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Kristijan Jezernik!, Mateja Erdani Kreft?
Tesnosti¢ne pregrade v nasem telesu

Tight Junction Barriers in Our Body

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: tesni sfik, pregrada — bariera, bolezni

Tesni stiki so odlocilni medceli¢ni stiki, ki gradijo epitelijske pregrade. Oblikujejo molekulskim
poram podobne strukture, ki obkroZajo vrhove posameznih celic. Nadzirajo prehajanje malih
molekul med apikalnimi in bazolateralnimi kompartmenti. Oblikujejo razvejane mreze pecat-
nih povezav iz transmembranskih proteinov, kot so okludin in klavdini, katerih zunajceli¢ne
domene se med seboj neposredno povezujejo. Na citosolni strani plazmaleme pa so v pove-
zavi z razlicnimi submembranskimi proteini, ki posredujejo povezavo z aktinskim citoskele-
tom. To delo podaja pregled spoznanj o zgradbi in funkciji proteinov, ki gradijo tesne stike
ali so z njimi povezani. Zbrani so podatki o tesnosti¢nih proteinih v epitelijih sesalcev ter o nji-
hovih vlogah pri nekaterih boleznih. Razpravljamo tudi o mozZnostih kori$¢enja spoznanj o te-
snih stikih za namene izboljSanega tar¢nega vnosa ucinkovin v telo.

ABSTRACT
KEY WORDS: tight junction, barrier, diseases

Tight junctions comprise a crucial part of epithelial barriers by forming a molecular pore
like structure that encircles the apex of individual cells. They control the passage of small
molecules between apical and basolateral compartments. Junctions are composed of a branch-
ing network of sealing strands. Each strand is formed from a row of transmembrane proteins
namely occludin and claudins, embedded in both plasma membranes, with extracellular
domains joining one another directly. These associate with different peripheral membrane
proteins located on the intracellular side of plasma membrane, which anchor the strands to
the actin cytoskeleton. This overview gives a detailed survey about the proteins associated
with tight junctions, their structure and functions including a wealth of the relevant litera-
ture. We summarize our knowledge about tight junction proteins in mammalian epithelial
tisue and their involvement in some diseases. Their putative suitability as new targets for
improving drug delivery is discussed.
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ZGRADBA TESNIH STIKOV

Epitelijska tkiva imajo vlogo pregrad ali barier,
ki lo¢ujejo razli¢ne predelke ali kompartmen-
te (telo od zunanjosti in od notranjih telesnih
votlin). Tesni stiki pa so glavne sestavine epi-
telijskih celic, ki v veliki meri prispevajo k pre-
gradni vlogi epitelijev. Namesceni so tako, da
obkroZajo vrhove posameznih celic kot neke
vrste poram podobne strukture in tako nad-
zirajo potovanje majhnih molekul in ionov
med luminalnim (apikalnim) in seroznim (ba-
zolateralnim) kompartmentom. Prepustnost
za ione je razlina za razline vrste epitelijev
in je v osnovi dolo¢ena z molekularno sesta-
vo tesnega stika (1).

Tesni stiki spenjajo lateralne plazmaleme
sosednjih celic, od tod tudi prvotno ime v la-
tinskem jeziku zonulae occludentes. Na povr -
$ini plazmaleme so vidni kot preplet - mreza
anastomoznih, verigi podobnih povezav (sli-
ka 1). Stevilo, dolZina in medsebojna preple-
tenost teh povezav se med razli¢nimi epiteliji
mocno razlikuje. Pod plazmalemo pa je opa-
zen plak, ki ga oznacuje krozno potekajoc pas
aktinskih filametov (2). Tesni stik v osnovi
gradijo transmembranski in submembranski
proteini. Submembranski proteini se veZejo

na aktinske filamente in vkljucujejo tudi dolo-
Cene regulatorne proteine (slika 2).

Transmembranski proteini

Okludin je bil prvi znani sti¢ni membranski
protein, ki je specifi¢no lokaliziran v podroc-
ju tesnega stika (3). Njegovo izraZanje pa ni
nujno potrebno za oblikovanje sticnega pre-
pleta pa tudi njegova pregradna vloga v tem
smislu ni popolnoma pojasnjena (4). Drugi
pomemben protein je tricelulin. Ta bi lahko
prevzemal pregradno funkcijo. Po zgradbi je
zelo podoben okludinu (5). Posebno veliko ga
je v podrodjih tromej med celicami (v t.1i. tro -
mejnih povezavah). Poleg dveh nastetih skupin
proteinov so v stiku gotovo najpomembne;jsi
od Ca® neodvisni proteini klavdini, ki so nuj-
no potrebni za oblikovanje sti¢nih vezi (1, 6).
Do danes je poznanih vsaj 24 razli¢nih klav-
dinov v klavdinski druZini, vsak z znacilno
razporeditvijo v organih in tkivih. Ionsko
selektivnost dolocajo regije v zanki klavdina
zunaj celice, ki imajo naboj in izraZajo razlic -
ne izoelektri¢ne tocke. Tako je ionska selek-
tivnost razli¢nih epitelijev v veliki meri
odvisna od vrste klavdinskih molekul, ki se
izrazajo v doloc¢enem epiteliju (6). IgG-so-

Slika 1. Tesnosticne povezave v celici obusesne slinavke so vidne kot mreZast preplet na povisini plazmaleme.
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rodna druZina celi¢nih adhezivnih molekul
(JAM) so Cetrta skupina transmembranskih
molekul tesnega stika, ki jo predstavljajo mole -
kule JAM-A, B in C. To so homofilne in hete -
rofilne adhezijske molekule (7). Sodelujejo pri
funkciji pregrade, so pa lahko izraZene tudi
tam, kjer se tesni stiki ne vzpostavljajo, na pri -
mer pri transepitelijski migraciji levkocitov.
Za JAM-C je znano, da regulira polarizacijo
in diferenciacijo spermatidov z vklju¢evanjem
polarnega proteinskega kompleksa (razlaga
v nadaljevanju). Torej ima JAM predvsem vlo-
go v dolo¢anju polarizacije celic in manj vlo-
go pregrade (8).

Submembranski proteini

Za povezovanje okludina, klavdina in JAM-pro-

teinov v podrodju tesnega stika so odlocilni

citoplazemsko-submembransko namesceni

povezovalni proteini, tudi t. 1. ogrodni protei -
ni. Med temi so pomembni proteini zonula

occludens, kot so Z0O-1, Z0O-2 in ZO-3 (slika 2,

slika 3). To so proteini iz druZine membran-

sko vezanih gvanilatno kinaznih homologov
(MAGUK). Ti se lahko direktno vezZejo s klav-

dini in preko posebne domene (PDZ1-do -
mene) z okludinom in aktinom (9, 10). ZO-1

lahko interagira z JAM ter oblikuje homodime-

re ali heterodimere z ZO-2 ali ZO-3. ZO-pro-

teini so torej najprimernejsi ogrodni proteini,

ki povezujejo razli¢ne transmembranske

molekule s citoskeletom. Zaradi povezav med

Z0-1in ZO-2 ter klavdini je ta vrsta povezav
klju¢na za oblikovanje tesnosti¢nega preple -
ta in njegove pregradne vloge.

Slika 2. Shematski prikaz molekularne zgradbe tesnega stika na
nivoju krvno-moZganske pregrade. Pod tesnosticnim kompleksom
se nahaja adherentni stik. 20 — proteini zonula occludens.

Slika 3. Imunofluorescencna oznacitev proteina Z0-1 (zeleno, pus-
(ica) kaZe potek tesnega stika v povrsinskih urotelijskih celicah.
V celici so oznaceni tudi citokeratini (CK 20, rdece), ki sicer niso
znacilna citoskeletna sestavina tesnega stika.

Pod prepletom tesnosti¢nih proteinov
v bazolateralni smeri celice se nahaja adhe-
rentni stik, ki lahko v doloc¢eni meri vkljucuje
tudi posamezno molekularno komponento
tesnega stika, vendar zgradba in vloga adhe-
rentnega stika presegata predmet tega sestavka.

Aktin in regulatorni proteini

Aktin je na citoplazemski strani povezan
s transmembranskimi tesnosti¢nimi proteini.
Njegova porusitev, na primer s citohalazinom,
poveca medceli¢no ali paraceli¢no prepust-
nost (permeabilnost) in zniZa ¢ezceli¢no ali
transepitelijsko upornost. Vse to dokazuje
pomembno vlogo aktina pri zagotavljanju pre-
gradne vloge tesnega stika (11). V podrodju
tesnega stika se nahajajo tudi proteini Rho,
gvanidinski izmenjevalni faktor (GEF) in
GTP-azni aktivirajoci proteini (GAP). Te regu -
latorne molekule lahko spreminjajo dinami -
ko aktina v podrocju tesnega stika, s ¢imer
vplivajo tudi na stabilnost in funkcijo tesno -
stiénega kompleksa (12).

Prehod levkocitov skozi neposkodovano
steno krvnih Zilic (med diapedezo) dokazu-
je, da je tesni stik strukturno in funkcijsko
natancno reguliran in v doloéenih primerih
tudi spremenljiv (13). Prehajanje skozi endo -
telij zahteva precejsnjo dinamiko v zgradbi in
delovanju tesnega stika. V to dinamiko pa je
vkljuceno signaliziranje, ki poteka preko klav-
dina, vkljucuje tudi endocitotske procese in
preoblikovanje klju¢nih tesnosti¢nih kom-
ponent ter predvsem spreminjanje kontrak -
tilnosti aktina ob soudelezbi miozina.
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TESNI STIKI V VLOGI PREGRADE
IN EPITELIJSKA POLARNOST

Med oblikovanjem medceli¢nih stikov in
vzpostavitvijo apikalno-bazolateralne polar-
nosti obstaja neodvisna povezanost (14).
V oblikovanju polarnosti sodelujejo v po-
drocju tesnega stika nedavno odkriti multi-
proteinski t. 1. polarni kompleksi, kot sta Par
in CRB (Crumbs), atipi¢na proteinska kina-
za (aPCK) ter kompleks Scribble. Kompleksi
imajo antagonisticne ucinke in se namesca-
jo v lo¢ena podrocja membranskih domen,
torej apikalno ali bazolateralno. Kompleks
CRB se namesca apikalno in delno v podroc-
ju tesnega stika, kompleks Scribble pa lateral-
no. Apikalno nameséeni kompleksi izrivajo
namescanje lateralnih in obratno. Ta prehod -
na medsebojna izkljuditev v lokaciji namesca-
nja polarnih kompleksov vodi do vzpostavitve
in vzdrZevanja apikalno-bazolateralne polar-
nosti epitelija (15).

Tesni stiki predstavljajo zelo udinkovito
pregrado za pasivni prehod tekocin, elektro-
litov, makromolekul in tudi prehod celic po
medceli¢ni (paraceli¢ni) poti. Posledi¢no
nastane zaradi razli¢ne ionske sestave snovi
v zunajcelicnem prostoru in medcelicnem
prostoru dolofena upornost — paraceli¢na
upornost. Tesni stiki torej vzpostavljajo dolo-
¢eno upornost med svetlino (lumnom) in
medcelicnim prostorom. Ker pa vec¢inoma
snovi potujejo skozi apikalne povrsine v cito-
plazmo in po citoplazmi na bazo celic ter nato
ven iz celic, torej Cez celico (transceli¢na pot)
in le delno po medceli¢ni poti, je celokupna
in seveda specifi¢na cezepitelijska (transepi-
telijska) upornost dolo¢enega tkiva oziroma
upornost skozi tkivo dolocena kot sestevek
Cezceli¢ne (transcelicne) in medceli¢ne (pa-
raceli¢ne) upornosti. Transceli¢no in tudi
transepitelijsko upornost izrazamo v ohmih
cm? (Qcm?).

Glavnino transepitelijske upornosti v naj -
vedji meri dolocajo tesni stiki v povrSinskih
epitelijskih celicah. Med tkiva z najvedjo vlo -
go pregrade gotovo spadata epitelij Zol¢nika
in epitelij secnega mehurja (urotelij). Zlasti
slednji ima najmocne;jsi preplet tesnosti¢nih
povezav, ki dejansko niso prehodne za vsebi -
ne v svetlini seCnega mehurja. Pregrada, ki je
vzpostavljena v uroteliju, zagotavlja upornost
med 10.000 in 100.000 Qcm?.

Namestitev tesnostiéne
pregrade v epitelijih

V osnovi velja, da so tesni stiki namesc¢eni ved-
no na meji apikalne in bazolateralne mem-
branske povrsine enoskladnih, prehodnih in
vecskladnih epiteljjev. Pri tem je zanimivo, da
je bila v koZi dolo¢ena lokacija tesnih stikov
in s tem pregrade $ele nedavno. Dolgo ¢asa
sicer ni bilo znano, ali v ve¢skladnih epiteli-
jih tesni stiki sploh obstajajo. Tako so domne-
vali, da zlasti keratinizirani epiteliji vzdrZujejo
pregrado zaradi izloCanja in nalaganja med
seboj navzkrizno povezanih proteinov t.i.
lamelarnih telesc v celicah (16). Vendar se je
relativno pozno izkazalo, da so za nemoteno
pregradno vlogo tudi v epidermisu (pokoz-
nici) potrebni tesni stiki. Tesni stiki se v ¢lo-
veskem epidermisu nahajajo v zrnati plasti
(lat. stratum granulosum) (slika 4) (17, 18).
Tesni stiki in stratum corneum ter stratum luci-
dum tako skupaj ustvarjajo funkcionalno pre-
grado v ve¢skladnem epiteliju. Pri tem imajo
odlocilno vlogo kinaze IKK1 ter signalizira-
nje prek NFkB. Prek teh poti namre¢ pote-
kajo vplivi na izraZanje retinoic¢no kislinskih
tar¢nih genov, ki so vkljuéeni v zagotavljanje
pregradne vloge epitelijev. Poleg tega je
pomembno, da specifi¢na lega tesnega stika
v stratum granulosum zagotavlja tarlenje
»apikalnih« proteinov in lipidnih mesickov
naravnost proti stratum corneum. Epidermis
ni klasi¢no apikalno-bazolateralno polarizira -
no tkivo, pac pa je polarizacija na apikalno in
bazolateralno os epitelija doseZena s stratum
granulosum, ki tako oblikuje vitalno apikal -
no mejo. Verjetno je oblikovanje tesnih stikov
v niZjih plasteh epitelija zavrto zaradi zaviral -
nih signalov za oblikovanje stikov, ki priha -
jajo iz celic, ki nosijo tesne stike.

TESNI STIKI V VLOGI ZAVESE

Tesni stiki preprecujejo lateralno gibljivost
membranskih molekul, zaradi ¢esar te ne
morejo prehajati iz apikalnih v bazolateralne
povrsine ali obratno. V tem smislu so tesni sti -
ki v vlogi zavese. To nazorno dokazujejo Stu -
dije o vlogi teh stikov v regulaciji rasti celic.
Zaradi namestitve tesnih stikov so namrec
rastni dejavniki kot ligandi in njihovi recep -
torji med seboj fizi¢no loceni v razli¢nih
membranskih domenah, eni apikalno, drugi
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Slika 4. Tesni stiki (modro) so v epidermisu namesceni v zmati plasti (lat. stratum granulosum).

bazolateralno. Tako je na primer v dihalnem
epiteliju receptor Erb3/4 lokaliziran v bazo-
lateralni membranski domeni, njegov ligand
pa se nahaja v apikalni membranski dome-
ni (19). V primeru motnje delovanja stika in
njegove vloge v smislu zavese in pregrade ter
s tem tudi celi¢ne polarnosti (na primer ob
poskodbi - rani ali zaradi razli¢nih vnetnih
dejavnikov) je omogocena vezava liganda in
receptorja. Premiku receptorja v apikalno
domeno sledi njegova aktivacija, ki lahko
pripelje do intenzivne proliferacije celic.

V vzdrZevanju polarnosti ima odlocilno
vlogo okludin. Znano je, da je izguba polar -
nosti zaradi epitelijsko-mezenhimskega pre -
hoda, ki jo povzroca transformirajoci rastni
dejavnik beta (TGF-B), posledica interakcij
TGF-B, okludina, polarnih proteinov Par6 in
razli¢nih regulatornih molekul. Prav interak-
cije med transmembranskimi in citoplazem-
skimi molekulami, skupaj s citoskeletom, pa
modulirajo obe temeljni vlogi tesnega stika —
vlogo pregrade in zavese.

SIGNALIZIRANJE, KI POTEKA
IZ TESNEGA STIKA

Netransformirane (normalne) celice tudi pre-
ko stikov dobivajo signale za terminalno dife -
renciacijo in se posledi¢no prenehajo gibati.
Ta pojav na splosno oznacujemo kot kon-
taktna inhibicija in je v povezavi z izgubo spo -
sobnosti preras¢anja celic ter posredno tudi
s preprecitvijo epitelijsko-mezenhimskega
prehoda. V to signaliziranje so vklju¢ene kom -
ponente tesnega stika in aktivnosti jedrnih
transkripcijskih dejavnikov. Tako B-katenin
(zbran v adherentnem in tesnem stiku) kot
tudi p120 preko transkripcijskih dejavnikov
in sprememb v zgradbi kromatina vplivata na
izrazanje genov. Tako na primer p120 zavre
transkripcijske represorje (20). Gradbene kom -
ponente tesnega stika pa tudi neposredno
regulirajo aktivnost transkripcijskih dejav -
nikov. Proteini ZO-1 se veZejo na dolocene
transkripcijske dejavnike, zlasti v jedrih celic
z nedokoncno zgrajenimi tesnimi stiki, na pri-



56

K. JEZERNIK, M. ERDANI KREFT TESNOSTICNE PREGRADE V NASEM TELESU | MED RAZGL 2010; 49

mer med celjenjem ran (21). Podobno naj bi
tudi ZO-2 vplival na transkripcijske dejavnike,
torej imajo proteini ZO podobno vlogo kakor
katenini.

TESNI STIKI IN CELJENJE RAN

Tesni stiki so nujni za ponovno vzpostavitev
in vzdrZevanje zajezitvene vloge epitelijev po
poskodbi. Ob celjenju ran poteka izraZanje in
potovanje razli¢nih tesnosti¢nih proteinov
usklajeno glede na razli¢ne fizioloske ali tudi
patoloske dejavnike. Znano je, da se med fizio-
losko samoobnovo epitelijev stare, odmrle
celice odstranjujejo in nadomescajo z novimi
celicami, ne da bi se pri tem spremenila
funkcionalnost epitelijske pregrade (22). Pos-

klavdin-8

] L ny

kodbi razli¢nih epitelijev (koZe, Crevesa, pljuc,
7il, se¢nega mehurja) sledi celjenje ran, pri
katerem se torej kontrolirano izrazajo tesno-
sti¢ni proteini (23). Na primer, na in vitro
modelih vecplastnih poskodb urotelija sec-
nega mehurja, ki mu sledi celjenje rane, je
pomembno dogajanje na t.i. rastoéem ali
vodilnem robu. Na tem mestu sta zgodnja
celi¢na dogodka proliferacija in gibanje celic,
ki ju spremlja izraZanje proteinov tesnih sti-
kov. Ze v enoskladnem uroteliju so prisotni
proteini ZO-1, okludin in klavdin-4, kar je
predpogoj za oblikovanje funkcionalne krv-
no-urinske permeabilnostne pregrade (sli-
ka 5). Ker je ZO-1 le submembranski ogrodni
protein, ki se povezuje z okludinom ali posa-
meznim klavdinom, prisotnost ZO-1 torej ni

Slika 5. lzraZanje in razporejanje tesnosticnih proteinov med obnovo urotelija in vitro. Imunofluorescenca Z0-1, okludin in klavding-8.
A —10-1 je prisoten na mejah med sosednjimi celicami na vodilnem robu (pustica) ter v neprekinjenih finjjah na apikalno-bazolate -
ralnih delih plozmaleme (glava puscice) povisinskih celic v dvoskladnem urotelijy za vodilnim robom. B — Okludin se nahaja v nepre-
kinjenih linijah med povrsinskimi celicami v dvoskladnem uroteliju in v prekinjenih linjjah na mejah med bazalnimi celicami. € — Klavdlin-8
v enoskladnem urotelij na vodilnem robu ni prisoten. D — Klavdin-8 je izraZen na mejah med povisinskimi urotelijskimi celicami v dvo-

do triskladnem uroteliju za vodilnim robom.
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pogojena tudi s funkcionalnimi tesnimi sti-
ki (24). Novejse raziskave potrjujejo, da tudi
vsi klavdini niso klju¢ni za funkcionalnost
tesnih stikov. V obnavljajo¢em se uroteliju po
poskodbi je klavdin-8 tisti, ki se izrazi nazad-
nje in je prisoten v tesnih stikih med diferen-
ciranimi povrsinskimi urotelijskimi celicami
(slika 5) (25). Predvideva se, da je v uroteli-
ju prav klavdin-8 tisti, ki je odgovoren za izred-
no visoko transepitelijsko upornost.

Zanimivo je, da lahko v primerih povrsin-
skih poskodb urotelija k hitrejSemu celje-
nju poskodbe prispevajo tudi Ze obstojece,
dokonéno diferencirane povrsinske urotelij-
ske celice, in sicer na dva nacina. Prvic, v sti-
ku z novimi, $e ne dokonéno diferenciranimi
povrsinskimi celicami razvijejo tesne stike Ze
eno uro po poskodbi, in drugi¢, z zalogami api-
kalne plazmaleme v veziklih, shranjenih
v apikalni citoplazmi, lahko povecajo povrsino
apikalne plazmaleme celo do trikrat, s ¢imer
zelo hitro in u¢inkovito prekrijejo obseZen del
povrsinske poskodbe (26).

TESNI STIKI IN BOLEZNI

Tesni stiki v osnovi preprecujejo izgubo teko-

Cin iz telesa, vstop vsebine iz notranjih tele-

snih svetlin v telo in tudi prodiranje bakterij

med celicami epitelijev globlje v telo. V dolo-

¢enih primerih so spremembe v zgradbi tesne -
ga stika osnovni vzrok za nekatere bolezni. So

pa stanja, kjer ni trdnih zagotovil, ali so spre-

membe v tesnih stikih vzrok ali posledica

bolezni. Pri pojavljanju bolezni so gotovo

klju¢ni klavdini, ki so v povezavi s ¢isto dolo -
Cenimi spremembami v pregradni vlogi tesnih

stikov. Mutacije klavdinov lahko namre¢ pri -
vedejo do specifi¢nih bolezni pri cloveku, npr.

mutacije klavdina-16 povzrocajo dedno hipo -
magneziemijo, mutacije klavdina-14 in/ali

tricelulina pa gluhost (1, 6). Mutacije klavdi -
na-1 v vec¢skladnih epitelijih so vzrok neona-

talnega sindroma ichthyosis sclerosis cholangitis.

Do mutacije pride v genu na 3. kromosomu

(3928-q29), ki kodira klavdin-1 in se deduje

avtosomno recesivno. Bolezen se izrazi z lu -
skavico, pojavom levkocitinih vakuol, alope -
cijo in kroni¢nim jetrnim obolenjem - skle-

roznim holangitisom.

Za mnoge viruse in bakterije je znano, da
zlorabijo spremembe tesnih stikov za vstop

v celico. Nekateri, zlasti virusi, uporabljajo
tesnosti¢ne komponente kot receptorje, spet
drugi spreminjajo strukturo tesnih stikov.
Tako retrovirusi delujejo preko proteina JAM.
Bakterija Helicobacter pylori pa se s proteinom
CagA veZe na ZO-1, Jam-A in nekatere pro-
teine, ki dolocajo celicno polarnost. Cag-
A-pozitivni sevi so krivi za gastritise in adeno-
karcinom (27, 28). Podobno se dogaja tudi
v primeru Crohnove bolezni, pri atopi¢nem
dermatitisu ali luskavici (29, 30). Znano je,
da lahko vnetni citokini, kot sta npr. tumor-
ski nekrozni faktor oo (TNF-a) ali interferon
v, povzrocijo internalizacijo tesnosti¢nih kom-
ponent in spremembo aktomiozinskega cito-
skeleta ter tako spremenijo pregradno vlogo
celic. Tako tudi mutacija filagrina, ki je kljuc-
ni epidermalni pregradni protein, povzroi
vnetje koZe in atopi¢ni dermatitis.

Tesni stiki torej ustvarjajo v telesu razli¢ne
pregrade med polariziranimi celicami epite-
lov in endotelov. Pregradna vloga, ki jo vzdr-
Zujejo tesni stiki v epitelijih in endotelijih, je
klju¢na za homeostatsko delovanje tkiv. Le
tako zagotavljajo normalno delovanje celic in
tkiv v njih in preprecujejo specificna obole-
nja. Nekatere teh pregrad so dandanes Ze
dobro preucene in med pomembnejsimi so
gotovo pregrada med krvjo in zrakom v plju-
¢ih, moZganovino, urinom, testisi in mreZnico.

Pregrada med krvjo in zrakom
v pljuéih ali alveolo-kapilarna
bariera

Pregrada je nameséena v podrodju izmenja -
ve plinov v pljucih. Gradijo jo tesni stiki med
prevmociti tipa 1 v alveolarnih stenah, endo-
telijskih celic kapilar in bazalna lamina pod
celicami. Tovrstna pregrada je seveda pro -
pustna za pline, kot so kisik, ogljikov dioksid,
ogljikov monoksid in mnoge druge. Pregra -
da je kljub izredno tanki strukturi (lahko samo
200 nm) mehansko izjemno mo¢na, stabilna
in omogoca zadovoljivo izmenjavo plinov
z difuzijo. Kljub tej trdnosti pa se pri tlaku
okrog 40 mmHg lahko porusi, do ¢esar prihaja
v primeru izredno poviSanega krvnega tlaka.

Ker so tesni stiki neposredno vkljuceni
v regulacijo prehajanja ionov in makromole -
kul tako v epitelijskih kot endotelijskih celi -
cah, ponuja moduliranje te njihove zaporne
vloge in s tem posredno tudi prepustnosti
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med celicami moZnost, da tako vplivamo na
vnos in tudi povecamo vnos farmakologkih
ucinkovin kot tudi genskih vektorjev. Dihal-
ni epitelij je neprehoden za makromolekule,
ki bi vstopale z apikalne strani. Snovi, ki se
uporabljajo za spreminjanje prepustnosti
tesnih stikov, kot so na primer EGTA, natri-
jeve soli, nasi¢ene mascobne kisline, lizofos-
fatidilholin, resni¢no povecajo prepustnost
tesnega stika, vendar tudi vplivajo na mno-
ge proteine v tesnem stiku ter izzovejo vnet-
je. Za zmanjSanje vnetnega odgovora, ki ga
povzrocajo omenjene snovi, pa je mogoca
alternativna strategija zdravljenja, in sicer pre-
ko vplivov le na dolo¢ene molekule tesnega
stika. Ti postopki zdravljenja ciljajo neposred-
no na specificne tesnosti¢ne proteine. Taksno
taréo predstavlja predvsem okludin (31).
Z vplivanjem nanj se tako nudi moZnost manj-
Se toksicnosti za dihalni epitelij in doseZe vec-
ji specifi¢ni odgovor.

Pregrada med krvjo
in moiganovino
ali krvno-moZganska bariera

Bakteriolog Paul Ehrlich (1854-1915), ki je
injiciral anilinska barvila v Zivali, je opazil, da
ostanejo moZgani neobarvani. Tako je bil
Ehrlich prvi, ki je empiri¢no opisal krvno-moz-
gansko pregrado. Delo je nadaljeval leta 1913
njegov Student Edwin Goldmann, ki je bar-
vilo vnesel v spinalno tekoc¢ino in opazil, da
se v tem primeru mozZgani obarvajo, vendar
ne preostalo telo. Takrat so menili, da so za
pojav te pregrade odgovorne krvne Zile, kaj -
ti v sistemu, ki so ga preucevali, niso opazili
nobene membrane. Koncept krvno-moZzgan -
ske pregrade pa je dejansko bil potrjen Sele
leta 1960 s pomocjo presevne elektronske
mikroskopije. Krvno-mozganska pregrada,
imenovana tudi hematoencefalna pregrada,
je osnovana na celi¢ni ravni v centralnem
Zivénem sistemu. V principu omejuje preha -
janje razlinim snovem in mikroorganizmom
med krvjo in Zivénim tkivom. Pri tem pa omo -
goca prehod snovi, ki so nujno potrebne za
metabolno funkcijo Zivénega tkiva (npr. kisik).
Ta pregrada je posledica tesnih stikov med
endotelijskimi celicami in centralnim Zivénim
sistemom. Na sti¢i§¢u krvi in moZganovine
se povezujejo endotelijske celice in astrociti,
na teh mestih se oblikujejo tesni stiki. Krv -

no-mozgansko pregrado sestavlja v osnovi
izjemna gostota celic, ki je nekajkrat vedja
kakor med endotelijskimi celicami drugod
v telesu. Podaljski astrocitov (imenovani tudi
glia meja) obdajajo endotelijske celice krv-
no-mozganske pregrade in poskrbijo za izme-
njavo snovi za Zivéne celice. Krvno-moZganska
bariera se loci od sorodne krvno-cerebrospi-
nalne tekocinske bariere, ki jo dolocajo pove-
zave med celicami horoidnega pleksusa.

Krvno-mozganska pregrada je zelo ucin-
kovita prepreka med krvjo in mozganskim
tkivom, ki ima pomembno vlogo zlasti pri
varovanju mozganov pred Stevilnimi bakte-
rijskimi okuzbami. Zaradi te vloge so bakte-
rijske okuZbe mozganov zelo redke, vendar pa
nekateri virusi lazje kakor bakterije prehajajo
to pregrado. Ker je torej le-ta zgrajena izredno
trdno in tesno, se pojavljajo tezave v primeru
nekaterih zdravljenj, ki zahtevajo vnos proti-
teles. Protitelesa so namrec zelo velike mole-
kule, ki tezko prehajajo pregrado, zato so
okuzbe moZganov povezane z zelo resnimi in
hkrati tezko ozdravljivimi obolenji.

Prehod krvno-mozganske pregrade za
potrebe vnosa terapevtskih ucinkovin za
zdravljenje mozganskih okvar je zato v dolo-
¢en predel mozganov zelo tezaven. Terapevt-
ske molekule in geni, ki bi lahko bili zelo ucin-
koviti v diagnosticiranju in zdravljenju moz-
ganskih obolenj, ne prehajajo krvno-moz-
ganske pregrade v zadostnih koli¢inah. Zaradi
tega se uporabljajo razli¢ni sistemi za vnos
sestavin v moZgane. Mnogi od teh obidejo pre -
grado (receptorsko pogojena transcitoza, intra -
cerebralna implantcija, metode za lokalno
porusenje pregrade). Zelo obetaven vnos sno -
vi ¢ez krvno-mozgansko pregrado predstav -
ljajo novejSe tehnologije, kot je na primer
nanotehnologija. Z razvojem in uporabo nano -
delcev, vgrajenih v liposome, je mogoc¢ lazji
prehod ¢ez omenjeno pregrado. Liposomi
z nanodelci tako predstavljajo moZnost tar¢ -
nega unicevanja celic v mozganih in so poten-
cialno uporabni pri zdravljenju moZganskih
tumorjev. V novejSem Casu pa je predlagan
predvsem mehanizem prehajanja preko barie-
re med moZgani in krvjo s pomodjo mikrove -
ziklov.

Prenos ucinkovin ¢ez to pregrado pa ven -
dar predstavlja eno najbolj obetavnih aplika -
cij nanotehnologije v klini¢ni nevroznanosti.
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Nanodelci lahko potencialno resujejo mnoge
naloge, ki so zelo pomembne za spros¢anje
in prenos ucinkovin &ez to pregrado. Tako
v novejSem Casu preskusajo nekatere antineo-
plasti¢ne ucinkovine proti tumorjem cen-
tralnega Zivcevija, kot je tretiranje s polietilen-
glikolom prekrite heksadecilcianakrilatne
nanokroglice, ki tarcijo in se zbirajo (posku-
si pri podganah) v gliosarkomu. Vedeti pa je
treba, da so Zilne endotelijske celice in periciti
v tumorjih pogosto abnormalni in pregrada
v mozganskih tumorjih ni vedno neokrnjena,
tako da lahko tudi drugi dejavniki, kot so
astrociti, vplivajo na odpornost mozganskih
tumorjev na tak$na zdravljenja.

Pregrada med krvjo in urinom
ali krvno-urinska bariera

Tesni stiki med povrsinskimi urotelijskimi celi-
cami in specializirana apikalna plazmalema
povrsinskih celic, tako njena lipidna kot tudi
proteinska sestava, zagotavljajo najmocnejso
pregrado v naem telesu, to je krvno-urinsko
pregrado (32-34). Upornost urotelija je med
10.000 in celo vec kot 100.000 Qcm?. Ocenje-
no je, da tesni stiki med povrSinskimi urote-
lijskimi celicami zagotavljajo paracelicno
upornost, ki lahko izjemoma preseze celo
vrednost 300.000 Qcm?. Razlog za visoko
transepitelijsko upornost urotelija je pred-
vsem v molekularni sestavi apikalne plazma-
leme povrsinskih urotelijskih celic in v tesnih
stikih. V apikalni plazmalemi so v visokem
delezu prisotni transmembranski proteini

uroplakini (UPIa, UPIb, UPII, UPIII), katerih
velika zunajceli¢na domena je razlog, da je
apikalna plazmalema v povrsinskih urotelij-
skih celicah debelejsa kot pri ostalih celicah.
Kar v 90% je njena debelina 12 nm in le v preo-
stalem odstotku je debelina obi¢ajnih 7 nm.
Uroplakini skupaj z lipidi, ki jih najdemo tudi
v mielinu, npr. sfingolipidi in holesterol,
ucinkovito zmanj$ujejo prepustnost apikalne
plazmaleme (34). Dodatno k temu prispeva
tudi znacilno zmanjS$ana apikalna endo-
citoza v diferenciranih povr$inskih urotelij-
skih celicah. V primerjavi z ledvi¢nimi epitel-
nimi celicami MDCK imajo povrsinske uro-
telijske celice kar 5-15-krat niZjo endoci -
totsko aktivnost (35). Nedavno so Kreplak in
sodelavci (2007) s pomocjo mikroskopa na
atomsko silo ugotovili, da k transepitelijski
upornosti prispevajo tudi znadilni prepleti
med sosednjimi celicami (slika 6). Ti prepleti
oziroma zajede ene celice v drugo ustvarja-
jo nekak$no membransko zadrgo, ki verjetno
$e dodatno prispeva h krvno-urinski pregra-
di (36).

S krvno-urinsko pregrado je vsebina od-
padnih snovi, med katerimi so nekatere tudi
toksi¢ne in potencialno kancerogene, skladis-
¢ena v svetlini se¢nega mehurja do mikcije in
tako varno lo¢ena od bazolateralnega prosto-
ra, ki je izmenljiv s krvjo. Pod vplivom pato-
genov ali pri dolo¢enih obolenjih se¢nega
mehurja, kot so vnetje se¢nega mehurja (ci-
stitis), vezikouretralni refluks ali neoplastna
transformacija, se na povrsini urotelija izpo -
stavijo manj diferencirane celice s slabse raz-

Slika 6. Povezave med povrsinskimi uroteliiskimi celicami. A — 7 mikroskapom na afomsko silo sfikane medcelicne povezave, ki so
vidne kot prepleti oz. zajede ene celice v drugo (0znaceno s pusticami). Orientacija teh zajed se izmenicno spreminjo. B — Preplet
(glava pusdice) in niZje leZedi tesni stik (pusiica) med dvema sosednjima celicama. Slikano s presevnim elektronskim mikroskopom.
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vitimi tesnimi stiki. V takih primerih je funk-
cionalnost krvno-urinske pregrade okrnjena.

Uropatogena Escherichia coli (UPEC), ki
povzroca veé kot 80 % vseh okuZb urinarne-
ga trakta, se z adhezinom FimH, ki se naha-
ja na koncu fimbrij tipa 1, veZe na UPIa na
apikalni plazmalemi povrSinskih urotelijskih
celic. Najnovejse raziskave s krio-elektronsko
mikroskopijo so pokazale, da FimH ob veza-
vi na receptor (UPIa) sproZi zviSanje znotraj-
celi¢ne koncentracije kalcija in fosforilacijo
citoplazemskega repa UPIIIa, kar povzroci
prerazporeditev citoskeleta in vstop bakteri-
je v urotelijsko celico (37). Obenem UPEC na
$e nepoznan mehanizem povzrodi prekinitve
tesnih stikov. Prekinitvi tesnosti¢nih in tudi
ostalih medceli¢nih vezi sledi intenzivno lus-
Cenje povrsinskih urotelijskih celic. To ima za
posledico porusitev krvno-urinske bariere
in vdor toksi¢nih snovi po medceli¢nem pro-
storu v globlje plasti urotelija. Tak$ne spre-
membe vodijo v nastanek vnetij, posledi¢no
sproZajo intenzivnejso proliferacijo celic, kar
lahko kasneje vodi tudi v neoplastno trans-
formacijo. Zaradi vsega tega je krvno-urinska
bariera klju¢nega pomena za normalno delo-
vanje se¢nega mehurja.

Pregrada med krvjo in testisi
ali bariera med testisi in krvjo

Oblikujejo jo tesnosti¢ne povezave med Serto-
lijevimi celicami kot opornimi celicami v se -
menskih kanalckih in spermatogoniji (38).
Osnovni namen te bariere je prepreditev pre -
hajanja citotoksi¢nih snovi (toksi¢nih mole -
kul ali infekcijskih celic v testisove kanalcke).
Pregrada se lahko prekinja zaradi travmatic-
nih dogodkov ali mehanskih poskodb testisov
ali zaradi kirurskega posega — vazektomija.
V primeru porusitve lahko spermiji vstopajo
v krvoZilje, kar izzove imunski odgovor oziro -
ma avtoimunski odgovor. Protitelesa, usmerje -
na proti spermijem, se lahko vezZejo na Stevilna
antigenska vezavna mesta na povrsini sper -
mijev. Ce se veZejo na glavico spermija, je okr-
njena oploditvena sposobnost z jajéno celico.
Prav tako je mozZnost za oploditev manjsa

v primeru, Ce se protitelesa veZejo na rep sper-
mija.

Pregrada med krvjo
in mreZnico v oéesu
ali krvno-oéesna bariera

Pregrada med krvjo in mrezZnico je del obsez-
ne krvno-ocesne bariere. Sestoji iz nefeni-
striranih kapilar, ki gradijo krvoZilni sistem
mreZnice, in tesnih stikov med retinalnimi
pigmentnimi epitelijskimi celicami (39). Tako
je preprecen vstop dolo¢enim snovem iz tkiv
v mreZnico oziroma je prepreceno prehajanje
velikih molekul iz horio-kapilarnega preple-
ta v mreznico. Ta pregrada ima dve sestavni
komponenti: mrezni¢no-vezikularni endote-
lij in retinalni pigmentni epitelij. V bistvu
kapilare v mreznici, ki so podobne kapilaram
v moZganih, vzdrZujejo notranjo krvno oce-
sno pregrado. Tesni stiki so neprehodni za
$tevilne oznacevalce, zaradi Cesar $tevilne sno-
vi ne morejo prehajati v o¢esno belocnico.
V primeru sladkorne bolezni je porusena krv -
no-ocesna pregrada, kar posledi¢no privede
do okvar o¢i in obolenja, imenovanega dia-
beti¢na retinopatija. Rizi¢ni dejavnik predstav-
Jja tudi povecan krvni pritisk, saj postane v tem
primeru ta pregrada prepustnejsa.

ZAKLJUCEK

Tesni stiki so zelo pomembna vrsta povezav
med celicami, saj v osnovi locujejo nase telo
od zunanjosti in od notranjih telesnih votlin.
Posledi¢no vzpostavljajo in vzdrZujejo mnoge
pregrade v telesu in ¢eznje omejujejo prosto
prehajanje snovem ali ga povsem preprecijo.
Pregrade so pogoj za normalno delovanje celic
in tkiv. Znanje o molekularni sestavi, name -
stitvi in vlogi tesnosti¢nih pregrad v telesu je
dandanes Ze zelo temeljito. Ravno pregradna
vloga stika pa hkrati predstavlja tudi teZavo
pri vnosu dolocenih ucinkovin v telo. Razvija -
jo se pomembne nove strategije ciljnega vnosa
ucinkovin v telo preko tesnosti¢ne pregrade,
kar Ze predstavlja bistven doprinos pri zdrav-
ljenju nekaterih obolen;.
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