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ADP adenozynodifosforan

AMP adenozynomonofosforan

ANP przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic péptide

AP-1 kompleks biatek dziaday jako czynnik trankrypcyjny (ang@ctivator protein-1)

ARE element odpowiedzi antyoksydacyjnej (amgioxidant response elemgnt

ATP adenozynotrifosforan

BBB bariera krew-mézg (angood brain bariey

BCA kwas biscynchoninowy

bFGF zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth)factor

biatko G  biatko G inhibitorowe

BNP mozgowy peptyd natriuretyczny (ang. brain natriuretic peptide

CAMP cykliczny adenozynomonofosforan

CANPu-23) fragment peptydu ANP, specyficzny agonista NPR-C

CAT transporter aminokwaséw kationowych (ang. cationic amino acid
transporter)

cGMP cykliczny guanozynomonofosforan

CNP peptyd natriuretyczny typu C (ang. C type natriuretic pgptide

Cys cysteina

Cyss dwusiarczkowa pastastyny

DAPI 4',6-diamidyno-2-fenyloindol , barwnik fluorescencyjny

DHEt dihydroetydyna (ang. dihydroethidjum

Dil nadchloran 1,1'-dioktadecylo-3,3,’,3- tetrametyloindokarbocyjanianu, lipofilny
barwnik fluorescencyjny

DMEM podioe Eagle’a zmodyfikowane przez Dulbecco (abglbecco’s Modified
Eagle’s Medium)

DMSO dimetylosulfotlenek

dNTP trifosforan deoksynukleozydu

EDTA kwas wersenowy; kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang.
ethylenediaminetetraacetic acid)

eNOS endotelialna forma syntazy tlenku azotu

EW encefalopatiagtvobowa

F>-IsoPs f— izoprostany
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FBS bygka surowica ptodowa (angetél bovine seruin

FITC izotiocyjanian fluoresceiny

GABA Kwas yaminomastowy

GAPDH dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa.

GCL ligaza glutaminianowo-cysteinowa

GCLC katalitycznie aktywna podjednostka ligazy glutaminianowo-cysteinowej
GEE ester dietylowy glutationu (adgethyl ester of glutatione
GLAST transporter glutaminianowo- asparaginianowy

Gln glutamina

Glu glutaminian

GPx Peroksydaza glutationowa

GR reduktaza glutationowa

GS syntaza glutaminy

GSH zredukowana forma glutationu

GSSG utleniona, dwusiarczkowa forma glutationu

Gstm3 S- transferaza glutationowa

GSx glutation catkowity

GTP 5’-guazynotrojfosforan

H,DCFDA dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny
Ham’'s F10 poditog F-10 (Ham), wykorzystywane do hodowli komorek RBE-

HAV Wirus zapaleniaatroby typu A (ang. ldpatitis A Virus )

HBV Wirus zapaleniagtroby typu B (ang. ldpatitis B Virus)

HEV Wirus zapaleniaatvoby typu E (ang. Hpatitis E Virus )

HPLC wysokoénieniowa chromatografia cieczowa (ahggh-performance liquid
chromatography

IBMX 3-izobutylo-1-metyloksantyna (ar@risobutyl-1-methylxantine

IMP inozynomonofosforan

INOS indukowalna forma syntazy tlenku azotu

J.u. jednostka umowna (ang. arbitrary uaiti.)

LDso fednia dawkarhiertelna (ang. edian lethal dose)

L-NNA L-N®-nitroarginina

LOLA L-asparaginian L- ornityny (ang. L-ornithine L-aspartate

MAPK kinazy aktywowane mitogenem (ang. mitogen activated protein Kinases

MMP metaloproteinaza macierzy zetkrigomorkowej (ang. mtrix

metalloproteinaje
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MMPs
MnSOD
MPT

MRP
MTT
NADPH

NKCC
NMDA
nNOS
NO
NOS
NOx
NPR-A
NPR-B
NPR-C
NPRs
NPs
oD
ONS
OP
OPA
Orn
oS
OUN
PB
PBR
PBS
PCR
PET
PFA
PKA
PKC
PKG

metaloproteinazy: MMP-9 i MMP-2

manganowa dysmutaza ponadtlenkowa

zmiana przepuszczalcidston mitochondriow (angmitochondrial
permeability transition)

biatka opornoswielolekowej (ang. miltidrug resistant protein)
bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylo tetrazolu
zredukowana forma kationu fosforanowego dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego

kotransporter sodowo-potasowo-chlorkowy

kwas Nmetylo-D-asparaginowy

neuronalna forma syntazy tlenku azotu

tlenek azotu

syntaza tlenku azotu

azotany i azotyny

receptor peptydow natriuretycznych typu A

receptor peptydéw natriuretycznych typu B

receptor peptydéw natriuretycznych typu C

receptory peptydow natriuretycznych (ang. natriuretic peptide receptors
peptydy natriuretyczne (ang. natriuretic peptides
gstos¢optyczna

stres oksydacyjno-nitracyjny

fenylondkan ornityny (angornithine phenylbutyraje

dialdehyd orto-ftalowy

L-ornityna

stres oksydacyjny
®rodkowy Uktad Nerwowy

fenylomi@an (ang phenylbutyratg

receptor benzodiazepinowy

roztwor soli buforowany fosforanami (gtgsphatduffered saling
reakcjatauchowa polimerazy (angofymerase chain reaction)
pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomaggraphy
paraformaldehyd

kinaza biatkowa regulowana przez cAMP (ang. protein kifase A
kinaza biatkowa C (ang. protein kinaye C

kinaza biatkowa regulowana przez cGMP (ang. protein kinase G
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PLC
PMSF
RBE-4

RhCG
RNS
ROS
RT
SDS

fosfolipaza C

fluorek fenylometylosulfonowy (ang. phenylmethanesulfonyl flyioride

linia komorekédbtonka naczy mézgowych szczura (angat brain
endothelial cell ling
glikoproteina Rh (ang. rhesus glycoprotein)
wolne rodniki azotowe (ang. reactive nitrogen species
wolne rodniki tlenowe (ang. reactive oxygen species
odwrotna transkrypcja ( angverse transcription)
dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sylphate

SDS-PAGE elektroforeza nalia poliakrylamidowym w warunkach denatueych

sGC
TBS-T

TCA
TJ
VSMC
aMEM
v-GT

(ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophdresis
rozpuszczalna forma cyklazy guanylowej
roztwor soli buforowany Trisem, z dodatkiem Tween-2Q (dag
buffered saline with Tween-20)
kwas trichlorooctowy
patzenie giste (ang.ight junction)
komorki ngisni gtadkich naczfy (ang.vascular smooth muscle célls
podtog do hodowli komorek RBE-4
v glutamylotransferaza
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Il. WSTEP

[I.1. Amoniak — charakterystyka substanciji, rola fizjologiczna i metabolizm w

organizmach ssakow

W warunkach fizjologicznych amoniak wyptije w dwoch formach: jonowej (NA
oraz gazowej (NB). Ze wzgtdu na niestabilngtereochemicznie struktuczasteczki, moe
ona ulegéa wewretrznej inwersji wytwarzajc dynamiczngzalezng od pH i temperatury
rownowagepomiedzy obiema formami. NEw fizjologicznym pH ulega uprotonowaniu,

dlatego te az 98% amoniaku obecnego we krwi wyslije w postaci jonéw amonowych.

W organizmach zwiegg i ludzi amoniak jest zaréwnaddtem jonow azotu do
produkcji puryn, pirymidyn oraz niektérych aminokwasoéw, jak i naturalnym produktem
metabolizmu biatek i kwasow nukleinowych (Visek,1984). Do krwioobiegu trafia gtéwnie z
uktadu pokarmowego, jako produkt rozktadu biatek i deaminacji aminokwaséw, w wyniku
hydrolizy mocznika poprzez endogenne jak i zewakpmorkowe ureazy wytwarzane przez
flore bakteryjry zasiedlajca jelita oraz jako efekt metabolizmu ww. bakterii.n@dto, mog
by¢ tez produkowany przez inne nady w wyniku szeregu procesow metabolicznych tj.
deaminacja AMP do IMP i amoniaku (w ¢dniach szkieletowych w trakcie intensywnego
wysitku fizycznego), deamidacja glutaminy(GIn) (nerki, m6zg), deaminacja glutaminianu
(Glu) (mbzg). Mimo, & odgrywa kluczow role w organizmach ludzi i zwiest, jego nadmiar
jest toksyczny (L= 350 mg/kg (szczur, doustnie)), dlatego jegaestie musi by
utrzymywane na odpowiednio niskim poziomie (fizjologiczngethie amoniaku u cztowieka
we krwi: 70-113M, w mdzgu ok. 1,5 do 3 razy vgze:150-200M (Cooper i Plum, 1987)).

Organem odpowiedzialnym za detoksykeamoniaku jest w gtdwnej mierzegtvoba. To w

12
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niej, w wyniku serii reakcji chemicznych w tzw. cyklu mocznikowym (ornitynowym)

nastpuje przeksztatcenie amoniaku do dumniej toksycznego mocznika.

W pozostatych naggach tj.: mdzg, mgnie szkieletowe, ngsien sercowy czy ptuca,
detoksykacja amoniaku zachodzi z dunniejsz wydajnogia i jedynie na drodze syntezy
glutaminy, ktéra powstaje w wyniku przjzania amoniaku do Glu w reakcji katalizowanej

przez syntag glutaminy (GS) (Cooper i wsp., 1979).

GS
Kwas glutaminowy + Nif + ATP == Glutamina + ADP + P

W mozgu gtowngole w detoksykacji amoniaku odgrywagstrocyty. To przede
wszystkim one, jako jedyne komaorkirosikowego uktadu nerwowego (OUN) posiagda)
znaczca aktywnos¢GS (Norenberg i Martinez-Hernandez, 1979) prodagiytaming ktora
nastpnie moz by transportowana poza bageirew-mozg (BBB) lub do innych komorek
OUN (w gtébwnej mierze do neuronow, ale rownao mikrogleju (Svoboda i Kerschbaum,

2009), gdzie rozktadana jest z powrotem do glutaminianu.

BBB dla gazowej postaci amoniaku jest wysoce przepuszczalna, przed@staia 3i
krwi do mdzgu na zasadzie swobodnej dyfuzji przez btony komérkowe (Phelbs i wsp., 1977).
Nie ttumaczy to jednak zwkszonego stzenia amoniaku w mozgu, géjorma gazowa
stanowi jedynie 1% catkowitej puli amoniaku we krwi (Reichle i Larson, 1981). Poaiewa
fizjologicznym pH w organizmie przewa amoniak w postaci kationu (NH (Warren,
1962), przypuszczassiiz przedostaje sion do mézgu gtébwnie na drodze aktywnego
transportu przez komorkiédbtonka tworace BBB, wykorzystujc do tego celu kanaly i

transportery potasowegadiz tez uktady transportugce inne kationy o zbtbnej do NH*

13
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wielkosci (Ott i Larsen, 2004). Wykazana, \w mikronaczyniach moézgu istnigjransportery
specyficzne dla jonéw amonowych (RhCG) (Huang i Liu, 2001), jedmair funkcjonalnosé

nie zostata jak dat potwierdzona.

[1.2. Rola amoniaku w patogenezie encefalopatii ytrobowej

Pierwsze doniesienia o toksycznym dziataniu amoniaku poghoaX wieku.
Zaobserwowano wowczas zmiany behawioralne quarzke u zwierzt z operacyjnie
wywotang hiperammonengi(zespolenie Wy wrotnej i zyty gtdbwnej dolnej) (Hahn i wsp.
1893) . Natomiast w latach 30 XX wieku pokazaricsole amonowe powodufpiaczke u
pacjentéw z marska$a watroby (Van Caulert i wsp., 1932; Stahl, 1936). Qgbtezasu
zainteresowanie i uwaga wielu badaczy, zaréwno zapych s¢ zaburzeniami funkciji
watroby jak i schorzeniami uktadu nerwowego, skupitans gkbszym poznaniu interakciji
pomiedzy metabolizmem amoniaku wgtkobie a funkcjonowaniem mézgu. To doprowadzito
do powstania terminu i definicji encefalopatigtrobowej (EW), ktog okresla sk jako zespot
objawow neuropsychiatrycznych i nerwowoesniowych zwhzanych z updédzeniem

ostrym balZz przewlektym funkcji witroby (Albrecht i Jones, 1999).

Ustalono, & upo$edzenie funkcji detoksykacyjnych tego organu pgaiza soba
konsekwencje w postaci m.in. podiggenia poziomu amoniaku we krwi, tzw.
hiperamonemii, ktéra jest uznawana za najistotniejszy czynnik w patofizjologii tego
schorzenia. Warto tenadmient, ze cho¢amoniak jest gtdbwnym czynnikiem sprawczym w
EW, nie jest jedynym. Liczba substancji toksycznych traésagh do mézgu w warunkach
upodedzonego funkcjonowaniagivoby przekracza 20, a natedo nich m.in. kwasy

ttuszczowe, merkaptany, fenol i oktanian metylu (Zaki, 1983; Zieve, 1987).

R&znorodnoséprzyczyn i czasu trwania hiperamonemii implikujelpiat

encefalopatii hiperamonemicznych na:

14
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ostl encefalopati watrobowy (wirusowe lub toksyczne uszkodzenigtmoby)
przewlekh encefalopati watrobowg (marskoséwatroby, zespolenie wrotno-czcze)

encefalopati zwigzangz zespotem Reye’a (ttuszczowe zwyrodnienigraby zwgzane
najprawdopodobniej z niewdaiwg odpowiedzi gospodarza na infekcyirusows, przyczyna

powstawania jest nie do konca poznana)

encefalopatie wywotane wrodzonymi niedoborami enzymow cyklu mocznikowego

(cytrulinemia, argininemia, mutacje w @bre genu kodujcego transkarbamoilaz

ornitynowg)

Wsrod encefalopatii hiperamonemicznych nagciej wystpujaca i najlepiej zbadana
jest encefalopatiaatrobowa. Zgodnie z ustaleniami 11-stegaigtowego Kongresu
Gastroenterologii (Ferenci i wsp., 2002), ktore obywja do chwili obecnej (Bajaj i wsp.,

2011), wyrGniamy trzy typy EW:
Typ A —typ ostry — zwgzany z osty niewydolnogia watroby

Typ B — typ przewlekly encefalopatiedace skutkiem operacyjnego lub spontanicznego

zespolenia yt wrotnej i gtdbwnej dolnej

Typ C — typ przewlekly — encefalopatie chroniczne, ngpiej bedace konsekwengj

marskogi badz przewlektej niewydolnasi watroby

Typ A jest skutkiem ostrego i nagtego uszkodzenjratby, mogcego wyniké z
réznych przyczyn. Najagciej jest to efekt infekcji wirusami hepatotropowy(HiAV, HBV,
HEV) lub przedawkowania lekéw. W krajach rozwdggych s¢ przewaa przyczyna
wirusowa, natomiast w USA i zachodniej Europieksizos¢ przypadkdw ostrej

niedoczynnoéi watroby wynika z przedawkowania lekéw.vdd zakaen wirusowych
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najwyzsza smiertelnos¢z powodu ostrej niewydolnogwatroby notuje s w przypadku

zakazen wirusem HBYV, jest teon przyczyg ok. 30% zachorowana ostg niewydolnosé

watroby na niektorych obszarach Europy potudniowepach gtdwnaprzyczynaw Azji,
srodkowej Afryce i dorzeczu Amazonii (Bernal i wspQ10). Natomiast ostre uszkodzenia
watroby spowodowane lekami siajczsciej wynikiem przedawkowania paracetamolu
(acetaminofenu) (dotyczy to przede wszystkim USA i pétnocnej Europy (Rahman i Hodgson,
2001; Larson i wsp., 2005), alezterzedawkowania lekéw przeciwgliezych (izoniazyd),
przeciwpadaczkowych (fenytoina, walproinian) i antybiotykdw (nitrofurantoina, ketokonazol)
(Mindikoglu i wsp., 2009). Do innych przyczyn takiego uszkodzenjaoky zaliczamy:

zatrucia grzybami (np. muchomorem sromotnikowym zawgeyan amanitynguszkodzenia
spowodowane seps zakrzepig zyty wrotnej (Ichai i Samuel, 2008). EncefalopatipuyA

ma gwattowny przebieg, z szybkim pr&@em do drgawek, sztywnoki spigczki. W

najbardziej zaawansowanym stadium dochodzi doetdormdzgu i nadénienia
wewngdrzczaszkowego, ktorey bezpoedni przyczynawysokiej, ok. 70 80%ndiertelnogi

chorych (O’Grady i wsp., 1989; Cordoba i Blei, 1996).

Typ B encefalopatii jest to typ niezaziany z dysfunkegj watroby, kedacy efektem
zespolenia yt wrotnej i gtdbwnej dolnej. Patzenie to jest wrodzone lub nabyte, jako efekt
operacji (tzw. by-pass) lub naturalnie powstatej przetoki okotowrotnej. Przetoka powstaje,
gdy rozszerzone naczynigliae omijap watrobe, jest to konsekwencja powikitanadcénienia

w zyle wrotnej.

Typ C jest najcgsciej wyskpujacym typem EW, wynikajcym z marskodi watroby,
tj. przewlektej niewydolnasi watroby. Typ C jest zwykle efektem poalkoholowej marsk

watroby.

16



WSTEP

Przebieg wszystkich typow tej choroby mazklasyfikowa w zaleznosci od stopnia

nasilenia objawow neuropsychiatrycznych, poczynad stopnia O (brak jakichkolwiek

objawow) do stopnia 4pigczka, bez mdiwosci oceny stanu mentalnego pacjenta) (Conn i

wsp., 1977; Santiago i Munoz, 2008; Eroglu i Byrne, 2009; Bajaj i wsp., 2011):

Tab.Il.1. Stadia encefalopatii watrobowej i ich charakterystyka

Stopien Objawy
Encefalopatii
0 Brak zauwaalnych zmian (stan podkliniczny, wykrywany tylko przy

pomocy subtelnych testow behawioralnych lub biochemicznych)

1 (fagodny)

Zaburzenia snu, lekkie zaburzegwiadomogi, ostabione skupienie
uwagi, euforia lub depresja, dtavos¢, brak koordynacji ruchowej,

pogorszenie sprawncisodrecznego pisania

2 (umiarkowany)

Letarg, tagodna dezorientacja czasowa, zaburzenigpami
krétkotrwatej, problemy z obliczeniami, wyga zmiana osobowoi
zachowania irracjonalne i nieadekwatne do sytuacji, niesmgranowa,

ataksja

3 (zaawansowany)

Sennos¢ zagubienie, ggciowe otpienie, powana dezorientacja w
czasie i przestrzeni, niemuoas¢ wykonywania zadaumystowych,
paranoja, dziwne zachowania, napady pobudzenia, sztywoc&ophs,

brak kontaktu stownego

4 (Spiaczka)

Otepienie, brak jakiegokolwiek kontaktu z otoczeniem
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[1.2.1. Rola nadmiaru amoniaku w OUN w patogenezie encefalopatoowe]

Amoniak uznawany jest za najiwvaejsz przyczynepowstawania EW a
hiperamonemia pozostaje podstawowym biomarkerem tego schorzeokszdéc bada
przeprowadzonych w ggu ostatnich kilkudziesciu lat wskazuje na dopkorelacg
pomiedzy stzeniem amoniaku we krwi a nasileniem objawéw EW. Konersyjne
przypadki, w ktorych korelacja ta byta kwestionowana, rozpatrgjelscnie, jako
wynikajace z niedoktadnad badz réznic metodologicznych porgilzy poszczegdllnymi
osrodkami badawczymi (Lockwood, 2004). Poziom amoniaieukrwi u 0séb zdrowych
wynosi mniej nk 50 pmol/L, podczas gdy u chorych na przewjgddst& EW jeston 1,5 2-
krotnie wyzszy, a u 0s6b chorych na asprostd tej choroby stzenie amoniaku maez
wzrasta nawet 4 10-krotnie (Lockwood i wsp. 1991; Jalarsp., 2004). Natomiast w
mozgu jego stzenie jest jeszcze wgze, w przypadku ostrej EW mopsagat wartos¢2 5
mmol/L (Giguere i Butterworth, 1984). Zaobserwowarqgglutaminaza, enzym kataliziay
reakcg deaminacji glutaminy z wytworzeniem Glu i jonu arowego, réwnie odgrywa
istotngrol¢ w patogenezie EW (Romero-Gémez, 2005). Padagna aktywnosé
glutaminazy moe mie& podioze genetyczne, wiac Sk z mutacy promotora genu
kodujgcego ten enzym (Albrecht, 2010; Romero-Gomez i W&l Q). Badania wskazy)jiz
ryzyko pogebienia s EW u 0s6b z marskoig watroby jest zwazane ze zwkszona
produkcp amoniaku z glutaminy w jelitach i w nerce (Olde Dalkni wsp., 2003; Romero-
Gbomez i wsp., 2004). Wysokiesgenie amoniaku w mozgu, jakie obserwujewiostrej EW,
jest efektem nie tylko jego zgkiszonej zawartad we krwi, ale najprawdopodobniej takz
zwickszonego przechodzenia amoniaku przez BBB. Zib&8ddzcych ten proces technika

PET (z wykorzystaniem znakowanego amoniakt®[Nwynika, iz amoniak dug tatwiej
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przechodzi przez barigu 0séb z zaawansowaB3V niz u 0s6b zdrowych (Lockwood i wsp.,

1991), jednake nie wszystkie badania potwierdzity te wyniki (Goédker i wsp., 2010).

W licznych zwiergzcych modelach EW obserwowano zmiany przepuszczalBi3B
dla zwigzkéw o rénej masie casteczkowej (Laursen i wsp., 1975; Horowitz i ws®83,;
Zaki i wsp., 1983), jednak obserwacje te nie zostaty potwierdzone we wszystkich modelach i
nie dla wszystkich znacznikow (Sarna i wsp., 1977; Lo i wsp., 1987; Aleksander i wsp.,
2000). Kontrowersje trwajdo dnia dzisiejszego (Goldbecker i wsp., 2010; Wamgp.,
2011), niemniej wykazanaz EW towarzyszy zwikszony transport endocytarny poprzez
komoérki §6dbtonka tworgce BBB oraz zmiany w budowie tzw. pokea scistych (TJ)
(Pilbeam i wsp., 1983; Chen i wsp., 2009), ktGr@iemodiwe do zarejestrowania metoda
mikroskopii dwietlnej czy elektronowej (Kato i wsp., 1992). Tayswije, & funkcjonalnosd
scistos¢ BBB jest rzeczywicie zmieniona, jednale zmiany te $zbyt subtelne, aby mogty
by¢ wychwycone klasycznymi metodami, wykorzygtyyymi markery stuzge do oznaczania

catkowitego przerwania BBB (Skowronska i Albrecht, 2011).

11.2.2. Wptyw hiperamonemii na poszczegdlne typy komérek OUN

Nadmiar amoniaku w mozgu uszkadza przede wszystkim astrocyty, a w znacznie
mniejszym stopniu lub wcale neurony. Wynika to z pefoa topograficznego tych komorek
w obrebie tzw. jednostki nerwowo- naczyniowej; ich wypudikzpo¢ednio otaczaj
mikronaczynia mozgu wychwytag i metabolizujc substraty pochodee z krwi, a ich ciata

odgradzaj neurony od mikronaczy(Tsacopoulos i Magistretti, 199@Ryc.lI.1.).
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Astrocvt

Mikronaczynie mézgowe Svnapsa tréjdzielne

Ryc. II.1. Przestrzenne potdgenie astrocytow w obebie jednostki nerwowo- naczyniowej.

Kluczowym efektenioksycznego dziatania amoniaku na astrocyty jes
obrzmienie, ktore skutkujgbrzkiem mozgustanowscym krytyczne powiktanie ostt EW
(Takahashi i wsp., 1991@brzmienie astrocow jest powszechniebserwowanzarowno w
tkankach mozgehorych z ostg EW (Kato i wsp., 1992), jakw modelac zwierzcych EW
(Blei i wsp., 1994)Za tym, z to amoniak odpowiada za obrzmienie astrocytow ¢pygice
w EW przemawigj fakty, 72 rodanie amoniaku zwksza obrzk mézgu w modelacEW in
vivo (Blei i wsp., 1994) oraz powoduje obrzmienie astrow w hodowliin vitro (Rama Rao
i wsp., 2003). Ponadtopnizenie zawartasi amoniaku we krw(Rose i wsp., 1999) c tez
ograniczenie jego naptywu do moz(Rose i wsp., 2000kutkuje zmniejszeniem olatau i
ztagodzeniem objawow ostrej EW (Rose i wsp., 1999, 2000). Natomiast w przy

encefalopatii chronicznej astrocyty przyjragechy morfologiczne charakterystyczne
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komorek Alzheimera typu ll:gsobrzmiate, z dugmi jadrami, w ktorych wida wyraznie

wyodrebnione jderka i jasnghromatyr (Gregorios i wsp., 1985).

Neurony w warunkach hiperamonemii in sigussosunkowo dobrze chronione przez
astrocyty przed toksycznym wptywem amoniaku, dlategateiany histopatologiczne
neuronoéw w EW wysipuja duzo rzadziej. Martwi¢ i apoptoz neuronéw moaa
zaobserwowa jedynie woéwczas, gdy hodowle tych komorek poddalgiataniu amoniaku,
bez obecnasi astrocytéw (Li i wsp., 2004), co potwierdza oalmerole tych komorek.
Jednym z przejawow ,opiekunczej” funkcji astrocytéw jest gkgzona pod wptywem
amoniaku synteza glutationu w astrocytach. ,Nadmiar” wyprodukowanego glutationyu stuz
jako z0dto prekursoréw dla jego syntezy w neuronach, oaanoy¢ jedrg z przyczyn
wzglednej odpornodi neurondéw na amoniak (Hilgier i wsp., 2010). Waak, ze
hiperamonemii czy EW nie towarzyszy rozlegte i trwate uszkodzenie neuronéw (Butterworth,
2007), a neurologiczne objawy przewanie odwracalne; ¢sto us¢puja zupetnie w wyniku

przeszczepienia gtroby (Hallik i wsp., 2011).

Jakkolwiek efekty dziatania amoniaku na astrocyty i neurangobrze poznane i
udokumentowane, wgi niewiele wiadomo jak wptywa on na komorkoglbtonka tworzce
BBB i jak zmienia ich wiéciwosci kluczowe dla utrzymania homeostazy mozgu, a dyma
idzie funkcjonalnogi samej bariery. Badania morfologiczne wykazaty wakacg i znaczne
powiekszenie sj komoérek §6dbtonka naczy mézgowych oraz przestrzeni
zewngrzkomaérkowej, co sugeruje zgkiszenie przepuszczalred transportu pinocytarnego
w obrebie BBB (Kato i wsp., 1992; Matkowskyj i wsp., 1998)atomiast w odniesieniu do
funkcji wiadomo, 2 amoniak moduluje transport rgich czsteczek poprzez BBB,
wptywajac na transportery znajdige s¢ na komaorkachrédbtonka. Wykazanoziw réznych
modelach EW zwikszony jest transport aminokwasow: g neutralnych, m.in. tryptofanu

(James i wsp., 1978) oraz aromatycznych (tyrozyna, fenyloalanina) (Smith i wsp., 1978),
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ktorych naptyw do moézgu jest stymulowany poprzez wymaglutamingprodukowangw
wyniku detoksykacji amoniaku. Ponadto pokazamoamoniak oddziatuje takzna transport
aminokwasow kationowych: argininy, ktora jest prekursorem do syntezy tlenku azotu (NO)
oraz ornityny (Orn) (Albrecht i wsp., 1994, 1996), a w@lptywa na transport substratow
energetycznych glukozy i kreatyny (Belanger i wsp., 2006, 2007). Kontrowersje gicgycz
wptywu amoniaku na BBB oméwiono obszernie we wiasnej pracy paegk)

(Skowronska i Albrecht, 2011).

[1.2.3. Rola amoniaku w patogenezie @itzmozgu zwizanego z osirniewydolnogig

wgtroby

Jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, ¢bormdzgu oraz zvazany z nim
wzrost cénienia §6dczaszkowegaagednaz najczstszych przyczyn zgondw u chorych z
ostra EW (Takahashi i wsp., 1991); wg niektérych badaczgtos¢ zgondw siga & 80%

(Blei, 2005). Powstawanie olekal mozgu zalgy od intensywnasi i czasu trwania wzrostu
poziomu amoniaku we krwi.rfiertelnosépacjentéw z EW z powodu olgkui mézgu jest
scisle skorelowana ze gteniem amoniaku we krwetniczej (Clemmesen i wsp., 1999); a w
badaniach przeprowadzonych na 87 chorych z os¢wydolnog€ia watroby, klinicznie

istotny obrzk mézgu wys¢powat dopiero przy poziomie amoniaku xggym ni 150 pmol/L
(Kitzberger i wsp., 2009). W zwieggzych modelach hiperamonemii wywotanej podawaniem
octanu amonu (bez uszkodzenigtnaby) takze obserwowano obgk mdzgu (Takahashi i

wsp., 1991), co potwierdza udziat amoniaku w generowaniu tego zjawiska.

Uwaza sk, ze obrzk mdzgu towarzysicy EW ma cechy obeku cytotoksycznego, a
woda gromadzi giprzede wszystkim w astrocytach poweguich obrzmienie. Zwgzane jest
to z toksycznym uszkodzeniem tych komorek, do ktérego przyczyn zalcag\sptany

przez amoniak stres oksydacyjno-nitracyjny, zaburzenie funkcjonowania komérkowych pomp
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jonowych i uktadow transportagych rézne metabolity oraz powstanie nierobwnowagi
osmotycznej porgidzy wngrzem komorki a jejkodowiskiem (Takahashi i wsp., 1991;
Vaquero i Butterwoth, 2007; Jayakumar i wsp., 2008). Zaobserwowaie talvymieniony
tancuch przyczynowo-skutkowy dziata na zasadzie zagtdgo ,bkdnego kota” (Haussinger
I wsp., 2008). Niedawno sformutowana i wiarygodnie udokumentowana hipoteza (tzw.
hipoteza ,konia trojaskiego”) zaktada,z jednaz gtéwnych przyczyn uszkodzenia
astrocytow w EW jest gromadzenie sv tych komérkach zbyt dyzh ilosci glutaminy,
bedace efektem metabolizowania nadmiaru amoniaku. Weigulgipotezy nadwika
glutaminy jest transportowana do mitochondriéw i tam metabolizowana do amoniaku i Glu,
co skutkuje wzrostemgtenia amoniaku w mitochondriach i indukgtresu oksydacyjnego
(Albrecht i Norenberg, 2006). Ostatnie doniesienia sugéalipe udziat komponenty
naczyniopochodnej w obgku mdzgu wywotanym amoniakiem, wskaatipa zmiany
przepuszczaln@$ BBB. Badania przeprowadzone technikzonansu magnetycznego
pokazup zalezny od regionu i stopnia zaawansowania chorobygdonaczyniopochodny,
zaréwno u szczuréw z ogthiperamonemi (Cauli i wsp., 2007), jak i z ogtniewydolnogia
watroby (Cauli i wsp., 2011). Wykazanaztee w zwierzcych modelach EW wzrost
cisnienia §6dczaszkowego jestisle skorelowany ze wzrostem przepuszczathnB8B oraz
ze wzrostem aktywna$ metaloproteinazy- 9 (MMP-9) (Cauli i wsp., 2014)zmiany te $

skutkiem degradowania biatek twaz/ch TJ przez aktywowane MMPs (Chen i wsp., 2009).

11.3. Wyktadniki biochemiczne i patofizjologiczne toksycznego dziatania amoniaku na

OUN

Jakkolwiek patofizjologiczne podstawy EW niedo konca poznane, wiadome jest, i
akumulacja amoniaku w moézgu ngstije zarowno w przypadku ostrego jak i chronicznego

uszkodzenia wtroby i jest odpowiedzialna za zaburzenia procelSi@snergetycznych
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(Kosenko i wsp., 1994; Rao i Norenberg, 2001) oraz funkcjonowangchauktadow
neuroprzekanikowych (Mousseau i Butterworth, 1994; Albrechbnds, 1999). W
szczegolnasi, amoniak aktywuje obwodowe receptory benzodiarepe (Norenberg, 1997;
Desjardins i Butterworth, 2002), co prowadzi do syntezy neurosteroidéw polryddaj
GABA-ergiczny uktad hamuagy (Ahboucha i wsp., 2006). Z drugiej strony, amé&nia
wykazuje dziatanie ekscytotoksyczne, gxane z uwrdiwienieniem receptoréw NMDA
(Hermenegildo i wsp., 1996; Hilgier i wsp., 2003). Ponadto, jak wspomniano w poprzednim
rozdziale, caly szereg zabufizewigzany jest take z nadmiernprodukcg glutaminy

(Takahashi i wsp., 1991; Hawkins i wsp., 1998)mo wielu znaczcych doniesig i

obserwacji mechanizmy neurotoksyczaiodmoniaku nadal nie zostaty do konca poznane.

[1.3.1. Stres oksydacyjny i nitracyjny w neurotoksyozirexhoniaku

W ostatnich latach stres oksydacyjny i nitracyjagd. oxidative/ nitrosative stress
ONS) jest rozwzany jako istotny czynnik w patogenezie toksycznedgzaatywania
amoniaku. Uwaa sk, ze ONS indukuje kaskadgatofizjologicznagobejmujca patologiczne
zmiany w astrocytach, prowagtze do zaktéce komunikacji astrocyt- neuron i zabufize
plastycznogi synaptycznej, a w konsekwencji do powstawaniaggmow EW. Generagj
wolnych rodnikéw tlenowych i azotowych, w tym wysoce toksycznego nadtlenoazotynu
[ONOOQ] powstagcego w wyniku spontanicznej reakcji tlenku azotunmaorodnikiem
ponadtlenkowym'Q,], zaobserwowano w traktowanych amoniakiem hodowlach
pierwotnych astrocytow (Murthy i wsp., 2001; Schliess i wsp., 2002; Haussinger i
Schliess,2005; Gorg i wsp., 2008; Skowronska i wsp., 2010). Psdagaaktywnoséoraz
ekspresg syntaz tlenku azotu (NOS) (Rao i wsp., 1995), adakiickszony poziom
azotanéw/azotynéw (marker produkcji NO) w mdézgu zaiove réwnie w

eksperymentalnych modelach EW (Master i wsp., 1999; Sathyasaikumar i wsp., 2007).
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Natomiast inne badania wskazujz amoniak powoduje obignie aktywnogi enzymow
antyoksydacyjnych tj.: peroksydaza glutationu, dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza
(Kosenko i wsp., 1997; Kosenko i wsp., 1999), acvazynnikOw, ktérych resustytucja daje
pozytywne efekty, zarobwno w eksperymentalnych modelach hiperamort&aeir{ni i wsp.,

1994) i EW (Bruck i wsp., 1999), jak i u chorych z g€ (Sushma i wsp., 1992).

Jednym z czynnikéw wptywagych na gromadzeniegsivolnych rodnikéw tlenowo-
azotowych w astrocytach dg skrawkach traktowanych amoniakiem jest nadaktywacja
receptora NMDA i zwizane z ni mechanizmy Cd-zalezne (Schliess i wsp., 2002).
Amoniak moz powodowé uwalnianie Glu z astrocytéw, co z kolei wyzwala
samonapezapcy sk mechanizm autokrynnej aktywacji receptora NMDA (€hiavsp.,

2009). Innym czynnikiem magym znaczcy udziat w powstawaniu stresu oksydacyjnego w
warunkach hiperamonemii jest nadprodukcja anionorodnika ponadtlenkowego, ktéra jest
efektem aktywacji NADPH oksydazy (Reinehr i wsp., 2007). Badania wykazabtres
oksydacyjno-nitracyjny wzbudzony zarowno poprzez aktywesgeptora NMDA, jak i
NADPH oksydazy, jest bezp@dnio zwizany z obrzmieniem astrocytow wywotanym
amoniakiem, belagc zaréwno jego przyczyngak i skutkiem (Schliess i wsp., 2006; Reinehr i
wsp., 2007). Natomiast kinazy aktywowane mitogenem (ang. mitogen activated protein
kinases, MAPK) oraz czynnik trankrypcyjny Nf-kappaB zostaty zidentyfikowane jako
kluczowe mediatory poédniczce w przekazywaniu sygnatu na drodze: wolne rodniki

obrzmienie astrocytu (Sinke i wsp., 2008).

Dobrze poznanym, najbardziej krytycznym efektem stresu oksydacyjno-nitracyjnego
wywotanego amoniakiem jest zjawisko MPT (angtochondrial permeability transition) —
zalezne od C4' otwarcie kanatéw w wewitkznej btonie mitochondrialnej, ktére prowadzi do
uszkodzenia mitochondriow: zaburzenia mitochondrialnego potencjatu blonowego,

osmotycznego obegku macierzy mitochondrialnej, zahamowania produigjP oraz do
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nadprodukcji wolnych rodnikéw (poghienie stresu oksydacyjnego) (Bai i wsp., 2001,
Albrecht i Norenberg, 2006). Konsekwenejw. dysfunkcji mitochondriéw jest m.in.
obrzmienie astrocytow, wynikage najprawdopodobniej z zaburzenia proceséw regulacj
objetosci komorkowej (Rama Rao i wsp., 2003). Zalgod amoniaku indukejMPT blokup
antyoksydanty oraz inhibitory syntaz tlenku azotu, co jednoznacznie wskazuje na udziat
stresu oksydacyjno—nitracyjnego w tym procesie (Jayakumar i wsp., 2002). Sama glutamina
jest zdolna do wywotywania MPT oraz obka w izolowanych mitochondriach (Ziefaska i
wsp., 2000). Oba procesy Bamowane poprzez blokowanie transportu glutaminy do
mitochondriéw, co jednoczeie zapobiega obekowi mézgu w szczurzym modelu EW
(Rama Rao i wsp., 2010). Te obserwacje potwiesdzigiotez ,konia trojaskiego” oraz
wskazuj na znaczcy udziat glutaminy w generowaniu stresu oksydaaygnigej rok

posrednika w procesie obgku mozgu wywotanego amoniakiem.

Funkcjonalnymi konsekwencjami ONS obserwowanymi na poziomie molekularnym
s3: oksydacja biatek i kwaséw nukleinowych (Gorg i wt008), nitracja reszt tyrozynowych
w biatkach, s-nitrozylacja reszt cysteinowych w biatkach i innych czynnycizkach
siarkowych (glutation) (Schliess i wsp., 2004) oraz peroksydacja lipidow: zaréwno w
tkankach mozgu w mysim modelu hiperamonemii (Kosenko i wsp., 1999), jak i w hodowlach
pierwotnych astrocytow traktowanych amoniakiem (Gregorios i wsp., 1985). Wszystkie te
procesy maj potwierdzony licznymi badaniami udziat w patofizjgli hiperamonemii i EW.
Amoniak w znacznym stopniu zgkisza oksydaejRNA w hodowlach astrocytéw oraz w
mozgu szczurzym in vivfGorg i wsp., 2008), co mezselektywnie obaa¢ wydajnosci
dokladnosc¢translacji genow, a w konsekwencji zaburggntez poszczegolnych biatek,
badz indukowa syntez biatek o nieprawidtowej budowie. Pogdizy roznymi rodzajami
RNA, ktére ulegaj oksydacji pod wptywem amoniaku zidentyfikowano rgbmalne 28S i

18S RNA oraz mRNA koduggy transporter glutaminianowo-asparaginianowy (GLAST
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(Gorg i wsp., 2008), co najprawdopodobniej odpowiada zazobaekspresj tego

transportera, jakebserwuje siw warunkach ostrej hiperamonemii (Butterworth, 2002
Natomiast wywotywana m.in. przez amoniak nitracja reszt tyrozynowythtbs s-

nitrozylacja biatek znacgzo wptywa na ich funkcjonowanie. Nitracja reszt ggoowych jest
procesem selektywnym i charakterystycznym dla nadtlenoazotynu, ktorjatlwéreaguje z
grupami tiolowymi biatek. W neurotoksyczrm@amoniaku stwierdzono nitrgcn.in. takich

biatek jak: syntaza glutaminy, receptor benzodiazepinowy (PBR) (Schliess i wsp., 2002) oraz
kotransporter sodowo-potasowo-chlorkowy (NKCC) (Jayakumar i wsp., 2008). W przypadku
syntazy glutaminy nitracja inaktywuje enzym, co w warunkach hiperamonemii rozpatrywane
jest jako proces regulacji, may na celu zahamowanie obrzmienia astrocytu wskutek
nadmiernej produkcji glutaminy (Goérg i wsp., 2005). Natomiast nitracja NKCC jeszana

z jego zwikszongaktywnogia w pénej fazie wywotanego amoniakiem obrzmienia

astrocytu (Jayakumar i wsp., 2008).

O ile opisane powsej efekty i mechanizmy neurotoksyczobamoniaku s dobrze
poznane i udokumentowane w odniesieniu do astrocytow i neurondw, to praktycznie brak jest
danych pokazuggych czy i w jaki sposob ONS wywotany hiperamongmptywa na
komorki §6dbtonka mikronacaymaézgu. O istnieniu takiego wptywu e jedynie
spekulowa, opierajic sk na doniesieniach dotygzych innych schorze Stwierdzono np.,e
ONS obnra wiasciwosci barierowe tych komorek oraz zksza przepuszczalno&BB w
warunkach niedotlenienia — reoksygenaciji (Lochhead i wsp., 2010) oraz neurotoksiycznos

spowodowanej metamfetamirfRamirez i wsp., 2009).

Jednym z proceséw igcych u podstaw subtelnych zmian w BBB w warunkach
hiperamonemii, a prowadeych do powstawania naczyniopochodnego gtaranézgu jest
aktywacja metaloproteinaz, w tym MMP-9 (Skowronska i Albrecht, 2011; inne oddaos

podano w podrozdziale 11.2.3). Zaleos¢ przyczynowo-skutkow pomiedzy stresem

27



WSTEP

oksydacyjnym a aktywagjmetaloproteinaz wykazywano wielokrotnie zaréwno WND jak i
w tkankach obwodowych (Lehner i wsp., 2011). Niektére z wéwkamorkowych
wyktadnikéw zaburzeé metabolicznych, édacych konsekwengjONS w komoérkach OUN
lub w komérkach pochodeych z tkanek obwodowych, stwierdza gdwniez w
traktowanych amoniakiekomorkach sddbtonka tworzcych BBB, np.: aktywacja szlaku
sygnalizacyjnego p38 MAPK/ NF-kappaB zwmana z degradagjlJ przez MMP-9 w mysim
modelu EW (Chen i wsp., 2011) jest takzaangzowana w wywotane amoniakiem

oksydacyjne uszkodzenia astrocytow (Jayakumar i wsp., 2006; Sinke i wsp., 2008).

Przytoczone w podrozdziale dane literaturowe i wyniki bezsprzecznie wskezuj
silny zwigzek pomgdzy stresem oksydacyjno-nitracyjnym a patogerti&#/. Dlatego te,
wszelkie préby obrania produkcji wolnych rodnikéw mady¢ skutecznym punktem
uchwytu terapii EW. Jednakinaley pamktac, ze wolne rodniki s takze czsteczkami
sygnalizacyjnymi niezbgnymi w prawidtowej fizjologii, w zwgzku z czym ich zbyt

efektywna neutralizacja mogtaby powodawaepozglane skutki.

I1.4. Wybrane strategie oraz zw4zki do potencjalnego zastosowania w zapobieganiu

toksycznemu dziataniu jon6w amonowych.

11.4.1. Hamowanie stresu oksydacyjnego

11.4.1.1. Peptydy natriuretyczne

Peptydy natriuretyczne (NPs) to rodzina polipeptydow, ktéregrdagtas zaréwno
jako hormony, jak i neuroprzekaki. W uktadach sercowo- naczyniowym i nerkowymara
w moézgu NPs odgrywajwazng role w utrzymaniu homeostazy w zakresie gospodarki
wodno-elektrolitycznej, énienia krwi i obgtosci krwi krazacej (Imura i wsp., 1992; Maack,

2006). Peptydy te hamupktywnos¢uktadu renina angiotensyna aldosterongkszap
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wydalanie wody i sodu z moczem oraz powadogkurcz btony misniowej naczy, przez
Co rozszerzajnaczynia i zmniejszajich napgcie (Yamakahara i wsp., 2003; Ahluwalia i
wsp., 2004). Jednakmnajnowsze doniesienia wskaguje funkcje NPs niegsograniczone
jedynie do regulacji i utrzymywania homeostazyetddgi i cisnienia w powyszych
uktadach. Ich ekspresj ochronne dziatanie w odpowiedzi na warunki stvesavykazano
takze w ronych naradach i tkankach poza uktadem sercowo-naczyniowyarkami, co

odstania nowe aspekty biologicznych $d@vosci NPs.

Wiadomo, # NPs zapobiegajprzerostowi i zwtdknieniom serca oraz apoptozie
kardiomiocytow (Misono, 2011), mayvtasciwosci przeciwzapalne i przeciwzakrzepowe
(Quian i wsp., 2002), indukyiregeneragj srédbtonka przy uszkodzeniach nagshno i
wsp., 2002; Yamahara i wsp., 2003), a tap#zeciwdziataj uszkodzeniom nerek
wywotanym przez hipoksj(Shaw i wsp., 1987; Zhou i wsp., 1990). Ponadt&apano, &

NPs maj wtasciwosci antyoksydacyjne, hamupadmierngorodukcg wolnych rodnikéw w
uktadzie sercowo- naczyniowym i w komaorkachtwby (Woodard i Rosado, 2008; De Vito i
wsp., 2010). A zwaywszy na fakt,42 wszystkie trzy peptydy natriuretyczne: przedsionkow
(ANP), mézgowy (BNP) oraz typu C (CNPRj) sbecne réwniew mozgu (Herman i wsp.,
1996; Potter i wsp., 2006), posiagiane take potencjat do przeciwdziatania ONS

wywotanemu amoniakiem w OUN.

Aktywnos¢ biologiczna NPs jest wynikiem aktywacji obecnycloldnie komorkowej
receptorow peptydow natriuretycznych (NPRs): ANP preferencyjrjgevde do NPR-A, a
BNP oraz CNP do NPR-B. Wszystkie trzy peptydyayisic z jednakowym powinowactwem
do NPR-C (Lucas i wsp., 2000). NPR-A i NPR-B to receptory posjadajktywnosicyklaz
guanylowych. Przekazasygnaty do wntfza komorki, zwgkszapc sezenie cGMP.
Natomiast NPR-C, znany dotychczas jako receptor ugawapeaktywujcy czynniki

natriuretyczne (,clearence receptor”), posiadacbdy, niezwgzany z cyklag guanylova,
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mechanizm sygnalizacyjny. Najlepiej poznanym, bemmlidim efektem aktywacji NF-C

jest hamowanie cyklazy adenwej (obnianie poziomu cAMP) parzez aktywag biatek Gi

(Potter i wsp., 2006 Z drugiej strony wiadomo,ezNPF-C jest take zwigzany z endotelialn

formg syntazy tlenku azotu (eNOS) i rownipoprzez NO bierze udziat w przekazywa

sygnatéw wewntrzkomorkowych (Murthy i ws., 1998).

Sciezki sygnatowe zwjzane z poszczegdlnymi receptorami peptydéw natriuretycz

przedstawiono na Ryc.Il.2.

cANF
ANP
BNP Przestrzen
CNP miedzykomérkowa

Cyklaza
adenylowa
m {\ ( +) m cytoplazma
ATP

T GMP ¢ | cAMP
¢ D NO J
GTP @ PKA
PKG J
Odpowiedzi fizjologiczne Odpowiedzi fizjologiczne

Ryc.11.2. Receptory peptyddw natriuretycznych orazciezki sygnatowe zwizane z ich aktywacj.
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W tkankach obwodowych NPs hamyrodukcg wolnych rodnikéw dziatac poprzez
aktywacj wszystkich typow receptorow. W hepatocytach i kdkaéh Kupffera ANP obnat
stres oksydacyjny aktywag NPR-A/B (Pella i wsp., 1991; Kiemer i wsp., 19@&yrini wsp.,
2003). Z kolei podwgszony stres oksydacyjny w komoérkackeéni gtadkich nacziy
pochodacych od szczuréw z wrodzonym nadgeniem ¢tniczym byt redukowany poprzez

specyficzngaktywacg NPR-C (Saha i wsp., 2008).

Udowodniono, # NPs oddzialy na metabolizm astrocytow gtdwnie na drodze
aktywacji NPR-A (Boran i wsp., 2007; Prado i wsp., 2010) lub NPR-B (@&k& i wsp.,
2007), jednake zadne z tych efektéw nie dotyczyly ich wptywu na sto&sydacyjno-
nitracyjny. W literaturze praktycznie brak jest danych pokgzh biologiczne skutki
aktywacji receptora NPR-C w astrocytach, poza pojedypcag wskazujcs, iz peptydy
natriuretyczne magregulowa proliferacg astrocytow poprzez aktywadNPR-C i zwgzane
z tg aktywacy hamowanie aktywnas MAP kinaz (Prins i wsp., 1996). Niedawno pokazano
obecnosdunkcjonalnych NPR-C w komorkachadbtonka naczy, ich rola ograniczata i

jednak do usuwania liganda z mézgu doéia naczyniowego (Ito i wsp., 2011).

[1.4.1.2. Glutation

Glutation to tréjpeptydy¢ L- glutamyl-L- cysteinyloglicyna), ktory jest vieaym
elementem komorkowego systemu obrony przeciwko wolnym rodnikom tlenowym.
Wystepuje w zredukowanej postaci tiolowej (GSH) lub wenibnej formie dwusiarczkowej
(GSSG) (Kaplowitz i wsp., 1985), przy czym forma zredukowana jestagfdominupca,
obecngpowszechnie w komérkach wszystkich ngaw ssakow, oggajac sezenia do 12
mM (Cooper i wsp., 1997), natomiast zawartgidtationu w postaci GSSG to zaledwie ok.
1% catej jego puli wewsgtrzkomorkowej (Akerboom i wsp., 1982). W mdzgezshie

glutationu wynosi 1-3 mM. Jak pokazujane uzyskane przy yziu metod
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immunohistochemicznych, w OUN na poziomie komdérkowym glutation jest obecny gtéwnie
w neuronach i astrogleju (Hjelle i wsp., 1994; Maybodi i wsp., 1999), przy czym w

astrocytach jego zawa#bjest wyzsza.

Synteza glutationu przebiega etapowo, w dwéchepagicych po sobie reakcjach. W
wyniku pierwszej reakcji, katalizowanej przez przez ligglutaminianowo-cysteinoav
(GCL), z Glu i cysteiny (Cys) powstaje dwupepty@huCys, ktdry nagpnie w drugiej
reakcji przy udziale syntetazy glutationowej jest pgezany do glicyny (Meister i Anderson,

1984). Trojfosforan adenozyny (ATP) jest kosubstratem obu reakcji enzymatycznych.

Wewndrzkomodrkowy poziom glutationu jest regulowany pag@hamowanie
aktywnogi GCL produktem syntezy — glutationem, na zasasizigzenia zwrotnego
uiemnego (Richman i Meister, 1975; Huang i wsp., 1988) orazpulustiag jednego z
prekursorow do jego syntezy — Cys (Meister i Anderson, 1983). W ten sposob utrzymywana
jest rownowaga porailzy zukciem i syntez tego zwizku. Ponadto jego produkcja meoz
by¢ tez regulowana na poziomie transkrypcyjnym, np. praeekszenie ekspresji mMRNA
katalitycznie aktywnej podjednostki GCL (GCLC), co ma miejsce np. w warunkach stresu
oksydacyjnego (OS) (Shih i wsp., 2003) lub nitracyjnego (Burdo i wsp., 2007). Wykazano, i
obecne w promotorze genu koglcggo GCLC sekwencje AP-1 (activator protein—1) i ARE
(antioxidant response elememnd)kduczowe dla indukcji transkrypcji tego genu w wakach
OS (Morales i wsp., 1998; Rahman i wsp., 1996), przy czym pokazaaktyivacja ekspresji
zZwigzana z sekwengjARE wymaga przyczenia do niej czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w

kompleksie z innymi biatkami Jun lub Maf (Wild i wsp., 1999; Erickson i wsp., 2002).

Szczegolny charakter wdania peptydowego poguzy Glu a Cys (poprzez grelfy—
karboksylows, w zamian za powszechnie wystijace wihzanie e-karboksylowe) powoduje,

iz glutation mo# by hydrolizowany tylko przez jeden enzymglutamylotransferagz(y-
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GT), ktory jest obecny jedynie na zewmzgych powierzchniach bton poszczegdlnych
komoérek (Meister i Anderson, 1983). W konsekwencji glutation jest odporny na
wewngrzkomorkows degradagj i moze byt metabolizowany tylko zewgtrzkomoérkowo przy
udziale yGT. Natomiast uwalnianie glutationu zachodzi naddeoaktywnego transportu, a
gtéwna role w OUN w tym procesie zdajecsbdgrywa transporter MRP-1 natacy do grupy
transporterow MRP (tzw. biatek opormo$vielolekowej, ang. mitidrug resistant protein)
(Hirrlinger i wsp., 2005; Minich i wsp., 2006). Eksport GSH z astrocytéw oraz
zewngrzkomérkowa aktywnosg-GT odgrywaj istotngrole w dostarczaniu prekursoréw do
neuronalnej syntezy glutationu. Jest to bardzéensagdy wickszosé¢zewndrzkomaorkowej
puli Cys (kluczowego aminokwasu w syntezie GSH) wysje w jej utlenionej
dwusiarczkowej postaci, cystyny (Cyss) (Sagara i wsp., 1993), ktéra z kolei pobierana jest
przede wszystkim przez astrocytys zaduo mniejsa wydajnogcia przez neurony (Kranich i
wsp., 1996). To powodujez synteza GSH w neuronach jest w éuierze uzateniona od

prekursorow (Cys lub CysGly) uwalnianych przez astrocyty.

Podstawow funkcija glutationu jest jego dziatanie antyoksydacyjne. \Aadno, i
wysokie wewntrzkomorkowe sfzenie GSH chroni dangomorkeprzed cad gamy
toksycznych wolnych rodnikow tlenowych. Jest to tivee dzicki wysoce reaktywnej grupie
tiolowej glutationu, ktéra ulegag odwracalnej reakcji przytzania lub oddawania
elektronéw sprawia,z glutation mo# funkcjonowa jako uktad oksydo-redukcyjny (Meister i
Anderson, 1984). W formie zredukowanej jego wolna grupa tiolowa ( -SH) déuredukcji
wszelkich nadtlenkéw, wolnych rodnikéw tlenowych oraz czynnikéw elektrofilowych, a
takze chroni biatkowe grupy —SH przed utlenieniem. Pgydikza glutationowa (GPx)
posredniczy w tych procesach antyoksydacyjnych, utjgnigednoczénie G-SH do jego
formy z wgzaniami disiarczkowymi G-SS-G. Utleniona forma mdw¢ z powrotem

redukowana do GSH d&i aktywnogi reduktazy glutationowej (GR) (Dringen, 1998)y¢.
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11.3) . W warunkach stresu oksydacyjnego komorki (gtéwnie gle) brong si¢ przed
zbytnim obnzeniem glutéionowego potencjatu reda paoprzez zwgkszenie syntezy GS
oraz wyptyw GSSQHirrlinger i Dringen, 2005)

e

2 GSH NADP*

2 RH GSSG NADPH+ H'

Ryc. 11.3. Cykl redoks lezgcy u podstaw antyoksydacyjnych wiéciwosci glutationu.

[1.4.2. Usuwanie nadmaru amoniaku z organizmu

[1.4.2.1. Fenylomdan ornityny

Fenylomalan ornityny ang. ornithine phenylbutyrat©P)to nowo zaprojektowan
lek, ktory poprzez zmniejszanie ildsamoniaku we krwi i w tkankach obwodowy
(migsnie) czsciowo zapobiega patojologicznym zmianomowarzysacym EW. Fakt, 2 w
jego sktad wchodgdwie substanc, powoduje, ¢ OP dziata w dwdjaséb. Or funkcjonuje,
jako substrat do syntezy GIn z amoni. Natomiast fenylooctan (powstay in vivo z
fenylomdlanu) hczy st z nowo syntetyzowanglutaming dajgc produkt
fenyloacetylglutaming ktéra nasipnie jest z tatwasia wydalana przez nerki (Jalan i ws

2007).

Zaréwno Ornjak i fenylomdlan (ang. phenylbutyrate, PB) substacje, ktore
podawane oddzielnmykazywaty ochrone wiaciwosci w stosunku do szkodliwyc

skutkéw wywotywanych hiperamonegiKoncepcja dostarczania ornityny doemi w celu
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zwiekszenia ich mdiwosci detoksykacyjnych (Orn, jakaé@dto Glu potrzebnego do syntezy

glutaminy z amoniaku) data podstawo stworzenia kombinacji ornityny z asparaginianem
(ang. L-ornithine L-aspartatid OLA), jako sodka z zatoegnia majcego obnia¢ poziom
amoniaku we krwi (Salvatore i wsp., 1964). LOLA podawana chorym z mangkwgtroby
lub hiperamonemifaktycznie obniata poziom amoniaku we krwi tych chorych i
jednoczénie poprawiata wyniki ich testow psychometrycznyklr¢heis i wsp., 1997).
Jednake w przypadku podawania LOLA nadmiar wyprodukowaglefaminy pozostaje w
organizmie, co magz skutkowa wtérng produkcyj amoniaku np. w nerkach @aw jelicie,

jako efekt aktywnasi glutaminazy.

Z kolei PB poprzez efektywne usuwanie nadmiaru Gln z organizmu (formowanie
fenyloacetyloglutaminy, ktéra mezy wydalana z moczem) bez wywotywania
niepozgdanych skutkéw ubocznych redukowatzginie amoniaku i zwkszat przeywalnosc¢
pacjentéw z niedoborami enzymow cyklu mocznikowego (Darmaun i wsp., 1998; Enns i
wsp., 2007). Zastosowanie tych dwoch substancji razem wykazato ich synergiczny efekt w
redukowaniu hiperamonemii. Kilkugodzinne podawanie OP szczuronwinioén z
operacyjnie wywotan&W redukowato podwaszony poziom amoniaku we krwi do wartos
notowanych u zwierg bez uszkodzewatroby, a powyszy efekt OP byt skorelowany z
réwnie efektywnym obreniem obrzku mézgu u tych zwiert (Davies i wsp., 2009; Ytrebg
i wsp., 2009). Natomiast ostatnie doniesienia wskazajOP zapobiega takzaburzeniom
funkcji neuronalnych, w modelu odtwargaym niektore z zaburadgowarzysacych EW

(Oria i wsp., 2011).

Z licznych badawynika, 2 oprécz witéciwosci ochronnych OP jako koniugatu
zZwigzanych z metabolizmem amoniakuzéig z jego sktadnikow posiada rownietasnogi
cytoprotekcyjne oparte o inne mechanizmy. PB wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne w OUN
poprzez zwikszanie acetylacji histonow i ekspresji genow ansyolacyjnych koducych
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m.in.: S- transferazglutationovg (Gstm3), manganoywysmutaz ponadtlenkow (MnSOD)
(Petri i wsp., 2006), biatko DJ-1(Zhou i wsp., 2011) i/lub abjac ekspresj genu

kodujgcego regulator apoptozy zygany z kaspag8 (Cflar) (Zhou i wsp., 2011). Orn blokuje
produkcg tlenku azotu przez komérkiGgdbtonka naczy, hamujc transport argininy,

prekursora dla syntezy NO (Kakoki i wsp., 2006).
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lll. CEL PRACY

Badania ostatnich lat jednoznacznie wykazagystres oksydacyjno-nitracyjny jest
jednaz gtéwnych przyczyn uptddzenia funkcji, a esto uszkodzenia struktury komorek
OUN naraonych na dziatanie jonbw amonowych. eganie szczeg6téw mechanizméw
warunkupcych powstawanie i skutki ONS oraz projektowaniegdeodzenia tych skutkow
stanowi jedno z podstawowych wyzivar badaniach nad neurotoksyczoigsamoniaku

ujawniajgca Sie w warunkach hiperamonemii, w tym zwlaszcza ostil]. E

Omodwione we wsipie uwarunkowania przestrzenne i metaboliczne sjgijgwie
astrocyty § najbardziej naraone na ONS zwizany z oddziatywaniem amoniaku, a
konsekwencje tego stresu stangpodioze gtdbwnych patofizjologicznych przejawow EW,
zwhaszcza obrgku mozgu, gtdwnej przyczyny zgonow w jej zaostrzdngostaciach. Fakt,
ze w dotychczasowych badaniach nad ekiean hiperamonemicznym gtéwny nacisk
ktadziono na astrocyty wynikat z przekonania o absolutnej pddaZci mechanizmu
cytotoksycznego (uptddzenia metabolizmu astrocytow) nad naczyniopochogiktérego
udziatu nie brano pod uwagaktadajc brak wptywu amoniaku na funkcjonowanie BBB.
Najswiezsze wyniki bada swiadcz jednak o tym, e obrzk mozgu towarzysgy ostrej EW
moze mi& zwigzek z subtelnymi zmianami w funkcjonowaniu BBB, nwiikuje zmiany w
funkcjonowaniu komorekrédbtonka naczy mézgowych jako elementu komdérkowego tej
bariery. Bardzo fragmentaryczny charakter dotychczasowej wiedzy o wptywie amoniaku na
komorki ¥§6dbtonka w zestawieniu ze stosunkowo begéaedz o ONS indukowanym w
astrocytach, sktonit do zbadania, czy amoniak wywotuje ONS w komoérkaditonka i czy

skutkuje to zmianami w przepuszczalobs
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Cele tej rozprawy koncentrugsic wokot wptywu ONS wywotanego przez amoniak na
astrocyty i komorki é6dbtonka naczy. Rownolegle, postanowiono przebéadeptyw
potencjalnych czynnikow protekcyjnych o ich punktach uchwytu na ONS i jego skutki w
obu typach komoérek. Ze wzglu na réaice w wygciowym stanie wiedzy, pytania odnmoé
astrocytow i komérekodbtonka naczy sformutowano oddzielnie. W odniesieniu do
astrocytow sprawdzano hipotezaktadajca protekcyjne dziatanie peptyddw

natriuretycznych. W tym celu postanowiono:

o Okresli¢ wptyw peptydow natriuretycznych na produkejolnych rodnikow
tlenowych i azotowych w hodowli pierwotnej astrocytow traktowanych

amoniakiem.

» Ustalié obecnosdunkcjonalnych receptorow NPR-C w astrocytach ardziat
sygnalizacji zwizanej z aktywagjtych receptorow w potencjalnych

protekcyjnych widciwosciach peptyddw natriuretycznych.

e Sprawdzt, czy aktywacja NPR-C przeciwdziata obrzmieniu asttow

wywotanemu amoniakiem.
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W badaniach nad wtasmméami komaorek sddbtonka nacay mézgowych postuano sé
uniesmiertelnionalinia komérek wyprowadzona mdzgu szczura (RBE-4). Przy jejyeiu

postawiono sprawdzi

» czy amoniak wywotuje stres oksydacyjno—nitracyjny w komorkaohstonka

mikronaczy mézgu.

* czy potencjalny ONS wywotywany amoniakiem wptywa bezpdfio na
funkcje barierowe komorek twayzych BBB oraz czy wptywa na ich

wiasciwosci, kluczowe dla utrzymaniacistosci bariery.

* czy dziatanie antyoksydantami zapobiegagkszone] przepuszczalnos8BB

w modelu in vitro.
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IV. MATERIALY | METODY

IV.1. Hodowle komérkowe

IV.1.1. Pierwotna hodowla szczurzych astrocytow

Pierwotna hodowla szczurzych astrocytow byta zaktadana zgodnie z nopisdna
przez Hertz’'a i wspotpracownikow (1989). komozgows pobierangd 1 2 dniowych
oseskow szczurzych przenoszono na stergiatie nylonowg (80um), a nagpnie
przecierano na szalkgetriego zawieraga 10 ml poywki DMEM (ang. Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (Gibco/BRL) z 20% zawartofg bydlecej surowicy ptodowej (angefal
bovine serumFBS) (Gibco/BRL) oraz antybiotykami: penicylifg0 U/ml) i streptomycym
(50 mg/ml) (Gibco/BRL). Komorki hodowano w inkubatorze (Kebo BioMed) w temperaturze
37°C, w atmosferze: 90% powietrza i 10% £Qa rohej wielkogi szalkach i ptytkach
hodowlanych (Costar, Corning), w zat®sci od rodzaju planowanego de&dczenia, w
zageszczeniu 2x18Ucn?. Poywke zmieniano dwa dni po wysianiu a ngstie dwa razy w
tygodniu, stopniowo obnajac zawartoséFBS, dochodae do 10% po dwoch tygodniach
hodowli. Pocawszy od trzeciego tygodnia, dodawano do hodowli @25 dibutyrylo-cAMP
w celu pobudzenia astrocytéw do morfologicznegamicwania s;. Eksperymenty

przeprowadzano na hodowlach 3 4 tygodniowych.

IV.1.2. Hodowla komorek@dbtonka naczy moézgowych szczura linii RBE-4

Komorki RBE-4 hodowano na ptytkach hodowlanych pokrywanych kolagenem I, w
pozywce aMEM/Ham-F10 z dodatkiem Glutamax-u (Gibco/ Invitrog®@raz z 10%
zawartogia inaktywowanej surowicy bydtej (FBS), zasadowym czynnikiem wzrostu

fibroblastow bFGF (andpasic fibroblast growth factdi genetycyn. Komaorki wysiewane z
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gestoLia 25000/cm (pasae: 13-25) po 4 dniach hodowli wykorzystywano do zpth

badah.

IV.2. Warunki inkubacji hodowli komorkowych z amoniakiem

Doswiadczenia przeprowadzano na komorkach nietraktoaraijkontrolnych) oraz
traktowanych NHCI. Wodny roztwor chlorku amonu (dalej okiany, jako ,amoniak”)
dodawano bezpoédnio do poywki hodowlanej, w koncowym steniu 5 mmol/L. Czasy
inkubacji wynoszce 1 lub 24h, w zalmosci od wariantu do&iadczenia, podano w
legendach. Warunki inkubacji z pozostatymi czynnikami, tj. dokladstersitr i czasy

inkubacji zostaty opisane na rycinach i w legendach pod poszczegolnymi rycinami.

IV.3. Pomiar wolnych rodnikéw tlenowych metod fluorymetryczna

Pomiary catkowitej puli wolnych rodnikéw tlenowych (ROS), generowanych w
réznych warunkach dediadczalnych wykonywano metodpisangprzez Murthy i
wspotpracownikéw (2001), do ktérej wprowadzono nieznaczne modyfikacjeviiszenia
wykonywano w standardowym buforze Krebsa (118 mM NacCl, 25 mM NaHED mM
KCI, 1,2 mM KH,PQO,, 2,5 mM Cadl, 1,2 mM MgSQ, 10 mM glukoza, bufor wysycano
95% Q1 5% CQ, pH 7.4). Komorki ptukano, a ngghie inkubowano (w wiej
wymienionym buforze) z 100 uM somfluorescencyjn: dioctanem 5-6)-karboksy2',7'-
dichlorodihydrofluoresceinycarboxy-HBDCFDA) (Molecular Probes, Invitrogen) przez 30
minut w 37°C (roztwor podstawowy carboxyPHICFDA: 10 mmol/L w dimetylosulfotlenku
(DMSO). Po uptywie czasu inkubacji komérki ptukano dwukrotnie w buforze PBS o
temperaturze 4°C, a naphie zawieszano w 0,2% roztworze Triton-X100 w PBS,
zeskrobywano z szalek i rozbijano metapifikacji. Ekstrakty komoérkowe wirowano przez

5 minut w 6500 x g. Uzyskane supernatanty bytywane do pomiaru fluorescenc;ji,
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prowadzonego na ptytkach 96-dotkowych w fluorymetrze ptytkowym (Fluoroscan Ascent-
FL). Intensywnosdluorescenciji, ktéra jest wprost proporcjonalnaldéci nagromadzonych

w komorkach wolnych rodnikéw, mierzono przy diugech fali: ekscytacji 485 nm i emisji
515 nm. Wyniki obliczano w przeliczeniu na zawartbigtka w danej prébce, mierzonej

metodaLowry-ego, a nagpnie przedstawiano jako % kontroli.

IV.4. Pomiar produkcji anionorodnika ponadtlenkowego [O,] przy uzyciu skanujacego

laserowego mikroskopu konfokalnego

Gromadzenie gianionorodnika ponadtlenkowego mierzono przyociiz sondy
fluorescencyjnej dihydroetydyny (DHEt) (Molecular Probes, Invitrogen).pFeed
doswiadczeniem komorki byty dwukrotnie ptukane w bu®ikrebsa, po czym inkubowano
je przez 1h w 37°C w tym samym buforze zawigrgin 50 pumol/L DHEt (roztwor
podstawowy: Immol/L w DMSO). Nagtnie komorki przeptukiwano trzykrotnie buforem
Krebsa i ponownie dodawanwigzy bufor. Do detekcji fluorescencji ywano mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM 510, a zaddto swiatta stuyt laser helowo-neonowy (543nm).
Skanowano trzy przypadkowo wybrane pola obserwacji #dysn dotku. Fluorescengj
DHEt wzbudzano przy dtugokfali 518 nm, natomiast emisja obserwowana byky pit. fali
605nm. Intensywnosfluorescenciji (wprost proporcjonalna do tosvytworzonego ;1)

analizowano za pome@rogramu ImageJ (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij/).

IV.5. Oznaczanie poziomu mRNA — analiza ekspresji gendw

llos¢ okreslonego informacyjnego RNA (ang.assenger RNA, mRNA) w danej
komorce zalgy od poziomu ekspresji danego genu. PrzepisojfRNA na komplementarne
DNA (ang.complementary DNACDNA) w reakcji odwrotnej transkrypcji, a ngghie

namnaajac dany gen za pomgceakcji PCR (ang,gdymerase chain reaction) metny

42



MATERIALY | METODY

analizowa ekspresj gendéw. Technika ta pozwalkedzic zmiany w obgbie danej komérki
dokonupce sé na poziomie transkryptomu po potraktowaniu ékmeym czynnikiem lub te
powstate w okrélonych stanach fizjologicznych czy patologicznychnfar wykonuje si w
odniesieniu do genu o statej ekspresiji, tzw. genu referencyjnego (ang. housekeeping gene

Ponizej kolejne etapy tej analizy zostaty szczegétowsape.

IV.5.1. I1zolacja RNA

Catkowity kwas rybonukleinowy (RNA) izolowano przyyeiu odczynnika TRI
Reagent (Sigma) metodypary o procedug opisangprzez Chomczjskiego i Sacchi (1987).
Do izolacji uzywano hodowli komoérkowych rosoych na szalkach addnicy 10 cm.
Komorki przeznaczone do izolacji ptukano dwukrotnie w buforze PBS, po czym zawieszano i
inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej w 1 ml odczynnika TRI Reagent. Lizat
komérkowy przenoszono do probéwki (Eppendorf) , dodawano do niego 0,2 ml chloroformu i
energicznie wytrgsano przez 15 sekund, a rastie inkubowano przez 3 minuty w
temperaturze pokojowej. Po uptywie czasu inkubacji prébki wirowano (12 000 x g, 15 min.,
4°C) w celu rozdzielenia poszczegdinych frakcji. Gonmglry frakcje zawierajca RNA
przenoszono do nowej probowki, dodawano 0,5 ml izopropanolu abyacidytisad RNA. Po
10 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej probki ponownie wirowano (12 000 x g,
10 min., 4°C). Powstaly nagtsz usuwano, a osad ptukano za pombml 75% etanolu. Za
pomog kolejnego wirowania (7 800 x g, 5 min., 4°C) etansliwano, a osad rozpuszczano w
wodzie wolnej od rybonukleaz.¢Gtos¢ oraz czystosévyizolowanego RNA mierzono
spektrofotometrycznie, wykorzystig spektrofotometr Nano Drop-1000 (Thermo Scientific)
ktéry umodiwia odczyt z prébek o niewielkiej oftjpsci (1ul) i duzym stzeniu. Czystosé
RNA szacowano na podstawie stosunku waitoglczytow OD 260/280 nm. Do dalszych

bada uzywano prébek RNA, dla ktérych stosunek OD 260/280byhwyzszy od 1,6.
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IV.5.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcg odwrotnej transkrypcji przeprowadzanoywajac 1p1g wyizolowanego RNA.
Stanowit on matrye dla odwrotnej trankryptazy do syntezy cDNA. Do hadaywano
zestawu High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystem), ktéry zawiera
wszelkie odczynniki niezlathe do przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrygeistaw
ten do inicjacji syntezy cDNA wykorzystuje gybrzypadkowych starteréw (angrrdom
primers, co zapewnia syntezDNA z catkowitego RNA (w tym mRNA). Do mieszaniny

reakcyjnej sktadarej st z:

2 ul 10x s¢zonego buforu do RT

0,8 W 100mM mieszaniny trifosforanow deoksynukleoawd (ANTP)
2 ul Random Primers (10xgbnych)

1l odwrotnej transkryptazy (MultiScribe)

4,2 4 HyO (wolnej od aktywnasi rybonukleaz)

dodawano rowngbjetos¢ badanej prébki (10 ul), zawiegah 1pg RNA. Nasipnie probki

mieszano, krotko wirowano i inkubowano w rggmtjagcych warunkach :

Tab.IV.1. Optymalne warunki reakcji odwrotnej transkrypcji dla zestawu High Capacity cDNA Reverse

Transcriptase Kit.

Krok 1 Krok 2 Krok 3
Temperatura 25°C 37°C 85°C
Czas 10 min. 120 min. 5 min.
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IV.5.3. Real-Time PCR

Zmiany iloci mMRNA poszczegolinych gendéw analizowano za pameakcji PCR w
czasie rzeczywistym (ang. real-time PCReal-time PCR przeprowadzano na ptytkach 96-
dotkowych w aparacie ABI 7500 (Applied Biosystems) przyaiiz sond MGB Tagman ,
specyficznych dla wybranych genéw (Tab.lll.2) zakupionych w tej samej firmie.

Mieszaninereakcyjm zawieragca: 1l uzyskanej matrycy (cDNA) i fl Tagman
Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems) uzupetniap® Ho obgtosci 10 pl i
poddawano reakcji Real-time PCR w warunkach: 95°C przez 10 min.,¢pmast (30 s. w
95°C, 1 min. w 60°C) x 40 cykli amplifikacji. Kala probk¢cDNA amplifikowano w trzech
powtdrzeniach. Wyniki analizy obliczano w odniesieniu do genu referencyjfiegétina -
Tab.l11.2.) amplifikowanego z tego samego cDNA i waaao jako réwnanie (2*“") dla
uzyskanych wartad, gdzie warto$dCr jest cyklem progowym dla amplifikacji badanego

genu (Livak i Schmittgen, 2001) .

Tab.lV.2. Sekwencje sond #ywanych do namnaania wybranych genéw.

Nazwa biatka Nazwa genu sonda MGB Tagman | sekwencja badanego
kodowanego przez genu
badany gen
eNOS Nos3 Rn 02132634-s1 NM_021838.2
transporter YLAT2 Slc7a6 Rn 01431908-m1 NM_001107424.1
B- aktyna Actb Rn 00667869-m1 NM_031144.2
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IV.6. Oznaczenie poziomu azotandw i azotynow

Czasteczka tlenku azotu (NO) jest fagmiestabilng a NO produkowany przez
komorki w trakcie hodowli tatwo wchodzi w serieakcji z réiaymi molekutami obecnymi w
pozywce, co prowadzi do powstawania bardziej trwatyaydpktow tj. azotany [N@)] i
azotyny [NQ']. Dlatego te, catkowite s¢zenie wyprodukowanych przez komorki [ND
[NO,] zostato wykorzystane jako marker produkcji tlenku azotu. Oznaczenia wykonywano w
pozywkach hodowlanych, przy yeiu zestawu Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit
(Cayman). W pierwszym etapie przeksztatcano azotany w azotyny w reakcji katalizowanej
przez reduktazazotanow. W drugim, zastosowano reakepriess’a, przeksztatcgy azotyny
w barwny produkt, ciemnofioletowy zedek azowy, ktérego absorbagaopierzono metoda
spektrofotometrycznagWyniki obliczano w przeliczeniu na ilod@iatka mierzonego metoda

Bradford (Bradford, 1976), a ngphie przedstawiano, jako % kontroli.

IV.7. Pomiar objetosci komodrkowej

Badania wykonywano metodypisanaw Zaktadzie Neurotoksykologii przez
Konopacka wsp. (2009). Do eksperymentowywrano astrocytow z 3,5-tygodniowej
hodowli pierwotnej przesianych ¢st. wysiewu: 1 x 18cn?) na szkietka nakrywkowe
pokryte polilizyna(Sigma) i umieszczone w ptytkach 24-dotkowych. \ilagyznakowania
bton komorkowych uyto lipofilnego barwnika fluorescencyjnego Dil (Moldar Probes) w
stezeniu koncowym 1,2%g/ml (roztwér podstawowy: 2,5 mg/ml w etanolu). Nastie
preparaty utrwalano w 2 % roztworze paraformaldehydu (PFA) w PBS i utwierdzano na
szkietkach podstawowych przyyeiu preparatu VECTASHIELD Mounting Medium (Vector

Laboratories), zawiergjego barwnik fluoroscencyjny DAPI, bamngy jadra komorkowe.
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Preparaty skanowano w mikroskopie konfokalnym Zeiss LSM 510. Fluoresaihcj
wzbudzano przy dlugaes fali 543 nm, natomiast emispbserwowano przy dt. fali 590 nm.
Skanowanie wykonywano metoda Stack, na wielu ptaszczyznach ogniskowania,
oddalonych od siebie o ok. 0,2y obejmugcych ca4 grubosépreparatu. Uzyskane obrazy
poddano analizie komputerowej przyyagiu programu ImageJ ,3D objects counter function”

(NIH; http://rsb.info.nih.gov/ij/).

IV.8. Analiza poziomu biatka — Western Blot

IV.8.1. I1zolacja biatka do analizy Western Blot

Hodowle komoérkowe przeznaczone do izolacji ptukano trzykrotnie buforem PBS o
temperaturze 37°C, zawieszano w 1ml PBS, apas zeskrobywano z szalek i przenoszono
do probdéwek typu Eppendorf. Naphie odwirowywano (5 000 x g, 5 min., 4°C), a uzyska
osad komoérkowy zawieszano w buforze Triton Lysis Buffer (20 mM Tris-HCI pH=7.4
:137mM NacCl; 2mM EDTA; 1% Triton X-100) z dodatkiem mieszaniny inhibitoréw proteaz
i fosfataz (0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT, inhibitor fosfataz (1:100), inhibitor proteaz (1:200)
(wszystkie skladowe mieszaniny zakupiono w firmie Sigma). Po 10-minutowej inkubacji w
4°C lizaty komorkowe traktowano ultragickami, a nagpnie wirowano (12000 x g, 10
min., 4°C). Supernatanty przenoszono do nowych probéwejwario do dalszych bafa
Stezenie biatka oznaczano metodgwry’ego (Lowry i wsp., 1951) przyayciu Modified

Lowry Protein Assay Reagent Kit (Pierce) , metodisanaw podrozdzialeV.17.2 .

I\VV.8.2. Elektroforeza nzelu poliakrylamidowym w warunkach denatumych

Do 40 g biatka dodawano odpowiednbbjetos¢ buforu do préb (0,062 M Tris, pH=
6,8; 10% glicerol, 2% SDS, 5% pnerkaptoetanol, 0,001%¢ldt bromofenolowy), olgtosci

pomiedzy prébkami wyrdwnywano przy pomocy buforu do izjilaiatka a nasipnie
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denaturowano (10 min., 100°C). Probki rozdzielano na 10% dergtymujelu

poliakrylamidowym (ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophd@&xts
PAGE) w buforze do elektroforezy (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% SDS, pH = 8,3),
przy nap¢ciu 150 V. W celu identyfikacji wielkéi prazkow uzyskanych w wyniku
elektroforetycznego rozdziatu ywano markera Precision Plus Protein Kaleidoscope 10
250 kDa (Bio-Rad). Rozdzielone nala biatko przenoszono na btonitrocelulozovg w
buforze o sktadzie: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 20% metanol, 0,01% SDS, pkzenat

350 mA. Zaréwno elektroforezak i transfer przeprowadzono w aparacie Bio-Rad.

IV.8.3. Western blotting

Immunodetekgj biatek przeprowadzano ywwajgc systemu SNAP i.d. (Milipore), w
ktorym dzeki zastosowaniu prdv, odczynniki uywane do analizy przeptywaprzez
membrang co pozwala na skrdcenie czasow inkubaciji, a tymysa usprawnienie catej
procedury. Systemu SNAP i.d.ywano zgodnie z protokotem i zaleceniami producenta.
Nitroceluloz z biatkiem inkubowano w 0,25% roztworze mleka csititronego w buforze
TBS-T (50 mM Tris pH=7,5; 0,9% NaCl, 0,5% Tween-20), w celu zablokowania miejsc
niespecyficznego wrania przeciwciat. Nagbnie membrangnkubowano przez 30 minut, w
temperaturze pokojowej z przeciwciatem 1° przeciwko szczurzegw(G 250, Santa Cruz)
lub y'LAT2 (1:200, Santa Cruz) w 0,25% odttuszczonym mleku rozpuszczonym w TBS-T.
Membrangptukano trzykrotnie w TBS-T i umieszczano na 10umiv roztworze
przeciwciata 1I° ,anty-kréliczego”, skoniugowanego z peroksydamzanow (Sigma,

1:2500 w 0,25% mleku w TBS-T), a ngshie w roztworze SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) na 5 minut. Detekcji sygnatu (chemiluminescenciji)
dokonywano aparatgiG BOX (Syngene), a uzyskane obrazy zapisywano ytggiu

programu GeneSnap ver.7.12.01 (Syngene). AndinsytometryczngrazkOw
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przeprowadzano za pomgpprogramu GeneTools ver. 4.02.01 (Syngene). W kpddjn
etapach, przeciwciata zgaane z biatkiem na btonie usuwano przy pomocy 04lityny

(pH 2,9), a blonpoddawanol10 minutowej inkubacji w temperaturze pokej z
przeciwciatem przeciwko-fktynie lub GAPDH (1:3300, Sigma). Wyniki przedsiamo jako
iloraz sygnatu badanego biatka do biatka referencyjnego i poréwnywano do kontrglz&tor

kazdym razem przyjmowano za 100%.

1V.9. Oznaczanie poziomu wewatrzkomérkowego cAMP i cGMP

Oznaczenia cyklicznego GMP i cyklicznego AMP wykonywano metoda
immunoenzymatycznaykorzystugc zestawy: CAMP i cGMP Enzymeimmunoassay Biotrak
(E1A) System (Amersham Biosciences), stasunstrukcje producenta, w niewielkim stopniu
zmodyfikowane. Komorki przeznaczone do oznagaezeptukiwano PBS, naginie
inkubowano przez 3 minuty w buforze Krebsa z dodatkiem niespecyficznego inhibitora
fosfodiesteraz, IBMX (ang. 3-isobutyl-1-methylxan}inesezeniu 0,5 mM. Po uptywie czasu
inkubaciji z IBMX, komorki zawieszano w 250 buforu do prob (Assay kit buffer)
zawierajcego 4 mM EDTA i rozbijano metodpnifikacji. Probki poddawano denaturacji (5
min., 100°C), wirowano (14 000 x g, 5 min., 4°C) , po czym zbierano supernatant, w ktérym
w zaleznosci od wykonywanego testu oznaczano cCAMP lub cGMRa3Abzie oznaczano
zawartoscbiatka metod Bradforda (Bradford, 1976). Zawartos&MP i cGMP przeliczano

na mg biatka.

IVV.10. Pomiar aktywnosci syntazy tlenku azotu

Aktywnosc¢ syntazy tlenku azotu (nitric oxide synthase, NO&rmono przy uyciu
zestawu NOS detect Assay firmy Stratagene, w ktérym wykorzystano katalizgwaaz,

NOS reakaj biochemicznej przemiany argininy w cytrulingzycie wyznakowanego
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radioaktywnie substratiti]argininy pozwolito na monitorowanie powstaggo produktu
cytruliny, a wykorzystanie odmiennego punktu izoelektrycznego obu substancjiiwitooz
oddzielenie produktu od mieszaniny reakcyjnej. Komoérki przeznaczone daedicgzenia
ptukano w buforze PBS, po czym dodawano do nich bufor PBS zagagranM EDTA,
sciggano z szalki przy weiu skrobaczki i przenoszono do probowek typu Eplpein Probki
wirowano (12 000 x g, 2 min., 4°C), a uzyskany osad komérkowy zawieszano w 100 pl
buforu do homogenizacji (Stratagene) i homogenizowano wielokrotnie pipeRipbki
ponownie wirowano (12 000 x g, 5 min., 4°C), a supernatantyagacd i mierzono w nich
stezenie biatka metodiowry’ego (Lowry i wsp., 1951) przy yziu Modified Lowry Protein
Assay Reagent Kit (Pierce), opisamgpodrozdzialeV.17. Nas¢pnie prébki rozcigczano
tak, aby sizenie biatka we wszystkich prébkach byto identycavie @ pug/ul). Reakej
przemiany argininy w cytrulingprowadzono przez 1 godzim¢temp. 37°C, w skiad

mieszaniny reakcyjnej wchodzito:

10 pl badanej probki

25 ul 2x s¢zonego buforu do reakcji (Stratagene)

5ul 10 mM NADPH (rozcigczony w 10 mM Tris- HCI pH =7.4)

1 ul PH]argininy (1 pCi/pl)

5ul 6 MM Cad

4 ul HO

Reakcg przerywano dodaniem 400ul buforu stop (Stratagdodezdej reakcji. Do probek
dodawano ywice (equilibrated resin) wizaca argining nas¢pnie przenoszono je na
kolumienki do wirowania. Podczas wirowania (12 000 x g, 1 minuta, 4°C) cytrujdwad

jonowo neutralna w pH=5,5 przeptywata w caigdrzez kolumienkeAktywnos¢ NOS

oznaczano miege radioaktywnoséluatu.
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IV.11. Oznaczanie glutationu wewgtrzkomérkowego w hodowlach n vitro metoda

HPLC

Komoérki przeznaczone do pomiarow zawactasewngrzkomorkowego GSH
przeptukiwano trzykrotnie buforem PBS, odklejano i usuwano z szalek za pomoc
skrobaczki, a nagpnie wirowano (4000x g, 5 min., 4°C) aby uzyskaad komorkowy.

Osad odbiatczano poprzez intensywne mieszanie i sonifikowanie w 250ul 10% kwasu
trichlorooctowego (TCA). Prébki wirowano 20 min. w 20 000 x g. Supernatant pobrany znad
osadu byt nagpnie doprowadzany do pH= 7,0 przyaiu NaCOs;. Zobogtnianie probek

miato na celu zwikszenie wydajnasi reakcji upochodnienia GSH, nieziiej do oznacze
metodawysokocgnieniowe] chromatografii cieczowej (anggh-performance liquid
chromatographyHPLC). Po zobejgnieniu prébki byty ponownie wirowane 20 min. w 20

000 x g, po czym pobierano supernatant i inkubowano przez 30 minut z 20 mM ditiotreitolem
(DTT) w 4°C. DTT kedac silnym odczynnikiem redukagym mostki dwusiarczkowe,
przeksztatca utlenione formy glutationu w fararedukowan (GSH), co pozwala na
oznaczenie catkowitej puli glutationu w prébce. Osady komérkowe powstate w trakcie
procesu przygotowywania probek rozpuszczano w 1M NaOH i oznaczano w nich biatko

metodaBradforda (1976).

Stezenie glutationu mierzono metotPLC, z odwroconym uktadem faz , z detekcj
fluorymetryczngwg zmodyfikowanej procedury Neuschwander’'a -TeRbil'a (1989). Do
rozdziatu uywano systemu zimnego z pompy P580, autosamplera Gina 50 ( Dionex),
kolumny ze zloem Hypersil Gold (Thermo Electron Co.), oraz detekftuorymetrycznego
RF 2000 (Dionex). Glutation w probkach upochodniono w reakcji z dialdehydem orto-
ftalowym (OPA) poprzez 1 minutajwnkubacg z rowngobjetoscig 0,1 M buforu boranowego
(pH=10), 1,5 mM OPA i 0,25%-fMerkaptoetanolem (Simons i Johnson, 1976). QeAyt

Sie z pierwszorgdowymi grupami aminowymi, dgg fluorescencyja pochodng Podczas
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rozdziatu faz ruchony stanowita mieszanina 50mM buforu fosforanowego (¥bftetanolu
(25%). Elucg przy predkosci 1,2 mi/min. przeprowadzano izokratycznie do 4.min
Flourescengj orto-ftalaldehydowej pochodnej glutationu mierzgmpy diugogiach fali:
wzbudzenia 370 nm i emisji 450 nm. Pik glutationu przypadat na ok. 3¢gwoudziatu.

Pomiary glutationu kadorazowo przeprowadzano razem z wzorcami GSH, ktddelawano
doktadnie taki samym procedurom jak probki badane. Na ich podstawie wyznaczang krzyw
standardow, wedtug ktérej wyznaczanoggenie w poszczegolnych prébkach. Wyniki

przedstawiano w przeliczeniu na zawartbéétka w danej prébce.

V.12. Badanie przepuszczalna$ pojedynczych warstw komérek RBE-4

W celu zbadania przepuszczalopkomorki RBE-4 wysiewano z rOwrgestoia na
pokryte kolagenem | inserty Transwell (CORNING)rednicy 3um. @stos¢ wysiewu
wynosita 60 000 komaorek!/ insert ptytki 24-dotkowej. Eksperymenty przeprowadzano po
trzech dniach hodowli, gdy komérki pokrywaty insertysd jednolits monowarstw. Na
godzingprzed rozpoagxiem dofviadczenia standardavpozywke do hodowli komorek
RBE-4 (sktad opisany w podrozdziale hodowle komérkowe) zamieniano yavke@z niska
zawartog<ia surowicy, bez dodatku czerwieni fenoloweMEM/Ham’s F10 z 1% FCS).
Przepuszczalnosthonowarstw mierzono dodajdo gornej komory insertu Dekstran o masie
40 kDa znakowany izotio-cyjanianem fluoresceiny (FITC-Dextran,Sigmagaersu
1mg/ml. Po 30 minutach inkubacji w 37°C, 5% £avbierano 50ul probki z dolnego
przedziatu, rozci@zano w150ul buforu PBS, a ngstie za pomagfluorymetru ptytkowego
fluostar Omega (BMG LABTECH) mierzono fluorescengizy dtugogi fali 520nm (fala
ekscytacji: 485nm). Przepuszczalnpékreslona jako ilos¢ Dekstranu jaka przeniktaprzez
monowarstw do dolnego przedziatu insertu, wyamo w % wartosi uzyskanych dla

komorek kontrolnych (nietraktowanych amoniakiem).
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IV.13. Oznaczanie zmian liczebna$ komorek

Aby zbadé wptyw amoniaku na nampanie s¢ komorek RBE-4 wysiewano je z
réwna gestoicia (10° komoérek na piytk o dednicy 35mm ). Po 24 godzinach od wysiewu, do
czesci komoérek dodawano amoniak, po czym hodowano konkalkejne 48 godzin. Po
uptywie 3 dni od zatognia hodowli komoérki ptukano buforem PBS i trypsymiano, aby
uzyska jednorodngzawiesingpojedynczych komorek. Naginie zawiesingozcieaczano 10x
w buforze PBS i mierzono licznikiem Multisizer3 (Beckman Coulter). Wyniki wama jako

% kontroli.

IV.14. Badanie Zwotnosci komorek

Zywotnosé komorek badano za pomptestu MTT, w ktérym wykorzystuje si
reakcg przemiany dttego bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difdo tetrazolu
(MTT) w fioletowy formazan (Mosmann, 1983). Reakcja ta katalizowana jest przez
mitochondrialne dehydrogenazy i zachodzi jedynie w mitochondriagkich komorek,
dlatego te stezenie produktu reakcji jest wprost proporcjonalne ywatnoi komérek w
danych warunkach hodowli. Aby wykoéigest MTT komorki ptukano buforem PBS o
temperaturze 37°C, a ngsthie dodawano do nich roztwér MTT w PBS (0,5 mg/na)15
minut w 37°C. Po uptywie czasu inkubacji roztwor MTT a@deaino, a komorki zawieszano w
300u! DMSO i inkubowano na wytggarce, przez 30 minut w temperaturze pokojowej, bez
doskpu dwiatta. Gdy powstaty formazan ulegt rozpuszczeniDMSO, mierzono jego
zawartoscéspektrofotometrycznie przenaszpo 90 pl lizatu do dotka ptytki 96- dotkowej i

mierzac absorbangjza pomog czytnika ptytkowego przy dtugokfali 570 nm.

53



MATERIALY | METODY

IV.15. Oznaczanie aktywno€i metaloproteinaz w pokwkach hodowlanych metod

zymografii zelowej

Pozywki hodowlane zbierano znad komérek, a obecne W mietaloproteinazy
macierzy zewgtrzkomorkowej 2 i 9, (MMP-2 i MMP-9) izolowano metodiromatografii
powinowactwa (ang. affinity chromatographyV celu usunicia pozostatych biatlek o masie
zblizonej do MMP, paywki inkubowano z 50lsepharozy B zvdzanej z glatyrg (gelatin-
Sepharose 4B, Pharmacia Biotech) przez 1 godzitemp. 4°C, @igle mieszajc. Nastpnie
probki odwirowywano, ptukano buforem o sktadzie : 150 mM NacCl, 50 mM Tris—HCI (pH=
7,6), 5mM Cadl, 0,05% Brij-35, 0,02% Naf\ po czym enzymy eluowano ey
wymienionym buforem, z dodatkiem 10% DMSO. Komorki ptukano w buforze PBS,
zbierano, po czym lizowano i mierzongz&nie biatka przy wciu zestawu BCA Protein

Assay (Pierce, Thermo Scientific) metamjsisara w podrozdziale V.17.3 .

Aktywnos¢ metaloproteinaz MMP-9 i MMP-2 oznaczano metagmografii 2lowej,
opisangprzez Zhang’a i Gottschalla (1997). Do probek daalam2x sizony bufor do prob,
nie zawieragcy czynnika redukugego (0,125 M Tris-HCI (pH=6,8); 4% SDS; 20% glidero
0,05% btkit bromofenolowy) a nagpnie rozdzielano elektroforetycznie w temperaturxe 4
na 7,5% elu poliakrylamidowym zawieragym 0,1% #&latyny. Jako pozytywnych kontroli
uzywano probek aktywnych enzymow MMP-2 i MMP-9 zakupioh w firmie Oncogene
Research Products. Po zakonczonej elektroforeteeptukano dwukrotnie w 2,5% roztworze
Triton X-100 przez 20 minut, aby usung®S i zrenaturow@biatka, po czym ele
inkubowano w buforze rozwijggym (200 mM NaCl; 50 mM Tris—HCI (pH=7,5); 5 mM
CaClhL i 0,02% NaN) przez 48h w temperaturze 37 °C. Wizualizgmpwstatych pgzkow
przeprowadzano bargt zele Coomassie Blue R250, rozeeonym w 40% metanolu i 10%
kwasie octowym. Enzymy rozktadajzelatyre znajdujca sie w zelu poliakrylamidowym,

pozostawiag odbarwiony pgzek na tle granatowo wybarwionegeld, zatem wielkos¢
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uzyskanego prka jest wprost proporcjonalna do aktywaoodanego enzymu. Aby zmiergy
zmiany aktywnoéi metaloproteinaz wykonywano zdja zli, a pgzki analizowano
densytometrycznie przy yeiu programu GeneTools (Syngene). Dane uzyskamalzg
densytometrycznej przeliczano na zawartoigka (odpowiadajcego danej probce) a wyniki

przedstawiano jako procenty kontroli.

IV.16. Oznaczanie izoprostanow (k-1soPs)

Catkowity pule F,-IsoPs mierzono w komérkach RBE-4 przyciii chromatografii
gazowej, w padczeniu ze spektromesrmasovy (Morrow i Roberts, 1999) metodypisang
przez Milatovic’a i wspotpracownikow (2007). Komorki zawieszano w 0,5 ml metanolu
zawieragcego 0,005% stenie butylowanego hydroksytoluenu, sonifikowanodgewvano
zmydlaniu przy uyciu 15% KOH aby zhydrolizowazwigzane -1soPs. Nagpnie lizaty
komérkowe doprowadzano do pH=3, po czym dodawano jako standard 0,1 ng znakowanego
[*H.] 15-F, IsoPs i oczyszczano ekstrakoia kolumienkach C18 Sep-Pak oraz
chromatograti cienkowarstwow. Nastpnie analizowano pochodigmetylsilylu, ester
pentafluorobenzylu, metodzhromatografii gazowej i metocpektrometrii masowej,

wykorzystupca technikechemicznej jonizaciji.

IV.17. Oznaczanie bhiatka

IV.17.1. Metoda Bradforda

W metodzie tej zywa sk bickitu Coomasie, ktdry po zwzaniu z biatkiem zmienia
barwe z bgzowej na niebieskgworzc stabilny kompleks ktory oznacza si

kolorymetrycznie (Bradford, 1976). Pomiaréw dokonywano na ptytkach 96- dotkowych za
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pomog@ spektrofotometru ptytkowego. Nanoszono 30ul badpri@jki w 1M NaOH na dotek
i dodawano 270ul odczynnika do oznacbetka (0,01% Coomassie Brilliant Blue G- 250,
4,75% etanol, 8,5% kwas fosforowy). Pomiary wykonywano w trzykrotnym powtoérzeniu.
Absorbana} mierzono przy diugad fali 595 nm a zawartosbiatka wyznaczano na
podstawie krzywej standardowej, spgizonej z roztworéw albuminy o¢geniach 1-10 g/

prébe.

IV.17.2. Metoda Lowry’ego

W metodzie Lowry’ego wykorzystujeesilwie odebne reakcje: reakgjonow miedzi
Z wigzaniem peptydowym oraz reak@minokwasow aromatycznych z odczynnikiem Folina-
Ciocalteu’a. Pomiary stenia biatka4 metodawykonywano przy uygciu zestawu Modified
Lowry Protein Assay Reagent (Pierce), zgodnie z instgykgiducenta. 40l ibadanej prébki
lub ,standardu” przenoszono do dotka na ptytce 96-dotkowej, w 3 powtdrzeniackpmNast
do kazdego dotka dodawano 200 @dczynnika Lowry’ego (Modified Lowry Reagent,
Pierce), energicznie mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, bez
dostpu dwiatta. Nasgpnie do kadego z dotkow dodawano 20 edczynnika Folin-Ciocalteu
(1x) i ponownie mieszano. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono
absorbangj przy dtugogi fali 750 nm, w spektrofotometrze ptytkowym (Mods0, Bio-
Rad). Zawartosbiatka obliczano na podstawie krzywej standard®speyzdzonej z

roztworéw albuminy o steniach 0,05 — 2 mg/ml.

IV.17.3. Metoda wykorzystga kwas biscynchoninowy (BCA)

Metoda ta opierasina zdolnogi biatek do redukcji jonéw Cili do CU oraz
zdolnogi jonéw Cu do tworzenia barwnych komplekséw z BCA. Absorbancja kompleksow
jest wprost proporcjonalna do zawatdiojonéw Cu , ktérych iloséz kolei zaléna jest od
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ilosci biatka w badanej prébce. Do oznatzeywano zestawu BCA Protein Assay (Pierce).

10 pl badanej prébki lub ,standardu” przenoszono do dat& ptytce 96-dotkowej, w 3
powtérzeniach. Nagpnie do kadego dotka dodawano 200 @dczynnika do oznacagBCA
Working Reagent), energicznie mieszano i inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut,
pod przykryciem. Nagpnie ptytk¢schtadzano do temperatury pokojowej i mierzono
absorbangj przy dtugo¢i fali 570 nm, w spektrofotometrze ptytkowym ( Mo@80, Bio-

Rad). Zawartosdiatka obliczano na podstawie krzywej standard@peyzdzonej z

roztworow albuminy o gteniach 0,125 — 2 mg/ml.

IV.18. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie wyniki wyraano jako fednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (+
SD). Liczbe doswiadczer podano w legendach do rycin. Znamiennsigtystyczng6znic
okreslano przy pomocy programu GraphPad Prism 3.0, sfosest Studenta lub anajiz

wariancji (ANOVA) z testem Dunnett’a.
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V. WYNIKI

V.1. Wplyw jondbw amonowych na astrocyty

V.1.1. Wptyw ANP i CNP na produkaeyolnych rodnikéw tlenowych w komaérkach

kontrolnych i traktowanych amoniakiem

Traktowanie amoniakiem (5mM NEI) przez 1 godzinéRyc.V.1A) lub 24 godziny
(Ryc.V.1B) zwtkszato akumulagjROS w astrocytach o ok. 24% w stosunku do kontroli.
Wynik ten jest zgodny z obserwacjami z innych laboratoriow (Murthy i wsp., 2001). Dodanie
ANP lub CNP w sgzeniu 10° M hamowato gromadzeniecsROS w komérkach kontrolnych
o odpowiednio: ok. 20% lub 35%, a w komaorkach traktowanych amoniakiem przez 1godzing
0 ok. 30 % lub 35 % (Ryc.V.1A). ANP i CNP dodawane na 24godzzaelynprodukcg ROS
w sposoéb zalmy od dawki. W komérkach kontrolnych ANP wesgniu 10'° M oraz 16° M
obnizato ROS do odpowiednio: ok. 89% i 56 % wacigdodstawowej, podczas gdy CNP w
tych samych gteniach obnialo ROS o0 ok. 69% i 50 %. W komoérkach traktowanych
amoniakiem przez 24 godz., ANP wstl0'° M oraz 10° M obnizato ROS o odpowiednio:
ok. 28 % i 61%, natomiast CNP w tych samygjrahiach obniato ROS o ok. 48% i 57%

(Ryc.V.1B).
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Ryc.V.1. Wptyw ANP i CNP na produkcje ROS w hodowli pierwotnej szczurzych astrocytow w
warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak™) 1 godz.

(A) i 24 godz. (B). Peptydy natriuretyczne dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku. Wynikj s
Srednia (£ SD) z 4 niezaleznych doswiadczen. * p< 0,05 ,** p< 0,01 vs Kontrola; +p< 0,05, ¥1p< 0,01 vs
Amoniak.
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V.1.2. Wplyw aktywacji receptora NPR-C na prodgkeplnych rodnikéw tlenowych w

komorkach kontrolnych i traktowanych amoniakiem

CANP.23), selektywny agonista receptora NPR-C, dodawanyiresiu 10°M
obnizat produkcg ROS 0 25% w komdérkach kontrolnych i 0 33% w kom@tkaaktowanych
amoniakiem przez 1 godzingV komorkach kontrolnych analizowanych po 24 godz.
inkubacji CANR4.23) redukowat poziom ROS o 18%, a w komdrkach poddanych dziataniu
amoniaku przez 24 godz. o0 21%. Rize pome¢dzy efektami ANP i CANR-23) byty
statystycznie nieznamienne zaréwno w komaorkach traktowanych, jak i nietraktowanych

amoniakiem (p > 0,05) (Ryc. V.2).
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Fluorescencja DCF [% kontroli]

= +1HM CAN P(4_23) - +1p.M CAN P(4_23)
1h 24h

Ryc.V.2. Wptyw cANPy.,3 na produkcje ROS w hodowli pierwotnej szczurzych astrocytéw w warunkach
kontrolnych (,Kontrola”) oraz po inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”) przez 1 i 24 godz.
CANP4.,3dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku. Wynikigsrednia (+ SD) z 4 niezalgnych

doswiadczen. ** p< 0,01 vs Kontrola; 1p< 0,01 vs Amoniak.

60



WYNIKI

V.1.3. Wptyw ANP i cCANP23na produkeg [ O,] wywotang amoniakiem

Traktowanie astrocytow amoniakiem przez 24 godzg¢kswiato intensywnosc¢
fluorescencji DHEt (marker produkcjd,]) z 75,3 + 13,8 do 105,9 + 8,2 [f.u.], co jest
zgodne z wczaiejszymi doniesieniami z innych laboratoriow (Reanhwsp., 2007).
Zaréwno ANP, jak i cCANR.23) specyficznie przeciwdziataty wywotanej amoniakiem

produkgiji [O2]( Ryc.V.3A, zdgcia: Ryc.V.3B).
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kontrola amoniak

CANP@4.23) + amoniak

ANP + amoniak

Ryc.V.3. Wptyw cANP4..3i ANP na generacg anionorodnika nadtlenowego {0,], w hodowli pierwotnej
astrocytow, wywotam 24 godz. inkubacjy z amoniakiem. CANRy.,3 lub ANP dodawano na 15 minut przed
dodaniem amoniaku. (A) Dane uzyskane z analiz intensywém fluorescencji. Wyniki sg §rednig (£ SD) z
3-5 niezalgnych do§wiadczen. ** p< 0,01 vs Kontrola, tp< 0,05 vs Amoniak. (B) Przykladowe zdgia z

mikroskopu konfokalnego. Oznaczenie skali dla wszystkich z¢i§- 100pum.
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V.1.4. Wplyw cANR 23 na ekspregjbiatka G,., oraz na produkej CAMP i cGMP: dowod

na funkcjonalnosdNPR-C w astrocytac

Inkubacja z cANR-23) (10 “®M) przez 24 godziny obpata ekspres biatka G,.o w
komoérkach traktowanych amoniakiem oraz w komdrkach kontrolnych, odpowiednio o:

% i 0k.56 % (Ryc.\4A, zdgcie: RycV.4B).
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120 - O Kontrola
L= = .
85 100 4 Amoniak
:h-
< x 80 -
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B3 20
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-E o) o o £
o E £ Z <
x < o S+
Gia-2 —— —— — — - 40kDa

B- aktyna ol - ——— - 42kDa

Ryc.V.4. Wptyw cANPy..3 na ekspresg biatka G;, w hodowli pierwotnej astrocytéw, w warunkach
kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 24godz. inkubacjz 5SmM chlorkiem amonu (,Amoniak”). CANP (.53
dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaki(A) Dane uzyskane w wyniku analizy Western Blot
Wyniki sa srednia (z SD) z 4 niezalgnych doswiadczai. ** p< 0,01 vs Kontrola. (B) Przyktadowe zdjecie
immunodetekcji biatek G, .
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Dodawanie CANR-23)(10 "® M) na 24 godz. obaato poziom cAMP o ok. 40%.

Traktowanie amoniakiem przez 24 godz. podnosito poziom cAMP o 0k.15%, natomiast

preinkubacja z cCANR.3) znosita efekt wywotany amoniakiem (Ryc.V.5A).

Zgodnie z oczekiwaniem, ANP dziadajpoprzez aktywag¢jNPR-A, podnosito
poziom cGMP trzykrotnie zaréwno w astrocytach kontrolnych, jak i traktowanych
amoniakiem. Z kolei cANR.23) nie zmieniato poziomu cGMP, caviadczy o jego

specyficznej interakcji wydcznie z receptorem NPR-C (Ryc.V.5B).
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250 1
200 1
150 + *

Hom

- +1UM CANP 55 +1pM ANP

[% kontroli]

o

Zawartosé cGMP

o

Ryc.V.5. Wptyw preinkubacji z ANP i/lub cANP_,3) na zawartasé cCAMP (A) i cGMP (B) w hodowli
pierwotnej astrocytéw, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”)oraz po 24 godz. inkubacji z 5mM
chlorkiem amonu (,Amoniak”). ANP i/lub CANP (4.,3 dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku.
Podstawowe wartdci stezen CAMP i cGMP w astrocytach kontrolnych wynosity odpowiednio: 100,7 +
18,31 9,9 + 1,7 [fmol/mg biatka]. Wyniki @ srednia (£ SD) z 4 niezalénych doéwiadczen. * p<0,05, ** p<
0,01 vs Kontrola; 1p< 0,05, 1+p< 0,01 vs Amoniak.
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V.1.5. Wplyw preinkubaciji z przeciwciatem antyza hamowanie produkcjiQ,] przez

CANP .23y W astrocytach traktowanych amoniakiem

Podobnie jak we wcZaiejszych dowiadczeniach (Ryc.V.3), CANR.3 hamowat
wywotane amoniakiem wytwarzani®©}]. Inkubacja z przeciwciatem przeciwko biatky, &
powodowata zniesienie hamoggo efektu CANR-23), a poziom generacji@. ] byt taki, jak
w przypadku traktowania astrocytéw amoniakiem, co potwierdza udziat NADPH oksydazy w

tym procesie (Ryc.V.6).
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Ryc.V.6. Wplyw cANP4.,3 na generacg anionorodnika nadtlenkowego {O,], w hodowli pierwotnej
astrocytéw, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”)oraz po 24 godz. inkubacji z 5mM chlorkiem amonu

(- Amoniak”). Inkubacj e prowadzono w obecnéci lub bez przeciwciata przeciwko biatku G,.,.
Przeciwciato anty- Gg., (1pg/ dotek ptytki 24-dotkowej) dodawano na 30 minut przed dodaniem CANR3),
natomiast CANP4.,3) dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku. Przedstawione dane uzyskano z
analiz intensywndci fluorescencji. Wyniki sa srednig (x SD) z 3 niezalénych doswiadczen. * p< 0,05 vs

Kontrola, Tp< 0,05 vs Amoniak.
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V.1.6. Wptyw ANP i cANP»23) na syntegz tlenku azotu w astrocytach kontrolnych i

traktowanych amoniakiem — rola endotelialnej formy syntazy tlenku azotu

Dodanie amoniaku na 1 godz. lub 24 godz. podnosito poziom azotanéw/azotynéw
(NOx) (marker produkcji NO) o 0k.40% (Ryc. V.7A i B). Inkubacja komérek kontrolnych z
ANP (10°M) przez 1 godz. zwkszata poziom NOXx o ok. 29% w stosunku do wanitos
podstawowych, natomiast cCANB3)w tych samych warunkach nie wywotywatdnego
efektu. W komaorkach traktowanych amoniakiem przez 1 godz. preinkubacja z ANP z0wnie
podwyzszata produkej NOx, o ok. 50 %, a CANR.3) dodawany w tym samymegeniu nie
wptywat na poziom NOx. Po 24 godz. inkubacji zarowno ANP, jak i cAbdp podnosity
produkcg NOx o odpowiednio: ok. 47 % i ok. 52 %. Jedreak przypadku astrocytow
traktowanych amoniakiem przez 24 godz. ANP niegksdato produkcji NOx ponad poziom
wygenerowany przez dodanie amoniaku, natomiast ¢ANfedukowato stymuluagy efekt
amoniaku, obniajagc poziom NOx do wartai rejestrowanych w komdrkach nie

poddawanych dziataniu amoniaku (Ryc. V.7B)
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Ryc.V.7. Wptyw preinkubacji z ANP lub cANP.3 na zawartcsé¢ azotandéw/azotynéw (NOx) w pgywkach
pierwotnej hodowli astrocytow, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 1 godz. (A) lub 24 godz.
(B) inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”). ANP lub cANP (.3 dodawano na 15 minut przed
dodaniem amoniaku. Wyniki & srednia (= SD) z 3 niezalenych doéwiadczen. ** p< 0,01 vs Kontrola; +p<
0,05; +1p< 0,01 vs Amoniak.

Wzrost produkcji NOx po 24-godzinnej inkubacji z amoniakiem byt hamowany przez
100 pM L-N°- nitroargining ktéra w podanym steniu jest preferencyjnym inhibitorem
konstytutywnych form syntaz tlenku azotu (tj. eNOS i nNOS) (Adamczyk i wsp., 2010)
(Ryc.V.8A). Ponadto, amoniak wywotywat wzrost ekspresji mMRNA eNOS (Ryc, 8B). Wyniki
te wskazuj, iz wywotany amoniakiem wzrost NOx byt najprawdopod@pspowodowany
zwigkszonaekspresj eNOS w astrocytach. Z kolei cANB3) podnosit poziom NOx w

komorkach kontrolnych, nie powodigjzmian ekspresji genu kodaggo ten enzym.
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Ryc. V.8. Wplyw preinkubacji z cANP.»3 (A,B) i 100 uM L-NC-nitroarginin a (L-NNA) (A) na stezenie
azotandéw/azotynéw (NOXx) w paywkach (A) i na ekspresg mMRNA genu kodujacego eNOS (B) w
pierwotnej hodowli astrocytéw, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 24 godz. inkubacji z
5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”). L-NNA dodawano na 15 minut przed dodaniem cANRy._,3),

natomiast CANP4.,3) dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku. Wynikigsrednia (+ SD) z 3

niezaleznych doswiadczen. * p< 0,05, ** p< 0,01 vs Kontrola; 1p< 0,05 vs Amoniak.

68



WYNIKI

Zaréwno amoniak, jak i CANE23), dodawane oddzielnie na 24 godziny gvsizaty

aktywnos¢ NOS, podczas gdy preinkubacja z cANB) hamowata efekt amoniaku (Ryc.V.9).

OKontrola
@ Amoniak
14000 - *k

Aktywnos¢ NOS
[DPM/mg biatka min.]
(o2
o
o
o

Ryc. V.9. Wplyw preinkubacji z cANP.»3) na catkowita aktywnosé¢ syntazy tlenku azotu w hodowli
pierwotnej astrocytow, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 24 godz. inkubacji z 5mM

chlorkiem amonu (,Amoniak”). cCANP (4.,3 dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku. Wynikis

srednig (£ SD) z 3 niezalgnych daswiadczai. * p< 0,05, ** p< 0,01 vs Kontrola; +p< 0,05 vs Amoniak.

V.1.7. Wptyw cANR.23) na zmiany olgtosci astrocytow wywotane amoniakiem

Traktowanie pierwotnej hodowli astrocytow amoniakiem przez 24 godz. powodowato
wzrost ich objtosci o 28%. Preinkubacja z cANEs) zapobiegata wywotywanemu
amoniakiem wzrostowi objosci, w wyniku czego olgtos¢ tak traktowanych astrocytow nie

roznita sk od tej obserwowanej w astrocytach kontrolnych (R4@.0).
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Ryc.V.10. Wptyw preinkubacji z cANPy.,3 ha objetosé astrocytéw w warunkach kontrolnych
(.Kontrola”) oraz po 24 godz. inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”). CANP (,.,3 dodawano na
15 minut przed dodaniem amoniaku. Podstawowa warkg pomiaru objetosci astrocytéw kontrolnych
wynosita: 131862,7 + 14060,66 [j.u.]. Wynikigsrednia (£ SD) z 3 niezalgnych dodwiadczen. * p< 0,05 vs
Kontrola.
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V.2. Wplyw jondw amonowych na komorki §6dbtonka naczyn (RBE-4)

V.2.1. Wplyw amoniaku na produkeyolnych rodnikow tlenowych, tlenku azotw+i F

izoprostanow w linii komoérekddbtonka mikronacziymozgu RBE-4

Aby ocent, czy amoniak generuje stres oksydacyjno-nitracwrkomorkach RBE-4,
zastosowano metodylkanalogicznglo uxtej w stosunku do astrocytéw: mierzono prodgkcj
ROS i zawartosdNOX, ktére traktowane byly jako marker produkagirtku azotu. Do pomiaru
ROS ukywano sondy fluorescencyjnej DCF, ktéxidci gdy oksydacja zachodzi
wewngrzkomaorkowo, przy czym aktywacja fluorescencji zadhi niezalenie od rodzaju
wolnego rodnika tlenowego, zatem shuwdo wykrywania catkowitej puli ROS. Traktowanie
amoniakiem (5mM NHCI) przez 24godz. zwkszato zaréwno produkgeROS (Ryc. V.11A),

jak i tlenku azotu (Ryc.V.11B) w komorkach RBE-4 o ok. 11% w stosunku do kontroli.
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Ryc.V.11. Produkcja ROS w komdrkach RBE-4 (A) i zawarté¢ azotandw/azotynow (NOx) w pgywkach
hodowlanych (B) w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 24 godz. inkubacji z 5mM chlorkiem

amonu (,Amoniak”). Wyniki s g srednia (+ SD) z 5-7 niezalenych doswiadczen. * p< 0,05 vs Kontrola.

Zbadano take wptyw amoniaku na poziomyFHzoprostanéw (F1soPs), ktére s
stabilnymi i specyficznymi produktami nieenzymatycznej wolnorodnikowej peroksydacji
lipidow, przez co stanowidobre markery stresu oksydacyjnego, odzwiercigdiggo
patofizjologiczne konsekwencje. Inkubacja z amoniakiem przez 24 godz. wywotywata wzrost

poziomu k-IsoPs o ok. 53% w stosunku do wddidkontrolnych (Ryc. V.12), co wskazuje,
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iz nagromadzenie sSROS i NO pod wptywem inkubacji z amoniakiem byt&tfeznie

przejawem indukcji stresu oksydacyjno—nitracyjnego w tych komorkach.
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Kontrola Amoniak

Ryc.V.12. Zawartcsé F,-1IsoPs w komérkach RBE-4, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po
traktowaniu 5mM chlorkiem amonu przez 24 godz. (,Amoniak”). Wyniki sa srednia (+ SD) z 9-10

niezaleznych doéwiadczen. * p< 0,05 vs Kontrola.

V.2.2. Wptyw amoniaku na wewngtrzkomorkowy poziom glutationu w komoérkach RBE-4

Wykazano, 1 traktowanie komérek RBE-4 amoniakiem przez 24 gogpodnosito
poziom glutationu catkowitego (GSx) o ok. 27% (Ryc. V.13), analogicznie dosmieyszych
obserwacji dotyczcych komorek glejowych. Traktowanie 24—godzinneaastiow
pierwotnych i komorek glejaka C6 5mM chlorkiem amonu skutkowato wzrostem poziomu
glutationu w obu typach komaorek (Hilgier i wsp., 2010), co interpretowano jako przejaw
autoprotekcji w reakcji na stres zwany z dziataniem amoniaku. Wietle powyzszej
interpretacji wzrost produkcji GSx w komorkach RBE-4 poddanych dziataniu amoniaku

rowniez moze dwiadczy o swoistej odpowiedzi antyoksydacyjne;.
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Ryc.V.13. Zawartcéé glutationu (GSx) w komérkach RBE-4, w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz
po traktowaniu 5mM chlorkiem amonu przez 24 godz. (,Amoniak”). Wyniki sa srednia (£ SD) z 3

niezaleznych doswiadczai. * p< 0,05 vs Kontrola.

V.2.3. Wplyw amoniaku na ekspeespnsportera yLAT2

Wykazano, & inkubacja komorek RBE-4 z amoniakiem powoduje sizespresji
mRNA oraz biatka hybrydowego transportera argininowo- glutaminow8gdT2,
odpowiednio o ok. 30% (Ryc.V.14A) i 40% (Ryc.V.14B) w stosunku do ekspresji
mierzonych w komorkach kontrolnych. W komérkach RBE-4 nie wykryto ekspres;ji
pozostatych transporterow argininy (CAT1 i CATZ2, dane nie zawarte w rozprawie). W
$wietle faktu, ¥ arginina jest substratem do produkcji tlenku azetzrost ekspresji Y AT2
po amoniaku, a co za tym idzie 2kszony transport argininy do komorek RBE-4, mdi¢

jednym z moliwych mechanizmow ttumageych wzrost produkcji NOx po amoniaku.
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. Ekspresja mRNA (A) i biatka (B) transportera y'LAT2 w komérkach RBE-4 w warunkach

ch (,Kontrola™) oraz po traktowaniu 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”) przez 24 godz.

Wyniki sa $rednig z 36 niezalenych doswiadczen. * p< 0,05 vs Kontrola
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V.2.4. Wptyw amoniaku na fizjologiczne parametry komérek RBE-4 , kluczowe dla ich funkcji

barierowych

Zaobserwowano,eztraktowanie komorek RBE-4 amoniakiem przez 24 godz
zwiekszato przepuszczalnofbjedynczych warstw tych komorek dla Dekstranu
znakowanego FITC (40kDa) o ok. 27% w stosunku do wairtodyskanych dla komérek nie
poddawanych dziataniu amoniaku (Ryc.V.15). Hodowanie komérek RBE-4 przez 48 godz. w
obecnoéi jonbw amonowych (poaevszy od 1 dnia po wysianiuz @o dnia wykonywania
eksperymentu) powodowato spadek ich proliferacji o ok. 17% (Ryc.V.16). Ani jedno ani
drugie zjawisko nie byto zwkane ze spadkienywotnogi tych komorek; wynik testu MTT

pozostawat niezmieniony w stosunku do poziomu kontrolnego (Ryc.V.17).
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Ryc.V.15. Przepuszczaln& monowarstw komdrek RBE-4 dla FITC-Dekstranu (40 kDa) w warunkach
kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 24 godz. inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”). Wyniki s g

srednia (£ SD) z 6 niezalenych doswiadczen. * p<0,05 vs Kontrola.

Proliferacja komorek

Kontrola Amoniak

Ryc.V.16. Wptyw 5mM chlorku amonu (,Amoniak”) na proliferacj ¢ komérek RBE-4. Amoniak
dodawano 24 godz. po wysianiu komérek. Do eksperymentévizywano 3-dniowych hodowli. Wyniki g
srednia (+ SD) z 3 niezalenych doswiadczen. * p<0,05 vs Kontrola.
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Ryc.V.17.Zywotnosé komérek RBE-4 w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po 24 godz. inkubacji

z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”). Wyniki s g srednig (+ SD) z 3 niezalénych doswiadczen.

V.2.5. Wptyw amoniaku na zewngtrzkomorgaktywnosédMMP-2 i MMP-9

Ze wzgkdu na fakt, z surowica obecna w pgwkach hodowlanych posiada witasna
odrebng aktywnos¢MMPs, wptyw amoniaku na zewtnizkomaorkowg aktywnos¢MMPs
produkowanych przez komorki RBE-4 analizowano wiy@h wariantach, tj. w pgavkach
zawierapcych surowie, badz jej nie zawierajcych. Wykazano, & niezalenie od
zastosowanego wariantu, traktowanie komorek amoniakiem przez 24 godz. jednakowo
zwickszato zewntgzkomorkowg aktywnosémetaloproteinaz: MMP-9 | MMP-2 o
odpowiednio: ok. 20% i 10% (Ryc. V.18), natomiast wetnzigomorkowa aktywnos&MPs
nie ulegata zmianie w powsgzych warunkach dedadczalnych (dane niezilustrowane).
Wyniki te wskazu, iz wywotany amoniakiem wzrost przepuszczabigeojedynczych
warstw komorek RBE-4 jest najprawdopodobniej wynikiem degradaciji biatekdeymtz TJ,

adegradacja ta jest indukowana przez metaloproteinazy wydzielane z komoérek RBE-4.
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Ryc.V.18 Zewngtrzkomorkowa aktywno§¢ metaloproteinaz: MMP-9 (A, C) i MMP- 2 (B, D) mierzona w

pozywkach hodowlanychzawierajacych- (A, B) badz nie zawierajacych surowicy(C, D), pobranych znad

komorek RBE-4 inkubowanychw warunkach kontrolnych (,Kontrola”) i w obecndci 5mM chlorku

amonu przez 24 godz(,Amoniak”). E - przyktadowy zymogram ilustrujacy aktywnos¢ MMPs. Wyniki sa

srednig (£ SD) z 3 niezalgnych daswiadczen. *p< 0,05 vs Kontrola.
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Dodanie do hodowli RBE-4 zgaku SB-3CT, ktory jest selektywnym inhibitorem
MMP-9 i MMP-2, zapobiegato wywotanemu amoniakiem wzrostowi przepuszcealnos
pojedynczych warstw komérek RBE-4 (Ryc. V.19). Wynik ten potwierdza udziat MMP-9 i

MMP-2 w tym procesie.
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Ryc.V.19. Wptyw inkubacji z SB-3CT (selektywnym inhibitorem MMP-2 i MMP-9) na przepuszczaln&t
monowarstw komérek RBE-4 dla FITC-Dekstranu (40 kDa) w warunkach kontrolnych (,Kontrola™) oraz
po 24 godz. inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”). SB-3CT by} dodawany do hodowli w tym
samym czasie co amoniak. Wynikigsrednia (+ SD) z 3 - 4 niezatienych doswiadczai. *p<0,05 vs

Kontrola , Tp <0.05 vs Amoniak.

V.2.6. Modulacja stresu oksydacyjno-nitracyjnego wywotanego amoniakiem przez czynniki

egzogenne

Peptydy natriuretyczne
Dodanie ANP lub CNP w &t. 10° M nie wplywato na gromadzeniezsiar6wno
ROS (Ryc. V.20A), jak i NOx ( Ryc. V.20B), ani w komadrkach kontrolnych anixte

komorkach traktowanych amoniakiem. Peptydy natriuretyczne nie wykazywalgiweéci
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antyoksydacyjnych w komdérkach RBE-4, w ozhieniu od efektow jakie wywotywaty w

przypadku astrocytow traktowanych amoniakiem.
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Ryc.V.20. Wplyw ANP i CNP na produkcjg ROS w komérkach RBE-4 (A) i na zawartéé
azotandéw/azotyndw (NOx) w paywkach hodowlanych komoérek RBE-4 (B) w warunkach kontrolnych
(,Kontrola™) oraz po inkubacji z 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”) przez 24 godz. Peptydy
natriuretyczne dodawano na 15 minut przed dodaniem amoniaku. Wynikigsrednia (= SD) z 4

niezaleznych doéwiadczen. * p< 0,05 vs Kontrola.
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Ester dietylowy glutationu (ang. diethyl ester of glutatione, GEE)

GEE dodawany do hodowli RBE-4 wegéniu 3mM na 24 godziny hamowat

produkcg F.-IsoPs wywotangamoniakiem, co wskazuje na td,ziapobiegat indukcji stresu

oksydacyjno—nitracyjnego w tych komérkach (Ryc.V.21A). JednaueeGEE w tych

samych warunkach dedadczalnych hamowat zekszongpod wptywem amoniaku

przepuszczalnospojedynczych warstw RBE-4 (Ryc.V.21B). M@ gdzi¢, ze oba korzystne

efekty dziatania GEE byty ze solzyigzane przyczynowo (por. Dyskusja).
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Ryc.V.21. Wptyw inkubaciji z estrem dietylowego glutationu (GEE) na produkgj F»-lIsoPs w komorkach

RBE-4 (A) i ich przepuszczalnéé (B) w warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po traktowaniu 5mM

chlorkiem amonu (,Amoniak”) przez 24 godz. GEE dodawano do hodowli w tym samym czasie co
amoniak. Wyniki sa srednia (+ SD) z 6-10 (A) lub 5-6 (B) niezalaych da&wiadczea. * p< 0,05 vs

Kontrola, Tp <0,05 vs Amoniak.
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Fenylomaslan ornityny

Dodanie L-ornityny i/lub fenylom#anu w s¢zeniu 1mM na 24 godziny do hodowli
komérek RBE4 skutkowato zahamowaniem produkcji ROS w komaérkach traktowanych
amoniakiem. Natomiast w komodrkach kontrolnych wytwarzanie ROS bylaaimio ok.
13% jedynie w przypadku gdy obie substancje byly dodawane jedmiezmko koniugat
(Ryc. V.22A). Ponadto, Orn i PB dodawane razem lub osobnaaprgenerag NOXx i F-
IsoPs, ale tylko w komdrkach poddawanych dziataniu amoniaku. W komérkach nie
traktowanych amoniakiem oba te parametry nie zmienialyw siadnym z powyszych

uktadow dogviadczalnych (Ryc. V.22 B, C).
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Ryc.V.22. Wptyw inkubaciji z L-ornityn a (Orn) i/lub fenylomaslanem (ang phenylbutyrate, PB) na
produkcje ROS (A), azotanow/azotynow (NOXx) (B) i fIsoPs (C) w hodowlach komdérek RBE-4 w
warunkach kontrolnych (,Kontrola”) oraz po traktowaniu 5mM chlorkiem amonu (,Amoniak”) przez 24
godz. Orn i PB dodawano do hodowli w tym samym czasie co amoniak. Wynilg é&rednia (£ SD) z 5(A),

4(B) i 5-7(C) niezalenych daswiadczai. * p< 0,05 vs Kontrola, tp <0,05 vs Amoniak.
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VI. DYSKUSJA

Stres oksydacyjno—nitracyjny wynikay z nadmiernego gromadzenia giolnych
rodnikéw tlenowych (ROS) i azotowych (RNS) jest jednym z kluczowych mechanizméw
przy udziale ktérych, amoniak gromady si w mdzgu podczas EW udefiza funkcje i
metabolizm astrocytow, prowagizdo ich obrzmienia, a w ngpstwie do obrgku mozgu
(Blei 2008, Haussinger i Gorg , 2010). Wéziejsze badania wykazatye andukciji
ROS/RNS przez amoniak w astrocytach i jej patofizjologicznym konsekwencjomamoz
zapobiec stosgg antyoksydanty (Murthy i wsp., 2001; Jayakumar pw2006), inhibitory
syntezy tlenku azotu (Schliess 2002, Ziska i wsp., 2003) lub hamyg syntez i transport
mitochondrialny glutaminy, ktéra posdniczy w indukcji stresu na poziomie mitochondriéw
(Pichili i wsp., 2007; Rama Rao i wsp. 2010 i referencje zawarte tej pracy)shi&jzee
dane wskazywaly,e& NPs § zwigzkami o potencjale antyoksydacyjnym w tkankacitraby
oraz uktadu sercowo- naczyniowego, a potencjat ten ujawriad siarunkach stresu
wywotanego przez r@ve czynniki patogenne (De Vito i wsp., 2010). W ejsze]j pracy
dowiedziono, & NPs przeciwdziatgjnadmiernej produkcji ROS/RNS w astrocytach

traktowanych amoniakiem.

Wyniki bada zawarte w rozprawie wykazyjjze oba peptydy natriuretyczne ANP i
CNP znaczco redukuyj akumulacg ROS w komdrkach astrocytéw. Co najbardziej
interesujce, nagromadzanieesROS byto take hamowane przez analog ANP, peptyd
CANP4.23) ktory jest specyficznym agonisteceptora NPR-C. Dedadczenia
przeprowadzane na tkankach obwodowych i neuroendokrynnych ujasengygnat
indukowany przez pobudzenie NPR-C przekazywany jest do komérekreapiofwem
biatek G, angaujagc hamowanie aktywnas$ cyklazy adenylowej przez;( badz stymulacg

fosfolipazy C (PLC) przez g (Rose i Giles, 2008).
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Wywotany cANR;s.23) spadek poziomu cAMP dowodzi obecaickinkcjonalnych
receptorow NPR-C na astrocytach, zdolnych do indukcjyzaviej z NPR-Cdiezki
sygnatowej: G, — cyklaza adenylowa. Natomiast amoniak powodowat nagromadzanie si
wewngrzkomorkowego cAMP w tych komorkach. Ta obserwaegyalaje s¢ by¢ zgodna z
wczeniejszym spostrzeeniem, ¥ amoniak zwgksza synteg cAMP w komaorkach glejowych,
na drodze zwjzanej z innymi mechanizmami sygnalizacyjnymi (Faffsp., 1996). Wzrost
poziomu cAMP pod wpltywem amoniaku byt na tyle zrgyz 72 aktywacja biatek (@
wptywata jedynie w niewielkim stopniu na jego obemie. Wywotany przez dodanie cANP
23) Spadek ekspres;ji biatka&v astrocytach przypomina efekt opisywany przez Saha i wsp.
(2008) w komdrkach mgni gtadkich nacz§ (ang. ascular smooth muscle celldSMC) i
moze by rozpatrywany, jako efekt odwitawienia na ligand, a tym samym, jako dowdd na
obecnoséfunkcjonalnych receptoréw w tych komaérkach. W VShachodacych od
szczuréw z wrodzonym nadgiieniem ¢tniczym aktywacja NPR-C ohiata aktywnosé
NADPH oksydazyi produkcg anionorodnika nadtlenoweg®g], rbwnoczénie obniajac
ekspresg biatka G, (Saha i wsp., 2008)V niniejszej pracy zarowno cCANR3), jak i
natywny peptyd ANP, obgaty nadprodukej [ O,] wywotang amoniakiem. Fakt,e
zablokowanie biatek (poprzez dodanie przeciwciata antys Gonizyto zdoInos¢CANP4-23)
do hamowania produkcji@,] wywotanej amoniakiem (Ryc.V.6), sugeruje bezposi
udziat sciezki: NADPH oksydaza — biatka (w tym procesie. Modulacja aktywrms
NADPH oksydazy przez biatka;fhie jest zwizana ze zmianami w ich ekspresji poniewa
i) redukcja ekspres;ji gawywotana cANRs.23yw komorkach pochodzych od szczurow
kontrolnych nie skutkowata obronym gromadzeniem,] i ii) w odréznieniu od efektow
zaobserwowanych na VSMC pochadych od szczuréw z nadcieniem, w astrocytach
traktowanych amoniakiem ekspresja biatekte byta podwyszona. Najwidoczniej, mimo

iz amoniak redukuje ilostego biatka, jest go nadal wystarczay duo by efektywnie
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przekazywa sygnat w odpowiedzi na stymulageceptora peptydami CANB:3)i ANP. Z
teoretycznego punktu widzenia amoniak m@bdnosi produkcg [O,] w astrocytach tale
na drodze innych mechanizméw, niegaanych z aktywnafia NADPH oksydazy, np.:
enzymatycznego utleniania ksantyny lub nieenzymatycznej reakcji przenoszenia elektronow
w tancuchu oddechowym poprzez ubichinon (koenzym Q10y¢@By2002). Jak dad,
alternatywne szlaki generowani®j}] przez amoniak w astrocytach nie byty badane. Ze
wzgledu na fakt,z ROS obecne w komérkach kontrolnyehzaangaowane w fizjologiczng
kontrolke metabolizmu i funkcji komorek (referencje w Droge02), zaobserwowany wptyw
CANPu4-23) W postaci obriienia ich poziomu w komaorkach astrocytow nietraktoyzn
amoniakiem moeg mie znaczenie regulacyjne. ROS wykrywane przycui sondy
H,DCFDA w astrocytach kontrolnych reprezentowameajprawdopodobniej przez tlen

singletowy, nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy lub nadtlenowy (Drége, 2002).

Zgodnie z wczéniejszymi doniesieniami (Schliess, 2002) amoniakekszat synteg
tlenku azotu w astrocytach. Efektem powstatego stresu nitracyjnegobyonitracja reszt
tyrozynowych w poszczegolnych biatkach, ktéra zmiewiagh wiaciwg funkcje, moz mie
znaczenie w patogenezie EW, np. nitracja GS w astrocytach poddanych prregtuz
hiperamonemii powoduje upl@dzenie funkcji detoksykacyjnych astrocytow. Udzi@inych
form syntaz tlenku azotu w generowanej amoniakiem nadprodukcji NO byt i nadal pozostaje
zrodtem kontrowersji w literaturze. Schliess i wsp0@2) stwierdzili zwgkszongekspresj
INOS w hodowlach astrocytéw traktowanych amoniakiem. Z kolei badania przeprowadzone
na zwierzcych modelach hiperamonemii i EW niezmiennie wskamnaj zwekszong
ekspresg eNOS zar6éwno na poziomie mRNA (Hernandez i ws@42@awara i wsp., 2009),
jak i biatka (Blei, 2005) w razych obszarach mézgu. Ponadto, warton@dmient, iz
cofnieciu sie symptomow EW towarzyszyt spadek ekspresji mRNA derdugcego eNOS

do poziomu notowanego u zwiatzdrowych (Sawara i wsp., 2009). Badania zawarte w
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niniejszej pracy potwierdzagane uzyskane w modelaghvivo. Wzrost produkcji NOx w
astrocytach traktowanych amoniakiem przez 24 godz.: (i) byzany ze wzrostem ekspresji
eNOS (Ryc.V.8B), (ii) nie byt obserwowany, gdy konstytutywne formy NOS (eNOS+nNOS)
wybiérczo zablokowano L- R nitroarginina(Ryc.V.8A). Wzrost catkowitej aktywno

NOS pod wptywem amoniaku (Ryc.V.9wiadczy moz o modyfikacji enzymu talezna
poziomie post translacyjnym. Peptyd cANE) rowniez podnosit aktywnosiNOS.

Obserwacja, & stymulacja receptora NPR-C podisya aktywno$sdNOS bez wptywu na jego
ekspresg, jest analogiczna do tego, co zostato pokazanamctkwchodgcej w sktad uktadu
sercowo—naczyniowego poddanej dziataniu ANP (Elesgaray i wsp., 2008; William i wsp.,
2008; Costa i wsp., 2010). Mechanizm aktywacji eNOS poprzez stymBE-C oraz

udziat pozostatych typdw izoform NOS w tym procesie pozgstigjasne i wymagaj

dalszych bada Nalezy podkrslié, iz doniesienia dotyegre mechanizmu antyoksydacyjnego
dziatania ANP w hepatocytach ( Pella, 1991; Kiemer and Vollmar, 1998; Carini i wsp., 2003)
wyraznie wskazuj na udziat receptora NPR-A w tym procesie. Co szairég) interesujce,
wzrost poziomu markerow produkcji NO pod wptywem amoniaku lub cAMPhie wigzat

sie ze wzrostem produkcji cGMP. W odniesieniu do amkuniarak tego wzrostu moa
ttumaczy faktem, ¥ powoduje on obrenie ekspresji rozpuszczalnej formy cyklazy
guanylowej (sGC) w astrocytach (Konopacka i wsp., 2006). W przysztych badaniach warto
bedzie rownie przetestowahipotez, ze cGMP syntetyzowany w nadmiarze wskutek
zwickszonego gromadzenia O, ulega zwgkszonej degradacji przez zaktywowane
specyficzne dla cGMP fosfodiesterazy. Istnienie takiego dodatniegezepra wykazano w
traktowanych amoniakiem neuronach (Monfort i wsp., 2004). W przypadku ANP,
nagromadzenie cGMP wynikato z bezpniej aktywacji receptora NPR-A, ktory posiada
aktywnos¢ cyklazy guanylowej i jest obecny na btonach komérkeh astrocytow (Sumners i

Tang, 1992; Konopacka i wsp., 2006).
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Obneenie przez cANR.,3) nadprodukcji NO wywotanej amoniakiem wskazuge, z
specyficzna stymulacja receptora NPR-C mbi¢ efektywna w zapobieganiu stresowi
nitracyjnemu w astrocytach w warunkach hiperamonemii. Je@nakechanizm lacy u
podstaw tego efektu jest nieznany. W makrofagach, NPs destabifiRINA genu
kodujgcego iINOS (Kiemer i Vollmar 1998, 2001) i/ lub obaig indukowana
lipopolisacharydem ekspredyiatka transportacego arginingtransporter CAT-2B (Kiemer i
Vollard, 2001). Powjsze mechanizmy raczej nie odnski do efektdw wywotywanych
przez NPs w astrocytach traktowanych amoniakiem, pori¢iwa odronieniu od doniesie
Schliess’a i wsp. (2002) wyniki niniejszej pracy nie wskazg udziat INOS w generowaniu
wywotanej amoniakiem nadprodukcji NO, (ii) efekty obserwowane w makrofagach byty
zalezne od cGMP, co raczej implikuje udziat receptora NBRiz NPR-C. W szczegdlnok
drugi punkt jest niespdjny, gdyzyskane wyniki wskazgjna brak hamagego efektu ANP
w stosunku do produkcji NO w astrocytach traktowanych amoniakiem, merAiNP
wspoétdziatagc z NPR-A powoduje wzrost poziomu cGMP. Nigpliwie, ustalenie roli
poszczegdlnych izoform NOS w wywotanej amoniakiem generacji NO i ich udziatu w
mechanizmie, za pomgtdrego aktywacja NPR-C redukupeddpowiedz wymagéa bedzie

dalszych bada

Wiadomo, # aktywacja NPR-C uruchamia taksciezke sygnatowy fosfolipaza G
(PLC9)- kinaza biatkowa C (PKC), co skutkuje fosforylaBJAPK p38 (Rose i Giles, 2008).
W niniejszej pracydéiezka ta nie byta badana, a jej obecnasastrocytach jak ded nie
zostata potwierdzona. Jednakinawet j&i jest ona obecna w astrocytach, jej zaaoganie
w antyoksydacyjne efekty NPs w astrocytach jest raczej mato prawdopodobnay@hréz
doniesiéh wiadomo,  aktywacja MAPK pogedniczy w wywotywaniu szkodliwych efektow
ROS w hodowlach astrocytow in vitro, traktowanych amoniakiem (Jayakumar i wsp., 2006)

lub menadionem (Zhu i wsp., 2009).
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Obrzmienie astrocytow spowodowane nadmierkigmulaci amoniaku w OUN
uwazane jest za przyczyrobrzku mdzgu w nagpstwie ostrej EW (Norenberg, 1977; Kato i
wsp.,1992; Haussinger, 2006; Blei, 2008)i&dcz o tym wyniki bada na poddanych
dziataniu jonéw amonowych skrawkach mézgowych (degka i wsp., 2003) i hodowlach
pierwotnych astrocytéw (Rama Rao i wsp., 2003), oraz na probkach mézgu paglubdad
zwierzat z dowiadczalnie wywotan&W (Norenberg, 1977; Blei i wsp., 1994) lub chorych
zmartych wskutek zaostrzenia EW (Kato i wsp., 1992). Wiele danych wskaeuije, z
obrzmienie astrocytow indukowane przez amoniak jest skutkiem akumulacji toksycznych
rodnikow azotowych i tlenowych w wyniku aktywacji receptorow NMDA (Kosenko i wsp.,
1999, Schliess i wsp., 2002), aktywacji NADPH oksydazy (Reinehr i wsp., 2007)zczy te
nadmiernego gromadzenia $bIn (Hilgier i Olson, 1994; Jayakumar i wsp., 2006)
Obserwacja,z aktywacja NPR-C obna wzrost ROS i RNS w astrocytach traktowanych
amoniakiem (m.in. poprzez hamowanie aktywticNADPH oksydazy), pozwolita
przypuszczé, iz agonista NPR-C, cCANP23) maze w tych warunkach zapobiggabrzmieniu
astrocytow. W niniejszej rozprawie hipotete sprawdzano badgj obgtos¢ astrocytow za
pomoa komputerowej analizy obrazu z mikroskopu konfokgmé@onopacka i wsp., 2009).
Fakt, 2 peptyd cANR.23) zapobiegat wywotanemu amoniakiem obrzmieniu astrocytow
(Ryc.V.10) potwierdzit te hipotez Wynika sd, ze antyoksydacyjny efekt aktywacji NPR-C
przektada si na dziatanie ochronne na poziomie komorki. Wynigesuje mofiwosé
przysztego wykorzystania analogéw receptora NPR-C w zapobieganiu hiperamonemicznemu
obrzzkowi mézgu i innym patofizjologicznym skutkom stresksydacyjnego wywotanego

przez amoniak.

W drugiej czsci pracy testowano hipotezze w warunkach ostrej niewydolno$

watroby amoniak zaburza przepuszczalnB&B i ze zjawisko to mge mi& zwigzek z
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generowaniem ONS w komorkactddbtonka naczy mézgu. Komorki RBE-4 traktowano 5

mM chlorkiem amonu. $tenia tego rgdu g rutynowo stosowane w badaniach nad
toksycznogig amoniaku w skrawkach mozgu eivo i w hodowlach astrocytéw in vitro,

bowiem odzwierciedlajdos¢ wiernie warunki podwiszonego poziomu amoniaku w

tkankach mozgu, wygbujace w dosviadczalnie wywotanej hiperamonemii prostej lub

powstate w nagpstwie uszkodzeniaatroby (por. rozdz. I1.2.1, najnowsze odndd zawarte

w pracach: Sinke i wsp., 2008; Haussinger i Gorg, 2010; Skowronska i wsp., 2010). Amoniak
w tym stzeniu powodowat wzrost produkcji ROS, NO (Ryc.V.1d Jake markera

utleniania lipidéw, k-IsoPs w komérkach RBE-4 (Ryc.V.12). Efekty te byly analogiczne do
skutkdéw wywotywanych przez amoniak w astrocytach (Norenberg i wsp., 2009) i neuronach
(Klejman i wsp., 2005), oraz przez jony manganu w astrocytach (Milatovic i wsp., 2009). We
wczesniejszych badaniach zekiszone nagromadzanie sharkerow stresu oksydacyjnego w

komdrkach RBE-4 obserwowano po ich potraktowaniu menadionem (Lagrange i wsp., 1999).

W przedstawionej pracy markery stresu oksydacyjnego oznaczano przy zastosowaniu
sondy fluorescencyjnejCFDA. Sonda ta znakuje nieswaie catkowi pule ROS;
wzgledna proporcja razych rodzajow ROS i RNS produkowanych pod wptywenoiaiaku
w tych komorkach &dzie musiata zostaokreslona w przysztych dawiadczeniach. Z bada
nad astrocytami i neuronami wiadoma aimoniak generuje produkcgzerokiego spektrum
reaktywnych czynnikéw, ktOre w zaieosci od stopnia swej reaktywnaisposiadaj
zréznicowany potencjat do uszkadzania komorki (Norenhhavgp., 2009).
Wewngrzkomérkowa kumulacja RNS w odpowiedzi na amonest pajprawdopodobniej
nasilona poprzez podwszonaekspresj transportera Y AT2 (Ryc.V.14), kt6ry dostarcza
komdrkom substrat do syntezy NO, ArginifBroér i wsp., 2000). Ostatnie doniesienia
pokazup iz ekspresja YLAT2 byta podwyiszona rownigz w mozgach szczuréw z wywotana

hiperamoneny (Zielinska i wsp., 2011).
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Zaleznos¢ pomiedzy ONS a aktywagjMMPs byta wielokrotnie pokazywana w OUN
i w tkankach obwodowych (Lehner i wsp., 2011). Wyniki zawarte w rozprawie sggeruj
ROS i RNS produkowane pod wptywem amoniaku éagtymulug zewrgtrzkomaorkovg
aktywnos¢ MMPs wytwarzanych przez komorkiGdbtonka mikronacaymézgu. Mimo, #
mechanizm procesu tej aktywacji jest nie do konca poznany i wymaga dalszydh bada
mozemy spekulowd iz prawdopodobnie jest on analogiczny do mechaniznashadzcych
w innych komérkach OUN gdzie (i) nitrozylacja (Gu i wsp., 2002) lub oksydacja (Meli i
wsp., 2003) bezpogdnio aktywuy proenzymy MMPs i/lub (ii) wzrost ekspresji MMPs
nastpuje w odpowiedzi na stan zapalny (Huang i wsp.1208admiar amoniaku powoduje
nitraci i nitrozylacg reszt tyrozynowych i serynowych myjch biatek w OUN (Haussinger i
wsp., 2005), maia zatem glzi¢, ze identyczna sekwencja zdafizma miejsce w poddanych
dziataniu amoniaku komérkach&dbtonka naczy. Natomiast reakcja prozapalna w
odpowiedzi na amoniak, w ktzaangaowana jest aktywacja komérek mikrogleju, zostata
niedawno opisana w tkankach mézgu szczurdéw z hiperamar{®odrigo i wsp., 2010) oraz
post mortem u pacjentow z EW (Zemstova i wsp., 2011). Ustalenie, czy podobna regkcja le
u podstaw aktywacji MMPs w komérkactdgélbtonka naczy mézgu, wydaje giby¢

atrakcyjnym celem dalszych bata

Najnowsze badania na modelach EW in vivo wykazatygwickszona
przepuszczalnosBBB ma zwizek z degradagjbiatek tworzcych TJ, spowodowamgrzez
zaktywowary MMP-9 (Nguyen i wsp., 2006; Yamamoto i Nguyen, 2006en i wsp., 2009).
W pracach tych, reIMMPs okré&lono na podstawie: (i) zwkszonej zawartai MMPs w
surowicy zwierat z EW, (i) faktu, # inhibitor MMP hamowat wzrost przepuszczaloos
BBB u tych zwierat. Nie okrélano jednak, ktére komorkigsrodiem nadmiaru tych
enzymow, podejrzewag ich nadmierne uwalnianie z tkanek obwodowych, geagszystkim

z watroby (Nguyen i wsp., 2006). W niniejszej pracy podao, 2 MMPs czynnie
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zaangaowane w obnienie istosci BBB mog; by¢ réwniez pochodzeniarédbtonkowego
(Ryc.V.18). Zadaniem badawczym na przyszipézostaje identyfikacja bezpeglniego
»celu” ich aktywnoéi, tj. konkretnego biatka pgtzen scistych. W pracy Chen’a i wsp.
(2009), EW zwizana byta z degradadpiatek okludyny i klaudyny-5. Z kolei, w komorkach
linii srodbtonka nacziy mézgu (TM-BBB) amoniak obsat ekspres innego rodzaju

klaudyny, tj. klaudyny -12 (Belanger i wsp., 2007).

Wyniki doswiadcze nalezy intepretowa z zastrzeeniem, ¥ komérki RBE-4 nie s
natywnymi komorkami gddbtonka, a wyeignicte z bada wnioski bgdag musiaty ulec
weryfikacji w uktadach dagiadczalnychm vivo iex vivo. Naley jednak podkrdi¢, ze
komoérki RBE-4 zachowudjnajwaniejsze elementy fenotypu natywnych komoraddbtonka
naczyh mézgowych, a ich sktad biochemiczny powiela najwejsze cechy tych komoérek, w
tym obecnoscld oraz pajczen adhezyjnych (angadherence junctiongBalbuena i wsp.,
2011). W obecnej pracy pokazanbamoniak zaburza przepuszczalnp&jedynczych
warstw komorek, co zostato zmierzone przyaia Dekstranu (40kDa), znakowanego FITC
(Ryc.V.15). Wczéniej udokumentowano zekszongprzepuszczalnoskomoérek RBE-4 dla
sacharozy w wyniku stresu oksydacyjnego wywotanego menadionem (Lagrange i wsp.,
1999), ale nie badano mechanizmu tego zjawiska. Wyniki niniejszej pracy dokuspmmtu;j
raz pierwszy zaangawanie w ten proces aktywacji MMPs; koronnym arguteen
wspierajcym & tez bytlo wykazanie, & przepuszczalnodomorek spadta w obecrms
wybidrczego inhibitora MMP-9 i MMP-2 (Ryc.V.19). Lagrange i wsp. (1999) przypuszczali,
iz wapn moe by jednym z czynnikow biacych udziat w wywotanej stresem oksydacyjnym
przepuszczalnad pojedynczych warstw komorek&btonka, a praca Konopackiej i wsp.
(2008) w ktorej autorzy pokazali préejowy wzrost poziomu wewngzkomorkowego
wapnia w komérkach RBE-4 traktowanych amoniakiem, psatpotwierdza to zata@nie.

Nasuwagce st tu pytanie co do zateosci pomidzy akumulagy wewmtrzkomorkowego
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wapnia a aktywagjMMPs jak na razie pozostaje bez odpowiedzi; badaaigmnych
tkankach i dotycgce innych standw patologicznych dawaty niejednoznacezultaty. Z
jednej strony, wzrost poziomu wapnia aktywowat MMPs i wzmacniakzaled MMPs
migraci komérek linii nowotworowej SCC25 (Munshi i wsp.,(@), z drugiej strony kofeina
hamowata inwazyjnostudzkich komorek biataczki U937, oliajac ekspregj mRNA i

biatka MMP-9 i MMP-2, poprzez sygnalizgojvywotangwzrostem wewsgtrzkomorkowego

poziomu wapnia (Liu i Chang, 2010).

Obnizenie poziomu proliferacji komérek RBE-4 (Ryc.V.16}dkolejng
zaobserwowamanomaly zwigzangz dziataniem amoniaku. Mima,imechanizm tego
zjawiska jest nieznany, warto zauwyd, ze obnienie proliferacji ludzkich komoérek
srodbtonka mikronaczy mézgu pod wptywem wolnych kwasow ttuszczowych mimhdgzek
ze stresem oksydacyjnym oraz spadkiem btonowego potencjatu mitochondrialnego (Zhou i

wsp., 2009).

Mozliwosci przeciwdziatania ONS wywotanemu przez amoniakomtrkach RBE-4
przeanalizowano stosyqj zwigzki dziatapce na rone miejsca uchwytu w komorce. CNP,
ktory zapobiegat powstawaniu ONS w astrocytach traktowanych amoniakiem poprzez
interakcg z receptorem NPR-C (Skowronska i wsp., 2010), w komorkach RBE-4 okazat si
by¢ nieefektywny. W przyszi@ nalezatoby sprawdz, czy brak efektu jest zgzany z
brakiem receptora NPR-C na tych komorkach, czyztbrakiem ktoregog
wewndrzkomorkowych wtornych przekaikow pogedniczcych w przekazywaniu sygnatu z
NPR-C. Wiadomo,z niektére biatka powszechnie obecne w natywnych kéaah
srodbtonka, maj zmieniongekspregj lub wcale nie g wytwarzane w linii RBE-4 (Sporbert i
wsp., 1999). GEE, efektywniej przechady przez btony komorkowe analog glutationu,
zapobiegat utracieywvotnogi i obnizeniu zawartosi GSH w hodowli neuronéw (Klejman i

wsp., 2005). W obecnej pracy wykazano potencjat GEE do przeciwdziatania: (i)
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nadmiernemu nagromadzanig Bp-ISoPs, ktére jest markerem stresu oksydacyjnego
swiadczzcym o uszkodzeniu btony komorkowej (Ryc.V.21A) of@zzwiekszonej
przepuszczalnai bedacej funkcjonalngkonsekweng tego uszkodzenia (Ryc.V.21B). Co
ciekawe, traktowanie komoérek RBE-4 amoniakiem wywotato wzrost syrmfletgtionu
(Ryc.V.13), analogicznie do efektu obserwowanego w astrocytach i w mézgu in situ po
podaniu amoniaku bezp@dnio przez sondgikrodializacyjna(Hilgier i wsp., 2010).
Zaobserwowany wzrost syntezy stanowi przejaw reakcji autoprotekcyjnej, ktora jednak
okazata si by¢ niewystarczajca, aby zapobiec patofizjologicznym skutkom dziaani

amoniaku na komorki.

Zaobserwowane w pracy antyoksydacyjneseiaosci fenylomalanu i ornityny g
zgodne z wynikami uzyskanymi w innych tkankach, w ktérych badano odpow&éebaodze
inne ni amoniak. Wczéniejsze badania wykazaty, niektére z cytoprotekcyjnych
produktéw pofednich, ktérych synteza jest indukowana przez famglan (MnSOD,
GSTMS, biatko DJ-1) tagodzity skutki stresu oksydacyjnego w zwarezh modelach
choroby Parkinsona (Zhou i wsp., 2011) i stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) (Petri i

wsp., 2006).

Obnizenie produkcji NO przez ornitgmmozna ttumaczy jej zdolnogia do
hamowania wychwytu oraz stymulacji wyrzutu prekursora NO, argininy przez komorki
srodbtonka (Kakoki i wsp., 2006). Dodatkowo, Orn re@aburzawiagzanie i
magazynowanie wewikgkomaorkowej puli argininy (Kakoki i wsp., 2006)fdkty te mog
si¢ przejawi& nie tylko na BBB, ale talkezw komédrkach w olgbie OUN i ulegé pogkbieniu
w warunkach EW, poprzez wzrost transportu Orn przez BBB (Albrecht i wsp., 1994).
Koniugat fenylom&anu i ornityny, OP, to nowo wynaleziony lek, kt@hizy do usuwania
nadmiaru amoniaku i glutaminy z tkanek obwodowych zwiezzhiperamonemnii EW, na

zasadzie mechanizmu nie rpeggo nic wspoélnego ze stresem oksydacyjno-nitraayjrgrn
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jest prekursorem Glu, ktory ,wytapuje” jony amonowe na obwodzie, tyeagiutaming za
fenylomdlan ulega przemianie do metabolicznie czynnego tevgthnu, ktéry naspnie

wigze sk z glutaming tworzc fenyloacetyloglutaminenoénik umodiwiajacy wydalanie
nadmiaru azotu wraz z moczem (Davies i wsp., 2009). Wyniki niniejszej rozprawy wgkazu;
iz kazdy ze sktadnikdw koniugatu, dziadajniezalenie, chroni komorki tworgzce BBB,

hamupc biochemiczne wyktadniki stresu oksydacyjnego. tteptzyktad korzystnego
dziatania ubocznego: ten sam lek tagodzi skutki tego samego schorzenia w dwdch réz

punktach na bazie oglsnych mechanizmaéw.

W sumie, wyniki prezentowane w niniejszej pragyspojne z hipoteg iz w
warunkach ostrej niewydolnoswatroby, amoniak zaburza przepuszczalnBBB poprzez
wywotywanie ONS bezpoédnio w komdrkachrédbtonka naczy mézgu, co prowadzi do
aktywacji metaloproteinaz macierzy zevirekomaérkowej i do zwikszonego transportu
biernego réaych substancji przez TJ. Wykazano jednéoie 2 zmiany te maza
przynajmniej cgzéciowo odwroct stosujc szereg stosunkowo prostych interwencji
farmakologicznych. Bymoze, niektore z zastosowanych préb zapobiegania skugtcesu

amoniakalnego na poziomie naaayp6zgowych znajdyv przyszio€i zastosowanie w terapii.

Niewykluczone, & zmiany zachodze w wypustkach astrocytow mogdornie
prowadzt do zmian przepuszczalrmdbariery o charakterze naczyniopochodnym
odzwierciedlagc wptyw upodedzenia metabolizmu komorek astrogleju na funko@mérek
srodbtonka naczy. Takich bada w odniesieniu do encefalopatii hiperamonemiczriej ja
dotad nie prowadzono, a sekwencja zdarag@wniona w modelach da$adczalnych
wskazuje, & obrzk cytotoksyczny jest wtérny do naczyniowego. Z peytoczywistych,
badania przeprowadzone na linii komore&dbtonka naczy nie mog odnig¢ sie do tej
kwestii. Dalsze prébydulg sic musiaty oprzé na uyciu bardziej skomplikowanych uktadow

doswiadczalnych, odtwarzgych wzajemne relacje astrocytrédbtonek.
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VII. WNIOSKI

Wyniki pracy potwierdzity wczéniejsze obserwacjegzamoniak wywotuje stres
oksydacyjno-nitracyjny w astrocytach hodowanych in vitro oraz dowioehgtres taki
wystepuje rownie w traktowanych amoniakiem hodowlach komorekdbtonka nacay
moézgowych (RBE-4). W obu typach komérek udatpzanniejszy przejawy biochemiczne i
skutki patofizjologiczne stresu przy yziu rénych czynnikdw protekcyjnych. €giowa
asymetria rozpatrywanych zjawisk sktania do oddzielnego przedstawienia wnioskow

dotyczcych kadego z tych typdéw komorek:

Astrocyty

1. Akumulacja ROS i RNS pod wptywem amoniaku ulega saémiu w wyniku
preinkubacji komorek z peptydami natriuretycznymi (ANP i CNP), co wskazuje na
moZiwos¢ cytoprotekcyjnego dziatania tych peptydow. Faktspymulacja NPR-C
odwraca rownie wywotany amoniakiem wzrost afipsci astrocytéw, dokumentuje

wymierny efekt protekcyjny na poziomie komorki jako catos

2. Ochronne efekty peptydow natriuretycznyglzwigzane z aktywagiNPR-C, gdy

udato s¢ je odtworzy przy uyciu wybiorczego agonisty NPR-C, peptydu cANRB),

3. Efekty wywotywane przez cANE23) na poziomie wewrtgzkomorkowej transdukcji
sygnatu tj.: spadek poziomu cAMP i spadek ekspresji biatkaaz obserwacjazi
generacja>,] w obecnoégi przeciwciata przeciwko biatkuthie byta hamowana
przez cANR.23), swiadcz o obecnosi funkcjonalnego NPR-C w komérkach

astrocytow.
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Komorki § rédbtonka naczyn (RBE-4)

1. Podobnie jak w astrocytach, amoniak powoduje w komorkaztbionka
mikronaczyr gromadzenie siROS, NO, produktow peroksydacji lipidow.(F
isoprostan6w) oraz wzrost syntezy glutationu, stanoyypows odpowiedzna stres
oksydacyjny. Skutek biologiczny tej odpowiedzi wiaask poprzez wzrost
przepuszczalna$ pojedynczych warstw komorek dla Dekstranu skajayzze
wzrostem aktywnasi metaloproteinaz zewtrgkomoérkowych (MMP-9 i MMP-2),
bowiem dodanie specyficznego inhibitora tych MMPs cofato wzrost

przepuszczalnas.

2. W sumie, wyniki te odtwarzajsekweng} zdarzé lezacych u podstaw wzrostu
przepuszczalna@$ BBB i s3 zgodne z najnowszymi paglami implikugcymi istnienie

naczyniopochodnego sktadnika otkm mézgu w EW.

3. Inkubacja w sodowisku wzbogaconym o dodatkgywule czynnika
przeciwutleniagcego (estru etylowego glutationu)egéziowo zapobiegata wzrostowi
przepuszczalna@i pod wptywem amoniaku, co dodatkowsiadczy o tym, &

akumulacja ROS jest jedrgprzyczyn updedzenia przepuszczalrms

4. Fenylomalan ornityny (OP), lek przeciwdziatggy gromadzeniu giamoniaku na

drodze metabolicznej, zapobiegat bezpodiio stresowi oksydacyjnemu wywotanemu

przez amoniak w komdrkach@dbtonka. Wynik wskazuje ezrownie i ten drugi

mechanizm dziatania OP mégtbydwykorzystany do przeciwdziatania uszkodzeniu

BBB.
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VIIl. STRESZCZENIE

Encefalopatia wtrobowa to ztaony zespot neurologiczny, ktérego gtéwnym
czynnikiem sprawczym jest nadmiar amoniaku w OUN, powsyapa skutek jego
niewydolnej detoksykacji w gtrobie. Wysokie stzenia amoniaku w mozgu, jakie obserwuje
sie w warunkach ostrej niewydolncswatroby, s dos¢ dobrze skorelowane z jego
zwickszonagzawartogia we krwi. Jednym z najpowviaiejszych powikia tego schorzenia jest
obrzek mdozgu, belacy najczstsz przyczynasmierci chorych na osfrEW. Z licznych bada
I obserwacji wynika,z obrzk ten ma przede wszystkim podéogytotoksyczne i jest
nastpstwem obrzmienia astrocytow, komorek OUN najbajdmeazonych na szkodliwy
wptyw amoniaku. Amoniak wywotuje w astrocytach stres oksydacyjno-nitracyjny i
hipotoniczny, co prowadzi do uszkodzenia komorek, zaliuzmetabolizmie i w
konsekwencji do gromadzenig sv nich nadmiaru wody. Obrzmienie astrocytéw nasitas
oksydacyjno—nitracyjny, co wywotuje efekt, tzw. gdhego kota”. Now i dos¢
kontrowersyjngkoncepcj jest udziat komponenty naczyniopochodnej w ekbuzmozgu
towarzysacemu EW. Opiera siona na doniesieniach wskagzych zalénos¢ pomkdzy
wzrostem dinienia §6dczaszkowego a wzrostem przepuszczair®BB, bedacej skutkiem
degradacji biatek tworcych TJ, poprzez zaktywowane metaloproteinazy magier
zewngrzkomérkowej, przede wszystkim MMP-9. W astrocytaaeuronach OUN, ONS
wywotany przez amoniak skutkuje oksydaichitrozylacp roznych biatek i przez to
bezposednio wptywa na funkcje i metabolizm tych komdorbozna byto domniemywg ze
ONS moz w podobny sposob zmietiatasciwosci i czynnogci komorek §6dbtonka
tworzacych BBB i w ten sposob zaburtzprzepuszczalnosBBB dla roznych molekut, a tym
samym homeostgzmozgu. W niniejszej pracy sprawdzano hipetee amoniak zmienia

przepuszczalnid komorek tworzcych BBB, wywotuc w nich ONS. Innym zadaniem
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postawionym w odniesieniu zaréwno do astrocytow, jak i komdakodonka naczy byto
przebadanie modulacji skutkbw ONS przez potencjalne czynniki protekcyjn@ychz
punktach uchwytu. W odniesieniu do astrocytow sprawdzano hiposédadajca
protekcyjne dziatanie peptydow natriuretycznych. Przeanalizowaaiks sygnalizacyjne
zaangaowane w antyoksydacyjne efekty peptydéw oraz ichraahe dziatanie na poziomie
fizjologii komorki. Zaobserwowano.ezANP i CNP redukowaty produkcROS zaréwno w
komorkach kontrolnych, jak i traktowanych amoniakiem, a efekt ten uzyskiwano gdwnie
przy uzyciu specyficznego agonisty receptora NPR-C, peptyfaNPu.23) Wykazano,
anionorodnik nadtlenkowy jest gtdwnym wolnym rodnikiem nagromagzaj st w wyniku
traktowania amoniakiem, a jego akumulacja jest hamowana zarowno przez ANP jakd.cANP
23). Badania niniejszej pracy dokumentpo raz pierwszy obecnoftinkcjonalnych
receptorow NPR-C na astrocytach w hodowli pierwotnej in vitro, ktorych stymulagja le
podstaw antyoksydacyjnych wiziwosci peptydodw natriuretycznych. Ponadto pokazaeo, z
preinkubacja z cCANR.2z hamowata wywotam amoniakiem nadprodukeNO w astrocytach,
co mogto przyczyri sie do obnkenia stresu nitracyjnego. Stymulacja NPR-C przejaga
zahamowaniem wywotanego amoniakiem obrzmienia komérek, co wskazuje na jej

potencjalne dziatanie przeciwobkowe.

Wyniki niniejszej pracy wskazylj ze traktowanie komérekddbtonka naczy
amoniakiemgeneruje w nich ONS, na co wskazywata nadproduk€& R NOx oraz k-
izoprostanow, bgacych produktami peroksydacji lipidow. Za jedn przyczyn nadprodukcji
RNS pod wptywem amoniaku mpa uznd wzmozona ekspresj y'LAT2, hybrydowego
transportera aminokwasowego, ktory bierze udziat w dostarczaniu do komaorek prekursora do
syntezy NO, argininy. Jednocree zaobserwowanogzamoniak zwikszat
zewngrzkomoérkows aktywnos¢MMP-9 | MMP-2, a take przepuszczalnoggojedynczych

warstw komorelérodbtonka dla markera wagowego, FITC- Dekstranuk@8). Wzrostowi
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przepuszczalna$ zapobiegata preinkubacja z inhibitorem MMPs, SBF3oraz z
antyoksydantem, estrem glutationu (GEE), co wskazuje na bedpis zaangawanie
MMPs w wywotane amoniakiem olneinie cistosci polgczeh miedzykomaérkowych oraz na
kluczowy role ONS w tym procesie. Sekwengdarzé w komorkach sddbtonka naczy
poddanych dziataniu jondw amonowych, zaczyoad ONS a kone na wzrogie

przepuszczalna$ BBB, przedstawiono nayr.VIII.1.

Generowany przez amoniak ONS byt temowany przez ornitgnfenylomalan
oraz ich koniugat fenylongéan ornityny (OP). Dowodzi toziOP oprécz swoich ochronnych
wiasciwosci wynikajacych z usuwania nadmiaru amoniaku z organizmu, tnbdeposednie
wiasnogi cytoprotekcyjne, prawdopodobnie oparte o dzigamtyoksydacyjne jego

sktadnikow.

Podsumowujc, wyniki bada potwierdzag, ze amoniak jest przyczyrpowstawania
obrzeku o podtois cytotoksycznym, a jednocaee wspieraj swieze doniesienia o
mozliwosci udziatu w jego patogenezie komponenty naczynibpdoej. Ponadto, uzyskane
wyniki wskazug, iz cechy wspolngobu mechanizmdw jest generacja ONS, odpowiednio w
astrocytach i komorkackrédbtonka tworzcych BBB. Hamowanie ONS mezapobiega
szkodliwym skutkom dziatania amoniaku, co uzasadniagoielprob stosowania niektorych
substancji cytoprotekcyjnych (np. cCANB3y, OP) w modelach hiperamonemii in vivo, a w

dalszej kolejnaosi, u chorych z EW.
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Ryc.VIII.1. Zmiana $cistosci bariery krew- mézg spowodowana degradagijbiatek tworzacych TJ
towarzyszy hiperamonemii zwigzanej z niedocynnoscig watroby, a jedna z gtéwnych przycyn tej zmiany
jest najprawdopodobniej wzrostaktywnosci MMPs. Wyniki zawarte w rozprawie pokazuja, ze komorki
srodbtonka tworzace BBB mog takze by¢ zrédlem rozszczelniagcych bariere metaloproteinaz.
Traktowanie komérek RBE-4 amoniakiem zwikszalo przepuzczalndgé¢ pojedynczych warstw tych
komorek dla Dekstranu znakowanego FITC (40kDa)granatowe kotka),a wzrost tej przepuszczalnéci

byt zwigzany z generacy ONS i wzrostem zewntrzkomérkowej aktywno sci MMPs.
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ABSTRACT

Excessive accumulation of ammonia in the brain is a main causative factor in hepatic
encephalopathy (HE), a neurological and neuropsychiatric syndrome associated with
inefficient detoxification of ammonia in the liver. High concentrations of ammonia in the
brain, resulting from acute liver failure, are well correlated with its elevated concentration in
the blood. Brain edema related to astrocytic swelling is the most serious complicating factor
of HE and major cause of death in patients with acute liver failure. According to many studies
and observations, ammonia-induced CE is mainly cytotoxic in its nature, resulting from
swelling of astrocytes, which are most exposed to detrimental effect of ammonia. Ammonia
causes astrocytic swelling by triggering a vicious cycle of oxidative/ nitrosative stress (ONS)
and hypotonic stress, concomitant with an array of metabolic disturbances.

One recently highly disputed and controversial issue is the existence of a vasogenic
component of HE- induced CE. It has been observed that progression of intracranial pressure
in the course of ALF is strictly correlated with the increase in blood brain barrier (BBB)
permeability. Specifically, these ALF-related changes have been linked to events secondary to
tight junction (TJ) protein degradation mediated by MMP-9. In astrocytes and neurons,
ammonia-induced ONS leads to the oxidation and/or nitration of proteins and nucleic acids,
and in this way directly modifies functions and metabolism of these cells. It may be
speculated that ammonia by inducing ONS can also change the physiological properties of
BBB—forming cells and in this way influence BBB permeability and alter brain homeostasis.
Here, we tested the hypothesis that ammonia induces changes in blood—brain barrier (BBB)
permeability by a mechanism coupled to ONS evoked in the BBB-forming cerebral capillary
endothelial cells. We also tested the ability of a number of cytoprotective compounds to

counter the effects of ammonia, both in astrocytes and brain capillary endothelial cells.
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According to astrocytes, the hypothesis assuming protective effects of natriuretic
peptides (NPs) was tested. We envisaged the possibility that NPs may attenuate ammonia-
induced ROS formation and that this may involve interaction with NPR-C. Signaling
pathways associated with antioxidative properties of NPs and their cell protective actions
have been subject of analysis.

We report that ANP and CNP reduces ROS formation both in ammonia-treated and
non-treated astrocytes. The ROS reducing effect also occurred upon incubation with the
NPRC- interacting ANP analog, CANP:3) Furthermore, the superoxide anion was the major
ROS species accumulating following ammonia treatment and its accumulation was reduced
both by ANP and cANR-»3). The study documented the presence of a functional NPR-C
receptor on astrocytes, the stimulation of which counteracts oxidative stress in these cells.
Moreover, CANRs_3) attenuated, by an as yet unknown mechanism, ammonia-induced
accumulation of NO, and could in this way reduce nitrosative stress. Stimulation of NPR-C
inhibited ammonia—induced astrocytes swelling, manifesting its potential as an edema-
preventing agent.

Treatment of a rat brain endothelial cell line with ammonia caused accumulation of
ONS markers: ROS, NO and products of lipid peroxidatignséprostanes. One possible
explanation for excessive RNS production is the fact that ammonia increases the expression of
y'LAT2, a transporter that mediates the uptake to the cells of the nitric oxide precursor,
arginine. At the same time, ammonia increased the activity of extracellular matrix
metalloproteinases (MMP-2/MMP-9) and increased cell permeability to fluorescein
isothiocyanate-dextran (40 kDa), The increase of cell permeability was ameliorated upon co-
treatment with a MMP inhibitor, SB-3CT and with an antioxidant, glutathione diethyl ester,
which also reduced,Hsoprostanes. Ammonia-induced ONS was attenuated by a

cytoprotective agents l-ornithine, phenylbutyrate, and their conjugate I-ornithine
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phenylbutyrate (OP), an ammonia-trapping drug used to treat hyperammonemia. This shows
that apart from its known peripheral protective effect, OP also possess direct cytoprotective
effects in endothelial cells, most likely related to the attenuation of biochemical
manifestations of ONS.

The results support the concept that ONS and ONS-related activation of MMPs in
cerebral capillary endothelial cells contribute to the alterations in BBB permeability and to the
vasogenic component of cerebral edema associated with acute liver failure.

In conclusion, the results confirm that oxidative/nitrosative stress induced directly by
ammonia in astrocytes and in the cerebral capillary endothelial cells is the trigger for events
leading to both cytotoxic and vasogenic CE. Therefore, agents reducing ONS, such as the
ones examined in the present study (cANE, OP) are good candidates for application in
future therapies aimed at counteracting the detrimental effects of ammonia, first in animals

with experimentally induced hyperammonemia , and eventually in patients with HE.

105



LITERATURA

IX. LITERATURA

Ahluwalia A, MacAllister RJ, Hobbs AJ (2004) Vascular actions of natriuretic peptides.
Cyclic GMP-dependent and -independent mechanisms. Basic Res Cardiol 99:83-89.

Akerboom TP, Bilizer MM, Sies H (1982) The relationship of biliary GSSG efflux and
intracellular GSSG content in perfused rat liver. J Biol Chem 257:4248-4252.

Albrecht J (2010) Hepatic encephalopathy in our genes? Ann Intern Med 153:335-336.

Albrecht J, Hilgier W, Januszewski S, Kapifski A, Quack G (1994) Increase of the brain
uptake index for L-ornithine in rats with hepatic encephalopathy. Neuroreport 5:671-673.

Albrecht J, Hilgier W, Januszewski S, Quack G (1996) Contrasting effects of thioacetamide-
induced liver damage on the brain uptake indices of ornithine, arginine and lysine: modulation
by treatment with ornithine aspartate. Metab Brain Dis 11: 229-237.

Albrecht J, Jones EA (1999) Hepatic encephalopathy: molecular mechanisms underlying the
clinical syndrome. J Neurol Sci 170:138-146.

Albrecht J, Norenberg MD (2006) Glutamine: a Trojan horse in ammonia neurotoxicity.
Hepatology 44:788-794.

Alexander B, Li X, Benjamin IS, Segal MB, Sherwood R, Preston JE (2000) A quantitative
evaluation of the permeability of the blood brain barrier of portacaval shunted rats. Metab
Brain Dis 15: 93-103.

Bai G, Rama Rao KV, Murthy CR, Panickar KS, Jayakumar AR,Norenberg MD (2001)
Ammonia induces the mitochondrial permeability transition in primary cultures of rat
astrocytes. J Neurosci Res 66:981-991.

Bajaj JS, Cordoba J, Mullen KD, Amodio P, Shawcross DL, Butterworth RF, Morgan MY
International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism (ISHEN) (2011)
Review article: the design of clinical trials in hepatic encephalopathy--an International
Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism (ISHEN) consensus statement.
Aliment Pharmacol Ther 33:739-747.

Balbuena P, Li W, Ehrich M (2011) Assessments of tight junction proteins occludin, claudin
5 and scaffold proteins ZO1 and ZO2 in endothelial cells of the rat blood-brain barrier:
cellular responses to neurotoxicants malathion and lead acetate. Neurotoxicology 32: 58-67.

Bélanger M, Asashima T, Ohtsuki S, Yamaguchi H, Ito S, Terasaki T (2007)
Hyperammonemia induces transport of taurine and creatine and suppresses claudin-12 gene
expression in brain capillary endothelial cells in vitro. Neurochem Int 50: 95-101.

Bélanger M, Desjardins P, Chatauret N, Butterworth RF (2006) Selectively increased
expression of the astrocytic/ endothelial glucose transporter protein GLUTL1 in acute liver
failure. Glia 53: 557-562.

106



LITERATURA

Bernal W, Auzinger G, Dhawan A, Wendon J (2010) Acute liver failure. Lancet 376: 190-
201.

Blei AT (2005) The pathophysiology of brain edema in acute liver failure. Neurochem Int 47:
71-77.

Blei AT (2008) Brain edema in acute liver failure. Crit Care Clin 24: 99-114.

Blei AT, Olafsson S, Therrien G, Butterworth RF (1994) Ammonia-induced brain edema and
intracranial hypertension in rats after portacaval anastomosis. Hepatology 19:1437-1444.

Boran MS, Garcia A (2007) The cyclic GMP-protein kinase G pathway regulates cytoskeleton
dynamics and motility in astrocytes. J Neurochem 102: 216—-230.

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein dye binding. Anal Biochem 72: 248—
254,

Broér A, Wagner CA, Lang F, Broér S (2000) The heterodimeric amino acid transporter
4F2hc/yLAT2 mediates arginine efflux in exchange with glutamine. Biochem J 349: 787—
795.

Bruck R, Aeed H, Shirin H, Matas Z, Zaidel L, Avni Y, Halpern Z (1999) The hydroxyl
radical scavengers dimethylsulfoxide and dimethylthiourea protest rats against thioacetamide-
induced fulminant hepatic failure. J Hepatol 31: 27-38.

Burdo J, Schubert D, Maher P (2008) Glutathione production is regulated via distinct
pathways in stressed and non-stressed cortical neurons. Brain Res1189:12-22.

Butterworth RF (2002) Glutamate transporters in hyperammonemia. Neurochem Int 41: 81—
85.

Butterworth RF (2007) Neuronal cell death in hepatic encephalopathy. Metab Brain Dis 22:
309-320.

Carini R, De Cesaris MG, Splendore R, Domenicotti C, Nitti MP, Pronzato MA, Albano E
(2003) Mechanisms of hepatocyte protection against hypoxic injury by atrial natriuretic
peptide. Hepatology 37: 277-285.

Cauli O, Lopez-Larrubia P, Rodrigo R (2011) Brain region-selective mechanisms contribute
to the progression of cerebral alterations in acute liver failure in rats. Gastroenterology
140:638-645.

Cauli O, Lopez-Larrubia P, Rodrigues TB (2007) Magnetic resonance analysis of the effects
of acute ammonia intoxication on rat brain. Role of NMDA receptors. J Neurochem103:
1334-1343.

Chen F, Hori T, Ohashi N, Baine AM, Eckman CB, Nguyen JH (2011) Occludin is regulated

by epidermal growth factor receptor activation in brain endothelial cells and brains of mice
with acute liver failure. Hepatology 53:1294-1305.

107



LITERATURA

Chen F, Ohashi N, Li W, Eckman C, Nguyen JH (2009) Disruptions of occludin and claudin-
5 in brain endothelial cells in vitro and in brains of mice with acute liver failure. Hepatology
50: 1914-1923.

Chomczwski P, Sacchi N (1987) Single-step method of RNAason by acid guanidinium
thiocyanate- phenol- chloroform extraction. Anal Biochem 162:156- 159.

Clemmesen JO, Larsen FS, Kondrup J (1999) Cerebral herniation in patients with acute liver
failure is correlated with arterial ammonia concentration. Hepatology 29:648-653.

Conn HO, Leevy CM, Vlahcevic ZR (1977) Comparison of lactulose and neomycin in the
treatment of chronic portal-systemic encephalopathy. A double blind controlled trial.
Gastroenterology 72: 573-583.

Cooper AJ, McDonald JM, Gelbard AS, Gledhill RF, Duffy TE (1979) The metabolit fate of
13N-labeled ammonia in rat brain. J Biol Chem 254: 4982-4992.

Cooper AJ, Plum F (1987) Biochemistry and physiology of brain ammonia. Physiol Rev
67:440-5109.

Cooper AJ (1997) Glutathione in the brain: disorders of glutathione metabolism. In:
Rosenberg RN, Prusiner SB,Di Mauro S, Barchi RL, Kunk LM (Eds.) The Molecular and
Genetic Basis of Neurological Disease. Butterworth- Heinemann, Boston, pp. 1195-1230.

Cordoba J, Blei AT (1996) Brain edema and hepatic encephalopathy. Semin Liver Dis 16:
271-280.

Costa MA, Elesgaray R, Caniffi C, Fellet A, Mac Laughlin M, Arranz C (2010) Role of nitric
oxide as a key mediator on cardiovascular actions of atrial natriuretic peptide in
spontaneously hypertensive rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol 298: H778— H786.

Darmaun D, Welch S, Rini A, Sager BK, Altomare A, Haymond MW (1998) Phenylbutyrate
induced glutamine depletion in humans: effect on leucine metabolism. Am J Physiol
274:E801-E807.

Davies NA, Wright G, Ytrebg LM, Stadlbauer V, Fuskevag OM, Zwingmann C, Davies DC,
Habtesion A, Hodges SJ, Jalan R (2009) L-ornithine and phenylacetate synergistically
produce sustained reduction in ammonia and brain water in cirrhotic rats. Hepatology 50:155-
164.

De Vito P, Incerpi S, Pedersen JZ, Luly P (2010) Atrial natriuretic peptide and oxidative
stress. Peptides 31: 1412-14109.

Dringen R (2000) Metabolism and functions of glutathione in brain.Prog Neurobiol 62: 649-
671.

Droge W (2002) Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev 82:
47-95.

Elesgaray R, Caniffi C, lerace DR, Jaime MF, Fellet A, Arranz C, Costa MA (2008) Signaling
cascade that mediates endothelial nitric oxide synthase activation induced by atrial natriuretic
peptide. Regul Pept 151: 130-134.

108



LITERATURA

Enns GM, Berry SA, Berry GT, Rhead WJ, Brusilow SW, Hamosh A (2007) Survival after
treatment with phenylacetate and benzoate for urea-cycle disorders. N Engl J Med 356:2282-
2292.

Erickson AM, Nevarea Z, Gipp JJ, Mulcahy RJ (2002) Identification of a variant antioxidant
response element in the promoter of the human glutamatecysteine ligase modifier subunit
gene. J Biol Chem 277: 30730-30737.

Eroglu Y, Byrne WJ (2009) Hepatic Encephalopathy. Emerg Med Clin N Am 27: 401-414.

Faff L, Reichenbach A, Albrecht J (1996) Ammonia-induced taurine release from cultured
rabbit Muller cells is an osmoresistant process mediated by intracellular accumulation of
cyclic AMP. J Neurosci Res 46: 231-238.

Ferenci P, Lockwood A, Mullen K, Tarter R, Weissenborn K, Blei AT (2002) Hepatic
encephalopathy-definition, nomenclature, diagnosis, and quantification: final report of the
working party at the 11th World Congresses of Gastroenterology, Vienna,1998. Hepatology
35: 716-721.

Giguere JF, Butterworth RF (1984) Amino acid changes in regions of the CNS in relation to
function in experimental portal-systemic encephalopathy. Neurocher®: R889-1321.

Goldbecker A, Buchert R, Berding G, Bokemeyer M, Lichtinghagen R, Wilke F, Ahl B,
Weissenborn K (2010) Blood-brain barrier permeability for ammonia in patients with
different grades of liver fibrosis is not different from healthy controls. J Cereb Blood Flow
Metab 30: 1384-1393.

Gorg B, Qvartskhava N, Keitel V, Bidmon HJ, Selbach O, Schliess F, Haussinger D
(2008)Ammonia induces RNA oxidation in cultured astrocytes and brain in vivo. Hepatology
48:567-579.

Goérg B, Wettstein M, Metzger S (2005) Lipopolysaccharide-induced tyrosine nitration and
inactivation of hepatic glutamine synthetase in the rat. Hepatology 41:1065-1073.

Gregorios JB, Mozes LW, Norenberg LO, Norenberg MD (1985a) Morphologic effects of
ammonia on primary astrocyte cultures. I. Light microscopic studies. J Neuropathol Exp
Neurol44: 397-403.

Gu Z, Kaul M, Yan B, Kridel SJ, Cui J, Strongin A, Smith JW, Liddington RC, Lipton SA
(2002) S-nitrosylation of matrix metalloproteinases: signaling pathway to neuronal cell death.
Science 297: 1186-1190.

Guerrini VH (1994) Effect of antioxidants on ammonia induced CNS-renal pathobiology in
sheep. Free Rad Res 21: 35-43.

Hahn M, Massen O, Nencki M, Pavlov | (1893) Arch Exp Path Pharmacy 32: 161-173.

Hallik M, Tamme K, Vali T, Starkopf J (2011) Successful liver transplantation after 21 days
of hepatic coma. ASAIO J 57: 545-546.

Haussinger D, Gorg B (2010) Interaction of oxidative stress, astrocyte swelling and cerebral
ammonia toxicity. Curr Opin Clin Nutr Metab 13: 87-92.

109



LITERATURA

Haussinger D, Gorg B, Reinehr R, Schliess F (2005) Protein tyrosine nitration in
hyperammonemia and hepatic encephalopathy. Metab Brain Dis 20: 285-294.

Haussinger D, Schliess F (2005)Astrocyte swelling and protein tyrosine nitration in hepatic
encephalopathy.Neurochem Int 47:64-70.

Haussinger D, Schliess F (2008) Pathogenetic mechanisms of hepatic encephalopathy. Gut
57:1156-1165.

Herman JP, Dolgas CM, Rucker D, Langub MC Jr (1996) Localization of natriuretic peptide-
activated guanylate cyclase mRNAs in the rat brain. J Comp Neurol 369:165-187.

Hernandez R, Martinez-Lara E, Del Moral ML, Blanco S, Canuelo A., Siles E, Esteban FJ,
Pedrosa JA, Peinado MA (2004) Upregulation of endothelial nitric oxide synthase maintains
nitric oxide production in the cerebellum of thioacetamide cirrhotic rats. Neuroscience 126:
879-887.

Hertz L, Juurlink BHJ, Hertz E, Fosmark H, Schousboe AS (1989) Preparation of primary
cultures of mouse (rat) astrocytes. A dissection and tissue culture manual for the nervous
system. In: A dissection and tissue culture manual for the nervous system (AS,JD, AV, B
H, eds), pp 105-108. New York: Alan R. Liss.

Hilgier W, Wegrzynowicz M, Ruszkiewicz J, Oja SS, SaransaarilBre&ht J (2010) Direct
exposure to ammonia and hyperammonemia increase the extracellular accumulation and
degradation of astroglia-derived glutathione in the rat prefrontal cortex. Toxicol Sci 117: 163-
168.

Hirrlinger J, Dringen R (2005) Multidrug resistance protein 1-mediated export of glutathione
and glutathione disulfide from brain astrocytes. Methods Enzymol400:395-4009.

Hirrlinger J, Konig J, Keppler D, Lindenau J, Schulz JB, Dringen R (2001) Themultidrug
resistance protein MRP1 mediates the release of glutathione disulfide from rat astrocytes
during oxidative stress. J Neurochem76:627-636.

Hjelle OP, Chaudhry AC, Ottersen OP(1994) Antisera to glutathione: characterization and
immunocytochemical application to the rat cerebellum. Eur J Neurosci 6: 793-804.

Horowitz ME, Schafer DF, Molnar P, Jones EA, Blasberg RG, Patlak CS, Waggoner J,
Fenstermacher JD (1983) Increased blood brain transfer in a rabbit model of acute liver
failure. Gastroenterology 84: 1003-1011.

Huang CH, Liu PZ (2001) New insights into the Rh superfamily of genes and proteins in
erythroid cells and nonerythroid tissues. Blood Cells Mol Dis 27: 90-101.

Huang CS, Moore WR, Meister A (1988) On the oxidative site thiol of gamma-
glutamylcysteine synthetase: relationships to catalysis, inhibition and regulation. Proc Natl
Acad Sci USA 85:2464-2468.

Huang CY, Fujimura M, Noshita N, Chang YY, Chan PH (2001) SOD1 down-regulates NF-
kappaB and c-Myc expression in mice after transient focal cerebral ischemia. J Cereb Blood
Flow Metab 21: 163-173.

110



LITERATURA

Ichai P, Samuel D (2008) Etiology and prognosis of fulminant hepatitis in adults. Liver
Transpl Suppl 2: S67-79.

Imura H, Nakao K, Itoh H (1992) The natriuretic peptide system in the brain: implications in
the central control of cardiovascular and neuroendocrine functions. Front Neuroendocrinol 13:
217-249.

Ito S, Ohtsuki S, Katsukura Y, Funaki M, Koitabashi Y, Sugino A, Murata S, Terasaki T
(2011) Atrial natriuretic peptide is eliminated from the brain by natriuretic peptide receptor-
C-mediated brain-to-blood efflux transport at the blood-brain barrier. J Cereb Blood Flow
Metab 31: 457-66.

Jalan R, Olde Damink SW, Hayes PC, Deutz NE, Lee A (2004) Pathogenesis of intracranial
hypertension in acute liver failure: inflammation, ammonia and cerebral blood flow. J Hepatol
41: 613-620.

Jalan R, Wright G, Davies NA, Hodges SJ (2007) L-Ornithinephenylacetate (OP): a novel
treatment for hyperammonemia and hepatic encephalopathy. Med Hypotheses 69: 1064-10609.

James JH, Escourrou J, Fischer JE (1978) Blood-brain neutral amino acid transport activity is
increased after portacaval anastomosis. Science 200: 1395-1397.

Jayakumar AR, Liu M, Moriyama M Ramakrishnan R, Forbush B 3rd, Reddy PV, Norenberg
MD (2008) Na-K-ClI cotransporter-1 in the mechanism of ammonia-induced astrocyte
swelling. J Biol Chem 283:33874-33882.

Jayakumar AR, Panickar K, Norenberg MD (2002) Peripheral benzodiazepine receptor
ligands induce the formation of free radicals in cultured neural cells. J Neurochem 83: 1226-
1234.

Jayakumar AR, Panickar KS, Murthy CR, Norenberg MD (2006) Oxidative stress and
mitogen-activated protein kinase phosphorylation mediate ammonia-induced cell swelling and
glutamate uptake inhibition in cultured astrocytes. J Neurosci 26: 4774—-4784.

Kakoki M, Kim HS, Edgell CJ, Maeda N, Smithies O, Mattson DL (2006) Amino acids as
modulators of endothelium-derived nitric oxide. Am J Physiol Renal Physiol 291: 297-304.

Kaplowitz N, Aw TY, Ookhtens M (1985) The regulation of hepatic GSH. Ann Rev
Pharmacol Toxicol 25: 714-744.

Kato M, Hughes RD, Keays RT, Williams R (1992) Electron microscopic study of brain
capillaries in cerebral edema from fulminant hepatic failure. Hepatology 15:1060-1066.

Kiemer AK, Vollmar AM (1998) Autocrine regulation of inducible nitric-oxide synthase in
macrophages by atrial natriuretic peptide. J Biol Chem 273: 13444-13451.

Kiemer AK, Vollmar AM (2001) Induction of L-arginine transport is inhibited by atrial
natriuretic peptide: a peptide hormone as a novel regulator of inducible nitric-oxide synthase
substrate availability. Mol Pharmacol 60: 421-426.

Kircheis G, Nilius R, Held C, Berndt H, Buchner M, Gortelmeyer R, Hendricks R, Krlger B,
Kuklinski B, Meister H, Otto HJ, Rink C, Résch W, Stauch S (1997) Therapeutic efficacy of

111



LITERATURA

L-ornithine-L-aspartate infusions in patients with cirrhosis and hepatic encephalopathy:
results of a placebo-controlled, double-blind study. Hepatology 25:1351- 1360.

Klejman A, Wegrzynowicz M, Szatmari EM, Mioduszewska B, Hetman M, Albrecht J (2005)
Mechanisms of ammonia-induced cell death in rat cortical neurons: roles of NMDA receptors
and glutathione. Neurochem Int 47: 51-57.

Konopacka A, Fgsko |, Piaskowski S, Albrecht J, ZiéBka M (2006) Ammonia affects the
activity and expression of soluble and particulate GC in cultured rat astrocytes. Neurochem
Int 48: 553-558.

Konopacka A, Konopacki FA, Albrecht J (2009) Protein kinase G is involved in ammonia-
induced swelling of astrocytes. J Neurochem 109 Suppl 1: 246-251.

Konopacka A, Zieliska M, Albrecht J (2008) Ammonia inhibits the C-typariuretic
peptide-dependent cyclic GMP synthesis and calcium accumulation in a rat brain endothelial
cell line. Neurochem Int 52: 1160-1166.

Kosenko E, Kaminski Y, Lopata O, Muravyov N, Felipo V (1999) Blocking NMDA receptors
prevents the oxidative stress induced by acute ammonia intoxication. Free Rad Biol Med 26:
1369-1374.

Kosenko E, Kaminsky Y, Kaminsky A, Valencia M, Lee L, Hermenegildo C, Felipo V (1997)
Superoxide production and antioxidant enzymes in ammonia intoxication in rats. Free Rad
Res 27: 637-644.

Kranich O, Hamprecht B, Dringen R (1996) Different preferences in the utilization of amino
acids for glutathione synthesis in cultured neurons and astroglial cells derived from rat brain.
Neurosci Lett219:211-214.

Lagrange P, Romero IA, Minn, A, Revest PA (1999) Transendothelial permeability changes
induced by free radicals in an in vitro model of the blood-brain barrier. Free Radic Biol Med
27:667-672.

Larson AM, Polson J, Fontana RJ (2005)Acetaminophen-induced acute liver failure: results of
a United States multicenter, prospective study. Hepatology 42:1364-1372.

Laursen H, Schrgder H, Westergaard E (1975) The effect of portocaval anastomosis on the
permeability to horseradish peroxidase of cerebral vessels of the rat. Acta Pathol Microbiol
Scand A 83: 266-268.

Lehner C, Gehwolf R, Tempfer H, Krizbai I, Hennig B, Bauer HC, Bauer H (2011) Oxidative
stress and blood-brain barrier dysfunction under particular consideration of matrix
metalloproteinases. Antioxid Redox Signal 15:1305-1323.

Li Y, Omori K, Suzukawa J, Inagaki C (2004) Calcineurin-mediated BAD Ser-155
dephosphorylation in ammonia-induced apoptosis of cultured rat hippocampal neurons.
Neurosci Lett 357: 73-75.

Liu WH, Chang LS (2010) Caffeine induces matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-
9 down-regulation in human leukemia U937 cells vi&'(R0OS-mediated suppression of
ERK/c-fos pathway and activation of p38 MAPK/c-jun pathway. J Cell Physiol 224: 775-785.

112



LITERATURA

Livak KJ, Schmittgen TD (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time
guantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) method. Methods 25: 402—-408.

Lo WD, Ennis SR, Goldstein GW, McNeely DL, Betz AL (1987) The effects of
galactosamine-induced hepatic failure upon blood brain barrier permeability. Hepatology 7:
452-456.

Lochhead JJ, McCaffrey G, Quigley CE, Finch J, Demarco KM, Nametz N, Davis TP (2010)
Oxidative stress increases blood-brain barrier permeability and induces alterations in occludin
during hypoxia-reoxygenation. J Cereb Blood Flow Metab 30: 1625-1636.

Lockwood AH (2004) Blood ammonia levels and hepatic encephalopathy. Metab Brain Dis
19: 345-349.

Lockwood AH, Yap EW, Wong WH (1991) Cerebral ammonia metabolism in patients with
severe liver disease and minimal hepatic encephalopathy. J Cereb Blood Flow Metab 11:
337-341.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ (1951) Protein measurement with the Folin
phenol reagent. J Biol Chem 193: 265-275.

Lucas KA, Pitari GM, Kazerounian S, Ruiz-Stewart I, Park J, Schulz S, Chepenik KP,
Waldman SA (2000) Guanylyl cyclases and signaling by cyclic GMP. Pharmacol Rev 53:375-
414.

Maack T (2006) The broad homeostatic role of natriuretic peptides. Arq Bras Endocrinol
Metabol 50:198-207.

Master S, Gottstein J, Blei AT (1999) Cerebral blood flow and the development of ammonia
induced brain edema in rats after portacaval anastomosis. Hepatology 30: 876-880.

Matkowskyj KA, Marrero JA, Carroll RE, Danilkovich AV, Green RM, Benya RV (1999)
Azoxymethane-induced fulminant hepatic failure in C57BL/6J mice: characterization of a
new animal model. Am J Physiol 277: G455-462.

Maybodi L, Pow DV, Kharazia VN, Weinberg RJ (1999) Immunocytochemical
demonstration of reduced glutathione in neurons of rat forebrain. Brain Res 817: 199-205.

Meister A, Anderson ME(1983) Glutathione. Ann Rev Biochem 52: 711-760.

Meli DN, Christen S, Leib SL (2003) Matrix metalloproteinase-9 in pneumococcal
meningitis: activation via an oxidative pathway. J Infect I83: 1411-1415.

Milatovic D, Yin Z, Gupta RC, Sidoryk M, Albrecht J, Aschner JL, Aschner M (2007)
Manganese induces oxidative impairment in cultured rat astrocytes. Toxicol Sci 98: 198-205.

Milatovic D, Zaja-Milatovic S, Gupta RC, Yu Y, Aschner M (2009) Oxidative damage and
neurodegeneration in manganese-induced neurotoxicity. Toxicol Appl Pharmacol 240: 219-
225.

Mindikoglu AL, Regev A, Schiff ER (2006) Hepatitis B virus reactivation after cytotoxic
chemotherapy: the disease and its prevention. Clin Gastroenterol Hepatol 4: 1076—1081.

113



LITERATURA

Minich T, Riemer J, Schulz JB, Wielinga P, Wijnholds J, Dringen R (2006) The multidrug
resistance protein 1 (Mrpl), but not Mrp5, mediates export of glutathione and glutathione
disulfide from brain astrocytes. J Neurochem 97: 373-384.

Misono KS (2011) Natriuretic peptides and their receptors. FEBS J 2011 278 doi:
10.1111/j.1742-4658.2011.08114 .

Monfort P, Munoz MD, Felipo V (2004) Hyperammonemia impairs long-term potentiation in
hippocampus by altering the modulation of cGMP-degrading phosphodiesterase by protein
kinase G. Neurobiol Dis 15: 1-10.

Morales A, Miranda M, Sanchez-Reyes A, Colell A, Biete A, Fernandez-Checa JC (1998)
Transcriptional regulation of the heavy subunit chain of c-glutamylcysteine synthetase by
ionizing radiation. FEBS Lett 427: 15-20.

Morrow JD, Roberts LJ 2nd (1999) Mass spectrometric quantificatiop-igsbprostanes in
biological fluids and tissues as measure of oxidant stress. Methods Enzymol 300: 3-12.

Mosmann T (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods 65: 55-63.

Munoz SJ (2008) Hepatic Encephalopathy. Med N Am 92 : 795-812.

Munshi HG, Wu Y], Ariztia EV, Stack MS (2002) Calcium regulation of matrix
metalloproteinase- mediated migration in oral squamous cell carcinoma cells. J Biol Chem
277: 41480-41488.

Murthy CR, Rama Rao KV, Bai G, Norenberg MD (2001) Ammonia-induced production of
free radicals in primary cultures of rat astrocytes. J Neurosci Res 66: 282—-288.

Murthy KS, Teng B, Jin J, Makhlouf M (1998) G protein-dependent activation of smooth
muscle eNOS via natriuretic peptide clearance receptor. Am J Physiol 275: 1409-1416.

Neuschwander-Tetri BA, Roll FJ (1989) Glutathione measurement by high performance
liquid chromatography separation and fluorometric detection of the glutathione-
orthophthalaldehyde adduct. Anal Biochem 179: 236-241.

Nguyen JH, Yamamoto S, Steers J, Sevlever D, Lin W, Shimojima N, Castanedes-Casey M,
Genco P, Golde T, Richelson E, Dickson D, McKinney M, Eckman CB (2006) Matrix
metalloproteinase-9 contributes to brain extravasation and edema in fulminant hepatic failure
mice. J Hepatol 44: 1105-1114.

Norenberg MD, Martinez-Hernandez A (1979) Fine structural localization of glutamine
synthetase in astrocytes of rat brain.Brain Res 61:303-310.

Norenberg MD, Rama Rao KV, Jayakumar AR (2009) Signaling factors in the mechanism of
ammonia neurotoxicity. Metab Brain Dis 24: 103-117.

O'Grady JG, Alexander GJ, Hayllar KM, Williams R (1989) Early indicators of prognosis in
fulminant hepatic failure. Gastroenterology 97:439-445.

Ohara K, Aoyama M, Fujita M, Sobue K, Asai K (2009) Prolonged exposure to ammonia
increases extracellular glutamate in cultured rat astrocytes. Neurosci Lett 462:109-112.

114



LITERATURA

Ohno N, Itoh H, lkeda T, Ueyama K, Yamahara K, Doi K, Yamashita J, Inoue M, Masatsugu
K, Sawada N, Fukunaga Y, Sakaguchi S, Sone M, Yurugi T, Kook H, Komeda M, Nakao K
(2002) Accelerated reendothelialization with suppressed thrombogenic property and
neointimal hyperplasia of rabbit jugular vein grafts by adenovirus-mediated gene transfer of
C-type natriuretic peptide. Circulation 105:1623- 1626.

Olde Damink SW, Jalan R, Deutz NE (2003) The kidney plays a major role in the
hyperammonemia seen after simulated or actual Gl bleeding in patients with cirrhosis.
Hepatology 37: 277-285.

Oria M, Romero-Giménez J, Arranz JA, Riudor E, Raguer N, Cérdoba J (2012) Ornithine
phenylacetate prevents disturbances of motor-evoked potentials induced by intestinal blood in
rats with portacaval anastomosis. J Hepatol 56: 109-114.

Ott P, Larsen FS (2004) Blood-brain barrier permeability to ammonia in liver failure: a
critical reappraisal. Neurochem Int 44:185- 198.

Pella R (1991) The protective effect of atrial natriuretic peptide (ANP) on cells damaged by
oxygen radicals is mediated through elevated cGMP-levels, reduction of calcium-inflow and
probably G-proteins. Biochem Biophys Res Commun 174:549-555.

Petri S, Kiaei M, Kipiani K, Chen J, Calingasan NY, Crow JP, Beal MF (2006) Additive
neuroprotective effects of a histone deacetylase inhibitor and a catalytic antioxidant in a
transgenic mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. Neurobiol Dis 22: 40-49.

Phelps ME, Hoffman EJ, Raybaud C (1977) Factors which affect cerebral uptake and
retention of*NHs.Stroke 8: 694-702.

Pichili VB, Rao KV, Jayakumar AR, Norenberg MD (2007) Inhibition of glutamine transport
into mitochondria protects astrocytes from ammonia toxicity. Glia 55: 801-809.

Potter LR, Abbey-Hosch S, Dickey DM (2006) Natriuretic peptides, their receptors, and
cyclic guanosine monophosphate-dependent signaling functions. Endocr Rev 27:47-72.

Prado J, Baltrons MA, Pifarré P, Garcia A (2010) Glial cells as sources and targets of
natriuretic peptides. Neurochem Int 57: 367-374.

Prins BA, Weber MJ, Hu RM, Pedram A, Daniels M, Levin ER (1996) Atrial natriuretic
peptide inhibits mitogen-activated protein kinase through the clearance receptor. Potential role
in the inhibition of astrocyte proliferation. J Biol Chem 271: 14156-14162.

Qian JY, Haruno A, Asada Y, Nishida T, Saito Y, Matsuda T, Ueno H (2002) Local
expression of C-type natriuretic peptide suppresses inflammation, eliminates shear stress-
induced thrombosis and prevents neointima formation through enhanced nitric oxide
production in rabbit injured carotid arteries. Circ Res 91:1063-1069.

Rahman I, Smith CA, Lawson MF, Harrison DJ, MacNee W (1996) Induction of c-
glutamylcysteine synthetase by cigarette smoke is associated with AP- 1 in human alveolar
epithelial cells. FEBS Lett 396: 21-25.

Rahman T, Hodgson H (2001) Clinical management of acute hepatic failure. Intensive Care
Med 27:467-476.

115



LITERATURA

Raichle ME, Larson KB (1981) The significance of thesN¥H"(4) equilibrium on the
passage of 13N-ammonia from blood to brain. A new regional residue detection model. Circ
Res 48: 913-937.

Rama Rao KV, Chen M, Simard JM, Norenberg MD (2003) Suppression of ammonia-induced
astrocyte swelling by cyclosporin A. J Neurosci Res 74:891-897.

Rama Rao KV, Reddy PV, Tong X, Norenberg MD (2010) Brain edema in acute liver failure:
inhibition by L-histidine. Am J Pathol.176: 1400-1408.

Ramirez SH, Potula R, Fan S, Eidem T, Papugani A, Reichenbach N, Dykstra H, Weksler BB,
Romero IA, Couraud PO, Persidsky Y (2009) Methamphetamine disrupts blood-brain barrier
function by induction of oxidative stress in brain endothelial cells. J Cereb Blood Flow

Metab 29: 1933-1945.

Rao VLR, Audet RM, Butterworth RF (1995) Increased nitric oxide synthase activities and L-
[*H] arginine uptake in brain following portacaval anastomosis. J Neurochem 65: 677-681.

Reinehr R, Gorg B, Becker S, Qvartskhava N, Bidmon HJ, Selbach O, Haas HL, Schliess F,
Haussinger D (2007) Hypoosmotic swelling and ammonia increase oxidative stress by
NADPH oxidase in cultured astrocytes and vital brain slices. Glia 55:758-771.

Richman PG, Meister A(1975)Regulation of g-glutamylcysteine synthetase by non allosteric
feedback inhibition by glutathione. JBiol Chem 250:1422-1426.

Rodrigo R, Cauli O, Gomez-Pinedo U, Agusti A, Hernandez-Rabaza V, Garcia-Verdugo JM,
Felipo V (2010) Hyperammonemia induces neuroinflammation that contributes to cognitive
impairment in rats with hepatic encephalopathy. Gastroenterology 139: 675-684.

Romero-Gomez M, Jover M, Del Campo JA (2010)Variations in the promoter region of the
glutaminase gene and the development of hepatic encephalopathy in patients with cirrhosis. A
cohort study. Ann Intern Med 153: 281-288.

Romero-Gémez M (2005) Role of phosphate-activated glutaminase in the pathogenesis of
hepatic encephalopathy. Metab Brain Dis 20: 319-325.

Romero-Gémez M, Ramos-Guerrero R, Grande L (2004) Intestinal glutaminase activity is
increased in liver cirrhosis and correlates with minimal hepatic encephalopathy. J Hepatol 41:
49-54.

Rose C, Michalak A, Pannunzio M, Chatauret N, Rambaldi A, Butterworth RF (2000) Mild
hypothermia delays the onset of coma and prevents brain edema and extracellular brain
glutamate accumulation in rats with acute liver failure. Hepatology 31: 872-877.

Rose C, Michalak A, Rao KV, Quack G, Kircheis G, Butterworth RF (1999) Lornithine- L-
aspartate lowers plasma and cerebrospinal fluid ammonia and prevents brain edema in rats
with acute liver failure. Hepatology 30: 636-640.

Rose RA, Giles WR (2008) Natriuretic peptide C receptor signaling in the heart and
vasculature. J Physiol 586: 353—-366.

116



LITERATURA

Sagara J, Miura K, Bannai S (1993) Cystine uptake and glutathione level in fetal brain cells in
primary culture and in suspension. J Neurochem61:1667-1671.

Saha S, Li Y, Lappas G, Anand-Srivastava MB (2008) Activation of natriuretic peptide
receptor-C attenuates the enhanced oxidative stress in vascular smooth muscle cells from
spontaneously hypertensive rats: implication pélpha protein. J Mol Cell Cardiol 44: 336-
344.

Salvatore F, Cimino F, d’Ayello-Caracciolo M, Cittadini D (1964) Mechanism of the
protection by L-ornithine-L-aspartate mixture and by L-arginine in ammonia intoxication.
Arch Biochem Biophys 107: 499-508.

Sarna GS, Bradbury MW, Cavanagh J (1977) Permeability of the blood-brain barrier after
portocaval anastomosis in the rat. Brain Res 138: 550-554.

Sathyasaikumar KV, Swapna |, Reddy PV, Murthy ChR, Dutta Gupta A, Senthilkumaran B,
Reddanna P (2007) Fulminant hepatic failure in rats induces oxidative stress differentially in
cerebral cortex, cerebellum and pons medulla. Neurochem Res 32: 517— 524.

Sawara K, Desjardins P, Chatauret N, Kato A, Suzuki K, Butterworth RF (2009) Alterations
in expression of genes coding for proteins of the neurovascular unit in ischemic liver failure.
Neurochem Int 55: 119-123.

Schliess F, Foster N, Gorg B, Reinehr R, Haussinger D (2004) Hypoosmotic swelling
increases protein tyrosine nitration in cultured rat astrocytes. Glia 47:21-29.

Schliess F, Gorg B, Fischer R, Desjardins P, Bidmon HJ, Herrmann A, Butterworth RF, Zilles
K, Haussinger D (2002) Ammonia induces MK-801-sensitive nitration and phosphorylation
of protein tyrosine residues in rat astrocytes. FASEB J 16: 739-741.

Schliess F, Gorg B, Haussinger D (2006) Pathogenetic interplay between osmotic and
oxidative stress: the hepatic encephalopathy paradigm. Biol Chem 387:1363-1370.

Shaw SG, Weidmann P, Hodler J, Zimmermann A, Paternostro A (1987) Atrial natriuretic
peptide protects against acute ischemic renal failure in the rat. J Clin Invest 80:1232-1237.

Shih AY, Johnson DA, Wong G, Kraft AD, Jiang L, Erb H, Johnson JA, Murphy TH (2003)
Coordinate regulation of glutathione biosynthesis and release by Nrf2- expressing glia
potently protects neurons from oxidative stress. J Neurosci 23: 3394-3406.

Simons SS, Johnson DF (1976) The structure of the fluorescent adduct formed in the reaction
of o-phthalaldehyde and thiols with amines. J Am Chem &0£098- 7099.

Sinke AP, Jayakumar AR, Panickar KS, Moriyama M, d&RedV, Norenberg MD (2008) NF-
kappaB in the mechanism of ammonia-induced astrocyte swelling in culture. J Neurochem
106: 2302-2311.

Skowronska M, Albrecht J (2011) Alterations of Blood BrBarier Function in
Hyperammonemia: An Overview. Neurotox Res doi: 10.1007/s12640-011-9269-4

Skowronska M, Zieliska M, Albrecht J (2010) Stimulation of natriurgtieptide receptor C
attenuates accumulation of reactive oxygen species and nitric oxide synthesis in ammonia-
treated astrocytes. J Neurochem 115: 1068-1076.

117



LITERATURA

Smith AR, Rossi-Fanelli F, Ziparo V, James JH, Perelle BA, Fischer JE (1978) Alterations in
plasma and CSF amino acids, amines and metabolites in hepatic coma. Ann Surg 187: 343—
350.

Sporbert A, Mertsch K, Smolenski A, Haseloff RF, Schonfelder G, Paul M, Ruth P, Walter U,
Blasig IE (1999) Phosphorylation of vasodilator-stimulated phosphoprotein: a consequence of
nitric oxide- and cGMP-mediated signal transduction in brain capillary endothelial cells and
astrocytes. Brain Res Mol Brain R&8: 258-266.

Sthal J (1936) Studies of the blood ammonia in Idisease. Ann Intern Med 58:1-24.

Sumners C, Tang W (1992) Atrial natriuretic peptieeeptor subtypes in rat neuronal and
astrocyte glial cultures. Am J Physiol 262: C1134-C1143.

Sushma S, Dasarathy S, Tandon RK, Jain S, Gupta S, Bhist MS (1992) Sodium benzoate in
the treatment of acute hepatic encephalopathy: A double-blind randomized trial. Hepatology
16: 138-144.

Svoboda N, Kerschbaum HH (2009) L-Glutamine-induced apoptosis in microglia is mediated
by mitochondrial dysfunction. Eur J Neurosci30:196-206.

Takahashi H, Koehler RC, Brusilow SW, Traystman RJ (1991) Inhibition of brain glutamine
accumulation prevents cerebral edema in hyperammonemic rats. Am J Physiol 261: H825-
H829.

Tsacopoulos M, Magistretti PJ (1996) Metabolic coupling between glia and neurons. J
Neurosci 16: 877-885.

Van Caulert C, Deviller C, Halff M (1932) Troublesopoques par I'ingestion de sels
ammonia caux chez 'homme atteint de cirrhose de Laennec. Comptes Rendus Soc Biol 111:
739-740.

Vaquero J, Butterworth RF (2007) Mechanisms of bealema in acute liver failure and
impact of novel therapeutic interventions. Neurol Res 29: 683- 690.

Visek WJ (1984) Ammonia: its effects on biological systems, metabolic hormones, and
reproduction. J Dairy Sci 67: 481-498.

Wang W, Lv S, Zhou Y, Fu J, Li C, Liu P (2011) Tumor necrosis factaffects blood—brain
barrier permeability in acetaminophen-induced acute liver failure. Eur J Gastroenterol Hepatol
23: 552-558.

Warren KS (1962) Ammonia toxicity and pH. Naturel195: 47-49.

Wild AC, Moinova HR, Mulcahy RT (1999) Regulation of g-glutamylcysteine synthetase
subunit gene expression by the transcription factor Nrf2. J Biol Chem 274: 33627-33636.

William M, Hamilton EJ, Garcia A, Bundgaard H, Chia KK, Figtree GA, Rasmussen HH
(2008) Natriuretic peptides stimulate the cardiac sodium pump via NPR-C-coupled NOS
activation. Am J Physiol Cell Physiol 294: C1067-C1073.

Woodard GE, Rosado JA (2008) Natriuretic peptides in vascular physiology and pathology.
Int Rev Cell Mol Biol 268:59-93.

118



LITERATURA

Yamahara K, Itoh H, Chun TH, Ogawa Y, Yamashita J, Sawada N, Fukunaga Y, Sone M,
Yurugi-Kobayashi T, Miyashita K, Tsujimoto H, Kook H, Feil R, Garbers DL, Hofmann F,
Nakao K (2003) Significance and therapeutic potential of the natriuretic peptides/ cGMP/
cGMP- dependent protein kinase pathway in vascular regeneration. Proc Natl Acad SciU S A
100: 3404-34009.

Yamamoto S, Nguyen JH (2006) TIMP-1/MMP-9 imbalance in brain edema in rats with
fulminant hepatic failure. J Surg Res 134: 307-314.

Ytrebg LM, Kristiansen RG, Maehre H, Fuskevag OM, Kalstad T, Revhaug A, Cobos MJ,
Jalan R, Rose CF (2009) L-ornithine phenylacetate attenuates increased arterial and
extracellular brain ammonia and prevents intracranial hypertension in pigs with acute liver
failure. Hepatology 50:165-174.

Zaki AE, Wardle EN, Canalese J, Ede RJ, Williams R (1983) Potential toxins of acute liver
failure and their effects on blood brain barrier permeability. Experientia 39: 988—-991.

Zemtsova |, Goérg B, Keitel V, Bidmon HJ, Schror K, Haussinger D (2011) Microglia
activation in hepatic encephalopathy in rats and humans. Hepatology 54: 204-215.

Zhang JW, Gottschall PE (1997) Zymographic measurement of gelatinase activity in brain
tissue after detergent extraction and affinity-support purification. J Neurosci Methods 76: 15-
20.

Zhou H, Liu X, Liu L, Yang Z, Zhang S, Tang M, Tang Y, Dong Q, Hu R (2009) Oxidative
stress and apoptosis of human brain microvascular endothelial cells induced by free fatty
acids. J Int Med Re37: 1897-1903.

Zhou HZ, Shapiro JI, Chan L. Schrier RW (1990) Atrial natriuretic peptide protects against
cold ischemic injury in the isolated and in situ rat kidney.J Am Soc Nephrol 1: 927-928.

Zhou W, Bercury K, Cummiskey J, Luong N, Lebin J, Freed CR (2011) Phenylbutyrate up-
regulates the DJ-1 protein and protects neurons in cell culture and in animal models of
Parkinson Disease. J Biol Chem 286: 14941-14951.

Zhu D, Hu C, Sheng W, Tan KS, Haidekker MA, Sun AY, Sun GY, Lee JC (2009) NAD(P)H
oxidase-mediated reactive oxygen species production alters astrocyte membrane molecular
order via phospholipase A2. Biochem J 421: 201-210.

Zielinska M, Fresko I, Konopacka A, Felipo V, Albrech0@7) Hyperammonemia inhibits
the natriuretic peptide receptor 2 (NPR-2)-mediated cyclic GMP synthesis in the astrocytic
compartment of rat cerebral cortex slices. Neurotoxicology 28: 1260-1263.

Zielinska M, Law RO, Albrecht J (2003) Excitotoxic meclsamiof cell swelling in rat
cerebral cortical slices treated acutely with ammonia. Neurochem Int 43: 299-303.

Zielinska M, Ruszkiewicz J, Hilgier W, &ko I, Albrecht J (2011) Hyperammonemia
increases the expression and activity of the glutamine/arginine transpdrfeF%in rat
cerebral cortex: implications for the nitric oxide/cGMP pathway. Neurochem Int 58: 190-195.

Zieminska E, Dolhska, M, Lazarewicz JW (2000) Induction of permeé#pitiansition and
swelling of rat brain mitochondria by glutamine. Neurotoxicology 21: 295-300.

119



LITERATURA

Zieve L (1987) Pathogenesis of hepatic encephalopathy. Metab Brain Dis 2: 147-165.

120



	SPIS TRESCI



