Prednaska 1: Zakladni principy neurofarmakologie, neurony a glie,
hematoencefalicka bariéra

Neurochemie a neurofarmakologie jsou védni oblasti, které se zabyvaji studiem
latek vznikajicich v centralnim ¢i perifernim nervovém systému, stejné jako studiem latek,
které maji jiny systémovy ci arteficidlni ptivod, ale nervovy systém n¢jakym zplsobem
ovliviiuji. Z4ajmové pole neurochemie je velmi Siroké: tyka se vzniku, metabolismu a
degradace latek, mechanismu jejich fyziologické i patofyziologické akce v ramci nervového
systému, vyvoje neurofarmak a studia jejich G€¢inka a podobné. Neurochemi/-farmakologie se
do zna¢né miry prekryvaji ¢i tizce spolupracuji s ,.klasickou* chemii (zejména organickou),

.....

V ramci této prednasky se budeme orientovat spiSe neurofarmakologicky, i kdyz se
nevyhneme ani syntetickym drahdm neuropfenasecti nebo chemii ptsobeni néekterych
inhibitorii ¢i antidot. Proto se ted’ podivejme na nékteré klicové koncepty neurofarmakologie,
tedy oboru, ktery se zabyva puisobenim farmak na nervovy systém. Neurofarmakologie jako
obor s klinickym vystupem

e se primarné¢ zamétfuje na ucinek farmak v terapii psychiatrickych a neurologickych
onemocnéni;

e vyuziva farmaka ke studiu normélnich funkci nervového systému a

e snazi se poznatky o mechanismu U€inku riznych latek vyuzivat k vyvoji

wevr

Jak neurofarmaka funguji?

Plsobeni latek ovliviiujicich nervovy systém je podstatné komplikovanéjsi nez latek
pusobicich na jiné orgdnové systémy. Nervovy systém, zejména CNS, je systém stale se
strukturn€ 1 funkéné ménici v zavislosti na farmakologickych 1 nefarmakologickych
(elektrickych) vstupech, které dostava. Srovnejme si plisobeni dvou latek, jejichz jména
zaCinaji na ,,f'* — fluoxetinu a furosemidu.

Furosemid je Siroce preskribované diuretikum, plisobici na vzestupném
raménku Henleovy klicky nefront. Inhibuje CI” kandly, takze chloridové ionty zlstavaji
v lumen tubull a nemohou byt transportovany zpét. Osmoticky za sebou ,,tdhnou* vodu, které
je pak v ramci moceni uvolnéna z téla. Takto ptisobi furosemid na vS§ech nefronech ledviny,
jeho tuc¢inek se projevi ihned, kdy je dosaZeno efektivni koncentrace furosemidu
v extracelularni tekutin€ ledvin, a je udrzovan po celou dobu uzivani farmaka (napf. pii lécbé
chronického srdec¢niho selhani).

Oproti tomu fluoxetin, CcCasto predepisované antidepresivum, pusobi na
serotoninergnich neuronech mozku, kterych je asi 100 000 — tedy nikoliv na vSech butnikach
tkané€. Na serotoninergnich neuronech inhibuje serotoninovy prenasec, ale jen malo se vi o jeh
vlivu na miliony dal$ich neuronti nebo o tom, jak ovliviiuje celkové neuronalni okruhy, do
kterych jsou tyto neurony zapojeny. Jeho uc¢inek se projevi v fadu tydni, takze evidentné
nepusobi per se, ale vyvolava urcitou adaptaci synapse na setrvalou inhibici serotoninového
transportéru. Vznikne-li adaptace na fluoxetin, neni zatim rozliSeno, zda v misté¢ pfimo jim
ovlivnénych neuronil, ¢i vramci neurondlnich okruhd, do kterych jsou tyto afektované
neurony zapojeny.
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Klicovy koncept €. 1:

Uginek latek v nervovém systému se projevuje zmé&nami v neuronalni plasticité — jde o
dlouhodobou adaptaci neuronl na kratkodoby ucinek farmaka.

Schopnost latky vyvolat né&jakou odpovéd v organismu zavisi na mnoha jejich
vlastnostech, pocinaje jeji absorpci pfed jeji stabilitu a odbourdvani v organismu. My si
uvedeme tfi z farmakokinetickych hledisek, z nichz 1ze ucinek latky posuzovat.

Prvnim faktorem, ktery je dilezity pti posuzovani G¢inku latky na organismus, je zpiisob
jejiho podani. Ten urcuje, jak rychle latka dosahne cilovy orgén a jaké organy ovliviuje.
Zpisobi podani latky rozeznavame nekolik:

e oralni — typicky je pro né pomaly nastup ucinku farmaka;

e parenterdlni — zahrnuje aplikaci podkozni (subkutanni), intraperitonealni (do dutiny
bfisni), intravenodzni, intracerebroventrikularni (do komorového systému mozku) ¢i
intracerebralni (do mozkového parenchymu), intramuskuldrni (svalovou), inhalaci do
dychacich cest ¢i

e per anum (,,enteralni) — latka se vstifebava sliznici stfeva.

Dalsim faktorem popisuyjicim tUc¢inek latky v organismu je jeji biodostupnost
(bioavailibility). Biodostupnost latky udava, kolik podaného farmaka ve skutecnosti dosdhne
svého cile. Je naptiklad ovlivnéna absorpci latky ze stfeva, pokud je tato podana peroralng,
vazbou farmaka na sérové proteiny (které vyvazanim farma snizuji jeho dostupnost pro cilova
vazebna mista), nebo mize byt ovlivnéna schopnosti latky prechdzet pies hematoencefalickou
bariéru (pokud latka uc€inkuje v mozku) ¢i bunécnou membranu (jsou-li jeji cile
intracelularni).

Utinek farmaka rovnéz ovliviiuje jeho stabilita, pokud je uz jednou absorbovano. Tento
faktor udava, jak rychle je latka metabolizovana na své biologicky inaktivni derivaty nebo za
jak dlouho je vyloucena z organismu (mo¢i, Zlu¢i, ve vydechovaném vzduchu).

Nekteré latky rovnéz musi byt aktivovany az v organismu, tj. jsou podavany jako inaktivni
metabolity.

Pokud se tedy latku podafi vpravit do organismu, je dostatecné stabilni a v dostate¢ném
mnozstvi najde své cile (modeloveé zjednoduSené néjaky protein, jehoz funkci ma ovlivnit),
muze spustit celou kaskadu déji vedoucich ve vysledku k pozadovanému ucinku farmaka.
Obecn¢ se latka muze vazat na kterékoliv misto proteinu a fungovat jako allostericky
regulator. Toto vazebné misto muize obsahovat jen néckolik sousednich aminokyselin
v primarni struktufe proteinu, stejn¢ tak jako mulze byt tvofeno od sebe vzdalenymi
aminokyselinami vhodné uskupenymi sekundarni a tercidrni strukturou molekuly. Takové
vazebné misto pak musi mit vhodny 3D tvar, stejné¢ jako distribuci povrchového naboje
odpovidajici tvaru a naboji vazebné molekuly.

Po navazani se na/do vazebného mista miize obecné dojit k ovlivnéni vnitini aktivity
cilového proteinu (naptf. ke zmén¢ katalytické aktivity enzymu nebo ke zméné vodivosti
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iontového kanalu pro urcity ion), nebo se mize zménit schopnost proteinu interagovat
s jinymi molekulami (napt. schopnost receptoru vazat neuropienasec).

Podstatné informace o interakci ligand-jeho cil poskytuji vazebné studie.
V klasickych vazebnych studiich se mechanismus G¢inku néjaké latky definuje jako schopnost
oné latky vazat neznamy receptor v homogenatu nebo na tkanovém fezu. Ligandy jsou
obvykle znaceny radioaktivnd (*H, '*C, '*I), pfi¢emz toto znaleni nesmi ovlivnit vazebné
schopnosti ligandu. Ideédlné€, vazba ligandu na jeho cilovy protein musi byt specificka (ligand
se nesmi vazat ani na stény reak¢ni zkumavky) a je potfeba ohlidat i stereoselektivitu ligandu
(n€kdy je vazba stereoselektivni nebo specifickd jen pro jeden stereoizomer), musi dosahnout
rovnovazného stavu a musi byt saturabilni. Pak ndm vazebné studie mohou poskytnout udaje
o afinit¢ vazby ligandu na jeho cilovou strukturu a o celkovém mnozstvi navazaného ligandu
(obr. 1). Afinita vazby se vyjadiuje disociacni konstantou K4 a udava koncentraci ligandu, pti
niz je dosazeno 50% maximalni vazby. Celkové mnozstvi navazaného ligandu se znacéi Bx a
ob¢ tyto hodnoty Ize velmi snadno nalézt na normalnim (obr. 1A) ¢i semilogaritmickém (obr.
1B) vyneseni. Semilogaritmicky graf je ndzornéjsi pro nizsi koncentrace ligandu a disocia¢ni
konstantu obvykle miva poblizZ stiedu osy x.

>
W

Bmax
max /

B

T °
% 100 - s 100 -
> >
2] 2]
= -
] o
o o
8 8
=) )
° °
c c
o o
2 2
2 50 2 50
@ -
c c
g §
[ @
c c
.E Kg ﬁ Kg
° / 2 )/
c c
E 0 E O

koncentrace latky koncentrace latky

Klicovy koncept €. 2:

Specifitu vazby latky na jeji cilovou molekulu Ize kvantifikovat pomoci afinity vazby
vyjadiené disociacni konstantou Ky celkovym mnozstvim navazaného ligandu Bmax.

Vazebné studie popisuji fyzikdlni vztah mezi latkou a jejim vazebnym partnerem, ale
nestuduji pfimé biologické dusledky této vazby. Ackoliv vazba latky a ji vyvolana biologicka
odpovéd’ jsou neoddélitelné spjaty, v biologickych systémech Ize rozlisit dvé odlisné
vlastnosti latek: jejich potenci a jejich (vnitini) u¢innost.
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Potence latky (potency, sila, celkovy ucinek, ev. Ky) vlastné popisuje silu vazby mezi
latkou a jejim vazebnym partnerem. Uginnost (efficacy) pak popisuje biologicky efekt
vyvolany v partnerské vazebné molekule pravé vazbou latky. Pro ndzornost si pripomeiite
vazby neuropienasece na receptor — neuropienase¢ se musi fyzicky navdzat do svého
vazebného mista (potence) a pak vyvolad n¢jaké konformacni zmény, vedouci k né¢jakému
projevu (efficacy).

Klicovy koncept €. 3:

Potence latky popisuje silu vazby mezi latkou a jejim vazebnym partnerem. Uginnost
(efficacy) popisuje biologicky efekt vyvolany v partnerské vazebné molekule.

Latky se co do své potence a u€innosti velmi dramaticky 1isi. Tradi¢né se rozliSuji dvé
kategorie latek, agonisté a antagonisté.

Kdyz se agonista navaze napf. na receptor, mimikuje endogenni neuroptenasec, tj.
vyvolava stejnou konformacni zménu a ji vyvolanou biologickou odpovéd’. (Vzhledem k této
definici jsou vSechny neuroptenasece agonisté svych receptort.) Kdyz se na receptor navaze
antagonista, nevyvola zddnou takovou odpovéd’; je inertni a biologickou odpovéd’ vyvola jen
pii spolupiisobeni s endogennim ligandem. Napt. pro opioidni receptory, cozZ jsou receptory
pro endogenni opioidni peptidy, mezi které patii tieba enkefaliny, jsou klasickymi ptiklady
agonisty morfin a antagonisty naloxon. Rozdil v i€innosti agonisty a antagonisty nezavisi na
afinité, s jakou se vazi do vazebného mista; oba dva maji bud’ vysokou, nebo naopak nizkou
afinitu. Jak tedy takové dvé molekuly mohou vyvolédvat tak rozdilnou odpovéd’ na stejném
typu receptoru?

Mozné odpovédi jsou dvé: antagonista muize sdilet s agonistou stejné vazebné misto na
receptoru, ale mize byt nezplsobily pro vazbu do mista spojené¢ho s vyvolanim biologické
odpovédi, nebo se mohou vazat do rozdilnych mist na receptoru.

Pokud se latka navaze na receptor a vyvola jen ¢asteCnou moznou biologickou
odpovéd’, pravdépodobné ji chybi néjaka ¢ast molekuly nutnd pro vyvolani biologického
efektu, nebo se castecné vaze do jiného vazebného mista nez endogenni ligand. Takovym
latkdm se fikd parcialni agonisté. VSimnéte si obrazku 2: parcidlni agonista vyvola nizsi
biologickou odpovéd
nez agonista uplny, ale
de facto  disponuje
veétsi potenci (K4) —
polovicntho  maxima
jeho mozné biologické
odpovédi je dosazeno
uz pii velmi nizkych

koncentracich.

Z obrazku miiZete
vidét, Ze potence a
parcilni agonista ucinnost farmaka jsou
nezavislé

charakteristiky.

— e v Zajimava situace
log koncentrace latky nastava, kdyz parcialni

100 =

uplny agonista

50 —

biologicky u€inek (% maxmalni odpovédi)

Kad
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agonista disponuje daleko vyssi potenci (vazebnou schopnosti) nez agonista uplny. Pfi velmi
nizkych koncentracich parcidlniho agonisty je vyvoléna jen mirnd biologicka odpovéd, kteréd
se neméni (dale nezvysuje) ani pii koncentracich vysokych. Vzhledem k vyssi vazebné afinité
parcidlniho agonisty ale mlze dojit k tomu, Ze ,,obsadi“ vazebnd mista pfirozenych
endogennich (Gplnych) agonistil (napf. neurotransmiteru na jeho receptoru). Z tohoto diivodu
byvaji n€kdy parcidlni agonisté ozna¢ovani také jako smisSeni agonisté-antagonisté.

Parcidlni agonist¢ mohou mit zajimavé klinické vyuziti: napf. buprenorfin je
parcidlnim agonistou opiodnich receptorii vyuzivanym ve farmakoterapii chronické bolesti.
Pfi nizkych davkach vyvolavd mirny analgetizujici efekt. Pii vysSich davkach ovSem vyssi
ucinnosti neni dosazeno a navic tlumi G¢inek plnych agonisti opioidnich receptor (napf.
morfinu), takze nesvadi k naduzivani opiatl a tim ke vzniku zavislosti.

Z hlediska vnitini a¢innosti latky rozliSuje jesté uplné a parcidlni inverzni agonisty.
Pokud se inverzni agonista navaze na receptor, vyvola opacnou biologickou odpovéd’, nez
jakou by vyvolal agonista (klasicky). Pokud agonista otevira (zvySuje pravdépodobnost
otevieni) iontovy kanal, inverzni agonista jej zavira (snizuje pravdépodobnost jeho otevieni).
Pokud agonista indukuje zmény vedouci k vazb&é G-proteinu na receptor, inverzni agonista je
zeslabuje apod. Uginek inverzniho agonisty je podminén uréitou bazalni aktivitou patti¢né
casti receptoru, coz tedy znamend, ze ani bez navdzaného (endogenniho) ligandu neni
receptor ,,v klidu®, tichy, ale zachovava si ur€itou vnitini miru biologické aktivity (spontanni

otevirani se iontového kanalu).

uplny agonista Jen velmi malo latek miize byt
A klasifikovano  jako  ,Cisty*  agonista,
antagonista ¢i inverzni agonista. Mnoho latek
oznacovanych za agonisty jsou ve skute¢nosti
parcialni agonista velmi silni parcidlni agonisté (mofrin). A
naopak, mnoho latek klasifikovanych jako
antagonisté nejsou zcela inertni, ale plsobi
jako velmi slabi parcidlni agonisté (naloxon).
Stejné tak mnoho ptirozenych (endogennich)
neuropfenaseci  vykazuje niz$i  vnitini
ucinnost nez syntetické latky, coz indikuje, Ze
jsou také parcidlni agonisté. Shrnuto, latky
lze klasifikovat spi§ na Skale jejich ucinku
sahajici od uplnych inverzich agonista
k uplnym (klasickym) agonistim, nez do

diskrétnich skupin.

~N

. antagonista (inertni)

parcidlni inverzni agonista

~N 7

Y uplny inverzni agonista

Klicovy koncept €. 4:

Latku mohou byt klasifikovany jako agonisté, parcialni agonisté, inverzni agonisté nebo
antagonisté. Jejich biologicky ucinek je zavisly na jejich koncentraci, takZe je nutno je
studovat v Sirokém koncentraCnim rozmezi.
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Rychlost pronikéni latek do mozku zavisi na nékolika faktorech. Je nepfimo umeérna
velikosti jejich molekul a souvisi s jejich rozpustnost v tucich. Vyména latek mezi krvi a
mozkem je pomérné pomald; snadno piestupuji pouze voda, kyslik a oxid uhli¢ity. Jinymi
slovy, vnitini prostfedi mozku je velmi pfisné kontrolovdno a odd€leno od prostiedi
periferniho. Timto oddélujicim elementem je tzv. hematoencefalicka bariéra (Blood Brain
Barier, BBB).

Paul Ehrlich (1885, 1906) a Edwin Goldman (1909, 1913) zjistili, ze kdyz je
pokusnym objektim nitozilné¢ podéno kysel¢ barvivo tryptanova modf, zbarvi se vSechny
tkané, nikoliv vSak tkan mozkova, micha a mozkomisni mok (likvor, cerebrospinal fluid,
CSF), 1 kdyZ buniky chorioidealniho plexu se barvi také intenzivné. Pokud naopak danou latku
vstiikli do subarachnoiddlniho prostoru, barvil se mozek a CSF, nikoliv vSak periferie.
Lewandowsky, ktery studoval prostup hexakyanoZzeleznatanu draselného (,,zluté krevni soli)
do mozku, byl prvni, kdo roku 1900 pouzil termin hematoencefalické bariéra
(,,Bluthirnschranke* v L. origindle).

Pozdé&ji byla pouzivana barviva vysoce rozpustnd v tucich, schopnd ptechazet ptes
BBB (Friedemann, 1942), ¢imz byl prokdzadn prestup barviva pies mozkovou
mikrovaskulaturu. Roku 1941 definitivn¢ prokdzal Broman, ze krom¢ BBB existuje jesté
druhy bariérovy systém v mozku, a to bariéra hematolikvorové (kerv-CSF, bariéra bunck
chorioidedlniho plexu). /Prvni dikazy o hematolikvorové bariéfe podla roku 1913 Goldmann.
Za pouziti barviv jinych vlastnosti nezZ ma tryptanovd modi ukazal roku 1979 Bradbury, ze
hematolikvorova bariéra je spiSe selektivné propustnd a Ze se jeji vlastnosti od BBB 1isi.

Dlouhd Iéta se debatovalo, zda je existence BBB podlozena koncovymi patkami
astrocytli nebo bunikami kapilarniho endotelu. Az na konci 60. let ukdzali Reese a Karnovsky
(1967) a pozdé&ji by Brightman s kolegy (1970), Ze koncové patky astrocytii a bazalni
membrana BBB netvofi. K prikazu pouzili kienovou peroxidasu (MW 39 800). Zatimco
peroxidase injikovana systémové nebyla schopna obarvit extracelularni prosttedi mozkovych
bunék, v ptipadé podani do komorového systému mozku jej obarvila — difundovala ptes patky
astrocytl a bazalni membranu, nikoliv vSak uz ptes tight junctions bun¢k cévniho mozkového
endotelu.

Roku 1981 ve wvelice elegantni studii srovnavali jedinecnost tésnych spoji
hematoencefalické bariéry v porovnani s kapilarni siti perifernich orgdnt Stewart a Wiley.
Transplantovali embryonalni mozek kiepelky do embryonalniho kufeciho stieva, a ackooiv
byl tento mozek vaskularizovan cévnim zésobenim stfeva, cévni zasobeni si udrzelo
charakteristick¢é znaky BBB (nepropustnost pro tryptanovou modf). A naopak, stfevo
implantované do mozku bylo vaskularizovdno mozkovym cévnim zasobenim, ale tento cévni
endotel tryptanovou modf propoustél. Stewart a Wiley ztoho vyvodili, ze fyziologické
charakteristiky BBB jsou podminény expresi jednotlivych (riznych) skupin gent kapildrniho
endotelu a nejspiSe ovlivnény kofaktory z okolni tkané.

Anatomie a fyziologie
hematoencefalické bariéry

Krevni zasobeni mozku je
zajistovano 4 arteriemi, jejich naslednym
vétvenim a anastomézami. Odtok krve se
pak realizuje cestou hlubokych zil a
sinusti.  Kapilary v mozkové  tkéani
piipominaji  nefenestrované  kapilary
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svall, ale spoje mezi jejich endoteliemi jsou velmi tésné a nedovoli prostup latek, které
kapilarnim feciStém mimo mozek prostupuji. Kapildry v mozku jsou obklopeny patkami
astrocytt, které jsou té$né prilozeny k bazalni membrané kapilar. Nekryji ovSem celou
kapilarni sténu, jsou mezi nimi asi 20 nm mezery.

Bunky tzv. chorioidealniho plexu a
arachnoidealni membrana funguji spolecné
jako bariéry mezi krvi a CSF. Na vné&j$im
choroidalni povrchu mozku se pies sebe prekladaji dve
kapilary vrstvy bun€k a tvoii dvouvrstvou strukturu

nachazejici se mezi tvrdou a mékkou plenou

choroidalni _ tight mozkovou — arachnoidedlni membranu,
lexus +—— junctions . v . . .

P arachnoideu (pavoucnici). Pod arachnoideou

komorovy . . 1.7 ’, v ’

ependym je subrachnoidedlni prostor, ktery se ti¢astni

odvadéni CSF. Timto prostorem prochazi
' cévni zasobeni mozku, pficemz
j mikrovaskularizace mozkového parenchymu
cesty prestupu prostupuje tzv. Wirchovovymi prostory.
http://davislab.med.arizona.edu/bbb.htm Pf'estupu latek z krve pf'es arachnoidealni
membranu brani tésné spoje. Arachnoidedlni
membrana je obecné nepropustnd pro hydrofilni latky a jeji role ve formovani
hematolikvorové bariéry je do znacné miry pasivni.

Likvor je z 50-70% tvoten buiikami tzv. choriodedlniho plexu (v malé mife se tvoii i
kolem krevnich cév a stén komor). Chorioidealni plexus také reguluje koncentraci raznych
molekul v CSF. Tento plexus je tvofen vysoce vaskularizovanou tkani pia mater (mékké
mozkové pleny), kterd se nofi do ,kapsi¢ek®, zahybii formovanych ependymem. V¢étSina
chorioidedlniho plexu se nachéazi ve ¢tvrté komote mozkové pobliz baze mozku a postrannich
komorach uprostied mozkovych hemisfér. Bunky tohoto epitelu maji mikroklky na likvorové
stran¢, basolaterdln¢ se prolinaji a obsahuji velké mnozstvi mitochondrii (Segal 1999).
Ependym lemujici komory mozkové tvoii kolem bunék chorioidedlniho plexu souvisly obal.
Zatimco kapilary chorioidedlniho plexu jsou fenestrované a mezi bunkami jejich endotelu
jsou mezery, pridruzeny chorioidealni epitel obsahuje té€sné spoje, které zabranuji piestupu
latek mezi krvi a CSF. Nicmén¢ i tyto spoje mohou byt mirné pootevieny.

( Hematoencefalick4 bariéra
\\.‘_,_,_?
Cell- membrane: lipid / ° udrzu_]e stalost

bilayer with ion channel vnitiniho prostiedi
neuront v CNS

e chrani mozek pied
endo- 1 exogennimi

J toxiny v krvi
)/\K e bani tiniku
/ neuropienasecii do
m krve.
Fat soluble molecules

falcohol, CO,, O eftc.)

Sugar and aming
acid carriers etc.

Enzymes BLOOQOD
- hound to

Z hlediska klinické praxe je
tteba znat propustnost BBB pro rtizna
farmaka (napf. penicilin BBB
prostupuje jen velmi omezeng,
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zatimco sulfadiazin ¢i erytromycin relativné snadno, takze pfi infektu lze volit), stejné jako
hladiny rtiznych metabolitii — CSF Ize pouzit v diferencialni diagnostice mnoha onemocnéni.

Buniky chorioidedlni plexu produkuji mozkomiSni mok (livor, CSF). Ten vypliuje
komory a subrachnoidealni prostor. U lidi je jeho mnozstvi asi 150 ml, denni produkce pak
cca 550 ml (tj. vymeéni se za den >3,5krat — arachnoidalnimi klky je absorbovadn do Zilnich
sinusd, zbytek pak difuzi do mozkovych cév). Slozeni CSF je velmi podobné slozeni
extracelularni tekutiny neuronti a glii. Oproti krevni plasmé obsahuje podstatng vice Mg*" a
méné Ca”” & K' a je téméf prosty bilkovin. CSF ma zna¢ny ochranny (narazy hlavy) i
diagnosticky vyznam.

Hematoencefalické bariéra neoddéluje kapilary od vlastniho mozkového parenchymu
na vSech mistech mozku. Existuje sedm oblasti obklopujicich mozkovy komorovy systém,
jejichz kapilary jsou fenestrovany a umoziuji prichod pomérné velkym molekuldm, které pak
mohou prestupovat z krevniho fecisté k neurond a gliim do jejich extracelularniho prostfedi.
Témto oblastem, které jsou chemosensitivni vici riznym latkdm ptfenaSenym krvi, se tika
paraventrikuldrni (cirkumventrikuldrni) orginy a jsou soucasti systému udrzujiciho
vnitini homeostdzu organismu.

Paraventrikularni organy identifikoval v 19. stoleti Paul Ehrlich. VSiml si, Ze v mozku
existuji oblasti schopné akumulovat barvivo vsttiknuté do periferdlniho mozkového zasobeni
krvi. VSechny maji fenestrované kapilary, jsou permeabilni a chovaji se, jako by byly ,,vné*
BBB. Vétsinou jsou to chemorecepcni oblasti, v nichz muze cirkulujici krev vyvolat zmény
v moku, aniz by ptekrocila BBB. Mezi paraventrikularni orgény savct patii

zadni lalok hypofyzy (PP)

area postrema (AP)

organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
subfornikélni organ (SFO)

eminentia medialis (ME)

epifyza (P)

subkomisuralni orgén

Jejich lokalizaci a funkci mate shrnutu v tabulce/na obrazku:

Nazev Sensoricky/sekreéni Komora Funkce

subfornikalni orgén sensoricky tieti reguluje télesné tekutiny

organum vasculosum

. . sensoricky i sekre¢ni treti detekce peptidi
laminae terminalis

vylevem neurohormont

eminentia medialis sekreéni tietl . ,
reguluje adenohypofyzu

zadni lalok hypofyzy sekrecni treti uvolnuje oxytocin a ADH

uvolnuje specifické CSF

subkomisuralni organ sekre¢ni treti L .
proteiny, jinak neznama

epifyza sekrecni treti uvoliiuje melatonin

zona iniciujici zvraceni pti
zméné slozeni plasmy
area postrema sensoricky ctvrta (toxiny a jiné otravy),
regulace kardiovaskularniho
aparatu
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Lokalizace paravetrikularnich
organii: zadni lalok hypofyzy (PP),
area postrema (AP), organum
vasculosum  laminae  terminalis
(OVLT), subfornikalni organ (SFO),
eminentia medialis (ME), epifyza
(P), subkomisuralni organ (Podle
Saper and Breder, New England
Journal of Medicine 330: 1080-
1886, 1994.)

. t& e \'Jw_r'luinjgm/
e 3 of the Lamina Terminslis

fosterior Pilualary

Arca Fosirema

Hematoencefalickd bariéra byva porusena i v oblastech mozku, které byly ozéfeny,
infikovany nebo jsou nadorové zménény. Uméle lze na kratkou dobu narusit integritu BBB
také nékterymi latkami, napf. manitol diky svym osmotickym vlastnostem ,,0oddali* tight
junctions od sebe, takze i1 latky podané na periferiit mohou po dobu n¢kolika hodin
prostupovat BBB. Tight junctions oteviraji i néktera selektivni agens. Napft. cereport, latka
ktera aktivuje bradykininové receptory B, typu.

Hematoencefalicka bariéra oddéluje vnitini prostiedi bunék mozkového parenchymu
od krve. Na udrzovani normalni funkce mozkové tkané€ se podili nékolik bunéénych typl; my
si stru¢né ptiblizime jen dva z nich, neurony a glie.

Neuron je vysoce polarizovana komunikac¢ni bunka vyskytujici se v ramci nervového
systému ve velkém mnozstvi subtypti, propojenych vzajemné do okruhti. Terminem ,,vysoce
polarizovana buiika*“ minim to, ze v ramci dozravani se na neuronu profiluji subcelularni
domény (oblasti) s riznou specializovanou funkci. Morfologicky pak Ize v typickém neuronu
pozorovat tfi hlavni oblasti:

e télo neuronu (perikaryon), obsahujici jadro a hlavni cytoplasmatické organely

e rizny pocet dendritd, které odstupuji z perikaryonu, li§i se velikosti, tvarem,
pritomnosti dendritickych trnt a vétvi se rizn¢ daleko a husté do Sedé hmoty; a

e jediny axon, ktery u vétSiny axoni odstupuje z perikaryonu do daleko vétsi
vzdalenosti nez kterakoliv z vétvi dendritické stromu.

Pocet neuronlt se mezidruhové velmi dramaticky lisi. Zatimco hlistice Caenorhabditis
elegans ma jen 302 neuronll, Drosophila melanogaster jich vlastni cca 100 000. Obvyklé
&islo spojované s dospélym lidskym mozkem je 10'" neuronti (sto miliard), pti¢emz kazdy
jeden neuron je vybaven v praméru 7 000 synaptickymi spojenimi s dal$imi neurony. Ttileté
ditd ma asi 10" synapsi. Tento po&et klesa s vékem a u dospé&lého &lovéka je odhadovan na
10" az 5 x10" synapsi. Jsou autofi, ktefi pro dospély lidsky mozek udavaji pocet cca 86
miliard neurond, z nich 16,3 milardy je v kiife mozkové a 69 miliard v mozecku.

Velikost perikaryonu se muize mezi jednotlivymi neurondlnimi subtypy znacné liSit.

Nejmensi perikaryon je popsan u granularnich bunék mozecku (primér asi 5 um), zatimco
nejveétsi téla neurond patii Betzovym buiikdm mozku (primér asi 100 pm). Perikaryon je
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bohaty na cisterny endoplasmatického retikula, prolozenymi fetézci volnych polyribosomt
oznacovanych jako Nisslova substance. dal§im typickym znakem téla neuronu je pfitomnost
bohatého cytoskeletu (neurofilament a mikrotubulil), ktery ve vietenech vybiha do dendritd a
axond. Podle poctu z téla neuronu odstupujicich vybézkii 1ze morfologicky délit neurony na
unipolérni, bipoldrni ¢i multipolarni:

e dendrit a axon unipolarnich (pseudounipolarnich) neuronti odstupuje ze stejného
vybézku;
e u bipolarnich neuronii odstupuji axon a jeden dendrit na opacnych koncich
perikaryonu;
e multipolarni neurony maji vice nez dva dendrity a morfologicky se déli na
- multipolarni neurony Golgiho typu I s dlouhym axonem (pyramidové buiiky,
Purkyné¢ho buniky, buiiky ptednich rohti miSnich)
- multipolarni neurony Golgiho typu II, jejichz axony projikuji lokalné
(granularni bunky)

Vice se prozatim u neurontl zdrzovat nebudeme, protoze morfologie neuronu (dendrity
a axon, synapse) a synapticky pienos nas ¢ekaji v ptisti pfednasSce. kratce se nyni zminime o
gliich.

Glie (neuroglie) jsou bunky pocetn¢ znacné (10-50x, nékteri
autofi ovSem povazuji pocat neurond a glii za shodny) prevysujici
neurony. Termin glie byl razen Rudolphem Virchowem, ktery je
jako prvni roku 1856 (1859) prvné popsal a jejich nazev odvodil
z funkce, kterou ji pfisuzoval: ptredstavovaly jakousi spojovaci tkan,
»lepidlo® (glue), které ,,drzelo neurony pohromadé“. Dnes vime, Ze
glie maji mnoho dalSich funkci. Techniky barveni kovy (Ag)
dovolily dvéma velkym postavam neurohistologie, Raménu y
Cajalovi (vpravo) a del Rio-Hortegovi, rozlisit tii typy glii v CNS
(astrocyty, oligodendrocyty a mikroglie) a jeden na periferii
(Schwannovy buiiky).

RS

Astrocyty jsou glie hvézdicové morfologie, vybavené mnoha ramifikujicicmi
vybézky. Tvofti asi 20 (25) - 50% objemu vétsSiny oblasti mozku. Jejich Télo je pomérné
velké, obvykle ma kolem 20 pum v priméru. Morfologicky lze odliSit dvé hlavni skupiny
astrocytll: protoplasmatické, lokalizované hlavné v bilé hmoté, a fibrézni, umisténé¢ v hmoté
Sedé. Embryondln¢ se astrocyty diferencuji zradidlnich glii, které kompartmentalizuji
neuralni trubici v ranych fazich vyvoje nervového systému (NS). Radialni glie hraji ve vyvoji
a cytoarchitektufe NS kritickou ulohu; slouzi jako ,,leSeni®, po némz migruji neurony. Béhem
maturace CNS retrahuji radialni glie své vybéZky a méni se na progenitory astrocyti.
Specializované aastrocyty radidlniho typu se vyskytuji i v dospélém CNS, a to v podobé
Bergmannovych glii mozecku ¢i Miillerovych bunék sitnice.

Astrocyty v podstaté ,,oplocuji” neurony a oligodendroglie. Této izolace mozkového
parenchymu dosahly tim, Ze vysilaji své dlouhé vybézky k mékké plené mozkové a ependymu
a tvofi membranu limitans gliae superficialis, dale obklopuji stény kapilar a tvoii ,,manzety*
kolem Ranvierovych zafezil. navzajem jsou propojeny do sit€ pomoci gap junctions, vodivych
spojeni, takze tvoii syncytium, jimz mohou protékat mozkovym parenchymem ionty a malé
molekuly. Maji jedine¢né imunochemické vlastnosti — pro né typicka glidlni filamenta jsou
tvofena astroglie-specifickym kyselym fibrildarnim glidlnim proteinem (GFAP), mezi jejich
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dalsi vyznamné markery patii tfeba glutaminsynthetasa nebo protein S-100 vazici vapnik.
V cytoplasmé jsou pro n¢ dale specifické napt. glykogenové granule.

Astrocyty byly dlouho povazovany za fyzicky podklad BBB. Tak tomu je u napf.
bezobratlych. U vysSich ZivociSnych druhli astrocyty indukuji tvorbu tésnych spojl a jejich
udrzovani mezi buiikami chorioidedlniho plexu. Astrocyty se také ucastni angiogeneze, hraji
tedy dulezitou roli ve vyvoji ¢i opraveé poskozenych ¢asti krevniho fecisté¢ mozku.

Uloh astrocytt je ale vice. SlouZi k transportu metabolitil od a k neuroniim. Produkuji
velké mnozstvi riiznych ristovych faktori a modulatorti, takZze mohou selektivné regulovat
morfologii, proliferaci, diferenciaci nebo piezivani rtiznych neurondlnich subpopulaci ¢i
oligodendrocytii. Reguluji zpétné vychytdvani neuropienasect a jejich inaktivaci. jsou
zodpovédné za vznik glidlnich jizev v poranénych castech mozku, do kterych migruji.
Moduluji komunikaci neuroni — diky tomu, Ze jsou propojeny pomoci gap junctions
(elektrickych synapsi) do sit€¢, komunikuji mezi sebou malymi vapnikovymi potencidlovymi
vlnami. V subventrikularni oblasti udrzuji prolifera¢ni potenciadl mozku a mohou slouZit jako
neurdlni kmenové bunky. Pravdépodobné se podileji i na vzniku a udrzovani synapsi, zejména
synapsi vétSich rozmérti — secernuji do mezibunécného prostoru cholesterol a apolipoprotein
E (ApoE). ApoE pomaha vychytavat neurontim cholesterol, ktery je nezbytny pro formovani
synapsi vétsich rozméra.

Druhou tfidou glii jsou oligodendrocyty. Jak uz
napovida jméno, zjejich téla odstupuje mensi
mnozstvi vybeézki (oligos= malo). Tyto bunky
produkuji myelin. Myelin je slozita lipidicko-
proteinovd.  Na periferii je myelin syntetizovan
Schwannovymi buiitkami, v CNS oligodendrogliemi.

Oligodendrocyty (OL, vlevo) obaluji svymi vybézky
vice neuronti (uvadi se, ze vpruméru jeden
oligodendrocyt ,,omota* axony az 35 neuront, jsou ale
autori, ktefi uvadéji i vyssi pocty). Duvod je prosty:
produkce myelinové pochvy jednim OL a nasledné odstranéni cytoplasmy mezi vrstvami
membran pro vétsi poCet neuronli vyrazné snizuje prostorové naroky; kdyby jeden OL
obaloval jeden neuron, zabraly by oligodendrocyty veliké mnozstvi non-neuronalniho
prostoru, ktery mize byt v mozku ,,obydlen” napt. pravé

neurony ¢i jinymi (trofickymi aj.) bunikami.

Na periferii je pomér glie/axon jiny: jedna Schwannova
buiika obaluje ¢ast axonu (vpravo mate schéma ,,rozbalené*
Sch. b. a obalovaného axonu; vSimnéte si poméru velikosti
axonu a obalujici buiky. Kolmé kandly v Sch. b. jsou
cytoplasmatické tunylky, které zistavaji funkéni i1 ve
»stolované™ Sch. b. a slouzi k vyméné materidlu mezi
myelinem, cytoplasmou Sch. b. a zfejmé 1 axonem
neuronu).

Proteinové slozeni myelinu v CNS a PNS se 1i$i, ackoliv obecné ma periferni i centralni
myelin vysoky pomér lipidy:proteiny, a lipidy jsou vysoce specializované.
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e Centralni myelin obsahuje zasadity myelinovy protein (MBP) a proteolipidicky protein
(PLP). MBP (respektive rodina MBP proteini) je bohaty na kladn¢€ nabité zbytky lysinu a
argininu. Tim je pfitahovan k obecné zaporné nabitému P-listu membrany; mize do ni i
zapoustet N-konec a stabilizovat ji tak.

Py je Clen superrodiny zahrnujici Ig, CAM aj. Jeho extracelularni doména je podobné Ig a
interaguje s toutéz doménou Py v sousedni membrang.

e Periferni myelin obsahuje MBP a protein nula (Py). Py je Clen superrodiny zahrnujici Ig,
CAM aj. Jeho extracelularni doména je podobna Ig a interaguje s toutéz doménou Py v
sousedni membrané. Py md pomérné¢ jednoduchou strukturu jedinou Ig doménou,
transmembranovym segmentem a vysoce basicky nabitou cytoplasmatickou doménou. Tvofti
az 80% proteinového obsahu periferniho myelinu. Interakce mezi extracelularnimi Ig
doménami jsou velmi pravidelné a dobie patrné ne ultratenkych fezech pod elektronovym
mikroskopem — tvofi zoénu, které se fika intraperiod line. Nabitd cytoplasmatickd doména
ziejmé neutralizuje naboje na hlavickach fosfolipidi membrany, takze jednotlivé vrstvy
membrany se mohou pfilozit tésné k sobé a neodpuzuji se elektrostaticky - Py pusobi
»zkompaktnéni“ membran. Py je zajimaveé evolu¢né distribuovan — napt. ryby ho maji v CNS 1
PNS, zatimco suchozemsti obratlovci jen v PNS. V CNS téchto obratlovcii zfejmée jeho funkci
»zkompaktiovadla® piebird jind molekula, protein DM-20 a jeho inser¢ni isoforma PLP
(myelin proteolipid protein).

S mutacemi v genech pro tyto proteiny souvisi skupina velice zajimavych chorob — dédi¢nych
perifernich neuropatii. Mezi nejznaméjsi patti Charcot-Marie-Toothova choroba (CMT
desease) zpluisobena mutaci genu pro protein Py. Déle sem patii rizné shaker Ci trembler
mutace — obecné se tyto neuropatie projevuji motorickymi problémy. Zajimavé jsou rovnéz
autoimunitni ataky organismu proti témto proteinim, vedouci mj. kriznym formam
myastenii.

Oba myeliny pak obsahuji dal§i mens$i proteiny, nejzajimavéjsi z nich je asi s myelinem-
asociovany glykoprotein (MAG). Pamatujte si, Ze myelin neni mrtva vrstva ,,sadla“ — je to
vysoce dynamicka struktura, v niz probihaji pomérn¢ intenzivni metabolické a transportni
déje.

Tretim typem gliovych bunék v mozku jsou mikroglie, nazyvané nékdy také
Hortegovy glie. Jejich prvni popis se da vystopovat uz u Franze Nissla (1899), ktery pro né
pouzival termin ,,ty¢inkové bunky* a usoudil, Ze jejich funkce je podobna funkci leukocyt
v jinych organech. Cajal (1913) je oznacoval jako ,.tfeti element* mozkovych bun¢k a mél za
to, Ze jsou mesodermalniho plivodu a li$i se od neuronl i1 astrocytl. Del Rio-Hortega pak
Cajaltv ,.tfeti element™ rozd¢€lil na oligidendrocyty a mikroglie a diky impregnaci stiibrem
dokézal vizualizovat ramifikaci mikroglii v dospélém lidském mozku. Popsal také, Ze tyto
rozvétvené mikroglie se mohou zménit v migrujici amébovité bunky, které jsou schopny
fagocytdzy. Eminentné jej zajimal pivod mikroglii a podafilo se mu prokézat, Ze mohou
vznikat z bunék migrujicich do mozkového parenchymu z pidlniho povrchu. Dnes jsou
navrzeny Ctyii mozné zdroje mikroglii (Dolman, 1991):

jsou to derivaty monocytl kostni dieng;
jsou to mesodermalni pidlni elementy;
jsou to neuralni epidermalni buiiky a nebo
jsou jejich zdrojem kapilarni pericyty.
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Zda se, ze vétSina ramifikovanach migriglii mé pivod v monocytech kostni diené, jez se
dostavaji do mozkového parenchymu v rannych ontogenetickych stadiich. Jejich ukolem je
pravdépodobné fagocytovat bunky podléhajici v ramci vyvoje apoptéoze. Mikroglie si i
v dospélosti udrzuji schopnost déleni a vykazuji imunofenotypické znaky monocytu.
Secernuji cytokiny a ristové faktory nezbytné pro gliogenesi a angiogenesi.

V dospélém mozku obratlovcl prestavuji mikroglie 5-20% vSech bungk, ale jejich
funkce neni pfili§ dobfe popsana dodnes. Nachézeji se ve vSech mozkovych oblastech, vice
jich nalezneme v Sedé hmot€ a v fylogeneticky novéjSich oddilech mozku (hippokampus,
mozkova kura). Existuji i mezidruhové rozdily v distribuci mikroglii, napt. lidské4 bild hmota
obsahuje tfikrat vice mikroglii nez bila hmota hlodavcii.

V rannych fazich zivota jsou mikroglie amébovité, pozdéji maji protahlé télo
s ¢etnymi ramifikacemi. VybéZzky jednotlivych mikroglii se ziidka piekryvaji nebo dotykaji a
nebyly mezi nimi popsany zadné specializované kontakty typu synapsi. Mikroglie
»aktivovana“ infektem, poranénim ¢i neurodegenerativnimi zménami mozku méni svij tvar a
minimalizuje posSkozeni tkan¢ (fagocytuje znicené buiky, vytvaii vhodné cytokinové
prostiedi pro reparaci tkané a pod.).

Co si pamatovat z této prednasky

= 4 kli¢ové koncepty neurofarmakologie

= rozdéleni ligandl na agonisty/antagonisty
= potenci, specifitu a ¢innost latky

= paraventrikularni organy

= typy glii a jejich funkci

13 iva@natur.cuni.cz



