazenymi helixy o zhruba 10-15 A oproti
stavu bez navazaného ATP. Pfiblizeni spfazenych helixi zptisobi piehozeni NBD z dovnitf
sméfujici konformace na ven sméfujici. V tomto stavu mohou exportéry vyloucit latky ven,
kdezto importéry mohou navézat své substraty. Po té co produkty hydrolyzi opusti vazebna
mista dojde k opétovnému piehozeni na dovnitt smétujici konformaci. V tomto stavu eportéry

navazi nové substraty a importéry transportuji své substraty do cytoplazmy (35).

4.2.1 P-Glykoprotein

P-Glykoprotein (P-gp, Pgp) je jednim z nejzndméjSich zastupcli ABC transportért
(ABCBI1). Je ptitomen v buiikach tvoticich HEB, kde se ucastni exportu velké skaly substanci
ven z nervové tkané. Jedna se o N-glykosilovany membranovy protein lokalizovany s nejveétsi

pravdépodobnosti na luminalni membrané mozkovych kapilar (36).
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Pgp plni dulezitou funkci v udrZzovani homeostaze a nuroprotekci. Tyto funkce byly
demonstrovany na experimentu s generaci mysi (mdrla (-/-)) postradajicich P-glykoprotein.
Vysledkem bylo vykazovani zviSené senzitivity na neurotoxické latky, predevsim ivermectin,
ktery byl pouzit jako prostfedek proti roztocim b&hem experimentu. Ukdzalo se Ze v
mozcich uhynulych mdrla (-/-) jedincich bylo naakumulovéno pfiblizné stokrat vétsi mnozstvi
ivermectinu nez by bylo u klasickych mysich (36,37).

JelikoZ az na vyjimky je Pgp pfitomno obligatné v buiikach tvoticich HEB, Ize usoudit,
ze se jedna o evolucni obrany mechanismuz chranici mozek pied riznymi potencionalné

nebezpecnymi latkami. Role Pgp v HEB je tedy klicova pro funkci enzymatické bariéry (38).

N-glyc.

ouT

Obr. 2.: Struktura a membrdnové usporadani MDR1 P-gp (36).

4.2.2 MRP1

MRP1 (Multidrug Resistant Protein 1, ABCC1) je membranovy protein o velikosti 190
kDa, ktery patii spole¢né¢ s Pgp do rodiny ABC transportért (39).
MRP1 je lokalizovany na bazolaterdlni stran¢ membrany a jeho hlavni funkce je preprava
organickych iontl jako je napiiklad glutathionovy anion (GSH-). GSH funguje také jako
kofaktor pro MRP1 a napomah4 tak transportu hydrofobnich proti rakovinovych 1éciv (40).

4.3 SLC Transportéry

Ptenasece typu SLC jsou dilezitym faktorem pii transportu latek, jez nejsou schopny
samotné projit difuzi zkrze cytoplazmatickou membranu, kterd ma lipofilni charakter.
Transportéry tohoto typu, se vyznacuji velkou specifitou. To konkrétné znamena Ze jsou
specifické pro jednu danou latku, a svim zplsobem funguji i jako regulétory. To je dano tim,
ze jejich orientace na membran¢ muze mit za ndsledek upfednostnéni transportu specifické
latky pouze v jednom sméru, tedy bud’'to ve sméru z obéhové soustavy nebo naopak. Mezi latky,
které vyuzivaji tento typ transportérii patii napiiklad cholin, rizné organické kationy a aniony,

aminokyseliny, ale také i glukoza (41).
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4.3.1 GLUT1

Transport glukdzy pro zajisténi zakladnich metabolitickych potieb proliferujicich bunii¢k
je zajistovan GLUT]1 transportérem. Existuji dvé formy tohoto transportéru, které jsou vSak
kédovany stejnym genem. Jednd se o GLUT1 (55 kDA) a GLUT1 (45 kDa). GLUT1 (55 kDa)
se nachdzi v bariérach krevnich tkéanich, tedy i v HEB, kdezto GLUT1 (45 kDa) najdeme
v mnoha riiznych typech buiiek ale také v gliich, neuronech ¢i v choroidnim plexu (42).

Ze strukturniho hlediska se jedné o transmembranovy glykoprotein, ktery obsahuje 12
transmembranovych domén a jeho C a N-terminalni konce smétuji oba do cytosolu. Transporter
obsahuje dveé vazebna mista pro glukozu, kterd ovSem nemohou byt zaplnéna najednou. Jedno
vazebné misto je pfistupné z cytosolu a druhé externé¢ mimo bunku (43). Na zékladé
experimentll byl navrzen model, ktery pfedpokladé, Zze glukézovy transportér (v Cervenych
krvinkdch) je homotetramerni a sklad4 se ze dvou dimerti. Tyto dimery maji antiparalelni
charakter, takze kdyz jeden dimer zaujme konformaci pro export druhy musi byt v komformaci

pro import a obracen¢ (44).

4.4 Aquaporiny

Tyto proteiny lze zafadit jako integralni membranové struktury jez maji za tikol napomahat
(v ptipadé¢ HEB) k udrZeni vodni homeostdze mozku. Vyhodou oproti prosté difuzi je o néco
vy$si rychlost pfenosu. Z hlediska hematoencefalické bariéry a obecné i centralni nervové
soustavy se nejvice uplatituji zejména AQP-1, jeZ nalezneme v oblasti buiiek plexus choroideus

a AQP-4, ktery se nachéazi na koncovych vybézcich astrocytt (45).

5. Role HEB v Patofyziologiich CNS

Mozek a celkové CNS podléha jako kazdy jiny organ opotiebeni, ale stejné tak i riznym
internim a externim faktoriim, které se posléze mohou manifestovat ve vseljaké patologie.
Z hlediska HEB co by ochrané baiéry je velka cast t€chto patologii zptisobena jeji dysfunkci.
Ptikladem téchto onemocnéni spojenych s Spatnou funkci HEB mohou byt.: Epilepsie,
Parkinsnova choroba, Alzheimerova choroba, roztrousena sklerdza, cévni mozkova ptihoda a
cela fada dalSich. V né¢kterych téchto pfikladech neni v§ak mozné urcit, zda je disfunkce HEB
pricinou ¢i nasledkem ale lze fict, ze tak jako tak tyto disfunkce napomahaji vyvoji téchto

patologii (30).

15



5.1 Cévni mozkova prihoda

Jako jednu z ptikladnych ukazek patologii a jejich korelaci s disfunkci HEB si vezmeme
cévni mozkovou piihodu. Ta probiha ve dvou odlisnych fazich, kterymi jsou ischemie a
reperfuze. Tyto faze probihaji v Case a jsou charakterizovdny procesy na bunécné a

biochemické urovni. Zmény v HEB koreluji s ¢asovym pribéhem téchto dvou fazi (46).

5.1.1 Ischemie

Ischemicka faze cévni mozkové piihody je specificka tim ze dochazi k utlumu resp. ke
ztraté¢ regiondlniho mozkového toku krve (regional cerebral blood flow, rCBF). Cévni
srazenina (Thrombus) nebo vmetek (embolus) zapfi¢ini ucpani cévy a tim zvySi cévni
rezistenci. K okolnim tkanim se poté nedostane kyslik a ani nutrienty (obsazené v krvi), coz
spusti sérii udalosti tipyckych pro ischemickou fazi (46).

Dochazi k vycerpani zasob ATP, dale dochazi ke zvySeni koncentrace vnitrobunécného
vapniku. Oxidativni stres, aciddza a aktivace zanétlivich procest zptlisobi ztratu metabolické
funkce. V faddech minut az hodin po zah4jeni ischemické faze, dojde ke vzniku otoku a tim
padem k redukci vnitiniho kapilirniho prostoru. To je v dasledku hromadéni produktu
anaerobniho metabolismu, tedy kyseliny mlécné, jednd se tedy o proces laktoacidozy.
Nasleduje degradace ECM u bunék HEB, kterd je zaptficenéna indukci proteaz. Pravé tato
indukce pravdépodobné vede ke zvySeni propustnosti TJ (46). Aby nedochazelo k uplnému

poskozeni neuront, dochazi v ischemické oblasti ke zvySenné expresi HSP72 (47).

5.1.1.1 Ischemie z hlediska bariéry

Pokusy provadéné na mysich ukazaly korelaci mezi hypoxii a expresi claudinu-5.
Claudin-5 byl méné exprimovan v tkanich které trpéli nedostatkem kysliku (48). Dalsi pokus
zaméfeny na proteiny occludin a ZO-1 poukézal na snizenou expresi téchto proteinti v dasledku
mozkové embélie (49).

Jelikoz claudiny, occludiny a zonula occludens proteiny se piimo podily na tvorbé a
funkci TJ. Lze usoudit, ze ischemické faze cévni mozkové piithody ma piimi vliv na spravnou

funkci HEB z hlediska uspotfadani a funkénosti TJ.

5.1.2 Reperfize
Féaze reperfuze je dulezitd pro nasledné preziti tkané¢ a nastavd po ischemii. Je

definovana obnovenim krevniho toku do postizené oblasti. To vSak miiZze piedstavovat
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problém, jelikoZ poskozené krevni fecist€ muze prasknout a zpusobit krvaceni do okolnich
tkani (z hlediska cévni mozkové ptihody se jednd o krvaceni do mozku) (46). Paracelularni
propustnost HEB je ve fazi reperfiize rozdélena do tfi fazi. Pocate¢ni propustnost spojend
s nastupem reperfiize respektivné se zvySenim toku krve v fecisti, tedy jev zvany hyperémie a
naslednd dvoufazova propustnost oddélend refrakterni fazi (50). Reperflizovany jsou jen
nekteré Casti, které podléhali ischémii. Tato netiplntost reperfiize nese v anglictiné oznaceni
,»No-reflow phenomenon* a je spojena se velkou Skalou ovliviiyjicich faktor, jako je napiiklad
zvyseny intrakranidlni tlak, zvySend vizkozita krve ¢i doba trvani ischemie. Po prvotni
hyperémii nésleduje postischemickd hypoperfize v dasledku metabolického vycerpani
ischemického mozku. Pii tomto jevu dojde k opétovnému snizeni rCBF, tedy 1 ke snizenému
piinosu zivin nutnych k preziti poptipad¢ obnoveni tkan¢ (51).

VASOMOTOR PARALYSIS

T TR T ST PR S R T

NO-REFLOW

200

100

Cerebral blood flow (%)

Ischemia

Obr. 3.: Graf cévni mozkové prihody v zavislosti rCBF na case (51)

5.1.2.1 Vazogenni edém a TJ

Vazogenni edém (otok) nastdva zhruba mezi druhym az patym dnem po ischemii. Je
zpusoben disfunkci TJ, které propousti tekutinu z intravaskularniho prostoru do prostoru
extravaskuldrniho. To zplsobi ze objem mozku vzroste, coz je pfi¢inou klinického zhorSeni
stavu po cévni mozkové ptihodé (52). Divodem této disfunkce tésnych spojl je angiogenni
aktivita pozkozenych tkani obéhového systému, kde TJ podl€haji slozeni a rozloZeni podle toho

jak se nova vaskularni sit’ modeluje a remodeluje (46).
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5.1.2.2 Angiogeneze po ischemii

Exprese gent spjatych s angiogenezi rapidn¢ stoupa v postischemické oblasti v fadech
hodin a poté dochézi k jejimu utlumu v fadech dni. Pokus provadény na modelu mysi zkoumal
expresi 96 gent (dale jen ,,K*) spojenych s angiogenezi. Autor tohoto pokusu dospél k zavéru,
ze po jedné hodiné od pocatku reperfize, doslo k zvySeni aktivity u 43,8 % zKa u 0%
z K doslo ke snizeni. Po jednom dni od pocatku reperfiize doslo k navySeni pouze u 30,2 % a
ke snizeni u 2,1 %. Po tfech tydnech doslo ke zvySeni jen u 13,5 %, kdezto procento u gent
z K se snizenou aktivitou ztistalo stejné (53).

Dochazi také k narustu mRNA VEGF a pfisluSnych receptorti ( VEGFR-1 a VEGFR-
2), stejné tak i u mRNA pro endotek-specifické receptory Tiel a Tie2. Naopak doslo k Gstupu
mRNA Angl v fadech hodin po zahdjeni reperfiize a pozdéjSimu narustu po 24 hodinach. Autor
pouzil pro tento pokus jako modelovy organismus samce krysy Wistar (54). Je nutné brat
v potaz, ze vysledky podobnych experimentli se budou liSit v zavislosti na modelovém
organismu. Lze vSak pfedpokladat, ze i ptes riizné odliSnosti budou probihat v podobné mantte.

Jak bylo jiz zminéno, VEGF je také znam jako VPF a jeho vyskyt koreluje s

mikrovaskularni permeabilitou (25,54).

5.2 Parkinsonova choroba

Jako druhy ptiklad patologie korelujici s disfunkci Hematoencefalické bariéry, jsem zvolil
parkinsonovu chorobu. Jednd se o onemocnéni spadajici do skupiny neurodegenerativnich
poruch. Ty jsou specifické tim, Ze u nich dochazi k strukturnim ale i funkénim porucham
neurond, potazmo jejich odumienim. Progresivni charakter téchto chorob ma za nasledek
postupné zhorSovani vékem. Mimo Parkinsonovu chorobu do této skupiny patologii patii také
napiiklad Alzheimerova choroba a i roztrousena sklerdza.

Sama o sobé¢ je Parkinsonova choroba zapficenéna ztratou dopaminergnich neuroni ale
také pritomnosti Lewyho télisek v pars compacta substantiae nigrae, nachazejici se ve
sttednim mozku. Obecné plati, ze manifestate této choroby koreluje s vysokym vékem ovSem

neni to pravidlem (55).

5.2.1 Parkinsonova choroba a hematoencefalicka bariéra

Ani zde nelze pfesné urcit zda se jedna o pfic¢inu ¢i nasledek, avSak i parkinsonova
choroba je spojovana s disfunkci hematoencefalické bariéry. Konkrétné zde hraje roli jiz vyse

zminény P-glykoprotein. Podle studije zroku 2008, kde se pomoci pozitronové emisni
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tomografie métilo mnoZstvi [''C]-verapamilu v mozkové tkani, nebyla prokdzana disfunkce P-
glykoproteinu u pacientii s nemoci v ranném stadiu. Ke snizeni funkce proteinu vSak dochazi,
podle téze studije, az v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni (56).

DalS§im pfedmétem vyzkumu hematoencefalické bariéry v kontextu parkinsonovi
choroby, bylo pozorovani aktivnich mikroglii v oblasti stfedniho mozku. Aktivni mikroglie je
pri¢inou zvySovani koncetrace protizanétlivych cytokinii. To vede ke zvySené propustosti,
jelikoz vyssi koncetrace cytokinil, konkrétné TNF-alfa, IL-6 a IL-betal, je kauzalitou pro
alteraci proteinové struktury v tésnych spojich. Konkrétni vliv byl pozorovan v snizené aktivité

produkce proteint zonula ocludens 1 a také i u ocludinti (57).

6. Metody méreni

Markanti vyznam pro vyvoj lé¢iv, ma jejich vztah k propustnosti HEB. Respektivné jak
moc jsou schopné ¢i neschopné pirekonat tuto bariéru. Je nutno tedy tuto vlastnost néjakym
zpusobem experimentalné urcit. Experimentalni metody se daji rozd¢€lit do tii spkupin, in situ,
in vivo a in vitro, tedy experimenty provadéné v misté¢ vyskytu daného fenoménu, v zZivém

organismmu a experimenty provadéné mimo napiiklad v petriho miskéach.

6.1 In situ

In situ metody jsou provadény na detekci endogennich ¢i poptipadé exogennich
molekul, které by za normalnich okolnosti nedokézali pfes barieru proniknout a kdyz uz, tak
jen velmi omezené. Endogenni latky tohoto typu jsou napiiklad imunoglobulin G ¢i albumin.
Exogenni latky nesou oznaceni ,,tracer* a dnes jich je velka Skéla, nejznamé;si je asi evansova
modf (Evans blue, Eb), kterd se diky své vysoké afinité k albuminu pouziva na jeho detekci

(58).

6.2 In vivo

v

In vivo metody patii mezi nejspolehlivéjsi metody a tvoiti experimentélni zadklad pro dalsi
stupné vyzkumnych experimentd. Poskituji ndm relevantni informace o rovnovazném stavu
krevniho elemntu a mozkem, stejné¢ tak ale poskytuji informace z hlediska kinetickych
vlastnostech bariéry (59). Lze uvazovat o rozdé€lent in vivo metod na zdklad€ nutnosti zasahovat

piimo do organismu, z tohoto pohledu délime in vivo metody na invazivni a neinvazivni
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6.2.1 Neinvazivni metody

6.2.1.1 Magneticka rezonance

Magneticka rezonance (Magnetic resonance imaging, MRA) se pouZiva pro ziskani
kvantitativnich i kvalitativnich dat, pfi pozorovani riznych patologickych stavii HEB. Pro tyto
ucely je nutnd kontrastni latka, kterou vétSinou byva gadolinium diethylentriaminpentaoctové
kyseliny (Gd-DTPA) podéavany intravendzné (59). Vysledné se semikvantitativné porovnavaji

data vypovidajici o propustnosti HEB pfed a po podani traceru (58).

6.2.1.2 Pozitronova Emisni Tomografie

Pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography, PET) je analiticka
metoda zobrazovani, vyuzivajici slouenin oznacenych radioizotopem schopnym emitovat
pozitron (kladné€ nabity elektron, ktery vznika naptiklad pti pfemnéné protonu na elektron a je
tipicky pro zafeni gama). Mezi tyto izotopy patii napiiklad '*O, 1°0, ''C nebo °N ale pouzivaji
se 1 izotopy ruznych kovi a spousta dalSich (60). Pro pokusy zamétené na HEB se jako tracer
pouziva napiiklad *N-Glutamat (58).

Jelikoz se jedna o neinvazivni metodu, je ji mozno provadét jak na zvitecich testovacich
subjektech, tak i na lidech. Druhou vyhodou téchto metod je, Ze diky svému citlivému
charakteru poskytuji relativné piesnd data. Nevyhodou vsak ziistava fakt, ze PET nepatfi
k nejlevnéj$im, tudiz se nevyplati pro bézné pouzivani (59). K tomu se pridava fakt, ze
radioaktivni prvky podléhaji polocasu rozpadu, ktery u nekterych muze nabyvat hodnot
v fadech hodin ¢&i dokonce minut, u ''C je to pfiblzné 20 minut a u '®F se polocas ropadu
pohybuje kolem dvou hodin (61), tudiz syntéza téchto substanci musi byt provedena tésné pied

experimentem.

6.2.2 Invazivni metody

6.2.2.1 Mikrodialyza

Mikrodialyza patii mezi star$i osvédcené metody, kterd byla vyvynuta v sedmdesatych
letech minulého stoleti (62). Jeji invazivnost spociva ve pouziti sondy, kterd je implantovana
piimo do tkané€. Je tedy nutné brat v potaz realné ovlivnéni tkan€¢ onou sondou. Stejné tak jsou
ovlivnénd data v dasledku sloZeni perfiizniho roztoku pouzitého pro ucely mikrodialyzi.
Zaroven se musi ur¢it pomér koncentraci mikrodialyzatu a extracelularni tekutinou mozku pro

urceni kvantitativnich dat (31).
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Sonda obsahuje semipermeabilni membranu slozenou z dutych vldken (59). Sondou
umisténou v extracelularni prostoru mozku poté¢ pomalu protéka perfuzat. Perfuzni roztok je
takovy roztok, ktery je slozenim a vlastnostmi velmi podobny extracelularni cerebralni tekuting.
Mezi tyto vlastnosti fadime primdrné iontovou silu (I, suma vsech elektricky nabitych castic
vramci daného roztoku) (62). Latky nachéazejici se v extraceluldrnim prostoru mohou
difundovat pies membranu sondy, z které jsou transportovany dal a bud’to jsou akumulovany
pro pozd¢jsi vyhodnoceni, nebo jsou vyhodnocovany okamzité zkrze n¢jaky systém (62). Touto
metodou se vSak vyhodnocuji pouze latky volné, tedy chemicky nevdzané, coz muze

predstavovat ur¢itou nevyhodu (31).

Syringe pumg

Fraction collector

Rat in RatTurm®

Obr. 4.: Schéma mikrodialyzi (62)

6.3 In vitro

6.3.1 Bunéc¢né kultury

Izolace bunéénych kultur oteviela védcim dvetre k velké skale experimentl, které
pfinesly novy nahled na danou problematiku. Vyhodou in vitro modell je bezpochyby ztrita
omezeni, kterym disponuji in vivo metody. OvSem s rostouci variabilitou in vitro technik a

modelt dochdzi k problému spojenému s odlisSnosti vyslednych dat napfic modelovymi

organismi (63).
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6.3.1.1 Izolace cerebralnich kapilar

Jedné se predevsim o kapilary ze zvitecich modeld, avSak je mozné izolovat i lidské
(naptiklad béhem pitvy). Z pravidla byvaji tyto kapilary, tvofené z EC, obalené v basalni
membrang s pericyty, popiipadé€ i s astrocyty a nervovymi zakon¢enimi (63).

Izolované kultury tohoto typu velmi dobfe napodobuji podminky svého in vivo analogu.
Maji vSak nevyhodu v tom, ze jejich lumindlni povrch je velmi tézko dostupny. Z tohoto
diivodu se zkoumaji na transport latek (napf. 1éCiv) jen ve sméru z ablumindlni strany do

lumindlni strany(59).

6.3.1.2 Primarni cerebralni mikrovaskularni EC

Pro tyto ucely se pouzivaji veptové a hovézi kultury (PBMEC a BBMEC) jelikoz jejich
zisk n€kolikanasobné¢ previsuje zisk z hlodav¢ich modelovych organismii. Takovéto kultury se
pouzivaji napiiklad k experimentiim a studijim, které se zamétuji na transport LDL (low density

lipoprotein), endocytozu zprostiedkovanou pies receptory nebo na odtok Pgp (63).

6.3.1.3 Imortalizované bunécné linie

Aby se védci vyhnuli procesu izolace, ktery je relativné zdlouhavy, zacli vytvaret
imortalizované bunécné linie (immortal = nesmrtelny) (63). Proced imortalizace spoc¢iva
v transfekci imortalizujiciho genu. Diky této alteraci 1ze predpokladat i zmény ve vlastnostech.
Naptiklad je u nich zvySend paracelularni propustnost, nejsnou tedy moc vhodné pro studium
transportu pfes HEB. Naopak jsou vhodné pro histochemické metody ur¢ovani molekul v intra

a extracelularnim prostoru (64).
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7. Zavér

Jednim z vyty¢enych cill této prace bylo popsat strukturu a fyziologii
hematoencefalické bariéry. To se podafilo jiz v tvodnich kapitolach této prace,
kde se bylo mozno sezndmit se zdkladnimi slozkami, které tvoii podstatu
hematoencefalické bariéry. Stejné tak i s jejich vzajemnymi interakcemi, jez
ovliviuji a definuji jejich specifické vlastnosti, a tedy i vlastnosti bariéry jako
celku. Z uvedenych informaci vyplyva, Ze existenci bariéry jako takové zajiStuje
spravné fungujici neurovaskuldrni jednotka, resp. jeji komponenty, které za
normalniho stavu téméi dokonale odd€luji mozek od obéhového systému.

Dale bylo prok4zano na zaklad¢ uvedenych informaci, ze transport zkrze
bariéru je ze své podstaty omezeny a vyzaduje pfitomnost specialnich proteint,
jako jsou ABC transportéry.

Dal$im cilem této prace bylo uvést prehled metod vyuzivanych ve
vyzkumech zaobirajicich se timto fenoménem. Bylo prokazano vyuziti relativné
velkého spektra metod jez poskytuji vice 1 méné relevantni data pro nynéjsi 1
budouci vyzkum.

Dle mého nazoru mé vyzkum HEB velky potencial, zejména v oblastech
farmacie a farmakologie, nebot” propustnost bariéry pro léCiva je dilezitym
faktorem pifi 1é¢bé riznych nemoci. Kdybych mél navrhnout téma pro
pokracovani této prace, navrhl bych takové, které do hloubky prozkouma ABC
transportéry a jejich aspekty. V nich tkvi velky potencial, ktery mlize posunout

veédu vpred.
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