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I. WYKAZ SKROTOW

ALF ostre uszkodzenieatroby (ang. acute liver failuje

AMP adenozynomonofosforan

ANOVA test statystyczny (ang. analysis of variance

AP-5 ang. DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid

APO apocynina

Agp 8 akwaporyna 8

Agp4 akwaporyna 4

Asp asparaginian

ATP adenozynotréjfosforan

BBB bariera krew-mézg (ang. blood-brain barper

BCA kwas bis-cynchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

BDL ligacja drog stciowych (ang. bile duct ligation)

BrdU 5-bromo-2’-deoksyurydyna

BSA albumina surowicy byetej (ang. bovine serum albumjne

CAMP cykliczny 3’, 5’ adenozynomonofosforan

CBF przeptyw krwi przez mézg (ang. cerebral blood flow)

cDNA komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

cGMP cykliczny 3’, 5’ guanozynomonofosforan

CIPP biatko posiadage domendDZ (ang. chanel-interacting PDZ domain protein)

cpm ang. counts per minute

CSF ptyn mdzgowo-rdzeniowy (ang. cerebospinal jluid

DAPI 4,6-diamidyno-2-fenyloindol; sonda fluoroscencyjna do brawiedier|
komorkowych

db-cAMP dibutyrylo-cykliczny AMP

DEPC dietylopiroweglan

DGC biatkowy kompleks btonowy (ang. dystrophin-glycoprotein complex

Dil nadchloran 1,1'-dioktadecylo-3,3,’,3-tetrametyloindokarbocyjanianu; barwnik
fluoroscencyjny

DMEM podtoz do hodowli komérkowych (ang. Dulbecco’s modified Eagle meédium

DMSO metylosulfinylometan (ang. dimethyl sulfojide

DNA kwas deoksynukleinowy

DRM biatkowy kompleks btonowy (ang. detergent-resistant microdorpains

ECS przestrzemiedzykomorkowa (ang. extracellular space

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

Ex potencjat rownowagowy dla’K

ELISA test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorben} assay

EW encefalopatia strobowa

FBS ang. fetal bovine serum

GA fosforano-zalena glutaminaza

GABA kwas yaminomastowy

GAPDH dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phospho
dehydrogenage

GEE ester etylowy glutationu; prekursor GSH

GIn glutamina

Glu glutaminian

GS syntetaza glutaminy

GSH glutation

HAV wirus zapalenia watroby typu A (ang. hepatitis A viris

HBV wirus zapalenia wiroby typu B (ang. hepatitis B virus

HCV wirus zapalenia mroby typu C (ang. hepatitis C virus

HDAC deacetylazy histonowe (ang. histone deacetylase
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MAPK
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PCA
PCS
PDZ
pH;
PTP
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RT-PCR
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RNA

RT
RT-PCR
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SD

SDS
SDS-PAGE

inhibitory HDAC
kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)
histydyna
wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa (ang. high-pressure liquid
chromatography
peroksydaza chrzanowa (ang. horse raddish peroxidase)
ang. International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism
zewngrzkomorkowe stzenie K
zewndrzkomérkowe sgzenie jonéw sodu
L-nitroarginina
kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein Rinase
metabotropowe receptory glutaminianu
subkliniczna encfalopatiaatrobowa (ang. minimal hepatic encephalopathy
dizocilpina
metaloproteinaza 9
uszkodzenie mitochondridéw polegzg na otwarciu kanatow w btonie wegtrznej
(ang. mitochondrial permeability transition pyre
obrazowanie metodiezonansu magnetycznego (amggnetic resonance imaging)
matrycowy RNA (ang. messenger RNA
sulfoksyimina metioniny (angnethionine sulfoximine
ang. 3-((2-Methyl-1,3-thiazol-4-yl)ethynyl)pyridine hydrochloride
bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu
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przez noc (ang. over night)
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pore)
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odchylenie standardowe (ang. standard deviation
dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sujphate
elektroforeza nalié poliakrylamidowym w warunkach denatuaych
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TNF-o
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tioacetamid
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zhcza ciste (ang. tight junctions)

czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis fagtor

odczynnik do izolacji catkowitego RNA (ang. total RNA isolation reagent
biatko o wiaciwosciach osmosensora (ang. transient receptor potential channel
superfamily

trychostatyna A

walproinian

kanat odpowiedzialny jest za wyrzut osmolitow organicznych (ang. volume-
regulated anion channekreilany rowniez VSOR — ang.

volume-sensitive outwardly rectifying anion charioblVSOAC — ang.
volume-sensitive organic osmolyte and anion channel

western blot
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Il. WSTEP

[1.1. Amoniak w organizmach ssakow

W roztworach wodnych amoniak (NH pozostaje w roéwnowadze dynamicznej
z jonami amonowymi (Nk): NHz + H,O <> NH;" + OH. Stosunek ilogéiowy amoniaku do
jonow amonowych jest funkcpH i temperatury39;293] Poniewa w 37°C pKa amoniaku
we krwi wynosi 9.01[167], w warunkach fizjologicznych wygbuje on w ponad 98% w
formie NH;" [79;184] W niniejszej pracy Nk i NH3 okreslane bela tacznie jako ,amoniak”.

Amoniak odgrywa kluczowrole w utrzymaniu przez organizmiyywe homeostazy
azotowej. W szczegolnoi jest on prekursorem i/lub produktem rozpadudakiwiazkdw
jak aminokwasy, monoaminy, czy zasady azotowe, ktére uczestmczszlakach
metabolicznych zaangawanych w najwzniejsze biologicznie procesy, m.in.
przechowywanie i przetwarzanie informacji genetycznej, neuroptméekevo. Ponadto,
utrzymanie rownowagi kwasowo-zasadowej w organizmie jeste zwiagzane z regulagj
wydalania amoniaku.

Gtébwnym zrodiem amoniaku trafiapego do krwiobiegu jest uklad pokarmowy.

U zdrowych ludzi kilka graméw amoniaku dziennie trafia z jelitazgty wrotnej [62].
Amoniak generowany w jelitach jest produktem trawienia biatek zawartych w pokarmie,
metabolizmu flory bakteryjnej, hydrolizy mocznika oraz deaminacji glutaminy (GIn) przez
enterocyty jelita cienkiegf62]. Zrodtem amoniakusstakze pozostate nagdy (m. in. nerki,
miesnie szkieletowe, mo6zg), w komoédrkach ktérych zachodzakcje katalizowane przez
dehydrogenag glutaminianow, fosforano-zalena glutaminaz (GA), deaminag AMP.

Detoksykacja amoniaku zachodzi przede wszystkim atrolbie. W hepatocytach
okotowrotnych 90 — 95% amoniaku ulega przeksztalceniu przez enzymy cyklu
mocznikowego w mocznik, ostatecznie wydalany wraz z moczem. Pozostaly amoniak
przeksztatcany jest w hepatocytaghnych w GIn[95;232] Reakcja ta, katalizowana przez
syntetaz glutaminy (GS), zachodzi réwriew migsniach szkieletowych, sercu, ptucach,
tkance ttuszczowej i mozgu [62]

Podsumowujc, obieg amoniaku w organizmie wydh nasfpujaco: amoniak
pochodzacy z jelit w ramach detoksykacji przeksztatcany j@stnocznik i, w mniejszym
stopniu, w GIn. Amoniak, ktory ominie enzymy detoksyke watroby, trafia do krwi
obwodowej, dadczapc do amoniaku uwalnianego tam w wyniku procesow bwiteznych.

Nastpnie w mesniach szkieletowych, sercu, ptucach, tkance ttuszezd® mézgu amoniak

11



WSTEP

przeksztatcony zostaje w Gin, ktéra po uwolnieniu do krwiobiegu stanowito energii
w jelitach i watrobie.

Stezenie amoniaku we krwi utrzymywane jest na niskimknminolarnym poziomie,
co ilustruje detoksykacyjngprawnosé¢watroby. U ludzi prawidtowe gkenie amoniaku we
krwi tetniczej wynosi <100M, u szczura notowano wgze stzenia referencyjne: 50 —
250uM (Tabela 11.1).

STEZENIE AMONIAKU
wartasci referencyjne| zrédto danych | wartasci w patologii zrédto danych
[uM] (literatura) [uM] (literatura)
czlowiek
krew 73-103 [179] 55 [180]
tetnicza 30 [180] 27-76 [249]
70-113 ref. w[62] 343 [129]
10-47 [26] 128 [26]
krew zylna 20-25 ref. w[62]
CSF 20-100 ref. w[62]
szczur
krew 35 [76] 560 [140]
tetnicza 35 [140] 1000 [118]
50-250 ref. w[62] 225 [65]
85 [65]
krewzylna 20-25 [277]
50-80 ref. wW62]
CSF 230 [118] 1480 [118]
Moézg 390 [118] 3830 [118]
130 [82] 330 [82]
150-300
krélik
Krew | 13umol/l | [68] | 4250-8830 | [68]

Tab.ll.1. Referencyjne i patologiczne wadbskzen amoniaku w tkankach czlowieka, szczura i krélika.

[1.1.1. Amoniak w ofodkowym uktadzie nerwowym

Amoniak obecny w mézgu pochodzanoz z krwi obwodowej, {dz z endogennych
sciezek biochemicznych. Gtownymi prekursorami endogenn@&goniaku w mozguasGin,
glutaminian (Glu) i asparaginian (Asp)62]. Amoniak jest produktem metabolizmu
neuroprzekanikbw aminokwasowych (Glu i Asp), amin katecholowydadrenaliny,
noradrenaliny, dopaminy), a takzserotoniny.Zrédlo amoniaku stanowi takz cykl
nukleotydéw purynowych oraz katalizowana przez GA deaminacja Gin.

W przeciwigistwie do dugj liczby reakcji, ktérych produktem jest amoniaggyng
ktora w mozgu prowadzi do jego detoksykacji jest, opisana uprzednio dla hepatocytow
okotozylnych, katalizowana przez GS reakcja syntezy GIn Giu i amoniaku:

Glu + NH,"+ ATP > GIn + ADP + P
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GS zlokalizowana jest watznie w astrocytachl89;214] w zwiazku z czym cykl
glutaminian-glutamina podlega komérkowemu uprzedziatlowieniu. GIn uwalniana przez
astrocyty zostaje pobrana przez neurony glutaminianergiczne. W mitochondriach neuronow
GIn przeksztalcana jest przez GA do Glu. Glu uwalniany zostaje jako neurcoprikella
przestrzeni synaptycznej, skavychwytywany jest zwrotnie przez astrocyty (Rycl)l

Wysoka aktywnoséGS i wydajne wdczanie amoniaku do GIn powodupowstanie
duzego gradientu stenia amoniaku mdzy mozgiem, a krwii Sprzyja to, wraz z rdvca pH
miedzy mozgiem (~7.1) a krwi(~7.4), przenikaniu amoniaku do mozg®;225;237] Skad
stosunek stzen miedzy mézgiem a krwiwynosi od 1.5:1 a 3:1 [62]

astrocyt

Glu i
Ryc.1l.1. Cykl glutaminian —glutamina. W astrocytach amoniak jest neutralizowany na drodze syntezy Gin (1),
katalizowanej przez syntetatin (2). Nastpnie GIn uwalniana z astrocytéw trafia do neuronéw (3), gdzie w
mitochondriach ulega hydrolizie do amoniaku i Glu (4). Po uwolnieniu Glu jako neuropndek#5) nas{puje
wychwyt zwrotny Glu z przestrzeni atizysynaptycznej do astrocytow, w czymspaminicz transportery Glu,

m.in. GLT-1 (6).
GIn — glutamina, Glu — glutaminian, GS — syntetaza GIn, GA — glutaminaza

[1.1.2. Drogi przenikania amoniaku do mézgu

Amoniak w postaci gazowej (NJH pokonuje barier krew-mézg (angblood-brain
barrier, BBB) bez przeszkéd, na drodze dyfuzji (pomimo stosunkowo niskigj
rozpuszczalnad w tluszczach). W proces transportu NHzaangaowane mog byé
transportery specyficzne dla H transportery swoiste dla innych kationow lub kanaty
jonowe [184;225;302]i wodne (akwaporyny)308]. W efekcie, mimoze w warunkach
fizjologicznych jon amonowy stanowi 98% catkowitej puli amoniaku, tylko ok. 25%

amoniaku trafia z kzenia do mézgu w formie NFA[62;79;184]
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W tkankach ssakéw poza uktadem nerwowym, w transporcie amoniakedpizz
biatka Rh (ang.Rhesus proteins homologiczne wzgbem biatek z rodziny Amt —
specyficznych transporterow amoniaku wymijacych u rofin, mikroorganizmow i
bezkrgowcow [121;232] Nieerytrocytarne homologi RhBG i RhCG ulegakspresji w
tkankach zwizanych z utrzymaniem homeostazy azotowej: w uklagm&armowym,
watrobie, nerkach121;232;302] Mechanizm transportu amoniaku przez RhBG i RhCE& by
szczegotowo badany w nerkach, jednak nierozstrzj@miozostaje kwestia, czy w natizie
tym transportowany jest wadznie NH, czy rownie NH;" [232;302] Ekspresi mRNA dla
RhCG w mozgu cziowieka i myszy dokumentuje jedno doniesienie literatufbvg,
jednake badania funkcjonalne nie zostaty jakagbprzeprowadzone.

Niektére akwaporyny (3, 7, 8, 9 i prawdopodobnie 10)reddicz rowniez
w transporcie amoniak{l75]. Spérod nich, w mozgu ekspresji ulega (oprécz typowytzh d
osrodkowego uktadu nerwowego kanatéw dla wody — akwapad i 4) akwaporyna 9, jednak
— podobnie jak w przypadku biatek Rh — jej rola w transporcie amoniaku przez btony
komoérkowe oodkowego uktadu nerwowego (OUN) nie zostataadatbadand308;311]
Akwaporyny obecne w mozgu, czyli 1, 4 i 9, ulegajilnej nadekspresji w stanach
patologicznych, takich jak nowotwory, czy urg8i1]. Obszernie badano tohkwaporyny 4
(Agp4) w patomechanizmie hiperamonemicznego @wrzmozgu [243]. Na wzmianke
zastuguje akwaporyna 8 (Agp8), zlokalizowana w mitochondriach (m. in. hepatocytow) i
posednicaca w mitochondrialnym transporcie amonidRié4]. W przeciwigéstwie do btony
komorkowej, do mitochondriow tatwiej wnika forma zjonizowana amoniaku, zegdzgia
uiemny fadunek wnigza organelli[92], jednak w przypadku Aqp8 autorzy wskagzuja
transport NH [274]. Podobnie jak w przypadku biatek Rh, rola akwaponyriransporcie
amoniaku w OUN wymaga dalszych bada

Ze wzgkdu na fakt, 1 srednica i whdciwosci jondw amonowego i potasowega s
bardzo zblzone, uwaa sk, ze NH;" moze konkurowd z K i za posednictwem kanatow lub
transporterow potasowych przechddzirzez btony komorkowd79;184] Jon amonowy
moze zastpowa takze inne kationy (N§ H") [225;301;302] Rozlegta wiedza na temat
transportu NH" przez blony komdrkowe w nerkach sktania do szukania analogicznych
mechanizméw w OUN, jednak dane digdczalne s niepetne [225]

W badaniach na hodowlach pierwotnych astrocytéw wykazano powinowactwo NH
do kanatéw potasowych Kir (angnwardly rectifying potassium channglfl2;200] oraz
kotransportera sodowo-chlorkowo-potasowego (aN@ -K*-CI* cotransportey NKCC)

[141]. Ponadto, w badaniach na skrawkach hipokampalnyiazano,ze w transport Nif
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do neuronéw zaangawana jest pompa sodowo-potasowa(K&ATPaza), a do astrocytow
Na',K*-ATPaza i NKCC[142]. Udziat kanatow i transporteréw jonowych w transper

NH;" w komérkach OUN zostanie szerzej oméwiony w rozdziale Dyskusja.

[1.2. Neurotoksycznosé¢ amoniaku

Pomimo faktu, 2 amoniak jest nieodzowny dla prawidiowego funkcjoaoia
organizmu, jego nadmiar jest toksyczny, w szczeg@éindi& OUN. O hiperamonemii, czyli
patologicznie wysokim sgteniu amoniaku we krwi, mowimy woéwczas, gdy przekeacz
wartoci 100iM u ludzi i 250M u szczuréw. U zwierg dodwiadczalnych notowano nawet
milimolarne stzenia amoniaku we krwi (Tab.ll.1.). W warunkach hgraponemii amoniak
ulega kumulacji w mozgu: stosunekzgn amoniaku we krwi i moézgu nie zwikszy si¢ az
do 1:8 [62]

Hiperamonemia towarzyszy wielu chorobom, przy czym enb¥% uwarunkowana
genetycznie, hdz indukowana przez czynniki egzogenne. Hiperamonerskaitkuje
zaburzeniami czynnes OUN (encefalopatiami). Najegciej wyskpujaca encefalopadi
hiperamonemiczngest encefalopatia strobowa (EW), gdzie do nagromadzenia amoniaku
dochodzi na skutek dysfunkcjiatroby i upodedzenia jej funkcji detoksykacyjnych [1].

Amoniak w patologicznie wysokich eeniach doprowadza do zabufize
metabolizmu energetycznego komorek OUN, przede wszystkim astro¢yi246;319].
Badania nad mechanizmem ulgafzenia proceséw energetycznych w moézgu przenako
siegaja lat 50 XX w. [25]. Z przeprowadzonych od tego czasu lbadegnika, ze amoniak
bezposednio oddziatuje na enzymy cyklu Krebsandacha oddechowego i glikolizy,
a pogednio wptywa na metabolizm energetyczny poprzez yfikowanie funkcjonowania
cyklu jabtczan-asparaginian, z czym 2zmana jest nadmierna synteza G[A07].
Kontrowersje budzi jednak kwestia, w jakim stopniu, oraz w jakich strukturach, amoniak
zaburza bioenergetykm6zgu. Liczne badania dotyee tego zagadnienide begda obszernie
omawiane w niniejszym Wgbie — z histor i stanem wiedzy na ten temat zapazis&
mozna w doskonatych artykutach przegbwych[107;243;244;246;319]

[1.2.1. Encefalopatia wtrobowa

Amoniak uznawany jest za gtdwny czynnik patogenny w[B\&34]. Hiperamonemia

wystepuje u 90% pacjentow z dysfunkcyvatroby [39]. Istnieje dobrze udokumentowana
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korelacia mgdzy stopniem hiperamonemii, a stopniem zaawansowarkaV
[26;58;145;160;222]

Wyrdznia sk dwa gtowne typy EW: ostri przewlekh. W postaci ostrej (tzw. typ A),
do nagtej, szybko pogbujacej niewydolnoéi watroby dochodzi wskutek zatrucia silnymi
hepatotoksynami (np. amanityngparacetamolem, lekami anestetycznymi) lub zeke
wirusami hepatotropowymi (HAV, HBV, HCVSmiertelnosé¢w ostrej EW siga 80%[128,
44]. Upodedzenie funkcji detoksyfikacyjnych atroby doprowadzage do postaci
przewlektej EW, wynikd moz z dwoch przyczyn: spontanicznego lub chirurgiceneg
(zabieg TIPS; angtransjugular intrahepatic portosystemic shumtytaczenia witroby z
krazenia przez zespolenie wrotno-czcze (typ B EW) laazskogi (typ C).

Objawy EW obejmuj spektrum dysfunkcji motorycznych i intelektualny&daleznie
od stopnia nasilenia objawow, wymiz moma cztery stadia EW, przy czym pierwsze,
najlzejsze, charakteryzayjm. in. zmiany rytmu snu i czuwania, nieznaczne nyiaastroju,

natomiast stadium czwarte to brakiddomocgi, spiaczka (Tabela 11.2.).

stopier objawy
EW

zaburzenia kognitywne, ktére nig sbserwowane w standardowym badaniu neurologicznym,

MHE . . . - , .
a jedynie po zastosowaniu specjalistycznych testéw neuropsychologicznych

lub neurofizjologicznych

lekkie zaburzeniawiadomdci, obnizone koncentracja i tempo wykonywania zadanystowych,

euforia lub depresja, difwos$¢, zmiany rytmu snu i czuwania, betkotliwa mowa

sennd¢, letarg, wyrane updledzenie zdolnéci wykonywania zadaumystowych,

zmiany osobowi, nieprawidtowe zachowanie, dezorientacja w czasie

niezdoln@¢ do wykonania jakichkolwiek zadaimystowych, senrig ale i napady pobudzenia i

agresji, dezorientacja w czasie i przestrzeni, zaburzenigpami

v brak kontaktu z otoczenierdpiaczka (z lub bez odpowiedgna bodziec bélowy)

Tab.ll.2. Objawy kliniczne EW w zataosci od stopnia zaawansowania choroby. (89

Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2000 r., w krajach iln
Europejskiej marskosévatroby diagnozuje giw 14 przypadkach na 100 000 obywateli, a
skutkuje ona 60 000 zgonami rocznie, co stanowi licaigksz niz liczba ofiar wypadkdw
drogowych. Raport nie podaje u jakiej liczby chorych z marskastwierdza si objawy EW,
jednak na podstawie mdych badan klinicznych szacujeg¢size hiperamonemia i EW
towarzysa ponad 50% przypadkow marsko$vatroby. Ponadto, oprocz tzw. objawowej EW
(diagnozowanej za pomgtestow Klinicznych), wyradia sk EW subkliniczna(ang.minimal

hepatic encephalopathyMHE), ktorej objawy stwierdzaneasna podstawie testow
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psychometrycznych. Pogorszenie jakiogycia pacjentow z MHE polega m. in. na
ograniczeniu sprawnes w prowadzeniu samochodu, co stwarza zagme: bezpieczstwa
w ruchu drogowym{27;234;312] Ponadto, wrdd pacjentow z MHE stwierdzagswigksze
ryzyko wystpienia objawowej EW, oraz wgz sSmiertelnos¢[194].

Do bada nad neurotoksycznym oddziatywaniem amoniaku ordanpachanizmem
EW, stosuje s modelein vivo (najczsciej szczurze i mysie)ex vivo (na skrawkach
mozgowych) oraz hodowlan vitro, gtdwnie korowych astrocytow pierwotnych. Doktadna
charakterystyke modeli do bada zatwierdzonych i rekomendowanych przez ISHEN
(International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabol[g@}),
zamieszczono w Tabeli I11.3. W celu dokonania wybiérczej oceny roli amoniaku w EW,
stosuje si model tzw. hiperamonemii prostej, indukowany poprdeotrzewnowe podanie

octanu amonu, co nie uszkadzatnaby [115]

dootrzewnowe podawanie hepatotoksyn:
Typ A | tioacetamidu (TAA), galaktozaminy, acetaminofenu,

zwierzece modele mysz, azoksymetanu
encefalopatii szczur Typ B zespolenie wrotno-systemowe
watrobowej (ang.portacavalshunt; PCS)
Typ C ligacja drég:6tciowych

(ang.bile duct ligation BDL)

dootrzewnowe podawanie octanu amonu
zwierzece modele

hiperamonemii prostej mysz, karmienie karm o dwej zawartéci amoniaku
(bez dysfunkgiji szczur model transgeniczny, wrodzonej, idukowanej hiperamonemii
watroby) (ang.OCT deficiency

astrocyty do medium hodowlanego podaje shlorek amonu (NECI) -

modelein vitro pierwotne, amoniak
rzadziej neurony
skrawki kory skrawki mog pochodzt od zwierat z wywotara EW lub

modeleex vivo mozgowej, hiperamonemai prost, lub od zwierat zdrowych, i by

hipokampa traktowane chlorkiem amonu podczas inkubac;ji

Tab. 11.3. Modele do badanad neurotoksyczioia amoniaku i EW.

[1.2.2. Astrocyty w patomechanizmie encefalopatigtnobowej

Zmiany neuropatologiczne charakterystyczne dla EW datywemal wyhcznie
astrocytow, a jedynie bardzo rzadko neurondéw, wobec czego EWaustaza pierwotna
gliopati¢ [1;45;46] Wybidrczoscétoksycznogi amoniaku wobec astrocytéw wynika z faktil, i
wspottworzc BBB, astrocyty przejmaj ,uderzenie” amoniaku pochogtzzgo z krwi
obwodowej, a nagpnie jego detoksykagj ktdra — jak wspomniano w podrozdziale II.1.1. —
odbywa s¢ na drodze syntezy GIn, katalizowanej przez GS, mnaylokalizacji wyhcznie

astrocytarnej.
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Dla EW znamienna jest tzw. astrocytoza Alzheimera typu |l, charaktecgzsg
wystepowaniem grup astrocytbw o mocno pekgzonych, nagichagirach komérkowych z
chromatyna ulokowara na obwodzie oraz proliferaciDNA, co dokumentw badania
neuropatologiczne mozgow zmartych na EWI88], zwierat z EW wywolywan
doswiadczalnie [38;206;213] a take obserwacje spod mikroskopuswietinego
i elektronowego pierwotnych hodowli astrocytéw szczurzych traktowanych amoniakiem
[89;90].

Obrzmienie astrocytow jest cecbharakterystycznhiperamonemii i EW — wyspuje
u chorych z ostr niewydolnogia watroby [139] i $piaczka hiperamonemiczna[1],
w modelach zwiergych [72;206;212;278;290;306]a take w traktowanych amoniakiem
astrocytach in vitro [153;198;207;239;272]

[1.2.3. Hiperamonemiczny obegk mézgu

Obrzck moézgu wystpuje zarbwno u pacjentdow z astr[18;29;236;300]
jak i przewleks (takze MHE) EW[97;98;234] W przypadkach EW przewlekiej olkkz jest
umiarkowany, jednak ma@& odpowiadé& za niektore objawy neurologicznf4;234]
W przypadkach ostrej EW oliz mézgu doprowadza natomiast do wzrosténieinia
wewndrzczaszkowego (stadium IV EW), stanaqwi bezpokednia przyczyre zgonow
[44:127:128]

Amoniak jest gtdwnym sprawcobrzku mézgu w EW. Bezpoédnia przestanka
pozwalajca tak twierdzé jest fakt, & obrzk mdzgu towarzyszy hiperamonemérmnse(tj. bez
uszkodzenia wtroby), co stwierdza si zarbwno u pacjentow z ugesizeniem cyklu
mocznikowego[40], jak i w zwierzcych modelach hiperamonemii prosf&jL5;280] Pod
wptywem amoniaku obrzmieniu ulegajréwniez, w warunkach ex vivo, komorki
w skrawkach kory mézgowej szczura [170;316;317].

Obrzek moézgu jest skorelowany ze zkszonym przeptywem krwi przez mozg
(ang.cerebral blood flowCBF). Wzrost CBF maz zwiksz& cisnienie wewn#rzczaszkowe
i pogkbiac obrzk poprzez zwikszenie przeptywu wody przez BBB i wywotywanie
hiperemii[127]. W klinice, podwyszony CBF jest czynnikiem ryzyka, predestyieym do
wystapienia obrzku moézgu [305]

Obrzck moézgu towarzysgy EW/hiperamonemii jest w gidwne] mierze

cytotoksyczny, obrzmieniu uleggaj upodedzone metabolicznie astrocyty. Zmiany
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patologiczne, jakim ulegajastrocyty w warunkach EW/hiperamonemii szerzej aes
zostanaw nas¢pnym podrozdziale.

Oprécz komponenty cytotoksycznej, do powstania @larzmozgu przyczynia si
takze komponenta wazogenna, co stwierdzano w modelgoramonemii i EW[49;50].
Powstawanie obkrku wazogennego zazane jest ze zmianami przepuszczatn®&BB, co —
w umiarkowanym stopniu — ma miejsce w warunkach patogennego oddziatywania amoniaku
[39;271-273]

Amoniak bezpagednio przyczynia gido degradacji bialek wspottwarzych BBB —
ztaczy Scistych (ang. tight junctions TJs) oraz klaudyn i1 okludyn. W mysim
galaktozaminowym modelu ostrego uszkodzenigraby obrzk mdzgu wystpuje wtornie
do uszkodzenia TJs, na skutek aktywacji metaloproteinazy 9 (MMB5204] a wzrost
cisnienia wewntrzczaszkowego jest wprost proporcjonalny do aktywnddMP-9 [49].
Nieprawidtowogi w funkcjonowaniu TJs oraz olm@nie poziomu ekspresji biatek z nimi
zwigzanych — okludyn — stwierdzano réwhia pacjentdéw z osirniewydolno€ia watroby
[182] oraz w modelach zwiegzych: galaktozminowyni182] i acetaminofenowynj297].
W wymienionych pracach wykazange bezpogednim czynnikiem powodagym zakidcenie
integralno&i BBB byt TNF-a (ang.tumor necrosis factgr Podwyszenie poziomu TNIle-

i innych cytokin prozapalnych we krwi wygluje zarébwno u pacjentow z asirprzewlekh
niewydolno<ia watroby [285;307] jak i u zwierat modelowych [135]

Na rok amoniaku w powstawaniu wazogennego ekuzmozgu wskazuje réwniewzrost
przepuszczalnad komorek linii RBE4, wywodacych s¢ z komoéreksrodbtonka naczy
moézgowych[273]. W komorkach tych stwierdzono réwniektywacg MMP-9 oraz wzrost
poziomu izoprostandw pod wptywem jonow amonowy¢h73]. Amoniak moduluje
funkcjonowanie BBB wptywap nie tylko na skiad bton komorek wspoéttwaeygch barieg,
ade takz na funkcjonowanie transporterow btonowych. Amonialburza transport

aminokwasow przez BBB: dyeh neutralnych, oraz ornityny i argininy [271]

[1.2.4. Patomechanizm neurotoksycznego oddziatywania amoniaku

[1.2.4.1. Procesy fizjologiczne i metaboliczne ulegajzaburzeniom w mézgu — uwagi ogolne

Neurotoksyczne oddziatywanie amoniakuzalee u podstaw patomechanizmu EW,

obejmuje wiele zagbiajacych sé i samonapdzapcych mechanizmow. Amoniak zakiéca

funkcje astrocytéw, prowade do:
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- zaburzé metabolizmu energetycznego

- zmian pH wewntrzkomérkowego (ph

- zmian wtasnasi elektrofizjologicznych bton komorkowych

- nierbwnowagi osmotycznej i zabufzgospodarki wodno-jonowe;j

- zaburzé neurotransmisji: glutaminianergicznej, GABAergicgrserotonergicznej

- zaburzé transmisji na szlaku receptory NMDA-NO-cykliczny &M

- stresu nitrozo-oksydacyjnego (ang. oxidative-nitrosative St@NSs)

- wzrostu przepuszczalém bton mitochondrialnych (ang.itachondrial permeability
transition; MPT)

- zapalenia ukladowego [1;34]

Uwaza sk, ze obrzmienie astrocytow tece — jak juzwspomniano — bezposdni
przyczyra obrzku mozgu, stanowi wypadkawwywotanych przez amoniak i wzajemnie
przyczynowo powgzanych zaburze metabolizmu komérkowego, w tym w szczegobios
akumulacji osmolitow (w tym GIn), nierdbwnowagi wodno-jonowej, ONS, indukcji MPT,
obnizenia  metabolizmu  energetycznego oraz dziatania oytokprozapalnych
[1;3;44;99;172;217] Znamienne dla hiperamonemii/EW zaburzenie rownowagdzy
neuroprzekanictwem pobudzagym a hamujcym, réwnie: dotyczy dysfunkcji astrocytow,
jako funkcjonalnej sktadowej synapsy trojdzielnej [10;216]

Rola amoniaku, jako gtdbwnego czynnika sprawczego w patomechanizmie EW, nie jest
kwestionowana. Dyskusji natomiast podlega udziat innych, towayzysiz czynnikow,

z ktorych wymienia & m.in.: akumulag innych neurotoksyn (np. manganu), czy stany
zapalne o charakterze wielonadpwym kydz ograniczone do mdzgu3;234]. Obok
amoniaku, jako pierwotnej przyczyny uruchamij kaskadezdarzé prowadaca do EW
[99;216] naleey pamktac o nierzadko wspotwyspujacych czynnikach zwkszapcych
ryzyko wystpienia petnoobjawowej EW: hiponatremii, hipokalenkivasicy/zasadowicy
metabolicznej, niektdrych lekach (np. benzodiazepinach), infekcjach, dysfunkcji nerek [289]

Niedawno, Romero-Gomez i wsp[252] wykryli wystepowanie mutacji
w promotorowym regionie genu koduopgo ludzka glutaminaz. In vitro, mutacja ta
powoduje zwikszenie ekspresji tego enzymu. U tych pacjentowpeieych na marskosé
watroby, u ktorych wysipuje mutacja, stwierdza ¢sirOwniez czestsze wysipowanie
symptomatycznej EW. Jest to pierwsze doniesienie w literaturze imgdikuj udziat
czynnika genetycznego w patogenezie EW [2;252]

W kolejnych podrozdziatach omowione zostamybrane aspekty neurotoksycznego

oddzialywania amoniaku, ze szczegllnym uwdgieniem tych mechanizméw, ktore
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przyczyniaj Sig — w sposob pagdni lub bezpa&dni — do powstania obrzmienia astrocytow
i obrzku mézgu. Nacisk potany bedzie réwnie na zaburzenia neurotransmisji i udziat
receptorow NMDA (NMDAr) w patomechanizmie EW.

W astrocytachin vitro oraz w mozgu szczuran vivo, nasipuje nadprodukcja
reaktywnych form tlenu i azotu pod wptywem amoniaku, aleedadtvierdza si obecnosé¢
cytokin prozapalnych, benzodiazepin i hiponatremii — wspokpygdcych z hiperamonenyi
czynnikéw ryzyka, przyczyniagych sg¢ do patomechanizmu E\®9]. Amoniak i pozostate
wymienione czynniki indukaj ONS na drodze zaleej od NMDAr i C&
[85;199;250;265;266]Aktywacja NMDAr zwhzana jest z usugtiem bloku magnezowego
na skutek depolaryzacji, a ngshie wyrzutu Glu z komorek astrogleju i ponownego,
autokrynnego, pobudzenia NMDAJ99;218] Pomgdzy ONS a obrzmieniem astrocytow
istnieje zalenos¢ typu bkdnego kota, utrudniaga, czy wecz uniemofiwiajaca wskazanie
praprzyczyny w patomechanizmie EW: ONS powadujrzmienie astrocytow, i odwrotnie —
obrzmienie astrocytow, wywotane np. szokiem hipoosmotycznym, indukuje ONS [99]

[1.2.4.2. Zaburzenia neurotransmisji glutaminianergicznej w encefalopaiotowe]

Objawy neuropsychiatryczne EW ttumaczy si.in. nierbwnowagav neurotransmisji
pobudzagcej i hamujcej. W ostrych przypadkach EW dominuje nadpobudzenie
i ekscytotoksycznos¢zwiazane gtéwnie z aktywagj NMDAr, natomiast w stanach
przewlektych nierbwnowaga przesuwa i strore przekanictwa GABAergicznego [3;178]

Wzrost zewntyzkomérkowego stenia Glu obserwuje siw mézgach pacjentéw
z ostm niewydolnogcia watroby [287;288] a take zwierat w modelachin vivo,
z towarzyszca hiperamonenaii obrzkiem mozgu33;69;115;191;192;197;255Wzrost ten
moze ttumaczy takie objawy kliniczne jak nadpobudliwosédrgawki, nierzadkie w ostrej
niewydolno&i watroby (ang. aute liver failure ALF) [253;254]

Wzrost stzenia Glu w przestrzeni synaptycznej wywotywany jpstez amoniak:
akumulacja Glu towarzyszy hiperamonemii i/lub EW, i odwrotnie — fizjologicznezabia
ilosci amoniaku w ptynie mézgowo-rdzeniowym (CSF, aceyebrospinal fluid) koreluje ze
spadkiem zewrtizkomoérkowego stenia Glu [255]

Za wzrost zewntizkomoérkowego stenia Glu mog odpowiada obnizenie
wychwytu i/lub zwgkszenie wyrzutu Glu z astrocytdi@53;254] Obnizenie wychwytu Glu
obserwowano w modelach EW/hiperamoneimmi vivo [223;267] i in vitro [21;51;132]

Uwaza Sk, ze za obnienie zdolnoéi astrocytow do wychwytu Glu odpowiada spadek
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ekspresji sodo-zateych transporterow Glu: GLT-1 (EAAT-2)148;210] i GLAST
(EAAT-1) [51;313] Zwickszenie wyrzutu Glu z astrocytbw hodowanych w obecinos
amoniaku pokazalGorg i wsp. [86]

W warunkach ostrej intoksykacji amoniakiem, gpsje nadpobudzenie NMDAr
[178], co prowadzi do ekscytotoksycziwoivobec neuronéw83]. Od niedawna proponuje
sie¢ takze, ze mechanizm ten mezrowniez dotyczy¢ astrocytéw[45], jakkolwiek obecnosé
funkcjonalnych NMDAr na astrocytach stanowi przedmiot sporow (por. dalsze fragmenty
dysertacji).

W modelach hiperamonemii proste] wielokrotnie wykazawe, ostre zatrucie
amoniakiem doprowadza dosmierci zwierat na drodze zalme] od NMDAr
[102;103;157;185] Nadpobudzenie NMDAr na skutek ostrego podaniawoatnonowych
potwierdzono rownie w obrazowaniu rezonansem magnetycznym (amgnetic rezonanse
imaging; MRI)[50]. Za udziatem NMDAr w ostrej neurotoksyczeb&amoniaku przemawia
fakt, z antagonici NMDAr (m.in. memantyna, MK-801) poprawigparametry kliniczne
(m.in. obrzk mozgu) i obniaja $miertelnos¢ zwierzat naraonych na hiperamonemi
[102;103;156;157;185;294]

Indukowane amoniakiem nadpobudzenie NMDAr prowadmz do:

- obnizenia poziomu ATP w moézglil18;157;159;263] co moe odbyw& sic poprzez
zwickszenie aktywnad Na'/K*-ATPazy [9;157;186;248] lub zaburzenie aktywnos
enzyméw mitochondrialnych poprzez zatg od NMDA naptyw C&'" [157;158]

- indukcji ONS (por. kolejny podrozdziat).

W warunkach ostrej hiperamonemii notowany jest wzrost cyklicznego GMP (cGMP),
co jest wyznacznikiem ekscytotoksyczoo&Glu. Ow wzrost cGMP w mikrodializatach
z mbzgow szczurow, ktorym przez sonuiékrodializacyjnapodawano amoniak, jest zatey
od pobudzenia NMDAr, gdy jednoczesne podawanie antagonistow NMDAr znositefek
amoniaku[103;114] Obserwuje si przy tym rownie wzrost poziomu azotandéw/azotynéw
(modiwych do oznaczenia produktow utleniania NO — madke ONS i pobudzenia szlaku
NMDA-NO-cGMP) [116]

W przeciwigistwie do ostrego zatrucia dgmi dawkami amoniaku, w przewlektej,
umiarkowanej hiperamonemii nie obserwujes s1adpobudzenia NMDAr — przeciwnie,
nastpuje obnkenie aktywnogi szlaku sygnatowego NMDA-NO-cGMPL78], co uwaane
jest za proces kompensacyjny. W stanach przewlektych wzrost poziomu cGMP indukowany
podaniem NMDA lub SNAP (donora NO) jestzezy — zarowno w modelu hiperamonemii

prostej, bez uszkodzeniaatoby [104], jak i u zwierat z PCS[193]. U 0s6b z marskasa
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watroby, aktywnosécyklazy guanylanowej w odpowiedzi na podanie SNAR Inizsza ni u
zdrowych [63]. Cykliczny GMP jest zaangawany w procesy uczeniag¢sSii pamkci
[75;146;178;195]skd postuluje s, ze zaburzenia szlaku NMDA-NO-cGMP odpowiagdaa
zaburzenia kognitywne i pagtiowe obserwowane u pacjentow z przewdelk¥V [303;304]

czy u zwierat z EW wywotanadoswiadczalnie [77;78]

[1.2.4.3. Stres nitrozo-oksydacyjny w hiperamonemii i encefalopatiofaowe]

Amoniak powoduje nadprodukcieaktywnych form tlenu i azotu (w tym vegkowo
toksycznego nadtlenoazotynu, ONQPOw nasgpstwie czego dochodzi do ONS. Indukowany
amoniakiem ONS stwierdzano:

- in vitro: w hodowlach pierwotnych astrocytow [88;96;199;266;270;272]

- in vivo: w mozgach szczuréw, w modelu hiperamonemii pr¢st&j] i PCA[190] oraz EW
indukowanej TAA [262], lub ktérym domézgowo podawano amoniak poprzez sondg
mikrodializacyjna[113]

- we krwi chorych [203] oraz mdzgach os6b zmartych na EW. [87]

Za indukcg ONS przez amoniak odpowiada z jednej strony pagagna ekspresja
i aktywnos¢ syntaz tlenku azoti105;247] a z drugiej obrienie aktywnoéi enzymoéw
antyoksydacyjnych: peroksydazy glutationowej, dysmutazy nadtlenkowej i katalazy
[154;155] Amoniak mae indukow& ONS réwnie na drodze niezatleej od NMDAr —
poprzez aktywagj oksydazy NADPH, co wykazano w astrocytdohvitro i w skrawkach
kory mdzgowej szczurax vivo[250;272] ONS w konsekwencji prowadzi do upedzenia
funkcji komérkowych na skutek oksydacji biatek i kwaséw nukleinowych, peroksydacji
lipidow, nitracji reszt tyrozynowych i s-nitrozylacji reszt cysteinowych w biatkach
i glutationie (GSH), indukcji MPT.

Oksydacg RNA (mogega wptywat na ekspresj gendw i proces translacji biatek),
niekiedy zalena od NMDAr, stwierdzono w astrocytach pierwotnych ktcavanych
amoniakiem oraz w szczurzym modelu hiperamonefBB], a zwktkszony poziom
8-hydroksyguanozyny, markera oksydacji RNA, stwierdzono réwrpest mortemw
mdbzgach oséb zmartych na EW [87]

Nitracja reszt tyrozynowych przez ONOO-, indukowana przez amoniak, dotyczy
takich biatek jak GS, receptor benzodiazepinowy, NKCC. Nitracja GS prowadzi daepiani
aktywnosci enzymu, co tlumaczy eijako probe kompensacji wobec nadmiernego

gromadzenia si GIn [84;96]. W przypadku NKCC, nitracja prowadzi do jego nadmeg
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aktywacji, co uwaane jest za przyczynzaburzé réwnowagi jonowej, prowadzej do
obrzmienia astrocytow[131]. Indukowana amoniakiem, zaleia od NMDAr nitracg
astrocytarnych GS, receptorow benzodiazepinowych i GAPDH ujawnity révipgadania na
astrocytach hodowanychn vitro [266]. W tej samej pracy wykazanee reaktywne formy
azotu aktywuj poprzez fosforylag] kinaz MAP (ang.miogen-activated protein kinase
MAPK), Erk1l/Erk2 oraz p38-MAPK. Udziat szlaku sygnatowego z udziatem MAPK
w neurotoksycznad amoniaku potwierdzili rownie Jayakumar i wsp. [132]Fosforylacja
MAPK prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego «BE angaowanego

w odpowiedzi na czynniki prozapalfizl6]. Aktywacja NkB w hodowlach astrocytarnych
nastpuje pod wptywem amoniaku [27.0]

[1.2.4.4. Rola amoniaku w indukcji MPT

MPT definiowane jest jako wzrost przepuszczathoswewndrznej biony
mitochondrialnej dla matych (<1500 Da) asteczek, na skutek indukowanego wzrostem
stezenia C&" otwarcia kanatu PTP (angermeability transition polew mitochondriach
[216]. Amoniak indukuje MPT w hodowlach astrocytarny{d®;215] a mechanizm tego
procesu obejmuje stres oksydacyjny — stosowanie antyoksydantéw przeciwdzial@MpPT
Konsekwengg MPT i rozprzgnigcia wewndrzmitochondrialnego potencjatu btonowego
(ang.mitochondria inner membrane potential¥,) jest zaburzenie fosforylacji oksydacyjnej

i spadek produkcji ATP, generacja wolnych rodnikéw, obrzmienie mitochondriow.[216]
[1.3. Udziat glutaminy w patomechanizmie neurotoksycznad amoniaku

Glutamina jest aminokwasem najobficiej wymijacym we krwi (ok. 550mM
u cztowieka;[251]) i posiada szerokie spektrum dziatania. GIn stanenddio energii dla
komorek i jako uniwersalny noik azotu, jest prekursorem w syntezie innych amivedow,
peptydow czy nukleotydoyw;279]. ObecnosdGlin jest niezbgna dla prawidtowego rozwoju
OUN w trakcie embriogenezy, na co wskazbpdania skutkéw wrodzonego niedoboru GS
u myszy i ludzi[93;100] Aktywnos¢ i ekspresja GS uleggjzmianom/modulacji pod
wptywem takich czynnikow jak stres oksydacyjny, zapalenie czy infekcja wirusowa (ref.
w [56]). Na kadym etapie rozwoju, GIn odgrywa istotrrple w neuroprzekanictwie
aminokwasowym: w OUN GIn jest ggteczkataczaca metabolizm amoniaku i syntgez

neuroprzekanikow — Glu i kwasw-aminomastowego (GABA), i jako taka mmimodulowa
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dziatanie synapsy trojdzielnej7;8]. Poprzez aktywag¢j czynnikdéw transkrypcyjnych,
np. NKB, GIn w rémych tkankach ssakéw reguluje ekspresgzeregu genow
zaangaowanych w takie procesy jak proliferacja, m@owanie i przeywalnos¢ komorek
[37;279} nie jest jednak jasne, czy i w jakim stopniu psycte odgrywaj role w mozgu.

Jak juz wspomniano, wOUN detoksykacja amoniaku, przebiega w astrocytach:
w reakcji katalizowanej przez GS, z amoniaku i Glu syntetyzowana jest GIn. W warunkach
patologicznie wysokiego gtenia amoniaku, GIn, jako produkt jego detoksyka@iyvniez
ulega akumulacji w OUN i CSF, co wykazano u chorych z EW i w modelachrEvivo
[64;161;187;286] Co wkcej, poziom GIn w mbézgu koreluje nie tylko z poziome
hiperamonemii [286], ale take ze stopniem obgku mobzgu i zaawansowania EW
[151;168;169;269] Towarzyszce hiperamonemii nagromadzenie GIn diugo iam® za
obojetne dla funkcji OUN. Dane dwdadczalne zgromadzone na przetomie XX i XXI wieku
doprowadzity do zmiany tego peglu. Bazwc na tych danych, Albrecht i Norenbel@)
zaproponowali tzw. hipotezkonia Trojaskiego, mowica, ze syntetyzowana w cytoplazmie
astrocytow GIn trafia nagpnie do mitochondriéw, gdzie jest hydrolizowana prZ8A
z powrotem do amoniaku i Glu. Amoniak generowany bemmio w mitochondriach
przyczynia s¢ do indukcji MPT, ONS i tym samym dysfunkcji mitocturiow,
a w konsekwencji do powstania obrzmienia komoérki (Ryc.11.2). Hipoteza konian$kigao
oparta jest m.in. na licznych doniesieniach dokumaoygh skutecznosésulfoksyiminy
metioniny (MSO), inhibitora GS, w przeciwdziataniu neurotoksyczno&moniaku.
Stosowanie MSO obnato:
- $miertelnos¢szczurow wywotananfuzja amoniaku [298]
- obrzk mozgu u szczuréw z hiperamonarf0;280]
- wywotane amoniakiem obrzmienie astrocytow in vivo [282;3i0@] vitro [125;208;323]
- cisnienie wewntrzczaszkowe [30i] CBF [190]
- poziom zewntyzkomorkowego K [276]
- stres oksydacyjny w astrocytach in vitro [199;215]
- MPT w hodowlach astrocytarnych [19]
Oprécz przestanek opartych na danych uzyskanychyeiern MSO, pojawity s opisy
bezposedniego neurotoksycznego dziatania GIn. W hodowlastiocytowGIn wywotuje
stres oksydacyjny{134] i indukuje MPT [240]. GIn wywotywata réwnie indukcg MPT
i obrzk mitochondriow izolowanych z kory moézgowej szcz(4a8], a take potgowata
wywotane amoniakiem obrzmienie mitochondriéf¥4]. Hipotez konia Trojaskiego

w modelu EWin vivo po czsci potwierdzili Rama Rao i wsf245]: szczurom, ktérym
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podawano TAA, podawano jednoémeée histydyr (His) — inhibitor transportu GIln do
mitochondriéw. U zwierat przyjmupacych His zaobserwowano zmniejszenie gkezmdzgu,
co interpretowano jako wyraz olmeinia poziomu wewrtezmitochondrialnej Gln jakarddta
amoniaku.

Stusznoschipotezy konia Trojaskiego i centralna rola Gin w neurotoksyczrios
amoniaku podlega ggtej analizie i weryfikacji[7;11;39;99] co szerzej ombwione zostanie
w rozdziale Dyskusja. W tym miejscu najezwrdci uwag;, ze pierwotnie hipoteza konia
Trojanskiego przypisywata cate dziatanie patogenne uwakriou z Gln amoniakowi, niejako
ignorupc, ze drugim uwolnionym produktem jest Glu. Wyniki badgrezentowane
w niniejszej dysertacji obejmaujm.in. prébe wypetnienia ,luki glutaminianowej” w tej

hipotezie.

G.],.n '

w U

Ryc.1l.2. Hipoteza konia Trofeskiego (Albrecht i Norenberg, 2006), propag pdrednictwo Gin

w neurotoksyczniei amoniaku. GIn gromadea se¢ w warunkach hiperamonemii/EW, transportowana jest do
mitochondriéw astrocytarnych (1), gdzie ulega hydrolizie (katalizowanej przez GA) do Glu i amoniaku (2).
Generowany w mitochondriach amoniak powoduje induk®dPT i ONS, doprowadzag w ten sposob do

dysfunkcji komérek.
GIn — glutamina, Glu — glutaminian, GA — glutaminaza, ONS — stres nitrozo-oksydacyjny
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[1.4. Kanaly potasowe Kir w osrodkowym ukfadzie nerwowym

Komoérki glejowe posiadaj wiele typéw kanatow potasowych, jednakzza
charakterystyczne dla gleju funkcje, agwiza wysok, selektywnaprzepuszczalnosdla
jonéw K oraz za utrzymanie silnie ujemnego btonowego potencjatu spoczynkowego
(ang. resting membrane potentjalRMP), odpowiadaj kanaly Kir (dokomorkowe
prostownicze kanaty potasowe; weatnzprostownicze kanaty potasowe; angwardly
rectifying potassium channgls/41l]. W komodrkach makrogleju, czyli w astrocytach
i oligodendrocytach, a takzw komédrkach gleju Millera i Bergmanna, przewodmict<*
odbywa st w gtdwnej mierze poprzez kanaty Kir, jakkolwiek laaib elektrofizjologiczne
wykazaty heterogennos@opulacji astrocytow co do stopnia spolaryzowamaiktywnogi Kir
[32;41]

Utrzymanie prawidtowego gradientu’Ktzw. buforowanie przestrzenne (aispatial
buffering) (mdzg), czy syfonowanie (siatkdwka), jest gtdwwla astrocytow i komorek gleju
Mullera. Jony potasu, uwalniane do przestrzenidaykomorkowej na skutek aktywnms
neuronalnej, $ wychwytywane przez glejowe kanaty Kir, a rgstie uwalniane do obszarow
0 mniejszym sgzeniu K (np. do naczf), co w przypadku astrocytow umiia struktura
syncytialna i zhcza szczelinowe (ang@ap junction)[41;221] Uwaza sk, ze za utrzymanie
wiasciwego RMP oraz za buforowani€ M gtéwnej mierze odpowiedzialny jest kanat Kir4.1
[20;221;257]

Na podstawie cech molekularnych i wdavosci elektrofizjologicznych rodzing
kanatow Kir dzieli s na 7 podrodzin: Kirl.x — Kir7.x. Dodatkowo, funkogne
zromicowanie kanatdw Kir paeguje fakt, # formuja one homo- lub heterotetramery.
Podjednostka kanatu Kir zbudowana jest z dwoch domen transbtonowych, regionu
formujacego kanat oraz domen C- i N-koncowych, zlokalizowanych cytoplazmatycznie.
Ze wzgkdow funkcjonalnych natomiast, wyndia sk 5 typow Kir:

- dokomérkowe wewrtsizprostownicze (Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3)
- aktywowane biatkami G (Kir3.1, Kir3.2, Kir3.3, Kir3.4)

- regulowane przez ATP (Kir6.1, Kir6.2)

- zaleene od ATP (Kirl.1, Kir4.1)

- inne (Kir5.1 oraz TREK1-2 oraz TASK1-5) [41]

Zasadniczo, kanaly Kir umbwiaja naptyw potasu do komorki. Kanaly ,silnie
rektyfikujace” (ang. strongly rectifying) (Kir2.x, Kir3.x) pogednicz niemal wyhcznie

w dokomorkowym ruchu potasu, natomiast poprzez kanaly typu ,stabo rekagiKuj
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(ang. weakly rectifying) (Kirl.x, Kird.x, Kir5.x, Kir7.x) naspuje réowni¢ wyptyw K"
(zaleznie od gradientu potasowego). Znicowanie budowy podjednostkowej moduluje
dziatanie kanatow Kir:

- homomeryczny Kir4d.1 jest kanalem stabo rektyfioym, natomiast heteromer
Kir4.1/Kir2.1 jest silnie rektyfikujcy, podobnie jak homomer Kir2.1

- Kir5.1 nie tworzy homomeréow — funkcjonalne $edynie heteromery Kir4.1/Kir5.1,
zas heteromer Kir2.1/Kir5.1 jest nieczynny

- Kir3.x wystepuje jedynie jako heteromery w @bie tej samej podrodzinyl].

[1.4.1. Regulacja funkcji kanatow Kir

Kanaty Kir utrzymug potencjat spoczynkowy bton komoérkowych (RMP) naipoze
bliskim potencjatu rbwnowagowego dld KEx), ustalajc w ten sposob wartogérogow, dla
wzbudzenia257]. W miejscu, w ktorym nagbpuje wzrost sfzenia zewntyzkomorkowego
potasu ([K]e), Ex staje s¢ bardziej pozytywny w stosunku do RMP, co daje sihpgows
dla naptywu K do wndrza komorki (ang.inward currenty. Po zamkniciu kanatow,
nastpuje rozprowadzenie Kdo innych, oddalonych regionéw syncytium, gdzie jEst
bardziej negatywny w stosunku do RMP, co promuje wyplyw& zewntrz komorek.

Dalsza depolaryzacja potencjatu btonowego prowadzi do blokady kanatow Kir i w
efekcie do zablokowania wyptywu ‘K(ang. outward currents w sytuacji, gdy k jest
bardziej pozytywny m RMP, wyptyw jonéw potasu jest blokowany, przy czhiokowanie
jest zalene od [K,] — wraz ze wzrostem [K], blok jest zwalniany, czyli przeptyw potasu
wzrasta[220]. Czynnikami utatwiajcymi zaleny od napicia blok kanatu Kir g poliaminy
— spermina (SPM), spermidyna (SPD) i putrescyna (PUT) oraz jony magnezu,abdokuj
kanat od strony cytoplazmatycznej. Sita dziatania poszczegoélnych czynnikdw przedstawia si
nastpujaco: SPM* > SPD* > PUT* =~ Mg?* [220]. Dziatanie wszystkich kanatéw Kir
podlega blokowi poliaminowo-magnezowemu, jednak stogégo zalenosci od napicia
rézni sie w zaleznosci od podrodziny Kir — kanaty silnie rektyfikage & wysoce wraliwe,
natomiast stabo rektyfikage s umiarkowanie wraliwe na blok magnezowo-poliaminowy
[257]. Przewodnictwo potasowe przez Kir o wdavosciach silnie rektyfikujcych ulega
zablokowaniu przy RMP wyszym od k juz o ok. 50mV, natomiast kanaty stabo
rektyfikujace pozostaj otwarte i umoliwiaja wyplyw potasu nawet przy mocno

zdepolaryzowanych potencjatach (np. +80ni220].
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Kanaty Kirl.1 i Kir4.1 g réwniez zalene od pH wewatrzkomoérkowego: movaic
bardzo ogdlnie, obnenie pH cytoplazmy powoduje zamkoie kanatu, a mechanizm
bramkowania polega na zmianach konformacyjnych domeny cytoplazmatycznej [257;268]

Kir4.1 posiada w domenie cytoplazmatycznej sekwewcizaca ATP Walker type A,

CO 0znacza, & aktywnosckanatu jest zalsa od obecnai Mg-ATP [109;281]

[1.4.2. Interakcje Kir4.1 z innymi biatkami btonowymi

Zaangaowanie kanatow Kir4.1 w buforowanie czy syfonowakie wiaze sk $cisle
z ich lokalizacj komdrkows — najwecej Kird.1 znajduje si w zakonczeniach wypustek
astrocytow i komorek Miullera kontaktgych sg bezpogednio z naczyniami krwionagmi
[108;126;150] co ma ufatwia transportowanie jonOw potasu. Ponadto, komodrkowa
lokalizacja zaley od tego czy Kir4.1 wyspuje jako homo- czy heteromer (Kir4.1/Kir5.1):
heteromery zlokalizowaneysv zakonczeniach w politi synaps i umdiwiaja wychwyt K',
podczas gdy homomery ulegagkspresji w bliskasi naczyi krwionosnych, umotiwiajac
wyrzut nadmiaru K [108;126;149] Sposob subkomorkowego rozmieszczenia Kird.1
odzwierciedla w¢c czynnofiowe wigciwosci Kird.1, a take implikuje wysgpowanie
funkcjonalnych zalenosci migdzy Kird.1 a innymi biatkami znajdagymi sk w obrbie
wspolnej domeny btonowe.

Kir4.1 posiada w domenie C-koncowej region rozpozc\aji wiazacy biatka
zawierapce domen PDZ (ang.:PSD-95/Disc large/ZO-1 domain) typu | (motyw Ser —
X(Asn) — Val) [59;120] W komorkach glejowych wykazano interakdird.1 z takimi
biatkami zawieragcymi domene¢PDZ, jak: PSD-95 i innym biatkiem z tej rodziny, B&7
[120], oraz za-syntrofing wchodaca w sktad kompleksu DGC (andystrophin-glycoprotein
complex [59;108] Wykazano réwnig ze w moxdzku myszy, Kird.1l wspotwyspuje
z kolejnym biatkiem posiadagym domengPDZ — CIPP (angchanel-interacting PDZ
domain protein)165]. Co ciekawe, CIPP neuronalny agreguje rowrzigoodjednostkdNR2
NMDAr oraz z neureksynami i neuroliginami, co czyni je potencjalnyrarikiem medzy
strukturalnie roaymi, ale funkcjonalnie patzonymi biatkami okolicy synaptycznej
[13;165]

Kir4.1 kolokalizup w obrbie tych samych domen btonowych w astrocytach (ang.
detergent-resistant microdomain®RM) z akwaporynami, zwlaszcza Aqpa02]. Na tej
podstawie postuluje si iz kanaly potasowe i wodne $unkcjonalnie wspoizalae, co ma

usprawnig@ utrzymywanie prawidiowego @iienia osmotycznego w przestrzeni
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pozakomdrkowej poprzez pmizenie buforowania K i osmotycznie zwizanej wody
[15;59;110;201] Zagadnienie to zostanie doktadniej oméwione w zadd Dyskusja.
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Rola transportu jondw i wody przez btony komdérkowe w mechanizmie obrzmienia
astrocytow w warunkach zekszonej ekspozycji na jony amonowe (hiperamonenid)jest
doktadnie znana. Dane literaturowe wskazuj w astrocytach znaega role w homeostazie
jonowej petni kanaty potasowe, w tym gtébwnie kanat potasowy KirdDlatego w pracy
postanowiono przebadakspresj i niektére wtasnasi kanatu Kir4.1 w mozgu warunkach
EW w modelu in vivo oraz, dla poréwnania, w astrocytach in vitro.

Nowe dane postulgjrole GIn jako mediatora neurotoksyczeo&amoniaku, postanowiono
wigc poréwng wptyw amoniaku i GIn na ekspresj funkcjec tego kanatu. Zmierzono ¢si
rowniez z hipotea, ze czynnikiem modulacym ekspresj kanatu moe by gromadzacy sk

w trakcie EW Glu i 2 modulacja ta m@&angaowa receptor NMDA na astrocytach.

Sformutowano nagpujace szczegotowe zadania badawcze:

- czy EW w modelun vivo oraz jony amonowe podawane do hodowli astrocymdwtro
wptywaja na ekspregimRNA i biatka kanatu Kir4.1?

- czy i w jakim stopniu efekty wywotane w astrocytach przez amoniaksitapdtworzy
przez traktowanie GIn czy Glu (model in vitro)

- czy hamowanie aktywnok receptora NMDA moduluje ekspresjkanatu Kir4.1
w modelach in vivo i in vitrd

- czy ewentualne zaburzenie ekspresji Kir4.1 wptywa na transport jondw potasu

- czy obrzmienie astrocytow, gtébwny patofizjologiczny wykitadnik toksycengendw

amonowych w warunkach EW, ma zwek z ekspregjkanatu Kir4.1 mn vitro.

Doswiadczenia na hodowanych astrocytach uzupetnioporoiary na komorkach linii
HEK 293T, ktére cechuje niski bazalny poziom ekspresji Kird.1l. W tych badaniach
postawiono pytanie, czy transfekcja Kir4.1 do tych komérek zmienia podatrassportu
jonow potasu i oljosci komoérki na zmiany wywotane przez jony amonowelh/Istres

hipoosmotyczny.
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IV.1. Szczurzy model encefalopatii wtrobowej

Doswiadczenia na zwieetach przeprowadzono przestrzegayvytycznych Krajowej
Komisji Etycznej ds. Da¥iadczéh na Zwierztach, na podstawie zezwolenia IV Lokalnej
Komisji ds. Dogviadczé na Zwierztach w Warszawie.

Do bada wykorzystano samce szczurdéw rasy Long-Evans, oan2s0-350g oraz
rasy Sprague-Dowley, o masie do 200-250g. £0stewydolnosé watroby u tych zwierat
indukowano poprzez trzykrotne (w ogsach 24-godzinnych) dootrzewnowe podanie
substancji hepatotoksycznej, TAA (Sigma-Aldrich), w dawce 250 mg/kg masy ciata (m.c.).

Zwierzetom podawano réwnie (dootrzewnowo) His (Sigma-Aldrich) w dawce
100mg/kg m.c., 2 godziny przed #dan iniekcja TAA, lub memantyne(Sigma-Aldrich) w
dawce 10mg/kg m.c., 30 minut przedzdarazowym podaniem TAA. Zwiegia kontrolne
otrzymywaty (trzykrotnie co 24 godziny) dootrzewnowo zbha objgtos¢ soli fizjologicznej,
His (100mg/kg m.c.) lub memantyt10 mg/kg m.c.).

24 godziny po ostatnim podaniu TAA i/lub pozostatych substancji zeteerz
usmiercano za pomacdwutlenku wegla i dekapitowano. Z mézgu izolowano &andzgove
I zamraano w suchym lodzie.

Model TAA, zaprojektowany przed prawie 30 laty w Zaktadzie Neuropatologii a
pomiej doskonalony w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDIRAN, pozwala na odtworzenie
kolejnych stadibw EW i catej gamy objawéwictnie z obrgkiem mdzgu[115]. Ostatnio,

model ten zostat zarekomendowany do lhadkad patomechanizmem EW przez ISHEN [48]

IV.2. Hodowle pierwotne korowych astrocytow szczurzych

Hodowle prowadzono wedlug metody Hertz’a i w$p06]. Jednodniowe oseski
szczurze (rasy Sprague-Dowley) znieczulano poprzez oktadanie lodem, dekapitowano i
izolowano koe mézgowy. Tkankeprzecierano kolejno przez nylonowe filtryéiednicach 80
i 40pM (Millipore). Nastpnie komérki wysiewano (w gtoi 2x10.000 komérek/chy do
pozywki DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediym(Gibco) wzbogaconej 20%
bydleca surowia ptodowa (ang.fetal bovine serumFBS) (Gibco). Popwke wymieniano
dwa razy w tygodniu, przy czym w drugim tygodniu stosowano 15%, a w trzecim 10% FBS.
Ponadto, w trzecim tygodniu hodowli do zgavki dodawano 0.25mM dibutyrylo-cAMP
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(db-cAMP) (Sigma-Aldrich), aby zaindukowalojrzewanie (réaicowanie morfologiczne)
astrocytow.

Do powwki DMEM dodawano (oprocz FBS i db-cAMP) antybiotysOU/mI penicyliny i 50
mg/ml streptomycyny) (Sigma-Aldrich) oraz 2.5mM GIn (Sigma-Aldrich). Komorki
hodowano w standardowych warunkach (5% ,C@7°C) na szalkach lub ptytkach
plastikowych (Nunc) przez 3 tygodnie.

IV.3. Warunki inkubacji komérek z odczynnikami

Doswiadczenia przeprowadzano na astrocytach nietraktgeta (kontrolnych) oraz
traktowanych przez 72 godziny (72h):
- 5 lub 10mM NHCI (okreslanym dalej jako ,amoniak”)
- 5mM Gin
- 2mM Glu.
Pozostate czynniki, ktorych wptyw badano, dodawane do medium hodowlanego
astrocytow na 72ha¢znie z Glu lub oddzielnie:
- 100pM kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA)
- antagonici recptoréw NMDA:
- 50uM MK-801
- 50pM AP-5
- 100M kwas kynureninowy (KYNA)
- MTEP, antagonista metabotropowych receptoréw Glu (mGIuR) grupy |
- inhibitory transportu Glu
- 100iM PDC
- 100iM TBOA
- inhibitory stresu nitrozo-oksydacyjnego:
- 10 mM tauryna (Tau)
- 300uM apocynina (APO)
- 100uM nitroarginina (L-NNA)
- 3mM ester etylowy glutationu (GEE)
- inhibitory deacetylaz histonowych:
- 250nM trychostatyna A (TSA)
- 1mM walproinian (VP).
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Komorki linii HEK 293T, kontrolne (tj. transfekowane pustym wektorem) oznaczane
Kir4.1" lub z nadekspregKir4.1 (Kir4.1") traktowano 5mM amoniakiem przez 72h.

IV.4. 1zolacja RNA

Catkowity RNA izolowano przy wciu odczynnika TRI Reagent (Ambion) [57]

Fragment tkanki zalewano 1ml TRI Reagent’'u i homogenizowano w homogenizatorze
szklanym. Komorki, rosqte na szalkach &rednicy 6¢cm, przeptukiwano 1ml zimnego buforu
PBS i zalewano 1ml TRI Reagent’'u na 3 minuty. Homogenat tkankowy lub lizat komorkowy
przenoszono do probowek typu Eppendorf.

Nastpnie, do 1ml homogenatu/ lizatu dodawano 0.2ml ditomu (Sigma-Aldrich)

I wytrzasano energicznie. Po 5 minutach inkubacji w tempezat pokojowej (angroom
temperature RT) probki wirowano (12.000xg, 15 minut, 4°C). Eawodna (gbérng
przenoszono do nowych probéwek i, w celu wgemia RNA, dodawano 0.5ml izopropanolu
(Sigma-Aldrich), wytrasano intensywnie przez 15 sekund i inkubowano 10ummmwn RT.
Nastpnie roztwor wirowano (10.000xg, 10 minut, 4°C). Nga usuwano, a osad ptukano
1ml schiodzonego 75% etanolu (Polskie Odczynniki Chemiczne S.A.) i wirowano (10.000xg,
10 minut, 4°C). Odaegano nadgz, suszono prébki (~20 minut, 37°C) i zawieszand5v
(komorki) lub 201k (tkanka) HO. W celu inaktywowania RNaz wodigprzednio poddawano
dziataniu 0.1% dietylopiroweglanu (DEPC) i autoklawowano §Bpepd).

Stezenie i czystos¢preparatow RNA oznaczano w spektrofotometrze NaopDr
ND21000, mierac gestosc¢ optyczmy (ang.optical density OD) przy dtugoéi fali 260 i 280nm,
stosupc zasadgze ODygo = 1 odpowiada 40y RNA, a stosunek OlgyOD.gp rowny 2
oznacza czysty RNA. Do reakcji odwrotnej transkrypcji stosowano preparaty o stosunku

OD26d/OD2gowyzszym niz 1.7.

IV.5. Reakcja odwrotnej transkrypciji

Przed reakg odwrotnej transkrypcji, probki RNA poddawano dziata DNazy |
(Ambion): 10U DNazy I/ml prébki, 30 minut, 37°C. DNak inaktywowano termicznie, w
obecnog&i 5mM EDTA (Ambion): 10 minut, 75°C.

Do odwrotnej transkrypcji yawvano 1ig RNA, uzupetniagic obgtos¢ probek HOpgpc
do 1Qul. Reakcg syntezy cDNA przeprowadzano zygiem zestawu odczynnikow High

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Realajwrotnej
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transkrypcji (sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 1V.5.1) przeprowadzono w
termocyklerze (Biometra), w napujacych warunkach: 10 minut w 25°C, 120 minut w 37°C,
5 sekund w 85°C.

sktadnik mieszaniny reakcyjnej | objetosé [pl]

>8& bufor do reakcji odwrotnej transkrypc| 10x RT Buffer 2

§ % § mieszanina deoksynukleotydw 25x dNTP Mix (100mM) 0.8
:__i; g primery 10x RT Random Primers 2
TOE odwrotna transkryptaza MultiScribe™ Reverse Transcriptas 1

H2Opepc 4.2

1ug RNA 10

catkowita obgtos¢ mieszaniny 20

Tab.lV.5.1. Sklad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcjach odwrotnej transkrypgjienu zestawu
oddczynnikéw High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

IV.6. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Zmiany poziomu mRNA dla genéw: Kir4.1 (Kcnj10), Kir2.1 (Kcnj2), NKCC1
(Slc12a2), GLT-1 (Slcla2), Agp4 f-aktyny (Actb; ukywana jako gen referencyjny)
okreslono stosujc metodePCR w czasie rzeczywistym (angal-time PCR; RT-PCR). Do
analizy stosowano sondy (znakowane fluorescencyjnie startery) TagMan Gene Expression
Assay (Applied Biosystems) (Tabela 1V.6.1.) oraz TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems). Do reakcji real-time PCRywano 1ji matrycy cDNA (w trzech
powtdrzeniach), a catkowita aftps¢ mieszaniny reakcyjnej (sktad: Tabela IV.6.2.) wyiteos
10u. Reakcja RT-PCR dla wszystkich badanych genéwlperata w wystandaryzowanych
warunkach (10 min. aktywacji polimerazy w 95°C, 40 cykli: 15 sekund denaturacji w 95°C, 1
minuta przyhczania w 60°C) w aparacie ABI PRISM 7500 Sequenceedien System
(Applied Biosystems). Wzgtina zmiangpoziomu mRNA liczno wedtug metody AA[177].
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symbol genu| nazwa numer referencyjny sondy numer sekwencji w bazie dtugosé

genu TagMan (ang.assay 1D GenBank produktu
Kcnj10 Kir4.1 Rn00581058_m1 NM 031602.1 78
Kcnj2 Kir2.1 Rn00568808_s1 NM 017296.1 65
Slc12a2 | NKCC1 RN00582505_m1 NM 031798.1 67
Sicla2 GLT-1 RN00568080_m1 NM 017215.2 77
aquaporin 4| Aqp4 Rn005663196 _m1 NM 001142366.1 55
Actb B-aktyna Rn00667869_m1 NM 031144.2 91

Tab. IV.6.1. Sondy TagMan (Applied Biosystems) stosowane w reakcji RT-PCR.

sktadnik mieszaniny reakcyjnej objetosé [pl]
cDNA 1
TagMan Gene Expression Assay 0.5
TagMan Universal PCR Master Mix
H2Opepc 3.5
catkowita obgtos¢ mieszaniny reakcyjne 10

TablV.6.2. Sklad mieszaniny reakcyjnej w rekcji RT-PCR.

IV.7. Oznaczanie poziomu biatka Kir4.1 w astrocytach metogl Western-blot

Izolowanie biatka z tkanki oraz z komorek przeprowadzonoyzietn buforu RIPA
(ang. radio-immunoprecipitation assayo skitadzie: 0.01M fosforan sodu (pH7.2), 0.15M
NaCl, 0.1%SDS, 1% deoksycholan sodu, 1% NP-40 (Igepal; Fluka), 2mM EDT#Avibla
do buforu dodawano 50mM fluorek sodu (Sigma-Aldrich), inhibitory proteaz (1:200)
| fosfataz (1:100) (Sigma-Aldrich).

Tkanke¢ homogenizowano, zalewano 0.5ml buforu RIPA, homagsvano
w homogenizatorze szklanym i przenoszono do probéwek typu Eppendorf.

Komorki, rosnge na szalkach érednicy 10cm, przeptukiwano PBS, zalewano 1ml
PBS i zeskrobywano delikatnie skrobaczkdastpnie komorki przenoszono do probowki
typu Eppendorf i wirowano na niskich obrotach (2500xg, 5 minut, 4°C). Znad osadu komorek
usuwano nadgz i dodawano 120buforu lizupcego RIPA.

Homogenat tkankowy i lizat komoérkowy poddawano sonifikacji i wirowano
(10.000%g, 10 minut). Supernatant, zawigegjbiatka cytoplazmatyczne i uwolnione z bton
komorkowych, przenoszono do nowych probdéwek i oznaczano zawdsialita metoda

Lowry’ego, wedtug protokotu zg¢zonego przez producenta zestawu odczynnikow (Bierce
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Probki biatka (30g) uzupetniano buforem RIPA do réwnej etiosci, dodawano
odczynnik denaturapy (Invitrogen) wraz z buforem olgajacym i barwacym (Loading
Buffer, Invitrogen) i gotowano (99°C) przez 5 minut.

Réwne iloci biatka (3Qug) naktadano na denatugay zel poliakrylamidowy (10%) i
dokonywano rozdziatlu elektroforetycznego biatek (angodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresiSDS-PAGE) w buforze do elektroforezy (TGS 10x,
BioRad), w aparacie firmy BioRad (napie 150mV, ok. 1 godziny). W celu identyfikacji
wielkosci prazkdw uzyskanych po rozdziale, n&l razem z prébkami naktadano marker
Precision Plus Protein Kaleidoskope 10-250 kDa (Bio-Rad). Transfer biate&luz na
membrangnitrocelulozow (Bio-Rad) dokonywano w buforze do transferu, w ape firmy
Bio-Rad (natzenie 350mA, 1.5h). Wydajnoséransferu sprawdzano stostj barwienie
roztworem odczynnika Ponceau S (Sigma-Aldrich).

Membrang z biatkami po transferze inkubowano przez noc (amger night o/n)

w 4°C w 5% roztworze mleka odtluszczonego w buforze TBS-T (&isgbuffered saline
with Tween-20), w celu zablokowania miejsc niespecyficznegezawia przeciwciat.
Nastpnie membrag inkubowano z przeciwciatlem pierwszedpwym anty-Kir4.1 (1:500;
Alomone-Laboratories) w 5% mleku odttuszczonym w TBST-T, o/n w 4°C.

Membrang ptukano trzykrotnie TBS-T i inkubowano z przeciweia
drugorzdowym, skoniugowanym z peroksydazhrzanow (ang.horse raddish peroxidase
HRP) (Sigma-Aldrich, 1:8000, w 5% mleku w TBS-T). Ngstie przeptukiwano trzykrotnie
I inkubowano 3 minuty z substratem dla HRP, SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce). Detekcji sygnatu chemiluminescencyjnego dokonywano zaapomoc
systemu G-Box (SynGene).

Nastpnie membrangrzykrotnie przeptukiwano TBS-T, a naghie usuwano biatka
zwigzane z mebranfizw. stripping) za pomacroztworu 0.1M glicyny o pH 2.9. Naginie
membrang ponownie blokowano (mleko 5%, o/n). Po przeptukaiiBS-T, membrag
inkubowano przez godzing przeciwcialem pierwszogdowym anty-GAPDH (1:10000,
Sigma-Aldrich), stosowanym jako kontrola wegtrzna.

Analizg¢ densytometrycznaprazkdw wykonywano za pomac oprogramowania
GeneTools (SynGene). Wyniki przedstawiano jako iloraz sygnatu badanego biatka do biatka
referencyjnego (GAPDH) i porownywano do kontroli (wyniki wywao jako procent
kontroli). Sktadzeli i buforéw uxywanych do WB przedstawia Tabela IV.7.1. (wszystkie

odczynniki potrzebne do ich spadzenia zakupiono w firmie Sigma-Aldrich).
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zel rozdzielajcy 10% akrylamid/bisakrylamid (stosunek wagowy 73:1), 0,375 M Tris-HCI
pH 8,8; 0,1% SDS, 0,05% TEMED, 0,05% nadsiarczan
amonu
zel zagszczajcy 4% akrylamid/bisakrylamidstosunek wagowy 73:10,125 M Tris-HCI
pH 6,8; 0,1% SDS, 0,1% TEMED, 0,05% nadsiarczan
amonu
bufor do elektroforezy (TGS)) 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% SDS, pH 8,3
bufor do transferu 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 20% metanol, 0,01% SDS
bufor TBS-T 50 mM Tris pH 7,5; 0,9% NacCl, 0,5% Tween-20

Tab.IV.7.1. Sktad buforowaywanych do WB.

IV.8. Wychwyt D-[*H] asparaginianu

Wychwyt Asp (niemetabolizowanego analogu Glu) badano inkubastrocyty
(hodowane na ptytkach 24-dotkowych; Nunc) w buforze Krebssktadzie (w mM): 118
NaCl, 25 NaHC@Q, 4.7 KCI, 1.2 KHPQO,, 2.5 CaC, 1.2 MgSQ, 10 glukoza i wysycanym
95% Qi 5% CQ, pH 7.4, zawieracym D-Asp (100M) oraz D-PH] Asp (0.1 uCi/ml)
(Polatom) przez 10 minut w 37°C. Ngstie bufor usuwano, a komorki przeptukiwano
3-krotnie zimnym buforem Krebsa, aby zatrzymaychwyt. Nastpnie komorki zalewano
5004 1M NaOH i przez 30 minut poddawano lizie w 37°@04 lizatu przenoszono do
fiolek scyntylacyjnych 1 zalewano 2 ml plynu scyntylacyjnego InstaGell (Packard).
Radioaktywnoséprobek (angcounts per minutecpm) mierzono w liczniku scyntylacyjnym
(Wallac 1409) przez 5 minut. Pozostaly lizat komorkowy wtalo oznaczenia ilad biatka
metoda Bradford (1976). Wyniki wyrzono jako stosunek cpm do ilo$ biatka
I przedstawiono jako procent kontroli.

IV.9. Wychwyt ®rubidu (®°Rb)

Wychwyt ®Rb badano wedtug opisu Fishera i Margulif&@]. Astrocyty (hodowane
na ptytkach 24-dotkowych) inkubowano przez 10 minut w buforze o skfadzie (w mM): 122
(wariant kontrolny) lub 60 (wariant hipoosmotyczny) NaCl, 5 RbCI (Sigma-Aldrich), 1
MgSQs, 0.15 NaHPQ,, 0.2 NaHPQ,, 4 NaHCQ, 1 CaC}, 5 glukoza, 20 HEPESRbLCI
(1uCi/ml) (Polatom). Nasgpnie bufor odcigano, a w celu zatrzymania reakcji komorki
trzykrotnie przeptukiwano buforem zawieggym (w mM): 140 N-metylo-glukaming 1.2
MgCl,, 3 BaC}, 10 HEPES. Bufor ten blokuje aktywno#idetabolicznai kanaty Kir. Lize
komoérek, pomiar radioaktywnos oraz oznaczenie biatka wykonywano tak, jak opisan
powyzej dla wychwytu D-H] Asp.
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IV.10. Wyrzut *rubidu

Doswiadczenia wyrzutowe przeprowadzono wedtug Quesaaspi [235]. Komorki
inkubowano w DMEM zawieragym ®®RbClI (2.5uCi/ml) (Polatom) przez 1 godzirg 37°C.
Nastpnie komorki przeptukiwano trzykrotnie buforem (nieawierajcym izotopu):
kontrolnym (NaCl 122mM) lub hipotonicznym (60mM). Bufor (1ml) zmieniano co 2 minuty
przez 24 minuty — zebrano 6 frakcji (3 pierwsze odrzucono — w tym czasie usthlatainy
wyptyw 2°Rb). Po zebraniu ostatniej frakciji, komérki zalewano 1M NaOH i poddawano lizie
przez 30 minut w 37°C. Pomiaru radioaktywciodw prébkach (frakcjach i lizacie
komoérkowym) dokonano tak, jak opisano paey Wyrzut ®Rb wyrazono jako wyplyw
frakcyjny, tj. procent catkowitej radioaktywrmgfrakcje plus lizat komorkowy).

IV.11. Obnizanie ekspresji Kir4.1 w astrocytach za pomagsiRNA

Obnizanie ekspresji Kird.1 w astrocytach za pomaiRNA wykonywano wedtug
Kucheryavykh i wsp. [164]

21-nukleotydowe dupleksy RNA specyficzne dla Kir4d.1 (sekwencja sensowna:
GAGAUAGCACCGUACGUUAITAT) zakupiono w Qiagen. Komorki transfekowano wg
protokotu producenta (Qiagen)ast-forward protocol for transfection of adherent cells with
SiRNA [164].

Do dodwiadczédr uzywano trzytygodniowych, dojrzatych hodowli astrooytd
Komorki trypsynizowano i wysiewano westoLi 50.000-60.000 do 0.5 ml medium
hodowlanego DMEM (10% FBS) na ptytki 24-dotkowe w dniu transfekcji. 5nM siRNA
zawieszano w 100OptiIMEM (bez FBS, antybiotykow, etc.) (Sigma-Aldhni), wraz z 31
odczynnika do transfekcji HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen) i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 30 minut aby pozévok uformowanie gi kompleksow
siRNA-HiPerfect. Nasipnie, po kropli, dodawano daviezo wysianych komorek i delikatnie
mieszano. Komorki hodowano w standardowych warunkach przez 72h. Komorkami
kontrolnym wobec transfekowanych kompleksami siRNA-HiPerfect byty komorki hodowane
w obecnog¢i samego odczynnika do transfekcji HiPerfect (tkantrola ,mock”).

Po tym czasie, badano poziom mRNA dla Kir4.1 w komorkach metaldime PCR.
Poniewa ilos¢ komorek w dotku ptytki 24-dotkowej byta mata, dwlacji RNA i do reakcji
real-time PCR w tym przypadku ywano zestawu odczynnikbw TagMan Gene Expression
Cells-to-Ct Kit (Ambion). Komorki przeptukiwano PBS, trypsynizowamariowano w 0.5ml
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PBS na niskich obrotach (2500xg, 5 minut). Znad osadu komorek usuwanoz nas
I dodawano 23u buforu lizupcego. Nasfpnie przeprowadzano reakcjodwrotnej
transkrypcji wedtug protokotu TagMan Gene Expression Cells-to-Ct Kit (Tabela.V)11

sktadnik mieszaniny reakcyjnej objetosé [pl]
% c & 2xRT buffer 12.5
o
0% 3
sge 20xEnzymeMix 1.25
X< N
Fug
F O
lizat komorkowy 11.25
catkowita obgtos¢ 25

Tab. IV.11.1. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji przeprowadzangycem zestawu
odczynnikéw TagMan Gene Expression Cells-to-Ct Kit (Amhion)

Do reakcji RT-PCR stosowano Rimatrycy cDNA, a sktad mieszaniny reakcyjnej

przedstawia Tabela IV.11.2.

sktadnik objetos¢ [ul]

TagMan Gene Expression 5

TagMan Gene Expression Assay 0.5

(sonda, primer)

H2Obepc 2.5
cDNA 2
catkowita obgtos¢ 10

Tab.V.11.2. Sktad mieszaniny reakcyjnej do real-time PCR przeprowadzanggemn zestawu odczynnikdw
TagMan Gene Expression Cells-to-Ct Kit (Ambion).

IV.12. Analiza objetosci komdrkowej astrocytow

Analize objetosci astrocytow przeprowadzano wedtug Konopackiejp M&53].
Astrocyty (10.000 komoérek) z 3-tygodniowej hodowliiepvotnej, po trypsynizacii
przesiewano na szkietka drednicy 13mm (Assistent) pokryte polilizyn{Sigma)

I umieszczone w ptytkach 24-dotkowych.

Komérki hodowano bez dodatkéw,dmaw obecnoéi amoniaku lub Gin przez 72h. W
przypadku dowiadczér z siRNA anty-Kir4.1, komoérki transfekowano wedtugisanego
wyzej protokotu fast-forward protocol for transfection of adherenglls with siRNA

(Qiagen), rownie wysiewajac komorki na szkietka polilizynowane.
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Po 48h hodowli, w celu wyznakowania bton komérkowych, doyptz dodawano
lipofilna sondg fluorescencyjnaDil (Molecular Probes), w ateniu kaxcowym 1.25g/ml
(roztwér podstawowy: 2.5mg/ml w etanolu). Po 24h ywd& usuwano, komorki
przeptukiwano trzykrotnie zimnym PBS i utrwalano przez 10 min w 2% roztworze
paraformaldehydu w PBS. Naphie ptukano 3-krotnie PBS i montowano preparaty na
szkietkach podstawowych przy yeiu Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratagiie
zawierajcego sonddluorescencyjndAPI, znakujca jadra komdrkowe.

Preparaty skanowano w mikroskopie konfokalnym Zeiss LSM 510 sgtosuj
powickszenie 40x. FluorescercjDil wzbudzano laserem o dlugns fali 543nm
I odczytywano przy diuga$ 590nm, natomiast dtugoisfal wzbudzenia i emisji dla DAPI
wynosity odpowiednio 405nm i 533nm. Skanowanie wykonywano na wielu ptaszczyznach
fokalnych, oddalonych od siebie o 0,231 obejmujcych cad grubos¢preparatu. Uzyskane
obrazy poddano analizie komputerowej przyeaia programu ImageJ — ,.3D objects counter
function” (NIH; http://rsb.info.nih.gov/ij/). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli. Dla

kazdego uktadu dagiadczalnego wykonano 3 niezahe dogviadczenia.

IV.13. Oznaczanie zawartasi glutaminy i glutaminianu wewnatrz-

i zewmtrzkomorkowego metoch HPLC

Po 72h hodowli w obecno$ amoniaku, GIn lub Glu, komoérki przeptukiwano
trzykrotnie zimnym PBS (Gibco), inkubowano z 0.5 ml kwasu sulfosalicyloweg (1% roztwor
w PBS) przez 5 minut. Komorki zeskrobywano skrobacikdrowano (12.000xg, 10 minut,
4°C). Zbierano supernatant i doprowadzano jego pH do ok.7 przy pomocy 10M KOH (do
kazdej probki dodawano jednakawobijetosé: KOH lub PBS).Osad komorkowy natomiast
rozpuszczano w 0.5ml 1M NaOH i oznaczano w nich biatko meBoddford [36]

W celu zmierzenia zewtrgkomoérkowej zawartad Gin i Glu w komorkach
(hodowanych 72h w obecrm$amoniaku lub GIn), zbierano 1ml pavki znad komorek.

W celu odbiatczania, probki byly zakwaszane 30% kwasem nadchlorowym (PCA)
w stosunku 10:1 i wirowane (12.000xg, 12 minut, 4°C). pH supernatantu pobranego znad
osadu byto nagpnie zobogtniane przy uyciu 10M KOH. Po zobegnieniu prébki ponownie
wirowano (12.000xg, 12 minut, 4°C), po czym pobierano supernatant do oZznacze
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Stezenie GIn i Glu mierzono za pompetody wysokognhieniowej chromatografii
cieczowej (anghigh pressure liquid chromatographi#APLC) z odwréconym uktadem faz,
z detekcja fluorymetryczndl 43].

Pomiar zawartodi aminokwaséw (GIn i Glu) poprzedzano wyznaczeniazywej
standardowej, w zakresiecstn 4 — 62 pmol/prébena podstawie ktérej wyznaczan@zgnie
GIn i Glu w poszczegolnych prébkach. Do rozdziatdwwano systemu zi@nego z pompy
Ultimata 3000 (Dionex), autosamplera Gina 50 (Dionex), kolumny zemddypersil Gold
(Thermo), oraz detektora fluorymetrycznego RF 2000 (Dionex). Aminokwasy w prébkach,
przed podaniem na kolumnegipochadniano (do produktu fluorescencyjnego) vkagaz
dialdehydem orto-ftalowym (OPA), w obecnogemerkaptoetanolu. Podczas rozdziatugfaz
ruchomy stanowita mieszanina metanolu i 50mM buforu fosforeego (KBPO, / Ko:HPOy),
pH 6.2. Elucg, przy pedkosci 1.2 mil/min., prowadzono izokratycznie (10% metanol %90
bufor fosforanowy) dd min. Fluorymetrycznych pomiaréw pochodnych OPA dokeano
przy diugogiach fal detektora: 370nm (wzbudzenie) oraz 450mmigja). Pik dla Glu
przypadat na ok. 3, a dla GIn na ok. 5 min. rozdziatlu. Aby przeptikkdumne przed
kolejnym rozdziatem, zwkszano gradientowo udziat metanolu w fazie ruchodwej70%,

po czym powracano do wigiowego sktadu fazy ruchomej.

IV.14. Oznaczanie proliferacji komorek za pomog testu z wyciem BrdU

Proliferacja astrocytbw byta okélana za pomacr metody oceniacej ilos¢
wbudowanego do DNA dzigtych s¢ komorek analogu pirymidynowego, 5-bromo-2’-
deoksyurydyny (BrdU). llos¢BrdU wbudowanej do DNA oznaczano kolorymetrycznge z
pomoca testu ELISA — zestawu Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Roche).

Do dodviadczéh uzywano trzytygodniowych hodowli astrocytéw. Komorki
trypsynizowano i wysiewano (w ¢gtoci 9.000/dotek) na ptytki 96-dotkowe (Nunc).
Transfekcg SIRNA anty Kird.1 przeprowadzano wg protokotu digtek 96-dotkowych.
Rdéznica w stosunku do protokotu transfekcji opisanegzainiej polegata na tymze dla
rownomiernego rozprowadzenia kompleksow siRNA-HiPerfect w matejtasj DMEM
(200d), najpierw nakraplano uformowane kompleksy, a potelodawano zawiesing
komorkows. W momencie wysiewu komoérek poddawanych transfekBJNA (oraz kontroli
»,mock”), wysiewano rownig komorki, ktorym do medium dodawano takamoniak i GIn.

Po 48h hodowli w warunkach standardowych, daypeki dodawano BrdU na kolejne

24h. Po wyznakowaniu, komorki na ptytce utrwalano (2@@jczynnika FixDenat z zestawu,
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30 minut, RT), nagpnie inkubowano (90 minut, RT) z przeciwcialem aBtgU,
skoniugowanym z HRP. Po 3-krotnym przeptukaniu buforem (Washing solution/PBS),
inkubowano (30 minut, RT) z substratem dla HRP (100yastpnie reaka} zatrzymywano
poprzez dodanie 25%uH,SQO,. Absorbangj mierzono w czytniku spektrofotometrycznym

(MR680, Bio-Rad) przy diugas fal: 450nm i 690nm (pomiar referencyjny).

IV.15. Badanie zywotnosci astrocytow

Do badaniazywotno&i astrocytdow zastosowano metotTT. Zasada tej metody
opiera s¢ na zdolnoéi metabolizowania przez mitochondrialne dehydroggnbromku
3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu (MTT) do formazanu. Reakcja zachodzi
tylko w zywych komérkach, a stenie formazanu jest proporcjonalne do pyzéalnogi
komorek w hodowli.

Komérki hodowano na ptytkach 24-dotkowych w obeaiogwiazkéw, ktoérych
wptyw badano, przez 72h. Po uptywie tego czasu, aby wyktasd, komorki przeptukiwano
PBS (37°C) i dodawano roztwor MTT (Sigma-Aldrich) w PBS (0.5mg/ml) na 30 minut.
Nastpnie roztwor odcigano i dodawano 300 DMSO (Sigma-Aldrich), rozpuszczgjego
formazan. Po krotkiej inkubacji na kotysce, przenoszono po 12p€pbek na plytke
96-dotkowy i za pomog spektrofotometru ptytkowego (MR680, Bio-Rad), mara
absorbangj przy dtugogi fali 570 nm. Wyniki przedstawiono jako procennkmli.
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IV.16. Hodowla komodrek linii HEK 2937T

Komorki linii HEK 293T (ang.human epithelial kidney ce)l{ATCC CRL-11268)
hodowano w popwce DMEM wzbogacanej FBS (10%), GIn (2mM) i antygl@ami (1%
penicylina-streptomycyna) w standardowych warunkach (5% GO C)

V. 17. Transfekowanie komorek linii HEK 293T

Plazmid pcDNA3.1(+) oraz plazmid pcDNA3.1(+) zawiaty] cDNA Kird.1 byt
prezentem Dr Yoshihisa Kurachi z Zaktadu Farmakologii Uniwersytetu w Osace (Japonia).

Komorki HEK 293T transfekowano metodghemiczna stosujc odczynnik do
transfekcji LipofectamineTM 2000 CD wedtug protokotu producenta (Invitrogen). Seliekcj
hodowk komorek transfekowanych prowadzono pod koatr@418 (1mg/ml) w medium
hodowlanym. Komorki kontrolne, transfekowane pustym plazmidemsiakre bela Kir4.1™,

natomiast transfekowane plazmidem aimsn konstrukt Kir4.1.

IV.18. Oznaczanie ilo€i biatka Kir4.1 w komérkach HEK 293T metoda Western blot

Komoérki zbierano i homogenizowano staguj bufor lizupcy Triton X-100,
zawierapcy dodatkowo mieszaninahibitorow (Roche). Komorki homogenizowano poprzez
sonifikacg (na lodzie). Sizenie biatka w homogenatach oznaczono siosmetodeBCA,
wg protokotu producenta (Pierce).

Na zel poliakrylamidowy (10%) naktadano 2@ biatka. Po elektroforezie biatka
transferowano na membramitrocelulozow. Niespecyficzne miejsca waania przeciwciat
blokowano inkubujc membrangprzez noc w roztworze 5% BSA. Membrany inkubowano
z przeciwciatem pierwszoegdowym anty-Kir4.1 (1:400, Alomone Labs) przez 2hstjanie
inkubowano z przeciwcialem drugedowym, koniugowanym z HRP. Detekcj
chemiluminescencji przeprowadzano zycizm substratu SuperSignal West Dura Extended

Duration Substrate (Pierce). Jako gen referencyjny zastosowakigrg.

I\VV.19. Pomiar objetosci komorek HEK 293T metodh radioaktywna

Pomiaru obgtosci komoérkowej dokonano wykorzystigj [°H]-O-metyloglukoz

(OMG) Metoda, opisana przez Kletziena i w$p47], zaklada,ze transportery glukozy
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transportuy ja do wndrza komérki a do wyréwnania gradientu egien po obu stronach
btony. Wobec tego, ilos¢lukozy jest wprost proporcjonalna do etbgci komorki.

Komérki inkubowano z 1mM OMG i K [°H]-OMG przez 35 minut. Nagpnie
komorki przeptukiwano trzykrotnie zimnym buforem zawieegm (w mM): 290 sachargz
1-Tris nitrate pH 7.4, 0.5 azotan wapnia, 0.1 florety(Sigma-Aldrich). Bufor ten hamuje
aktywnos¢ transporterow glukozy. Nagtnie komorki poddawano lizie w 0.5 ml 1M NaOH.
W 4004 mierzono radioaktywnosé tak, jak to opisano dla wychwytu radioaktywneggpA

W 1004 lizatu oznaczono zawartosiatka metod BCA (Pierce).
IV.20. Wychwyt i wyrzut ®®rubidu do/z komérek linii HEK 293T

Doswiadczenia, w ktérych badano wychwyt i wyrZGRb do i z komérek linii HEK

293T przeprowadzano tak, jak to opisano dla astrocytow (podrozdziaty 1V.9 i IV.10).
IV. 21. Oznaczanie biatka

Sposéb przygotowania probek do oznaczania biatkeaopi jest w poszczegdinych
podrozdziatach. W probkach traktowanych NaOH biatko oznaczano meicatiford,
natomiast w probkach do WB (w buforach lizeych z Tritonem X-100 lub RIPA), metoda
Lowrego lub BCA.

IV.21.1. Oznaczanie biatka metodq Bradford

30ul lizatu komorkowego (lub standardu do krzywej wzwej) nanoszono (w trzech
powtorzeniach) do dotka na piytce 96-dotkowej i dodawano Rodigzynnika Bradford
(0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,75% etanol, 8,5% kwas fosforowy). Absarbancj
odczytywano przy diugad fali 595nm za pomagspektrofotometru ptytkowego (MR680,
Bio-Rad) llos¢ biatka wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowejkna§fonej na
podstawie wartasi absorbancji roztworow albuminy (BSA; Sigma-Aldr)o stzeniu 1 — 10
ug/probew 0,5 M NaOH [36]
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IV.21.2. Oznaczanie biatka metodq Lowry’ego

Stezenie biatka oznaczano przyyeiu Modified Lowry Protein Assay Reagent Kit
(Pierce).

404 badanej préby lub standardu nanoszono do dotkaphytce 96-dotkowej,
w 3 powtdrzeniach. Naginie dodawano 200podczynnika Lowry’ego (Modified Lowry
Reagent, Pierce) i energicznie mieszano. Piptizykrywano i inkubowano przez 10 minut w
RT. Po uptywie tego czasu, do dotkdw dodawanol 20pdnego roztworu odczynnika Folin-
Ciocalteu (w proporcji 1:1) i ponownie mieszano. Po 30 minutach inkubacji w RT mierzono
absorbang przy dtugog€i fali 750 nm, wspektrofotometrze (MR680, Bio-Radawartosé¢
biatka obliczano na podstawie krzywej wzorcowej, wyloee] na podstawie wartos
absorbancji roztworow BSA o gteniach 0,05 — 2 mg/m[L81].

IV.21.3. Oznaczanie biatka metodg BCA

Metoda biuretowa opieragsha zdolnogi biatek do redukcji jonéw Cii do CU, oraz
zdolnosci Cii do tworzenia barwnych komplekséw z kwasem bis-cynchoninowym (BCA).
Do badan uywano zestawu BCA Protein Assay Kit (Pierce). Rbadanej proby lub
standardu nanoszono do dotka na ptytce 96-dotkowej, w 3 powtdrzeniachephast
dodawano 200podczynnika ,WR” (sporzdzonego poprzez zmieszanie odczynnikow ,A”

I ,B” w stosunku 50:1). Po 30 minutach inkubacji w RT mierzono absorb@nzy dtugogi
fali 562nm, wspektrofotometrze (MR680, Bio-Radpwartosc¢biatka obliczano na podstawie
krzywej wzorcowej, wykréonej na podstawie wartog absorbancji roztworéw BSA

o skzeniach 0,05 — 2 mg/ml).

IV.22. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie wyniki wyraano jakosrednie arytmetyczne * odchylenie standardowe
(SD). Liczbe dodwiadczéh podano w legendach do rycin. Analizstatystyczna
przeprowadzano przy yeiu oprogramowania GraphPad Prism 3.0, stmstgsty: t-Studenta
I Manna-Whitneya U oraz ANOVA z testgmost hocBonferroniego. Poziom ufnogp<0.05

uznano za znamienny statystycznie.
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V. WYNIKI

V.1. Wplyw EW na ekspresg kanatdw potasowych (Kir4.1, Kir2.1), kanatu wodnego
(akwaporyny 4) i transportera NKCC1 w korze mézgowej szczura

W korze moézgowej szczurdéw, u ktdrych wywotano EW poprzez podanie TAA,
zaobserwowano obienie ekspresji kanatu potasowego Kir4d.1 — poziom MRARNegh
obnizeniu o ok. 23% (Ryc.V.1A), a biatka o ok. 46% (Ryd.B,C). Obnieniu o ok. 34%
ulegt poziom mRNA kanatu wodnego — Agp4 (Ryc.V.1A). Nie ulegt natomiast zmianie

poziom MRNA kanatu potasowego Kir2.1, ani transportera sodowo-potasowo-chlorkowego
NKCC1 (Ryc.V.1A).

[ kontrola I TAA

>
w
(@]

1.5 I = 1.5
5 o
3 = kontrola TAA
5 ol L, wl L sl
< 104 * £ 104 e e Kird.1
o * Y] *
€ ©
‘S '2 R e ===y GAPDH
N | o -
8_ 0.5 g 0.5
o
0.0- 0.0-
Kird.1 Kir2.1 NKCC1 Aqp4 Kird.1

Ryc.V.1.Wplyw EW na poziom mRNA dla Kir4.1, Kir2.1, Agp4 i NKCC1 (A) oraz na poziom biatka Kir4.1
(B,C) w korze mézgowej szczuréw.(C) typowy obraz immunodetekcji biatek Kir4.1 i GAPDH

Uzyskane wyniki g srednk (£SD) uzyskan z analizy 4 — 7 kontrolnych i 6 — 10 traktowanych TAA szczuréw
rasy Long-Evans.* p<0.05 wdeie U Mann’a-Whitney'a
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V.2. Wptyw histydyny na poziom mRNA dla Kir4.1 i NKCC1 w korze m6zgowej
szczurow z EW indukowary podaniem TAA

Szczurom, u ktérych wywotywano EW, wraz z TAA podawano His, ktora w
zastosowanej dawce dziata jako inhibitor transportu GIn do mitochondfié®. His nie
miata wptywu na wywotane podaniem TAA obianie poziomu mRNA dla (Ryc.V.2A; por.

Ryc.V.1A, 3A), ani na niezmieniony w tych warunkach poziom mRNA dla NKCC1
(Ryc.V.2B; por. Ryc.V.1A).

[ kontrola
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Ryc.V.2. Wptyw His na poziom mRNA Kir4.1 (A) i NKCC1 (B) w korze mézgowej szczuréw Sprague-Dowley
z EW indukowan TAA.

Uzyskane wyniki g sredni (£SD) uzyskan z analizy 3 szczuréw rasy Sprague-Dowley dlzdkgo wariantu.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testepost hodBonferroniego

V.3. Wplyw memantyny na poziom mRNA dla Kir4.1 w korze mdzgowej szczurow z EW
indukowang podaniem TAA

W celu zbadania udzialtu NMDAr w mechanizmie prowaym do spadku ekspresji
kanatlu potasowego Kir4.1 w moézgu szczurow z EW (Ryc. V.1 i V.2A), szczurom,
jednoczénie z TAA, podawano memantyr antagonigtNMDAr.

Memantyna zniwelowata efekt TAA, przywragajdo wartogi wyjsciowych poziom mRNA
dla Kir4.1 w korze moézgowej zwiegz z EW (Ryc.V.3.). Podanie samej memantyny nie
wywotato zmian w poziomie mRNA Kir4.1 w korze mozgowej szczurow (Ryc.V.3.).
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Ryc.V.3. Wptyw memantyny na poziom mRNA Kir4.1 w korze mézgowej szczuréw z EW indukciei
Uzyskane wyniki g srednh (£SD) uzyskan z analizy 7-13 szczurdw rasy Sprague-Dowley.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego

V.4. Wptyw amoniaku i glutaminy na ekspresg mRNA i biatka kanatu potasowego
Kird.1, oraz na poziom mRNA kodupcych transporter NKCC1 oraz transporter

glutaminianu GLT-1 w pierwotnych korowych astrocytach szczurzych

Pierwotne hodowle korowych astrocytow szczurzych poddawano dziataniu amoniaku
(51 10mM) i GIn (5mM) przez 72h. Amoniak nie spowodowat zmian w poziomie mRNA dla
Kir4.1 w astrocytach (Ryc.V.4A.). W przeciwigtwie do amoniaku, GIn ohrata ekspresj
Kir4.1, zarowno na poziomie mRNA (Ryc.V.4B), jak i biatka (Ryc.V.4C,D) — odpowiednio o

ok. 46 i 44%. GIn nie wptyra natomiast na poziom mRNA dla NKCC1 (Ryc.V.4BBLT-
1 (Ryc.V.4B).

[ E;’;‘:g; 5mM [ kontrola [ kontrola
I amoniak 10mM E=1Gn I GIn
A B c D
157 —_ 157 kontrola Gln
g § 3 g ———a————— Kird.1
= = = . . -t e GAPDH
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Ryc.V.4.Wplyw amoniaku lub glutaminy na poziom mRNA Kir4.1 i NKCC1 (A,B) oraz na poziom biatka
Kir4.1 (C) w szczurzych astrocytaahvitro.(D) typowy obraz immunodetekcji biatek Kir4.1 i GAPDH
Uzyskane wyniki g sredni (£SD) uzyskan z 3 — 6 niezalenych déwiadcze.

* p<0.05 w técie U Mann’a-Whitney'a
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V.5. Wplyw glutaminy na wychwyt D-[*H]-asparaginianu w pierwotnych korowych

astrocytach szczurzych

GIn, obecna w medium hodowlanym wezgniu 5mM przez 72h, spowodowata
obnizenie zdolnogi astrocytdbw do wychwytu DH]-Asp — nie podlegarego
metabolizowaniu analogu Glu, o ok. 13% (Ryc.V.5), w poréwnaniu do komérek hodowanych

w warunkach standardowych, czyli w obearid.5mM GIn.

*

L

100+ oy

wychwyt D-[3H] Asp
[% kontroli]
wu
<

[ kontrola
o- I Gln

Ryc. V.5. Wplyw GIn na wychwyt D3H]-asparaginianu w astrocytaihvitro.
Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskan z 8 niezalenych déwiadczé.
* p<0.05 w sparowanym {eie t-Studenta

V.6. Wplyw amoniaku, glutaminy i medium hipoosmotycznego na wychwyt i wyrzut

8Rb w pierwotnych korowych astrocytach szczurzych

Badano wptyw amoniaku (5mM/72h) i GIn (5mM/72h) na zdolnastrocytéw do
wychwytu (Ryc.V.6A) i wyrzutu (Ryc.V.6Bf°Rb. Poniewa uwaza sk, ze wyrzut potasu
przez kanaty Kird.1 mze by zwiazany z regulagj objgtosci komorkowej w warunkach
stresu osmotycznegad/1;229] a zaburzenia funkcjonowania kanatéw i transpovterd
zaangaowanych w regulagj objetosci komoérkowej ujawni& sie moga dopiero po ich
poddaniu stresowi hipoosmotycznemil37:309] wychwyt i wyrzut®Rb przez astrocyty
badany byt zarbwno w medium kontrolnym (122mM NaCl), jak i w medium
hipoosmotycznym (60mM NacCl).

Nie zaobserwowano wplywu amoniaku i Gln na wych®iRb ani w warunkach
kontrolnych, ani hipoosmotycznych (Ryc.V.6A).

W warunkach kontrolnych ani amoniak, ani GIn nie wplymea wyrzut®Rb z astrocytéw

(Ryc.V.6B). W warunkach hipoosmotycznych ujawnit siatomiast efekt uwediwienia
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komérek — wzrost wyrzutd°Rb w komoérkach poddanych dziataniu Gln i amoniaku byt
nizszy, ni w przypadku komorek nie poddanych ich dziataniugf®y6B).

[ kontrola 1 amoniak 5mM [EEH GIn

A *
B *
150 __ 407 o
2 i
l 8
3
el > 307
o = +
£ 5 1001 [ T 28
SR =3
2 35
504 2
‘@ 10
o
=
07 0,
122mM Nadl 60mM NacCl 122mM Nacl 60 mM Nacl

Ryc.V.6. Wplyw amoniaku i GIn oraz stresu hipoosmotycznego na wychwyt (A) i wyrzuf°R®) przez
szczurze astrocyty vitro.

Uzyskane wyniki g sredni (£SD) uzyskan z 4 niezalénych déwiadcze.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego

V.7. Wpltyw amoniaku, glutaminy oraz transfekcji za pomog SiRNA anty-Kir4.1 na
objetosé pierwotnych korowych astrocytow szczurzych

Skutecznos¢ specyficznego wyciszenia ekspresji kanatu Kird.1 pamoa
zaprojektowanych duplekséw siRNA sprawdzono éllajec wzgkdny poziom mRNA dla
Kir4.1 w astrocytach metodRT-PCR. W komorkach transfekowanch siRNA anty-Kir4.
nastpito obnizenie poziomu mMRNA tego kanatu o 63% w stosunku dadeek kontrolnych,
w tym takz wobec kontroli ,mock” (Ryc.V.7.1).

51



WYNIKI

[ kontrola
[ kontrola "mock"
[ Kird.1 siRNA

1.59
1.0 l

0.57

poziom mRNA dla Kir4.1
[2-AACt]

0.0-

Ryc.V.7.1. Wptyw transfekcji za pomasiRNA anty-Kir4.1 na poziom mRNA dla Kir4.1 w astrocytach
vitro. Uzyskane wyniki g sredni (+SD) uzyskan z 3 niezalenych déwiadcze.
p<0.05 w analizie ANOVA z testepost hocBonferroniego

Hodowanie korowych astrocytow szczurzych w obechadmoniaku lub Gin
(5mM/72h) spowodowato zwkszenie ohjtosci komorkowej astrocytéw, odpowiednio o 29
i 35% (Ryc.V.7.2A). Obserwacja ta pozostaje w zgodzie z wynikami uzyskanymi przez inne
grupy badawcze, stosge do pomiaru obkjosci komorkowej astrocytow metod€letziena
[132].

Selektywne zablokowanie ekspresji Kird.1 w astrocytach za peama&NA
skutkowato zwekszeniem ohgtosci komorkowej o 59%, w poréwnaniu do komoérek
kontrolnych — nietransfekowanych oraz poddawanych dziataniu samego odczynnika do

transfekcji, bez duplekséw siRNA (kontrola ,mock”) (Ryc.V.7.2B).

[ kontrola [ kontrola
C—Jamoniak 5mM ] kontrola "mock"
[ GIn [ Kird.1 siRNA
A B
*
* *

200+

[% kontroli]

objetosc komorkowa
=
o
<

Ryc.V.7.2. Wptyw amoniaku i GIn (A) oraz transfekcji za pomsilRNA anty-Kir4.1 (B) na olgfos¢
komérkowa astrocytowin vitro.

Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskan z 3 niezalenych déwiadczé.

* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego
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V.8. Wptyw amoniaku i glutaminy na wewmtrzkomoérkow g zawartosé¢ glutaminy oraz
na wewmntrz- i zewnatrzkomorkow g zawartosé¢ glutaminianu w pierwotnych korowych

astrocytach szczurzych

Traktowanie hodowli astrocytarnych amoniakiem (5 i 10mM przez 72h) nie
spowodowato wewrzkomorkowej akumulacji GIn (Ryc.V.8.1). Natomiakbdowanie
komoérek w obecnai 5mM GIn przez 72h skutkowalo wzrostem wewnkomorkowej
zawarto€i GIn o ok. 90% (Ryc.V.8.1). Komorki kontrolne, spamo w stosunku do
traktowanych amoniakiem jak i GIn, hodowane byly w warunkach standardowych, czyli w
obecnogi 2.5mM GIn. Poziom GIn w komérkach kontrolnych,nezzony metodHPLC,
wynosit 2.9£0.3 umol/mg biatka.

Ekspozycja astrocytdbw na amoniak (5mM), czy GIln (5mM) przez 72h, pozostatly bez

wplywu na wewatrz- i zewndrzkomorkowa zawartoséGlu (Ryc.V.8.2).

300+

*

200+ l

zawartosc GIn
[% kontroli]

100

[ kontrola

1 amoniak 5mM
[ amoniak 10mM
0 I GIn

Ryc.V.8.1. Wplyw amoniaku i GIn na wewtnzkomdrkova zawarté¢ Gin.
Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskaa z 4 niezalenych déwiadczé.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego
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Ryc.V.8.2. Wplyw amoniaku i GIn na wewtnz- i zewrgtrzkomdrkows zawartéé Glu.
Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskan z 3 niezalenych déwiadczé.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego
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V.9. Wplyw glutaminianu i amoniaku na ekspresg Kir4.1 w pierwotnych korowych
astrocytach szczurzych

Inkubacja astrocytow z Glu (2mM/72h) obala ekspregjkanatu Kir4.1 o ok. 37% na
poziomie mRNA (Ryc.V.9A), a o0 ok. 57% na poziomie biatka (Ryc.V.9.B). Obecnos¢
amoniaku w mieszaninie inkubacyjnej niwelowata hagoyjefekt Glu na ekspresKir4.1
mRNA (Ryc.V.9A), ale nie miata wplywu na olrenie ekspresji biatka Kir4.1
(Ryc.V.9.B,C).

[ kontrola
I Glu
[ Glu+amoniak

A B C

2 200+
g’ f_g kontrola Glu Glu+amoniak
~ S
< X i
[a'4 ©

c = . s - GAPDH
il I

3 o T

0- o

Kird.1 Kir4.1

Ryc.V.9. Wpltyw Glu oraz Gluacznie z amoniakiem na poziom mRNA (A) i biatka (B) Kir4.1 w astrocytach
vitro.(C) typowy obraz immunodetekcji biatek Kir4.1 i GAPDH

Uzyskane wyniki g sredng (xOS) uzyskan z 4 niezalenych déwiadczé.

* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego

V.10. Wplyw glutaminianu oraz antagonistéw receptorow NMDA (MK-801, AP-5,
KYNA) oraz antagonisty glutaminianowych receptoréw metabotropowych (MTEP) na

poziom mRNA dla Kir4.1 w pierwotnych astrocytach szczurzych

Obnizenie poziomu mRNA Kir4.1 w astrocytach stwierdzankz# w wyniku ich
inkubacji z NMDA (100uM/72h): spadek w stosunku do kontroli wyniést ok. 25%
(Ryc.V.10), co wskazywatae efekt Glu moe by nastpstwem aktywacji NMDAr, dlatego
przebadano wptyw Glu w obecrmé@antagonistow NMDAr: MK-801 (50uM), AP-5 (250uM)
oraz endogennego antagonisty miejsca glicynowego NMDAr, kwasu kynureninowego
(KYNA) (100puM). MK-801 oraz AP-5 zniosty efekt Glu, przywragajpoziom mRNA dla
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Kir4.1 do poziomu wyjciowego (Ryc.V.10). KYNA natomiast pozostat bez wptyna efekt

Glu (Ryc.V.10). Antagonista mGIuR grupy | (MTEP; 100uM nie znosit haoagjo wptywu

Glu na poziom mRNA dla Kir4.1 w komorkach (Ryc.V.10). Ponigvae rozpuszczenia
MTEP stosowano DMSO (rozpuszczalnikiem dla wszystkich pozostatycizkiw byto
medium hodowlane), zbadano wpltyw tego rozpuszczalnika na poziom mRNA dla Kir4.1.
DMSO obnia go (Ryc.V.10), wic kontroh wiasciwa dla komoérek traktowanych MTEP lub
MTEP kcznie z Glu, byty komorki traktowane DMSO. W stosun#to poziomu w tych
komorkach, poziom mRNA dla Kir4d.1 w komorkach traktowanych Glendie z MTEP
pozostat obriony o ok. 28%.

DMSO, dodawany do medium hodowlanego w stosunku 1:100, nie wptywat na wynik testu

MTT, co $wiadczyto o braku wptywu na przgwalnosé¢ astrocytow w hodowli (Ryc.V.15)

*
*
*

[2-AACt]

* vs kontrola

poziom mRNA dla Kir4.1

* vs DMSO

Glu+MTEP |—| *

o > — N 0 o
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Ryc.V.10. Wplyw Glu, NMDA oraz antagonistow NMDAr (MK-801, AP-5, KYNA) i mGIuR (MTEP) na
poziom mRNA dla Kir4.1.

Uzyskane wyniki g sredni (+OS) uzyskamz 3-12 niezalenych déwiadcze.

* (wzgledem kontroli) * (wzgédem DMSO) p<0.05 w analizie ANOVA z testgrast hodBonferroniego
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V.11. Wplyw glutaminianu oraz inhibitoréw jego transportu btonowego (TBOA i PDC)
na poziom mRNA dla Kir4.1 w pierwotnych korowych astrocytach szczurzych

Zbadano wptyw inhibitoréw transportu Glu do komorki na indukowane przez Glu

obnizenie poziomu mRNA Kir4.1 w astrocytaam vitro.

Inkubacja z TBOA (100uM), nie przechagym przez btongkomorkows inhibitorem
transportu Glu, niwelowata hamgy wptyw Glu na ekspresjmRNA dla Kir4.1 (Ryc.
V.11). Natomiast PDC (100f), kompetycyjny inhibitor transportu Glu, podlegey
transportowi wymiennemu z Glu i tym samym raog powodowa wyrzut Glu z komorki
[295], powodowat obriienie poziomu mRNA dla Kir4.1 (Ryc.V.11), w stopniolizonym do
tego, gdy byt stosowanydznie z Glu (Ryc.V.11).

1.5+
; — |
T *
3
= 104 T
<G
z 3, 5w
=
: L
s 05
N
o
o
0.0

control
Glu
Glu+TBOA
TBOA
Glu+PDC
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Fig.V.11. Wplyw Glu i inhibitoréw transportu Glu (TBOA i PDC) na poziom mRNA dla Kir4.1 w astrocytach
vitro.

Uzyskane wyniki g sredng (OS) uzyskan z 4 niezalenych déwiadczé.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego

V.12. Wplyw glutaminianu oraz antyoksydantow (tauryny, apocyniny, nitroargininy,
dwuestru glutationu) na poziom mRNA dla Kir4.1 w pierwotnych korowych astrocytach
szczurzych

Zastosowane zostaty ngstijace zwhzki, o udokumentowanym dziataniu
niwelujacym stres nitrozacyjny i/lub oksydacyjny, o nfzh mechanizmach dziatania:
- tauryna (Tau; 10mM); agonista receptoréw neuropragkaw hamujcych i osmosensor
- apocynina (APO; 300uM), inhibitor oksydazy NAPDH
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- nitroarginina (L-NNA; 100uM), inhibitor syntaz tlenku azotu; w zastosowanyireisiu
L- NNA hamuje wszystkie izoformy syntaz NO [272]
- ester etylowy glutationu; prekursor GSH (GEE; 3mM).

Tau, APO i L-NNA, podawane do medium hodowlanegzhie z Glu, nie wptyey
na indukowane przez Glu olxenie poziomu mRNA dla Kir4.1 w astrocytach (Ryc. 2).1
Zwiazki te podawane oddzielnie, réwniaie wywotaty zmian w poziomie mRNA dla Kir4.1
(Ryc.V.12). GEE natomiast spowodowat znaczne (0 ok. 66%)zebiei oraz pogbienie

(z 39 do 75% ) spadku poziomu mRNA dla Kir4.1 wywotanego przez Glu (Ryc.V.12).

1.59

. 1 B B

[2-AACt]

*

0.51 * vs kontrola

*
* %
’l"l‘ * vs Glu
0.0-

Ryc.V.12. Wplyw Glu i inhibitorow stresu nitrozo-oksydacyjnego (Tau, APO, L-NAME, GEE) na poziom
mMRNA dla Kir4.1 w astrocytacim vitro.

Uzyskane wyniki g sredni (+OS) uzyskamz 3-4 niezalenych déwiadcze.

* p<0.05 w analizie ANOVA z testepost hodBonferroniego

poziom mRNA dla Kir4.1

kontrola

Glu

Glu+Tau

Tau
Glu+APO
APO
Glu+L-NAME
L-NAME
Glu+GEE
GEE

V.13. Wplyw glutaminianu oraz inhibitorow deacetylaz histonowych (trychostatyny A i
kwasu walproinowego), na poziom mMRNA dla Kird.1 w pierwotnych korowych

astrocytach szczurzych

Deacetylazy histonowe (angistone deacetylaséiDAC) po aktywacji przez wzrost
wewndrzkomérkowego stenia C&', powoduj zahamowanie transkrypcji, poprzez
deacetylagj histonéw. Inhibitory HDAC (HDACI), trychostatyna ATSA), oraz kwas
walproinowy (VP) wskazywano jako zwzki o dziataniu m.in. antyproliferacyjnym,
antynowotoworowym oraz protekcyjnym wobec komorek OUN: mikrogleju i neuronéw [70]

TSA (250nM) i VP (1mM) nie wptywaty na wywotane przez Glu demie poziomu
MRNA dla Kir4.1 (Ryc.V.13). TSA i VP podawane oddzielnie, bez Glu, nie wptyna
bazalny poziom mRNA dla Kir4.1 (Ryc. V.13).
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Ryc.V.13. Wptyw Glu i inhibitorow HDAC (TSA i VP) na poziom mRNA Kir4.1 w astrocytachitro.
Uzyskane wyniki g sredni (+SD) uzyskaa z 3-4 niezalenych déwiadczé.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego

Glu+VvP

G

V.14. Wplyw amoniaku, glutaminy oraz transfekcji za pomog siRNA anty-Kir4.1 na

proliferacj ¢ pierwotnych korowych astrocytow szczurzych

Transfekowanie astrocytow dupleksami siRNA anty-Kir4.1 i selektywne wyciszenie
ekspresji kanatu Kir4.1, spowodowato zmniejszeniecil@rdU ulegagcego wbudowaniu do
DNA komorek, czyli obnienie ich proliferacji, zaréwno w stosunku do komorek
kontrolnych, jak i kontroli ,mock” (Ryc.V.14A).

Stopier proliferacji astrocytow nie ulegat zmianie pod wpgm inkubacji z amoniakiem (5 i
10mM), czy GIn (5mM) (Ryc. V.14B).

[ kontrola [ kontrola
[ kontrola "mock" =7 amoniak 5mM
[ Kird.1 siRNA I amoniak 10mM
A . B G
%
.
1004 —

ilosc wbudowanego BrdU
[% kontroli]

Ryc.V.14. Wplyw transfekcji za pomasiRNA anty-Kir4.1 (A) oraz amoniaku i GIn (B) na proliferacj
astrocytéwin vitro.

Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskaa z 4 niezalenych déwiadczé.

* p<0.05 w analizie ANOVA z testepost hodBonferroniego
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V.15. Wplyw amoniaku, GIn, Glu, NMDA, antagonistéw receptorow glutaminianowych
oraz antyoksydantow, inhibitorow HDAC i transportu Glu na przezywalnosé (test

MTT) pierwotnych korowych astrocytow szczurzych

Zadna ze stosowanych substancji, tj. GIn, Glu, NMDektagonici receptorow
glutaminianowych (MK-801, AP-5, KYNA, MTEP), inhibitory stresu nitrozo-oksydacyjnego
(Tau, APO, L-NNA, GEE), inhibitory HDAC (TSA, VP) i transportu Glu (TBOA, PDC), nie
wplyngta na przeywalnos¢ pierwotnych korowych astrocytéw szczurzych w hodowl
(Ryc.V.15).
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Ryc. V.15. Wptyw amoniaku, GIn, Glu, NMDA, antagonistow receptoréw glutaminianowych oraz

antyoksydantéw, inhibitoréw HDAC i transportu Glu na piszealngs¢ astrocytowin vitro, oznaczamtestem
MTT

Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskan z 4-12 niezalenych déwiadczé.
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V.16. Poziom ekspresiji biatka Kir4.1 w transfekowanych komérkach linii HEK 293T

Skutecznosétransfekcji komorek linii HEK 293T plazmidem nigym konstrukt
Kird.1 (Kir4.1") sprawdzono miegr poziom biatka metodyVB (Ryc.V.16A). Transfekcja

spowodowata ok. 2.8-krotne zgkiszenie poziomu biatka Kir4.1 w stosunku do komorek
kontrolnych (Kir4.1) (Ryc.V.16A).

A B

g

Kird.1 —_— | me—

poziom biatka Kir4.1 [% kontroli]

8

B-aktyna m— ——

0

Kird.1- Kird.1+

Ryc.V.16. Wptyw transfekcji komérek HEK 293T plazmidem nmsn konstrukt Kir4.1 (Kir4.1) na poziom

biatka Kir4.1 (Kir4.1 — komorki transfekowane pustym plazmidem). (B) typowy obraz immunodetekcji biatek
Kir4d.1 i B-aktyny.

Uzyskane wyniki g sredni (£SD) uzyskan z 5 niezalénych daéwiadczé.
* p<0.05 w tdcie t-Studenta

V.17. Wplyw amoniaku i stresu osmotycznego na wychwyt i wyrzdfRb przez
transfekowane (Kir4.1") i kontrolne (Kir4.1") komérki linii HEK 293T

Nadekspresja kanatu potasowego Kird.1 w komoérkach HEK 293T (Kjr4.1
(Ryc.V.16A,B) nie wplyrta na zdolnosétych komérek do wychwytd®Rb (Ryc.V.17.1).
Komorki Kir4.1" okazaty s¢ jednak bardziej oporne miKir4.1 na zmiany wywotywane
przez amoniak (5mM/72h) — indukowany amoniakiem wzrost wych{#&b w komérkach
Kir4.1" dato s¢ zaobserwowa tylko podczas 3 minutowego wychwytu, podczas gdy w

komorkach Kir4.1wzrost wychwytu nagpowat przy 1, 3 i 5 minutowym wychwycie i byt
on relatywnie wgkszy (Ryc.17.1).
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Ryc.17.1. Wplyw transfekcji plazmidem nigym konstrukt Kir4.1 (Kir4.1; Kir4.1- — komorki transfekowane
pustym plazmidem) i amoniaku na wychW§Rb przez komoérki HEK 293T.

Uzyskane wyniki g sredni (£SD) uzyskan z 9 niezalénych déwiadczé.

* p<0.05 w analizie ANOVA z testepost hodBonferroniego

W warunkach kontrolnych (122mM NaCl) wyrz§fRb nie ulegat zmianie pod
wplywem transfekcji (Ryc.V.17.2A). W warunkach hipoosmotycznych wyf9Rb ulegat
zwigkszeniu zarowno w komorkach kontrolnych (Kir4.19k ji transfekowanych (Kir41),
przy czym w komérkach Kird1wzrost ten byt mniejszy niw Kird.1 (por. Ryc.V.17.2A
i V.17.2B). Amoniak nie wplyat na stopié wyrzutu K ani w warunkach kontrolnych, ani

hipoosmotycznych (Ryc.V.17.2B).
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Ryc.V.17.2. Wplyw transfekcji plazmidem nimym konstrukt Kird.1 (Kird.1+; Kird.1- — komorki
transfekowane pustym plazmidem) i amoniaku na wyf2Bb przez komérki HEK 293T w warunkach
kontrolnych (A) i hipoosmotycznych (B).

Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskan z 3 niezalenych déwiadczé.

* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego
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V.18. Wptyw amoniaku na obgtosé komaorek linii HEK 293T

Nadekspresja kanatu potasowego Kir4.1 w komdrkach HEK 293T (Kjrhie
wplyngta na obgtos¢ komoérek w warunkach kontrolnych (,-amoniak”, medidkantrolne,
122mMNaCl)  (Ryc.V.18). Inkubacja w medium hipoosmotycznym (60mM NaCl)
spowodowata zwkszenie ohgtosci komorek kontrolnych (Kird.} i transfekowanych
(Kir4.1") (Ryc.V.18). W warunkach stresu hipotonicznego (60mM NaCl) amoniak
spotgowat obrzmienie komorek Kir4,1 ale nie Kir4.I (Ryc.V.18). W warunkach
kontrolnych zaobserwowano zmniejszenie obrzmieniorodnego wptywu amoniaku na komorki
Kir4.1" (Ryc.V.18).
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122mM Nacl 60mM NaCl
Ryc.V.18. Wplyw transfekcji plazmidem niggym konstrukt Kird.1 (Kir4.1; Kir4.1- — komorki transfekowane
pustym plazmidem) i amoniaku na efog¢ komoérek HEK 293T w warunkach kontrolnych i hipoosmotyznych.
Uzyskane wyniki g sredng (SD) uzyskan z 4 niezalenych déwiadczé.
* p<0.05 w analizie ANOVA z testemost hodBonferroniego

62



DYSKUSJA

VI. DYSKUSJA

VI. 1. Obrzek mozgu w encefalopatii vatrobowe;j

Obrzek mozgu stanowi najpowaiejsze powiklanie ostrej EW oraz jej formy
przewlekiej w fazie zaostrzenia (angcute upon chronic hepatic encephalopathy
[18;29;236;300] Powoduje on wzrost @iienia wewntrzczaszkowego i wgtobienie
(fac. herniatio cerebrj, w konsekwencji doprowadz@ do smierci [44;127;128]
Smiertelnosé¢ w przypadku ostrej EW jest wysoka -ega 80%[128]. EW jest pierwotna
gliopatia — co, jak opisano we Wgtie, oznaczaze zmianom patomorfologicznym podlegaj
niemal wyhcznie astrocyty{1;45]. Obrzmienie astrocytow, obserwowane w EW w Kklinice
[1;139], a take w warunkach damdiadczalnych in vivo i in vitro
[72;153;198;206;207;212;239;272;278;290;30Gjrzektada s bezpdrednio na obrgk
mozgu — W przewazajacej mierze cytotoksyczny, chagstatnio coraz e#ciej rozwaa sk
udziat komponenty wazogennej, z&anej z updedzeniem bariery krew-moézg [271]

Gtownym czynnikiem patogennym w EW, inicjgym kaskade zdarzé
prowadzcych do obrzmienia astrocytéw i obku moézgu jest amoniakl;3;5;42;47;234]
Haussinger i Schlied99] przedstawili spéjnkoncepecg dotyczica patomechanizmu obgku
mozgu towarzysgego hiperamonemii i EW. Wedtug tej koncepcji, ama@npowoduje
gromadzenie 8i GIn w mozgu, co prowadzi do olienia poziomu osmolitdbw, m.in.
mioinozytolu i Tau. Wyrzut osmolitéw, lokacy odpowiedzi kompensacyjnana nadmiar
osmotycznie czynnej GIn, powoduje jednogrze ograniczenie mdiivosci dalszego
regulowania oflgtosci komorkowe) przez astrocyty. Zgkisza to podatnos&omorek na
synergistyczne oddziatywanie amoniaku i innych czynnikéw patogennych, towacyyhz
EW — hiponatremii, cytokin prozapalnych, benzodiazef234;289]. Do obrzmienia w
szczegOlnogi przyczynia si ONS, indukowany bezpogdnio przez amoniak, ale takprzez
m. in. cytokiny prozapalne. W sumie, dochodzi do spgnia typu bidnego kota, gdiysamo
obrzmienie rownie powoduje ONS [99]

We Wstpie opisanoze ONS skutkuje m.in. peroksydadjpidéw [203], oksydagj i
nitrozylacja biatek [84;85;96;131;132;216;266;270]obnizeniem aktywnosi enzymoéw
antyoksydacyjnycH154;155] a take oksydaci RNA [87;88]. Jednak doktadny mechanizm
bezposedniej indukcji obrzmienia przez ONS nie jest do konca poznany. Prawdopodobne
jest, ze ONS powoduje dezintegracpton komoérkowych[144], prowadzi do dysfunkciji

biatek zaangzowanych w regulagj objetosci komoérkowej oraz dysfunkcji mitochondriow
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(MPT) i upodedzenia metabolizmu energetycznd@d1]. Regulacja oletosci komdrkowej
jest procesem energochtonnym, dlatego mdmie poziomu ATP ma potgowas, a nawet
wywotywaé, obrzmienie astrocytow211]. Ponadto, konsekwengcjzaburzenia funkciji
mitochondriéw i cyklu Krebsa, jest wzrost glikolizy i nagromadzenie msieczanu[211].
Wzrost s¢zenia mleczanu stwierdzano w mézgu i CSF ludzi z [BIV], a take u zwierat
doswiadczalnych[283;320] Poniewa mleczan indukuje obrzmienie astrocytGw vitro
[209], jego wptyw na mechanizm obrzmienia astrocytow w &t przedmiotem licznych
bada [43;211]

Wielos¢ czynnikdw patogennych odgrywaaych rok w mechanizmie powstawania
EW znacaco utrudnia petne wyfaienie patomechanizmu olgkal i opracowanie skutecznej
strategii terapeutycznej. Obecnie stosowane leczenie przewlekiej EW (ktorej zdwnie
towarzysz¢ moz nieznaczny obek mozgu, por. Wsgp) polega w znacznej mierze na
redukowaniu szenia amoniaku we krwi i zwkszaniu wydajnosi jego usuwania z
organizmu [130;233] W przypadku ostrej niewydolnos watroby, jedynym sposobem
leczenia jest jej przeszczep. Prpgalnosé chorych na osérEW po transplantaciji gja80%
[17;28], jednak a 30% oczekujcych nie doywa przeszczepu ze wzgu na powiktania EW,
w szczegllnasi obrzk moézgu[17]. Stosowanie hipotermii (ohranie temperatury ciata do
32-33°C) w celu zmniejszania olkas mézgu u os6b przygotowywanych do transplantacji
przediuza przeycie na tyle, aby pacjenci mogli zostaoddani przeszczepoyi29]. Uwaza
sig, ze skutecznos¢ hipotermii opiera s na ogoélnym, nieswoistym, spowolnieniu
metabolizmu[129]. W pohczeniu z faktemze procedura leczenia ostrej EW jest niezwykle
kosztowna, dlugotrwata i obarczona gov ryzykiem powikta i zgonu, sprawia toze
konieczne jest pelne poznanie mechanizmu powstawanigkobrndézgu towarzysgego
hiperamonemii i EW.

Poszerzenie wiedzy na temat patomechanizmu hiperamonemicznego obrzmienia

astrocytow i obrgku mézgu w EW stanowi cel niniejszej rozprawy dokkie;.

VI.2. Regulacja objtosci komorkowej w osrodkowym ukfadzie nerwowym

Zapobieganie obrzmieniu astrocytow wymagaeeizi pod uwag catej ziaonogLi
mechanizmow regulagych obgtosci komérek. Podlega ona zmianom nie tylko w EW,vale
wielu rozmaitych stanach patologicznych, i tak np. obrzmienie towarzyszy hipoksji/ischemii,
hiponatremii, zwikszonemu steniu zewntrzkomérkowego K, natomiast kurczenie i

komorek obserwuje si w hipernatremii, przy obsonym K zewndrzkomérkowym,
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hiperglikemii [119]. Stan zachwiania réwnowagi osmotycznej rozwija stosunkowo
powoli, dapc komdérkowym mechanizmom kompensacyjnym hwasé utrzymania
objetosci komorkowej na w miar statym poziomie, jednak przedljaca s¢ i pogkbiajaca
nierbwnowaga osmotyczna nie tylko to unieeia, ale doprowadza do zmian w ekspres;ji
biatek btonowych odpowiedzialnych za regutagbjetosci i enzyméw zaangawanych w
syntez czy degradagj osmolitbw organicznych[119]. Niesie to konsekwencje dla
komorkowych sciezek sygnatowych kontrolagych metabolizm, pobudliwo$¢ wzrost,
proliferacg i apoptoz [119;219]

Utrzymanie wiaciwej obgtosci jest szczegdlnie istotne w przypadku komérek OUHN,
wzgledu na ograniczenie topograficzne wzrostuetddgi mdzgu. Nawet niewielki wzrost
objetosci komorek OUN moe znaczco wptywa na obgtosé przestrzeni neidzykomorkowe;j
(ang. extracellular space; ECS), powoduyjc wzrost zewntizkomorkowego stenia
neuroprzekanikow [284]. Wigkszy wzrost ohjtosci komorkowej moe prowadzt do anoksji

I ischemii wskutek ucisku na naczynia krwiones a dalej do wgtobienia, skutkoggo
zatrzymaniem oddychania idé¢enia [81] jak ma to miejsce w przypadku ostrej EW.

Uwaza sk, ze w romych stanach patologicznych, obrzmieniu uleggjoéwnie
astrocyty [144;224] Odmienna wrdiwos¢ poszczegolnych typow komérek na obrzmienie
wynika¢ moze z réaic w zaangaowaniu poszczegolnych mechanizmow regulacjcioldgi
komoérkowej. Podatnoscastrocytow moe wynika& m.in. z relatywnie dug gestogi
akwaporyn (gtéwnie Agp4) w ich btonach komorkowych [211]

Komorki OUN ulegag obrzmieniu izo- lub hipoosmotycznemu. Obrzmienie
izoosmotyczne polega na zmianie dystrybucji jonéw (i osmotyczniezanej wody)

i zachodzi zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. Obrzmienie
izoosmotyczne komorek, czyli inaczej cytotoksyczij@4], towarzyszy takim stanom
patologicznym jak napady drgawkowe, kwasica cukrzycowa, ischemia, urazy or§23g\\V
Obrzmienie hipoosmotyczne wywotane jest natomiast zamem osmolarn@ osocza
[81;196] Najczstsz przyczyry obrzmienia hipoosmotycznego jest hiponatremia,aktojak
wspomniano — ¢&sto towarzyszy marskoswatroby i stanowi czynnik przyczyniggy sk do
wystapienia EW[81;101] Obnienie osmolarnad osocza (tu w nagpstwie hiponatremii)
skutkuje naptywem wody do moézgu przez BBB i do komoérek OUN przez ich blony
plazmatyczne. Objawy neurologiczne hiponatreminastpstwem obrgku [101].

Wickszos¢ komorek jest zdolna do regulacji etgsci. Komorki ulegagce obrzmieniu
uwalniajp KCl oraz osmolity organiczne (takie jak Tau, Gluiomozytol) i osmotycznie

Zwigzanawodg zmniejszajc obgtos¢ do warto€i blizszych fizjologicznym (ang.egulatory
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volume decreaseRVD). Natomiast komorki, ktére mugzsic kurczye w warunkach
hiperosmotycznych, przeciwnie — pobier&Cl i wodg, aby zwgkszy swop objetosé (ang.
regulatory volume increas®VI). W uwalnianie osmolitdw organicznych i nieorganicznych
zaangaowany jest szereg kanaléw jonowych, zalch i niezalenych od CA&": transporter
potasowo-chlorkowy (angK™-Cl™ co-transportey i kanat VRAC (ang.volume-regulated
anion channelokreslany rownie VSOR — angvolume-sensitive outwardly rectifying anion
channe] lub VSOAC - angvolume-sensitive organic osmolyte and anion chgnfal].
VRAC, wciaz niescharakteryzowany molekularnie megakdBal, odpowiedzialny jest za
wyrzut osmolitéw organicznych, takich jak Tau, aminokwasy pobudedplu i Asp, a take
ATP [24;31] Stwierdzono,ze RVD w astrocytach jest procesem zalgn od wzrostu
poziomu wewntrzkomérkowego C4, a osmoreceptorami odpowiedzialnymi za 6w wzrost
sa biatka z rodziny TRP (angtransient receptor potential channel superfami[24].
Mechanizm RVI obejmuje natomiast aktywgacko-transportera NaK™-2ClI (NKCC)

i wymiennika Na/H" [119].

Wzrost stzenia GIn i spadek mioinozytolu w mézgu stwierdzanmaajentéw z osér
[91] i przewlekh EW [162] oraz z marskada watroby [187;269] Obnizenie poziomu
osmolitbw — mioinozytolu, Tau i Glu — notowano u szczurow z HEA i ALF [321], a
takze in vitro, w korowych astrocytach szczurzych4;125;322] Wzrost
zewndrzkomorkowego stenia Tau obserwowano w mozgu szczuravivo [314] oraz ex
vivo, w preparatach pochagxch od zwiergzt z EW indukowanaTAA [315]. Nalezy
nadmiené, ze Tau odgrywa w OUN relnie tylko jako osmolit i antyoksydant, ale takjako
neuromodulator [99;122]

Wyrzut osmolitow, majcy przeciwdziatd obrzmieniu komorek, jest zjawiskiem
wspolnym tak dla hiperamonemii, jak i hiponatrefdid1]. O ile jednak w przypadku stresu
hipoosmotycznego komoérkowy mechanizm kompensacyjny jest skuteczny, o tyle
w przypadku amoniaku astrocyty ulegabrzmieniu, coswiadczy o upokedzaniu przeze
RVD [99;101]

Postuluje st, ze wazna role w regulacji obgtosci komorek OUN odgrywaj kanaty
potasowe Kir4.1 i kanaty wodne, szczegolnie Aqp@;24;71;172] Doniesienia literaturowe
wskazua na korelagj miedzy zaburzeniami funkcji kanatdbw potasowych (Kir4Klir2.1)
i/lub akwaporyn (gtdwnie Aqp4), a cytotoksycznym i wazogennym gem,
obserwowanym w takich schorzeniach centralnego i obwodowego ukfadu nerwowego jak
nowotwory [260;299] wodogtowie [183], niedokrwienie i zwyrodnienie siatkowki oka
[124;229]
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Zmiany w ekspresji Aqp4, a takkanatow potasowych Kir4.1 i Kir5.1 obserwowano
u transgenicznych myszy z indukowalmperamonemnai, wywotana niedoborem enzymu
cyklu mocznikowego, odpowiedzialnego za detoksykaoponiaku [173]

Hipoteza, ze patomechanizm hiperamonemicznego obrzmienia gshwwmbejmuje
zaburzenia transportu jondéw potasu wywodgizsfaktu,  NHs" moze wnika do komorki za
posrednictwem kanatow Mz aktywnych biatek transporagych K [172]. Oprocz
wspomnianych zmian dotyazych ekspresji i/lub aktywnoi NKCC1l i Kir4d.1,

o zaburzeniach gradientu potasowego w warunkach hiperamonemii i/lubvieaticz
nastpujace dane dagiadczalne:

- przewlekle narzenie astrocytowin vitro na chlorek amonu (NJ&€Il) powodowato
zwigkszenie aktywnad Na'-K*-ATPazy illub zwgkszenie wychwytu K przez astrocyty

in vitro [9;136]

- ostra hiperamonemia wywotywana u szczuréw poprzez infadianu amonu powodowata
zwiekszenie zewrtizkomorkowego stzenia K [K*]e [276]

- traktowanie hodowli astrocytarnych jonami amonowymi skutkowato spadkiem
wewngrzkomodrkowego stenia K i w konsekwencji depolaryzacptony komorkowej [12]

Wplyw amoniaku na komorkowy transport jonéw i, co za tym idzie, osmotycznie
zwigzanej wody na hiperamonemiczne obrzmienie astrocyighjak dotd rozpatrywany
nieco fragmentarycznie. Dagine dane literaturowe na ten temat omowiono oraz

skonfrontowano z wynikami wkasnymi w kolejnych podrozdziatach.

VI.3. Ekspresja kanatow i transporterow zwigzanych z regulacy objetosci komorkowej

w korze mozgowej szczura i w astrocytach in vitro

Agp4
Btony komérkowe g wysoce przepuszczalne dla wo@24], dlatego kanaty wodne,
akwaporyny, staty si przedmiotem wielu badadotyczcych patomechanizmu oleka [14].
Agp4 jest najogciej] wystpujaca akwaporym w mozgu, obecnagtownie
w komorkach astroglejy243]. Udziat Agp4 w patomechanizmie hiperamonemicznego
obrzmienia astrocytow, czyiebrzku mozgu towarzyszego EW, byt wielokrotnie badany,
jednak dane literaturowes ssprzeczne. W pierwotnych hodowlach korowych astiay
poddawanych dziataniu amoniaku stwierdzano zarowno wi2@8t238] jak i brak zmian
ekspresji Agp4[54]. Zmiany w poziomie ekspresji Aqp4 wgpuja jednak pod wpltywem
cytokin prozapalnych, ktore wedle najnowszych pdglv stanowi wazny czynnik
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patogenny w EW54]. W szczurzych modelach hiperamonemii pro§i&?] i EW (modele
BDL i TAA) stwierdzano wzrost ekspresji Agp4 w méZ@42;296;308] Tymczasem wyniki
wlasne, prezentowane w niniejszej rozprawiydq.V.1A), swiadcza o spadku poziomu
MRNA dla Agp4 w korze mdzgowej szczurow z EW indukowameA. Spadek mRNA dla
Agp4 obserwowano takz w astrocytach transgenicznych myszy z indukowana
hiperamonens, wywotana niedoborem enzymu cyklu mocznikowego, odpowiedeiginza
detoksykagj amoniaku[173]. Wobec braku jednoznacznych danych daiggezh zmian w
poziomie Agp4 w mozgu czy astrocytach pod wptywem amoniaku lub innych czynnikow
przyczyniajcych se¢ do patomechanizmu EW, nie nma stwierdzt, czy zmiany ekspresji
tego kanatu gsjedm z przyczyn obrgku, czy te stanows odpowiedzkompensacyjnaAqp4
moze bowiem pokedniczy w dwukierunkowym transporcie wody przez btony kokwdve
[259]. Z bada prowadzonych na zwiegiach transgenicznych z niedoboreasyntrofiny
(biatka kotwicacego Aqp4 w bitonie komoérkowej, por. Wp) lub Agp4 wynika, ze
obecnoscAgp4 sprzyja powstawaniu obrzmieniu cytotoksycznenatomiast tagodzi obgk
wazogenny, towarzygey guzom i ropniom mozgu [259]

Jak opisano we Waspie, Agp4 wystpuje wspolnie z kanatem potasowym Kir4.1
w obrbie tych samych kompleksow biatkowych w btonach kdwdvych astrocytow,
a biatkiem warunkujcym wspolna lokalizacg jest a-syntrofina [59;108] U myszy
transgenicznych Xxnock-ouem a-syntrofiny, Aqp4 jedynie w 0k.10% zachowuje swoj
prawidtowa lokalizacg w okotonaczyniowych zakonczeniach astrocyfds;16]. Mimo, ze
ekspresja kanatu Kird.1 u tych zwigtz pozostawata niezmieniona, badania
elektrofizjologiczne wykazaly ich zwkszona podatnos¢ na wystpowanie drgawek
indukowanych hipertermni Wynika to prawdopodobnie z dwukrotnie wydhmego czasu
usuwania K z ECS, a wskazuje na tag do prawidlowego buforowania jonéw potasu
niezbegdna jest wiéciwa dystrybucja wody[15]. Ponadto, lokalizacja Agp4 i Kir4.1
w obrbie komérki sugeruje udziat tych kanatdw w regulaghijetosci komérkowej —
wystepuja czesciej na zakonczeniach astrocytéw, w bliskiofiaczyi krwionoénych, a ta
specyficzna polaryzacja wygiowania Agp4 i Kir4.1 jest szczegolnie widoczna wypadku
komorek gleju Mullerg123]. Skionito to do postawienia hipotezy o zwku funkcjonalnym
migedzy Aqp4 i Kir4.1[201]. Jednak najnowsze dane, prezegu®jwyniki doviadczeé nie
tylko immunohisto- i immunocytochemicznych, ale talkiinkcjonalnych, nie wskazupna
taka zaleznosc [256].

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie ukazugdnoczesny spadek poziomu

MRNA dla Kir4.1 i Aqp4 w korze mozgowej pod wptywem TARYc.V.1A), co przemawia
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za motiwoscia skoordynowanej regulacji ekspresji obu kanatowwzgledu na obecnosé
w obrbie jednej domeny blonowej. Rama Rao i wsp., [24@\vniez stosugpc model TAA,
wykazali jednoczesny wzrost ekspresji Agpé-syntrofiny. Wyja@nienie przyczyn raic
pomiedzy wynikami obecnej pracy a przedstawionymi przemBR Rao i wsp. [243kymaga
dalszych bada

NKCC1

Poziom mRNA NKCC1 w korze moézgowej szczurow nie ulegat zmianie pod
wptywem EW indukowanej TAARyc.V.1A), ani nie byt modulowany przez jednoczesne
podawanie HisRyc.V.2). W warunkachn vitro, Gln podawana do hodowli nie wptywata na
poziom mMRNA NKCC1 w astrocytachRyc.V.4B). Poniewa uzyskane wyniki dotycg
jedynie poziomu transkrypcji mRNA, nie m@ wyhcznie na ich podstawie wnioskoévaa
temat udzialu NKCC1 w badanych procesach. Doniesienia literaturowe gitgyzmian na
poziomie ekspresji i fosforylacji biatka NKCC1 oraz jego funkcji, wyfeim wskazuj na
zaangaowanie tego transportera w mechanizm neurotoksyczaoddziatywania amoniaku.
Jayakumar i wsp[131] wykazali,ze traktowanie hodowli astrocytarnych 5mM amoniakiem
przez 24h spowodowato wzrost zawadiobiatka (catkowitego i ufosforylowanego) oraz
aktywnosci NKCC1 — nasipit, wrazliwy na bumetanid (inhibitor NKCC), wzrost wychwytu
jonow K'i Na" oraz wzrost olefosci komorkowej astrocytow.
Aktywacj NKCC1 w odpowiedzi na amoniak potwierdzili réwni&elly i wsp. [141];
w cytowanej pracy, bumetanid hamowat indukowane przez amoniakeol@ipH i wzrost
wewndrzkomaérkowego stzenia jonéw sodu ([N). Kelly i Rose[142] wykazali ponadto,
ze w astrocytach badanyach situ w skrawkach moézgu, w indukowanych przez amoniak
zmianach pHi [Na']; posedniczy w gtéwnej mierze NKCC1, a w mniejszym stopn
Na'-K*-ATPaza, co ujawnito stosowanie jej inhibitora, ouabainy. Wahanjaopkt [N4&];
byly natomiast niezaime od kanaléw chlorkowych i kanatléw potasowych K, ustalono
dzicki zastosowaniu, odpowiednio, medium o niskiej zaodi CI i jonéw B&*, jako
inhibitora kanatow Kir. Badania Kelly i wspl41] oraz Kelly i Rosg142] wydap Si¢ wieC
wyklucza udziat kanatéw Kir w mechanizmie neurotoksycznegdziatywania amoniaku.
Badania te dotyczyly jednak krétkotrwatego (25-30-minutowego) dziatania amoniaku.
W niniejszych badaniach zajmowanc; situgofalowym wpltywem amoniaku néciezki

sygnatowe, prowadcym do zmiany ekspresji biatek.
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Kird.1

Hipoteza dotyczca udziatu kanatu potasowego Kir4.1 w obrzmieniu &gk zostata
sformutowana przez Pannicke i wsf230], badagcych mechanizm obeku komorek
siatkdwki, towarzysacego retinoptii cukrzycowej. Wedtug zaproponowanegechanizmu,
komorki gleju Mdillera szczurow modelowych ulegapbrzmieniu na skutek obm@nia
ekspresji Kird.1 — niedobor Kir4.1 skutkuje zmniejszeniem wyrzutu jondw potasu z komorki,
a akumulacja K powoduje gromadzenieegsbsmotycznie zwizanej wody. Naptyw K do
komorek pozostaje natomiast niezmieniony, gdy siatkbwce szczurow z modelgw
cukrzy nie stwierdzono zmian ekspresji innego kanatu zirpdKir, Kir2.1. Kir2.1 jest
kanatem silnie rektyfikuicym, co oznaczaze posedniczy gtownie w dokomdrkowym
transporcie K [230].

W niniejszej pracy analizowano mozos¢ udziatu Kird.1 w wywotywanym przez
amoniak obrzmieniu astrocytow, a tym samym jego zaamganie w patomechanizm
obrzeku mbzgu towarzyscego EW. Wykazanag,e ekspresja kanatu Kir4.1 ulega atemiu
w korze mozgowej szczurow z EW indukowahdA, zaréwno na poziomie mRNA, jak i
biatka (Ryc.V.1). Jednoczmie, poziom mRNA dla Kir2.1 pozostat niezmieniomy¢.V.1).
Pozwala to wnioskowa ze procesy zachodeze wedlug mechanizmu zaproponowanego
przez Pannicke i wsp230] mogy mie¢ miejsce rownig w przypadku EW indukowanej
TAA. Nalezy mie¢ na uwadzeze nie badano poziomu biatka dla Kir2.1. Nie maze:
przesidza o zmianach wkxiwosci tego kanatu, gdy zmiany konformacyjne, zachaogz
pod wptywem amoniaku, prowaglzlo zablokowania Kir2.153]. W swietle przedstawionych
wynikow, tj. spadku ekspresji Kird.1 w korze mozgowej szczuréw z EW, skupioncguveag
roli tego kanatlu w patomechanizmie hiperamonemicznego obrzmienia astrocytovekuobrz
mozgu towarzyszrego EW. Poriej opisany zostanie szereg baAdamapcych na celu
przyblizenie roli Kir4.1 w badanej patologii.

Poniewa wyniki badania ekspresji kanatow potasowych Kir vodalu in vivo —
obnizona ekspresja Kir4.1 przy niezmienionym poziomie mRNa Kir2.1 — zdaj sie
potwierdza zaproponowany przez Pannicke i wsp. [2B8@chanizm obrzmienia, w dalszej
czesci pracy postanowiono ¢iej zbadéa mechanizm obgenia ekspresji Kir4.1
w fatwiejszym do manipulowania uktadzie vitro — w pierwotnych korowych astrocytach

szczurzych.
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Zbadano wptyw amoniaku (5 lub 10mM/72h) na ekspresjastrocytachin vitro.
Analiza RT-PCR nie wykazata zmian w poziomie mRNA dla Kir4.1 w astrocytach
poddawanych dziataniu amoniakryc.V.4A).

Jak opisano we Wagtie, hipoteza konia Trof@gkiego [6] postuluje udziat GIn

w neurotoksycznym oddziatywaniu amoniaku — astrocytarnie zlokalizowana GS
detoksyfikuje amoniak, syntetyagj GIn, ktéra jest metabolizowana przez mitochondsial

GA do amoniaku i Glu. Amoniak generowany bezpdhio w mitochondriach doprowadza

do uszkodzenia organelli, indukigj ONS i MPT.

W warunkach hiperamonemiii vivo, synteza GIn przez astrocyty rasije w sposob
ciagly, gdyz neurony ,dostarczaj drugiego substratu do jej syntezy, Glu. W warurikac
vitro jednak#, synteza Gln m&zby limitowana ilocia Glu w medium. Postanowionaicc
zweryfikowat hipotez konia Trojaiskiego w odniesieniu do Kir4.1 i zadano pytanie, czy
traktowanie astrocytow GIn mezodtworzy obserwowany w warunkachn vivo spadek
ekspresji Kird.1. Prezentowane wyniki badasparly postawiom hipotezz — naraenie
astrocytow na 5mM GIn przez 72h spowodowato abnie poziomu ekspresji Kird.1
(Ryc.V.4B,0).

VI.4. Wplyw zmian ekspresji Kir4.1 na fizjologi¢ astrocytow i komorek linii HEK 293T

in vitro

VI.6.4.1. Wychwyt Glu oraz wychwyt i wyrzut K

Wykonano szereg dedadczeéh mapcych na celu wyjaienie, jak niedobdr Kir4.1
wptywa na zdolnosastrocytéw do transportu Glu i'K
Amoniak powoduje obaenie zdolnogi astrocytow do wychwytu GI{21;51;223;267] Jest
to spowodowane m.in. obmniem ekspresji transporterow Glu, GLT-1 i GLAST, co
obserwowano zaréwnoin vivo, jak i in vitro [51;210;313] Powoduje to wzrost
zewndrzkomorkowego stzenia Glu, co prowadzi do ekscytotoksycarios

Poniewa niedobor Kir4d.1 moe powodowa zaburzenie gradientu potasowego
i depolaryzag komorek [66;164;275] zmniejszajc sik elektrochemicznapromupca
dokomoérkowy transport Glu, postawiono pytanie, czy Gln enodtwarza efekt dziatania
amoniaku w postaci obsmnia wychwytu Glu. Prezentowane wyniki potwierdzap
zatozenie — 72h inkubacja z 5mM GIn obata wychwyt Glu 0 0k.13%Ryc.V.5). Wynik ten
sugeruje paednio, ze obnienie wychwytu Glu przez GIn me by spowodowane
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obnizeniem ekspresiji Kir4.1, odpowiedzialnego za wyrzotapu. Za tymze wywotywane
przez Gln obnienie wychwytu Glu zwizane jest z niedoborem Kir4.1, przemawia rownie
fakt, ze pod wptywem GIn w astrocytach vitro nie zmieniat & poziom mRNA transportera
Glu, GLT-1 Ryc.V.4B).

Kucheryavykh i wsp.,[164] zaobserwowali,ze wyciszenie ekspresji Kird.1 w
pierwotnych korowych astrocytach szczurzych za pemsdRNA, powoduje obrienie
zdolno&ci komorek do wychwytu Glu. Obienie ekspresji Kird.1 spowodowato
depolaryzagj potencjatu blonowego astrocytéw, najprawdopodobniejskutek obaenia
wychwytu K i zwiekszenia [K].. Powstate w ten sposéb zaburzenie gradientu potasowego
powoduje zmniejszenie sity dokomdrkowego transportu Glu i jego glakamulac na
zewndrz komorek [164]

Blokowanie kanatéw Kir za pomacjonéw B&" powodowato wzrost [Kle
w skrawkach hipokampéw szczurzycH66]. Astrocyty myszy transgenicznych,
z knock-outtm genu Kir4.1, charakteryzuje depolaryzacja RMP i z@me zdolnoéi
wychwytu Glu [73], co rownig wskazuje na akumulagj[K']e na skutek zaktbconego
brakiem Kir4.1 procesu buforowania jonéw potasu.

Jednak Kucheryavykh i wspl64] i D’Ambrosio i wsp. [66] zanotowali rownig,
poza innym efektami, zmniejszeniesgoi pradow odkomorkowych w warunkach obienia
poziomu Kir4.1. Niedawna praca Stephana i wsp., [2T&]astrocytachn situ wskazuje
natomiast,ze za wzrost [K]. odpowiada hamowanie przez amoniak aktyvend¥a'-K*-
ATPazy, a do powodagego depolaryzagjzwickszenia pgddéw dokomédrkowych, przyczynia
sie takze naptyw NH" przez kanaly Kir.

Przedstawione w rozprawie wyniki baderykazaty,ze wychwyt potasu®(Rb) przez
astrocyty nie jest zaburzony ani pod wplywem amoniaku, ani Glyc.{.6A).
Dokomorkowy transport potasu nie podlega rowneEmianom pod wptywem stresu
hipotonicznego Ryc.V.6A). Obnizeniu natomiast ulega wyrzut'k- w podobnym stopniu
pod wptywem amoniaku i GIn, a efekt ten ujawnia @opiero w warunkach natania na
stres hipoosmotyczny Ryc.V.6B), ktéry w warunkach klinicznych jest zywany
z towarzyszca hiponatremy [101].

W przypadku dziatania GIn, za zredukowanie wyrzufunkoze by odpowiedzialne
obnizenie ekspresji Kir4.1. Wynik ten dobrze korespondujeatazeniami teorii Pannicke i
wsp. [230]co do mechanizmu przelenia spadku ekspresji Kir4.1 na obrzmienie komorek.

Jednak poniewa amoniak rownig wywotuje ten sam efekt, nie wpltyw@ na poziom
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ekspresji Kir4.1, mechanizmy sigg za obserwowanym efektem dziatania GIn i amoniaku
wymagaj dalszych bada

Zwigkszenie ekspresji Kir4d.1 w komorkach linii HEK 29%& pomog transfekcji
(ok. 2.8-krotne;Ryc.V.16), nie wptyrto znacaco na zdolnosdéych komorek do wychwytu
K* (Ryc.17.1). Jednak komorki Kir4:lokazaly st by¢ mniej wraliwe na amoniak —
wywolywany przezé wzrost wychwytu K byt wigkszy w komorkach Kir4.1
Wyrzut K" nie ulegat zmianie pod wplywem transfekcji w warunkach kontrolnych
(Ryc.17.2A), ale pod wpltywem stresu hipoosmotycznego ujawniky r€iznice mkedzy
komdrkami Kir4.1 a Kir4.I' — wzrost wyrzutu potasu z komoérek Kird.byt mniejszy
(Ryc.17.2B. Amoniak natomiast nie wptyhma wyrzut K z komorek Ryc.17.2B.
Wyniki wskazup na wiksze mofiwosci buforowania K przez komorki z nadekspresj

Kird.1, w warunkach nagania na amoniak lub stres hipoosmotyczny.

VI.6.4.2.Udziat kanatu potasowego Kir4.1 w regulacji etagsci komorkowej.

Jak juz wspomniano, udziat kanatu potasowego Kir4.1 w ragubbgtosci komorek
gleju dokumentyj nastpujace badania:

- obnizenie ekspresji Kir4.1 powoduje obrzmienie komoérekllsta towarzyszce takim
stanom patologicznym siatkowki, jak ischemia [228lkrzyca [230]

- obrzmienie wypustek astrocytarnych obserwowanadzemiu kegowym myszy zknock-
out’em genu Kir4.1 [71]

- hamowanie kanatéw Kir za pompda* zwickszalo obrzmienie astrocytéw wywotane
hodowla w warunkach niedoboru glukozy i tlenu (ammyygene-glucose deprivation; OGD)
[23].

Wyniki bada zawarte w niniejszej rozprawie potwierdgajdziat kanatu Kir4.1 w
regulacji obgtosci komorkowej. Selektywne wyciszenie ekspresji Kiréa pomog siRNA
spowodowato wzrost obfosci astrocytéw m vitro (Ryc.V.7.2A).

Obrzmienie astrocytown vitro wywotywane byto rownig — w podobnym stopniu — przez
amoniak i GIn Ryc.V.7.2B. Wynik ten potwierdza wcZaiejsze liczne doniesienia o
wptywie amoniaku i GIn na wzrost afppsci komorkowej astrocytow (por. Wed).

Za roh Kir4.1 w regulacji objtosci komoérkowej przemawiaj opisane w niniejszej
pracy badania na komorkach linii HEK 293T transfekowanych Kir4.1. Nadekspresja Kir4.1
tagodzita obrzmienie komoérek wywotltywane nagaiem na stres osmotyczny, dodatkowo

poteggowane przez amoniakRyc.V.18). Ponadto, zwkszenie ilog€i Kir4.1 zapobiegato
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spadkowi objtosci komdrkowej wywotywanej przez amoniaRyc.V.18). Naley jednak
podkreli¢, ze obgtos¢é komdrek HEK 293T ulegata zmniejszeniu pod wptywemoaiaku,
co ogranicza przydat§é tych komorek w badaniach nad jego toksyczipsv OUN
(Ryc.V.18).

Traktowanie astrocytbw amoniakiem (5 lub 10mM/72h) nie spowodowato
zwigkszenia wewngzkomorkowej zawartad Gln (Ryc.V.8.1). Wynik ten jest zgodny z
wczesniejsza  obserwag Jayakumara i wsp., [133] ktorzy stwierdzili wzrost
wewndrzkomorkowej zawartad Gln jedynie po czterogodzinnej ekspozycji asttéayna
dziatanie amoniaku. Po diszym czasie (1-3 dni), poziom GIn utrzymywat¢ sia statym
poziomie, nie odbiegagym od kontrolnego. Jednocrée, obrzmienie astrocytow byto
obecne take po 1-3 dniowej ekspozycji ha amoniak, wskazuja obrzmieniorodnaole
amoniaku, a nie GIn [133]

W przeciwiéistwie do amoniaku, podanie GIn (5mM), powodowato| gkumulacg
wewndrz komorek Ryc.V.8.1). W zestawieniu z brakiem efektu amoniaku na poziom
MRNA dla Kir4.1, wynik przemawia za tyme GIn jest czynnikiem sprawczym obenia
ekspresji Kir4.1 w patomechanizmie obrzmienia astrocytow w warunkach hiperamonemii.
Obecnos¢ GIn w medium hipoosmotycznym byta warunkiem konigem do wywotania
obrzmienia komérek gleju Millera; sam amoniak ani sam stres hipoosmotyczny tego efektu
nie wywotywaty [137]

VI.4.3. Proliferacja astrocytéw

Jak wspomniano we Wgilie, istniej doniesienia wskazage na wzrost proliferacji
astrocytow w warunkach hiperamonemii/EV88;213] Z drugiej strony pojawity si
doniesienia mowice o wspotzalenosci pomicdzy ekspresj Kird.1 a proliferacy komorkows
[112;171;221] W zwiazku z tym postawiono hipoteze spadek Kir4.1, obserwowany pod
wplywem GIn  mog by zwiazany ze wzrostem proliferacji i/lub odmizowaniem si
astrocytow. W niniejszej pracy nie wykazano wptywu amoniaku i GIn na stqpa@iferacji
astrocytowin vitro (Ryc.V.14.B), co pozostaje w sprzeczra& przygta hipotez. Obnizenie
proliferacji astrocytow zaobserwowano natomiast w wyniku wyciszenia ekspresji Kir4.1 za
pomoa SiIRNA (Ryc.V.14.A).Wzajemne relacje pordzy wptywem amoniaku na aktywnos¢

Kird.1 i na proliferag astrocytow wymagaj dalszego wyjgniania.
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VI.5. Wplyw Glu na ekspresje Kir4.1 w astrocytach w $wietle patomechanizmu EW

Stusznos¢ hipotezy konia Trojaskiego w odniesieniu do Kir4.1 poddano
bezposedniej weryfikacji w modelu EWn vivo, stosujc His — inhibitor transportu Gin do
mitochondriéw[245]. W cytowanej pracy, His niwelowata okkzmozgu u szczurow z EW
indukowanapodaniem TAA[245]. Fakt,ze His nie zapobiegata indukowanemu przez TAA
spadkowi poziomu mRNA dla Kir4.1 w korze mézgowdy€.V.2.A) pozwalat gdzic,
ze dziatanie GIn wg hipotezy konia Tragkiego stanowi tylko jeden z, ale nie jedyny
mozliwy mechanizm. Postawiono hipotemzupelniagca, ze ekspresja kanatu Kir 4.1 nmoz
by¢ regulowana przez Glu, drugi z produktow degradabiji

Ostry post& EW cechuje przeswgtie rownowagi neuroprzekaikowej w kierunku
pobudzenia (por. Wep). Wzrost zewnigzkomorkowego stenia Glu, stwierdzano zaréwno
u chorych z EW, a takr potwierdzono w modelu TAA117;191] Ekscytotoksyczne
oddziatywanie Glu zwizane jest z nadpobudzeniem neuronalnych NMDAr — mneahy
naptyw jonéw wapnia do komorki poprzez kanat receptora prowadzi do stresu nitrozacyjnego
(por. Wstp). O ile patogenne efekty nadaktywacji neuronalnyddMDAr
w hiperamonemii/EW byly intensywnie badane (por. st to NMDAr na komoérkach
astrocytow nie podiecono wystarczapo duo uwagi.

Obecnos¢podjednostek NR1 i NR2 NMDAr — na poziomie mRNAulb| biatka —
stwierdzono w korowych astrocytach mysi¢h64], szczurzych[60;61]. Ponadto, pod
wplywem NMDA obserwowano wzrost €aw astrocytachin situ i ex vivo[227:264:292]
Dowodu na obecnostunkcjonalnych NMDAr na astrocytach dostarczyli d.alwsp.[166] —

w komorkach izolowanych z kory mozgowej myszy, NMDA indukowaddgr jonowe,
wrazliwe na dziatanie glicyny oraz antagonistow NMDArKMOL1 i AP-5. Cechgktéra
odroznia astroglejowe NMDAr od neuronalnych, jest brakahwosci na zaleny od napicia

blok Mg?* kanatu receptord166]. Rézica moe wynika: ze skladu podjednostkowego
NMDAr, np. ze stosunkowo dejy zawartogi podjednostki NR2B, w ktérwzbogacone &
NMDAr astrocytow[138]. niedawno Palygin i wsp[226] stwierdzili w mysich astrocytach
obecnos¢podjednostki NR3, ktaruprzednio przypisywano oligodendrocytqfv4]. Udziat
poszczegllnych podjednostek NMDAr w procesie aktywacji receptora w kierunku
wygaszania ekspresji Kir4.1 stanowi atrakcyjne wyzwanie dla dalszych.bada

Udziat astrocytarnych NMDAr w patomechanizmie neurotoksycznego oddziatywania
amoniaku i EW postulowanoju badaniach wczaiejszych. MK-801 obriat, indukowane

amoniakiem, nitrag i fosforylacg biatek [266] oraz stres nitrozacyjny w szczurzych
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astrocytachn vitro [163]. Ponadto, MK-801 w warunkach vitro tagodzit wywotywane Glu
obrzmienie astrocytéw [22;52]

W celu bezpakedniego zbadania zaamgavania NMDAr w mechanizm prowaglzy do
obnizenia poziomu Kir4.1 w uktadzien vivo, receptor blokowano podajdootrzewnowo
memantyr. Wczéniejsze badania innych autoréw wykazalke memantyna, dobrze
tolerowany antagonista NMDAL74], zmniejszata obek mdzgu szczurdéw z hiperamonemi
[294]. W dodwiadczeniu opisanym w niniejszej rozprawie, memaatgdwrocita hamuagcy
efekt TAA na ekspregjmRNA dla Kir4.1 w korze mozgowej szczuréRyc.V.3). Wynik
ten potwierdza rel NMDAr w regulacji transkrypcji Kir4.1. Jednocgee, spostrzzenie to,
w zestawieniu z danynfiwiadczicymi, ze w korze mézgowej Kird.1 wygiuje wyhcznie
w astrocytach [41;111;221] dowodzi funkcjonalna@d NMDAr w tych komorkach
w warunkachin vivo. Interpretacja ta jest zgodna z danymi ostatnio przedstawionymi przez
Palygina i wsp[226], ktérzy wykazali,ze w moézgu myszy, memantyna wykazujeksgize
powinowactwo do NMDAr astrocytarnych,znmeuronalnych.

Szczegbétowe badania nad wplywem Glu na eksprdsird.1 przeprowadzono
w astrocytachn vitro, co dawato lepszmodiwos¢ wniknigcia w istot mechanizmu tego
efektu. Glu, dodany do hodowli komérkowych astrocytow, powodowaltzgie ekspresji
Kir4.1 na poziomie mRNA i biatkaRyc.V.9 i V.10). Podawanie Glu razem z amoniakiem
nie powodowato natomiast olienia iloci MRNA dla Kir4.1 Ryc.V.9). Odwrocenie przez
amoniak efektu Glu dodatkowo wzmacnia hipieze to Glu mae by czynnikiem
obnizajacym transkrypgj Kird.1 — zwkkszenie wydajnasi syntezy Gin (z Glu i amoniaku)
obniza stzenie lub dosipnos¢ Glu dla efektorow komorkowych. Fakg, ma poziomie biatka
stopien obnizenia ekspres;ji Kird.1 przez Glu i i Glackznie z amoniakiem jest poréwnywalny
(Ryc.V.9B), wskazuje z kolei na mbwos¢, ze rowniez Glu pochodzcy z metabolizmu Glin
przyczynia s¢ do zmian poziomu ekspres;ji Kir4.1.

Dalsze badania potwierdzity wniosek wygnicty z bada in vivo, ze mechanizm
indukowanego przez Glu olienia ekspresji Kird.1 w astrocytach jest zale od NMDAr
(Ryc.V.10). Po pierwsze, efekt Glu udalog sbdtworzy¢ przy uzciu samego NMDA
(Ryc.V.10). Po drugie, antagdoi NMDAr — niekompetycyjny MK-801 i kompetycyjny
AP-5 — znosity efekt dziatania GIWRyc.V.10). Kwas kynureninowy (KYNA), jedyny
endogenny antagonista NMDAR91], nie modulowat natomiast wptywu Glu na poziom
MRNA dla Kir4.1 w astrocytachRyc.V.10).

Moze to wynik& z ronic w powinowactwie poszczegolnych antagonistow ddDM\r ze

wzgledu na ich sktad podjednostkowj?7] i/lub mechanizmu dziatania. MK-801 jest
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blokerem kanatu receptora, natomiast KYNA jest antagpnisg¢jsca glicynoweg@67;291]
Badania wtasne wykluczyly, jak dat, udziat receptorow glutaminianergicznych typu |
(Ryc.V.10).

Réwnolegle do badania receptorowego oddziatywania Glu na ekspfad.1,
sprawdzano wptyw wewrtizkomorkowego Glu na ten proces. W tym celu zastaso
inhibitory dokomérkowego transportu Glu - PDC i TBOA, ktorych detaosci zostaty
dobrze scharakteryzowane w hodowlach astrocytarid@h]. W zastosowanych gteniach,
ani PDC, ani TBOA nie obuyty zywotno&i komorek, okrélanej za pomag testu MTT
(Ryc.V.15).

PDC jest kompetycyjnym inhibitorem transportu Glu, ktéry mm@romowa wyrzut
Glu na zewntrz komorki [295]. W zastosowanych warunkach ddddczalnych, PDC
powodowat obnienie poziomu mRNA dla Kir4.1 oraz nie hamowat wpiyalu na ten
proces Ryc.V.11). Wynik skiania do spekulacjie zwkkszenie wyrzutu endogennego Glu
z komorek przez PDC promuje zevirekomérkowe, receptorowe oddziatywanie Glu.

W przeciwigistwie do PDC, TBOA przywracat obminy przez Glu poziom mRNA
dla Kir4.1 do wartoéi kontrolnych Ryc.V.11). Nie stwierdzono wptywu samego TBOA na
ilos¢ transkryptu Kir4.1 Ryc.V.11). Implikuje to wniosekze obnienie ekspresji Kir4.1
w sposob zaley od NMDAr (Ryc.V.10), wspomagane jest przez weuwnzkomorkowe
oddziatywanie Glu, o nieznanym jak ddtmechanizmie. Bymoz Glu dziata podobnie jak
amoniak, ktory modulowat funkcje NMDAr poprzez akszenie fosforylacji podjednostki
NR1 i zmniejszenie powinowactwa MK-801 do receptoréw neuronaliychitro [261].
Inkubacja z amoniakiem lub GIn nie powodowata wzrostu waemna
I zewngrzkomdérkowego poziomu GIuRfc.V.8.2), co mogtobyswiadczy, iz za efekt
odpowiada jak&niewielka pula Glu, nie rzutaga na cat jego zawartosé

W celu dalszego poznania mechanizmu, w jaki Glu powodujezehie ekspresji
Kir4.1, zastosowano inhibitory ONS oraz HDACI. Przestamky zastosowania HDACI
stanowita wiedza, &:

- aktywacja HDAC skutkuje represjtranskrypcji na skutek deacetylacji histonédw w
chromatynie (i odwrotnie — aktywacja acetylaz histonowych, proweddo hipearacetylacji
histondw, jest sposobem zszenia procesu transkrypciji) [70]

- naptyw C&" do komérki powoduje aktywagjkinazy zalénej od wapnia CaMK II, ktéra
nastpnie aktywuje HDAC klasy Il, mage ulega translokacji z i dogdra komdrkowego
[70]
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- HDACI okazaly st protekcyjne wobec komorek OUN: trychostatyna A citeo neurony
przed stresem oksydacyjnym, spowodowanym niedoborem GSH, w modelacivo
I in vitro [258]; walproinian chronit hodowle neuronalne przed eksioksycznym, zalenym
od NMDAr, efektem dziatania GI{B5]; poprzez obrienie reakcji zapalnej TSA zgkiszata
przezywalnos¢ astrocytéw (oceniandestem MTT) narzanych na OGD[205]. Inhibitory
HDAC nie modulowaty obrienia transkrypcji Kir4.1 wywotywanej przez Glgden z wyej
wymienionych mechanizméw nie ma tu zatem zastosowRyia Y.13).

Inhibitory stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnegoau TAPO i L-NNA — nie wplynky
modulujpco na zalene od Glu obrienie poziomu mMRNA dla Kir4d.1 w astrocytach
(Ryc.V.12). Oznacza taze sciezka sygnatowa, prowadza od NMDAr do zmian ekspresji
Kird.1 nie krzyuje sk z mechanizmami wyzwalkgymi stres oksydacyjny. GEE natomiast,
bedacy przechodaca przez btony komoérkowe pochodr@SH, znaczco obnizal poziom
MRNA dla Kir4.1 w astrocytach i pegowat efekt Glu Ryc.V.12). Jednaz modiwosci
wyjasnienia tego zjawiska jest faktz IGEE mo#z by metabolizowany do Glu przez

y-glutamylotranspeptydaz

Podsumowanie uzyskanych wynikéw dotgcych wptywu GIn i Glu na obwnenie
ekspresji kanatu Kir4.1 w astrocytach, przedstawiono na Ryc. VI.1. Na schemacie zaznaczono
rowniez potencjalne sciezki sygnatlowe, mogce stanowd element mechanizmu

molekularnego, prowadzego do modulacji ekspresji Kir4.1 (Ryc.VI.1).
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Glu @

transporter

Ryc.VI.1. Schemat oddziatywania Glu i GIn prowackzgo do obrienia ekspresji kanatu potasowego Kir4.1
w astrocytach.

Glu powoduje obrienie ekspresji Kird.1 na drodze zalej od NMDAr (1). Oprdécz oddziatywania
receptorowego, Glu dziala rownievewrtrzkomoérkowo (3), poprzez zmianwtasciwosci NMDAr (4), lub
obnizenie  transkrypcji Kird.1 w inny sposob (5). GIn réwnipowoduje obriienie ekspresji Kird.1
w astrocytach: bezgoednio (6) lub pérednio, poprzez generacjvewnatrzkomoérkowej puli Glu (7). Czynniki
transkrypcyjne zaangawane w zalenag od Glu i GIn regulagj ekspresji Kird.1 nie zostaty jak dok
zidentyfikowane (2,6).

GIn — glutamina, Glu — glutaminian, NMDAr — receptor NMDA
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VII. WNIOSKI

1. W korze mdzgowej szczurow z EW wywotaasti niewydolnogcia watroby (model
TAA) nastpuje obnienie ekspresji kanatu potasowego Kir4.1, co wspgpatez

0 zaangaowaniu tego kanatu w patomechanizm schorzenia.

2. Spadek ekspresji kanatu Kir4.1 obserwowany w mdpguivo, daje si odtworzy
w astrocytach po ich traktowaniu GIn i Glu lecz nie amoniakiem. Wynik wspiera
jedno z zaleen hipotezy konia Trojaskiego (Albrecht i Norenberg, Hepatology,
2006) moéwicej, iz glejotoksyczne dziatanie amoniaku w warunkach EW

przynajmniej po cgsci zalezy od syntezy Gln i jej degradacji w mitochondriach.

3. Efektem patofizjologicznym spadku ekspresji Kir4.1 w astrocytach przez GIn byt
spadek zdolnai astrocytéw do wyrzutu jondw potasu. Z kolei nasjelesja Kird.1
spowodowata spadek wiavosci komorek linii HEK 293T na wywotane amoniakiem
zmiany objtogci i transportu Kw medium hipotonicznym®{Rb). Oba wyniki 4cznie
dokumentug role Kir4.1 w utrzymaniu rbwnowagi potasowej komoérek warankach

hiperamonemii.

4. Obnizenie ekspresji Kir4.1 na drodze transfekcji siRNAowpdowato obrzmienie
komorek astrogleju w stopniu podobnym do inkubacji z GIn, co wskazuje i
upodedzenie funkcji Kird.1 zaburza regulacpbjctosci komorek astrogleju, a tym
samym mo# stanowdé czynnik sprawczy w patomechanizmie cytotoksycznego

obrzeku moézgu w EW.

5. Indukowane w astrocytacim vitro obnienie ekspresji Kird.1 przez Glu wynika ze
skojarzenia aktywaciji receptorow NMDA z wewrnzkomérkowym oddziatywaniem

Glu o nieznanym mechanizmie.
6. Ztagodzenie obukenia ekspresji Kird.1 u szczuréw z EW przez podani&gonisty

receptora  NMDA, memantynyswiadczy o zaangawaniu tych receptorow

w upodedzenie ekspres;ji Kir4.1 w warunkacahvivo.
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VIIl. STRESZCZENIE

Encefalopatia wtrobowa (EW), kdaca ztozonym schorzeniem
neuropsychiatrycznym, powstaje na skutek Ugd#enia funkcji detoksykacyjnychatvoby.
Obrzek mézgu jest najpowaiejszym powiktaniem ostrej EWsmiertelno$¢z jego powodu
siega tu 80%.

EW watrobowa jest pierwotngliopata, co oznaczaze zmiany patomorfologiczne
obserwowane $ najpierw, a nadto prawie wadznie w komoérkach gleju, astrocytach.
Astrocyty ulegaj obrzmieniu w warunkach EW, co przekifada sa cytotoksyczny obegk
moOzgu z naspczym wzrostem énienia §6dczaszkowego.

Gtownym czynnikiem patogennym w EW jest amoniak. Stoprawansowania
schorzenia na ogét koreluje zezniem amoniaku we krwi, a obrzmienie astrocytéw pod
wptywem amoniaku udokumentowano w daddczalnych modelach EW i hiperamonemii,
oraz w astrocytach traktowanych amoniakiem in vitro.

Produktem detoksykacji amoniaku w mozgu jest GIn, ktorej synteza (z amoniaku
i Glu) zachodzi wycznie w astrocytach. GIn, gromade] st w nadmiarze
w warunkach hiperamonemii/EW, przypisuje s$ole¢ w pogedniczeniu neurotoksycznms
amoniaku. Wedtug hipotezy ,konia Trajskiego”, zaproponowanej przez Albrechta
i Norenberga (2006), amoniak uwolniony z GIn w mitochondriach legpa struktuy
i funkcje tych organelli (zwksza przepuszczali®bton mitochondrialnych) i w nagistwie
prowadzi do obrzmienia astrocytbw ze wszystkimi konsekwencjami typowymi dla
patogenezy EW. Dediadczeniem kluczowym w procesie dowodzenia stusanbipotezy
konia Trojaskiego byto wykazanieze His, inhibitor transportu GIn do mitochondriow,
tagodzi zmiany wywotane przez Gln w mitochondriathitro oraz obrzk mézgu w modelu
EW in vivo.

Molekularny mechanizm obrzmienia astrocytow nie jest jednak w pelni poznany.
Uwaza sk, ze jest on wypadkowvwywotanych przez amoniak i wzajemnie przyczynowo
powiazanych zaburze akumulacji osmolitow (w tym GIn), stresu nitrozksydacyjnego
(ONS), obntenia metabolizmu energetycznego i indukcji MPT odzatania cytokin
prozapalnych. Na patomechanizm hiperamonemicznego obrzmienia astrocytéwaskikada;
takze zaburzenia homeostazy wodno-jonowe] — postuluge 7@ w regulagj objetosci
komoérkowe] w tych warunkach zaarigavane § m.in. kanaly potasowe Kir4.1l
(ang.inwardly rectifying potassium chanfpeW OUN kanat Kir4.1 jest odpowiedzialny za

buforowanie jonéw K oraz regulagj objetosci komdrkowej astrocytow. Rola buforowania
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jonoéw potasu w mechanizmie towarzysego EW/hiperamonemii obrzmienia astrocytow nie
byta jak dotd szczego6towo badana. aBtza cel niniejszej pracy postawiono zbadanie
ekspresji i niektorych wiasne$ kanatu Kir4.1 w moézgu w modelu EW vivo orazn vitro,

w astrocytach poddawanych dziataniu amoniaku oraz Gin.

Obnizona ekspresj kanatu Kir4.1 stwierdzono w korze mdzgowej szczuraw
encefalopati watrobowa (EW) indukowana podaniem tioacetamidu (TAA), a takzw
pierwotnych korowych astrocytach szczurzych, traktowanych Gin — produktem detoksykacji
amoniaku, ale nie amoniakieper se W prezentowanej pracy potwierdzono zaaoganie
Kird.1 w regulag} objetosci komorkowej astrocytow — selektywne wyciszenie pe&sji
Kird.1 za pomog SiRNA spowodowato obrzmienie astrocytéw vitro. Powysze wyniki
wskazuj wicc pogednio na zaangawanie Kir4.1 w patomechanizm okkz mézgu w EW.

Na rok niedoboru Kir4.1 w utrzymaniu przez komorki prawaego gradientu jonéw potasu
wskazywato rownig obnizanie przez Gln zdolnegs astrocytéw do wychwytu Glu oraz do
wyrzutu K" ten ostatni efekt ujawnit si w warunkach stresu hipoosmotycznego,
stanowhcego jeden z dobrze udokumentowanych czynnikéw patogch w EW.

Spadek ekspresji Kir4.1, obserwowany u zwierm modelu EW (model TAA), nie
byt jednak modulowany przez His, co wskazaie,mechanizm, w jaki Gln przyczynigsio
obnizenia ekspresji Kir4.1 nie ograniczg slo opisanego w hipotezie ,konia Tragkiego”.
Postawiono hipoteg ze czynnikiem modulacym ekspresj kanatu moe by réwniez Glu,
generowany z GIn w mitochondriach d# wyskpujacy w nadmiarze w przestrzeni
pozakomérkowej. Nadmiar Glu odpowiada za ekscytotoksyczne nadpobudzenie NMDAr
w neuronach, co wykazano zaréwno w warunkach hiperamoirewiivo, jaki w hodowlach
neuronéw traktowanych amoniakiem. Wgzej wykazano,ze memantyna, antagonista
NMDAr, skutecznie w tagodzi obgk mozgu wywotany osirhiperamonemi W niniejszej
pracy, memantyna odwrdécita efekt TAA, przywragapoziom mRNA dla Kir4.1 do poziomu
kontrolnego. Wynik ten potwierdza zakrie o zaangawaniu NMDAr w regulagj
transkrypcji Kir4.1.

Dalsze badania nad udziatem Glu i NMDAr w tym procesie prowadzono
w astrocytachin vitro. Stwierdzonoze Glu obnia ekspresj kanatu Kir4.1, a proces ten
obejmuje aktywaeg NMDAr na astrocytach. Efekt Glu udatogsbdtworzy przy pomocy
NMDA, a obnienie poziomu mRNA dla Kir4.1 indukowane przez Glwelowane byto
przez antagonistow NMDAr (MK-801 i AP-5). Obserwacja ta jest zgodna z doniesieniami
literaturowymi o istnieniu funkcjonalnych NMDAr na astrocytach vitro oraz o ich

zaangaowaniu w patomechanizm oddziatywania amoniaku.
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Wywotane przez Glu obiaenie poziomu mRNA dla Kir4d.1 w astrocytach ulegato
zahamowaniu pod wptywem niekompetycyjnego inhibitora transportu Glu, TBOA, wgkazuj
na istnienie wewatrzkomérkowego mechanizmu modulowania ekspresji Kirdinhibitor
kompetycyjny, PDC, ktory maz powodowa odwrdcenie transportu Glu i jego wyrzut
z komorki, nie znosit natomiast efektu Glu. Mo#o swiadczy¥ o promowaniu przez PDC
autokrynnego, receptorowego oddziatywania Glu.

Stosowanie inhibitorébw deacetylaz histonowych (trychostatyny A i walproinianu),
ktore okazywaly i neuroprotekcyjne wobec neuronéw i mikrogleju, niptywato ani na
bazalny, ani na obiaony pod wptywem Glu poziom mRNA dla Kir4.1.

Podanie do hodowli astrocytarnej zwkéw obniajacych ONS (Tau, APO, L-NNA)
rowniez nie wptywato modulujco na poziom mRNA Kir4.1. Natomiast GEE, (przechpmdz
przez bton¢ pochodna GSH, ulegmja wewn#rzkomorkowemu rozktadowi do Glu),
powodowat znaczne ohtenie poziomu mRNA dla Kir4.1.

W sumie wyniki bada nad roy Glu wskazu, ze w warunkach EW, jego
gromadzenie si w nadmiarze ma by czynnikiem obniajacym  ekspregj Kir4.1
w astrocytach mézgu, co czyni ten aminokwasikdém toksycznosi amoniaku w tacuchu

zdarzeh prowadacych do obrzmienia astrocytow i hiperamonemiczndgaeiu mdzgu.
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IX. ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric disorder resulting from acute or
chronic liver failure. The spectrum of HE symptoms includes motor and intellectual
deficiencies. Cerebral edema is a major clinical complication of HE, leading to intracranial
hypertension which is fatal for most of the patients with acute liver failure.

HE is a primary gliopathy — pathomorphological abnormalities are observed only in
the astrocytes. The swelling of astrocytes is a direct cause of HE-related cytotoxic cerebral
edema.

Ammonia is a neurotoxin regarded as a major pathogenic factor in acute or chronic
HE. The level of blood ammonia correlates with severity of HE and ammonia-induced
swelling of astrocytes was observed in patients and experimental animals with HE and in
cultured astrocytes.

Hyperammonemic brain edema is thought to be related not only to ammonia itself,
but to GIn, which is synthesized in astrocytes from Glu and ammonia and accumulates in
excess as a byproduct of ammonia detoxification (Albrecht and Norenberg, 2006). The
mechanism underlying the mediation of toxic effects of ammonia by GIn involves Gin
transport into mitochondria, whereupon its is degraded to Glu and ammonia, and of the two
products, ammonia is thought to cause mitochondrial dysfunction (the “Trojan horse”
mechanism, Albrecht and Norenberg, 2006). The Trojan horse hypothesis was previously
confirmed in thein vivo setting —His, the inhibitor of GIn transport into mitochondria,
ameliorated brain edema accompanying HE induced in rats by intraperitoneal administration
of hepatotoxic substance, TAA.

The exact molecular pathomechanism of the hyperammonemic glial swelling is not
understood in detail yet. Accumulation of GIn and other osmolytes, MPT induction,
bioenergetic failure, ONS and systemic inflammation, while contributing to edema formation,
do not exhaust the list of causes.

Recently, it was proposed that disturbances of water and potassium homeostasis are
involved in the pathomechanism of ammonia-induced astrocytic swelling as well. Consistent
with this notion, hyperammonemic brain edema is aggravated by hypoosmotic imbalance due
to hyponatremia. In the central nervous system, potassium buffering is executed mainly by
inwardly rectifying potassium channels (Kir), mainly by the Kir4.1 channel. It abounds in
astrocytes where has been implicated in bidirectioiahvement across the cell membrane

and cell volume regulation.

84



ABSTRACT

The role of potassium buffering in the swelling of astrocytes in hyperammonemia/HE
has not been investigated in detail yet, therefore the aim of the studies to be included in the
dissertation was to investigate the expression and some functional properties of Kir4.1 in the
in vivo model of HE anch vitro in cultured astrocytes treated with ammonia or Gin.

Decreased expression of Kir4.1 was noted in cerebral cortex of rats with the TAA-
induced HE, and in cultured astrocytes treated with GIn, but not with ammonia alone.

The presented results confirmed the role of Kir4.1 in regulation of cell volume — the
silencing of Kir4.1 expression by siRNA resulted in swelling of astrocytes, in the extent
similar to the effect of ammonia or GIn. The results indicates indirectly to the possible
engagement of Kir4.1 in the pathomechanism of brain edema in HE.

The role of Kir4.1 in maintaining the proper ionic gradient across cellular membranes
underscores also the fact, that GIn decreased the ability of astrocytes to uptake Glu and to
release K. The latter effect was manifested in conditions of hypoosmotic stress, that
represents hyponatremia — a precipitating factor in the pathomechanism of HE, aggravating
the ammonia-induced ionic imbalance.

The decrease of Kird.1 expression observed in cerebral cortex of rats with TAA-
induced HE was not modulated by His. It indicates that inhibition of Kir4.1 transcription does
not operate solely via the mechanism of Trojan horse.

The supplementary hypothesis proposes that the factor modulating the Kir4.1
expression is Glu — either generated in mitochondria from GIn, either present in excess in the
extracellular space. The elevation of extracellular Glu, observed both in patients\aval
and in vitro models of acute HE or hyperammonemia, is responsible for excitotoxic
overactivation of neuronal NMDA receptors (NMDAr). In the previous study, it was shown
that memantine, NMDAr antagonist, attenuated brain edema accompanying acute
hyperammonemia in rats. In the present study, memantine reversed the effect of TAA,
preventing the Kir4.1 mRNA decrease, confirming the role of NMDAr in the mechanism of
Kir4.1 transcription regulation.

Further experiments were conducted on the astroayteisro. Treatment of cultured
astrocytes with Glu or NMDA reduced Kir4.1 expression, and the effect was attenuated by
antagonists of the NMDAr (MK-801 and AP-5) but not by a metabotropic Glu receptor
antagonist (MTEP). This observation is consistent with available data on presence of
functional NMDAr in astrocytes and their involvement in pathomechanism of ammonia

neurotoxicity.
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The Glu-induced decrease of Kir4.1 mRNA was abolished by a non-transportable
(TBOA) but not by a transportable Glu uptake inhibitor (PDC), indicating the intracellular
mechanism of Glu action.

Neither basal nor the decreased by Glu expression of Kir4.1 were affected by histone
deacetylase inhibitors (trichostatin A, valproate), which are protective in microglia and
neurons. The antioxidants taurine and apocynin, and the nitric oxide synthase inhibitor (L-
nitroarginine) did not modulate the effect of Glu. However, Kir4.1 expression was decreased,
and the effect of Glu on Kir4.1 expression was potentiated, by glutathione diethyl ester, an
antioxidant which, like GIn, is degraded intracellularly to Glu.

The results of the doctoral dissertation indicate that Glu which accumulates in the ECS
of the brain during HE, may be a factor decreasing the Kir4.1 expression in the astrocytes.
The mechanism underlying this effect encompasses NMDAr signaling, aided by an
unidentified precedent intracellular action. The Glu-induced decrease of Kir4.1 expression
and, subsequently, its dysfunction, may contribute to the astrocytic swelling and

hyperammonemic brain edema.
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