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2. Wstep

2.1. Encefalopatia watrobowa (EW)

2.1.1. Charakterystyka ogodlna

Encefalopatia watrobowa (EW) jest to ztozony zespdt neurologiczny,
wystepujacy w wyniku nagromadzenia si¢ toksycznych substancji na skutek
obnizenia funkcji detoksykacyjnych watroby. Wyrodznia si¢ trzy typy EW: A, B
i C (Albrecht i Jones, 1999; Ferenci i wsp., 2002). Typ pierwszy to postac
zwigzana zZ naglym, ostrym uszkodzeniem watroby (typ A, ang. acute liver
failure), wystepujaca najczesciej w wyniku wirusowego zapalenia (WZW) lub
zatrucia hepatotoksynami (acetamidofen, amanityna). Objawy sa cigzkie, a
wystepujace w ostatnim stadium zwigkszenie przeplywu krwi mozgowe;,
wzrost ci$nienia srédczaszkowego oraz obrzek moézgu prowadza do wysokiej
(ok. 80%) $miertelnosci wsrod chorych (Schiodt i wsp., 1999; Ede i Williams,
1986). Typ kolejny to posta¢ przewlekla, niezwigzana z dysfunkcja watroby, a
ze spontanicznym lub chirurgicznym ominigciem przeplywu krwi przez
watrobe (typ B, ang. bypass), natomiast typ trzeci to posta¢ przewlekta, bedaca
konsekwencjg marsko$ci watroby (typ C, ang. cirrhosis/chronic liver disease),
spowodowang gtownie naduzyciem alkoholu (Albrecht i Jones, 1999; Ferenci
i wsp., 2002).

W przebiegu choroby wyr6znia si¢ stadia definiowane w zaleznosci od
stopnia nasilenia zmian funkcji intelektualnych i motorycznych. Stadium
O/MHE (ang. minimal hepatic encephalopathy, MHE), charakteryzuje si¢
brakiem objawow klinicznych, a moze by¢ wykryte za pomocg testow
neuropsychometrycznych, ujawniajacych subtelne zmiany podkliniczne, takie
jak obnizenie sprawno$ci manualnej czy zaburzenia pamigci krotkotrwatej
(Prakash i Mullen, 2010; Zhan i Stremmel, 2012). Stadium 1 charakteryzuje sig¢
zaburzeniami rytmu dobowego, obnizong koncentracja, niewyrazng mowa,
lekkimi zaburzeniami $§wiadomosci, a takze drazliwoscia, napadami niepokoju
czy euforii. W stadium 2 wystepuje obnizona sprawno$¢ intelektualna,
sporadyczna dezorientacja w czasie, senno$¢, apatia i zmiany osobowosci.
Stadium 3 charakteryzuje niezdolno$¢ do wykonania zadan umystowych,
zaburzenia pamigci, chaotyczna mowa, dezorientacja w czasie i przestrzeni,
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sennos$¢ lub napady pobudzenia, a stadium 4 to $pigczka (Albrecht i Jones,
1999; Ferenci i wsp., 2002).

Przewlekle uszkodzenie watroby zajmuje niezmiennie wysoka pozycje
wsrod przyczyn zgonow W Unii Europejskiej, statystycznie 14 na 100 000
mieszkancow umiera z tego powodu (dane usrednione z lat 1980-2010,
opublikowane w roku 2012 przez Swiatowa Organizacj¢ Zdrowia),
odpowiednio w 2002 roku w Polsce wskaznik ten wyniost 13 na 100 000
mieszkancow (www.euro.who.int). Ok. 50% chorych na niewydolnos$¢ watroby
wykazuje objawy EW (Leevy, 2007).

2.1.2. Amoniak jako kluczowa substancja toksyczna w EW

Uposledzenie funkcji detoksykacyjnych watroby skutkuje akumulacja
w organizmie wielu toksycznych zwigzkéw, takich jak amoniak, kwasy
tluszczowe, fenole czy merkaptany odpowiedzialne za zaburzenie
funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) w EW. Wsr6d nich
amoniak uwazany jest za glowny czynnik patogenny (Butterworth, 2002;
Zieve, 1987).

2.1.2.1. Charakterystyka i obieg w organizmie

Wodorek azotu (Ill), czyli amoniak, jest zwigzkiem o strukturze
tetraedrycznej, ktory w zaleznosci od, m.in. pH $rodowiska, wystepuje w
formie gazowej HNsz lub jonowej NH,". W warunkach fizjologicznych
wickszoéé (ok. 98%) stanowi forma NH," (Felipo i Butterworth, 2002). W
niniejszej pracy termin ,,amoniak” odnosit si¢ bedzie do sumy obu tych form.

Utrzymanie homeostazy amoniaku ma kluczowe znacznie dla
funkcjonowania organizmu. Glownym zrédlem amoniaku jest przewod
pokarmowy, gdzie jest on generowany w wyniku trawienia biatek oraz
czesciowej deaminacji aminokwasow (Weber i wsp., 1988), metabolizmu
bakterii jelitowych (Wolpert i wsp., 1970) czy hydrolizy mocznika (Wrong i
wsp., 1985). Deaminacja aminokwasow, cho¢ w znacznie mniejszym stopniu,
zachodzi réwniez w innych narzadach (np. nerki), ktére moga by¢ kolejnym
zrodlem amoniaku we krwi. Metabolizm tego zwigzku sprowadza si¢ W
glownej mierze do wlgczenia w cykl mocznikowy (in. cykl ornitynowy, ang.
ornithine cycle, OTC), w wyniku ktorego amoniak przeksztalcany jest w
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wydalany z organizmu z moczem mocznik. Cykl ten w peinej formie
wystepuje w watrobie, szczatkowo takze w innych narzadach (Meijer i wsp.,
1990; Kalaitzakis i Bjornsson, 2007). Alternatywnie amoniak mozne by¢
wlaczony w proces syntezy aminokwasow, przede wszystkim glutaminy (Gln)
z glutaminianu (Glu), w reakcji katalizowanej przez zalezna od adenozyno-5’-
trifosforanu (ang. adenosine triphosphate, ATP) syntetaze glutaminowg (ang.
glutamine synthetase, GS). Proces ten zachodzi nie tylko w watrobie (Gebhard
i Mecke, 1983), ale i mig$niach szkicletowych czy mozgu (Desjardins i wsp.,
1999; Ganda i Ruderman, 1976; He i wsp., 2010).

Zrédto amoniaku w moézgu to przede wszystkim uktad krwiono$ny, z
ktorego zwigzek ten w postaci gazowej swobodnie dyfunduje przez btony
komorek tworzacych bariere krew—moézg (ang. blood-brain barrier, BBB),
natomiast posta¢ jonowa moze by¢ aktywnie transportowana przy udziale
biatek btonowych (Huang i Liu, 2001; Ott i Larsen, 2004). Endogennym
zrodtem amoniaku w mozgu moze by¢ tez deaminacja aminokwasow, glownie
GIn, Glu, asparaginy (Asp) i seryny (Ser) (Cooper i Plum, 1987) oraz amin
katecholowych (Hazama i wsp., 1976; Cooper i wsp., 1979). Z braku pelnego
OTC, detoksykacja amoniaku w mozgu zachodzi przede wszystkim poprzez
synteze GIn z Glu, przy czym najwyzsza aktywnos$¢ GS wykazuja komorki
gleju gwiazdzistego (astrocyty) (Meijer i wsp., 1990; Martinez-Hernandez i
wsp., 1977; Norenberg i Martinez-Hernandez, 1979). Szacuje sig, ze ok. 85%
amoniaku jest neutralizowane na tej drodze (Albrecht i Norenberg, 2002).
Duza aktywno$¢ GS w modzgu zapewnia szybkie wigzanie amoniaku, co obok
gradientu pH (7,1 w mozgu, 7,4 we krwi) sprzyja dyfuzji tego zwiazku w
kierunku z krwi do mézgu (Cooper i wsp., 1979). Skutkuje to stosunkiem
stezen dochodzacym do 1:3 (krew:mozg) (Cooper 1 Plum, 1987). Z astrocytow
GIn moze by¢ transportowana do innych komorek OUN lub przez BBB na
obwod (Duffy i wsp., 1983; Svoboda i Kerschbaum, 2009). Wychwytywana
przez neurony glutaminergiczne, ulega¢ moze deaminacji przez fosfozalezng
glutaminaze¢  (ang.  phosphate-activated  glutaminase, @ PAG) do
neuroprzekaznika Glu, wydzielanego nastepnie do przestrzeni presynaptycznej
(Shen i wsp., 1999).

2.1.2.2. Hiperamonemia w dysfunkcji watroby

Hiperamonemia (HA), czyli podwyzszenie poziomu amoniaku we krwi,
jest jedng z najpowazniejszych konsekwencji uposledzenia funkcji
detoksykacyjnych watroby.
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Referencyjne stezenie amoniaku we krwi utrzymywane jest przez
prawidtowa pracg watroby na poziomie maksymalnie do 100 uM i jest ok.
dwukrotnie nizsze od stezenia odnotowanego w mézgu (Cooper i Plum, 1987).
Podczas ostrego uszkodzenia watroby wartosci te zwickszaja si¢ nawet
kilkukrotnie i mogg osigga¢ 500 uM we krwi (Clemmensen i wsp., 1999; Jalan
i wsp., 1999), przy czym st¢zenic w mozgu moze by¢ odpowiednio nawet 8
razy wicksze (Cooper i Plum, 1987). W przypadku przewleklej marskosci
watroby st¢zenie amoniaku w mozgu jest 3-4 krotnie wigksze niz we krwi
(Cooper i Plum, 1987). Poziom amoniaku we krwi dobrze koreluje ze stopniem
zaawansowania EW (Ong i wsp., 2003; Bernal i wsp., 2007), przez co parametr
ten, obok testow psychometrycznych i elektroencefalografii jest wygodnym
narzedziem w okreslaniu stopnia EW (Conn, 1994).

2.1.2.3. Modele doswiadczalne neurotoksycznosci amoniaku

W badaniach nad patomechanizmami neurotoksyczno$ci amoniaku
stosuje si¢ zarowno modele in Vvivo (najczeSciej szczurze i mysie), €X Vivo
(skrawki mézgu) jak i in vitro (hodowle komorkowe). Ze wzgledu na ztozona
natur¢ schorzenia jakim jest EW, ogromng trudno$¢ sprawia zaprojektowanie
modelu odzwierciedlajacego wszystkie aspekty patologii.

W przypadku EW typu A najpowszechniejszymi modelami zwierzecym
ostrego uszkodzenia watroby jest dootrzewnowe podanie hepatotoksyny:
tioacetamidu (TAA), galaktozaminy czy azoksymetanu. W przypadku
przewleklego uszkodzenia watroby (typ B) stosuje si¢ zespolenie wrotno—
systemowe, a podwigzanie drog zotciowych skutkuje objawami zblizonymi do
ludzkiej EW typu C. Do tej pory nie udato si¢ opracowac satysfakcjonujgcych
modeli EW opartych na najpowszechniej wystepujacych  czynnikach
etiologicznych, tj. zakazeniu wirusowym, naduzywaniu alkoholu czy tez
acetamidofenu (por. art. przegladowy Butterworth i wsp., 2009). Modele
czystej hiperamonemii in vivo polegaja na dootrzewnowym podawaniu octanu
amonu (OA) lub karmieniu karma o wysokiej zawartosci amoniaku lub ureaz
(Aguilar i wsp., 2000; Azorin i wsp., 1989; Butterworth i wsp., 2009; Robinson
I wsp., 1992). Alternatywg jest stosowanie mutantow z nieczynnym OTC
(Veres i wsp., 1987). W badaniach in vitro, chlorkiem amonu (1-5 mM)
traktuje si¢ hodowle pierwotne astrocytow (Albrecht i wsp.,19944;
Wegrzynowicz i wsp., 2007) lub neuronow (Klejman i wsp., 2005), a takze
hodowl¢ mieszang (Braissant i wsp., 2008). W badaniach ex vivo analizuje si¢
skrawki moézgu pochodzace od zwierzat z eksperymentalng HA lub inkubuje
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si¢ z amoniakiem skrawki pochodzace od osobnikéw zdrowych (Saran i wsp.,
1998; Zielinska i wsp., 2011).

2.1.3. Molekularny mechanizm toksycznego dzialania amoniaku
w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN)

Mechanizm neurotoksycznego dziatania amoniaku jest ztozony i nie do
konica poznany. Tworzy go zbior nierzadko zazebiajacych si¢ zjawisk
molekularnych wystepujacych w réznych typach komérek OUN.

Pierwszym celem oddziatywania pochodzacego z krwioobiegu
amoniaku w OUN jest BBB, w ktorej to stwierdzono subtelne zmiany, w tym
zmiany przepuszczalnosci powigzane z degradacjg bialek zlaczy S$cistych
(Chen i wsp., 2009; Nguyen i wsp., 2006). Uwaza si¢, ze zmiany te
przyczyniajg si¢ do powstawania obrzeku mozgu (komponent wazogenny)
(Cauli i wsp., 2011). Do naruszenia integralnosci BBB w uszkodzeniu watroby
przyczynia¢ si¢ moze cytokina prozapalna, czynnik martwicy nowotworu o
(ang. tumor necrosis factor a, TNF-a), ktorej zwiekszony poziom we Krwi
obserwowano zarowno w modelach zwierzgcych (Wang i wsp., 2011; Jiang i
wsp., 2009) jak i u chorych z EW (Wright i wsp., 2007). Ponadto istotng
konsekwencja HA w komorkach $rodbtonka naczyn méozgowych tworzacych
BBB jest wystgpowanie markerow stresu oksydacyjno—nitracyjnego (ang.
oxidative—nitrosative stress, ONS). Szczegdétowe omoédwienie zmian w BBB
wywotanych amoniakiem zawiera praca przegladowa Skowronska i Albrecht
(2012).

Astrocyty, ktorych wypustki przylegaja do naczyn moézgowych, sa
kolejnymi  komoérkami narazonymi na toksyczne dziatanie amoniaku
przedostajacego si¢ z obwodu do OUN (Lockwood i wsp., 1991). Ostra HA
prowadzi do obrzmienia tych komoérek, a przedluzona poglebia zmiany
sprawiajgc, ze astrocyty przyjmuja posta¢ komorek Alzheimer’a typu II, z
wyraznie powickszonym jadrem i jaderkami (Gregorios i wsp.,1985; Martinez,
1968). Zmiany morfologiczne oraz zwigzane z tym zaburzenia molekularne,
ktére dotykaja komorki astrocytarne, uwazane sa za podstawowy element
patologii i prowadza do sklasyfikowania EW jako pierwotnej glejopatii.
Obrzmienie astrocytow obserwowano zarowno u chorych post mortem (Kato i
wsp., 1992), jak i w modelach EW in vivo (Blei i wsp., 2004). Uwaza si¢, ze
Obrzmienie astrocytow stanowi gldéwng przyczyng obrzgku mozgu
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wystepujacego zarowno u chorych z ostrg jak i przewlekta EW (Prakash i
Mullen, 2010; Haussinger i Gorg, 2010), i ze amoniak jest w tym procesie
kluczowym czynnikiem. Obrzgk zaobserwowano tez w przypadku HA
niezwigzanej z uszkodzeniem watroby: u pacjentow z uposledzeniem OTC
(Brusilow i Traustman, 1986), w zwierzecych modelach prostej HA (Hilgier i
Olson, 1994) oraz podczas inkubacji ex vivo skrawkow moézgu szczura w
medium z amoniakiem (Zielinska i wsp., 2003). Obnizenie poziomu amoniaku
we krwi lub jego transportu do mézgu zmniejszyto obrzek mézgu oraz inne
objawy EW (Rose i wsp., 1999, Rose i wsp., 2000). Najistotniejsze zmiany
molekularne prowadzace do obrzmienia astrocytow w HA: wzrost zawartosci
GIn, uszkodzenie funkcji mitochondrialnych oraz ONS zostang szczegétowo
omoOwione w dalszej czgsci rozprawy.

Astrocyty stanowig dla neuronéw ochrone przed amoniakiem na tyle
skuteczng, ze w warunkach HA i EW nie stwierdza si¢ istotnych zmian
patologicznych w komorkach nerwowych (Butterworth, 2007), a wystepujace
objawy neurologiczne zazwyczaj ustgpuja W znacznym stopniu  po
przeszczepie watroby (Hallik i wsp., 2011). Niemniej amoniak moze
prowadzi¢ do $mierci neuronéw w do$wiadczeniach in vitro (Li i wsp., 2004).
Pomimo braku zmian morfologicznych, HA powoduje zaburzenia
neurotransmisji. Wywotana amoniakiem depolaryzacja btony komoérkowe;j
neurondw glutaminergicznych powoduje wyrzut Glu z komoérek (Moroni 1
wsp., 1983), a obnizony wychwyt zwrotny Glu przez neurony (Oppong i wsp.,
1995) i astrocyty (Albrecht i wsp., 1988; Knecht i wsp., 1997; Norenberg i
wsp., 1997) skutkuje akumulacja tego neurotransmitera w przestrzeni
synaptycznej. Konsekwencja tego zjawiska sg zaburzenia w pobudzajacej
neurotransmisji glutaminergicznej, zwigzanej z dzialaniem jonotropowych
receptorow Glu, przede wszystkim receptora kwasu N-metylo-D-
asparaginowego (ang. N-methyl-D-aspartic acid receptor, NMDAr), przy
czym w ostrej EW zaobserwowano nadaktywacje (Michalak i wsp., 1996;
Vogels i wsp., 1997), a w przewleklej obnizenie aktywnosci NMDAr (Peterson
I wsp., 1990; Saransaari i wsp., 1997). Modulowanie przez amoniak
aktywnosci NMDAr przektada si¢ odpowiednio na wzrost lub obniZenie
zaleznej od jonow wapnia (Ca?") syntezy tlenku azotu (ang. nitric oxide, NO),
a w konsekwencji cyklicznego guanozyno monofosforanu  (ang. cyclic
guanosine monophosphate, cCGMP), czasteczki zaangazowanej m.in. W procesy
uczenia si¢ 1 pamieci (Hermenegildo i wsp., 2000; Hilgier i wsp., 2003; Hilgier
i wsp., 2009; Monfort i wsp., 2001). Poza tym HA skutkuje nadaktywacja
receptora metabotropowego 1 dla Glu (ang. metabotropic Glu receptor 1,
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mGIuR1) (Canaless i wsp., 2003; Cauli i wsp., 2006) oraz oddziatywuje na
neurotransmisj¢ hamujaca, zalezng od receptorow kwasu y-aminomastowego
(ang. y-aminobutyric acid receptor, GABAr). W przewleklej HA
zaobserwowano generalny wzrost przkaznictwa GABA-ergicznego (Cauli i
wsp., 2009), w szczurzym modelu EW zaobserwowano wzrost ekspresji
podjednostek jonotropowego receptora GABAA (Li i wsp.,2005), a w mozgu
pacjentow z przewlekla EW wzrost gestosci obwodowych receptorow
benzodiazepinowych (ang. peripheral benzodiazepine receptor; obecnie
definiowanych jako biatko translokatora, ang. translocator protein, TSPO)
(Mullen i wsp., 1990). Poza tym obserwuje si¢ zmiany neuroprzekaznictwa
serotoninergicznego (Young i wsp., 1975; Lozeva i wsp. 2004),
noradrenergicznego (Michalak i wsp., 2001) oraz opioidowego (Bergasa i
wsp., 2002). Postgp objawow neuropsychiatrycznych i motorycznych u
pacjentow z EW wydaje si¢ by¢ powigzany ze wzrostem aktywnosci
neurotransmisji hamujacej i spadkiem pobudzajace;j.

2.1.3.1. Glutamina jako posrednik toksycznosci amoniaku

GIn w organizmie odgrywa kluczowa role w metabolizmie azotu, a W
OUN jest prekursorem glownych neurotransmiteréw, Glu i GABA, oraz
waznym metabolitem energetycznym (por. art. przegladowy Albrecht i wsp.,
2007). W OUN synteza GIn z Glu i amoniaku ma miejsce w astrocytach w
wyniku reakcji katalizowanej przez GS. Cze¢s¢ nowozsyntetyzowanej Gln trafia
do mitochondriéw astrocytarnych, gdzie jest z powrotem hydrolizowana do
Glu i amoniaku z udziatem zlokalizowanej w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej PAG. Niezhydrolizowana GIln moze by¢ dystrybuowana
migdzy réznymi typami komorek OUN, a takze poprzez BBB przesylana na
obwdd. Znaczna pula trafia do neuronow, gdzie shuzy jako prekursor
neurotransmiteréw. Zwiekszone stgzenie GIn zaobserwowano w OUN zar6wno
u pacjentow z EW (Hourani i wsp., 1971; Tofteng i wsp., 2006), jak i w
modelach EW in vivo (Hourani i wsp., 1992; Cordoba i wsp., 1996).
Stwierdzono tez, ze poziom Gln w modzgu dobrze koreluje z HA, a takze
obrzekiem mozgu i zaawansowaniem EW (Laubenberger i wsp., 1997; Tofteng
i wsp., 2006; Kreis i wsp., 1990). Przez dlugi czas uwazano wzrost poziomu
tego aminokwasu za zjawisko pozytywne — konsekwencje neutralizacji
toksycznego amoniaku (Albrecht i wsp., 2007). Jednak pozniejsze doniesienia
pokazaty, ze GIn moze posredniczy¢ w mechanizmach toksyczno$ci amoniaku.
Zastosowanie inhibitora GS, sulfoksyminy metioniny (ang. methionine
sulfoximine, MSO) doprowadzito do wzrostu przezywalnosci szczuréw z
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indukowang HA (Warren i Schenker, 1964). Pierwotna hipoteza przedstawiata
Gln jako czynnik zaburzajacy réwnowage¢ osmotyczng w mozgu, poprzez
stymulowanie wzrostu cisnienia osmotycznego w astrocytach, co prowadzi do
ich obrzmienia (obrzgk osmotyczny) (Brusilow i Traystman, 1986). Niemniej
jednak niski udziat Gln w puli mézgowych osmolitow (Pasantes-Morales i
wsp., 2002) oraz jednoczesny spadek poziomu innych zwigzkow osmotycznie
czynnych (isonitol, tauryna) (Cordoba i wsp., 1996), poddaja to proste
wyjasnienie w watpliwo$¢. Dalsze eksperymenty przeprowadzane w réznych
o$rodkach wykazaty skuteczno$¢ MSO w zmniejszaniu obrzeku moézgu u
szczurow z HA (Blei i wsp., 1994;), ci$nienia $rodczaszkowego, przeptywu
krwi mézgowej (Blei i wsp.,1994; Master i wsp.,1999), hiperamonemicznego
obrzmienia astrocytow (Norenberg i Bender, 1994; Willard-Mack i wsp.,
1994), zwigkszeniu przepuszczalnosci blon mitochondrialnych (ang.
mitochondrial permeability transition, MPT) (Bai i wsp., 2001; Norenberg i
wsp., 2004), czy ONS w astrocytach (Murthy i wsp., 2001). Uzyskano réwniez
dane przemawiajace za bezposrednim toksycznym dziataniem Gln — sama Gln
wywotuje MPT (Rama Rao i wsp., 2003) oraz ONS w astrocytach in vitro
(Jayakumar i wsp., 2004), a takze obrzgk mitochondriow wyizolowanych z
kory mozgu szczura (Zieminska i wsp., 2000). Powyzsze obserwacje
doprowadzily do zaproponowania hipotezy toksycznosci Gln, tzw. hipotezy
konia Trojanskiego (Albrecht i Norenberg, 2006), wedle ktorej syntetyzowana
w astrocytach, w wyniku detoksykacji nadmiaru amoniaku, Gln trafia do
mitochondriow tych komorek, gdzie z udziatem PAG ulega hydrolizie do Glu i
amoniaku. Amoniak w mitochondriach indukuje MPT oraz ONS, co prowadzi
do dysfunkcji tych organelli i przyczynia si¢ do obrzmienia astrocytow
(Ryc.2.1). Stuszno$¢ tej hipotezy zostata czg¢$ciowo potwierdzona w badaniu,
w ktérym u szczurow z EW podawano dootrzewnowo histydyne (His),
zwigzek hamujacy transport Gln do mitochondriéw, po czym nie stwierdzono
obrzeku mozgu, co interpretowano jako skutek obnizenia poziomu
mitochondrialnej GIn (Rama Rao i wsp., 2010).
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Glu ~.

NH4+/

Ryc.2.1. Hipoteza konia Trojanskiego (Albrecht i Norenberg, 2006, zmodyfikowano),
omowienie w tekscie. GlIn: glutamina, Glu: glutaminian, GS: syntetaza glutaminowa, His:
histydyna, ~ NH,": amoniak, ONS: stres oksydacyjno-nitracyjny, PAG: fosfozalezna
glutaminaze

2.1.3.2. Uposledzenie funkcji mitochondriow

Objawy toksycznego dziatania amoniaku w mitochondriach to, przede
wszystkim, wczeéniej wspomniane MPT oraz uposledzenie cyklu kwasow
trojkarboksylowych (ang. tricarboxylic acid cycle, TCAC), prowadzace do
zaburzenia metabolizmu energetycznego komorki.

MPT powstaje w wyniku otwarcia kanalu w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej (ang. permeability transition pore, PTP) na skutek
nagromadzenia jonéw Ca®, co prowadzi do kaskady zdarzen obejmujacych
niekontrolowany przeptyw metabolitow 0 masie ponizej 1,5 kDa, osmotyczne
obrzmienie macierzy mitochondrialnej, a takze spadek
wewnatrzmitochondrialnego potencjatu btonowego, prowadzace do generacji
wolnych rodnikéw oraz zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej i spadku
produkcji ATP (Bai i wsp., 2001; Rasola i Bernardi, 2007). Z drugiej strony
MPT moze by¢ tez konsekwencjg ONS (Halestrap i wsp., 1997; Hortelano i
wsp., 1997). Uwaza si¢, ze posrednikiem toksycznosci amoniaku prowadzacej
do MPT jest GIn (por. rozdz. 2.1.3.1.). Inkubacja astrocytow zarowno z
amoniakiem (Bai i wsp., 2001), jak i GIn (Reddy i wsp., 2007) wywoluje MPT,
GIn indukuje MPT takze w mitochondriach izolowanych z moézgu szczura
(Zieminska i wsp., 2000). Dodanie do astrocytow inkubowanych z amoniakiem
inhibitora GS — MSO zapobiegalo MPT, co wskazuje na rol¢ syntezy Gln w
tym procesie (Bai 1 wsp., 2001). MPT zostalo zahamowane przez zastosowanie
His — kompetytora transportu Gln do mitochondriéw, co stwierdzono w
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hodowlach astrocytow (Reddy i wsp., 2007), mitochondriach ex vivo
(Zieminska i wsp., 2000) oraz w mozgu szczuréw traktowanych TAA (Rama
Rao i1 wsp., 2010). Uwaza si¢, ze obrzmienie astrocytow w toksycznosci
amoniaku jest przede wszystkim konsekwencjg transportu nadmiaru Gln do
mitochondriow, hydrolizg do Glu i amoniaku skutkujaca MPT oraz indukcja
ONS (por. rozdz. 2.1.3.1.). Podzniejsze wystepowanie mitochondrialnej
akumulacji GIn oraz MPT (Bai i wsp., 2001; Jayakumar i wsp., 2006), w
stosunku do niemal natychmiastowej generacji ONS i obrzmienia (Reinehr i
wsp., 2007; Alvarez-Leefmans i wsp., 2006) sugeruje, ze W procesy te
zaangazowane s3 prawdopodobnie tez inne mechanizmy. Przemawiajg za tym
dane z badan in vivo, gdzie nie obserwowano MPT w modelu HA, w ktérym
wystepuje stres oksydacyjny i obrzmienie astrocytow (Kosenko i wsp., 2007).

Komponent kanalu PTP stanowi biatko TSPO transportujace
cholesterol niezbedny do syntezy steroidow, w tym neurosteroidow
pobudzajacych GABA-ergiczng neurotransmisje. Wzrast poziomu tego biatka
obserwowano zarowno w modelach toksycznosci amoniaku in vitro (ltzhak i
Norenberg 1994), jak i in vivo (ltzhak i wsp., 1995), oraz w moézgu post
mortem pacjentow z EW (Lavoie 1 wsp., 1990), co powigzano z
wystepowaniem obrzmienia astrocytow (Panickar i wsp., 2007). Uwaza sig, ze
TSPO wptywa na MPT (McEnery i wsp., 1992). Traktowanie hodowli
astrocytow ligandami TSPO indukowato MPT, odwracalne poprzez
zastosowanie czynnika hamujacego otwarcie PTP, cyklopsoryny A (Rama Rao
i wsp., 2001). TSPO przyczynia si¢ tez do ONS — ligandy TSPO indukuja
nitracj¢ reszt tyrozynowych w astrocytach oraz W moézgu szczura in vivo (Gorg
i wsp., 2003).

Kolejna, istotnie powigzang z poprzednio omowionymi, konsekwencja
toksycznego poziomu amoniaku w mitochondriach jest zaburzenie
metabolizmu energetycznego komorki. U chorych z EW (Lockwood i wsp,
1991) oraz w szczurzych modelach tej patologii (Audet i Butterworth., 1998;
Hilgier i wsp., 1991) wykazano moézgowy spadek zuzycia gldwnego substratu
energetycznego — glukozy. Spadek poziomu ATP stwierdzono w hodowlach
astrocytow 1 neuronoéw traktowanych amoniakiem (Haghighat i wsp., 2000;
Reddy i wsp., 2007), a takze w mozgu szczurow z HA (Kosenko i wsp., 1994).
Zjawisko to wiaze si¢ z niewydolnoscig zlokalizowanego w mitochondriach
TCAC, objawiajacg sie poprzez obnizong aktywnos¢ karboksylazy
pirogronianowej (Faff-Michalak i Albrecht, 1991) i dehydrogenazy o-
ketoglutarowej (Faff-Michalak i Albrecht, 1993).
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2.1.3.3. Stres oksydacyjno—nitracyjny (ONS)

ONS wystepuje gdy dochodzi do zachwiania réwnowagi miedzy
produkcja a neutralizacja reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) i azotu (ang. ractive nitrogen species, RNS), w wyniku ktorej
dochodzi do nagromadzenia tych czagstek. Glownym miejscem powstawania
ROS sg mitochondria, gdzie w wyniku przemian tancucha oddechowego,
aktywno$ci dehydrogenazy bursztynianowej i dehydrogenazy dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)
oraz reakcji katalizowanych przez dehydrogenazg o-ketoglutaranows, czy
pirogronianowa, generowany jest rodnik nadtlenkowy (O;), bedacy
prekursorem wielu ROS i RNS (por. art. przegladowe: Dikalov, 2011; Murphy,
2009). Poza mitochondriami wolne rodniki moga by¢ generowane m. in. przez
oksydaz¢  fosforanu  dinukleotydu  nikotynamidoadeninowego  (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) (Reinehr i wsp.,
2007), oksydaz¢ ksantynowa (ang. xanthine oxidase, XO) (Kaminsky i
Kosenko, 2009), czy syntazg tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase, NOS)
(Rama Rao i wsp., 2005). Mdzg jest organem szczegodlnie narazonym na
powstawanie ONS, zapotrzebowanie na tlen jest tu bardzo wysokie, przy masie
stanowigcej Srednio 2% calkowite] masy ciata, méozg zuzywa ok. 20% tlenu
(Clarke i Sokoloff, 1999). Poza tym akumulacji ROS w OUN sprzyja wysoka
zawartos$¢ zelaza, a relatywnie niska aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych:
katalazy (ang. catalase, CAT), dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide
dismutase, SOD) i peroksydazy glutationowej (ang. glutathione peroxidase,
GPx) (por. art. przegladowy Dringen i wsp., 2000). Wysoki stopien fosforylacji
oksydacyjnej prowadzi do generacji duzej liczby ROS, dlatego tez kazde
uszkodzenie, czy to na etapie generacji, czy eliminacji tych czastek za pomoca
uktadow antyoksydacyjnych, moze bardzo szybko doprowadzi¢ do
przesuniecia rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej na korzy$¢ oksydacji,
pociagajac za soba  zaburzenia prawidlowego funkcjonowania mozgu,
obserwowane w réznych stanach patologicznych, w tym w EW.

Uwaza sig¢, ze wystepujacy w warunkach toksycznosci amoniaku ONS
W znacznym stopniu przyczynia si¢ do obrzmienia astrocytow (por. rozdz.
2.1.3.1., 2.1.3.2.). Markery stresu oksydacyjnego wykryto w mozgu post
mortem (Gorg i wsp., 2010) a takze we krwi chorych z EW (Negru i wsp.,
1999). Wzrost stezenia rodnika hydroksylowego (OH) zaobserwowano w
przestrzeni miedzykomorkowej mozgu szczura w warunkach ostrej HA
(Hilgier i wsp., 2003). HA powodowata takze wzrost produkcji O, w
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cytoplazmie (Kosenko i wsp.,1997) oraz w mitochondriach wyizolowanych z
moézgu szczura (Kosenko i wsp., 2003a). Poziom ROS w mozgu wzrastat po
podaniu TAA (Sathyasaikumar i wsp., 2007), a wystgpowanie obrzeku mozgu
byto pozytywnie skorelowane ze wzrostem syntezy NO (Larsen i wsp., 2001;
Master i wsp., 1999). W badaniu wplywu toksycznosci amoniaku na astrocyty
in vitro rowniez zaobserwowano wzrost poziomu ROS i RNS (Murthy i wsp.,
2001; Skowronska i wsp., 2010). Zwigkszenie ekspresji 1 aktywnosci NOS
(Rama Rao i wsp., 1995) przeklada si¢ na wzrost poziomu azotyndow i
azotanow w mozgu zwierzat z EW (Genesca i wsp., 1999; Master i wsp.,
1999). Zaréwno HA in vitro jaki i in vivo powodowata wzrost ekspresji i
aktywnosci markera stresu oksydacyjnego, oksygenazy hemowej-1 (ang. heme
oxygenaze-1, HO-1) (Rama Rao i wsp., 2010; Warskulat i wsp., 2002.) W
modelu zespolenia wrotnego, poza wzrostem ekspresji HO-1 zaobserwowano
spadek ekspresji SOD (Song i wsp., 2002). Natomiast ostre zatrucie
amoniakiem spowodowato spadek aktywnosci CAT, SOD i GPx w moézgu
szczura (Kosenko i wsp., 1997; Kosenko i wsp., 2003a).

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja na znaczng role aktywacji
NMDAr w mechanizmie toksycznosci amoniaku. Antagonista NMDAr —
dizocylpina (MK-801) zahamowata: produkcje ROS i RNS w hodowlach
astrocytow traktowanych amoniakiem (Kruczek i wsp., 2011), nagromadzenie
anionorodnika nadtlenkowego we frakcji mitochondrialnej oraz obnizenie
aktywnosci enzyméw przeciwutleniajacych w mozgu szczuré6w z ostrg HA
(Kosenko i wsp. 2003a; Kosenko i wsp. 1999). Uwaza si¢, ze nadaktywacja
NMDAr indukowana jest wzrostem zewnatrzkomorkowego poziomu Glu w
warunkch HA (Rose i wsp., 2005; Hilgier i wsp., 1999; Ohara i wsp., 2009) i
prowadzi do wzrostu stezenia Ca’* w komorce, co aktywuje NOS, a w
konsekwencji wzrost poziomu NO (Hilgier i wsp., 2003). Ponadto aktywacja
NMDAr moze przyczynia¢ si¢ do produkcji  nadtlenku wodoru (H,0y)
poprzez aktywacje XO, co zostalo zaobserwowane w mozgu szczura z HA
(Kaminsky 1 Kosenko, 2009). Alternatywng droga produkcji ROS w
toksyczno$ci amoniaku moze by¢ aktywacja generujacej O, oksydazy NADPH
(Reinehr i wsp., 2007). Na skutek dootrzewnowego podawania TAA, w
dwukrotnej dawce 300 mg/kg m.c., w odstgpach 24h, w niesynaptycznych
mitochondriach wyizolowanych z kory mézgu szczura zanOtowano znaczacy
spadek aktywnosci bialek tancucha oddechowego: kompleksu Ill, zarowno po
18h jak i 24h od ostatniej iniekcji, a takze kompleksu | po 24h, na co razem ze
spadkiem aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej, wskazywano jako
przyczyng generacji ROS, oraz zaburzen energetycznych prowadzacych do
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obrzeku tych organelli, przyczyniajacego si¢ do patogenezy EW (Chadipiralla 1
wsp., 2012).

Konsekwencja wystepowania ONS w toksyczno$ci amoniaku sg liczne
nieprawidtowosci na poziomie molekularnym. Jedng z nich jest S-nitrozylacja
reszt cysteinowych oraz nitracja reszt tyrozynowych w biatkach, zachodzaca na
skutek przytaczenia do grup tiolowych biatek anionu nadtlenoazotowego
(ONOO), wysoce reaktywnego rodnika powstatego w wyniku koniugacji NO z
O . Indukowana amoniakiem nitracja biatek (H&ussinger i wsp., 2005) moze
modulowa¢ ich aktywno$¢, np. nitracja GS (Schliess i wsp., 2002) moze
prowadzi¢ do zahamowania aktywnos$ci tego enzymu (Gorg i wsp., 2007), a
nitracja transportera jonowego NKCCL1 (ang. Na-K-ClI cotransporter 1), moze
stymulowa¢ jego aktywnos¢, co odgrywa rol¢ w obrzmieniu astrocytow
(Jayakumar i wsp., 2008) oraz obrzeku mozgu (Jayakumar i wsp., 2011). ONS
w toksycznos$ci amoniaku objawia si¢ ponadto w postaci utleniania kwasow
nukleinowych — amoniak indukuje selektywng oksydacje kwasu
rybonukleinowego (ang. ribonucleic acid, RNA), w tym RNA kodujacego
transporter  glutaminianowo-asparaginianowy GLAST (ang. glutamate-
aspartate transporter), w hodowlach astrocytow oraz w mozgu szczurow |
myszy (Gorg i wsp., 2008).

Uwolnienie cynku Zn** z komplekséw bialkowych moze byé kolejnym
skutkiem zachwiania rownowagi redoks w komorce na skutek HA. Utlenienie
grup tiolowych w cysteinie (Cys) moze doprowadzi¢ do uwolnienia Zn®* z
biatek, co pocigga za sobag ich funkcjonalne uszkodzenie. Zalezny od NO
wzrost stezenia wolnego cynku [Zn*] w mitochondriach i cytoplazmie
astrocytow traktowanych 5 mM chlorkiem amonu korelowal ze wzrostem
ekspresji matrycowego RNA (mRNA) dla metalotionein oraz jadrowej
akumulacji  czynnika transkrypcyjnego MTF-1 (ang. metal-regulatory
transcription factor 1) (Kruczek i wsp., 2011), co interpretowano jako
odpowiedz protekcyjna (Aschner i wsp., 1998; Giinther i wsp., 2012).

2.1.4. Inne niz amoniak czynniki patogenetyczne w EW

Rola amoniaku w patomechanizmie EW jest niezaprzeczalna, jednak
nalezy pamigta¢é o wystepowaniu innych czynnikow, potencjalnie
przyczyniajacych si¢ do wystepowania objawow choroby, takich jak inne
neurotoksyny akumulujace si¢ w organizmie na skutek dysfunkcji watroby
(Zieve, 1987), mangan, ktorego poziom wzrasta we krwi i mézgu chorych na

31



EW (Spahr i wsp., 1996; Hauser i wsp., 1994; Hauser i wsp., 1996),
hiponatremia, hipokalemia (Toris i wsp., 2011) oraz powszechnie wystepujace
u pacjentow stany zapalne (Prakash i Mullen, 2010). W nielicznych
przypadkach obecny jest tez czynnik genetyczny — mutacja w promotorze genu
kodujacego PAG, prowadzi do zwigkszenia aktywno$ci tego enzymu, co
uwrazliwia pacjentow z marskoscig watroby na rozwdj EW (Romero-Gomez i

wsp., 2010).
2.1.5. Strategie terapeutyczne

W ostrym uszkodzeniu watroby jak dotad jedyng skuteczna metoda
terapeutyczng jest przeszczep, jednak dostepnos¢ organdéw do transplantacii
oraz konieczno$¢ stosowania terapii immunosupresyjnej znaczaco ogranicza
mozliwosci jej zastosowania (Asher i wsp., 1993; Stravitz i wsp., 2007). W
tym przypadku funkcjonowanie uszkodzonej watroby moze by¢ wspomagane
przez zewngtrzne urzadzenia hemofiltrujace (MARS) (Chiu i Fan, 2006), a w
celu obnizenia obrzgku moézgu stosuje si¢ $rodki odwadniajgce (mannitol) oraz
hipotermig¢ (Stravitz i wsp., 2007).

Dotychczasowe strategie leczenia przewleklej EW skupiajg si¢ na
procedurach prowadzacych do obnizenia poziomu amoniaku we Kkrwi lub
modyfikowaniu jego metabolizmu. Terapia farmakologiczna polega przede
wszystkim na obnizaniu produkcji oraz wchianiania amoniaku w jelitach. W
tym celu chorym podaje si¢ dwucukry, jak laktuloza czy laktitol, o
wlasciwosciach przeczyszczajacych oraz obnizajacych pH, co ogranicza
wchtaniane amoniaku w jelicie (Conn i Lieberthal, 1979). Ponadto, w celu
zahamowania rozwoju bakterii jelitowych bedacych znacznym zZrédiem
amoniaku w organizmie, pacjentom podaje si¢ stabo wchianialne antybiotyki,
np. neomycyng (Conn i wsp., 1977), czy mniej toksyczng rifaksyming (Bass i
wsp., 2010). Wydajnos¢ usuwania amoOniaku mozna zwigkszy¢é poprzez
pobudzenie syntezy GIn, np. podajac asparaginian ornityny (Kircheis i wsp.,
1997) lub bezpieczniejszy, bo prowadzacy do wydalania GIn przez nerki,
fenylooctan ornityny (Jalan i wsp., 2007). W przewlektej EW, ze zmiennym
powodzeniem, stosuje si¢ tez antagoniste TSPO, flumazenil (Goulenok i wsp.,
2002). W celu ograniczenia spozywanej ilosci biatka jako zrodta amoniaku w
przewodzie pokarmowym, chorym zaleca si¢ stosownie zrownowazonej,
niskobiatkowej diety, optymalna zalecana dawka to 1-1,2 g biatka/dzien/kg
m.c. (Mullen i Dasarathy, 2004). Redukcje spozywanego biatka zaleca si¢
szczegdlnie w przypadku ostrego uszkodzenia watroby, w stanach
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przewlektych stosuje si¢ zwykle normalng dietg, by nie dopusci¢ do redukcji
tkanki mig$niowej, metabolizujacej amoniak do GIn. Biatko roslinne wydaje
si¢ by¢ bezpieczniejsze, ze wzgledu na nizszy stopien metabolizmu do
amoniaku, a takze wysoka zawarto$¢ btonnika wspomagajacego prace jelit i
wydalanie toksyn (Amodio i wsp., 2001). Pozytywne efekty u chorych z
marsko$cig watroby daje takze stosowanie suplementacji aminokwasami z
rozgat¢zionym tancuchem bocznym (Muto i wsp., 2005; Les i wsp. 2011).

Jednym z celéw i skutkow dziatania terapeutycznego w EW jest
obnizenie ONS. Mannitol uzywany do obnizania ci$nienia $rédczaszkowego
posiada wiasciwosci przeciwutleniajace, a lecznicze dziatanie hipotermii
zwigzane jest m.in. z redukcja ONS (Globus i wsp., 1995). Podawanie
pacjentom prekursora kluczowego komorkowego przeciwutleniacza jakim jest
glutation (GSH), N-acetylo-cysteiny (NAC) daje pozytywne efekty w
przypadku ostrego uszkodzenia watroby o réznej etiologii (Harrison i wsp.,
1991; Mumtaz i wsp., 2010).

2.2. Endogenne elementy antyoksydacyjnej protekcji
2.2.1. Glutation (GSH)

2.2.1.1. Synteza i metabolizm GSH w OUN

Glutation (GSH) czyli tréjpeptyd y-glutamylocysteinyloglicyna
(Ryc.2.2) jest najpowszechniej wystepujacym niskoczasteczkowym
zwigzkiem tiolowym w komorkach. Po raz pierwszy zostal on opisany i
zidentyfikowany jako spontaniczny reduktor grup tiolowych przez Rey-
Pailhade’a w 1888 roku (Meister, 1983). W warunkach fizjologicznych w
komorkach zwigzek ten wystepuje gtdownie (0k. 99%) w postaci zredukowanej
(GSH), pozostate 1% stanowi jego forma utleniona (GSSG) oraz liczne
koniugaty (Slivka i wsp., 1987). Wigkszos¢ GSH zlokalizowana jest w
cytozolu (stezenie 1-10 mM), ktory jest glownym miejscem syntezy tego
zwigzku; niewielka ilos¢ zlokalizowana jest takze pozakomorkowo, jest ona
zwykle 100-1000 razy mniejsza. Stezenie GSH w moézgu ssakow osigga
wartosci 1-3 mM (Cooper i Kristal 1997; Slivka i wsp., 1987), a w plynie
moézgowo—rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid, CSF) ok. 5 uM (Anderson i
wsp., 1989). Hodowle astrocytarne charakteryzuja si¢ poziomem GSH
dochodzacym do 50 nmol/mg biatka, przy stezeniu cytozolowym ok. 8 mM.
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Przyjmuje si¢, ze poziom GSH jest znacznie wyzszy w astrocytach w
poréwnaniu z neuronami (por. art. przegladowy Dringen, 2000).

SH
0 0 o)
H
N
HO N OH
NH, o)

Ryc.2.2. Wzér strukturalny glutationu

Ze wzgledu na wiasciwosci fizykochemiczne, GSH trudno przechodzi
przez btony komorkowe, przez co jego transport z obwodu przez BBB jest
utrudniony, cho¢ istnieja tez nieliczne doniesienia o funkcjonalnym, zaleznym
od sodu, transporterze GSH przez BBB (Kannan i wsp., 1990; Kannan i wsp.,
2000). Niemniej uwaza si¢, ze glowne jego zrédto w OUN to synteza z
dostepnych prekursoréw, ktoére moga by¢ transportowane przez BBB. Bez
wzgledu na typ komorek, synteza GSH odbywa si¢ na drodze dwoch reakcji
katalizowanych przez enzymy zalezne od ATP. Pierwsza z nich, przy udziale
ligazy vy-glutamylocysteiny (ang. y-glutamylcysteine ligase, GCL; inaczej
syntetaza y-glutamylocysteiny, y-SGC), prowadzi do powstania wigzania
izopeptydowego w skutek potgczenia grupy a-aminowej Cys z grupa vy-
karboksylowg Glu. Takie nietypowe wigzanie zapewnia GSH ochrone przed
wewnatrzkomorkowymi peptydazami, a przez to stabilno$¢ jego poziomu
wewnatrzkomorkowego. Jest to etap limitujacy wydajnos¢ syntezy, ze wzgledu
na ograniczong dostgpnos¢ Cys w Komorce (toksycznej w wyzszych
stezeniach) oraz hamowanie aktywno$ci enzymu GCL poprzez negatywne
sprzezenie zwrotne — akumulacje GSH (Huang i wsp., 1993). Nastepnym
etapem syntezy jest, katalizowana przez syntetaze¢ glutationowa (ang.
glutathione synthetase, GSHS), koniugacja grupy aminowej glicyny (Gly) z
grupa karboksylowa Cys w y-glutamylocysteinie (yGluCys) (Dringen, 2000).

Wyzsze stezene GSH w astrocytach moze wynikaé z lepszej
dostepnosci substratow do jego syntezy. Niski poziom Cys sprawia, ze jej
bardziej powszechna, utleniona forma — cystyna (CySS), po
wewnatrzkomorkowej redukcji, staje sie¢ kluczowym prekursorem GSH w
astrocytach (Kranich i wsp., 1996; Kranich i wsp, 1998). Moze by¢ ona
wychwytywana przez niezalezny od sodu, antyportowy uklad transportujacy
Cys i Glu, Xc- (Bannai i Kitamura, 1980), lub ktérys z sodozaleznych
transporterow aminokwasow (ang. excitatory amino acid transporter, EAAT)
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(Shanker i wsp., 2001; Bender i wsp., 2000). Dostepno$¢ Glu, ktory jest w tym
przypadku dodatkowym czynnikiem limitujgcym synteze, moze by¢
zrekompensowana poprzez obecno$¢ jego prekursorow: Gln, Asp, ornityny lub
proliny (Dringen i Hamprecht, 1996). Astrocyty moga tez wychwytywacé z
przestrzeni mi¢dzykomorkowej i wlacza¢ do syntezy dipeptydy yGluCys oraz
CysGly (Dringen i wsp., 1998). W neuronach, z powodu obfitosci Glu,
czynnikiem limitujgcym pozostaje Cys. Podobnie jak w przypadku astrocytow,
dokomorkowy transport Cys moze odbywacé sie przy udziale sodozaleznego
transportera z rodziny EAAT (Shanker i wsp., 2001). Obok Cys neurony do
syntezy GSH moga wykorzystywaé yGluCys oraz CysGly (Dringen i wsp.,
1999), ale nie CySS (Kranich i wsp., 1996; Sagara i wsp., 1993), cho¢
przenoszacy CySS Xc- jest w tych komorkach aktywny (La Bella i wsp., 2007;
Sagara i wsp., 1993). Degradacia GSH odbywa si¢ w przestrzeni
pozakomorkowej z udziatem biatek zlokalizowanych po zewnetrznej stronie
btony komoérkowej i podobnie jak synteza, proces ten jest dwustopniowy. Przy
udziale vy- glutamylotranspeptydazy (ang. y-glutamyltranspeptidase, yGT)
dochodzi do hydrolizy wigzania izopeptydowego, w wyniku ktérej powstaje
dipeptyd CysGly, a reszta y-glutamylowa przenoszona jest na czasteczke wody
lub akceptor aminokwasowy, po czym wraca do komoérki. W OUN yGT
wystepuje gtownie na powierzchni komoérek srodbtonka oraz stopkach
astrocytarnych przylegajacych do naczyn (Zhang i wsp., 1997). Rozktad GSH
wienczy hydroliza CysGly do Cys 1 Gly z udzialem dipeptydazy (ang.
dipeptidase, DP). Tak powstajace aminokwasy moga by¢ nastepnie
wychwytywane przez komorki w celu ponownej syntezy GSH. Aby GSH
znalazt si¢ w przestrzeni migdzykomorkowej niezbedny jest jego aktywny
eksport. Transport GSH oraz jego koniugatoéw na zewnatrz komorki odbywa
si¢ przede wszystkim z udziatem transporteréw nalezacych do rodziny biatek
posiadajacych kasete wigzaca ATP (ang. ATP-binding cassette, Abc) — biatek
opornosci wielolekowej (ang. multidrug resistance protein, Mrp) (Bachhawat i
wsp., 2013).

Uwaza sie, ze synteza i metabolizm GSH w OUN angazuje interakcje
migdzy astrocytami i neuronami. Wigkszy poziom neuronalnego GSH
stwierdzono w mieszanych hodowlach astrocytarno—neuronalnych niz w
monotypowych hodowlach neuronalnych (Rathinam i wsp., 2006).
Zahamowanie aktywno$ci YGT acywicyng (ang. acivicin, ACV) prowadzito do
wybiorczego obnizenia poziomu GSH w neuronach, a nie astrocytach, co
swiadczy¢ moze o zalezno$ci neuronalnej syntezy od zewnatrzkomodrkowej
degradacji GSH uwolnionego z gleju. Postuluje si¢, ze astroctyty uwalniajac
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GSH, ktoéry jest nastepnie w przestrzeni mi¢dzykomorkowej rozktadany,
zapewniaja prekursory Cys 1 CysGly do syntezy tego zwigzku w neuronach
(Dringen i wsp.,1999; Dringen i wsp., 2000). Alternatywna hipoteza wskazuje
na role pochodzacego z astrocytow GSH jako reduktora zewnatrzkomorkowe;
CySS w wyniku czego powstaje Cys, ktora w przeciwienstwie do CySS, moze
by¢ uzyta to do syntezy GSH w neuronach (Wang i Cynader, 2000). Interakcje

astrocyt — neuron w syntezie GSH ilustruje Ryc.2.3.
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Ryc.2.3. Synteza i metabolizm GSH w OUN (Dringen, 2000, zmodyfikowano), oméwienie
w tekscie. YGT: y-glutamylotranspeptydaza, Cys: cysteina, CySS: cystyna, DP: dipeptydaza,

GCL: ligaza glutaminianowo-cysteinowa Glu: glutaminian,
glutationowa, GSH: glutation
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2.2.1.2. Rola GSH w metabolizmie wewngtrzkomorkowym i
interakcjach miedzykomérkowych

Obecnos¢ w strukturze GSH, nalezacej do reszty Cys, wysoce
reaktywnej grupy tiolowej (-SH), determinuje jego antyoksydacyjne
wihasciwosci redukcji wigzan disiarczkowych oraz eliminacji zwigzkow
utleniajgcych (Hammond 1 wsp., 2001). Sprzyjaja temu wysokie stezenie GSH
w komorkach oraz niskia warto$¢ standardowego biologicznego potencjatu
redoks (-240 mV) (Schafer i Buettner, 2001). W procesach nieenzymatycznych
GSH reaguje bezposrednio z wolnymi rodnikami: H,O, (Winterbourn i
Metodiewa, 1994), NO- (Clancy i wsp., 1994), ONOO™ (Koppal i wsp., 1999)
oraz ‘OH (Bains i Shaw,1997). Pomaga w utrzymaniu réwnowagi redoks w
komorkach (bufor tiolowy), natomiast glutationylacja biatek, czyli odwracalne
przytaczenie GSH do grup -SH biatek, chroni je przed nieodwracalnym
utlenieniem w warunkach ONS, modulujac przy tym ich aktywno$¢ (Klatt 1
Lamas, 2000; Giustarini i wsp., 2004). W wigkszosci przypadkéw
glutationylacja prowadzi do obnizenia aktywnosci biatka, jedynie przytaczenie
GSH do S-transferaz glutationowych (ang. glutathione S-transferase, GST)
wzmacnia ich dziatanie, polegajace na koniugacji z ksenobiotykami w celu
zwigkszenia ich hydrofilowosci, co umozliwia ich wydajne wydalenie z
komorki (por. art. przegladowy Board i Menon, 2013; Deponte, 2013). Poza
tym glutationylacja odgrywa istotng rol¢ w porcesach potranslacyjnych
modyfikacji oraz biodegradacji biatek (Ghezzi, 2013; Dalle-Donne i wsp.,
2008). Deglutationylacja bialek moze przebiega¢ z pomoca glutaredoksyn
(ang. glutaredoxin, Grx) lub w mniejszym stopniu przez tioredoksyny (ang.
thioredoxin, Trx) (Ghezzi, 2013).

GSH jest donorem elektronu dla Grx, ale i GPx — kluczowych enzymow
katalizujgcych redukcje H,O, oraz organicznych nadtlenkéw (ROOH). W
wyniku utlenienia GSH (zarowno chemicznego jak i enzymatycznego) tworzy
si¢ disiarczek GSSG, czasteczka regenerowana do GSH z pomocg zaleznej od
NADPH reduktazy glutationowej (ang. glutathione reductase, GR). Stosunek
GSH/GSSG moze shuzy¢ jako wskaznik potencjatu redoks komorki (Deponte,
2013).

Syntetyzowany wytacznie w cytozolu GSH moze by¢ dystrybuowany w
obrebie jak 1 poza komoérke. Transportowany do  przestrzeni
mi¢dzykomorkowej, podobnie jak wewngtrzkomorkowo, bierze udziat w
procesach detoksykacji i antyoksydacyjnej protekcji (Schafer i Buettner, 2001),
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alternatywnie moze bra¢ udzial w transdukcji sygnatu. GSH stanowi
bezpieczny rezerwuar dla neurotoksycznej Cys (Tateishi i wsp., 1977),
indukujacej wzrost poziomu Glu oraz nadaktywacj¢ NMDAr (Janaky i wsp.,
2000). Poza tym grupa glutamylowa Glu w czasteczce GSH moze oddziatywaé
na podjednostki NMDAr (Janaky i wsp., 1999). GSH jest tez istotnym
nosnikiem czasteczki regulacyjno—sygnatowej, NO, z ktérg tatwo tworzy
koniugat, S-nitrozoglutation (GSNO) (Singh i wsp.,1996; Rauhala i
wsp.,1998).

W obrebie komorki GSH moze by¢ transportowany do okreslonych
obszaréw, gdzie stanowi niezbg¢dny element prawidtowego przebiegu wielu
procesow molekularnych. W jadrze komoérkowym glowng rolg GSH jest
utrzymanie w stanie zredukowanym reszt Cys bialek odpowiedzialnych za
naprawe oraz ekspresje kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA), reguluje
takze syntez¢ DNA jako donor elektronu dla reduktazy rybonukleotydowej
(por. art. przegladowe: Garcia-Giménez i wsp., 2013; Arrigo, 1999). W
siateczce §rodplazmatycznej pomaga w utrzymaniu Srodowiska sprzyjajacego
tworzeniu mostkéw disiarczkowych, niezbgdnych przy zwijaniu si¢
nowozsyntetyzowanych biatek (Hwang i wsp., 1992; Chakravarthi i wsp.,
2006). Ok. 10% komorkowego GSH stanowi GSH zlokalizowany w
mitochondriach (mGSH), ktorego glowng rolg jest ochrona przed
powstajacymi w mitochondriach ROS. GSH do mitochondriéw trafia z
udziatem zlokalizowanych w wewngtrznej btonie mitochondrialnej biatek
no$nikow substancji rozpuszczonych (ang. solute carrier, Slc), przede
wszystkim kwasu dikarboksylowego (ang. dicarboxylate carrier, DIC;
Slc25a10) oraz a-ketoglutaranu (ang. oxoglutarate carrier, OGC; Slc25all)
(por. art. przegladowe: Mari i wsp., 2009; Lash, 2006; Bachhawat i wsp.,
2013). Zmiany w poziomie mGSH powigzano z patogeneza schorzen OUN,
takich jak niedotlenienie (Wallin i wsp., 2000) czy udar moézgu (Anderson i
Sims 2002; Anderson i wsp., 2004).

2.2.1.3. GSH w neurotoksycznosci amoniaku

Zmiany homeostazy GSH wyste¢puja w licznych stanach patologicznych
I schorzeniach zwigzanych z wystgpowaniem ONS, w tym uszkodzen OUN. U
pacjentow z chorobg Parkinsona zanotowano spadek poziomu GSH post
mortem w istocie szarej (Perry i wsp., 1986; Sofic i wsp., 1992) oraz wzrost
stosunku GSH/GSSG w jadrze podstawnym (Sian i wsp., 1994). Obnizenie
poziomu GSH zanotowano w CSF oraz w korze czotowej chorych na
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schizofrenie (Do i wsp., 2000), a wzrost poziomu GR i GPx w hipokampie w
przypadku choroby Altzheimera (Lovell i wsp., 1995).

Z doswiadczen modelowych wiemy, ze takze amoniak wplywa na
homeostaze¢ GSH w OUN. Astrocyty poddane dzialaniu amoniaku wykazaty
czaso- i dawkozalezny wzrost poziomu GSH oraz GSSG zaréwno w
komorkach jak i medium hodowlanym, przy czym zjawisko to zostato
zahamowane przez dodanie sulfoksyminy butioniny (ang. buthionine
sulfoximine, BSO) — inhibitora GCL, co wskazuje na wzrost syntezy jako
przyczyne zaobserwowanych zmian (Murthy i wsp., 2000). Badania
przeprowadzone w Zaktadzie Neurotoksykologii na hodowlach astrocytow
pierwotnych a takze linii glejaka C6 potwierdzaja te obserwacje, wskazujac
dodatkowo na wzrost zuzycia GSH, przekladajacy si¢ na spadek stosunku
GSH/GSSG (Wegrzynowicz i wsp., 2007). W hodowlach neuronéw amoniak
doprowadzit do znaczacego obnizenia przezywalnosci, skorelowanego ze
spadkiem stosunku GSH/GSSG (Klejman i wsp., 2005), poziom GSH spadat w
przypadku najwyzszych stosowanych dawek (10 mM). Zastosowanie BSO
doprowadzilo do obnizenia zawartosci zar6wno GSH jak i GSH/GSSG, nie
wplywajac jednoczesnie na przezywalnos¢ komorek, co moze wskazywac, ze
spadek GSH nie jest bezposrednio odpowiedzialny za $mieré neurondéw
poddanych dziataniu amoniaku. Z drugiej strony inkubacja z prekursorem GSH
— estrem dietylowym glutationu zaowocowata, skorelowanym ze wzrostem
zawartosci GSH, wzrostem przezywalnosci komorek w warunkach HA
(Klejman i wsp., 2005). Rozna odpowiedz roznych typow komorek moze
wskazywa¢ na odmienne mechanizmy regulacji syntezy GSH, w tym
aktywno$¢ enzymoéw lub dostgpnos¢ prekursorow (por. rozdz. 2.2.1.1)).
Astrocyty poddane dziataniu amoniaku wykazujg zwigkszony wychwyt Cys
(Wegrzynowicz 1 wsp., 2007), co przemawia¢ moze za hipoteza, ze zwigkszona
synteza GSH w astrocytach jest adaptacyjng odpowiedzig na ONS wywotany
toksycznymi dawkami amoniaku.

2.2.2. Tioredoksyny

Uktad tioredoksynowy TrxS,/Trx(SH),, razem z uktadem GSSG/GSH,
stanowia najpotgzniejszg maching komorkowa redukujaca grupy tiolowe.
Wiasciwosci  redukujace biatek z rodziny Trx zapewnia zdolno$¢ do
odwracalnego utleniania pary Cys w aktywnym miejscu, o dobrze zachowanej
sekwencji aminokwasow (Cys-Gly-Pro-Cys) (Holmgren, 1968). Trx podczas
redukcji utlenia si¢ do disiarczku, ktory jest regenerowany przez reduktaze
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tioredoksynowa (ang. thioredoxin reductase, TrxR) zalezng od NADPH
(Holmgren i Bjornstedt, 1995). W komorkach ssakow wystepuja dwa systemy
tioredoksynowe: cytozolowy Trx1/TrxR1, ktéory pod wplywem rdéznych
czynnikow moze by¢ transportowany do jadra (Hirota i wsp., 1999) lub na
zewnatrz komorki (Rubartelli i wsp.,1992), oraz odr¢bna, mitochondrialna para
Trx2/TrxR2 (Hansen i wsp., 2005). Poza rolg donora elektronu dla
redukujacych nadtlenki peroksyredoksyn (ang. peroxiredoxin, Prx), Trx
odpowiada za utrzymanie w stanie zredukowanym bialek uczestniczacych w
transdukcji sygnatu oraz regulacji ekspresji genow. Trx jest glownym donorem
elektronu dla reduktazy rybonukleotydowej (Holmgren, 1977; Jordan i
Reichard, 1998), wspomaga aktywno$¢ wielu czynnikow transkrypcyjnych i
innych biatek regulatorowych (Hirota i wsp., 1999; Hirota i wsp., 1997; Ueno
i wsp., 1999; Hirota i wsp., 1997; Saitoh i wsp., 1998). Gtéwne drogi dziatania
uktadow TrxS,/Trx(SH), oraz GSSG/GSH przedstawia Ryc.2.4.

RS,

NADP* \ 2GSH
R(SH),

GR H,0,1 ROOH

GSSG

RS, H,0/ ROH

Ryc. 2.4. Podstawowe drogi dzialania ukladéw TrxSy/Trx(SH), oraz GSSG/GSH
(Dringen, 2000; Holmgren i Bjornstedt, 1995 ), omowienie w tekscie. GR: reduktaza
glutationowa, GSH: forma zredukowana glutationu, GSSG: forma utleniona glutationu, Grx:
glutaredoksyna, GPx: peroksydaza glutationowa, Prx: peroksyredoksyna, TrxS,: forma
utleniona tioredoksyny, Trx(SH),: forma zredukowana tioredoksyny, TrxR: reduktaza
tioredoksyny, ONS: stres oksydacyjno—redukcyjny, NADPH: forma zredukowana fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, NADP*: forma utleniona fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

R(SH),
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2.2.3. Histydyna

L-Histydyna (His) (Ryc.2.5) jest biogennym aminokwasem, ktory
zostal zidentyfikowany jako skuteczny $rodek w zapobieganiu uszkodzeniu
mitochondriow astrocytarnych (Albrecht i wsp., 2000) oraz obrzmieniu
astrocytow poddanych dzialaniu toksycznych stgzen amoniaku lub Gln w
uktadach in vitro (Reddy i wsp., 2006). His podawana dootrzewnowo
zapobiegata rowniez ONS oraz obrzekowi moézgu szczura z indukowang TAA
EW (Rama Rao i wsp., 2010). Jak dotad ten protekcyjny efekt His w EW
przypisywano hamowaniu transportu GIln do mitochondriow (czyt.
,»zaklinaniu” konia Trojanskiego) (por. rozdz. 2.1.2.1.), lecz wlasciwosci
fizykochemiczne tego zwigzku pozwalaja przypuszczaé, ze skala jego
oddziatywania jest znacznie szersza.

@)

H
<N ‘ OH
\N NH,

Ryc.2.5. Wzér strukturalny histydyny

Trzeciorzgdowy atom azotu w pierScieniu imidazolowym His z
fatwo$cia tworzy wigzania koordynacyjne z kationami metali, m.in. miedzi
(Cu?"), zelaza (Fe® ) oraz cynku (Zn?"), co sprawia, ze obecnos¢ His odgrywa
kluczowa role w metaloproteinach, takich jak hemoglobina, anhydraza
weglanowa oraz SOD, a takze w regulujacych transkrypcje biatkach, np.
bialkach zawierajacych palec cynkowy (ang. zinc finger protein, ZPR).
Ponadto przypisuje si¢ His rol¢ zmiatacza wolnych rodnikéw — poprzez
wigzanie Fe?* His obniza produkcje -OH, powstajacego w zaleznej od Fe®*
reakcji Fentona (Nagy i Floyd,1984; Erickson i Hultin, 1988), a pierscien
imidazolowy wiaze bezposrednio inng reaktywna czastke, O, (Matheson i
Lee, 1979 ). Wiasciwosci te posiada zaréwno His niezwigzana jak 1 stanowigca
element wigkszych czastek, takich jak karnozyna (p-alanylo-L-histydyna) czy
anseryna (p-alanylo-N-metylo-L-histydyna) (Kohen i wsp., 1988). Cho¢ znane
sa stosunkowo liczne przyktady antyoksydacyjnego dzialania His w rdéznych
uktadach (por. art. przegladowy Wade i1 Tucker, 1998), to w warunkach ONS
indukowanego amoniakiem w OUN nie byly jak dotad rozpatrywane.
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2.2.4. Czynniki transkrypcyjne a ekspresja genéw indukowana
przez ONS

Jedng z konsekwencji wystgpowania w komorkach ONS jest
modulowanie  aktywnosci licznych czynnikow  transkrypcyjnych
odpowiedzialnych za regulacj¢ ekspresji gendw. Wsrdd nich biatka rejonu
podstawowego zamka leucynowego (ang. basic leucine zipper protein, bZIP) —
Nrf (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor) odgrywajg kluczowa role
w aktywowaniu systemoéw antyoksydacyjnych i detoksykacyjnych komorki.
Najwazniejszym przedstawicielem tej grupy jest biatko Nrf2 (ang. nuclear
factor erythroid 2-related factor 2). W stanie nieaktywnym tworzy ono
kompleks z biatkiem hamujacym Keapl (ang. kelch-like erythroid-cell-derived
protein with cap’n’collar homology-associated protein 1), co warunkuje
indukowang przez zawierajaca kuling ligaze E3 ubikwityny (ang. cullin-3-
containing ubiquitin-ligase E3) ubikwitynacje i degradacje w proteasomie 26S
(czas pottrwania ok.15 min) (Kobayashi i wsp., 2006; Villeneuve i wsp., 2010).
Atak utleniacza lub elektrofila moze zaburza¢ konformacje Keapl, co
prowadzi do uwolnienia Nrf2 z kompleksu Nrf2-Keapl. Wolne biatko ulega
fosforylacji, gtownie za sprawg kinazy biatkowej Co (ang. protein kinase Co,
PKC8) (Niture i wsp., 2009), a dalej translokacji do jadra. W jadrze
komorkowym nastepuje przylaczenie czynnikdéw kotranskrypcyjnych, takich
jak mate biatka Maf (ang. musculoaponeurotic fibrosarcoma) (lgarashi i wsp.,
1994; Katsuoka i wsp., 2005), niezbedne przy wigzaniu Nrf2 z sekwencja ARE
(ang. antioxidant response element; mniej popularna, cho¢ bardziej adekwatna
nazwa tej sekwencji to ang. electrophile responsive element, EpRE), ktore
prowadzi do wzmocnienia ekspresji (por. art. przegladowe: Nguyen 1 wsp.,
2003; Nguyen i wsp., 2009; Tkachev i wsp., 2011). ARE jest sekwencja
charakterystyczng dla rejonu promotorowego licznych genow kodujgcych
biatka biorgce udziat w cytoprotekcji. Sg to m.in. biatka syntezy i metabolizmu
GSH: GCL, yGT, GST, GPx, oraz inne antyoksydanty: SOD, HO-1, Trx czy
TrxR (Hayes i wsp., 2009; Kobayashi i Yamamoto, 2006; Baird i Dinkova-
Kostova, 2011). Mechanizm aktywacji szlaku Keapl/Nrf2/ARE przedstawia
Ryc.2.6.
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Ryc.2.6. Schemat aktywacji szlaku Keapl/Nrf2/ARE (Tkachev i wsp., 2011). ONS: stres
oksydacyjno—nitracyjny, Nrf2: czynnik transkrypcyjny Nrf2, Keapl: biatko hamujace Nrf2,
PKC&: kinaza biatkowa C3, Maf: biatko regulatorowe Maf, ARE: sekwencja wigzaca Nrf2
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3. Cele pracy

Celem pracy bylo zbadanie odpowiedzi antyoksydacyjnej uktadu
glutationowego (GSH) w warunkach in vivo, w zwierzecych modelach
neurotoksycznosci amoniaku. Zbadano zmiany poziomu GSH w przestrzeni
miedzykomorkowej oraz w mitochondriach, ktore stanowiag glowny rezerwuar
czastek czynnych w procesie cytoprotekcji. Sprawdzono ponadto hipoteze
zakladajaca, ze protekcyjne dziatanie histydyny (His) w encefalopatii
watrobowej moze realizowa¢ si¢ nie tylko poprzez znany efekt hamowania
dostepnosci Gln do mitochondriow, ale takze poprzez modulowanie
odpowiedzi antyoksydacyjnej.  Zbadano czy His wptywa na zdolnos¢
antyoksydacyjng wyrazong we wzajemnej relacji zmian w uktadzie GSH i
tioredoksynowym.

Postawiono nastgpujace szczegotowe pytania:

1. Czy wzrost poziomu catkowitego GSH w  przestrzeni
migdzykomorkowej moézgu, stwierdzony w wyniku bezposredniego,
domozgowego podawania jondw amonowych, wystepuje rowniez w
zwierzecych modelach hiperamonemii 1 encefalopatii watrobowej?

2. Czy w wyzej wspomnianych modelach wystepuje zjawisko obnizenia
poziomu GSH mitochondrialnego, charakterystyczne dla innych
schorzen zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, a jezeli tak, to jakie
moga byc¢ tego przyczyny?

3. Czy His wptywa na poziom GSH w moézgu i jaki jest ewentualny
mechanizm lezacy u podtoza jej dziatania?

4. Czy w badanych warunkach istnieje sprz¢zenie pomigdzy uktadami
GSH i tioredoksynowym?
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4. Metody
4.1. Zwierz¢ce modele toksycznosci amoniaku

Eksperymenty na zwierzgtach przeprowadzano na podstawie
zezwolenia IV Lokalnej Komisji ds. Doswiadczeh na Zwierzgtach w
Warszawie, bezwzglgdnie przestrzegajac wytycznych Krajowej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach. Osoby biorgce udzial w
doswiadczeniach posiadaly adekwatne zezwolenia.

Prosta HA uzyskiwano podajac dootrzewnowo samcom szczurow
szczepu Sprague—Dawley (masa 230-280 g) roztwor octanu amonu (OA)
(Sigma—Aldrich) w dawce 600 mg/ kg masy ciata (m.c.), trzykrotnie, w 24
godzinnych odstgpach. Na 30 min przed OA podawano 1 ml 5% roztworu
glukozy (Hilgier i Olson, 1994).

Ostre uszkodzenie watroby prowadzace do EW uzyskiwano u samcow
szczurow szczepu Sprague—Dawley (masa 230-280 g) stosujac trzykrotne,
dootrzewnowe podawanie hepatotoksyny — tioacetamidu (TAA) (Sigma-—
Aldrich) w 24 godzinnych odstepach. Stosowano dwie dawki, 250 lub 300 mg/
kg m.c., co wynikato ze zmian w warunkach hodowli zwierzat i zwigzanej z
tym zmiany wrazliwosci na TAA. Obie dawki sa stosowane w celu
wywolywania EW (Albrecht i wsp., 1990; Hilgier i wsp., 1983; Hilgier i
Olson, 1994; Rama Rao i wsp., 2010).

Histydyne podawano zwierzetom dootrzewnowo w dawce 100 mg/kg

m.c., na 2 godziny przed kazdorazowym podaniem TAA (Rama Rao i wsp.,
2010).

Szczury kontrolne otrzymywaty sol fizjologiczng z czestotliwo$cig i w
objetosci  odpowiadajacej poszczegolnym grupom eksperymentalnym. 24
godziny po ostatniej iniekcji zwierzeta poddawano dalszym procedurom
eksperymentalnym.

4.2. Mikrodializa mézgu

Mikrodializ¢ in vivo przeprowadzano w celu oznaczenia poziomu
metabolitow w przestrzeni zewnatrzkomorkowej kory przedczotowej mozgu
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szczura. Metoda mikrodializy opiera si¢ na swobodnej dyfuzji pomigdzy
przestrzenia ~ zeéwngtrzng a  wewngtrzng  membrany w  sondzie
mikrodializacyjne;j.

Warunki doswiadczenia byty zblizone do opisanych we wczesniejszych
pracach Zaktadu Neurotoksykologii (Hilgier i wsp., 1999; Hilgier i wsp., 2003;
Hilgier i wsp., 2009). Przebieg eksperymentu wygladat jak nastepuje: zwierze
poddawano wstepnemu znieczuleniu ogélnemu, umieszczajgc w komorze do
znieczulenia, do ktorej przez ok. 1 min z predkoscig 1,2 1/min doprowadzano w
powietrzu anestetyk — 4 % narcotan (Leciva) za pomocg parownika Vapor
(Dréager). Tak uspione umieszczano w aparacie stereotaktycznym (TSE
Systems), zaktadano maske doprowadzajacg anestetyk, po czym redukowano
znieczulenie do 1%, na ktorym to poziomie pozostawato do konca
eksperymentu. Temperature ciata utrzymywano na stalym poziomie 37,5 °C
przy uzyciu termostatu TempControl 11 (TSE Systems). Wykonywano
niewielkie nacigcie skory umozliwiajace odstoniecie czaszki, po czym za
pomoca wiertla trepanacyjnego nawiercano otwor, a nast¢pnie implantowano
do kory przedczotowej sond¢ wg koordynatow wzgledem bregmy (AP + 0,6
mm; ML - 3,0 mm; DV +4,0 mm), ustalonych na podstawie atlasu
stereotaktycznego (Paxinos 1 Watson, 2006). Przez sond¢ mikrodializacyjng
CMA/12 (CMA Microdialysis AB) (wykonang z poliaryloeterosulfonu o
przepuszczalnosci 20 kDa, $rednicy 0,5 mm i dlugo$ci membrany 3,0 mm) za
pomoca pompy CMA/102 (CMA Microdialysis AB) wraz z odpowiednim
wyposazeniem, jak strzykawki Exmire Microsyringe 1 ml (ITO Corporation),
przetacznik (CMA Microdialysis AB) i mikrowezyki 1,2 ul/100 mm (CMA
Microdialysis AB) podawano z predkoscia przeptywu 2,5 pl/min sztuczny ptyn
mozgowo—rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid, aCSF) o sktadzie: 10
mM glukoza (Polskie Odczynniki Chemiczne S.A, POCh), 126 mM NaCl
(POCh), 27 mM NaHCO;3; (POCh), 2,4 mM KCI (POCh), 0,5 mM Na,SO,
(POCh), 0,5 mM KH,PO, (POCh), 1,1 mM CaCl, (POCh), 8 mM MgCl,
(POCNh). Ptyn ten przygotowywano na §wiezo, tuz przed podaniem nasycajac
karbogenem (5% CO,, 95% O,) w celu uzyskania pH 7,4, filtrujac za pomoca
membrany Millex GP 0,22 pum (Millipore) a nastgpnie, w czgéci
eksperymentow wzbogacajac acywicyng (ACV) (koncowe stezenie 1 mM)
(Sigma—Aldrich). Po 30 min od zaimplantowania sondy rozpoczynano
zbieranie probek, kazde trwajace 40 min. Podczas pojedynczego
doswiadczenia trwajacego 4 godziny uzyskiwano 6 frakcji po 100ul
mikrodializatow, ktore nastepnie przechowywano w -20°C do czasu
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wykonania analizy. Po zakonczeniu zbierania probek uspione zwierze
poddawano dekapitacji i przekazywano do utylizacji (Eco ABC).

4.3. lzolacja struktur moézgu

Wigkszos¢ analiz wykonanych zostalo na $wiezo wyizolowanym
mozgu szczUra. W tym celu przeprowadzano dekapitacje zwierzecia, a
nastepnie izolacj¢ mézgu, ktory przeptukano w zimnym buforze fosforanowym
(ang. phosphate buffered saline, PBS) (Sigma—Aldrich), po czym oczyszczano
z widocznych gotym okiem naczyn krwionosnych. Z tak przygotowanego
mozgu izolowano i wazono na wadze analitycznej AG245 (Mettler Toledo)
odpowiednie struktury, po czym przystepowano do homogenizacji wg
poszczeg6lnych protokotow.

4.4, Izolacja mitochondriow

Izolacje¢ frakcji mitochondrialnej przeprowadzono wg nieznacznie
zmodyfikowanej metody A zaproponowanej przez Sims i Anderson (2008).
Metoda ta opiera si¢ na poprzedzonej wirowaniem frakcjonujacym izolacji
mitochondriéw poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Percollu®, w trakcie
ktorego organelle sedymentuja do warstwy odpowiadajacej ich wtasnej
gestosci.

Wszystkie czynno$ci wykonywane byly na lodzie, a odczynniki i
narzedzia schtodzone. Swiezo wyizolowang kore przedczotows (z 2 szczuréw,
ok. 190 mg) oraz prazkowie (z 2 szczuréw, ok. 200 mg) homogenizowano w
recznym homogenizatorze typu szklo—szkto w 2 ml buforu B: 0,32 M
sacharoza (POCh), 1 mM EDTA (BDH Chemicals Ltd ), 10 mM Tris—HCI
(Sigma—Aldrich) pH 7,4. Z tak uzyskanego homogenatu pobierano 200ul
ktére zamrazano w —80°C do czasu dalszej analizy, natomiast reszt¢ wirowano
(1500 x g, 5 min, 4°C) w wirowce MPW-351R (MPW Medical Instruments).
Zbierano supernatant, natomiast osad zawieszano w 1 ml buforu B,
homogenizowano i ponownie wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C). Nastgpnie
taczono oba supernatanty i wirowano (21000 X g, 15 min, 4°C). Otrzymany
osad zawieszano w 2 ml 15% roztworu Percollu (Sigma—Aldrich) w buforze B,
a nastepnie delikatnie naktadano na uprzednio przygotowany gradient gestosci,
ktory stanowita warstwa 40% pod 23% Percollem w buforze B (po 3,5 ml
kazdy). Tak przygotowane probki wirowano w wirdwce wysokoobrotowej
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Optima LE70 (Beckmann) (30000 x g, 20 min, 4°C). W rezultacie miedzy
dolnymi  warstwami uzyskiwano frakcje mitochondrialng w postaci
opalizujacej obraczki, ktorg delikatnie zbierano do czystej probowki, po czym
uzupetniano buforem B i wirowano (15000 x g, 15 min, 4°C). Otrzymany osad
ponownie przemywano poprzez dodanie buforu B do pelnej objetosci
probowki i odwirowanie (15000 X g, 15 min, 4°C). Tak otrzymany, lekko
brunatny osad stanowigcy pozadang frakcj¢ mitochondrialng zawieszano w 150
ul buforu B i zamrazano w —80°C do czasu dalszej analizy. Zawartosc¢
otrzymanego osadu sprawdzono w mikroskopie elektronowym transmisyjnym
JEM 1011 (JEOL) dzigki uprzejmosci Pani dr hab. Matgorzaty Frontczak—
Baniewicz, Kierownika Srodowiskowego Laboratorium  Mikroskopii
Elektronowej.

4.5. Oznaczanie poziomu GSH z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej

W celu oznaczenia poziomu GSH w probkach o niskich stgzeniach
postugiwano  si¢  technikg  wysokosprawnej (wysokoci$nieniowej)
chromatografii cieczowej (ang. high—performance liquid chromatography,
HPLC) w odwroconym uktadzie faz. Jest to uniwersalna metoda analizy
polegajaca na unieruchomieniu czastek analizowanej probki w porowatym,
niepolarnym wypelnieniu kolumny (faza stacjonarna), a nast¢gpnie wymyciu
pod wysokim cisnieniem za pomocg polarnej fazy ruchomej. Zwigzki mniej
polarne sg na dtuzej zatrzymywane w fazie statej, przez co ich czas elucji 1
detekcji jest diluzszy niz czgstek bardziej polarnych. GSH oznaczano na
podstawie metody uprzednio opisanej przez Neuschwander-Tetri i Roll
(1989).

Przed oznaczeniem mikrodializaty rozcienczano, natomiast homogenaty
tkankowe oraz frakcja mitochondrialna wymagaty odbialczania. Do 100ul
probki dodawano 50 pl 0,6 M HCIO, (POCh), wirowano (1000 x g, 10 min,
4°C) i osad zawieszano w 0,5 ml 1 M NaOH (POCh), w celu pdzniejszego
oznaczenia w nim poziomu biatka (por. roz. 4.11.1). Nadsacz zobojgtniano
dodajac 1 M KOH (POCh), po odwirowaniu (1000 x g, 10 min, 4°C)
supernatant byt gotowy do 0znaczenia.

Bezposrednio przed oznaczeniem probki poddawano dziataniu silnego
czynnika redukujacego, ditiotreitolu (DTT) (Sigma—Aldrich), ktory wszystkie
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utlenione formy glutationu redukuje do GSH, co umozliwia oznaczenie
catkowitej puli glutationu (GSx). Do 80 pl probki dodawano 20 pl 20 mM
DTT, po czym mieszaning inkubowano 30 min w 4°C. Nastepnie probki
umieszczano w autosamplerze Gina 50 (Dionex) w celu upochodnienia.
Polegato ono na dodaniu do 100ul probki 50 ul 20 mM aldechydu o-ftalowego
(ang. o-phthalaldehyde, OPA) (Merck) w buforze alkilujgcym: 0,36 M H3BO3
(POCh) pH 10,0, 10% CH3;OH (Rathburn Chemicals), 1% p-merkaptoetanol
(Carl Roth KG), a nastepnie inkubacji przez 1 min. OPA tworzy z
pierwszorzedowymi  grupami aminowymi fluorescencyjng pochodna,
rejestrowang przez detektor UV-VIS RF 2000 (Dionex) przy dhugosci fali
wzbudzenia 370 nm i emisji 450 nm. Rozdziat prowadzono z wykorzystaniem
kolumny chromatograficznej Hypersil Gold (Thermo Scientific). Faze ruchoma
stanowita mieszanina CHzOH (Rathburn Chemicals) i buforu KH,PO4/K;HPO,
(POCh) o pH 6,2, podawana z predkoscig 1,2 ml/min przez pomp¢ P580
(Dionex) w nastepujacym uktadzie: 4 min izokratycznie 15% CH3;OH / 85%
buforu, nastepnie, w celu przeplukania kolumny przed kolejng probka: 1 min
wzrost gradientu do 70% CH3OH / 30% buforu, 1 min izokratycznie 70%
CH3OH /30% buforu, 1 min spadek gradientu do 15% CH3;OH / 85% buforu,
3 min izokratycznie 15% CH3;OH / 85% buforu. W takim uktadzie detekcja
GSH przypadata na ok. 3 min rozdziatu. Stezenie w probkach okreslano na
podstawie krzywej standardowej GSH (Sigma—Aldrich), przygotowywanej w
zakresie 0,015-1 uM w medium odpowiadajacym badanej probce.

4.6. Oznaczanie poziomu GSH metoda enzymatyczna

W celu oznaczenia stosunku GSH/GSSG, poprzez oznaczenie
poszczegbdlnych form glutationu, wykorzystano metod¢ enzymatyczng (Baker 1
wsp., 1990). Opiera si¢ ona na redukcji odczynnika Ellman’a, kwasu 5,5’-
ditiobis-2-nitrobenzoesowego (DTNB) do kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego
(TNB) przez grupy -SH w obecnosci NADPH i GR, ktore zapewniaja
regeneracje GSH, a przez to swoisto§¢ metody dla oznaczanego reduktora.
Konsekwencja danych warunkéw jest wzrost poziomu TNB powodujacy
wzrost absorbancji, na podstawie ktorego, poroéwnujac ze wzrostem
absorbancji dla krzywej standardowej GSH, mozna wyznaczy¢ wyjSciowg
ilos¢ GSx (dodatek GR redukuje obecne w probee formy utlenione).

Ok. 50 mg tkanki homogenizowano w 0,5 ml zimnego buforu: 50 mM
KH,PO4/K,HPO, (POCh) 0 pH 7,5, 1 mM kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) (BDH Chemicals Ltd.). Do
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homogenatu dodawano 0,5 ml 1% kwasu sulfosalicylowego (ang. sulfosalicylic
acid, SSA) (Sigma—Aldrich), odbialczany preparat nastgpnie wirowano (2000 X
g, 3 min, 4°C). Osad zawieszano w 0,5 ml 1 M NaOH (POCh) w celu
oznaczenia biatka (por. roz. 4.11.1.), nadsacz wykorzystywano do analizy
poziomu GSH.

Do 10 ul probki (w trzech powtdrzeniach) dodawano 190 pl mieszaniny
reakcyjnej: 50 mM KH,PO,/K,HPO, (POCh) o pH 7,5, 0,5 mM EDTA (BDH
Chemicals Ltd.), 0,15 mM DTNB (Sigma-Aldrich), 0,2 mM NADPH (Sigma—
Aldrich) oraz 1 u GR (Sigma—Aldrich). Przez 10 min w 0,5 min odstgpach
mierzono przyrost absorbancji przy dtugosci fali 415 nm w spektrofotometrze
ptytkowym MR680 (BioRad). Dokonywano dwoéch oznaczen kazdej probki:
GSx wykorzystujac jako standard GSH (Sigma—Aldrich), przygotowywany w
zakresie stezen 15-500 uM w 1% SSA (Sigma—Aldrich), oraz GSSG,
wykorzystujac jako standard GSSG (Sigma—Aldrich), przygotowywany w
zakresie stgzen 1,5-50 uM w 1%SSA (Sigma—Aldrich). Przed oznaczaniem
poziomu GSSG przez godzing inkubowano w temperaturze pokojowej (ang.
room temperature, RT) 125 ul probki z 5 pl 2-winylopirydyny (Sigma—
Aldrich), ktora blokuje grupy tiolowe w GSH, nie dopuszczajac do ich
utlenienia (Griffith, 1980), co gwarantuje, ze w reakcji wezmie udziat jedynie
wyjsciowa pula GSSG. Na podstawie krzywej standardowej wyznaczano
wyjsciowa wartos¢ GSx oraz GSSG w probce. Wyniki przeliczano na
zawarto$¢ biatka w danej probce. Poziom GSH dla kazdej probki wyliczano
odejmujac uzyskana warto$¢ GSSG od odpowiadajacej wartosci GSx.

4.7. Okreslanie stopnia glutationylacji bialek

Metoda oznaczenia stopnia glutationylacji biatek, zaproponowana przez
Paroni i wsp. (1995), polega na poddaniu frakcji biatkowej dziataniu silnego
czynnika redukujacego reszty tiolowe — DTT, w celu eliminacji wigzan biatko-
GSH, a nastepnie oznaczeniu uwolnionego GSH.

Do 100 pl probki (homogenat tkankowy lub zawiesina mitochondriow)
dodawano 50 pl 0,6 M HCIO4 (POCh) i wirowano (14000 x g, 5 min, 4°C).
Zebrany supernatant przeznaczano do oznaczen wolnego, catkowitego GSH
(GSx) (por. roz. 4.5.), natomiast osad zawieszano w 100 ul 0,1 M 2-amino-2-
(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol (Tris)-HCI (Sigma—Aldrich) o pH 7,5,
dodawano 100 ul 25 mM DTT (Sigma—Aldrich), po czym inkubowano 15 min
w 4°C. Nastgpnie dodawano 0,6 M HCIO, (POCh) i wirowano (14000 x g, 5
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min, 4°C). Supernatant postuzyl do oznaczen uwolnionego z bialek GSH
(PGSX) (por. roz. 4.5.), natomiast osad zawieszano w 0,5 ml 1M NaOH w celu
oznaczenia zawartosci biatka (por. roz. 4.11.1.). Wynik przedstawiano jako
liczb¢ moli GSH na mg biatka [nmol/mg biatka].

4.8. Oznaczanie aktywnoS$ci enzymatycznej

Aktywnos$¢ (A) badanych enzymoéw obliczano na podstawie prawa
Lamberta—Beera wg ponizszego wzoru:

AAbs/min-Vc .
A=—rn— — (min™)-(ml) _ MM _mmol/1000ml _ zmol
e-L-Vp (mMEem®)-ml)-(cm) min~ min  min-ml

AAbs/min (min™) — zmiana absorbancji badanej probki w czasie

V¢ (ml) — objetosé catkowita mieszaniny reakcyjnej

Vp (ml) — objetosé probki

& (mM™cm™) — wspotezynnik absorbancji danego fluorochromu dla danej dtugosci fali i drogi
optycznej rownej 1 cm

L (cm) — dtugos¢ drogi optycznej w danych warunkach; dlugo$é stupa cieczy wyznaczono ze
wzoru na objetos¢ walca (Vc) o promieniu 0,35 cm (jest to promien dotka w plytce 96-
dotkowej)

Ve
L=——[cm®
314-0,352 Lm—z:cm}

4.8.1. T - glutamylo transpeptydaza

Aktywnosci enzymu yGT 0znaczano za pomoca gotowego odczynnika
Gamma-glutamylo-transferaza (Pointe Scientific). Metoda z wykorzystaniem
tego odczynnika opiera si¢ na zdolno$ci badanego enzymu do katalizowania
reakcji przeniesienia grupy glutamylowej z L-y-glutamylo-3-karboksy-4-
nitroanilidu na glicyloglicyng, w wyniku czego powstaje 5-amino-2-
nitrobenzoesan, co jest skorelowane ze wzrostem absorbancji.

Ok. 100 mg kory moézgu szczura homogenizowano w 1 ml PBS
(Sigma—Aldrich) z  dodatkiem 0,1% Triton X100 (Serva), homogenat
wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C) (Zhang i wsp., 2005), po czym uzyskany
supernatant stuzyt do oznaczenia aktywnosci enzymu oraz ilo$ci biatka (por.
roz. 4.11.2.).
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Do 50 pl (ok. 400 pg biatka) probki w trzech powtérzeniach dodawano
200 upl odczynnika o temperaturze 37°C, po 30 sekundach inkubacji
wykonywano pomiar absorbancji w spektrofotometrze plytkowym MR680
(BioRad) przy dilugosci fali 415 nm, przez 10 min w 0,5 min odstepach.
Wynik wyrazano jako liczbe moli powstatego fluorochromu (dla ktorego
wspolczynnik absorbancji wynosi 9,5 mM™cm™) w czasie 1 min w 1 mg biatka
[wmol/(minemg biatka)].

4.8.2. Ligaza glutaminianowo-cysteinowa

Metoda opisana przez White i wsp. (2003) opiera si¢ na zdolnosci GCL
do katalizowania syntezy y-glutamylocysteiny (yGC), ktora taczac sie z 2,3-
naftalenodikarboaldehydem (ang. 2,3-naphthalenedicarboxaldehyde, NDA)
daje fluorescencyjng pochodng, mierzong wobec negatywnej kontroli, jakg jest
reakcja prowadzona w obecnosci inhibitora GCL, BSO. Wykorzystujac fakt, ze
pochodne NDA-yGC oraz NDA-GSH majg niemal nierozroznialng
intensywnosc¢ fluorescencji, w krzywej standardowej zamiast drogiego wzorca
vGC uzyto GSH.

Ok. 150 mg tkanki (kora mozgu szczura) homogenizowano w 0,8 ml
buforu B: 20 mM Tris (Sigma—Aldrich), Im M EDTA (BDH Chemicals Ltd ),
250 mM sacharoza (POCh), 20 mM Na,B,0; (POCh), 2 mM Ser (Sigma-—
Aldrich); wirowano (10000 x g, 10min, 4°C), po czym supernatant ponownie
wirowano (15000 x g, 20 min, 4°C) i tak uzyskany nadsacz wykorzystywano
do dalszych procedur analizy aktywno$ci enzymu oraz poziomu biatka (por.
roz. 4.11.2.).

Do 50 pl probki (ok. 350 ug biatka) dodawano 50 pl mieszaniny
reakcyjnej MR: 400 mM Tris (Sigma—Aldrich ), 2 mM EDTA (BDH
Chemicals Ltd ), 20 mM Na,B,O; (POCh ), 2 mM Ser (Sigma—Aldrich), 20
mM Glu (Sigma—Aldrich), 40 mM MgCl, (POCh), 40 mM ATP (Sigma-
Aldrich), w dwoch wariantach, +/- 10 mM BSO (Sigma-Aldrich); inkubowano
5 min w 37°C, po czym inicjowano reakcje syntezy dodajac 50 ul 2mM Cys
(Sigma—Aldrich) w buforze B, doktadnie mieszano i inkubowano 30 min w
RT. Reakcj¢ przerywano dodajgc 50 ul 200 mM SSA (Sigma—Aldrich) w
buforze B i pozostawiajgc na 20 min na lodzie, po czym odwirowywano (1500
X g, 5 min, 4°C). Do tak uzyskanego nadsgczu (20 pul, w trzech powtdrzeniach)
dodawano 180 ul roztworu NDA: 40 mM Tris (Sigma—Aldrich) pH 10, 50 mM
NaOH (POCh), 1 mM NDA (Sigma-Aldrich) w dimetylosulfotlenku (ang.
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dimethyl sulfate, DMSO) (Sigma—Aldrich); inkubowano 30 min w RT
chronigc przed $wiatlem. Poziom fluorescencji mierzono w spektrofotometrze
ptytkowym Fluostar Omega (BMG Labtech) przy dlugosci fali wzbudzenia
472 nm i emisji 528 nm. Roéznica fluorescencji migdzy probkami +/-BSO
wskazuje na poziom nowopowstatego YGC, ktory to porownywano do
wartosci dla krzywej wzorcowej GSH (Sigma—Aldrich), przygotowanej w
buforze B w zakresie stezen 0—100 uM i traktowanej w ten sam sposob, CO
analizowane probki (MR bez BSO, Cys dodana tuz przed SSA). Uwzgledniajac
czas inkubacji oraz zawartos¢ biatka w danej probce wyznaczono aktywnos¢
GCL jako ilo$¢ moli yGC powstalej czasie 1 min w przeliczeniu na 1 mg
biatka [nmol/(minemg)].

4.8.3. Reduktaza glutationowa

Aktywno$¢ GR wyznaczono z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
Glutathione Reductase Assay Kit (Abcam) wg protokotu producenta. Metoda
opiera si¢ na zdolnoS$ci katalitycznej GR do redukcji GSSG do GSH, ktory to
nastepnie reaguje z DTNB tworzac TNB, co skorelowane jest ze wzrostem
absorbancji.

Ok. 100 mg tkanki (kora moézgu szczura) homogenizowano w 1 ml
zimnego buforu B, wirowano (10000 x g, 15 min, 4°C), po czym uzyskany
supernatant przeznaczano do dalszej analizy aktywno$ci enzymu i poziomu
biatka (por.roz. 4.11.2.).

Do 100 pl prébki (ok. 400 pg biatka) dodawano 5 pl 3% H,O,
inkubowano 5 min w RT, po czym dodawano 5 ul roztworu katalazy i dalej
inkubowano 5 min w RT. Zabieg ten ma na celu utlenienie GSH. Probki
rozpipetowywano po 10 pl w trzech powtoérzeniach, uzupetniono do 50 pl
buforem B, po czym dodawano 50ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej
GSSG, NADPH oraz DTNB w buforze B i odczytywano absorbancje w
spektrofotometrze ptytkowym MR680 (BioRad) przy dtugosci fali 415 nm w
ciggu 10 min, co 0,5 min. Przyrost absorbancji dla probek porownywano z
warto$ciami dla wzorca TNB przygotowywanego w buforze B w zakresie
stezen 0-5 nM. Uwzgledniajac czas odczytu oraz st¢zenie biatka w prdbce,
wyznaczano aktywnos¢ GR, jako liczb¢ moli powstatego TNB w czasie 1 min
w 1 mg biatka [nmol/(min*mg)].
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4.8.4. Peroksydaza glutationowa

Metoda oznaczania aktywnosci GPx opisana przez Ursini i wsp. (1985)
opiera si¢ na zdolnos$ci katalitycznej tego enzymu do neutralizowania H,0, z
wykorzystaniem uktadu GSH i NADPH jako regeneratora. Zuzycie NADPH w
tej reakcji odpowiada spadkowi absorbancji.

Ok. 100 mg tkanki (kora mozgu szczura) homogenizowano w 0,8 ml
buforu: 50 mM Tris (Sigma—Aldrich ) pH 7,5, 0,25 mM EDTA (BDH
Chemicals Ltd ), 0,5 mM DTT (Sigma—Aldrich), wirowano (10000 x g, 5 min,
4°C) 1 tak uzyskany supernatant przeznaczano do oznaczen aktywnos$ci
enzymatycznej i biatka (por. roz. 4.11.2.).

Do 10ul probki (ok. 40 pg biatka) w trzech powtdrzeniach dodawano
180 ul mieszaniny reakcyjnej: 100 mM Tris (Sigma—Aldrich) pH 7,6, 0,5 mM
EDTA (BDH Chemicals Ltd ), 1 mM DTT (Sigma-Aldrich), 1 mM GSH
(Sigma—Aldrich), 0,2 mM NADPH (Sigma-Aldrich), 0,08 u GR (Sigma—
Aldrich) oraz +/- 0,2 mM nadtlenku tertbutylu (donor H,0,), aby uwzglednié
niespecyficzne zuzycie NADPH. Dokonywano pomiaru absorbancji w
spektrofotometrze ptytkowym Fluostar Omega (BMG Labtech) przy dtugosci
fali 340 nm, przez 5 min, co 0,5 min. Aktywno$¢ enzymu wyznaczano na
podstawie roznicy warto$ci zmiany absorbancji w czasie w probkach +/- donor
H,0; oraz uwzglgdniajac wspotczynnik absorbancji dla NADPH (6,22 mM"
'em™) i wyrazano w molach zuzytego NADPH w czasie 1 min w 1 mg biatka
[nmol/(minemg)].

4.8.5. Reduktaza tioredoksyny

Aktywnos¢ TrxR wyznaczano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
Thioredoxin Reductase Assay Kit (Sigma—Aldrich) wg protokotu producenta.
Metoda ta opiera si¢ na zdolno$ci TrxR do redukcji DTNB do TNB w
obecnos$ci NADPH, co mozna monitorowa¢ dzigki zmianie absorbancji.

Ok. 200 mg tkanki (kora mézgu szczura) homogenizowano w 0,8 ml
buforu B: 100 mM PBS pH 7, 10 mM EDTA, wirowano (10000 x g, 5 min,
4°C), po czym supernatant uzywano do analizy aktywnosci oraz poziomu
biatka (por. roz. 4.11.2.).
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Do 10pl probki (ok. 100pg biatka) w trzech powtoérzeniach dodawano
190 pl mieszaniny reakcyjnej: 100 mM PBS, 10 mM EDTA, 0,24 mM
NADPH, 3 mM DTNB, +/- inhibitor TrxR, aby uwzgledni¢ niespecyficzna
redukcje¢ DTNB. Dokonywano pomiaru absorbancji w spektrofotometrze
ptytkowym MR680 (BioRad) przy dtugosci fali 415 nm w ciggu 2 min co 10
sek. Aktywno$¢ wyznaczano uwzgledniajagc zmiany absorbancji w czasie dla
probek +/- inhibitor TrxR oraz wspétczynnik absorbancji dla TNB (14,15 mM’
! Cm'l) 1 wyrazono w molach powstatego TNB w czasie 1 min w 1 mg biatka
[nmol/(minemg)].

4.8.6. Tioredoksyna

Aktywnos¢ Trx wyznaczono na podstawie metody opisanej przez Arner
i Holmgren (1999), ktéra opiera si¢ na zdolnosci Trx do katalizowania redukcji
mostkow disiarczkowych w insulinie w obecno$ci TrxR oraz NADPH, ktore
zapewniajg jej regeneracje. Po zatrzymaniu reakcji zredukowane grupy tiolowe
przeksztalcajg DTNB do TNB, co przektada si¢ na zmiang¢ absorbancji.

Ok. 100 mg tkanki (kora mézgu szczura) homogenizowano w 0,8 ml
buforu: 50 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich) pH 7,6, 5 mM EDTA (BDH
Chemicals Ltd), z dodatkiem inhibitoréw proteaz (Sigma—Aldrich), wirowano
(10000 x g, 5 min, 4°C), po czym uzyskany supernatant wykorzystywano do
analizy aktywnos$ci enzymu oraz poziomu biatka (por. roz. 4.11.2.).

Do 10 pl probki (ok. 40ul biatka) w trzech powtoérzeniach dodawano 40
ul buforu: 100 mM kwasu 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfo-
nowy (HEPES) (Sigma—Aldrich) pH 7,6, 3 mM EDTA (BDH Chemicals Ltd ),
0,9 mM NADPH (Sigma—Aldrich), 0,38 mM insulina (Sigma—Aldrich) , +/-
125 nM TrxR (Sigma—Aldrich), po czym inkubowano 20 min w RT. Reakcje
zatrzymywano poprzez dodanie 250 ul ImM DTNB (Sigma—Aldrich) w 6 M
chlorowodorku guanidyny (Sigma—Aldrich), a pomiaru absorbancji
dokonywano przy dlugosci fali 415 nm w spektrofotometrze ptytkowym
MR680 (BioRad). Wynik wyznaczano na podstawie réznic absorbancji dla
probek +/- TrxR, uwzgledniajac czas inkubacji oraz wspotczynnik absorbancji
dla TNB w chlorowodorku guanidyny (13,6 mM™cm™), i wyrazano w molach
powstatego TNB w czasie 1 min w 1 mg biatka [nmol/(min*mg)].
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4.9. Oznaczanie calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej

Catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng (ang. total antioxidant capacity,
TAC) oznaczano z wykorzystaniem zestawu Antioxidant Assay Kit (Sigma-—
Aldrich) postepujac wg protokolu producenta. Analiza opiera si¢ na
wilasciwosci endogennych przeciwutleniaczy do hamowania, indukowanego
dodaniem H,0O,, powstawania rodnika mioglobiny, utleniajacego nastepnie
zwigzek ABTS (ang. 2,2 ’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) do
rodnika ABTS ™" o intensywnie zielonym zabarwieniu.

Ok. 100 mg tkanki (kora mézgu szczura) homogenizowano w 0,5 ml
buforu Asssay Buffer, po czym wirowano (12000 x g, 15 min, 4°C), otrzymany
supernatant wykorzystywano do analizy aktywnosci antyoksydacyjnej oraz
poziomu biatek (por. roz. 4.11.2.).

Do 10ul probki (ok. 40 pg biatka) w trzech powtdrzeniach dodawano
20 ul roztworu mioglobiny oraz 150 ul roztworu ABTS, po czym inkubowano
5 min w RT. Po tym czasie dodawano 100 pl roztworu hamujacego reakcje
(Stop Solution) i wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali 415 nm w
spektrofotometrze ptytkowym MR680 (BioRad) wobec przygotowanej w taki
sam sposob krzywej standardowej roztworu wzorcowego antyoksydantu
(Troloks™ — pochodna witaminy E), w zakresie stezen 0-420 uM. Wynik
wyrazano jako liczbe moli przeciwutleniacza w probce zawierajacej 1 mg
biatka [nmol/mg bialka].

4.10. Analiza poziomu bialtka metoda immunoenzymatyczna

Poziom biatka regulatorowego oddziatywujacego z tioredoksyna (ang.
thioredoxin interacting protein, Trxip) wyznaczo w wykorzystanem zestawu
odczynikéw Thioredoxin—interacting protein ELISA Kit (MyBioSource) wg
protokotu producenta. Ogolna zasada dziatania testu immunoenzymatycznego
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assaay) opiera si¢ na wigzaniu
pozadanego biatka z przeciwcialem unieruchomionym w studzience ptytki 96-
dotkowej, a nast¢pnie dodaniu rozpoznajacego to biatko przeciwciata
znakowanego enzymem, ktory w obecno$ci substratow katalizuje reakcje
dajacg barwny produkt.
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Ok. 100 mg tkanki (kora moézgu szczura) homogenizowano w 0,5 ml
PBS pH 7.4, po czym wirowano (400 x g, 20 min, 4°C) i otrzymany
supernatant wykorzystywano do analizy ELISA oraz poziomu biatka
catkowitego (por. roz. 4.11.2.).

Mieszning 40 upl probki (ok. 100 pg biatka), 10 pl roztworu
przeciwciata anty—Trxip znakowanego biotyng oraz 50 ul roztworu zwiazanej z
peroksydaza chrzanowa streptoawidyny (ktora wigze biotyng) inkubowano
przez godzing w 37°C W optaszczonej przeciwciatem ptytce (probki w dwoch
powtorzeniach). Nastepnie mieszaning wylewano, ptytke przeptukiwano, po
czym dodawano 100 pl mieszaniny substratow do reakcji katalizowanej przez
peroksydaze. Po 10 min inkubacji w 37°C reakcj¢ przerywano poprzez dodanie
roztworu kwasu (Stop Solution), po czym mierzono absorbancj¢ przy dtugosci
fali 450 nm w spektrofotometrze plytkowym MR680 (BioRad). Stezenie
oznaczanego bialtka wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej Trxip
sporzadzonej w zakresie 1-16 ng/ml, a uzyskang warto$¢ przeliczno na
zawarto$¢ catkowitego biatka w probee [ng/mg biatkal.

4.11. Oznaczanie poziomu bialka

4.11.1. Metoda Bradforda

Metoda ta opiera si¢ na zmianie zabarwienia odczynnika na skutek
tworzenia kompleksu z biatkiem (Bradford, 1976).

Do 30 pl probki (w trzech powtdrzeniach) dodawano 270 pul
odczynnika: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma—Aldrich), 4,75%
C,HsOH (POCh), 8,5% H3PO4 (POCh). Krzywa wzorcowa zawartosci biatka
sporzadzano z roztworu albuminy (Sigma—Aldrich) w 1 M NaOH w zakresie
stezen 0,05-0,5 mg/ml. Odczytu absorbancji przy dlugosci fali 595 nm
dokonywano w spektrofotometrze ptytkowym MR680 (BioRad).

4.11.2. Metoda biuretowa

Metoda ta opiera si¢ na redukcji przez biatka jonow Cu? do Cu" oraz
zdolnosci Cu® do tworzenia barwnych kompleksow z kwasem
bicynchoninowym (ang. bicinchoninic acid, BCA) (Smith i wsp., 1985).
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Do 10 pl probki (w trzech powtdérzeniach) dodawano 200 pl
odczynnika przygotowanego wg protokolu dotgczonego do zestawu BCA
Protein Assay Kit (Pierce). Krzywa wzorcowg zawartosci biatka sporzadzano z
roztworu albuminy (Sigma-Aldrich) w roztworze odpowiadajacym
analizowanej probce, w zakresie stezen 0,05-2 mg/ml. Po 30 min inkubacji w
37°C dokonywano odczytu absorbancji przy dlugosci fali 570 nm w
spektrofotometrze ptytkowym MR680 (BioRad).

4.12. Analiza poziomu mRNA

4.12.1. 1zolacja RNA z moézgu

Izolacjc RNA przeprowadzano wg metody Chomczynski i Sacchi
(1987). Tkanke (ok. 50 mg) homogenizowano w recznym homogenizatorze
typu teflon—szkto w 1 ml odczynnika TRI (ang. total RNA isolation reagent)
(Ambion). Zawiesing przenoszono do czystej proboéwki, dodawano 0,2 ml
chloroformu (Sigma—Aldrich), po czym mieszaning energicznie wytrzgsano
przez ok. 15 sek, inkubowano przez 5 min w RT, a nastepnie wirowano (12000
X g, 15 min, 4°C). Do zebranej fazy wodnej, zawierajacej RNA, dodawano 0,5
ml izopropanolu (Sigma—Aldrich), wytrzagsano 15 sek, po czym mieszaning
inkubowano 10 min w RT i wirowano (12000 x g, 10 min, 4°C). Tak
otrzymany osad zalewano 1 ml schtodzonego 75% etanolu (POCh) i wirowano
(10000 x g, 15 min, 4°C). Alkohol usuwano, osad suszono w RT, po czym
zalewano 30 pl wody. Woda uzyta na kazdym etapie analizy mRNA byta
wolna od RNAz — roztwor 0,1% dietylopiroweglanu (Sigma—Aldrich).

4.12.2. Pomiar stezenia i czystosci RNA

Stezenie wyizolowanego RNA oznaczano na podstawie pomiaru
gestosci optycznej (ang. optical density, OD) przy dtugosci fali 260 nm, wg
reguly iz OD(260 nm) = 1 dla probki o stezeniu 40pg/ml RNA. Jesli stosunek
wartosci OD(260 nm)/OD(280 nm) byt wiekszy od 1,7, probke uwazano za
czysta 1 uzywano do dalszych procedur. Pomiarow dokonywano na
spoktofotometrze NanoDropND100 (Thermo Scientific).
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4.12.3. Trawienie DNaza

W celu usunigcia potencjalnych czastek DNA, prébki poddawano
dzialaniu DNazy I (Ambion), wg protokotu producenta. Do 8 pl probki
(odpowiednio rozcienczonej, zawierajacej 1 pg RNA) dodawano 0,1 ul DNazy
| (2U/ul) (Ambion) oraz 0,9 ul 10x stezonego buforu do reakcji (Ambion),
inkubowano 30 min w 37°C, nastgpnie dodawano 1 pl 50 mM EDTA i
inkubowano kolejne 10 min w 75 °C w celu inaktywacji enzymu.

4.12.4. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje¢ syntezy komplementarnego DNA (ang. complementary DNA,
cDNA) na matrycy wyizolowanego RNA, czyli reakcj¢ odwrotnej transkrypcji,
przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) wg protokotu
producenta. Mieszaning reakcyjng o skladzie: 2 pul 10x RT Buffer, 0,8 pl 25x
dNTP Mix, 2 pl 10x RT Random Primers, 1 pl MultiScribeTM Reverse
Transcriptase, 4,2 ul wody dodawano do 10 pl RNA (1 pg odpowiednio
rozcienczony), po czym inkubowano w termocyklerze (Biometra) w
nastepujacych po sobie warunkach: 10 min w 25°C, 120 min w 37°C, 5 min w
85°C.

4.12.5. Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

W celu okre$lenia zmiany w poziomie ekspresji badanych genow
wykonywano analiz¢ oparta na reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (ang. real time polymerase chain reaction, RT -PCR). W tym
celu wykorzystano uprzednio uzyskane cDNA, mieszning TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosytems) oraz znakowane fluorescencyjnie
startery Gene Expression Assay (Applied Biosystems) wymienione ponizej. Na
10 pl mieszaniny reakcyjnej przypadato: 1ul cDNA, 0,5 ul Gene Expression
Assay, 5 pl TagMan Universal Master Mix, 3,5 pl wody. Stosowano
nastepujace warunki reakcji: 10 min w 95°C (aktywacja polimerazy), nastepnie
40 cykli: 15 sek w 95°C (denaturacja), 1 min w 60°C (przytaczanie starterow).
Reakcje wykonywano w aparacie ABI PRISM 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystem). Kazdg probke amplifikowano w trzech
powtorzeniach. Relatywng zmiane poziomu mRNA obliczano wg metody
AACt (Livak i Schmitgen, 2007) wobec kontroli endogennej — poziomu
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MRNA B-aktyny. Oznaczano poziom ekspresji genéw kodujacych nastepujace
biatka: Mrpl (Abccl, Rn00574093_m1), OGC (Slc25all, Rn0574440_m1),
DIC (Slc25a10, Rn00591522_m1), Nrf2 (Nfe2L2, Rn00477784 ml), yGT
(Ggtl, Rn00587709 ml), Gclm (Gclm, Rn00568900 m1), GPx1 (Gpx1,
Rn00577994 ¢l), Trx1(Txnl, Rn00587437_m1), Trx2 (Txn2,
Rn00584162_g1), Trxip  (Txnip, Rn01533891 gl), TrxR1(Txnrdl,
Rn01503798_m1), TrxR2 (Txnrd2, Rn00574868 gl), P-aktyna (Actb,
Rn00667869_m1). W nawiasach podano nazwe¢ genu oraz nr referencyjny
sondy Tag Man (Applied Biosystems).

4.13. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki wyrazano jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe (ang. standard deviation, SD). Liczb¢ do$wiadczen podano w
legendach do rycin. Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu
oprogramowania GraphPad Prism 3.0 stosujac test t-Studenta w przypadku
porownania dwoch grup eksperymentalnych oraz jednoczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukey’a w przypadku wigkszej liczby
grup eksperymentalnych, za graniczny poziom istotnosci przyjmujac 0,05.
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5. Wyniki

5.1. Poziom GSH pozakomoérkowego W mézgu w stanach
hiperamonemicznych

Zbadano poziom GSx w mikrodializatach mézgu odpowiadajacych
przedzialowi pozakomérkowemu. Zastosowanie acywicyny (ACV), inhibitora
enzymu rozkladajacego zewnatrzkomorkowy GSH - yGT,
zaobserwowaé podwyzszony poziom  przeciwutleniacza zaréwno w
mikrodializatach pochodzacych od szczuréw z EW w modelu TAA (Ryc.5.1),
jak i w warunkach HA prostej, po dootrzewnowym podaniu OA (Ryc.5.2).
Fakt, iz wzrost ten bserwowany byt jedynie w obecnosci ACV sugeruje, ze
wzmozone uwalnianie GSH kompensowane jest przez jego zwigkszony
rozklad z udziatem yGT.
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Ryc.5.1. Poziom caltkowitego glutationu (GSx) w mikrodializatach kory
przedczotowej mozgu szczura z encefalopatia watrobowa wywotang
dootrzewnowym podaniem tioacetamidu (TAA; 250 mg/kg m.c.) oraz pod
wplywem inhibitora yGT, acywicyny (ACV). Wyniki przedstawiono jako
srednig = SD uzyskang z 10-11 niezaleznych doswiadczen.***p<0,001 vs
Kontrola, ###p<0,001 vs TAA, &&&p<0,001 vs Kontrola (ACV).
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Ryc.5.2. Poziom calkowitego glutationu (GSx) w mikrodializatach kory
przedczotowej moézgu szczura z hiperamonemig wywotang dootrzewnowym
podaniem octanu amonu (OA) oraz pod wplywem inhibitora yGT, acywicyny
(ACV). Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD uzyskang z 5-9 niezaleznych
doswiadczen. *p<0,05 vs Kontrola, **p<0,01 vs Kontrola, ***p<0,001 vs
Kontrola, ##p<0,01 vs OA, ###p<0,001 vs OA, &&&p<0,001 vs Kontrola
(ACV).

5.2. Poziom GSH mitochondrialnego oraz w calych strukturach
moézgu w stanach hiperamonemicznych

W modelach prostej hiperamonemii oraz ostrej encefalopatii
watrobowe]j zbadano krytyczng dla potencjatu neuroprotekcyjnego komorki
pule glutationu mitochondrialnego (mGSH).

W modelu EW zaobserwowano spadek o ok. 54% poziomu catkowitego
MGSH (mMGSx) w korze przedczotowej moézgu szczura (Ryc.5.3A), przy
jednoczesnym braku wyraznych zmian w prazkowiu (Ryc.5.3B). Zmiany w
korze objety wybiorczo mGSx, bowiem GSx w catej tkance (homogenaty) w
nie ulegt znaczacej zmianie (Ryc.5.4A), podobnie jak w przypadku prazkowia
(Ryc.5.4B). Zmiany w poziomie mGSH miaty charakter odwracalny — po 21
dniach od wywotania EW poziom mGSx w korze przedczotowej powracal do
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poziomu zblizonego do warunkéw kontrolnych (Ryc.5.5A), przy wzglednie
stabilnym poziomie w przypadku catej puli w obu strukturach (Ryc.5.5C,D).

W modelu HA nie zaobserwowano zmian w poziomie GSx zaréwno W
mitochondriach wyizolowanych z kory przedczotowej czy prazkowia
(Ryc.5.6A,B), jak i w homogenatach obu struktur (Ryc.5.6C,D). Brak zmian w
modelu HA sprawit, ze kolejne badania ograniczono do kory mézgu szczura w
modelu EW.
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Ryc.5.3. Poziom glutationu catkowitego (GSx) w mitochondriach
wyizolowanych z kory przedczotowej (A) i prazkowia (B) mozgu szczuréw
kontrolnych  (Kontrola) oraz =z encefalopatia watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig +
SD uzyskang z 5-6 niezaleznych doswiadczen. ***p<0,001 vs Kontrola.
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Ryc.5.4. Poziom glutationu catkowitego (GSx) w homogenatach  kory
przedczotowej (A) i prazkowia (B) mézgu szczurow kontrolnych (Kontrola)
oraz z encefalopatig watrobowa wywotang tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg
m.c.). Wyniki przedstawiono jako srednig + SD uzyskang z 5-7 niezaleznych
doswiadczen.
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Ryc.5.5. Poziom glutationu catkowitego (GSx) w mitochondriach
wyizolowanych z kory przedczotowej (A) i pragzkowia (B) oraz w
homogenatach kory przedczotowej (C) i prazkowia (D) moézgu szczurow
kontrolnych (Kontrola21) oraz z encefalopatia watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA21; 250 mg/kg m.c.) 21 dni po podaniu hepatotoksyny.
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD wuzyskang z 5-7 niezaleznych
doswiadczen.

66



5+ 6-
4
) )
s s
2
o 3 ';
E £
2 2
E o E
X x
1) ?
o o
14
0-
> \at
&
o
12.5 12.5

GSx [nmol/mg bialka]
GSx [nmol/mg bialka]

0.0-

o
&
{_O

Ryc.5.6. Poziom glutationu catkowitego (GSx) w mitochondriach
wyizolowanych z kory przedczotowej (A) i prazkowia (B) a takze w
homogenatach kory przedczotowej (C) i prazkowia (D) mozgu szczuréw
kontrolnych (Kontrola) oraz z hiperamonemia wywotang octanem amonu
(OA). Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD uzyskang z 4 niezaleznych
doswiadczen.
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5.3. Wplyw histydyny na poziom i metabolizm GSH w mézgu w
EW

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie hipotezy, ze protekcyjne dziatanie
histydyny (His) w toksyczno$ci amoniaku moze realizowac si¢ nie tylko
poprzez efekt hamowania nadmiernego przedostawania si¢ GIn do
mitochondridow (,,zaklinanie konia Trojanskiego™), ale takze poprzez wpltyw na
rownowage redoks. Sprawdzono czy His wpltywa na poziomy GSH, jego
metabolizm oraz catkowitg zdolnos$¢ antyoksydacyjng w EW.

5.3.1. Poziom GSH

Dootrzewnowe podawanie His w dawce 100 mg/kg m.c. zaowocowato
znaczacym wzrostem poziomu GSx w przestrzeni migdzykomodrkowej, €O
zaobserwowano w warunkach in vivo w mikrodializatach kory przedczotowe;j
moézgu szczura zaréwno u szczurdw kontrolnych jak i poddanych dziataniu
TAA (Ryc.5.7). His powodowata podwyzszenie poziomu mGSx w modelu EW
(Ryc.5.8) oraz wzrost poziomu mGSx u szczuréw kontrolnych (Ryc.5.8).
Podwyzszata poziom GSx w homogenatach obu badanych struktur mézgu
pobranych od zwierzat kontrolnych, cho¢ nie wywotywata tego efektu u
szczurow z EW (Ryc.5.9).
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Ryc.5.7. Wptyw histydyny (His) na poziom glutationu catkowitego (GSx) w
mikrodializatach kory przedczotowej moézgu szczura w warunkach kontrolnych
oraz w encefalopatii watrobowej wywolanej tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg
m.c.). Mikrodializ¢ prowadzono w obecnosci inhibitora rozktadu glutationu,
acywicyny (ACV). Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD uzyskang z 6-8
niezaleznych doswiadczen. *p<0,05 vs Kontrola (ACV), **p<0,01 vs Kontrola
(ACV), ***p<0,001 vs Kontrola (ACV), #p<0,05 vs TAA (ACV), ##p<0,01 vs
TAA (ACV), ###p<0,001 vs TAA (ACV).
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Ryc.5.8. Wptyw histydyny (His) na poziom glutationu catkowitego (GSx) w
mitochondriach wyizolowanych z kory przedczotowej (A) i prazkowia (B)
moézgu szczuréOw kontrolnych oraz z encefalopatia watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig +
SD uzyskang z 6 niezaleznych do$wiadczen. *p<0,05 vs Kontrola, ***p<0,001

vs Kontrola, #p<0,05 vs TAA, ##p<0,01 vs TAA, ###p<0,001 vs TAA,
$$$p<0,001 vs His
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Ryc.5.9. Wptyw histydyny (His) na poziom glutationu catkowitego (GSx) w
homogenatach kory przedczolowej (A) i prazkowia (B) mozgu szczuréw
kontrolnych oraz z encefalopatia watrobowa wywotang tioacetamidem (TAA,;
250 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako S$rednig + SD uzyskang z 6-7
niezaleznych do$wiadczen. ***p<0,001 vs Kontrola, ###p<0,001 vs TAA,
$$$p<0,001 vs His.
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5.3.2. Potencjalne skladowe mechanizmu odpowiedzialnego za
zmiany pozioméw GSH

W celu ustalenia mechanizmu zaobserwowanych zmian poziomu GSx
w korze mézgu szczura z ostrg EW (wzrost GSx migdzykomorkowego, spadek
mGSx) oraz protekcyjnego dzialania His, sprawdzono przede wszystkim
ekspresje oraz aktywnos$¢ biatek syntezy oraz metabolizmu GSH.

Mrpl jest prawdopodobnie najwazniejszym z transporterow GSH na
zewnatrz komorki (Hirringer i ws., 2002). EW powodowata wzrost poziomu
mRNA dla Mrpl (Abccl) w korze mozgu szczura, wzrost ten nie zostat
zahamowany przez His (Ryc. 5.10).

Nie zaobserwowano znaczacych zmian zaréwno w aktywnosci GR
(Ryc.5.11B), stosunku GSH/GSSG (Ryc.5.11A), a takze w relatywnym
poziomie ekspresji mRNA transporteréw DIC (SIc25A10; Ryc.5.12A) oraz
OGC (Slc25all; Ryc.5.12B), zarowno w moézgu z EW jak i1 na skutek
podawania His, co moze wskazywaé, ze przyczyng spadku mGSx nie sg
zaburzenia w mechanizmie aktywnego transportu GSH do mitochondriow.

Analiza poziomu glutationylacji biatek (PGSx) nie wykazata zadnych
istotnych zmian w stopniu wigzania GSH z biatkami mitochondrialnymi
(Ryc.5.13A), jak i pochodzacych z homogenatoéw kory moézgu szczura,
zarowno w modelu EW jaki i po podaniu His (Ryc.5.13B), co sugeruje iz
warunki w zastosowanym modelu nie wplywajg na ten proces. Proba
referencyjna w modelu EW uzyskanym po podaniu TAA w dawce 300 mg/kg
m.c. wykazata zmiany zgodne z zaobserwowanymi podczas podawania TAA w
dawce 250 mg/kg m.c., zarowno w poziomie GSx mitochondrialnego
(Ryc.5.13A) jak i w catej tkance (Ryc.5.13B).

Podanie zaréwno TAA jak 1 His indukowalo ok. 30% wzrost
aktywno$ci enzymu decydujagcego o szybkosci syntezy GSH - GCL
(Ryc.5.14A), co wigzato si¢ ze zwigkszong ekspresja mRNA kodujacego
modulujaca podjednostke tego enzymu, Gelm (Ryc.5.14B).

Aktywnos$¢ enzymu rozktadajagcego zewnatrzkomorkowy GSH — yGT
wzrosta w modelu EW (Ryc.5.15A), co znalazlo odzwierciedlenie w poziomie

transkryptu genu kodujacego to biatko (Ggtl) (Ryc.5.15B). Na poziomie
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mRNA His obnizata ekspresje Ggtl zaréwno w warunkach kontrolnych, jak i
w przypadku EW (Ryc.5.15B), lecz nie zmieniato to aktywnosci kodowanego
przezen enzymu (Ryc.5.15.A).

Sprawdzono rowniez ekspresje i aktywno$¢ jednego z kluczowych
enzymoOw  antyoksydacyjnych  zuzywajacych GSH, GPx. W EW
zaobserwowano obnizenie zarowno aktywnosci (17%) (Ryc.5.16A), co zgodne
jest z danymi uzyskanymi uprzednio przez inny zesp6t badawczy (Murthy i
wsp., 2001) jak i ekspresji mMRNA (27%) dla kluczowej izoformy (Liddell i
wsp., 2006) tego enzymu — Gpx1 (Ryc.5.16B). Podanie His zapobiegato
spadkowi zaréwno aktywnosci GPx, jak i ekspresji Gpx1, przy czym sama His
indukowata 18% wzrost aktywnos$ci badanego enzymu (Ryc.5.16A), ale 30%
spadek mRNA dla Gpx1 (Ryc.5.16B).
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Ryc.5.10. Wplyw histydyny (His) na poziom ekspresji mRNA kodujacego
biatko transportujgce GSH na zewnatrz komorki, Mrpl (Abccl) w korze
przedczotowej mozgu szczura w warunkach kontrolnych oraz w encefalopatii
watrobowej wywolanej  tioacetamidem (TAA; 300 mgkg m.c.).Wyniki
przedstawiono jako $rednig = SD uzyskang z 4-6 niezaleznych doswiadczen.
*p<0,05 vs Kontrola, **p<0,01 vs Kontrola, #p<0,05 vs TAA.
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Ryc.5.11. Wplyw histydyny (His) na poziom GSH/GSSG (A) oraz aktywnos$¢
reduktazy glutationowej (GR) (B) w homogenatach kory przedczolowej mézgu
szczur6w  Kontrolnych oraz z encefalopatia watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig +
SD uzyskang z 4 niezaleznych doswiadczen.
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Ryc.5.12. Wplyw histydyny (His) na poziom ekspresji mRNA kodujacego
biatka transportujace GSH do mitochondriow DIC (Slc25a10) (A) oraz OGC
(Slc25al1) (B) w korze przedczotowej mozgu szczuréw kontrolnych oraz z
encefalopatia watrobowa wywotang tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg m.c.).

Wyniki przedstawiono jako $rednig £ SD uzyskang z 4-6 niezaleznych
doswiadczen.
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Ryc.5.13. Wptyw histydyny (His) na poziom glutationu catkowitego wolnego
(GSx) oraz zwigzanego z biatkami (PGSx) w mitochondriach (A) oraz
homogenatach (B) kory mézgu szczuréw kontrolnych oraz z encefalopatia
watrobowg wywolang tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg m.c.). Wyniki
przedstawiono jako $rednig £ SD uzyskang z 6-8 niezaleznych do$wiadczen.
*p<0,05 vs Kontrola, **p<0,01 vs Kontrola, ***p<0,001 vs Kontrola, #p<0,05
vs TAA, ##p<0,01 vs TAA.
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Ryc.5.14. Wptyw histydyny (His) na aktywnos¢ ligazy glutaminianowo—
cysteinowej (GCL) (A) oraz poziom ekspresji mRNA kodujacego modulujaca
podjednostke tego enzymu (Gcelm) (B) w korze mozgu szczurow kontrolnych
oraz z encefalopatia watrobowa wywotlang tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg
m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD uzyskang z 4-6 (A) / 4 (B)
niezaleznych doswiadczen. *p<0,05 vs Kontrola, **p<0,01 vs Kontrola,
***n<0,001 vs Kontrola, ##p<0,01 vs TAA, ###p<0,001 vs TAA, $$$p<0,001
vs His.
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Ryc.5.15. Wptyw histydyny (His) na aktywnos$¢ y —glutamylotranspeptydazy
(YGT) (A) oraz ekspresj¢ mRNA genu kodujacego ten enzym (Ggtl) (B) w
korze mézgu szczuréw kontrolnych oraz z encefalopatia watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA; 250 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig +
SD uzyskang z 4-6 niezaleznych doswiadczen. *p<0,05 vs Kontrola, **p<0,01
vs Kontrola, ***p<0,001 vs Kontrola, ##p<0,01 vs TAA, ###p<0,001 vs TAA,
$$$p<0,001 vs His.
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Ryc.5.16. Wplyw histydyny (His) na aktywnos$¢ peroksydazy glutationowe;j
(GPx) (A) i ekspresje mRNA biatka kodujagcego peroksydaze glutationows 1
(Gpx1) (B) w korze moézgu szczurow kontrolnych oraz z encefalopatig
watrobowa wywotang  tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg m.c.). Wyniki
przedstawiono jako $rednig + SD uzyskang z 6-7 niezaleznych doswiadczen.
*p<0,05 vs Kontrola, **p<0,01 vs Kontrola, ***p<0,001 vs Kontrola,
###p<0,001 vs TAA, $$$p<0,001 vs His.

75



5.4. Calkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna

Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAC) w korze moézgu szczura
wzrosta o ok. 50% zar6wno w modelu EW jak i w przypadku podawania His,
zarono samej jak i razem z TAA, przy czym efekty nie sumujg si¢ w przypadku
zastosowania obu czynnikow (Ryc.5.17).
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Ryc.5.17. Wptyw histydyny (His) na catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna
(TAC) w korze mozgu szczuréw kontrolnych oraz z encefalopatia watrobowa
wywotang tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako
sredniag + SD uzyskang z 3-4 niezaleznych doswiadczen. **p<0,01 vs
Kontrola.

5.5. Uklad tioredoksynowy w EW oraz w warunkach ekspozycji
na histydyne

Niepelna zgodno$¢ danych dotyczacych zmienionej aktywnosci uktadu
glutationowego oraz wykazanego wzrostu TAC  sktonita do zbadania
alternatywnego do GSH uktadu antyoksydacyjnego, opartego na tioredoksynie
(Trx).

Zarowno Trx (Ryc.5.18A) jak i TrxR (Ryc.5.18B) wykazuja istotny
wzrost aktywno$ci w modelu EW. Podawanie His skutkowato zniwelowaniem
zmian aktywnosci obu biatek obserwowanych po podaniu TAA, przy czym
sama His indukowata wzrost aktywnosci TrxR (Ryc.5.18B). OdpowiedZ na
poziomie ~ mRNA  gtéwnych lizoform analizowanego  uktadu
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antyoksydacyjnego (Ryc.5.19) nie pokrywala si¢ ze zmianami aktywnosci.
Wynik sugeruje, ze zmiany w aktywnos$ci enzymoOw nie sg konsekwencja
aktywacji mechanizmow transkrypcyjnych, a raczej jakiego§ mechanizmu
potranslacyjnego. Teoretycznie mechanizm taki moglby polega¢ na
modulowaniu aktywnosci Trx przez endogenny regulator — biatko hamujace
tioredoksyne (ang. thioredoxin interacting protein, Trxip). Analiza poziomu
tego biatka z wykorzystaniem techniki ELISA wykazala brak zmian w
ekspresji Trxip w modelu EW oraz znaczacy wzrost pod wplywem podawania
His zarowno u zwierzat kontrolnych (38%), jak i z EW (36%) (Ryc.5.20A).
Wazrost (66%) ekspresji mRNA dla Trxip (Txnip) w EW, brak istotnych zmian
pod wplywem jednoczesnego podawania His oraz obnizenie pod wpltywem
samej His (Ryc.5.20B) raz jeszcze wskazuja na zlozony system regulacji
ekspres;ji.

A
1.25

o
Tw

*%

*%

a
o
|

N
o
1

N w
o o
| |

N
o
1

Aktywnosc Trx [nmol / min . mg bialka]
Aktywnosc TrxR [nmol / min . mg bialka]

Q-

($0\® «?y~ @6 x‘é\\% (»\\\ o\’b &Vy‘ \é\\% x‘?\\%
(9)

+© & ~l- &
Ryc.5.18. Wplyw histydyny (His) na aktywnos$¢ tioredoksyny (Trx) (A) oraz
reduktazy tioredoksyny (TrxR) (B) w korze mozgu szczuréw kontrolnych oraz
z encefalopatig watrobowa wywotang tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg m.c.).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD uzyskang z 4-5 niezaleznych
doswiadczen. **p<0,01 vs Kontrola, **p<0,01 vs Kontrola, #p<0,05 vs TAA.
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Ryc.5.19. Wptyw histydyny (His) na ekspresjg mRNA genéow kodujacych
biatka: cytoplazmatyczng izoform¢ tioredoksyny (Trx1l; Txnl) (A)
mitochondrialng izoforme¢ tioredoksyny (Trx2; Txn2) (B), cytoplazmatyczng
izoforme reduktazy tioredoksyny (TrxR1; Txnrdl) (C) oraz mitochondrialng
izoforme¢ reduktazy tioredoksyny (TrxR2; Txnrd2) (D) w korze modzgu
szczurOw  kontrolnych oraz z encefalopatia watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA,; 300 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako srednig +
SD uzyskang z 5-8 niezaleznych doswiadczen. *p<0,05 vs Kontrola,
**p<0,01 vs Kontrola ***p<0,001 vs Kontrola, ##p<0,01 vs TAA. ###p<0,001
vs TAA.
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Ryc.5.20. Wplyw histydyny (His) na ekspresj¢ biatka hamujacego
tioredoksyne — Trxip (A) oraz mRNA genu kodujacego to biatko (Txnip) (B) w
korze mozgu szczurdéw kontrolnych oraz z encefalopatig watrobowa wywotang
tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig +
SD uzyskang z 6-8 niezaleznych doswiadczen. *p<0,05 vs Kontrola,
***n<0,001 vs Kontrola, ###p<0,001 vs TAA, $$$p<0,001 vs His.
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5.6. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w EW oraz w
warunkach ekspozycji na histydyne

Wiele z przedstawionych powyzej elementéw, nalezacych zaréwno do
uktadu glutationowego jak i tioredoksynowego, podlega kontroli poprzez
czynnik transkrypcyjny Nrf2. Niemal 100% wzrost ekspresji mRNA dla Nrf2
(Nfe2I2) w korze mozgu szczura z EW (Ryc.5.21) moze mie¢ charakter reakcji
kompensacyjnej na stres oksydacyjny i odpowiada¢ za cz¢$¢ wykazanych
uprzednio zmian. Podobny wzrost (ok. 70%) spowodowany podaniem His,
zarOwno niezaleznym, jak i w obecnosci TAA, sugeruje zbiezno$é
mechanizméw odpowiadajacych za uzyskany efekt.
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Ryc.5.21. Wptyw histydyny (His) na ekspresj¢ mRNA genu kodujacego
czynnik transkrypcyjny Nrf2 (Nfe212) w korze moézgu szczurdow kontrolnych
oraz z encefalopatiag watrobowa wywotang tioacetamidem (TAA; 300 mg/kg
m.c.). Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD uzyskang z 6-8 niezaleznych
doswiadczen. **p<0,01 vs Kontrola, ***p<0,001 vs Kontrola.

80



6. Dyskusja

6.1. Uwagi wstepne

Stres oksydacyjno—nitracyjny (ONS) uwazany jest za jedna z gtéwnych
przyczyn toksycznego dziatania amoniaku i wazny element W patogenezie
encefalopatii watrobowej (EW). Wzrost poziomu markerow ONS stwierdzono
zarowno u chorych jak i w modelach EW, jednak geneza tego zjawiska nie jest
do konca jasna (por. rozdz. 2.1.3.3.). Przede wszystkim nie sg dobrze poznane
elementy odpowiedzi antyoksydacyjnej. Gtownym przedmiotem badan w
niniejszej pracy byt glutation (GSH), najpowszechniej wystepujacy
niskoczasteczkowy zwigzek o wiasciwosciach redukujacych (por. rozdz.
2.2.1.). Jego dystrybucje w korze i prazkowiu moézgu zbadano w szczurzym
modelu hiperamonemii (HA) oraz ostrej EW. Sprawdzono réwniez jak,
skuteczna w przypadku znoszenia licznych objawow toksyczno$ci amoniaku,
histydyna (His) (por. rozdz. 2.2.3., 2.1.3.1.) wplywa na zmieniona w EW
dystrybucje oraz metabolizm GSH. W warunkach EW oraz po zastosowaniu
His rozpatrzono ponadto inny endogenny uktad antyoksydacyjny, oparty na
wilasciwoséciach  redukcyjnych tioredoksyny (Trx), a takze ekspresje
regulujacego oba uklady czynnika transkrypcyjnego Nrf2.

6.2. Miedzykomorkowy poziom GSH

Zarowno w modelu ostrej EW wywotanej tioacetamidem (TAA)
(Ryc.5.1), jak i prostej HA uzyskanej poprzez dootrzewnowe podanie octanu
amonu (OA) (Ryc.5.2) zaobserwowano znaczacy wzrost miedzykomorkowe;j
zawartosci glutationu catkowitego (GSx) oznaczanego w mikrodializatach kory
przedczotowej mozgu szczura. Poziom badano w obecnosci acywicyny (ACV),
inhibitora enzymu rozkladajacego migdzykomorkowy GSH - yGT, co
umozliwito okre§lenie poziomu GSx w momencie przedostania si¢ do
przestrzeni miedzykomorkowej (Hultberg i Hultberg, 2005). Uzyskany wynik
jest zgodny z wcze$niejszymi doniesieniami pokazujagcymi wzrost poziomu
GSx w przestrzeni migdzykomorkowej kory przedczolowej mozgu szczura w
wyniku krotkotrwatego, bezposredniego podawania 60 mM chlorku amonu
(amoniaku) in vivo przez sonde mikrodializacyjng (Wegrzynowicz i wsp.,
2007). Fakt, ze wzrost ujawnit si¢ tylko w obecnosci ACV wskazuje na
zwickszenie naptywu antyoksydantu do przestrzeni migdzykomorkowej,
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bedace prawdopodobnie skutkiem wzrostu komoérkowej syntezy i/lub
aktywno$ci systeméw transportujagcych zwigzek na zewnatrz oraz/lub
spadkiem miedzykomorkowej degradacji. Postuluje si¢, ze wzrost poziomu
mi¢dzykomorkowego GSx pod wplywem amoniaku jest skutkiem wzrostu
syntezy oraz uwolnienia z astrocytow. Taki migdzykomorkowy GSH statby si¢
zrodtem prekursorow dla syntezy GSH w neuronach, a przez to moglby si¢
przyczynia¢ do ich ochrony. Badania z uzyciem hodowli mieszanych
wykazaty, ze GSH syntetyzowany w astrocytach ma dziatanie protekcyjne w
odniesieniu do neurondw w warunkach stresu nitracyjnego (Gegg iw sp.,
2005), toksycznosci 6-hydroksydopaminy (Sandhu i wsp., 2009), metylorteci
(Morken i wsp., 2005) czy Glu (Shih i wsp., 2003). GSH uwalniany z
astrocytoOw, a nastgpnie rozktadany przez enzymy zewnatrzkomoérkowe yGT
oraz DP, jest istotnym zrodiem prekursorow do neuronalnej syntezy tego
zwigzku (Sagara i wsp., 1993; Dringen i wsp., 1999). Inkubowanie z chlorkiem
amonu hodowli pierwotnych szczurzych neuronéw korowych skutkowato,
skorelowanym ze spadkiem przezywalnosci, obnizeniem poziomu
wewnatrzkomorkowego  GSx, ktoremu  zapobiegalo podanie  tatwo
przenikajacego przez btony komodrkowe estru etylowego GSH (Klejman i wsp.,
2005). Z drugiej strony, kiedy inkubowano z chlorkiem amonu hodowle
pierwotne astrocytow, obserwowano wzrost zawartosci GSx komoérkowego, €O
uwaza si¢ za odpowiedz adaptacyjng W warunkach toksycznosci indukowane;j
amoniakiem (Murthy i wsp., 2000; We¢grzynowicz i wsp., 2007). Zjawisku
temu towarzyszyl wzmozony wychwyt CySS, kluczowego prekursora
astrocytarnej syntezy tego przeciwutleniacza (Wegrzynowicz i wsp., 2007).
Akumulacji  zewnatrzkomérkowego GSx  w  obecnosci  amoniaku
przeciwdziatato podanie inhibitora GCL — BSO, zaréwno w przypadku dodania
tego zwigzku do medium hodowlanego astrocytow (Murthy i wsp., 2000), jak i
do aCSF podawanego in vivo przez sonde¢ mikrodializacyjng do kory
przedczotowe] mozgu szczura (Hilgier i wsp., 2010). W tych samych
warunkach in vivo akumulacje GSx obnizylo swoiste dla astrocytow
zahamowanie TCAC przez fluorooctan (Hilgier i wsp., 2010). Powyzej
przytoczone dane przemawiaja za tym, ze w neurotoksycznosci amoniaku za
mig¢dzykomorkowa akumulacje GSx odpowiada wzmozona synteza tego
zwigzku w astrocytach. W korze moézgu szczura z EW zanotowano wzrost
aktywnos$ci enzymu katalizujgcego pierwszy etap syntezy GSH, GCL
(Ryc.5.14.A), a takze wzrost ekspresji mMRNA dla modulujacej jego aktywnosé
podjednostki Gclm (Ryc.5.14.B). Mimo iz za aktywno$¢ tego enzymu
odpowiada przede wszystkim katalityczna podjednostka ciezka Gelc, to jednak
wrazliwe na stan redoks utworzenie holoenzymu z podjednostkag Gclm obniza
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znaczaco Km (stata Michaelisa) dla Glu oraz podwyzsza Km dla GSH, co
powoduje, ze aktywno$¢ enzymu jest w mniejszym stopniu hamowana przez
sprzgzenie zwrotne, co w konsekwencji przektada si¢ na wzrost akumulacji
GSH (Huang i wsp., 1993a; Huang i wsp., 1993b). Wiele prooksydantéw
indukuje ekspresje obu podjednostek (por. art. przegladowy Lu, 2013), w czym
istotny udzial ma obecno$¢ w rejonie promotorowym sekwencji ARE (por.
rozdz. 2.2.4.). W badaniach in vitro amoniak indukowal ekspresje ciezkiej
podjednostki zardéwno w astrocytach jaki i linii glejaka C6 (Wegrzynowicz,
2008). Cho¢ badany w catej tkance, wzrost aktywnosci oraz ekspresji GCL
mozna, z duzym prawdopodobienstwem, przypisa¢ przede wszystkim
astrocytom, gdyz wielokrotnie stwierdzono, ze s3 one gldownym miejscem
syntezy GSH w OUN (por. art. przegladowy Dringen, 2000).

O ile wzrost poziomu GSx w przestrzeni migdzykomorkowej mozgu
szczura w obu analizowanych modelach ujawnit si¢ jedynie w obecnosci
inhibitora YGT — ACV, to przy bezposrednim podaniu chlorku amonu do
przestrzeni migdzykomorkowej mozgu szczura znaczacy Wzrost poziomu GSx
zanotowano pod nieobecno$¢ ACV (Wegrzynowicz i wsp., 2007). Roznica ta
wynika prawdopodobnie z roznej odpowiedzi yGT na ostra i przewlekla
stymulacje amoniakiem. Wzrost aktywnosci yGT w korze przedczolowej
mozgu szczura z EW indukowang TAA (Ryc.5.15A) moze by¢ konsekwencjg
wzrostu ekspresji kodujacego ja genu (Ryc. 5.15B). Wynik ten jest zgodny z
uprzednio stwierdzong aktywacja yGT w astrocytach wyizolowanych z kory
przedczotowej mozgu szczuréw traktowanych TAA (Stastny 1 wsp., 1988) oraz
homogenatach mézgu szczura z dlugotrwala HA (Hilgier 1 wsp., 1990). W tej
ostatniej pracy nie stwierdzono istotnych zmian aktywnoS$ci tego enzymu w
przypadku krotkotrwatej HA, co sugeruje, ze amoniak nie jest bezposrednig ich
przyczyng. W warunkach in vitro dtugotrwale utrzymujacy si¢ w czasie wzrost
aktywnosci yGT, zaobserwowany w hodowlach pierwotnych astrocytow
traktowanych 5 i 10 mM chlorkiem amonu, wspotistniat z brakiem zmian w
poziomie zewnatrzkomoérkowego GSx w tych warunkach (Hilgier i wsp.,
2010). Natomiast w doswiadczeniu, w ktorym stwierdzono wzrost
zewnatrzkomoérkowego GSx po trzydniowej inkubacji z 5 mM amoniakiem,
aktywno$¢ astrocytarnej yGT byla niezmieniona (Murthy i wsp., 2000).
Zmiana ekspresji genu kodujacego yGT, a w konsekwencji poziomu i
aktywnosci biatka jest bardzo czesto nastepstwem stresu oksydacyjnego. Wiele
oksydantow lub prooksydantow, takich jak XO (Markey i wsp., 1998), NO,
(Takahashi i wsp., 1997), O, (Knickelbein i wsp., 1996) czy H,O, (Ripple i
wsp., 1997) stymuluja ekspresje yGT, przy czym dokladny mechanizm
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indukcji nie jest znany. Struktura genu kodujgcego yGT jest ztozona, a
transkrypcja kontrolowana przez kilka promotorow, np. u szczura jest ich 5, co
prowadzi do powstania siedmiu transkryptow o specyficznej lokalizacji
tkankowej (Chikhi i wsp,. 1999; Zhang i Forman, 2009 ). Aktywacja ekspresji
zaleze¢ moze 0od rodzaju czynnika indukujacego, od jego stezenia i miejsca
dziatania (typ tkanki), a aktywacja poszczegdlnych promotorow w odpowiedzi
na stres wydaje si¢ by¢ mocno zindywidualizowana (por. art. przegladowy
Zhang i Forman, 2009).

Syntetyzowany w komorkach GSH eksportowany jest na zewnatrz przy
udziale bialek blony cytoplazmatycznej, sposrod ktorych nalezacy do rodziny
Abc, Abccl (Mrpl), wystepujacy w niemal wszystkich typach tkanek ssakow,
jest najlepiej zbadanym i obecnie uwazanym za kluczowy. Badania in vitro
wykazuja, ze Mrpl w znacznej mierze odpowiada za astrocytarny transport
GSH na zewnatrz komoérki  (Hirringer i wsp., 2002; Tobias i wsp., 2006).
Analiza ekspresji na poziomie mRNA wykazata relatywny wzrost tego
transkryptu w korze mézgu szczura z EW wywotang TAA (Ryc.5.10), co moze
wskazywaé, ze w warunkach tych za zwigkszong zawarto$¢
mi¢dzykomorkowego GSx odpowiada nie tylko stymulacja astrocytarnej
syntezy, ale i uktadu transportujagcego GSH z komorki. Mrpl charakteryzuje
si¢ relatywnie niskim powinowactwem do samego GSH i znacznie wydajniej
transportuje wszelkie jego koniugaty, co potwierdzaja wyniki badan
wykorzystujacych zarowno nadekspresje (Lautier i wsp., 1996; Mao 1 wsp.,
2000) jak i nokaut genu go kodujacego (Lorico i wsp., 1997; Wijnholds i wsp.,
1997) w roéznych typach tkanek. Z drugiej strony, niepelne zablokowanie
wyptywu GSH z komoérki w konsekwencji zastosowania inhibitora Mrpl
(MK571) sugeruje udzial innych transporteréw (Hirringer i wsp., 2002).
Badania z wykorzystaniem hodowli astrocytow wyprowadzonych z myszy z
nokautem Mrpl(-/-) oraz Mrp5(-/-) wykazaty ok. 60 % udziat Mrpl w
eksporcie GSH, przy rownoczesnym braku zaangazowania, rowniez obecnego
w astrocytach, transportera Mrp5 (Minich i wsp., 2006). Role Mrpl w
astrocytarnym eksporcie GSH wykazano w odpowiedzi na warunki stresowe
indukowane formaldehydem (Tulpule i Dringen, 2011) oraz chlorkiem miedzi
(Scheiber i Dringen, 2011). Niewielki udzial Mrpl w eksporcie GSH pokazano
ostatnio takze na hodowli pierwotnych neuronéw traktowanych
formaldehydem (Tulpule i wsp., 2013) oraz H,O, (Hohnholt i Dringen, 2014).
Oprécz Mrp, powinowactwo do GSH moga wykazywac¢ inne biatka
przenosnikowe, np. nalezgce do rodziny Abc biatko Abcg2 (Brechbuhl i wsp.,
2010) oraz transportujacy aniony organiczne polipeptyd Oatpl (ang. organic
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anion transporting polipeptyde), ktory w szczurzych hepatocytach zostat
zidentyfikowany jako transporter organicznych jonow do wngtrza komorki z
wykorzystaniem GSH jako wymiennika (Li i wsp., 1998). Rowniez koneksyny
tworzace potaczenia szczelinowe migdzy komorkami, przepuszczalne dla
jondéw nieorganicznych oraz czastek <lkDa, odgrywaja role w transporcie
GSH z astrocytow (Rana i Dringen, 2007). Wzgledny udziat poszczegdlnych
uktadéw transportujagcych GSH w odpowiedzi na amoniak wymaga dalszych
badan.

Wzrost transportu GSH na zewnatrz komoérki moze tez by¢ indukowany
przez Glu, ktérego poziom migdzykomorkowy wzrasta w Korze mozgu szczura
w modelu EW (Hilgier i wsp., 2014). Wiadomo, ze nawet mikromolarne
stezenia Glu w medium hodowlanym stymuluja w hodowli pierwotnej
astrocytow wzrost zewnatrzkomérkowego GSH (Frade 1 wsp., 2008).
Doswiadczenia na hodowli komorek siatkobwki wskazuja na role
astrocytarnego, sodozaleznego transportera Glu — GLAST w wymianie
Glu/GSH (Garcia i wsp., 2011). Hipoteze zaleznego od Glu wyrzutu GSH w
EW wzmacnia zaobserwowany wzrost ekspresji GLAST zaréwno w moézgach
post mortem chorych na EW (Gorg i wsp., 2010) jak i w szczurzym modelu
przewlektej EW (Suarez i wsp., 2000), pomimo iz w hodowlach astrocytow
inkubacja z amoniakiem doprowadzita do spadku ekspresji i aktywnos$ci tego
transportera (Zhou i wsp., 1999; Chan i wsp.,2000).

Cho¢ proces jest stabo zbadany, w rozpatrywaniu zjawiska akumulacji
migdzykomodrkowego GSH nie mozna wykluczy¢ obnizonego wychwytu GSH
przez komorki mézgu. Uwaza sie, ze ze wzgledu na swoj ujemny tadunek w
fizjologicznym pH (Lash, 2005) GSH jest trudno transportowany do komorki i
bardzo stabo przez BBB (por. art. przegladowy Bachhwat, 2013). Niemniej
jednak niezalezny od aktywnosci yGT wychwyt GSH stwierdzono w
komorkach $rodblonka naczyn szczura (Kannan i wsp., 1990), w
uniesmiertelnionych komoérkach ludzkiego $rodbtonka naczyn (Kannan i wsp.,
1999; Kannan i wsp., 2000) oraz liniach astrocytow ludzkich i szczurzych
(Kannan i1 wsp., 2000). W szczurzych hepatocytach stwierdzono, ze transport
GSH odbywa si¢ dwukierunkowo jedynie w obecno$ci duzych stgzen
zewnatrzkomorkowego  GSH, natomiast przy niskich  stezeniach
fizjologicznych GSH jest transportowany jedynie w kierunku na zewnatrz
(Garcia-Ruiz, 1992). Podazajac tym tropem, w warunakch EW zwigkszona
aktywnos$¢ yGT, prowadzaca do sukcesywnej degradacji migdzykomorkowego
GSH, przemawia na korzys¢ tego drugiego scenariusza.
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6.3. Mitochondrialny poziom GSH

Mitochondria wyizolowane z kory przedczotowej mézgu szczura z EW
charakteryzowaly si¢ znaczacym obnizeniem poziomu GSx w stosunku do
wartosci uzyskanych u zwierzat kontrolnych (Ryc.5.3.A), natomiast w
mitochondriach wyizolowanych =z prazkowia odnotowano niezmienng
tendencje spadkowa (Ryc.5.3.B). Jednoczes$nie w obu strukturach poziom GSx
oznaczony w homogenatach tkankowych, z ktérych nast¢pnie izolowano
mitochondria, nie réznit si¢ znaczaco od wartosci kontrolnych (Ryc.5.4). W
modelu prostej HA wywotanej OA w mitochondriach wyizolowanych z kory
przedczotowej mozgu szczura widoczna byta jedynie nieznamienna tendencja
spadkowa poziomu GSx (Ryc.5.6.A), przy braku zmian w mitochondriach
prazkowia (Ryc.5.6.B), oraz w homogenatach obu struktur (Ryc.5.6.C,D).

Mitochondria s3 w komoérce gtéwnym Zréodlem ROS, dlatego obecnos¢
mGSH jest kluczowa w utrzymaniu tamtejszej rOwnowagi redoks, niezbedne;j
do prawidlowego funkcjonowania tych organelli, a przez to catej komorki.
Wielokrotnie stwierdzono, iz spadek poziomu mGSH koreluje ze spadkiem
przezywalnosci i zwigkszonym uwrazliwieniem komoérek na ONS oraz inne
szkodliwe czynniki (Colell i wsp., 1998; Colell i wsp., 2001; Coll i wsp., 2003;
Fernandez-Checa i wsp., 1991; Zhao i wsp., 2002). W hodowlach neuronow
ziarnistych catkowite usuniecie GSH spowodowato $mieré¢ komorek, czego nie
zaobserwowano po wybidrczym obnizeniu poziomu GSH cytoplazmatycznego
(Wiillner i wsp., 1999). Usunigcie mGSH z astrocytow in vitro uwrazliwiato te
komorki na dziatanie ROS i RNS (Muydermann i wsp., 2004; Muyderman i
wsp., 2007). Obnizenie stezenia lub wzrost utlenienia mGSH jest zjawiskiem
powszechnym w wielu stanach toksycznych 1 patologicznych zwigzanych z
wystepowaniem ONS. Spadek poziomu mGSH zanotowano w szczurzym
modelu przewlektego poalkoholowego uszkodzenia watroby (Garcia-Ruiz i
wsp., 1994; Fernandez-Checa i wsp., 1993), marskosci watroby (Krahenbuhl i
wsp., 1992; Krahenbuhl i wsp., 1995) oraz w zespole poreperfuzyjnym
(Grattagliano 1 wsp., 1999). Zmiany te dotycza takze moézgu, spadek mGSH
obecny jest w mézgu szczurdw z cukrzycg (Mastrocola i wsp., 2005), jako
jeden z wczesniejszych objawow niedotlenienia modzgu szczurzych
noworodkow (Wallin 1 wsp., 2000) oraz w modelu udaru (Anderson i Sims
2002; Anderson i wsp., 2004).

Wobec braku w mitochondriach aktywnosci enzyméw syntezy GSH
przyjmuje si¢, ze jego obecno$¢ tamze jest wynikiem aktywnego transportu z
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cytoplazmy (Griffith i Meister, 1985; Mari i wsp., 2009; Lash, 2006). W
zwigzku z tym zaobserwowany spadek poziomu mGSx mogltby wynikaé ze: (1)
zmniejszonej dostepnosci cytozolowego GSH, (2) zaburzonego transportu, (3)
wycieku GSH przez MPT oraz/lub (4) zwigkszonego zuzycia
wewnatrzmitochondrialnego, prowadzacego do obnizenia ilosci wolnego GSH,
np. glutationylacja.

Wydaje si¢, ze ograniczenie dostepnosci GSH do mitochondrialnego
wychwytu jest mato prawdopodobng przyczyna spadku mGSx w EW.
Wskazuje na to brak zmian w poziomie GSx w homogenatach kory
przedczotowej mozgu szczura z EW (Ryc.5.4A) a takze niezmieniony poziom
utlenionej formy GSSG, wyrazony w stosunku GSH/GSSG (Ryc.5.11A), oraz
posrednio takze niezmieniona aktywnos¢ GR (Ryc.5.11.B). Te dwa ostatnie
parametry sugeruja, iz w badanych warunkach nie ulega zmianie relatywna
ilos¢ zredukowanej formy GSH, transportowanej przez btony mitochondrialne.
Jedynie zwigkszony transport na zewnatrz komorki (por. rozdz. 6.2.) mogiby
przyczynia¢ si¢ do obnizenia ilo$ci cytoplazmatycznego GSH, w stosunku do
niezmienionej catkowitej ilosci tego antyoksydantu w calej tkance, a w
konsekwencji prowadzi¢ do zmniejszenia ilosci GSH przechodzacego do
mitochondriow. Teg¢ hipoteze¢ moze wspiera¢ zaobserwowana analogia w
poszczegbdlnych strukturach — bezposrednie podawanie jonéw amonowych do
mozgu szczura wywotalo znaczny wyrzut GSx do  przestrzeni
mi¢dzykomorkowej kory przedczotowej, podczas gdy w prazkowiu widoczna
byta jedynie niezamienna tendencja (Wegrzynowicz i wsp., 2007). W
analizowanym modelu zmiany mGSx w prazkowiu sg rowniez nieznamienne
(Ryc.5.3B), co sugeruje wspoétzaleznos¢ obu zjawisk. Aby to potwierdzic,
nalezatoby oznaczy¢ poziom GSH cytoplazmatycznego, co w przypadku
analizowania tkanki jest obecnie nieosiggalne.

GSH z tatwoscig dyfunduje przez poryny w zewnetrznej blonie
mitochondrialnej (Kojer i wsp., 2012), jednak ze wzgledu na swoj ujemny
tadunek oraz relatywnie ujemnie natadowane $rodowisko macierzy
mitochondrialnej, do przekroczenia wewngtrznej btony mitochondrialnej
wymagany jest aktywny system transportujacy z uzyciem energii lub
wymiennika jonowego (Mari i wsp., 2009; Lash, 2006; Wadey i wsp., 2009).
Nieprawidtowe funkcjonowanie tego sytemu mogloby odpowiada¢ za spadek
poziomu GSH stwierdzony w korze przedczotowej méozgu szczura z EW.
Analiza ekspresji mRNA wykazata brak istotnych zmian w transkrypcji genow
kodujacych zaréwno transporter DIC (Slc25a10) (Ryc.5.12.A) jak i OGC
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(Slc25al1) (Ryc.5.12.B) w korze przedczotowej modzgu szczura z EW. Jednak
nie mozna wykluczy¢, ze pomimo niezmienionej ekspresji mRNA, dochodzi
do zmian na poziomie translacji lub modyfikacji potranslacyjnych.
Teoretycznie, jednym 2z czynnikow modulujacych aktywnos¢ tych
transporterow, mogtoby by¢ utlenianie reszt Cys pod wplywem stresu
oksydacyjnego (Lash 2006). Innym powodem moze by¢ ograniczona
dostepno$¢ substratow — zaréwno DIC jak i OGC sg antyportowymi,
elektroobojetnymi przenosnikami aniondéw organicznych. Podstawowa rolg
DIC jest dostarczanie do mitochondriow kwasow dikarboksylowych
niezb¢dnych w TCAC (jabtczan, z ktorym GSH konkuruje o transport) na
wymian¢ z fosforanem nieorganicznym (Klingenberg 1979; Palmieri, 2004,
Kamaga i wsp., 2010). OGC natomiast transportuje do mitochondriow gtéwnie
jablczan, na wymiane 2z posrednim produktem TCAC, a-ketoglutaranem (De
Palma i wsp., 2010). W tym $wietle spadek poziomu mGSx w modelu EW
mozna by powigza¢ ze spadkiem metabolizmu energetycznego w
neurotoksycznosci amoniaku, zaobserwowanym zaré6wno u chorych z EW
(Lockwood 1 wsp., 1991), jak i w do$wiadczeniach modelowych (Hilgier 1
wsp., 1991; Kosenko i wsp., 1994; Haghighat i wsp., 2000; Reddy i wsp.,
2007). W szczurzym modelu EW indukowanej TAA zaobserwowano niemal
40% obnizenie poziomu a-ketoglutaranu w mézgu (Hilgier i Albrecht, 1984).
Brak tego substratu moglby powodowac spadek transportu GSH do
mitochondriow. Podwyzszenie poziomu a-ketoglutaranu w okresie powrotu do
normy, 14 dni po dwukrotnym podaniu TAA mozna by powigza¢ z brakiem
zmian w poziomie mGSx w mitochondriach wyizolowanych z kory moézgu
szczura 21 dni po ostatniej z 3 iniekcji tej hepatotoksyny (Ryc.5.5A).
Powigzanie  mitochondrialnego  transportu  GSH z  metabolizmem
energetycznym komodrki uwypukla jeszcze bardziej wage tej puli
antyoksydantu. Zwigkszenie metabolizmu energetycznego przekladajace si¢ na
wzrost produkcji a-ketoglutaranu, skutkuje m.in. zwigkszeniem produkcji ROS
w mitochondriach, co pocigga za sobg zwigkszone zapotrzebowanie na GSH w
celu utrzymania rownowagi oksydacyjno—-redukcyjnej (Lash 2006).

Kolejng przyczyna obnizenia mGSx moze by¢ uszkodzenie bton
mitochondrialnych. Badania mitochondrialnego wychwytu GSH w szczurzych
hepatocytach pokazuja, iz proces ten moze by¢ istotnie zahamowany na skutek
zmniejszenia ptynnos$ci btony mitochondrialnej, ktorej wskaznikiem jest wzrost
stosunku zawartosci cholesterolu do fosfolipidow, modulujacy szczegdlnie
aktywno$¢ transportera OGC (Collel i wsp., 1997; Collel i wsp., 1998). W
korze mézgu szczurow z HA indukowang jednorazowym podaniem OA (25
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mmol/kg m.c.) oraz z EW w nastepstwie dwukrotnego podania TAA,
zaobserwowano spadek ptynnos$ci bton komoérkowych oraz spadek zawarto$ci
cholesterolu (Swapna i wsp., 2006a; Swapna i wsp., 2006b), niemniej nie
mozna wykluczy¢, ze w analizowanych warunkach ten efekt jest inny. W
licznych modelach neurotoksycznosci amoniaku zaobserwowano wzrost
ekspresji zlokalizowanego w zewnetrznej blonie mitochondrialnej biatka
translokatora (TSPO), ktorego kluczowg funkcja jest transport cholesterolu
niezb¢dnego w syntezie steroidow (Papadopoulos i wsp., 1997), ale i
zaangazowanie w indukcje MPT, czyli zwigkszenie przepuszczalnosci
wewngtrznej btony mitochondrialnej (Panickar i wsp., 2007; Rama Rao i
Norenberg, 2012). Zarowno w modelach EW, HA (Norenberg i wsp., 2006), a
takze w wyniku bezposredniego dziatania amoniaku na astrocyty (ltzhak i
Norenberg, 1994) zaobserwowano wzrost ekspresji tego biatka. Powigzano to z
indukcja ONS w OUN (Jayakumar i wsp., 2002; Héussinger i wsp., 2005), oraz
ze zwigkszonym poziomem neurosteroidéw, ktore oprocz oddzialywania na
uktad GABA-ergiczny (Ahboucha i wsp., 2006), moga powodowaé oraz
poglebia¢  wywotane  amoniakiem rozproszenie potencjalu  blony
mitochondrialnej w astrocytach, prowadzace do MPT (Rama Rao i Norenberg,
2012). Otwarcie mitochondrialnego kanatu PTP powoduje niekontrolowany
przeplyw matych czastek, w tym najprawdopodobniej GSH, cho¢ brak jest
jednoznacznych danych na ten temat. Przyjmuje sig, ze stgzenie GSH
mitochondrialnego jest zblizone do cytozolowego (Mari i wsp., 2009), choé¢
Wahllander i wsp. (1979) pokazali, ze w mitochondriach wyizolowanych ze
szczurzych hepatocytow stezenie GSH jest wyzsze niz w cytoplazmie. Przy
braku tego typu informacji dla OUN, zgodny z gradientem wyciek na skutek
otwarcia kanalu PTP nie moze by¢ wykluczony jako przyczyna obnizenia
poziomu mGSx. Brak istotnych statystycznie zmian w poziomie mGSx w
modelu prostej HA wydaje si¢ przemawia¢ na korzy$¢ tej hipotezy. W
podobnym modelu ostrego zatrucia OA (12 mmol/ kg m.c.), wyizolowane z
moézgu szczurOw mitochondria niesynaptyczne charakteryzowaty si¢
niezmienionym potencjatem blonowym, co wskazuje na nienaruszony kanat
PTP (Kosenko i wsp., 2007). Jeszcze inne badania nad prosta HA wykazaty
brak obrzmienia oraz MPT, pomimo naptywu jonéw Ca?* do mitochondriéw
(Kosenko i wsp., 2000), co wskazuje na zalezno$¢ migdzy poziomem mGSx a
integralnoscig bton mitochondrialnych. Warto tu réwniez zauwazyC, ze
niedobor GSH moglby potencjalnie stymulowa¢ MPT. Otwarcie kanatu PTP
indukowane jest m.in. utlenieniem nukleotydow pirymidynowych oraz
disiarczkow biatek wewnetrznej btony mitochondrialnej (Chernyak i wsp.,
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1996; Kowaltowski i wsp., 2001). Taka sekwencja zdarzeh moglaby wystgpic¢
w procesie indukcji MPT przez amoniak (Rama Rao i wsp., 2005).

Alternatywng przyczyna obnizenia poziomu GSx w mitochondriach
moézgu w EW mogtaby by¢ glutationylacji, czyli proces przytaczenia GSSG do
reszt Cys w bialkach, chronigcy je przed nieodwracalnym utlenieniem w
warunkach ONS. W wyniku takiej reakcji dochodzi¢ moze do obnizenia
poziomu wolnego GSx, co zaobserwowano w mitochondriach wyizolowanych
z mbzgu szczura, poddanych dziataniu wodoronadtlenku t-butylu
(Ravindranath i Reed; 1990). Brak istotnych zmian w poziomie PGSx w
mitochondriach wyizolowanych z kory mozgu szczura z EW (Ryc.5.13A)
wskazuje, iz stopien glutationylacji w tych warunkach nie ulega zmianie i nie
powinien przyczynia¢ si¢ obnizenia mGSx. Rowniez w homogenatach kory
mozgu glutationylacja w materiale ze szczurow z EW jest na poziomie bliskim
warunkom kontrolnym (Ryc.5.13B). Wynik ten jest zgodny z niezmienionym
wzglednym poziomem GSSG (Ryc. 5.11A) i moze by¢ konsekwencja
nieulagajacej zmianie aktywnosci GR (Ryc.5.11B), obnizonej aktywnosci GPx
(Ryc.5.16A) czy podwyzszonej aktywnos$ci uktadu Trx/TrxR (Ryc.5.18).

Istotnych zmian w poziomie mGSx nie zaobserwowano u szczuréw, u
ktorych analize przeprowadzono 21 dni po ostatniej iniekcji TAA (Ryc.5.5A),
co $wiadczy¢ moze o odwracalnosci procesu odpowiedzialnego za spadek
mGSx, podobnie jak innych objawoéw w tych warunkach. W modelu EW po 21
dniach stwierdzono wzrost aktywnosci GS (Hilgier i Albrecht 1984),
efektywng detoksykacj¢ amoniaku (Albrecht i wsp., 1988) oraz wzrost
aktywnosci karboksylazy pirogronianowej (Albrecht i wsp., 1988), co w sumie
sugeruje zwigckszony metabolizm astrocytarny. Po 21 dniach od dwukrotnego
podania TAA nie stwierdzono rowniez obrzeku mierzonego zawartoscig wody
w skrawkach kory moézgu szczura (Albrecht i wsp., 1994b), co $wiadczy o
powrocie do normy na poziomie fizjologicznym.

Wyltaczny spadek mitochondrialnej puli GSx, na tle niezmienionego
calkowitego GSx oraz zwigkszonego uwalniania komoérkowego, stanowic
moze najstabsze ogniwo w antyoksydacyjnej odpowiedzi na ONS w EW, oraz
przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji mitochondrialnych, takich jak MPT.
Bezposrednie przyczyny obnizonego poziomu mGSx nie zostaty jednoznacznie
zidentyfikowane, w modelu indukowanej TAA EW wystepuje wiele
zazgbiajacych si¢ patomechanizmow mogacych skutkowac taka zmiang.
Szczegbtowe analizy poszczegdlnych Sciezek powinny przyczyni¢ si¢ do
okreslenia ich udziatu w catym obrazie.
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6.4. Uklad tioredoksynowy

Pomimo braku zmian w catkowitej puli GSx oraz stosunku GSH/GSSG,
I jednoczesnym spadkiem aktywnosci GPx czy poziomu mGSx, w korze
moézgu szczura z EW  zaobserwowano wzrost catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej (TAC) (Ryc.5.17), co $wiadczy¢ moze o zaangazowaniu w
odpowiedz antyoksydacyjng innych niz GSH przeciwutleniaczy. Uktad
tioredoksynowy, jako kolejny po GSH wazny komoérkowy reduktor tiolowy,
stal si¢ potencjalnym kandydatem odpowiedzialnym za zaobserwowane
zmiany. W warunkach neurotoksyczno$ci amoniaku uktad Trx/TrxR nie byt
jak dotad badany, cho¢ w innych schorzeniach neurologicznych obserwowane
byly zaburzenia jego aktywnosci i ekspresji — poziom Trx wzrastat w mézgu u
noworodkow szczurzych poddanych hiperoksji (Bendix i wsp., 2012), w
modelu moézgowego niedotlenienia u myszy (Tanaka i wsp., 2011) i u
myszoskoczka mongolskiego (Tomimoto i wsp., 1993).

Analiza zdolnosci redukcyjnej Trx oraz TrxR w homogenatach kory
mézgu szczura wykazala znaczacy wzrost aktywnosci obu bialek w
nastepstwie podawania TAA (Ryc.5.18). Moze to by¢ interpretowane jako
odpowiedz na zwigkszong produkcj¢ ROS, kompensacyjng w stosunku do
niewydolnego systemu opartego na GSH (spadek mGSH i GPx). Analiza
ekspresji mRNA kodujgcego gtowne izoformy (1 i 2) obu biatek wykazata brak
istotnej korelacji z odnotowang zmiang aktywnosci (Ryc.5.19). Autorka ma
$wiadomos$¢, ze nie jest to dowod wystarczajacy, bowiem oprocz
analizowanych wariantow w mozgu szczura wystepuja inne izoformy mogace
potencjalnie modulowac oznaczang aktywno$¢ catej rodziny biatek. Niemniej
wiele zrodet wskazuje izoformy 1 i 2 jako dominujagce w OUN (Hanschmann i
wsp., 2013; Aon-Bertolino i wsp., 2011; Conrad i wsp., 2013).
Niekonkluzywne wyniki analizy ekspresji mRNA sktonily do poszukiwan w
dalszych etapach regulacji. Z powodu mnogo$ci wariantdow zrezygnowano z
analizy poziomu biatek wchodzacych w sktad obu rodzin. Trxip, endogenne
bialko hamujace Trx mogloby by¢ czynnikiem uniwersalnie regulujagcym
aktywno$¢ uktadu Trx w EW, m.in. ze wzgledu na swoja wrazliwo$¢ na
niektore skladowe patomechanizmu neurotoksycznosci amoniaku, takie jak
zmiana poziomu NO (Forrester i wsp., 2009), zuzycia glukozy (Yu i wsp.,
2010) czy nadaktywacja NMDAr (Papadia i wsp., 2008). Analiza z
wykorzystanem techniki ELISA nie wykazata zmian w ekspresji tego biatka w
modelu EW (Ryc.5.20A), pomimo iz relatywny poziom kodujacego je mRNA
ulegt znaczgcemu podwyzszeniu (Ryc.5.20B). Niezgodnos¢ wynikéw analizy
ekspresji na poziomie mRNA i bialka wynika¢ moze zaré6wno z ograniczen
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metodologicznych jak i1 zlozono$ci proceséw biochemicznych wystepujacych
miedzy transkrypcja a uzyskaniem aktywnej formy biatka: obrobka
potranskrypcyjna mMRNA, potranslacyjng modyfikacja, zwijaniem biatek czy
tez degradacja, ktore w warunkach patologicznych, takich jak ONS w EW,
moga zosta¢ zaburzone (Vogel i wsp., 2011). Aktywnos¢ Trx (Ryc.5.18A) nie
koreluje negatywnie z poziomem biatka Trxip, jednak nalezy pamigtaé, ze nie
sama obecnos¢ biatka, a wigzanie jego utlenionej formy z miejscem aktywnym
zredukowanej Trx obniza zdolno$ci redukcyjne tej drugiej (Spindel i wsp.,
2012). Nagromadzenie ROS w pewnych ukladach prowadzi do dysocjacji
wigzania Trx-Trxip (Zhou i wsp., 2010), co w przypadku modelu EW mogtoby
przyczynac si¢ do zwigkszonej aktywnosci Trx przy relatywnie niezmienionym
poziomie hamujacego ja biatka.

Interesujagcym wynikiem w modelu EW wydaje si¢ by¢ spadek
ekspresji mMRNA dla mitochondrialnej izoformy Trx2, odgrywajacej role w
prawidtowym  funkcjonowaniu  tych organelli. W  mitochondriach
wyizolowanych z watroby myszy z nadekspresja Trx2 wykazano zlagodzenie
MPT indukowanego zaréwno H,0, jak i Ca**(He i wsp., 2008). Mechanizm
tego zjawiska nie jest znany, autorzy cytowanej pracy sugeruja bezposrednig
interakcj¢ z biatkami PTP lub obnizenie poziomu wolnych rodnikow, w
konsekwencji uniknigcie indukcji MPT. Uzyskany wynik wskazuje kolejny,
nie rozpartywany dotad obszar badan nad wywotang amoniakiem dysfunkcja
mitochondriow.

TrxR, podobnie jak GPx jest selenoproteing, a kluczowa rola selenu
(Se) w prawidlowym funkcjonowaniu mézgu mogtaby wskazywaé na istotng
rolg tego typu biatek w OUN (Bellinger i wsp., 2010; Steinbrenner i Sies,
2013; Chen i Berry, 2003). Spadek poziomu Se oraz biatka transportujacego Se
— Seppl (ang. selenoprotein P1) stwierdzono we krwi u chorych z marskos$cig
watroby (Burk 1 wsp., 1998), a wzrost ekspresji na poziomie mRNA
selenoprotein SelS, SelV —w mozgu post mortem chorych z EW (Gorg i wsp,
2013). Obnizona aktywno$¢ GPx (Ryc.5.16A) oraz ekspresja mMRNA dla GPx1
(Ryc.5.16B) — enzymu znacznie wrazliwszego niz TrxR na niedobory Se
(Brigelius-Flohe i Maiorino, 2013), sa zgodne z wczesniej wykazanymi
zmianami w r6znych modelach HA i EW (Murthy i wsp., 2000; Reddy i wsp.,
2004; Satpute i wsp., 2014; Singh i wsp., 2008) i pozwalaja przypuszczac, iz w
neurotoksycznosci amoniaku dochodzi do zaburzen metabolizmu Se, co
wskazuje na nowy potencjalny kierunek badan do podjecia.
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6.5. Regulacja ekspresji genow antyoksydacyjnych

Brak istotnych statystycznie zmian w poziomie GSx w homogenatach
tkankowych uzyskanych z kory i pragzkowia mozgu szczura z EW (Ryc.5.4),
przy jednoczesnym zwigkszeniu aktywnosci enzymu syntetyzujacego GSH —
GCL (Ryc.5.14A), sugerowal zwickszong degradacje GSH na skutek
zwigkszonej aktywnosci yGT (Ryc.5.15A). Zmiany te pokrywaja si¢ ze
zwigkszong ekspresja genow kodujacych te biatka, zaré6wno dla Gcelm
(Ryc.5.14B) jak i Ggtl (Ryc.5.15B). Jednoczesnie w tych samych warunkach
nastgpit wzrost ekspresji innych czynnikéw zaangazowanych W potencjat
antyoksydacyjny komoérki, Mrpl (Ryc.5.10) oraz TrxR1 (Ryc.5.19C). Cechag
wspolng tych biatek jest wystepowanie w rejonie promotorowym kodujacych
je genow sekwencji ARE, podlegajacej regulacji przez czynnik transkrypcyjny
Nrf2, ktorego wzrost ekspresji na poziomie mMRNA rowniez zaobserwowano w
modelu EW (Ryc.5.21). Wystepujacy w cytoplazmie kompleks Nrf2 — Keapl
dziata niczym sensor komoérkowego poziomu stresu (Niture i wsp., 2013;
Wasserman i Fahl 1997; Kaspar i wsp., 2009; Kobayashi i Yamamoto, 2006).
Pod wplywem dziatania zwigzkow elektrofilnych: ksenobiotykow, utleniaczy,
ale tez 1 antyoksydantow, ulega destabilizacji umozliwiajacej translokacje Nrf2
do jadra oraz wigzanie do sekwencji ARE, co aktywuje ekspresj¢ baterii
cytoprotekcyjnych genow (por. rozdz. 2.2.4.). Stres oksydacyjny towarzyszacy
EW mogtby, podobnie jak w szeregu innych schorzen (por. art. przegladowe:
Niture i wsp., 2013; Joshi i Johnson, 2012), aktywowac¢ t¢ $ciezke, prowadzaca
do stymulacji uktadow potencjatu antyoksydacyjnego, przejawiajacych sig
zwickszong syntezag i uwalnianiem GSH, czy mobilizacja systemu
tioredoksynowego. Wzrost relatywnego poziomu mRNA dla Nrf2 nie jest
ostatecznym dowodem na aktywacj¢ tego szlaku (cho¢ ekspresja Nrf2 moze
by¢ rowniez regulowana przez Nrf2; Kwak i wsp., 2002), okreslenie jadrowej
zawarto$ci Nrf2 oraz wigzania z ARE pozwolitoby ustali¢ czy takie zjawisko
ma miejsce w badanym modelu EW. Nie wszystkie geny podlegajace regulacji
przez Nrf2 wykazaty zwigkszony poziom ekspresji mMRNA. W warunkach EW
w przypadku GPx1 (Ryc.5.16.B) oraz Trx2 (Ryc.5.19B) dochodzito do spadku
ekspresji, zas Trx1 nie ulegata zmianie (Ryc. 5.19.A). Wyniki te sugerowac
moga przewage innych czynnikéw transkrypcyjnych determinujacych
ekspresje poszczegolnych genow w tych warunkach (kompendium na temat
czynnikow transkrypcyjnych regulujacych poszczegélne geny znalez¢ mozna
na stronie www.genecards.org).
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6.6. Protekcyjne dzialanie histydyny

Dootrzewnowe podanie roztworu His w dawce 100 mg/kg m.c.
zmieniatlo odpowiedZz ukladow antyoksydacyjnych ~ w warunkach EW
indukowanej TAA. His podwyzszata poziom mGSx (Ryc.5.8A), przeciwdziata
obnizeniu aktywnosci GPx (Ryc.5.16A) oraz ekspresji mRNA dla GPx1
(Ryc.5.16B), podwyzszeniu aktywnosci Trx i TrxR (Ryc.5.18), a takze
ekspresji mRNA dla TrxR1 (Ryc.5.19C) w korze moézgu szczura. U szczuréw
kontrolnych His powodowala wzrost poziomu GSx w mitochondriach
(Ryc.5.8) i homogenatach (Ryc.5.9) zaréwno kory jak i prazkowia, oraz jego
poziomu pozakomorkowego W korze mozgu szczura (Ryc.5.7). W tych samych
warunkach His prowadzita do wzrostu aktywnosci GCL (Ryc.5.14A) oraz
ekspresji mMRNA dla Gelm (Ryc.5.14B), wzrostu aktywnosci GPx (Ryc.5.16A),
TrxR (Ryc.5.18B), ekspresji mRNA dla Nrf2 (Ryc.5.21), a takze zwigkszata
calkowitg zdolnos$¢ antyoksydacyjng (TAC) (Ryc.5.17) oraz ekspresj¢ biatka
Trxip (Ryc.5.20B). Zmiany te moga by¢ konsekwencja roznych drog dziatania
His: obnizenia uszkodzenia mitochondriow poprzez hamowanie transportu Gln
do mitochondriéw, stymulowanie odpowiedzi antyoksydacyjnej oraz
bezposrednie dziatanie antyoksydacyjne. Kazda z tych drég zostanie odrebnie
omodwiona ponize;j.

Wczesniejsze badania nad protekcyjng rolg His w neurotoksycznos$ci
amoniaku ujawnity jej zdolnos¢ do hamowania zjawisk prowadzacych do
obrzmienia komorek glejowych. His zostata zidentyfikowana jako skuteczny
srodek w zapobieganiu uszkodzeniu mitochondridw astrocytarnych (Albrecht 1
wsp., 2000) oraz obrzmieniu astrocytow poddanych dziataniu amoniaku lub
GlIn in vitro (Reddy i wsp, 2006). His zapobiegata roéwniez obrzekowi mozgu
oraz ONS w warunkach EW in vivo (Rama Rao i wsp., 2010). Dotychczas
korzystny efekt His w EW przypisywano hamowaniu transportu GIn do
mitochondriow  (czyt. ,,zaklinaniu” konia Trojanskiego). GIn jest
transportowana do mitochondriéow przy udziale uktadu transportujacego, ktory
wykazuje bardzo wysokie powinowactwo do His, stad obecno$¢ tego
aminokwasu ogranicza nagromadzenie GIn oraz konsekwencje tego w
mitochondriach, takie jak MPT czy ONS (por. rozdz. 2.1.2.1. oraz 2.1.2.2.).
His znosita indukcjg¢ MPT w hodowli astrocytow inkubowanych z amoniakiem
(Reddy i wsp., 2007), w szczurzych mitochondriach ex vivo inkubowanych z
GIn (Zieminska i wsp., 2000) oraz w mozgu szczurow z EW (Rama Rao i
wsp., 2010). Wedle najpopularniejszej interpretacji  dziatanie His
sprowadzatoby si¢ do zapobiegania uszkodzeniu mitochondriow oraz
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konsekwencji ONS, przejawiajacych si¢ w obnizeniu poziomu mGSH czy
aktywacji uktadéw antyoksydacyjnych takich jak GSH oraz Trx/TrxR.
Watpliwosci nasuwa niejednolita odpowiedz analizowanych uktadow na
podanie His, ktora $wiadczy¢ moze o tym, ze za te efekty odpowiada nie tylko
Gln, ale i inne czynniki patogenne w EW, a jednoczesnie moze sugerowac
inng, niz powyzej przedstawiona, droge dziatania.

Zwiekszenie potencjatu antyoksydacyjnego TAC o ok. 50% (Ryc.5.17)
w konsekwencji podania zwierzetom kontrolnym His nasuwa przypuszczenie,
ze obok powyzej opisanego, W protekcyjne dziatanie His moze byc¢
zaangazowany Mmechanizm poprawiajacy zdolnos¢ antyoksydacyjng komorki,
W sposob bezposredni, lub tez za Sprawa indukcji endogennych systemow
przeciwutleniajacych. Wiele jest prac pokazujacych protekcyjny wptyw His
lub jej pochodnych na stan redoks w warunkach patologicznych, takze tych
dotykajacych OUN. His podana poprzez sond¢ mikrodializacyjng (25 mM) do
prazkowia mozgu szczura zapobiegala powstawaniu rodnika hydroksylowego
indukowanego przez kation 1-metylo-4-fenylopirydyny, hamujacej kompleks |
mitochondrialnego  tancucha oddechowego (Obata 1 wsp., 2001).
Dootrzewnowa iniekcja roztworu His w dawce 250 mg/kg m.c. szczura
zapobiegata zwigckszeniu przepuszczalnosci BBB wywotanej infekcja bakterii
Haemophilus influenzae (Weintrob i wsp., 1993), a znacznie nizsza dawka (50-
100 mg/kg m.c.) podawana szczurom dozylnie, zapobiegata konsekwencjom
przemijajacego niedokrwienia mézgu (Kawamoto i wsp.,1997) oraz obnizata
obrzgk mozgu wywotlany uszkodzeniem kriogenicznym (lkeda i wsp., 2000).
Niniejsza praca stanowi jeden =z nielicznych przyktadow pokazujacy
modulujacy wpltyw His na odpowiedZz antyoksydacyjna. Wczesniej grupa
chinskich badaczy wykazala, iz zapewnienie karpiom wysokohistydynowej
diety prowadzi do zwigkszenia poziomu GSH oraz aktywnos$ci enzymow
antyoksydacyjnych w tkankach obwodowych tych zwierzat (Feng i wsp.,
2012). Inni badacze pokazali, ze His podawana podskornie szczurom (500
mg/kg m.c.) w czasie cigzy i karmienia, powodowata wzrost poziomu GSH
oraz aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych w korze moézgu oraz
hipokampie 21-dniowego potomstwa (Rojas i wsp., 2010).

Fakt, ze podanie His moduluje ekspresj¢ mRNA wielu sposrod
analizowanych gendw antyoksydacyjnych sugeruje, iz mechanizmem
wspoOtodpowiedzialnym za zwigkszenie potencjalu  antyoksydacyjnego
mogloby by¢ stymulowanie poprzez His ekspresji tych genow, np. poprzez
interakcje¢ z czynnikami transkrypcyjnymi wrazliwymi na stres oksydacyjny.
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Zwigkszong ekspresje na poziomie mRNA czynnika transkrypcyjnego Nrf2
zaobserwowano zaré6wno na skutek podawania samej His jak i w przypadku
poézniejszego podania TAA, przy czym efekt obu czynnikow nie sumuje si¢
(Ryc.5.21) co, podobnie jak w przypadku zwigkszenia zdolno$ci
antyoksydacyjnej (Ryc.5.17) czy poziomu mi¢dzykomorkowego GSx
(Ryc.5.7), sugeruje zbiezno$¢ odpowiedzialnych za te indukcje mechanizméw.
Zakladajac, iz jest to efekt zwigkszonej aktywacji Nrf2, prawdopodobnym
mechanizmem dziatania wydaje si¢ by¢ obnizenie sity wigzania Nrf2 z
biatkiem hamujacym Keapl, poprzez interakcje His z kluczowymi dla
stabilnosci tego czynnika jonami Zn®* (Dinkova-Kostova i wsp., 2005).
Sprawdzenie tej hipotezy jest jednym z gtdéwnych celow w prowadzonym przez
autorke 1 trwajagcym obecnie projekcie badawczym pt. ,,Cytoprotekcyjny
wptyw L-histydyny na astrocyty poddane dziataniu jonéw amonowych” (grant
NCN nr 2012/07/N/NZ3/01948), jednak do chwili skladania niniejszej
rozprawy nie uzyskano danych pozwalajacych na zdecydowane potwierdzenie
tego zalozenia. Podobnie jak w przypadku TAA, nie wszystkie geny
podlegajace regulacji przez uktad Nrf2/ARE wykazuja zwigkszong ekspresje
po zastosowaniu His, co nalezy interpretowac jako konsekwencje ztozonego
systemu regulacji transkrypcji poszczegdlnych gendéw, w ktorej obok Nrf2
bierze udziat szereg innych czynnikow, w tym indukowanych przez ONS oraz
zaleznych od jonow Zn®".

Z punktu widzenia cytoprotekcji trudnym do interpretacji wynikiem jest
wzrost ekspresji biatka Trxip pod wplywem dziatania His, zar6wno w
warunkach kontrolnych jak i w modelu EW (Ryc.5.20A). Podobnie jak w
przypadku modelu EW, rowniez i tu wystepuje rozbieznos¢ migdzy poziomem
mRNA 1 biatka, wskazujagca na udzial w regulacji ekspresji ztozonych
proceséw potranskrypcyjnych. Z punktu widzenia patomechanizmu EW,
gtownym czynnikiem moggcym indukowac ekspresje Trxip jest podwyzszone
stezenie glukozy (Yu i wsp., 2010), natomiast akumulacja NO, aktywacja
NMDAr oraz czynnika transkrypcyjnego Nrf2 skutkuja obnizeniem jego
ekspresji (Spindel i wsp., 2012; He i Ma, 2012; Papadia i wsp., 2008; Forrester
I wsp., 2009). Modulowanie tych sciezek przez His mogloby odpowiada¢ za
uzyskany wynik. Z drugiej stony wzrost poziomu Trxip po His moze by¢ jedna
z przyczyn obnizonej w stosunku do mierzonej w modelu EW aktywnosci Trx
(Ryc.5.18A). Wzajemne relacje migdzy dziataniem His a Trxip oraz
pozostalych elementow uktadu tioredoksynowego wymagaja uzupetnienia o
bardziej szczegdtowe badania.
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Aktywacja uktadow antyoksydacyjnych zazwyczaj jest interpretowana
jako odpowiedz protekcyjna w warunkach ONS. W niektorych doniesieniach
His wystepuje jako czynnik toksyczny: wzmaga cytotoksycznos¢ powodujaca
aberracje chromosomalne indukowane przez nadtlenek wodoru w
fibroblastach pluc chomika (Tachon i Giacomoni, 1988), ludzkich
fibroblastach embrionalnych (Oya i Yamamoto, 1988), a takze wielu innych
liniach komoérek ssaczych (Cantoni i wsp., 1994). Ponadto indukuje
peroksydacje lipidow in vitro (Erickson i Hultin, 1992) oraz w homogenatach
kory moézgu mtodych szczuréw (podana w przewyzszajacych fizjologiczne
stezeniach 5-10 mM, obnizajacych catkowity potencjal antyoksydacyjny)
(Tansini i wsp., 2004). Takze podskorne podawanie His (500 mg/kg m.c.) w
czasie cigzy 1 karmienia u samic szczuréw, ktore prowadzito do aktywacji
odpowiedzi antyoksydacyjnej w mozgu potomstwa, interpretowano jako
odpowiedz protekcyjng OUN na ONS indukowany przez His (Bertin Rojas i
wsp., 2010). Podawanie wysokich dawek (powyzej 200 mg/kg m.c.) His
wywotywato zaburzenia procesOw zapamigtywania u myszy (Serafim i wsp.,
2010) oraz zaburzenia lokomotoryczne u szczurdéw, u ktorych histydynemig
wywolywano poprzez dootrzewnowa iniekcje His w dawce 250 mg/kg m.c
razem z inhibitorem histydazy — nitrometanem (Dutra-Filho i wsp., 1989).
Mechanizm ten implikowano w sporadycznym wystgpowaniu zaburzen
neuromotorycznych u osob cierpigcych na histydynemi¢ (Levy 1 wsp., 2001;
Levy i wsp., 2004). Wydaje si¢, ze w przypadku stosowania terapii z uzyciem
His kluczowa kwestia jest ustalenie optymalnej dawki. Dawka zastosowana w
niniejszej pracy (100 mg/kg m.c.) jest znacznie nizsza od dawek stosowanych
W powyzej przytoczonych badaniach, stwierdzajacych negatywne efekty
dzialania His.

Kolejng droga na ktorej His mogtaby przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia
TAC jest bezposrednie dzialanie antyoksydacyjne tego aminokwasu (por.
rozdz. 2.2.3). Glowng wilasciwoscig His w tym procesie jest zdolnos¢ do
wigzania jonow Zn’*. Uwolnienie Zn?* z bialek jest zjawiskiem
charakterystycznym dla stresu oksydacyjnego i uwazanym za istotny regulator
transdukcji sygnatu oraz ekspresji gendow (Beyersmann i Haase, 2001;
Kroncke, 2001; Kroncke, 2007; Bell i Vallee, 2009; Kroncke 1 Klotz, 2009). W
mozgu Zn** odpowiedzialny jest za plastyczno$¢ synaptyczng (Li 1 wsp.,
2001), a zaburzenia homeostazy tego jonu wystepuja w patomechanizmach
schorzen neurologicznych, takich jak padaczka, udar czy choroby
neurodegeneracyjne (por. art. przegladowy Hayashi, 2009). Badania nad
patomechanizmem toksycznosci amoniaku wykazaty, ze poziom wolnego
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cynku [Zn**] wzrasta w konsekwencji obrzeku osmotycznego astrocytow
(Kruczek i wsp., 2009) oraz w wyniku kilkugodzinnej inkubacji astrocytow z 5
mM chlorkiem amonu, zar6wno w cytoplazmie jak i mitochondriach (Kruczek
i wsp., 2011). Wzrost ten wydaje si¢ by¢ powigzany z syntezg NO i powoduje
aktywacje zaleznego od Zn”* czynnika transkrypcyjnego, laczacego sie z
sekwencja MRE (ang. metal response element), oraz wzrost ekspresji
metalotioneiny (Kruczek i wsp., 2011). Wzrost poziomu [Zn*] moze
powodowac¢ depolaryzacj¢ blony mitochondrialnej (Medvedeva i wsp., 2009),
a W konsekwencji indukcje MPT. Cho¢ zjawiska tego nie potwierdzono w
modelu EW, mozna spekulowaé, iz His wiazac [Zn®"] przyczynia si¢ do
ztagodzenia dysfunkcji mitochondrialnych oraz moduluje oméwiong wczesniej
zalezna do Zn?* ekspresje genow.

W interpretacji protekcyjnego dzialania His nalezy réwniez rozwazy¢
ewentualno$¢, ze uzyskany efekt nie ma swojego zrodla w mozgu, tylko
wczesniej na obwodzie. His podana dootrzewnowo mogtaby dziala¢
protekcyjnie juz na poziomie hepatocytdw, zapobiegajac ich uszkodzeniu przez
TAA. Podawanie drogg pokarmowag His oraz jej pochodnej — karnozyny
przyniosto pozytywne rezultaty w przypadku uszkodzenia watroby w modelu
toksyczno$ci alkoholu (Liu i wsp., 2008) oraz acetamidofenu (Yan i wsp.,
2010), co przejawialo si¢ miedzy innymi spadkiem objawow ONS oraz
obnizeniem stanu zapalnego. Fakt, ze His nie cofa podwyzszonego poziomu
amoniaku oraz Gln w moézgu szczura z EW indukowana TAA (Rama Rao i1
wsp., 2010) $wiadczy¢ moze o tym, Ze nie chroni ona hepatocytow w stopniu
wystarczajacym by zapobiec hiperamonemii. Z drugiej strony wiadomo, iz His
podawana dootrzewnowo z fatwoscia przechodzi przez BBB (Oldendorf, 1973;
Xiang i wsp., 1998; Yamakami i wsp., 1998; Sakurai i wsp., 2003). Podanie
szczurom His w dawce 1000 mg/kg m.c. (znacznie wigkszej niz zastosowana w
niniejszej pracy) sprawia, iz w moézgu utrzymuje si¢ ona na wysokim,
przekraczajacym 200% kontroli poziomie przez ok. 3 godziny (Irisawa i wsp.,
2008). U myszy, ktorym podano bardzo duze dawki His (500-1500 mg/kg
m.c.), poziom tego aminokwasu wzrost kilkukrotnie po godzinie od podania,
ale juz w drugiej godzinie zauwazalna byta tendencja spadkowa (Oishi i wsp.,
1989), co z jednej strony pokazuje szybki transport His przez BBB, a z drugiej
wskazuje na szybki metabolizm w OUN. W zastosowanym w niniejszej pracy
modelu, 24 godziny po 3-krotnym, dootrzewnowym podaniu, poziom His,
mierzony zard6wno w osoczu jak 1 korze mozgu szczura, nie rdéznit si¢ znaczaco
od poziomu charakterystycznego dla szczuréw kontrolnych (dane
nieopublikowane, element projektu badawczego doktoranta Zaktadu
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Neurotoksykologii — Krzysztofa Milewskiego), co wskazuje na efektywny
metabolizm tego aminokwasu. W OUN His jest kluczowym prekursorem
histaminy (Brown i wsp., 1960; Schwartz i wsp., 1972; Schwartz i wsp., 1991).
Histamina w komodrkach §rédbtonka naczyn moze przyczynia¢ si¢ do
rozszczelnienia potaczen Scistych w BBB (Sakurai i wsp., 2003), a w
konsekwencji zwigkszenia cisnienia wewnatrzczaszkowego oraz obrzeku
mozgu (Joo 1 wsp., 1994; Sharma 1992). Aktywacja uktadu histaminergicznego
odpowiada¢ moze za szereg zaburzen neurologicznych wystepujacych w EW
(Sergeeva i wsp., 2005; Cascino i wsp., 1982). Jednak w analizowanym
modelu iniekcji His poziom histaminy nie ulegal zmianie (dane
nieopublikowane, element projektu badawczego doktoranta Zaktadu
Neurotoksykologii — Krzysztofa Milewskiego). His moze by¢ przeksztalcana
do cytoprotekcyjnych didpeptydow, takich jak karnozyna czy anseryna (por.
art. przegladowy Wade i Tucker, 1998), ktére moga przyczynia¢ si¢ do
obserwowanego wzrostu potencjalu antyoksydacyjnego.

Z drugiej strony w szczurzych modelach EW stwierdzono w mozgu
wzrost poziomu zaréwno His (Mans i wsp., 1982; Lozeva i wsp., 2004) jak i
histaminy (Fogel i wsp., 1991; Rigotti i wsp., 1985; Suzuki i wsp., 1979), co
interpretowano jako skutek uposledzonego metabolizmu His w watrobie oraz
rozszczelnienia BBB. Oprocz wzrostu poziomu histaminy, w mozgu post
mortem chorych z EW, zaobserwowano zwigkszenie gestosci receptora
histaminowego H1 (Lozeva i wsp., 2003; Borg i wsp., 1982; Suzuki i wsp.,
1979). Czterokrotne podawanie His w dawce 500 mg/kg m.c. spotggowato
akumulacje histaminy, zarowno w korze jak i podwzgérzu, co skorelowano z
brakiem poprawy neurologicznej u szczuréw z EW wywotang zespoleniem
zyty wrotnej (Lozeva-Thomas i wsp., 2004). Pomimo iz w analizowanych
modelu EW wystepuje wzrost poziomu His, zarowno w osoczu jak i w korze
mozgu, nie przektada si¢ on na zmiang poziomu histaminy i zostaje zniesiony
poprzez dootrzewnowe podawanie His (dane nieopublikowane, element
projektu badawczego doktoranta Zaktadu Neurotoksykologii — Krzysztofa
Milewskiego). Cho¢ mechanizm tego zjawiska nie jest jasny, stanowi¢ moze
kolejng przestanke przemawiajaca za protekcyjnym dziataniem tak podawanej
His w EW.
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7. Podsumowanie i wnioski

. Zarébwno encefalopatii watrobowej (EW) jak i hiperamonemii (HA) u
szczura towarzyszy wzrost poziomu catkowitego glutationu (GSX) w
przestrzeni migdzykomorkowej kory moézgu szczura, ktory jest
prawdopodobnie wynikiem zwigkszonej komorkowej syntezy oraz
pobudzenia transportu z komorek.

. EW ale nie HA u szczura towarzyszy odwracalny spadek poziomu GSx
w mitochondriach wyizolowanych z kory mézgu, ktory wydaje sie by¢
powiazany przede wszystkim z zaburzeniami integralno$ci bton
mitochondrialnych. Okreslenie czy wybidrczos¢ zmian w EW wynika z
dzialania czynnikéw innych niz amoniak wymaga dalszych badan.

. W EW wzrasta catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna, pomimo
niezmienionego poziomu catkowitego GSx oraz stosunku GSH/GSSG,
a obnizonej aktywnos$ci peroksydazy glutationowej. Wskazuje to na
rolg, obserwowanej tu, aktywacji uktadu tioredoksynowego, ktorg
mozna interpretowac jako odpowiedz kompensacyjng do cze§ciowo
uposledzonego uktadu GSH.

. Podawanie dootrzewnowo histydyny (His) podwyzszato poziom
glutationu mitochondrialnego oraz zapobiegalo wzrostowi aktywnos$ci
enzymow antyoksydacyjnych: peroksydazy glutationowej,
tioredoksyny oraz reduktazy tioredoksyny w EW. Sugeruje to, iz His
obniza stres oksydacyjny lub przeciwdziata innemu
niezidentyfikowanemu zjawisku indukujacemu powyzsze zmiany.

. Podawanie dootrzewnowo His powoduje wzrost poziomu GSx w calej
tkance, mitochondriach i przestrzeni zewnatrzkomoérkowej mozgu
szczura, a takze zmiang aktywnosci niektorych z badanych enzymoéw
systemu glutationowego oraz tioredoksynowego. Przyczyna moze by¢
indukowanie przez His zmian ekspresji gendw kodujacych analizowane
biatka.
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8. Streszczenie

Stres oksydacyjno-nitracyjny (ONS) jest jednym z kluczowych
elementéw  neurotoksycznego dzialania wysokich stezen amoniaku
(hiperamonemia, HA) w encefalopatii watrobowej (EW). Szczegdly procesow
prowadzacych do zachwiania réwnowagi miedzy produkcja a neutralizacja
reaktywnych form tlenu i azotu (ROS/RNS) w tym schorzeniu nadal nie s3 do
konca poznane. HA indukuje w mézgu nagromadzenie wysoce reaktywnych
czgstek, takich jak rodnik hydroksylowy, rodnik nadtlenkowy czy tlenek azotu,
co skorelowane jest z nasileniem powodowanych przezen uszkodzen
molekularnych, takich jak oksydacja RNA, nitrozylacja cysteiny czy nitracja
tyrozyny. Zmiany te wskazuja, ze w warunkach nadmiernej ekspozycji na jony
amonowe, sprawno$¢ uktadow odpowiedzialnych za neutralizacje ROS/RNS
okazuje si¢ niewystarczajaca.

Celem niniejszej pracy byla ocena wrazliwosci roznych elementow
endogennej ochrony antyoksydacyjnej, w tym reakcji roznych sktadowych
mechanizmow protekcyjnych na bodziec toksyczny. Badano przede wszystkim
odpowiedz dominujacego w komorkach ukladu glutationowego (GSH), a
nastepnie  alternatywnego uktadu tioredoksynowego (Trx). Analizie
poddawano modzgi szczurow z indukowang dootrzewnowym podawaniem
octanu amonu, prosta HA oraz ostra EW, wywolywang podawaniem
tioacetamidu (TAA). Ponadto sprawdzano jak dootrzewnowe podawanie
histydyny (His), aminokwasu ktory okazat si¢ efektywny w procesie
tagodzenia niektorych objawéw EW poprzez hamowanie transportu nadmiaru
glutaminy do mitochondriéw, wplywa na odpowiedz antyoksydacyjna
analizowanych uktadow.

Zaréwno w przypadku modelu HA jak i EW zaobserwowano wzrost
poziomu glutationu catkowitego (GSx) w przestrzeni miedzykomorkowej kory
przedczotowe] mdzgu szczura, co zgodne jest z wczesniejszymi doniesieniami
pokazujacymi podobny wzrost indukowany bezposrednim podawaniem
amoniaku do mozgu szczura, a takze wzrost poziomu GSx w medium w
ktorym astrocyty korowe inkubowano z amoniakiem. Wzrost ten moze
wynikaé z towarzyszacego EW  zwickszeniu aktywno$ci enzymu
katalizujacego kluczowy etap syntezy GSH (ligaza glutaminianowo-
cysteinowa, GCL), a takze ekspresji mRNA kodujacego Mrpl, czynnik
transportujagcy GSH na zewnatrz komoérki. Wzrost zewnatrzkomérkowego GSx
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ujawniatl si¢ jedynie w przypadku zahamowania y-glutamylotranspeptydazy
(yGT), enzymu rozktadajgcego zewnatrzkomérkowy GSH, ktorego aktywnosé
w modelu EW rodnie. Zwigkszona akumulacja zewnatrzkomorkowa i
degradacja GSH moze stuzy¢é zwigkszeniu dostepnosci substratow do jego
syntezy w neuronach, ktora w normalnych warunkach jest mato aktywna.

Spadek poziomu GSx w mitochondriach (mGSx) uzyskanych z kory
mozgu szczura z EW, na tle niezmienionej zawartosci w calej tkance, wskazuje
na t¢ pule jako szczegdlnie wrazliwg na ROS/RNS. Zwazywszy na pojawiajace
si¢ doniesienia, ze mitochondrialny GSH jest jezyczkiem u wagi aktywnosci
antyoksydacyjnej komorek, jego spadek moze prowadzi¢ do obnizenia ich
potencjatu protekcyjnego. Czy i jakim stopniu tak si¢ dzieje w przypadku
ekspozycji na amoniak nie jest do konca jasne. Prawdopodobng przyczyna
obnizonego poziomu MGSX jest, stwierdzone wielokrotnie zaréwno w
badaniach in vitro jak i in vivo, wieloczynnikowe uszkodzenie mitochondriow,
mogace prowadzi¢ do zaburzenia transportu GSH z i do cytoplazmy.

Pomimo obnizenia wydajnosci uktadu GSH, ujawniajacego si¢
obnizong aktywnoS$cig peroksydazy glutationowej (GPx) w homogenatach kory
mozgu szczura, EW towarzyszyt wzrost catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
(TAC). Za jedng z mozliwych przyczyn mozna uzna¢ aktywacje (by¢ moze
kompensacyjng) uktadu tioredoksynowego, dotyczaca zarowno tioredoksyny
(Trx), jak i reduktazy tioredoksynowej (TrxR).

Zwigkszona TAC korelowata ze zwigkszona ekspresja mRNA
kodujacego kodujacego czynnik transkrypcyjny Nrf2, uwazany za jeden z
glownych regulatorow odpowiedzi antyoksydacyjnej komorki. Mozliwosé
aktywacji $ciezki kontrolowanej przez to biatko potwierdzit wzrost ekspres;ji
podlegajacych jej gendéw, bezposrednio zaangazowanych w dzialanie
protekcyjne, m.in. Ggtl, Gelm, Mrpl.

Zastosowanie His w modelu EW doprowadzito do zniesienia niektorych
(cho¢ nie wszystkich) zmian zachodzacych w wyniku podawania TAA, His
podwyzszata poziom mGSx, normalizowata obnizong aktywno$¢ GPx, a takze
podwyzszong aktywnos$¢ uktadu Trx/TrxR, co zgodne jest z przewidywanym,
protekcyjnym dziataniem tego zwigzku. Roéwniez u szczurow kontrolnych,
iniekcja His skutkowata wzrostem poziomu GSx W przestrzeni
mi¢dzykomorkowej, wzrostem catkowitego poziomu GSx, poziomu mGSx
oraz aktywnos$ci GCL, a takze catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej. Sugeruje
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to, i1z dzialanie His nie ogranicza si¢ jedynie do pierwotnie przyjetego
hamowania transportu glutaminy do mitochondriow, ktérego konsekwencja
moze by¢ ograniczenie uszkodzen tych organelli oraz obnizenie ONS w EW,
ale moze by¢ tez zwigzane z innymi antyoksydacyjnymi wlasciwoséciami tego
zwigzku, zardbwno bezposrednimi, jak i tymi bardziej ztozonymi. To ostatnie
sugeruje zmieniona ekspresja wielu sposréd analizowanych gendéw, w tym
czynnika transkrypcyjnego Nrf2. Powyzej opisane wiasnosci protekcyjne
czynig His obiecujacym kandydatem do zastosowania w terapii EW
skierowanej na obnizanie ONS.
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9. Abstract

Oxidative—nitrosative stress (ONS) is a key factor in the
pathomechanism of neurotoxicity evoked by high concentrations of ammonia
(hyperammonemia, HA), which leads to hepatic encephalopathy (HE).
Detailed mechanism responsible for an imbalance between production and
neutralization of reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) in HE is
still unknown. High concentration of ammonium ions stimulates accumulation
of highly reactive compounds, like hydroxyl radical, superoxide and nitric
oxide, correlated with molecular impairments related to their accumulation,
e.g. RNA oxidation, cysteine nitrosylation and tyrosine nitration. These
changes indicate that mechanisms responsible for ROS/RNS scavenging
become inefficient.

The aim of the dissertation was to evaluate the sensitivity of the
different elements of the endogenous antioxidant response to ammonia
neurotoxicity and to delineate some of the underlying mechanisms. The main
focus was on glutathione (GSH), the most abundant low molecular antioxidant
compound. Additionally, key elements of the thioredoxin system were studied.
Two rat models were used; a simple HA in which rats received intraperitoneal
injections of ammonium acetate, and acute HE model mimicking toxic liver
failure, produced by administration of the hepatotoxin, thioacetamide (TAA).
Effect of intraperitoneal administrations of histidine (His), which was reported
to prevent some changes evoked by ammonia in HE, was also studied.

An increase in extracellular accumulation of total glutathione (GSx)
was observed in prefrontal cortex of rat brain both in HA and HE model, which
is consistent with previously shown elevation of extracellular GSH level during
direct ammonia treatment on the brain and on cultured astrocytes. Increased
activity of a key enzyme in GSH synthesis (glutamyl — cysteine ligase, GCL)
and up-regulated expression of mMRNA coding the key GSH transporter, Mrpl
seem to contribute to the observed changes. However, increased GSx level was
only observed when yGT, the enzyme catalyzing extracellular GSH
degradation, was inhibited, which is consistent with the increase of the enzyme
activity earlier reported for this HE model. GSH efflux from astrocytes and its
subsequent degradation are considered to be a part of a protective response of
astrocytes, serving to provide additional substrates for neuronal GSH synthesis,
which normally is not an efficient process. HE specifically reduced
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mitochondrial GSx (mGSx) level, without affecting its total brain content,
underscoring the exceptionally high sensitivity of mGSx pool to ammonia
toxicity. Multifactorial mitochondrial damage, observed frequently in both in
vitro and in vivo studies, which leads to disrupted bidirectional mitochondrial
GSH transport, is likely to be the cause of mGSx reduction.

Despite the decreased glutathione peroxidase (GPx) activity which
pointed to the decreased efficiency of the GSH system, the total antioxidant
capacity (TAC) was increased. In this light, upregulation of thioredoxin (Trx)
and thioredoxin reductase (TrxR) activities may be considered as an efficient
compensatory response.

Increased TAC in HE correlates with increased mRNA expression of
Nrf2, a transcription factor which is a key endogenous regulator of antioxidant
response. Upregulated expression of genes controlled by Nrf2 (e.g. Gotl,
Gclm, Mrpl) suggests elevated activation of the pathway regulated through this
protein.

His treatment abolished some (albeit not all) changes evoked by TAA
administration. His increased the mGSx level, normalized GPx activity and
Trx/TrxR system activity, which is consistent with the expected protective
action of this compound. His given to control rats increased the extracellular
and total brain tissue GSx level, mGSx level, GCL activity and TAC. It implies
that the protective effect of His dynamics is not limited to commonly
postulated inhibition of glutamine transport into mitochondria, which protects
from mitochondrial damage and ONS during HE, but can be related to other,
direct or indirect, antioxidant properties of this compound, as suggested by
upregulated expression of antioxidant genes, including Nrf2. In view of the fact
that His corrects so many HE-induced insufficiencies of the antioxidant system
in the brain, it may in the future be considered as a promising agent in HE
therapy targeted to reducing ONS.
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