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1. Wykaz skrotow

ADMA
ADP
AGXT-2
AMP
Arg

AU

BBB
BCA
BDL
BH4
CaM
cAMP
CARNS-1
CAT

CBF
cGMP
COX-1
COX-2
COX-4
Cpm
CRP
Cyt
DAPI
DDAH
DMEM

DMSO
DMVG

DTT
EDTA

eNOS
EW
FBS
FAD
FMN
GABA

GAPDH
GFAP
Gln

Glu

Gly
GPx

GR

GS

asymetryczna dwumetyloarginina
adenozynodwufosforan
aminotransferaza L-alaninoglioksylanowa-2
adenozynomonofosforan
L-arginina
jednostka umowna (ang. arbitrary unit)
bariera krew-mozg (ang. blood brain barier)
kwas biscynchoninowy
zabieg zespolenia drog zotciowych (ang. bile duct ligation )
Tetrahydrobiopteryna
Kalmodulina
cykliczny adenozynomonofosforan
syntaza karnozyny-1
transporter aminokwasow kationowych (ang. cationic aminoacides
transporter)
przeptyw krwi w naczyniach mézgu (ang. cerebral blood flow)
cykliczny guanozynomonofosforan
cyklooksygenaza-1
cyklooksygenaza-2
podjednostka 4 cytochromu ¢
liczba zliczen sygnatu na minute (ang. cunts per minute)
biatko ostrej fazy C
L-cytrulina
4' 6-diamidyno-2-fenyloindol , barwnik fluorescencyjny
hydrolaza dimetylargininy
podtoze Eagle’a zmodyfikowane przez Dulbecco (ang. Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium)
dwumetylosulfotlenek
kwas d- keto walerianowy ( ang. d-keto-d-(N,N-dimethylguanidine
valeric acid)
ditiotreitol, odczynnik Clelanda
kwas wersenowy; kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang.
ethylenediaminetetraacetic acid)
srédbtonkowa izoforma syntazy tlenku azotu
encefalopatia watrobowa
bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)
forma utleniona dinukleotydu flawinoadeninowego
mononukleotyd flawinowy
kwas y-aminomastowy

dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa

kwasne biatko wtokienkowe (ang. glial fibrillary acidic protein)
L-glutamina

glutaminian

L-glicyna

peroksydaza glutationowa

reduktaza glutationowa

syntetaza glutaminy



NF«B

NMDA
NMDAr
NO
NOS
nNOS
NOXx
OA
OCT-2
ONS
OPA
OP

Orn

0S
OoTC
OUN
OoX
PBS

PCA
PCR
PFA
PKC
PMSF
PRMT
RBE-4

hiperamonemia

oksygenza hemowa-1

wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography)

interferon-y

interleukina 1

interleukina 6

indukowalna izoforma syntazy tlenku azotu

(ang. ischemia-reperfusion) procedura chirurgiczna powodujaca
przejsciowe niedokrwienie narzadu

chem. stata szybkosci reakcji

glutaminaza typu nerkowego

ester metylowy nitro-L-argininy

monometyloarginina

lipopolisacharyd

subkliniczna postac¢ encefalopatii watrobowej (ang. minimal hepatic
encephalopathy)

megakanal mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability
transition pore)

liczba osobnikéw/ powtdrzen do§wiadczenia

zredukowana forma kationu fosforanowego dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego

czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

kwas N-metylo-D-asparaginowy

receptor kwasu N-metylo-D-asparaginowego

tlenek azotu

syntaza tlenku azotu

neuronalna izoforma syntazy tlenku azotu

azotyny i azotany

octan amonu

(ang. organic cation transporter 2)

stres oksydacyjno-nitracyjny

dialdehyd ortoftalowy

fenylooctan ornityny

L-ornityna

stres oksydacyjny

transkarbamylaza ornityny

osrodkowy uktad nerwowy

oksydaza ksantynowa

roztwor soli buforowany fosforanami (ang. phosphate buffered
saline)

zespolenie wrotno-systemowe (ang. portacaval anastomosis)
reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
Paraformaldehyd

kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

fluorek fenylometylosulfonowy

N-metylotransferaza argininy

linia komorek $rodbtonka naczyn mézgowych szczura (ang. rat
brain endothelial cell line)



RFA

RFT

RT

SD

SDMA
SDS
SDS-PAGE

sGC

SOD
SON
SSA
TAA
TAC

TBS-T

TCA
TNF-a

reaktywne formy azotu

reaktywne formy tlenu

reakcja odwrotnej transkrypcji

odchylenie standardowe ( ang. standard deviation)
symetryczna dwumetyloarginina

siarczan dodecylu sodu

elektroforeza na zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis)

rozpuszczalna forma cyklazy guanylowej

dysmutaza ponadtlenkowa

stres oksydacyjno-nitracyjny

kwas sulfosalicylowy

tioacetamid

catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna (ang. total antioxidant
capacity)

roztwor soli buforowany Tris, z dodatkiem Tween-20 (ang. tris-
buffered saline with Tween-20

kwas trichlorooctowy

czynnik martwicy nowotworu o
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2. Wstep

2.1.  Encefalopatia watrobowa (EW) - charakterystyka ogolna

Encefalopatia watrobowa (EW) to =zespdt neuropsychiatryczny, ktorego
bezposrednia przyczyna jest uposledzenie detoksykacyjnej funkcji watroby. Schorzenie to
charakteryzuje si¢ rézng etiologia i zmiennym przebiegiem, co utrudnia wlasciwg
diagnostyke oraz leczenie (Suraweera i wsp., 2016). Aktualnie obowiazujaca w Europie
i Ameryce Polnocnej klasyfikacjec EW opracowano w 2014 r. (Vilstrup i wsp., 2014).
Zaktada ona analize czterech podstawowych kryteriow uwzgledniajacych przyczyny
I przebieg EW. Sa to: typ EW, stopien nasilenia objawdw, parametr czasowy
oraz wystgpowanie czynnikow towarzyszacych (Tabela. 1).

Tabela 1 Klasyfikacja EW

Czynnik klasyfikacji Kryteria/uwagi
1. TypEW Typ A Skutek ostrego uszkodzenia watroby
(ang. Acute)
Typ B W wyniku spontanicznego lub chirurgicznego
(ang. Bypass) zmniejszenia przeptywu krwi przez watrobe
Typ C Skutek przewlektego uszkodzenia watroby
(ang. Cirrhosis)
Typ podkliniczny Subtelne zaburzenia psychomotoryczne i
(ang. MHE) psychiczne wystepujgce gtdéwnie u pacjentéw
z przewlektym uszkodzeniem watroby
2. Stopien 0 Brak objawdéw EW lub subtelne zaburzenia
nasilenia psychomotoryczne wskutek MHE
objawow I Zaburzenia rytmu dobowego, obnizona

koncentracja, niewyrazna mowa
Il Obnizona sprawnosc intelektualna,
sporadyczna dezorientacja w czasie, apatia
1] Zaburzenia pamieci, chaotyczna mowa,
dezorientacja w czasie i przestrzeni

\Y; Spigczka
3. Parametr Epizodyczna Pojedyncze wystgpienie lub epizody rzadsze
czasowy niz co 6 miesiecy
Nawracajaca Epizody czestsze niz co 6 miesiecy
Przewlektfa State zaburzenia intelektualne lub
lokomotoryczne
4. Czynniki Brak lub np. cukrzyca, sepsa
towarzyszace wystepowanie

Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie (Vilstrup i wsp., 2014).
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EW typu A jest najczesciej nastepstwem wirusowego zapalenia watroby lub
zatrucia hepatotoksynami (aflatoksyny, amanityna, paracetamol, kwas walproinowy).
Charakteryzuje ja zte rokowanie, gdyz mogacy wystgpi¢ w ostatnim stadium obrzgk
moézgu, prowadzi do wysokiej (ok. 80%) smiertelnosci wsrod chorych (Schiodt i wsp.,
1999). Typ C, jest najczgéciej wystepujaca postacia EW. Cechuje go niski odsetek
$miertelnosci, a jego gtdwna przyczyng jest marskos¢ watroby (Prakash i Mullen, 2010).

W ostatnim czasie coraz wigce] uwagi poswigca si¢ podklinicznej EW
(ang. minimal hepatic encephalopathy, MHE). Dotyczy ona zaréwno pacjentow,
u ktorych nie wystepowaly wczesniej epizody EW, jak i bedacych w fazie remisji.
Diagnoza MHE oparta jest wylacznie na wynikach testow neuropsychomotorycznych
wskazujacych na subtelne uposledzenie sprawnosci manualnej, szybkosci reakcji
i pamigci krotkotrwatej. Wystepowanie tych objawdéw moze by¢ istotne dla osob
wykonujagcych zawody wymagajace szczegdlnej sprawnosci manualnej lub stanu
dhugotrwatej koncentracji np. kierowcow i lekarzy (De Rui i wsp., 2016; Zhan i

Stremmel, 2012).

2.2.  Eksperymentalne modele EW

Zlozony patomechanizm EW nakltada na eksperymentatora konieczno$é
uwzglednienia wielu parametrow przy wyborze zwierzecego modelu do§wiadczalnego.
Nalezy zaznaczyC, ze zaden z dotad opisanych zwierzecych modeli EW nie oddaje
pelnego spektrum objawow obserwowanych u pacjentow (Butterworth i wsp., 2009).
Wigkszo$¢ zwierzecych modeli EW opiera si¢ na podaniu substancji hepatotoksycznej
(male zwierzeta laboratoryjne: szczur, mysz), badz przeprowadzeniu zabiegu

chirurgicznego (mate oraz duze zwierzeta laboratoryjne np.: $winie) (Kristiansen i wsp.,

11
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2014; Sharma i wsp., 2012), psy (Totsuka i wsp., 2004) i kroliki (Tunon i wsp., 2003).

Najczesciej wykorzystywane do badan zwierzece modele EW przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2 Zwierzece modele EW

Modele ostre (EW typu A)

Cechy modelu

Hepatotoksyczne | Tioacetamid Dobrze scharakteryzowany model, powtarzalny
(wg podawanej (szczur) i odwracalny, dtugie (kilkudniowe) okno
substancji) terapeutyczne.
Droga podania: ip.*
Paracetamol Bezpieczny dla eksperymentatora, mata

(szczur, pies, $winia)

powtarzalnosé, zwieksza stezenie
katecholamin we krwi.
Droga podania: po., sq.*

Galaktozamina
(krolik, szczur, swinka

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

morska)
Azoksymetan W krotkim czasie (24-36 h) prowadzi do
(mysz) wystgpienia objawéw EW Il i IV stopnia,

czestym powiktaniem jest hipotermia.
Droga podania: ip."

Niedokrwienie
watroby
(szczur, Swinia)

Chirurgiczne

Zespolenie zyty wrotnej z zytg gtdéwna przy
jednoczesnym zacisnieciu tetnicy watrobowej
skutkuje wytgczeniem krazenia wrotnego

i szybka nekrozg hepatocytow. Waskie (8 h)
okno terapeutyczne.

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

Odtwarza epizod ostrej EW w przewlektej
niewydolnosci watroby

Hepatoktomia
(szczur, Swinia)

Usuniecie 70-95% watroby, krotki okres
przezycia, utrata znacznej ilosci krwi

Modele przewlekte (EW typu B i C)

Zespolenie wrotno-systemowe (ang.
portacaval anastomosis, PCA)
(szczur, pies ,krolik, Swinia)

Zespolenie (typu koniec do boku), zyty wrotnej z
2yta gtdwnga wytacza watrobe z krazenia
wrotnego odtwarzajgc EW typu B, nie powoduje
zwtdéknienia watroby

Zwezenie zyly wrotnej
(szczur)

Prowadzi do zmniejszenia przeptywu krwi przez
watrobe stosowane jako model MHE

Zespolenie drég zo6tciowych (ang. bille duct
ligation, BDL)
(szczur)

Model pierwotnej marskosci zétciowej watroby
towarzyszy mu silny odczyn zapalny, z6ttaczka,
postepujgce zwtdknienie watroby,
hiperamonemia, zaburzenia pamieci i uczenia

Przewlekte (2-6 tyg.) podawanie TAA lub
CCly
(szczur)

Modele przewlektej niewydolnosci watroby bez
nadci$nienia wrotnego

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

podskornie
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Bezposrednie skutki toksycznosci amoniaku tzw. ,Stan ostry zatrucia
amoniakiem” bada si¢ podajac (najczesciej gryzoniom) dootrzewnowo zrédlo jondw
amonu (np. octan amonu, OA). W celu wywotania przewleklej hiperamonemii, OA
dodawany jest do paszy (Aguilar i wsp., 2000), rzadziej podaje si¢ ureaz¢ (Deshmukh i
wsp., 1990).

Do badania mechanizméw molekularnych neurototoksyczno$ci amoniaku czesto
uzywa si¢ rowniez modeli in vitro. EW jest pierwotng gliopatig (Norenberg, 1987) z tego
wzgledu najczeséciej w badaniach wykorzystuje si¢ pierwotne hodowle astrocytow (Gorg i
wsp., 2008; Kruczek i wsp., 2011; Schliess i wsp., 2002). Rzadziej badania dotyczg
neuronéw korowych i moézdzkowych (Bobermin i wsp., 2015), mieszanych hodowli
astrocytarno-neuronalnych (Braissant i wsp., 2008) oraz komorek $rodblonka naczyn
moézgowych (Jayakumar i wsp., 2012). W celu wywotania hiperamonemii in vitro do
pozywki hodowlanej podaje si¢ patofizjologiczne stezenia NH4Cl (0.1-5 mM) oraz inne
zwigzki majace znaczenie w patomechanizmie EW np. cytokiny prozapalne (Jayakumar i

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

2.3. Patomechanizm EW

Uposledzenie  detoksykacyjnej funkcji  watroby skutkuje  systemowym
nagromadzeniem zwigzkow mogacych uszkadza¢ os$rodkowy uktad nerwowy (OUN)
w tym: amoniaku, fenoli, wolnych kwaséw ttuszczowych, merkaptanéw (Butterworth,
2003). W mozgu wzrasta ponadto stezenie aminokwasow —aromatycznych
(tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina), ktére stajg si¢ prekursorami tzw. ,falszywych
neurotransmiterow”  (B-fenyloetanoloamina, tyramina, oktopamina) zaburzajacych
funkcjonowanie OUN (Albrecht i Jones, 1999; Butterworth, 2002; Cordoba, 2014). Moze

dochodzi¢ takze do gromadzenia manganu w mézgu (Rivera-Mancia i wsp., 2011; Zeron
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I wsp., 2011). U pacjentdw obserwuje si¢ rowniez hiponatremi¢ i hipokaliemi¢ (Ahya i
wsp., 2006; Toris i wsp., 2011) oraz kwasic¢ metaboliczng (Ahya i wsp., 2006).

Amoniak jest glownym czynnikiem sprawczym EW (Felipo i Butterworth, 2002;
Parekh i Balart, 2015). U chorych z przewlekta EW wykazano, ze st¢zenie amoniaku we
krwi wzrasta 1,5-2 krotnie, a u 0sob z ostrg postaciag EW rosnie nawet 4—10 krotnie (Jalan
I wsp., 2004; Lockwood, 2004). W ostrej EW stezenie amoniaku w mozgu moze osiggaé
warto$¢ 5 mM (Giguere i Butterworth, 1984). Réwniez w przypadku przewleklej EW
stezenie amoniaku w modzgu jest znaczaco podwyzszone (Cooper i Plum, 1987).

Neurotoksyczne dzialanie amoniaku zwigzane jest z wieloma wzajemnie
powigzanymi mechanizmami m.in.: zaburzeniem metabolizmu energetycznego
(Norenberg i wsp., 1997), dysfunkcja mitochondriéw (Norenberg i wsp., 2004), stresem
oksydacyjnym (Bosoi i wsp., 2014; Gorg i wsp., 2010).

Jednym z gléwnych skutkéw oddzialywania toksycznych st¢zen amoniaku na
moézg jest zaburzenie neurotransmisji glutaminergicznej (Hermenegildo i wsp., 2000;
Rodrigo i Felipo, 2006), a w mniejszym stopniu takze GABA-ergicznej (Cauli i wsp.,
2009), serotoninergicznej (Lozeva i wsp., 2004) i noradrenergicznej (Michalak i wsp.,
2001).

Istotnym mechanizmem toksycznego oddzialtywania amoniaku na mozg jest
wzrost stezenia glutaminy (Gln), do ktérego dochodzi wskutek detoksykacji amoniaku do
GIn przez zlokalizowang wylacznie w astrocytach syntetaze glutaminy (GS). Uwaza sig,
ze bezposredni efekt osmotyczny Gln (Hilgier i Olson, 1994), oraz powiazane z syntezg
GIn zaburzenia bilansu energetycznego (Takahashi i wsp., 1991), przyczyniajg si¢ do
obrzmienia astrocytow towarzyszacego ostrej EW (Blei, 2008; Bosoi i Rose, 2013;

Skowronska i Albrecht, 2013).
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Jak dotad nie wskazano genetycznego podloza EW, chociaz jeden
z wystepujacych czesto w populacji hiszpanskiej polimorfizméw genu kodujacego
glutaminaze typu nerkowego (KGA), (EC 3.5.1.2), polegajacy na zwickszonej liczbie
tandemowych powtorzenia sekwencji GCA w regionie promotorowym genu, Koreluje
z czestszym wystepowaniem symptomatycznej EW. Prawdopodobng przyczyng jest
wzrost aktywnosci KGA powodujacy wzmozong degradacje Gln 1 wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia amoniaku (Romero-Gomez i wsp., 2010). Ostatnie
badania przeprowadzone na populacji koreanskiej nie potwierdzity jednak powyzszej
zaleznosci (Ahn i wsp., 2016).

Ostatnie badania coraz cze¢sciej zwracajg uwage na udziat systemowej odpowiedzi
zapalnej wynikajacej z uszkodzenia watroby, lub bedacej skutkiem towarzyszacej EW
infekcji (Hung i wsp., 2013; Milewski i Oria, 2015; Shawcross i wsp., 2011; Wasmuth i
wsp., 2005). U pacjentow z EW stwierdza si¢ pozytywnag korelacje miedzy stezeniem
czynnika martwicy nowotworu o (TNF-a) w osoczu, a nasileniem objawow EW (Goral i
wsp., 2011; Odeh i wsp., 2005). Co wigcej, wyzsze stezenia TNF-o notowano w
$miertelnych przypadkach EW (Streetz i wsp., 2000). Zrédtem cytokin prozapalnych nie
sa wyltacznie procesy chorobowe zachodzace w watrobie. U pacjentow z ostrg EW
obserwuje si¢ aktywacj¢ mikrogleju 1 astrocytow skutkujaca wzmozong syntezg cytokin

prozapalnych (IL-1, IL-6) w mozgu (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 watrobowe;j

2.4.1. Syntazy tlenku azotu (NOS)

Tlenek azotu (NO) zostal w 1987 r. opisany jako endogenny czynnik
rozkurczajacy naczynia krwionosne (Palmer i wsp.). Obecnie wiadomo, ze czasteczka ta
petni réwniez funkcje wewnatrzkomérkowego przekaznika sygnatu i jest kluczowa dla
prawidtowego funkcjonowania OUN (Guix i wsp., 2005; Yuste i wsp., 2015). Gléwnym
zrodlem 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: neuronalng (nNOS), $rodblonkowsg (eNOS)
indukowalng (iNOS) i mitochondrialng (mtNOS), przy czym ostatnia jest niedawno
wyodregbniong izoformg nNOS obecng na wewngtrznej btonie mitochondrialnej (Elfering
I wsp., 2002). W OUN ssakow wystepuja wszystkie wyzej wymienione izoformy NOS
(Dzoljic i wsp., 2015). Ekspresja nNOS i eNOS zaréwno w neuronach jak i astrocytach
ma charakter konstytutywny. Forma indukowalna jest z kolei charakterystyczna dla
komorek uktadu immunologicznego — w tym mikrogleju, ale takze astrocytow (Saha i
Pahan, 2006). Indukcja iNOS zachodzi pod wptywem okreslonych bodzcoéw np.: cytokin
prozapalnych, toksyn bakteryjnych, niedokrwienia (Duncan i Heales, 2005; Saha i Pahan,
2006). W odroznieniu od konstytutywnych izoform NOS, aktywnos¢ iNOS jest
niezalezna od sygnalizacji wapniowej. Enzym ten posiada bowiem wysokie
powinowactwo do kalmoduliny (CaM), i wiaZe ja juz przy spoczynkowym stezeniu Ca?*
w komorce (Dzoljic i wsp., 2015).

Do pelnej aktywnosci wszystkich izoform NOS oprocz przytaczenia CaM

wymagane jest zwigzanie kofaktorow: tetrahydrobiopteryny (BHs4), mononukleotydu
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flawinowego (FMN), dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD) oraz hemu (Wiesinger,
2001). BH4 przy udziale jonow Zn?* warunkuje dimeryzacje czasteczek NOS, ktora jest
kluczowa dla syntezy NO (Rycina 1). Jednak nawet w warunkach prawidtowych, czes$¢
czasteczek eNOS nie ulega dimeryzacji, co skutkuje niepelnym przebiegiem reakcji
I uwolnieniem w miejsce NO, rodnika nadtlenkowego Oz". Proces ten okresla si¢ mianem

rozprzg¢zenia NOS.

NADP* + H*
NADPH @
€4

NOS @
2 N TN

arginina + O, NO + cytrulina

Rycina 1 Schemat reakcji katalizowanej przez NOS. Synteza NO jest reakcjq piecioetapowego utleniania
wymagajaca obecnoséci kofaktoréw organicznych, jonéw Zn?* oraz dimeryzacji enzymu (doktadny opis w
tekscie).

Funkcja NO w moézgu wiaze si¢ z regulacja mikrokrazenia — za co odpowiada
gtownie eNOS zlokalizowany w komorkach $rodbtonka naczyn oraz neurotransmisyjng
(W tym z opisanym w rozdziale 2.3.2 neuroprzekaznictwem glutaminergicznym)
zwyczajowo laczong z aktywno$cig nNOS. Nalezy jednak podkresli¢, ze rowniez NO
syntezowany przez eNOS jak i iNOS moze wptywac na szlaki przekazywania sygnatu
w komorkach OUN (Forstermann i Sessa, 2012). NO jako neurotransmiter jest aktywny

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

W wyzszych stezeniach (nanomole NO), bedacych gtownie skutkiem aktywacji iNOS,
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NO przyczynia si¢ do indukcji stresu oksydacyjno-nitracyjnego (ONS) i uszkodzenia

komorek (Dzoljic i wsp., 2015). Zagadnienie to zostanie rozwini¢te w rozdziale 2.4.3.

2.4.2. Synteza NO a zaburzenie przekaznictwa glutaminergicznego w EW

Glownym efektorem sygnalnego dziatania NO jest rozpuszczalna cyklaza
guanylowa (sGC), syntetyzujaca ¢cGMP (Madhusoodanan i Murad, 2007), a jak
wspomniano w rozdziale 2.3, EW towarzyszy upo$ledzenie przekaznictwa
glutaminergicznego w moézgu. Hiperamonemia powoduje depolaryzacj¢ blony
komorkowej neurondéw glutaminergicznych skutkujgcg wyrzutem glutaminianu (Glu)
(Moroni i wsp., 1983), czemu towarzyszy obnizony wychwyt zwrotny Glu przez neurony
(Oppong i wsp., 1995) i astrocyty (Norenberg i wsp., 1997; Rose, 2002). Obserwowano
réwniez zwigkszenie wyrzutu Glu z astrocytow (Rose, 2006). Zjawiska te sg przyczyng
akumulacji tego neuroprzekaznika w przestrzeni synaptycznej. Dalsza konsekwencja
opisanego procesu jest miedzy innymi zaburzenie funkcji jonotropowych receptorow dla
Glu, gtéwnie receptora kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDAr), (Hermenegildo i

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

Wywotana amoniakiem aktywacja NMDAr jest jednym z gtownych mediatorow
jego toksycznosci. Wykazano, ze podanie antagonistow NMDAr obniza $miertelno$¢
zwierzat narazonych na wysokie dawki amoniaku (Hermenegildo i wsp., 1996;
Hermenegildo i wsp., 2000).

Pobudzenie NMDAr wyzwala naptyw Ca?* do komérki, czego jednym ze skutkow
jest aktywacja konstytutywnych izoform NOS. Aktywacje NOS w astrocytach szczurzych
traktowanych amoniakiem wykazano m.in. w uktadzie in vitro (Skowronska i wsp.,

2010).
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Analogicznie w modelach zwierzecych w pierwszej fazie odpowiedzi na bodziec
hiperamonemiczny obserwowano aktywacje szlaku NMDAr-NO-cGMP w modzgu
(Hermenegildo i wsp., 2000; Hilgier i wsp., 2003). Wzrost poziomu cGMP wykazano
rowniez we krwi pacjentow z ostrg EW, a parametr ten ulegal obnizeniu po
przeprowadzeniu transplantacji watroby (Schneider i wsp., 1994).

Dlugotrwata ekspozycja neuronow na amoniak w warunkach in vitro, prowadzi do
obnizenia stezenia cGMP, co wynika ze spadku aktywnosci szlaku NMDA/NO/cGMP
(Llansola i wsp., 2007; Rodrigo i wsp., 2005a).

Obnizenie syntezy NO i cGMP w modzgu obserwuje si¢ takze w zwierzecych
modelach przewlektej hiperamonemii i EW (Corbalan i wsp., 2002; EI-Mlili i wsp., 2008;
Rodrigo i wsp., 2005b). Wydaje si¢, ze zahamowanie aktywno$ci szlaku
NMDA/NO/cGMP w przewlektej EW stanowi odpowiedz kompensacyjng na pierwotng
aktywacje NMDAr.

Wystepujace w EW zmiany w syntezie cGMP sa prawdopodobnie gtownag
przyczyna wystepowania zaburzen rytmu dobowego oraz pamigci w przewlekltej EW
(Cabrera-Pastor i wsp., 2016; Llansola i wsp., 2013). Potwierdzaja to badania wykonane
na szczurach karmionych przez 3 tygodnie pasza bogata w OA. W modelu tym,
dokomorowe podanie inhibitora fosfodiesteraz (zaprinast) istotnie podwyzszalo stezenie
cGMP w moézgu oraz poprawiato zdolno$¢ zapamigtywania u szczurow (Erceg i wsp.,
2005a). Podobne wyniki uzyskano w modelu PCA, uzywajgc innego inhibitora
fosfodiesteraz sidenafilu (Erceg i wsp., 2005b). Ze wzgledu na mozliwe skutki uboczne
inhibitory fosfodiesteraz nie sg jednak uzywane w terapii EW.

NO syntezowany w komorkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych powoduje
rozluZznianie mig$niowki $cian naczyh, co zwigksza ich $rednice utatwiajac przeptyw

krwi. Mechanizm ten reguluje mi¢dzy innymi przeptyw krwi w naczyniach moézgu (CBF)
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(Pretnar-Oblak, 2014). U pacjentow z EW obserwuje si¢ dynamiczne zmiany tego
parametru. Stanom przewleklym czgsto towarzyszy spadek CBF, ktory uwaza si¢ za
czynnik prognostyczny wystapienia ostrego epizodu EW (Iversen i wsp., 2009; Zheng i
wsp., 2013; Zheng i wsp., 2012). Z kolei, w ostrej EW czgsto obserwuje si¢
poprzedzajacy rozwoj obrzeku mozgu, wzrost CBF (Ede i Williams, 1986; Jalan i wsp.,
2004). Te prostg korelacje komplikuje jednak fakt, iz rownolegle obserwowano obnizony

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
wewnatrzkomoérkowej, a w szczegdlnosci mitochondrialnej puli reaktywnych form tlenu
(RFT) i azotu (RFA) (Grattagliano i wsp., 2014; Ruszkiewicz i Albrecht, 2015a;
Skowronska i Albrecht, 2013). Ze wzgledu na wysokie zapotrzebowanie tkanki nerwowej
na tlen oraz relatywnie niska aktywnos$¢ uktadow antyoksydacyjnych: katalazy,
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx), mozg jest
szczegolnie podatny na uszkodzenia bedace skutkiem SON (Dringen, 2000).

Obecnie uwaza si¢, ze SON 1 jego skutki sg jednym z gtownych mechanizmow
uszkadzajacych komorki OUN w warunkach hiperamonemii oraz EW. Markery SON
takie jak: wzrost calkowitej puli RFT lub stricte 'O> i wzmozong oksydacj¢ RNA,
wykazano w traktowanych amoniakiem astrocytach in vitro (Gorg i wsp., 2008;
Jayakumar i wsp., 2006a; Kruczek i wsp., 2011; Murthy i wsp., 2001; Skowronska i wsp.,

2010) i linii komorek $rodbtonka naczyn mozgowych szczura (RBE-4), (Skowronska i

wsp., 2012a). Efekty te sa w znaczacej mierze wynikiem aktywacji §ciezki NMDAr-NO-
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cGMP, co wykazano stosujac antagonistow NMDAr, ktorych podanie odwracato skutki
SON (Kosenko i wsp., 2003; Kruczek i wsp., 2011; Schliess i wsp., 2002).

Zwigkszong produkcje RFT w mozgu opisano takze w zwierzgcych modelach
ostrej HA (Hilgier i wsp., 2003; Kosenko i wsp., 1997; Kosenko i wsp., 2003). W ostrej
EW wywotanej podaniem TAA wykazano akumulacj¢ RFT w roznych rejonach mézgu
wykazujac, ze kora mozgowa, rdzen przedtuzony i most byly bardziej wrazliwe na SON
niz moézdzek (Sathyasaikumar i wsp., 2007). Markery stresu oksydacyjnego wykryto
takze we krwi chorych z EW (Negru i wsp., 1999) i w mdzgach 0s6b zmartych w wyniku
EW (Gorg i wsp., 2010).

Wolne rodniki tlenowe bardzo tatwo reaguja z NO (dla reakcji ‘Oz z NO stata
szybkosci reakcji  (K) wynosi 1,6x10° mol/s), wyzwalajac kaskade reakcji
wolnorodnikowych bedaca przyczyna stresu nitracyjnego (Ryc. 2) (Nauser i Koppenol,

2002).

Utlenianie
R

O2+NO#ONOO —PONOOCO —> CO; +NO

" \ ONOOH —> HO- +-NO,
+N02
203

'OONo2

02+N02 2NO£

2

Nitracja

Rycina 2 Schemat przebiegu reakcji wolnorodnikowych zachodzacych z udziatem NO
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Na poziomie molekularnym skutkami SON obserwowanymi w EW sg m.in.:

e Oksydacja biatek i kwasow nukleinowych (Gorg i wsp., 2008)
e Peroksydacja lipidow, skutkujgca zmianami w plynnosci bton komorkowych
(Swapna i wsp., 2006)

e S-nitrozylacja biatek (Gorg i wsp., 2008; Schliess i wsp., 2002)

Ze wzgledu na opisany powyzej udziat NO w reakcjach wolnorodnikowych, jego stezenie
w tkankach lub ptynach ustrojowych stanowi marker stresu nitracyjnego. Z uwagi na
nietrwalo$¢ czasteczki NO przewaznie oznacza si¢ catkowite stezenie azotyndéw
1 azotanow traktujac je jako pochodng stezenia NO lub wnioskuje na podstawie zmian
ekspresji 1 aktywno$ci NOS.

Zarowno zwigkszona ekspresja NOS, jak 1 wzrost stgzenia azotyndw/azotandw
wykazywano w eksperymentalnych modelach ostrej EW (Master i wsp., 1999; Rao i

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

2.5. L-arginina w OUN

Wewnatrzkomorkowe st¢zenie L-argininy (Arg) definiuje dostgpnos$é substratu
dla NOS z tego wzgledu metabolizm 1 transport tego aminokwasu jest waznym
czynnikiem regulujacym syntez¢ NO.

Dla ssakow gloéwnym zrodtem Arg jest biatko obecne w pokarmie, ale czes$é
(15-20%) Arg pochodzi z endogennej syntezy. U dzieci, z uwagi na wysokie tempo
anabolizmu oraz u 0s6b starszych lub niedozywionych, endogenna synteza Arg moze by¢
niewystarczajaca do pokrycia zapotrzebowania na ten aminokwas. Z tego wzgledu Arg
klasyfikowana jest jako aminokwas czesciowo (fakultatywnie) egzogenny (Wu i wsp.,

2009). Arg jest takze substratem syntezy licznych zwigzkéw m.in.: NO, mocznika,
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ornityny, kreatyny, cytruliny, Glu, GIn, agmatyny, proliny i poliamin (Wiesinger, 2001,
Wu i wsp., 2009).

Komoérki OUN nie posiadaja kompletu enzyméw cyklu ornitynowego
(mocznikowego), co jest jedng z przyczyn ich duzej wrazliwosci na amoniak. W moézgu
zachodzi jednak ,niepelny cykl Krebsa”, jak okresla si¢ enzymatyczng synteze Arg
z cytruliny (Cyt). Stwierdzono, ze hiperamonemia aktywuje ekspresje enzymow
katalizujacych t¢ reakcje w astrocytach in vitro (Braissant i wsp., 1999; Jackson i wsp.,
1996), a w szczurzym modelu hiperamonemii wykazano wzrost ich aktywnoS$ci zwigzany
glownie z komodrkami glejowymi (Swamy i1 wsp., 2005). Informacje te dowodzg
zaburzenia metabolizmu Arg i Cyt w warunkach EW, co moze stanowi¢ zarowno

przyczyne, jak i skutek zmian w aktywnosci NOS.

2.5.1. Transport Argw OUN

Wobec faktu, ze wigkszo$¢ zuzywanej przez médzg Arg pochodzi z obwodu,
kierunek i1 tempo transportu tego aminokwasu do 1 migdzy komdérkami OUN, moga by¢
czynnikami regulujacymi aktywno$¢ NOS w mozgu (Wiesinger, 2001).

Transport Arg przez btong komérkowa odbywa si¢ wytacznie przez swoiste biatka
nos$nikowe nalezace do uktadéw transportujacych: y*, y*L, b®* i B%* (Wiesinger, 2001).
Sposréd wymienionych, uktad y* odpowiada za ok. 70% catego wychwytu Arg do
komoérek OUN. Nalezy do niego kilka biatek no$nikowych dla aminokwaséw
zasadowych (CAT) kodowanych przez geny SLC7A1-4 wykazujacych rézny poziom
ekspresji i swoistosci tkankowej (Tabela 3; (Wu i Morris, 1998).

Transportery uktadu y* identyfikowano w homogenacie moézgu, komodrkach

tworzacych BBB (Stoll i wsp., 1993), w pierwotnych hodowlach neuronéw korowych
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i moézdzkowych (Westergaard i wsp., 1993) oraz astrocytow (Hosoya i wsp., 2010;
Schmidlin i Wiesinger, 1994).

Biatka CAT1, CAT2B i CAT3 cechuje wysokie powinowactwo do Arg (Km= ok.
100 uM). Ekspresja CAT1 i CAT2B w moézgu zachodzi zarbwno w neuronach jak
I astrocytach (Kim i wsp., 1991; MacLeod i wsp., 1994). CAT3 zlokalizowany jest z kolei
wylacznie w neuronach (Hosokawa i wsp., 1999).

Tabela 3 Transportery nalezgce do uktadu y*

Symbol Nazwa biatka Gtéwne miejsca ekspresji

genu

SLC7A1 CAT1 wiekszos$¢ narzadow poza watroba
SLC7A2 CAT2A watroba, miesnie szkieletowe, trzustka
SLC7A3 CAT2B mobzg, watroba

SLC7A4 CAT3 mozg (neurony), tarczyca

Bialka systemu y*L oraz b%* i B%* oprécz aminokwaséw zasadowych transportuja
tez aminokwasy obojetne. Uktad B®* wymaga jonow sodu i akceptuje najszersze
spektrum substratow: aminokwasy zasadowe, niskoczasteczkowe aminokwasy obojetne
1 aminokwasy rozgatezione.

Bialtka nalezace do systemow y* i B%' s jednobiatkowymi glikoproteinami,
z kolei y*L oraz b %* maja budowe heterodimeryczng. Heterodimeryczne transportery Arg
nie podlegaja glikozylacji podczas obrdobki potranslacyjnej i wymagaja polaczenia
z btonowg glikoproteing II typu 4F2hc (Verrey i wsp., 2004).

Spoérdd biatek nalezacych do systemu y'L dwa: y'LAT1 i y'LAT2 sg
transporterami dla Arg. Bialko y"LAT2 wykazuje wigksze powinowactwo do Arg niz
Y'LATI1 i wystepuje w wielu tkankach m.in. w mozgu i watrobie (Broer i wsp., 2000;
Closs i wsp., 2004). Transport aminokwasow zasadowych w tym Arg przez y'LAT2 jest

niezalezny od obecnosci Na*. Z kolei, przenoszenie przez ten transporter aminokwaséw
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obojetnych odbywa si¢ wraz z jonami Na* (Verrey i wsp., 2004). Gradient jonéw sodu
i aktywny transport Arg do komorki za posrednictwem biatek CAT sprawiaja, ze
preferowanym kierunkiem transportu przez y'LAT1 i y'LAT2 jest usuwanie

aminokwasow zasadowych z komorki (Closs i wsp., 2004; Fotiadis i wsp., 2013).

W szczurzym modelu ostrej (Albrecht i wsp., 1990) jak i przewleklej EW (Rao i
wsp., 1997b) wykazano wzrost wychwytu Arg do synaptosomoéw. Co wigcej, inkubacja
synaptosoméw pochodzacych od zwierzat kontrolnych z amoniakiem, roéwniez
skutkowata zaleznym od dawki wzrostem wychwytu Arg. Z kolei, w szczurzym modelu
HA, wykazano takze podwyzszong aktywnos¢ i ekspresje transportera y'LAT2 (Zielinska
i wsp., 2011). Biatko y'LAT2 w warunkach EW i gromadzacej sie¢ w mozgu Gln moze
regulowaé dostgpno$¢ Arg dla komoérek OUN i tym samym wplywac¢ na synteze NO

(Zielinska i wsp., 2014).

2.6.  Metylowane pochodne argininy jako endogenne inhibitory syntezy NO

W 1986 r. Drapier i Hibbs opisali hamujacy wptyw NC-monometyloargininy
(L-NMMA) na uwalnianie azotyndéw i azotanow przez aktywowane makrofagi (Drapier i
Hibbs, 1986). Kiedy rok p6zniej opublikowano prace otwierajaca er¢ badan nad rola NO
w regulacji przeptywu krwi (Palmer i wsp., 1987), powigzano substrat syntezy NO z jego
metylowang pochodng, ktéora do dzisiaj jest jednym z najczg$ciej stosowanych
inhibitoréw NOS.

Wykazanie wzrostu stezenia asymetrycznej N©, NC-dwumetyloargininy (ADMA)
w osoczu pacjentdow z niewydolnoscig nerek skierowato uwage badaczy na mozliwosé
udziatu tego zwigzku w regulacji przeptywu nerkowego (Vallance i wsp., 1992a, 1992b).
Od czasu tych pionierskich badan liczba prac opisujacych endogenne metyloargininy
w normie i1 patologii stale rosnie. Obecnie sg one uwazane za marker ryzyka wystgpienia
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chorob sercowo-naczyniowych, gltéwnie choroby niedokrwiennej serca i nadci$nienia
tetniczego (Liu i wsp., 2016). ADMA jest takze wigzana z takimi chorobami jak cukrzyca
typu 2, astma oskrzelowa, schorzenia nerek o roznej etiologii, niewydolnos¢ watroby
(Alpoim i wsp., 2015; Calabrese i wsp., 2015; Ferrigno i wsp., 2015; Raptis i wsp., 2013;
Tousoulis i wsp., 2013). W kontekscie EW, schorzenia bedacego przedmiotem niniejszej

rozprawy, rola metylowanych pochodnych Arg jest stabo zbadana.

2.6.1. Metabolizm metyloarginin

U ssakow wykazano obecno$¢ trzech endogennych metyloarginin: wspomnianych
L-NMMA i ADMA oraz symetrycznej N®, NC-dwumetyloargininy (SDMA). Zwiazki te
uwalniane s3 w wyniku hydrolizy bialek komoérkowych, w ktérych Arg ulegta naturalnie
wystepujacej metylacji (Leiper i Vallance, 1999; Teerlink i wsp., 2009).

Metylacja Arg jest elementem potranslacyjnej obrobki biatek katalizowanym
przez metylotransferazy argininy (EC 2.1.1.-, PRMT). Biatka PRMT (u réznych
organizmow zidentyfikowano przeszto 400 gendéw kodujacych biatka o aktywnosci
PRMT) wystepuja zarowno u organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych, co
tylko potwierdza znaczenie i powszechno$¢ zjawiska metylacji Arg w przyrodzie
(Schapira i Ferreira de Freitas, 2014).

Biatka PRMT ze wzgledu na biochemiczng specyfike aktywnos$ci katalitycznej
dzieli si¢ na kilka klas. U cztowieka i innych ssakow wystepuja PRMT zaliczane do klasy
I i 1l. PRMT Kklasy I i Il przeprowadzaja dwuetapowa metylacje, w ktorej pierwsze
przylaczenie grupy metylowej odbywa si¢ Wspdlnym mechanizmem prowadzac do
syntezy L-NMMA. Nastepnie biatka PRMT klasy I przylaczaja druga grupe metylowa
w asymetrycznej pozycji syntetyzujac ADMA. Z kolei PRMT klasy II, przytaczaja druga
grupe metylowa symetrycznie, tworzac SDMA (Fackelmayer, 2005). Szczegoty
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mechanizmu enzymatycznej metylacji argininy i regulacja PRMT zostaly doktadnie
opisane w obszernej pracy Moralesa i wsp., (2016). Schemat syntezy metyloarginin przez

PRMTL1 i 2 przedstawiono na rycinie 3.

‘f’* PRMT2 ((|3HJ
|

)
((|3HA,)1 1i2 (CH ) SDMA
—

arginina L-NMMA \ M N
\‘*/
PRMT1

rluH
(CH,)
biatko

ADMA

Rycina 3 Schemat endogennej metylacji argininy

Najlepiej poznano role metylacji Arg w histonach, gdzie reguluje ona stopien
kondensacji chromatyny, a tym samym wplywa na ekspresje genow (Di Lorenzo i
Bedford, 2011). Stwierdzono m.in. ze aktywnos¢ PRMT reguluje ekspresje estrogenow i
licznych czynnikoéw transkrypeyjnych m.in.: p53, YY1, NF-kB, PPARy, RUNXI, E2F1
i Statl (Bedford i Richard, 2005; Bonifer i Cockerill, 2011; Mowen i wsp., 2001; Yadav i
wsp., 2003; Zhao i wsp., 2008). Metylacja Arg zachodzi réwniez poza jadrem
komoérkowym wplywajac na charakter pdzniejszych interakcji typu biatko-biatko (Basso i
Pennuto, 2015).

Obecnos¢ w organizmie wolnych metyloarginin jest wynikiem proteolizy biatek
komoérkowych. Zatem, tempo ich wytwarzania zalezy od dwoch czynnikow: zmian
w aktywnosci PRMT oraz obrotu biatka (Teerlink i wsp., 2009). Na st¢zenie

metyloarginin w tkance oraz ptynach ustrojowych wplywa réwniez tempo ich usuwania.
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Zwiazki te moga by¢ rozkladane enzymatycznie przez hydrolazy dwumetyloargininy
(DDAH) do Cyt i metyloamin (reakcja specyficzna dla ADMA oraz
L-NMMA) lub bezposrednio wydalane z moczem. Szacuje si¢, ze ponad 70% ADMA jest
degradowane przez DDAH (Achan i wsp., 2003), co czyni z tego enzymu gléwny
regulator stezenia ADMA w organizmie (Pope i wsp., 2009b; Teerlink i wsp., 2009).
DDAH wystepuje w postaci dwoch izoform DDAH-1 i DDAH-2, rézniagcych si¢
dystrybucja tkankowa i1 aktywnos$cig katalityczng. Rozktad ADMA przez DDAH-1 jest

ok. 70 razy wydajniejszy niz katalizowany przez druga izoform¢ enzymu (Tabela 4).

Tabela 4 Poréwnanie kinetyki degradacji ADMA przez DDAH1 i DDAH2. Do analizy uzyto
oczyszczonych enzymoéw rekombinowanych w systemie E. coli.

Izoforma DDAH Km [UM] Vimax [nmol/mg/min]
DDAH-1 68.7 356
DDAH-2 16 4.8

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

Analiza ilosciowa DDAH-1/2 przeprowadzona metoda dot-blot wykazata, ze
DDAH obecne jest w wigkszosci ludzkich narzadow i tkanek (Tran i wsp., 2000).
Zauwazono, co potwierdzity pdzniejsze prace (Balasubramaniyan i wsp., 2012; Greco i
wsp., 2015; Zhang i wsp., 2013), ze w mozgu obecne jest gtownie biatko DDAH-1.
Wysoki poziom ekspresji tej izoformy wykazuja: roézne rejony kory modzgowe;,
hipokamp, wzgorze, skorupa, jadro niskowzgorzowe. Sposrod przebadanych struktur
uktadu nerwowego wyrazng ekspresjc DDAH-2 wykazano jedynie w rdzeniu
przedtuzonym i rdzeniu kr¢gowym. Z kolei, w wigkszo$ci narzadow migzszowych, w tym
w watrobie, ekspresja obu izoform DDAH zachodzi na podobnym poziomie (Tran i wsp.,
2000). Na podstawie przytoczonych badan Tran i wsp., (2000) zaproponowali hipoteze
zakladajacg funkcjonalng kolokalizacje¢ DDAH z NOS, przy czym DDAH-1 zwigzany

jest wyraznie z tkankami posiadajagcymi nNOS, a DDAH-2 z eNOS.
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Pozbawienie transgenicznych myszy (,knockout genowy”) genu kodujgcego
DDAH-1 jest mutacja letalng. Mysie heterozygoty przezywaja, ale obserwowany u nich
znaczacy wzrost stezenia ADMA w osoczu hamowat syntez¢ NO w naczyniach, co
skutkowato wzrostem cisnienia krwi w krazeniu obwodowym i plucnym (Leiper i wsp.,
2007). Przy podwyzszonej ilosci DDAH-1 obserwowano odwrotne skutki wynikajace ze
wzmozonej relaksacji naczyn (Dayoub i wsp., 2008). Ponadto, aktywnos$¢ NOS ulegata
ok. 50% podwyzszeniu zarowno w warunkach in vitro jak i w tkankach transgenicznych

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

Niedawno poznanag, alternatywng $ciezka degradacji ADMA, jest mitochondrialna
alanino-glioksyloaminotransferaza-2 (AGXT-2) (Caplin i wsp., 2012; Kittel i wsp.,
2013). Enzym ten katalizuje rozktad ADMA do kwasu d-keto walerianowego (DMGV)
i glicyny. Glownym miejscem ekspresji AGXT-2 sa nerki i watroba (Martens-
Lobenhoffer i wsp., 2012), ale obecno$¢ zarowno transkryptu jak i biatka AGXT-2
wykazano takze w mozgu, w szczegolnosci w hipokampie i prazkowiu (Abe i wsp.,
2014). Jak dotad jedyng poznang droga transportu ADMA przez wewngtrzng blong
mitochondrialng jest transporter kodowany przez gen Slc25a2 (Porcelli i wsp., 2016).

Aktywno$¢ AGXT-2 ma realne przelozenie na poziom ADMA w organizmie.
Wykazano obnizenie stezenia ADMA w osoczu i watrobie myszy z podwyzszong
ekspresja AGXT-2 (Rodionov i wsp., 2010). Natomiast myszy typu ,knockout”
nieposiadajagce genu kodujacego AGXT-2 charakteryzowal wzrost stgzenia ADMA w
osoczu, spadek syntezy NO w §rodbtonku naczyn krwiono$nych i wzrost ci$nienia
tetniczego (Caplin i wsp., 2012). Rola AGXT-2 w regulacji syntezy ADMA w warunkach

EW nie byla dotad badana.
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2.6.2. Regulacja aktywnosci NOS przez metyloargininy

ADMA i L-NMMA sa kompetycyjnymi inhibitorami wszystkich izoform NOS.
Postuluje si¢, ze wewnatrzkomorkowe stgzenie metyloarginin moze by¢ elementem
regulacji tempa wytwarzania NO opartym o dziatanie petli sprzezen zwrotnych. Za tym
pogladem przemawia m.in. hamowanie aktywnos$ci DDAH przez wysokie stezenia NO
(Pope i wsp., 2009b), lub Arg (Wang i wsp., 2006). ADMA wydaje si¢ by¢ rowniez
odpowiedzialna za tzw. ,paradoks argininowy” — zjawisko wzrostu syntezy NO po
podaniu Arg, mimo, iz wyj$ciowe stgzenie Arg znaczaco przekraczalo Km dla NOS.
Innymi stowy jest to dowdd realnej inhibicji NOS przez ADMA, mimo wysokiego
wspotczynnika Arg/ADMA i mozliwosci odwracania tego efektu przez wzrost stgzenia
Arg lub obnizenie stgzenia ADMA (Closs i wsp., 2000; MacLeod, 1996).

Drugim, obok bezposredniego hamowania, mechanizmem obnizajacym synteze
NO przez metyloargininy jest regulacja wewnatrzkomorkowego st¢zenia substratu dla
NOS (Tsikas i wsp., 2000). Arg jest transportowana do komorki z udzialem biatek
opisanych w rozdziale 2.5.1, a modulacja jej transportu reguluje tempo produkcji NO
(Sobrevia i Gonzalez, 2009). Metyloargininy konkurujac o transportery z Arg (gtéwnie
CAT), moga hamowa¢ naptyw Arg do komoérki (Closs i wsp., 2006; Strobel i wsp.,
2012).

Ostatnio opisano transport Arg i ADMA z udziatem biatka OCT-2 (ang. organic
cation transporter 2). Transporter ten ulega silnej ekspresji w kanalikach blizszych nerek,
gdzie odpowiada za usuwanie niektorych metabolitow (Koepsell i wsp., 2007). Jego
obecno$¢ w moézgu wigzana jest gldwnie z transportem agmatyny, ale moze on
transportowac rowniez Arg i ADMA (Strobel i wsp., 2013).

W transporcie  ADMA oprocz biatek CAT wuczestniczy rowniez opisany

w rozdziale 2.5.1 uktad y*LAT. Swiadczy o tym opisany przypadek kliniczny pacjenta
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cierpigcego na czeste ataki dusznicy bolesnej, u ktérego stwierdzono obnizenie poziomu
biatka Y'LAT1 skutkujgce gromadzeniem ADMA w komorkach $rodbtonka naczyn
krwiono$nych i zaburzeniem aktywno$¢ eNOS (Closs i wsp., 2012). Bezposredni wptyw
ADMA na transport Arg w modelach EW, a w szczegdlnosci przez y'LAT2, nie byt

dotad badany.

2.6.3. Metyloargininy w EW

W schorzeniach zwigzanych z dysfunkcja watroby skutkujacych wystapieniem
EW obserwowano podwyzszone stezenie ADMA we krwi zarowno w stanach ostrych,
jak i przewlektych (Tabela 5).

Tabela 5 Wybrane schorzenia z towarzyszgcqg EW w ktérych wykazano wzrost stezenia ADMA
we krwi

Rozpoznanie Obserwacje zwigzane ze wzrostem Zrédto
stezenia ADMA w osoczu

Niewydolnos¢ watroby ~ Wozrost stezenia ADMA jako czynnik (Brenner i wsp., 2012)
wraz z sepsa pogarszajgcy rokowanie
Zatrucie Pozytywna korelacja stezenia ADMA (Mookerjee i wsp., 2007a)
paracetamolem i poziomu cytokin prozapalnych
Poalkoholowa choroba  ADMA niweluje efekty wzmozonej (Lluch i wsp., 2004)
watroby syntezy NO w naczyniach obwodowych
WZW typu C Pozytywna korelacja stezenia ADMA (Vizzutti i wsp., 2007)

z nadci$nieniem wrotnym
Rozlegta hepatektomia  Pooperacyjny wzrost stezenia ADMA (Nijveldt i wsp., 2004)
Przewlekfa Pozytywna korelacja stezenia ADMA (Bajaj i wsp., 2013)

niewydolnos¢ watroby z zaburzeniami poznawczymi

W jednej z prac stwierdzono pozytywna korelacj¢ miedzy stgzeniem ADMA w
osoczu, a objawami klinicznymi EW u pacjentow (Bajaj i wsp., 2013). Podwyzszone
stezenie ADMA u pacjentow z EW wiaze si¢ tez z procesami zapalnymi. Wykazano

wyrazng korelacje tego metabolitu z poziomem cytokin prozapalnych w osoczu oraz
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istotne obnizenie obu badanych parametrow u pacjentéw po przeszczepie watroby
(Mookerjee i wsp., 2007a).

Dostepne dane kliniczne sg przewaznie niewystarczajace do jednoznacznego
wnioskowania o roli ADMA w patomechanizmie EW. Nie jest tez jasne czy jej st¢zenie
ulega zmianie w mozgu oraz jak wyglada dystrybucja ADMA mi¢dzy krwig a komorkami
OUN w warunkach EW. Badania te rzadko wskazuja tez na bezpos$rednie przyczyny
zmian stezenia ADMA.

Badania na modelach zwierzecych potwierdzily, ze wzrost stezenia ADMA
towarzyszy zardOwno ostremu uszkodzeniu watroby (ostra EW) (Bekpinar i wsp., 2015),
jak 1 przewlektemu uszkodzeniu watroby, co wykazano m.in. w modelu BDL.
U szczuréw BDL podwyzszone stezenie ADMA utrzymuje si¢ nawet 4 tyg. po operacji
(Sheen i wsp., 2014). W modelu tym wykazano rowniez zwiagzek migdzy hiperamonemia
a stezeniem ADMA. Obnizenie st¢zenia amoniaku przez podanie fenylooctanu ornityny
(OP) skutkowato istotnym spadkiem stezenia ADMA w mozgu i krwi obwodowej oraz
zwigkszato aktywnos¢ eNOS w mozgu (Balasubramaniyan i wsp., 2012).

Nie jest jasne, czy zmiany stezenia ADMA w EW sg wynikiem wzmozonej
aktywnosci PRMT, obnizenia tempa usuwania ADMA, czy tez kombinacjg tych
czynnikow. W szczurzym modelu BDL opisywano zarowno zwigkszenie iloSci biatka
PRMT-1 w watrobie (Tain i wsp., 2010a; Yang i wsp., 2012), jak i jego obnizenie w
mozgu (Tain i wsp., 2010a). Warto doda¢, ze w warunkach niedokrwienia watroby ilo$¢
transkryptu Prmt-1 ulegata obnizeniu (Ferrigno i wsp., 2014).

Jak opisywano wyzej, Watroba jest gldwnym miejscem enzymatycznej degradacji
ADMA w organizmie (Pope i wsp., 2009b; Sibal i wsp., 2010), za$ jej uszkodzenie

skutkuje obnizeniem aktywnosci DDAH w tym narzadzie, co jest przypuszczalnie gtéwna
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przyczyng wzrostu stgzenia ADMA we krwi (Balasubramaniyan i wsp., 2012; Tain i
wsp., 2010a; Tain i wsp., 2010Db).

Poza modulacja S$ciezki sygnalizacyjnej NMDAr-NO-cGMP, ADMA jako
inhibitor syntezy NO moze mie¢ udziat w regulacji CBF w warunkach EW (por. 2.3.1).
Hamujacy wplyw ADMA na przeptyw mozgowy byt wielokrotnie wykazywany (Faraci i
wsp., 1995; Segarra i wsp., 1999). Niestety brak jest danych bezposrednio opisujacych
role ADMA w regulacji przeptywu mézgowego w EW.

Dodatkowo, nieliczne badania wskazuja na bezposredniag farmakologiczng
mozliwo$¢ regulacji stezenia ADMA. Komercyjnie dostgpne inhibitory PRMT:
S-(5'-adenosylo)-L-homocysteina i S-(5-adenosylo)-L-metionina nie sg wystarczajaco
specyficzne (Yan i wsp., 2014).

Podsumowujac, wzrost stezenia ADMA obserwowano we krwi pacjentow z EW,
jak i w zwierzecych modelach EW. Niemniej jednak rola metyloarginin
w patomechanizmie EW wymaga uszczegdlowienia, zwlaszcza w kontekscie ostrej EW

I obserwowanego w mozgu SON.

2.7.  Protekcyjna rola histydyny i karnozyny w EW

Badania neurotoksycznego dziatania amoniaku i jego roli w patomechanizmie
EW, w tym skutkow SON, wiazg si¢ z probami przeciwdziatania obserwowanym
zaburzeniom. Jednym ze zwiazkoéw, ktorego protekcyjne wiasciwosci bada sie w tym
kontekscie jest L-histydyna (His).

Warto w tym miejscu przytoczy¢ badania, w ktorych His znosita wywotane
podaniem amoniaku (Reddy i wsp., 2006) lub GIn (Jayakumar i wsp., 2006b; Pichili i
wsp., 2007) obrzmienie astrocytow iIn vitro. Powyzsze obserwacje przez dlugi czas

wigzano gtéownie z kompetycyjnym hamowaniem transportu Gln do mitochondriéw
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(Albrecht i wsp., 2000; Zieminska i wsp., 2000), ale prawdopodobnie sg one roOwniez
wynikiem wilasciwos$ci antyoksydacyjnych czasteczki His.

His jest aminokwasem biogennym taczacym wlasciwosci aminokwasow
zasadowych 1 aromatycznych ze wzgledu na obecno$¢ pierscienia imidazolowego

(Rycina 4).
O

2\ OH

NH
N 2
H

Rycina 4 Wzér strukturalny L-histydyny

Pierscien imidazolowy odpowiada za biochemiczne wlasciwosci His: wigze
kationy metali m.in. zelaza (Fe?*) i cynku (Zn?"), co sprawia, ze bierze ona udziat w
regulacji aktywnosci katalitycznej licznych enzymdéw: m.in. anhydrazy weglanowej
i dysmutazy ponadtlenkowej (Stifel i Herman, 1971).

His ma rowniez silne wlasciwosci antyoksydacyjne. Obniza produkcje "OH,
powstajacego w zaleznej od Fe?" reakcji Fentona (Nagy i Floyd, 1984) oraz moze wigza¢
tlen singletowy ‘O, (Matheson i wsp., 1979).

His moze by¢ wykorzystana przez komorke jako substrat syntezy dwupeptydu
B-alanylo-L-histydyny (karnozyny). Czasteczki karnozyny i1 His maja identyczny
pierscien imidazolowy, dzieki czemu karnozyna wykazuje zblizone do His wlasciwosci
antyoksydacyjne (Boldyrev i wsp., 2013; Park i wsp., 2014; Zhang i wsp., 2011; Zhao i
wsp., 2012).

Do$wiadczenia na modelach zwierzecych pokazuja, ze suplementacja diety His

lub karnozyng skutkuje wzrostem ich stezenia w tkankach, co przeklada si¢ na efekty
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antyoksydacyjne (Chan i wsp., 1994; Lee i wsp., 2005) i przeciwzapalne (Lee i wsp.,

2005).

Zwiazki te wykazywaly tez efekty ostonowe wobec watroby. Podawanie His lub
karnozyny w mysim modelu przewleklego alkoholowego uszkodzenia watroby
spowodowato wzrost stezenia glutationu oraz aktywnosci katalazy i1 peroksydazy
glutationowej w watrobie. W cytowanej pracy obserwowano ponadto spadek stezenia
biatek ostrej fazy (CRP) i prozapalnych cytokin TNF-a i IL-6 (Liu i wsp., 2008). Z kolei,
w szczurzym modelu uszkodzenia watroby przez TAA wykazano protekcyjne dziatanie
karnozyny wzgledem zmian martwiczych watroby (Mehmetcik i wsp., 2008).

Ponadto, w szczurzym modelu choroby Parkinsona zaobserwowano, ze His moze
hamowac¢ produkcje ‘'OH w prazkowiu (Obata i wsp., 2001). Oprocz dziatania per se,

suplementacja His zapobiega redukcji puli mitochondrialnego glutationu w korze
moézgowej pochodzacej od zwierzat z ostra EW wywotang podaniem TAA (Ruszkiewicz i
wsp., 2013). W tym samym modelu His redukowata markery SON w mozgu: ekspresje
oksygenazy hemu-1 (HO-1) i aktywacj¢ megakanalu mitochondrialnego (mPT)
I dodatkowo zmniejszata obrzek mézgu (Rama Rao i wsp., 2010).

Transport His przez BBB odbywa si¢ z udzialem bialek nalezacych do dwoch
systemow transportowych: N oraz L (Yamakami i wsp., 1998). Rolg tych transporterow
wykazano takze w wyizolowanym splocie naczyniowki szczura (Xiang i wsp., 1998).
W obu pracach system N wskazywany byt jako gtowny transporter tego aminokwasu.
Badania transportera y'LAT2 pokazuja, ze uczestniczy on takze w transporcie His (Broer
i wsp., 2000). Transport His odbywa si¢ zatem zarowno w obecnosci (uktad N) jak i bez
udziatu Na* (uklad L) i wykazuje zalezno$¢ od pH (uktad N) lub obecnosci innych
aminokwasow (uktad L). Z kolei za transport karnozyny z obwodu do OUN odpowiadajg

transportery oligopeptydéw: PEPT1/2 oraz PHT1/2 (Boldyrev i wsp., 2013).
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W dysertacji badany bedzie wplyw His na stezenie ADMA, wybrane parametry
zwigzane z metabolizmem ADMA oraz parametry SON w szczurzym modelu EW.
Ze wzgledu na $cisly zalezno$¢ metabolizmu His i karnozyny mozna zalozy¢, iz za

niektore efekty podania His moze by¢ odpowiedzialna karnozyna.
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3. Zalozenia i cele pracy

Patomechanizm EW zwigzany jest miedzy innymi 2z zaburzeniami
neuroprzekaznictwa glutaminergicznego, w szczego6lnosci zmianami aktywnosci szlaku
NMDAr-NOS-NO. Nadmierna aktywacja tej $ciezki sygnalizacyjnej stanowi wazny
mechanizm wywotanego przez amoniak, bedacy kluczowym dla EW czynnikiem
patogennym, SON. Réwnolegle obserwacje wskazuja na wzrost stezenia metylowanych
pochodnych argininy (asymetrycznej ADMA, symetrycznej SDMA) we krwi pacjentow
z EW, co moze by¢ dodatkowa przyczyng zaburzeh w syntezie NO. Doktadny
mechanizm ich dziatania na komérki OUN w warunkach EW nie zostal w pelni poznany.
Dane literaturowe wskazuja, ze ADMA moze bezposrednio hamowa¢ aktywnos¢ NOS

lub tez regulowa¢ dokomdrkowy transport argininy.

Glownym celem rozprawy jest zbadanie mechanizméw regulujacych st¢zenie
dwumetyloarginin w dwoch szczurzych modelach EW: hiperamonemii prostej i modelu
ostrego uszkodzenia watroby wywolanego podaniem TAA. Dodatkowo analizowano
wpltyw podania histydyny na stezenie dwumetyloarginin oraz wybrane parametry

zwigzane z mechanizmem jej dziatania.
Cele szczegotowe:

. Zbadanie stgzenia ADMA i SDMA w osoczu i dwoch wybranych strukturach
mozgu (korze 1 mézdzku) w szczurzych modelach EW.

. Analiza ekspresji 1 aktywnos$ci enzymow syntezy i degradacji ADMA w watrobie
oraz mozgu zwierzat modelowych.

. Analiza poszczegolnych elementéow $ciezki sygnatowej NMDAr-NOS-NO w
mozgu, w szczegodlnosci pomiar ekspresji 1 aktywnosci NOS jako efektora dla ADMA.
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. Zbadanie wplywu His, aminokwasu wykazujacego efekty protekcyjne zwigzane

bezposrednio z redukcjg SON, na wybrane parametry $ciezki NMDAr-NOS-NO.

. Pomiar wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA oraz kompetycyjnego
hamowania transportu Arg przez ADMA, wraz z okres$leniem udzialu poszczegdlnych
uktadow transportujacych Arg, w pierwotnej hodowli astrocytow korowych szczura in

vitro w warunkach hiperamonemii.
Hipotezy badawcze:

. Hiperamonemia jest bezpo$rednia przyczyna wzrostu stezenia ADMA w

eksperymentalnych modelach EW.

. Zmieniona aktywnos$¢ i/lub poziom ekspresji enzymoéw metabolizmu ADMA

reguluje jej stezenie.

. ADMA reguluje aktywno$¢ szlaku NMDAr-NOS-NO w moézgu w szczurzych

modelach EW.

. His wykazuje dzialanie protekcyjne wobec SON oraz zaburzen Sciezki

NMDAr-NOS-NO w EW, co moze wigza¢ si¢ z metabolizmem ADMA.

. ADMA reguluje dokomoérkowy transport Arg w pierwotnych astrocytach

korowych.
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4. Materialy i metody

4.1. Modele zwierzece

Eksperymenty na zwierzetach wykonano po uzyskaniu zgody IV Lokalnej
Komisji ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie. Osoby biorace udziat
w doswiadczeniach posiadaty stosowne zezwolenia na udzial w procedurach
z wykorzystaniem zwierzat.

Parametry biochemiczne w modelach (stezenie amoniaku we krwi, i stezenie
TNFa) byly weryfikowane przy wuzyciu komercyjnie dostepnych zestawow
diagnostycznych: Ammonia Assay Kit (Sigma-Aldrich) i Rat Tumor Necrosis Factor o

EIISA KIT (Sigma-Aldrich), $cisle wedtug zalecen producenta.

4.1.1. Szczurzy model hiperamonemii prostej

Badania prowadzono na samcach szczurow stada Sprague-Dawley (Crl:SD)
0 masie 250-280 g. Hiperamonemi¢ (HA) wywoltywano podajac dootrzewnowo roztwor
octanu amonu (OA) (Sigma-Aldrich), w soli fizjologicznej w dawce 600 mg/kg m.c.
trzykrotnie, w 24 godzinnych odstepach. Zwierzetom kontrolnym podawano analogicznie

sol fizjologiczna.

4.1.2. Szczurzy model ostrego uszkodzenia watroby i suplementacja

L-histydyna

W celu wywotania niewydolnosci watroby, trzykrotnie w odstepie 24 h podawano
dootrzewnowo TAA w dawce 300 mg/kg m.c. Zwierzgtom kontrolnym podawano sol

fizjologiczna.
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His podawano dootrzewnowo w dawce 100 mg/kg m.c. na 2 h przed kazdym
podaniem TAA. Badany materiat tj. krew 1 tkanki mozgu (kora czotowa, kora mozdzku)
pobierany byt po 24 h od ostatniego podania TAA. W tym czasie obserwowano
pojawienie si¢ behawioralnych symptomoéw ostrej EW: apatig, ostabione odruchy
posturalne, ptytki oddech. Zebrane tkanki byly natychmiast mrozone przez zanurzenie
w cieklym azocie, i przechowywane w temperaturze -80°C do dalszych analiz. Krew
pobierano z serca do strzykawki optaszczonej EDTA (Stratagene). Do dalszych prac

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

4.2. Hodowle komoéorkowe

4.2.1. Pierwotna hodowla korowych astrocytéw szczurzych

Pierwotng hodowle szczurzych astrocytow korowych zaktadano zgodnie z metoda
opisang przez Hertz’a i wspotpracownikow (1989). Kor¢ mozgowa pobierano od 1 - 2
dniowych oseskow szczuréw stada Wistar 1 przecierano przez sterylng siatke nylonowa
o $rednicy porow 80 pum (Millipore) na szalke Petriego zawierajaca pozywke DMEM
(@ng. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), (Gibco/BRL) z 20% zawartoscig bydlgce;
surowicy ptodowej (ang. fetal bovine serum, FBS), (Gibco/BRL) oraz antybiotykami:
penicyling (50 U/ml) i streptomycynag (50 mg/ml) (Gibco/BRL). Komoérki hodowano
w inkubatorze (Kebo BioMed) w temperaturze 37°C, w atmosferze: 90% powietrza i 10%
CO2, na roznej wielkosci szalkach 1 plytkach hodowlanych (Costar, Corning)
w zageszczeniu 1-2 X 10°/cm?. Pozywke zmieniano dwa dni po wysianiu, a nastgpnie dwa
razy w tygodniu, stopniowo obnizajagc zawartos¢ FBS do 10% po dwoch tygodniach
hodowli. Poczawszy od trzeciego tygodnia, dodawano do hodowli 0,25 mM dibutyrylo-
cAMP w celu pobudzenia astrocytow do morfologicznego rdéznicowania sig.
Eksperymenty przeprowadzano na hodowlach 3 - 4 tygodniowych.
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4.2.2. Inkubacja astrocytow szczurzych z amoniakiem

Do pozywki hodowlanej podawano wodny roztwor NH4Cl (dla uproszczenia
okreslany dalej jako ,,amoniak”). W doswiadczeniach podawano 5 mmol/L NH4Cl na
48 h. Do komorek nietraktowanych amoniakiem (kontrolnych) podawano réwnowazna

objetos¢ sterylnej wody.

4.2.3. Wyciszenie ekspresji genu Slc7a6

Hodowlg astrocytow prowadzono jak w pkt. 4.2.1. Po usunieciu pozywki
i trzykrotnym przemyciu sterylnym PBS komorki odklejano od szalki za pomoca
trypsyny. Nastepnie astrocyty wysiewano na ptytki 6-dotkowe (2 x 10° komérek na
dotek), w pozywce DMEM z 10% FBS. Wyciszenie genu Slc7a6 uzyskiwano przez
podanie mieszaniny 4 sekwencji wyciszajacych (siRNA) o dlugosci 21 nukletotydow
kazda taczacych si¢ z réznymi regionami genu Slc7a6 (Qiagen, USA). 5 ul siRNA
rozcienczano w 300 ul pozywki OptiMEM (Gibco) i inkubowano przez 30 min w temp.
pokojowej z 9 ul HiPerFect transfection reagent (Qiagen).

Odczynnik HiPerFect tworzy kompleksy z siRNA utatwiajac jego przechodzenie
przez blony komorkowe — transfekcje. Komorki hodowano z mieszaning wyciszajaca
(10 pl/dotek) w standardowych warunkach przez 48 h. Komoérkami kontrolnymi wobec
transfekowanych siRNA byly komoérki hodowane w obecnosci samego odczynnika

HiPerfect (tzw. kontrola ,,mock™).
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4.3.  Analiza ekspresji genéw

4.3.1. Izolacja RNA z komorek i tkanek

Calkowity kwas rybonukleinowy (RNA) izolowano przy uzyciu odczynnika TRI
Reagent (Sigma-Aldrich) bazujacego na metodzie opisanej przez Chomczynskiego i
Sacchi (1987). Tkanke (ok. 30 mg) homogenizowano w 0,5 ml odczynnika TRI Reagent.
Zawiesing przenoszono do czystej probowki dodawano 0,1 ml chloroformu, wytrzasano
przez 30 sek i inkubowano przez 5 min w RT. Nastepnie probki wirowano (12 000 x g,
15 min., 4°C) w celu rozdzielenia fazy wodnej i organicznej. Nadsacz (faza wodna)
zawierajagcy RNA przenoszono do nowej probowki i dodawano 0,5 ml izopropanolu
(Sigma-Aldrich) celem wytragcenia RNA z roztworu. Probki inkubowano przez 10 min
w temp. pokojowej i ponownie wirowano (12 000 x g, 10 min., 4°C). Nadsacz 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 suszac osad
w temperaturze 45°C, a nastgpnie rozpuszczano w wodzie wolnej od rybonukleaz.

W przypadku izolacji RNA z astrocytow uzywano szalek o $rednicy 10 cm
(ok. 1 x 10° komorek). Pozywke hodowlang zlewano, a jej resztki usuwano przez
dwukrotne przemycie sterylnym PBS. Komorki zalewano 1 ml TRI Reagent, inkubowano
5 min w temp. pokojowej i przenoszono zawiesing do czystych probowek. Dalsze etapy
izolacji wykonywano analogicznie do wczesniej opisanej procedury izolacji RNA

Z tkanki.
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4.3.2. Pomiar stezenia i czystosci RNA

Stezenie RNA mierzono spektrofotometrycznie na aparacie NanoDrop ND100
(Thermo Scientific) przy dlugosciach fali 260 nm i 270 nm, wzgledem wody wolnej od
DNA i RNA przyjmujac, ze ggstos¢ optyczna ODze0 = 1 odpowiada 40 ng RNA. Wyniki
analizowano przy uzyciu oprogramowania dostarczonego przez producenta. Probki
0 wspotczynniku 260/270 nm wigkszym od 1,7 uwazano za wolne od zanieczyszczen

i uzywano w dalszych procedurach.

4.3.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Do syntezy komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy wyizolowanego RNA
stosowano zestaw High Capacity cONA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystem).
Reakcje prowadzono w termocyklerze (Biometra) w nast¢pujacych warunkach:
10 min w 25°C, 120 min w 37°C, 5 min w 85°C.

Sktad roztworu reakcyjnego:

2 ul 10 x stgzonego RT Buffer

0,8 pl 25 x stezonej mieszaniny trifosforandw deoksynukleozydow (dNTP)

2 pl 10 x stgzonej mieszaniny przypadkowych starterow (RT Random Primers)

1 ul odwrotnej transkryptazy (MultiScribeTM Reverse Transcriptase)

4,2 ul H20 (wolnej od aktywnosci rybonukleaz)

1 ug RNA (w 10 pl H20)
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4.3.4. Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time

PCR)

Poziom cDNA badanych transkryptow oznaczano metoda real-time PCR
polegajaca na analizie ilosciowej produktu PCR w czasie fazy jego wyktadniczego
wzrostu. Cykl, w ktorym dana probka osigga poziom linii progowej wyznaczajacej wzrost
wyktadniczy produktu reakcji nazywany jest cyklem progowym — Ct (ang. Cycle
Threshold).

Do reakcji uzywano odczynnika TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosytems) oraz znakowane fluorescencyjnie startery TagMan Gene Expression Assay
(Applied Biosystems). Reakcje prowadzono w roztworze o sktadzie:

1ul cDNA

0,5 ul Gene Expression Assay

5 ul TagMan Universal PCR Master Mix,

3,5 ul wody

Reakcje prowadzono w trzech powtdrzeniach na przeznaczonych do tego celu
ptytkach 96 dotkowych (Thermo Scientific) z wykorzystaniem aparatu ABI 7000
(Applied Biosystems) w nastgpujacych warunkach:

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

1 min w 60°C (przylaczanie starterow).

Wyniki odnoszono do ilosci transkryptu B-aktyny, jako genu referencyjnego.
Do obliczania wzglgdnej zmiany ilosci mRNA stosowano tzw. metode AACt (Livak i
Schmittgen, 2001). Uzyskane wyniki odnoszono do poziomu kontrolnego ustalajac jego
warto$¢ rowng 1. Do obliczen stosowano nastepujace wzory:

ACt = Ct (genu badanego) = Ct (genu referencyjnego)

AACt = ACt (préby badanej) = ACt (kalibratora)
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Uzyskang warto$é zgodnie ze stosowang metoda normalizowano: 244t
Wszystkie uzyte startery sa komercyjnie dostgpne i zostaty zakupione w firmie Applied
Biosystems (Tabela 6).

Tabela 6 Wykaz uzytych w reakcji RT-PCR starteréw TaqgMan (Applied Biosystems)

Biatko kodowane Numer katalogowy cd. cd.
przez badany gen

NOS2 Rn 00561646_m1 PRMT-1 Rn 00821202_g1
NOS3 Rn 02132634 _s1 TNF-a Rn 01525859 g1
DDAH-1 Rn 00574200 _m1 B-aktyna Rn 00667869 _m1

4.4. Oznaczanie bialek metoda Western-blot

4.4.1. Izolacja bialka calkowitego z komorek i tkanek

Komorki hodowano na szalkach hodowlanych o s$rednicy 10 cm plukano
trzykrotnie buforem PBS o temperaturze 37°C. Komoérki zawieszano w 1ml PBS,
1 przenoszono do probdéwek typu Eppendorf. Po odwirowaniu (5000 x g, 5 min., 4°C),
uzyskany osad komorkowy zawieszano w buforze lizujacym (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 4°C,
homogenizowano z uzyciem ultradzwiekow, a nastepnie wirowano (12000 x g, 20 min.,
4°C). Uzyskany supernatant uzywano do dalszych badan.

Izolacj¢ biatka z tkanek prowadzono na lodzie (w temp. ok. 4°C). Okoto
100 mg tkanki homogenizowano w recznym homogenizatorze typu teflon- szklo. Bufor
lizujacy dodawano w stalej proporcji 5 pl/mg tkanki.

Stezenie biatka mierzono metoda biuretowa opisang w rozdziale 4.12. Pozostata
czg$¢ roztworu taczono w stosunku 1:1 z buforem do nakladanie préb na zel
poliakrylamidowy zawierajagcym [-merkaptoetanol i denaturowano (5 min, 95°C).

Wszystkie uzyte odczynniki zakupiono w firmie Sigma-Aldrich.
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4.4.2. Elektroforetyczny rozdzial bialek i transfer na membraneg

nitrocelulozowa

Bialka rozdzielano na 10% zelu poliakrylamidowym zawierajacym SDS (warunki
denaturujace) w buforze (192 mM glicyna, 25 mM Tris, 0,35 mM SDS, pH 8,3)
korzystajac z zestawu do elektroforezy i transferu bialek (Bio-Rad). Na zel naktadano
30-50 pg biatka/probe, a rozdzial prowadzono przy stalym napigciu 120 V. Celem
kontroli przebiegu rozdziatu i pdzniejszego transferu biatek na btong nitrocelulozowa, na
zel naktadano barwny standard mas molekularnych 10-250 kDa (Thermo-Scientific).

Przeniesienie bialek na btone¢ nitrocelulozowa 0,25 um (Bio-Rad) prowadzono
tzw. ,,metodg mokra” w buforze (25 mM Tris; 192 mM glicyna; 20% metanol; 0,01%
SDS) przy statym natezeniu 350 mA, 1,5 h, 4°C. Jako$¢ transferu sprawdzano przy uzyciu
barwnika ponceau red, ktory wigze si¢ nietrwale z biatkami.

Blony nitrocelulozowe blokowano przez 1 h w 5% odtluszczonym mleku krowim
lub 5% roztworze albuminy bydlecej (BSA) rozpuszczonych w buforze TBST (25 mM
Tris; 0,5M NaCl; pH 7,5, 0,1% Tween-20). Nastepnie nakladano przeciwciato
pierwszorzedowe i inkubowano zgodnie z zaleceniami producenta lub w ustalonych
eksperymentalnie warunkach (Tabela 7).

Niezwigzane przeciwcialo odptukiwano buforem TBST (3x, 10 min) i naktadano
odpowiednie przeciwcialo drugorzgdowe ztaczone z peroksydaza chrzanowa, zawieszone
w roztworze wykorzystywanym do blokowania (Tabela 8).

Celem detekcji zwigzanych przeciwcial na blony nitrocelulozowe nakladano
chemiluminescencyjny substrat peroksydazy chrzanowej (ECL, Bio-RAD) i odczytywano
sygnat w ciemni automatycznej (G-BOX, Syngene). Obrazy zapisywano za pomoca
programu  GeneSnap (wersja 7.12.01). Analiz¢ densytometryczng prazkéw

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

lub w przypadku biatek mitochondrialnych podjednostki 4 cytochromu ¢ (COX-4).

4.5.  Oznaczanie dimeryzacji eNOS

Aktywno$s¢ NOS podlega wieloczynnikowej regulacji. Jednym ze zjawisk
warunkujacych  prawidtowe funkcjonowanie enzymu jest jego dimeryzacja.
W standardowej metodzie Western-blot denaturacja biatka ma na celu zniszczenie Il i IV
rzgdowej struktury, ulatwiajac rozdziat i podzniejszg reakcje z przeciwcialem. Zatem,
de facto oznaczana jest pula monomeréw enzymu. W celu okreslenia ilosci dimeréw
eNOS zastosowano warunki niedenaturujace, tzn. uzyto buforu obcigzajacego
niezawierajacego P-merkaptoetanolu, a przed natozeniem na zel prob nie podgrzewano.
Elektroforeze prowadzono w 4 °C.

Tabela 7 Wykaz uzytych przeciwciat pierwszorzedowych

Biatko Pochodzenie Producent Numer Warunki inkubacji
katalogowy

PRMT-1 Krolik 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 Krolik Santa Cruz Sc-649 1:250 w 5% mleku przez noc,
4°C

NOS3 Krolik 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 Krélik Cell Signaling 9691 1:1000 w 5% BSA przez noc,

a tyrozyna 4°C

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

GAPDH Krélik 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 uzytych przeciwciat drugorzedowych znakowanych peroksydaza chrzanowa

Przeciwciato Producent Nr katalogowy  Warunki inkubacji

Anty-krolicze 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 stezenia aminokwasow i pochodnych aminokwaséw
metoda wysokosprawnej chromatogratfii cieczowej (HPLC)

Ste¢zenie badanych substancji  drobnoczasteczkowych  (Arg, Cyt, His,
ADMA, SDMA, karnozyna, histamina) oznaczano technikag wysokosprawnej
(wysokocisnieniowej) chromatografii cieczowej (HPLC) w odwréconym ukladzie faz
z detekcja fluorymetryczng. Do rozdziatlow uzywano systemu ztozonego z pompy,
automatycznego podajnika probek, termostatu kolumn chromatograficznych (Dionex),
kolumny ze ztozem Hypersil Gold (Thermo Electron), oraz detektora fluorymetrycznego
RF 2000 (Dionex).

Kore mézgu homogenizowano w roztworze powodujagcym denaturacj¢ biatek
zawierajagcym 0,1 M HCI i metanol (1:1 v/v) (Kilpatrick, 1991). Homogenaty wirowano
(12000 x g, 20 min, 4°C), pobierano supernatant 1 zobojetniano
1 N NaOH do pH ok 7,5. Osocza otrzymane tak jak opisano w pkt. 4.1.2. odbiatczano
dodajac 2 pl 50% TCA /ml osocza, wirowano (12000 x g, 10 min., 4°C) i1 zoboj¢tniano
1 N NaOH. Badane zwiazki byly znakowane w reakcji z dialdehydem orto-ftalowym
(OPA). OPA taczy si¢ z pierwszorzegdowymi grupami aminowymi, dajac fluorescencyjng
pochodna. Przed kazdym rozdziatem, do 60 pl probki, dodawano 60 pl 0,4 M buforu
boranowego, pH 9,85 zawierajacego 1,5 mM OPA oraz 0,25% [-merkaptoetanol.

Po 2 min. inkubacji, 50 pl probki bylo automatycznie przenoszone na kolumne. Podczas
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rozdzialu faz¢ ruchomg stanowita 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 predkosci 1,2 ml/min. Fluorymetrycznych pomiaréw
orto-ftalaldehydowych pochodnych dokonywano przy dlugosciach fal: wzbudzenia,
Aex= 370 nm, oraz emisji Aem= 450 nm (Kilpatrick, 1991). Wynik analizy ustalano na
podstawie krzywej stezenia badanego zwigzku. Powyzsze warunki rozdzialu nieznacznie
modyfikowano w zakresie stezenia i pH uzytego buforu fosforanowego oraz predkosci
przeptywu 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 aktywnoS$ci enzymatycznej

4.7.1. Oznaczenie calkowitej aktywnosci proteolitycznej w watrobie

Do pomiaru catkowitej aktywnos$ci proteaz w homogenacie watroby uzyto
zestawu Pierce Protease Assay Kit (nr kat. 23263, Pierce). Tkanke homogenizowano w
50 mM buforze boranowym pH 8.5 w proporcji 5 ul/mg tkanki. Homogenat nastepnie
wirowano (12000 x g, 20 min., 4°C). Supernatant przenoszono do czystych probowek,
rozcieficzano 10 krotnie w 50 mM buforze boranowym pH 8.5. Na ptytke 96-dotkowa
naktadano najpierw 100 pl komercyjnego roztworu kazeiny posiadajacej zwigzane reszty
aminowe. Nastepnie dodawano 50 pl badanej proby i inkubowano przez 20 min w 37°C.
Po tym czasie dodawano 50 pl odczynnika TNBSA tworzacego barwny produkt z
uwolnionymi w trakcie trawienia kazeiny resztami aminowymi. Absorbancj¢ odczytano
przy 450 nm. Wyniki w postaci $redniej gestosci optycznej (OD) po odjeciu tla

usredniono 1 przedstawiono jako % kontroli.
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4.7.2. Aktywno$¢ katalityczna DDAH

Aktywno$¢ DDAH mierzono zmodyfikowang metoda kolorymetryczng Prescott—
Jones (Tain i Baylis, 2007). Metoda oparta jest na reakcji barwnej Cyt bedacej produktem
aktywnos$ci DDAH z ,,odczynnikiem reakcji barwnej” powstalym przez zmieszanie tuz
przed uzyciem 0,8% diacetylu monoksimu w 5% kwasie octowym z 0,5% antypiryna
w 50% kwasie siarkowym (1:2 v/v).

Tkank¢ homogenizowano na lodzie w 100 mM buforze fosforanowym pH 6,5
(5 pl buforu/mg tkanki), a nastgpnie inkubowano z ureaza (100 U/ml homogenatu 5 min,
37°C. Po 100 pl préby dodawano do 400 ul 1 mM ADMA w buforze fosforanowym i do
400 pl buforu fosforanowego (proba Slepa). Reakcje prowadzono w lazni wodnej
(90 min, 37°C), po czym zatrzymywano przez dodanie 500 ul 4% SSA. Probki wirowano
(10000 x g, 10 min., 4°C), 100 pl supernatantu przenoszono na ptytke 96-dotkowsa
1 dodawano 100 pl odczynnika reakcji barwnej. Plytk¢ inkubowano w ciemnosci
(2 h, 60°C), schtadzano na lodzie i mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 450 nm.

Wynik odnoszono do krzywej standardowej Cyt 1 przeliczano na biatko catkowite.

4.7.3. Aktywnos¢ katalityczna NOS

Aktywno$¢ NOS mierzono przy uzyciu zestawu NOS detect Assay (Stratagene),
w ktorym wykorzystano katalizowang przez NOS reakcj¢ biochemicznej przemiany Arg
do Cyt. Uzycie wyznakowanego radioaktywnie substratu [®H]L-argininy pozwolito na
monitorowanie powstajacego produktu (Cyt), a wykorzystanie odmiennego punktu
izoelektrycznego obu substancji umozliwito oddzielenie produktu od mieszaniny
reakcyjnej. 50 mg tkanki homogenizowano w 250 pl buforu do homogenizacji
(Stratagene). Nastepnie proby wirowano (12 000 x g, 30 min., 4°C), zbierano nadsgcz

1 mierzono w nim st¢zenie biatka metoda Bradford opisang w podrozdziale 4.8.1.
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Supernatanty rozcienczano tak, aby stezenie biatka w kazdym wynosito ok. 2 pg/ul.
Reakcje enzymatyczng prowadzono przez 1 h w temperaturze 37°C, w roztworze
reakcyjnym:

10 pul proby

25 ul 2 x stezonego buforu do reakcji (Stratagene)

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

1 ul [*H]argininy (1 pCi/ul)

5 ul 6 mM CaCl

3 ul H20

Reakcje zatrzymywano dodajac do kazdej prébki 400 ul buforu przerywajacego reakcje
(Stratagene). Do prob dodawano zloze (equilibrated resin) wigzace Arg, nastgpnie
przenoszono je na kolumienki i wirowano (12000 x g, 1 min, 4°C). Procedure przemycia
na zlozu przeprowadzono dwukrotnie. Aktywnos¢ NOS oznaczano mierzac
radioaktywno$¢ eluentu w aparacie Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter (Perkin-

Elmer). Wyniki wyrazono jako liczbe zliczen sygnatu (cpm) /g tkanki / min.

4.7.4. Aktywnos¢ cyklooksygenazy-2 (COX-2)

Aktywnos¢ COX-2 w 0s0czu 0znaczono przy pomocy zestawu COX Fluorescent
Activity Assay Kit (Cayman Chemical). COX wykazuje dwie aktywnosci enzymatyczne:
cyklooksygenazy 1 peroksydazy. W uzytej metodzie wykorzystuje sie¢ aktywnos¢
peroksydazy powodujaca przejscielO-acetyl-3,7-dihydroksyfenoksazyny (ADHP) w
majacg wlasciwosci fluorescencyjne rezorufing. Krew zebrang na EDTA wirowano (2000
X g, 10 min, 4°C) i pobierano osocze. Reakcje z ADHP prowadzono wg protokotu
zalaczonego przez producenta na ptytce 96-dotkowej w obecnosci inhibitora COX-1

SC-560. Fluorescencje odczytywano przy dtugosciach fal; Aex= 540 nm i Aem= 595 nm na
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aparacie FLUOstar Omega (BMG Labtech). Aktywno$¢ COX-2 wyrazano jako nmole

produktu (resorufiny) /min/ml.

4.8. Pomiar calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w

homogenacie tkankowym

TAC oznaczano za pomocg zestawu OxiSelect™ Total Antioxidant Capacity
(TAC) Assay Kit (Cell Biolabs) postepujac wg protokotu producenta. Metoda oparta jest
o reakcje redukcji jonéw Cu?* do Cul" przez zwiazki o wlhasciwosciach
przeciwutleniajacych w tym przez kwas moczowy. Jony Cul* w nastepnym etapie reaguja
z zalagczonym przez producenta zwigzkiem dajac barwny produkt. Kore moézgu
homogenizowano w buforze ,,Assay buffer” (100 mg/0,5 ml). Reakcj¢ przeprowadzono
wg protokotu producenta (10 min, temp. pokojowa) po jej zahamowaniu odczytywano
absorbancje przy A= 490 nm. Wyniki odnoszono do krzywej standardowej kwasu

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

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

tkankowym

Kor¢ mozgu homogenizowano w buforze Locke’a pH 7,35 (50 mg tkanki/1 ml)
o sktadzie: 140 mM NaCl; 5 mM KCI; 2,2 mM CacClz; 1,2 mM MgClz; 10 mM glukoza;
10 mM HEPES. W celu sprawdzenia czy aktywnos¢ NOS wptywa na produkcje RFT do
czesci prob podano Arg w stezeniu koncowym 1 mM i/lub niespecyficzny inhibitor NOS
L-NAME (100 uM) lub EDTA (1 mM), ktére wigzac Ca®>" hamuje gtéwnie aktywnosé
NNOS i eNOS. Proby inkubowano 10 min w temp. pokojowej nastepnie rozcienczano
10 krotnie buforem Locke’a i podzielono na dwie czesci. Do pierwszej dodano 10 uM

sonde fluorescencyjng reagujgca z rodnikami tlenowymi DCFDA (Thermo Fisher)
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w DMSO (5 pl sondy/l ml homogenatu). Do drugiej dodano rownowazng obj¢tosé
DMSO (proba $lepa). Proby odczynnikowe stuzace do odjecia tla sporzadzono przez
dodanie sondy fluorescencyjnej lub DMSO do buforu Locke’a. Proby inkubowano w
ciemnosci przez 5 min. Nastepnie odczytywano fluorescencje (trzykrotnie co 5 min) przy
dhugosciach fal Aex= 485 nm i Xem= 520 nm na aparacie FLUOstar Omega (BMG
Labtech). Wyniki przedstawiono w jednostce umownej (AU) wyrazajacej przyrost
fluorescencji (po odjeciu tta) migdzy ostatnim a pierwszym pomiarem (po 15 min od

pierwszego pomiaru).

4.10. Analiza stezenia azotynéw i azotanéw W 0S0CzU i mézgu

NO, bedac wysoce niestabilng czasteczka, tatwo wchodzi w seri¢ reakcji
prowadzacych do powstania trwalszych produktow:

NO + 022 —» ONO2+H* — NO3 + H*
2NO + 02 — N204+H:0 — NO2 + NOs
NO + NO2 - NO3+HO — 2NO2

Calkowite stgzenie azotanow (NO3) 1 azotynow (NO2") zostalo wykorzystane jako
marker produkcji tlenku azotu. Oznaczenia wykonywano przy uzyciu zestawu
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical).

W pierwszym etapie przeksztalcano azotany w azotyny w reakcji katalizowanej
przez reduktaze azotanowa. W drugim, zastosowano reakcje Griess’a, przeksztalcajac
azotyny w barwny produkt, ciemnofioletowy zwigzek azowy, ktorego absorbancje
mierzono spektrofotometrycznie przy A= 540 nm wobec krzywej standardowej.

Osocze przed pomiarem odwirowano (12000 x g, 10 min) i przesaczano przez filtr
o $rednicy porow 0,22 um. Tkanke homogenizowano na lodzie w PBS o pH 7,4

1 odwirowywano (12000 x g, 20 min, 4°C). Otrzymany supernatant przesaczono przez
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filtr o $rednicy porow 0,22 pum. Reakcje redukcji azotanéw prowadzono przez 5 h
w temperaturze pokojowej. Dalsze etapy procedury przeprowadzono zgodnie
z protokotem zalaczonym przez producenta. Wyniki obliczano w przeliczeniu na ilos¢
biatka mierzonego metoda Bradford, a nast¢pnie przedstawiano jako % kontroli.

W dalszej czgsci pracy w stosunku do wynikow uzyskanych powyzszg metoda lub
bazujacych na niej danych literaturowych uzywane jest okreslenie ,,stezenie azotynow

i azotanow”.

4.11. lzolacja mitochondriow

Izolacj¢ frakcji mitochondrialnej przeprowadzono wg metody zaproponowanej
przez Sims i Anderson (2008), i opartej na poprzedzonej wirowaniem frakcjonujacym
izolacji mitochondriéw poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Percollu, w trakcie
ktorego organelle sedymentuja do warstwy odpowiadajacej ich wtasnej gestosci.

Temperatura w trakcie wykonywania catej izolacji byta utrzymywana na poziomie
ok. 4°C. Kor¢ mdzgu homogenizowano w recznym homogenizatorze typu teflon—szkto w
2 ml ,,buforu B”: 0,32 M sacharoza, | mM EDTA, 10 mM Tris—HCI pH 7,4. Homogenat
wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C). Nadsacz zbierano, a o0sad zawieszano w
1 ml buforu B, homogenizowano i ponownie wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C). Nast¢pnie
taczono oba nadsacze i wirowano (21000 x g, 15 min, 4°C). Otrzymany osad zawieszano
w 2 ml 15% roztworu Percollu (Sigma—Aldrich) w buforze B, a nastgpnie naktadano na
uprzednio przygotowany gradient gestosci, ktory stanowita warstwa 40% pod 23%
Percollem w buforze B (po 3,5 ml kazdy). Proby wirowano w wirowce wysokoobrotowe;j
Optima LE70 (Beckmann), (30000 x g, 20 min, 4°C). W rezultacie migdzy dolnymi
warstwami uzyskiwano frakcje mitochondrialng w postaci opalizujacej obraczki, ktora

delikatnie zbierano do czystej probowki, po czym uzupetniano buforem B i wirowano
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(15000 x g, 15 min, 4°C). Otrzymany osad ponownie przemywano poprzez dodanie
buforu B do pelnej objetosci probowki i odwirowano (15000 x g, 15 min, 4°C). Tak
otrzymang frakcje¢ mitochondrialng zawieszano w 100 pl buforu B i zamrazano w —80°C

do dalszej analizy.

4.12. Wychwyt znakowanej radioaktywnie [*H]L-argininy do szczurzych
astrocytéw korowych in vitro

Astrocyty hodowano na ptytkach 24-dotkowych. Pozywke hodowlang usuwano i
przemywano komorki trzykrotnie PBS o0 temperaturze 37°C. Nastgpnie komorki
inkubowano przez 15 min w 37°C w buforze Krebsa: 150 mM NaCl; 3 mM KCI; 2 mM
CaClz; 0.8 mM MgCl; 5 mM glukoza; 10 mM Hepes, pH 7,4. Po tym czasie wymieniano
bufor Krebsa na bufor zawierajacy znakowang izotopowo Arg 1 uCi/ml [*H]L-argininy
(Hartman, Niemcy). W celu okre$lenia udzialu poszczegdlnych uktadow transportujacych
Arg (y*; y'L; b%; B%) uzyto metody opisanej przez Nicholson i wsp. (2002). Metoda
oparta jest na kompetycyjnym hamowaniu poszczegdlnych uktadow transportujgcych Arg
przez uzycie buforu Krebsa pozbawionego jonéw sodu (Na+(-)) i/lub konkurujacych z
Arg aminokwasow L-alaniny (Ala) i L-leucyny (Leu) (Tabela 9).

Inkubacj¢ prowadzono przez 20 min w 37°C nastepnie zatrzymywano wychwyt
[*H]L-argininy przez odciagniecie buforu i zalanie komorek 2 ml buforu Krebsa (4°C).
Komérki przemywano trzykrotnie. Nast¢pnie przeprowadzano lize¢ komorek dodajgc
500 ul 1 N NaOH i inkubowano 60 min w 37°C w tazni z wytrzasaniem. Lizat
komorkowy (400 ul) przenoszono do fiolek scyntylacyjnych i zalewano 2 ml ptynu

scyntylacyjnego Insta-GelPlus (Perkin-Elmer).
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Radioaktywnos¢ mierzono w liczniku Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter
(Perkin-Elmer). Pozostata cze$¢ lizatu wykorzystywano do pomiaru st¢zenia biatka
metoda Bradford.

Tabela 9 Metoda wyliczenia udziatu poszczegéinych uktadéw transportowych w wychwycie
Arg do astrocytow

Warunki inkubacji Czynne transportery Arg Metoda wyliczenia
A. Na'(+) v v'L; b%; B B*=A-B
B. Na'*(-) vyt b b =B-C
C. Na*(-); 5mM Ala v yiL y'L=C-D
D. Na*(+);5mMLeu vy* y'=D

4.13. Pomiar stezenia bialka

4.13.1. Metoda Bradford

Do 30 pl odpowiednio rozciefczonej proby dodawano 270 pl odczynnika
Bradford: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich), 4,75% etanol
(POCh), 8,5% H3POs4 (POCh). Krzywa wzorcowg zawarto$ci biatka sporzadzano z
roztworu albuminy (Sigma-Aldrich) w 1 N NaOH lub wodzie w zakresie stezen 0,05-0,5
mg/ml. Odczytu absorbancji przy dlugosci fali 595 nm dokonywano w spektrofotometrze
ptytkowym MR680 (Bio-Rad). Kazdg probke mierzono trzykrotnie, okreslenia stezenia
biatka wzgledem krzywej wzorcowej dokonywano przy uzyciu oprogramowania

dotaczonego do czytnika plytek (Bio-Rad).

4.13.2. Metoda biuretowa

Do 10 pl odpowiednio rozcienczonej proby dodawano 200 upl odczynnika

przygotowanego wg protokolu BCA Protein Assay Kit (Pierce). Krzywa wzorcowa
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zawartosci biatka sporzadzano z roztworu BSA (Sigma-Aldrich), w zakresie stgzen
0,05 — 2 mg/ml. Po 30 min inkubacji w 37°C dokonywano odczytu absorbancji przy
dhugosci fali 570 nm w spektrofotometrze ptytkowym MR680 (Bio-Rad).
4.14. Oznaczanie stezenia ADMA i SDMA w pozywce hodowlanej metoda
spektrometryczna
Pozywke zbierano i odbialczano przez dodanie 50% TCA, w stosunku 100:1
a nastepnie wirowano (12.000 x g, 12 minut, 4°C). Wartos¢ pH supernatantu
doprowadzano do ~7,4 przy uzyciu 1 N NaOH. Prébki ponownie wirowano (12000 xg,
12 minut, 4°C), po czym pobierano supernatant i uzywano do oznaczen. Pomiar st¢zenia
ADMA i SDMA w pozywkach wykonano w Srodowiskowym Laboratorium
Spektrometrii Mas Zaktadu Biofizyki IBB PAN w Warszawie na spektrometrze typu
potrojnego kwadrupola Waters Xevo TQ-S wyposazonym w optyke jonowa typu

»otepWave”. Aparat ten byl sprzezony z chromatografem cieczowym 0 TQ-S Waters.

4.15. Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki wyrazano jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe
(SD). Liczbg powtorzen (n) podano w opisach rycin i tabel. Analize¢ statystyczna
wykonano przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 5.0 stosujac test t-Studenta
w przypadku poréwnania dwoch grup eksperymentalnych oraz jednoczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Bonferroniego, w przypadku wigkszej liczby grup
eksperymentalnych. Za istotne statystycznie uznano wyniki dla ktorych poziom istotnosci

(p) byt mniejszy niz 0,05.
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5. Wyniki

5.1. Stezenie ADMA i SDMA w szczurzych modelach EW
Pierwszym celem rozprawy bylo wykazanie czy w badanych modelach: HA
I ostrym uszkodzeniu watroby (TAA) dochodzi do zmian stezenia ADMA i SDMA w

osoczu i/lub homogenatach kory mozgowe;j.

5.1.1. Pomiar stezenia ADMA i SDMA w o0soczu i homogenatach mozgu w

szczurzym modelu HA

U szczuréw HA nie stwierdzono istotnych zmian w stgzeniu ADMA lub SDMA
zarbwno w osoczu krwi jak i korze mozgowej (Tabela 10). Wskazuje to, ze
hiperamonemia nie jest bezposrednia przyczyng zmian w stezeniu ADMA
obserwowanych u pacjentow z EW i w innych zwierzecych modelach EW.

Ze wzgledu na temat rozprawy dotyczacy roli dwumetyloarginin w EW, nie
kontynuowano prac na szczurzym modelu hiperamonemii proste;j.

Tabela 10 Stezenie ADMA, SDMA i Arg w korze mézgowej i osoczu szczurow HA

Kontrola HA
(n=6) (n=6)
Kora ADMA [nmol/g tk.] 0,6+0,1 0,6 +0,09
mozgu
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 [umol] 1,2+0.1 1,3+0.2
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5.1.2. Pomiar stezenia ADMA i SDMA w osoczu i homogenatach moézgu w
szczurzym modelu ostrego uszkodzenia watroby (TAA). Wplyw

podania His.

U szczurow TAA wykazano podwyzszenie stezenia ADMA zardwno w osoczu
0 ok. 50% (Tabela 12), jak i w korze moézgowej 0 ok. 20% (Tabela 11). Celem
weryfikacji czy wzrost stezenia ADMA jest specyficzny dla kory mozgu zbadano
réwniez stezenie ADMA i SDMA w moézdzku. Wykazano, ze takze w tej strukturze
wzrasta stgzenie ADMA. Dootrzewnowe podanie His skutkowalo zniesieniem
wywolanego przez TAA wzrostu stgzenia ADMA w korze moézgowej, ale stosunek
Arg/ADMA w tej strukturze nie zmieniat si¢ istotnie. His nie miata wptywu na stezenie
ADMA w osoczu i mozdzku. Stezenie SDMA w mdzgu nie zmieniato si¢ pod wptywem
badanych czynnikow. Stezenia Arg w osoczu szczurow TAA obnizalo si¢ i wykazywato
tendencj¢ do obnizenia w grupie TAA+His, co dodatkowo wptywato na zmniejszenie

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

Tabela 11 Stezenie badanych aminokwaséw w mézgu szczura, *p < 0,05; **p < 0,001 rdznica
znamienna wzgledem kontroli, ¥p < 0,05 réznica znamienna wzgledem TAA

Kontrola His TAA TAA+His
(n=8) (n=8) (n=10) (n=10)
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
g 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 +36,14 177,29420,21** 177,2 £ 16,64**
Cyt [nmol/g tk.] 37,36+ 1,33 35,45+9,2 33,78 £ 6,25 30,08 +0,5*
~ ADMA [nmol/gtk.] 0,56 0,04 0,65+0,06 0,94 +0,07* 0,86 +0,07*
% SDMA [nmol/gtk.] 0,29 + 0,03 0,33+0,02 0,36 +0,04 0,34+ 0,06
=
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Tabela 12 Stezenie ADMA i Arg w osoczu krwi szczura, *p < 0,05

Kontrola His TAA TAA+His
(n=18) (n=18) (n=10) (n=9)
ADMA [umol] 1,13+ 0.22 1,27 £0.26 2,08+0.42* 2,24 +0.67*
Arg [umol] 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*

5.2. Metabolizm ADMA w szczurzym modelu ostrego uszkodzenia
watroby (TAA)

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

zmiany tempa syntezy i/lub enzymatycznej degradacji ADMA.

5.2.1. Pomiar immunoreaktywnosci bialek PRMT-1 i DDAH1/2 w watrobie.
Wplyw podania His.
Uszkodzenie watroby nie wplywa istotnie na ilo§¢ biatka PRMT-1 w tym
narzadzie (Rycina 5). Z kolei, poziom immunoreaktywnosci biatek DDAH-1 i DDAH-2
byt obnizony. W szczegdlnosci dotyczyto to poziomu biatka DDAH-1, ktérego byto ok.

30% mniej niz W Kkontroli. Podanie His nie zapobieglo spowodowanemu przez TAA

obnizeniu ilo$ci biatka DDAH-1 i DDAH-2 w watrobie (Rycina 5).
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GAPDH S s s S

Rycina 5 Immunoreaktywnos¢ biatek metabolizmu ADMA: PRMT-1, DDAH-1 i DDAH-2 w
watrobie szczura, *p<0,05,n=4

5.2.2. Analiza ekspresji enzymow metabolizmu ADMA w korze mozgowej.
Wplyw podania His.

Badanie poziomu ekspresji enzyméw odpowiedzialnych za synteze i degradacje
ADMA w korze mézgowej, nie wykazato znamiennych réznic w ilosci MRNA lub biatka

(Rycina 6, 7). Swiadczy to, ze zmiana tempa metabolizmu ADMA w moézgu nie jest
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przyczyng obserwowanego w modelu TAA wzrostu stgzenia tej dwumetyloargininy

w korze mozgowe;j.
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1,4
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1
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[ 2 AACt]
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m DDAH-1

Kontrola His TAA TAA+His

Rycina 6 Wzgledna ekspresja genéw kodujacych biatka PRMT-1 i DDAH-1 w korze mdézgowej

szczura,n=6
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Rycina 7 Immunoreaktywnos$¢ biatek PRMT-1 i DDAH-1 w korze mézgowej szczura, n =4
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5.2.3. Pomiar aktywnosci hydrolitycznej DDAH w watrobie i korze mézgu.

Wplyw podania His.

Mimo, ze istotne obnizenie wzglednego poziomu biatek DDAH stwierdzono
jedynie w watrobie szczuréw TAA, aktywnos$¢ hydrolityczna DDAH byta ok. dwukrotnie
zmniejszona zarowno w watrobie jak i w korze mozgowej (Rycina 8). Nie stwierdzono

istotnego wptywu podania His na aktywno$¢ DDAH.

04 -

0,35 -
£
g 03 -
s
< 0,25 -
8
fn 0,2 - B watroba
= K ,
S015 - ora mdzgowa
©
£ 01 -
3

0,05 -

0
Kontrola TAA+His

Rycina 8 Aktywnos$¢ DDAH w mézgu i watrobie szczura, *p < 0,05, n =6

5.2.4. Wplyw podanej egzogennie His na aktywnos$¢ hydrolityczng DDAH w

korze mozgu

Do homogenatow kory mozgowej pochodzacej od szczurow kontrolnych i TAA
dodano His w zakresie stezen 0,005-2 mM i inkubowano przez 10 min w 37°C. Nastgpnie
zmierzono aktywnos$¢ hydrolityczng DDAH. W obu badanych grupach stwierdzono
istotne podwyzszenie aktywnosci DDAH przy stg¢zeniu 0,5 mM. His w stezeniu 2 mM
byta nieefektywna (Rycina 9). Doswiadczenie potwierdzito znaczny spadek aktywnosci

DDAH u szczurow TAA w stosunku do zwierzat kontrolnych.
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Mimo, ze nie wykazano wplywu dootrzewnowego podania His na aktywnosé
DDAH w moézgu ani watrobie (Rycina 9), nie mozna jednoznacznie wykluczy¢ udziatu
His w regulacji aktywnosci badanego enzymu. Wymagana jest jednak bezposrednia
interakcja DDAH z His w odpowiednio wysokim stezeniu. Zatem wplyw podania His na
aktywno$¢ DDAH moze si¢ nie ujawni¢ po 24 h od jej podania, kiedy jak wykazano w
rozdziale 5.4.1 stezenie His w osoczu nie odbiega od poziomu kontrolnego, za§ w mozgu
jest jedynie nieznacznie podwyzszone.
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1.

E 0,5 -

€

®
I x
85
[ -]
N (]
~§ ; 0,3 - *’_||‘_1' —¢—Kontrola
c C
33 TAA
> o
ko~ 0,2 - * %
f“ _3' * % % J' j:

o

g- 0,1 - T T

O T T T T 1
0 0,05 0,2 0,5 2

His [mM]
Rycina 9 Aktywnos$¢ DDAH po podaniu His do homogenatu kory mézgowej szczura, **p < 0,01
wzgledem szczuréw kontrolnych test t-Studenta, tp < 0,05 wzgledem 0 mM His,
(jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z neparametrycznym testem Bonferroniego), n =8

5.2.5. Pomiar immunoreaktywnosci bialka AGXT-2 w mitochondriach

izolowanych z kory mozgowej. Wplyw podania His.

W mitochondriach kory mozgowej szczuréw TAA zaobserwowano istotne
zmniejszenie wzglednego poziomu AGXT-2 odpowiadajacego za alternatywna wzgledem
DDAH S$ciezke rozktadu ADMA. Nie odnotowano istotnych réznic w przypadku

zwierzat, ktorym podano His (Rycina 10).
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Rycina 10 Immunoreaktywnos¢ biatka AGXT-2 w mitochondriach kory mézgowej szczura,
*p < 0,05 wzgledem kontroli,n=3

5.2.6. Aktywno$¢ proteolityczna w watrobie i korze mozgowej

Na stezenie wolnych dwumetyloarginin w organizmie oprocz aktywnosci PRMT
I ich usuwania (glownie degradacja enzymatyczna) wplywa takze tempo proteolizy.
Z tego wzgledu zdecydowano si¢ oznaczy¢ calkowita aktywno$¢ proteolityczng
w watrobie i korze mozgowej. Nie stwierdzono zmian w aktywnosci proteolitycznej kory
mozgu (Rycina 11). Z kolei w watrobie szczurow TAA stwierdzono istotne obnizenie
badanego parametru. Wyniki pomiaru aktywnosci proteolitycznej w watrobach zwierzat

otrzymujgcych His nie r6znity sie statystycznie od kontroli.
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Rycina 11 Aktywnos$¢ proteolityczna watroby i kory mézgowej *p < 0,05, n=5

5.3. Ekspresja i aktywno$¢ NOS w modelu TAA

Zaburzenie  szlaku  NMDA/NO/cGMP  jest  kluczowym  elementem
patomechanizmu EW. Mimo to, ani pelnego profilu ekspresji, ani aktywnosci NOS
W moézgu szczuréw z ostrg EW jak dotad nie zbadano. Zagadnienie to staje si¢
szczegolnie istotne wobec wykazanego w badanym modelu TAA wzrostu stezenia

ADMA.

5.3.1. Analiza ekspresji izoform NOS w korze mozgu. Wplyw podania His.

Wykazano obnizenie ekspresji genu enos na poziomie mRNA i indukcje ekspresji
inos pod wptywem TAA (Rycina 12). His nie wptywata istotnie na te parametry. Badanie
ilosci biatka potwierdzito wywotany TAA spadek ekspresji eNOS w homogenacie kory
mozgowej, natomiast ilos¢ biatka iNOS nie odbiegata istotnie od wartosci kontrolnych
(Rycina 13). Szczury TAA cechowat ponadto wzrost ilosci biatka nNOS w korze

mozgowej.
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Rycina 12 Ekspresja mRNA kodujacego iNOS i eNOS w korze mézgowej szczura, *p < 0,05,
n=4
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Rycina 13 Wzgledna immunoreaktywnosc¢ biatek nNOS, eNOS i iNOS w korze mdzgowej
szczura, *p < 0,05, **p < 0,001, n =4
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5.3.2. Wplyw TAA i His na aktywnos¢ NOS w korze mozgowej

W korze mozgowej szczurow TAA wykazano ok. 30% obnizenie aktywnoS$ci
NOS. Podanie His istotnie odwracato ten efekt. Warto zauwazy¢, ze samo podanie His

powodowato wzrost aktywnosci NOS (Rycina 14).

200 ~ *
150 -

100

50

Aktywnos¢ NOS
[cpm/g tkanki/min]

Kontrola His TAA TAA+His

Rycina 14 Aktywnos¢ catkowita NOS w korze mézgowej szczura, *p < 0,01 wzgledem
kontroli, ¥p < 0,05 wzgledem TAA, n=4

5.3.3. Wplyw TAA na dimeryzacj¢ eNOS i produkcje RFT. Wplyw podania
His

W korze mézgowej szczurow TAA stwierdzono spadek ilosci dimerow eNOS,
a takze obnizenie stosunku dimer eNOS/monomer eNOS. Wskazuje to na dodatkowy
mechanizm, tzw. stan rozprzezenia enzymu, ktory obok zmniejszonej ekspresji moze
uposledza¢ wiasciwe funkcjonowanie eNOS (Rycina 15).

Wykazano dalej, ze rozprz¢zony eNOS jest dodatkowym zrodtem produkowanych
w moézgu RFT. Zmierzono ilo$¢ produkowanych RFT w homogenacie kory mozgowej
szczuréw kontrolnych i TAA (nie badano szczuréw otrzymujacych His, gdyz jej podanie
nie miato wptywu na dimeryzacj¢ eNOS).

TIlos¢ powstajacych RFT byta istotnie wyzsza w korze mozgowej szczurow TAA.

Wykazano rowniez, ze obecnos¢ Arg w stezeniu 1 mM powoduje wzrost fluorescencji,
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a zatem ilo$ci RFT. Odwrotnie, obecno$¢ inhibitora NOS — L-NMMA lub EDTA

powodowata istotny spadek produkcji RFT. Potwierdzeniem, ze obserwowane zmiany

w ilosci RFT zaleza od aktywno$ci enzymatycznej bylo wykazanie, ze ilos¢ RFT

w zalezno$ci od czasu w inaktywowanej termicznie probie nie zmienia si¢ (Rycina 16).

dimer eNOS / monomer eNOS
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Rycina 15 Dimeryzacja podjednostek eNOS w korze mézgowej, *p < 0,05, n=3
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Rycina 16 Wptyw podania Arg i inhibitorow NOS na produkcje RFT w homogenacie kory
mozgowej szczura, *p < 0,001 wzgledem kontroli (-) Arg, Tp < 0,001 wzgledem odpowiadajacej
grupy (+) Arg,n=3

5.3.4. Pomiar stezenia azotynéw i azotanéw w korze mézgu i osoczu. Wplyw

podania His

Stezenie azotyndw i azotanéw w korze mozgowej nie zmieniato si¢ istotnie.
Natomiast w osoczu bylo o ok. 40% podwyzszone wskutek podania TAA. Réwniez
w grupie otrzymujacej TAA i His, st¢zenie azotynow i azotanow bylo wyzsze niz

w kontroli, ale wzrost byt mniej widoczny (ok. 25%) (Rycina 17).
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Rycina 17 Pomiar stezenia azotyndéw i azotanéw w korze mézgowej i osoczu szczura , *p < 0,05,
n=4

5.3.5. Immunoenzymatyczne oznaczenie stopnia nitrozylacji tyrozyny w

bialkach osocza. Wplyw podania His

Wykazano wzrost ilosci nitrozylowanej tyrozyny w biatkach osocza krwi (Rycina
18). Wynik ten potwierdza obserwowany wczesniej wzrost stezenia azotynow i azotanow

w osoczu, Podanie His nie wptywato na badane parametry.
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Rycina 18 Nitrozylacja tyrozyny w biatkach osocza krwi, *p < 0,05, n=3
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5.4. Analiza metabolizmu His oraz pomiar calkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej i markeréw prozapalnych w homogenatach mézgu

w modelu TAA

Wykazane do tej pory efekty podania His w postaci: obnizenia stezenia ADMA
w korze mézgowej szczurow TAA, podniesienia catkowitej aktywnosci NOS w mozgu
oraz obserwowanego ex vivo wzrostu aktywnosci DDAH wymagaly podjecia proby
wyjasnienia mechanizmu tych obserwacji.

W celu ustalenia czy podanie His ma bezposrednie dziatanie antyoksydacyjne,
zmierzono w homogenatach kory moézgowej catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna.
Zbadano rowniez wybrane markery prozapalne, co jest szczegélnie istotne w konteksScie

taczacym wzrost ADMA z chorobami o podtozu zapalnym.

5.4.1. Wplyw dootrzewnowego podania His na jej stezenie w osoczu i mézgu.

Pomiar stezenia His i jej metabolitu karnozyny w osoczu i mézgu

His podana dootrzewnowo w dawce 100 mg/kg m.c. byta wczeéniej stosowana
w pracach na szczurzym modelu EW wywotanej podaniem TAA (Rama Rao i wsp.,
2010). Jednak ze wzgledu na brak dostgpnych danych literaturowych opisujacych
farmakodynamike dootrzewnowego podania His, szczegélnie w odniesieniu do OUN,
zmierzono stezenie His w osoczu krwi oraz korze mozgu u zdrowych szczuréw
w pierwszej dobie po dootrzewnowym podaniu His (Rycina 19).

Po 20 min od podania, st¢zenie His odpowiednio w osoczu i korze mézgu wzrosto
ok. 6 1 3 krotnie, a nastepnie stopniowo spadato. Co ciekawe, w osoczu tempo spadku
stezenia His bylo stosunkowo state i przed uptywem doby parametr ten wracat do

warto$ci kontrolnych. W mézgu wzrost stezenia utrzymywat si¢ dtuzej i byl szczeg6lnie
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wyrazny przez pierwsze 1,5-2 h, ale rowniez po uptywie doby st¢zenie His w korze
mobzgowej byto istotnie wyzsze od wartosci kontrolnych (Rycina 19).
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Rycina 19 Stezenie His w osoczu (panel gorny) i korze mézgowej (panel dolny) szczura w
pierwszej dobie po dootrzewnowym podaniu His (100 mg/ kg m.c.). *p < 0,01 wzgledem
kontroli (punkt 0), n=5
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5.4.2. Analiza metabolitow His w osoczu i korze mézgu

Witérne metabolity His: histamina i karnozyna mogg mie¢ znaczenie dla przebiegu
EW 1 bezposrednio przyczynia¢ si¢ do pojawienia si¢ niektorych efektow obserwowanych
po podaniu His. Dlatego tez zmierzono ich st¢zenie w osoczu i korze mozgowe;.

Stezenie histaminy w osoczu nie zmienialo si¢ u zadnej z badanych grup. Podanie
His nie miato rowniez wptywu na stezenie histaminy w korze moézgowej (Tabela 13).
Wynik ten §wiadczy, ze His w podawanym st¢zeniu nie metabolizuje si¢ do histaminy
W mozgu.

Stezenia karnozyny w osoczu nie udalo si¢ oznaczyé, natomiast W Korze
moézgowej szczurow TAA jej stezenie byto istotnie obnizone (Tabela 13). Z kolei u obu
grup otrzymujacych His, st¢zenie karnozyny byto istotnie podwyzszone, co wskazuje, ze
cz¢$¢ podawanej His moze stuzy¢ jako substrat do syntezy karnozyny (Tabela 13).

Tabela 13 Steienie His i jej metabolitéw: histaminy i karnozyny w korze mézgowej i osoczu

szczura, *p < 0,05 wzgledem kontroli, tp < 0,05 wzgledem TAA, n =6 dla karnozyny n = 8 dla
histaminy

Kontrola TAA His TAA+His

Karnozyna [uM/gtk.] 28,58 +1,89 24,2 + 0,77* 35,34 +2,03* 38,46 £ 2,68*t

c o

S 9

4 g Histamina [nM /g tk.] 0,06 +0,02 0,07 +0,01 0,05+0,01 0,06 +0,01
@ Karnozyna Ponizej progu detekcji

(8]

g Histamina [uM] 0,76 £ 0,23 0,59+ 0,16 0,55+0,2 0,84 +0,28

5.4.3. Wplyw TAA na immunoreaktywnos$¢ syntazy karnozyny-1 (CARNS-

1) w korze mozgu.

Analiza Western-blot CARNS-1, enzymu odpowiedzialnego za syntezg¢ karnozyny

w mozgu wykazata istotny wzrost jej ekspresji w korze moézgowej szczurow TAA
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(Rycina 20). W grupie otrzymujacej His i TAA obserwowano tendencje¢ wzrostowg iloSci

CARNS-1 w stosunku do warto$ci kontrolnych.
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Rycina 20 Immunoreaktywnos¢ CARNS-1 w korze mdzgowej szczura, *p < 0,05,
n=4

5.4.4. Pomiar aktywnosci cyklooksygenazy-2, stezenia TNF-a i ekspresji

Tnf-a w korze mozgu. Wplyw podania His.

W modelu TAA wykazano ponad dwukrotny wzrost aktywnosci
cyklooksygenazy-2 (Rycina 21) oraz wzrost stezenia TNF-o w osoczu (Tabela 14).
Wykazano takze zwigkszong ekspresje genu tnf-a w korze moézgowej szczurow TAA
(Rycina 22). Powyzsze obserwacje sugeruja, ze zrédlem mogacego oddziatywaé na
komorki OUN TNF-a nie sg wytacznie przebiegajace na obwodzie procesy wynikajace
z uszkodzenia watroby, ale rowniez TNF-a, ktorego ekspresja zachodzi w mozgu. Warto

zaznaczy¢, ze ilo§¢ transkryptu tnf-a nie réznila si¢ istotnie u szczurow TAA
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otrzymujacych His (Rycina 22). Ponadto mozna zauwazy¢ u tej grupy tendencjg

w kierunku obnizenia aktywnos$ci COX-2 w osoczu (Rycina 21).
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Rycina 21 Aktywnos$¢é COX-2 w osoczu krwi, *p <0,05,n=5
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Rycina 22 Ekspresja genu kodujacego TNF-a w korze mézgu szczura *p< 0,05 n=4

Tabela 14 Stezenie TNF-a w osoczu krwi szczura, *p < 0,05 wzgledem kontroli, n = 6

Kontrola TAA His TAA+His

TNF-a [pg/ml] <10 5750 + 3550* <10 7100 + 4700*
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Calkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna (TAC) kory mézgu szczurow TAA byla
podwyzszona o ok. 40% (Rycina 23). Réwnolegte podanie His dodatkowo zwigkszato

TAC ok. 25%.
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Kontrola His TAA TAA+His

Rycina 23 Catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna (TAC) kory moézgowej szczura **p < 0,01
wzgledem kontroli T p < 0,05 wzgledem TAA, n =6

55. Pomiar stezenia ADMA i SDMA w hodowanych astrocytach

traktowanych amoniakiem in vitro. Rola transportera y'LAT2 w

astrocytach in vitro i korze moézgowej szczurow TAA.

Wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA w astrocytach in vitro dotad nie badano.
Nie badano rowniez wptywu ADMA na transport Arg do astrocytow w warunkach
hiperamonemii, ktora jak wspomniano we wstepie, powoduje wzmozony wychwyt Arg
do astrocytow.

Wecezesniejsze badania wykazaly, ze inkubacja astrocytow z amoniakiem
skutkowala istotnym wzrostem iloéci biatka y"LAT2 i wynikajagcym z niego wzmozonym
wychwytem Arg (Zielinska i wsp., 2012). Efekt ten obserwowano w szczurzym modelu
HA (Zielinska i wsp., 2012) oraz wykazano w modelu TAA (dane wtasne
niepublikowane).
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W dysertacji wykazano istotne obnizenie wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA
I SDMA w astrocytach traktowanych amoniakiem (Tabela 15). Zjawisku temu
towarzyszyl wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia Arg. Efekty te znosita transfekcja
komorek siRNA wyciszajacym transkrypcje genu Slc7a6, ktory koduje y'LAT2.

Tabela 15 Stezenie dwumetyloarginin w astrocytach in vitro traktowanych amoniakiem i po
wyciszeniu genu Sic7a6

Kontrola Mock Amoniak Amoniak + siRNA
ADMA [uM] 7,34+1,11 6,91+1,47 4,75 +1,27* 8,29 + 0,84**
SDMA [uM] 5,12 +1,84 5,29+1,02 4,19 +1,93* 56+1,31
ADMA/SDMA 1,36 £ 0,28 1,33+0,31 1,28+0,16 1,47 +0,52
Arg [uM] 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

Wykonane metodg spektrometrii mas 0znaczenie stezenia dwumetyloarginin
w pozywce hodowlanej wykazato istotny wzrost stezenia ADMA 1 SDMA w pozywkach
zebranych znad astrocytow traktowanych amoniakiem (Tabela 16). Efekt ten byt
znoszony przez transfekcje siRNA. Lacznie z wynikiem pomiaru wewnatrzkomorkowych
stezen dwumetyloarginin, wskazuje to na udzial bialka y"'LAT2 w transporcie
dwumetyloarginin na zewnatrz komorki w warunkach hiperamonemii in vitro.

Tabela 16 Stezenie dwumetyloarginin w pozywce hodowlanej

Kontrola Mock Amoniak Amoniak + siRNA
ADMA [uM] 0,365 +0,03 0,358 £ 0,03 0,410+ 0,04* 0,368 £ 0,05
SDMA [pM] 0,864 +0,24 1,04 £ 0.,09 1,378 +0,16* 1,189+0,12
ADMA/SDMA 0,44 + 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+149 756,59 + 9,66* 813,71 +12,28
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Skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji genu Slc7a6 zweryfikowano oznaczajac
immunoreaktywno$¢ biatka y'LAT2 w astrocytach. Potwierdzono ok. 30% wzrost ilo$ci
biatka y'LAT2 w astrocytach inkubowanych z amoniakiem. Transfekcja astrocytow
Y'LAT2siRNA skutkowata ok. 50% obnizeniem iloéci biatka y'LAT2 w komorkach

kontrolnych, oraz znosita wywotany amoniakiem wzrost ilosci transportera (Rycina 24).
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Rycina 24 Wptyw transfekcji astrocytow siRNA wyciszajagcym ekspresje genu Sic7a6
mierzony immunoreaktywnoscig biatka y+LAT2 *p < 0,05; **p <0,001,n=4
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5.6.  Wplyw ADMA na transport [*H]L-argininy do astrocytéw in vitro

Drugim, obok bezposredniego hamowania aktywno$ci NOS, mechanizmem
poprzez ktory ADMA moze regulowaé synteze¢ NO, jest hamowanie dokomorkowego
transportu Arg.

Wyniki potwierdzity wzrost wychwytu [?H]L-argininy do astrocytow
inkubowanych z amoniakiem. Wpltyw ADMA na wychwyt [*H]L-argininy badano przy
statym stezeniu Arg wynoszacym 100 uM. Zmieniano natomiast st¢zenie podawanej
rownolegle z Arg ADMA: 5 uM, 50 uM, 500 uM i 1 mM. Nie wykazano istotnego
wplywu niskich stezeh ADMA na wychwyt Arg do astrocytow (Rycina 25). ADMA

w stezeniach 500 uM i 1 mM hamowata wychwyt Arg o odpowiednio o ok. 50% i 70%

%
* I
Kontrola Amoniak 5uM 50 uM 5 um 50 uM

ADMA ADMA ADMA+ ADMA +
amoniak amoniak

(Rycina 26).

e o
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o
>
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o o
N w

Wychwyt [3H] argininy
o
=

o

Rycina 25 Wptyw preinkubacji z amoniakiem i podania 5 uM, 50 uM ADMA na wychwyt
[*H]L-argininy do astrocytéw *p < 0,05, n =4
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e o e o o
w B U o N
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N

Wychwyt [3H] argininy

o
N

*1
*
*+
' *
Kontrola Amoniak 0,5 mM 1mM 0,5 mM 1mM

ADMA ADMA ADMA + ADMA +
amoniak amoniak

o

Rycina 26 Wplyw preinkubacji z amoniakiem i podania 0,5 mM, 1 mM ADMA na wychwyt
[®H]L-argininy do astrocytéw *p < 0,05 wzgledem kontroli * wzgledem grupy traktowane;j
wylacznie tozsamym stezeniem ADMA, n=4

Wyliczony metodg wg Nicholson i wsp., (2002) udziat poszczegdlnych uktadow
transportowych w catkowitym wychwycie [*H]L-argininy do astrocytoéw in vitro wykazat,
ze w komorkach kontrolnych ok. 80% transportu [*H]L-argininy realizowane jest przez
uktad y* i y'L Podanie ADMA w stezeniu 0,5 mM i 1 mM hamuje gtéwnie aktywno$¢
ukfadu y*L. Nalezy jednak podkresli¢, ze przedstawione warto$ci maja jedynie charakter

szacunkowy (Tabela 17).
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Tabela 17 Wplyw ADMA na szacunkowy udziat poszczegdéinych uktadéw transportujacych Arg
w astrocytach inkubowanych z amoniakiem

% catkowitego wychwytu [*H]L-argininy

Bo* be* yiL y*
Kontrola 7,97 11,26 37,25 43,52
Amoniak 9,26 4,75 49,84 36,15
5 M ADMA 9,61 9,56 37,78 44,05
5 uM ADMA + amoniak 7,08 (-)* 51,38 42,00
50 uM ADMA 11,34 4,36 36,90 47,40
50 uM 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

# warto$¢ mniejsza od 0
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6. Podsumowanie wynikow

Wyniki uzyskane na modelach zwierzecych:

Model HA:

Stezenia ADMA 1 SDMA w osoczu oraz korze mozgu nie zmieniajg si¢.

Model TAA:

2.1. Stezenie ADMA jest zwigkszone W 0soczu i mozgu (kora przedczotowa,
moézdzek). Podanie His przeciwdziata wzrostowi stezenia ADMA w moézgu.
2.2. Poziom biatka DDAH-1 i DDAH-2 oraz calkowita aktywnos$¢ proteolityczna
w watrobie jest obnizona. Aktywnos$¢ katalityczna DDAH jest zmniejszona
zarbwno W watrobie jak i korze mozgu. Obniza si¢ ponadto poziom biatka

AGXT-2 w mitochondriach kory mézgu.

2.3. Catkowita aktywno$s¢ NOS w korze mozgu jest obnizona, czemu
przeciwdziata podanie His. Zmniejszenie aktywnosci NOS nie powoduje
zmiany stgzenia azotynow i azotanéw w korze mézgu. W 0soczu nitrozylacja
biatek oraz stezenie azotynow 1 azotandow sg podwyzszone.

2.4. Ekspresja, poziom biatka oraz stopien dimeryzacji eNOS w korze mézgu jest
obnizony. Wzrasta natomiast poziom biatka nNOS i ekspresja genu inos.
Zaburzona dimeryzacja eNOS przyczynia si¢ do zwigkszenia ilosci RFT
w homogenacie kory mozgu.

2.5.W modelu TAA stwierdzono ponadto zwickszenie aktywnosci COX-2
stezenia TNF-o w osoczu oraz ekspresji tnf-o w korze méozgu. Wzrostowi
catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) kory moézgu towarzyszyto
obnizenie st¢zenia karnozyny, mimo wzrostu immunoreaktywnos$ci syntazy

karnozyny-1. Podanie His podwyzsza stezenie karnozyny w korze mézgu.
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Wyniki uzyskane na pierwotnej hodowli astrocytéw szczurzych:

1. W astrocytach traktowanych przez 48 h 5 mM amoniakiem zmniejsza si¢
wewnatrzkomoérkowe stezenie ADMA i SDMA.

2. Zahamowanie ekspresji transportera y'LAT2 zapobiega wywolanemu
amoniakiem zmniejszeniu wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA i SDMA.

3. ADMA hamuje dokomérkowy transport [2H]JArg do astrocytach jedynie przy
znaczaco nizszym od fizjologicznego stosunku Arg/ADMA.

4. Analiza udziatu poszczegolnych uktadoéw transportowych w dokomorkowym
transporcie [°H]JArg do astrocytéw wskazuje, ze ADMA w stezeniu 0,5 mM

I 1 mM hamuje gtownie aktywnos$¢ systemu y+L.
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7. Dyskusja

U pacjentéw z EW oraz w zwierz¢cych modelach choroby dochodzi do zaburzen
szlaku NMDAr-NO-cGMP w moézgu, przy czym charakter obserwowanych zmian
zalezny jest od typu EW. W ostrej EW, a takze na skutek izolowanej hiperamonemii
wzmozona stymulacja NMDAr skutkuje aktywacja wspomnianego szlaku i wzrostem
syntezy ¢cGMP w moézgu (Hermenegildo i wsp., 2000; Hilgier i wsp., 2005; Rodrigo i
Felipo, 2006). W przypadku przewlektej EW dochodzi do, jak si¢ uwaza, adaptacyjnego
hamowania aktywno$ci szlaku NMDAr-NO-cGMP (Corbalan i wsp., 2002; Llansola i
wsp., 2007).

Rola NO w EW nie ogranicza si¢ do udzialu tej czasteczki w przekaznictwie
glutaminergicznym. Nieprawidtowa synteza NO przyczynia si¢ do SON, ktory jest dobrze
udokumentowanym czynnikiem uszkadzajagcym komorki zaréwno w hiperamonemii jak
I EW (Gorg i wsp., 2010; Gorg i wsp., 2008; Haussinger i Gorg, 2010). U pacjentow z
EW obserwuje si¢ takze zmiany CBF, ktorego kluczowym regulatorem jest NO.
Zmniejszony CBF opisano w przewlektej EW (lversen i wsp., 2009). Z kolei, wzrost CBF
w ostrej EW jest uwazany za jedng z przyczyn obrzeku mozgu (Jalan i wsp., 2004).

Regulacja aktywnosci NOS w EW jest zlozona i1 niedostatecznie zbadana,
w szczegolnosci mato wiadomo o roli ADMA, ktora jest gtownym endogennym
inhibitorem NOS. Niejasna jest zard6wno bezpo$rednia przyczyna wzrostu stezenia
ADMA w licznych przypadkach klinicznych EW oraz w modelach zwierzecych, jak
1 udziat metyloarginin w modulowaniu samego przebiegu choroby. Dla lekarzy otwarta
pozostaje kwestia przydatnosci pomiaru stezenia ADMA w ocenie stanu pacjenta.

Dostepna literatura niemal wytgcznie dotyczy roli metyloarginin w przewleklej
EW. Z uwagi na istotne réznice mi¢dzy patomechanizmem ostrej i przewleklej EW,

zwlaszcza w kontekscie aktywnos$ci szlaku NMDAr-NOS-NO, w niniejszej pracy starano
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si¢ wypetni¢ luke dotyczaca udzialu ADMA w regulowaniu aktywnos$ci NOS w ostrej
EW. W badaniach postuzono si¢ dwoma zwierzgcymi modelami doswiadczalnymi
odzwierciedlajacymi ostrg EW: modelem hiperamonemii wywotanej dootrzewnowym
podaniem OA i modelem ostrego uszkodzenia watroby przez TAA. Udziat ADMA
w hamowaniu dokomodrkowego transportu Arg weryfikowano w badaniach in vitro
wykorzystujac pierwotng hodowle astrocytow korowych, poniewaz te komorki OUN

ulegaja najpowazniejszym dysfunkcjom w EW.

7.1.  Stezenie metyloarginin w modelach EW

W  modelach komoérkowych i zwierzgcych wielokrotnie wykazywano, ze
toksyczne st¢zenie amoniaku bezposrednio zaburza syntez¢ NO (por. rozdz. 2.4). Nie
zostato jednak dowiedzione czy hiperamonemia per se jest przyczyna obserwowanego
w EW wzrostu stezenia ADMA.

Badania wtasne wykazaty, iz w szczurzym modelu hiperamonemii prostej nie
dochodzi do zmian st¢zenia ADMA w osoczu lub korze mozgowej, jak rowniez nie
zmienia si¢ stosunek Arg/ADMA, begdacy wyktadnikiem biodostepnosci Arg dla NOS.
Jest to wedlug wiedzy autora pierwsza proba pomiaru ADMA w zwierzegcym modelu
ostrej intoksykacji amoniakiem.

W modelu przewlektej HA, w ktéorym OA podawano z pasza przez 3 tyg.,
wykazano wzrost stgzenia ADMA w osoczu szczura. W przytoczonym badaniu wzrost
stezenia ADMA zaobserwowano rowniez w operacyjnym modelu przewleklej EW — BDL
(por. wstep, tabela 2) oraz u zwierzat, u ktoérych zabieg BDL polaczono z dietg
hiperamonemiczng (Tain 1 wsp., 2010a). Wzrost stezenia ADMA w modelu BDL
wykazano takze w mozgu szczura (Balasubramaniyan i wsp., 2012). Podanie

fenylooctanu ornityny (OP) umozliwiajagcego wigzanie amoniaku do tatwo usuwanej
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przez nerki fenyloacetyloglutaminy, obnizylo st¢zenie amoniaku w osoczu oraz st¢zenie
ADMA w modzgu, wskazujac na istnienie zwigzku miedzy tymi czynnikami. Z drugiej
strony, mimo normalizacji st¢zenia amoniaku przez OP, st¢zenie ADMA w osoczu
pozostawato podwyzszone (Balasubramaniyan i wsp., 2012). Wspotzaleznos¢ stezenia
amoniaku i ADMA w modelu BDL nie zostata zatem jednoznacznie udowodniona. Warto
rowniez zauwazy¢, ze w przytoczonej pracy autorstwa Huang i wsp., (2010) w modelu
BDL nie odnotowano istotnego wzrostu st¢zenia amoniaku we krwi (mimo to st¢zenie
ADMA byto podwyzszone), podczas gdy w badaniach Balasubramaniyan i wsp., st¢zenie
amoniaku

w osoczu bylo 3,5 krotnie podwyzszone. Powyzsze niejednoznaczne obserwacje
uzasadniaty zatem podjecie bardziej szczegoétowych badan w niniejszej dysertacji.

Zaleta modelu hiperamonemii prostej, w porownaniu do modeli zabiegowych, jest
ograniczenie wptywu innych niz amoniak, czynnikow mogacych bezposrednio wptywaé
na metabolizm ADMA. W modelu uzytym w badaniach wilasnych hiperamonemig
podtrzymuje si¢ przez 72 h, a zatem czas oddziatywania toksycznych st¢zen amoniaku na
organizm jest zdecydowanie krotszy, niz pracach badawczych wykorzystujacych modele
przewlekte. Opisany w dysertacji brak zmian w stezeniu ADMA i SDMA w 0soczu oraz
w korze mozgowej w modelu hiperamonemii prostej sugeruje, ze ostra toksycznos¢
amoniaku nie jest bezposrednig przyczyng wzrostu stgzenia ADMA w EW.

W drugim badanym modelu — ostrej EW polegajacym na uszkodzeniu watroby
przez dootrzewnowe podanie hepatotoksyny TAA, wykazano wzrost stezenia ADMA
zarbwno w osoczu, jak 1 mozgu szczurow. Stezenie SDMA w osoczu i mozgu nie
zmieniato si¢. Wyniki te upowazniajg do twierdzenia, ze uszkodzenie watroby,
w odréznieniu od hiperamonemii, wpltywa na metabolizm ADMA. Ostatnio

opublikowane dane wskazujg, ze jednokrotne dootrzewnowe podanie wysokiej dawki
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TAA (500 mg/kg m.c.) juz po uptywie doby skutkuje wzrostem stgzenia ADMA
W 0sSocCzu, i istotnie obniza stosunek Arg/ADMA. Nie stwierdzono natomiast zmian
stezenia SDMA w osoczu (Bekpinar i wsp., 2015). Wyniki wlasne potwierdzaja
1 uzupetniaja cytowane obserwacje wskazujac, ze wzrost stezenia ADMA zachodzi
réwniez w korze mozgowej i mozdzku szczurow TAA.

W tym miejscu warto zauwazyé, ze w usuwaniu SDMA z organizmu kluczowa
rol¢ petni uktad moczowy, a wzrost stezenia SDMA we Krwi Stanowi jeden z objawow
uszkodzenia nerek (Portal i wsp., 2007). Warto nadmienié, ze nerki sag obok watroby
glownym miejscem enzymatycznej degradacji ADMA (Onozato i wsp., 2008; Palm i
wsp., 2007). W niniejszej pracy nie badano parametrow zwigzanych z ostrg
niewydolno$cig nerki (np. stezenia kreatyniny, mocznika, stezenia jonow K* czy
aktywnosci fosfatazy kwasnej w surowicy). Niemniej jednak obserwacja zmian jedynie
w stezeniu ADMA oraz dane literaturowe pozwalaja zatozy¢é, ze w modelu TAA
dochodzi gléwnie do uszkodzenia watroby, podczas gdy funkcja nerek pozostaje
niezmieniona (Fleck i wsp., 1988; Koblihova i wsp., 2014).

Jedng z przyczyn wzrostu stezenia ADMA w chorobach watroby moze byc¢ jej
utrudnione usuwanie z z0lcig. Za zalozeniem tym przemawia fakt, iz ilo§¢ ADMA
w z6kci wyraznie wzrasta w modelu przej$ciowego niedokrwienia watroby (ang ischemia
and reperfusion) Ferrigno i wsp. (2014). Zwraca roéwniez uwage fakt, ze analiza
porownawcza modelu przewlektej toksycznosci TAA (TAA podawany z pokarmem przez
18 tyg.) i resekcji drog zoétciowych ( ang. bile duct excision, BDE) wykazata, ze tylko
w tym drugim przypadku stezenie ADMA w osoczu jest istotnie podniesione (Laleman i
wsp., 2005). Trudno jednak powyzsza hipoteze pogodzi¢ z obserwacja, iz W 0Sstrej
toksycznosci TAA, modelu nie naruszajagcym w istotnym stopniu funkcji drog

zotciowych, dochodzi do wzrostu stezenia ADMA w osoczu 1 mozgu.
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Zawarte w pracy wyniki wskazuja jednoznacznie, ze zmiany ste¢zenia ADMA

obserwowane w przebiegu EW s3 konsekwencja uszkodzenia watroby.

7.2. Metabolizm ADMA w modelu TAA

Przyczyng wzrostu stezenia ADMA obserwowanego w modelu TAA moze by¢
zwigkszenie syntezy lub obnizenie tempa degradacji tego zwigzku. Dla przypomnienia:
metylacja Arg jest elementem potranslacyjnej modyfikacji biatek i zachodzi w wigkszosci
komorek organizmu. Syntez¢ ADMA Kkatalizuje PRMT-1, a obecno$¢ wolnych
czasteczek ADMA jest wynikiem proteolizy biatek komorkowych (McBride i Silver,
2001). Uwaza sie, ze gtdéwna droga eliminacji ADMA z organizmu jest jej rozktad do Cyt
i metyloamin katalizowany przez DDAH (Arrigoni i wsp., 2010; Teerlink i wsp., 2009).
Reakcja ta zachodzi z najwigksza intensywno$ciag w watrobie i nerkach, ale rowniez
w mozgu DDAH-1 ulega silnej ekspresji (Tran i wsp., 2000). Mniejsze znaczenie wydaje
si¢ mie¢ degradacja ADMA przez mitochondrialny AGXT-2 i jej wydalanie z moczem
(Rodionov i wsp., 2010; Teerlink i wsp., 2009).

Przedstawione w dysertacji wyniki wskazuja, ze w korze moézgowej szczurow
TAA nie dochodzi do zmian w poziomie PRMT-1 (mRNA i biatko), nie stwierdzono tez
zmian w immunoreaktywnos$ci biatkka PRMT-1 w watrobie.

Warto zaznaczy¢, ze analiza ekspresji enzymu syntezy ADMA w modelu ostrego
uszkodzenia watroby jest pierwsza tego typu obserwacja, gdyz dostepna literatura w tym
zakresie odnosi si¢ wytacznie do modeli przewleklych EW, a wyniki s3 w duzym stopniu
niejednoznaczne. W modelu BDL wykazano wzrost ilosci biatkka PRMT-1
w watrobie (Tain i wsp., 2010a; Yang i wsp., 2012). W tym samym modelu stwierdzono
tez zmniejszenie ilosci biatka PRMT-1 w mézgu (Huang i wsp., 2010). Z kolei model

niedokrwienia watroby cechowat spadek mRNA kodujacego PRMT-1 w watrobie
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(Ferrigno i wsp., 2014). Oba modele wykazuja jednak na tyle odmienny
patomechanizm/etiologi¢, ze uzyskane wyniki nie musza by¢ ze sobg catkowicie
sprzeczne.

Warto zauwazyé, ze model BDL cechujg dynamiczne zmiany omawianego
parametru. Po 3 dniach od zabiegu operacyjnego stwierdzono wzrost ilosci biatka
PRMT-1 w watrobie, podczas gdy stezenie ADMA w osoczu pozostawalo niezmienione
(Tain i wsp., 2010a). W badaniach innej grupy badawczej wzrost ilo$ci biatka PRMT-1
byt bardzo wyrazny dwa tygodnie po zabiegu i normalizowal si¢ po uptywie kolejnych
dwoéch tygodni. Zmiany te nie mialy bezposredniego przetozenie na stezenie ADMA
w osoczu, ktore w obu punktach czasowych byto podwyzszone (Sheen i wsp., 2010).

Zupehie pomijanym w badaniach zagadnieniem mogacym wptywaé na stgzenie
metyloarginin jest tempo ich uwalniania z biatek. Wedlug danych literaturowych,
aktywno$¢ proteolityczna jest gldwnym mechanizmem regulacji stezenia ADMA
w erytrocytach (Davids i wsp., 2012). Wydaje si¢, ze tempo proteolizy moze ulegac
zmianom w chorobach watroby (Neuman i wsp., 2013) i zaburzeniach OUN (Dasuri i
wsp., 2013; Tarasoff-Conway i wsp., 2015). Parametr ten jak dotad nie byl analizowany
w kontekscie EW.

Z tego wzgledu zdecydowano si¢ oznaczy¢ catkowitg aktywno$¢ proteolityczng
w watrobie 1 korze mozgu w uzytym modelu ostrej EW. Nie stwierdzono zmian
aktywnos$ci proteolityczne] w mdzgu, natomiast w watrobach zwierzat, ktorym podawano
TAA byla ona obnizona. Mozna zalozy¢ zatem, Ze parametr ten nie jest przyczyng
wzrostu stezenia ADMA w modelu TAA. Bioragc pod uwage, ze mierzono catkowity
aktywno$¢ proteolityczng w przeliczeniu na mase tkanki wydaje si¢, ze nekroza

hepatocytow i postepujace zwldknienie watroby, bedace skutkami toksycznoSci TAA,

90



Dyskusja

moga odpowiada¢ za wykazane obnizenie tempa proteolizy w watrobie (Bergasa i wsp.,
1992; Wallace i wsp., 2015).

Podsumowujac, brak zmian w poziomie ekspresji PRMT-1 w watrobie i korze
moézgu oraz wynik pomiaru aktywnosci proteolitycznej wskazuja, ze nie dochodzi do
wzrostu syntezy ADMA w modelu TAA, a zatem uposledzenie degradacji ADMA
wydaje sie by¢ gldéwna przyczyna jej podwyzszonego stezenia.

Jak wspomniano uprzednio, za degradacjc ADMA odpowiadaja enzymy: DDAH
I AGXT-2. Analiza immunoreaktywnosci wykazata obnizenie ilosci biatka DDAH-1
I DDAH-2 w watrobie szczurow TAA bez istotnych roéznic w ilosci mRNA i biatka
DDAH-1 w korze mézgowej. Obnizenie ilosci DDAH w watrobie opisywano w kilku
modelach niewydolno$ci watroby (Mookerjee i wsp., 2015; Siroen i wsp., 2008; Verbeke
I wsp., 2014) oraz u pacjentow z marskosciag watroby (Mookerjee i wsp., 2015).

Co ciekawe, aktywnos$¢ hydrolityczna DDAH ulegta istotnemu obnizeniu zard6wno
w watrobie, jak 1 mézgu szczurow TAA. Zmniejszenie ilosci biatka nie jest zatem jedyna
przyczyng obnizenia catkowitej aktywnosci DDAH.

Przedstawione w rozprawie wyniki nie wskazujg na wptyw dootrzewnowego
podawania His na aktywno$s¢ DDAH w moézgu lub watrobie szczura. Jednocze$nie
eksperyment ex vivo, w ktorym =zastosowano wyzsze stezenia His dowiodl, ze
odpowiednio wysokie st¢zenie His moze prowadzi¢ do wzrostu aktywnosci DDAH w
homogenacie kory mozgowej zaréwno szczura zdrowego, jak i szczura TAA. Nalezy
przypomnie¢, opierajac si¢ na wynikach dynamiki metabolizmu His, Zze material
w ktérym oznaczano aktywno$¢ DDAH byl pobierany 24 h od podania His, gdy jej
stezenie w korze moézgowej bylo jedynie nieznacznie podwyzszone, a W 0SOCZU hie

odbiegato od wartosci kontrolnych. Mozliwe jest zatem, ze bezposrednio po podaniu His
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moze podnosi¢ aktywno$¢ DDAH in vivo i wplywaé na tempo metabolizmu ADMA.
Hipoteza ta wymaga jednak dodatkowych badan.

Przyczyng obnizenia aktywno$ci DDAH, pomimo niezmienionej ilo$ci enzymu,
moze by¢ duza wrazliwo$¢ tego biatka na SON. Stwierdzono, ze S-nitrozylacja cysteiny
w centrum katalitycznym DDAH Cys-249 (Leiper i wsp., 2002; Vallance i Leiper, 2004)
oraz Cys-273 (Knipp i wsp., 2003) skutkuje wyraznym obnizeniem aktywnoS$ci enzymu.

Bezposredni wptyw SON na DDAH zostal wykazany w hepatocytach in vitro.
Traktowanie tych komoérek donorem Oz 10 uM PMS (ang. phenazine methosulfate) lub
H202 (100 uM) skutkowalo obnizeniem ilosci biatka DDAH-1 i DDAH-2 oraz
aktywnosci DDAH (Tain i wsp., 2010b). Z kolei zwigzki o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych jak probukol (Jiang i wsp., 2006) i tauryna (Tan i wsp., 2007)
podwyzszaly aktywno$¢ DDAH w warunkach in vitro. Podobne dziatanie wykazata
melatonina, ktorej podanie do hodowli hepatocytow zapobiegalo wywolanemu przez
H202 obnizeniu aktywnosci DDAH. W ukfadzie ex vivo, zblizonym do uzytego
w badaniach wilasnych (homogenat watroby), podanie 1 mM melatoniny nie wptywato
jednak na aktywnos¢ DDAH (Tain i wsp., 2010b).

Powyzsze dane wskazuja, ze jedng z przyczyn wzrostu aktywnosci DDAH,
w obecnosci His w uktadzie ex vivo, mogg by¢ antyoksydacyjne wilasciwosci His.
W modelu TAA wykazano normalizujgcy wpltyw podania His na aktywnos¢ uktadu
tioredoksynowego 1 zmniejszenie aktywnos$ci peroksydazy glutationowej w korze mozgu.
Efekty te majg znaczenie protekcyjne wobec wystgpienia SON w mozgu (Ruszkiewicz i
Albrecht, 2015b)

Innym  czynnikiem  mogacym  regulowa¢  aktywnos¢ DDAH  jest
wewnatrzkomoérkowe stezenie Zn?*. Centrum aktywne DDAH posiada miejsce wigzania

Zn?*, ale przylaczenie tego kationu metalu, w odroznieniu od wiekszosci enzymow
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posiadajacych podobny motyw aminokwasowy (Vallee i Falchuk, 1993) skutkuje niemal
calkowitym zahamowaniem aktywnosci katalitycznej (Frey i wsp., 2006; Knipp i wsp.,
2001). Badanie DDAH izolowanego z bydlgcego mozgu wykazato, ze w warunkach
fizjologicznych ok 30% puli DDAH zwigzane jest z Zn?* (Knipp i wsp., 2001). Oznacza
to, ze uwalnianie Zn?* z centrum katalitycznego DDAH moze by¢ waznym mechanizmem
regulujagcym aktywnos$¢ tego enzymu.

Badania na wyizolowanym i oczyszczonym biatku DDAH-1 wykazaty rowniez,
ze imidazol i jego pochodne, w tym His, usuwajac Zn** z DDAH-1 podwyzszaja jego
aktywno$¢ katalityczng. Co ciekawe, His jest pod tym wzgledem efektywniejsza niz
zwigzki
o wyzszym potencjale do chelatowania kationow metali takie jak EDTA czy
1,10-fenatrolina (Knipp i wsp., 2001). Prawdopodobnie efekt ten zwigzany jest z lepszym
przestrzennym dopasowaniem pochodnych imidazolu do budowy czasteczki DDAH.
Efekt usuwania Zn?* z DDAH przez His moze byé¢ odpowiedzialny za wykazany
w dysertacji wzrost aktywnosci DDAH po podaniu His do homogenatu tkankowego, ale
hipoteza ta wymaga dalszych weryfikacji wykraczajacych tematycznie poza zagadnienia
postawione w celach dysertacji.

Warto przytoczyé, ze zaburzenia homeostazy Zn?* byty wykazywane w HA i EW.
W astrocytach in vitro i ex vivo wykazano zwiekszenie ilosci wolnego Zn?*
W cytoplazmie, mitochondriach oraz jadrze komorkowym wskutek inkubacji komoérek
z amoniakiem (5 mmol) lub TNF-a (10 ng /ml) (Kruczek i wsp., 2009). Spowodowanemu
podaniem amoniaku wzrostowi wewnatrzkomoérkowego stezenia Zn?* towarzyszyt wzrost
syntezy NO (Kruczek i wsp., 2011; Kruczek i wsp., 2009). Obserwacja ta nie wyklucza
jednak mozliwosci hamowania aktywnosci DDAH, a przez to zwigkszenia ilosci ADMA

wskutek wzrostu wewnatrzkomoérkowego stezenia Zn?".
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Warto w tym miejscu nadmienié, ze w stanach przewleklej niewydolnos$ci
watroby obserwowano niedobory Zn?*, co jak sie sadzi, zaburza aktywno$¢ enzymow
cyklu mocznikowego dodatkowo przyczyniajac si¢ do wystgpienia EW (Chetri i
Choudhuri, 2003; Yang i wsp., 2004). Suplementacja Zn?** zwicksza produkcje mocznika
w watrobie (Marchesini i wsp., 1996) i glutaminy w mig$niach (Yoshida i wsp., 2001),
czgsciowo zmniejszajac objawy EW. Niestety nie badano dotad bezposredniego zwigzku
miedzy zmianami stezenia Zn?**obserwowanymi w HA i EW, a aktywnoscia DDAH
i stezeniem ADMA.

Rola AGXT-2, ktory jest alternatywnym do DDAH enzymem degradujacym
ADMA jest stabo zbadana. Obecno$¢ tego biatka w mozgu szczura zostala niedawno
dowiedziona (Abe i wsp., 2014). Przedstawiona w niniejszej pracy analiza Western-blot
biatkka AGXT-2 potwierdzita jego obecno$¢ w mitochondriach izolowanych z kory
moézgowe]j szczura. Wykazano takze wyrazny spadek immunoreaktywnosci AGXT-2
u zwierzat otrzymujacych TAA.

Zjawisko to moze stanowi¢ element obserwowanej w EW dysfunkcji
mitochondriéw. W ostrej EW wywotanej podaniem TAA wykazano m.in. 30% obnizenie
syntezy ATP w mozgu (Rama Rao i wsp., 2010), obrzmienie mitochondriéw
(Chadipiralla i wsp., 2012), i ok. 50% obnizenie mitochondrialnej puli glutationu
(Ruszkiewicz i wsp., 2013).

Obnizenie ilosci AGXT-2 w Korze mozgowej moze mie¢ znaczenie dla regulacji
wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA, a przez to jej udziatu w regulacji NOS w tym
mtNOS, co w dalszej konsekwencji moze wptywac na generacje SON w mitochondriach.
Role AGXT-2 w regulacji syntezy NO potwierdzaja badania linii ludzkich komorek
srodbtonka zyly pepowinowej (HUVEC). Komorki transfekowane sekwencja kodujaca

AGXT-2 wykazywaly podwyzszong produkcje azotynéw 1 azotanow Swiadczaca
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o wzroscie aktywnosci NOS. Z kolei inkubacja komérek HUVEC z ADMA miata skutek
odwrotny (Rodionov i wsp., 2010). Identyfikacja biatka zaangazowanego W transport
ADMA do wnetrza mitochondriow wzmocnita teze¢ o roli AGXT-2 w regulacji stezenia
ADMA (Porcelli i wsp., 2016). Funkcja AGXT-2 w EW nie byta dotad badana, zatem
uzyskany wynik stanowi atrakcyjny kierunek dla dalszych badan nad rola ADMA w tej

patologii.

7.3.  Ekspresja i aktywno$¢ NOS w modelu TAA

ADMA jest kompetycyjnym inhibitorem wszystkich izoform NOS, chociaz jej
powinowactwo do iNOS jest zdecydowanie nizsze, niz do konstytutywnych izoform NOS
(Teerlink i wsp., 2009).

Badania wlasne wskazuja na wyrazny spadek ekspresji i ilosci biatka eNOS
w korze mozgowej szczurow TAA, przy jednoczesnym podwyzszeniu ilosci biatka nNOS
i braku zmian w ekspresji iNOS. Zatem mozna twierdzi¢, ze w ostrej EW poziom
ekspresji poszczegodlnych izoform NOS w mézgu ulega zmianie, jednoczesnie wskazujac
na skomplikowane mechanizmy regulacji NOS. Zawarte w dysertacji badania wskazuja,
ze U szczurow TAA catkowita aktywno$¢ katalityczna NOS w korze mozgu jest istotnie
obnizona, a efekt ten niweluje podanie His. Spadek aktywnosci NOS nie miat jednak
przetozenia na ilo§¢ NO w korze mézgu, mierzong jako suma azotynow i azotanow, gdyz
ten parametr nie ulegl istotnej zmianie. Z kolei w o0soczu wykazano wzrost ilosci
azotyndow i azotanéw pod wptywem TAA. Wzrost ilosci NO w osoczu szczuréw TAA
znalazt przetozenie w zwigkszeniu nitrozylacji tyrozyny bialek osocza. Parametr ten jest
waznym markerem wzmozonej produkcji ONOO™ bedacego jednym z gléwnych
produktow nadmiernej syntezy NO (Szabo, 2003). Pomiar ONOO~ w warunkach

klinicznych, stanowi¢ moze istotny parametr diagnostyczny (Felipo i wsp., 2013).
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Wyniki wlasne znajduja potwierdzenie w pracach innych grup badawczych, gdzie
stosowano inhibitory NOS. Chu i wsp. wykazal, ze réwnolegte do TAA podawanie
niespecyficznego inhibitora NOS — estru metylowego nitro-L-argininy (L-NAME)
w dawce 25 mg/kg mc, (Chu i wsp., 2001) w odroznieniu od podawania 100 mg/kg mc.
L-kanawaniny (Chu i wsp., 2006) hamujacej aktywno$¢ iNOS: zwickszato Smiertelnosé
zwierzat, podwyzszalo stezenie TNF-o w osoczu i zmniejszato dystans przebyty w trakcie
testu otwartego pola, w porownaniu ze zwierzgtami traktowanymi wytacznie TAA (Bruck
I wsp., 1999; Chu i wsp., 2006; Chu i wsp., 2001). Sugeruje to, ze obnizenie aktywnos$ci
konstytutywnych izoform NOS w modelu TAA jest negatywnym prognostykiem.

W kontekscie przedstawionego w rozprawie obnizenia poziomu ekspresji eNOS
i calkowitej aktywnosci NOS w korze moézgowej szczurow TAA, mozna przyjac
zalozenie, ze podanie L-NAME wzmagajac obserwowane zmiany przyczynia si¢ do
nasilenia objawow patologicznych.

Opisany we wspomnianej pracy brak protekcyjnego efektu podania kanawaniny
wskazuje z kolei, ze indukcja iNOS nie jest kluczowym zjawiskiem odpowiedzialnym za
objawy ostrej EW wywotane podaniem TAA, co potwierdza przedstawiony w dysertacji
brak zmian ilo$ci biatka iNOS w korze mozgowej i analogiczne wyniki dotyczace analizy
poziomu iINOS w watrobie szczuroéw TAA (Huang i wsp., 2007).

Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze badania wilasne wskazujg jednoczes$nie na
wzrost 1losci mRNA kodujacego iNOS w korze mozgowej szczurow TAA, co moze
swiadczy¢ 0 tym, ze biatko iNOS aktywuje sie¢ w pdzniejszych fazach EW. Wyrazng
indukcje INOS w watrobie wykazano m.in. w materiale biopsyjnym pobranym od
pacjentow z marsko$cig watroby (Mohammed i wsp., 2003). Przytoczone wyniki
wskazuja, ze indukcja iINOS jest zjawiskiem wtornym, nie majgcym kluczowego

znaczenia w ostrej EW.
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Zgodne z przedstawionym w rozprawie obnizeniem ekspres;ji i ilosci biatka eNOS
w korze szczurow TAA sg ponadto niepublikowane dane uzyskane przez dr Anng
Czarnecka z Zaktadu Neurotoksykologii IMDiK PAN, wskazujace na istotne obnizenie
CBF w mozgu szczuréw TAA.

Obserwowane obnizenie aktywnosci NOS w modelu ostrej EW wywolanej
podaniem TAA posrednio wspieraja rowniez wyniki dotyczace terapii statynami
(inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A). W warunkach
in vitro wykazano, ze statyny moga podnosi¢ ekspresj¢ enos (Laufs i wsp., 1998). Efekt
ten opisano takze w mézgu (Amin-Hanjani i wsp., 2001; McGirt i wsp., 2002; Yamada i
wsp., 2000), a lowastatyna podana szczurom poddanym rozlegtej hepatoktomii wydtuzata
czas przezycia (Cai i wsp., 2000).

W modelu TAA terapia zarowno prawastatyng (Huang i wsp., 2012) jak
i simwastatyng (Huang i wsp., 2008) skutkowata zmniejszeniem $miertelnosci i poprawa
motoryki szczurow TAA. Jednoczesne podanie L-NAME niwelowato ten efekt (Huang i
wsp., 2012; Huang i wsp., 2008). Chociaz wplywu statyn na ekspresj¢ NOS w mozgu
w warunkach EW dotad nie badano, mozna przyjaé zalozenie, ze wzrost ekspresji eNOS
w odréznieniu 0d zahamowania jego aktywnosci moze mie¢ dziatanie ochronne wobec
objawow EW w modelu TAA. Warto zauwazyé, ze podanie L-NAME w modelu
przewlektey EW (BDL) nie mialo wplywu na powyzsze parametry, co po raz kolejny

dowodzi istotnych réznic miedzy ostrym i przewlektym typem EW (Chan i wsp., 2004).

Wzrost poziomu biatka nNOS byl wczesniej wykazany w modelach EW.
W modelu PCA stwierdzono wzrost poziomu ekspresji nNOS w moézgu (Rao i wsp.,
1997a), co wigzano ze wzrostem caltkowitej aktywnosci NOS w moézgu i zwigkszeniem

CBF (Rao i wsp., 1995). Efekty te sg dlugotrwate, gdyz wzrost poziomu ekspresji nNOS,
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iNOS i ilo&¢ nitrotyrozyny w korze mozgowej (Suarez i wsp., 2006) i prazkowiu (Suarez i
wsp., 2009) zwierzat PCA, jest obserwowana nawet po 6 miesigcach od zabiegu.
Rowniez przewlekte podawanie TAA skutkowalo wzrostem poziomu ekspresji nNOS
w mozdzku (Mondal i Trigun, 2015).

Wobec wynikow $wiadczacych niezbicie o zmianie zarowno poziomu ekspresji
jak 1 aktywnosci NOS w modelu TAA, niezwykle trudno jest odpowiedzie¢ na pytanie
jakie skutki fizjologiczne ma podwyzszone stezenie ADMA w ostrej EW. W $wietle
wynikéw badan bedacych podstawa niniejszej dysertacji, wydaje si¢, ze podwyzszenie
stezenia ADMA w mdzgu moze cze¢sciowo przyczynia¢ si¢ do obserwowanego spadku
catkowitej aktywno$ci NOS w korze mozgowej szczurow TAA.

Zwickszenie ilosci azotynéw i azotandbw w osoczu, bez zmian tego parametru
w korze mozgowej, jest kolejnym dowodem na znaczace réznice migdzy mechanizmami
obserwowanymi w OUN i w tkankach obwodowych w modelu TAA. Jedna z mozliwych
przyczyn zaobserwowanego wzrostu stezenia NO we krwi szczurow TAA moze byé
wykazany w tym modelu zwigkszony poziom ekspresji eNOS w watrobie (Huang i wsp.,
2007).

Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze uzyta w dysertacji metoda oznaczenia iloSci
azotynéw odczynnikiem Griessa, po uprzedniej enzymatycznej redukcji azotanow do
azotynow, jedynie w przyblizeniu opisuje faktyczng dynamike syntezy NO (Bryan i

Grisham, 2007), (wstep rozdziat 2.3.3.).

Alternatywnym wobec kompetycyjnego hamowania aktywnosci NOS skutkiem

oddzialywania podwyzszonego stezenia ADMA moze by¢ rozprzeganie NOS,

prowadzace do zwigkszonej produkcji ‘Oz i nasilenia SON.
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Wyniki wlasne dowiodly, ze w modelu TAA ilo$¢ dimerow eNOS w korze
moézgowe] jest obnizona, co wskazuje na rozprzezenie enzymu. Obserwacje te
potwierdzaja wyniki pomiaru produkcji RFT w warunkach podania Arg i inhibitoréw
NOS do homogenatu kory mozgu. Arg indukowata syntez¢ RFT najprawdopodobniej na
drodze zaleznej od rozprze¢zenia NOS o czym $wiadczy znaczaco wyzsza produkcja RFT
w korze mozgu szczuré6w TAA oraz obnizenie ilosci RFT przez podanie inhibitorow NOS
— L-NAME i EDTA. Wykazana zalezno§¢ miedzy produkcja RFT w korze moézgu,
a iloscia wolnego Ca?" sugeruje ponadto, ze iNOS nie odgrywa kluczowej roli
w opisywanym zjawisku. Wynik ten jest zgodny z omowiong wcze$niej niezmieniong
iloscig biatka iNOS w korze mozgu szczurow TAA.

Mechanizm rozprzezenia eNOS przez zwigkszone stgzenie ADMA najdoktadniej
opisano w komoérkach srodbtonka naczyn krwionosnych (Antoniades i wsp., 2009; Sud i
wsp., 2008; Sydow i Munzel, 2003). Wykazano ponadto, ze ADMA na drodze zaleznej
od rozprzezenia eNOS zwigksza nitrozylacj¢ biatek w komoérkach srodbtonka (Sharma i
wsp., 2010; Sud i wsp., 2008). Wedlug wiedzy autora, efektu tego jak dotad nie
obserwowano w komérkach OUN.

Glownym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do rozprzgzenia NOS jest
niewystarczajaca ilos¢ BHs4 (Bevers i wsp., 2006; Cai i wsp., 2005). Niemniej jednak
W ptucach myszy, ktérym podano LPS wykazano, ze skutki wywotanego przez ADMA
rozprzezenia NOS sg niezalezne od zmian st¢zenia BH4 (Sharma i wsp., 2010).

Zawarte w dysertacji wyniki nie stanowig bezposredniego dowodu na udziat
ADMA w rozprzezeniu NOS w homogenatach kory mézgowej szczurow TAA, jednak
w $wietle przedstawionych danych literaturowych, mechanizm ten wydaje si¢ wysoce

prawdopodobny.
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7.4.  Protekcyjne efekty podania His, markery prozapalne i markery SON

w modelu TAA

Czgsé¢ efektow podania His zostata przedstawiona we wczesniejszych czgéciach
dyskusji, ale zagadnienie to =zastuguje na dokladniejsze omoéwienie. His jest
wystepujacym naturalnie aminokwasem dlatego jej stosowanie wydaje si¢ by¢ wyjatkowo
bezpieczne (Yakuji, 1981). Ostra toksyczno$§¢ His wyrazona wspotczynnikiem
$miertelnosci LDsg dla szczura wynosi przy podaniu doustnym 15 g/kg mc.,
a dootrzewnowo 2 g /kg mc., zatem jest znaczaco wyzsza, niz uzyta w badaniach dawka
100 mg/kg mc. (Yakuji, 1981). Warto zwrdci¢ uwage, ze ta dawka His byla wczesniej
stosowana w badaniach wykorzystujacych model TAA i nie wykazano zadnych
negatywnych skutkow tej terapii (Rama Rao i wsp., 2010; Ruszkiewicz i Albrecht,
2015b; Ruszkiewicz i wsp., 2013).

Niniejsza praca skupia si¢ przede wszystkim na zjawiskach zachodzacych w korze
moézgowej. Z uwagi na brak adekwatnych danych literaturowych, sprawdzono jak
podanie His wplywa na stezenie tego aminokwasu w osoczu i korze moézgowe;.
Wykazano, ze stezenie His sukcesywnie wyrownuje si¢ w ciggu pierwszej doby od jej
podania. Co istotne, zwigkszone st¢zenie His utrzymywato si¢ dluzej w mozgu niz
w osoczu. W korze mozgowe] najwyzsze stezenie His (ok. 3 krotny wzrost) notuje si¢ w
pierwszych 90 min od podania. Wynik ten moze $wiadczy¢ o efektywnym transporcie
His do OUN, gdzie moze wykazywac wlasciwosci protekcyjne.

His moze by¢ wydalana z moczem, zuzyta na syntez¢ biatka lub metabolizowana
do pochodnych tego aminokwasu (Stifel i Herman, 1971). Szczegdlnie wazna w tym
konteks$cie wydaje si¢ Sciezka metabolizmu His do histaminy. Nadmierna synteza
histaminy w mozgu jest zjawiskiem niepozgdanym, moggcym zaburzaé m.in. rytm
dobowy, termoregulacj¢, funkcje kognitywne (np. zapamigtywanie), nasila¢ procesy
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zapalne, zwigksza¢ CBF 1 przepuszczalno$¢ bariery krew-moézg (Hu i Chen, 2012;
Passani i wsp., 2014). Podwyzszone stezenie histaminy moze tez bezposrednio zaburzac
astrocytarny metabolizm energetyczny oraz prowadzi¢ do ich aktywacji oraz aktywacji
mikrogleju (Juric i wsp., 2016).

W badaniach wilasnych nie stwierdzono wptywu podawania His na stezenie
histaminy w osoczu i korze mézgowej. Lozeva-Thomas i wsp. wykazali wzrost stezenia
histaminy w mo6zgu szczuréw BDL, ktorym dootrzewnowo podawano His (4 krotnie 500
mg/kg m.c.) (Lozeva-Thomas i wsp., 2004). Z kolei w pracy wykonanej na modelu PCA
pobudzenie uktadu histaminergicznego uzyskiwano podajac His szczurom podskornie,
3 krotnie w dawce 1000 mg/kg m.c (Fogel i wsp., 1999). Stosowana w rozprawie dawka
His byta 5-10 krotnie nizsza niz w cytowanych pracach, co zapewne jest gldéwnym
powodem braku zmian w st¢zeniu histaminy w mozgu.

Badania zawarte w rozprawie wskazuja na istotne zmniejszenie stezenia
karnozyny w korze mozgu szczurow TAA. Ze wzgledu na opisane we wstepie
wlasciwosci  karnozyny, zjawisko to moze by¢ skladowsg obcigzenia ukladow
antyoksydacyjnych w warunkach EW. U zwierzat, ktorym podawano His wystapit istotny
wzrost stezenia karnozyny w korze mozgowej, co niwelowato efekt podania TAA.
Stezenie karnozyny w osoczu u wszystkich zwierzat byto ponizej progu detekcji, czego
przyczyng moze by¢ wysoka aktywno$¢ karnozynazy, enzymu degradujacego karnozyne
w osoczu (Song i wsp., 2014).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze podana His jest substratem dla syntezy karnozyny
w moézgu. Analiza immunoreaktywnosci biatka odpowiedzialnego za synteze karnozyny
w mozgu, syntazy karnozyny | wskazuje z kolei, ze poziom ekspresji tego enzymu jest

podwyzszony U szczurow TAA. Moze to §wiadczy¢ 0 kompensacyjnej indukcji syntezy
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karnozyny, jako  elementu  strategii  obrony  przed  skutkami  SON
w moézgu (Boldyrev i wsp., 2013).

Badania wtlasne, nie przedstawione w niniejszej rozprawie wykazaly, ze
dootrzewnowo podana karnozyna (3 krotnie, ip., 100 mg/ kg mc, analogicznie do His),
wykazywata efekty protekcyjne wobec obserwowanych zaburzen ukladow
antyoksydacyjnych w moézgu szczura TAA. Karnozyna redukowata pule RFT w korze
mozgowej 1 zwigkszata jej catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng. Wskutek jej podania
zmniejszala si¢ oksydacja glutationu, co posrednio potwierdza wspomniang redukcje puli
RFT. Karnozyna zmniejszala rdwniez podwyzszong przez TAA aktywnos$¢ reduktazy
tioredoksyny (Milewski i wsp., 2016). Wyniki te w duzym stopniu sg analogiczne do
wczesniej wykazanych efektow podania His, co wskazuje na wspdlny mechanizm
dziatania obu zwigzkow w OUN (Ruszkiewicz i Albrecht, 2015b; Ruszkiewicz i wsp.,
2013). Oprocz opisanych efektow metabolicznych, podanie karnozyny zwigkszyto
przezywalno$¢ szczurow TAA 1 poprawito wyniki testow: odruchu wyprostnego
i odruchow posturalnych. Wyniki te swiadcza, ze suplementacja karnozyng ma realne
przetozenie na kondycje zwierzat z wywotang EW (Milewski i wsp., 2016).

Poniewaz podanie His przeklada si¢ na wzrost stezenia karnozyny w mozgu,
przedstawiona w dysertacji analiza zmian st¢zenia His w korze mozgu nie musi znalez¢
catkowitej korelacji czasowej z wystgpieniem niektoérych efektow protekcyjnych, gdyz
ich bezposrednig przyczyna moze by¢ wptyw karnozyny.

Jednym z gtownych skutkoéw podania His byt wzrost catkowitej aktywnosci NOS
w korze moézgu. Dane literaturowe dotyczace wptywu His i karnozyny na aktywno$é
NOS sa niejednoznaczne. Wysokie (5 mM) stezenie karnozyny, podane do jednej z linii
komorek srodbtonka, powodowato wzrost produkcji NO. Wynikato to prawdopodobnie

z aktywacji przez karnozyne uwalniania jonow Ca?* (Takahashi i wsp., 2009). Zjawisko
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stymulacji uwalniania Ca?* z siateczki §rédplazmatycznej przez karnozyne byto wezesniej
opisane w izolowanym sercu i kardiomiocytach (Zaloga i wsp., 1997). Powyzsze badania
dotycza jednak wytaczne tkanek obwodowych.

Z drugiej strony, w komoérkach OUN wykazano, ze karnozyna (Nicoletti i wsp.,
2007; Severina i wsp., 2000), ale nie His (Nicoletti i wsp., 2007) moze wigzaé si¢ do
NOS, hamujac jego aktywno$¢. Mechanizm ten jest jedng z mozliwych przyczyn
obserwowanych protekcyjnych efektow podania karnozyny, wobec skutkéw inkubacji
komorek z LPS: wzrostu parametrow prozapalnych, wzrostu poziomu ekspresji iNOS
1 markerow SON. Efekty te obserwowano w pierwotnej hodowli astrocytow szczurzych
(Nicoletti i wsp., 2007) i hodowli komodrek mikrogleju (Fleisher-Berkovich i wsp., 2009).

Zawartag W dysertacji charakterystyke modelu TAA uzupeliono pomiarem
stezenia TNF-o w 0soczu, wykazujgca na znaczacy wzrost ilosci tej cytokiny wskutek
podania TAA. Ponadto u szczurow TAA stwierdzono wzrost ekspresji genu kodujgcego
TNF-o w korze mozgowej. Teze o wystgpieniu nasilonej odpowiedzi zapalnej u szczurow
TAA wspiera takze obserwowany wzrost aktywnos$ci COX-2 w 0soczu.

Szczegotowa rola cytokin prozapalnych w EW wykracza poza ramy niniejszej
rozprawy. Nalezy jednak przypomnie¢, ze wielokrotnie wykazywano pozytywna
korelacj¢ migdzy wzrostem ich st¢zenia, a nasileniem objawdw zaro6wno ostrej jak
i przewlektej EW (Goral i wsp., 2011; Odeh i wsp., 2005; Streetz i wsp., 2000).
Znamienny wydaje si¢ rowniez fakt, ze w niektorych przypadkach EW stezenie amoniaku
we krwi nie zmienia si¢, natomiast znaczaco rosnie stezenie TNF-a (Odeh i wsp., 2005).
Wskazuje to istotny, i w duzej mierze niezalezny od hiperamonemii, udziat cytokin
prozapalnych w patomechanizmie EW.

Dane literaturowe wskazujg takze na zwigzek miedzy podwyzszonym stg¢zeniem

ADMA w osoczu, a chorobami o podtozu zapalnym np. reumatoidalnym zapaleniem
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stawow 1 toczniem rumieniowatym uktadowym (Bultink i wsp., 2005; Kwasny-Krochin i
wsp., 2012). Co wigcej, u pacjentow cierpigcych na artropatie o rdznej etiologii,
wprowadzenie terapii obnizajacej stgzenie TNF-o zmniejszalo réwnoczesnie stezenie
ADMA (Angel i wsp., 2012). Istotny wzrost stezenia ADMA notuje si¢ takze u pacjentow
z sepsa (Shawcross i wsp., 2011).

Bezposredni wpltyw TNF-a na stgzenie ADMA zostal wykazany w szczurzych
astrocytach in vitro. Traktowanie tych komorek TNF-a obnizato ekspresjc DDAH-2
I prowadzito do wzrostu stezenia ADMA (Chen i wsp., 2013). Wzrost ADMA po podaniu
TNF-a wykazano takze w komorkach linii glejaka szczurzego C6 (Sheen i wsp., 2016).
Z kolei inkubacja astrocytow z ADMA indukowata produkcje IL-1p i IL-6 (Chen i wsp.,
2013b). Wyniki te dowodzg istotnej roli ADMA w procesach zapalnych.

U pacjentéw z ostrym uszkodzeniem watroby wykazano silng korelacje migdzy
stezeniem TNF-a i ADMA we krwi. Po transplantacji watroby stgzenie obu parametrow
ulega normalizacji (Mookerjee i wsp., 2007a). Wykazano takze, ze zarowno ADMA, jak
i czynniki prozapalne sa znaczaco bardziej podwyzszone we krwi pacjentow wskutek
ostrego poalkoholowego uszkodzenia watroby, niz w warunkach przewleklego
uszkodzenia watroby (Mookerjee i wsp., 2007Db).

Zatem wykazany w dysertacji wzrost stezenia TNFoa we krwi oraz zwigkszona
ekspresja tej cytokiny w korze mozgu szczuréw TAA moga dodatkowo przyczyniaé sie

do obserwowanego w tym modelu wzrostu stezenia ADMA.

Cyklooksygenazy (syntazy prostaglandyny H) sg enzymami odpowiedzialnymi za
synteze prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanéw (Burdan i wsp., 2006). Stezenie
COX-2 ulega znacznemu wzrostowi pod wptywem czynnikéw prozapalnych np. IL-1,

TNF-a, lipopolisacharydu (Pairet i Engelhardt, 1996). Indukcj¢ COX-2 obserwuje si¢
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m.in. w ostrym uszkodzeniu watroby (Zhang i wsp., 2016) i przewleklej niewydolnosci
watroby (Bahde i wsp., 2014), co uznaje si¢ za jeden z dowodow przemawiajacych za
hipoteza dotyczaca udziatu czynnikéw zapalnych w rozwoju EW (Jayakumar i wsp.,
2015). W badaniach przeprowadzonych na szczurach TAA wykazano, ze podanie
inhibitorow COX zmniejszato $miertelno$¢ 1 poprawiato parametry behawioralne

zwierzat TAA (Chang i wsp., 2011).

7.5. Rola transportera y+LAT2 w regulacji wewngtrzkomorkowego
stezenia ADMA w astrocytach traktowanych amoniakiem in vitro

W licznych pracach, wzrost stgzenia ADMA we krwi traktowany jest
bezposrednio jako wyznacznik dysfunkcji eNOS (Aldamiz-Echevarria i Andrade, 2012;
Pope i wsp.,, 2009b). Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze NOS s3 enzymami
wewnatrzkomoérkowymi (Villanueva i Giulivi, 2010), zatem kluczowe znaczenie w
regulacji ich aktywnosci odgrywa de facto wewnatrzkomoérkowa pula ADMA (Teerlink,
2005).

W rozprawie po raz pierwszy zmierzono stezenie dwumetyloarginin w astrocytach
in vitro: stgzenie ADMA wyniosto ok. 7,3 uM, a SDMA ok. 5 uM. Stgzenie ADMA
w astrocytach bylto zatem wyzsze niz wykazane w osoczu szczura (ok. 1,1 uM).

Nieliczne publikacje dotyczg wewnatrzkomérkowego stezenia ADMA. Dostepne
dane wskazuja na znaczace rdznice w wartosci wewnatrzkomorkowych stezen ADMA
i Arg w zaleznosci od typu i pochodzenia badanych komorek. W liniach ludzkich
komorek $rodbtonka HUVEC i EA.hy926 wykazano stosunkowo niskie stezenie ADMA
(ok. 0,34-0,37 uM), (Chen i wsp., 2013a; Shin i wsp., 2011). Komorki EA.hy926
cechowal ponadto bardzo wysoki wskaznik Arg/ADMA wynoszacy ok. 400 (Shin i wsp.,

2011). Stezenie ADMA w komorkach srodblonka naczyn szczura jest 10 razy wyzsze niz
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w ludzkich, a stosunek Arg/ADMA wynosi ok. 40 (Cardounel i wsp., 2007). Zaledwie
jedna praca dotyczy stezenia ADMA w komoérkach pochodzacych z moézgu szczura.
W neuronach moézdzkowych szczura, stezenie ADMA wyniosto ok. 5,1 uM przy
stosunku Arg/ADMA = ok. 22,5 (Cardounel i wsp., 2007). Wynik ten jest zblizony do
przedstawionego w rozprawie stezenia ADMA w astrocytach.

W badaniach wtasnych nie stwierdzono zmian w stezeniu ADMA w o0soczu
i mézgu w modelu HA. Wynik ten nie wyklucza mozliwego wptywu podwyzszonego
stezenia amoniaku na wewnatrzkomorkowe stezenie ADMA.

W astrocytach inkubowanych przez 48 h z 5 mM amoniakiem wykazano istotne
zmniejszenie wewnatrzkomorkowego stgzenia ADMA i SDMA i jednoczesny wzrost
stezenia ADMA i SDMA w pozywce hodowlanej. Wskazuje to na zwigkszone uwalnianie
dwumetyloarginin z astrocytow traktowanych amoniakiem. Wewnatrzkomérkowe
stezenie Arg rosto pod wptywem amoniaku, nie odnotowano jednak istotnych roznic
w stezeniu Arg w pozywce. Transfekcja astrocytow y'LAT2siRNA i spowodowane nig
obnizenie poziomu bialka y'LAT2 zapobieglo zmniejszeniu wewngtrzkomorkowego
stezenia dwumetyloargninin 1 wzrostow1 stezenia Arg.

Wczesniejsze badania dowiodly, ze amoniak powoduje zwigkszenie iloSci
transportera y*'LAT2 w astrocytach (Zielinska i wsp., 2012) i komorkach linii $rodbtonka
naczyn mozgowych szczura RBE-4 (Skowronska i wsp., 2012b). Wyciszenie ekspresji
genu Slc7a6 powodowato z kolei spadek zwigkszonego pod wplywem amoniaku
wychwytu Arg do astrocytow (Zielinska i wsp., 2012). Obserwacje te sg zgodne
z wykazanym w dysertacji wzrostem wewnatrzkomérkowego stezenia Arg w astrocytach
inkubowanych z amoniakiem.

Wozrost poziomu y*LAT2 oraz zwickszony wychwyt Arg do skrawkow kory

moézgowej wykazano takze w szczurzym modelu HA (Zielinska i wsp., 2011).
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Niepublikowane wyniki wlasne potwierdzaja wzrost ekspresji genu Slc7a6 takze
w modelu TAA. Model ten cechuje m.in. wzrost stezenia amoniaku we krwi i w mozgu
(Hilgier i Olson, 1994). Mozna zatem przypuszczac, ze hiperamonemia jest czynnikiem
odpowiedzialnym za wzrost ilosci transportera y'LAT2 w mézgu.

Z uwagi na podobienstwo strukturalne uwaza si¢, ze ADMA transportowana jest
za posrednictwem tych samych biatek nosnikowych co Arg (Closs i wsp., 2006; Teerlink
I wsp., 2009). Wiodacg role w transporcie metyloarginin przypisuje si¢ biatkom
nalezgcym do systemu y*: CAT1(Strobel i wsp., 2012), CAT2A (Strobel i wsp., 2013)
I CAT2B (Closs i1 wsp., 1997). Udowodniono, ze zwigkszenie ilosci CAT1 moze
powodowaé wzrost uwalniania ADMA i SDMA z komoérek HEK293 (Strobel i wsp.,
2012). Z drugiej strony transfekcja komorek linii EA.hy926, CAT-1siRNA nie
powodowala istotnych zmian w wewnatrzkomorkowym stezeniu ADMA i SDMA (Shin i
wsp., 2011).

Mato wiadomo na temat udziatu ukladu y'L w transporcie metyloarginin.
Istotnych informacji dostarczyly badania pacjenta cierpigcego na czeste, oporne na
leczenie ataki dusznicy bolesnej. Objawy choroby ustgpowaly po doustnym podaniu Arg,
ktora jednoczesnie powodowata wzrost stezenia ADMA we krwi. Badanie izolowanych z
krwi pacjenta monocytow wykazalo obnizenie poziomu y'LATI1. Dalsze analizy
pozwolity ustali¢, ze y'LATI peli istotng funkcje w transporcie metyloarginin na
zewnatrz komorki (Closs i wsp., 2012). Wczesniejsze badania, dotyczace wrodzonej
nietolerancji lizyny wykazaty obnizenie ilosci Y"LATI, bedgce przyczyng zmniejszonej
syntezy NO w s$rodbtonku naczyn (Kamada i wsp., 2001; Kayanoki i wsp., 1999).
Mechanizmem odpowiedzialnym za to zjawisko moze by¢, jak sugeruja autorzy,

niewystarczajace zaopatrzenie komorek s$rodbtonka w Arg (Kamada i wsp., 2001).
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Niemniej jednak, hipoteza zmniejszonego uwalniania metyloarginin z komorek
srédblonka i nastepczego hamowania eNOS, rowniez jest prawdopodobna.

Jak dotad nie badano bezpos$redniej roli y*'LAT2 w transporcie metyloarginin,
jednak funkcja biatek y"LAT1 i y"LAT2 jest analogiczna (Closs i wsp., 2004; Rotmann i
wsp., 2007). Zawarte w dysertacji wyniki jednoznacznie wskazuja, ze y'LAT2
zaangazowany jest w transport dwumetyloarginin na zewnatrz komorki, gdyz wywotane
amoniakiem zwiekszenie ilo§ci transportera y'LAT2 skutkuje zmniejszeniem
wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA i SDMA. Wczesniejsze badania sugeruja, ze
gtéwng rolg uktadu y'L jest usuwanie aminokwasow o charakterze zasadowym
z komorki, czego przyczynag jest naturalnie wystepujgca po obu stronach blony
komorkowej roznica stezenia jonow Na® (Broer i wsp., 2000; Verrey i wsp., 2004).

Wykonany w trakcie badan wlasnych pomiar stezenia ADMA i SDMA w $wiezej
pozywce hodowlanej wykazat, ze zawiera ona $ladowe ilosci ADMA i SDMA (wynik
pomiaru w granicach niedoktadnos$ci pomiarowej dane nie ujete w pracy). Z kolei
stezenie Arg w $wiezej pozywce (0,482 mM), jak rowniez po 48 h hodowli
(ok. 0,306 mM) jest zdecydowanie wyzsze, niz st¢zenie wewngtrzkomorkowe
(ok. 0,160 mM). Wydaje si¢, zatem, ze preferowany kierunek przemieszczania ADMA
w warunkach in vitro moze cz¢$ciowo wynika¢ z niefizjologicznej roznicy stezen
dwumetylorginin i Arg mi¢gdzy pozywka hodowlang, a cytozolem komorki.

Transport ADMA na zewnatrz komorki i jej pobieranie z krwi przez narzady
0 wysokim potencjale do usuwania ADMA np. nerki nabiera szczegdlnego znaczenia
W sytuacji niewydolnosci wewnatrzkomorkowych $ciezek jej degradacji (DDAH,
AGXT-2) (Teerlink i wsp., 2009). Wykazano m.in., ze wzrost poziomu biatka CATI1
w nerce zapobiega wzrostowi stezenia ADMA w osoczu (Li I wsp., 2009). W watrobie

szczurbw BDL stwierdzono ponadto istotne zmniejszenie ilosci CAT-2A, co moze
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przyczynia¢ si¢ do wzrostu stgzenia ADMA w krwi. Jednak w tej samej pracy wykazano
réwniez wzrost stezenia ADMA w watrobie i obnizenie ilo$ci biatka DDAH1/2 (Tain i
wsp., 2010b). Pozwala to wysnu¢ wniosek, ze to obnizona degradacja ADMA przez
DDAH, a nie obnizenie jej transportu do hepatocytow jest gldowna przyczyng akumulacji
ADMA
w modelu BDL.

Niemniej jednak zwigkszona ekspresja biatek usuwajacych ADMA z komorki,
w tym wzrost ekspresji Slc7a6 w mozgu szczurow TAA, moze by¢ zmiang 0 charakterze
kompensacyjnym, przeciwdziatajacg nadmiernemu gromadzeniu ADMA w modzgu.

Badania zamieszczone w rozprawie wykazaty, ze ADMA jest stabym inhibitorem
transportu Arg do astrocytow. Zatem, ADMA najprawdopodobniej nie ogranicza
dostepnosci Arg dla astrocytarnych izoform NOS w warunkach fizjologicznego zakresu
stezen Arg i ADMA. Powyzszg obserwacj¢ wzmacniajag dane znaczacego hamowania
transportu ADMA do komorek linii ludzkiego $roédbtonka naczyn moézgu (hCMEC/D3)

przez bliskie fizjologicznemu (100 pM) stezenie Arg (Watson i wsp., 2016).
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8. Whnioski

1. Wozrost stezenia ADMA obserwowano jedynie w modelu ostrego uszkodzenia
watroby (TAA), zatem hiperamonemia per se nie jest wiodgcym czynnikiem
sprawczym.

2. Zaburzona degradacja (obnizona aktywno$¢ katalityczna i/lub poziom ekspresji
DDAH w watrobie i mozgu) jest gtdéwng przyczyng obserwowanego Wzrostu
stezenia ADMA w modelu TAA.

3. Zmiany profilu ekspresji izoform NOS oraz wykazane rozprzgzeniec eNOS
skutkuja obnizeniem catkowitej aktywnosci NOS w korze mozgowej szczurdw
TAA.

4. His obnizajac stezenie ADMA w moézgu szczurow TAA powoduje wzrost
calkowitej aktywnos$ci NOS na drodze zwickszenia aktywnosci enzymatycznej
DDAH, co wykazano w warunkach ex vivo i/lub wzrostu syntezy karnozyny —
dwupeptydu przeciwdziatajgcemu wystapieniu SON.

5. Wazrost ilosci transportera y*LAT2 w astrocytach in vitro traktowanych
amoniakiem przyczynia si¢ do wzmozonego uwalniania ADMA 1 SDMA
Z astrocytow.

6. ADMA nie hamuje dokomoérkowego transportu Arg do astrocytow in vitro, przy

bliskim fizjologicznemu stosunku st¢zenia Arg/ADMA.

Podsumowujac, badania dowiodly, ze ostre uszkodzenie watroby, w odrdznieniu
od hiperamonemii, zwigksza stezenie ADMA w mozgu. Proponowany mechanizm
proceséw odpowiedzialnych za wzrost stezenia ADMA w modelu TAA, (czgsciowo
poparty wynikami badan in vitro) przedstawiono na rycinie 27. Wyniki zamieszczone

w dysertacji wskazujg na istotne zmiany profilu ekspresji poszczegdlnych izoform
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i aktywnos$ci NOS w mozgu w ostrej EW, co moze by¢ zwigzane z obserwowanym
wzrostem st¢zenia ADMA. Wykazano ponadto, ze His moze przeciwdziata¢ wzrostowi

ADMA w mozgu i cz¢§ciowo znosi¢ skutki SON.

AGXT-24,

ADMAT

“~ DDAH-1J
4 \ (aktywnosé)
H
I

I

NOS .
;’ (aktywnosé,
! rozprzezenie)
y+LAT2 1

v+

TAA ADMA mézg

DDAH-1/24

(poziom biatka i aktywnosc)

watroba

Rycina 27 Schemat przedstawiajacy procesy przyczyniajgce sie do wzrostu obwodowego
i mézgowego stezenia ADMA u szczura z wywotang podaniem TAA ostrg encefalopatia
watrobowa. Uszkodzenie watroby wywotane podaniem TAA prowadzi do spadku poziomu
biatek DDAH-1/2 oraz obniza ich aktywnos¢ katalityczng w watrobie, co skutkuje wzrostem
stezenia ADMA we krwi. W korze mdzgu obnizona aktywnos¢ DDAH wraz z obnizeniem
poziomu biatka AGXT-2, hamujg degradacje ADMA i przyczyniajg sie do zaobserwowanego
wzrostu stezenia ADMA. Powodowany hiperamonemia wzrost ekspresji y'LAT2 moze
odgrywac istotng role w usuwaniu ADMA z astrocytow (badania in vitro). Wzrost stezenia
ADMA w modzgu moze by¢ jedng z przyczyn wykazanego w rozprawie rozprzezenia eNOS
przyczyniajac sie do obnizenia catkowitej aktywnosci NOS.
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9. Streszczenie

Encefalopatia watrobowa jest zespolem neuropsychiatrycznym cechujacym sie
zlozong etiologig 1 zmiennym przebiegiem. Jej pierwotng przyczyng jest niewydolnos¢
metaboliczna watroby, prowadzaca do gromadzenia si¢ zwigzkow 0 charakterze
neurotoksycznym.

Podstawowym kryterium réznicujagcym EW jest podzial na typ ostry i przewlekly,
co ma przetozenie na odmienny kierunek zmian w $ciezce sygnalizacyjnej NMDAr-NOS-
NO, wigzacych Si¢ z zaburzong aktywno$cig NOS w mézgu.

Zarébwno we krwi pacjentow chorych na EW o rdéznej etiologii, jak i u zwierzat
z przewlekta EW, stwierdzano wzrost stezenia dwumetyloargininy (ADMA),
endogennego inhibitora izoform NOS. Doktadny mechanizm dzialania ADMA na
komorki OUN w warunkach EW, zwtaszcza w modelu ostrym, nie zostat jednak w petni
poznany.

Celem rozprawy byto zbadanie mechanizméw regulujacych stezenie ADMA
w dwoch szczurzych modelach EW: hiperamonemii prostej i modelu ostrego uszkodzenia
watroby wywotanego dootrzewnowym podaniem tioacetamidu (TAA). Analizowano
zmiany stezenia dwumetyloarginin oraz enzymy metabolizmu ADMA, ze szczegdlnym
uwzglednieniem kory mozgu jako struktury najbardziej obcigzonej skutkami EW.
Zbadano ekspresje i aktywnos$¢ izoform NOS, efektorow ADMA. Ponadto analizowano
wptyw dootrzewnowego podania histydyny (His), ktéra wykazywata efekty protekcyjne
zar6wno w hiperamonemii in vitro, jak i w modelu TAA, na stezenie dwumetyloarginin
oraz wybrane parametry zwigzane z mechanizmem jej dziatania.

Zmiany stezenia ADMA w osoczu i homogenatach mézgu obserwowano jedynie
w modelu TAA, co sugeruje, ze hiperamonemia per se nie jest bezposrednig przyczyna

wzrostu ADMA w ostrej EW. Wzrost stezenia ADMA w modelu TAA zwigzany jest z jej
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uposledzong degradacja, bedaca skutkiem 1) obnizenia aktywnosci i ilosci biatka
DDAH-1/2 w watrobie, 2) obnizenia aktywnosci DDAH w korze moézgu i 3) obnizenia
ilosci  AGXT-2, mitochondrialnie zlokalizowanego enzymu reprezentujacego
alternatywna $ciezke degradacji ADMA w korze mozgu. Jednoczesnie wykluczono
wzrost syntezy ADMA na drodze reakcji katalizowanej przez PRMT i wzrost tempa
uwalniania metyloarginin z biatek.

Okreslono odmienny dla poszczegélnych izoform NOS profil zmian poziomu
ekspresji w homogenatach kory moézgu szczurow TAA oraz stwierdzono obnizenie
calkowitej aktywnosci NOS. Wykazano, ze dodatkowym mechanizmem uposledzajacym
funkcjonowanie NOS w modelu TAA, jednocze$nie przyczyniajacym si¢ do obnizenia
jego catkowitej aktywnosci, jest rozprzezenie enzymu, zjawisko wykazane jako spadek
ilosci aktywnych dimerow eNOS oraz zwigkszenie zaleznej od NOS produkcji ‘Oz’

Jednoczesnie nie stwierdzono zmian Ww stezeniu azotynow 1 azotandw
w homogenatach kory mozgowej szczurow TAA (metoda Griessa), obserwujac
rownolegle wzrost ich stezenia w osoczu, przektadajacy si¢ na wzmozong nitrozylacje
reszt Tyr w biatkach osocza.

Dootrzewnowe podanie His obnizylo wzrost stezenia ADMA w homogenatach
kory mozgowej szczuréw TAA, nie wptywajac na stgzenie ADMA w osoczu. Wydaje sig,
ze mechanizm tego zjawiska zwigzany jest ze zwigkszeniem aktywnosci DDAH
w mozgu, co wykazano w badaniach ex vivo.

W modelu TAA, His zwigkszala catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna kory
moézgu, co dowiodlo bezposrednio jej antyoksydacyjnych wiasnosci. His powodowata
rowniez wzrost stezenia karnozyny w korze mozgu, co moze przyczynia¢ si¢ do

obserwowanego zwigkszenia pojemnosci antyoksydacyjnej mozgu.
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Wyniki badan in vitro dowiodly, zaleznego od indukowanego amoniakiem
wzrostu ilosci transportera y*LAT2, obnizenia wewnatrzkomorkowego stezenia ADMA
1 SDMA w astrocytach. Wykazano réwniez, ze ADMA kompetycyjnie hamuje zalezny od
uktadu y'L, transport Arg do astrocytow. Efekt ten, obserwowany jedynie w przypadku
wysokich (niefizjologicznych ~ 500 uM) stgzen ADMA, nie wydaje si¢ jednak miec
kluczowego znaczenia w warunkach EW.

Whyniki dokumentuja, ze hiperamonemia nie zmienia st¢zenia ADMA w osoczu
lub moézgu szczura. Z kolei, w modelu ostrego uszkodzenia watroby dochodzi do
zaburzen funkcjonowania enzyméw degradujacych ADMA zar6wno w watrobie, jak 1
mozgu, co skutkuje wzrostem stgzenia ADMA. Wzrost stezenia ADMA, obok zmian w
poziomie ekspresji izoform NOS i rozprzezenia NOS, moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia
aktywnosci NOS w korze mozgu szczurow TAA. Protekcyjne dziatanie His dotyczy
jedynie czgséci obserwowanych w modelu TAA zaburzen zwigzanych gtownie 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-a.
content measured in the blood and a rise of TNF-a 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 uM, 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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