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1. Wykaz skrótów 

ADMA 

ADP 

AGXT-2 

AMP 

Arg 

asymetryczna dwumetyloarginina 

adenozynodwufosforan 

aminotransferaza L-alaninoglioksylanowa-2 

adenozynomonofosforan 

L-arginina 

AU jednostka umowna (ang. arbitrary unit) 

BBB bariera krew-mózg (ang. blood brain barier) 

BCA kwas biscynchoninowy 

BDL zabieg zespolenia dróg żółciowych (ang. bile duct ligation ) 

BH4 Tetrahydrobiopteryna 

CaM Kalmodulina 

cAMP cykliczny adenozynomonofosforan 

CARNS-1 syntaza karnozyny-1 

CAT transporter aminokwasów kationowych (ang. cationic aminoacides 

transporter) 

CBF przepływ krwi w naczyniach mózgu (ang. cerebral blood flow) 

cGMP cykliczny guanozynomonofosforan 

COX-1 cyklooksygenaza-1 

COX-2 cyklooksygenaza-2 

COX-4 podjednostka 4 cytochromu c 

Cpm liczba zliczeń sygnału na minutę (ang. cunts per minute) 

CRP białko ostrej fazy C 

Cyt L-cytrulina 

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

DDAH hydrolaza dimetylargininy 

DMEM podłoże Eagle’a zmodyfikowane przez Dulbecco (ang. Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium) 

DMSO dwumetylosulfotlenek 

DMVG  kwas d- keto  walerianowy ( ang. d-keto-d-(N,N-dimethylguanidine 

valeric acid) 

DTT ditiotreitol, odczynnik Clelanda 

EDTA kwas wersenowy; kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. 

ethylenediaminetetraacetic acid) 

eNOS śródbłonkowa izoforma syntazy tlenku azotu 

EW encefalopatia wątrobowa 

FBS bydlęca surowica płodowa (ang. fetal bovine serum) 

FAD forma utleniona dinukleotydu flawinoadeninowego 

FMN mononukleotyd flawinowy 

GABA kwas γ-aminomasłowy 

GAPDH dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa 

GFAP kwaśne białko włókienkowe (ang. glial fibrillary acidic protein) 

Gln L-glutamina 

Glu glutaminian 

Gly L-glicyna 

GPx peroksydaza glutationowa 

GR reduktaza glutationowa  

GS syntetaza glutaminy 
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HA hiperamonemia   

HO-1 oksygenza hemowa-1 

HPLC wysokociśnieniowa chromatografia cieczowa (ang. high 

performance liquid chromatography) 

IFN-γ interferon-γ 

IL-1 interleukina 1 

IL-6 interleukina 6 

iNOS indukowalna izoforma syntazy tlenku azotu 

IR (ang. ischemia-reperfusion) procedura chirurgiczna powodująca 

przejściowe niedokrwienie narządu 

K chem. stała szybkości reakcji  

KGA glutaminaza typu nerkowego 

L-NAME ester metylowy nitro-L-argininy 

LNMMA monometyloarginina 

LPS lipopolisacharyd 

MHE subkliniczna postać encefalopatii wątrobowej (ang. minimal hepatic 

encephalopathy) 

mPT megakanał mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability 

transition pore) 

n =  liczba osobników/ powtórzeń doświadczenia 

NADPH zredukowana forma kationu fosforanowego dinukleotydu 

nikotynamidoadeninowego 

NF B czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells) 

NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy 

NMDAr receptor kwasu N-metylo-D-asparaginowego 

NO tlenek azotu 

NOS syntaza tlenku azotu 

nNOS neuronalna izoforma syntazy tlenku azotu 

NOx azotyny i azotany 

OA octan amonu 

OCT-2 (ang. organic cation transporter 2) 

ONS stres oksydacyjno-nitracyjny 

OPA dialdehyd ortoftalowy 

OP fenylooctan ornityny 

Orn L-ornityna 

OS stres oksydacyjny 

OTC transkarbamylaza ornityny 

OUN ośrodkowy układ nerwowy 

OX oksydaza ksantynowa 

PBS roztwór soli buforowany fosforanami (ang. phosphate buffered 

saline) 

PCA zespolenie wrotno-systemowe (ang. portacaval  anastomosis) 

PCR reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PFA Paraformaldehyd 

PKC kinaza białkowa C (ang. protein kinase C) 

PMSF fluorek fenylometylosulfonowy 

PRMT N-metylotransferaza argininy 

RBE-4 linia komórek śródbłonka naczyń mózgowych szczura (ang. rat 

brain endothelial cell line) 
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RFA reaktywne formy azotu 

RFT reaktywne formy tlenu 

RT reakcja odwrotnej transkrypcji  

SD odchylenie standardowe ( ang. standard deviation) 

SDMA symetryczna dwumetyloarginina 

SDS siarczan dodecylu sodu 

SDS-PAGE elektroforeza na żelu poliakrylamidowym w warunkach 

denaturujących (ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis) 

sGC rozpuszczalna forma cyklazy guanylowej 

SOD dysmutaza ponadtlenkowa 

SON stres oksydacyjno-nitracyjny 

SSA kwas sulfosalicylowy 

TAA tioacetamid 

TAC całkowita pojemność antyoksydacyjna (ang. total antioxidant 

capacity)  

TBS-T             roztwór soli buforowany Tris, z dodatkiem Tween-20 (ang. tris- 

buffered saline with Tween-20 

TCA kwas trichlorooctowy 

TNF-α czynnik martwicy nowotworu α 
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2. Wstęp 

2.1. Encefalopatia wątrobowa (EW) - charakterystyka ogólna 

Encefalopatia wątrobowa (EW) to zespół neuropsychiatryczny, którego 

bezpośrednią przyczyną jest upośledzenie detoksykacyjnej funkcji wątroby. Schorzenie to 

charakteryzuje się różną etiologią i zmiennym przebiegiem, co utrudnia właściwą 

diagnostykę oraz leczenie (Suraweera i wsp., 2016). Aktualnie obowiązującą w Europie  

i Ameryce Północnej klasyfikację EW opracowano w 2014 r. (Vilstrup i wsp., 2014). 

Zakłada ona analizę czterech podstawowych kryteriów uwzględniających przyczyny  

i przebieg EW. Są to: typ EW, stopień nasilenia objawów, parametr czasowy  

oraz występowanie czynników towarzyszących (Tabela. 1). 

Tabela 1 Klasyfikacja EW 

Czynnik klasyfikacji Kryteria/uwagi 

1. Typ EW Typ A 
(ang. Acute) 

Skutek ostrego uszkodzenia wątroby  

Typ B 
(ang. Bypass) 

W wyniku spontanicznego lub chirurgicznego 
zmniejszenia przepływu krwi przez wątrobę  

Typ C 
(ang. Cirrhosis) 

Skutek przewlekłego uszkodzenia wątroby 

Typ podkliniczny 
(ang. MHE) 

Subtelne zaburzenia psychomotoryczne i 
psychiczne występujące głównie u pacjentów 

z przewlekłym uszkodzeniem wątroby 

2. Stopień 
nasilenia 
objawów 

0 Brak objawów EW lub subtelne zaburzenia 
psychomotoryczne wskutek MHE 

I Zaburzenia rytmu dobowego, obniżona 
koncentracja, niewyraźna mowa 

II Obniżona sprawność intelektualna, 
sporadyczna dezorientacja w czasie, apatia 

III Zaburzenia pamięci, chaotyczna mowa, 
dezorientacja w czasie i przestrzeni 

IV Śpiączka 

3. Parametr 
czasowy 

Epizodyczna Pojedyncze wystąpienie lub epizody rzadsze 
niż co 6 miesięcy 

Nawracająca Epizody częstsze niż co 6 miesięcy 

Przewlekła Stałe zaburzenia intelektualne lub 
lokomotoryczne 

4. Czynniki 
towarzyszące 

Brak lub 
występowanie 

np. cukrzyca, sepsa 

Źródło: opracowanie własne na podstawie (Vilstrup i wsp., 2014). 
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EW typu A jest najczęściej następstwem wirusowego zapalenia wątroby lub 

zatrucia hepatotoksynami (aflatoksyny, amanityna, paracetamol, kwas walproinowy). 

Charakteryzuje ją złe rokowanie, gdyż mogący wystąpić w ostatnim stadium obrzęk 

mózgu, prowadzi do wysokiej (ok. 80%) śmiertelności wśród chorych (Schiodt i wsp., 

1999). Typ C, jest najczęściej występującą postacią EW. Cechuje go niski odsetek 

śmiertelności, a jego główną przyczyną jest marskość wątroby (Prakash i Mullen, 2010). 

 W ostatnim czasie coraz więcej uwagi poświęca się podklinicznej EW  

(ang. minimal hepatic encephalopathy, MHE). Dotyczy ona zarówno pacjentów,  

u których nie występowały wcześniej epizody EW, jak i będących w fazie remisji. 

Diagnoza MHE oparta jest wyłącznie na wynikach testów neuropsychomotorycznych 

wskazujących na subtelne upośledzenie sprawności manualnej, szybkości reakcji  

i pamięci krótkotrwałej. Występowanie tych objawów może być istotne dla osób 

wykonujących zawody wymagające szczególnej sprawności manualnej lub stanu 

długotrwałej koncentracji np. kierowców i lekarzy (De Rui i wsp., 2016; Zhan i 

Stremmel, 2012).  

 

2.2. Eksperymentalne modele EW 

Złożony patomechanizm EW nakłada na eksperymentatora konieczność 

uwzględnienia wielu parametrów przy wyborze zwierzęcego modelu doświadczalnego. 

Należy zaznaczyć, że żaden z dotąd opisanych zwierzęcych modeli EW nie oddaje 

pełnego spektrum objawów obserwowanych u pacjentów (Butterworth i wsp., 2009). 

Większość zwierzęcych modeli EW opiera się na podaniu substancji hepatotoksycznej 

(małe zwierzęta laboratoryjne: szczur, mysz), bądź przeprowadzeniu zabiegu 

chirurgicznego (małe oraz duże zwierzęta laboratoryjne np.: świnie) (Kristiansen i wsp., 
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2014; Sharma i wsp., 2012), psy (Totsuka i wsp., 2004) i króliki (Tunon i wsp., 2003). 

Najczęściej wykorzystywane do badań zwierzęce modele EW przedstawiono w tabeli 2.  

Tabela 2 Zwierzęce modele EW 

Modele ostre (EW typu A) Cechy modelu 

Hepatotoksyczne 
(wg podawanej 
substancji) 

Tioacetamid 
(szczur) 

Dobrze scharakteryzowany model, powtarzalny 
i odwracalny, długie (kilkudniowe) okno 
terapeutyczne. 
Droga podania: ip.# 

Paracetamol 
(szczur, pies, świnia) 

Bezpieczny dla eksperymentatora, mała 
powtarzalność, zwiększa stężenie 
 katecholamin we krwi. 
Droga podania: po., sq. # 

Galaktozamina 
(królik, szczur, świnka 
morska) 

Wysoki koszt, powoduje uszkodzenie BBB. 
Droga podania: iv., ip. # 

Azoksymetan 
(mysz) 

W  krótkim czasie (24-36 h) prowadzi do 
wystąpienia objawów EW III i IV stopnia, 
częstym powikłaniem jest hipotermia. 
 Droga podania:  ip. # 

Chirurgiczne Niedokrwienie 
wątroby 
(szczur, świnia) 

Zespolenie żyły wrotnej z żyłą główną przy 
jednoczesnym  zaciśnięciu  tętnicy wątrobowej 
skutkuje wyłączeniem krążenia wrotnego  
i szybką nekrozą hepatocytów. Wąskie (8 h) 
okno terapeutyczne. 

Zespolenie wrotno-
systemowe (PCA) z 
podaniem amoniaku 
(szczur) 

Odtwarza epizod ostrej EW w przewlekłej 
niewydolności wątroby 

Hepatoktomia 
(szczur, świnia) 

Usunięcie 70-95% wątroby, krótki okres 
przeżycia, utrata znacznej ilości krwi 

Modele przewlekłe (EW typu B i C)  

Zespolenie wrotno-systemowe (ang. 
portacaval anastomosis, PCA) 
(szczur, pies ,królik, świnia) 

Zespolenie (typu koniec do boku), żyły wrotnej z 
żyłą główną wyłącza wątrobę z krążenia 
wrotnego odtwarzając EW typu B, nie powoduje 
zwłóknienia wątroby 

Zwężenie żyły wrotnej 
(szczur) 

Prowadzi do zmniejszenia przepływu krwi przez 
wątrobę stosowane jako model MHE 

Zespolenie dróg żółciowych (ang. bille duct 
ligation, BDL) 
(szczur) 

Model pierwotnej marskości żółciowej wątroby 
towarzyszy mu silny odczyn zapalny, żółtaczka, 
postępujące zwłóknienie wątroby, 
hiperamonemia, zaburzenia pamięci i uczenia 

Przewlekłe (2-6 tyg.) podawanie TAA lub 
CCl4  

(szczur) 

Modele przewlekłej niewydolności wątroby bez 
nadciśnienia wrotnego 

# droga podania substancji hepatotoksycznej: ip.- dootrzewnowo, po.- doustnie, iv.- dożylnie, sq.- 

podskórnie 
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Bezpośrednie skutki toksyczności amoniaku tzw. „stan ostry zatrucia 

amoniakiem” bada się podając (najczęściej gryzoniom) dootrzewnowo źródło jonów 

amonu (np. octan amonu, OA).  W celu wywołania przewlekłej hiperamonemii, OA 

dodawany jest do paszy (Aguilar i wsp., 2000), rzadziej podaje się ureazę (Deshmukh i 

wsp., 1990). 

 Do badania mechanizmów molekularnych neurototoksyczności amoniaku często 

używa się również modeli in vitro.  EW jest pierwotną gliopatią (Norenberg, 1987) z tego 

względu najczęściej w badaniach wykorzystuje się pierwotne hodowle astrocytów (Gorg i 

wsp., 2008; Kruczek i wsp., 2011; Schliess i wsp., 2002). Rzadziej badania dotyczą 

neuronów korowych i móżdżkowych (Bobermin i wsp., 2015), mieszanych hodowli 

astrocytarno-neuronalnych (Braissant i wsp., 2008) oraz komórek śródbłonka naczyń 

mózgowych (Jayakumar i wsp., 2012). W celu wywołania hiperamonemii in vitro do 

pożywki hodowlanej podaje się patofizjologiczne stężenia NH4Cl (0.1-5 mM) oraz inne 

związki mające znaczenie w patomechanizmie EW np. cytokiny prozapalne (Jayakumar i 

wsp., 2015) i mangan (Rama Rao i wsp., 2007).  

 

2.3. Patomechanizm EW 

Upośledzenie detoksykacyjnej funkcji wątroby skutkuje systemowym 

nagromadzeniem związków mogących uszkadzać ośrodkowy układ nerwowy (OUN)  

w tym: amoniaku, fenoli, wolnych kwasów tłuszczowych, merkaptanów (Butterworth, 

2003). W mózgu wzrasta ponadto stężenie aminokwasów aromatycznych  

(tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina), które stają się prekursorami tzw. „fałszywych 

neurotransmiterów” (β-fenyloetanoloamina, tyramina, oktopamina) zaburzających 

funkcjonowanie OUN (Albrecht i Jones, 1999; Butterworth, 2002; Cordoba, 2014). Może 

dochodzić także do gromadzenia manganu w mózgu (Rivera-Mancia i wsp., 2011; Zeron 
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i wsp., 2011). U pacjentów obserwuje się również hiponatremię i hipokaliemię (Ahya i 

wsp., 2006; Toris i wsp., 2011) oraz kwasicę metaboliczną (Ahya i wsp., 2006). 

Amoniak jest głównym czynnikiem sprawczym EW (Felipo i Butterworth, 2002; 

Parekh i Balart, 2015). U chorych z przewlekłą EW wykazano, że stężenie amoniaku we 

krwi wzrasta 1,5–2 krotnie, a u osób z ostrą postacią EW rośnie nawet 4–10 krotnie (Jalan 

i wsp., 2004; Lockwood, 2004). W ostrej EW stężenie amoniaku w  mózgu może osiągać 

wartość 5 mM (Giguere i Butterworth, 1984). Również w przypadku przewlekłej EW 

stężenie amoniaku w mózgu jest znacząco podwyższone (Cooper i Plum, 1987).   

Neurotoksyczne działanie amoniaku związane jest z wieloma wzajemnie 

powiązanymi mechanizmami m.in.: zaburzeniem metabolizmu energetycznego 

(Norenberg i wsp., 1997), dysfunkcją mitochondriów (Norenberg i wsp., 2004), stresem 

oksydacyjnym (Bosoi i wsp., 2014; Gorg i wsp., 2010).  

Jednym z głównych skutków oddziaływania toksycznych stężeń amoniaku na 

mózg jest zaburzenie neurotransmisji glutaminergicznej (Hermenegildo i wsp., 2000; 

Rodrigo i Felipo, 2006), a w mniejszym stopniu także GABA-ergicznej (Cauli i wsp., 

2009), serotoninergicznej (Lozeva i wsp., 2004) i noradrenergicznej (Michalak i wsp., 

2001). 

Istotnym mechanizmem toksycznego oddziaływania amoniaku na mózg jest 

wzrost stężenia glutaminy (Gln), do którego dochodzi wskutek detoksykacji amoniaku do 

Gln przez zlokalizowaną wyłącznie w astrocytach syntetazę glutaminy (GS). Uważa się, 

że bezpośredni efekt osmotyczny Gln (Hilgier i Olson, 1994), oraz powiązane z syntezą 

Gln zaburzenia bilansu energetycznego (Takahashi i wsp., 1991), przyczyniają się do 

obrzmienia astrocytów towarzyszącego ostrej EW (Blei, 2008; Bosoi i Rose, 2013; 

Skowrońska i Albrecht, 2013).  
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Jak dotąd nie wskazano genetycznego podłoża EW, chociaż jeden 

z występujących często w populacji hiszpańskiej polimorfizmów genu kodującego 

glutaminazę typu nerkowego (KGA), (EC 3.5.1.2), polegający na zwiększonej liczbie 

tandemowych powtórzenia sekwencji GCA w regionie promotorowym genu, koreluje  

z częstszym występowaniem symptomatycznej EW. Prawdopodobną przyczyną jest 

wzrost aktywności KGA powodujący wzmożoną degradację Gln i wzrost 

wewnątrzkomórkowego stężenia amoniaku (Romero-Gomez i wsp., 2010). Ostatnie 

badania przeprowadzone na populacji koreańskiej nie potwierdziły jednak powyższej 

zależności (Ahn i wsp., 2016).  

Ostatnie badania coraz częściej zwracają uwagę na udział systemowej odpowiedzi 

zapalnej wynikającej z uszkodzenia wątroby, lub będącej skutkiem towarzyszącej EW 

infekcji (Hung i wsp., 2013; Milewski i Oria, 2015; Shawcross i wsp., 2011; Wasmuth i 

wsp., 2005). U pacjentów z EW stwierdza się pozytywną korelację między stężeniem 

czynnika martwicy nowotworu α (TNF-α) w osoczu, a nasileniem objawów EW (Goral i 

wsp., 2011; Odeh i wsp., 2005). Co więcej, wyższe stężenia TNF-α notowano w 

śmiertelnych przypadkach EW (Streetz i wsp., 2000). Źródłem cytokin prozapalnych nie 

są wyłącznie procesy chorobowe zachodzące w wątrobie. U pacjentów z ostrą EW 

obserwuje się aktywację mikrogleju i astrocytów skutkującą wzmożoną syntezą cytokin 

prozapalnych (IL-1, IL-6) w mózgu (Jiang i wsp., 2009; Wright i wsp., 2014).  
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2.4. Rola syntezy tlenku azotu i stresu oksydacyjno-nitracyjnego (SON) 

 w patomechanizmie encefalopatii wątrobowej 

2.4.1. Syntazy tlenku azotu (NOS)  

Tlenek azotu (NO) został w 1987 r. opisany jako endogenny czynnik 

rozkurczający naczynia krwionośne (Palmer i wsp.). Obecnie wiadomo, że cząsteczka ta 

pełni również funkcję wewnątrzkomórkowego przekaźnika sygnału i jest kluczowa dla 

prawidłowego funkcjonowania OUN (Guix i wsp., 2005; Yuste i wsp., 2015). Głównym 

źródłem NO w organizmie jest reakcja enzymatycznej syntezy z L-argininy (Arg) 

katalizowana przez syntazy tlenku azotu (E.C. 1.14.13.39, NOS).  

Opisano cztery izoformy NOS: neuronalną (nNOS), śródbłonkową (eNOS) 

indukowalną (iNOS) i mitochondrialną (mtNOS), przy czym ostatnia jest niedawno 

wyodrębnioną izoformą nNOS obecną na wewnętrznej błonie mitochondrialnej (Elfering 

i wsp., 2002). W OUN ssaków występują wszystkie wyżej wymienione izoformy NOS 

(Dzoljic i wsp., 2015). Ekspresja nNOS i eNOS zarówno w neuronach jak i astrocytach 

ma charakter konstytutywny. Forma indukowalna jest z kolei charakterystyczna dla 

komórek układu immunologicznego – w tym mikrogleju, ale także astrocytów (Saha i 

Pahan, 2006). Indukcja iNOS zachodzi pod wpływem określonych bodźców np.: cytokin 

prozapalnych, toksyn bakteryjnych, niedokrwienia (Duncan i Heales, 2005; Saha i Pahan, 

2006). W odróżnieniu od konstytutywnych izoform NOS, aktywność iNOS jest 

niezależna od sygnalizacji wapniowej. Enzym ten posiada bowiem wysokie 

powinowactwo do kalmoduliny (CaM), i wiąże ją już przy spoczynkowym stężeniu Ca2+  

w komórce (Dzoljic i wsp., 2015).  

Do pełnej aktywności wszystkich izoform NOS oprócz przyłączenia CaM 

wymagane jest związanie kofaktorów: tetrahydrobiopteryny (BH4), mononukleotydu 
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flawinowego (FMN), dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD) oraz hemu (Wiesinger, 

2001). BH4 przy udziale jonów Zn2+ warunkuje dimeryzację cząsteczek NOS, która jest 

kluczowa dla syntezy NO (Rycina 1). Jednak nawet w warunkach prawidłowych, część 

cząsteczek eNOS nie ulega dimeryzacji, co skutkuje niepełnym przebiegiem reakcji  

i uwolnieniem w miejsce NO, rodnika nadtlenkowego O2
-. Proces ten określa się mianem 

rozprzężenia NOS. 

 

 

Rycina 1 Schemat reakcji katalizowanej przez NOS. Synteza NO jest reakcją pięcioetapowego utleniania 
wymagającą obecności kofaktorów organicznych, jonów Zn2+ oraz dimeryzacji enzymu (dokładny opis w 
tekście). 

 

Funkcja NO w mózgu wiąże się z regulacją mikrokrążenia – za co odpowiada 

głównie eNOS zlokalizowany w komórkach śródbłonka naczyń oraz neurotransmisyjną 

(w tym z opisanym w rozdziale 2.3.2 neuroprzekaźnictwem glutaminergicznym) 

zwyczajowo łączoną z aktywnością nNOS. Należy jednak podkreślić, że również NO 

syntezowany przez eNOS jak i iNOS może wpływać na szlaki przekazywania sygnału  

w komórkach OUN (Forstermann i Sessa, 2012). NO jako neurotransmiter jest aktywny 

w bardzo niskich stężeniach (pikomole NO), (Madhusoodanan i Murad, 2007).  

W wyższych stężeniach (nanomole NO), będących głównie skutkiem aktywacji iNOS, 
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NO przyczynia się do indukcji stresu oksydacyjno-nitracyjnego (ONS) i uszkodzenia 

komórek (Dzoljic i wsp., 2015). Zagadnienie to zostanie rozwinięte w rozdziale 2.4.3. 

 

2.4.2. Synteza NO a zaburzenie przekaźnictwa glutaminergicznego w EW  

Głównym efektorem sygnalnego działania NO jest rozpuszczalna cyklaza 

guanylowa (sGC), syntetyzująca cGMP (Madhusoodanan i Murad, 2007), a jak 

wspomniano w rozdziale 2.3, EW towarzyszy upośledzenie przekaźnictwa 

glutaminergicznego w mózgu. Hiperamonemia powoduje depolaryzację błony 

komórkowej neuronów glutaminergicznych skutkującą wyrzutem glutaminianu (Glu) 

(Moroni i wsp., 1983), czemu towarzyszy obniżony wychwyt zwrotny Glu przez neurony 

(Oppong i wsp., 1995) i astrocyty (Norenberg i wsp., 1997; Rose, 2002). Obserwowano 

również zwiększenie wyrzutu Glu z astrocytów (Rose, 2006). Zjawiska te są przyczyną 

akumulacji tego neuroprzekaźnika w przestrzeni synaptycznej. Dalszą konsekwencją 

opisanego procesu jest między innymi zaburzenie funkcji jonotropowych receptorów dla 

Glu, głównie receptora kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDAr), (Hermenegildo i 

wsp., 2000; Llansola i wsp., 2007).  

Wywołana amoniakiem aktywacja NMDAr jest jednym z głównych mediatorów 

jego toksyczności. Wykazano, że podanie antagonistów NMDAr obniża śmiertelność 

zwierząt narażonych na wysokie dawki amoniaku (Hermenegildo i wsp., 1996; 

Hermenegildo i wsp., 2000).   

Pobudzenie NMDAr wyzwala napływ Ca2+ do komórki, czego jednym ze skutków 

jest aktywacja konstytutywnych izoform NOS. Aktywację NOS w astrocytach szczurzych 

traktowanych amoniakiem wykazano m.in. w układzie in vitro (Skowrońska i wsp., 

2010). 
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Analogicznie w modelach zwierzęcych w pierwszej fazie odpowiedzi na bodziec 

hiperamonemiczny obserwowano aktywację szlaku NMDAr-NO-cGMP w mózgu 

(Hermenegildo i wsp., 2000; Hilgier i wsp., 2003). Wzrost poziomu cGMP wykazano 

również we krwi pacjentów z ostrą EW, a parametr ten ulegał obniżeniu po 

przeprowadzeniu transplantacji wątroby (Schneider i wsp., 1994). 

Długotrwała ekspozycja neuronów na amoniak w warunkach in vitro, prowadzi do 

obniżenia stężenia cGMP, co wynika ze spadku aktywności szlaku NMDA/NO/cGMP 

(Llansola i wsp., 2007; Rodrigo i wsp., 2005a). 

Obniżenie syntezy NO i cGMP w mózgu obserwuje się także w zwierzęcych 

modelach przewlekłej hiperamonemii i EW (Corbalan i wsp., 2002; El-Mlili i wsp., 2008; 

Rodrigo i wsp., 2005b). Wydaje się, że zahamowanie aktywności szlaku 

NMDA/NO/cGMP w przewlekłej EW stanowi odpowiedź kompensacyjną na pierwotną 

aktywację NMDAr. 

Występujące w EW zmiany w syntezie cGMP są prawdopodobnie główną 

przyczyną występowania zaburzeń rytmu dobowego oraz pamięci w przewlekłej EW 

(Cabrera-Pastor i wsp., 2016; Llansola i wsp., 2013). Potwierdzają to badania wykonane 

na szczurach karmionych przez 3 tygodnie paszą bogatą w OA. W modelu tym, 

dokomorowe podanie inhibitora fosfodiesteraz (zaprinast) istotnie podwyższało stężenie 

cGMP w mózgu oraz poprawiało zdolność zapamiętywania u szczurów (Erceg i wsp., 

2005a). Podobne wyniki uzyskano w modelu PCA, używając innego inhibitora 

fosfodiesteraz sidenafilu (Erceg i wsp., 2005b). Ze względu na możliwe skutki uboczne 

inhibitory fosfodiesteraz nie są jednak używane w terapii EW. 

NO syntezowany w komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych powoduje 

rozluźnianie mięśniówki ścian naczyń, co zwiększa ich średnicę ułatwiając przepływ 

krwi. Mechanizm ten reguluje między innymi przepływ krwi w naczyniach mózgu (CBF) 
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(Pretnar-Oblak, 2014). U pacjentów z EW obserwuje się dynamiczne zmiany tego 

parametru. Stanom przewlekłym często towarzyszy spadek CBF, który uważa się za 

czynnik prognostyczny wystąpienia ostrego epizodu EW (Iversen i wsp., 2009; Zheng i 

wsp., 2013; Zheng i wsp., 2012). Z kolei, w ostrej EW często obserwuje się 

poprzedzający rozwój obrzęku mózgu, wzrost  CBF (Ede i Williams, 1986; Jalan i wsp., 

2004). Tę prostą korelację komplikuje jednak fakt, iż równolegle obserwowano obniżony 

CBF w stanach krytycznych (Almdal i wsp., 1989; Wendon i wsp., 1994).  

 

2.4.3. Stres oksydacyjny i nitracyjny (SON) w EW  

Stres oksydacyjno-nitracyjny (SON) definiowany jest jako nadmierny wzrost 

wewnątrzkomórkowej, a w szczególności mitochondrialnej puli reaktywnych form tlenu 

(RFT) i azotu (RFA) (Grattagliano i wsp., 2014; Ruszkiewicz i Albrecht, 2015a; 

Skowrońska i Albrecht, 2013). Ze względu na wysokie zapotrzebowanie tkanki nerwowej 

na tlen oraz relatywnie niską aktywność układów antyoksydacyjnych: katalazy, 

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx), mózg jest 

szczególnie podatny na uszkodzenia będące skutkiem SON (Dringen, 2000).  

Obecnie uważa się, że SON i jego skutki są jednym z głównych mechanizmów 

uszkadzających komórki OUN w warunkach hiperamonemii oraz EW. Markery SON 

takie jak: wzrost całkowitej puli RFT lub stricte ·O2
- i wzmożoną oksydację RNA, 

wykazano w traktowanych amoniakiem astrocytach in vitro (Gorg i wsp., 2008; 

Jayakumar i wsp., 2006a; Kruczek i wsp., 2011; Murthy i wsp., 2001; Skowrońska i wsp., 

2010) i linii komórek śródbłonka naczyń mózgowych szczura (RBE-4), (Skowrońska i 

wsp., 2012a). Efekty te są w znaczącej mierze wynikiem aktywacji ścieżki NMDAr-NO-
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cGMP, co wykazano stosując antagonistów NMDAr, których podanie odwracało skutki 

SON (Kosenko i wsp., 2003; Kruczek i wsp., 2011; Schliess i wsp., 2002).  

 Zwiększoną produkcję RFT w mózgu opisano także w zwierzęcych modelach 

ostrej HA (Hilgier i wsp., 2003; Kosenko i wsp., 1997; Kosenko i wsp., 2003). W ostrej 

EW wywołanej podaniem TAA wykazano akumulację RFT w różnych rejonach mózgu 

wykazując, że kora mózgowa, rdzeń przedłużony i most były bardziej wrażliwe na SON 

niż móżdżek (Sathyasaikumar i wsp., 2007). Markery stresu oksydacyjnego wykryto 

także we krwi chorych z EW (Negru i wsp., 1999) i w mózgach osób zmarłych w wyniku 

EW (Gorg i wsp., 2010). 

Wolne rodniki tlenowe bardzo łatwo reagują z NO (dla reakcji ·O2
- z NO stała 

szybkości reakcji (k) wynosi 1,6x1010 mol/s), wyzwalając kaskadę reakcji 

wolnorodnikowych będącą przyczyną stresu nitracyjnego (Ryc. 2) (Nauser i Koppenol, 

2002).  

 

Rycina 2 Schemat przebiegu reakcji wolnorodnikowych zachodzących z udziałem NO 
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Na poziomie molekularnym skutkami SON obserwowanymi w EW są m.in.: 

 Oksydacja białek i kwasów nukleinowych (Gorg i wsp., 2008) 

 Peroksydacja lipidów, skutkująca zmianami w płynności błon komórkowych 

(Swapna i wsp., 2006) 

 S-nitrozylacja białek (Gorg i wsp., 2008; Schliess i wsp., 2002) 

Ze względu na opisany powyżej udział NO w reakcjach wolnorodnikowych, jego stężenie 

w tkankach lub płynach ustrojowych stanowi marker stresu nitracyjnego. Z uwagi na 

nietrwałość cząsteczki NO przeważnie oznacza się całkowite stężenie azotynów  

i azotanów traktując je jako pochodną stężenia NO lub wnioskuje na podstawie zmian 

ekspresji i aktywności NOS.  

Zarówno zwiększona ekspresja NOS, jak i wzrost stężenia azotynów/azotanów 

wykazywano w eksperymentalnych modelach ostrej EW (Master i wsp., 1999; Rao i 

wsp., 1995; Sathyasaikumar i wsp., 2007). 

 

2.5.  L-arginina w OUN 

Wewnątrzkomórkowe stężenie L-argininy (Arg) definiuje dostępność substratu 

dla NOS z tego względu metabolizm i transport tego aminokwasu jest ważnym 

czynnikiem regulującym syntezę NO. 

 Dla ssaków głównym źródłem Arg jest białko obecne w pokarmie, ale część 

(15-20%) Arg pochodzi z endogennej syntezy. U dzieci, z uwagi na wysokie tempo 

anabolizmu oraz u osób starszych lub niedożywionych, endogenna synteza Arg może być 

niewystarczająca do pokrycia zapotrzebowania na ten aminokwas. Z tego względu Arg 

klasyfikowana jest jako aminokwas częściowo (fakultatywnie) egzogenny (Wu i wsp., 

2009). Arg jest także substratem syntezy licznych związków m.in.: NO, mocznika, 
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ornityny, kreatyny, cytruliny, Glu, Gln, agmatyny, proliny i poliamin (Wiesinger, 2001; 

Wu i wsp., 2009).  

Komórki OUN nie posiadają kompletu enzymów cyklu ornitynowego 

(mocznikowego), co jest jedną z przyczyn ich dużej wrażliwości na amoniak. W mózgu 

zachodzi jednak „niepełny cykl Krebsa”, jak określa się enzymatyczną syntezę Arg  

z cytruliny (Cyt). Stwierdzono, że hiperamonemia aktywuje ekspresję enzymów 

katalizujących tę reakcję w astrocytach in vitro (Braissant i wsp., 1999; Jackson i wsp., 

1996), a w szczurzym modelu hiperamonemii wykazano wzrost ich aktywności związany 

głównie z komórkami glejowymi (Swamy i wsp., 2005). Informacje te dowodzą 

zaburzenia metabolizmu Arg i Cyt w warunkach EW, co może stanowić zarówno 

przyczynę, jak i skutek zmian w aktywności NOS.  

 

2.5.1. Transport Arg w OUN 

Wobec faktu, że większość zużywanej przez mózg Arg pochodzi z obwodu, 

kierunek i tempo transportu tego aminokwasu do i między komórkami OUN, mogą być 

czynnikami regulującymi aktywność NOS w mózgu (Wiesinger, 2001).  

Transport Arg przez błonę komórkową odbywa się wyłącznie przez swoiste białka 

nośnikowe należące do układów transportujących: y+, y+L, b0,+ i B0,+ (Wiesinger, 2001). 

Spośród wymienionych, układ y+ odpowiada za ok. 70% całego wychwytu Arg do 

komórek OUN. Należy do niego kilka białek nośnikowych dla aminokwasów 

zasadowych (CAT) kodowanych przez geny SLC7A1-4 wykazujących różny poziom 

ekspresji i swoistości tkankowej (Tabela 3; (Wu i Morris, 1998). 

Transportery układu y+ identyfikowano w homogenacie mózgu, komórkach 

tworzących BBB (Stoll i wsp., 1993), w pierwotnych hodowlach neuronów korowych  
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i móżdżkowych (Westergaard i wsp., 1993) oraz astrocytów (Hosoya i wsp., 2010; 

Schmidlin i Wiesinger, 1994).  

Białka CAT1,  CAT2B i CAT3 cechuje wysokie powinowactwo do Arg (Km= ok. 

100 μM). Ekspresja CAT1 i CAT2B w mózgu zachodzi zarówno w neuronach jak  

i astrocytach (Kim i wsp., 1991; MacLeod i wsp., 1994). CAT3 zlokalizowany jest z kolei 

wyłącznie w neuronach (Hosokawa i wsp., 1999). 

Tabela 3 Transportery należące do układu y+ 

Symbol 
genu 

Nazwa białka Główne miejsca ekspresji 

SLC7A1 CAT1 większość narządów poza wątrobą 

SLC7A2 CAT2A wątroba, mięśnie szkieletowe, trzustka 

SLC7A3 CAT2B mózg,  wątroba 

SLC7A4 CAT3 mózg (neurony), tarczyca 

 

Białka systemu y+L oraz b0,+ i B0,+ oprócz aminokwasów zasadowych transportują 

też aminokwasy obojętne. Układ B0,+ wymaga jonów sodu i akceptuje najszersze 

spektrum substratów: aminokwasy zasadowe, niskocząsteczkowe aminokwasy obojętne  

i aminokwasy rozgałęzione. 

 Białka należące do systemów y+ i B0,+ są jednobiałkowymi glikoproteinami,  

z kolei y+L oraz b 0,+ mają budowę heterodimeryczną. Heterodimeryczne transportery Arg 

nie podlegają glikozylacji podczas obróbki potranslacyjnej i wymagają połączenia  

z błonową glikoproteiną II typu 4F2hc (Verrey i wsp., 2004). 

Spośród białek należących do systemu y+L dwa: y+LAT1 i y+LAT2 są 

transporterami dla Arg. Białko y+LAT2 wykazuje większe powinowactwo do Arg niż 

y+LAT1 i występuje w wielu tkankach m.in. w mózgu i wątrobie (Broer i wsp., 2000; 

Closs i wsp., 2004). Transport aminokwasów zasadowych w tym Arg przez y+LAT2 jest 

niezależny od obecności Na+. Z kolei, przenoszenie przez ten transporter aminokwasów 
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obojętnych odbywa się wraz z jonami Na+ (Verrey i wsp., 2004). Gradient jonów sodu  

i aktywny transport Arg do komórki za pośrednictwem białek CAT sprawiają, że 

preferowanym kierunkiem transportu przez y+LAT1 i y+LAT2 jest usuwanie 

aminokwasów zasadowych z komórki (Closs i wsp., 2004; Fotiadis i wsp., 2013). 

W szczurzym modelu ostrej (Albrecht i wsp., 1990) jak i przewlekłej EW (Rao i 

wsp., 1997b) wykazano wzrost wychwytu Arg do synaptosomów. Co więcej, inkubacja 

synaptosomów pochodzących od zwierząt kontrolnych z amoniakiem, również 

skutkowała zależnym od dawki wzrostem wychwytu Arg. Z kolei, w szczurzym modelu 

HA, wykazano także podwyższoną aktywność i ekspresję transportera y+LAT2 (Zielińska 

i wsp., 2011). Białko y+LAT2  w warunkach EW i  gromadzącej się w mózgu Gln może 

regulować dostępność Arg dla komórek OUN i tym samym wpływać na syntezę NO 

(Zielińska i wsp., 2014). 

 

2.6. Metylowane pochodne argininy jako endogenne inhibitory syntezy NO 

W 1986 r. Drapier i Hibbs opisali hamujący wpływ NG-monometyloargininy  

(L-NMMA) na uwalnianie azotynów i azotanów przez aktywowane makrofagi (Drapier i 

Hibbs, 1986). Kiedy rok później opublikowano pracę otwierającą erę badań nad rolą NO 

w regulacji przepływu krwi (Palmer i wsp., 1987), powiązano substrat syntezy NO z jego 

metylowaną pochodną, która do dzisiaj jest jednym z najczęściej stosowanych 

inhibitorów NOS. 

Wykazanie wzrostu stężenia asymetrycznej NG, NG-dwumetyloargininy (ADMA) 

w osoczu pacjentów z niewydolnością nerek skierowało uwagę badaczy na możliwość 

udziału tego związku w regulacji przepływu nerkowego (Vallance i wsp., 1992a, 1992b). 

Od czasu tych pionierskich badań liczba prac opisujących endogenne metyloargininy  

w normie i patologii stale rośnie. Obecnie są one uważane za marker ryzyka wystąpienia 
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chorób sercowo-naczyniowych, głównie choroby niedokrwiennej serca i nadciśnienia 

tętniczego (Liu i wsp., 2016). ADMA jest także wiązana z takimi chorobami jak cukrzyca 

typu 2, astma oskrzelowa, schorzenia nerek o różnej etiologii, niewydolność wątroby 

(Alpoim i wsp., 2015; Calabrese i wsp., 2015; Ferrigno i wsp., 2015; Raptis i wsp., 2013; 

Tousoulis i wsp., 2013). W kontekście EW, schorzenia będącego przedmiotem niniejszej 

rozprawy, rola metylowanych pochodnych Arg jest słabo zbadana. 

 

2.6.1. Metabolizm metyloarginin 

U ssaków wykazano obecność trzech endogennych metyloarginin: wspomnianych 

L-NMMA i ADMA oraz symetrycznej NG, NG-dwumetyloargininy (SDMA). Związki te 

uwalniane są w wyniku hydrolizy białek komórkowych, w których Arg uległa naturalnie 

występującej metylacji (Leiper i Vallance, 1999; Teerlink i wsp., 2009). 

Metylacja Arg jest elementem potranslacyjnej obróbki białek katalizowanym 

przez metylotransferazy argininy (EC 2.1.1.-, PRMT). Białka PRMT (u różnych 

organizmów zidentyfikowano przeszło 400 genów kodujących białka o aktywności 

PRMT) występują zarówno u organizmów prokariotycznych jak i eukariotycznych, co 

tylko potwierdza znaczenie i powszechność zjawiska metylacji Arg w przyrodzie 

(Schapira i Ferreira de Freitas, 2014). 

Białka PRMT ze względu na biochemiczną specyfikę aktywności katalitycznej 

dzieli się na kilka klas. U człowieka i innych ssaków występują PRMT zaliczane do klasy 

I i II.  PRMT klasy I i II przeprowadzają dwuetapową metylację, w której pierwsze 

przyłączenie grupy metylowej odbywa się wspólnym mechanizmem prowadząc do 

syntezy L-NMMA. Następnie białka PRMT klasy I przyłączają druga grupę metylową  

w asymetrycznej pozycji syntetyzując ADMA. Z kolei PRMT klasy II, przyłączają drugą 

grupę metylową symetrycznie, tworząc SDMA (Fackelmayer, 2005). Szczegóły 
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mechanizmu enzymatycznej metylacji argininy i regulacja PRMT zostały dokładnie 

opisane w obszernej pracy Moralesa i wsp., (2016). Schemat syntezy metyloarginin przez 

PRMT1 i 2 przedstawiono na rycinie 3. 

 

Rycina 3 Schemat endogennej metylacji argininy  
 

Najlepiej poznano rolę metylacji Arg w histonach, gdzie reguluje ona stopień 

kondensacji chromatyny, a tym samym wpływa na ekspresję genów (Di Lorenzo i 

Bedford, 2011). Stwierdzono m.in. że aktywność PRMT reguluje ekspresję estrogenów i 

licznych czynników transkrypcyjnych m.in.: p53, YY1, NF-κB, PPARγ, RUNX1, E2F1  

i Stat1  (Bedford i Richard, 2005; Bonifer i Cockerill, 2011; Mowen i wsp., 2001; Yadav i 

wsp., 2003; Zhao i wsp., 2008). Metylacja Arg zachodzi również poza jądrem 

komórkowym wpływając na charakter późniejszych interakcji typu białko-białko (Basso i 

Pennuto, 2015).  

 Obecność w organizmie wolnych metyloarginin jest wynikiem proteolizy białek 

komórkowych. Zatem, tempo ich wytwarzania zależy od dwóch czynników: zmian  

w aktywności PRMT oraz obrotu białka (Teerlink i wsp., 2009). Na stężenie 

metyloarginin w tkance oraz płynach ustrojowych wpływa również tempo ich usuwania. 
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Związki te mogą być rozkładane enzymatycznie przez hydrolazy dwumetyloargininy 

(DDAH) do Cyt i metyloamin (reakcja specyficzna dla ADMA oraz  

L-NMMA) lub bezpośrednio wydalane z moczem. Szacuje się, że ponad 70% ADMA jest 

degradowane przez DDAH (Achan i wsp., 2003), co czyni z tego enzymu główny 

regulator stężenia ADMA w organizmie (Pope i wsp., 2009b; Teerlink i wsp., 2009). 

DDAH występuje w postaci dwóch izoform DDAH-1 i DDAH-2, różniących się 

dystrybucją tkankową i aktywnością katalityczną. Rozkład ADMA przez DDAH-1 jest 

ok. 70 razy wydajniejszy niż katalizowany przez drugą izoformę enzymu (Tabela 4).  

Tabela 4 Porównanie kinetyki degradacji ADMA przez DDAH1 i DDAH2. Do analizy użyto 
oczyszczonych enzymów rekombinowanych w systemie E. coli. 

Izoforma DDAH Km [μM] Vmax [nmol/mg/min] 

DDAH-1 68.7 356 

DDAH-2                 16        4.8 

Źródło: (Hong i Fast, 2007; Pope i wsp., 2009a). 

Analiza ilościowa DDAH-1/2 przeprowadzona metodą dot-blot wykazała, że 

DDAH obecne jest w większości ludzkich narządów i tkanek (Tran i wsp., 2000). 

Zauważono, co potwierdziły późniejsze prace (Balasubramaniyan i wsp., 2012; Greco i 

wsp., 2015; Zhang i wsp., 2013), że w mózgu obecne jest głównie białko DDAH-1. 

Wysoki poziom ekspresji tej izoformy wykazują: różne rejony kory mózgowej, 

hipokamp, wzgórze, skorupa, jądro niskowzgórzowe. Spośród przebadanych struktur 

układu nerwowego wyraźną ekspresję DDAH-2 wykazano jedynie w rdzeniu 

przedłużonym i rdzeniu kręgowym. Z kolei, w większości narządów miąższowych, w tym 

w wątrobie, ekspresja obu izoform DDAH zachodzi na podobnym poziomie (Tran i wsp., 

2000). Na podstawie przytoczonych badań Tran i wsp., (2000) zaproponowali hipotezę 

zakładającą funkcjonalną kolokalizację DDAH z NOS, przy czym DDAH-1 związany 

jest wyraźnie z tkankami posiadającymi nNOS, a DDAH-2 z eNOS. 
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Pozbawienie transgenicznych myszy („knockout genowy”) genu kodującego  

DDAH-1 jest mutacja letalną. Mysie heterozygoty przeżywają, ale obserwowany u nich 

znaczący wzrost stężenia ADMA w osoczu hamował syntezę NO w naczyniach, co 

skutkowało wzrostem ciśnienia krwi w krążeniu obwodowym i płucnym (Leiper i wsp., 

2007). Przy podwyższonej ilości DDAH-1 obserwowano odwrotne skutki wynikające ze 

wzmożonej relaksacji naczyń (Dayoub i wsp., 2008). Ponadto, aktywność NOS ulegała 

ok. 50% podwyższeniu zarówno w warunkach in vitro jak i w tkankach transgenicznych 

myszy (Dayoub i wsp., 2003; Stuhlinger i wsp., 2007). 

Niedawno poznaną, alternatywną ścieżką degradacji ADMA, jest mitochondrialna 

alanino-glioksyloaminotransferaza-2 (AGXT-2) (Caplin i wsp., 2012; Kittel i wsp., 

2013). Enzym ten katalizuje rozkład ADMA do kwasu d-keto walerianowego (DMGV)  

i glicyny. Głównym miejscem ekspresji AGXT-2 są nerki i wątroba (Martens-

Lobenhoffer i wsp., 2012), ale obecność zarówno transkryptu jak i białka AGXT-2 

wykazano także w mózgu, w szczególności w hipokampie i prążkowiu (Abe i wsp., 

2014). Jak dotąd jedyną poznaną drogą transportu ADMA przez wewnętrzną błonę 

mitochondrialną jest transporter kodowany przez gen Slc25a2 (Porcelli i wsp., 2016). 

Aktywność AGXT-2 ma realne przełożenie na poziom ADMA w organizmie. 

Wykazano obniżenie stężenia ADMA w osoczu i wątrobie myszy z podwyższoną 

ekspresją AGXT-2 (Rodionov i wsp., 2010). Natomiast myszy typu „knockout” 

nieposiadające genu kodującego AGXT-2 charakteryzował wzrost stężenia ADMA w 

osoczu, spadek syntezy NO w śródbłonku naczyń krwionośnych i wzrost ciśnienia 

tętniczego (Caplin i wsp., 2012). Rola AGXT-2 w regulacji syntezy ADMA w warunkach 

EW nie była dotąd badana. 
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2.6.2. Regulacja aktywności NOS przez metyloargininy 

ADMA i L-NMMA są kompetycyjnymi inhibitorami wszystkich izoform NOS. 

Postuluje się, że wewnątrzkomórkowe stężenie metyloarginin może być elementem 

regulacji tempa wytwarzania NO opartym o działanie pętli sprzężeń zwrotnych. Za tym 

poglądem przemawia m.in. hamowanie aktywności DDAH przez wysokie stężenia NO 

(Pope i wsp., 2009b), lub Arg (Wang i wsp., 2006). ADMA wydaje się być również 

odpowiedzialna za tzw. „paradoks argininowy” – zjawisko wzrostu syntezy NO po 

podaniu Arg, mimo, iż wyjściowe stężenie Arg znacząco przekraczało Km dla NOS. 

Innymi słowy jest to dowód realnej inhibicji NOS przez ADMA, mimo wysokiego 

współczynnika Arg/ADMA i możliwości odwracania tego efektu przez wzrost stężenia 

Arg lub obniżenie stężenia ADMA (Closs i wsp., 2000; MacLeod, 1996).  

Drugim, obok bezpośredniego hamowania, mechanizmem obniżającym syntezę 

NO przez metyloargininy jest regulacja wewnątrzkomórkowego stężenia substratu dla 

NOS (Tsikas i wsp., 2000). Arg jest transportowana do komórki z udziałem białek 

opisanych w rozdziale 2.5.1, a modulacja jej transportu reguluje tempo produkcji NO 

(Sobrevia i Gonzalez, 2009). Metyloargininy konkurując o transportery z Arg (głównie 

CAT),  mogą hamować napływ Arg do komórki (Closs i wsp., 2006; Strobel i wsp., 

2012).  

Ostatnio opisano transport Arg i ADMA z udziałem białka OCT-2 (ang. organic 

cation transporter 2). Transporter ten ulega silnej ekspresji w kanalikach bliższych nerek, 

gdzie odpowiada za usuwanie niektórych metabolitów (Koepsell i wsp., 2007). Jego 

obecność w mózgu wiązana jest głównie z transportem agmatyny, ale może on 

transportować również Arg i ADMA (Strobel i wsp., 2013). 

W transporcie ADMA oprócz białek CAT uczestniczy również opisany  

w rozdziale 2.5.1 układ y+LAT. Świadczy o tym opisany przypadek kliniczny pacjenta 
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cierpiącego na częste ataki dusznicy bolesnej, u którego stwierdzono obniżenie poziomu 

białka y+LAT1 skutkujące gromadzeniem ADMA w komórkach śródbłonka naczyń 

krwionośnych i zaburzeniem aktywność eNOS (Closs i wsp., 2012). Bezpośredni wpływ 

ADMA na transport Arg w modelach EW, a w szczególności przez y+LAT2, nie był 

dotąd badany. 

 

2.6.3. Metyloargininy w EW 

W schorzeniach związanych z dysfunkcją wątroby skutkujących wystąpieniem 

EW obserwowano podwyższone stężenie ADMA we krwi zarówno w stanach ostrych, 

jak i przewlekłych (Tabela 5). 

Tabela 5 Wybrane schorzenia z towarzyszącą EW w których wykazano wzrost stężenia ADMA 
we krwi  

 

 

W jednej z prac stwierdzono pozytywną korelację między stężeniem ADMA w 

osoczu, a objawami klinicznymi EW u pacjentów (Bajaj i wsp., 2013). Podwyższone 

stężenie ADMA u pacjentów z EW wiąże się też z procesami zapalnymi. Wykazano 

wyraźną korelację tego metabolitu z poziomem cytokin prozapalnych w osoczu oraz 

Rozpoznanie Obserwacje związane ze wzrostem 
stężenia ADMA w osoczu 

Źródło 

Niewydolność wątroby 
 wraz z sepsą 

Wzrost stężenia ADMA  jako czynnik  
pogarszający rokowanie 

(Brenner i wsp., 2012) 

Zatrucie 
paracetamolem 

Pozytywna korelacja  stężenia ADMA  
i poziomu cytokin prozapalnych 

(Mookerjee i wsp., 2007a) 

Poalkoholowa choroba 
wątroby 

ADMA niweluje efekty wzmożonej 
syntezy NO w naczyniach obwodowych 

(Lluch i wsp., 2004) 

WZW typu C Pozytywna korelacja stężenia ADMA 

 z nadciśnieniem wrotnym 

(Vizzutti i wsp., 2007) 

Rozległa hepatektomia Pooperacyjny wzrost stężenia ADMA (Nijveldt i wsp., 2004) 

Przewlekła 
niewydolność wątroby 

Pozytywna korelacja stężenia ADMA 
 z zaburzeniami poznawczymi 

(Bajaj i wsp., 2013) 
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istotne obniżenie obu badanych parametrów u pacjentów po przeszczepie wątroby 

(Mookerjee i wsp., 2007a). 

 Dostępne dane kliniczne są przeważnie niewystarczające do jednoznacznego 

wnioskowania o roli ADMA w patomechanizmie EW. Nie jest też jasne czy jej stężenie 

ulega zmianie w mózgu oraz jak wygląda dystrybucja ADMA między krwią a komórkami 

OUN w warunkach EW. Badania te rzadko wskazują też na bezpośrednie przyczyny 

zmian  stężenia ADMA. 

Badania na modelach zwierzęcych potwierdziły, że wzrost stężenia ADMA 

towarzyszy zarówno ostremu uszkodzeniu wątroby (ostra EW) (Bekpinar i wsp., 2015), 

jak i przewlekłemu uszkodzeniu wątroby, co wykazano m.in. w modelu BDL.  

U szczurów BDL podwyższone stężenie ADMA utrzymuje się nawet 4 tyg. po operacji 

(Sheen i wsp., 2014). W modelu tym wykazano również związek między hiperamonemią 

a stężeniem ADMA. Obniżenie stężenia amoniaku przez podanie fenylooctanu ornityny 

(OP) skutkowało istotnym spadkiem stężenia ADMA w mózgu i krwi obwodowej oraz 

zwiększało aktywność eNOS w mózgu (Balasubramaniyan i wsp., 2012).  

Nie jest jasne, czy zmiany stężenia ADMA w EW są wynikiem wzmożonej 

aktywności PRMT, obniżenia tempa usuwania ADMA, czy też kombinacją tych 

czynników. W szczurzym modelu BDL opisywano zarówno zwiększenie ilości białka 

PRMT-1 w wątrobie (Tain i wsp., 2010a; Yang i wsp., 2012), jak i jego obniżenie w 

mózgu (Tain i wsp., 2010a). Warto dodać, że w warunkach niedokrwienia wątroby ilość 

transkryptu Prmt-1 ulegała obniżeniu (Ferrigno i wsp., 2014). 

 Jak opisywano wyżej, wątroba jest głównym miejscem enzymatycznej degradacji 

ADMA w organizmie (Pope i wsp., 2009b; Sibal i wsp., 2010), zaś jej uszkodzenie 

skutkuje obniżeniem aktywności DDAH w tym narządzie, co jest przypuszczalnie główną 
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przyczyną wzrostu stężenia ADMA we krwi (Balasubramaniyan i wsp., 2012; Tain i 

wsp., 2010a; Tain i wsp., 2010b). 

Poza modulacją ścieżki sygnalizacyjnej NMDAr-NO-cGMP, ADMA jako 

inhibitor syntezy NO może mieć udział w regulacji CBF w warunkach EW (por. 2.3.1). 

Hamujący wpływ ADMA na przepływ mózgowy był wielokrotnie wykazywany (Faraci i 

wsp., 1995; Segarra i wsp., 1999). Niestety brak jest danych bezpośrednio opisujących 

rolę ADMA w regulacji przepływu mózgowego w EW.  

Dodatkowo, nieliczne badania wskazują na bezpośrednią farmakologiczną 

możliwość regulacji stężenia ADMA. Komercyjnie dostępne inhibitory PRMT:  

S-(5′-adenosylo)-L-homocysteina i S-(5′-adenosylo)-L-metionina nie są wystarczająco 

specyficzne (Yan i wsp., 2014).   

Podsumowując, wzrost stężenia ADMA obserwowano we krwi pacjentów z EW, 

jak i w zwierzęcych modelach EW. Niemniej jednak rola metyloarginin  

w patomechanizmie EW wymaga uszczegółowienia, zwłaszcza w kontekście ostrej EW  

i obserwowanego w mózgu SON.  

 

2.7. Protekcyjna rola histydyny i karnozyny w EW 

Badania neurotoksycznego działania amoniaku i jego roli w patomechanizmie 

EW, w tym skutków SON, wiążą się z próbami przeciwdziałania obserwowanym 

zaburzeniom. Jednym ze związków, którego protekcyjne właściwości bada się w tym 

kontekście jest L-histydyna (His). 

Warto w tym miejscu przytoczyć badania, w których His znosiła wywołane 

podaniem amoniaku (Reddy i wsp., 2006) lub Gln (Jayakumar i wsp., 2006b; Pichili i 

wsp., 2007) obrzmienie astrocytów in vitro. Powyższe obserwacje przez długi czas 

wiązano głównie z kompetycyjnym hamowaniem transportu Gln do mitochondriów 
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(Albrecht i wsp., 2000; Zieminska i wsp., 2000), ale prawdopodobnie są one również 

wynikiem właściwości antyoksydacyjnych cząsteczki His.  

His jest aminokwasem biogennym łączącym właściwości aminokwasów 

zasadowych i aromatycznych ze względu na obecność pierścienia imidazolowego 

(Rycina 4). 

 

Rycina 4 Wzór strukturalny L-histydyny 

 

Pierścień imidazolowy odpowiada za biochemiczne właściwości His: wiąże 

kationy metali m.in. żelaza (Fe2+) i cynku (Zn2+), co sprawia, że bierze ona udział w 

regulacji aktywności katalitycznej licznych enzymów: m.in. anhydrazy węglanowej  

i dysmutazy ponadtlenkowej (Stifel i Herman, 1971). 

 His ma również silne właściwości antyoksydacyjne. Obniża produkcję •OH, 

powstającego w zależnej od Fe2+ reakcji Fentona (Nagy i Floyd, 1984) oraz może wiązać 

tlen singletowy •O2
 (Matheson i wsp., 1979). 

His może być wykorzystana przez komórkę jako substrat syntezy dwupeptydu  

β-alanylo-L-histydyny (karnozyny). Cząsteczki karnozyny i His mają identyczny 

pierścień imidazolowy, dzięki czemu karnozyna wykazuje zbliżone do His właściwości 

antyoksydacyjne (Boldyrev i wsp., 2013; Park i wsp., 2014; Zhang i wsp., 2011; Zhao i 

wsp., 2012). 

Doświadczenia na modelach zwierzęcych pokazują, że suplementacja diety His 

lub karnozyną skutkuje wzrostem ich stężenia w tkankach, co przekłada się na efekty 
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antyoksydacyjne (Chan i wsp., 1994; Lee i wsp., 2005) i przeciwzapalne (Lee i wsp., 

2005).  

Związki te wykazywały też efekty osłonowe wobec wątroby. Podawanie His lub 

karnozyny w mysim modelu przewlekłego alkoholowego uszkodzenia wątroby 

spowodowało wzrost stężenia glutationu oraz aktywności katalazy i peroksydazy 

glutationowej w wątrobie. W cytowanej pracy obserwowano ponadto spadek stężenia 

białek ostrej fazy (CRP) i prozapalnych cytokin TNF-α i IL-6 (Liu i wsp., 2008). Z kolei, 

w szczurzym modelu uszkodzenia wątroby przez TAA wykazano protekcyjne działanie 

karnozyny względem zmian martwiczych wątroby (Mehmetcik i wsp., 2008).  

Ponadto, w szczurzym modelu choroby Parkinsona zaobserwowano, że His może 

hamować produkcję ∙OH w prążkowiu (Obata i wsp., 2001). Oprócz działania per se, 

suplementacja His zapobiega redukcji puli mitochondrialnego glutationu w korze 

mózgowej pochodzącej od zwierząt z ostrą EW wywołaną podaniem TAA (Ruszkiewicz i 

wsp., 2013). W tym samym modelu His redukowała markery SON w mózgu: ekspresję 

oksygenazy hemu-1 (HO-1) i aktywację megakanału mitochondrialnego (mPT)  

i dodatkowo zmniejszała obrzęk mózgu (Rama Rao i wsp., 2010).  

Transport His przez BBB odbywa się z udziałem białek należących do dwóch 

systemów transportowych: N oraz L (Yamakami i wsp., 1998). Rolę tych transporterów 

wykazano także w wyizolowanym splocie naczyniówki szczura (Xiang i wsp., 1998).  

W obu pracach system N wskazywany był jako główny transporter tego aminokwasu. 

Badania transportera y+LAT2 pokazują, że uczestniczy on także w transporcie His (Broer 

i wsp., 2000). Transport His odbywa się zatem zarówno w obecności (układ N) jak i bez 

udziału Na+ (układ L) i wykazuje zależność od pH (układ N) lub obecności innych 

aminokwasów (układ L). Z kolei za transport karnozyny z obwodu do OUN odpowiadają 

transportery oligopeptydów: PEPT1/2 oraz PHT1/2 (Boldyrev i wsp., 2013). 
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W dysertacji badany będzie wpływ His na stężenie ADMA, wybrane parametry 

związane z metabolizmem ADMA oraz parametry SON w szczurzym modelu EW.  

Ze względu na ścisłą zależność metabolizmu His i karnozyny można założyć, iż za 

niektóre efekty podania His może być odpowiedzialna karnozyna.  
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3. Założenia i cele pracy 

Patomechanizm EW związany jest między innymi z zaburzeniami 

neuroprzekaźnictwa glutaminergicznego, w szczególności zmianami aktywności szlaku 

NMDAr-NOS-NO. Nadmierna aktywacja tej ścieżki sygnalizacyjnej stanowi ważny 

mechanizm wywołanego przez amoniak, będący kluczowym dla EW czynnikiem 

patogennym, SON. Równoległe obserwacje wskazują na wzrost stężenia metylowanych 

pochodnych argininy (asymetrycznej ADMA, symetrycznej SDMA) we krwi pacjentów  

z EW, co może być dodatkową przyczyną zaburzeń w syntezie NO. Dokładny 

mechanizm ich działania na komórki OUN w warunkach EW nie został w pełni poznany. 

Dane literaturowe wskazują, że ADMA może bezpośrednio hamować aktywność NOS 

lub też regulować dokomórkowy transport argininy. 

Głównym celem rozprawy jest zbadanie mechanizmów regulujących stężenie 

dwumetyloarginin w dwóch szczurzych modelach EW: hiperamonemii prostej i modelu 

ostrego uszkodzenia wątroby wywołanego podaniem TAA. Dodatkowo analizowano 

wpływ podania histydyny na stężenie dwumetyloarginin oraz wybrane parametry 

związane z mechanizmem jej działania. 

Cele szczegółowe: 

• Zbadanie stężenia ADMA i SDMA w osoczu i dwóch wybranych strukturach 

mózgu (korze i móżdżku) w szczurzych modelach EW. 

• Analiza ekspresji i aktywności enzymów syntezy i degradacji ADMA w wątrobie 

oraz mózgu zwierząt modelowych. 

• Analiza poszczególnych elementów ścieżki sygnałowej NMDAr-NOS-NO w 

mózgu, w szczególności pomiar ekspresji i aktywności NOS jako efektora dla ADMA. 
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• Zbadanie wpływu His, aminokwasu wykazującego efekty protekcyjne związane 

bezpośrednio z redukcją SON, na wybrane parametry ścieżki NMDAr-NOS-NO. 

• Pomiar wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA oraz kompetycyjnego 

hamowania transportu Arg przez ADMA, wraz z określeniem udziału poszczególnych 

układów transportujących  Arg, w pierwotnej hodowli astrocytów korowych szczura in 

vitro w warunkach hiperamonemii.  

Hipotezy badawcze: 

• Hiperamonemia jest bezpośrednią przyczyną wzrostu stężenia ADMA w 

eksperymentalnych modelach EW.  

• Zmieniona aktywność i/lub poziom ekspresji enzymów metabolizmu ADMA 

reguluje jej stężenie. 

• ADMA reguluje aktywność szlaku NMDAr-NOS-NO w mózgu w szczurzych 

modelach EW. 

• His wykazuje działanie protekcyjne wobec SON oraz zaburzeń ścieżki  

NMDAr-NOS-NO w EW, co może wiązać się z metabolizmem ADMA.  

• ADMA reguluje dokomórkowy transport Arg w pierwotnych astrocytach 

korowych. 
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4. Materiały i metody 

4.1. Modele zwierzęce 

Eksperymenty na zwierzętach wykonano po uzyskaniu zgody IV Lokalnej 

Komisji ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Warszawie. Osoby biorące udział  

w doświadczeniach posiadały stosowne zezwolenia na udział w procedurach  

z wykorzystaniem zwierząt. 

Parametry biochemiczne w modelach (stężenie amoniaku we krwi, i stężenie 

TNFα) były weryfikowane przy użyciu komercyjnie dostępnych zestawów 

diagnostycznych: Ammonia Assay Kit (Sigma-Aldrich) i Rat Tumor Necrosis Factor α 

ElISA KIT (Sigma-Aldrich), ściśle według zaleceń producenta. 

 

4.1.1. Szczurzy model hiperamonemii prostej 

Badania prowadzono na samcach szczurów stada Sprague–Dawley (Crl:SD)  

o masie 250-280 g. Hiperamonemię (HA) wywoływano podając dootrzewnowo roztwór 

octanu amonu (OA) (Sigma-Aldrich), w soli fizjologicznej w dawce 600 mg/kg m.c. 

trzykrotnie, w 24 godzinnych odstępach. Zwierzętom kontrolnym podawano analogicznie 

sól fizjologiczną. 

 

4.1.2. Szczurzy model ostrego uszkodzenia wątroby i suplementacja  

L-histydyną 

W celu  wywołania niewydolności wątroby, trzykrotnie w odstępie 24 h podawano 

dootrzewnowo TAA w dawce 300 mg/kg m.c. Zwierzętom kontrolnym podawano sól 

fizjologiczną.  
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His podawano dootrzewnowo w dawce 100 mg/kg m.c. na 2 h przed każdym 

podaniem TAA. Badany materiał tj. krew i tkanki mózgu (kora czołowa, kora móżdżku) 

pobierany był po 24 h od ostatniego podania TAA. W tym czasie obserwowano 

pojawienie się behawioralnych symptomów ostrej EW: apatię, osłabione odruchy 

posturalne, płytki oddech. Zebrane tkanki były natychmiast mrożone przez zanurzenie  

w ciekłym azocie, i przechowywane w temperaturze -80ºC do dalszych analiz. Krew 

pobierano z serca do strzykawki opłaszczonej EDTA (Stratagene). Do dalszych prac 

wykorzystywano osocze pozyskane przez odwirowanie krwi (2000 x g, 10 min., 4ºC). 

 

4.2. Hodowle komórkowe 

4.2.1. Pierwotna hodowla korowych astrocytów szczurzych 

Pierwotną hodowlę szczurzych astrocytów korowych zakładano zgodnie z metodą 

opisaną przez Hertz’a i współpracowników (1989). Korę mózgową pobierano od 1 - 2 

dniowych osesków szczurów stada Wistar i przecierano przez sterylną siatkę nylonową 

o średnicy porów 80 µm (Millipore) na szalkę Petriego zawierającą pożywkę DMEM 

(ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), (Gibco/BRL) z 20% zawartością bydlęcej 

surowicy płodowej (ang. fetal bovine serum, FBS), (Gibco/BRL) oraz antybiotykami: 

penicyliną (50 U/ml) i streptomycyną (50 mg/ml) (Gibco/BRL). Komórki hodowano  

w inkubatorze (Kebo BioMed) w temperaturze 37ºC, w atmosferze: 90% powietrza i 10% 

CO2, na różnej wielkości szalkach i płytkach hodowlanych (Costar, Corning)  

w zagęszczeniu 1-2 x 105/cm2. Pożywkę zmieniano dwa dni po wysianiu, a następnie dwa 

razy w tygodniu, stopniowo obniżając zawartość FBS do 10% po dwóch tygodniach 

hodowli. Począwszy od trzeciego tygodnia, dodawano do hodowli 0,25 mM dibutyrylo-

cAMP w celu pobudzenia astrocytów do morfologicznego różnicowania się. 

Eksperymenty przeprowadzano na hodowlach 3 - 4 tygodniowych. 
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4.2.2. Inkubacja astrocytów szczurzych z amoniakiem  

Do pożywki hodowlanej podawano wodny roztwór NH4Cl (dla uproszczenia 

określany dalej jako „amoniak”). W doświadczeniach podawano 5 mmol/L NH4Cl na  

48 h. Do komórek nietraktowanych amoniakiem (kontrolnych) podawano równoważną 

objętość sterylnej wody.  

 

4.2.3. Wyciszenie ekspresji genu Slc7a6 

Hodowlę astrocytów prowadzono jak w pkt. 4.2.1. Po usunięciu pożywki  

i trzykrotnym przemyciu sterylnym PBS komórki odklejano od szalki za pomocą 

trypsyny. Następnie astrocyty wysiewano na płytki 6-dołkowe (2 x 105 komórek na 

dołek), w pożywce DMEM z 10% FBS. Wyciszenie genu Slc7a6 uzyskiwano przez 

podanie mieszaniny 4 sekwencji wyciszających (siRNA) o długości 21 nukletotydów 

każda łączących się z różnymi regionami genu Slc7a6 (Qiagen, USA). 5 µl siRNA  

rozcieńczano w 300 µl pożywki OptiMEM (Gibco) i inkubowano przez 30 min w temp. 

pokojowej z 9 µl HiPerFect transfection reagent (Qiagen). 

 Odczynnik HiPerFect tworzy kompleksy z siRNA ułatwiając jego przechodzenie 

przez błony komórkowe – transfekcję. Komórki hodowano z mieszaniną wyciszającą  

(10 µl/dołek) w standardowych warunkach przez 48 h. Komórkami kontrolnymi wobec 

transfekowanych siRNA były komórki hodowane w obecności samego odczynnika 

HiPerfect (tzw. kontrola „mock”). 
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4.3. Analiza ekspresji genów 

4.3.1. Izolacja RNA z komórek i tkanek 

Całkowity kwas rybonukleinowy (RNA) izolowano przy użyciu odczynnika TRI 

Reagent (Sigma-Aldrich) bazującego na metodzie opisanej przez Chomczyńskiego i 

Sacchi (1987). Tkankę (ok. 30 mg) homogenizowano w 0,5 ml odczynnika TRI Reagent. 

Zawiesinę przenoszono do czystej probówki dodawano 0,1 ml chloroformu, wytrząsano 

przez 30 sek i inkubowano przez 5 min w RT. Następnie próbki wirowano (12 000 x g, 

15 min., 4˚C) w celu rozdzielenia fazy wodnej i organicznej. Nadsącz (faza wodna) 

zawierający RNA przenoszono do nowej probówki i dodawano 0,5 ml izopropanolu 

(Sigma-Aldrich) celem wytrącenia RNA z roztworu. Próbki inkubowano przez 10 min  

w temp. pokojowej i ponownie wirowano (12 000 x g, 10 min., 4˚C). Nadsącz usuwano,  

a osad przemywano 1ml 75% etanolu (POCh), inkubowano przez 5 min w temp. 

pokojowej i wirowano (7500 x g, 5 min., 4˚C). Etanol usuwano susząc osad  

w temperaturze 45˚C, a następnie rozpuszczano w wodzie wolnej od rybonukleaz. 

W przypadku izolacji RNA z astrocytów używano szalek o średnicy 10 cm  

(ok. 1 x 105 komórek). Pożywkę hodowlaną zlewano, a jej resztki usuwano przez 

dwukrotne przemycie sterylnym PBS. Komórki zalewano 1 ml TRI Reagent, inkubowano 

5 min w temp. pokojowej i przenoszono zawiesinę do czystych probówek. Dalsze etapy 

izolacji wykonywano analogicznie do wcześniej opisanej procedury izolacji RNA  

z tkanki.  
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4.3.2.  Pomiar stężenia i czystości RNA  

 Stężenie RNA mierzono spektrofotometrycznie na aparacie NanoDrop ND100 

(Thermo Scientific) przy długościach fali 260 nm i 270 nm, względem wody wolnej od 

DNA i RNA przyjmując, że gęstość optyczna OD260 = 1 odpowiada 40 μg RNA. Wyniki 

analizowano przy użyciu oprogramowania dostarczonego przez producenta. Próbki  

o współczynniku 260/270 nm większym od 1,7 uważano za wolne od zanieczyszczeń  

i używano w dalszych procedurach.  

 

4.3.3.  Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Do syntezy komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy wyizolowanego RNA 

stosowano zestaw High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystem). 

Reakcję prowadzono w termocyklerze (Biometra) w następujących warunkach: 

 10 min w 25°C, 120 min w 37°C, 5 min w 85°C.  

Skład roztworu reakcyjnego: 

 2 μl 10 x stężonego RT Buffer 

 0,8 μl 25 x stężonej mieszaniny trifosforanów deoksynukleozydów (dNTP) 

 2 μl 10 x stężonej mieszaniny przypadkowych starterów (RT Random Primers) 

 1 μl odwrotnej transkryptazy (MultiScribeTM Reverse Transcriptase) 

 4,2 μl H2O (wolnej od aktywności rybonukleaz) 

1 µg RNA (w 10 µl H2O) 
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4.3.4. Reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time 

PCR) 

Poziom cDNA badanych transkryptów oznaczano metodą real-time PCR 

polegającą na analizie ilościowej produktu PCR w czasie fazy jego wykładniczego 

wzrostu. Cykl, w którym dana próbka osiąga poziom linii progowej wyznaczającej wzrost 

wykładniczy produktu reakcji nazywany jest cyklem progowym – Ct (ang. Cycle 

Threshold).  

Do reakcji używano odczynnika TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosytems) oraz znakowane fluorescencyjnie startery TaqMan Gene Expression Assay 

(Applied Biosystems). Reakcję prowadzono w roztworze o składzie: 

 1μl cDNA 

 0,5 μl Gene Expression Assay 

 5 μl TaqMan Universal PCR Master Mix, 

3,5 μl wody 

Reakcje prowadzono w trzech powtórzeniach na przeznaczonych do tego celu 

płytkach 96 dołkowych (Thermo Scientific) z wykorzystaniem aparatu ABI 7000 

(Applied Biosystems) w następujących warunkach: 

 10 min w 95°C (aktywacja polimerazy), 40-55 cykli: 15 s w 95°C (denaturacja), 

 1 min w 60°C (przyłączanie starterów).  

Wyniki odnoszono do ilości transkryptu β-aktyny, jako genu referencyjnego.  

Do obliczania względnej zmiany ilości mRNA stosowano tzw. metodę ΔΔCt (Livak i 

Schmittgen, 2001).  Uzyskane wyniki odnoszono do poziomu kontrolnego ustalając jego 

wartość równą 1. Do obliczeń stosowano następujące wzory: 

ΔCt = Ct (genu badanego) - Ct (genu referencyjnego) 

ΔΔCt = ΔCt (próby badanej) - ΔCt (kalibratora) 
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Uzyskaną wartość zgodnie ze stosowaną metodą normalizowano: 2-ΔΔCt 

Wszystkie użyte startery są komercyjnie dostępne i zostały zakupione w firmie Applied 

Biosystems (Tabela 6). 

Tabela 6 Wykaz użytych w reakcji RT-PCR starterów TaqMan (Applied Biosystems)  

Białko kodowane  
przez badany gen 

Numer katalogowy  cd. cd. 

NOS2  Rn 00561646_m1 PRMT-1 Rn 00821202_g1 

NOS3 Rn 02132634_s1 TNF-α Rn 01525859_g1 

DDAH-1 Rn 00574200_m1 β-aktyna Rn 00667869_m1 

 

4.4. Oznaczanie białek metodą Western-blot 

4.4.1. Izolacja białka całkowitego z komórek i tkanek 

Komórki hodowano na szalkach hodowlanych o średnicy 10 cm płukano 

trzykrotnie buforem PBS o temperaturze 37ºC. Komórki zawieszano w 1ml PBS,  

i przenoszono do probówek typu Eppendorf. Po odwirowaniu (5000 x g, 5 min., 4ºC), 

uzyskany osad komórkowy zawieszano w buforze lizującym (20 mM Tris, 130 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 0,5 mM DTT, inhibitory fosfataz  1:100 

(v/v), inhibitory proteaz 1:200 (v/v), pH 6,8. Osad  inkubowano przez 10 min w 4ºC, 

homogenizowano z użyciem ultradźwięków, a następnie wirowano (12000 x g, 20 min., 

4˚C). Uzyskany supernatant używano do dalszych badań.  

Izolację białka z tkanek prowadzono na lodzie (w temp. ok. 4oC). Około  

100 mg tkanki homogenizowano w ręcznym homogenizatorze typu teflon- szkło. Bufor 

lizujący dodawano w stałej proporcji 5 μl/mg tkanki. 

Stężenie białka mierzono metodą biuretową opisaną w rozdziale 4.12. Pozostałą 

część roztworu łączono w stosunku 1:1 z buforem do nakładanie prób na żel 

poliakrylamidowy zawierającym β-merkaptoetanol i denaturowano (5 min,  95˚C). 

Wszystkie użyte odczynniki zakupiono w firmie Sigma-Aldrich. 
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4.4.2. Elektroforetyczny rozdział białek i transfer na membranę 

nitrocelulozową 

Białka rozdzielano na 10% żelu poliakrylamidowym zawierającym SDS (warunki 

denaturujące) w buforze (192 mM glicyna, 25 mM Tris, 0,35 mM SDS, pH 8,3) 

korzystając z zestawu do elektroforezy i transferu białek (Bio-Rad). Na żel nakładano 

30-50 μg białka/próbę, a rozdział prowadzono przy stałym napięciu 120 V. Celem 

kontroli przebiegu rozdziału i późniejszego transferu białek na błonę nitrocelulozową, na 

żel nakładano barwny standard mas molekularnych 10-250 kDa (Thermo-Scientific).  

Przeniesienie białek na błonę nitrocelulozową 0,25 µm (Bio-Rad) prowadzono 

tzw. „metodą mokrą” w buforze (25 mM Tris; 192 mM glicyna; 20% metanol; 0,01% 

SDS) przy stałym natężeniu 350 mA, 1,5 h, 4ºC. Jakość transferu sprawdzano przy użyciu 

barwnika ponceau red, który wiąże się nietrwale z białkami. 

Błony nitrocelulozowe blokowano przez 1 h w 5% odtłuszczonym mleku krowim 

lub 5% roztworze albuminy bydlęcej (BSA) rozpuszczonych w buforze TBST (25 mM 

Tris; 0,5M NaCl; pH 7,5; 0,1% Tween-20). Następnie nakładano przeciwciało 

pierwszorzędowe i inkubowano zgodnie z zaleceniami producenta lub w ustalonych 

eksperymentalnie warunkach (Tabela 7).  

Niezwiązane przeciwciało odpłukiwano buforem TBST (3x, 10 min) i nakładano  

odpowiednie przeciwciało drugorzędowe złączone z peroksydazą chrzanową, zawieszone 

w roztworze wykorzystywanym do blokowania (Tabela 8). 

Celem detekcji związanych przeciwciał na błony nitrocelulozowe nakładano 

chemiluminescencyjny substrat peroksydazy chrzanowej (ECL, Bio-RAD) i odczytywano 

sygnał w ciemni automatycznej (G-BOX, Syngene). Obrazy zapisywano za pomocą 

programu GeneSnap (wersja 7.12.01). Analizę densytometryczną prążków 

przeprowadzono przy pomocy programu GeneTools ver. 4.02.01. Wyniki odnoszono do 
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ilości białka referencyjnego dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) 

lub w przypadku białek mitochondrialnych podjednostki 4 cytochromu c (COX-4). 

 

4.5. Oznaczanie dimeryzacji eNOS 

Aktywność NOS podlega wieloczynnikowej regulacji. Jednym ze zjawisk 

warunkujących prawidłowe funkcjonowanie enzymu jest jego dimeryzacja.  

W standardowej metodzie Western-blot denaturacja białka ma na celu zniszczenie III i IV 

rzędowej struktury, ułatwiając rozdział i późniejszą reakcję z przeciwciałem. Zatem,  

de facto oznaczana jest pula monomerów enzymu. W celu określenia ilości dimerów 

eNOS zastosowano warunki niedenaturujące, tzn. użyto buforu obciążającego 

niezawierającego β-merkaptoetanolu, a przed nałożeniem na żel prób nie podgrzewano. 

Elektroforezę prowadzono w 4 ˚C.  

Tabela 7 Wykaz użytych przeciwciał pierwszorzędowych 

Białko Pochodzenie Producent Numer 
katalogowy 

Warunki inkubacji 

PRMT-1 Królik Cell Signaling 2449 1:1000 w 2,5% mleku przez 
noc, 4˚C 

NOS1 Mysz Santa Cruz Sc-55521 1:100 w 5% mleku przez noc, 
4˚C 

NOS2 Królik Santa Cruz Sc-649 1:250 w 5% mleku przez noc, 
4˚C 

NOS3 Królik Santa Cruz Sc-654 1:250 w 5% mleku przez noc, 
4˚C 

DDAH-1 Mysz Santa Cruz Sc-271337 1:250 w 5% BSA przez noc, 4˚C 

DDAH-2 Koza Thermo Fisher PA5-17996 1:2500 w 5% BSA przez noc, 
4˚C 

HO-1 Mysz Abcam ab13248 1:1000 w 5% mleku przez noc, 
4˚C 

Nitrozylowan
a tyrozyna 

Królik Cell Signaling 9691 1:1000 w 5% BSA przez noc, 
4˚C 

AGXT-2 Królik MyBioSource 2033904 1:800 w 5% BSA przez noc, 4˚C 

GAPDH Królik Sigma-Aldrich G9545 1:5000 w 5% mleku 1 h, temp. 
pokojowa 

COX-4 Koza Santa Cruz Sc-69360 1:250 w 5% BSA 3 h, temp. 
pokojowa 
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Tabela 8 Wykaz użytych przeciwciał drugorzędowych znakowanych peroksydazą chrzanową 

Przeciwciało Producent Nr katalogowy Warunki inkubacji 

Anty-królicze Sigma-Aldrich A0545 1:10000 w 5% mleku lub BSA 1 h, 
temp. pokojowa 

Anty-kozie Santa Cruz sc-2020 1:5000 w 5% mleku lub BSA 1 h, 
temp. pokojowa 

Anty-mysie GE Healthcare RPN201V 1:5000 w 5% mleku lub BSA 1 h, 
temp. pokojowa 

 
 

   

4.6. Oznaczanie stężenia aminokwasów i pochodnych aminokwasów 

metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) 

Stężenie badanych substancji drobnocząsteczkowych (Arg, Cyt, His, 

ADMA, SDMA, karnozyna, histamina) oznaczano techniką wysokosprawnej 

(wysokociśnieniowej) chromatografii cieczowej (HPLC) w odwróconym układzie faz  

z detekcją fluorymetryczną. Do rozdziałów używano systemu złożonego z pompy, 

automatycznego podajnika próbek, termostatu kolumn chromatograficznych (Dionex), 

kolumny ze złożem Hypersil Gold (Thermo Electron), oraz detektora fluorymetrycznego 

RF 2000 (Dionex). 

Korę mózgu homogenizowano w roztworze powodującym denaturację białek 

zawierającym 0,1 M HCl i metanol (1:1 v/v) (Kilpatrick, 1991). Homogenaty wirowano 

(12000 x g, 20 min., 4˚C), pobierano supernatant i zobojętniano  

1 N NaOH do pH ok 7,5. Osocza otrzymane tak jak opisano w pkt. 4.1.2. odbiałczano 

dodając 2 µl 50% TCA /ml osocza, wirowano (12000 x g, 10 min., 4˚C) i zobojętniano  

1 N NaOH. Badane związki były znakowane w reakcji z dialdehydem orto-ftalowym 

(OPA). OPA łączy się z pierwszorzędowymi grupami aminowymi, dając fluorescencyjną 

pochodną. Przed każdym rozdziałem, do 60 μl próbki, dodawano 60 μl 0,4 M buforu 

boranowego, pH 9,85 zawierającego 1,5 mM OPA oraz 0,25% β-merkaptoetanol.  

Po 2 min. inkubacji, 50 μl próbki było automatycznie przenoszone na kolumnę. Podczas 
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rozdziału fazę ruchomą stanowiła mieszanina metanolu i 50 mM buforu fosforanowego 

pH 6,2 (20% MetOH / 80% bufor fosforanowy, faza A) oraz 100% MetOH (faza B). 

Wymywanie prowadzono przy prędkości 1,2 ml/min. Fluorymetrycznych pomiarów  

orto-ftalaldehydowych pochodnych dokonywano przy długościach fal: wzbudzenia, 

 λex= 370 nm, oraz emisji λem= 450 nm (Kilpatrick, 1991). Wynik analizy ustalano na 

podstawie krzywej stężenia badanego związku. Powyższe warunki rozdziału nieznacznie 

modyfikowano w zakresie stężenia i pH użytego buforu fosforanowego oraz prędkości 

przepływu w oparciu o dane literaturowe: Arg, Cyt (Kilpatrick, 1991), ADMA, SDMA 

(Pi i wsp., 2000), His, histamina (Frattini i Lionetti, 1998), karnozyna (Gopalakrishnan i 

wsp., 1999). 

 

4.7. Pomiary aktywności enzymatycznej 

4.7.1. Oznaczenie całkowitej aktywności proteolitycznej w wątrobie 

Do pomiaru całkowitej aktywności proteaz w homogenacie wątroby użyto 

zestawu Pierce Protease Assay Kit (nr kat. 23263, Pierce).  Tkankę homogenizowano w 

50 mM buforze boranowym pH 8.5 w proporcji 5 μl/mg tkanki. Homogenat następnie 

wirowano (12000 x g, 20 min., 4˚C). Supernatant przenoszono do czystych probówek, 

rozcieńczano 10 krotnie w 50 mM buforze boranowym pH 8.5. Na płytkę 96-dołkową 

nakładano najpierw 100 µl komercyjnego roztworu kazeiny posiadającej związane reszty 

aminowe. Następnie dodawano 50 µl badanej próby i inkubowano przez 20 min w 37˚C. 

Po tym czasie dodawano 50 µl odczynnika TNBSA tworzącego barwny produkt z 

uwolnionymi w trakcie trawienia kazeiny resztami aminowymi. Absorbancję odczytano 

przy 450 nm. Wyniki w postaci średniej gęstości optycznej (OD) po odjęciu tła 

uśredniono i przedstawiono jako % kontroli. 
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4.7.2. Aktywność katalityczna DDAH 

Aktywność DDAH mierzono zmodyfikowaną metodą kolorymetryczną Prescott–

Jones (Tain i Baylis, 2007). Metoda oparta jest na reakcji barwnej Cyt będącej produktem 

aktywności DDAH z „odczynnikiem reakcji barwnej” powstałym przez zmieszanie tuż 

przed użyciem 0,8% diacetylu monoksimu w 5% kwasie octowym z 0,5% antypiryną  

w 50% kwasie siarkowym (1:2 v/v). 

 Tkankę homogenizowano na lodzie w 100 mM buforze fosforanowym pH 6,5  

(5 μl buforu/mg tkanki), a następnie inkubowano z ureazą (100 U/ml homogenatu 5 min, 

37ºC. Po 100 μl próby dodawano do 400 μl 1 mM ADMA w buforze fosforanowym i do 

400 μl buforu fosforanowego (próba ślepa). Reakcję prowadzono w łaźni wodnej  

(90 min, 37ºC), po czym zatrzymywano przez dodanie 500 µl 4% SSA. Próbki wirowano 

(10000 x g, 10 min., 4˚C), 100 μl supernatantu przenoszono na płytkę 96-dołkową  

i dodawano 100 μl odczynnika reakcji barwnej. Płytkę inkubowano w ciemności  

(2 h, 60ºC), schładzano na lodzie i mierzono absorbancję przy długości fali 450 nm. 

Wynik odnoszono do krzywej standardowej Cyt i przeliczano na białko całkowite. 

 

4.7.3. Aktywność katalityczna NOS 

Aktywność NOS mierzono przy użyciu zestawu NOS detect Assay (Stratagene), 

w którym wykorzystano katalizowaną przez NOS reakcję biochemicznej przemiany Arg 

do Cyt. Użycie wyznakowanego radioaktywnie substratu [3H]L-argininy pozwoliło na 

monitorowanie powstającego produktu (Cyt), a wykorzystanie odmiennego punktu 

izoelektrycznego obu substancji umożliwiło oddzielenie produktu od mieszaniny 

reakcyjnej. 50 mg tkanki homogenizowano w 250 μl buforu do homogenizacji 

(Stratagene). Następnie próby wirowano (12 000 x g, 30 min., 4°C), zbierano nadsącz  

i mierzono w nim stężenie białka metodą Bradford opisaną w podrozdziale 4.8.1. 
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Supernatanty rozcieńczano tak, aby stężenie białka w każdym wynosiło ok. 2 μg/μl. 

Reakcję enzymatyczną  prowadzono przez 1 h w temperaturze 37ºC, w roztworze 

reakcyjnym:  

10 μl próby 

25 μl  2 x stężonego buforu do reakcji (Stratagene) 

5 μl 10 mM NADPH (rozcieńczony w 10 mM Tris- HCl pH =7.4) 

1 μl [3H]argininy (1 μCi/μl) 

5 μl 6 mM CaCl2 

3 μl H2O 

Reakcję zatrzymywano dodając do każdej próbki 400 μl buforu przerywającego reakcję 

(Stratagene). Do prób dodawano złoże (equilibrated resin) wiążące Arg, następnie 

przenoszono je na kolumienki i wirowano (12000 x g, 1 min, 4°C). Procedurę przemycia 

na złożu przeprowadzono dwukrotnie. Aktywność NOS oznaczano mierząc 

radioaktywność eluentu w aparacie Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter (Perkin-

Elmer). Wyniki wyrażono jako liczbę zliczeń sygnału (cpm) /g tkanki / min. 

 

4.7.4. Aktywność cyklooksygenazy-2 (COX-2) 

Aktywność COX-2 w osoczu oznaczono przy pomocy zestawu COX Fluorescent 

Activity Assay Kit (Cayman Chemical).  COX wykazuje dwie aktywności enzymatyczne: 

cyklooksygenazy i peroksydazy. W użytej metodzie wykorzystuje się aktywność 

peroksydazy powodującą przejście10-acetyl-3,7-dihydroksyfenoksazyny (ADHP) w 

mającą właściwości fluorescencyjne rezorufinę. Krew zebraną na EDTA wirowano (2000 

x g , 10 min, 4°C) i pobierano osocze. Reakcję z ADHP prowadzono wg protokołu 

załączonego przez producenta na płytce 96-dołkowej w obecności inhibitora COX-1  

SC-560. Fluorescencję odczytywano przy długościach fal; λex= 540 nm i λem= 595 nm na 
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aparacie FLUOstar Omega (BMG Labtech). Aktywność COX-2 wyrażano jako nmole 

produktu  (resorufiny) /min/ml. 

 

4.8. Pomiar całkowitej pojemności antyoksydacyjnej (TAC) w  

homogenacie tkankowym  

 TAC oznaczano za pomocą zestawu OxiSelect™ Total Antioxidant Capacity 

(TAC) Assay Kit (Cell Biolabs) postępując wg protokołu producenta. Metoda oparta jest 

o reakcję redukcji jonów Cu2+ do Cu1+ przez związki o właściwościach 

przeciwutleniających w tym przez kwas moczowy. Jony Cu1+ w następnym etapie reagują 

z załączonym przez producenta związkiem dając barwny produkt. Korę mózgu 

homogenizowano w buforze „Assay buffer” (100 mg/0,5 ml). Reakcję przeprowadzono 

wg protokołu producenta (10 min, temp. pokojowa) po jej zahamowaniu odczytywano 

absorbancję przy λ= 490 nm. Wyniki odnoszono do krzywej standardowej kwasu 

moczowego i wyrażano jako  nM kwasu moczowego /g tkanki/min. 

 

4.9. Pomiar ilości reaktywnych form tlenu (RFT) w homogenacie 

tkankowym 

Korę mózgu homogenizowano w buforze Locke’a pH 7,35 (50 mg tkanki/1 ml)  

o składzie: 140 mM NaCl; 5 mM KCl; 2,2 mM CaCl2; 1,2 mM MgCl2; 10 mM glukoza;  

10 mM HEPES.  W celu sprawdzenia czy aktywność NOS wpływa na produkcję RFT do 

części prób podano Arg w stężeniu końcowym 1 mM i/lub niespecyficzny inhibitor NOS 

L-NAME (100 µM) lub EDTA (1 mM), które wiążąc Ca2+ hamuje głównie aktywność 

nNOS i eNOS. Próby inkubowano 10 min w temp. pokojowej następnie rozcieńczano  

10 krotnie buforem Locke’a i podzielono na dwie części. Do pierwszej dodano 10 µM 

sondę fluorescencyjną reagującą z rodnikami tlenowymi DCFDA (Thermo Fisher)  
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w DMSO (5 µl sondy/1 ml homogenatu). Do drugiej dodano równoważną objętość 

DMSO (próba ślepa). Próby odczynnikowe służące do odjęcia tła sporządzono przez 

dodanie sondy fluorescencyjnej lub DMSO do buforu Locke’a. Próby inkubowano w 

ciemności przez 5 min. Następnie odczytywano fluorescencję (trzykrotnie co 5 min) przy 

długościach fal λex= 485 nm i λem= 520 nm na aparacie FLUOstar Omega (BMG 

Labtech). Wyniki przedstawiono w jednostce umownej (AU) wyrażającej przyrost 

fluorescencji (po odjęciu tła) między ostatnim a pierwszym pomiarem (po 15 min od 

pierwszego pomiaru).  

 

4.10. Analiza stężenia azotynów i azotanów w osoczu i mózgu 

NO, będąc wysoce niestabilną cząsteczką, łatwo wchodzi w serię reakcji 

prowadzących do powstania trwalszych produktów: 

NO   +   O2-   →      ONO2
- + H+     →     NO3-  +   H+ 

2NO  +  O2    →      N2O4 + H2O   →     NO2
-  +  NO3

- 

NO   +   NO2  →     N2O3 + H2O     →    2NO2
-    

Całkowite stężenie azotanów (NO3
-) i azotynów (NO2

-) zostało wykorzystane jako 

marker produkcji tlenku azotu. Oznaczenia wykonywano przy użyciu zestawu 

Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical).  

W pierwszym etapie przekształcano azotany w azotyny w reakcji katalizowanej 

przez reduktazę azotanową. W drugim, zastosowano reakcję Griess’a, przekształcając 

azotyny w barwny produkt, ciemnofioletowy związek azowy, którego absorbancję 

mierzono spektrofotometrycznie przy λ= 540 nm wobec krzywej standardowej.  

Osocze przed pomiarem odwirowano (12000 x g, 10 min) i przesączano przez filtr 

o średnicy porów 0,22 μm. Tkankę homogenizowano na lodzie w PBS o pH 7,4  

i odwirowywano (12000 x g, 20 min, 4°C). Otrzymany supernatant przesączono przez 
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filtr o średnicy porów 0,22 μm. Reakcję redukcji azotanów prowadzono przez 5 h  

w temperaturze pokojowej. Dalsze etapy procedury przeprowadzono zgodnie  

z protokołem załączonym przez producenta. Wyniki obliczano w przeliczeniu na ilość 

białka mierzonego metodą Bradford, a następnie przedstawiano jako % kontroli.  

W dalszej części pracy w stosunku do wyników uzyskanych powyższą metodą lub 

bazujących na niej danych literaturowych używane jest określenie „stężenie azotynów  

i azotanów”.  

 

4.11. Izolacja mitochondriów 

Izolację frakcji mitochondrialnej przeprowadzono wg metody zaproponowanej 

przez Sims i Anderson (2008), i opartej na poprzedzonej wirowaniem frakcjonującym 

izolacji mitochondriów poprzez wirowanie w gradiencie gęstości Percollu, w trakcie 

którego organelle sedymentują do warstwy odpowiadającej ich własnej gęstości. 

Temperatura w trakcie wykonywania całej izolacji była utrzymywana na poziomie 

ok. 4oC. Korę mózgu homogenizowano w ręcznym homogenizatorze typu teflon–szkło w 

2 ml „buforu B”: 0,32 M sacharoza, 1 mM EDTA, 10 mM Tris–HCl pH 7,4. Homogenat 

wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C). Nadsącz zbierano, a osad zawieszano w  

1 ml buforu B, homogenizowano i ponownie wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C). Następnie 

łączono oba nadsącze i wirowano (21000 x g, 15 min, 4°C). Otrzymany osad zawieszano 

w 2 ml 15% roztworu Percollu (Sigma–Aldrich) w buforze B, a następnie nakładano na 

uprzednio przygotowany gradient gęstości, który stanowiła warstwa 40% pod 23% 

Percollem w buforze B (po 3,5 ml każdy). Próby wirowano w wirówce wysokoobrotowej 

Optima LE70 (Beckmann), (30000 x g, 20 min, 4°C). W rezultacie między dolnymi 

warstwami uzyskiwano frakcję mitochondrialną w postaci opalizującej obrączki, którą 

delikatnie zbierano do czystej próbówki, po czym uzupełniano buforem B i wirowano 
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(15000 x g, 15 min, 4°C). Otrzymany osad ponownie przemywano poprzez dodanie 

buforu B do pełnej objętości próbówki i odwirowano (15000 x g, 15 min, 4°C). Tak 

otrzymaną frakcję mitochondrialną zawieszano w 100 μl buforu B i zamrażano w –80°C 

do dalszej analizy. 

 

4.12. Wychwyt znakowanej radioaktywnie [3H]L-argininy do szczurzych 

astrocytów korowych in vitro  

Astrocyty hodowano na płytkach 24-dołkowych. Pożywkę hodowlaną usuwano i 

przemywano komórki trzykrotnie PBS o temperaturze 37°C. Następnie komórki 

inkubowano przez 15 min w 37°C w buforze Krebsa: 150 mM NaCl; 3 mM KCl; 2 mM 

CaCl2; 0.8 mM MgCl2; 5 mM glukoza; 10 mM Hepes, pH 7,4. Po tym czasie wymieniano 

bufor Krebsa na bufor zawierający znakowaną izotopowo Arg 1 µCi/ml [3H]L-argininy 

(Hartman, Niemcy). W celu określenia udziału poszczególnych układów transportujących 

Arg (y+; y+L; b0+; B0+) użyto metody opisanej przez Nicholson i wsp. (2002). Metoda 

oparta jest na kompetycyjnym hamowaniu poszczególnych układów transportujących Arg 

przez użycie buforu Krebsa pozbawionego jonów sodu (Na+(-)) i/lub konkurujących z 

Arg aminokwasów L-alaniny (Ala) i L-leucyny (Leu) (Tabela 9). 

 Inkubację prowadzono przez 20 min w 37°C następnie zatrzymywano wychwyt 

[3H]L-argininy przez odciągnięcie buforu i zalanie komórek 2 ml buforu Krebsa (4°C). 

Komórki przemywano trzykrotnie. Następnie przeprowadzano lizę komórek dodając 

500 µl 1 N NaOH i inkubowano 60 min w 37°C w łaźni z wytrząsaniem. Lizat 

komórkowy (400 µl) przenoszono do fiolek scyntylacyjnych i zalewano 2 ml płynu 

scyntylacyjnego Insta-GelPlus (Perkin-Elmer). 
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Radioaktywność mierzono w liczniku Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter 

(Perkin-Elmer). Pozostałą część lizatu wykorzystywano do pomiaru stężenia białka 

metodą Bradford. 

Tabela 9 Metoda wyliczenia udziału poszczególnych układów transportowych w wychwycie 
Arg do astrocytów 

Warunki inkubacji Czynne transportery Arg Metoda wyliczenia   

A. Na+(+) y+; y+L; b0+; B0+ B0+ = A – B 

B. Na+(-) y+; y+L;  b0+ b0+ = B – C 

C. Na+ (-); 5 mM Ala y+; y+L y+L = C – D 

D. Na+ (+); 5 mM Leu y+ y+ = D 

   

 

4.13. Pomiar stężenia białka  

4.13.1. Metoda Bradford 

Do 30 μl odpowiednio rozcieńczonej próby dodawano 270 μl odczynnika 

Bradford: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma–Aldrich), 4,75% etanol 

(POCh), 8,5% H3PO4 (POCh). Krzywą wzorcową zawartości białka sporządzano z 

roztworu albuminy (Sigma-Aldrich) w 1 N NaOH lub wodzie w zakresie stężeń 0,05–0,5 

mg/ml. Odczytu absorbancji przy długości fali 595 nm dokonywano w spektrofotometrze 

płytkowym MR680 (Bio-Rad). Każdą próbkę mierzono trzykrotnie, określenia stężenia 

białka względem krzywej wzorcowej dokonywano przy użyciu oprogramowania 

dołączonego do czytnika płytek (Bio-Rad). 

 

4.13.2. Metoda biuretowa 

Do 10 μl odpowiednio rozcieńczonej próby dodawano 200 μl odczynnika 

przygotowanego wg protokołu BCA Protein Assay Kit (Pierce). Krzywą wzorcową 
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zawartości białka sporządzano z roztworu BSA (Sigma-Aldrich), w zakresie stężeń  

0,05 – 2 mg/ml. Po 30 min inkubacji w 37°C dokonywano odczytu absorbancji przy 

długości fali 570 nm w spektrofotometrze płytkowym MR680 (Bio-Rad). 

4.14. Oznaczanie stężenia ADMA i SDMA w pożywce hodowlanej metodą 

spektrometryczną 

Pożywkę zbierano i odbiałczano przez dodanie 50% TCA, w stosunku  100:1  

a następnie wirowano (12.000 × g, 12 minut, 4°C). Wartość pH supernatantu  

doprowadzano do ~7,4 przy użyciu 1 N NaOH. Próbki ponownie wirowano (12000 ×g, 

12 minut, 4°C), po czym pobierano supernatant i używano do oznaczeń. Pomiar stężenia 

ADMA i SDMA w pożywkach wykonano w Środowiskowym Laboratorium 

Spektrometrii Mas Zakładu Biofizyki IBB PAN w Warszawie na spektrometrze typu 

potrójnego kwadrupola Waters Xevo TQ-S wyposażonym w optykę jonową typu 

„StepWave”. Aparat ten był sprzężony z chromatografem cieczowym o TQ-S Waters.  

 

4.15. Analiza statystyczna wyników 

Uzyskane wyniki wyrażano jako średnia arytmetyczna ± odchylenie standardowe  

(SD). Liczbę powtórzeń (n) podano w opisach rycin i tabel. Analizę statystyczną 

wykonano przy użyciu oprogramowania GraphPad Prism 5.0 stosując test t-Studenta  

w przypadku porównania dwóch grup eksperymentalnych oraz jednoczynnikową analizę 

wariancji (ANOVA) z testem post hoc Bonferroniego, w przypadku większej liczby grup 

eksperymentalnych. Za istotne statystycznie uznano wyniki dla których poziom istotności  

(p) był mniejszy niż 0,05. 
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5. Wyniki  

5.1. Stężenie ADMA i SDMA w szczurzych modelach EW 

Pierwszym celem rozprawy było wykazanie czy w badanych modelach: HA  

i ostrym uszkodzeniu wątroby (TAA) dochodzi do zmian stężenia ADMA i SDMA w 

osoczu i/lub homogenatach kory mózgowej. 

 

5.1.1. Pomiar stężenia ADMA i SDMA w osoczu i homogenatach mózgu w 

szczurzym modelu HA 

U szczurów HA nie stwierdzono istotnych zmian w stężeniu ADMA lub SDMA 

zarówno w osoczu krwi jak i korze mózgowej (Tabela 10). Wskazuje to, że 

hiperamonemia nie jest bezpośrednią przyczyną zmian w stężeniu ADMA 

obserwowanych u pacjentów z EW i w innych zwierzęcych modelach EW. 

 Ze względu na temat rozprawy dotyczący roli dwumetyloarginin w EW, nie 

kontynuowano prac na szczurzym modelu hiperamonemii prostej. 

Tabela 10 Stężenie ADMA, SDMA i Arg w korze mózgowej i osoczu szczurów HA 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Kontrola 
(n = 6) 

HA 
(n = 6) 

Kora 
 mózgu 

 
 

ADMA [nmol/g tk.] 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,09 

SDMA [nmol/g tk.] 0,3 ± 0,05 0,4 ± 0,06 

Arg [nmol/g tk.] 6,2 ± 0,9 6,4 ± 0,5 

Osocze ADMA [μmol] 1,2 ± 0.1 1,3 ± 0.2 
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5.1.2. Pomiar stężenia ADMA i SDMA w osoczu i homogenatach mózgu w 

szczurzym modelu ostrego uszkodzenia wątroby (TAA). Wpływ 

podania His.  

U szczurów TAA wykazano podwyższenie stężenia ADMA zarówno w osoczu  

o ok. 50% (Tabela 12), jak i w korze mózgowej o ok. 20% (Tabela 11). Celem 

weryfikacji czy wzrost stężenia ADMA jest specyficzny dla kory mózgu zbadano 

również stężenie ADMA i SDMA w móżdżku. Wykazano, że także w tej strukturze 

wzrasta stężenie ADMA. Dootrzewnowe podanie His skutkowało zniesieniem 

wywołanego przez TAA wzrostu stężenia ADMA w korze mózgowej, ale stosunek 

Arg/ADMA w tej strukturze nie zmieniał się istotnie. His nie miała wpływu na stężenie 

ADMA w osoczu i móżdżku. Stężenie SDMA w mózgu nie zmieniało się pod wpływem 

badanych czynników.  Stężenia Arg w osoczu szczurów TAA obniżało się i wykazywało 

tendencję do obniżenia w grupie TAA+His, co dodatkowo wpływało na zmniejszenie 

stosunku Arg/ADMA w osoczu obu grup (Tabela 12). 

  Tabela 11 Stężenie badanych aminokwasów w mózgu szczura, *p < 0,05; **p < 0,001 różnica 
znamienna względem kontroli, †p < 0,05 różnica znamienna  względem TAA 

 

 

  Kontrola 
(n = 8) 

His 
(n = 8) 

TAA 
(n = 10) 

TAA+His 
(n = 10) 

K
o

ra
 m

ó
zg

u
 

  

ADMA [nmol/g tk.] 0,49 ± 0,04 0,52 ± 0,03   0,62 ± 0,04*  0,51 ± 0,04† 

SDMA [nmol/g tk.] 0,24 ± 0,03    0,29 ± 0,04  0,28 ± 0,02 0,26 ± 0,01 

ADMA/SDMA 1,99 ± 0,25   1,78 ± 0,25    2,16 ± 0,19 2,17 ± 0,11 

Arg [nmol/g tk.] 127,7 ± 9,54 118,45 ± 11,98  109,35 ± 7,88 101,63 ± 7,94 

Arg/ADMA 258,9 ± 15,8 227,42 ± 36,14 177,29±20,21** 177,2 ± 16,64** 

Cyt [nmol/g tk.] 37,36 ± 1,33 35,45 ± 9,2  33,78 ± 6,25 30,08 ± 0,5* 

M
ó

żd
że

k ADMA [nmol/g tk.] 0,56 ± 0,04 0,65 ± 0,06 0,94 ± 0,07* 0,86 ± 0,07* 

SDMA [nmol/g tk.] 0,29 ± 0,03    0,33 ± 0,02 0,36 ± 0,04      0,34 ± 0,06 
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Tabela 12 Stężenie ADMA i Arg w osoczu krwi szczura, *p < 0,05 

 

5.2.  Metabolizm ADMA w szczurzym modelu ostrego uszkodzenia 

wątroby (TAA) 

Zbadano, czy wzrost stężenia ADMA obserwowany w modelu TAA wynika ze  

zmiany tempa syntezy i/lub enzymatycznej degradacji ADMA.  

 

5.2.1. Pomiar immunoreaktywności białek PRMT-1 i DDAH1/2 w wątrobie. 

Wpływ podania His. 

Uszkodzenie wątroby nie wpływa istotnie na ilość białka PRMT-1 w tym 

narządzie (Rycina 5). Z kolei, poziom immunoreaktywności białek DDAH-1 i DDAH-2 

był obniżony. W szczególności dotyczyło to poziomu białka DDAH-1, którego było ok. 

30% mniej niż w kontroli. Podanie His nie zapobiegło spowodowanemu przez TAA 

obniżeniu ilości białka DDAH-1 i DDAH-2 w wątrobie (Rycina 5). 

 

 
 

Kontrola 
(n = 8) 

His 
(n = 8) 

TAA 
(n = 10) 

TAA+His 
(n = 9) 

ADMA [μmol] 1,13 ±  0.22 1,27 ± 0.26   2,08 ± 0.42*  2,24 ± 0.67* 

Arg [μmol] 110,21 ± 16,03 98,34 ± 25,43 75,44 ± 11,18* 87,66 ± 24,73 

Arg/ADMA  94,86 ± 18,02 82,93 ± 13,21  42,7 ± 10,74*  43,56 ± 14,02* 
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Rycina 5 Immunoreaktywność białek metabolizmu ADMA: PRMT-1, DDAH-1 i DDAH-2 w 
wątrobie szczura,  *p < 0,05, n = 4  

 

5.2.2.  Analiza ekspresji enzymów metabolizmu ADMA w korze mózgowej. 

Wpływ podania His. 

Badanie poziomu ekspresji enzymów odpowiedzialnych za syntezę i degradację 

ADMA w korze mózgowej, nie wykazało znamiennych różnic w ilości mRNA lub białka 

(Rycina 6, 7). Świadczy to, że zmiana tempa metabolizmu ADMA w mózgu nie jest 

0

20

40

60

80

100

120

140

Kontrola His TAA TAA+His

w
zg

lę
d

n
a 

im
m

u
n

o
re

ak
ty

w
n

o
ść

 
(%

 k
o

n
tr

o
li)

 

PRMT-1

DDAH-1

DDAH-2

*
*

*

http://rcin.org.pl



Wyniki 
 ______________________________________________________________  

 

62 
   

przyczyną obserwowanego w modelu TAA wzrostu stężenia tej dwumetyloargininy  

w korze mózgowej.  

 

Rycina 6 Względna ekspresja genów kodujących białka PRMT-1 i DDAH-1 w korze mózgowej 
szczura, n = 6 

 

Rycina 7 Immunoreaktywność białek PRMT-1 i  DDAH-1 w korze mózgowej szczura, n = 4 
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5.2.3.  Pomiar aktywności hydrolitycznej DDAH w wątrobie i korze mózgu. 

Wpływ podania His. 

Mimo, że istotne obniżenie względnego poziomu białek DDAH stwierdzono 

jedynie w wątrobie szczurów TAA, aktywność hydrolityczna DDAH była ok. dwukrotnie 

zmniejszona zarówno w wątrobie jak i w korze mózgowej (Rycina 8). Nie stwierdzono 

istotnego wpływu podania His na aktywność DDAH. 

 

5.2.4.  Wpływ podanej egzogennie His na aktywność hydrolityczną DDAH w 

korze mózgu 

Do homogenatów kory mózgowej pochodzącej od szczurów kontrolnych i TAA  

dodano His w zakresie stężeń 0,005-2 mM i inkubowano przez 10 min w 37°C. Następnie 

zmierzono aktywność hydrolityczną DDAH. W obu badanych grupach stwierdzono 

istotne podwyższenie aktywności DDAH przy stężeniu 0,5 mM. His w stężeniu 2 mM 

była nieefektywna (Rycina 9). Doświadczenie potwierdziło znaczny spadek aktywności 

DDAH u szczurów TAA w stosunku do zwierząt kontrolnych. 

Rycina 8 Aktywność DDAH w mózgu i wątrobie szczura, *p < 0,05, n = 6 
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 Mimo, że nie wykazano wpływu dootrzewnowego podania His na aktywność 

DDAH w mózgu ani wątrobie (Rycina 9), nie można jednoznacznie wykluczyć udziału 

His w regulacji aktywności badanego enzymu. Wymagana jest jednak bezpośrednia 

interakcja DDAH z His w odpowiednio wysokim stężeniu. Zatem wpływ podania His na 

aktywność DDAH może się nie ujawnić po 24 h od jej  podania, kiedy jak wykazano w 

rozdziale 5.4.1 stężenie His w osoczu nie odbiega od poziomu kontrolnego, zaś w mózgu 

jest jedynie nieznacznie podwyższone. 

 

5.2.5. Pomiar immunoreaktywności białka AGXT-2 w mitochondriach 

izolowanych z kory mózgowej. Wpływ podania His. 

W mitochondriach kory mózgowej szczurów TAA zaobserwowano istotne 

zmniejszenie względnego poziomu AGXT-2 odpowiadającego za alternatywną względem 

DDAH ścieżkę rozkładu ADMA. Nie odnotowano istotnych różnic w przypadku 

zwierząt, którym podano His (Rycina 10). 
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Rycina 9 Aktywność DDAH po podaniu His do homogenatu kory mózgowej szczura, **p < 0,01 
względem szczurów kontrolnych test t-Studenta, †p < 0,05 względem 0 mM His, 
(jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z neparametrycznym testem Bonferroniego), n = 8 
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5.2.6. Aktywność proteolityczna w wątrobie i korze mózgowej  

Na stężenie wolnych dwumetyloarginin w organizmie oprócz aktywności PRMT  

i ich usuwania (głównie degradacja enzymatyczna) wpływa także tempo proteolizy.  

Z tego względu zdecydowano się oznaczyć całkowitą aktywność proteolityczną  

w wątrobie i korze mózgowej.  Nie stwierdzono zmian w aktywności proteolitycznej kory 

mózgu (Rycina 11). Z kolei w wątrobie szczurów TAA stwierdzono istotne obniżenie 

badanego parametru. Wyniki pomiaru aktywności proteolitycznej w wątrobach zwierząt 

otrzymujących His nie różniły się statystycznie od kontroli. 

Rycina 10 Immunoreaktywność białka AGXT-2 w mitochondriach kory mózgowej szczura,  
*p < 0,05 względem kontroli, n = 3 
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5.3.  Ekspresja i aktywność NOS w modelu TAA 

Zaburzenie szlaku NMDA/NO/cGMP jest kluczowym elementem 

patomechanizmu EW. Mimo to, ani pełnego profilu ekspresji, ani aktywności NOS  

w mózgu szczurów z ostrą EW jak dotąd nie zbadano. Zagadnienie to staje się 

szczególnie istotne wobec wykazanego w badanym modelu TAA wzrostu stężenia 

ADMA. 

 

5.3.1. Analiza ekspresji izoform NOS w korze mózgu. Wpływ podania His. 

Wykazano obniżenie ekspresji genu enos na poziomie mRNA i indukcję ekspresji 

inos pod wpływem TAA (Rycina 12). His nie wpływała istotnie na te parametry. Badanie 

ilości białka potwierdziło wywołany TAA spadek ekspresji eNOS w homogenacie kory 

mózgowej, natomiast ilość białka iNOS nie odbiegała istotnie od wartości kontrolnych 

(Rycina 13). Szczury TAA cechował ponadto wzrost ilości białka nNOS w korze 

mózgowej. 

Rycina 11 Aktywność proteolityczna wątroby i kory mózgowej *p < 0,05, n = 5 
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Rycina 13 Względna immunoreaktywność białek nNOS, eNOS i iNOS w korze mózgowej 
szczura, *p < 0,05, **p < 0,001, n = 4 

Rycina 12 Ekspresja mRNA  kodującego iNOS i eNOS w korze mózgowej szczura, *p < 0,05,  
n = 4 
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5.3.2. Wpływ TAA i His na aktywność NOS w korze mózgowej 

 W korze mózgowej szczurów TAA wykazano ok. 30% obniżenie aktywności 

NOS. Podanie His istotnie odwracało ten efekt. Warto zauważyć, że samo podanie His 

powodowało wzrost aktywności NOS (Rycina 14).  

 

5.3.3. Wpływ TAA na dimeryzację eNOS i produkcję RFT. Wpływ podania 

His 

W korze mózgowej szczurów TAA stwierdzono spadek ilości dimerów eNOS,  

a także obniżenie stosunku dimer eNOS/monomer eNOS. Wskazuje to na dodatkowy 

mechanizm, tzw. stan rozprzężenia enzymu, który obok zmniejszonej ekspresji może 

upośledzać właściwe funkcjonowanie eNOS (Rycina 15). 

Wykazano dalej, że rozprzężony eNOS jest dodatkowym źródłem produkowanych 

w mózgu RFT. Zmierzono ilość produkowanych RFT w homogenacie kory mózgowej 

szczurów kontrolnych i TAA (nie badano szczurów otrzymujących His, gdyż jej podanie 

nie miało wpływu na dimeryzację eNOS). 

 Ilość powstających RFT była istotnie wyższa  w korze mózgowej szczurów TAA. 

Wykazano również, że obecność Arg w stężeniu 1 mM powoduje wzrost fluorescencji,  
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Rycina 14 Aktywność całkowita NOS w korze mózgowej szczura, *p < 0,01 względem 
kontroli, †p < 0,05 względem TAA,  n = 4 
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a zatem ilości RFT. Odwrotnie, obecność inhibitora NOS – L-NMMA lub EDTA 

powodowała istotny spadek produkcji RFT. Potwierdzeniem, że obserwowane zmiany  

w ilości RFT zależą od aktywności enzymatycznej było wykazanie, że ilość RFT  

w zależności od czasu w inaktywowanej termicznie próbie nie zmienia się (Rycina 16).  
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Rycina 15 Dimeryzacja podjednostek eNOS w korze mózgowej, *p < 0,05,  n = 3 
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Rycina 16 Wpływ podania Arg i inhibitorów NOS na produkcję RFT w homogenacie kory 
mózgowej szczura, *p < 0,001 względem kontroli (-) Arg, †p < 0,001 względem odpowiadającej 
grupy (+) Arg, n = 3 

 

5.3.4. Pomiar stężenia azotynów i azotanów w korze mózgu i osoczu. Wpływ 

podania His 

Stężenie azotynów i azotanów w korze mózgowej nie zmieniało się istotnie. 

Natomiast w osoczu było o ok. 40% podwyższone wskutek podania TAA. Również  

w grupie otrzymującej TAA i His, stężenie azotynów i azotanów było wyższe niż  

w kontroli, ale wzrost był mniej widoczny (ok. 25%) (Rycina 17).   
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5.3.5. Immunoenzymatyczne oznaczenie stopnia nitrozylacji tyrozyny w 

białkach osocza. Wpływ podania His 

Wykazano wzrost ilości nitrozylowanej tyrozyny w białkach osocza krwi (Rycina 

18). Wynik ten potwierdza obserwowany wcześniej wzrost stężenia azotynów i azotanów 

w osoczu, Podanie His nie wpływało na  badane parametry. 
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Rycina 17 Pomiar stężenia azotynów i azotanów w korze mózgowej i osoczu szczura , *p < 0,05, 
 n = 4 
 

Rycina 18 Nitrozylacja tyrozyny w białkach osocza krwi, *p < 0,05,  n = 3 
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5.4.  Analiza metabolizmu His oraz pomiar całkowitej pojemności 

antyoksydacyjnej i markerów prozapalnych w homogenatach mózgu 

w modelu TAA 

Wykazane do tej pory efekty podania His w postaci: obniżenia stężenia ADMA  

w korze mózgowej szczurów TAA, podniesienia całkowitej aktywności NOS w mózgu 

oraz obserwowanego ex vivo wzrostu aktywności DDAH wymagały podjęcia próby 

wyjaśnienia mechanizmu tych obserwacji.  

W celu ustalenia czy podanie His ma bezpośrednie działanie antyoksydacyjne, 

zmierzono w homogenatach kory mózgowej całkowitą pojemność antyoksydacyjną. 

Zbadano również wybrane markery prozapalne, co jest szczególnie istotne w kontekście 

łączącym wzrost ADMA z chorobami o podłożu zapalnym. 

 

5.4.1. Wpływ dootrzewnowego podania His na jej stężenie w osoczu i mózgu. 

Pomiar stężenia His i jej metabolitu karnozyny w osoczu i mózgu 

His podana dootrzewnowo w dawce 100 mg/kg m.c. była wcześniej stosowana 

w pracach na szczurzym modelu EW wywołanej podaniem TAA (Rama Rao i wsp., 

2010). Jednak ze względu na brak dostępnych danych literaturowych opisujących 

farmakodynamikę dootrzewnowego podania His, szczególnie w odniesieniu do OUN, 

zmierzono stężenie His w osoczu krwi oraz korze mózgu u zdrowych szczurów  

w pierwszej dobie po dootrzewnowym podaniu His (Rycina 19).  

Po 20 min od podania, stężenie His odpowiednio w osoczu i korze mózgu wzrosło 

ok. 6 i 3 krotnie, a następnie stopniowo spadało. Co ciekawe, w osoczu tempo spadku 

stężenia His było stosunkowo stałe i przed upływem doby parametr ten wracał do 

wartości kontrolnych. W mózgu wzrost stężenia utrzymywał się dłużej i był szczególnie 

http://rcin.org.pl



Wyniki 
 ______________________________________________________________  

 

73 
   

wyraźny przez pierwsze 1,5-2 h, ale również po upływie doby stężenie His w korze 

mózgowej było istotnie wyższe od wartości kontrolnych (Rycina 19). 

 

 
Rycina 19 Stężenie His w osoczu (panel górny) i korze mózgowej (panel dolny) szczura w 
pierwszej dobie po dootrzewnowym podaniu His (100 mg/ kg m.c.). *p < 0,01 względem 
kontroli (punkt 0), n = 5 
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5.4.2. Analiza metabolitów His w osoczu i korze mózgu 

Wtórne metabolity His: histamina i karnozyna mogą mieć znaczenie dla przebiegu 

EW i bezpośrednio przyczyniać się do pojawienia się niektórych efektów obserwowanych 

po podaniu His. Dlatego też zmierzono ich stężenie w osoczu i korze mózgowej.  

Stężenie histaminy w osoczu nie zmieniało się u żadnej z badanych grup. Podanie 

His nie miało również wpływu na stężenie histaminy w korze mózgowej (Tabela 13). 

Wynik ten świadczy, że His w podawanym stężeniu nie metabolizuje się do histaminy  

w mózgu.  

Stężenia karnozyny w osoczu nie udało się oznaczyć, natomiast w korze 

mózgowej szczurów TAA jej stężenie było istotnie obniżone (Tabela 13). Z kolei u obu 

grup otrzymujących His, stężenie karnozyny było istotnie podwyższone, co wskazuje, że 

część podawanej His może służyć jako substrat do syntezy karnozyny (Tabela 13).  

Tabela 13 Stężenie His i jej metabolitów: histaminy i karnozyny w korze mózgowej i osoczu 
szczura, *p < 0,05 względem kontroli,  †p < 0,05 względem TAA,  n = 6 dla karnozyny n = 8 dla 
histaminy 

 Kontrola TAA His TAA+His 

K
o

ra
 

m
ó

zg
u

 Karnozyna [µM/g tk.]   28,58  ± 1,89   24,2  ±  0,77*  35,34 ± 2,03*   38,46 ± 2,68*† 

Histamina [nM /g tk.]     0,06  ± 0,02     0,07 ± 0,01    0,05 ± 0,01     0,06  ± 0,01 

O
so

cz
e Karnozyna Poniżej progu detekcji 

Histamina [µM]  0,76 ± 0,23   0,59 ±  0,16   0,55 ± 0,2    0,84 ± 0,28 

 

5.4.3. Wpływ TAA na immunoreaktywność syntazy karnozyny-1 (CARNS-

1) w korze mózgu. 

Analiza Western-blot CARNS-1, enzymu odpowiedzialnego za syntezę karnozyny 

w mózgu wykazała istotny wzrost jej ekspresji w korze mózgowej szczurów TAA 
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(Rycina 20). W grupie otrzymującej His i TAA obserwowano tendencję wzrostową ilości 

CARNS-1 w stosunku do wartości kontrolnych.  

 

5.4.4.   Pomiar aktywności cyklooksygenazy-2, stężenia TNF-α i ekspresji 

Tnf-α w korze mózgu.  Wpływ podania His. 

W modelu TAA wykazano ponad dwukrotny wzrost aktywności 

cyklooksygenazy-2 (Rycina 21) oraz wzrost stężenia TNF-α w osoczu (Tabela 14). 

Wykazano także zwiększoną ekspresję genu tnf-α w korze mózgowej szczurów TAA 

(Rycina 22). Powyższe obserwacje sugerują, że źródłem mogącego oddziaływać na 

komórki OUN TNF-α nie są wyłącznie przebiegające na obwodzie procesy wynikające  

z uszkodzenia wątroby, ale również TNF-α, którego ekspresja zachodzi w mózgu. Warto 

zaznaczyć, że ilość transkryptu tnf-α nie różniła się istotnie u szczurów TAA 

Rycina 20 Immunoreaktywność CARNS-1 w korze mózgowej szczura, *p < 0,05,  
 n  = 4 
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otrzymujących His (Rycina 22). Ponadto można zauważyć u tej grupy tendencję  

w kierunku obniżenia aktywności COX-2 w osoczu (Rycina 21). 

 

 
Tabela 14 Stężenie TNF-α w osoczu krwi szczura, *p < 0,05 względem kontroli, n = 6 

 

 

 

 Kontrola TAA His TAA+His 

TNF-α [pg/ml] < 10 5750 ± 3550* < 10 7100 ± 4700* 
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Rycina 21 Aktywność COX-2 w osoczu krwi, *p  < 0,05, n = 5 

Rycina 22 Ekspresja genu kodującego TNF-α w korze mózgu szczura *p < 0,05  n = 4 
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Całkowita pojemność antyoksydacyjna (TAC) kory mózgu szczurów TAA była 

podwyższona o ok. 40% (Rycina 23). Równoległe podanie His dodatkowo zwiększało 

TAC ok. 25%. 

 

Rycina 23 Całkowita pojemność antyoksydacyjna (TAC) kory mózgowej szczura **p < 0,01 
względem kontroli † p < 0,05 względem TAA, n = 6 
 

 

5.5. Pomiar stężenia ADMA i SDMA w hodowanych astrocytach 

traktowanych amoniakiem in vitro. Rola transportera y+LAT2 w 

astrocytach in vitro i korze mózgowej szczurów TAA. 

Wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA w astrocytach in vitro dotąd nie badano. 

Nie badano również wpływu ADMA na transport Arg do astrocytów w warunkach 

hiperamonemii, która jak wspomniano we wstępie, powoduje wzmożony wychwyt Arg 

do astrocytów.  

Wcześniejsze badania wykazały, że inkubacja astrocytów z amoniakiem 

skutkowała istotnym wzrostem ilości białka y+LAT2 i wynikającym z niego wzmożonym 

wychwytem Arg (Zielińska i wsp., 2012). Efekt ten obserwowano w szczurzym modelu 

HA (Zielińska i wsp., 2012) oraz wykazano w modelu TAA (dane własne 

niepublikowane). 
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W dysertacji wykazano istotne obniżenie wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA 

i SDMA w astrocytach traktowanych amoniakiem (Tabela 15). Zjawisku temu 

towarzyszył wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia Arg. Efekty te znosiła transfekcja 

komórek siRNA wyciszającym transkrypcję genu Slc7a6, który koduje y+LAT2. 

Tabela 15 Stężenie dwumetyloarginin w astrocytach in vitro traktowanych amoniakiem i po 
wyciszeniu genu Slc7a6 

 

Wykonane metodą spektrometrii mas oznaczenie stężenia dwumetyloarginin  

w pożywce hodowlanej wykazało istotny wzrost stężenia ADMA i SDMA w pożywkach 

zebranych znad astrocytów traktowanych amoniakiem (Tabela 16). Efekt ten był 

znoszony przez transfekcję siRNA. Łącznie z wynikiem pomiaru wewnątrzkomórkowych 

stężeń dwumetyloarginin, wskazuje to na udział białka y+LAT2 w transporcie 

dwumetyloarginin na zewnątrz komórki w warunkach hiperamonemii in vitro. 

Tabela 16 Stężenie dwumetyloarginin w pożywce hodowlanej 

 Kontrola       Mock Amoniak Amoniak + siRNA 

ADMA [µM] 0,365 ± 0,03 0,358 ± 0,03 0,410 ± 0,04* 0,368 ± 0,05 

SDMA [µM] O,864  ± 0,24 1,04 ± 0.,09 1,378 ± 0,16* 1,189 ± 0,12 

ADMA/SDMA O,44 ± 0,05 0,36 ± 0,1 0,29 ± 0,06 0,3 ± 0,04 

Arg [mM] 0,306 ± 0,12 0,309 ± 0,04 0,312 ± 0,05 0,301 ± 0,09 

Arg/ADMA 864,24 ±  18,34 872,33 ± 14,9 756,59 ± 9,66* 813,71 ± 12,28 

 

 Kontrola Mock Amoniak Amoniak + siRNA 

ADMA [µM] 7,34 ± 1,11 6,91 ± 1,47 4,75 ± 1,27* 8,29 ± 0,84** 

SDMA [µM] 5,12  ± 1,84 5,29 ± 1,02 4,19 ± 1,93* 5,6 ± 1,31 

ADMA/SDMA 1,36 ± 0,28 1,33 ± 0,31 1,28 ± 0,16 1, 47 ± 0,52 

Arg [µM] 161,62 ± 35,07 183,92 ± 37,83 194,62 ± 57,04* 155,35 ± 46,71 

Arg/ADMA 25,16 ±  3,76 28,31 ± 4,19 36,53 ± 5,14* 22,78 ± 7,8 
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Skuteczność wyciszenia ekspresji genu Slc7a6 zweryfikowano oznaczając 

immunoreaktywność białka y+LAT2 w astrocytach. Potwierdzono ok. 30% wzrost ilości 

białka y+LAT2 w astrocytach inkubowanych z amoniakiem. Transfekcja astrocytów 

y+LAT2siRNA skutkowała ok. 50% obniżeniem ilości białka y+LAT2 w komórkach 

kontrolnych, oraz znosiła wywołany amoniakiem wzrost ilości transportera (Rycina 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 24 Wpływ transfekcji astrocytów siRNA wyciszającym ekspresję genu Slc7a6 
mierzony immunoreaktywnością białka y+LAT2 *p < 0,05; **p < 0,001, n = 4 
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5.6. Wpływ ADMA na transport [3H]L-argininy  do astrocytów in vitro 

Drugim, obok bezpośredniego hamowania aktywności NOS, mechanizmem 

poprzez który ADMA może regulować syntezę NO, jest hamowanie dokomórkowego 

transportu Arg.  

Wyniki potwierdziły wzrost wychwytu [3H]L-argininy do astrocytów 

inkubowanych z amoniakiem. Wpływ ADMA na wychwyt [3H]L-argininy  badano przy 

stałym stężeniu Arg wynoszącym 100 µM. Zmieniano natomiast stężenie podawanej 

równolegle z Arg ADMA: 5 µM, 50 µM, 500 µM i 1 mM.  Nie wykazano istotnego 

wpływu niskich stężeń ADMA na wychwyt Arg do astrocytów (Rycina 25). ADMA  

w  stężeniach  500 µM i 1 mM hamowała wychwyt Arg o odpowiednio o ok. 50% i 70% 

(Rycina 26).  

 

 

 

 

Rycina 25 Wpływ preinkubacji z amoniakiem i podania 5 µM, 50 µM ADMA na wychwyt 
[3H]L-argininy  do astrocytów *p < 0,05,  n = 4 
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Wyliczony metodą wg Nicholson i wsp., (2002) udział poszczególnych układów 

transportowych w całkowitym wychwycie [3H]L-argininy do astrocytów in vitro wykazał, 

że w komórkach kontrolnych ok. 80% transportu [3H]L-argininy realizowane jest przez 

układ y+ i y+L Podanie ADMA w stężeniu 0,5 mM i 1 mM hamuje głównie aktywność 

układu y+L. Należy jednak podkreślić, że przedstawione wartości mają jedynie charakter 

szacunkowy (Tabela 17).  
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Rycina 26 Wpływ preinkubacji z amoniakiem i podania 0,5 mM, 1 mM ADMA na wychwyt 
[3H]L-argininy do astrocytów *p < 0,05 względem kontroli  † względem grupy traktowanej 
wyłącznie tożsamym stężeniem ADMA ,  n = 4 

http://rcin.org.pl



Wyniki 
 ______________________________________________________________  

 

82 
   

Tabela 17 Wpływ ADMA na szacunkowy udział poszczególnych układów transportujących Arg  
w astrocytach inkubowanych z amoniakiem 

 

 % całkowitego wychwytu [3H]L-argininy  
 B0

+ b0
+ y+L y+ 

Kontrola 7,97 11,26 37,25 43,52 

Amoniak 9,26 4,75 49,84 36,15 

5 µM ADMA  9,61 9,56 37,78 44,05 

5 µM ADMA + amoniak 7,08 (-)# 51,38 42,00 

50 µM ADMA 11,34 4,36 36,90 47,40 

50 µM ADMA + amoniak (-) 8,88 47,62 46,86 

0,5 mM ADMA 26,78 (-) 27,27 45,96 

0,5 mM ADMA + amoniak 45,07 (-) 28,40 26,54 

1 mM ADMA 15,66 11,27 (-) 73,07 

1 mM ADMA + Amoniak 20,76 19,48 (-) 59,75 

# wartość mniejsza od 0  
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6. Podsumowanie wyników 

Wyniki uzyskane na modelach zwierzęcych: 

1. Model HA: 

 Stężenia ADMA i SDMA w osoczu oraz korze mózgu nie zmieniają się. 

2. Model TAA: 

2.1. Stężenie ADMA jest zwiększone w osoczu i mózgu (kora przedczołowa, 

móżdżek). Podanie His przeciwdziała wzrostowi stężenia ADMA w mózgu. 

2.2. Poziom białka DDAH-1 i DDAH-2 oraz całkowita aktywność proteolityczna 

 w wątrobie jest obniżona. Aktywność katalityczna DDAH jest zmniejszona 

zarówno w wątrobie jak i korze mózgu. Obniża się ponadto poziom białka 

AGXT-2 w mitochondriach kory mózgu. 

2.3. Całkowita aktywność NOS w korze mózgu jest obniżona, czemu 

przeciwdziała podanie His. Zmniejszenie aktywności NOS nie powoduje 

zmiany stężenia azotynów i azotanów w korze mózgu. W osoczu nitrozylacja 

białek oraz stężenie azotynów i azotanów są podwyższone.  

2.4. Ekspresja, poziom białka oraz stopień dimeryzacji eNOS w korze mózgu jest 

obniżony. Wzrasta natomiast poziom białka nNOS i ekspresja genu inos.  

Zaburzona dimeryzacja eNOS przyczynia się do zwiększenia ilości RFT  

w homogenacie kory mózgu. 

2.5. W modelu TAA stwierdzono ponadto zwiększenie aktywności COX-2 

stężenia TNF-α w osoczu oraz ekspresji tnf-α w korze mózgu. Wzrostowi 

całkowitej pojemności antyoksydacyjnej (TAC) kory mózgu towarzyszyło 

obniżenie stężenia karnozyny, mimo wzrostu immunoreaktywności syntazy 

karnozyny-1. Podanie His podwyższa stężenie karnozyny w korze mózgu.  
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Wyniki uzyskane na pierwotnej hodowli astrocytów szczurzych: 

1. W astrocytach traktowanych przez 48 h 5 mM amoniakiem zmniejsza się 

wewnątrzkomórkowe stężenie ADMA i SDMA.  

2. Zahamowanie ekspresji transportera y+LAT2 zapobiega wywołanemu 

amoniakiem zmniejszeniu wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA i SDMA. 

3. ADMA hamuje dokomórkowy transport [3H]Arg do astrocytach jedynie przy 

znacząco niższym od fizjologicznego stosunku Arg/ADMA. 

4. Analiza  udziału poszczególnych układów transportowych w dokomórkowym 

transporcie [3H]Arg do astrocytów wskazuje, że ADMA w stężeniu 0,5 mM 

i 1 mM  hamuje głównie aktywność systemu y+L.  
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7. Dyskusja 

U pacjentów z EW oraz w zwierzęcych modelach choroby dochodzi do zaburzeń 

szlaku NMDAr-NO-cGMP w mózgu, przy czym charakter obserwowanych zmian 

zależny jest od typu EW. W ostrej EW, a także na skutek izolowanej hiperamonemii 

wzmożona stymulacja NMDAr skutkuje aktywacją wspomnianego szlaku i wzrostem 

syntezy cGMP w mózgu (Hermenegildo i wsp., 2000; Hilgier i wsp., 2005; Rodrigo i 

Felipo, 2006). W przypadku przewlekłej EW dochodzi do, jak się uważa, adaptacyjnego 

hamowania aktywności szlaku NMDAr-NO-cGMP (Corbalan i wsp., 2002; Llansola i 

wsp., 2007).  

Rola NO w EW nie ogranicza się do udziału tej cząsteczki w przekaźnictwie 

glutaminergicznym. Nieprawidłowa synteza NO przyczynia się do SON, który jest dobrze 

udokumentowanym czynnikiem uszkadzającym komórki zarówno w hiperamonemii jak  

i EW (Gorg i wsp., 2010; Gorg i wsp., 2008; Haussinger i Gorg, 2010). U pacjentów z 

EW obserwuje się także zmiany CBF, którego kluczowym regulatorem jest NO. 

Zmniejszony CBF opisano w przewlekłej EW (Iversen i wsp., 2009). Z kolei, wzrost CBF 

w ostrej EW jest uważany za jedną z przyczyn obrzęku mózgu (Jalan i wsp., 2004).  

Regulacja aktywności NOS w EW jest złożona i niedostatecznie zbadana,  

w szczególności mało wiadomo o roli ADMA, która jest głównym endogennym 

inhibitorem NOS. Niejasna jest zarówno bezpośrednia przyczyna wzrostu stężenia 

ADMA w licznych przypadkach klinicznych EW oraz w modelach zwierzęcych, jak  

i udział metyloarginin w modulowaniu samego przebiegu choroby. Dla lekarzy otwarta 

pozostaje kwestia przydatności pomiaru stężenia ADMA w ocenie stanu pacjenta. 

Dostępna literatura niemal wyłącznie dotyczy roli metyloarginin w przewlekłej 

EW. Z uwagi na istotne różnice między patomechanizmem ostrej i przewlekłej EW, 

zwłaszcza w kontekście aktywności szlaku NMDAr-NOS-NO, w niniejszej pracy starano 
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się wypełnić lukę dotyczącą udziału ADMA w regulowaniu aktywności NOS w ostrej 

EW. W badaniach posłużono się dwoma zwierzęcymi modelami doświadczalnymi 

odzwierciedlającymi ostrą EW: modelem hiperamonemii wywołanej dootrzewnowym 

podaniem OA i modelem ostrego uszkodzenia wątroby przez TAA. Udział ADMA  

w hamowaniu dokomórkowego transportu Arg weryfikowano w badaniach in vitro 

wykorzystując pierwotną hodowlę astrocytów korowych, ponieważ te komórki OUN 

ulegają najpoważniejszym dysfunkcjom w EW. 

 

7.1. Stężenie metyloarginin w modelach EW 

W modelach komórkowych i zwierzęcych wielokrotnie wykazywano, że 

toksyczne stężenie amoniaku bezpośrednio zaburza syntezę NO (por. rozdz. 2.4). Nie 

zostało jednak dowiedzione czy hiperamonemia per se jest przyczyną obserwowanego  

w EW wzrostu stężenia ADMA.  

Badania własne wykazały, iż w szczurzym modelu hiperamonemii prostej nie 

dochodzi do zmian stężenia ADMA w osoczu lub korze mózgowej, jak również nie 

zmienia się stosunek Arg/ADMA, będący wykładnikiem biodostępności Arg dla NOS. 

Jest to według wiedzy autora pierwsza próba pomiaru ADMA w zwierzęcym modelu 

ostrej intoksykacji amoniakiem.  

W modelu przewlekłej HA, w którym OA podawano z paszą przez 3 tyg., 

wykazano wzrost stężenia ADMA w osoczu szczura. W przytoczonym badaniu wzrost 

stężenia ADMA zaobserwowano również w operacyjnym modelu przewlekłej EW – BDL 

(por. wstęp, tabela 2) oraz u zwierząt, u których zabieg BDL połączono z dietą 

hiperamonemiczną (Tain i wsp., 2010a). Wzrost stężenia ADMA w modelu BDL 

wykazano także w mózgu szczura (Balasubramaniyan i wsp., 2012). Podanie 

fenylooctanu ornityny (OP) umożliwiającego wiązanie amoniaku do łatwo usuwanej 
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przez nerki fenyloacetyloglutaminy, obniżyło stężenie amoniaku w osoczu oraz stężenie 

ADMA w mózgu, wskazując na istnienie związku między tymi czynnikami. Z drugiej 

strony, mimo normalizacji stężenia amoniaku przez OP, stężenie ADMA w osoczu 

pozostawało podwyższone (Balasubramaniyan i wsp., 2012). Współzależność stężenia 

amoniaku i ADMA w modelu BDL nie została zatem jednoznacznie udowodniona. Warto 

również zauważyć, że w przytoczonej pracy autorstwa Huang i wsp., (2010) w modelu 

BDL nie odnotowano istotnego wzrostu stężenia amoniaku we krwi (mimo to stężenie 

ADMA było podwyższone), podczas gdy w badaniach Balasubramaniyan i wsp., stężenie 

amoniaku  

w osoczu było 3,5 krotnie podwyższone. Powyższe niejednoznaczne obserwacje 

uzasadniały zatem podjęcie bardziej szczegółowych badań w niniejszej dysertacji.  

Zaletą modelu hiperamonemii prostej, w porównaniu do modeli zabiegowych, jest 

ograniczenie wpływu innych niż amoniak, czynników mogących bezpośrednio wpływać 

na metabolizm ADMA. W modelu użytym w badaniach własnych hiperamonemię 

podtrzymuje się przez 72 h, a zatem czas oddziaływania toksycznych stężeń amoniaku na 

organizm jest zdecydowanie krótszy, niż pracach badawczych wykorzystujących modele 

przewlekłe. Opisany w dysertacji brak zmian w stężeniu ADMA i SDMA w osoczu oraz 

w korze mózgowej w modelu hiperamonemii prostej sugeruje, że ostra toksyczność 

amoniaku nie jest bezpośrednią przyczyną wzrostu stężenia ADMA w EW. 

W drugim badanym modelu – ostrej EW polegającym na uszkodzeniu wątroby 

przez dootrzewnowe podanie hepatotoksyny TAA, wykazano wzrost stężenia ADMA 

zarówno w osoczu, jak i mózgu szczurów. Stężenie SDMA w osoczu i mózgu nie 

zmieniało się. Wyniki te upoważniają do twierdzenia, że uszkodzenie wątroby,  

w odróżnieniu od hiperamonemii, wpływa na metabolizm ADMA. Ostatnio 

opublikowane dane wskazują, że jednokrotne dootrzewnowe podanie wysokiej dawki 
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TAA (500 mg/kg m.c.) już po upływie doby skutkuje wzrostem stężenia ADMA  

w osoczu, i istotnie obniża stosunek Arg/ADMA. Nie stwierdzono natomiast zmian 

stężenia SDMA w osoczu (Bekpinar i wsp., 2015). Wyniki własne potwierdzają  

i uzupełniają cytowane obserwacje wskazując, że wzrost stężenia ADMA zachodzi 

również w korze mózgowej i móżdżku szczurów TAA. 

W tym miejscu warto zauważyć, że w usuwaniu SDMA z organizmu kluczową 

rolę pełni układ moczowy, a wzrost stężenia SDMA we krwi stanowi jeden z objawów 

uszkodzenia nerek (Portal i wsp., 2007). Warto nadmienić, że nerki są obok wątroby 

głównym miejscem enzymatycznej degradacji ADMA (Onozato i wsp., 2008; Palm i 

wsp., 2007). W niniejszej pracy nie badano parametrów związanych z ostrą 

niewydolnością nerki (np. stężenia kreatyniny, mocznika, stężenia jonów K+ czy 

aktywności fosfatazy kwaśnej w surowicy). Niemniej jednak obserwacja zmian jedynie  

w stężeniu ADMA oraz dane literaturowe pozwalają założyć, że w modelu TAA 

dochodzi głównie do uszkodzenia wątroby, podczas gdy funkcja nerek pozostaje 

niezmieniona (Fleck i wsp., 1988; Koblihova i wsp., 2014).  

Jedną z przyczyn wzrostu stężenia ADMA w chorobach wątroby może być jej 

utrudnione usuwanie z żółcią. Za założeniem tym przemawia fakt, iż ilość ADMA  

w żółci wyraźnie wzrasta w modelu przejściowego niedokrwienia wątroby (ang ischemia 

and reperfusion) Ferrigno i wsp. (2014). Zwraca również uwagę fakt, że analiza 

porównawcza modelu przewlekłej toksyczności TAA (TAA podawany z pokarmem przez 

18 tyg.) i  resekcji dróg żółciowych ( ang. bile duct excision, BDE) wykazała, że tylko  

w tym drugim przypadku stężenie ADMA w osoczu jest istotnie podniesione (Laleman i 

wsp., 2005). Trudno jednak powyższą hipotezę pogodzić z obserwacją, iż w ostrej 

toksyczności TAA, modelu nie naruszającym w istotnym stopniu funkcji dróg 

żółciowych, dochodzi do wzrostu stężenia ADMA w osoczu i mózgu.  
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Zawarte w pracy wyniki wskazują jednoznacznie, że zmiany stężenia ADMA 

obserwowane w przebiegu EW są konsekwencją uszkodzenia wątroby. 

 

7.2. Metabolizm ADMA w modelu TAA 

Przyczyną wzrostu stężenia ADMA obserwowanego w modelu TAA może być 

zwiększenie syntezy lub obniżenie tempa degradacji tego związku. Dla przypomnienia: 

metylacja Arg jest elementem potranslacyjnej modyfikacji białek i zachodzi w większości 

komórek organizmu. Syntezę ADMA katalizuje PRMT-1, a obecność wolnych 

cząsteczek ADMA jest wynikiem proteolizy białek komórkowych (McBride i Silver, 

2001). Uważa się, że główną drogą eliminacji ADMA z organizmu jest jej rozkład do Cyt 

i metyloamin katalizowany przez DDAH (Arrigoni i wsp., 2010; Teerlink i wsp., 2009). 

Reakcja ta zachodzi z największą intensywnością w wątrobie i nerkach, ale również  

w mózgu DDAH-1 ulega silnej ekspresji (Tran i wsp., 2000). Mniejsze znaczenie wydaje 

się mieć degradacja ADMA przez mitochondrialny AGXT-2  i jej wydalanie z moczem 

(Rodionov i wsp., 2010; Teerlink i wsp., 2009).   

Przedstawione w dysertacji wyniki wskazują, że w korze mózgowej szczurów 

TAA nie dochodzi do zmian w poziomie PRMT-1 (mRNA i białko), nie stwierdzono też 

zmian w immunoreaktywności białka PRMT-1 w wątrobie.   

Warto zaznaczyć, że analiza ekspresji enzymu syntezy ADMA w modelu ostrego 

uszkodzenia wątroby jest pierwszą tego typu obserwacją, gdyż dostępna literatura w tym 

zakresie odnosi się wyłącznie do modeli przewlekłych EW, a wyniki są w dużym stopniu 

niejednoznaczne. W modelu BDL wykazano wzrost ilości białka PRMT-1  

w wątrobie (Tain i wsp., 2010a; Yang i wsp., 2012). W tym samym modelu stwierdzono 

też zmniejszenie ilości białka PRMT-1 w mózgu (Huang i wsp., 2010). Z kolei model 

niedokrwienia wątroby cechował spadek mRNA kodującego PRMT-1 w wątrobie 
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(Ferrigno i wsp., 2014). Oba modele wykazują jednak na tyle odmienny 

patomechanizm/etiologię, że uzyskane wyniki nie muszą być ze sobą całkowicie 

sprzeczne. 

Warto zauważyć, że model BDL cechują dynamiczne zmiany omawianego 

parametru. Po 3 dniach od zabiegu operacyjnego stwierdzono wzrost ilości białka  

PRMT-1 w wątrobie, podczas gdy stężenie ADMA w osoczu pozostawało niezmienione 

(Tain i wsp., 2010a). W badaniach innej grupy badawczej wzrost ilości białka PRMT-1 

był bardzo wyraźny dwa tygodnie po zabiegu i normalizował się po upływie kolejnych 

dwóch tygodni. Zmiany te nie miały bezpośredniego przełożenie na stężenie ADMA  

w osoczu, które w obu punktach czasowych było podwyższone (Sheen i wsp., 2010). 

Zupełnie pomijanym w badaniach zagadnieniem mogącym wpływać na stężenie 

metyloarginin jest tempo ich uwalniania z białek. Według danych literaturowych, 

aktywność proteolityczna jest głównym mechanizmem regulacji stężenia ADMA  

w erytrocytach (Davids i wsp., 2012). Wydaje się, że tempo proteolizy może ulegać 

zmianom w chorobach wątroby (Neuman i wsp., 2013) i zaburzeniach OUN (Dasuri i 

wsp., 2013; Tarasoff-Conway i wsp., 2015). Parametr ten jak dotąd nie był analizowany 

w kontekście EW. 

 Z tego względu zdecydowano się oznaczyć całkowitą aktywność proteolityczną  

w wątrobie i korze mózgu w użytym modelu ostrej EW. Nie stwierdzono zmian 

aktywności proteolitycznej w mózgu, natomiast w wątrobach zwierząt, którym podawano 

TAA była ona obniżona. Można założyć zatem, że parametr ten nie jest przyczyną 

wzrostu stężenia ADMA w modelu TAA. Biorąc pod uwagę, że mierzono całkowitą 

aktywność proteolityczną w przeliczeniu na masę tkanki wydaje się, że nekroza 

hepatocytów i postępujące zwłóknienie wątroby, będące skutkami toksyczności TAA, 
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mogą odpowiadać za wykazane obniżenie tempa proteolizy w wątrobie (Bergasa i wsp., 

1992; Wallace i wsp., 2015).  

Podsumowując, brak zmian w poziomie ekspresji PRMT-1 w wątrobie i korze 

mózgu oraz wynik pomiaru aktywności proteolitycznej wskazują, że nie dochodzi do 

wzrostu syntezy ADMA w modelu TAA, a zatem upośledzenie degradacji ADMA 

wydaje się być główną przyczyną jej podwyższonego stężenia. 

Jak wspomniano uprzednio, za degradację ADMA odpowiadają enzymy: DDAH  

i AGXT-2. Analiza immunoreaktywności wykazała obniżenie ilości białka DDAH-1  

i DDAH-2 w wątrobie szczurów TAA bez istotnych różnic w ilości mRNA i białka  

DDAH-1 w korze mózgowej. Obniżenie ilości DDAH w wątrobie opisywano w kilku 

modelach niewydolności wątroby (Mookerjee i wsp., 2015; Siroen i wsp., 2008; Verbeke 

i wsp., 2014) oraz u pacjentów z marskością wątroby (Mookerjee i wsp., 2015).  

Co ciekawe, aktywność hydrolityczna DDAH uległa istotnemu obniżeniu zarówno 

w wątrobie, jak i mózgu szczurów TAA. Zmniejszenie ilości białka nie jest zatem jedyną 

przyczyną obniżenia całkowitej aktywności DDAH. 

Przedstawione w rozprawie wyniki nie wskazują na wpływ dootrzewnowego 

podawania His na aktywność DDAH w mózgu lub wątrobie szczura. Jednocześnie 

eksperyment ex vivo, w którym zastosowano wyższe stężenia His dowiódł, że 

odpowiednio wysokie stężenie His może prowadzić do wzrostu aktywności DDAH w 

homogenacie kory mózgowej zarówno szczura zdrowego, jak i szczura TAA. Należy 

przypomnieć, opierając się na wynikach dynamiki metabolizmu His, że materiał  

w którym oznaczano aktywność DDAH był pobierany 24 h od podania His, gdy jej 

stężenie w korze mózgowej było jedynie nieznacznie podwyższone, a w osoczu nie 

odbiegało od wartości kontrolnych. Możliwe jest zatem, że bezpośrednio po podaniu His 
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może podnosić aktywność DDAH in vivo i wpływać na tempo metabolizmu ADMA. 

Hipoteza ta wymaga jednak dodatkowych badań.  

Przyczyną obniżenia aktywności DDAH, pomimo niezmienionej ilości enzymu, 

może być duża wrażliwość tego białka na SON. Stwierdzono, że S-nitrozylacja cysteiny 

w centrum katalitycznym DDAH Cys-249 (Leiper i wsp., 2002; Vallance i Leiper, 2004) 

oraz Cys-273 (Knipp i wsp., 2003) skutkuje wyraźnym obniżeniem aktywności enzymu.  

Bezpośredni wpływ SON na DDAH został wykazany w hepatocytach in vitro. 

Traktowanie tych komórek donorem O2
-: 10 μM PMS (ang. phenazine methosulfate) lub 

H2O2 (100 μM) skutkowało obniżeniem ilości białka DDAH-1 i DDAH-2 oraz 

aktywności DDAH (Tain i wsp., 2010b). Z kolei związki o właściwościach 

antyoksydacyjnych jak probukol (Jiang i wsp., 2006) i tauryna (Tan i wsp., 2007) 

podwyższały aktywność DDAH w warunkach in vitro. Podobne działanie wykazała 

melatonina, której podanie do hodowli hepatocytów zapobiegało wywołanemu przez 

H2O2 obniżeniu aktywności DDAH. W układzie ex vivo, zbliżonym do użytego  

w badaniach własnych (homogenat wątroby), podanie 1 mM melatoniny nie wpływało 

jednak na aktywność DDAH (Tain i wsp., 2010b). 

 Powyższe dane wskazują, że jedną z przyczyn wzrostu aktywności DDAH,  

w obecności His w układzie ex vivo, mogą być antyoksydacyjne właściwości His.  

W modelu TAA wykazano normalizujący wpływ podania His na aktywność układu 

tioredoksynowego i zmniejszenie aktywności peroksydazy glutationowej w korze mózgu. 

Efekty te mają znaczenie protekcyjne wobec wystąpienia SON w mózgu (Ruszkiewicz i 

Albrecht, 2015b) 

Innym czynnikiem mogącym regulować aktywność DDAH jest 

wewnątrzkomórkowe stężenie Zn2+. Centrum aktywne DDAH posiada miejsce wiązania 

Zn2+, ale przyłączenie tego kationu metalu, w odróżnieniu od większości enzymów 
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posiadających podobny motyw aminokwasowy (Vallee i Falchuk, 1993) skutkuje niemal 

całkowitym zahamowaniem aktywności katalitycznej (Frey i wsp., 2006; Knipp i wsp., 

2001). Badanie DDAH izolowanego z bydlęcego mózgu wykazało, że w warunkach 

fizjologicznych ok 30% puli DDAH związane jest z Zn2+ (Knipp i wsp., 2001). Oznacza 

to, że uwalnianie Zn2+ z centrum katalitycznego DDAH może być ważnym mechanizmem 

regulującym aktywność tego enzymu.  

 Badania na wyizolowanym i oczyszczonym białku DDAH-1 wykazały również, 

że imidazol i jego pochodne, w tym His, usuwając Zn2+ z DDAH-1 podwyższają jego 

aktywność katalityczną. Co ciekawe, His jest pod tym względem efektywniejsza niż 

związki  

o wyższym potencjale do chelatowania kationów metali takie jak EDTA czy  

1,10-fenatrolina (Knipp i wsp., 2001). Prawdopodobnie efekt ten związany jest z lepszym 

przestrzennym dopasowaniem pochodnych imidazolu do budowy cząsteczki DDAH. 

Efekt usuwania Zn2+ z DDAH przez His może być odpowiedzialny za wykazany  

w dysertacji wzrost aktywności DDAH po podaniu His do homogenatu tkankowego, ale 

hipoteza ta wymaga dalszych weryfikacji wykraczających tematycznie poza zagadnienia 

postawione w celach dysertacji.  

Warto przytoczyć, że zaburzenia homeostazy Zn2+ były wykazywane w HA i EW. 

W astrocytach in vitro i ex vivo wykazano zwiększenie ilości wolnego Zn2+  

w cytoplazmie, mitochondriach oraz jądrze komórkowym wskutek inkubacji komórek  

z amoniakiem (5 mmol) lub TNF-α (10 ng /ml) (Kruczek i wsp., 2009). Spowodowanemu 

podaniem amoniaku wzrostowi wewnątrzkomórkowego stężenia Zn2+ towarzyszył wzrost 

syntezy NO (Kruczek i wsp., 2011; Kruczek i wsp., 2009). Obserwacja ta nie wyklucza 

jednak możliwości hamowania aktywności DDAH, a przez to zwiększenia ilości ADMA 

wskutek wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia Zn2+.  
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Warto w tym miejscu nadmienić, że w stanach przewlekłej niewydolności 

wątroby obserwowano niedobory Zn2+, co jak się sądzi, zaburza aktywność enzymów 

cyklu mocznikowego dodatkowo przyczyniając się do wystąpienia EW (Chetri i 

Choudhuri, 2003; Yang i wsp., 2004). Suplementacja Zn2+ zwiększa produkcję mocznika 

w wątrobie (Marchesini i wsp., 1996) i glutaminy w mięśniach (Yoshida i wsp., 2001), 

częściowo zmniejszając objawy EW. Niestety nie badano dotąd bezpośredniego związku 

między zmianami stężenia Zn2+obserwowanymi w HA i EW, a aktywnością DDAH  

i stężeniem ADMA. 

Rola AGXT-2, który jest alternatywnym do DDAH enzymem degradującym 

ADMA jest słabo zbadana. Obecność tego białka w mózgu szczura została niedawno 

dowiedziona (Abe i wsp., 2014). Przedstawiona w niniejszej pracy analiza Western-blot 

białka AGXT-2 potwierdziła jego obecność w mitochondriach izolowanych z kory 

mózgowej szczura. Wykazano także wyraźny spadek immunoreaktywności AGXT-2 

u zwierząt otrzymujących TAA.   

Zjawisko to może stanowić element obserwowanej w EW dysfunkcji 

mitochondriów. W ostrej EW wywołanej podaniem TAA wykazano m.in. 30% obniżenie 

syntezy ATP w mózgu (Rama Rao i wsp., 2010), obrzmienie mitochondriów 

(Chadipiralla i wsp., 2012), i ok. 50% obniżenie mitochondrialnej puli glutationu 

(Ruszkiewicz i wsp., 2013).  

Obniżenie ilości AGXT-2 w korze mózgowej może mieć znaczenie dla regulacji 

wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA, a przez to jej udziału w regulacji NOS w tym 

mtNOS, co w dalszej konsekwencji może wpływać na generację SON w mitochondriach. 

Rolę AGXT-2 w regulacji syntezy NO potwierdzają badania linii ludzkich komórek 

śródbłonka żyły pępowinowej (HUVEC). Komórki transfekowane sekwencją kodującą 

AGXT-2 wykazywały podwyższoną produkcję azotynów i azotanów świadczącą  
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o wzroście aktywności NOS. Z kolei inkubacja komórek HUVEC z ADMA miała skutek 

odwrotny (Rodionov i wsp., 2010). Identyfikacja białka zaangażowanego w transport 

ADMA do wnętrza mitochondriów wzmocniła tezę o roli AGXT-2 w regulacji stężenia 

ADMA (Porcelli i wsp., 2016). Funkcja AGXT-2 w EW nie była dotąd badana, zatem 

uzyskany wynik stanowi atrakcyjny kierunek dla dalszych badań nad rolą ADMA w tej 

patologii. 

 

7.3. Ekspresja i aktywność NOS w modelu TAA 

ADMA jest kompetycyjnym inhibitorem wszystkich izoform NOS, chociaż jej 

powinowactwo do iNOS jest zdecydowanie niższe, niż do konstytutywnych izoform NOS 

(Teerlink i wsp., 2009).  

Badania własne wskazują na wyraźny spadek ekspresji i ilości białka eNOS  

w korze mózgowej szczurów TAA, przy jednoczesnym podwyższeniu ilości białka nNOS  

i braku zmian w ekspresji iNOS. Zatem można twierdzić, że w ostrej EW poziom 

ekspresji poszczególnych izoform NOS w mózgu ulega zmianie, jednocześnie wskazując 

na skomplikowane mechanizmy regulacji NOS. Zawarte w dysertacji badania wskazują, 

że u szczurów TAA całkowita aktywność katalityczna NOS w korze mózgu jest istotnie 

obniżona, a efekt ten niweluje podanie His. Spadek aktywności NOS nie miał jednak 

przełożenia na ilość NO w korze mózgu, mierzoną jako suma azotynów i azotanów, gdyż 

ten parametr nie uległ istotnej zmianie. Z kolei w osoczu wykazano wzrost ilości 

azotynów i azotanów pod wpływem TAA. Wzrost ilości NO w osoczu szczurów TAA 

znalazł przełożenie w zwiększeniu nitrozylacji tyrozyny białek osocza. Parametr ten jest 

ważnym markerem wzmożonej produkcji ONOO- będącego jednym z głównych 

produktów nadmiernej syntezy NO (Szabo, 2003). Pomiar ONOO- w warunkach 

klinicznych, stanowić może istotny parametr diagnostyczny (Felipo i wsp., 2013). 
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Wyniki własne znajdują potwierdzenie w pracach innych grup badawczych, gdzie 

stosowano inhibitory NOS. Chu i wsp. wykazał, że równoległe do TAA podawanie 

niespecyficznego inhibitora NOS – estru metylowego nitro-L-argininy (L-NAME)  

w dawce 25 mg/kg mc, (Chu i wsp., 2001) w odróżnieniu od podawania 100 mg/kg mc. 

L-kanawaniny (Chu i wsp., 2006) hamującej aktywność iNOS: zwiększało śmiertelność 

zwierząt, podwyższało stężenie TNF-α w osoczu i zmniejszało dystans przebyty w trakcie 

testu otwartego pola, w porównaniu ze zwierzętami traktowanymi wyłącznie TAA (Bruck 

i wsp., 1999; Chu i wsp., 2006; Chu i wsp., 2001). Sugeruje to, że obniżenie aktywności 

konstytutywnych izoform NOS w modelu TAA jest negatywnym prognostykiem.  

W kontekście przedstawionego w rozprawie obniżenia poziomu ekspresji eNOS  

i całkowitej aktywności NOS w korze mózgowej szczurów TAA, można przyjąć 

założenie, że podanie L-NAME wzmagając obserwowane zmiany przyczynia się do 

nasilenia objawów patologicznych. 

Opisany we wspomnianej pracy brak protekcyjnego efektu podania kanawaniny 

wskazuje z kolei, że indukcja iNOS nie jest kluczowym zjawiskiem odpowiedzialnym za 

objawy ostrej EW wywołane podaniem TAA, co potwierdza przedstawiony w dysertacji 

brak zmian ilości białka iNOS w korze mózgowej i analogiczne wyniki dotyczące analizy 

poziomu iNOS w wątrobie szczurów TAA (Huang i wsp., 2007). 

 Należy jednak zwrócić uwagę, że badania własne wskazują jednocześnie na 

wzrost ilości mRNA kodującego iNOS w korze mózgowej szczurów TAA, co może 

świadczyć o tym, że białko iNOS aktywuje się w późniejszych fazach EW. Wyraźną 

indukcję iNOS w wątrobie wykazano m.in. w materiale biopsyjnym pobranym od 

pacjentów z marskością wątroby (Mohammed i wsp., 2003). Przytoczone wyniki 

wskazują, że indukcja iNOS jest zjawiskiem wtórnym, nie mającym kluczowego 

znaczenia w ostrej EW. 
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Zgodne z przedstawionym w rozprawie obniżeniem ekspresji i ilości białka eNOS 

w korze szczurów TAA są ponadto niepublikowane dane uzyskane przez dr Annę 

Czarnecką z Zakładu Neurotoksykologii IMDiK PAN, wskazujące na istotne obniżenie 

CBF w mózgu szczurów TAA. 

Obserwowane obniżenie aktywności NOS w modelu ostrej EW wywołanej 

podaniem TAA pośrednio wspierają również wyniki dotyczące terapii statynami 

(inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A). W warunkach  

in vitro wykazano, że statyny mogą podnosić ekspresję enos (Laufs i wsp., 1998). Efekt 

ten opisano także w mózgu (Amin-Hanjani i wsp., 2001; McGirt i wsp., 2002; Yamada i 

wsp., 2000), a lowastatyna podana szczurom poddanym rozległej hepatoktomii wydłużała 

czas przeżycia (Cai i wsp., 2000). 

 W modelu TAA terapia zarówno prawastatyną (Huang i wsp., 2012) jak  

i simwastatyną (Huang i wsp., 2008) skutkowała zmniejszeniem śmiertelności i poprawą 

motoryki szczurów TAA. Jednoczesne podanie L-NAME niwelowało ten efekt (Huang i 

wsp., 2012; Huang i wsp., 2008). Chociaż wpływu statyn na ekspresję NOS w mózgu  

w warunkach EW dotąd nie badano, można przyjąć założenie, że wzrost ekspresji eNOS 

w odróżnieniu od zahamowania jego aktywności może mieć działanie ochronne wobec 

objawów EW w modelu TAA. Warto zauważyć, że podanie L-NAME w modelu 

przewlekłej EW (BDL) nie miało wpływu na powyższe parametry, co po raz kolejny 

dowodzi istotnych różnic między ostrym i przewlekłym typem EW (Chan i wsp., 2004).  

 

Wzrost poziomu białka nNOS był wcześniej wykazany w modelach EW.  

W modelu PCA stwierdzono wzrost poziomu ekspresji nNOS w mózgu (Rao i wsp., 

1997a), co wiązano ze wzrostem całkowitej aktywności NOS w mózgu i zwiększeniem 

CBF (Rao i wsp., 1995). Efekty te są długotrwałe, gdyż wzrost poziomu ekspresji nNOS, 
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iNOS i ilość nitrotyrozyny w korze mózgowej (Suarez i wsp., 2006) i prążkowiu (Suarez i 

wsp., 2009) zwierząt PCA, jest obserwowana nawet po 6 miesiącach od zabiegu. 

Również przewlekłe podawanie TAA skutkowało wzrostem poziomu ekspresji nNOS  

w móżdżku (Mondal i Trigun, 2015). 

Wobec wyników świadczących niezbicie o zmianie zarówno poziomu ekspresji 

jak i aktywności NOS w modelu TAA, niezwykle trudno jest odpowiedzieć na pytanie 

jakie skutki fizjologiczne ma podwyższone stężenie ADMA w ostrej EW. W świetle 

wyników badań będących podstawą niniejszej dysertacji, wydaje się, że podwyższenie 

stężenia ADMA w mózgu może częściowo przyczyniać się do obserwowanego spadku 

całkowitej aktywności NOS w korze mózgowej szczurów TAA. 

Zwiększenie ilości azotynów i azotanów w osoczu, bez zmian tego parametru  

w korze mózgowej, jest kolejnym dowodem na znaczące różnice między mechanizmami 

obserwowanymi w OUN i w tkankach obwodowych w modelu TAA. Jedną z możliwych 

przyczyn zaobserwowanego wzrostu stężenia NO we krwi szczurów TAA może być 

wykazany w tym modelu zwiększony poziom ekspresji eNOS w wątrobie (Huang i wsp., 

2007).  

Należy także zwrócić uwagę, że użyta w dysertacji metoda oznaczenia ilości 

azotynów odczynnikiem Griessa, po uprzedniej enzymatycznej redukcji azotanów do 

azotynów, jedynie w przybliżeniu opisuje faktyczną dynamikę syntezy NO (Bryan i 

Grisham, 2007), (wstęp rozdział 2.3.3.). 

 

Alternatywnym wobec kompetycyjnego hamowania aktywności NOS skutkiem 

oddziaływania podwyższonego stężenia ADMA może być rozprzęganie NOS, 

prowadzące do zwiększonej produkcji ·O2
- i nasilenia SON.  
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Wyniki własne dowiodły, że w modelu TAA ilość dimerów eNOS w korze 

mózgowej jest obniżona, co wskazuje na rozprzężenie enzymu. Obserwację tę 

potwierdzają wyniki pomiaru produkcji RFT w warunkach podania Arg i inhibitorów 

NOS do homogenatu kory mózgu. Arg indukowała syntezę RFT najprawdopodobniej na 

drodze zależnej od rozprzężenia NOS o czym świadczy znacząco wyższa produkcja RFT 

w korze mózgu szczurów TAA oraz obniżenie ilości RFT przez podanie inhibitorów NOS 

– L-NAME i EDTA. Wykazana zależność między produkcją RFT w korze mózgu,  

a ilością wolnego Ca2+ sugeruje ponadto, że iNOS nie odgrywa kluczowej roli  

w opisywanym zjawisku. Wynik ten jest zgodny z omówioną wcześniej niezmienioną 

ilością białka iNOS w korze mózgu szczurów TAA. 

Mechanizm rozprzężenia eNOS przez zwiększone stężenie ADMA najdokładniej 

opisano w komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych (Antoniades i wsp., 2009; Sud i 

wsp., 2008; Sydow i Munzel, 2003). Wykazano ponadto, że ADMA na drodze zależnej 

od rozprzężenia eNOS zwiększa nitrozylację białek w komórkach śródbłonka (Sharma i 

wsp., 2010; Sud i wsp., 2008). Według wiedzy autora, efektu tego jak dotąd nie 

obserwowano w komórkach OUN.  

Głównym czynnikiem przyczyniającym się do rozprzężenia NOS jest 

niewystarczająca ilość BH4  (Bevers i wsp., 2006; Cai i wsp., 2005). Niemniej jednak  

w płucach myszy, którym podano LPS wykazano, że skutki wywołanego przez ADMA 

rozprzężenia NOS są niezależne od zmian stężenia BH4 (Sharma i wsp., 2010).  

Zawarte w dysertacji wyniki nie stanowią bezpośredniego dowodu na udział 

ADMA w rozprzężeniu NOS w homogenatach kory mózgowej szczurów TAA, jednak  

w świetle przedstawionych danych literaturowych, mechanizm ten wydaje się wysoce 

prawdopodobny. 
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7.4. Protekcyjne efekty podania His, markery prozapalne i markery SON  

w modelu TAA 

 Część efektów podania His została przedstawiona we wcześniejszych częściach 

dyskusji, ale zagadnienie to zasługuje na dokładniejsze omówienie. His jest 

występującym naturalnie aminokwasem dlatego jej stosowanie wydaje się być wyjątkowo 

bezpieczne (Yakuji, 1981). Ostra toksyczność His wyrażona współczynnikiem 

śmiertelności LD50 dla szczura wynosi przy podaniu doustnym 15 g/kg mc.,  

a dootrzewnowo 2 g /kg mc., zatem jest znacząco wyższa, niż użyta w badaniach dawka 

100 mg/kg mc. (Yakuji, 1981). Warto zwrócić uwagę, że ta dawka His była wcześniej 

stosowana w badaniach wykorzystujących model TAA i nie wykazano żadnych 

negatywnych skutków tej terapii (Rama Rao i wsp., 2010; Ruszkiewicz i Albrecht, 

2015b; Ruszkiewicz i wsp., 2013). 

Niniejsza praca skupia się przede wszystkim na zjawiskach zachodzących w korze 

mózgowej. Z uwagi na brak adekwatnych danych literaturowych, sprawdzono jak 

podanie His wpływa na stężenie tego aminokwasu w osoczu i korze mózgowej. 

Wykazano, że stężenie His sukcesywnie wyrównuje się w ciągu pierwszej doby od jej 

podania. Co istotne, zwiększone stężenie His utrzymywało się dłużej w mózgu niż  

w osoczu. W korze mózgowej najwyższe stężenie His (ok. 3 krotny wzrost) notuje się w 

pierwszych 90 min od podania. Wynik ten może świadczyć o efektywnym transporcie 

His do OUN, gdzie może wykazywać właściwości protekcyjne. 

 His może być wydalana z moczem, zużyta na syntezę białka lub metabolizowana 

do pochodnych tego aminokwasu (Stifel i Herman, 1971). Szczególnie ważna w tym 

kontekście wydaje się ścieżka metabolizmu His do histaminy. Nadmierna synteza 

histaminy w mózgu jest zjawiskiem niepożądanym, mogącym zaburzać m.in. rytm 

dobowy, termoregulację, funkcje kognitywne (np. zapamiętywanie), nasilać procesy 
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zapalne, zwiększać CBF i przepuszczalność bariery krew-mózg (Hu i Chen, 2012; 

Passani i wsp., 2014). Podwyższone stężenie histaminy może też bezpośrednio zaburzać 

astrocytarny metabolizm energetyczny oraz prowadzić do ich aktywacji oraz aktywacji 

mikrogleju (Juric i wsp., 2016). 

W badaniach własnych nie stwierdzono wpływu podawania His na stężenie 

histaminy w osoczu i korze mózgowej. Lozeva-Thomas i wsp. wykazali wzrost stężenia 

histaminy w mózgu szczurów BDL, którym dootrzewnowo podawano His (4 krotnie 500 

mg/kg m.c.) (Lozeva-Thomas i wsp., 2004).  Z kolei w pracy wykonanej na modelu PCA 

pobudzenie układu histaminergicznego uzyskiwano podając His szczurom podskórnie,  

3 krotnie w dawce 1000  mg/kg m.c (Fogel i wsp., 1999). Stosowana w rozprawie dawka 

His była 5-10 krotnie niższa niż w cytowanych pracach, co zapewne jest głównym 

powodem braku zmian w stężeniu histaminy w mózgu.  

Badania zawarte w rozprawie wskazują na istotne zmniejszenie stężenia 

karnozyny w korze mózgu szczurów TAA. Ze względu na opisane we wstępie 

właściwości karnozyny, zjawisko to może być składową obciążenia układów 

antyoksydacyjnych w warunkach EW. U zwierząt, którym podawano His wystąpił istotny 

wzrost stężenia karnozyny w korze mózgowej, co niwelowało efekt podania TAA. 

Stężenie karnozyny w osoczu u wszystkich zwierząt było poniżej progu detekcji, czego 

przyczyną może być wysoka aktywność karnozynazy, enzymu degradującego karnozynę 

w osoczu (Song i wsp., 2014).  

Otrzymane wyniki wskazują, że podana His jest substratem dla syntezy karnozyny 

w mózgu. Analiza immunoreaktywności białka odpowiedzialnego za syntezę karnozyny 

w mózgu, syntazy karnozyny I wskazuje z kolei, że poziom ekspresji tego enzymu jest 

podwyższony u szczurów TAA. Może to świadczyć o kompensacyjnej indukcji syntezy 
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karnozyny, jako elementu strategii obrony przed skutkami SON  

w mózgu (Boldyrev i wsp., 2013).  

Badania własne, nie przedstawione w niniejszej rozprawie wykazały, że 

dootrzewnowo podana karnozyna (3 krotnie, ip., 100 mg/ kg mc, analogicznie do His), 

wykazywała efekty protekcyjne wobec obserwowanych zaburzeń układów 

antyoksydacyjnych w mózgu szczura TAA. Karnozyna redukowała pulę RFT w korze 

mózgowej i zwiększała jej całkowitą zdolność antyoksydacyjną. Wskutek jej podania 

zmniejszała się oksydacja glutationu, co pośrednio potwierdza wspomnianą redukcję puli 

RFT. Karnozyna zmniejszała również podwyższoną przez TAA aktywność reduktazy 

tioredoksyny (Milewski i wsp., 2016). Wyniki te w dużym stopniu są analogiczne do 

wcześniej wykazanych efektów podania His, co wskazuje na wspólny mechanizm 

działania obu związków w OUN (Ruszkiewicz i Albrecht, 2015b; Ruszkiewicz i wsp., 

2013). Oprócz opisanych efektów metabolicznych, podanie karnozyny zwiększyło 

przeżywalność szczurów TAA i poprawiło wyniki testów: odruchu wyprostnego  

i odruchów posturalnych. Wyniki te świadczą, że suplementacja karnozyną ma realne 

przełożenie na kondycję zwierząt z wywołaną EW (Milewski i wsp., 2016).  

Ponieważ podanie His przekłada się na wzrost stężenia karnozyny w mózgu, 

przedstawiona w dysertacji analiza zmian stężenia His w korze mózgu nie musi znaleźć 

całkowitej korelacji czasowej z wystąpieniem niektórych efektów protekcyjnych, gdyż 

ich bezpośrednią przyczyną może być wpływ karnozyny.  

Jednym z głównych skutków podania His był wzrost całkowitej  aktywności NOS 

w korze mózgu. Dane literaturowe dotyczące wpływu His i karnozyny na aktywność 

NOS są niejednoznaczne. Wysokie (5 mM) stężenie karnozyny, podane do jednej z linii 

komórek śródbłonka, powodowało wzrost produkcji NO. Wynikało to prawdopodobnie  

z aktywacji przez karnozynę uwalniania jonów Ca2+ (Takahashi i wsp., 2009). Zjawisko 
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stymulacji uwalniania Ca2+ z siateczki śródplazmatycznej przez karnozynę było wcześniej 

opisane w izolowanym sercu i kardiomiocytach (Zaloga i wsp., 1997). Powyższe badania 

dotyczą jednak wyłączne tkanek obwodowych.  

Z drugiej strony, w komórkach OUN wykazano, że karnozyna (Nicoletti i wsp., 

2007; Severina i wsp., 2000), ale nie His (Nicoletti i wsp., 2007) może wiązać się do 

NOS, hamując jego aktywność. Mechanizm ten jest jedną z możliwych przyczyn 

obserwowanych protekcyjnych efektów podania karnozyny, wobec skutków inkubacji 

komórek z LPS: wzrostu parametrów prozapalnych, wzrostu poziomu ekspresji iNOS  

i markerów SON. Efekty te obserwowano w pierwotnej hodowli astrocytów szczurzych 

(Nicoletti i wsp., 2007) i hodowli komórek mikrogleju (Fleisher-Berkovich i wsp., 2009). 

Zawartą w dysertacji charakterystykę modelu TAA uzupełniono pomiarem 

stężenia TNF-α w osoczu, wykazującą na znaczący wzrost ilości tej cytokiny wskutek 

podania TAA. Ponadto u szczurów TAA stwierdzono wzrost ekspresji genu kodującego 

TNF-α w korze mózgowej. Tezę o wystąpieniu nasilonej odpowiedzi zapalnej u szczurów 

TAA wspiera także obserwowany wzrost aktywności COX-2 w osoczu. 

Szczegółowa rola cytokin prozapalnych w EW wykracza poza ramy niniejszej 

rozprawy. Należy jednak przypomnieć, że wielokrotnie wykazywano pozytywną 

korelację między wzrostem ich stężenia, a nasileniem objawów zarówno ostrej jak  

i przewlekłej EW (Goral i wsp., 2011; Odeh i wsp., 2005; Streetz i wsp., 2000). 

Znamienny wydaje się również fakt, że w niektórych przypadkach EW stężenie amoniaku 

we krwi nie zmienia się, natomiast znacząco rośnie stężenie TNF-α (Odeh i wsp., 2005). 

Wskazuje to istotny, i w dużej mierze niezależny od hiperamonemii, udział cytokin 

prozapalnych w patomechanizmie EW. 

Dane literaturowe wskazują także na związek między podwyższonym stężeniem 

ADMA w osoczu, a chorobami o podłożu zapalnym np. reumatoidalnym zapaleniem 

http://rcin.org.pl



Dyskusja 
 ______________________________________________________________  

 

104 
   

stawów i toczniem rumieniowatym układowym (Bultink i wsp., 2005; Kwasny-Krochin i 

wsp., 2012). Co więcej, u pacjentów cierpiących na artropatie o różnej etiologii, 

wprowadzenie terapii obniżającej stężenie TNF-α zmniejszało równocześnie stężenie 

ADMA (Angel i wsp., 2012). Istotny wzrost stężenia ADMA notuje się także u pacjentów 

z sepsą (Shawcross i wsp., 2011). 

Bezpośredni wpływ TNF-α na stężenie ADMA został wykazany w szczurzych 

astrocytach in vitro. Traktowanie tych komórek TNF-α obniżało ekspresję DDAH-2  

i prowadziło do wzrostu stężenia ADMA (Chen i wsp., 2013). Wzrost ADMA po podaniu 

TNF-α wykazano także w komórkach linii glejaka szczurzego C6 (Sheen i wsp., 2016).  

Z kolei inkubacja astrocytów z ADMA indukowała produkcję IL-1β i IL-6 (Chen i wsp., 

2013b). Wyniki te dowodzą istotnej roli ADMA w procesach zapalnych. 

U pacjentów z ostrym uszkodzeniem wątroby wykazano silną korelację między 

stężeniem TNF-α i ADMA we krwi. Po transplantacji wątroby stężenie obu parametrów 

ulega normalizacji (Mookerjee i wsp., 2007a). Wykazano także, że zarówno ADMA, jak  

i czynniki prozapalne są znacząco bardziej podwyższone we krwi pacjentów wskutek 

ostrego poalkoholowego uszkodzenia wątroby, niż w warunkach przewlekłego 

uszkodzenia wątroby (Mookerjee i wsp., 2007b).  

Zatem wykazany w dysertacji wzrost stężenia TNFα we krwi oraz zwiększona 

ekspresja tej cytokiny w korze mózgu szczurów TAA mogą dodatkowo przyczyniać się 

do obserwowanego w tym modelu wzrostu stężenia ADMA. 

 

 Cyklooksygenazy (syntazy prostaglandyny H) są enzymami odpowiedzialnymi za 

syntezę prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanów (Burdan i wsp., 2006). Stężenie 

COX-2 ulega znacznemu wzrostowi pod wpływem czynników prozapalnych np. IL-1, 

TNF-α, lipopolisacharydu (Pairet i Engelhardt, 1996). Indukcję COX-2 obserwuje się 
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m.in. w ostrym uszkodzeniu wątroby (Zhang i wsp., 2016) i przewlekłej niewydolności 

wątroby (Bahde i wsp., 2014), co uznaje się za jeden z dowodów przemawiających za 

hipotezą dotyczącą udziału czynników zapalnych w rozwoju EW (Jayakumar i wsp., 

2015). W badaniach przeprowadzonych na szczurach TAA wykazano, że podanie 

inhibitorów COX zmniejszało śmiertelność i poprawiało parametry behawioralne 

zwierząt TAA (Chang i wsp., 2011). 

 

7.5. Rola transportera y+LAT2 w regulacji wewnątrzkomórkowego 

stężenia ADMA w astrocytach traktowanych amoniakiem  in vitro 

W licznych pracach, wzrost stężenia ADMA we krwi traktowany jest 

bezpośrednio jako wyznacznik dysfunkcji eNOS (Aldamiz-Echevarria i Andrade, 2012; 

Pope i wsp., 2009b). Należy jednak zwrócić uwagę, że NOS są enzymami 

wewnątrzkomórkowymi (Villanueva i Giulivi, 2010), zatem kluczowe znaczenie w 

regulacji ich aktywności odgrywa de facto wewnątrzkomórkowa pula ADMA (Teerlink, 

2005). 

W rozprawie po raz pierwszy zmierzono stężenie dwumetyloarginin w astrocytach 

in vitro: stężenie ADMA wyniosło ok. 7,3 µM, a SDMA ok. 5 µM. Stężenie ADMA  

w astrocytach było zatem wyższe niż wykazane w osoczu szczura (ok. 1,1 µM).   

Nieliczne publikacje dotyczą wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA. Dostępne 

dane wskazują na znaczące różnice w wartości wewnątrzkomórkowych stężeń ADMA  

i Arg w zależności od typu i pochodzenia badanych komórek. W liniach ludzkich 

komórek śródbłonka HUVEC i EA.hy926 wykazano stosunkowo niskie stężenie ADMA 

(ok. 0,34-0,37 µM), (Chen i wsp., 2013a; Shin i wsp., 2011). Komórki EA.hy926 

cechował ponadto bardzo wysoki wskaźnik Arg/ADMA wynoszący ok. 400 (Shin i wsp., 

2011). Stężenie ADMA w komórkach śródbłonka naczyń szczura jest 10 razy wyższe niż 
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w ludzkich, a stosunek Arg/ADMA wynosi ok. 40 (Cardounel i wsp., 2007). Zaledwie 

jedna praca dotyczy stężenia ADMA w komórkach pochodzących z mózgu szczura.  

W neuronach móżdżkowych szczura, stężenie ADMA wyniosło ok. 5,1 µM przy 

stosunku Arg/ADMA = ok. 22,5 (Cardounel i wsp., 2007). Wynik ten jest zbliżony do 

przedstawionego w rozprawie stężenia ADMA w astrocytach.  

W badaniach własnych nie stwierdzono zmian w stężeniu ADMA w osoczu  

i mózgu w modelu HA. Wynik ten nie wyklucza możliwego wpływu podwyższonego 

stężenia amoniaku na wewnątrzkomórkowe stężenie ADMA. 

W astrocytach inkubowanych przez 48 h z 5 mM amoniakiem wykazano istotne 

zmniejszenie wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA i SDMA i jednoczesny wzrost 

stężenia ADMA i SDMA w pożywce hodowlanej. Wskazuje to na zwiększone uwalnianie 

dwumetyloarginin z astrocytów traktowanych amoniakiem. Wewnątrzkomórkowe 

stężenie Arg rosło pod wpływem amoniaku, nie odnotowano jednak istotnych różnic  

w stężeniu Arg w pożywce. Transfekcja astrocytów y+LAT2siRNA i spowodowane nią 

obniżenie poziomu białka y+LAT2 zapobiegło zmniejszeniu wewnątrzkomórkowego 

stężenia dwumetyloargninin i wzrostowi stężenia Arg.  

Wcześniejsze badania dowiodły, że amoniak powoduje zwiększenie ilości 

transportera y+LAT2 w astrocytach (Zielińska i wsp., 2012) i komórkach linii śródbłonka 

naczyń mózgowych szczura RBE-4 (Skowrońska i wsp., 2012b). Wyciszenie ekspresji 

genu Slc7a6 powodowało z kolei spadek zwiększonego pod wpływem amoniaku 

wychwytu Arg do astrocytów (Zielińska i wsp., 2012). Obserwacje te są zgodne  

z wykazanym w dysertacji wzrostem wewnątrzkomórkowego stężenia Arg w astrocytach 

inkubowanych z amoniakiem. 

Wzrost poziomu y+LAT2 oraz zwiększony wychwyt Arg do skrawków kory 

mózgowej wykazano także w szczurzym modelu HA (Zielińska i wsp., 2011). 
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Niepublikowane wyniki własne potwierdzają wzrost ekspresji genu Slc7a6 także  

w modelu TAA. Model ten cechuje m.in. wzrost stężenia amoniaku we krwi i w mózgu 

(Hilgier i Olson, 1994). Można zatem przypuszczać, że hiperamonemia jest czynnikiem 

odpowiedzialnym za wzrost ilości transportera y+LAT2 w mózgu. 

Z uwagi na podobieństwo strukturalne uważa się, że ADMA transportowana jest 

za pośrednictwem tych samych białek nośnikowych co Arg (Closs i wsp., 2006; Teerlink 

i wsp., 2009). Wiodącą rolę w transporcie metyloarginin przypisuje się białkom 

należącym do systemu y+: CAT1(Strobel i wsp., 2012), CAT2A (Strobel i wsp., 2013)  

i CAT2B (Closs i wsp., 1997). Udowodniono, że zwiększenie ilości CAT1 może 

powodować wzrost uwalniania ADMA i SDMA z komórek HEK293 (Strobel i wsp., 

2012). Z drugiej strony transfekcja komórek linii EA.hy926, CAT-1siRNA nie 

powodowała istotnych zmian w wewnątrzkomórkowym stężeniu ADMA i SDMA (Shin i 

wsp., 2011). 

Mało wiadomo na temat udziału układu y+L w transporcie metyloarginin. 

Istotnych informacji dostarczyły badania pacjenta cierpiącego na częste, oporne na 

leczenie ataki  dusznicy bolesnej. Objawy choroby ustępowały po doustnym podaniu Arg, 

która jednocześnie powodowała wzrost stężenia ADMA we krwi. Badanie izolowanych z 

krwi pacjenta monocytów wykazało obniżenie poziomu y+LAT1. Dalsze analizy 

pozwoliły ustalić, że y+LAT1 pełni istotną funkcję w transporcie metyloarginin na 

zewnątrz komórki (Closs i wsp., 2012). Wcześniejsze badania, dotyczące wrodzonej 

nietolerancji lizyny wykazały obniżenie ilości  y+LAT1, będące przyczyną zmniejszonej 

syntezy NO w śródbłonku naczyń (Kamada i wsp., 2001; Kayanoki i wsp., 1999). 

Mechanizmem odpowiedzialnym za to zjawisko może być, jak sugerują autorzy, 

niewystarczające zaopatrzenie komórek śródbłonka w Arg (Kamada i wsp., 2001). 
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Niemniej jednak, hipoteza zmniejszonego uwalniania metyloarginin z komórek 

śródbłonka i następczego hamowania eNOS, również jest prawdopodobna. 

 Jak dotąd nie badano bezpośredniej roli y+LAT2 w transporcie metyloarginin, 

jednak funkcja białek y+LAT1 i y+LAT2 jest analogiczna (Closs i wsp., 2004; Rotmann i 

wsp., 2007). Zawarte w dysertacji wyniki jednoznacznie wskazują, że y+LAT2 

zaangażowany jest w transport dwumetyloarginin na zewnątrz komórki, gdyż wywołane 

amoniakiem zwiększenie ilości transportera y+LAT2 skutkuje zmniejszeniem 

wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA i SDMA. Wcześniejsze badania sugerują, że 

główną rolą układu y+L jest usuwanie aminokwasów o charakterze zasadowym  

z komórki, czego przyczyną jest naturalnie występująca po obu stronach błony 

komórkowej różnica stężenia jonów Na+ (Broer i wsp., 2000; Verrey i wsp., 2004). 

Wykonany w trakcie badań własnych pomiar stężenia ADMA i SDMA w świeżej 

pożywce hodowlanej wykazał, że zawiera ona śladowe ilości ADMA i SDMA (wynik 

pomiaru w granicach niedokładności pomiarowej dane nie ujęte w pracy). Z kolei 

stężenie Arg w świeżej pożywce (0,482 mM), jak również po 48 h hodowli 

(ok. 0,306 mM) jest zdecydowanie wyższe, niż stężenie wewnątrzkomórkowe  

(ok. 0,160 mM). Wydaje się, zatem, że preferowany kierunek przemieszczania ADMA 

 w warunkach in vitro może częściowo wynikać z niefizjologicznej różnicy stężeń 

dwumetylorginin i Arg między pożywką hodowlaną, a cytozolem komórki. 

Transport ADMA na zewnątrz komórki i jej pobieranie z krwi przez narządy  

o wysokim potencjale do usuwania ADMA np. nerki nabiera szczególnego znaczenia  

w sytuacji niewydolności wewnątrzkomórkowych ścieżek jej degradacji (DDAH,  

AGXT-2) (Teerlink i wsp., 2009). Wykazano m.in., że wzrost poziomu białka CAT1  

w nerce zapobiega wzrostowi stężenia ADMA w osoczu (Li i wsp., 2009). W wątrobie 

szczurów BDL stwierdzono ponadto istotne zmniejszenie ilości CAT-2A, co może 

http://rcin.org.pl



Dyskusja 
 ______________________________________________________________  

 

109 
   

przyczyniać się do wzrostu stężenia ADMA w krwi. Jednak w tej samej pracy wykazano 

również wzrost stężenia ADMA w wątrobie i obniżenie ilości białka DDAH1/2 (Tain i 

wsp., 2010b). Pozwala to wysnuć wniosek, że to obniżona degradacja ADMA przez 

DDAH, a nie obniżenie jej transportu do hepatocytów jest główną przyczyną akumulacji 

ADMA  

w modelu BDL. 

Niemniej jednak zwiększona ekspresja białek usuwających ADMA z komórki,  

w tym wzrost ekspresji Slc7a6 w mózgu szczurów TAA, może być zmianą o charakterze 

kompensacyjnym, przeciwdziałającą nadmiernemu gromadzeniu ADMA w mózgu. 

Badania zamieszczone w rozprawie wykazały, że ADMA jest słabym inhibitorem 

transportu Arg do astrocytów. Zatem, ADMA najprawdopodobniej nie ogranicza 

dostępności Arg dla astrocytarnych izoform NOS w warunkach fizjologicznego zakresu 

stężeń Arg i ADMA. Powyższą obserwację wzmacniają dane znaczącego hamowania 

transportu ADMA do komórek linii ludzkiego śródbłonka naczyń mózgu (hCMEC/D3) 

przez bliskie fizjologicznemu (100 µM) stężenie Arg (Watson i wsp., 2016).  
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8. Wnioski 

1. Wzrost stężenia ADMA obserwowano jedynie w modelu ostrego uszkodzenia 

wątroby (TAA), zatem hiperamonemia per se nie jest wiodącym czynnikiem 

sprawczym. 

2. Zaburzona degradacja (obniżona aktywność katalityczna i/lub poziom ekspresji 

DDAH w wątrobie i mózgu) jest główną przyczyną obserwowanego wzrostu 

stężenia ADMA w modelu TAA. 

3. Zmiany profilu ekspresji izoform NOS oraz wykazane rozprzężenie eNOS 

skutkują obniżeniem całkowitej aktywności NOS w korze mózgowej szczurów 

TAA. 

4. His obniżając stężenie ADMA w mózgu szczurów TAA powoduje wzrost 

całkowitej aktywności NOS na drodze zwiększenia aktywności enzymatycznej 

DDAH, co wykazano w warunkach ex vivo i/lub wzrostu syntezy karnozyny – 

dwupeptydu przeciwdziałającemu wystąpieniu SON.  

5. Wzrost ilości transportera y+LAT2 w astrocytach in vitro traktowanych 

amoniakiem przyczynia się do wzmożonego uwalniania ADMA i SDMA  

z astrocytów. 

6.  ADMA nie hamuje dokomórkowego transportu Arg do astrocytów in vitro, przy 

bliskim fizjologicznemu stosunku stężenia Arg/ADMA. 

 

Podsumowując, badania dowiodły, że ostre uszkodzenie wątroby, w odróżnieniu 

od hiperamonemii, zwiększa stężenie ADMA w mózgu. Proponowany mechanizm  

procesów odpowiedzialnych za wzrost stężenia ADMA w modelu TAA, (częściowo 

poparty wynikami badań in vitro) przedstawiono na rycinie 27. Wyniki zamieszczone  

w dysertacji wskazują na istotne zmiany profilu ekspresji poszczególnych izoform  
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i aktywności NOS w mózgu w ostrej EW, co może być związane z obserwowanym 

wzrostem stężenia ADMA. Wykazano ponadto, że His może przeciwdziałać wzrostowi 

ADMA w mózgu i częściowo znosić skutki SON.  

 

Rycina 27 Schemat przedstawiający procesy przyczyniające się do wzrostu obwodowego 
 i mózgowego stężenia ADMA u szczura z wywołaną podaniem TAA ostrą encefalopatią 
wątrobową. Uszkodzenie wątroby wywołane podaniem TAA prowadzi do spadku poziomu 
białek DDAH-1/2 oraz obniża ich aktywność katalityczną w wątrobie, co skutkuje wzrostem 
stężenia ADMA we krwi. W korze mózgu obniżona aktywność DDAH wraz z obniżeniem 
poziomu białka AGXT-2, hamują degradację ADMA i przyczyniają się do zaobserwowanego  
wzrostu stężenia ADMA. Powodowany hiperamonemią wzrost ekspresji y+LAT2 może 
odgrywać istotną rolę w usuwaniu ADMA z astrocytów (badania in vitro). Wzrost stężenia 
ADMA w mózgu może być jedną z przyczyn wykazanego w rozprawie rozprzężenia eNOS 
przyczyniając się do obniżenia całkowitej aktywności NOS. 
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9. Streszczenie 

Encefalopatia wątrobowa jest zespołem neuropsychiatrycznym cechującym się 

złożoną etiologią i zmiennym przebiegiem. Jej pierwotną przyczyną jest niewydolność 

metaboliczna wątroby, prowadząca do gromadzenia się związków o charakterze 

neurotoksycznym. 

Podstawowym kryterium różnicującym EW jest podział na typ ostry i przewlekły, 

co ma przełożenie na odmienny kierunek zmian w ścieżce sygnalizacyjnej NMDAr-NOS-

NO, wiążących się z zaburzoną aktywnością NOS w mózgu.  

Zarówno we krwi pacjentów chorych na EW o różnej etiologii, jak i u zwierząt  

z przewlekłą EW, stwierdzano wzrost stężenia dwumetyloargininy (ADMA), 

endogennego inhibitora izoform NOS. Dokładny mechanizm działania ADMA na 

komórki OUN w warunkach EW, zwłaszcza w modelu ostrym, nie został jednak w pełni 

poznany.  

Celem rozprawy było zbadanie mechanizmów regulujących stężenie ADMA  

w dwóch szczurzych modelach EW: hiperamonemii prostej i modelu ostrego uszkodzenia 

wątroby wywołanego dootrzewnowym podaniem tioacetamidu (TAA). Analizowano 

zmiany stężenia dwumetyloarginin oraz enzymy metabolizmu ADMA, ze szczególnym 

uwzględnieniem kory mózgu jako struktury najbardziej obciążonej skutkami EW. 

Zbadano ekspresję i aktywność izoform NOS, efektorów ADMA. Ponadto analizowano 

wpływ dootrzewnowego podania histydyny (His), która wykazywała efekty protekcyjne 

zarówno w hiperamonemii in vitro, jak i w modelu TAA, na stężenie dwumetyloarginin 

oraz wybrane parametry związane z mechanizmem jej działania.  

Zmiany stężenia ADMA w osoczu i homogenatach mózgu obserwowano jedynie 

w modelu TAA, co sugeruje, że hiperamonemia per se nie jest bezpośrednią przyczyną 

wzrostu ADMA w ostrej EW. Wzrost stężenia ADMA w modelu TAA związany jest z jej 

http://rcin.org.pl



  
 

113 
   

upośledzoną degradacją, będącą skutkiem 1) obniżenia aktywności i ilości białka  

DDAH-1/2 w wątrobie, 2) obniżenia aktywności DDAH w korze mózgu i 3) obniżenia 

ilości AGXT-2, mitochondrialnie zlokalizowanego enzymu reprezentującego 

alternatywną ścieżkę degradacji ADMA w korze mózgu. Jednocześnie wykluczono 

wzrost syntezy ADMA na drodze reakcji katalizowanej przez PRMT i wzrost tempa 

uwalniania metyloarginin z białek. 

Określono odmienny dla poszczególnych izoform NOS profil zmian poziomu 

ekspresji w  homogenatach kory mózgu szczurów TAA oraz stwierdzono obniżenie 

całkowitej aktywności NOS. Wykazano, że dodatkowym mechanizmem upośledzającym 

funkcjonowanie NOS w modelu TAA, jednocześnie przyczyniającym się do obniżenia 

jego całkowitej aktywności, jest rozprzężenie enzymu, zjawisko wykazane jako spadek 

ilości aktywnych dimerów eNOS oraz zwiększenie zależnej od NOS produkcji ·O2
-.  

Jednocześnie nie stwierdzono zmian w stężeniu azotynów i azotanów  

w homogenatach kory mózgowej szczurów TAA (metoda Griessa), obserwując 

równolegle wzrost ich stężenia w osoczu, przekładający się na wzmożoną nitrozylację 

reszt Tyr w białkach osocza.  

Dootrzewnowe podanie His obniżyło wzrost stężenia ADMA w homogenatach 

kory mózgowej szczurów TAA, nie wpływając na stężenie ADMA w osoczu. Wydaje się, 

że mechanizm tego zjawiska związany jest ze zwiększeniem aktywności DDAH  

w mózgu, co wykazano w badaniach ex vivo.  

W modelu TAA, His zwiększała całkowitą pojemność antyoksydacyjną kory 

mózgu, co dowiodło bezpośrednio jej antyoksydacyjnych własności. His powodowała 

również wzrost stężenia karnozyny w korze mózgu, co może przyczyniać się do 

obserwowanego zwiększenia pojemności antyoksydacyjnej mózgu. 
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Wyniki badań in vitro dowiodły, zależnego od indukowanego amoniakiem 

wzrostu ilości transportera y+LAT2, obniżenia wewnątrzkomórkowego stężenia ADMA  

i SDMA w astrocytach. Wykazano również, że ADMA kompetycyjnie hamuje zależny od 

układu y+L, transport Arg do astrocytów. Efekt ten, obserwowany jedynie w przypadku 

wysokich (niefizjologicznych ~ 500 M) stężeń ADMA, nie wydaje się jednak mieć 

kluczowego znaczenia w warunkach EW. 

Wyniki dokumentują, że hiperamonemia nie zmienia stężenia ADMA w osoczu 

lub mózgu szczura. Z kolei, w modelu ostrego uszkodzenia wątroby dochodzi do 

zaburzeń funkcjonowania enzymów degradujących ADMA zarówno w wątrobie, jak i 

mózgu, co skutkuje wzrostem stężenia ADMA. Wzrost stężenia ADMA, obok zmian w 

poziomie ekspresji izoform NOS i rozprzężenia NOS, może przyczyniać się do obniżenia 

aktywności NOS w korze mózgu szczurów TAA. Protekcyjne działanie His dotyczy 

jedynie części obserwowanych w modelu TAA zaburzeń związanych głównie z reakcjami 

wolnorodnikowymi.  
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10. Abstract 

Hepatic encephalopathy (HE) is a complex neurological syndrome associated with 

acute or chronic liver failure. The NMDAr/NOS/NO pathway is crucially involved in the 

patomechanism of HE. In acute HE, NO synthesis in the brain is thought to be increased 

and associated with oxidative–nitrosative stress (ONS). In turn, cGMP production in 

chronic HE is adaptively reduced.  

Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is an endogenous inhibitor of all  nitric 

oxide synthase (NOS) isoforms. In blood of  patients with HE and in a various HE animal 

models, elevated ADMA were observed. However, causes of  ADMA increase and, even 

more importantly, the role of ADMA  in acute HE, are not clear so far.  

Our aim was to evaluate the mechanism regulating ADMA concentration in two 

rat models: a simple hyperammonemia in which rats received intraperitoneal injections of 

ammonium acetate and thioacetamide (TAA)-induced acute liver failure. We tested also 

effect of intraperitoneal administrations of histidine (His), which was reported to prevent 

some changes evoked by ammonia in  vitro and alleviate ONS-related symptoms in HE 

animals. 

An increase in ADMA concentration in both brain cortex and plasma was found only 

in TAA rats suggesting that ammonia does not interfere with ADMA metabolism. This 

finding  was correlated with decreased DDAH protein level in liver and reduced activity 

in both liver and brain cortex. Moreover, a protein level of AGXT-2, a second ADMA 

metabolising enzyme, was decreased in isolated from brain cortex mitochondria. The 

ADMA synthesis via PRMT and total protease activity in liver  and brain cortex was  

unaltered.  
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TAA-induced liver failure was associated with changes in NOS expression pattern in 

the brain and induced eNOS uncupling. These abnormalities seem to affect a total NOS 

activity, which was reduced in HE animals. In turn, nitrite and nitrate level was 

unchanged in the brain and elevated in the plasma of TAA rats. TAA-induced HE was 

also accompanied by the increase of blood cyclooxygenase activity and elevated TNF-α 

content measured in the blood and a rise of TNF-α transcript in the brain, markers of the 

inflammatory response. 

His treatment abolished some changes evoked by TAA. His attenuate ADMA 

elevation in the brain but does not prevent ADMA accumulation in the plasma. The 

mechanism of these phenomena is not clear but may be associated with ability to the 

increase in DDAH activity shortly after a direct application of His (based on an ex vivo 

study). The i.p. administration of His increased total antioxidant capacity and carnosine 

concentration in brain cortex of TAA rat.  

 In vitro studies on rat astrocytes revealed ammonia-induced decrease in intracellular 

ADMA and SDMA concentration with corresponding dimethylarginines accumulation in 

cell cultured medium. The downregulation of Arg transporter y+LAT2 by siRNA 

counteract ADMA/SDMA depletion suggesting that ammonia induced y+LAT2 may be 

responsible for ADMA efflux from astrocytes in vitro. 

 The effect of ADMA on Arg transport was evaluated. The inhibition of Arg uptake to 

the cultured astrocytes only in a very high pathophysiological concentration (500 µM, or 

more) of ADMA suggested that NO synthesis substrate supply by ADMA, in these cells, 

seems to be insignificant.  

The present study points to the increase of ADMA as a potentially important 

contributor to dysfunctions associated with acute HE. ADMA elevation in both blood and 
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brain of acute HE rat was caused by decreased ADMA degradation. Elevated ADMA 

may contribute together with altered NOSs isoforms expression pattern in the decrease of 

NOS activity in TAA rat brain. Administration of His partly attenuated TAA-induced 

alterations associated with ONS. 
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