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ABSTRAKT

Vyznam hematoencefalické bariéry pro absorpci kovii do mozku

Jana Patkova

Skolitel : RNDr. Maxmilian Vojtisek, CSs., SzU

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je rozhrani oddélujici centralni nervovy systém (CNS) a periferni
ob¢hovy systém. Nachazi se na urovni endotelu mozkovych kapilar. Jeji funkci je udrZovat
homeostazu v mozku, transportovat Ziviny do mozku a zabranovat vstupu potencialné toxickych latek.
Dulezitou soucasti je také bariéra hematolikvorova, oddélujici prostiedi krevni plazmy a
mozkomiSniho moku. Je pfitomnd u malého procenta nervové tkan¢, nicméné hraje vyznamnou roli v
transportu latek do mozku.

V mozku je bézn¢ pritomna celd fada kovi, které ptisobi na jeho funkci. Esenciélni kovy, jako zinek,
zelezo nebo méd’, jsou nezbytné pro jeho normalni vyvoj a funkci a do mozku jsou transportovany
specifickymi transportnimi mechanismy. Do mozku vsak pronikaji i kovy toxické, jako je rtut’ nebo
olovo, které dokdzou mechanismy bariéry obejit. Nemaji zadnou biologickou funkci a poskozuji
nervové bunky i samotné buiiky bariéry. Esencialni kovy vSak mohou také ptsobit toxicky a to pfi
naru$eni regulacnich mechanismi a zvyseni jejich koncentrace.

Narus$eni integrity bariéry a prinik dalsich latek z krve do mozku, zptisobuje naruseni funkce CNS a
rozvoj neurodegenerativnich procest. Pochopeni mechanismii transportu kovii pres HEB a
mechanismtl jejich toxického uc¢inku mize byt podkladem pro stanoveni presnéjsich limit v prostiedi
a zabranéni poskozeni mozku témito latkami. To je obzvlast rozsahlé u déti, kde dochazi k porucham
vyvoje mozku a trvalému poskozeni. Umozni nam objasnit i roli nékterych kovil v rozvoji

neurodegenerativnich onemocnéni.

Kli¢ova slova : CNS (centralni nervovy systém), HEB (hematoencefalicka bariéra), mozkové kapilary,

kovy, neurotoxicita, transport kovil
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ABSTRACT

The significance of blood-brain barrier for the metal absorption into the brain

Jana Patkova

Skolitel : RNDr. Maxmilian Vojtisek, CSs., SZU

The blood-brain barrier is the regulated interface between the peripheral circulation and the central
nervous system (CNS). The anatomical substrate of the BBB is the cerebral microvascular
endothelium. It functions as regulator of ion balance (maintains homeostasis of the neuronal
environment), a facilitator of nutrient transport and a barrier to potentially harmfull molecules.
Another interface between blood and brain is the blood-cerebrospinal fluid barrier. It can be found
only in a few small areas of the brain, nevertheless, it acts an important role in the drug transport to the
brain.

A number of trace metals are normally present within the CNS and may have effects on its function.
Several, e.g., zinc, iron and copper are essential for normal brain development and function. Others,
e.g., lead and mercury, have no known essential role, but may be toxic even at low concentrations.
They can bypass mechanisms of the barrier, enter the brain and damage neuronal function or they
sequester in barrier and cause its breakdown. Of the essential metals, most may be toxic to the brain at
high concentration, e.g., zinc, copper and manganese.

Disruption of BBB by toxic metals leads to impaired BBB function and thus compromise the CNS and
cause a progress of neurodegenerative processes. Understanding of metal transport across the BBB
and the mechanisms of their toxic action may be useful for determination of limits for metals in the
environment and prevent damage of the brain. This may be particularly extensive in case of the
children. It can help to understand the pathophysiological influence of the barrier in neurological
disorders and possibly initiation of neurodegenerative diseases. Especially the role of brain barrier in

metal-induced neurotoxicities.

Key words : CNS (central nervous system), Blood-brain barrier, brain capillaries, metals,

neurotoxicity, metal transport
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1. Uvod

vvvvvv

neuronl vyzaduje vysoce regulované extracelularni prostiedi, ve kterém musi byt koncentrace ionti
jako Na®, K" a Ca®" udrZovéana ve velmi izkém rozmezi. Nervova tkan je také vysoce citliva k celé
skale chemickych latek, z nichz mnoho bézné konzumujeme a ackoliv jsou rychle metabolizovany a
vylucovany, aniz by $kodily perifernim organiim, mohou byt ve skutecnosti neurotoxické.

Je tedy nezbytné, aby rozhrani mezi CNS a perifernim ob&hovym systémem plnilo funkci
dynamického reguldtoru iontové rovnovahy, transportéru dillezitych zivin a bariéry pro potencidlné
toxicke latky.

Vsechny tyto funkce zastdva a homeostazu v CNS udrzuje hematoencefalicka bariéra, oddélujici
systémovy krevni ob&h a mozkovou tkan. Je tvofena specializovanym systémem endotelovych bunck
mozkovych kapilar. Brani priniku latek do mozku, poptipadé Skodlivé latky aktivné odstraiuje.
Hematoencefalickd bariéra je tedy zasadni vregulaci vnitiniho prostifedi mozku a udrzovani
zivotaschopnosti a aktivity neuronti. NaruSeni jeji integrity je kritické pro spravnou funkci CNS a
ovliviiuje a urychluje neurodegenerativni procesy a rozvoj neurologickych onemocnéni.

Nékteré chemické latky dokaZou mechanismy bariéry obchazet a pronikaji skrz ni do mozku nebo se
v ni hromadi a zptisobuji jeji poSkozeni. Naruseni integrity bariéry je nasledovano zvysenou absorpci
potencialné skodlivych latek z krve do mozku a narusenim funkce neuroni a gliovych bunck.

Mezi latky vysoce skodlivé pro nervovy systém patii pravé kovy, které se akumuluji v mozku i
v bariéfe a zplisobuji dlouhodobé nasledky. Zvlast¢ zavazna je v nékterych piipadech ireverzibilita

poskozeni CNS (mangan).
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2. Hematoencefalicka bariéra (HEB)

2.1 Historie

Prvni dikaz o existenci HEB byl popsan némeckym biologem Paulem Ehrlichem (1885), ktery zjistil,
ze ve vode rozpustna barviva aplikovand do ob€hového systému krysy obarvi vSechny organy kromeé
mozku a michy. Ehrlich vSak pfisuzoval tento vysledek nizké afinit¢ nervové tkan€ k danému barvivu.
Nasledujici experimenty Ehrlichova studenta Edwina Goldmana (1909) toto tvrzeni vyvratily. Injekce
trypanové modii pfimo do mozkomisniho moku (mozkovych komor) obarvila v§echny bunécné typy
v mozku, ale barvivo nepenetrovalo do perifernich tkani. To byl ditkkaz, Ze existuje bariéra mezi CNS a
perifernim obéhem, na urovni mozkovych kapilar. Lewandowsky byl poté prvni, kdo pouzil termin
hematoencefalicka bariéra. (13)

Az do roku 1967 nebylo jasné, jaky je strukturni zaklad bariéry. Pivodné se ptedpokladalo, ze je
formovana gliovymi bunkami obalujicimi mozkové kapilary. Pouziti markeru kienové peroxidasy
(horseradish peroxidase HRP) a elektronové mikroskopie vSak potvrdilo lokalizaci HEB na trovni
endotelovych bunék mozkovych kapilar. Kienova peroxidasa nebyla po intravenozni injekci nalezena
v extracelularnim prostoru obklopujicim mozkové kapilary, zatimco kdyz byla aplikovana pfimo do
ventrikularniho systému, prosla vybézky astrocytd, obalujicimi kapilary a zadrzela se na endotelové

plazmatické membran¢ ( Reese a Karnovsky, 1967; Brightman a Reese,1969). (14)

2.2 Morfologie hematoencefalické bariéry

Ackoliv byl koncept HEB v poslednich letech vylepsen, porozuméni zékladni struktufe je postaveno
na vysledcich prace Reese, Karnovského a Brightmana ke konci 60 letech.

HEB existuje primarné jako selektivni difizni bariéra na trovni endotelu mozkovych kapilar. Je
charakterizovana pfitomnosti tésnych spojii (tight junction) mezi sousednimi builkami a absenci
fenestraci.

Komplexni barieru tvofi nékolik bunéénych typti — endotelové bunky, astrocyty, pericyty a bazalni

lamina. (viz. Obr. 1)
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Obr. 1 : Schématicky prirez mozkovou kapilarou, EB — endotelovd buitka, AC — astrocyt,
PC — pericyt, BM — bazalni membrana, TJ — tight junction (14)

Endotelové buiiky. Obvod lumen mozkové kapilary je obklopen jedinou endotelovou buiikou. Ta je
odlisna od ostatnich endotelovych bunck nachazejicich se v periferii.

Jejimi hlavnimi znaky jsou : zvySeny obsah mitochondrii, absence fenestraci, minimalni pinocyticka
aktivita a v neposledni fad¢ ptitomnost tésnych spoji (tight junction). Zvyseny pocet mitochondrii a
tim zvySeny energeticky potencial je vyzadovan pro aktivni transport zivin pfes HEB. Minimalni

pinocyticka aktivita zase silné¢ omezuje transcelularni transport. (14)

mezibunéény prostor vybé ZEI- astrocyiu

e

pinocyticky

tight junetion
vadek =

m"L h.,t”'t'— "L_/
s am N
- fenectrace

Periferni kapilara Neuralni kapilara

Obr. 2 : Rozdil ve stavbé periferni a neuralni kapilary (13)
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Na abluminalni membrané endotelové buiiky jsou nepravidelné umistény pericyty, které jsou spolecné

s endotelovymi buitkami obaleny bazalni membranou.

Pericyty hraji zfejmé roli v kontrole ristu endotelovych bunék. Jsou schopné fagocytdzy, ¢imz

limituji transport latek, které prekrocily endotelovou barieru.

Bazalni membrana, ktera obklopuje endotelové bunky a pericyty je 30 az 40 nm silnd, tvofena
kolagenem typu IV, lamininem, fibronektinem a jinymi extracelularnimi proteiny. Tvoii mechanickou

podporu pii kontaktu bun€k a maze hrat roli bariéry pii prichodu makromolekul.

Astrocyty. Celou cévu pak obaluji koncové vybézky astrocytil, které tésné priléhaji k endotelovym
buitkdm (bazalni membrana cévy a membrana astrocytd jsou v kontaktu) a jejich role spociva
pravdépodobné v indukci, formovani a udrzovani tight junction mezi endotelovymi buitkami a tim
udrzovani funkce HEB. Plvodné se predpokladalo, Ze by astrocyty mohly byt zakladem HEB. Zjisténi
gap junction, které jsou prichodné pro kienovou peroxidazu, vsak toto tvrzeni vyvratilo. (13, 14, 15)

Zaklad HEB tvoii astrocyty pouze u bezobratlych. (24)

2.2.1. Molekularni podstata HEB

Intercelularni prostor mezi endotelovymi buiikami je asi 20 nm Siroky, coz u bézného endotelu
umoziuje diftzi latek. U endotelu mozkovych kapilar je tento prostor uzavien dvéma typy spoji —

adherens junctions (AJ) a tight junctions (TJ).

Adherens junctions netvori pfimo fyzickou barieru. Zprostiedkovavaji adhezi endotelovych bunék,

kontaktni inhibici, iniciaci bunééné polarity apod.
Ackoliv naruseni AJ miize vést ke zvySené propustnosti, jsou to primarné TJ, které zptisobuji nizkou

paracelularni propustnost a vysoky elektricky odpor.

Tight junctions jsou struktury, které sprahuji apikalni oblasti membran endotelovych bunék

mozkovych cév. Zabranuji paracelularnimu transportu a rozdéluji membrany endotelovych bunék na
dvé strany, luminalni (do krevniho ob&hu) a abluminalni (do mozku). Na kazdé stran¢ existuje
populace odlisnych lipidd a proteind. (15)

Diky témto intracelularnim strukturdam mize dosahovat elektricky odpor pro paracelularni transport

1500 — 2000 Q/cm’. Pro srovnani, u perifernich cév dosahuje hodnot 3 — 30 Q /em?. (14, 15)
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TJ jsou tvorené transmembranovymi proteiny, které vytvari primarni barieru a jsou spojené
s pridavnymi proteiny (zonula occludens) a aktinovym cytoskeletem v burice.
Transmembranové komponenty zahrnuji

e adhezni molekuly (junctional adhesion molecule — JAM) - patii do rodiny imunoglobulini a

reguluji migraci leukocytl
e occludin - regula¢ni protein, zvysuje elektricky odpor tkané a jeho cytoplazmatické membrany
umoziuji asociaci s cytoskeletem a ptidavnymi proteiny (zonula occludens)
e claudin - je primarni element TJ, formuje dimery a vaze se homotypicky ke claudiniim
sousedni endotelové bunky
Ptidavné proteiny, které s transmembranovymi asociuji v cytoplazmé, jsou dulezité pro strukturni
podporu. Je to rodina proteinit MAGUK ( membrane-associated guanylate kinase-like homolog
family), které slouzi ke koordinaci a shlukovani proteinovych komplext k bunééné membrané. Byly
identifikovany tii typy MAGUK proteini v TJ — ZO-1, Z0O-2, ZO-3 (zonula occludens).
Dalsi ptidavné proteiny TJ zahrnuji cingulin, AF-6 a 7H6. Aktinova filamenta hraji strukturni a

dynamickou roli v buiice. (14, 16)

apikilni{luminalni) membrana KREV

RO

‘‘‘‘‘

=
=

Ul

N
1

Obr. 3 : Zakladni molekularni organizace tight junctions HEB (14)
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2.3. Funk¢ni slozky bariéry

HEB je dynamicka struktura a je tvofena n¢kolika slozkami. Prvni, pasivni slozkou je bariéra fyzikalni

(diftzni). Ta je dana vlastnostmi té€snych spoji mezi endotelovymi bunkami, které zabranuji
intercelularnimu  transportu hydrofilnich latek a buiikami samotnymi, které zabranuji diky nizké

endocytoze paraceluldrnimu transportu. (2)

Druhou slozkou je bariéra metabolicka, kterou ptedstavuji enzymy ptitomné v endotelovych buiikach,

podporujici ochranou a detoxifikacni roli bariéry, schopné rychle metabolizovat a deaktivovat
potencialné skodlivé latky. Enzymy jako catechol O-methyltransferdza nebo pseudocholinesteraza
jsou zahrnuty v degradaci neurotransmiteri. Hladiny enzymt jako je monoamin oxidaza a
y-glutamyltranspeptidaza jsou zvysené v neuralnich cévach, zatimco v perifernich cévach tplné chybi

nebo jsou exprimovany v malé mife. (13, 31)

Tteti slozkou je bariéra transportni. Tvofi ji specifické transportni proteiny zac¢lenéné do plazmatické

membrany. Tyto elementy chrani CNS pted potencialné toxickymi latkami, ale na druhou stranu
znemoziuji i vstup lé¢iv.

V souCasné dobé je znamo asi 15 multispecifickych transportnich proteind, které fadime do rodin
podle molekulové a funkéni specifity. ( MDR-multidrug resistence protein, OCT — organic kation
transporter apod.). Z téchto proteinii uréenych na zakladé¢ detekce mRNA bylo 9 imunologicky
lokalizovano v membran¢ endotelovych bun¢k.

Jednim z dilezitych transportéri je p-glykoprotein (Pgp). Je to protein patiici do rodiny
ATP-vazajicich transportéri. Pracuje s velkym mnozstvim substrati. Diky jeho lokalizaci, potencialu
a Siroké specifité je jednim z klicovych faktorii vstupu xenobiotik do CNS. Je lokalizovan na luminalni
membrané mozkovych cév a to mu umoznuje byt bariérou vstupu a zaroven exportni pumpou latek.
Je hojné studovan zejména kviili moznosti porozumeéni vstupu lécivych latek do mozku. (2)

V abluminalni membrané je ve velkém mnozstvi obsazen enzym Na, K—-ATPaza. Tvoii pumpu, ktera
soucasné transportuje Na~ z endotelu do mozku a K™ z mozku do endotelu. K™ méd vyznamny efekt na
pfenos nervovych impulsti a aktivaci neurond. Asymetrickd distribuce této ATPazy se podili na

udrzovani nizké koncentrace K™ v extracelularni tekutiné v mozku a tim spravné funkci neurontl. (28)

-11 -
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Obr.4 : Jednotlivé slozky hematoencefalické bariéry : bariéra fyzickd, transportni a metabolicka
Pouzito s véedomim autora : David. S. Begley

2.4 Mechanismy transportu litek pfes HEB

Jak jiz bylo uvedeno, hlavni fyziologicky vyznam HEB je udrzovat konstantni prostiedi v mozku.
Diky lipofilni povaze bariéry hydrofilni substance jako sodik, hydrogen, bikarbonat a jiné ionty
nemohou bariérou projit.

Vyjimkou jsou vSak metabolicky dulezité latky jako glukodza, laktat nebo aminokyseliny. Ty jsou do

mozku aktivné transportovany pomoci specifickych transportnich systémid. Pro transport glukézy,

manozy a galaktozy slouzi glukézovy pienase¢ (GLUT-1). Je exprimovan asymetricky v poméru 3:1
v abluminalni a luminalni membrané. Dale jsou zname tii vysoce afinitni transportni systémy pro
aminokyseliny, konkrétné pro velké neutralni, bazické a kyselé aminokyseliny. Byly identifikovany

také transportéry pro purin, nukleotidy, thyroidni hormony a dalsi.

Difuze pfes HEB zavisi na fyzicko-chemickych vlastnostech latek jako je rozpustnost v tucich,
molekulova hmotnost, elektricky naboj a stupen ionizace.
Lipofilni latky prochazi bariérou snadno. Patii mezi n¢ plyny, jako O,, CO,, NO. Obecné feceno, ¢im

4

lipofilnéjsi latka je, tim snadnéji difunduje do mozkové tkané.
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Dulezitou cestou vstupu latek do mozku je i receptorem zprostiedkovana endocytéza. Je to vysoce
specificky typ aktivniho transportu. Timto zptisobem prochazi HEB napt. Fe-transferin vazbou na

transferinovy receptor (Tfr) a nékteré hormony jako insulin a leptin.

Aktivnim transportem jsou také vyluCovany latky z CNS. Jsou to mnoha 1éCiva, xenobiotika a
endogenni, ale neurotoxické metabolity a odpadni produkty. Vyznamnym zastupcem je jiz zminény

p-glykoprotein. (16, 22)

2.5 Hematolikvorova bariéra (HLB)

HEB je ptitomna u 99% neuralnich kapilar, ale existuji oblasti mozku, kde se misto ni nachézi bariéra

hematolikvorova. Ta je pfitomna u tzv. cirkumventrikularnich orgdnt (CVO), coz jsou malé struktury

ohranicujici prostor 3. a 4. mozkové komory. Patii mezi n¢ : plexus choroideus, subfornikdlni organ,
area postrema a eminentia mediana, organum vasculosum laminy terminalis, subkomisuralni organ,
epifyza a nekteré casti hypofyzy. HLB neni tak striktni jako HEB, ale také zabranuje vstupu latek
z krve do mozku. (13)

CVO maji specifické morfologické charakteristiky, které je odliSuji od zbytku nervové soustavy.
Kapilary maji endotel s okénky a jejich stény jsou mimoiadné dobfe prostupné obéma sméry. Naproti
tomu ependym na téchto mistech ma tésné spoje. Hranice mezi likvorem a prostfedim krevni plazmy

zde tedy lezi na povrchu vystelky. Pfechod mezi CVO a okolni mozkovou tkani se vyznacuje nahlym

prechodem ve stavbé kapilar ( s okénky — neprostupné) a prudkym prechodem v utvaieni vystelky (
nepropustny — propustny ependym). Mezi obéma typy mozkovych oblasti existuje tizka ,,Seda zona®,

kde se prostfedi krevni plazmy a likvoru prekryvaji.(18)
Mezi unikatni znaky CVO patii kontakt se dvéma vyznamnymi fazemi - krvi a mozkomisnim mokem.

Jsou to cilové struktury pro informace pochazejici z krve a sméfujici do mozku. Funguji tedy jako

prenasece neuralni a chemické informace mezi mozkem, mozkomi$nim mokem a krvi. (17)
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Obr. 5 : Hematolikvorova bariéra, Zo — zonula occludens (18)

2.5.1 Plexus choroideus

Vyznamnou roli mezi CVO hraje plexus choroideus, ktery je diky své pozici a vlastnostem cilem

mnoha toxickych organickych i anorganickych latek

Plexus choroideus se vyznacuje nékolika specifickymi anatomickymi a fyziologickymi znaky:

1. Pfestoze co do velikosti je to organ pomérné maly ( u vétSiny obratloveti méné nez 5% vahy
mozku) jeho povrchova plocha je ve srovnani s velikosti obrovska. Kromé primarnich
mikrovili, je veskery plexus choroideus jesté zprohyban a tvofi sekundarni makrovili, které
mnohonasobné zvétsuji povrch této tkané. Velka plocha této bariéry umoziiuje Géinnou
vyménu latek mezi mozkomiSnim mokem a krvi. Zvysuje tedy i moznost absorpce toxickych
latek.

2. Tok krve v choroidalnim plexu byl zjistén 3—5krat rychlejsi nez v ostatnich ¢astech mozku,
coz je pravdépodobné diky jeho fyziologické roli - sekrece mozkomisniho moku a doprava
substanci do cerebralniho kompartmentu. Rychly tok krve, na druhou stranu, zajistuje ucinny
ptitok potencialné toxickych latek do mozkomisniho moku.

3. Tight junctions mezi epitelovymi buiikami nejsou tak pevné jako u endotelu mozkovych cév.
To znamena, Ze jsou pristupnéjsi pro vstup xenobiotik do cerebralniho kompartmentu.

4. Unikatni lokalizace mezi mozkovymi komorami (29)
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Obr 6 : Plexus choroidues, choroiddlni kapilary a ventrikularni ependym (31)

3. Vyvojové aspekty HEB

HEB ve vyvijejicim se mozku je méné efektivni nez ve zralém, nicméné je pomérné¢ dobte formovana
jiz na pocatku vyvoje. Formuje se pravdépodobné¢ jakmile cévy poprvé penetruji do mozku
(hematoencefalickd bariéra) a jakmile se diferencuji epitelové bunky plexus choroideus
(hematolikvorova bariéra). HEB je vSak bariéra selektivné propustnd a dynamicky se meénici, jeji
vlastnosti se tedy v priib¢hu vyvoje postupné meni.

Zakladni prvkem HEB v jiz vyvinutém mozku, je bariéra zabraiujici penetraci proteind z krve do
mozku (a do mozkomisniho moku). Ta se zda byt u fetu také dobie formovana. Je dana piitomnosti
ne jeSté¢ kompletné vyvinuté. Pfirozené se vyskytujici proteiny v plazmé neprochazi ani nejméné
vyvinutymi mozkovymi cévami na pocatku vyvoje. Ackoliv proteinim je zabranéno ve vstupu do
mozku, bariéra fetu je propustna pro malé molekuly jako je sachar6za a inulin.

Mechanismy bariéry, které zavisi na bunéénych pienaSecich nebo enzymech se objevuji pozdéji ve

vyvoji. Rozdilné systémy, se stavaji zfetelnymi na rtiznych urovnich vyvoje mozku. (5)
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Ptenaseci zprostfedkovany transportni mechanismus, regulujici vstup glukézy, aminokyselin, purint,
nukleotidii a cholinu byl zjistén pomérné dobfe vyvinuty u novorozenych kralikd. Tyto studie

dokazuji, ze dimyslna, selektivni bariéra je formovana jiz pfi narozeni. (7)

3.1 Podstata vyvojovych zmén

Bunécnd a molekularni podstata téchto vyvojovych zmén je pravdépodobné nasledujici. Mozkové
endotelové bunky maji schopnost formovat tight junctions, jakmile poprvé invaduji mozkovou tkan.
Nicmén¢ diky jejich pfitomnosti jsou schopné zabranit pouze vstupu proteint. TJ se vyviji velmi
Casné, neziskavaji vSak okamzit¢ kompletni vlastnosti, striktné zabranujici propustnosti, jejich
elektricky odpor je je$té pomérné nizky. Pozdéjsi schopnost zabranovat vstupu malych molekul zavisi
na dal§im zrani tight junctions, které je ovlivnéno sekreci latek vybézky astrocytt, které indukuji vznik
HEB fenotypu. Astrocyty jsou pravdépodobné dilezité i pro expresi ruznych specifickych
mechanismil endotelovych bunék. (5)

Interakce astrocyt a endotelovych bunék byla hojn¢ studovana, nicméné se stale nedoslo k jasnym
zaveérim. Astrocyty jsou nezbytné pro utvareni TJ endotelovych bunék a udrzeni funkce bariéry, ale

pro kompletni vyvoj jsou ziejm¢ nutné lokalni podminky v mozku a kontakt i s dal$imi bunécnymi

typy. (1)

3.2 Citlivost nezralé HEB k chemickym latkam

Béhem neonatalni periody CNS roste rychle a je vysoce citlivy k toxickym uG¢inkiim chemickych
latek. Mohutné poskozeni a trvalé nasledky zpusobuji kovy jako olovo a rtut’ v organické podobé
(methylrtut).

HEB neni plné€ vyvinuta az do zhruba 6 mésicl po narozeni. Toxické latky se ve vyvijejicim se mozku
zadrzuji mnohem snadnéji nez ve zralém. Animalni studie dokazaly, Ze toxicky efekt chemickych
latek je odlisny v riznych stupnich vyvoje. Tyto rozdily v u¢inku mohou byt dany rozdilnou kinetikou
nebo zavisi na postupném vyvoji receptord. Mozek je obzvlast’ nachylny, béhem ristového spurtu, coz
je perioda, ve které mozek podstupuje nékolik zasadnich zmén, jako dendriticky a axonalni rtst,

synaptogeneze, myelinizace apod. (21)
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4. Transport kovii pies HEB a jejich toxicky ucinek

4.1 Role kovu v CNS

V CNS je bézné pritomno mnozstvi kovii, které pozitivné plsobi na jeho funkei.

Nekteré, jako napf. zinek, zelezo, méd’ a mangan jsou nezbytné - esencidlni pro normalni vyvoj a
funkci mozku. Ty musi byt pfijimany z prostfedi v adekvatnim mnozstvi.

Jingé, jako napf. olovo, rtut’ nebo kadmium nemaji zadnou esencialni roli a miZou byt toxické i ve
velmi nizkych koncentracich. Tyto toxické kovy vétSinou patii do skupiny tézkych kovi. (4)

Lidska civilizace a ji provazejici zvySujici se industrialni aktivita postupné pierozdélila toxické kovy
ze zemské kury do prostiedi a zvysila pravdépodobnost expozice u Cloveka. Z velkého mnozstvi
toxickych elementt, jsou t€zké kovy — kadmium, olovo a rtut’, jsou obzvlasté rozsifené, diky jejich

industrialnimu vyuziti. (12)

Rozmanité integrované funkce nervového systému jsou citlivym cilem pro toxické kovy. Ty maji
tendenci akumulovat se v mozku a zptisobovat dlouhodobé nasledky.

Esencialni kovy, jsou vSak pro mozek také potencialné toxické a to pii vysokych koncentracich, kdy
mohou mozek poskozovat nebo ovlivitovat absorpci ostatnich esencialnich prvkli. Tak je tomu

napftiklad u zinku, médi nebo manganu.

Kovy hrajici roli ve fungovani CNS bych, alespon pro potfeby této prace, rozdélila na 2 skupiny:
(a) kovy velké toxické vyznamnosti ( napt. Pb, Hg, Cd ), které jsou rozsifené v zivotnim
prostiedi a kterym jsme exponovani
(b) esencialni stopové kovy (napf. Mn, Se, Zn, Fe ) nezbytné pro spravnou funkci mozku, ale

potencialné toxické ve vysokych koncentracich

Esencialni kovy hraji dilezitou roli jako katalyzatory, druzi poslové nebo regulatory genové exprese.
Jsou také esencialnimi kofaktory, které jsou nutné pro aktivaci a stabilitu celé fady enzymu jako je
superoxid dismutdza, metalloprotedza, protein kindza a pro nékteré transkripcni faktory. Kovy musi
byt dodavany do CNS na optimalni urovni, protoze deficit, stejné¢ jako nadbytek muze zptlsobit

naruseni normalni funkce CNS. (28)
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4.2 Vyznam HEB pro transport kovii do mozku

Vstup kovu do mozku musi nastat z krve a zahrnuje tedy piekonani hematoencefalické, popiipade
hematolikvorové bariéry.

Transport iontt kovil pfes barieru je prvni krok v regulaci jejich hladiny v CNS. Bariéra je relativné
nepropustna k vysoce nabitym iontim kovl nebo jejich polarnim komplextim. Je v ni vSak pfitomno
mnozstvi aktivnich nebo receptorem zprostiedkovanych transportnich systémi, které slouzi ke
kontrole transportu kovii do mozku a udrzenti jejich optimalni koncentrace.

Tyto systémy jsou nezbytné pro transport esencidlnich kovt z krve do mozku, bohuzel vsak slouzi i

pro transport kovt toxickych. (4, 28)

4.2.1 Pfimé posSkozeni bariéry

HEB a HLB bariéra chrani riznorodymi mechanismy CNS pied Skodlivymi latkami. Molekuly
toxickych kovil umi tyto mechanismy bud’ obejit a projit pres barieru nebo se zacleuji do bunck
bariéry a mohou poskozovat je i jejich funkci. Bylo nalezeno nejméné 9 kovi, které se akumuluji
v HEB a HLB. Poskozeni endotelové struktury HEB je zakladni pfi¢inou propousténi v krvi

ptitomnych latek do okolniho parenchymu nervové tkané a vzniku neurodegenerativnich procest. (28)

Rtut’

Ptimé poskozeni HEB zptisobuji napf. slouceniny rtuti, zejména organické jako je metylrtut’. Ty
snadno prochazi HEB a pronikaji do nervové tkané po akutni i chronické expozici.

Ionty rtuti penetruji pies systém mozkovych barier a vstupuji do mozku. Jiz mala frakce rtuti pfitomna
v krevnim ob&hu je schopna indukovat posSkozeni a disfunkci HEB a HLB vedouci k propousténi latek
z krve do nervové tkané.

Rtutnaté ionty poSkozuji membrany bun¢k a to ziejmé vazbou na membranové struktury a inhibici
enzymu asociovanych s membranou. ZvySena propustnost mozkovych cév po aplikaci rtuti je tedy
dana ziejmé zvysenou propustnosti endotelovych bunék a membran gliovych bunék.

Rtut’ také inhibuje fadu enzymu asociovanych s HEB jako je alkalickd fosfatdza nebo adenosin
trifosfataza.

Ovlivnéni enzymatické aktivity, spoleéné€ s poskozenim endotelovych bunék a membran gliovych
bunék, zptisobuje prostup latek z krve do nervové tkane.

Byla pozorovana také napadna degenerace mitochondrii endotelovych bunék a to velmi brzy po
podani rtuti (4-6h). S tim souvisi i ndsledna sniZzend aktivita mitochondrialnich enzyma.

Vsechny tyto d&je se podili na naruseni funkce HEB a nasledném priniku latek z krve do mozku. (27)
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4.2.2 Neprimé poskozeni bariéry

Role bariéry je rtiznorodd a jeji poskozeni ma tedy rozlicné nasledky. Funguje pfedevsim jako
fyzikalni bariéra, udrzujici vnitini homeostazu v mozku a branici vstupu Skodlivych latek. Mimo to
vSak, obzvlasteé nékteré casti jako plexus choroideus, aktivné spolupracuje na mnohych funkcich
mozku, jako je ¢asny vyvoj a zrani mozkové tkan€, neuroendokrinni regulace apod. Poskozeni miize

byt tedy i nepiimé, narusenim regulacnich mechanismt, jako je tomu u manganu. (28)

4.3 Role choroidalniho plexu v absorpci kovii do mozku

Plexus choroidues patii mezi CVO a je u n¢j pritomna HLB. Diky své pozici a vlastnostem je cilem
mnoha toxickych organickych i anorganickych latek. Mnohé pokusy dokazaly vyznamnou roli
choroidalniho plexu v transportu a hromadéni toxickych kovi a kovovych iontt.

Nekteré kovy jako olovo, rtut’ nebo mangan maji tendenci se v ném akumulovat v mnohem vétsich
koncentracich, nez jaké jsou nalezeny v mozkomi$nim moku nebo jinde v mozkové tkani. Tyto kovy
mohou zptisobovat morfologické poskozeni struktury bariéry nebo indukovat zmény v jeji funkci

naru$enim regulac¢nich mechanismti.
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Obr. 7 : Mozné cesty transportu v systemu krev-mozek-mozkomisni mok (3)
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Kovy pilisobici na plexus choroideus mohou byt rozdéleny do tii kategorii :
1. obecné toxické
2. selektivné toxické

3. kumulativni

Obecné toxické kovy se obvykle akumuluji v plexu a zptisobuji zna¢né poskozeni jeho struktury. To

nejenze dovoluje koviim samotnym difundovat do mozku, ale také zprostfedkuje vstup dalSich

neuroaktivnich toxickych latek. Do této skupiny patii rtut’, kadmium a arsen.

Selektivné toxické kovy obvykle neméni piimo propustnost plexu ani nezplsobuji masivni

patofyziologické zmény. PoSkozuji vSak specifické regulacni cesty kritické pro vyvoj a funkci mozku.

Tato skupina zahrnuje kovy jako olovo, mangan, méd’ a tellur.

Kumulativni toxické kovy jsou ukladany v plexu, ale toto hromadéni neni spojeno s zadnymi

patologickymi ¢i patofyziologickymi nasledky pro HLB. Jedna se ziejmé o obranny mechanismus

CNS. Patii sem zelezo, zinek, stiibro a zlato.

Jak je ziejmé, plexus choroideus hraje dilezitou roli v transportu kovii do mozku. Vyzkumy tykajici se
toxikologického aspektu plexus choroideus jsou vsak stile nedostacujici. Objasnéni toxikologie ndm
umozni porozumét roli plexu v rozvoji kovy-indukovanych onemocnéni, ktera stale jesté neni jasna.

(29)

4.4 Chemicka forma kovu

Chemicka forma, ve které se kov nachazi v séru a jinych extracelularnich tekutinach, je vétSinou prvni
aspekt, urcujici jeho schopnost transportu ptes HEB.

Nekteré stavy mohou byt piistupné transportnim mechanismtim, zatimco jiné nikoliv. Obecné, kovové
ionty vazané na proteiny neprochazi pres HEB, jediné je-li komplex kov-protein piepraven
receptorem-zprosttedkovanou endocytoézou jako je tomu u Fe-transferrinu.

Na rozdil od bé&znych iontd jako je Na®, K™ nebo Mg®’, existuje velmi mala frakce volnych

ionizovanych molekul kovii pritomnych v télni tekuting.
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Kovy se nachazi v séru ve ¢tyfech moznych chemickych stavech :
1. jako volné kovové ionty
2. jako nizkomolekularni komplexy, bud’ s anorganickym iontem, jako je hydroxyl, chlorid, nebo
s aminokyselinou ¢i jinou organickou kyselinou - cysteinem, histidinem nebo citratem
3. reverzibilné vazané na protein, nejcastéji albumin
4. vazané na specificky vazebny protein (metalloprotein) - Fe-transferrin, Cu-caeruloplasmin,

Zn-ay-makroglobulin (4)

4.5 Specificky transport kovi pres HEB

Transport esencialnich kovi a zivin pfes HEB je zprostfedkovany specifickymi transportnimi
mechanismy. Specifické transportéry navazou kovy na apikalnim povrchu a exportuji je na
bazolateralni stranu a plsobi i v jejich intracelularni distribuci.

Hladiny esencialnich kovii jsou transportéry striktn¢ regulovany. Tato pfisna regulace zabranuje
poskozeni , které nastdva pii vysSSich hladindch Fe, Zn a Cu, které indukuji oxidativni poSkozeni

nervovych bun¢k.

Pomérné dobfe prozkoumany je transportni systém pro Zelezo, méné uz pro prvky jako méd’ nebo
zinek.

Prenasecem zprostfedkovany transport byl prokdzan u zinku, manganu a olova. Transport nekterych
kovt zajist'uji i Ca-kanaly. (8) O transportu olova a manganu se podrobné zminim v dalsi ¢asti.

Hlavni hodnota identifikace transportérti, které zprostiedkovavaji absorpci kovii do mozku, spociva

v moznosti predikce rizikovych faktort, které zvysuji jejich toxicitu.

4.5.1 Transport Zeleza pires HEB

Zelezo je transportovano receptorem zprostiedkovanou endocytézou. Fe-transferrin se vaze na
transferinovy receptor (Tfr) a je endocytovan. Nizké pH v endosomu uvoliuje Fe z ferritinu a to je
poté z endosomu transportovano pomoci DMT]1 (divalent metal transporter). Mechanismus, kterym je
Fe transportovano ptes bazolateralni membranu do mozku je zatim nejasny. (8)

V nedavnych studiich (Burdo, J.R., 2003) byl prokazan rovnéz transport Fe-transferrinu transcytdzou.
Fe muze byt také uskladnéno v endotelovych bunkach (byl u nich zjistén ferritin), ¢imz je zabranéno
nadmérnému vstupu do mozku, ale také slouzi pro potreby buiiky nebo jako rezervoar pii snizeni jeho

hladiny v mozku. (9)
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Obr. 8 : Schéma transportu Fe pres HEB, 1 — endocytoza/ exocytoza, 2 — transcytoza (9)

4.5.2 Transport rtuti pres HEB

Organické slouCeniny rtuti, zejména methylrtut’ (MeHg) jsou vysoce lipofilni a schopné prochazet
HEB bez pomoci jakéhokoliv transportniho systému. V krvi se vSak nachazi prevazné vazana na
proteiny a nizkomolekularni komplexy obsahujici SH- skupinu, jako je cystein. Komplex
MeHg-cystein, strukturné podobny methioninu, vystupuje jako analog skute¢né aminokyseliny a je
transportovan L systémem pro neutralni aminokyseliny. Napodobuje tedy skutecny endogenni

substrat a vyuziva jeho transportni systém pies HEB. (28)

4.6 Role kovii v rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni

Nerovnovaha v regulaci extraceluldrniho a intracelularniho transportu kovil, mtze ¢astecné vysvétlit

etiologii a progresi nékterych neurodegenerativnich onemocnéni. Napi. plaky izolované z mozkil

224

Parkinsonovy nemoci (PN) byly zjistény vysoké hladiny Fe v nékterych ¢astech mozku — zejména v

substantia nigra.
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Jak jiz bylo feceno Zn, Cu a Fe jsou pfi vysSich hladinach potencidlné toxické. lonty Fe a Cu
katalyzuji tvorbu oxidac¢nich agens — hydroxiddl, z peroxidu vodiku. Zn nekatalyzuje tuto reakci, ale
také indukuje oxidativni po§kozeni neurond.

Aby bylo zabranéno tomuto typu poskozeni neurond, hladiny téchto kovl jsou pfisné regulovany
extracelularnimi a intracelularnimi transportéry, enzymy katalyzujicimi oxidaci kovil a vazebnymi
proteiny. Pravé selhani téchto regulacnich mechanismii je jednou z pficin vzniku

neurodegenerativnich onemocnéni.

Toxické kovy interaguji s transportéry zprostiedkujicimi absorpci, export a distribuci esencialnich
kovti. Je identifikovana fada kov, které narusuji homeostazu Fe ( napt. Cu, Al, Mn). Nasledkem této
interakce mize byt hladina Fe, ale i Zn v mozku zvysena, coz vede k toxicit¢ zplsobené aktivitou

téchto kovii. (8)

4.7 Experimentalni pristup

Jednou z moznosti studia transportu kovii pies HEB je perfuze cévniho systému mozku nebo ¢ésti
mozku médiem o znamé kompozici, obsahujici radioizotop sledovaného kovu.

Dalsi metodou je studium in vitro, na kulturach endotelovych bunék, opét s médiem o znamé
kompozici.

VétSina méfeni propustnosti HEB se provadi na laboratornich krysach.

Pro pouziti modeld uvedenych vyse je uzitecné znat rychlost vymeény a toku kovu pies HEB. Rychlost

vstupu kovu do mozku mtize byt urena zavedenim

(a) kontinualni intraven6zni infze radioizotopu kovu

- po skonceni je zvife dekapitovano a radioizotop je urcen v riznych oblastech mozku, choroidalnim
plexu a mozkomisnim moku, méfenim aktivity na Geiger-Miilleroveé pocitaCi (appropriate counter)
nebo autoradiografii a denzitometrii. Touto metodou byla urcena napt. rychlost absorpce do mozku

pro *°°Pb, ©Zn a *Fe (Bradbury et al., 1992)

(b) jednorazovou intravendzni injekci radioizotopu kovu

- mé&feni rychlosti absorpce do mozku pro *’Ga a ©Zn. (Bradbury et al., 1992)
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4.7.1 Rychlost absorpce riznych kovii do mozku po kontinualni infizi radioizotopii

Bradbury a Dean (1992) studovali absorpci &tyt radioizotopti kova (*Mn, 2°°Pb, *Zn a *Fe) do
kortexu mozku po zhruba konstantni hladin€ v krvi udrZzované intravenézni infazi. Ve vSech piipadech
nebyla pfekroc¢ena koncentrace kovu v séru o vice nez 25% nad kontrolni hodnotu. Absorpce byla
zjiSténa linearni v Case a to ziejmée diky HEB, ktera limituje rychlost transportu téchto kovli do mozku.
V ptipadé mnozstvi stopovych kovil, existuje pravdépodobné velky rezervoar vazebné kapacity
v mozku, ktera redukuje kov dostupny pro zpétny transport a umoziiuje métit jednosmérny tok po
né¢kolik hodin.

Rozdily rychlosti absorpce jednotlivych kovi byly zjistény az fadové rozdilné. Kolisaly od
1,7ml.g'h™ proMn po 5,2.10° ml.g".h" pro Fe . (4)

5. U¢inky a mechanismus piisobeni vybranych kovi

Protoze neni mozné rozebirat zde detailn¢ vSechny kovy ptisobici na CNS, vybrala jsem jednoho
zastupce z kazdé skupiny, jak jsem uvedla na zacatku této kapitoly. Olovo jako toxicky kov a mangan,

jako esencialni, ale potencialné toxicky kov.

5.1 Olovo (Pb)

Olovo patii mezi nejstarsi pramyslové jedy. Otravy jsou znamy uZ z antického Rima (vodovody,
glazury, barviva). Akutni otravy jsou dnes velice vzacné (tzv. saturnismus), spiSe lze pozorovat otravy

chronické, souvisejici se znecisténim zivotniho prostiedi.

Toxicita Pb je v dnesni dobé dobfe prozkoumana a je povazovana za jeden z hlavnich rizikovych

zdravotnich faktord, obzvlasté v nékterych oblastech USA, ale také zemi tfetiho svéta. Pb pisobi na

wevr

Utinky olova na CNS déti se lidi od akutni encefalopatie po chronické, komplikované zmény

v chovani a kognici. (10)
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Ucinek olova na clovéka obecné je velmi slozity, zahrnuje ovlivnéni krevniho barviva a Cervenych
krvinek, svalstva, cév, travici soustavy, ledvin, zlaz s vnitini sekreci, reprodukci a v neposledni fade
nervovy systém. (25)

Ja se v této praci zamétim na jeho ucinky na nervovy systém, popi. HEB.

5.1.1 Role HEB v transportu Pb

Toxicky ucinek olova na HEB je centrem zajmu védcii. Olovo, at’ uz vstiebané stfevem nebo plicemi
muze vstoupit do mozku pouze z krve. HEB je tedy bunécnou bariérou, ktera brani vstupu olova do
mozku a jeho pisobeni na neurony a gliové buiiky, ale zaroven i mistem mozného toxického tcinku.
HEB je vyznamnym cilem pro toxicitu olova. Chronickd expozice vysokym koncentracim vede
k poskozeni mozkovych cév. Olovem indukované poskozeni se vyznacuje propustnymi mozkovymi
cévami, zpusobenymi charakteristickym otevienim interendotelidlnich tight junctions a zvySenou
pinocytickou aktivitou.

Olovo ma specifickou afinitu k endotelovym bunkam mozkovych kapilar, ve kterych se akumuluje
v mnohem vét§im mnozstvi nez v ostatnich bunéénych typech.

Zajimava je situace u choroidalniho plexu. Olovo nevstupuje aktivné do mozkomis$niho moku, ale
hromadi se v plexu a to mnohonasobné vice nez v endotelovych burnkach. Tyto hladiny signifikantné
stoupaji se zvysujici se davkou, zatimco hladiny v mozkové tkani nikoliv. Hladina olova
v choroidalnim plexu je az stokrat vyssi nez v mozkové kiire. (28) V mozku se olovo akumuluje

obzvlasté v hippocampu. (29)

5.1.2 Toxicky ucinek na CNS a HEB

Neurotoxicky ucinek zahrnuje ovlivnéni funkce neurotransmiterti, mitochondrii, druhych posli,
endotelovych bun¢k HEB, astrocytti a oligodendrocyta.

Ackoliv nemohou byt vSechny toxické ucinky shrnuty pod jeden mechanismus, vétSina souvisi s jeho
schopnosti napodobovat nebo inhibovat ¢innost vapniku jako regulatoru bunééné funkce. Olovo se
nejvice hromadi v mitochondriich endotelovych bungk, ziejmé ve stejném kompartmentu jako Ca**
jonty, je tedy spojeno sporuchami intracelularniho metabolismu Ca®’, stejné jako zménami
transepitelialnich transportnich procest.

Dochézi k naruseni mechanismti udrzujicich homeostazu v mozku, zménénému chovani endotelovych

bunék a naruseni funkce bariéry.
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Na neuronalni urovni, expozice olovu ovliviluje uvoliiovani neurotransmiterii z presynaptickych
zakonceni. Spontanni uvolnéni je zesileno, zatimco indukované uvolnéni je inhibovano. Toto naruseni
neuronalni aktivity, miize zménit vyvojové procesy formovani synapsi a zpasobit méné vykonnou

funkci mozku s kognitivnim deficitem. (8, 19)

Olovo také plisobi na protein-kinazovy systém. V endotelovych buiikach HEB i epitelidlnich bunkach
HLB aktivuje proteinkinazu C (PKC). Aktivace PKC je tizce spjata se ztratou funkce epitelovych
bun¢k jako bariéry a zvySenim transendotelové propustnosti .

Olovo také naruSuje funkci astrocytl. Jelikoz astrocyty jsou dulezité pro vytvareni, udrzovani a

modulaci funkce mozkovych kapilar, i timto zptisobem zvySuje propustnost mozkovych cév.

Akumulace olova v choroidalnim plexu mutze selektivné ménit funkce HLB. Protein transthyretin
(TTR) je produkovan a regulovan vyhradné v choroidalnim plexu. U ¢lovéka slouzi TTR jako hlavni
thyroidni hormony-vazajici protein v CNS a k transportu thyroxinu v mozkomisnim moku. TTR gen je
exprimovan ve velkém mnozstvi v ¢asném vyvoji, tento jev souvisi s ditlezitosti thyroidnich hormonti
pro vyvoj mozku v embryonalnim obdobi.

Chronickd expozice a akumulace olova selektivné redukuje sekreci a tim i hladiny TTR
v mozkomi$nim moku a tim omezuje transport thyroidnich hormoni z krve do mozku. Nedostatek
thyroidnich hormonti u déti zptsobuje morfologické, biochemické a elektrofyziologické zmény

neuront a gliovych bunék vedouci k ireverzibilni mentalni retardaci. (28)

5.1.3 Transport olova pres HEB

Olovo vstupuje do endotelovych bungk pasivni diftzi a to ve formé volnych iontd Pb*" nebo

jednoduchych anorganickych komplexti (jako je PbOH', PbCl"). (28)

Deane a Bradbury (1990) zkoumali absorpci Pb do mozku po kratké perfiizi mozkovych cév roztokem
obsahujicim radioizotop ***Pb. Transport ***Pb do mozku byl pomérné rychly pii absenci organickych
latek v roztoku, zatimco v pfitomnosti albuminu a L-cysteinu se transport rapidné snizil az zastavil.
Hladina volného olova v séru je asi 10™'? M, hlavni &ast olova je vdzana na proteiny a sloudeniny
obsahujici SH- skupinu, jako je L-cystein .

Ackoliv tak rychly pohyb velkych nabitych iontl pies lipidickou membranu je prekvapujici, vysoka

propustnost pro olovo byla zjisténa i u membran jinych bun¢k, napt. ¢ervenych krvinek.
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VAZANE OLOVO
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Obr. 9 : Hypoteticky model transportu olova pres endotel mozkovych cév (6)

Vysoka propustnost bariéry pro olovo, mu umoznuje uplatnit toxicitu pfimou aktivitou na nervové
bunky, nez nepiimym efektem na transport a regulaci ostatnich latek. (4)

Transport olova do mozku je inhibovan ATP-depedentni Ca** pumpou. Ta je lokalizovana na
luminalni i abluminalni membrané endotelu. Znacné mnozstvi olova, které pronikne do cytosolu

endotelovych bunék je timto mechanismem vraceno do lumen kapilary. (6)

5.1.4 Zavaznost uc¢inka Pb

Zéavérem miuizeme fict, ze HEB v podstaté neformuje neprostupnou piekazku pro vstup olova do
mozku, at’ uz zralého nebo vyvijejictho se. Tim padem, ucinek olova i v nizkych koncentracich

spociva v pfimém ovlivnéni funkce neuronti a gliovych bunék.

Nebezpeci spociva také v tom, Ze pfestoze polocCas rozpadu olova v krvi je pomérné kratky ( ~35 dni),
v mozku je to az dva roky. Perioda, béhem niz je mozné detekovat olovo v krvi je mnohem krat$i, nez
doba toxického plsobeni v mozku. Jakmile je olovo jednou absorbovano do mozku je eliminovano
velmi pomalu. Navic v pfipadé mozku neni mozné pouzit k 1écbé chelatacni Cinidla. Tento fakt

spolecn¢ se skutecnosti, Ze jiz velmi nizka hladina olova v krvi ma negativni u¢inky na vyvoj mozku,

24
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5.2 Mangan (Mn)

Koncentrace manganu v mozkové tkani je mnohonasobné niz$i nez u ostatnich esencialnich kovii
(dokonce 100-500krat nizsi nez u zeleza), piesto je esencialnim prvkem nutnym pro normalni funkci
mozku. Je nezbytnou soucasti enzymu glutamin syntetazy, ktera katalyzuje syntézu neurotransmitert a
mitochondridlni superoxid dismutazy (SOD), antioxida¢niho enzymu, redukujiciho kyslikové radikaly.
Aktivita celé fady dalSich enzymi a receptori v mozku je ovlivnéna koncentraci Mn (katalaza,

pyruvat-karboxylaza, kalmodulin depedentni fosfataza apod.) (23)

5.2.1 Toxicita manganu

Na druhou stranu nadmérna expozice manganu muze pusobit toxicky. Toxicita manganu je dobie
znama jako pracovni riziko pro lidi, ktefi inhaluji vysoce koncentrovany manganovy prach, jako
pracovnici v t€Zebnich a metalurgickych provozech.

Ackoliv je postizeno mnozstvi organi, Mn-indukovand neurotoxicita je povazovana za nejcitlivejsi
bod. (20)

Vysoka koncentrace manganu ovliviiuje metabolismus neurotransmiterti, diky jeho roli v glutamin
syntetaze. Nadmérny pfijem manganu zpusobuje Parkinson-like syndrom, ktery je spojen pravé
s poskozenim neurotransmiterti, obzvlast¢ dopaminergniho systému. (11)

Je mozné, ze dokonce existuje pfimo souvislost mezi nadmérnym pifijmem manganu a rozvojem
Parkinsonovy nemoci. Pfi¢inou této choroby je nedostatek dopaminu v substantia nigra a vime, Ze
mangan je ve velkém mnozstvi transportovan pravé do substantia nigra a ze negativné ovliviiuje
tvorbu dopaminu.

V jednom pokusu ¢i spiSe analyze dosavadnich studii bylo zjisténo, Zze mezi 325 délniky
exponovanymi manganu se Parkinsonova nemoc vyskytla u 15% z nich, coz vysoce piekracuje odhad
incidence Parkinsonovy choroby v populaci nad 70 let véku, pro kterou je tato choroba pfiznacna, a

kde postihuje jen asi 1,5 - 2,5%. (26)

5.2.2 Role HEB v transportu Mn

Protoze oboji, nedostatek i nadbytek manganu, zplsobuje poskozeni nervové funkce, je regulace toku
Mn pies HEB nezbytna pro udrzeni spravné hladiny manganu v mozku. Neexistuje zadny dtkaz o
tom, Ze by Mn indukoval pfimo po§kozeni struktury mozkovych cév nebo epitelialnich bun¢k HLB.

Akumuluje se aktivné v choroidalnim plexu. Jeho tok do plexu je 150—1000krat vy$si neZ do mozkové

kiry a mozkomi$niho moku.
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5.2.3 Interakce manganu se Zelezem

Ackoliv otrava manganem nezpiisobuje piimo histopatologické poskozeni HEB nebo HLB, selektivné
pozménuje schopnost bariéry regulovat homeostdzu Fe v mozku. Mangan a zelezo ziejm¢ sdili
spole¢né transportni mechanismy. Maji i n€kolik spole¢nych znakt, které ovliviiuji jejich interakei :
v periodické tabulce lezi vedle sebe, oba se vyskytuji v séru jako dvoumocné a trojmocné ionty, oba se
vazou na trasferrin a v bufice se primarné akumuluji v mitochondriich. Neni tedy prekvapujici, ze
mangan interaguje s Zelezem na celularni i subcelularni urovni. (29)

Za normalnich fyziologickych podminek, mozek reguluje rovnovahu Fe kontrolou vtoku Fe do mozku
(Tfr-zprostiedkovany proces), skladovanim Fe (zavisi na dostupnosti ferritinu) a odtokem Fe, jehoz
rychlost je kontrolovana rychlosti toku mozkomisniho moku. Posttransla¢ni modulace Tfr a syntézy
feritinu je regulovana enzymem cytoplazmatickou akonitazou (ACO1). Mn meéni enzymatickou
aktivitu akonitazy a tim i efektivni regulaci hladiny Fe.

Abnormalni metabolismus Fe v obéhovém systému a zejména v mozku souvisi s etiologii Fady
neurodegenerativnich onemocnéni, zahrnujicich i Parkinsonovu nemoc (PN). Velké mnozstvi Fe
v bazalnich gangliich, obzvlasté v substantia nigra, mize katalyzovat vznik reaktivnich oxidativnich
¢astic a zvySovat peroxidaci lipidi. Takovy Fe-indukovany stres muze vést k degeneraci

nigrostriatalnich dopaminergnich neurontt u PN pacientt. (28)

5.2.4 Transport manganu pies HEB

Navzdory dulezitosti manganu, at’ uz jako ziviny nebo toxické latky pro mozek, se zatim vi malo o
tom, jak vstupuje do mozku. Studie zkoumajici celkovou distribuci manganu ukazuji, Ze mozek obdrzi
jen malé mnozstvi podané davky, coz naznacuje, ze absorpce do mozku je omezena HEB. Mangan se

akumuluje ve specifickych oblastech CNS a jeho absorpce je zavisla na sérovém Zelezu.

Mangan vstupuje do mozku bud’ ptes HEB nebo ptes HLB do mozkomi$niho moku a pak do mozku.
Transport manganu do mozku probiha difuzi nebo prenaseéem zprostiedkovanym transportem. Pti
fyziologické koncentraci manganu v plazmé byl zjistén tok do mozku nesaturujici a primarné cestou
pres endotel kapilar HEB, zatimco pfi vysokych koncentracich v plazmé byl tok saturujici a primarné
pres plexus choroideus a tedy mozkomisni mok. Mangan miize byt transportovan také transferrin-
depedentnim mechanismem.

Chemicka forma manganu ovliviiuje, jako u jinych kovti, moznost jeho transportu do mozku.
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Mn®" se vyskytuje v séru v n&kolika formach, velka &ast je vazana na albumin, v mensi mife se
vyskytuje jako hydratovany ion, v komplexu s HCO®, s citritem nebo jinymi nizkomolekularnimi
ligandy. Mn’" je v séru téméf 100% vazan na transferrin.

Hlavni chemickou formou transportovanou pies HEB je zfejmé Mn citrat, dalsi formou je pak volny

Mn*". (11)

5.2.5 Shrnuti piisobeni Mn

Zavérem bych snad jen zdiraznila, Ze mangan je sice méné znamym esencialnim prvkem, nicméné
hraje dulezitou roli v zivych systémech. Na druhou stranu, pii vysokych davkach a dlouhodobé
expozici, zpisobuje vazné zdravotni nasledky. Podle nejnovéjsich vyzkumt snad souvisi i s rozvojem

Parkinsonovy nemoci.

6. Zavér

Ve své praci jsem se pokusila shrnout hlavni znaky a charakteristiky HEB, HLB a né&které aspekty
jejiho vyvoje, které vysvétluji vysokou citlivost k toxickym latkam v ¢asném vyvoji.

HEB se stala v poslednich letech stfedem zajmu vyzkumd, je totiz hlavnim vstupem toxickych latek,
ale na druhou stranu 1 1é¢iv, z krve do mozku.

V této praci jsem se zaméfila na kovy. Esencialni, které jsou nezbytné pro vyvoj mozku, ale pii
vysokych koncentracich potencialné toxické. Toxické, vétSinou teézké kovy, které jsou schopné
obchazet mechanismy bariéry, hromadi se v ni, poskozuji ji a nasledn¢ i mozkové bunky, ¢imz
naruSuji spravnou funkci a vyvoj mozku. Podle nejnovéjSich poznatkd souvisi zvySené hladiny
nekterych kovli v mozku i s etiologii rozlicnych neurodegenerativnich onemocnéni. Zvysena hladina
Fe a Zn se podili na vzniku a rozvoji Alzheimerovy nemoci, vysoka koncentrace Mn vyvolava
Parkinson-like syndrom a je mozné, ze se podili i na vzniku Parkinsonovy nemoci.

Bohuzel sou¢asné poznatky, tykajici se transportu kovt pies HEB, jejich hromadéni v bariéfe a mozny
toxicky efekt a role ve vzniku neurodegenerativnich onemocnéni jsou stale jesté nedostacujici nebo
Casto sporné. Proto je nutné se na tyto aspekty zaméfit v dalSich studiich, zejména kviili moznosti

zabranéni posSkozeni mozku a objasnéni vzniku a rozvoje neurodegenerativnich onemocnéni.
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SEZNAM ZKRATEK
Al Hlinik
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CNS Centralni nervovy systém
CO, Oxid uhli¢ity
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CvVO Cirkumventrikuldrni organy
DMTI1 Divalent metal transporter
Fe Zelezo
Ga Galium
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HCO3" Hydrogenuhli¢itanovy ion
HEB Hematoencefalicka bariéra
HLB Hematolikvorova bariéra
Hg Rtut’
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Pb Olovo
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