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Streszczenie: O$rodkowy uktad nerwowy w unikalny sposob odizolowany jest w znacznym stopniu
od bezposredniego wptywu srodowiska zewnetrznego. Jest ona mozliwa dzigki istnieniu, zlozonej
w swojej budowie, bariery-krew mozg bedaca kompilacja cech anatomicznych jak i fizjologicznych.
Charakterystyczne jest istnienie polaczen S$cistych miedzy komoérkami $rodblonka naczyn
krwionos$nych, stanowiacych naturalng przeszkode w biernym transporcie wielu substancji z krwi do
mozgu, dlatego tez dominuje transport aktywny poprzez bariere. Przerwanie jej ciaglosci moze
nastagpi¢ w wyniku szeregu schorzen uktadu nerwowego, ale niewsatpliwie najczestszym tego
powodem sg urazy mézgowia, stanowigce coraz istotniejszy problem medyczny. Dlatego tez wazne
sg wszelkiego rodzaju badania nad budowa i przepuszczalno$cig bariery krew-moézg, ktore
dostarczaja coraz bardziej szczegbtowych danych, poszerzajacych nasza wiedzg.

Stowa kluczowe: zlacza $ciste, uszkodzenie mozgu, narzady okotokomorowe

Summary: Central nervous system is in unique manner isolated from the direct influence of external
environment. This isolation is possible thanks to the existence of complicated in its structure, blood-
brain barrier, which is a compilation of anatomical as well as physiological attributes. It is
characteristic that connections between endothelial cells are tightening, which is an obvious passive
transport obstacle and active carriage through the barrier dominates. Disruption of barrier continuity
can happen due to many neurological diseases, but undoubtedly, the main reasons are brain injuries,
which may increasingly be growing medical problem. Therefore, so important are every type of
studies on structure and permeability of blood-brain barrier because they provide more and more
detailed data, which broaden our knowledge.
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Historia badan nad bariera krew — moézg (ang. Blood Brain Barrier — BBB)

sigga XIX wieku, kiedy to niemiecki mikrobiolog i fizjolog Paul Ehrlich
zaobserwowal, ze wstrzykniety do krwioobiegu zyjacych zwierzat barwnik
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anilinowy, powoduje zabarwienie wszystkich tkanek z wyjatkiem mozgu i rdzenia
krggowego [6, 24]. Wytlumaczyt to zjawisko mniejszym powinowactwem uktadu
nerwowego do pochtaniania kwasnego barwnika. Badania Ehrlicha kontynuowat
jeden z jego uczniéw — Edwin Goldman, w latach 20-tych XX wieku. W 1913 roku
wykonat on podobny eksperyment, w ktorym wykazat, ze wstrzykniety do ptynu
mozgowo — rdzeniowego blekit trypanu, barwi moézgowie i rdzen kregowy,
a pozostate organy nie [6, 39]. W ten sposob zatozono istnienie swoistej bariery
miedzy komoérkami moézgowymi a ukladem krazenia, i od tamtego czasu
rozpocz¢to intensywne badania nad poznaniem jej fizjologii i patologii. Termin
Lhariera krew — moézg” (niem. Bluthirnschranke lub Blut-Hirn-Schranke)
wprowadzit do medycyny niemiecki neurolog Max Lewandowsky [6].

Obecnie uwaza si¢, ze bariera krew — mozg stanowi fizyczng i enzymatyczna
granic¢ pomig¢dzy naczyniami krwiono$nymi a tkanka nerwowg. Ma ona na celu
zabezpieczy¢ osrodkowy uktad nerwowy (OUN) przed szkodliwymi czynnikami,
a takze umozliwi¢ selektywny transport zwigzkéw krazacych we krwi do ptynu
mozgowo-rdzeniowego. Oprocz funkcji ochronnej bierze udziat w utrzymaniu
sprawnej homeostazy (ryc. 1 b).

Na selektywno$¢ transportu w obrebie mézgowia wptyw maja dwa potaczenia
barierowe. Obok bariery krew — mozg, ktéra tworzy w gtdéwnej mierze srodblonek
moézgowych naczyn wlosowatych, istnieje takze bariera krew — ptyn mézgowo —
rdzeniowy (Blood Cerebro — Spinal — Fluid Barier; BCSFB) zbudowana
Z nabtonka splotow naczyniowki [7, 15]. Obie bariery wykazuja podobng budowe
i dlatego w niektorych danych literaturowych termin BBB uzywany jest
w odniesieniu do wymiany ostatecznej przez obie zapory komorkowe [20].
W dalszej czeSci pracy termin bariera krew — mozg (BBB) odnosi si¢ do bariery
zbudowanej z komorek §rodbtonka.

BUDOWA | FUNKCJE BARIERY KREW - MOZG

Barier¢ pomigdzy krwig a macierza zewnatrzkomérkowa mozgu tworzy
szczelna struktura komorek endotelialnych (ang. endothelial cells; ECs),
zespolonych ze sobg za pomoca biatkowych ztacz [4, 24]. Badania morfologiczne,
z zastosowaniem technik mikroskopowo-elektronowych, oraz czynnos$ciowe
wykazaty, ze $rodbtonek naczyn krwionosnych pelni wazne funkcje w wielu
procesach zachodzacych w zywym organizmie [4, 19]. Komoérki te naleza do
wyspecjalizowanych  nabtonkéw  ptaskich, tworzacych jednowarstwowa,
spolaryzowang wysciotke po wewnetrznej stronie $ciany kapilarnej. Zbudowane sa
z glikozaminoglikanow zintegrowanych z biatkami i lipidami btony komorkowej,
m.in.: receptorami btonowymi i enzymami [49]. By méc sprawnie wykonywaé
swoje funkcje ochronne, przestrzenie migdzykomorkowe $rodbtonka naczyn
wlosowatych  pokryte sa gesta siecia  wysokooporowych  potaczen.
Najwazniejszymi z nich sa zlacza Sciste — TJs (ang. Tight Junctions),
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zlokalizowane gtownie po apikalnej stronie bton komorkowych [36]. W bazalnej
czesci zlokalizowane sa natomiast potaczenia przylegajace — AJs (ang. Adherens
Junctions) [36]. AJs zbudowane sg z koneksyny 43, nalezgcej do obszernej rodziny
czastek adhezyjnych — kaderyn, oraz z peryferyjnych biatek — katenin [8, 45]. TJs
sa o tyle wazniejsze w utrzymaniu szczelno$ci barier mézgowych, poniewaz
charakteryzuja si¢ bardzo wysoka opornoscia elektryczna (1500 — 2000 Qcm™) [4,
8, 45].

Glownymi komponentami ztacz Scistych sa transmembranowe biatka okludyny
i rodzina $rodbtonkowych biatek — klaudyn. Oba te biatka tacza si¢ z elementami
cytoszkieletu za pomoca cytoplazmatycznych protein wchodzacych w sktad
kompleksu zonula ocludens (ZO-1, ZO-2, ZO-3) [1, 8, 19]. Okludyna byta
pierwszym odkrytym biatkiem potaczenia barierowego [4, 8, 45]. Jest to
fosfoproteina o masie czgsteczkowej 65 KDa, czterokrotnie przechodzaca przez
btong komorkowa. Zarowno koniec karboksylowy jak i aminowy znajduja si¢ po
stronie cytoplazmatycznej. Konce te tacza si¢ bezposrednio z biatkami strefy
zamykajacej, bedacymi w sasiedztwie wiokien aktynowych. Badania na myszach
z nokautem w genie dla okludyny, wykazatly, ze brak ekspresji dla biatka nie
wplywa na obnizenie funkcji barierowych, jak réwniez w poréwnaniu ze szczepem
dzikim, nie powoduje istotnych réznic w warto$ci opornosci naczyn wlosowatych
w mozgowiu [8, 45]. Te badania wykazaty, ze biatko to nie jest odpowiedzialne
W sposob bezposredni za utrzymanie szczelnosci bariery, a raczej sugeruja, ze
poprzez wspoétdziatanie z innymi elementami potaczenia barierowego, biatko
spetnia rolg regulatorowe w szlakach transdukcji sygnatowej [24, 29].

Klaudyna jest mniejsza od okludyny — jej masa czgsteczkowa wynosi 22 kDa
[4, 24, 26, 29]. Do tej pory zidentyfikowano 24 biatka z tej rodziny [4, 29].
Wszystkie wykazujg podobna topologie w btonach komoérkowych w stosunku do
okludyn (ryc.1a). Zbudowane sa z 4 transmembranowych domen i dwoch
zewnatrzkomorkowych petli. W komorkach srédbtonka zlokalizowano dotychczas
4 typy tego biatka: klaudyne -1, -3, -5, i -15 rodziny [4, 24, 29]. W mozgu ssakow
komorki $rodbtonka wykazuja ekspresje dla klaudyny — 3 i -5 rodziny [31, 48].
Wspolczesne badania podkreslajg role klaudyny — 5 w aktywacji metaloproteinazy
- 2, sugerujac jej wazng role w utrzymaniu Szczelno$ci bariery mozgowej
i w angiogenezie [22]. Ponadto zwierzecy model zaburzenia genetycznego
w ekspresji tego biatka, potwierdza jego krytyczng role w formowaniu si¢ ztacz
$cistych [33].

Kolejnymi komponentami potaczen barierowych w mézgowiu sg biatka adhezji
komorkowej - JAM-A, -B, -C oraz —D (ang. Junction Adhesion Molecules) [16]. Sg
to biatka nalezgce do nadrodzinny immunoglobulin. W moézgu najbardziej
rozpowszechniong czastka adhezyjna dla leukocytow jest typ A, ktéra poprzez
swoj terminalny koniec zanurzony w cytoplazmie, taczy si¢ z guanylowang reszta
kinazowa domeny okludyny [16]. Sugeruje si¢ ze JAM—A wptywa na zachowanie
polarnos$ci komorek s$rodbtonka 1 jest bardzo wazna w formowaniu si¢ zlacz
$cistych.



STRUKTURA | FUNKCJE BARIERY KREW-MOZG 87

zlacze Sciste komoérka $rodblonka

btona podstawna

stopa astrocytarna
perycyt

transcytoza

za posrednictwem transcytoza transport $rodkomorkowy biatka
receptora adsorptywna migdzykomorkowy  transport lipofilny transportujgce
» ° 0 a C
= #* * (Y'Y LS Al

* -
h . \ ’A‘
ansferyna albumina

insulina biatka osocza ® * glukoza
substancje aminokwasy
rozpuszczalne substancie aminy
w wodzie
w tluszczach male bialka

RYCINA I. Schemat budowy i rodzaje transportu poprzez barier¢ krew-moézg. (a) Sktadniki potaczen
Scistych migdzy komorkami srodbtonka, wechodzacymi w sktad bariery krew-mozg. Polaczenia $ciste
tworza trzy glowne grupy bialek tj. bialka transblonowe: klaudyny, okludyna i czastki adhezyjne
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(JAM), biatka towarzyszace ZO (ZO-1, -2, itd.) oraz biatka cytoszkieletu jak aktyna i inne. (D)
Rodzaje komorek tworzacych barierg. Komoérki $rodbtonka naczyniowego potaczone sg $cisle ze
soba. Towarzysza im komorki okotonaczyniowe tzw. perycyty i razem z nimi pokryte sg wspolng
blong podstawna, ktora pokrywaja zakonczenia wypustek astrocytow tzw. stopki astrocytarne. (c)
Rodzaje transportu czasteczek poprzez bariere krew-mozg

FIGURE 1. Schematic diagram of structure and transport across blood-brain barrier. (a) Components
of tight junctions between blood-brain barrier endothelial cells. Tight junctions are made by three
main protein groups i.e. transmembrane: claudins, occludine and Junction Adhesion Molecules;
accessory proteins of Zonula Occludens (ZO-1, -2 etc) as well as cytoskeleton ones as actin and
others. (b) Types of cells that constitute blood-brain barrier. Endothelial cells are tightly
interconnected and accompanied by perivascular cells, so called perycytes and commonly covered by
basement membrane, which is enclosed by astrocytic processes. (c) Types of molecules transport
through blood-brain barrier

Oprocz biatek btonowych w sktadzie potgczen barierowych wyr6znia si¢
jeszcze biatka cytozolowe. Pierwszym odkrytym biatkiem cytoplazmatycznym
zwigzanym z barierg krew - mozg byto ZO-1 0 masie 210 — 225 kDa [16]. W kilka
lat p6zniej odkryto jeszcze dwa izomery z rodziny bialek strefy zamykajacej, tj.
Z0-2, Z0O-3. Wszystkie trzy proteiny tworza wewnatrz cytoplazmatyczny
kompleks — ,,blaszke¢” — z jednej strony za pomocg ZO-1 potaczony z C — koficem
okludyny, a z drugiej z cinguling [36]. Schemat organizacji biatlek w potaczeniach
barierowych w mézgowiu przedstawia rycina la.

Dzigki tak precyzyjnej organizacji polaczen miedzy komorkami $rddbtonka,
endotelium tworzy ciagla warstwe, ktora na swej powierzchni pokryta jest
dodatkowo przez zdolne do fagocytozy perycyty, zespolone z btong podstawng
[23]. Btona ta stanowi zewnatrzkomoérkowa macierz, w sktad, ktorej wchodza
m.in.: kolagen typu IV i V, fibronektyna oraz laminina [23]. Endotelium naczyn
krwiono$nych wykazuje specyfike gatunkowa, osobniczg jak rowniez narzagdowa,
stad wyodrgbniono 3 zasadnicze jego typy [49]. Do pierwszego rodzaju zalicza si¢
wlosniczki pozbawione w swoich $cianach fenestracji (okienek), a wiec
nieprzeprowadzajace waznego transportu migdzykomorkowego — pinocytozy. Taki
typ kapilar tworzy bariere krwio - mozgowa i wystepuje w obrebie niemal catego
o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) [49], a poza nim w siatkowce, meskich
gruczotach ptciowych i w ptucach [49]. Kolejny rodzaj to srodbtonek o budowie
okienkowej — znajdujacy sie w kiebuszkach nerkowych, gruczotach dokrewnych
i splocie naczyniowkowym, gdzie wchodzi w sktad BCSFB. Ostatni typ stanowig
komorki nieciggle charakterystyczne dla naczyn zatokowych, watroby, szpiku
i Sledziony [49].

W sktad neuronaczyniowego zespotu komorkowego wlicza si¢ dodatkowo
astrocyty. W 85 - 90 % endotelium mozgu, otoczone jest przez stopki koncowe
neurogleju tworzace glejowg btong okotonaczyniowa [24]. Tworzy ona dodatkowa
ostone, jakg musza pokona¢ zwigzki chemiczne krazace we krwi, aby dostac si¢ do
moézgu. Zwigksza tym samym wybidrczo przepuszczalno$¢ bariery krew - mozg
podczas wzmozonej czynnosci neuronalnej. Uwaza si¢, ze mechanizm tego
zjawiska polega na depolaryzacji blony astrocytow, ktore znajdujg si¢ w Scistym
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sasiedztwie $rodblonka naczyniowego. Wypltyw jonéw potasowych z astrocytow
zwigksza przewodnos¢ kanaléow Ca** w endotelium, a dokomoérkowy prad
wapniowy aktywuje elementy cytoszkieletu w cytoplazmie komoérek srodbtonka
i powoduje skurcz poszerzajacy odstepy miedzy ztgczami [17]. Ponadto czynniki
transkrypcyjne komorek astrogleju indukuja ekspresje koneksyny 43 — biatka
budujacego polaczenia przylegajace w $rodblonku moézgowym [17]. Schemat
neuronaczyniowej bariery mézgowej przedstawia rycina 1b.

Integralno$¢ budowy bariery mozgowej pozwala jej zatem na spetnianie wielu
funkcji, z ktorych najwazniejszg jest precyzyjna wymiana zwigzkow chemicznych
miedzy OUN a ukladem krazenia [24]. Scista kontrola transportu substratow
i metabolitow odbywa si¢ za sprawg btonowych uktadéw transportujacych (pompa
NA'/K", symport, antyport) oraz w wyniku aktywnosci kontaktujacych si¢ z nimi
astrocytow. Bariera krew — mézg stanowi wigc uzupetnienie ochronnej funkcji
bton komoérkowych pojedynczych neurondéw, a z uwagi na swag wybiorcza
selektywnos¢ zabezpiecza OUN przed gwaltownymi zmianami zawarto$ci ptynu
podczas wahan ci$nienia tetniczego i przed zaburzeniami osmolarno$ci plynow
ustrojowych [17]. Ponadto zapewnia ochrone¢ przed dziataniem substancji
neuroaktywnych (katecholamin) i toksyn krazacych we krwi, oraz pozwala
zaopatrzy¢ neurony w wazne funkcjonalnie substancje, jak glukoza czy
aminokwasy. Dodatkowo ta trudna do przetamania formacja stanowi zapore dla
komorek uktadu odpornosciowego [36].

SELEKTYWNOSC TRANSPORTU PRZEZ BARIERE KREW-
MOZG

Sktad srodowiska otaczajacego neurony OUN objety jest precyzyjna regulacja.
Substancje obecne w osoczu takie jak: gazy (O,, CO,), zwiazki rozpuszczalne
w lipidach (etanol, eter, hormony steroidowe, tarczycowe i niektore leki lipofilne),
czy peptydy o masie 400 - 800 Da docierajg do wewnetrznego srodowiska mozgu
na zasadzie prostej dyfuzji [4]. Pozostale drogi pasazu molekut do OUN
kontrolowane sa w sposob selektywny aktywno$cig BBB. Ogolnie przyjmuje sie,
ze szybkos$¢, z jaka substancje przenikaja do tkanki médzgowia jest odwrotnie
proporcjonalna do wielkosci czasteczek 1 wprost proporcjonalna do ich
rozpuszczalnosci lipidowej [34]. Dlatego tez zwiazki spolaryzowane, hydrofilne
przechodza wolniej. Niektore substancje infiltrujg barierg bardzo powoli, natomiast
znacznie szybciej przechodza ich zwiazki pokrewne. Dzieje si¢ tak w przypadku
dopaminy i serotoniny, ktorych przenikanie do mozgowia jest bardzo ograniczone,
za$ ich prekursorzy (L - dopa i 5-hydroksytryptofan) przetamuja ja znacznie tatwiej
[35].

Komorki bariery krew — mozg wychwytuja z krwi i inaktywujga wiele
substancji, lecz nie posiadaja zdolnosci do pinocytozy, ktéora w innych
wlosniczkach stanowi gléwng droge przechodzenia wysokoczasteczkowych
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zwigzkéw organicznych [23]. Komorki kapilar mozgowych zawierajg liczne
mitochondria i wykazuja duza aktywno$¢ metaboliczng [9]. Aktywno$¢ ta
dostarcza niezbednej energii dla czynnego transportu przez podwdjng warstwe
lipidowa z wykorzystaniem nos$nikoéw biatkowych.

W blonie komorkowej srodblonka naczyn mozgowia ulega ekspresji niezalezny
od insuliny transporter glukozy typu GLUT-1, biatko zbudowane z 12 domen
wewnatrzblonowych, tworzacych tancuch polipeptydowy typu a-helisy [53].
Ponadto w podwojnej warstwie lipidowej zlokalizowano transporter typu GLUT-3,
doprowadzajacy glukoze przetransportowana przez barier¢ krew — moézg do
wngtrza neurondow [53]. Inne przeno$niki biatkowe odpowiadaja za zaopatrzenie
srodowiska neuronéw Ww aminokwasy budulcowe, aminy biogenne oraz
prekursorzy neurotransmiterow. Jony przechodza przez barier¢ tylko na zasadzie
transportu czynnego. W blonach bazalnych komoérek $rodblonka znajduje sie
pompa sodowo — potasowa (ATP-aza NA'/K") wprowadzajaca kationy sodu do
plynu zewnatrzkomoérkowego moézgu i usuwajaca z niego potas [26]. Wazna role
odgrywaja réwniez przeciwtransportery Na'/H" i CI/HCO; znajdujace sie
W btonie luminalej [26]. Dzigki wspdtdziataniu tych uktadéw jony Na® i CI
wedrujg do ptynu zewnatrzkomoérkowego, a jony K¥, H" i HCOs;” w przeciwnym
Kierunku. Niektorzy badacze sugeruja, ze migdzykomodrkowy pasaz substancji
moze odbywac si¢ rowniez poprzez hydrofilne ztacza $ciste (TJs) [24]. Kapilary
mozgu wykazuja wzglednie niska przepuszczalno$é dla wody. Przenika ona za
posrednictwem kanatow wodnych — gtoéwnie akwaporyn typu 1 (AQP,), zgodnie
z gradientem osmotycznym napedzanym transportem czynnym [28].

Rodzaj transportu =zalezy, zatem od masy czasteczkowej molekut, ich
lipofilnosci, rodzaju tadunku, jakim zostaly obdarzone, oraz od dostgpnosci
przeno$nikow w btonach komorkowych. Dzigki istnieniu bariery, zmiany
osmolarnoéci plynu zewnatrzkomérkowego mozgu 1 plynu mozgowo -
rdzeniowego wykazuja znaczne opOznienie czasowe w stosunku do zmian
osmolarnoéci innych ptynéw ustrojowych [28]. Te unikalne cechy warunkuja
utrzymanie sprawnej homeostazy w obrebie OUN. Drogi transportu przez
sroédbtonek mozgowy przedstawia rycina 1c.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze rozwdj bariery krew-mozg jest procesem
stopniowym, ktory u ludzi zaczyna si¢ w trakcie rozwoju ptodowego, a w petni
dojrzata strukture i funkcjonalno$¢ osigga ona okoto 6. miesigca zycia [11].
Jednoczesnie trudno jest okreslic doktadne okresy krytyczne w rozwoju bariery,
lecz generalnie uwaza si¢, ze proces jej formowania zaczyna si¢ krotko po
rozpoczgciu  wyksztalcania sieci naczyniowej w tworzacym si¢ uktadzie
nerwowym [5] i osigga swoje najwigksze nasilenie we wczesnym okresie po
urodzeniu, by ulec zahamowaniu w dojrzalym uktadzie nerwowym. Jednakze
nalezy podkresli¢, ze nie wszystkie naczynia stajg si¢ nieprzepuszczalne w tym
samym czasie, lecz zalezy to od anatomicznej lokalizacji gdyz np. bariera
w obrebie rdzenia krggowego tworzy si¢ wezesniej niz w np. przodomozgowiu [2].
Przyktadem zaré6wno na stopniowe i zréznicowane regionalne ,uszczelnianie”
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bariery krew mozg jest wystgpowanie zoltaczki jader podkorowych tzw.
kernicterus, ktora jest czgstsza u wcze$niakéw niz u noworodkéw urodzonych
o0 czasie [14, 50]. Zwigzana jest ona z podwyzszonym stgzeniem, niezwigzanej
z albuming bilirubiny we krwi, ktoéra przenika do mézgu przez niewyksztatcong
W pelni barier¢ krew-moézg i1 ma toksyczny wpltyw glownie na neurony
i niezréznicowane astrocyty [42]. Dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym jej
gromadzeniu w osoczu sprzyja fakt, iz noworodki majg po urodzeniu, przej$ciowo
ostabiony system wigzania i usuwania bilirubiny [43]. Kiedy poziom bilirubiny
osiagnie poziom toksyczny, dochodzi do zmian zachowania niemowlecia, ktére
staje si¢ podraznione lub ospate, ptaczliwe, obserwuje si¢ zaburzenia uktadu
stuchowego, a w skrajnych przypadkach moze dojs¢ do nieodwracalnej
encefalopatii, kiedy nastepuje nasilenie si¢ objawoéw neurologicznych jak
zesztywnienie i wygiecie do tylu kregostupa (tzw. opistotonus), nadmierne
napigcie miesniowe, piskliwy ptacz, drgawki, a w pozniejszym okresie nastepuja
ostre uposledzenie umystowe [50]. Klinicznie zjawiska te zwigzane sa z wybiorcza
degeneracja komorek w gatce bladej, substancji czarnej, jadrze podwzgoérzowym,
hipokampie, mézdzku oraz w shuchowym, przedsionkowym i okoruchowym
jadrach pnia mozgu, a same struktury makroskopowo nabierajg zottg barwe [42].
Wystepowanie tej choroby nawet u kilkumiesiecznych niemowlat wskazuje, ze
dojrzewanie bariery krew-mozg jest procesem dlugotrwatym i moze zachodzié
takze w okresie po urodzeniowym, z réznym nasileniem w poszczegoélnych
strukturach uktadu nerwowego.

Z uwagi na precyzyjng wybidrczo$¢ bariery, wigkszos¢ lekow nie moze
przechodzi¢ do moézgu. Wiadomo, ze tylko substancje nienatadowane, lipofilne
i wykazujace mate rozmiary moga przechodzi¢ przez BBB bez wigkszych
przeszkod. Sa to jednak powazne ograniczenia, z jakimi nie sag w stanie poradzi¢
sobie dostepne obecnie terapeutyki. Dodatkowymi ograniczeniami dla nich sa
precyzyjne mechanizmy transportujace w komorkach endotelium, tj. niski poziom
pecherzykow pinocytarnych i1 selektywne transportery w blonie komoérkowe;.
Wiadome jest, ze wsrdéd antybiotykdw, penicylina oraz chlorotetracyklina
przechodza do moézgowia w niewielkim stopniu, natomiast przelamanie
biologicznej bariery jest prawie niemozliwe dla sulfadiazyny i erytromycyny [3].
Ponad 98% potencjalnych lekow nie spetnia zatem warunkdw selekcji mozgowego
srodblonka i z tej przyczyny BBB stanowi przedmiot wielu badan w dziedzinach
biologii molekularnej i medycyny, a naukowcy szukaja réznych metod, za pomoca,
ktorych mozna by pokonywaé zapor¢ mozgu. Do metod tych zalicza si¢
uszkodzenie tkanki nerwowej, dozylng iniekcje hipertonicznych ptyndw,
podawanie naczyniowo aktywnych substancji, modyfikacja chemiczna lekow,
transcytoza receptorowa oraz strategie wektorowe [25]. Kilka z tych metod bazuje
na wirusach i syntetycznych polimerach, a takze na liposomach i lipoproteinach
0 matej gestosci — LDL [30]. Okazuja si¢ one jednak nieskuteczne, gdyz czesto nie
dostarczaja lekow do miejsc ich przeznaczenia. Badania nad metodami
przelamywania bariery krew - moézg stanowia, zatem olbrzymie wyzwanie dla
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dzisiejszej medycyny. Réwnie wazny z klinicznego punktu widzenia jest fakt, ze
bariera neuronaczyniowa jest rozluzniona w okolicach mézgowia, ktoére zostaty
napromieniowane, zakazone lub umiejscowit si¢ w nich guz. Zaburzenia
mechanizméw barierowych obserwuje si¢ rowniez w przebiegu uszkodzen glowy
i wielu stanach chorobowych, jak stwardnienie rozsiane, choroba Alzheimera czy
choroba Parkinsona [24].

STRUKTURY W OBREBIE OUN POZBAWIONE BBB

Stopien przepuszczalno$ci bariery jest rézny w poszczegolnych okolicach OUN
1 jest nieco wyzszy w obrgbie okolokomorowych narzadéw naczyniowych CVO
(ang. Circumventricular Organs). Znajduja si¢ one m.in.: w $cianach komory
trzeciej, w podwzgorzu, W obrebie guza popielatego i lejka, pod dnem IV komory
i w polu najdalszym [13]. Dzigki temu niektore substancje hydrofilne o wigkszej
masie niz 800 Da, jak hormony peptydowe podwzgorza, moga dostawac si¢ do
krwi oraz wnika¢ z krwi do mézgu, by tam oddzialywaé na swoiste receptory.

Naczynia wlosowate w obrebie CVO wykazuja fenestracje [13], w rezultacie
Czego obszary te nie stanowig przeszkody dla nieco wigkszych i rozpuszczalnych
w wodzie zwigzkow. Stad tez mowi si¢ o nich, ze sg ,,poza barierg krew — mozg”.
Niektore z tych rejonéw petnig funkcje narzadéw neurohemalnych, czyli takich,
w ktorych wystepujace neurony uwalniajg do krwioobiegu okreslone substancje.
Przyktad stanowi tylny ptat przysadki uwalniajagcy do krwioobiegu oksytocyne
i wazopresyne.

Rowniez gruczoty dokrewne zwigzane z mozgowiem jak szyszynka czy przedni
plat przysadki majg naczynia wlosowate o budowie okienkowej. Taka budowa
sroédbtonka pozwala na sprawng sekrecje neuropeptydow do krazenia wrotnego
wystepujacego w tych gruczotach.

Pozostate okolice CVO dziataja jako pola chemoreceptorowe. Jest tak w
przypadku pola najdalszego (area postrema), skad jest inicjowany odruch
wymiotny w odpowiedzi na zmiany sktadu chemicznego osocza [13].

BARIERA KREW - MOZG A USZKODZENIE MOZGU

Urazy czaszkowo-moézgowe stanowig olbrzymi  problem spoteczny
i ekonomiczny w krajach wysoce zurbanizowanych. Sg one czgstsza przyczyna
$miertelno$ci niz urazy jakiegokolwiek innego narzadu, w czym dwukrotnie
czesciej stwierdza si¢ je u mezezyzn niz u kobiet [10]. Z uwagi na szerokie
spektrum zmian pourazowych, zwigzanych z uszkodzeniem mozgu (ang.
Traumatic Brain Injury, TBI), w obecnym czasie duzo uwagi poswieca si¢
badaniom dotyczacym tego zagadnienia.
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Uszkodzenie tkanki moézgowej jest klasyfikowane na pierwotne i wtorne.
Pierwszy typ zdarza si¢ tuz po zadziataniu na glowe czynnika uszkadzajacego,
zkolei wtérne zaburzenia sa wynikiem skomplikowanych reakcji, ktore w
rezultacie prowadza do rozleglych zmian neurologicznych. Czas od chwili
wystapienia uszkodzenia, d0 momentu wystgpienia wtornej reakcji to tzw. ,,0kno
terapeutyczne” dla podania lekow, czyli interwencji w celu redukcji liczby
uszkodzonych neuronéw, co w rezultacie prowadzi¢ moze do zdrowienia.

Uszkodzenie pierwotne ma miejsce natychmiast po dokonaniu deformacji
tkanki, na skutek przerwania ciggtosci naczyn krwionosnych, naruszenia struktury
neurondéw oraz komorek glejowych. Te morfologiczne zmiany nast¢pujg na skutek
zadziatania na tkanke sily mechanicznej i prowadza do ogniskowego lub
rozproszonego uszkodzenia moézgu. W pierwszej kolejnosci dochodzi do
bezposredniego zniszczenia komorek $rodbtonka. Powierzchnia btony od strony
$wiatla naczynia krwiono$nego zostaje zmieniona morfologicznie, — co jest
przyczyng wzmozonego kontaktu elementéw morfotycznych krwi z komorkami
endotelium. W procesie uposledzenia ich funkcji, nastgpuje rozszczelnienie ziacz
miedzykomorkowych 1 powstawanie wolnych przestrzeni, przez ktore
krwiopochodne elementy (komdrki immunokompetentne, krwinki czerwone, biatka
osocza, frakcje lipidow) wedruja z krwioobiegu do mézgu [38]. Chronologicznie
pierwsze komorki, jakie przenikaja uszkodzona barier¢ to neutrofile, a zaraz za
nimi makrofagi. Komorki te prowadza do rozszczelnienia bariery przez obfite
uwalnianie mediatorow reakcji zapalnych oraz reaktywne formy tlenu i tlenek
azotu [10]. Na skutek traumy lokalnie produkowane cytokiny (TNF, IL — 1, IL — 6)
i chemokiny wywieraja synergiczny efekt na komorki $rodblonka, indukujac
synteze¢ czastek adhezyjnych dla leukocytéw [52].

Mozg uwazany jest za organ aktywnie bioracy udziat w reakcji
odpornosciowej. Niemal wszystkie komoérki w obregbie toczacego sie procesu
zapalnego s3 w stanie wydziela¢ cytokiny. Neurony ponadto sa w stanie
syntetyzowa¢ takze swoiste dla tych mediatorow receptory. W TBI bariera zostaje
otwarta w dwoch fazach. Wczesne zaburzenia funkcji BBB obserwowane sg od 3
godziny po uszkodzeniu i prowadza do drugiej fazy przeciekania bariery, ktora
zachodzi w 1 i 2 dniu po stronie uszkodzenia [41]. Za przyczyny takiego zjawiska
uznaje si¢ wplyw mediatorow reakcji zapalnej, wtornych przekaznikow,
i metaloproteinaz, czyli substancji, ktore w glownej mierze wydzielane sg przez
aktywowany endotelium. Metaloproteinazy wchodza w interakcje z reaktywnymi
formami tlenu, prowadzac do przetamania zapory moézgowej [18]. Uszkadzaja
bowiem komorki $rodbtonka, biatka macierzy zewnatrzkomorkowej oraz w
glownej mierze biatka blony podstawnej. Moduluja, wiec funkcje BBB w stanach
chorobowych. Moga by¢ produkowane przez wszystkie komorki w obrebie mézgu,
oraz mogg by¢ dostarczane wraz z rekrutowanymi leukocytami. W mozgu
ekspresji  ulega kilka metaloproteinaz, jednak najwazniejsze proteazy
zaangazowane w procesy rozszczelnienia bariery mézgowej to MMP-2 oraz MMP-
9 [18]. Odpowiadaja one bowiem za proteolize bialek btony podstawnej. Otwarcie
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bariery krew — mozg na skutek dziatania metaloproteinaz ma miejsce pierwotnie
w 3 godz. od powstania lezji, a wtornie, jako op6zniona faza zachodzi w 48 godz.
od uszkodzenia. Istnieje koincydencja pomigdzy wzrostem ekspresji MMP-2
a pierwszym otwarciem moézgowej zapory w 3 godzinie, ktora dzieje si¢ na skutek
rozkladania sktadnikow macierzy, jak rowniez pomig¢dzy ekspresja MMP — 9 w 24
— 48 godzin po uszkodzeniu, a p6zniejszym wtornym jej otwarciem [18]. MMP — 2
spehnia takze role ochronne, gdyz wykazano jej ekspresje na stopkach koncowych
astrocytow w rejonie glejozy [40]. W miejscu obrzeku pojawiaja sie takze
trombiny, czyli potencjalni aktywatorzy metaloproteinaz. Ponadto trombiny
konwertuja fibrynogen do fibryny, stabilizujac w ten sposob skrzep [21].

Po uszkodzeniowe niedokrwienie jest bez watpienia przyczyna
nieprawidlowego dziatania BBB. Prowadzi ono réwniez do rozciggnigcia sig
uszkodzenia na strong przeciwlegla. Patofizjologiczne nastepstwa uszkodzenia
moézgu sa bardzo skomplikowane, a sg wynikiem takze pierwotnych procesow
toksycznych. Czynnikami uszkadzajagcymi sa: niedobor tlenu 1 glukozy,
ekscytotoksyczne stgzenie glutaminianu oraz reaktywne formy tlenu. Procesy
utleniania biologicznego, polegaja  na  przenoszeniu elektronow
w mitochondrialnym tancuchu oddechowym. Dochodzi do zuzycia wigkszosci
tlenu dostarczanego wraz z krwig, w celu produkcji wysokoenergetycznych
zwigzkow, takich jak ATP [1]. Z niewielkiej czesci tlenu (5%) tworza si¢ wolne
rodniki tlenowe — w tym tlenek azotu. Wysoki poziom NO wywotuje postepujace
uszkodzenie komorek, a wewnatrzkomorkowy wzrost jonow wapnia prowadzi do
zwiekszenia jego produkcji przez aktywacje syntazy, NOS-1 [12]. Powstate w ten
sposob nadtlenki uszkadzaja DNA powodujac apoptoze komorek, a co za tym idzie
przerywajac integralno$¢ bariery krew — mozg.

Poziom glutaminianu gwattownie podnosi si¢ na skutek rozpadu neurondéw
i uwalniania ich zawarto$ci do otaczajacych je komorek. Prowadzi to do
nabrzmiewania neurondéw. Dodatkowo na powierzchni $rodbtonka ulegaja
ekspresji oba receptory dla glutaminianu — rec. NMDA i AMPA [37]. Wysoki
poziom cytokin stymuluje uwalnianie glutaminianu, ktéry pobudza receptory
metabotropowe na komorkach endotelium. Obecne badania sugeruja, ze
cytotoksyczny poziom glutaminianu wptywa na uszkodzenie $rodblonka przez
Taczenie si¢ do jonotropowych receptoréw NMDA na ich powierzchni, natomiast
aktywacja metabotropowych receptoréw prowadzi do wzrostu rezystancji komorek
srodbtonka [37]. Doktadny mechanizm tych zjawisk nie zostat jednak dostatecznie
poznany. Poza wlasciwosciami receptorowymi dla glutaminianu, receptor NMDA
stuzy jako kanat jonowy dla jondw wapnia, sodu i potasu, z preferencjg dla wapnia
[47]. Jednym ze sposobéw w jaki glutaminian moze wplywaé na zmiane
szczelnosci barierowej, to wzmozona ekspresja receptorow NMDA prowadzaca do
wzrostu stezenia wapnia. To z kolei prowadzi do kaskady wtérnych zdarzen
biochemicznych, prowadzacych do powstawania reaktywnych form tlenu i co za
tym idzie fosforylacji biatek zlacz S$cistych. Wapn z kolei jest przyczyna
nadmiernej aktywacji enzymoéw zaleznych od Ca™, w tym kinaz biatkowych,
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proteaz i endonukleaz — tzn. enzymoéw degradujacych biatka cytoszkieletu, biatka
regulatorowe i kwasy nukleinowe. Wzrost stezenia tych enzymoéw w komorkach
srodblonka skutkuje fosforylacja ZO -1, ZO — 2, a takze produkcja NO, na skutek
wzmozonej syntezy tlenku azotu. Tlenek azotu moze bezposrednio przyczynic si¢
do zmian w przepuszczalnosci bariery krew — mozg, za sprawa nitrozylacji oraz
nitroazotynacji biatek w obrebie TJs, gtownie ZO — 1 [27].

Wzrost wewnatrzkomorkowego  stezenia jond6w  wapnia na  skutek
mechanicznego uszkodzenia prowadzi, zatem do reorganizacji ztacz Scistych,
a wigc zmienia morfologi¢ komorek srodbtonka. Wiele badan nad zjawiskami,
jakie zachodza w obrebie zlacz Scistych na skutek uszkodzenia sugeruje, ze
dotycza one zmian w lokalizacji biatek wchodzacych w ich sktad. Glownie
fluktuacjom podlegaja okludyna i biatka strefy zamykajacej [44]. Zmiany te, oraz
zaburzenia w ekspresji bialek w moézgowym $rodbtonku, prowadzg do
przepuszczalnosci komorkowej. Po niedotlenieniu i niedokrwieniu biatka budujace
ztacza Sciste ulegaja fosforylacji, na skutek dziatania wolnych rodnikéw. Powoduje
to powickszenie odleglosci pomiedzy komodrkami endotelium. Pewne
potranslacyjne modyfikacje moga wptywa¢ na funkcje TJs na rozne sposoby.
Okludyna moze by¢ fosforylowana w kilku miejscach. Gdy proces ten zachodzi
w resztach Ser/Thr, lokalizacja bialka w obrgbie endotelium nie ulega zmianie.
Gdy fosforylowana zostaje reszta tyrozyny, biatko jest degradowane, a co za tym
idzie, zostaja zaburzone wewnatrzplazmatyczne potaczenia z biatkami strefy
zamykajacej (ZO — 1, ZO — 2, ZO — 3). Skutkiem tego jest rozszczelnienie bariery
krew — mozg [46].

W obszarach, w ktérych ging neurony, zaobserwowano intensywng
mikroglejoze i astroglejoze. Zmiany te rozwijaja si¢ z opoéznieniem w stosunku do
uszkodzenia, ale utrzymuja si¢ przez wiele tygodni. Po uszkodzeniu komorki
mikrogleju ulegaja hipertrofii, wedruja do ogniska chorobowego, gdzie dzigki
wlasnosciom zernym fagocytuja degenerujace lub obumarte neurony; wydzielajac
cytokiny, rekrutuja makrofagi i limfocyty, a takze indukujac astroglejoze [38].
Aktywacja astrocytow jest opozniona wzgledem aktywacji mikrogleju. Astrocyty
ulegaja hipertrofii i podejmuja syntezg substancji troficznych dziatajacych
neuroprotekcyjnie, m.in. czynnika wzrostu nerwow (ang. Nerve Growth Factor -
NGF) i czynnika wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor - FGF)
[38]. Aktywowane astrocyty wypelniaja ubytki po obumartych neuronach, mogag
tez wptywac¢ na przekaznictwo synaptyczne, wydzielajac D-seryng, ktora zwigksza
wigzanie Glu z receptorem NMDA. Ponadto na procesy naprawcze ma wplyw
tlenek azotu, ktéry promuj¢ angiogenezg¢ poprzez zapobieganie agregacji ptytek
krwi oraz inhibicji adhezji leukocytéw w uszkodzonej tkance [38].
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MARKERY STOSOWANE W BADANIU ZMIAN
PRZEPUSZCZALNOSCI BARIERY KREW - MOZG

Sposrod endogennych bialek osocza, najczesciej stosowanymi wskaznikami do
badania zmian przepuszczalno$ci bariery krew — mozg s3: albumina o masie
czasteczkowej 66-69 kDa, immunoglobuliny klasy G (IgG) o masie czasteczkowej
150 kDa, fibronektyna (200 kDa) oraz fibrynogen (340 kDa) [32]. W odrdznieniu
do wskaznikow egzogennych, biatka te sa duzymi molekutami, co teoretycznie
moze uposledzi¢ ich dyfuzje w miejscu uszkodzenia. Jednakze ze wzgledu na ich
stalg obecno$¢ w organizmie, infiltracja bariery jest zalezna od czasu. Zatem nawet
w przypadku wolnego przeciekania oraz niskiego tempa dyfuzji, biatka osocza
moga by¢ uzyte do pomiaru przepuszczalnosci bariery krew — mézg w stanach
chorobowych [32]. Jednakze ich stosowanie ma pewne ograniczenia, poniewaz
koncentracja biatek we krwi moze si¢ waha¢ w zalezno$ci od zmian zachodzacych
w organizmie, takich jak uszkodzenie nerek, niedozywienie czy hemostaza.
Egzogenne wskazniki sg mniej narazone na takie fluktuacje, jednakze ich stezenie
we krwi takze moze ulega¢ zmianom, w zaleznosci od stanu czynno$ciowego
watroby czy nerek. Najczesciej stosowanym markerem egzogennym jest
peroksydaza chrzanowa (HRP) o masie czasteczkowej 40 kDa i biekit Evansa
0 masie czasteczkowej 950 Da, ktore z wysokim powinowactwem lacza si¢ do
endogennej albuminy [51]. Sa one szeroko rozpowszechnionymi markerami,
stosowanymi w badaniach integralno$ci bariery krew — mézg w przebiegu wielu
stanéw chorobowych, takich jak: udar, niedotlenienie, guzy mozgu, stwardnienie
rozsiane, choroba Alzheimera, choroba Parkinsona oraz urazy czaszkowo —
mozgowe.

PODSUMOWANIE

Bariera krew — mozg stanowi delikatng strukturg, ktora tworzy selektywna
zapore pomiedzy srodowiskiem mozgu a uktadem krazenia. Dziata ona poprzez
precyzyjne mechanizmy kontrolujace pasaz molekut z krwi do mézgu. Osiagnigte
zostajg one poprzez wspotdziatanie ze soba kilku typéw komorek, ktdre razem
tworza neuronaczyniowy zespot komorkowy. Oprocz bezokienkowych komorek
srodbtonka, na wiasciwosci selekcyjne wptywaja rowniez perycyty, astrocyty,
biatka blony podstawnej i neurony. Ta precyzyjnie dzialajgca zapora stanowi
przeszkodg dla czynnikow uszkadzajacych delikatne srodowisko mozgu, jednakze
jest tez nieosiagalna dla substancji leczniczych. Okazuje sig¢, ze Szczelnos¢
omawianej formacji komorkowej moze by¢ rozregulowana w przebiegu wielu
jednostek chorobowych, takich jak schorzenia neurodegeneracyjne, zmiany
naczyniowe oraz bezposrednie uszkodzenia mozgu. Stad tez niestychane wazne
jest, aby pozna¢ doktadnie fizjologiczne wiasnosci BBB oraz zaburzenia,
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W ktorych dochodzi do rozluzniania jej struktury. Dokladne poznanie
réznorodnych aspektow budowy BBB, a takze mechanizméw, ktore prowadzg do
zmian w przepuszczalnosci barierowej, moze okaza¢ si¢ zatem kluczem do
osiagnigcia sukcesu terapeutycznego.
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