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Wykaz skrotow:

ACSF - sztuczny ptyn mézgowo-rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid)

ADC - pozorny wspotczynnik dyfuzji

ALT - aminotransferaza alaninowa

AMPA - a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-isoxazolepropionian

AOM - azoksymetan

APAP - acetaminofen

APQ-4 - akwaporyna 4

AST - aminotransferaza asparaginianowa

BBB - bariera krew-mozg (ang. blood—-brain barrier)

BCA - kwas bis-cynchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

cGMP - cykliczny guanozyno-3',5’-monofosforan

CK-18 - cytokreatyna CK-18 (ang. Caspase-cleaved cytokeratin 18)

CPP - ci$nienie perfuzyjne mozgu (ang. cerebral perfusion pressure)

dATP - deoksyadenozynotrojfosforan (ang. deoxyadenosine triphosphate)

dCTP - deoksycytydynotrojfosforan (ang. deoxycytidine triphosphate)

DEPC - dietylopiroweglan (ang. diethylpyrocarbonate)

DT - test decyzji

EB - bfgkit Evansa

EphR - receptory efryny

Erkl - kinaza regulowana zewnatrzkomorkowo 1/2

EW - encefalopatia watrobowa

FXR - farnezoidowy receptor jadrowy X

GABA - kwas gamma-aminomastowy

GAD - dekarboksylaza kwasu glutaminowego

GAH - kwas L-y-glutamylo hydroksamowy (ang. gamma-glutamyl hydroxamate)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

GIn - glutamina

Glu - glutaminian

GS - syntetaza glutaminy

HO-1 - oksygenaza hemowa 1

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high- performance liquid

chromatography)
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ICP - ci$nienie $rodczaszkowe (ang. intracranial pressure)

IL-1pB - interleukina 13

IL-6 - interleukina 6

INOS - indukowalna syntaza tlenku azotu

ISHEN - Mig¢dzynarodowe Towarzystwo Encefalopatii Watrobowej i Metabolizmu Azotowego

INCRNA - dlugie nieckodujace RNA

LTP - dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation)

MAP-2 - biatko towarzyszgce mikrotubulom (ang. microtubule associated proteins)

MAPKSs - kinazy bialkowe aktywowane mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinase)

MHE - posta¢ subkliniczng encefalopatii watrobowej (ang. minimal hepatic encephalopathy)

MMP9 - metaloproteinaza 9

MPT - zmiana przepuszczalnosci blon mitochondriow (ang. mitochondrial permeability
transition)

NAC - N-acetylocysteina

Nf-kB - transkrypcyjny czynnik jadrowy kappa B

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy

NO - tlenek azotu

NOS - syntaza tlenku azotu

OPA - dialdehyd orto-ftalowy

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PAG - fosforanozalezna glutaminaza (ang. phosphate-activated glutaminase)

PBR - obwodowy receptor benzodiazepinowy (ang. peripheral-type benzodiazepine receptor)

PBS - roztwor soli buforowany fosforanami (ang. phosphate buffered saline)

PE - fikoerytryna

PPF - stosunek parowanych impulsow, okreslajacy krotkotrwale wzmocnienie synaptyczne

(ang. Paired-pulse facilitation)

PSS - zespolenie wrotno-systemowe (ang. portosystemic shunting)

RBE-4 - linia komorkowa szczurzych komorek endotelialnych (ang. rat brain endothelial cell
culture 4)

ROS - reaktywne formy tlenu (z ang. reactive oxygen species)

S1PR2 - receptor sfingozyno-1-fosforanowy 2

SEPSCs - spontaniczne postsynaptyczne prady pobudzajace

SIRS - zespo6t ogolnoustrojowej reakcji zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response
Syndrome)

SNR - stosunek sygnatu do szumu (ang. signal to noise ratio)
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Src - cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa

TBS - stymulacja theta burst

THDOC - tetrahydrodeoksykortykosteron

Thrpl - trombospondyna 1

TLR4 - receptor Toll-podobny 4 (ang. toll-like receptor 4)

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu o

TRPCL - receptor przejsciowego potencjatu 1

TTX - tetrodotoksyna

vtila - biatko synaptyczne posredniczace w transporcie pecherzykow przez interakcje

z homologiem t-SNARESs 1A (z ang. vps10p tail interactor 1a)
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1. WSTEP

Amoniak jest jednym z kluczowych elementow homeostazy azotowej w organizmach
zywych, a powstaje na drodze przemian metabolicznych aminokwas6w, monoamin i zasad
azotowych. Jako prekursor uczestniczy w syntezie zwigzkow chemicznych tworzacych
struktury komorkowe, odpowiadajacych za przechowanie i przetwarzanie informacji
genetycznej oraz wlaczonych w przekaznictwo synaptyczne (Cooper i Plum, 1987). Zbyt
wysoki poziom amoniaku jest szkodliwy dla organizmu, w szczegdlnosci dla osrodkowego

uktadu nerwowego (OUN).

Na podstawie danych literaturowych przyjmuje si¢, ze st¢zenie fizjologiczne amoniaku
we Krwi tetniczej u ludzi wynosi 73-103 uM (Lockwood i wsp., 1979). Nowsze dane uznajg
za prawidlowe duzo nizsze st¢zenia amoniaku 10 - 47 pM, traktujgc st¢zenia powyzej

100 uM za szkodliwe (Bhatia 1 wsp., 2000).

Amoniak w okoto 90% jest usuwany z krwi dzigki pracy watroby w wyniku serii reakcji
chemicznych zachodzacych w hepatocytach (cykl mocznikowy), podczas ktorych amoniak

jest przeksztatlcany w mocznik 1 wydalany z moczem.

Terminem hiperamonemia okresla si¢ zaburzenie metaboliczne charakteryzujace si¢
podwyzszonym poziomem amoniaku w surowicy krwi. Wystgpuje w przebiegu wielu, czgsto
bezposrednio ze sobg nie zwigzanych schorzen, takich jak: przewlekta 1 ostra encefalopatia
watrobowa, Zespot Reye’a, wrodzone deficyty enzyméw cyklu mocznikowego, encefalopatia

mocznicowa, encefalopatia cukrzycowa czy encefalopatia hipoglikemiczna.

O ile wiekszo$¢ wymienionych zaburzen mozna zaliczy¢ do tzw. chorob rzadkich, to choroby
watroby s3 jedng z gldéwnych przyczyn hospitalizacji pacjentéw w Polsce. Wedtug danych
statystycznych, w 2015 roku w Polsce na choroby ukladu trawiennego zmarto 14 758 o0sob,
z czego az 4 302 zgondéw wigzano alkoholowa chorobg watroby, a 1 591 ze zwldknieniem
1 marskos$cig watroby (GUS, 2017). Dane te nie obejmuja zatru¢, ktore czesto prowadza

do niewydolnosci watroby, wérod ktoérych wykazano w 2015 roku 883 przypadki $miertelne.

Choroby watroby sa glowng przyczyng wystapienia zlozonego zespolu zaburzen
neuropsychiatrycznych okreslanego jako encefalopatia watrobowa (EW). Po raz pierwszy
schorzenie to zostato opisane w 1893 r. przez Nenckiego, Pavlova i Zaleskiego, ktorzy
wskazali zaburzong homeostaz¢ amoniaku wskutek zespolenia wrotno-systemowego u psow,
jako przyczyne wystgpienia zmian neurobehawioralnych (agresja, drazliwos¢, ataksja,

drgawki i $pigczka) (Nencki 1 wsp., 1896; Shawcross i wsp., 2005).
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1.1. Encefalopatia watrobowa — wiadomosci ogolne

Uszkodzenie watroby, rozumiane jako obnizenie liczby prawidlowo funkcjonujacych
hepatocytow, prowadzi do obwodowego gromadzenia si¢ substancji toksycznych
w organizmie. Rowniez w wyniku utrudnionego przeplywu krwi przez watrobe dochodzi do
gromadzenia si¢ zwigzkéw szkodliwych, do ktérych nalezy zaliczy¢ przede wszystkim
amoniak, merkaptany, fenole czy aminokwasy aromatyczne (tryptofan, tyrozyna
i fenyloalanina). Zwigzki te w przewazajacej wigkszosci dzialaja neurotoksycznie i moga
powodowaé uszkodzenia OUN oraz prowadzi¢ do wystapienia EW (Raabe, 1987; Gigueére
i Butterworth, 1984; Crossley i wsp., 1983; Norenberg, 1987).

Klasyfikacja EW opiera si¢ ha wyodrebnieniu kilku jej typow: typu A, okreslanego mianem
ostrej EW oraz typéw B 1 C okreslanych jako przewlekle EW. Dwiema najczestszymi
przyczynami ostrej postaci choroby sg wirusowe 1 polekowe zapalenie watroby. Do innych
przyczyn naleza: uszkodzenie watroby wywolane niedotlenieniem, zakrzepica zyt
watrobowych, choroba zarostowa zyl, choroba Wilsona, zatrucie grzybami, posocznica,
autoimmunologiczne zapalenie watroby, ostre sttuszczenie watroby w okresie ciazy, zespot
HELLP (hemoliza, podwyzszony poziom enzymow watrobowych, niski poziom ptytek krwi),
udar cieplny i naciek ztosliwy watroby (przerzuty z raka piersi, drobnokomorkowego raka
phuic i chloniaka). Dane statystyczne obejmujace liczbe pacjentéw w Polsce, u ktorych
stwierdzono zapalenie watroby wynikajace z przedawkowania lekow s3 trudnodostepne,
natomiast wiadomo, ze polekowe zapalenie watroby stanowi prawie polowe przypadkéw
wystgpienia ostrej EW w Stanach Zjednoczonych 1 Europie Zachodniej. W krajach tych,
najczestsza przyczyng zatru¢ nadal pozostaje acetaminofen (APAP). Niezamierzone, czy tez
niekontrolowane spozycie tego zwigzku prowadzi do niewydolnos$ci watroby, co jest czestsze
u pacjentow niedozywionych i/lub jednoczeé$nie naduzywajacych alkohol (Shah i wsp., 2018).
Manifestacja kliniczna ostrej EW typu A przebiega gwaltownie, z cigzkimi objawami
klinicznymi takimi jak: drgawki, $pigczka oraz wzrostem ci$nienia wewnatrzczaszkowego,

ktoére moze skutkowaé obrzekiem mozgu i $§miercia pacjenta.

Przewlekla EW typu B rozwija si¢ wskutek uposledzenia funkcji detoksykacyjnej watroby
spowodowanej chirurgicznym lub spontanicznym zespoleniem wrotno-systemowym (PSS,
ang. portosystemic shunting) powodujacym omini¢cie watroby przez zyle glownag
1 gromadzenie si¢ toksyn w krwiobiegu (Newell, 1984). Z kolei przewlekta posta¢ EW typu C
rozwija si¢ wskutek marskosci watroby. Ze wzgledu na przyczyng, mozna wyrdznié
marsko$¢:  alkoholowa,  zastoinowa, pozapalna, Zdlciowa oraz  spowodowang

uwarunkowaniami genetycznymi (Djiambou-Nganjeu, 2017). Manifestacja kliniczna
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przewlektej EW typu B i C jest wolniejsza i stopniowa, poza tym rzadziej obserwuje si¢

objawy prowadzace do $mierci pacjenta.

Warto nadmienié, ze oprécz tzw. objawowej EW (diagnozowanej klinicznie), wyr6znia si¢
posta¢ podkliniczng EW (MHE, ang. minimal hepatic encephalopathy), ktéra diagnozuje si¢
przede wszystkim w oparciu 0 wyniki testow psychometrycznych. Pogorszenie jakoSci zycia
pacjentow z MHE wiaze si¢ 1 najczgsciej dotyczy ograniczenia sprawnosci w prowadzeniu
samochodu, co tym samym stwarza zagrozenie bezpieczenstwa w ruchu drogowym (Bajaj,
2008). U pacjentow z MHE stwierdza si¢ takze wigksze ryzyko wystgpienia objawowej EW

oraz wyzszg $miertelno$¢ pacjentow (Weissenborn, 2015).

Bardziej szczegotowo objawy kliniczne MHE i objawowej EW z wyodrebnionymi stadiami w
4 stopniowej skali West Haven zostaly przedstawione w tabeli 1.1. (Bunchorntavakul
i Reddy, 2017).

Tab. 1.1. Klasyfikacja encefalopatii watrobowej wedtug skali West Haven (Salgado i Cortes,
2013).

Objawy kliniczne wystepujace w przebiegu encefalopatii watrobowe;j

MHE Stopien I Stopien II Stopien II1 Stopien IV
*Zaburzenia kognitywne, eBrak apetytu el etarg e Brak e Spiaczka
ktére nie sa obserwowane eZaburzenia o Ataksja koordynacji e Rozszerzenie
w standardowym badaniu snu ¢ Otgpienie e Splatanie zrenic
neurologicznym, a e Zaburzenia e Zmiana e Patologiczna | e Sztywno$é
jedynie po zastosowaniu koncentracji osobowosci senno$é odmézdzeniowa
specjalistycznych testow | ®Rozdraznienie | eNiepokoj e Urojenia * Catkowity
neuropsychologicznych e Zaburzenia e Zaburzenia e Sporadyczna brak reakcji na
lub neurofizjologicznych pisma, pamigci agresja l?odz'ce

liczenia e Zaburzenia e Oczoplas e Smier¢

orientacji e Drgawki
Kloniczne

Ze wzgledu na temat rozprawy, ktory koncentrowal moje badania na typie ostrym EW,

ponizej zamieszczone informacje beda dotyczyty EW typu A.
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1.1.1. Charakterystyka kluczowych objawo6w klinicznych ostrej EW

1) Obrzek mézgu

Obrzgk mozgu, obok sepsy i niewydolnosci wielonarzadowej, jest jedng z trzech gléwnych
przyczyn wysokiej $miertelnosci pacjentow z ostra EW (Clemmesen i wsp., 1999; Bernal
i wsp., 2007). Ryzyko wystapienia obrzeku mozgu jest szczegdlnie wysokie u pacjentow
w po6znej fazie choroby, gdzie obserwuje si¢ wysokie stezenie amoniaku w surowicy Krwi
oraz u 0osOb ze wspoltowarzyszaca infekcjg i/lub zespotem ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej
(SIRS, ang. Systemic Inflammatory Response Syndrome) (Rolando i wsp., 2000). U ~60%
pacjentoOw stan ten konczy si¢ $miercig. Obrzek mdzgu obserwowano zar6wno u pacjentow
z ostrg niewydolno$cig watroby (O'Brien i wsp., 1987; Aggarwal i wsp., 1994; Bjerring i wsp,
2009; Rai i wsp., 2008), jak i w zwierzecych modelach ostrej EW (Dixit i Chang, 1990;
Willard-Mack i wsp., 1996; Norenberg i Lapham, 1974) oraz w modelach
hiperamonemicznych (Takahashi i wsp., 1991; Hilgier i Olson, 1994).

Obrzgk modzgu moze rozwija¢ si¢ w wyniku zwiekszenia przepuszczalno$ci bariery krew-
mozg (BBB, ang. blood-brain barrier) dla wody lub metabolitow osmogennych (sktadowa
naczyniopochodna) lub przez zbieranie si¢ osmolitow w komodrkach moézgu (sktadowa
cytotoksyczna). Obie skladowe mogg powstawaé w sposob niezalezny lub by¢ ze sobag
wzajemnie powigzane. Wystgpienie skladowej naczyniopochodnej zwigzane jest
z uszkodzeniem BBB, ktorg tworza komorki srodbtonka naczyn ztaczone tzw. polaczeniami
$cistymi. Towarzyszg im komoérki okotonaczyniowe tzw. perycyty, ktore sa zespolone z blong
podstawng. W sktad btony podstawnej wchodzg m.in.: kolagen typu IV 1 V, fibronektyna oraz
laminina, a jej powierzchni¢ pokrywaja zakonczenia wypustek astrocytarnych (Haseloff
i wsp., 2005). Transport przez-komérkowy odbywa si¢ na zasadzie dyfuzji lub transportu
czynnego przy wykorzystaniu bialek blonowych. W warunkach EW zaobserwowano
zwiekszong przepuszczalno$¢ BBB (Lockwood i wsp., 1991) w materiale post mortem
pochodzacym od pacjentow z ostra niewydolnoscia watroby (Kato i wsp., 1992)
oraz w niektérych modelach zwierzgcych, w tym w mysim AOM modelu ostrej EW
(Shimojima i wsp., 2008; McMillin i wsp., 2015), co moze by¢ zwigzane z rozszczelnieniem
polaczen Scistych. Trzeba jednak podkresli¢, ze udziat rozszczelnienia BBB w rozwoju
obrzeku w warunkach EW jest nadal przedmiotem dyskusji i badan (Ott i Vilstrup, 2014;
Serensen i wsp., 2009; Keiding i wsp., 2006).
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Wigksze znaczenie w rozwoju obrzeku wydaje si¢ mie¢ sktadowa cytotoksyczna. Nadrzedna
rolg w jej wystapieniu przypisuje si¢ wysokiemu st¢zeniu amoniaku w mozgu, ktory prowadzi
miedzy innymi do nadprodukcji w komorkach glejowych zwigzku osmotycznie czynnego
jakim jest glutamina (GIn). Wywotane amoniakiem obrzmienie komorej glejowych wykazano
zarowno w pierwotnych hodowlach astrocytow traktowanych amoniakiem (Norenberg i wsp.,
1991; Rama Rao i wsp., 2003; Konopacka i wsp., 2009), jak i w modelach zwierzecych
(Willard-Mack i wsp., 1996; Swain i wsp., 1991). Gromadzenie si¢ Gln wewnatrz komorek
prowadzi do obrzmiewania wypustek astrocytarnych oraz zmniejszenia przestrzeni
miedzykomorkowej, co zostalo wykazane w materiale post mortem pochodzagcym od
pacjentow z ostrg EW (Saksena i wsp., 2008), jak i w zwierzecych modelach ostrej EW,
m.in. galaktozaminowym (Traber i wsp., 1987) i azoksymetanowym (Matkowskyj i wsp.,
1999). Uszkodzenie astrocytow peini centralng role w rozwoju choroby, bezposrednio
wplywajac na funkcje neurondow, dlatego tez EW czesto okresla si¢ mianem ,,astroglejopatii”

(Norenberg i wsp., 1992).

2) Zaburzenia neurotransmisji

Neuroprzekazniki aminokwasowe biorg udziat w przekazywaniu sygnalu miedzy neuronami,
wykazujac efekt odpowiednio pobudzajacy lub hamujacy. Glutaminian (Glu) jest gldwnym
przekaznikiem w neurotransmisji pobudzajacej 1 oddziatuje na receptory jonotropowe, wsrdd
ktorych mozna wyrozni¢ receptor: NMDA (N-metylo-D-asparaginian), bedacy najliczniej
wystepujacym kanatem wapniowym w moézgu, AMPA (a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
isoxazolepropionian), ktory otwiera kanat sodowo-wapniowy i kainianowy, otwierajacy kanat
sodowo-potasowy oraz receptory metabotropowe. Wymienione receptory jonotropowe
powodujg depolaryzacj¢ blony postsynaptycznej i wywolanie potencjatu pobudzeniowego.
W wigkszo$ci synaps glutamatergicznych zaobserwowano wystepowanie receptorow typu
AMPA i NMDA. Kwas y-aminomastowy (GABA) jest glownym neuroprzekaznikiem
neurotransmisji hamujacej. Aktywacja jonotropowego receptora dla tego neuroprzekaznika

otwiera kanat chlorkowy, powodujac hiperpolaryzacj¢ blony postsynaptyczne;.

W zwierzgcych modelach hiperamonemii i EW wykazano wzrost zewnatrzkomérkowego
stezenia Glu, a przyczyny tego zjawiska zostana opisane w kolejnych rozdzialach pracy
(Moroni i wsp., 1983; De Knegt i wsp., 1994; McArdle i wsp., 1996; Michalak i wsp., 1996;
Hilgier i wsp., 1999). Dodatkowo obserwowano obnizenie ekspresji astrocytarnych
transporterow dla Glu (Knecht i wsp., 1997; Norenberg i wsp., 1997; Chan i wsp., 2000),

a takze zwigkszong aktywnos$¢ receptorow NMDA. Obserwacje te sugeruja zaburzenia
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neurotransmisji glutaminergicznej w warunkach ostrej EW, co jest powaznym powiktaniem
wplywajacym na przebieg choroby. Moze si¢ to przeklada¢ na szereg zaburzen funkcji

poznawczych, intelektualnych, a takze motoryki i koordynacji ruchowe;.
1.1.2. Diagnostyka i leczenie ostrej EW

Stan pacjentow z ostrg EW jest zazwyczaj powazny, a diagnostyka skupia si¢ w duzej mierze
na pomiarze parametrow prognostycznych zgodnie z kryteriami King’s College takich jak: pH
krwi tetniczej, poziom bilirubiny, kreatyniny, czas protrombinowy, czas ktéry uptynat od
wystgpienia $pigczki (Shalimar i Acharya, 2015). Nadal szuka si¢ nowych narzedzi
diagnostycznych umozliwiajacych ocen¢ uszkodzenia narzadéw 1 stopnia zaawansowania
choroby w odniesieniu do rokowan pacjenta i1 koniecznosci przeprowadzenia transplantacji
watroby. Swiadcza o tym najnowsze badania, w ktorych histologiczna ocena probek
pobranych z watroby pacjentow z ostrg EW przyczynita si¢ do trafnego ustalenia etiologii EW
w 83%. Dodatkowo wykazano, ze poziom aktywnosci kaspazy 3/7 i cytokeratyny CK-18
(ang. caspase-cleaved cytokeratin 18) w krwi zylnej byly istotnie wyzsze u pacjentow, ktorzy
odzyskali sprawno$¢ bez przeszczepu watroby, sugerujagc wykorzystanie pomiaru tego
parametru jako markera prognostycznego regeneracji narzadu (Wang i wsp., 2018). Co
wiecej, podkresla si¢ wage wlasciwej 1 w miare szczegdlowej diagnozy pacjentdw na
oddziatach pediatrycznych, u ktérych zdarza si¢ kierowanie na przeszczep bez okreslenia
etiologii choroby (obejmujacych wirus opryszczki pospolitej HSV, chorobe Wilsona czy tez
zaburzenia mitochondrialnego utleniania kwasow tluszczowych). Wykazano, ze zastosowanie
komputerowych metod diagnostyki i rehabilitacji neuropsychologicznej, m.in. testu decyzji

zmniejszyto odsetek dzieci z ostrg EW o nicokreslonej etiologii (Narkewicz i wsp., 2018).

Pomimo faktu, ze typ ostry EW pozostaje schorzeniem ze ztym rokowaniem, rozwoj technik
ortotopowego przeszczepu watroby przyczynit si¢ do wzrostu przezywalnosci pacjentow.
Cze$¢ pacjentow odzyskuje sprawno$¢ w wyniku regeneracji narzadu, za$ okolo potowa
zostaje poddana przeszczepowi watroby. Przeszczepy watroby u pacjentow z ostra EW
stanowig rocznie 8% wszystkich przypadkow transplantacji narzadow. Roczne wskazniki
przezycia po przeszczepie watroby w Europie wynosza 79% (Olivo 1 wsp., 2018). Statystyki
przezywalnosci pacjentow W Europie ulegaja poprawie, co jest spowodowane sprawniejsza
1 bardziej precyzyjng diagnostyka, lepszym zarzadzaniem intensywna opieka medyczna,
skuteczniejszym kwalifikowaniem narzadoéw do przeszczepu oraz wczesnym podawaniem
N-acetylocysteiny (NAC) np. pacjentom po przedawkowaniu APAP (Makin i wsp., 1995;
Williams i Wendon, 1994). Rozwdj technik ratujacych zycie pacjentom z ostrg EW widaé

takze w Polsce, gdzie pierwszego udanego przeszczepu watroby U 0soby dorostej dokonano
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w 1994 roku w Centralnym Szpitalu Klinicznym WUM w Warszawie. Nie wypracowano
jednak jak dotad standardu postepowania z pacjentami, a okreslenie najlepszej opcji
terapeutycznej zalezy od wielu czynnikow, m. in. wieku pacjenta, zaawansowania choroby
czy etiologii schorzenia. Aktualnie stosowane metody leczenia ostrej EW, ze wzgledu na
skupienie si¢ w pierwszej kolejnosci na eliminowaniu okreslonych objawow klinicznych

mozna podzieli¢ na:
1) terapie¢ ukierunkowana na eliminacj¢ obrzeku mozgu;

Dziatania te opierajg si¢ przede wszystkim na monitorowaniu cisnienia $rodczaszkowego
(ICP, ang. intracranial pressure) i cisnienia perfuzyjnego mozgu (CPP, ang. cerebral
perfusion pressure). W przypadku wystgpienia podwyzszonego ICP zaleca si¢ podanie
mannitolu w dawce 0,5-1,0 g/kg, lecz nie stosuje si¢ go profilaktycznie. W niektorych
przypadkach zalecane jest podawanie hipertonicznego roztworu NaCl w celu wywotania
hipernatremii 1 zmniejszenia obrzeku mozgu. Warto rdwniez zwroci¢ uwage na stosowanie
hipotermii ogoélnoustrojowej (obnizenie tem. Ciata do 32-35°C), ktorg zaleca si¢ w krotkich
odcinkach czasowych i traktuje wylacznie jako pomoc dorazng, zwigkszajaca przezycie

pacjentow oczekujacych na przeszczep watroby (Stravitz 1 wsp., 2008).
2) strategie obnizania stezenia amoniaku;

Strategie te majg na celu zmniejszenie wytwarzania amoniaku w jelitach (niewchianialne
dwucukry jak laktuloza i laktitol, probiotyki), zmniejszenie pozajelitowego wytwarzania
amoniaku (antybiotyki — chinolony, ketoanalogi), pobudzenie metabolizmu amoniaku (L-
asparaginian L-ornityny, L-arginina), badZz eliminacj¢ nadmiaru amoniaku (hemoperfuzja)
(Panasiuk, 2014; Sivolap, 2017).

3) inne formy terapii ukierunkowane na kontrolowanie i zapobieganie powiklaniom
niestabilnosci hemodynamicznej, niewydolnosci nerek, koagulopatii, hipoglikemii

i niewydalnos$ci oddychania;

W celu zwigkszenia perfuzji narzadéw stosuje si¢ m. in. srodki wptywajace na skurcz naczyn
tetniczych 1zylnych, noradrenaling, czgsto z dodatkiem wazopresyny lub terlipresyny.
Dodatkowo poprawiaja one perfuzje moézgowa, jednak w zaawansowanych stadiach EW na
kazdym etapie wymagaja zachowania szczegdlnej ostroznos$ci. Aktualnie obowiazujace
wytyczne Amerykanskiego Towarzystwa Gastroenterologicznego nie rekomenduja
stosowania glikokortykoidow w leczeniu EW z nadci$nieniem $rodczaszkowym (Shalimar
i Acharya, 2015).
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4) terapie wspomagajace prawidlowe funkcjonowanie watroby i przeszczep

watroby;

Pozaustrojowe interwencje terapeutyczne, ktore maja za zadanie poprawe funkcji watroby,
moga by¢ ogdlnie sklasyfikowane jako sztuczne systemy filtracji, nie zawierajace sktadnika
biologicznego (plazmafereza, hemodializa, hemofiltracja, hemodiafiltracja, hemoperfuzja na
weglu  drzewnym, systemy dializy watrobowej MARS (Stange 1 wsp., 1993)
i PROMETHEUS (Falkenhagen i wsp., 1999) lub wykorzystujace zywe komorki watroby
(perfuzja pozaustrojowa z watrobg zwierzeca lub ludzka, bioreaktory z komorkami
hepatocytow, systemy ELAD (ang. extracorporeal liver assist device; Sussman i wsp., 1992),
czy AMC-BALL (ang. Bioartificial Liver; van de Kerkhove i wsp., 2002). Dotychczas
stosowane terapie wykorzystujace czynniki biologiczne nie wplynety znaczaco na dhugos¢
przezycia pacjentow. W wigkszosci przypadkow ostrej EW jedynym skutecznym zabiegiem
ratujgcym zycie jest przeszczep watroby. W krajach UE kierujac pacjentow do przeszczepu
nadal korzysta si¢ z kryteriow brytyjskiego King’s College, wskazujacych pacjentow,
u ktorych spontaniczne wyzdrowienie jest wysoce nieprawdopodobne. Niektore kryteria
dotyczace parametrow prognostycznych (np. czas protrombinowy, poziom bilirubiny czy
poziom mleczanu we krwi tetniczej) okazujg si¢ malo swoiste dla danego schorzenia lub

czulo$¢ ich oznaczania jest niewystarczajaca (Shalimar i Acharya, 2015).
1.1.3. Modele ostrej EW

Wykorzystywanie systemow skrawkowych, badz ograniczenie si¢ jedynie do hodowli
komorkowych w badaniach patomechanizmu EW jest czesto niewystarczajace. Jest to
spowodowane duzg liczbg czynnikoOw patogennych, zaleznos$cig pracy wielu narzadow —
wplywu niewydolnos$ci watroby na zmiany neurologiczne, a takze skomplikowang budowa
uktadu nerwowego. Dlatego tez zlozono§¢ schorzenia, ktérym jest EW, wymaga

wykorzystania do badan modeli zwierzgcych.

W 2009 roku Migdzynarodowe Towarzystwo Encefalopatii Watrobowe;j
i Metabolizmu Azotowego (ISHEN) wskazalo wysoka uzyteczno$¢ obecnie uzywanych
modeli zwierzgcych ostrej EW, wséréd ktorych znalazly si¢: modele nieuszkadzajace
hepatocytow (hepatektomia, dewaskularyzacja watroby; w wigkszo$ci modele szczurze) oraz
modele hepatotoksyczne (wykorzystujace stosowanie hepatotoksyn: galaktozaminy,

acetaminofenu, tioacetamidu, azoksymetanu) (Tab. 2.1.3.).
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Tab. 1.1.3. Zwierzece modele ostrej encefalopatii watrobowej (Butterworth i wsp., 2009).

modele nieuszkadzajace | dewaskularyzacja watroby szczur, krolik, $winia

hepatocytow hepatektomia szczur, $winia

modele hepatotoksyczne | galaktozamina szczur, krolik, $winka morska
acetaminofen szczur, pies, Swinia
tioacetamid szczur
azoksymetan mysz

Wszystkie modele w duzym stopniu odwzorowuja obraz kliniczny choroby, natomiast
najlepiej opisanymi sg: szczurzy model dewaskluaryzacji watroby oraz model tioacetamidowy
(Butterworth i wsp., 2009). Mysi azoksymetanowy (AOM) model ostrej EW jest stosunkowo
nowym modelem, scharakteryzowanym najpierw w 1999 roku przez Matkowskyj i wsp.
(1999), a pdzniej bardziej szczegdtowo przez grupe Buttherwortha w 2006 roku (Bélanger
i wsp., 2006) i dobrze odtwarza gtdéwne cechy charakterystyczne dla ostrej EW: bardzo duzy
wzrost stezenia amoniaku w surowicy oraz w médzgu, podwyzszone st¢zenia aminokwasow:
glutaminianu, glutaminy, histydyny, alaniny, tyrozyny, waliny, metioniny, tryptofanu,
izoleucyny, leucyny w korze moézgowej zwierzat, wspolwystepowanie obrzeku mozgu.
Dlatego, ze mysie modele sa cz¢sto wykorzystywane do badan mechanizmoéw obejmujacych
manipulacje genetyczne oraz ze wzgledu na zaplanowane cele niniejszej dysertacji
i planowane zastosowanie modelu wyciszenia transportera Gln technikg vivo morpholino,

zdecydowali$my si¢ na wykorzystanie w badaniach mysiego AOM modelu ostrej EW.
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1.2. Patomechanizm encefalopatii watrobowej

Patomechanizm EW w dalszym ciagu jest obiektem zainteresowania wielu grup badawczych.
Nalezy jeszcze raz podkreslic, ze EW jest zaburzeniem wieloczynnikowym, w ktorym
amoniak peini glowna rolg w rozwoju i poglgbianiu si¢ objawdw choroby (Shawcross 1 wsp.,
2005; Lockwood i wsp., 1991; Butterworth i wsp., 1987). Wickszo$¢ poznanych do tej pory
aspektow patomechanizmu EW jest wypadkows, oprocz wysokiego stgzenia amoniaku, kilku
czynnikow patogennych, w tym stresu oksydacyjnego czy cytokin prozapalnych (Butterworth,

2016). Zostang one w skrdcie omoéwione ponizej.

AMONIAK

I ™S
/

STRES OKSYDACYINY

I NITRACYIJNY s

ZABURZENIA

NEUROTRANSMISIJI BENZODIAZEPINY

CYTOKINY PROZAPALNE KWASY ZOtCIOWE

Ryc.1.2. Gtéwne czynniki odpowiedzialne za patomechanizm encefalopatii watrobowe;.

1.2.1. Udzial stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego oraz innych czynnikow

W rozwoju ostrej EW

Wiedza na temat roli stresu oksydacyjnego w rozwoju EW jest coraz obszerniejsza. Stres
oksydacyjny wystgpuje w przypadku przechylenia roéwnowagi miedzy wytwarzaniem
wolnych rodnikéw a ich neutralizacja, co sprzyja wytwarzaniu reaktywnych form tlenu
(ROS), bioragcych udzial w sygnalizacji komoérkowej w warunkach prawidlowych, lecz

wykazujacych negatywny wptyw na komoérki przy wysokich stezeniach (Valko 1 wsp., 2007).
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W bialkach podatnych na utlenianie moze dochodzi¢ do modyfikacji posttranslacyjnych,
obejmujacych karboksylacje, nitrowanie lub S-nitrozylacje, czego konsekwencja moze by¢
fragmentacja tancucha polipeptydowego i generowanie wigzan bialko-biatko. W rezultacie
powstaja funkcjonalne zmiany w aktywno$ci enzyméw, transporterd6w czy receptoroOw
(Stadtman i Levine, 2000). Dodatkowo ROS moga oddzialywa¢ na grupy metylenowe
lipidow, glownie wielonienasyconych kwasow thuszczowych, powodujac ich peroksydacje
i tworzenie aldehydow. Moze to prowadzi¢ do wigzania biatek tworzacych niefunkcjonalne

kompleksy, a takze do zmian przepuszczalnosci bton komérkowych (Poon i wsp., 2004).

Zarowno w hodowlach astrocytarnych, jak i w badaniach na zwierzetach wykazano
zwigkszong produkcje ROS w odpowiedzi na podwyzszone stezenie amoniaku (Murthy
i wsp., 2001; Hilgier i wsp., 2003; Kosenko i wsp., 1997). Dodatkowo w badanich in vitro na
szczurzych hodowlach astrocytarnych poddanych inkubacji z amoniakiem (Jayakumar i wsp.,
2006), oraz in vivo - w szczurzym tioacetamidowym modelu ostrej EW (Sathyasaikumar
1 wsp., 2007) wykazano, ze podanie antyoksydantow obniza, wywotane wysokim stezeniem

amoniaku, obrzmienie astrocytow.

Ponadto, dziatanie ROS na kwasy nukleinowe, gldwnie na ich jednostke budulcowg -
guaning, ktéra ma wyzszy potencjal redoks niz inne zasady azotowe, moze prowadzi¢
do uposledzenia translacji 1 nieprawidlowe;j syntezy biatek (Bosoi
i Rose, 2013). Stres oksydacyjny w warunkach ostrej EW moze powodowac takze uwolnienie
jondw cynku (Zn®") z  metalotionein.  Astrocytarne  fluktuacje  “wolnego"
wewnatrzkomorkowego stezenia Zn’* moga modulowaé transdukcje sygnatu, aktywno$é
czynnikow transkrypcyjnych i ekspresje genow (Krezel i wsp., 2007). W szczurzej hodowli
astrocytow poddanych warunkom hipoosmotycznym udowodniono, ze Zn** bierze udziat
w translokacji do jadra czynnika transkrypcyjnego Spl, ktory jest zaangazowany w regulacje
ekspresji obwodowego (pozaneuronalnego) receptora benzodiazepinowego (PBR, ang.
peripheral-type benzodiazepine receptor) (Kruczek i wsp., 2009). Ten blonowy receptor moze
wpltywaé na liczne funkcje komorkowe, m.in. steroidogeneze, oddychanie komodrkowe,
potencjat blony mitochondrialnej, biosynteze hemu, apoptoze 1 proliferacj¢ komorek
Kotodziejczyk, 2015). Bardziej szczegdlowa rola PBR w rozwoju ostrej] EW zostanie opisana

w kolejnych rozdziatach.

Rola stanu zapalnego w patogenezie EW zostala bezsprzecznie udowodniona, co
dokumentuje obszerna literatura (Butterworth, 2016; Jayakumar i wsp., 2015). W warunkach
ostrej EW wystepuje zaro6wno zapalenie ogdlnoustrojowe, jak 1 wyzsze stezenia cytokin

w mozgu na skutek odpowiedzi komorek (glownie mikrogleju i komodrek endotelialnych).
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Glownymi cytokinami, ktorych poziom we krwi wzrasta sg interleukiny 1 oraz 6 (I11-1p, 11-6)
oraz czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a). Wykazano, ze TNF-a 1 IL-1f moga
modulowa¢ ekspresj¢ 1 aktywno$¢ metaloproteinazy 9 (MMP9), ktéra w warunkach
fizjologicznych jest zaleznym od jondéw cynku enzymem proteolitycznym biorgcym udziat
w rozkladzie macierzy pozakomoérkowej, w procesach takich jak: rozwdj embrionalny,
rozmnazanie, angiogeneza, gojenie si¢ ran, migracja komoérek. W  warunkach
patofizjologicznych moze powodowa¢ degradacje laminy lub wplywac na potaczenia Sciste
komorek endotelialnych, co skutkuje rozszczelnieniem BBB obserwowanym np. w mysim
AOM modelu ostrej EW (Sharief i Thompson, 1992; Chastre i wsp., 2014). Dodatkowo
w tym samym modelu wykazano, ze dootrzewnowe podanie etanerceptu, biatka
neutralizujacego TNF-0, opdznia rozwoj choroby 1 zmniejsza stan zapalny. Przeklada si¢ to
na mniejsza liczbe uszkodzen hepatocytarnych, obnizenie stresu oksydacyjnego i obnizenie
poziomu cytokin prozaplanych produkowanych w moézgu, wskazujac na potencjalng role
TNF-o w rozwoju EW (Chastre i wsp., 2012). Mechanizm tlumaczacy udzial cytokin
w powstawaniu obrzeku cytotoksycznego nie jest do konca poznany. Wykazano,
ze w hodowlach astrocytarnych amoniak 1 cytokiny wspdtuczestnicza w wywotywaniu
obrzmiewania tych komdrek, z pierwszorzednym udzialem amoniaku, ktéry inicjuje
aktywacje transkrypcyjnego czynnika jadrowego-kappa B (Nf-kB) (Rama Rao i wsp., 2010).
W rozwoju EW podkresla si¢ udziat aktywacji mikrogleju, ktéry indukuje odpowiedz zapalna,
syntez¢ 1 uwalnianie cytokin takich jak: IL-la, IL-1f 1 TNF-a. Odpowiedz taka moga
wywotywa¢ miedzy innymi wysokie st¢zenie Glu czy prozapalne cytokiny obwodowe
(Garden i wsp., 2006).

W ostatnich latach ponownie zwrocono uwage na inne zwigzki toksyczne gromadzace si¢
w krwiobiegu na skutek niewydolnosci watroby, takie jak: benzodiazepiny czy kwasy
z0lciowe. Rola benzodiazepin w kontekscie uszkodzen astrocytéw zostanie omoOwiona
w dalszej czeSci dysertacji (rozdziat 2.2.3.2). W wyniku uszkodzenia watroby, wskutek
upos$ledzonego mechanizmu wychwytu zwrotnego w watrobie oraz zmienionej mikroflory
jelitowej, poziom kwasow zotciowych w surowicy zwigksza si¢ (Kakiyama i wsp., 2013), co
prawdopodobnie przyczynia si¢ do rozwoju kardiomiopatii (Ma i wsp., 1997) i wazodylatacji
u pacjentow ze schorzeniami watroby (Bomzon i Ljubuncic, 1995). Co wiecej, u szczurow
z podwigzanymi przewodami zOlciowymi stwierdzono, Zze profil kwaséw zdlciowych,
szczegolnie kwasu litocholowego w korze czotowej jest zwigkszony w poroéwnaniu do
kontroli. Sugeruje to, ze podwyzszenie obwodowego poziomu kwasow zolciowych przeklada
si¢ na ich poziom w moézgu (Tripodi i wsp., 2012). Wykazano takze, ze pacjenci, ktorzy
zmarli w wyniku ostrej niewydolnosci watroby mieli podwyzszone stezenie wolnych kwasow
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z6kciowych w plynie mézgowo-rdzeniowym, w odrdéznieniu od pacjentdow bez objawow
choroby watroby (Bron i wsp., 1977). W AOM modelu ostrej EW wykazano podwyzszone
stezenie kwasow zotciowych zarowno w osoczu jak i w korze czolowej myszy (McMillin
I wsp., 2016; McMillin i wsp., 2017). Ta sama grupa badawcza wykazala, Zze obnizenie
poziomu kwaséw zolciowych w surowicy i korze czolowej wskutek krotkotrwatego
karmienia cholestyraming (zwigzkiem zmniejszajacym stezenie cholesterolu) nie wptyngto na
uszkodzenie watroby, jednak znacznie opdznitlo wystgpienic objawow neurologicznych.
Postuluje sig¢, ze bezposredni zwigzek pomigdzy gromadzacymi si¢ kwasami zdlciowymi,
a zaburzeniami neurotransmisji w EW moze by¢ zwigzany z nadmierng aktywacja
farnezoidowego receptora jadrowego X (FXR) zlokalizowanego w neuronach, ktérego
ekspresja jest znaczgco podwyzszona we wezesnych stadiach schorzenia. Dodatkowo, kwasy
zolciowe moga aktywowac receptor sfingozyno-1-fosforanowy 2 (S1PR2), ktory, jak
wykazano w badaniach wykorzystujacych inne modele EW, promuje powstawanie stanu

zapalnego.
1.2.2. Rola amoniaku w patomechanizmie EW

W wyniku uszkodzenia watroby homeostaza amoniaku w organizmie zostaje zaburzona,
a poziom tej neurotoksyny rosnie w krwiobiegu. Toksyczno$¢ amoniaku zostata
bezsprzecznie udowodniona i byta wielokrotnic wykazywana w badaniach in vitro i in vivo,
zarowno wykorzystujgcych proste modele hiperamonemiczne (Takahashi i wsp., 1991), jak
i ostatnio mysi model wyciszenia syntetazy glutaminy (GS) w watrobie (Qvartskhava i wsp.,
2015).

1) Toksyczno$¢ amoniaku w OUN

Amoniak w organizmie wystepuje w réwnowadze pomiedzy forma jonowa NH,' oraz
niejonowg NHj. Obecnie uwaza sie, ze transport amoniaku przez BBB odbywa si¢ zar6wno
przez dyfuzje prosta (NHs), jak i w wyniku transportu wspomaganego (NH,"), jednak nadal
nie wiadomo, ktora $ciezka w warunkach ostrej EW jest dominujaca (Ott i Vilstrup, 2014).
Naplyw amoniaku do mézgu wzrasta rownolegle do jego stezenia we krwi (Serensen, 2013),
jednak mézg nie ma efektywnego cyklu mocznikowego, w zwigzku z czym zdolno$¢ do jego
usuwania jest ograniczona. Gléwnym sposobem eliminacji toksycznego amoniaku
w mozgu jest synteza GIn w wyniku reakcji Glu z amoniakiem katalizowana przez enzym —
GS, zachodzaca w astrocytach. Astrocyty reguluja szereg Kluczowych i krytycznych dla
utrzymania  prawidlowych  procesow w  oSrodkowym  ukladzie = nerwowym,

w tym neurotransmisji, synaptogenezy, regulujacji pH, homeostazy jonow i1 wody,

27



metabolizmu energetycznego, a takze s3 zaangazowane w dostarczanie czynnikOw wzrostu

i sktadnikow odzywczych do komérek nerwowych (Wang i Bordey, 2008).
2) Wplyw amoniaku na astrocyty

Jedng z gldéwnych konsekwencji oddziatywania wysokiego st¢zenia amoniaku na astrocyty
jest produkcja ROS. Rodniki azotowe odgrywaja wazng rolg w sygnalizacji komérkowej
(Valko i wsp., 2007). Jak wspomniano wyzej, wysokie stezeniec RNS moze powodowaé
nitracje reszt tyrozynowych biatek, co powoduje zmiang ich funkcji badz ich inaktywacje.
Opisano taki typ modyfikacji miedzy innymi dla GS, receptora PBR, kinazy Erkl (kinaza
regulowana zewnatrzkomorkowo 1/2), ktorej aktywacja reguluje cykl komoérkowy,
proliferacje 1 roéznicowanie, oraz dla kotransportera Na-K-Cl, przenoszacego jony sodu,
potasu i chloru przez bton¢ komoérkowa (Haussinger i Gorg, 2010). Jednym z mechanizmow
wyjasniajagcych wptyw amoniaku na produkcje ROS jest aktywacja enzymu oksydazy
NADPH, ktory jest donorem elektronu w reakcji jednoelektronowej redukeji tlenu, katalizujac
w ten sposob produkcje ROS (Reinehr i wsp., 2007). W pierwotnej hodowli astrocytow
wykazano, ze amoniak powoduje aktywacje fosforylacji seryny p47phox, ktora jest kluczowa
dla aktywacji oksydazy NADPH. Fosforylacja p47phox prowadzi takze do aktywacji
receptora NMDA, wzmocnienia wyrzutu Ca**, aktywacji sfingomielinazy i aktywacji kinazy
biatkowej C{ (Reinehr i wsp., 2007; Gorg i wsp., 2013). Nie mniej istotnym elementem
toksycznego dzialania amoniaku na astrocyt jest jego rola w uszkodzeniu mitochondriow,
doktadniej opisana w kolejnym rozdziale, a takze obnizenie aktywnosci 1 ekspresji enzymoéw
antyoksydacyjnych, takich jak Kkatalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, tioredoksyna,
peroksydaza glutationowa (Ruszkiewicz i Albrecht, 2015; Lemberg i Fernandez, 2009).
Wykazano takze, ze w hodowlach astrocytarnych oraz w badaniach in vivo w szczurzym
modelu EW amoniak, cytokiny prozapalne i benzodiazepiny powoduja wzmozona produkcje
ROS/RNS, szczeg6lnie tlenku azotu poprzez aktywacje receptora NMDA 1 mechanizm
wapniowo-zalezny (Murthy i wsp., 2001; Schliess i wsp., 2004; Reinehr i wsp., 2007).

Wykazano, ze w pierwotnej hodowli zarowno mysich jak i w szczurzych astrocytow
korowych inkubowanych z 5 mM octanem amonu dochodzi do wzrostu
wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia (Schliess i wsp., 2002; Rose i wsp., 2005).
Dodatkowo, st¢zenia amoniaku na poziomie 1-5 mM powodujg podwyzszenie st¢zenia jondw
wapnia w astrocytach mysich skrawkow mozgowych pochodzacych z réznych regionow
mozgu (Haack 1 wsp., 2014). Wykazano, ze amoniak indukuje wzrost stezenia jonow wapnia
na drodze kliku mechanizméw, do ktoérych naleza: nadaktywacja receptora NMDA, zmiana

pH wewnatrzkomorkowego prowadzaca do uwalniania jondéw wapnia z magazynow
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retikulum endoplazmatycznego, a takze uszkodzenie mitochondriow w astrocytach,
skutkujace nier6wnowagg energetyczng prowadzaca do niskiej aktywnosci pomp jonowych
(Na*/K*-ATP-azy, Ca**/H"-ATP-azy, wymiennika Na*-Ca®") (Rose i wsp., 2005; Oja i wsp.,
2017). Wysokie stezenie jonéw Ca?* powoduje zwigkszenie przepuszczalnosci
mitochondriow dla substancji o masie czasteczkowej do 1500 Da (Haworth i Hunter, 1979).
Prowadzi to do =zaburzenia gradientu elektrochemicznego blony komodrkowej oraz
zwickszonego zuzycia ATP zwiazanego z aktywacja Na'/K'-ATPazy. Rownolegle, transport
jonéw wapnia powoduje obnizenie potencjalu na wewngtrznej blonie mitochondrialnej
powodujac zahamowanie syntezy ATP (Kosenko i wsp., 1994; Bernardi, 1996). Z kolei
astrocytarne fale wapniowe moga bezposrednio wplywaé na stezenie jonow wapnia
w sgsiadujgcych neuronach, jednocze$nie stymulujac uwalnianie Glu z astrocytow (Gabryel
i wsp., 2015; Moroni i wsp., 1983). Najnowsze badania wykazujg takze, iz amoniak powoduje
zwickszong ekspresje kanalu jonowego - receptora przejsciowego potencjatu 1 (TRPC1)
(Liang i wsp., 2014) oraz wzrost poziomu ekspresji izoformy astrocytarnego kanatu
wapniowego Cavl.2 (Wang i wsp., 2015), co dodatkowo zwigksza wewnatrzkomorkowe

stezenie jonow wapnia.

Wysokie stezenie amoniaku wptywa bezposrednio na poziom ekspresji genoéw wielu biatek
astrocytarnych poprzez regulacje aktywnosci roznych $ciezek sygnalizacyjnych zwigzanych
z regulacja transkrypcji. W hodowlach astrocytarnych wykazano wplyw amoniaku na
aktywacje kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (MAPKS), ktore razem ze stresem
oksydacyjnym wptywaja na NF-kB (Sinke i wsp., 2008). Fosforylacja inhibitora z rodziny
IkB powoduje uwolnienie NF-xB, ktory przedostaje si¢ do jadra i wpltywa na transkrypcje
genow kodujacych biatka, miedzy innymi oksydazy NADPH oraz indukowalnej syntazy
tlenku azotu (iINOS), generujacej produkcje tlenku azotu. Moze on takze aktywowac
fosfolipaze A2 a takze cyklooksygenazg-2, posrednio powodujac produkcje kwasu
arachidowego 1 prostaglandyn, metabolitéw wywolujacych obrzmienie astrocytow (Baldwin,
1996; Staub i wsp., 1994). Dodatkowo, zarowno w hodowlach astrocytarnych traktowanych
amoniakiem, jak w szczurzym modelu hiperamonemii, stwierdzono wzrost poziomu
i fosforylacje natywnego biatka p53, ktore dziata jako czynnik transkrypcyjny (Kosenko
i wsp., 2007; Panickar i wsp., 2009). Biatko p53 wptywa na aktywacj¢ i dezaktywacj¢ genow,
jest inhibitorem replikacji DNA wplywajac na cykl komdérkowy oraz jest zaangazowane
w regulacje apoptozy (Agostini i wsp., 2017). Najnowsze badania sugeruja role dhlugich
niekodujagcych  RNA (IncRNA) zaangazowanych w koordynowanie ekspresji gendw,
w patomechanizmie EW. W mysim AOM modelu ostrej EW, w korze czolowej zwierzat

w fazie $piagczki wykazano, ze 868 transkryptow ulega zmianie wzgledem kontroli, z czego
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ekspresja 486 byla obnizona. Analiza bioinformatyczna wykazata, ze cz¢$¢ z nich reguluje
szlaki biologiczne obejmujace m. in. interakcje cytokin z receptorami, szlak sygnalizacyjny
MAPK, szlak sygnalizacyjny insuliny i szlak sygnalowy Nf-kB (Silva i wsp., 2017).
Najswiezsze dane literaturowe wskazuja takze na modyfikacje ekspresji microRNA. Ich
poziom ekspresji zmienial si¢ w astrocytach poddanych ekspozycji na amoniak oraz w mozgu
myszy AOM (Oenarto i wsp., 2016; Vemuganti i wsp., 2014). W pierwszym z przytoczonych
badan, dotyczyla ona 185 gendow potencjalnie regulowanych przez zmieniony poziom
microRNA, z czego 43 (m.in. oksygenaza hemowa 1 (HO-1)), o potencjalnie istotnej roli
w patomechanizmie EW (Oenarto i wsp., 2016). Natomiast w mysim modelu ostrej EW
wykazano zmienionych 470 microRNA, z czego statystycznie istotnie podwyzszonych bylo
37 (w 20 microRNA), a obnizonych 17. Sugeruje si¢, ze moga one wplywaé na biatka Sciezek
molekularnych obejmujacych m.in. szlak Wnt, MAP-k, PI3-k-AKT czy transmisj¢
glutaminergiczng (Vemuganti i wsp., 2014). Zaro6wno w hodowlach astrocytarnych jak
i modelu szczurzym wykazano podwyzszony poziom ekspresji mRNA oraz biatka HO-1
(Wang i wsp., 2013; Warskulat i wsp., 2002). Dodatkowo traktowanie szczurzych astrocytow
pierwotnych z Il-13 powodowato podwyzszenie poziomu HO-1 w komorkach (Chastre i wsp.,
2010). Sugeruje to, z¢ HO-1 w warunkach EW przyczynia si¢ do poglebienia stresu
oksydacyjnego, ktéry moze by¢ czgsciowo wywolany reakcjami wolnorodnikowymi
z udzialem wolnego zelaza produkowanego w wyniku degradacji hemu przez HO-1.
Zaobserwowano takze, ze zahamowanie ekspresji HO-1 przez protoporfiryn¢ cynkowa obniza
poziom ekspresji APQ-4 i zmniejsza poziom stresu oksydacyjnego, co wydaje si¢ istotnym
czynnikiem w patomechanizmie EW, lecz wymaga dodatkowego potwierdzenia (Wang
i wsp., 2013; Loboda i wsp., 2008).

Z kolei dlugotrwata (1-10 dni) ekspozycja astrocytdow na amoniak powodowata obnizenie
zardbwno zewnatrzkomérkowego jak 1 wewnatrzkomorkowego poziomu trombospondyny 1
(Thrpl). Trombospondyny sg duzymi oligomerycznymi biatkami macierzy pozakomorkowe;j,
ktore posrednicza w oddzialywaniach komoérka - komorka i komodrka - macierz
zewnatrzkomérkowa  przez  wigzanie  szeregu  receptoréw  blonowych, innych
zewnatrzkomoérkowych biatek macierzy i1 cytokin, modulujac w ten sposob proliferacje,
migracj¢ i apoptoze komorki oraz wplywajac na synaptogeneze (Christopherson i wsp.,
2005). W hodowlach neuronalnych traktowanych pozywka znad hodowli astrocytarnej,
wykazano obnizenie ilosci biatek synaptycznych: synaptofizyny, synaptotagminy i PSD-95,
co odwracato dodanie rekombinowanej Thrpl. Dodatkowo w szczurzym modelu przewleklej
EW obserwowano obnizenie ilosci Thrpl oraz synaptofizyny w korze czotowej (Jayakumar

i wsp., 2014). Co istotne, w badaniach wlasnych, niezwigzanych bezposrednio z przedmiotem
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rozprawy, wykazali$my obnizenie ekspresji wybranych bialek synaptycznych, w tym réwniez
synaptofizyny i synaptotagminy we frakcjach blonowych kory czolowej myszy AOM.
Rownolegle  obserwowaliSmy  charakterystyczne dla EW  zmiany  parametrow
elektrofizjologicznych, jednak bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy obnizeniem ekspresji ww.
biatek, a obnizeniem dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego, obnizeniem $redniej
czestotliwosdci czy podwyzszeniem amplitudy spontanicznych postsynaptycznych pradow
pobudzajacych (sEPSCs) rejestrowanych w neuronach piramidalnych warstwy /111 kory
czotowej w pracy nie zostala wykazana (Popek i wsp., 2018). Nieprezentowane w doktoracie
wyniki wlasne wskazujace na obnizenie poziomu biatka Thrl w korze czotlowej myszy z ostra
EW sugeruja, ze regulowany przez astrocyty poziom Thrl moze by¢ istotnym czynnikiem
wplywajacym na ilos¢ biatek synaptycznych w EW, jednak dokfadne wyja$nienie tej

zalezno$ci wymaga przeprowadzenia kolejnych badan.
3) Wplyw amoniaku na komorki §rodblonka

Komoérki s$rodblonka naczyn moézgu, bedace integralng strukturalng skladowa BBB, s3
pierwszg barierg dla wysokich stezen toksycznego amoniaku. Badania uszkodzen BBB w EW
jako catej struktury, jak 1 poszczeg6lnych jej sktadowych sa nadal prowadzone. Aktualna
wiedza pozwala okreslic wywolane amoniakiem uszkodzenia w strukturze i funkcji BBB jako
subtelne (Pilbeam 1 wsp., 1983; Chen i wsp., 2009). Wykazano, ze morfologia komorek
srodbtonka jest zmieniona, komorki sg powigkszone 1 obserwuje si¢ pecherzyki pinocytarne,
sugerujace zwigkszenie przepuszczalnosci BBB (Kato i wsp., 1992; Matkowskyj i wsp.,
1999). Dodatkowo obserwowano zmiany w funkcji bariery, w szczegdlnosci wykazano
w réznych modelach EW, wplyw amoniaku na zwigkszong przepuszczalnos¢ BBB dla
réznych aminokwasow, w tym L-tryptofanu (James i wsp., 1978), L-tyrozyny,
L-fenyloalaniny (Smith i wsp., 1978) i L-argininy (Albrecht i wsp., 1994, 1996).

Wykorzystujac hodowlg komoérek linii RBE-4 (ang. rat brain endothelial cell line 4),
wykazano wywolany pod wplywem inkubacji z amoniakiem wzrost produkcji ROS oraz
syntezy glutationu, $wiadczacy o odpowiedzi komorek RBE-4 na stres oksydacyjny. Wzrost
stezenia zewnatrzkomorkowych metaloproteinaz MMP-9 i -2 powodowal rownocze$nie
zwigkszong przepuszczalno$¢ komorek, co byto odwracane przez dodanie do hodowli
czynnika przeciwutleniajacego obnizajacego stres oksydacyjny lub obnizenie poziomu
amoniaku poprzez dodanie fenylomaslanu ornityny (Skowronska i wsp., 2012a; Skowronska
I wsp., 2012b). Wykazano takze, ze komorki $rodblonka moézgu narazone na dzialanie
amoniaku i cytokin prozapalnych moga uwalnia¢ czynniki, ktore przyczyniajg si¢ do obrzgku
astrocytow poprzez aktywacje receptora Toll-podobnego 4, tzw. TLR4 (ang. toll-like receptor
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4). Amoniak aktywujagc TLR4-zalezng $ciezke sygnalizacyjng powoduje podwyzszenie
stezenia wapnia w astrocytach, wzmozong produkcje wolnych rodnikéw, a w konsekwencji

prowadzi do obrzmiewania astrocytow (Jayakumar i wsp., 2014).
4) Wplyw amoniaku na neurony

Toksyczny wplyw amoniaku na neurony jest w duzej mierze minimalizowany poprzez
protekcyjne dziatanie astrocytow. Wigze sie to ze zdolnoscig astrocytow do neutralizacji
wolnych rodnikéw, detoksykacja amoniaku zachodzaca w tych komorkach, oraz z ich
dziataniem neurotroficznym (Rao 1 wsp., 2005). Dodatkowo, wywolany amoniakiem wzrost
syntezy glutationu w astrocytach moze, oprocz celow autoprotekcyjnych, zwigkszaé
dostgpnos¢ prekursoréw do neuronalnej syntezy glutationu. Jest to przyktad mechanizmu,
ktéry moze przyczyni¢ si¢ do wzglednej opornosci neuronow na amoniak (Hilgier 1 wsp.,
2010; Dringen i wsp., 1999). Przyjmuje si¢, ze w warunkach ostrej EW uszkodzenie
neuronow jest niewielkie, jednak wykazano martwice i1 apoptoze tych komodrek u pacjentow
z uszkodzeniem watroby o roznej etiologii, takimi jak: encefalopatia Wernickego, nabyte
zwyrodnienia watroby czy parkinsonizm zwigzany z marskoscig watroby. Mechanizmy
zidentyfikowane jako potencjalnie zaangazowane w $mier¢ komorek nerwowych
w warunkach niewydolno$ci watroby obejmuja ekscytotoksycznos¢ z udziatem receptora
NMDA, kwasice mleczanows, stres oksydacyjny i obecno$¢ cytokin prozapalnych
(Butterworth, 2007).

Amoniak wplywa na funkcje neurondéw oddzialujac na receptory jonotropowe. Wykazano,
ze zwigkszony poziom amoniaku powoduje obnizenie liczby receptorow AMPA,
odpowiedzialnych za pobudzenie synaptyczne (Szerb i Butterworth, 1992; Schroeter i wsp.,
2015), wywoluje zaburzenia homeostazy jonéw, w tym wapnia oraz powoduje depolaryzacje
blony komoérek neuronalnych wptywajac na dziatanie receptora NMDA. Dodatkowo moze
wplywaé na potranslacyjng modyfikacje biatek poprzez wapniowo-zalezny szlak Ras/MAP
kinaza/ ERK1/2, ktéry prowadzi do aktywacji jadrowych kinaz Rsk 1-3, majacych zdolnos¢
fosforylacji biatek regulujacych transkrypcje (Cruzalegui i Bading, 2000). Jedne z nowszych
badan sugeruja takze wplyw amoniaku na synchronizacj¢ pobudzen pomigdzy
poszczegolnymi obszarami sieci neuronalnej. Eksperyment przeprowadzony na komorkach
izolowanych z kory mozgowej 18-dniowych szczuréw wykazal, ze amoniak powoduje wzrost
aktywnos$ci, przy jednoczesnej desynchronizacji globalnej sieci neuronalnej. Co wigce]
stwierdzono, Ze astrocytarny metabolizm GIn moze by¢ zaangazowany w zwigkszong

globalng aktywnos¢ sieci, ale nie w jej desynchronizacj¢. Natomiast nadmierna aktywacja
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receptorow NMDA moze leze¢ u podstaw obu zjawisk potwierdzajac po raz kolejny,

Ze receptor ten jest zaangazowany w rozwoj ostrej EW (Schwarz i wsp., 2012).

1.2.3. Patomechanizm objawéw klinicznych ostrej EW

1) Mechanizm powstawania obrzeku mézgu o charakterze cytotoksycznym

w ostrej EW

Patologiczne st¢zenie amoniaku powoduje nadprodukcje GIn, ktora jest produktem jego
detoksykacji. Akumulacj¢ tego aminokwasu wykazano w komorkach gleju w OUN, jak
1 w plynie moézgowo rdzeniowym u pacjentdéw i w mozgach i1 ptynach ustrojowych zwierzat
w modelach EW (Cordoba i wsp., 1996; Tofteng i wsp., 2006). Dodatkowo, wykazano
korelacje pomiedzy poziomem Gln w mozgu, a stopniem jego obrzeku i zaawansowaniem
choroby (Kojic i wsp., 2005; Laubenberger i wsp., 1997; Shawcross i wsp., 2004). Gin
wykazuje dziatanie osmotyczne, a jej wewngtrzkomérkowa akumulacja prowadzi
do nierbwnowagi osmotycznej i jest jedng z przyczyn obrzmiewania astrocytow (Blei i wsp.,
1994). Uwaza si¢, ze wzmozone uwalnianie innych osmolitow, jak na przyklad tauryny
(Chepkova i wsp., 2006), czy mio-inozytolu (Cordoba i wsp., 1996) jest mechanizmem
kompensacyjnym wobec osmotycznego charakteru dziatania GIn. Wydaje si¢ jednak,
ze w ostrej niewydolnosci watroby mechanizmy te mogg by¢ niewystarczajace,
aby zrekompensowac szybki wzrost wewngtrzkomorkowej Gln w astrocytach (Ott i Vilstrup,
2014). Dodatkowo efekt osmotyczny gromadzacej si¢ w astrocytach Gln regulowany jest
poprzez kanaly wodne — akwaporyny AQP-4, kontrolujace dystrybucje wody przez blone
komorkowg. Sugeruje sie, ze pobudzenie przez amoniak kinazy biatkowe] aktywowanej
mitogenem (MAPK, mitogen-activated protein kinase), powoduje zwigkszenie poziomu
AQP-4, co z kolei skutkuje naptywem wody do komorki (Wright i wsp., 2010).
Wyréwnywanie rownowagi jonowej odbywa si¢ za posrednictwem kanatdw jonowych,
zwlaszcza poprzez kanaty potasowe Kir 4.1, zlokalizowane w okolicy naczyn krwiono$nych
(Nagelhus i wsp.,, 1999). Wykazano, ze wychwyt jondéw potasu do komorek
za posrednictwem Kird.1 zapobiega obrzekowi komorek glejowych w warunkach
hipoosmotycznych (Pannicke i wsp., 2004; landiev i wsp., 2006). Niedawno stwierdzono,
ze hodowanie szczurzych astrocytow w pozywce z podwyzszonym stezeniem Gln skutkuje
obnizeniem ekspresji Kir4.1, czego nie zaobserwowano podczas ekspozycji tych komdrek
na amoniak. Dodatkowo, w szczurzym modelu ostrej EW zaobserwowano rowniez obnizenie
ekspresji tego biatka, sugerujac jego udzial w zaburzeniu homeostazy jonowej, co skutkuje

wzmocnieniem cytotoksycznej sktadowej obrzeku i zmniejszeniem wychwytu Glu. W obrebie
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komorek, Gln przedostaje si¢ do mitochondridw, gdzie pod wptywem PAG jest rozkladana
do Glu i amoniaku. Zgodnie z zaproponowang przez Albrechta i Norenberga (Albrecht
I Norenberg, 2006) hipotezag Konia Trojanskiego, wysokie stgzeniec powstalego
w mitochondriach amoniaku powoduje wystapienie stresu oksydacyjnego i nitracyjnego. ROS
prowadzi do naruszenia przepuszczalnosci blon mitochondrialnych za posrednictwem
indukcji MPT (ang. mitochondrial permeability transition). W konsekwencji nastgpuje utrata
potencjalu blonowego mitochondriéw, uwolnienie jonéw Ca?* oraz niektorych biatek, co
powoduje osmotyczny obrzgk macierzy mitochondrialnej i zahamowanie produkcji energii
(Bai 1 wsp. 2001). Sygnat Ca®* indukowany amoniakiem moze by¢ sprz¢zony
z podwyzszeniem stezenia mitochondrialnego Ca® i tym samym moze wyzwalaé
wytwarzanie nadtlenku, ktory moze laczy¢ si¢ z tlenkiem azotu (NO) do peroksynitrytu
(NOOO-). Reaktywne polprodukty azotowe odpowiadajg za nitrowanie reszt tyrozyny
roznych biatek 1 dziataja m.in. jako metabolity sygnatowe w celu zwigkszenia fosforylacji
biatek astrocytarnych. Depolaryzacja blony moze takze usung¢ blokade Mg2+ receptora
NMDA, jednak mechanizmy aktywacji receptora NMDA przez amoniak w astrocytach nie sg
do konca wyjasnione (Murthy i wsp., 2001; Schliess i wsp., 2002). Sugeruje sig,
ze nadaktywnos$¢ neuronalnego receptora NMDA, wywotana m.in. podwyzszonym stezeniem
Glu powoduje nadprodukcje NO 1 ROS. Skutkuje to poglebieniem obrzmienia astrocytoéw,
co zaobserwowano po zastosowaniu MK-801, niekompetycyjnego agonisty receptora NMDA,
ktory skutecznie zredukowal obrzmienie astrocytow w skrawkach wyizolowanych z kory
mozgowej szczurdw poddanych dziataniu amoniaku (Zielinska i wsp., 2003). Na innych
modelach wykazano, ze blokowanie receptora NMDA zapobiega $mierci zwierzat, bez
wzgledu na zastosowanie inhibitorow kanatdéw (MK-801, ketamina), kompetycyjnych
agonistow receptora (AP-5), czy tez zwigzkéw hamujgcych funkcje receptora poprzez
dziatanie w miejscu wigzania glicyny (etanol, butanol) (Marcaida i wsp., 1992; Hermenegildo
i wsp., 1996). W tym miejscu nalezy jednak przypomnie¢, ze za pierwotng przyczyng
produkcji ROS uwaza si¢ aktywacj¢ oksydazy NADPH (patrz rozdziat 2.2.2.2), co sugeruje
poglebienie patologii EW wskutek uszkodzenia mitochondriow, zgodnego z hipoteza Konia
Trojanskiego (Reinehr i wsp., 2007). W odniesieniu do powyzej opisanych mechanizmow
zasadne wydaje si¢ postawienie hipotezy zakladajacej, Ze gldwna konsekwencja
podwyzszonego stezenia GIn w warunkach ostrej EW jest wystgpienie cytotoksycznej

sktadowej obrzgku mozgu.
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2) Nierownowaga pomiedzy neurotransmisja pobudzajaca i hamujacg w EW

Objawy klinicznej w ostrej EW  wynikaja w duzej mierze z nierownowagi miedzy
neurotransmisja pobudzajaca i hamujaca (Zimmermann i wsp., 1989; Jones 1 wsp., 1984;
Monfort i wsp., 2002). W modelach ostrych wykazano wzmozong pobudliwo$¢ uktadu
glutaminergicznego, co potwierdzily doswiadczenia z uzyciem inhibitorow glownego
ionotropowego receptora Glu — receptora NMDA. Zastosowanie memantyny w szczurzym
modelu catkowitego niedokrwienia watroby skutkowalo poprawa stanu neurologicznego
zwierzat, normalizacja parametréw EEG, a takze obnizeniem stezenia Glu (Vogels i wsp.,
1997). Istotne w kontek$cie wtlasciwej pracy receptorow blonowych jest wykazane
podwyzszone stezenie zewnatrzkomorkowego Glu zardéwno u pacjentow z ostrg
niewydolnos$cia watroby (Tofteng i wsp., 2002), jak i modelach ostrej EW, m.in.
galaktozaminowym modelu kréliczym (Hamberger 1 wsp., 1984; de Knegt 1 wsp., 1994),
tioacetamidowym modelu szczurzym (McArdle i wsp., 1996; Hilgier i Olson, 1994.), czy
badaniach witasnych wykonanych z wykorzystaniem azoxymetanowego modelu mysiego
(Popek 1 wsp., 2018). Wysokie stg¢zenie uwolnionego do szczelin synaptycznych Glu
prowadzi do nadmiernego pobudzenia receptora NMDA. Dodatkowo, pobudzenie receptora
moze by¢ wywolane wysokim st¢zeniem L-glicyny, ktéra jest jego modulatorem, a ktorej
podwyzszone stezenie zewngtrzkomorkowe stwierdzono w modelu ostrej EW (Michalak
i wsp., 1996; Hilgier i wsp., 1999). Na jego aktywno$¢ moze wplywac takze zahamowanie
syntezy kwasu kynureninowego, antagonisty jonotropowych receptoroéw glutaminianowych,
co wykazano w szczurzym modelu hiperamonemicznym 1 skrawkach kory moézgowej
szczuroOw poddanych dziataniu amoniaku (Saran 1 wsp., 1998). Receptor NMDA tworzy
kompleks z biatkiem gg¢stosci postsynaptycznej 95 i neuronalng izoforma syntetazy tlenku
azotu (Christopherson i wsp., 1999), a konsekwencja jego aktywacji jest zwiekszenie
poziomu wewnatrzkomorkowego wolnego wapnia, ktéry po zwigzaniu z kalmoduling
aktywuje syntaze¢ tlenku azotu (NOS), prowadzac do syntezy tlenku azotu (NO) (Garthwaite
i wsp.; 1988). Patologiczne stezenie NO prowadzi do akumulacji nadtlenkéw i redukcji
aktywnos$ci enzymdéw antyoksydacyjnych, a to z kolei do wystapienia stresu oksydacyjnego
i uszkodzenia komorek nerwowych. Wykazano, ze uzycie inhibitora syntetazy NO -
nitroargininy w szczurzym modelu hiperamonemii, przywraca aktywnos$¢ enzymom
antyoksydacyjnym i obniza poziom nadtlenkow (Kosenko i wsp., 1998). Wzrost aktywnosci
receptora NMDA wptywa takze na aktywno$¢ NMDA-zaleznej $ciezki sygnalizacyjnej Glu-
NO-cykliczny guanozyno-3',5-monofosforan (cGMP). W prawidlowo funkcjonujacym
mozgu, produkcja NO w czg$ci postsynaptycznej powoduje aktywacje cyklazy guanylanowe;j,
ktora katalizuje syntez¢ cGMP uwalnianego do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;.
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Zewnatrzkomoérkowy c¢GMP jest dobrym wskaznikiem nadmiernej stymulacji receptorow
NMDA w moézgu (Kosenko i wsp., 2003, Hermenegildo i wsp. 2000, Hilgier i wsp. 2004).
Dodatkowo stymulacja receptora NMDA moze wplynaé na aktywnos$¢ Na*/K*-ATPazy a co
za tym idzie prowadzi¢ do wyczerpania zapasow ATP (Marcaida i wsp., 1996), a takze
powodowa¢ degradacje biatka towarzyszacego mikrotubulom (MAP-2) odpowiedzialnego za
obnizenie polimeryzacji mikrotubul, co skutkuje zaburzeniem transportu pecherzykow przez
aksony (Felipo i wsp., 1993). Inny receptor jonotropowy - AMPA, bierze udziat w tzw.
szybkim przekaznictwie synaptycznym, a obnizenie jego aktywnosci moze przektada¢ si¢ na
parametry elektrofizjologiczne, jak obnizenie dilugotrwalego wzmocnienia synaptycznego
(Wen i wsp., 2013; Popek i wsp., 2018). W hipokampie szczurow w modelu
hiperamonemicznym wykazano obnizenie poziomu ekspresji podjednostki receptora AMPA —
GluAl i podwyzszenie GluA2 oraz obnizenie fosforylacji obu podjednostek odpowiednio na
serynie 831 i 880. Dodatkowo wykazano, ze zmiany te moga by¢ regulowane mi¢dzy innymi
przez podwyzszone stezenie cytokiny IL-1B, ktora posrednio aktywuje cytoplazmatyczng
kinazg tyrozynowa src, odpowiedzialng za opisane zmiany (Taoro-Gonzalez i Felipo, 2018;
Hernandez-Rabaza i wsp., 2016). W modelach ostrej EW zanotowano obnizenie ilosci miejsc

wigzania ligandow receptorow AMPA oraz kainowego (Michalak i Butterworth, 1997).

W modelach ostrej EW gléwna uwage kieruje si¢ na nadmierng stymulacj¢ receptora
glutaminergicznego, marginalizujac role receptora GABA-ergicznego. Wysuwano hipotezy,
ze rozszczelnienie BBB  sprzyja przenikaniu  GABA pochodzacego z przewodu
pokarmowego, za$ zwigkszona liczba receptorow GABA w moézgu stwierdzona
w niewydolnosci watroby zwieksza wrazliwo$¢ moézgu na neuronalne hamowanie
GABA-ergiczne, oraz ze zwigkszona liczba miejsc wigzacych ligandy posredniczy
w zwiekszonej wrazliwos$ci na benzodiazepiny i barbiturany (Jones i wsp., 1984). Obserwacje
te jednak potwierdzono wykorzystujac niewielkg liczbe modeli zwierzecych ostrej EW
i wymagaja dalszych badan. W warunkach przewlektej EW wypadkowa dziatania (netto)
neurotransmisji pobudzajacej 1 hamujacej jest przesunigta w kierunku hamujacej (Albrecht

i Jones, 1999), co tlhumaczone jest nadmierng stymulacjg receptorow GABA-ergicznych.

Duze znaczenie w regulacji pracy kompleksow receptorowych GABA/benzodiazepinowych
przypisuje si¢ stezeniom neurosteroidéw, w tym pregnenolonu i metabolitom progesteronu,
tetrahydroprogesteronowi (allopregnanolon) i tetrahydrodoksykortykosteronowi (THDOC).
U pacjentow z uszkodzeniem watroby zaobserwowano we krwi podwyzszony poziom
progesteronu (Farthing i wsp., 1982), ktory w normalnych warunkach jest metabolizowany

przez watrobe. Zaro6wno progesteron jak i inne neurosteroidy moga przenika¢ przez BBB
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w warunkach EW (Zhu i wsp., 2001), przez co zmiany w ich stezeniu obwodowym moga
przeklada¢ si¢ na ich stezenie w mozgu. W eksperymentalnych modelach ostrego
uszkodzenia watroby zaobserwowano wzrost ste¢zenia wymienionych wyzej neurosteroidow
w réznych regionach mozgu (Bosman i wsp., 2015). Inne, niewynikajace bezposrednio
z uszkodzenia watroby mechanizmy, ktoére prowadza do wzrostu stezen neurosteroidow
w mozgu w ostrej EW nie sa jeszcze dobrze znane, jednak sugeruje sie,
Ze moga obejmowac neurosteroidogeneze de novo po aktywacji mitochondrialnego receptora
PBR. Podwyzszenie poziomu ekspresji tego receptora zaobserwowano miedzy innymi
w modelu ostrej EW (Bélanger i wsp., 2005; Butterworth, 2010 ), za$ bezposrednig tego
przyczyna moze by¢ patofizjologiczne stezenie amoniaku i cytokin prozapalnych
oddziatujagcych na astrocyty. Aktywacja miejsc wigzgcych receptora PBR powoduje
zwigkszenie transportu cholesterolu do mitochondrium, a nastgpnie stymulacje szlaku
metabolicznego konczacego synteza allopregnanolonu i THDOC, dwodch neurosteroidow
o silnie dodatnim allosterycznym dzialaniu modulujagcym kompleks receptora GABA-A

(Ahboucha i wsp., 2012).

1.3. Cykl glutamina-glutaminian/GABA

@system N (SN1/SN2)
@system A (SAT1/SAT2)

@ EAAT1
@ GAT1

\\

Ryc.1.3. Schemat przedstawiajacy cykl glutamina-glutaminian/GABA.
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Cykl GIn-Glu/kwas y-aminomastowy (GABA) jest kluczowy dla syntezy glownego
neuroprzekaznika pobudzajagcego — Glu, oraz hamujacego GABA. Zaréwno zaburzenia
syntezy GIn — centralnego aminokwasu cyklu (Jayakumar i wsp., 2016), jak
I nieprawidlowosci w transporcie ktoregokolwiek z aminokwaséw (Leke i wsp., 2016),
wplywaja na poziom pozostatych. Swiadczy to o Scistej zaleznosci pomiedzy astrocytami
a neuronami. Uwalnianie syntetyzowanej w astrocytach GIn odbywa si¢ przy udziale
swoistych transporterow tego aminokwasu — systemu ASC, L oraz N, z ktorych ten ostatni
jest najwydajniejszym specyficznym transporterem GlIn (Mackenzie i Erickson, 2004). Czg$¢
tego aminokwasu z przestrzeni migdzykomorkowej jest wychwytywana do otaczajacych
neurondw przez transportery systemu A (SAT1 1 SAT2) (Melone i1 wsp., 2004, 2006) i stuzy
do produkcji neuroprzekaznikéw. Glu powstaje z GIn, w wyniku reakcji katalizowanej przez
glutaminazg¢ (PAG). Nastgpnie Glu jest uwalniany do szczeliny synaptycznej pobudzajac
receptory na blonie postsynaptycznej. Z przestrzeni synaptycznej Glu wychwytywany jest
przez astrocyty przy udziale transporterow EAAT1 1 ponownie zuzywany w reakcji
z amoniakiem do produkcji Gln zamykajac cykl. Polaczona z cyklem Krebsa synteza
GABA-y zachodzi przy udziale enzymu — dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD)
w reakcji z Glu. GABA jest glownym neuroprzekaznikiem hamujacym, oddziatujac na
swoiste  receptory powoduje  hiperpolaryzacje blony komorkowej (hamowanie
postsynaptyczne), oraz moze wplywa¢ na uwalnianie neuroprzekaznikow w synapsach
(hamowanie presynaptyczne) (Walls i wsp., 2015). Recykling GABA moze odbywaé si¢
dwiema drogami: moze by¢ powrotnie wychwycony przez neuron 1 gromadzony
w pecherzykach synaptycznych do ponownego uzycia, lub zosta¢ wychwycony przez
astrocyty, gdzie w wyniku Kkilku przemian chemicznych, w tym cyklu Krebsa, jest

przeksztalcany do Gln.

W szczurzym modelu ostrej] EW, w korze czolowej 1 mézdzku, zaobserwowano pobudzenie
aktywnosci cyklu GIn-Glu, co tlumaczone jest wysokim stgzeniem metabolizowanego
amoniaku, a skutkuje utrzymaniem wtasciwego st¢zenia amoniaku i Glu (Singh i wsp., 2014)
Nieréwnowaga mig¢dzy stezeniem neurotransmiterOw moze wynika¢ z wysokich stezen Gln
oraz zaburzen w aktywnoS$ci lub/i ekspresji transporterow Gln, ktére szerzej omoéwione
zostang w kolejnym rozdziatach. Takze zaburzenia aktywno$ci enzymow katalizujacych
przemiany Gln, Glu i GABA moga leze¢ u podioza zmian aktywnosci cyklu. Pomimo wzrostu
poziomu GIn w OUN w warunkach hiperamonemii, nie zauwazono zmian ekspresji enzymu
katalizujacego reakcje syntezy GIn (Desjardins i wsp., 1999), natomiast wykazano

zmniejszong o 1/3 aktywno$¢ GS (Desjardins i wsp., 1999). Spadek aktywnosci GS w tych
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warunkach moze by¢ wywolany nadprodukcja ROS, odpowiedzialnych za nitracje reszt
tyrozyny, co skutkuje obnizeniem aktywnos$ci katalitycznej GS (Schliess i wsp., 2002).
Wysokiemu stezeniu amoniaku oraz Gln w szczurzym modelu EW towarzyszy wzrost
ekspresji 1 aktywnosci PAG, zlokalizowanej w mitochondriach kory czotowej, zwojach
podstawnych i mézdzku (Romero-Gomez i wsp., 2006). Moze si¢ to przektada¢ na wzrost
poziomu Glu oraz amoniaku w neuronach. Obnizony poziom ekspresji astrocytarnych
transporterow Glu (EAAT-2/GLT-1 i EAAT-1/GLAST) moze z kolei odpowiadac
za nieprawidlowy wychwyt tego aminokwasu ze szczelin synaptycznych i zaburzenia cyklu
Glu-Gln. Dane dotyczace szczurzych hodowli astrocytarnych oraz szczurzego modelu
hiperamonemii wykazuja indukowane amoniakiem obnizenie poziomu ekspresji mMRNA oraz
biatka obu transporterow (Vaquero i Butterworth, 2006; Dabrowska i wsp., 2017) sugerujac
ich wudzial w zewnatrzkomérkowym gromadzeniu si¢ Glu. Najnowsze badania
przeprowadzone na mysim modelu ostrej EW oraz mysich hodowlach astrocytarnych
i hodowlach mieszanych astrocytarno-neuronalnych sugeruja jednak, ze ekspresja
transporterow Glu moze nie ulega¢ zmianie (w przypadku GLT-1 w mysim modelu) lub by¢
podwyzszona (w przypadku GLAST w mysim modelu 1 obu transporterow w hodowlach
mieszanych) (Dabrowska i wsp., 2017). Autorzy sugeruja, ze kwestia ich udzialu
w zewnatrzkomorkowej akumulacji Glu wymaga dalszych badan, a mechanizmami
zaangazowanymi w ten proces moga by¢ nierownowaga jonowa wynikajaca z zaburzonej
ekspresji kanatow Kir4.1 (patrz rozdz. 2.2.3.1), zmieniona aktywno$¢ sodowo/potasowych
wymiennikow NKCCI (Jayakumar i wsp., 2008), a takze wapniowo-zalezny wyrzut Glu
z astrocytow (Rose i wsp., 2005). Receptorami, ktore moga regulowa¢ uwalnianie niektorych
neurotransmiteréw z astrocytow sg receptory efryny (EphR), nalezace do rodziny
receptorowych kinaz tyrozynowych. Te transblonowe bialka po zwigzaniu z ligandami
pochodzacymi z sgsiedniej komorki aktywuja dwukierunkowg kaskade sygnalowa.
W dorostym moézgu posrednicza w przekazywaniu informacji migdzy astrocytami,
a neuronami, regulujac tworzenie synaps 1 wplywajac na plastyczno$¢ synaptyczng
(Goldshmit i wsp., 2006). Efryny mogg silnie wplywac na neurotranmisj¢ poprzez stymulacje
uwalniania Glu i D-seryny z astrocytow oraz wychwytu Glu ze szczeliny synaptycznej.
Wykazano, ze w hodowlach astrocytarnych traktowanych amoniakiem dochodzi do zmian
w poziomach ekspresji genéw roznych izoform EphR, sposrod ktorych najwigksze znaczenie
moze mie¢ EphR A4, ktorej poziom ekspresji zarowno na poziomie mRNA jak i1 biatka byt
podwyzszony. Podobne wyniki zaobserwowano w materiale post mortem pozyskanym od
pacjentow z marskoscia watroby, co moze sugerowac potencjalne implikacje do zaburzen

neurotransmisji w EW (Sobczyk i wsp., 2015).
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1.4. Transport glutaminy w OUN

Niezaburzony transport Gln, jednego z kluczowych aminokwasoéw cyklu GIn-GIu/GABA
miedzy astrocytami a neuronami jest konieczny dla prawidlowego funkcjonowania cyklu
1 neurotransmisji. Zmiany aktywnosci i funkcji transporterow astrocytarnych Glu i GIn
wydaja sie przyczynia¢ do uposledzenia neurotransmisji glutaminergicznej, i jednoczesnie
obrzeku mézgu, dwoch gléwnych objawow obserwowanych w rozwoju ostrej EW (Zielinska
i wsp., 2014; Takahashi i wsp., 1991; Bjernsen i wsp., 2014; Chaudhry i wsp., 2002,

Dabrowska i wsp., 2017). Wiedza na temat szczeg6tdw mechanistycznych jest ograniczona.
1.4.1. Transportery glutaminy

Nos$niki posredniczace w transporcie Gln migdzy astrocytami a neuronami s3 waznym
czynnikiem wplywajacym na neurotransmisje. Transport Gln jest regulowany gtownie przez
systemy zalezne od sodu, N, ASC i A (Palacin i Kanai, 2004) oraz niezalezny od sodu system
L (Solbu i wsp., 2010; Bode, 2001). Transportery wykazuja specyficzng lokalizacje
komorkowa, systemy N 1 ASC wystepuja na blonach astrocytow, system A moze by¢ obecny
zarOwno w astrocytach jak 1 neuronach, podczas gdy system L jest zwigzany tylko
z neuronami. Nos$niki przenoszace GIn rdéznig si¢ od siebie swoistoscig substratowa,
zaleznoscig od pH, jondéw 1 energii, kinetyka transportu oraz mogg by¢ regulowane przez inne

czynniki zewnetrzne.
1.4.2. System N

System N zostal opisany po raz pierwszy w 1980 roku jako watrobowy transporter Gln,
asparaginy 1 histydyny (Kilberg 1 wsp., 1980), a nastgpnie, zauwazono jego obecnos¢ w na
blonie komorkowej astrocytow (Chaudhry i1 wsp., 1999). Oprocz watroby 1 moézgu
zaobserwowano jego obecno$¢ w innych narzadach, m.in. mig¢éniach, nerkach, zotadku,
plucach, $ledzionie. GIownymi przedstawicielami ukladu N sg astrocytarne biatka SN1 i SN2,
z ktorych SN1 wystepuje bardziej powszechnie (Chaudhry i wsp., 1999; Mackenzie
i Erickson, 2004). Transportery SN7 i SN8 sg obecne rOwniez na blonie neuronow (Hagglund
1 wsp., 2015; Bagchi 1 wsp., 2014), lecz ich udzialowi w rozwoju EW nie przypisuje si¢
obecnie waznej roli. SN1 i SN2 sg kodowane odpowiednio przez geny Slc38a3 oraz Slc38a5.
System N charakteryzuje si¢ waska swoistoscig substratowa transportujac Gln, histydyne,
asparaging 1 seryng. Jest zalezny od jondéw sodu oraz jondw wodoru. Wykazano, zZe jest
hamowany przy niskim pH (Bode, 2001). Zgodnie z tymi zalezno$ciami, aminokwasy sa
przenoszone wraz z jonami sodu w jednym kierunku, natomiast jony wodoru w przeciwnym.

Wykazuje on takze tolerancje na zastgpienie jonéw sodu jonami litu (Nagaraja i Brookes,
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1996). Izoformy SN1 i SN2 maja duze powinowactwo do transportu Gln, jednak majg inne
preferencje substratowe. Podczas gdy SN1 preferuje transport histydyny i asparaginy, SN2
wykazuje wicksza swoisto$¢ dla seryny. SN2 posiada sekwencje podobng do SN1 w 61% ,
a jego funkcje nie sg do konca poznane. Jego ekspresja w osrodkowym uktadzie nerwowym
jest nieréwnomierna. Najwiekszy poziom tego bialka zlokalizowano w korze nowej,
hipokampie, prazkowiu i rdzeniu kregowym, natomiast umiarkowany we wzgorzu,
podwzgdrzu i pniu mozgu. Posiada mniejsza swoisto$¢ substratowa do Gln niz druga
izoforma, dlatego wydaje si¢, ze to SN1 jest glownym astrocytarnym transporterem Gin. SN1
moze przenosi¢ ten aminokwas w obu kierunkach w zalezno$ci od jej stezenia po obu
stronach btony i gradientu jonow H®. Jednak wykazano, ze izoforma ta jest najczesciej
zlokalizowana w komorkach glejowych sasiadujacych z synapsami glutaminergicznymi
1 GABAergicznymi, co sugeruje udziat transportera w dostarczaniu substratu do produkc;ji
neuroprzekaznikow 1 preferencje¢ do transportu aminokwasu na zewnatrz komorki.
Stwierdzono takze, ze SN1 charakteryzuje si¢ wysoka aktywnos$cia przy fizjologicznym
stezeniu Gln, predyspozycja do transportu GIln na zewnatrz komorki niezaleznie
od wystepowania innych aminokwaséw obojetnych oraz wzrostem aktywnosci zaleznym od
zwigkszonego stezenia Glu. W zwiazku z tym uznaje si¢, ze transporter SN1 jest najbardziej
wydajnym transporterem Gln w astrocytach (Albrecht i wsp., 2007; Mackenzie i Erickson,
2004). SN1 moze by¢ regulowany zarowno na poziomie transkrypcji jak i translacji. Do tej
pory wykazano, ze kinaza biatkowa C fosforyluje seryne 52 transportera SN1 regulujac jego
degradacj¢ i kotwiczenie do blony komérkowej (Nissen-Meyer i wsp., 2013; Nissen-Meyer
1 wsp., 2011). Zaobserwowano takze, ze istotng role w regulacji ekspresji SN1 moze petnic
czynnik transkrypcyjny Spl, ktory reguluje ekspresj¢ SN1 w nerkach myszy w warunkach
kwasicy metabolicznej (Balkrishna i wsp., 2014). Dodatkowo na podstawie badan wlasnych
stwierdziliSmy, ze w warunkach EW w szczurzym modelu tioacetamidowym dochodzi do
obnizenia ekspresji SN1 na poziomie biatka (Zielinska 1 wsp., 2014). W zwiagzku z tym,
ze jest on odpowiedzialny za transport aminokwasu na zewnatrz komorki, a tym samym
dostarczenie substratu w cyklu GIn-Glu/GABA, moze wptywaé na powstawanie objawow
klinicznych obserwowanych w rozwoju EW. Kluczowa zatem moze okazaé si¢ jego rola

w powstawaniu obrzeku mozgu oraz zaburzen neurotransmisji.
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2. HIPOTEZA | CELE PRACY

HIPOTEZA:

Deficyt transportera SN1 powoduje zmiany w parametrach elektrofizjologicznych
charakteryzujacych neurotransmisj¢ glutamatergiczng oraz obrzgk kory czolowej mozgu
0 charakterze cytotoksycznym, gtownych klinicznych objawach obserwowanych w ostrej
EW.

CELE:

1. Wykazanie zmian w parametrach elektrofizjologicznych oraz  obecno$ci
cytotoksycznej 1 naczyniopochodnej sktadowej obrzeku moézgu w korze czotowej

myszy w azoksymetanowym (AOM) modelu ostrej EW.

2. Zbadanie, czy wyciszenie transportera glutaminy SN1 technikg vivo-morpholino
u zwierzat zdrowych odtworzy: a) zmiany elektrofizjologiczne oraz b) powstawanie

obrzeku kory czolowej obserwowane w modelu ostrej EW.

42



3. MATERIALY I METODY

3.1. Modele badawcze:

Wszystkie eksperymenty zostaty przeprowadzone za zgoda lokalnej komisji etycznej ds.
Doswiadczen na zwierzgtach w Warszawie zgodnie z pozwoleniem o numerze 55/2015.
Szacowana liczba zwierzat wykorzystanych w eksperymentach to 200 samcoéw myszy
C57BL/6 (kolonia zwierzat IMDIK, Polska Akademia Nauk w Warszawie), o masie ciata 27,0
+ 5,1 g. Myszy miaty swobodny dostep do wody i karmy 1 byly trzymane w stalej
temperaturze, wilgotnosci i w 12-godz. cyklu $wiatlo-ciemnos¢. Jesli nie podano inaczej,
doswiadczenia przeprowadzono w 22 godz. po iniekcji AOM, u myszy w modelu KO-SN1
w 96 godz. po implantacji pompy osmotycznej. Wybor punktow czasowych byt oparty na
wynikach neurologicznych myszy.

1) MODEL AOM- Badania wykonano na samcach myszy C57BL6 w wieku od 2-3
miesigcy. Ostra niewydolnos¢ watroby wywotywano przez jednorazowe, dootrzewnowe
podanie hepatotoksyny — azoksymetanu (AOM, Sigma-Aldrich) w dawce 100 mg na kg
masy ciata zwierzecia. Przez caly czas trwania eksperymentu zwierzeta byly
obserwowane przez wykwalifikowang osob¢. W celu =zapobiezenia hipotermii
zwierzgtom zapewniono dodatkowe zrodlo ciepta w postaci maty grzewczej
umieszczonej pod klatkg. Aby nie dopusci¢c do wystgpienia hipoglikemii u zwierzat
w modelu AOM, co 8-10 godz. dootrzewnowo podawano 5% roztwor glukozy w soli
fizjologicznej, w celu uzupehienia elektrolitbw, natomiast zwierzeta kontrolne
otrzymywaty odpowiednig objetos¢ soli fizjologicznej. Zwierzeta dekapitowano po ok.
22-24 godz. od podania AOM, po ich uprzednim uspieniu przy uzyciu izofluranu
(Baxter). W 2009 roku model AOM zostat zarekomendowany przez ISHEN do badan
patomechanizmu ostrej EW (Butterworth i wsp., 2009). Wybrany model odtwarza
kolejne stadia EW oraz dobrze odwzorowuje wystepowanie najwazniejszych objawow
klinicznych ostrej EW, tj. zmiany w parametrach biochemicznych (podwyzszony poziom
amoniaku oraz cytokin prozapalnych w osoczu), a takze wystgpowanie obrzgku kory
czotowe] mozgu. W Zaktadzie Neurotoksykologii IMDiK PAN zostal on wprowadzony

wraz z rozpoczeciem realizacji zadan zaplanowanych w niniejszej pracy doktorskiej.
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2) MODEL SN1 VM (vivo-morpholino) — Badania wykonano na samcach myszy C57BL6
w wieku od 2-3 miesiecy, o masie 25-32g. Myszy byly trzymane w pomieszczeniu,
w ktorym przeprowadzano doswiadczenia na 3 dni przed rozpoczeciem procedur
1 przeprowadzono handling, majacy zapewni¢ maksymalny komfort zwierzetom. Mysz
usypiano wziewnie mieszankg 4% izofluranu i powietrza, a nast¢pnie umieszczano
zwierz¢ w stoliku stereotaktycznym i unieruchamiano. Po upewnieniu si¢, ze mysz nie
odczuwa bolu (podczas procedury zwierzg bylo uspione 1,5-2% izofluranem)
dezynfekowano skoére 70% etanolem i wykonywano niewielkie nacigcie skory glowy.
Fragment czaszki oczyszczano, a nastepnie za pomocg peanu, W okolicy grzbietowej, pod
skorg zwierzecia, przygotowano miejsce na pompe osmotyczng (Alzet). W czaszce
zwierzgcia nawiercano niewielki otwor (koordynaty zgodne z atlasem stereotaktycznym -
AP +2.0, ML -1.0,DV -15) (Paxinos i Franklin, 2012). Przygotowang 24 godz.
wczesniej pompe (wypetniong 1 umieszczong na noc w soli fizjologicznej o temp. 37°C
w celu wymuszenia osmozy) umieszczono pod skorg zwierzgcia. W celu wyciszenia
biatka SN1 stosowano oligonukleotydy 0 sekwencji:
5’ATGGCTCAGAGACCACCCCAGAACA3’ lub
5‘CTGCTCTCACACTGACAGTCAGGTA3’; (Gene-Tools LLC Summerton
Way Philomath, OR, USA) w st¢zeniu 1,2 mg/kg/dzien przez 4 dni, szybkos$¢ przeptywu
0,25 pl/godz. Obie sekwencje selektywnie wyciszaty biatkko SN1. Do wigkszosci badan
zastosowano pierwszg sekwencje. Natomiast u zwierzat kontrolnych pompe wypehiano
solg fizjologiczng lub oligonukleotydami niewyciszajacymi SN1, o sekwencji roznigce;j
si¢ w stosunku do sekwencji wyciszajacej
(5°ATGCCTCACACACCACCCGACAACAZ’), obie sekwencje nie powodowaly zmian
w badanych poézniej parametrach (patrz Wyniki). Wylot kaniuli umieszczano
w przygotowanym wczesniej miejscu w korze czolowej myszy i przytwierdzano ja do
czaszki za pomocg szybkoschngcego kleju Loctite 464. Pozostala przestrzen
zabezpieczano. Obligatoryjnie podawano podskornie $rodek przeciwbolowy (Ketonal;
2,5 mg/kg m.c.). Po wybudzeniu kontrolowano stan zdrowotny myszy pod katem oznak
bolowych 1 ewentualnych komplikacji pooperacyjnych. Dalsze badania wykonywano po

96 godz. od zaimplantowania pompy.
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3.2. Metody:
1) Enzymatyczne oznaczanie enzyméw watrobowych i amoniaku w surowicy

Zwierze dekapitowano w uspieniu stosujac wziewnie izofluran (4% w powietrzu).
Pobierano okoto 1ml krwi pobierano bezposrednio do probowki Eppendorf i pozostawiano
na 20 min do utworzenia skrzepu. Probki odwirowywano przy predkosci 8000 xg przez 6
min otrzymujac surowice (supernatant). Nastepnie, stosujac testy enzymatyczne dla
amoniaku, aminotransferazy alaninowej (ALT) i aminotransferazy asparaginianowej
(AST), zgodnie z dostarczonym przez producenta protokotem przeprowadzono reakcje
i mierzono absorbancj¢ przy uzyciu spektrofotometru Ultrospec Il (Pharmacia Biotech;
Uppsala, Szwecja), przy dlugosci fali 340 nm co 60 sekund przez 2 min w 37 ° C. Do
reakcji uzywano po 100 pl surowicy a objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 1000 pl.
Kazda probke mierzono w 3 powtorzeniach i liczono Srednig. W oparciu o rdznice
absorbancji w czasie (Aabs/min) wyniki wyrazono jako IU/I dla aktywnos$ci enzymow

1w ug/ml dla stezenia amoniaku.
2) Pomiar stezenia wybranych cytokin prozapalnych TNF-a i IL-6 w surowicy

Krew pobierano bezposrednio do probowki Eppendorf i po utworzeniu skrzepu
odwirowano przy predkosci 8000 xg przez 6 min. Test immunologiczny oparty na
mikrosferach (cytometryczny uktad kulek (CBA), BD Biosciences) przeprowadzono
zgodnie z protokotem komercyjnym z modyfikacjami (http://www.bio-rad.com/en-
uk/category/cell-sorting?ID=OK1GR1KSY; Baran, 2008). W skrocie, sze$¢ populacji
mikrosfer o wyraznych intensywnosciach fluorescencyjnych barwiono przy uzyciu
barwnikow (emisja 650 nm). Kulki te zostaly pokryte przeciwciatami przeciwko
cytokinom i zmieszane z rekombinowanymi wzorcami lub surowicg i1 przeciwcialami
cytokinowymi sprzezonymi z fikoerytryna (PE) (emisja 585 nm) w celu utworzenia
kompleksow kanapkowych. Wstepne ustawienia przyrzadéw wyznaczono za pomoca
kulek do ustawiania cytometru (BD) zgodnie z instrukcjami producenta; 2000 zdarzen
zostalo zmierzonych i przeanalizowanych. Populacj¢ monomerycznej mikrosfery
bramkowano na rozpraszaczach przednich i bocznych. Dane analizowano na wykresach
punktowych, dwukolorowych fluorescencyjnych, reprezentujacych rdézne populacje
mikrosfer (emisja 650 nm) i stezenie cytokin (zgodnie z emisja PE 585 nm). Mierzono
srednie wartos$ci intensywnosci fluorescencji. Zastosowano czteroparametryczne krzywe

kalibracji logistycznej, a wyniki wyrazono jako pg/ml.
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3) Ocena aktywnosci ruchowej myszy

Ocene aktywnosci ruchowej myszy wykonano we wspolpracy ze Srodowiskowym
Laboratorium Behawioralno-Metabolicznym. Zwierzeta umieszczano indywidualnie
w klatkach (43 x 27 x 15 cm) ze $wiezg §ciotka, przykrytych metalowg siatkg o rozmiarach
oczek 1x1 cm, aby umozliwi¢ obserwacje z goéry. W trakcie przeprowadzania
ekspreymrntu pomieszczenie bylo o$wietlone stabym czerwonym $wiatlem. Zwierzeta
byly rejestrowane przez kamer¢ na podczerwien acA1300-60NIR (Bassler AG, Niemcy)
przez 4 godz., a dalsza analizg przeprowadzono przy pomocy Ethovision XT 10 (Noldus
Information Technology, Holandia). Oceniano odleglo$¢ (mierzong w cm) jakg zwierzeta
pokonaty w 15-minutowych interwalach czasowych, a takze ogdlng ruchliwos¢ zwierzat
obejmujacg czas w ruchu/bezruchu (brak zmiany miejsca w klatce), szybkos$¢ poruszania

si¢ (w cm/s), oraz czestotliwos¢ ruchu/bezruchu zwierzat.
4) Ocena stanu neurologicznego

Ocene stanu neurologicznego myszy wykonywano we wspolpracy ze Srodowiskowym
Laboratorium Behawioralno-Metabolicznym. Stan neurologiczny okreslono w grupie
myszy (n=12) przez ocen¢ odruchow: rogowkowego, wrazliwo$ci malzowiny usznej,
wibrysowego, wyprostnego oraz strachu i zaburzenia rownowagi, przyznajac kazdorazowo
punkty: 0 dla braku widocznych odruchow, 1 dla odruchu stabego lub op6znionego lub 2
dla odruchu prawidtowego, co dalo ocene neurologiczng w zakresie od 0 do 12. Odruchy
mierzono co 2 godz. po dootrzewnowym podaniu AOM. Odruch rogbwkowy oceniano,
dotykajac oko zanurzonym w soli fizjologicznej bawetlianym patyczkiem i1 obserwujac
reakcje mrugniecia (Belanger i wsp., 2006; Crawley, 2007). Okres$lajac odruch wrazliwo$ci
matzowiny usznej, platek ucha dotykano bawelianym patyczkiem i obserwowano
cofni¢cie matzowiny usznej (Crawley, 2007; Corne, 1963). Oceniajac reakcje wibrysow,
wasiki byly dotykane szczoteczka 1 obserwowano ruch glowy zwierzgcia (Corne, 1963;
Ossato i wsp., 2015). Odruch strachu badano powodujac nagty, nieoczekiwany hatas za
osobnikiem i oceniajac jego reakcje (Matkowsky i wsp., 1999; Papadopoulos
i Verkman, 2005). Odruch wyprostny zmierzono poprzez umieszczenie myszy na plecach
i oceng szybkosci powrotu zwierzecia do pozycji wyjsciowej (Crawley, 2007; Jaholkowski
i wsp., 2011). Odruch zaburzenia réwnowagi byl testowany poprzez umieszczenie
osobnika pojedynczo w klatce bez $cidtki 1 szybkie poruszanie nig w kilku kierunkach,
oceniajac jak zwierze radzi sobie z zachowaniem rownowagi (Crawley, 2007; Rangroo
Thrane i wsp., 2013).
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5) Badanie szczelnosci BBB

Stopien uszkodzenia BBB zbadano wykorzystujac wlasciwosci biekitu Evansa (EB). Do
zyty ogonowej wstrzykiwano 2% roztwor EB zawieszony w roztworze soli buforowanym
fosforanami (PBS, o skladzie: 10 mM PO,’", 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, pH 7,4) i
pozwolono na cyrkulacj¢ odczynnika w organizmie przez 2 godz. W celu wykonania
perfuzji, zwierze znieczulano ogolnie poprzez dootrzewnowe podanie mieszanki ksylazyny
(7,5-16 mg/kg i.p.) i ketaminy (90-100 mg/Kkg i.p. to jest 0,9 do 1,0 mi/kg). Po upewnieniu
sig, ze nie jest 0N0 wrazliwe na zadne bodzce zewngtrzne i nie odczuwa bdlu, umieszczano
je na plecach, unieruchamiajac konczyny tak aby ulatwi¢ dostep do okolic klatki
piersiowe] 1 brzucha. Szybkim nacigciem okolic Zeber odslaniano serce 1 wprowadzano
igte w koniuszek serca, tak by znajdowata si¢ ona w lewej komorze. Nacinano zyte glowna
gorng, jednoczesnie rozpoczynajac perfuzje z heparyng (100 1U/ml) w roztworze soli
fizjologicznej (0,9% NaCl); przeptyw wymuszony byt grawitacyjnie. Czynno$é
przeprowadzano az do catkowitego wyptukania barwnika (do momentu az wyplywajacy
ptyn byt bezbarwny). Probki tkanki (ok. 40 mg kory i ok. 10 mg hipokampa) ekstrahowano
na lodzie 1 wazono w celu pdzniejszej normalizacji, a nastepnie homogenizowano r¢cznie
homogenizatorem typu teflon/szklo, na lodzie, w 50% kwasie trichlorooctowym (tak aby
otrzyma¢ 30% homogenat). Odwirowywano w temperaturze 4°C (15000 xg przez 15
minut). Absorbancj¢ supernatantow mierzono w 2 powtdrzeniach, przy uzyciu czytnika
spektrofotometrycznego (MR680, Bio-Rad) przy dlugosci fali 620 nm. Wyznaczenie
stezenia EB w probkach poprzedzano wyznaczeniem krzywej standardowej, w zakresie
stezen 0,034 — 0,100 pg EB/200 pl 50% kwasu trichlorooctowego, na podstawie ktorej
wyznaczano stezenie EB w poszczeg6Inych probkach, ktore pdzniej przeliczono na gram

tkanki uzytej do pomiaru.
6) Analiza obrzeku przy wykorzystaniu rezonansu magnetycznego

Doswiadczenia przeprowadzano we wspotpracy ze Srodowiskowym Laboratorium
Rezonansu Magnetycznego Matych Zwierzat. Obrazy uzyskano ze zwierzat grupy
kontrolnej, kontrolnej dla myszy wyciszonych K VM, grupy SN1 VM oraz grupy zwierzat
z wywolang podaniem AOM ostra EW. Modzgi skanowano za pomoca systemu Bruker
BioSpec 70/30 Avance III pracujacego przy 7T, z transmitujaca cylindryczng cewka o
czestotliwosci radiowej (wewngtrzna $rednica 8,6 cm) i odbiorcza cewka matrycowa
dedykowang do mozgéw myszy (2x2 elementy) umieszczong nad glowa zwierzecia.
Zwierzgta umieszczono w pozycji lezacej z glowa umieszczona w  aparacie

stereotaktycznym i przez maske znieczulono 1,5-2% mieszaning izofluranu z tlenem
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I powietrzem. Podczas eksperymentu monitorowano parametry fizjologiczne, takie jak:

tempo oddychania, temperature, rytm pracy serca.

Lokalizatory wykorzystano do dokladnego pozycjonowania zwierzagt w magnesie.
Strukturalne poprzeczne obrazy MR obejmujace caty mozg uzyskano za pomoca T2-
wazonego TurboRARE (TR / TE = 6000/30 ms, wspotczynnik RARE = 4, rozdzielczos¢
przestrzenna = 78 um x 78 pm x 500 pum, 35 przekrojoéw, brak przerw, liczba $rednich

(NA) = 4, czas skanowania = 25 minut).

Uzyskiwano obrazy wazone metoda dyfuzji wirowania obejmujace caty mozg (TR / TE =
7000/27 ms, wartosci b = 0, 600, 1110 s/ mmz, liczba kierunkéw = 1, rozdzielczo$¢
przestrzenna = 156 pm x 156 pum x 700 pum, 25 plastry, brak przerw, czas skanowania = 33

min).

Mapy pozornego wspotczynnika dyfuzji (ADC) obliczono przez dopasowanie trzech
punktow eksperymentalnych przy uzyciu oprogramowania Bruker ParaVision 5.1.
Nastepnie dane zostaty wyeksportowane do formatu DICOM i przeksztatcone do formatu
NifTI 1 przetworzone przy uzyciu oprogramowania SPM (www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/).
W pierwszym etapie przetwarzania wstgpnego wszystkie orientacje obrazow zostaly
dostosowane. Mapy ADC zarejestrowano (transformacja sztywna) jako strukturalne obrazy
wazone T2 1 znormalizowano (transformacja afiniczna) do przestrzeni matrycowej mozgu
myszy in vivo (MRM NeAt; Ma i wsp., 2008). Baza danych MRM NeAt obejmuje atlasy
12 indywidualnych obrazow MR moézgu in vivo MR u myszy C57BL / 6J w wieku 12-14
tygodni; kazdy z 20 re¢cznie oznaczonymi strukturami anatomicznymi. Kazdy atlas
poszczegbdlnych struktur moézgu uzyskano przez automatyczne znakowanie catego mozgu
za pomocg atlasu MRM NeAt i macierzy transformacji (uzyskanej w etapie normalizacji).
Ten automatyczny algorytm etykietowania zostal zaimplementowany jako niestandardowy
skrypt MATLAB  (http://www.mathworks.com/products/matlab/)  wykorzystujacy
zmodyfikowane funkcje zapewniane przez oprogramowanie IBASPM (Aleman-Gomez
i wsp., 2006; http://www.thomaskoenig.ch/Lester /ibaspm.htm). W cze$ci analizy mapy
ADC zostaly nalozone na odpowiadajacy im indywidualny atlas, a §rednie wartosci ADC

z kazdej struktury zostaly obliczone przy uzyciu niestandardowych skryptow MATLAB.
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7) Analiza stezen metabolitow w mézgu z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego

rezonansu ‘H

Poszczegdlne widma metabolitow w mozgu rejestrowano wykorzystujac spektroskopie
protonowg o krotkim echu, przy uzyciu sekwencji PRESS (TR/TE = 2000/20 ms, 512
srednich, 2048 punktow, czas skanowania réwny 17 minut) z thimieniem wody VAPOR,
thamieniem objetosci zewngtrznej, oraz korekta dryftu czgstotliwosci (kat przechylenia 5°).
Korekte pradow wirowych przeprowadzono na skanerze. Kazdy pomiar przeprowadzono
w dwoch oddzielnych objetosciach (VOI). Pierwszy VOI (6 x 2 x 1,5 mm®) obejmowat
hipokamp drugi (4 x 2 x 1,5 mm®) obejmowat kore czolowa. Globalne podkladki liniowe
i wtorne korygowano za pomocag protokolu ADJ Ist 2nd order. Nastepnie lokalne
podkiadki liniowe i wtorne automatycznie dostosowywano za pomoca FASTMAP w
objetosci szeSciennej, ktora zawierala objetos¢ obszaru zainteresowania (6 X 6 x 6 mm® dla
hipokampa i 4 x 4 x 4 mm® odpowiednio dla kory czolowej). Standardowa szeroko$é linii

wody byla utrzymywana na poziomie okoto 9-12 Hz.

Stezenia metabolitow okreslono przy uzyciu metody analizy kombinacji liniowej LCModel
(Provencher, 2001; http://www.s-venvencher.com/pages/lcmodel.shtml). Sygnal wody
niezwezone] mierzony z takiej samej objetosci byt uzywany jako wewngtrzny punkt
odniesienia dla bezwzglednego oznaczania metabolitow. Stezenia  wyrazano
w jednostkach instytucjonalnych (iu.u.). Stosunek sygnalu do szumu (SNR) wynosit
zwykle okoto 12-25.

8) Transmisyjna mikroskopia elektronowa
A) Analiza zmian morfologicznych

Perfuzje zwierzat przeprowadzano tak jak opisano w punkcie 5 (Badanie szczelno$ci
BBB), z ta r6znica, ze po 30 sekundach perfuzji sola fizjologiczng z heparyna, stosowano
bufor o skladzie: paraformaldehyd (2%), aldehyd glutarowy (2,5%) w 0,1 M buforze
kakodylowym, pH 7,4. Niezwlocznie izolowano kor¢ moézgowa i utrwalano w tym samym
roztworze przez 20 godz. (w 4°C). Nastepnie tkanke¢ umieszczano w mieszaninie 1% OsO4
i 0,8% K4 [Fe(CN)s]. Kore czolowa myszy ci¢to na ultracienkie skrawki, ktore byty
umieszczane na siatkach miedzianych. U myszy SN1 VM probki pobierano z okolicy
obejmujacej koniec zaimplantowanej kaniuli, tj. AP + 2,0, ML — 1,0, DV -1,5 zgodnie
z atlasem stereotaktycznym, a u myszy AOM - poréwnawczo z miejsca 0 identycznych

koordynatach stereotaktycznych.
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Ocenie ultrastrukturalnej poddano wszystkie elementy jednostki nerwowo-naczyniowej
(ang. neurovascular unit) w materiale pobranym od zwierzat kontrolnych i zwierzat

poddanych eksperymentowi.
B) Oznaczenia immunocytochemiczne

Perfuzje zwierzat przeprowadzono tak jak w punkcie 5, stosujgc 20 ml PBS, a nastgpnie
paraformaldehyd (4%) w PBS, pH 7.,4. Postepowanic z tkanka bylo takie samo jak
w punkcie 8.A. Nastepnie skrawki o grubosci 60 nm byly umieszczane na siatkach
niklowych i inkubowane przez 10 min. w 10% nadtlenku wodoru, ptukane przez 15 min.
I umieszczane na 10 min. w 1% roztworze surowicy koziej w PBS. SN1 znakowano
poliklonalnym, kréliczym przeciwcialem pierwszorzgdowym anty-SN1 otrzymanym od
Prof. Farrukha Chaudry z Uniwersytetu w Oslo, w rozcieficzeniu 1:100. Przeciwciato
drugorzedowe stanowito os$le anty-krolicze przeciwcialo koniugowane z 6 nm zlotem

koloidalnym (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania, nr Ab105294) w rozcieficzeniu 1:50.
9) Izolacja RNA z kory czolowej myszy

Calkowity RNA izolowano z kory czotowej myszy wykorzystujac metode ekstrakceji przy
uzyciu tiocyjanianu guanidyny, fenolu i chloroformu, oparta na procedurze opisanej przez
Chomczynski i Sacchi; 1987. Do wyizolowanego fragmentu kory czolowej myszy
dodawano 1 ml odczynnika do izolacji catkowitego RNA (TRI Reagent, Ambion). Po 5
min. lizat przenoszono do probéwek i dodawano 200 ul chloroformu, po czym wytrzasano
recznie. Po 3 min. inkubacji w temperaturze pokojowej, probki wirowano w 4°C przez 15
min., przy 12000 X g. Supernatant zawierajgcy RNA przeniesiono do probéwek i dodano
500 pl izopropanolu. Po 10 min. inkubacji probki zwirowano w 4°C przez 10 min., przy
12000 x g. Do osadu dodawano 1 ml 75% etanolu i wirowano w 4°C przez 5 min., przy
7500 x g. Etanol usuwano, a osad rozpuszczano w wodzie zawierajacej 0,1% inhibitor
rybonukleaz - dietylopiroweglan (DEPC). Metoda spektrofotometryczng, przy uzyciu
spektrofotometru Ultrospec 2000 (Amersham Biosciences; Buckinghamshire, Wielka
Brytania) dokonano pomiaru ilo$ci wyizolowanego catkowitego RNA przy dlugosci fali

260 nm.

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzywano 1 ug RNA oraz odczynniki
z zestawu High Capacity cDNA Reversed Transcription Kit (Applied Biosysytems). Sktad
mieszaniny reakcyjnej o catkowitej objetosci 20 pl zawierat: bufor do reakcji odwrotnej
transkrypcji (2 ul), trifosforany deoksyrybonukleozydéw (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (2
ul), starter komplementarny do konca 3' matrycowego RNA (0,8 pl), a takze odwrotng
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transkryptazg, przepisujaca catkowity mRNA na cDNA (1 ul), wode DEPC (4,2 pl) oraz
10ul RNA (1 pg). Reakcja zostala przeprowadzona w termocyklerze (Biometra),
w warunkach: 10 min. w 25°C, 120 min. w 37°C, 5 sek. w 85°C.

10) Pomiar ekspresji wybranych genéw

Poziom mRNA dla transporterow SN1 oraz SN2 oznaczano metodg real-time PCR,
wykorzystujac sondy Tagman Gene Exp. Assay (Applied Biosystems), odpowiednio
Mm01230670_m1, Mm00549967 ml i B-aktyne jako gen referencyjny Rn00567869 ml.
Do reakcji uzyto 1 ul cDNA. Calkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl.
Reakcja zostata przeprowadzona w aparacie ABI PRISM 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems), w warunkach: aktywacja polimerazy 10 min. w 95°C oraz 40 cykli
obejmujacych: 15 sekund denaturacji w 95°C, 1 minuta przylaczania w 60°C. Wzgledna
zmiang ilosci MRNA wyznaczano metodg 2" (Livak i Schmittgen, 2001).

11) Przygotowanie probek

Fragmenty kory czotowej homogenizowano recznie w buforze lizujacym (20 mM Tris-HCI
pH 6,8; 137 mM NaCl; 2 mM EDTA,; 1% Triton X-100; 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF;
inhibitory fosfataz 1:100; inhibitory proteaz 1:200) i wirowano (12000 x g; 10 min).

Zebrane lizaty zamrozono w -80°C. Przed mrozeniem oznaczono biatko, wykorzystujac
metode BCA (metoda z kwasem bis-cynchoninowym) wzglgdem krzywej standardowe;j,
mierzgc absorbancj¢ przy dhlugosci fali 570 nm. Metoda BCA jest modyfikacja reakcji
biuretowej i polega na reakcji redukcji jonow Cu®* do Cu* w érodowisku zasadowym przez
sktadniki biatek (cysteina, tryptofan i inne). Kwas bisinchoninowy reaguje z jonami

miedziowymi tworzac stabilny kompleks, ktorego maksimum absorbancji wynosi 562 nm.
12) Pomiar poziomu bialek metoda Western Blot

15-30 pg homogenatu denaturowano i rozdzielano na 12% zelu poliakrylamidowym
(o sktadzie: 30% roztwor akrylamid/bis-akrylamid; 1,5 M Tris-HCI pH 8,8; woda; 10%
SDS; 10% APS; TEMED). Nast¢pnie przeprowadzano po6t-suchy transfer (30 min) na
membrang nitrocelulozowa w buforze do transferu (48 mM Tris; 39 mM Glicyna; 0,0375%
SDS; 20% metanol). Reakcje blokowano w 5% mleku odttuszczonym w TBST (20 mM
Tris; 150 mM NaCl; 50 mM KCI 0,2% Tween-20; pH 7,6). Membrany inkubowano
z przeciwcialem anty-SN1 (1:1000, 14315-1-AP, ProteinTech, Manchester, UK) lub anty-
SN2 (1:500, sc-50681, Santa-Cruz Biotechnology) przez noc w 4°C. Bialkiem
referencyjnym byta dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH, ang.
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glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 1:10000; Sigma). Detekcji dokonano metoda
chemiluminescencyjng, a sygnal mierzono w aparacie G-Box (Syngene) i analizowano

densytometrycznie za pomoca programu GeneTools (Syngene).
13) Mikrodializa kory czolowej zwierzat swobodnie si¢ poruszajacych

Mysz w znieczuleniu ogdélnym (izofluran 2%, wziewnie) byla unieruchomiona przy
pomocy stolika stereotaktycznego. Nastepnie po upewnieniu si¢, ze zwierz¢ nie reaguje na
bodzce zewngtrzne, skora glowy zostata zdezynfekowana 70% etanolem. W sterylnych
warunkach, wykonano niewielkie nacigcie na glowie myszy, a poprzez rozsunigcie skory
wypreparowana zostala czaszka w taki sposob, aby otrzymac pole ok. 0,6 cm/1 cm.
W miejscu wyznaczonym stereotaktycznie wzgledem bregmy (AP + 2,0, ML — 0,8, DV —
0,5) wywiercono niewielki otwor o $rednicy Imm. Kaniulg wprowadzano na odpowiednig
glebokos¢ do kory czotowej, a nastepnie stabilizowano przy uzyciu szybkoschnacego kleju
Loctitte 464. Przed wybudzeniem, zgodnie z zaleceniami dla pooperacyjnego stosowania
lekéw przeciwbdlowych, kazda poddana operacji mysz otrzymata obligatoryjnie 1 dawke
ketoprofenu (5 mg/kg, podskérnie). Po zakonczeniu zabiegu zwierze zostato umieszczone
w klatce ustawionej na poduszce ogrzewajacej i/lub owinigte w tkaning lub papier aby
zachowato odpowiednig temperature ciata 1 bylo monitorowane do czasu odzyskania peine;j

mobilnosci, rownoznacznej z catlkowitym wybudzeniem ze znieczulenia.

Po 24 godz. od implantacji kaniuli mysz usypiano wziewnie izofluranem (4%,
podtrzymanie 1,5-2,5%), a nast¢pnic wylot kaniuli faczono z ruchomym ramieniem,
bedacym elementem zestawu do mikrodializy dla wolno biegajacych zwierzat. Wolne
rami¢ aparatu polaczone bylo ze zwierzeciem cienkim drucikiem, poruszajacym si¢
zgodnie z ruchami zwierzecia, jednoczesnie nie ograniczajac jego ruchow i nie narazajac
na stres. Po wyjeciu zatyczki, kaniulg zastagpiono sondg mikrodializacyjng. Po zakonczeniu
tej czynnoSci zwierz¢ umieszczano w klatce ustawionej na poduszce grzewczej
i monitorowano. Czas potrzebny do zaimplantowania sondy, w ktorym mysz byta

znieczulona to okoto 3 min.

W celu zebrania frakcji mikrodializatdw przez sond¢ przepuszczono sztuczny plyn
mozgowo-rdzeniowy (ACSF, ang. artificial cerebrospinal fluid) o sktadzie (w mM): NaCl
(130), KCI (5), CaCl; (2,5), MgSOa4 (1,3), KH2PO4 (1,25), NaHCO3 (26), i D-glukoza (10),
napowietrzany przez 15min mieszaning 95% O i 5% CO,. Po ustabilizowaniu warunkow
(1 godzina w przeptywie 2,5 pl/godz), probki zbierano co 40 minut (100 pl) przez 4
godziny (sze$¢ frakcji). Po tym czasie AOM byl wstrzykiwany dootrzewnowo,
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a po 16 godzinach probki zbierano co 40 minut. Wszystkie probki natychmiast zamrazano

w-80 ° C.

14) Oznaczenie stezenia aminokwaséw metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC)
Stezenie aminokwasdw oznaczano wykorzystujac wysokosprawng chromatografi¢
cieczowg (ang. high-performance liquid chromatography, HPLC) 2z detektorem
fluorescencyjnym. System do rozdzialu mikrodializatow skladal si¢ z pompy Ultimata
3000 (Dionex; Sunnyvale, USA), autosamplera Gina 50 (Dionex), kolumny ze zlozem
Hypersil Gold (Thermo Electron Co.; Waltham, USA), oraz detektora fluorymetrycznego
RF 2000 (Dionex). Przed natozeniem na kolumne, do kazdej probki (50 ul) dodano przy
pomocy autosamplera 50 pl 0,1 M buforu boranowego, pH 10,0, zawierajacego 1,5 mM
dialdehydu orto-ftalowego (OPA) oraz 0,25 % B-merkaptoetanol. Upochodnienie polegato
na reakcji zwigzkow z OPA, ktory laczy sie z pierwszorzgdowymi grupami aminowymi,
dajac fluorescencyjng pochodng (Kilpatrick, 1991). Podczas rozdziatu faze ruchomg
stanowita mieszanina metanolu i 50 mM buforu fosforanowego (KH,PO4/ K;HPO,4) 0 pH
6,2. Predkos¢ przeptywu wynosifa 1,2 ml/min a faza ruchoma byta mieszana izokratycznie
(20% MetOH / 80% bufor fosforanowy). Fluorymetrycznego pomiaru upochodnionych
zwigzkow dokonywano przy dtugosciach fal: wzbudzenia 370 nm oraz emisji 450 nm.
Migdzy kolejnymi oznaczeniami kolumne przeptlukiwano zwigkszajac gradient udziatu
metanolu w fazie ruchomej z 20% do 80%, po czym przez kolejng minut¢ prowadzono
elucje w tych warunkach, a przez nastgpng powracano do wyjsciowego sktadu fazy
ruchomej. Rozdzial konczono po 15 min. od natozenia prébki na petle. Stezenie
aminokwasow bylo wyznaczane na podstawie wczeSniej wyznaczonej krzywej

standardowej dla kazdego z oznaczanych zwigzkow w zakresie stezen 0,1-1,5 uM.
15) Pomiary wybranych parametrow elektrofizjologicznych
Przygotowanie skrawkéw moézgowych

Zwierzeta znieczulano izofluranem (Aerrane, Baxter). Ich mézgi zostaly szybko usunigte
z czaszek i zanurzone w zimnym sztucznym plynie moézgowo-rdzeniowym (ACSF)
o sktadzie (w mM): NaCl (130), KCI (5), CaCl; (2,5), MgSO, (1,3), KH,PO, (1,25),
NaHCOj3; (26) i D-glukoza (10), napowietrzanym mieszaning 95% O i 5% CO,. Przednie
platy korowe (o grubosci 400 pm) wycinano w plaszczyznie czolowej za pomoca

wibrujacego mikrotomu (Leica). Skrawki inkubowano w temperaturze 32 + 0,5°C.
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Pomiar potencjalow polowych (FP) i indukcja dlugotrwalego wzmocnienia

synaptycznego (LTP)

Pojedyncze skrawki umieszczono w komorze rejestracyjnej, w ktorej zostaty poddane
superfuzji (2,5 ml/min) ze zmodyfikowanym ACSF zawierajagcym (w mM): NaCl (132),
KCI (2), CaCl, (2,5, MgSOs (1,3), KHPO, (1,25), NaHCO; (26)
I D-glukoza (10), napowietrzanym mieszanica 95% O; -5% CO; (temperatura: 32 =+
0,5°C). Koncentryczng stymulujaca elektrode bipolarng (FHC, USA) umieszczono w
warstwie korowej V. Zastosowano bodzce o czgstotliwosci 0,033 Hz i czasie trwania 0,2
ms z zastosowaniem jednostki izolacji impulsu o stalym pradzie (WPI). Mikropipety
szklane wypelione ACSF (2-5 MQ) wykorzystano do rejestracji potencjalow polowych.
Mikroelektrody odbierajace sygnat umieszczono w warstwie korowej Il / Il oraz w V jesli
chodzi o myszy w modelu KO-SN1. Odpowiedzi zostaly wzmocnione (wzmacniacz EXT
10-2F, NPI), przefiltrowane (1 Hz-1 kHz), przeksztatlcone A/D (czgstotliwo$é probkowania
10 kHz) i zapisane na komputerze PC przy uzyciu interfejsu Micro1401 i oprogramowania

Signal 2 (CED).

Dla kazdego skrawka wykonano krzywg reakcji na bodziec (reakcja-wyjscie). Aby
uzyskac¢ krzywa, stopniowo zwigkszano intensywnos$¢ stymulacji (15 krokow, 5 - 100 pA).
Odpowiedz rejestrowano przy kazdej intensywnosci stymulacji. Nastepnie dostosowano
intensywnos$¢ stymulacji w celu wywoltania odpowiedzi w zakresie 30% maksymalnej
amplitudy. LTP indukowano za pomocg stymulacji theta burst (TBS). TBS skladat si¢
z dziesieciu ciggow bodzcow o czestotliwosci 5 Hz, powtarzanych 5 razy co 15 sekund.
Kazdy ciag sktadat si¢ z pieciu impulsow przy 100 Hz. Podczas TBS czas trwania impulsu

zwigkszono do 0,3 ms.

W tescie sparowanego impulsu zastosowano dwa bodzce o tym samym natezeniu i czasie
trwania (0,1 ms) w 3 roznych odstgpach (25, 50 75 ms). PPF (ang. Paired-
pulse facilitation) wyrazano jako stosunek poczatkowej amplitudy drugiej do pierwszej
wywolywanej odpowiedzi (FP2/FP1) z zastosowaniem $rednich z 5 nastepujacych po sobie
odpowiedzi. Poczatkowa amplitude FP1 przyjeto jako 100%, a do pordéwnania grup

zastosowano test sumy rang Manna-Whitneya.
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Pomiar potencjalu blonowego komérki metoda patch-clamp

Poszczegdlne plastry umieszczono w komorze rejestracyjnej zamontowanej na scenie
mikroskopu Axioskop (Zeiss) i poddano superfuzji przy 2 ml/min ze zmodyfikowanym
ACSF o nastepujacym sktadzie (w mM): 132 NaCl, 2 KCl, 1,25 KH,PO,, 26 NaHCOs3, 1,3
MgSQq, 2,5 CaCl, i 10 D-glukozy 10, napowietrzano z 95% O, -5% CO, (temperatura: 32
+ 0,5°C). Pipety rejestrujace zostaly wyciagnigte ze szklanych kapilar borokrzemowych
(Harvard Apparatus) za pomocg S$ciggacza Sutter Instrument P97. Roztwor pipetowy
zawieral (w mM): 130 K-glukonian, 5 NaCl, 0,3 CaCl,, 2 MgCl,, 10 HEPES, 5 Na2-ATP,
0,4 Na-GTP i 1 EGTA (osmolarnos¢: 290 mOsm, pH = 7,2). Pipety mialy otwarta
opornos¢ koncoOwki wynoszacg ok. 6 MQ. Pobrano komorki piramidowe z miejsc
potozonych w przyblizeniu 2 mm z boku do linii $rodkowej 1 ok. 0,3 mm ponizej
powierzchni paczki. Sygnaly rejestrowano za pomoca wzmacniacza SEC 05LX (NPI),
filtrowano przy czestotliwosci 2 kHz 1 digitalizowano przy 20 kHz za pomocg interfejsu
Digidata 1440A i oprogramowania Clampex 10 (Molecular Devices). W niektorych
eksperymentach do ACSF dodawano tetrodotoksyn¢ (TTX, Sigma-Aldrich) w celu

zablokowania kanaléw Na®.
16) Przygotowanie preparatéw do mikroskopii konfokalnej

Mysz usypiano 4% izofluranem, dekapitowano, a mozg umieszczano na suchym lodzie. Po
umieszczeniu w kriotomie o temperaturze -20°C, po 1 godzinie rozpoczeto cigeie tkanki na
skrawki o grubosci 20 pum, ktore umieszczano pojedynczo na szkietkach podstawowych.

Preparaty przechowywano w -80°C.

Preparaty obrysowano markerem olejowym i postepowano zgodnie z procedurg: utrwalano
4% roztworem paraformaldehydu w sterylnym PBS przez 20 minut, plukano 3 razy PBS,
blokowano i permeabilizowano skrawki w 10% roztworze surowicy koziej w PBS
z 0,5% TRITONEM X-100, inkubowano z przeciwciatem anty-SN1 (1:500, 14315-1-AP,
ProteinTech, Manchester, UK) lub GFAP (1:500, G3893, Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) w dwukrotnie rozcieficzonej mieszaninie permeabilizujgco-blokujacej przez noc
w 4°C. Plukano 3 razy PBS w temp. pokojowej, inkubowano z przeciwcialem drugo-
rzedowym (goat anti-rabbit 1gG Alexa Fluor 488, 1:500, Life Technologies lub goat anti-
mouse 1gG1 Alexa Fluor 546 1:500, Life Technologies, Carlsbad, California, USA) dla
SN1 i GFAP, odpowiednio, w dwukrotnie rozcienczonej mieszaninie permeabilizujaco-

blokujacej przez 1 godzing w temp. pokojowej. Plukano 3 razy PBS, zamykano preparat
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szkietkiem nakrywkowym uzywajac Vectashield (Vector Laboratories Ltd, USA)
z barwnikiem jadrowym 4',6-diamidyno-2-fenyloindol-em (DAPI).

17)  Badanie transportu L-[*H]glutaminy w skrawkach mézgowych
Przygotowanie materiatu

Wyizolowane moézgi umieszczano na szalce Petriego. Po wstepnym oczyszczeniu
i stabilizacji (Loctitte 646) potkul na szalce, dodawano bufor Krebsa (118 mM NaCl, 4,7
mM KCI, 1,2 mM KH;POy4, 1,2 mM MgSO,, 4,2 mM NaHCO3, 2 mM CaCl,, 10 mM
glukoza, 200 mM sulphinpyrazone and 10 mM Hepes, pH 7,4, temp 37°C) i krojono
tkank¢ na 200 nm skrawki uzywajac urzadzenia do cigcia tkanek (Mcllwain Tissue
Chopper, Campden Instruments LTD). Skrawki preinkubowano w buforze Krebsa

napowietrzanym mieszaning 95% O, i 5% CO, przez 30 minut w 37°C.
Wychwyt L-[*H]glutaminy
Wychwyt L-[*H]glutaminy wykonywano w 3 wariantach:

1) mieszaning inkubacyjng stanowit bufor Krebsa z 0,5 uCi/ml L-[3,4-3H (N) -]GIn
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA, specyficzna radioaktywno$¢ 37 MBg/ml)
i nieznakowang Gln w stezeniu 100 uM w celu wyznaczenia wychwytu catkowitego
Gln;

2) do buforu Krebsa dodawano L-alaning (5 mM) i L-leucyne (5 mM) jako inhibitory
kompetycyjne uktadéw A, L i ASC;

3) do buforu Krebsa dodawano kwas L-y-glutamylo hydroksamowy (GAH, 5 mM),
bedacy swoistym inhibitorem dla uktadu N. Inkubacje w kazdym z wariantow
konczono po 4 min przez dodanie zimnego buforu (4°C), nastepnie usuniecie catego
buforu, po czym przeprowadzono trzy cykle plukania 2 ml buforu Krebsa
w temperaturze 4 °C. Skrawki wazono z doktadnoscig do dziesigtej cze$ci miligrama.
Radioaktywnos¢ skrawkoéw mozgowych mierzono w liczniku scyntylacyjnym w 4 mi

ptynu scyntylacyjnego Wallac 1409 (Perkin - Elmer, Finlandia).
Wyrzut L-[*H]glutaminy

Skrawki inkubowano w buforze Krebsa w obecnosci 0,5 pCi/ml L- [3,4-3H (N) -]GIn
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA, o specyficznej radioaktywnosci 37 MBg/ml)

I nieznakowanej GIn w stezeniu 100 uM) przez 30 minut w 37°C. Nastgpnie skrawki
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przenoszono do komor przeplywowych i plukano buforem w przepltywie cigglym
z predkoscig 0,5 ml/min. Zbierano 10 frakcji w 1 minutowych odstgpach czasowych.
Skrawki ptukano buforem inkubacyjnym bez oraz w obecnosci inhibitorow
kompetycyjnych: L-alaniny (5 mM) i I-leucyny (5 mM) oraz GAH (5 mM).
Radioaktywnos¢ kazdej frakcji w skrawkach mierzono w liczniku scyntylacyjnym po
dodaniu 2ml ptynu scyntylcyjnego Wallac 1409 (Perkin - Elmer, Finlandia).

18) Analiza statystyczna wynikow
Wyniki zostaly przedstawione jako $rednie arytmetyczne + blad standardowy $rednie;j
(SEM). Analizg statystyczng przeprowadzano przy uzyciu programu GraphPad Prism 5.0,
stosujgc testy: t-Studenta i Manna-Whitneya U oraz ANOVA z testem post hoc
Bonferroniego. Za istotny statystycznie uznawano poziom ufnosci p<0,05. Liczbe
zwierzat w kazdym doswiadczeniu oraz zastosowany test statystyczny zamieszczono

w opisie do rycin.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka mysiego AOM modelu ostrej EW

4.1.1. Stezenie cytokin, amoniaku i aktywnos$¢ enzymow watrobowych

W 0Soczu

Metoda cytometrii przeplywowej oznaczono stezenie cytokin o charakterze prozapalnym —
[1-6 oraz TNF-a w osoczu myszy kontrolnych i AOM. Wykazano okoto 21-krotny wzrost
stgzenia IL-6 1 5-krotny wzrost stezenia TNF-a u myszy AOM w stosunku do kontroli (Tab.
4.1.1.). Przy uzyciu komercyjnie dostgpnych zestawOw w osoczu zwierzat obu grup
oznaczono stezenie amoniaku oraz aktywnosci enzymoéw watrobowych, bedacych markerami
uszkodzenia watroby — aminotransferazy alaninowej (ALT) i asparaginianowej (AST).
Wykazano 26-krotny wzrost stg¢zenia amoniaku, 5-krotny wzrost aktywno$ci AST oraz
12-krotny wzrost ALT w osoczu myszy AOM w stosunku do kontroli (Tab. 4.1.1). Uzyskane
wyniki wskazujg w grupie AOM na uszkodzenie watroby oraz towarzyszacg hiperamonemig,

co cechuje typ ostrej EW.

Tab. 4.1.1. Stezenie cytokin IL-6, TNF-a, amoniaku oraz aktywnos¢ enzymoéw watrobowych

w osoczu myszy kontrolnych i AOM.

K AOM
IL-6 (pg/ml) 10,0 +/- 2,2 2145 +/- 34,5 *
TNF-o (pg/ml) 3,1+/-0,2 14,7 +/-1,8*
AST (1U/) 172,4 +/- 30,6 805,4 +/- 92,2 *
ALT (1U/1) 46,5 +/- 6,1 559,0 +/- 52,8 *
Amoniak (pg/ml) 52+/-1,1 140,0 +/- 1,0 *

Wyniki przedstawiono jako $rednig z 6 niezaleznych dos$wiadczen + blad standardowy

$redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta).
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4.1.2. Ocena aktywnoS$ci ruchowej i stanu neurologicznego

Aktywno$¢ ruchowa myszy AOM oraz ocen¢ ich stanu neurologicznego wykonano
we wspolpracy ze Srodowiskowym Laboratorium Behawioralno-Metabolicznym IMDIK.
Mierzono dystans jaki pokonaty myszy AOM w stosunku do kontroli w czasie 90 minut po
podaniu hepatotoksyny. Analizowano pokonywane odleglosci w czasie kolejnych interwatow
15-to minutowych. Dodatkowo okreslono stan neurologiczny zwierzat na podstawie oceny
wybranych 6 odruchow (rogowkowego, wrazliwosci malzowiny usznej, wibrysowego,
wyprostnego oraz odruchu strachu i zaburzenia réwnowagi), ktore byly oceniane w skali
trzystopniowej (2 -odruch prawidtowy, 0 -brak odruchu). Odruchy byly oceniane niezaleznie
przez dwoch eksperymentatorow, co 2 godziny po podaniu AOM. Wykazano zalezng od
czasu, istotnie statystycznie mniejszg odleglo$¢ przebytg przez myszy AOM w stosunku do
kontroli, w kazdym z analizowanych interwaléw czasowych (Rys.4.1.2.A). Po 90 minutach
myszy AOM wykazywaly minimalng ruchliwos¢. W ocenie neurologicznej myszy AOM
stwierdzono stopniowo pogarszajacy sie ich stan neurologiczny (Rys.4.1.2.B). U wigkszosci
osobnikow, opodzniong reakcje na bodziec wywotujacy strach obserwowano po okoto 8
godzinach. Towarzyszylo temu, lub nastepowato bezposrednio po nim, obnizenie zdolnosci
zachowania rownowagi, natomiast catkowity brak zachowania rownowagi wystepowat po ok.
20 godz. W pozniejszym czasie ostabieniu ulegat odruch wibrysowy (mniejsza pobudliwo$¢
w ok. 12 godz.). Odruchy wystepujace po podraznieniu ucha, oka i odruch wyprostny byty
statystycznie istotnie stabsze najwczesniej po okoto 20 godz. po podaniu AOM i korelowatly
z wystgpieniem ostatniej fazy EW w czterostopniowej ocenie (Matkowskyj i wsp., 1999;
Bélanger i wsp., 2006 ). Wyniki $wiadcza o szybkim pogarszaniu si¢ funkcji motorycznych
zwierzat AOM, a takze progresywnym ostabianiu ocenianych odruchow neurologicznych.
Myszy AOM zapadaly w $pigczke miedzy 18-20 godz. po podaniu hepatotoksyny,

co odzwierciedla faze IV pacjentow z ostra EW.
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Ryc. 4.1.2. (A) Aktywno$¢ ruchowa (odleglos¢) myszy w ciggu pierwszych 90 min po
dootrzewnowym podaniu AOM. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 9 niezaleznych
do$wiadczen + blad standardowy S$redniej, *p<0,01 w stosunku do kontroli (test Manna-
Whitneya). (B) Ocena neurologiczna myszy AOM wykonana na podstawie analizy 6
wybranych odruchow. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 12 niezaleznych do$wiadczen +
btad standardowy $redniej, *p<0,05 w poréwnaniu do wynikow z poprzedniej sesji (2 godziny
wczesniej), # (##) p<0,05 (p <0,01) w poréwnaniu do wyniku z dwodch sesji wczesniej (4

godziny wczesniej) (test Manna-Whitneya).
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4.2. Pomiary elektrofizjologiczne

4.2.1. Wplyw AOM na potencjaly polowe (FP) i dlugotrwale wzmocnienie
synaptyczne (LTP)

W skrawkach kory izolowanych z mézgu myszy w objawowej fazie EW zaobserwowano
znaczne obnizenie amplitudy FP w szerokim zakresie intensywnos$ci stymulacji
(Ryc.4.2.1.A). Dane dotyczace  parametrow charakteryzujacych krzywe wejsciowo-
wyjsciowe FP (Tab. 4.2.1.) wskazuja na uposledzenie pobudzenia transmisji synaptycznej
indukowanego w korze czolowej przez AOM. Wykazano, ze LTP byl znaczaco oslabione
0 ~24% w skrawkach preparowanych ze zwierzat traktowanych AOM w poréwnaniu do
kontroli (Ryc. 4.2.1.B).
Stosunek parowanych impulséw, §wiadczacy o krotkotrwalym wzmocnieniu synaptycznym,
podwyzszyt sie 0 ~30% w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 4.2.1.D). Dane te sugeruja, ze AOM

moze indukowa¢ zmiany w mechanizmach pobudzajacych uwalnianie neuroprzekaznika.

Tab.4.2.1. Parametry charakteryzujace krzywa odpowiedzi potencjaldow polowych na bodziec
w polaczeniach neuronalnych myszy kontrolnych oraz w modelu AOM w fazie objawowe;j
EW, obliczone na podstawie rozktadu Boltzmanna. Intensywno$¢ bodzca wywotujacego FP
~0,1 mV w amplitudzie; Vmax - maksymalna amplituda FP; uh - polowa maksymalnej

stymulacji; S - wspotezynnik proporcjonalny do nachylenia krzywej; n - liczba skrawkow.

Vmax (mV) uh (nA) S n
K 18h 1,8 +0,4 19,38 + 6,2 8,2 +3,59 18
AOM 18h 1,05 £+ 0,36** 27,77 +£5,04%* | 759+3,1 | 25

Wyniki przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych dos$wiadczen + biad standardowy

$redniej, ***p<0,001 w stosunku do kontroli (test T-Studenta).
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Ryc.4.2.1. (A) Zwigzek pomiedzy intensywnoscig bodzca a $rednig amplituda potencjatow
polowych w skrawkach korowych myszy kontrolnych i w modelu AOM (B) Dhlugotrwate
wzmocnienie synaptyczne mierzone u skrawkach korowych myszy kontrolnych i w modelu
AOM. Wyniki przedstawiono jako $rednig amplitude (FP) z 6 niezaleznych doswiadczen +
btad standardowy S$redniej. (C) Przyklad poszczegdlnych potencjatdéw polowych
generowanych w odpowiedzi na drugi impuls stymulujgcy w stosunku do potencjatlow
polowych generowanych w odpowiedzi na pierwszy impuls stymulujacy (FP1 /FP21)
w skrawkach myszy kontrolnych i w modelu AOM. (D) Podsumowanie iloSciowe zjawiska
parowania impulsow, swiadczacego o krotkotrwalym wzmocnieniu synaptycznym, wyrazone
jako wskaznik PPF (= SEM). Uzyskane wartosci z 6 niezaleznych do$wiadczen wyrazano
procentowo =+ blad standardowy S$redniej, za 100 % przyjmujac Srednie nachylenie
odpowiedzi na pierwszy bodziec stymulujacy, *p<0,05 w stosunku do kontroli
(jednoczynnikowa ANOVA).

4.2.2. Wplyw AOM na pobudliwos$¢ blony neuronéw piramidowych

Badania metodg patch-clamp wykazaty, ze w skrawkach mozgowych myszy w objawowej
fazie EW spoczynkowy potencjal blonowy neuronow warstwy 11 / 111 byt istotnie zmniejszony
w stosunku do skrawkow korowych z myszy kontrolnych, odpowiednio o ~6% i ~7%.

Oporno$¢ wejsciowa neurondOw byla obnizona o ~26% w skrawkach korowych myszy
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w modelu AOM w stosunku do kontroli (Ryc.4.2.2.A). Nie zaobserwowano zmian
pobudliwo$ci neurondéw piramidowych, jednakze warto$¢ progowa dla generowania
potencjatu czynnosciowego byta wyzsza o ~45% niz w grupie kontrolnej (Ryc.4.2.2.D). Dane
te sugeruja, ze azoksymetan indukuje gleboka modyfikacje podstawowych wlasciwosci

elektrofizjologicznych neuronéw piramidowych.
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Ryc.4.2.2. (A) przyklad odpowiedzi neuronu piramidowego izolowanego z myszy
kontrolnych i odpowiedZz komorki pochodzacej od myszy po podaniu AOM na impuls
depolaryzujacy. (B) stosunek natezenia pradu do predkosci wzrostu odpowiedzi komorek
pochodzacych od myszy kontrolnych i w modelu AOM. (C) Srednie wzmocnienie
(nachylenie wartosci indukowanego pradu w zalezno$ci od szybkosci odpowiedzi). Wyniki
przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych do$wiadczen + blad standardowy $redniej. (D)
Sredni prog pobudzenia neuronéw piramidowych z myszy kontrolnych i modelu AOM, Ith —
minimalne nat¢zenie pradu, ktére umozliwia wygenerowanie potencjatu czynno$ciowego.
Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 23 komoérek od 6 myszy kontrolnych i 21 komoérek od 6
myszy po podaniu AOM = blad standardowy $redniej. **p<0,01 w stosunku do kontroli (test
Manna-Whitneya).
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4.2.3. Wplyw AOM na pobudzajace prady postsynaptyczne (SEPSCs)

Wykazano ~30% obnizenie $redniej czgstotliwosci SEPSC w neuronach pochodzacych od
myszy po wstrzykniecciu AOM w poréwnaniu do kontroli (Tab.4.2.3; Ryc.4.2.3.C).
Zaobserwowano rowniez ~10% zwigkszenie $redniej amplitudy sSEPSC oraz ~24%

zwickszenie $redniej czasowej zaniku sEPSC (Tab.4.2.3; Ryc.4.2.3.D, F).

Wplyw blokady kanatu Na® badano poprzez dodanie 1 uM TTX do ACSF, jednak nie
zaobserwowano znaczacych zmian w zadnym z mierzonych parametrow (Tab. 4.2.3.). Mozna
zatem stwierdzi¢, ze zarejestrowane prady postsynaptyczne odpowiadajag miniaturowym
EPSC (mEPSC), ktore sg produktem niezaleznego od aktywnos$ci, spontanicznego uwalniania
Glu z zakonczen presynaptycznych. Dane te sugerujg zmiany w spontanicznej pobudzajgcej
transmisji synaptycznej, w tym w uwalnianiu Glu, indukowanego w korze czotowej myszy

w wyniku podania AOM.

Tab. 4.2.3. Poréwnanie parametrow sEPSC i mEPSCs w neuronach piramidowych

w skrawkach korowych myszy kontrolnych oraz w modelu AOM.

SEPSC mEPSC
K
Czestotliwos¢ (Hz) 1,34 + 0,06 1,31 +0,06
Amplituda (pA) 9,43 +0,19 9,28 £ 0,18
Stafa narastania (ms) 1,42 +0,02 1,41 +0,02
Stala czasowa 4,58 +£0,11 4,59+ 0,11
zaniku (ms)
AOM
Czestotliwo$¢ (Hz) 1,03 £0,02 1,03 £0,02
Amplituda (pA) 10,29 + 0,24 10,22 + 0,24
Stala narastania (ms) 1,49 +0,08 1,51 £0,07
Stala czasowa 5,91+ 0,09 5,90 £ 0,10
zaniku (ms)

Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 12 komorek od 5 myszy kontrolnych 1 12 komorek od 4

myszy w modelu AOM = blad standardowy $rednie;.
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Ryc. 4.2.3. (A) Przyktad typowego zapisu SEPSC z neuronu kontrolnego i neuronu
pochodzacego od myszy po podaniu AOM przed i po dodaniu TTX (B) Superpozycja
srednich wszystkich indywidualnych sEPSC odczytanych podczas 4-minutowych zapisow
z neuronu kontrolnego (cienka linia) i pochodzacego od myszy z modelu AOM (gruba
linia). (C) $érednia czgstotliwo$¢ sEPSC, (D) srednia amplituda sEPSC, (E) sredni czas
narastania SEPSC i (F) $rednia stata czasowa zaniku sEPSCs. (C-F) Wyniki przedstawiono
jako $rednig z: 23 komorek od 6 myszy kontrolnych i 21 komérek od 6 myszy po podaniu
AOM = blad standardowy $redniej.*p<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 w stosunku do kontroli
(test Manna-Whitneya).
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4.3. Analiza obrzeku mézgu myszy AOM

4.3.1. Badanie szczelno$ci bariery krew-mozg

W homogenatach kory czotowej pochodzacych od myszy AOM w fazie IV EW obserwowano
ok. 4-krotny wzrost stezenia blgkitu Evansa w przeliczeniu na gram tkanki, $wiadczacy
o zwigkszonej przepuszczalnosci BBB i obecnosci naczyniopochodnej komponenty obrzeku
(Ryc.4.3.1.).
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Ryc.4.3.1. Stezenie bigkitu Evansa (EB) w korze mozgowej myszy kontrolnych i AOM.
Wyniki przedstawiono jako S$rednig z 5 niezaleznych doswiadczen + biad standardowy

$redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta).
4.3.2. Ultrastrukturalna ocena morfologiczna kory czotowej myszy AOM

Wszystkie analizy morfologiczne zostaly wykonane we wspolpracy ze Srodowiskowym

Laboratorium Mikroskopii Elektronowej.

W badanym materiale obserwowano 4 grupy naczyn kapilarnych o rdéznej budowie

morfologicznej:
1)  Naczynia o niezmienionej budowie ultrastrukturalnej.

2) Naczynia charakteryzujace si¢ prawidlowym, niezmienionym morfologicznie
srodblonkiem, posiadajace nieliczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie komorek
srodblonkowych. Powierzchnia luminalna komorek $rédbtonkowych byta gladka. Polaczenia
miedzy komorkami $rodblonkowymi nie wykazywaly cech morfologicznych wskazujacych

na nieszczelno$¢. Otoczone byly blong podstawng o prawidiowej budowie morfologicznej.
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Pod blong podstawng obecne byly przynaczyniowe wypustki astrocytow charakteryzujace si¢

jasniejszg elektronowo cytoplazma, z niewielkimi cechami obrzgku.

3) Naczynia charakteryzujace si¢ zmienionym morfologicznie srodblonkiem, posiadajacym
liczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie oraz mikrokosmki na powierzchni luminalnej
komorek srodblonkowych. Pomiedzy komorkami srodblonkowymi widoczna byta szczelina
wskazujaca na nieszczelno$¢ Scistego potaczenia. Pod blong podstawng tych naczyn obecne

byty elektronowo-jasne wypustki astrocytow o cechach obrzegku.

4)  Naczynia charakteryzujace si¢ zmienionym morfologicznie srodblonkiem, posiadajgcym
liczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie oraz mikrokosmki na powierzchni luminalnej
komorek srodblonkowych. Pomiedzy komoérkami srodblonkowymi widoczna byta szczelina
wskazujaca na nieszczelnos$¢ Scistego potaczenia. Pod blong podstawna, ktora byta czasami
pogrubiata wystgpowaly przynaczyniowe wypustki astrocytow o niezmienionej budowie

morfologicznej.
Dokonano oceny poétilosciowe] wyodrebnionych grup naczyn krwionosnych.

Tab.4.3.2. Potilosciowa ocena kolejno wyodrebnionych grup naczyn krwionosnych w korze

czotowej myszy kontrolnych i AOM.

GRUPA1 GRUPA 2 GRUPA 3 GRUPA 4
KONTROLA 61 % + 2% 34%+7% 2% +0,5% 1%+ 1%
AOM 38%+ 1% * 23% 2% 20% =2 % * 19% +1% *

Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3 dla kontroli i 4 dla AOM niezaleznych doswiadczen +
blad standardowy s$redniej, w kazdym doswiadczeniu analizowana 50 kolejnych naczyn,

*p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta).

Na podstawie powyzszych obserwacji oraz wynikéw potwierdzajacych zwickszong
przepuszczalnos¢ BBB stwierdzono, ze u myszy AOM doszto do uszkodzenia BBB, co

swiadczylo o obecnosci naczyniopochodnej sktadowej obrzeku mozgu.

Powyzsze cechy morfologiczne wskazywaty, ze u ~43% myszy AOM wystepowaly wyrazne

cechy obrzeku 0 charakterze cytotoksycznym.
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Ryc.4.3.2. Zdjecia ultrastruktury kory czolowej myszy kontrolnych 1 AOM, gdzie A oznacza

astrocyty kontrolne, A astrocyty obrzmiate, A komorki endotelialne, O pecherzyki
pinocytarne i szczeliny miedzy komoérkami srodbtonka.

4.3.3. Wyznaczenie pozornego wspoélczynnika dyfuzji w korze czolowej
myszy AOM metodg rezonansu magnetycznego

Wyznaczenie pozornego wspolczynnika dyfuzji (ang. apparent difusion koeficjent; ADC)
pozwala na analiz¢ zmian dyfuzji czasteczek ptynu w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej
1 wewnatrzkomérkowej. Umozliwia to porownanie wielkosci przestrzeni, w ktoérej znajduja
si¢ czasteczki wody. Ograniczenie dyfuzji czasteczek w badanym regionie mézgu $wiadczy
0 zmniejszonej przestrzeni zewnatrzkomoérkowej potwierdzajac cytotoksyczny charakter
obrzeku moézgu, podczas gdy jego podwyzszenie sugerowaloby przewage skladowej
naczyniopochodnej (Chavarria, Cordoba, 2015). W korze czotowej myszy AOM wykazano
obnizong o ~10% warto$¢ parametru ADC $§wiadczacg o cytotoksycznym charakterze obrzeku
(Ryc. 4.3.3.A).
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Ryc.4.3.3. (A) Warto$¢ pozornego wspoiczynnika dyfuzji ADC w korze czolowej myszy
kontrolnych i AOM. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 10 niezaleznych do$wiadczen =+
btad standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta). (B) Zdjecia

przedstawiajace obraz MRI przekroju mozgu z zaznaczonym obszarem poddanym analizie.

4.3.4. Pomiar stezen metabolitow w korze czolowej myszy AOM metoda

protonowej spektroskopii rezonansu magnetycznego
Analiza spektroskopowa kory czolowej] myszy AOM wykazata wzrost stgzenia Gln
0 ~37%, inozytolu o ~22%, tacznie analizowanego stezenia Gln i Glu 0 ~10% oraz spadek

st¢zenia alaniny o ~35% w poréwnaniu do myszy kontrolnych (ryc.4.3.4.A).
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Ryc.4.3.4. (A) Analiza spektroskopowa metabolitow w korze myszy kontrolnych i AOM.
Wyniki przedstawiono jako $rednig z 7 niezaleznych dos$wiadczen + blad standardowy
sredniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta). (B) Przyktadowe widma

spektroskopowe metabolitow zarejestrowane w korze myszy kontrolnych i AOM.
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4.4. Analiza poziomu ekspresji i badanie funkcji transporterow ukladu N w korze
czolowej myszy kontrolnych i AOM
4.4.1. Analiza ekspresji transporterow SN1 i SN2 na poziomie mRNA
i bialka

Poziom ekspresji na poziomie mRNA obu transporteréw glutaminy SN1 i SN2, nalezacych do
systemu N byt odpowiednio obnizony o ~30% i ~60% w korze czolowej myszy AOM
w stosunku do kontroli (Ryc.4.4.1.A). Poziom biatka SN1 w korze czotlowej myszy AOM byt

obnizony o ~30%, przy jednoczesnym braku zmian poziomu biatka SN2 (Ryc. 4.4.1.B).
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Ryc.4.4.1. (A) Poziom mRNA genu kodujacego SN1 i SN2 w korze myszy kontrolnych
i AOM. Wyniki przedstawiono jako $rednia z 8 niezaleznych doswiadczen =+ blad
standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta). (B) Poziom ekspresji
biatka SN1 1 SN2 w korze myszy kontrolnych i AOM. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 8
niezaleznych doswiadczen + blad standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test

T-Studenta). (C) Reprezentatywny elektroforogram.
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4.4.2. Badanie aktywnego transportu [*H]-glutaminy w skrawkach kory
czolowej myszy kontrolnych i AOM

Badania transportu znakowanej GIn przez swoiste biatka transporterowe obejmowaty
zarowno wychwyt aminokwasu do komorek jak i jego wyrzut. Parametrami Kinetycznymi
opisujacymi reakcje wychwytu [*H]-Gln sa szybko§¢ maksymalna wychwytu (Vmax) oraz
stata Michaelisa (Km), odpowiadajaca stezeniu substratu, przy ktéorym szybkosé
wychwytu jest rowna potowie Vmax reakcji. W skrawkach izolowanych z kory czotowe;j
zwierzat AOM, oba parametry byly obnizone odpowiednio o ~19% i ~40% wzgledem
skrawkow pochodzacych z myszy kontrolnych (Ryc.4.4.2.A).

Wychwyt [*H]-GIn w skrawkach pochodzacych z myszy AOM byl obnizony o ~20%
w odniesieniu do skrawkoéw kontrolnych. W obecnosci 5 mM alaniny i 5 mM leucyny (A+L),
inhibitorow kompetycyjnych uktadow A, L i ASC, wychwyt [°H]-GIn w skrawkach od
zwierzat kontrolnych byt obnizony o ~25% w odniesieniu do skrawkéw kontrolnych nie
traktowanych. W tych samych warunkach w skrawkach pochodzacych od myszy AOM
zaobserwowano obnizenie wychwytu o ~26% wzgledem skrawkoéw kontrolnych w obecnosci
inhibitoréw oraz 0 ~31% w stosunku do skrawkow AOM bez inhibitoréw. Wychwyt [*H]-GIn
w obecnosci 5 mM GAH (z ang. glutamate-y-monohydroxamate), swoistego inhibitora uktadu
N byl obnizony o ~22% w skrawkach pochodzacych od myszy kontrolnych wzgledem
kontroli nie traktowanej (Ryc.4.4.2.B).

Wykazano réwniez obnizone frakcyjne uwalnianie [*H]-GIn przez skrawki AOM w picciu
pierwszych frakcjach wzgledem kontroli (Ryc.4.4.2.C). Dodatkowo $rednie uwalnianie [°H]-
GIn z frakcji 4-7 w skrawkach pochodzacych z myszy AOM bylo obnizone o ~18%
wzgledem kontroli. W obecnos$ci inhibitorow kompetycyjnych A+L (puls we frakcjach 4-7)
$rednie uwalnianie [*H]-GIn bylo wyzsze o ~20% w skrawkach pochodzacych z kontroli
wzgledem skrawkow nie traktowanych kompetytorami, a takze o ~20% nizsze w skrawkach
pochodzacych z myszy AOM w odniesieniu do skrwkow kontrolnych po pulsie. Analogiczne,
jak w przypadku doswiadczen wychwytu Gln, podanie GAH skutkowalo podwyzszonym
uwalnianiem [*H]-GIn o ~15% w skrawkach izolowanych z myszy kontrolnych wzgledem
skrawkéw nie traktowanych inhibitorem. Zaobserwowano takze ~40% podwyzszenie
uwalniania znakowanej GIn ze skrawkow AOM po traktowaniu GAH wzgledem AOM nie
traktowanych (Ryc.4.4.2.D). Powyzsze wyniki dokumentuja funkcjonalne zaburzenie

transportu GIn przez uktad N w korze czotowej myszy AOM.
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Ryc.4.4.2. (A) Kinetyka wychwytu [*H]-GIn (analiza wg Michaelisa-Menten; parametry
kinetyczne w tabeli) przez skrawki kory czolowej myszy kontrolnych i AOM * oznacza
p<0,05 w stosunku do kontroli (B) Wychwyt [°H]-GIn przez skrawki kory czolowej myszy
kontrolnych i AOM w obecnosci inhibitorow kompetycyjnych uktadéw A, L 1 ASC lub
inhibitora GAH. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych doswiadczen + blad
standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli bez pulsu, # oznacza p <0,05
w poréwnaniu z kontrolg po pulsie A + L, ** oznacza p <0,05 w porownaniu z AOM bez
pulsu (test Manna-Whitneya). (C) Frakcyjne uwalnianie GIn ze skrawkow kory pobranych
z myszy kontrolnych i AOM, mierzone w 1-minutowych frakcjach, wyrazone jako procent
uwolnionej GIn w stosunku do catkowitego poczatkowego wypehienia skrawka [*H] -Gln.
Wyniki przedstawiono jako $rednig z 6 niezaleznych dos$wiadczen + biad standardowy
$redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli w tym samym punkcie czasowym, (test Manna-
Whitneya) (D) Srednie uwalnianie GIn w czasie 1 minuty podczas 4-minutowego impulsu
(frakcje 4-7) bez dodatku inhibitorow, z pulsem A+L lub pulsem GAH. Wyniki
przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych do$wiadczen + blad standardowy $redniej
*p<0,05 w stosunku do kontroli bez pulsu, # oznacza p <0,05 w poréwnaniu z kontrolg po

pulsie A + L, ** oznacza p <0,05 w porownaniu z AOM bez pulsu, (test Manna-Whitneya).
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4.5.Pomiar poziomu bialka SN1 po wyciszeniu technikg vivo-morpholino

4.5.1. Pomiar immunoreaktywnosci bialka

Wykazano obnizenie o ~55% iloSci transportera SN1 w wyciszonym fragmencie kory
czolowej w stosunku do immunoreaktywnosci biatka zmierzonej w odpowiadajacym
fragmencie potkuli kontralateralnej oraz fragmencie kory mézgu myszy, ktorej podawano sol

fizjologiczna lub oligonukleotydy niewyciszajace (z ang. mismatched) (Ryc.4.5.1.C).
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Ryc.4.5.1. (A) Grafika przedstawiajagca metode wyciszania z uzyciem pompy osmotyCznej
wszczepionej pod skore zwierzgcia (B) Schematyczne przedstawienie lokalizacji i obszaru
wyciszanego regionu mozgu za pomocg techniki vivo-morpholino (C) Poziom biatka SN1
w odpowiadajagcym wyciszeniu obszarze kory czotowej myszy kontrolnej oraz myszy
z wyciszonym SN1 i z pétkuli kontrlateralnej do wyciszenia. Wyniki przedstawiono jako
srednig z 3 niezaleznych doswiadczen + btad standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do

kontroli (test Manna-Whitmey) (D) Reprezentatywny elektroforogram.
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45.2. Mikroskopowa analiza bialka SN1 po wyciszeniu technika vivo-

morpholino

Metoda mikroskopii konfokalnej wykazano mniejsza ilos¢ miejsc wyznakowanych
przeciwcialem anty-SN1 w skrawkach moézgowych myszy SN1 VM w poréwnaniu do
analizowanego fragmentu bedacego lustrzanym odbiciem w potkuli kontralateralnej
(Ryc.4.5.2.A). Specyficzno$¢ przeciwciala anty SNI1 zostala potwierdzona brakiem
znakowania miejsc reakcji immunohistochemicznej z pomini¢gciem etapu inkubacji

z przeciwciatem [-rzegdowym.

Ocena potilosciowa wskazuje, ze reakcja immunocytochemiczna wystepowala czgsciej
u zwierzat z grupy kontrolnej niz u zwierzat po wyciszeniu biatka SN1. Wyniki uzyskane
z uzyciem techniki mikroskopii konfokalnej potwierdzono technika znakowania
immunocytochemicznego z uzyciem ztota koloidalnego (immunogold) w transmisyjnym

mikroskopie elektronowym.
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Ryc.4.5.2. (A) Analiza lokalizacji immunohistochemicznie znakowanego biatka SN1
w wyciszonym obszarze kory czolowej myszy. Przykladowe zdjecia z mikroskopu
konfokalnego przedstawiajace fragment potkuli z widocznym sladem po lokalizacji sondy (po
lewej), oraz fragment obszaru kory ponizej wylotu, wybarwiony przeciwcialem anty-SN1
(zielone $lady) (B) Zdjecia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace fragment obszaru
kory ponizej wylotu z wyznakowanym za pomocag zlota koloidalnego biatkiem SN1

(zaznaczone czerwonym owalem) u myszy z wyciszonym biatkiem SN1 i bez wyciszenia.
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4.6.Parametry elektrofizjologiczne we fragmencie kory czolowej z wyciszonym
bialkiem SN1
4.6.1. Wplyw wyciszenia SN1 na potencjaly polowe (FP) i dlugotrwale
wzmocnienie synaptyczne (LTP)

Analiza FP wykazala znaczace obnizenie amplitudy FP w szerokim zakresie intensywnosci
stymulacji w odpowiedzi na bodziec, migdzy neuronami warstwy V polaczonymi
horyzontalnie w skrawkach izolowanych z wyciszonego fragmentu moézgu myszy
w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 4.6.1.A). Zmian nie zaobserwowano pomigdzy neuronami
polaczonymi wertykalnie, tzn. z warstwy V do Il/l1l (Ryc. 4.6.1.B). Dane charakteryzujace
krzywe wejsciowo-wyjsciowe FP (Tab. 4.6.1.) wskazuja na obnizenie warto$ci maksymalne;]
amplitudy (Vmax) o ~55% oraz podwyzszenie o ~ 31% intensywnosci stymulacji okreslajacej
warto$¢ FP w polowie maksymalnej amplitudy w komoérkach polaczonych horyzontalnie w

wyciszonym fragmencie kory w poréwnaniu do kontroli.

Nie wykazano istotnie statystycznych zmian w LTP mi¢dzy komoérkami w polaczeniach
horyzontalnych, ani wertykalnych, jednak wskazano wyrazng tendencj¢ do ostabienia si¢ LTP
w neuronach warstwy V polgczonych horyzontalnic analizowanych w skrawkach

z wyciszonym transporterem SN1, w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 4.6.1.C-D).

Tab.4.6.1. Parametry charakteryzujace odpowiedz potencjalow polowych na bodziec w

potaczeniach horyzontalnych i wertykalnych, obliczone na podstawie rozktadu Boltzmanna.

Potgczenie horyzontalne w warstwie V

Vmax (mV) Uh (uA) S n
KVM 0,68 £0,10 22,02 + 1,56 525+0,61 | 10
SN1VM 0,31 £0,07** 29,89 £ 1,04** | 4,50 + 1,06 6

Pofagczenie wertykalne miedzy warstwami V a II/II1

KVM 1,75+ 0,26 25,53 + 1,43 6,47+0,49 | 9

SN1VM 1,61 +£0,13 27,19 + 1,27 6,51+£0,99 | 8

Intensywno$¢ bodzca wywolujacego FP ~0,1 mV w amplitudzie; Vmax - maksymalna
amplituda FP; uh - potowa maksymalnej stymulacji; S - wspotczynnik proporcjonalny do
nachylenia krzywej; n- liczba skrawkoéw. Wyniki przedstawiono jako srednig z 5 niezaleznych

doswiadczen + btad standardowy $redniej, **p<0,02 w stosunku do kontroli (test T-Studenta).
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Ryc. 4.6.1. (A, B) Zwigzek pomigdzy intensywnoscig bodzca a $rednig amplitudg potencjatow
polowych neuronéow polfagczonych horyzontalnie w warstwie V (A) oraz polgczonych
wertykalnie miedzy warstwami V a II/IIl (B) analizowanych w skrawkach korowych myszy
kontrolnych i z wyciszonym biatkiem SNI1. (C, D) Dhugotrwale wzmocnienie synaptyczne
mierzone mi¢dzy neuronami warstwy V (C) oraz warstwy V i Il/IIl (D) w skrawkach
korowych myszy kontrolnych i z wyciszonym biatkiem SN1. Wyniki w (A, B, C ,D)
przedstawiono jako $rednig amplitude (FP) z 5 niezaleznych do§wiadczen + blad standardowy

Sredniej.

4.6.2. Wplyw wyciszenia bialka SN1 na pobudliwo$¢ blony neuronow
piramidowych

Wykazano ~10% zmniejszenie potencjalu spoczynkowego pomigdzy neuronami warstwy

[I/IIT pochodzacymi od zwierzat wyciszonych a zwierz¢tami kontrolnymi, przy braku zmian

W opornosci wejsciowej neurondéw. Nie wykazano zmian w wewnetrznej pobudliwosci ani

progu dla generowania potencjalu czynno$ciowego neuronow piramidalnych warstwy I1/111

(Tab.4.6.2.).
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Nie bylo znaczacych réznic w zadnym z parametrow opisujacych pobudliwo$¢ blony

neurondéw piramidowych warstwy V.

Tab.4.6.2. Parametry charakteryzujace wlasciwosci blonowe neuronéow piramidowych

warstwy II/IIT (gérny panel) oraz warstwy V (dolny panel).

Komorki warstwy II/111
Kontrola KO-SN 1 Test p
Potencjal spoczynkowy Mann-
- + - + * =
(mv) 68,80 + 2,33 62,33 +1,33 Whitney p=0,03
Opornosé wejéciowa (MQ) | 834042280 | 107.03 4936 | ann- =0,13
P wesciow ’ ’ ’ ’ Whitney P=0
Wzmocnienie (Hz/pA) 0,12 0,03 0.13 £ 0,01 Mann- =0,66
P ’ ’ ’ ’ Whitney P=0
Reobaza (pA) 119,88 + 14,74 | 129,20 + 18,88 t-Test p=0,72
n 10 12
Komoérki warstwy V
Potencjat spoczynkowy Mann-
- + - + =
(mV) 63,11 +1,12 62,67 + 0,86 Whitney p=0,75
Opornos¢ wejsciowa (MQ) 95,55 + 8,87 89,04 + 7,02 t-Test p=0,49
Wzmocnienie (Hz/pA) 0,14 +0,01 0,14 £0,01 t-Test p=0,82
Reobaza (pA) 203,17+ 2201 | 2143422175 | e =0,39
p 5 > s 5 Whltney p_ )
n 17 18

Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 10 komorek od 4 osobnikéw dla kontroli oraz 12
komorek od 5 osobnikow z wyciszonym biatkiem SN1 dla warstwy 11/111 oraz 17 komoérek od
4 myszy kontrolnych i 18 komorek od 5 myszy z wyciszonym biatkiem SN1 dla warstwy V +

btad standardowy $redniej. *p<0,05 w stosunku do kontroli (test Manna-Whitneya).
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Ryc. 4.6.2. (A, E) przyktad odpowiedzi neuronu piramidowego izolowanego z II/I1I (A) oraz
V (E) warstwy kory myszy kontrolnych i wyciszonych na impuls depolaryzujacy. (B, F)
stosunek natezenia pradu do predkosci wzrostu odpowiedzi komorek pochodzacych z II/I11
(B) oraz V (F) warstwy kory myszy kontrolnych i wyciszonych (C, G) Srednie wzmocnienie
(nachylenie wartosci indukowanego pradu w zaleznosci od szybko$ci odpowiedzi). Wyniki
przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych doswiadczen + blad standardowy sredniej. (D,
H) éredni proég pobudzenia neuronéw piramidowych z II/III (D) oraz V (H) warstwy kory
myszy kontrolnych i wyciszonych. Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 10 komorek od 4
osobnikéw dla kontroli oraz 12 komoérek od 5 osobnikéw z wyciszonym bialkiem dla
neurondow izolowanych z warstwy II/IIl oraz 17 komorek od 4 osobnikow kontrolnych 1 18
komorek od 5 osobnikow z wyciszonym biatkiem dla neuronéw izolowanych z warstwy V +

btad standardowy $rednie;.

4.6.3. Wplyw wyciszenia bialka SN1 na pobudzajace prady
postsynaptyczne (SEPSCs)

Wyciszenie biatka SN1 nie spowodowalo znaczacej zmiany wzgledem kontroli w Zadnym
z mierzonych paramteréw: S$redniej czestotliwosci, $redniej amplitudy, Sredniego czasu
narastania i Sredniej stalej czasowej zaniku sEPSCs neurondéw piramidowych ani w warstwie

11/111, ani V (Tab.4.6.3.A; Ryc.4.6.3.C-F).

Blokada kanatu Na* nie spowodowata znaczacej zmiany ani parametréow SEPSC w warstwie
/111 ani w V (Tab.4.6.3.B). Tak wigc jest prawdopodobne, ze wiekszo$¢ SEPSC zapisanych
w standardowym ACSF odpowiada miniaturowym EPSC (MEPSC).

81



Tab. 4.6.3.A Poréwnanie parametréw sEPSCs w neuronach piramidowych warstwy I1/111

(gorny panel) 1 V (dolny panel) ze skrawkow myszy kontrolnych i z wyciszonym biatkiem

SN1.
SEPSC
Komorki warstwy 11/111
KVM SN1 VM Test p
Czestotliwos¢ (Hz) 0,46 + 0,08 0,56 + 0,08 t-Test p=0,407
Amplituda (pA) -8,59 + 0,33 -8,49 £ 0,27 t-Test p=0,806
Stata narastania (ms) 1,55+ 0,06 1,49 + 0,06 t-Test p=0,517
S;fijz(j;:)w a 5,31 + 0,58 5,26 + 0,30 t-Test 0=0,940
n 10 12
Komoérki warstwy V

Czestotliwosé¢ (Hz) 0,83 + 0,08 0,66 + 0,07 t-Test p=0,108
Amplituda (pA) -8,57 £ 0,40 -8,84 £ 0,33 t-Test p=0,610
Stata narastania (ms) 1,63 + 0,09 1,59+0,10 Mann-Whitney | p=0,380
S;f‘fliljz(f;)w a 6,19 + 0,40 5,92 + 0,42 t-Test 0=0,684
n 17 18

Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 10 komorek od 4 osobnikéw dla kontroli oraz 12
komorek od 5 osobnikow z wyciszonym biatkiem SN1 dla warstwy I1/111 oraz 17 komorek od
4 myszy kontrolnych i 18 komorek od 5 myszy z wyciszonym biatkiem SN1 dla warstwy V +

btad standardowy $rednie;j.
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Tab.4.6.3.B Poréwnanie parametrow sEPSC i mEPSCs w neuronach piramidowych warstwy

II/IIT (gérny panel) oraz V (dolny panel) w skrawkach korowych myszy kontrolnych

I wyciszonych.

Komorki warstwy 11/111
KVM
SEPSC mEPSC
Czestotliwos¢ (Hz) 0,47 +0,09 0,47 + 0,08 p=0,466
Amplituda (pA) -8,39 £ 0,43 -8,36 + 0,42 p=0,381
Stata narastania (ms) 1,53 + 0,07 1,52 + 0,06 p=0,472
S;fﬁijz(j;:)w a 5,64 + 0,61 5,65 + 0,58 0=0,800
SN1 VM
Czestotliwosé (Hz) 0,50+ 0,05 0,49 + 0,05 p=0,131
Amplituda (pA) -8,19+ 0,20 -8,18 £ 0,23 p=0,742
Stata narastania (ms) 1,50 + 0,06 1,49 + 0,05 p=0,844
j;"r‘fl"l‘(jz(ﬁ‘s’;v : 5,44 + 0,45 5,45 + 0,43 p=0,857
Komorki warstwy V
KVM
Czestotliwos¢ (Hz) 0,63 +0,08 0,52 £ 0,03 p=0,151
Amplituda (pA) -8,56 £ 0,92 -7,74 £ 0,48 p=0,329
Stala narastania (ms) 1,77 £ 0,25 1,98 £0,16 p=0,533
j;fflisz(?:z;” a 6,52 + 0,65 7684046 0=0,193
SN1VM
Czestotliwos¢ (Hz) 0,47 + 0,06 0,35+ 0,06 p=0,098
Amplituda (pA) -9,49 + 0,52 -9,15+ 0,47 p=0,091
Stala narastania (ms) 1,52 + 0,07 1,84 £ 0,23 p=0,262
f;?}iijz(?::;v a 5.90 4 0.71 5,63 + 0,62 0=0,165

Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 4 komorek od 4 osobnikow dla kontroli oraz 4 komorek
od 5 osobnikow z wyciszonym biatkiem SN1 dla warstwy I1/l11 oraz 5 komérek od 4 myszy
kontrolnych i 5 komoérek od 5 myszy z wyciszonym biatkiem SN1 dla warstwy V + biad

standardowy $rednie;.
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Ryc.4.6.3. (A, G) Przykiad typowego zapisu sEPSC z neuronéw warstwy II/I11 (A) oraz V (G)
w skrawkach izolowanych od myszy kontrolnych i z wyciszonym bialkiem SN1 przed i po
dodaniu TTX (B, H) Superpozycja srednich wszystkich indywidualnych sEPSC odczytanych
podczas 4-minutowych zapisow z neuronu warstwy II/III (B) i V (H) skrawkow myszy
kontrolnych (cienka linia) i z wyciszonym biatkiem (gruba linia). (C, I) srednia czgstotliwosé
SEPSC, (D, J) $rednia amplituda sEPSC, (E,K) $redni czas narastania SEPSC i (F, L) srednia
stata czasowa zaniku sEPSCs. (C-L) Wyniki przedstawiono jako $rednig z: 10 komorek od 4
osobnikéw dla kontroli oraz 12 komorek od 5 osobnikéw po wyciszeniu SN1 dla warstwy
[I/IIT oraz 17 komorek od 4 myszy kontrolnych 1 18 komoérek od 5 myszy po wyciszeniu SN1
dla warstwy V + blad standardowy $rednie;.
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4.7. Wplyw wyciszenia bialka SN1 na powstawanie obrzeku mézgu o charakterze
cytotoksycznym
4.7.1. Ultrastrukturalna ocena morfologiczna kory czolowej myszy po

wyciszeniu biatka SN1

W badanym materiale wystgpowaly 3 grupy naczyn kapilarnych o rdéznej budowie
morfologicznej.

W grupie kontrolnej (KVM):

1) Naczynia o niezmienionej budowie ultrastrukturalnej.

2) Naczynia charakteryzujace si¢ prawidlowym, niezmienionym morfologicznie
srodblonkiem, posiadajace nieliczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie komorek
srodbtonkowych. Powierzchnia luminalna komoérek $rodbtonkowych byta gltadka. Potaczenia
migdzy komorkami $rodblonkowymi nie wykazywaly cech morfologicznych wskazujacych
na nieszczelnos¢. Widoczne byty niewielkie zmiany ultrastrukturalne w postaci poszerzenia
blony podstawnej, pod ktorg obecne byly przynaczyniowe wypustki astrocytow o
niezmienionej budowie morfologiczne;.

3) Naczynia charakteryzujace si¢ niewielkimi zmianami morfologicznymi $rodblonka,
posiadajace nieliczne pecherzyki pinocytarne w  cytoplazmie. Pomiedzy komoérkami
srodblonkowymi widoczne byly niewielkie rozszczelnienia polgczen miedzy komoédrkami
srodblonka. Pod blong podstawng, czasami pogrubialag wystgpowaly przynaczyniowe

wypustki astrocytow o niezmienionej budowie morfologiczne;.

Tab.4.7.1.A Poétilosciowa ocena kolejno wyodrebnionych grup naczyn krwiono$nych w korze

czotowej myszy kontrolnych.

GRUPA 1 GRUPA 2 GRUPA 3

KONTROLA

27 % +2°9 65%+29 8%+ 19
VM %o %o %0 %o Yo £ 1%

Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3 niezaleznych doswiadczen + biad standardowy
sredniej, w kazdym doswiadczeniu analizowana 50 kolejnych naczyn, *p<0,05

w stosunku do kontroli (test T-Studenta).
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W grupie zwierzat wyciszonych (SN1 VM):

1) Naczynia o niezmienionej budowie ultrastrukturalne;.

2) Naczynia charakteryzujace si¢ prawidlowym, niezmienionym morfologicznie
srédblonkiem, posiadajace nieliczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie komorek
srodblonkowych. Powierzchnia luminalna komoérek $rédbtonkowych byta gltadka. Polaczenia
miedzy komorkami $rodblonkowymi nie wykazywaty cech morfologicznych wskazujacych
na nieszczelno$¢. Otoczone byly blong podstawng o prawidiowej budowie morfologiczne;.
Pod blong podstawng obecne byly przynaczyniowe wypustki astrocytow charakteryzujace si¢
jasng elektronowo cytoplazma, z niewielkimi cechami obrzeku.

3) Naczynia charakteryzujace si¢ prawidlowym, niezmienionym morfologicznie
srodblonkiem, posiadajace nieliczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie komorek
srodblonkowych. Powierzchnia luminalna komorek srodblonkowych byta gladka. Polaczenia
miedzy komoérkami $rodblonkowymi nie wykazywaty cech morfologicznych wskazujacych
na nieszczelno$¢. Otoczone byly blong podstawng o prawidlowej budowie morfologiczne;.
Pod btong podstawng obecne byty przynaczyniowe wypustki astrocytow charakteryzujace sie

duzym obrzekiem okotonaczyniowym, siggajacym daleko poza strefe okotonaczyniows.

Tab.4.7.1.B Pétilosciowa ocena kolejno wyodrebnionych grup naczyn krwionosnych w korze

czotowej myszy z wyciszonym biatkiem SN1.

GRUPA1 GRUPA 2 GRUPA 3

WY CISZONE

SNL VM 37%+£4% 23% +2% 40% +£2 %

Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3 niezaleznych do$wiadczen + blad standardowy
$redniej, w kazdym doswiadczeniu analizowana 50 kolejnych naczyn, *p<0,05 w stosunku do
kontroli (test T-Studenta).

Na podstawie analizy mikroskopowej u myszy kontrolnych wykazano niewielkie uszkodzenia

morfologiczne w komorkach $rodblonka i brak zmian wskazujacych na obrzgk cytotoksyczny.

U zwierzat z lokalnie wyciszonym biatkiem SN1 nie stwierdzono uszkodzen komorek

srédblonka, ale wykazano ze u ~63% wystepuje niewielki lub duzy obrzgk cytotoksyczny.
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Ryc. 4.7.1. Zdjecia ultrastruktury miejsca wyciszenia biatka SN1 kory czotowej myszy (SN1

VM) i myszy bez wyciszenia (K VM). A oznacza astrocyty kontrolne, a A astrocyty

obrzmiale.

4.7.2. Wyznaczanie pozornego wspolczynnika dyfuzji metoda rezonansu
magnetycznego we fragmencie kory czolowej myszy z wyciszonym

bialkiem SN1

Wyznaczenie parametru ADC w korze moézgowej myszy z wyciszonym SN1 oraz
kontrolnych zostalo przeprowadzone w obszarze 3x3 mm z pomini¢gciem wylotu sondy.
W korze czolowej myszy SN1 VM wykazano obnizong o ~ 18% warto$¢ parametru ADC

$wiadczacg o cytotoksycznym charakterze obrzeku mozgu (Ryc.4.7.2.A).
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Ryc. 4.7.2. (A) Warto$¢ pozornego wspoiczynnika dyfuzji ADC u myszy C VM 1 SN1 VM.
Wyniki przedstawiono jako $rednig z 6 niezaleznych doswiadczen + blad standardowy
sredniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta). (B) Zdjecia przedstawiajace obraz

MRI przekroju mozgu z zaznaczonym obszarem analizy (kora) u myszy C VM i SN1 VM.

4.7.3. Pomiar stezen metabolitow w korze czolowej myszy SN1-VM
metoda protonowej spektroskopii rezonansu magnetycznego

Analiza spektroskopowa fragmentu kory czotlowej wykazata obnizenie stezenia Glu 0 ~15%,

tacznie analizowanego st¢zenia Gln i Glu o0 ~13% oraz podwyzszenie st¢zenia fosfocholiny o

~22% w poréwnaniu do myszy kontrolnych (Ryc.4.7.3.A).
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Ryc.4.7.3. (A) Analiza spektroskopowa metabolitow we fragmencie kory czolowej
u myszy kontrolnych (K VM) i wyciszonych (SN1 VM). Wyniki przedstawiono jako $rednig
z 7 niezaleznych do$wiadczen + blad standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli
(test T-Studenta). (B) Przykltadowe widma spektroskopowe metabolitow zarejestrowane

w wyciszonym fragmencie kory oraz w odpowiadajacym miejscu kontrlateralnie.
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4.7.4. Zewnatrzkomorkowe stezenia aminokwasow w mikrodializatach

kory czolowej myszy SN1 VM

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej zmierzono stezenia aminokwasow
w mikrodializatach pochodzacych z fragmentu kory czotowej myszy SN1 VM z wyciszonym
transporterem SN1. Wykazano obnizone zewnatrzkomérkowe stezenia Gln 0 ~40%, oraz
wzrost stezenia tauryny o ~85% w poréwnaniu do myszy kontrolnych (Ryc.4.7.4.).
Dodatkowo stgzenie Glu, pomimo braku znamiennos$ci statystycznej wykazywalo wyrazng

tendencje wzrostowa.
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Ryc. 4.7.4. Zewnatrzkomérkowe stezenia aminokwaséw we fragmencie kory myszy
z wyciszonym bialkiem SN1. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych

doswiadczen + btad standardowy $redniej *p<0,05 w stosunku do kontroli (test T-Studenta).
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5. DYSKUSJA

Na patomechanizm EW w podobnym stopniu skfadaja si¢ zmiany wywolane gldéwnym
czynnikiem patogennym jakim jest amoniak przedostajacy si¢ do moézgu w nadmiarze z Krwi
obwodowej (Felipo i Butterworth, 2002) oraz zmiany obwodowe, w tym przede wszystkim
stan zapalny (Butterworth, 2013). Neurotoksyczne dziatanie amoniaku w mozgu opisujg dwie
kluczowe obserwacje, z ktorych pierwsza dotyczy zmian w neuroprzekaznictwie
glutaminergicznym (Felipo i Butterworth, 2002) za$ druga wigzana jest z nadmierng
produkcja  glutaminy (GIn). GIn jest glownym produktem detoksykacji amoniaku
powstajacym w swoistej dla astrocytow reakcji amidacji glutaminianu (Glu) (Waniewski,
1992), ktora bezposrednio, badz posrednio przyczynia si¢ do obrzmienia astrocytow
(Desjardins i wsp., 2012). Ugruntowane przekonanie ostatniego dziesieciolecia jednoznacznie
wskazuje na fakt, iz obrzmienie astrocytow zwigzane z nagromadzaniem si¢ w nich wody

stanowi gidwny mechanizm inicjujacy obrzgk moézgu w warunkach ostrej EW.

W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze dane wykazujace brak zadowalajacej korelacji
pomiedzy gromadzeniem si¢ GIn, zaburzeniami energetycznymi i nadaktywnoS$cig receptora
NMDA z jednej strony, a obrzekiem i neurofizjologicznymi przejawami EW z drugiej sa
rowniez dostepne (Albrecht i wsp., 2010). Obserwacje takie wykazano u szczurow
z zespoleniem wrotno-ukfadowym eksponowanych na wysokie stezenia amoniaku. W tym
przypadku obrz¢k pojawiat si¢ zanim doszto do mierzalnego wzrostu poziomu GIn w mozgu
(Larsen i wsp., 2001). W badaniach ex vivo za$ wykazano, ze ingerencja w poszczegdlne
etapy szlaku receptor NMDA- NO- cykliczny GMP prowadzita do zmniejszenia obrzmienia
komorek skrawkow moézgu poddanych dzialaniu jondw amonowych, pomimo utrzymujacego

si¢ w nich podwyzszonego stezenia GIn (Ziclinska i wsp., 2003).

Wydaje sig, ze istotng role w regulacji stezenia GIn w komoérce moze odgrywaé transport
1 bialka w nim uczestniczace. Wyjasnienie tego aspektu patomechanizmu EW stalo sie
punktem wyj$cia do podjecia badan, ktéorych wyniki stanowia podstawe przedkiadanej

dysertacji.

Glownym celem pracy bylo sprawdzenie hipotezy zaktadajacej, ze retencja GIn wewnatrz
astrocytow, przyczynia si¢ do wystgpienia obrzeku mézgu o charakterze cytotoksycznym oraz
ze zaburzenia transmisji glutaminergicznej, sa wynikiem uposledzonej aktywnosci

lub/i ekspresji zlokalizowanego na blonie transportera SN1.
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EW opisuje si¢ jako astroglejopati¢ uznajac, ze gldwne zmiany patomorfologiczne dotycza
astrocytow, ktore petlnig nadrzedng rolg w regulacji homeostazy jonowej, osmotycznej oraz
regulujg przekazywanie synaptyczne, m.in. poprzez cykl GIn-Glu/GABA. Obrzmienie
astrocytow obserwowano w materiale post mortem pochodzacym od pacjentéw z ostra EW
(Kato i wsp., 1992) jak i w badaniach in vivo - w szczurzym tioacetamidowym modelu ostrej
EW (Sathyasaikumar i wsp., 2007) oraz in vitro wykonanych na szczurzej hodowli
astrocytow poddanych inkubacji z amoniakiem (Jayakumar i wsp., 2006). Jak omoéwiono
we wstepie, w wyniku detoksykacji amoniaku dochodzi do zwigkszonej produkcji Gln
w astrocytach. Wysokie stezenie GIn wykazano zaréwno w osrodkowym uktadzie nerwowym
jak 1 w ptynie mézgowo-rdzeniowym u pacjentéw i w modelach EW in vivo (Cordoba i wsp.,
1996; Kojic i wsp., 2005). Dodatkowo wykazano korelacje pomigedzy poziomem Gln
w moézgu pacjentow z EW, ktéry wzrastat wraz poglebieniem objawéw EW w ten sposéb,
7ze niezauwazalne byly statystycznie istotne zmiany w bezobjawowej 1 minimalnej EW
wzgledem kontroli, natomiast u pacjentow z widocznymi objawami poziom GIn byt
podwyzszony 1 statystycznie wyzszy u pacjentow w 2 fazie choroby w pordéwnaniu do
chorych w fazie 1 (Laubenberger i wsp., 1997). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
u pacjentdw z marskoscig watroby w fazie bezobjawowej, u ktorych podaniem mieszaniny
aminokwasow wywotano hiperamonemi¢. Dowiedziono, ze wraz z pogorszeniem wynikow
w tescie pamigci krotkotrwalej znaczgco wzrastatl stosunek Glu/GIn oraz obnizat si¢ stosunek
mioinozytolu/kreatyny (ml/Cr). Wyniki te sugerujg, ze wywolany amoniakiem wzrost
stezenia GIn wplywa na stan neurologiczny pacjentéw (Shawcross i wsp., 2004). Dowodow
na udzial GIn w rozwoju obrzeku moézgu dostarczyla grupa Larsena. W pracy zmierzono
stezenie GIn w mézgu w odniesieniu do cis$nienia $rodczaszkowego (ICP), towarzyszgcego
rozwojowi obrz¢ku mozgu. Pacjentow z ostrg EW podzielono na dwie grupy,
z niepodwyzszonym ICP (ponizej 20 mmHg) oraz z wysokim ICP (powyzej 20 mmHg)
i wykazano zalezno$¢ wzrostu stezenia GIn w mozgu od wzrastajacego ICP (Tofteng i wsp.,

2006).

Przez cytotoksyczng skladowa obrzeku médzgu rozumie si¢ stan nadmiernego gromadzenia
pltynu wewnatrz komorek. Powstawanie obrzgku o charakterze cytotoksycznym w warunkach
ostrej EW obejmuje osmotyczne wilasciwosci GIn, glownej substancji gromadzacej sig
w astrocytach, a takze osmotycznie czynnych produktow glikolizy beztlenowej i ich
pochodnych (mleczan, alanina) (Chatauret i wsp., 2003; Albrecht, 2003). Ich wysokie
stezenie w komorkach powoduje wystgpienie nierownowagi osmotycznej, skutkujace]
naptywem wody do komorek, ale tez uwrazliwieniem astrocytOw na dzialanie innych
czynnikow patogennych takich jak cytokiny prozapalne czy benzodiazepiny (Aldridge i wsp.,

93



2015; Prakash i Mullen, 2010). Innym mechanizmem uwzgledniajacym gromadzenie si¢ GIn
w komorkach i jej rolg w patomechanizmie EW jest hipoteza Konia Trojanskiego, zaktadajaca
ze wysokie stezenie GIn w mitochondriach przeklada si¢ na wysokie stgzenie Glu
I toksycznego amoniaku wskutek reakcji katalizowanej przez PAG. To z kolei prowadzi do
wystapienia kaskady zdarzen obejmujacych powstawanie ROS, naruszenie przepuszczalnosci
blon mitochondrialnych, uwolnienie jonéw Ca®* oraz zahamowanie produkcji ATP (Albrecht
i Norenberg , 2006).

Mozliwe jest jednak, Ze przyczyna gromadzenia si¢ GIn w astrocytach w warunkach ostrej
EW jest zwickszona retencja GIn w komoérce spowodowana zaburzeniem jej transportu na

Zewnatrz.

Transport GIn w astrocytach jest realizowany glownie przez uktady zalezne od jondéw sodu,
N, ASC i A (Palacin i Kanai, 2004; Pochini i wsp., 2014). Uklad N cechuje dosy¢ waska
swoisto$¢ substratowa (GIn, histydyna i asparagina), a nalezg do niego m.in. SN1 (Boulland
i wsp., 2002) i SN2 (Cubelos i wsp., 2005). Transporter SN1 wydaje si¢ by¢ najwazniejszym
biatkiem regulujacym wyrzut GIn z astrocytow. Swiadcza o tym takie wiasciwosci jak:
optymalna aktywnos$¢ przy fizjologicznym stezeniu GIn (Km ~ 0,4 mM) oraz zdolno$¢ do
transportu GlIn niezaleznie od obecnosci innych aminokwasow (Mackenzie i Erickson, 2004).
Co wiecej, wydajnos¢ transportu GIn przez SN1 zwigksza si¢ wraz ze wzrastajgcym
stezeniem wewnatrzkomorkowego Glu (Broer i wsp., 2004). Wiasciwos¢ ta jest szczegdlnie
wazna biorgc pod uwage fakt, ze Glu pochodzacy z neurondéw stanowi ~80-90% puli
substratu do syntezy GIn w astrocytach (Kanamori i wsp., 2002). Warto zauwazy¢, ze SN1
jest  ekspresjonowany w  komodrkach  glejowych  sgsiadujagcych z  synapsami
glutaminergicznymi i GABAergicznymi, co sugeruje jego uczestnictwo w dostarczaniu
substratu do produkcji neuroprzekaznikow i $§wiadczy o preferencji do transportu Gin na
zewnatrz komorki. SN2 wystepuje w ukladzie nerwowym mniej powszechnie niz SNI,
i oprocz transportu GIn posredniczy takze w wyrzucie glicyny, niezbednej do regulacji
aktywnosci receptora NMDA (Hamdani i wsp., 2012). Jednak szczegdlowa rola kazdego
z tych biatek w regulacji transportu GIn w astrocytach w warunkach EW nie jest jeszcze

w pehi poznana.

W szczurzym modelu BDL (Leke i wsp., 2015), oraz w modelu hiperamonemicznym
(Zielinska i wsp., 2014) nie wykazano zmian ekspresji genu oraz biatka SN1 a takze SN2
(w modelu BDL wykazano wzrost poziomu ekspresji SN2 mRNA, ktory jednak nie
uwidocznil si¢ w zmienionej ilosci biatka). Natomiast w szczurzym modelu dewaskularyzacji

watroby wykazano obnizenie ilosci transportera SN2 (Desjardins i wsp., 2012), podczas gdy
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w tioacetamidowym szczurzym modelu ostrej EW wykazano spadek ilosci biatka SNI
(Zielinska 1 wsp.; 2014). Obserwacje te staly si¢ punktem wyjscia do dalszych, bardziej
szczegdlowych badan, zgodnie z zalozeniem, ze zmiany w ilosci i aktywnosci transporteréw
moga by¢ jedng z przyczyn retencji GIn w komorkach przyczyniajac si¢ tym samym do
powstawania cytotoksycznej sktadowej obrzeku mozgu a takze wplywajac na neurotransmisje

poprzez zaburzenie cyklu GIn-Glu/GABA.

Na potrzeby dysertacji w Zakladzie Neurotoksykologii IMDiK PAN wprowadzono
i scharakteryzowano mysi AOM model ostrej EW. Wykazano swoiste dla ostrej EW zmiany
w parametrach biochemicznych krwi (Tab.4.1.1). Podwyzszenie aktywnosci ALT i AST
w osoczu $wiadczace o uszkodzeniu watroby, potwierdzajace uszkodzenie watroby
podwyzszone st¢zenia: amoniaku i cytokin o charakterze prozapalnym — II-6 i TNF-a
(Butterworth, 2016; Jayakumar i wsp., 2015). Dodatkowo obnizenie ruchliwosci (Ryc.
4.1.2.A) i pogarszajacy si¢ stan neurologiczny myszy AOM (Ryc.4.1.2.B) dobrze
odwzorowywal zmiany behawioralne obserwowane u pacjentow z ostrg EW. W stopniowym
zaniku odruchow neurologicznych myszy w modelu AOM mozna wyodrgbni¢ 4,
charakterystyczne dla progresji EW, stopnie objawdw neurologicznych $wiadczace o rozwoju
choroby. Natychmiastowe obnizenie ruchliwo$ci myszy po podaniu AOM, polaczone ze
zmniejszonym spozyciem wody i karmy wskazuja na 1 stopien rozwoju EW (Matkowsky;j
i wsp., 1999). Ostabienie odruchu wibrysowego w ok. 12 godz. po podaniu hepatotoksyny
koreluje z 2 stopniem, nastgpnie catkowity brak zachowania réwnowagi oraz stabnigcie
odruchow po podraznieniu ucha widoczne w 16 godz. uznaje si¢ za rozpoczgcie 3 fazy
choroby. Widoczny zanik odruchu rogowkowego oraz brak odruchu wyprostnego zwierzecia
nastepujagce w 22 godz. traktowane sg jako ostatnia faza charakteryzujaca si¢ $pigczka

konczacg sie Smiercig osobnika (Chastre i wsp., 2014; Crawley, 2007).

Uwaza si¢, ze wspomniane zmiany behawioralne charakterystyczne dla ostrej EW sa
zwigzane z nierbwnowaga pomi¢dzy neurotransmisja pobudzajacg a hamujaca. Szczegdéltowo
opisana we wstepie rola receptora NMDA w rozwoju objawow choroby jest zwigzana z jego
wzmozong pobudliwoscia i obserwowanym w warunkach ostrej EW podwyzszeniem st¢zenia
uwalnianego do szczelin synaptycznych Glu, ktory prowadzi do nadmiernego pobudzenia
receptora (Tofteng i wsp., 2002; Hilgier i wsp., 1994; Popek i wsp., 2018). Zwigkszone
pobudzenie NMDA na skutek podania jonéw amonowych w modelu szczurzym potwierdzono
metodg obrazowania rezonansu magnetycznego (MRI) (Cauli i wsp., 2007). Udziat NMDA
w patomechanizmie neurotoksycznego oddzialywania amoniaku i EW potwierdzily

doswiadczenia z uzyciem jego niekompetycyjnego antagonisty - memantyny w szczurzym
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modelu catkowitego niedokrwienia watroby, ktore skutkowalo poprawa stanu
neurologicznego zwierzat, normalizacja parametréw EEG, a takze obnizeniem st¢zenia Glu
(Vogels i wsp., 1997). Ponadto, zastosowanie inhibitora kanatu - MK-801 w hodowlach
astrocytarnych zmniejsza wywotane Glu obrzmienie (Chan i wsp., 1990). Natomiast w mysim
modelu hiperamonemii udowodniono, ze niezaleznie od rodzaju zastosowanego inhibitora
receptora NMDA (MK-801, ketamina, AP-5, butanol) dochodzi do obnizenia $miertelnosci
u zwierzat (Hermenegildo i wsp., 1996), podkres$lajac istotng role aktywnos$ci jonotropowego
receptora Glu w toksycznosci amoniaku. Przytoczone dane potwierdzaja istotng role receptora
NMDA w rozwoju objawow ostrej EW, jednak w celu pelnego zobrazowania zmian
zachodzacych na poziomie komorkowym niezbedne jest wykorzystanie technik

elektrofizjologicznych.

Badania elektrofizjologiczne pozwalaja na pomiar m.in. efektywnosci przekazywania sygnatu
migdzy synapsami, wartos$ci potencjalow polowych wyrazajacych zbiorcze pole elektryczne
wywolywane wolng aktywnoS$cig postsynaptyczng wszystkich komorek w badanym regionie
(Martin, 1991), a takze okre$lenie parametrow dotyczgcych potencjalu spoczynkowego
1 czynno$ciowego blony neurondow oraz jej pobudliwosci. Obecna wiedza na temat zmian
w parametrach elektrofizjologicznych neuronéw w warunkach EW koncentrowala si¢ przede
wszystkim na czesci postsynaptycznej, ktora moze by¢ zaburzona w wyniku oddziatywania
receptora NMDA (Monfort i wsp., 2002). W skrawkach hipokampa pochodzacych od
szczurdw hiperamonemicznych wykazano obnizenie wartos$ci dlugotrwalego wzmocnienia
synaptycznego (LTP) wzgledem skrawkéw kontrolnych (Mufioz i wsp., 2000).
W uproszczeniu, molekularna zasada wystgpowania LTP zwigzana jest ze
zsynchronizowanym dzialaniem receptorow AMPA, bioracych udzial w depolaryzacji
komorek oraz dzialaniem receptorow NMDA, wykrywajacych zbiezno$¢ miedzy aktywnoscia
synapsy, a globalng depolaryzacja btony neuronu. Pobudzenie receptora AMPA powoduje
wzrost potencjalu blony w wyniku wprowadzenia do wnetrza komorki jonéw sodu. Po
osiggnigciu  wystarczajagcego potencjalu 1w  wyniku stymulacji glutaminergicznej
uaktywnione zostaja kanaty receptorow NMDA (Bermudez-Rattoni, 2007). W pierwotnych
hodowlach neuronalnych pochodzenia szczurzego poddanych dziataniu amoniaku (5-10mM)
wykazano obnizenie pobudzenia glutaminergicznej transmisji synaptycznej bez znaczacego
wplywu na dostepno$¢ Glu i aktywnos$¢ receptora NMDA (Raabe, 1992). Dodatkowo
w  skrawkach szczurzych hipokampa poddanych dziataniu amoniaku (1-5mM)
udokumentowano odwracalng depolaryzacj¢ btony oraz obnizenie wartosci amplitudy
i wydluzenie czasu dziatania potencjaldow czynnosciowych neuronow (Fan i wsp., 1990).

Jednak opisane wyzej obserwacje ograniczaja si¢ do efektow krotkotrwatych (od sekund do
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minut), ktéorych nie mozna w petni odnie$s¢ do progresji objawow w ostrej EW trwajacych

wiele godzin czy kilka dni.

Dane dotyczace zaburzen neurotransmisji glutaminergicznej oraz pogarszajacy si¢ stan
neurologiczny myszy, ktorym podawano AOM, sugeruja nieprawidlowosci w przekazywaniu
informacji w korze czolowej i sklonity nas do przeprowadzenia szczegdétowych badan
wlasciwosci elektrofizjologicznych neurondw piramidowych i synaps pobudzajacych
w stadium objawowym ostrej EW. Niezamieszczone w dysertacji wyniki dotyczace
parametréow elektrofizjologicznych w bezobjawowej fazie EW wskazuja na brak istotnych
zmian w wigkszo$ci parametrow charakteryzujacych transmisje synaptyczng, m.in.
amplitudzie potencjatow polowych oraz czestotliwosci 1 amplitudzie
spontanicznych/miniaturowych postsynaptycznych pradow pobudzajacych. Jednak pomimo
braku tych zmian, parametr okreslajacy krotkotrwale wzmocnienie synaptyczne (PPF) byt
podwyzszony o ~12%. Zmiana ta moze by¢ zwigzana z presynaptycznym mechanizmem
obejmujacym sygnalizacje wapniowa powstatg w wyniku naplywu wapnia przez bramkowane
napieciem kanaty wapniowe (Carter i wsp., 2002). Wyniki sugerowaly, ze we wczesnym,
bezobjawowym stadium EW moga wystepowaé zaburzenia w mechanizmach buforowania

wapnia w obrgbie szczelin synaptycznych.

W p6zniejszym, objawowym stadium EW stosunek parowanych impulsow byt podwyzszony
0 ~30% (Ryc.4.2.1.D), jednak towarzyszyly mu inne znaczace zmiany. Zauwazono m.in.
obnizenie czestotliwosci SEPSC/mEPSC oraz zmniejszenie amplitudy potencjatow
polowych komoérek piramidowych II/III warstwy kory czolowej myszy w poznej fazie EW
(Ryc.4.2.3.C,D). Zmiany te =z kolei mogly by¢ zwigzane ze zmniejszeniem
prawdopodobienstwa uwalniania neuroprzekaznikow i/lub zmniejszeniem liczby miejsc je
uwalniajacych (Li i Prince, 2002). Nasze wyniki wlasne, nie bgdgce czescig dysertacji,
sugerujg ponadto zaburzenie presynaptycznego mechanizmu kontrolujacego uwalnianie Glu,
zwigzane z nieprawidlowa dystrybucja biatek zaangazowanych w dokowanie pgcherzykéw do
blony presynaptycznej (Popek i wsp., 2018). Wykazaliémy obnizenie stosunku ilosci
synaptofizyny i1 synaptotagminy, bedacych integralnymi biatkami blonowymi wystepujacymi
w pecherzykach presynaptycznych, we frakcji blonowej wzgledem cytozolowej w korze
czotowe] myszy AOM. Zmniejszona ilo$¢ tych bialek w blonie pgcherzykow synaptycznych
moze powodowaé zaburzenia w ich dokowaniu do blony presynaptycznej. Ponadto
podwyzszony poziom ekspresji biatek syntaksyny-1 1 stosunku frakcji blonowej do
cytozolowej biatka Munc-18-1 sugerowaly odpowiedz kompensacyjng  wobec

niewystarczajacej iloSci pgcherzykow ulegajacych interakcji z tymi biatkami. Syntaksyna-1
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I Munc-18-1 tworza kompleks biatek fuzyjnych, bioracych udzial w zaleznym od kompleksy
SNARE dokowaniu pecherzykéw do blony presynaptycznej. Doktadne poznanie mechanizmu
obserwowanych zmian wymaga przeprowadzenia dodatkowych badan uwzgledniajacych
zmiany poziomu ekspresji i dystrybucji innych bialek synaptycznych, np. nalezacych do
kompleksu SNARE SNAP-25 czy synaptobrewiny. Dodatkowo, analiza morfologiczna
komorek w korze czolowej myszy przy wykorzystaniu mikroskopii elektronowej dostarczyta
informacji na temat obecno$ci zwigkszonej liczby pecherzykow synaptycznych w przestrzeni
presynaptycznej myszy AOM. Obserwacja ta potwierdza tym samym obnizong zdolno$¢ fuzji
pecherzykdéw z blong presynaptyczng w porownaniu do kontroli. Wykazany w korze myszy
AOM obnizony poziom ekspresji biatka vtila (z ang. vps10p tail interactor 1a), dziatajacego
z biatkiem blonowym 7 zwigzanym z pecherzykami synaptycznymi, biatka zaangazowanego
w spontaniczne uwalnianie neurotransmiterow (Crawford i Kavalali, 2015) mozna wigzac
z obnizeniem czgstotliwosci SEPSC, co potwierdzaja badania wczes$niejsze wykorzystujace

hodowle neuronalne otrzymane z hipokampow szczurzych (Ramirez i wsp., 2012).

W neuronach pochodzacych z kory czotowej myszy w fazie objawowej ostrej EW
zauwazono takze zwiekszenie amplitudy i dtuzszg stalg czasowg SEPSC/mEPSC (Tab.4.2.3).
Zmiany te wydaja si¢ by¢ pochodzenia postsynaptycznego, a zwigzane mogg by¢ zaro6wno ze
zwickszong iloscig Glu w pecherzykach synaptycznych, jak i ze wzrostem aktywnosci

jonotropowego receptora NMDA (Ren i wsp., 2011).

W mysim modelu AOM wykazano podwyzszone zewnatrzkomoérkowe stezenie Glu (Popek
i wsp., 2018). Zwickszong aktywnos$¢ receptora NMDA wykazano w innych modelach ostrej
EW (Kosenko i wsp., 2003, Hermenegildo i wsp., 2000]. Ponadto zaobserwowano
zmniejszong opornos¢ wejsciowa neurondéw, co odpowiada obserwacjom w szczurzych
skrawkach hipokampa poddanych dziataniu amoniaku. Wyniki te sugeruja wptyw warunkow
ostrej EW na wystgpienie dlugotrwatych zmian parametrow okreslajacych potencjaty
czynnosciowe neurondéw (Fan i Szerb, 1993). Dokladny mechanizm powstawania zmian

widocznych w omawianym modelu wymaga dalszych badan.

W skrawkach kory mozgowej myszy AOM, w obu badanych punktach czasowych wykazano
obnizenie LTP (Ryc.4.2.1.B). Uposledzenie LTP wykazano we wcze$niejszych badaniach
w warunkach EW (Muifioz i wsp., 2002; Felipo, 2013), ktore jednak skupiaty si¢ glownie na
roli modulacji szlaku NMDA-sGC-nNOS-NO-cGMP (Muifioz i wsp., 2000, Monfort i wsp.,
2009a i 2009b). W badaniach wlasnych wykazali$my zwigkszony poziom bialek kluczowych
dla aktywnosci postsynaptycznej (kompleks NRI1/PSD-95/nNOS) przy jednoczenym

obnizeniu parametru LTP (Popek i wsp., 2018). Wydaje si¢ wysoce prawdopodobne zatem, ze
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u podstaw obnizonego LTP mogg leze¢ mechanizmy niezalezne od kompleksu tworzonego
przez podjednostki receptora NMDA. Moga one obejmowaé np. obserwowany wzrost
poziomu prozapalnych cytokin, IL-6 i TNF-a, poniewaz wykazano, ze aktywacja

poszczegolnych cytokin w mozgu jest zaangazowana w regulacje LTP (del Rey i wsp. 2013).

Obrzgk moézgu jest najpowazniejszg komplikacjg kliniczng ostrej EW, a jego wystapienie
obserwowano zaréwno u pacjentow z ostrg niewydolnos$cia watroby (O'Brien i wsp., 1987,
Aggarwal i wsp., 1994, Bjerring i wsp., 2009; Rai i wsp., 2008), jak i w zwierzgcych
modelach ostrej EW (Dixit i Chang, 1990; Willard-Mack i wsp., 1996; Norenberg, 1974)
i modelach hiperamonemicznych (Takahashi i wsp., 1991; Hilgier i Olson, 1994). Moze si¢
rozwija¢ w wyniku zwiekszenia przepuszczalnosci bariery krew-moézg (BBB, ang. blood-
brain barrier) dla wody i zwigzkéw toksycznych (sktadowa naczyniopochodna) lub przez
gromadzenie si¢ osmolitow w komodrkach (sktadowa cytotoksyczna). Obie sktadowe moga

powstawac w sposob niezalezny, lub by¢ ze soba wzajemnie powigzane.

Analiza morfologiczna komoérek kory czolowej myszy AOM przeprowadzona przy
wykorzystaniu emisyjnej mikroskopii elektronowej (EM) wykazata obecno$¢ obrzmiatych
wypustek astrocytarnych stanowigcych cytotoksyczng sktadows obrzgku mozgu (Ryc.4.3.2.
gborny panel). Obserwacje te potwierdzajg wyniki uzyskane wczes$niej u pacjentOw z ostrg EW
(Kato i wsp., 1992) oraz w tym, i innych modelach ostrej EW (Nguyen 2006; Belanger i wsp.
2005).

Nowoczesnymi metodami nieinwazyjnymi, pozwalajacymi dokona¢ oceny stopnia obrzeku
mozgu, ktéry odpowiada zaawansowaniu stanu chorobowego jest rezonans magnetyczny
(MR). Badania prowadzone przy wykorzystaniu tej techniki opieraja si¢ na pomiarze
sygnatow protonowych pochodzacych od metabolitow lub zawartosci/dyfuzji czasteczek
wody w wybranych fragmentach mozgu. Uzyskane w ten sposdb wyniki pozwalaja okresli¢
ich stgzenia w wybranych obszarach mozgu. Gléwnymi markerami podlegajacymi ocenie sa
mleczan (produkt koncowy beztlenowej glikolizy); N-acetylo-asparaginian (NAA, regulujacy
aktywnos$¢ neuronow); Glu i GIn (aminokwasy zaangazowanego m.in. w neurotransmisj¢
pobudzajaca); kreatyna i fosfokreatyna (metabolity rezerwuaru energetycznego); pochodne
choliny (sktadniki blon komoérkowych); i mioinozytol (przypuszczalny znacznik glejowy
sugerujacy nierdwnowage osmotyczng) (Govindaraju i wsp., 2000). Z kolei konwencjonalne
obrazowanie MRI opiera si¢ na sygnatach protonowych, ktorych gestos¢ jest proporcjonalna
do ilosci wody (Filippi 1 wsp., 2011). Bardziej wyrafinowane techniki pozwalaja

zaobserwowa¢ interakcje pomigdzy protonami i wskazywaé parametry odzwierciedlajace
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uszkodzenie mieliny, uszkodzenie komoérek i zmiany zawartosci wody w przestrzeniach
mi¢edzykomorkowych (Chavarria i1 Cordoba, 2015). Jedna z nowoczesnych metod
obrazowania, wykorzystang w prezentowanych badaniach jest wyznaczenie parametru
pozornego wspoétczynnika dyfuzji (ADC). W szczurzym modelu hiperamonemii wykazano
podwyzszenie parametru ADC w hipokampie, skorupie ogoniastej i korze moézgowej co
sugeruje wystagpienie naczyniopochodnej sktadowej obrzeku mézgu, oraz obnizenie wartosci
parametru w podwzgorzu, odzwierciedlajace cytotoksyczng sktadowa obrzeku (Cauli i wsp.,
2007). Obnizenie wartosci ADC zostalo wykazane takze w szczurzym modelu
dewaskularyzacji watroby (Chavarria i wsp., 2010). W badaniach wiasnych wykonanych na
mysim modelu AOM wykazano ~10% obnizenie ADC obliczonego na podstawie analizy
zmian dyfuzji czasteczek pltynu w przestrzeni zewnatrzkomérkowej 1 wewnatrzkomorkowej
(Ryc.4.3.3.A). Wynik ten odpowiada ograniczeniu dyfuzji czasteczek wody w korze czolowe;j
myszy AOM, co jest tlumaczone zmniejszong przestrzenia zewnatrzkomorkowa
potwierdzajacg cytotoksyczny charakter obrzeku moézgu, podczas gdy jego podwyzszenie
sugerowaloby przewage sktadowej naczyniopochodnej (Chavarria i Cordoba, 2015). Badanie
to dostarczyto danych ilosciowych dotyczacych obecnosci cytotoksycznej sktadowej obrzgku

moézgu w modelu AOM.

Jak wspomniano, opisywana skladowa obrzeku moézgu jest nierozerwalnie zwigzana
z astrocytami, ktore w warunkach fizjologicznych sg zdolne do regulacji swojej objetosci.
Wzrost ci$nienia osmotycznego aktywuje procesy osmoregulacyjne, ktore majg utrzymac
homeostaze komorki. Polegajg one na zapewnieniu stanu rownowagi wodno-elektrolitowej,
w wyniku gromadzenia si¢ osmolitéw. Substancje osmoregulacyjne s3a niewielkimi,
rozpuszczalnymi czgsteczkami organicznymi, stabilizujagcymi blony komorkowe, nie
wplywajac jednoczesnie na metabolizm komorki. Ich dystrybucja wigze si¢ z synteza lub
pobraniem z otoczenia za pomoca specjalnych systemow transportowych. W przypadku
obrzmienia komorek dochodzi do uwolnienia osmolitow organicznych, takich jak Gin,
tauryna czy mioinozytol i utrzymanie stalej objetosci komorki (Blum i wsp., 2010).
Mechanizmy te zwigzane s3 migdzy innymi z wapnio-zaleznymi kanalami jonowymi lub
kanatem VRAC (ang. volume-regulated anion channel), ktory reguluje objetos¢ komorki
poprzez transport jonow chloru i w.w. osmolitow organicznych (Hoffmann i wsp., 2015).
W warunkach ostrej EW mechanizmy regulujace normalizacj¢ objetosci komorek sa
niewystarczajace (Cordoba i wsp., 1996, Ott i Vilstrup, 2014), a w po6zniejszych stadiach
choroby zaburzone, m.in. w wyniku zachwianej homeostazy jonéw wapnia na skutek
oddziatywania wysokich stezen amoniaku na komorki (Rose i wsp., 2005; Haack i wsp.,

2014). Dlatego tez stezenie wymienionych wczesniej substancji osmotycznie czynnych moze
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swiadczy¢ o obecnosci cytotoksycznej skltadowej obrzgku moézgu. W modelu AOM
zaobserwowano zwigkszone stezenie catkowite GIn i mioinozytolu w korze czolowej myszy
(Ryc.4.3.4.A). Jak wiclokrotnie wykazywano, wysokie stezenie GIn czgsto koreluje
z wystgpieniem obrzgku o charakterze cytotoksycznym (Kojic i wsp., 2005; Laubenberger
I wsp., 1997; Shawcross i wsp., 2004). Podwyzszony poziom mioinozytolu, ktory obok Gln
jest jednym z gldwnych osmolitow organicznych w mozgu, rowniez potwierdza wystapienie
nierownowagi osmotycznej w badanym modelu. Dane pochodzace od pacjentow z przewlekta
i ostra EW, a takze zwierzecych modeli EW, w wigkszosci wykazuja podwyzszenie stezenia
GlIn ze wspottowarzyszacym obnizeniem poziomu mioinozytolu (Gupta i wsp., 1993; Kreis
i wsp., 1991; Zwingmann i wsp., 2004; Herman-Sucharska i wsp., 2010; Haussinger i wsp.,
1994).

U pacjentow z przewlekta EW obnizenie poziomu mioinozytolu thumaczy si¢ kompensacyjna
odpowiedzig komoérek na nierOwnowage osmotyczng. Warto nadmieni¢, ze podczas gdy
zmiany w stezeniu elektrolitObw wystepuja szybko, zmiany stezen osmolitdow organicznych
miedzy wnetrzem, a przestrzenig zewnatrzkomorkowg jest procesem powolnym. Wykazano,
ze obnizenie stg¢zenia mioinozytolu w szczurzym modelu zespolenia wrotno-Systemowego
bylo zalezne od czasu, a roznica jego stezenia miedzy 1 dniem po zabiegu, a 3 tygodniem
wynosita ~25% (Cordoba i wsp., 1995). W zwiagzku z tym, ze AOM model ostrej EW rozwija
si¢ w czasie krotszym niz 24 godziny mozliwe jest, ze czas ten jest niewystarczajacy do
uzyskania wynikéw identycznych lub wysoce zblizonych do obserwowanych u pacjentow lub
w innych modelach EW z dhluzszym przebiegiem w czasie. Dodatkowo podwyzszenie
catkowitego poziomu mioinozytolu moze przektada¢ si¢ na podwyzszenie jego st¢zenia w
przestrzeni miedzykomorkowej, bedac odpowiedzig kompensacyjng wobec podwyzszonego
stezenia GIn  w komorkach. Potwierdzenie tej obserwacji wymagaloby jednak

przeprowadzenia dalszych badan.

Zaohserwowane obnizenie catkowitego poziomu alaniny w korze czotowej myszy AOM
(Ryc.4.3.4.A) moze mie¢ wiec zwigzek ze zwigkszonym zuzyciem oraz zahamowaniem
syntezy ATP, co wykazano uprzednio w modelach ostrej EW (Kosenko i wsp., 1994,
Bernardi, 1996). W badaniach wykorzystujacych szczurzy model ostrej EW wykazano, ze
podanie zwierzetom alaniny powoduje obnizenie ich $miertelnosci, najprawdopodobniej w
wyniku promowania syntezy ATP (Maezono i wsp., 1996). Réwniez ta obserwacja wykazana

w zastosowanym modelu mysim wymaga dalszej weryfikacji.

Wykazanemu obrzgkowi cytotoksycznemu w korze czolowej myszy AOM towarzyszylo

uszkodzenie BBB. Uwaza sie, ze rozszczelnienic BBB wywotane amoniakiem jest subtelne
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(Pilbeam i wsp., 1983; Chen i wsp., 2009), lecz w warunkach ostrej EW jej przepuszczalno$¢
dla niektorych aminokwasow zwicksza si¢ (Albrecht i wsp., 1994, 1996). Jak wspomniano
wczeshiej, w niektorych regionach mozgu, tj. w hipokampie i korze mozgowej szczurOw
hiperamonemicznych wykazano podwyzszenie parametru ADC $§wiadczace o wystgpieniu
naczyniopochodnej sktadowej obrzgku mézgu (Cauli i wsp., 2007). W AOM modelu ostrej
EW wykazali§my zmiany w integralno$ci BBB na poziomie morfologii komorek srodblonka,
w ktorych zauwazono liczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie oraz mikrokosmki na
powierzchni luminalnej komorek $rédblonka, a takze obecno$¢ szczelin pomiedzy komorkami
wskazujacych na nieszczelno$¢ potaczen sScistych (Ryc.4.3.2.dolny panel). Jest to zgodne
z danymi literaturowymi zebranymi od pacjentow a takze modelu ostrej EW (Kato i wsp.,
1992; Matkowskyj i wsp., 1999). Dodatkowo wykazano zwigkszong przepuszczalnos¢ BBB
dla btekitu Evansa, co sugeruje rownolegle zmiany funkcjonalne w szczelnosci BBB
w warunkach ostrej EW (Ryc.4.3.1.). Wspotwystepujacy obrzgk o charakterze wazogennym
w badanym modelu moze wptywa¢ na ogoélny bilans wodny w korze moézgowej (Nguyen,
2012). Stopien uszkodzen komorek endotelialnych i wyniki z MRI sugeruja, ze wystgpienie
sktadowej naczyniopochodnej jest wtorne do cytotoksycznej i rozwija si¢ dopiero

w pozniejszych fazach choroby, jednak obserwacje te wymagaja weryfikacji.

Jednym z ostatnio rozwazanych mechanizmoéw zwigzanych z rozwojem obrzgku moézgu moze
by¢ rola ukladu glimfatycznego. Uwaza si¢, ze uklad glimfatyczny ulatwia usuwanie
substancji toksycznych i reguluje stezenie niektorych zwigzkow takich jak amyloid-B czy tez
tauryna (Iliff i wsp., 2014). Wykazano jego zwigzek i zalezno$¢ od obecnosci w blonie
astrocytarnej kanatow wodnych 4 (akwaporyn-4), ktorych wyciszenie skutkuje dysfunkcja
uktadu glimfatycznego, co sprzyja gromadzeniu si¢ tauryny 1 rozwojowi zmian
neurodegeneracyjnych w moézgu. W mysim modelu AOM ostrej EW stwierdzono
srddmigzszowe zbieranie si¢ znacznika fluorescencyjnego po jego podaniu dozylnym,
$wiadczace o nieprawidlowym dziataniu uktadu glimfatycznego w tych warunkach, co z kolei
moze posrednio dowodzi¢ zaburzen ukladu glimfatycznego, co moze przyczynia¢ si¢ do

powstania/poglebiania obrzeku (Blei, 2008; Obara-Michlewska i wsp., 2018).

Postawiona w pracy hipoteza zakladajaca udzial transportera SN1 w powstawaniu
cytotoksycznej skladowej obrzeku moézgu oraz zmian w  neuroprzekaznistwie
glutaminergicznym, sklonita nas w pierwszej kolejnosci do zbadania ekspresji 1 funkcji
astrocytarnych transporterow GIn. Jak opisano wczesniej uznaje si¢, ze nalezacy do uktadu N
transporter SN1 jest glownym bialkiem odpowiedzialnym za transport GIn w obrebie

astrocytow ze wzgledu na wysokie powinowactwo do GIn. Preferowanym kierunkiem
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transportu tego aminokwasu jest transport na zewnatrz komorki (Mackenzie i Erickson,
2004). W mysim AOM modelu wykazano obnizenie ekspresji gendw kodujacych transportery
SN1 i SN2 (Ryc.4.4.1.A) oraz obnizenie poziomu biatka SN1, bez zmian ilosci SN2 w korze
czolowej zwierzat (Ryc.4.4.1.B). Obnizenie ekspresji genu kodujacego transporter SN2 nie
przeklada si¢ na poziom bialka, co moze by¢ tlumaczone regulacjg jego ekspresji na poziomie
posttranskrypcyjnym lub posttranslacyjnym. Warto tez podkresli¢ mniej powszechne
wystepowanie biatka SN2 w mozgu (w stosunku do SN1) oraz rolg jaka przypisuje si¢ mu
w dostarczaniu glicyny, potrzebnej do prawidlowej pracy receptora NMDA. W tkance
szczurze] wykazano jego obecno$¢ w okolo-synaptycznej blonie astrocytarnej i uznano, ze
posredniczy w elektroobojetnym 1 dwukierunkowym transporcie GIn i glicyny.
W konsekwencji, SN2 moze by¢ regulatorem prawidlowej pracy receptora NMDA, co
stanowi przestanke do tego, ze poziom ekspresji tego biatka powinien pozostawa¢ na statym
poziomie (Hamdani i wsp., 2012). Natomiast wykazane obnizenie zarowno poziomu ekspresji
genu jak 1 bialka transportera SN1 moze przeklada¢ si¢ w sposdb funkcjonalny na
zatrzymywanie GIn w obrebie komorki. Warto przypomnieé, ze obnizenie ekspresji
transportera SN1 wykazano wczesniej w szczurzym modelu ostrej EW  (Zielinska i wsp.
2014).

W pracy zbadano zarowno wychwyt jak i wyrzut znakowanej izotopowo GIn w skrawkach
kory myszy. Parametry okreslajgce wychwyt i wyrzut aminokwaséw pozwalaja wykazaé
funkcjonalne zmiany w pracy uktadow odpowiedzialnych za ich transport. Obejmujg wiec
sumarycznie zmiany ekspresji jak 1 zmiany aktywnosci no$nikow biatkowych w zaleznos$ci od
czasu inkubaciji, stezenia aminokwasow oraz zastosowanych inhibitorow. Biorgc pod uwage,
ze GIn w mézgu jest transportowana przez wicle uktadow, do ktorych zaliczamy A, ASC, L
1 N, uzyto odpowiednich inhibitorow, dzigki ktorym wykazano wybidrczy udziat transportera
N lub wptyw zahamowania jego aktywnosci na dane parametry. Wykazano, ze wychwyt
[*H]-GIn w skrawkach kory czolowej izolowanych z mozgéw myszy AOM jest obnizony
w stosunku do kontroli, a obecno$¢ kompetycyjnych inhibitorow (5SmM alanina 1 5SmM
leucyna) innych systemow transportujacych GIn (systemow A, L i ASC) skutkuje obnizeniem
wychwytu zar6wno u myszy kontrolnych jak i AOM, odpowiednio wzgledem skrawkow
nietraktowanych (Ryc.4.4.2.B). Zastosowano kompetycyjny inhibitor ukfadu N — GAH
(z ang. glutamate-y-monohydroxamate) o wysokiej selektywnos$ci i skutecznosci, wczesniej
potwierdzonej w czasie selektywnego blokowania systemu N w trakcie mikrodializy watroby
szczurow (Baird, 2004), a takze mikrodializy hipokampa myszy (Dolgodilina i wsp.,
2016). W badaniach wiasnych zastosowanie swoistego inhibitora systemu N spowodowato
obnizenie wychwytu [°*H]-GIn jedynie w przypadku kontroli wzgledem skrawkow
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nietraktowanych (Ryc.4.4.2.B). Wyniki te sugeruja, ze w modelu AOM wystepuje
funkcjonalne zaburzenie transportu GIn do wnetrza komorki. Dodatkowo, udzial systemu N
w wychwycie GIn w warunkach ostrej EW, odmiennie do warunkoéw fizjologicznych, jest
niewielki, a role te peilnig inne systemy transportujagce. Wydaje si¢, ze w warunkach
fizjologicznych pozostale systemy nosnikowe sg zaangazowane w wychwyt GIn w podobnym

zakresie co system N.

Bardziej interesujace wydaja si¢ wyniki dotyczace wyrzutu Gln, ktérego zaburzenia zgodnie
z postawiong hipoteza moglyby powodowaé lub nasila¢ nieprawidlowa neurotransmisje
1 rozw0j cytotoksycznej sktadowej obrzeku moédzgu. Wykazano zaburzenia w uwalnianiu
[*H]-GIn przez skrawki kory myszy AOM w poréwnaniu do skrawkéw kontrolnych
(Ryc.4.4.2.C). Sredni wyrzut [®H]-GIn byl obnizony w stosunku do kontroli, podczas gdy
zastosowanie inhibitora systemoéw A, L 1 ASC wplyneto na zwiekszony wyrzut aminokwasu
w kontroli wzgledem kontroli nie traktowanej, nie wptywajac na wyrzut w skrawkach
pochodzacych z AOM (Ryc.4.4.2.D). Zastosowanie inhibitora uktadu N skutkowato
podwyzszonym wyrzutem zarOwno w skrawkach kontrolnych jak 1 AOM, wzgledem swoich
nietraktowanych odpowiednikéw. Wyniki te wskazuja na zaburzenia w uwalnianiu z komorki
GIn u myszy AOM. Dodatkowo zastosowanie inhibitoréw uktadow A, L i ASC nie wptyneto
na uwalnianie aminokwasu w warunkach ostrej EW, pozostawiajgc wyrzut na zblizonym
poziomie co u myszy AOM nie traktowanych (Ryc.4.4.2.D). Sugeruje to nadrzedng rolg
uktadu N w transportcie GIn na zewnatrz komérki w warunkach ostrej EW. Podsumowujac,
obnizona  ekspresja  bialkka SN1  oraz  funkcjonalne  obnizenie  wychwytu
i uwalniania GIn w modelu AOM wspierajg postawiong W dysertacji hipoteze. Dodatkowo w
badaniach transportu GIn wykazano nadrz¢dng role systemu N w uwalnianiu GIn z komorek,

podczas gdy wychwyt aminokwasu zalezny jest od pozostatych uktadow A, L i ASC.

Postanowiono sprawdzi¢ W bardziej bezposredni sposob czy obnizony poziom astrocytarnego
transportera GIn — SN1 wptynie na akumulacje¢ tego aminokwasu w komorkach oraz czy
wywolane w ten sposéb zmiany moga przetozy¢ si¢ na powstanie obrzeku mozgu

o0 charakterze cytotoksycznym i wptywac na neurotransmisje.

Wedlug dostepnych danych literaturowych grupa Prof. Wagnera podjeta si¢ wytworzenia
myszy z knockoutem transportera SN1. Biatko wyciszono u myszy C57/Bl6 przez
mutagenez¢ z wykorzystaniem N-etylo-N-nitrozomocznika. Zaobserwowano m.in.
podwyzszenie stezenia GIn i obnizenie stezen Glu i GABA w moézgu zwierzat bez
transportera SN1, jednak nadrzedna obserwacja byl silnie zahamowany rozw6j osobnikow,
hipoglikemia i $§mier¢ okoto 20-tego dnia po urodzeniu. Wykazano, ze pomimo duzej liczby
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transporterow GIn nalezagcych do innych ukladow, obecnych w organizmie, niec mozna
zrekompensowac braku biatka SN1, co dowodzi, ze ten transporter jest odgrywa nadrzgdna
rolg w transporcie GIn w watrobie, moézgu i nerkach (Chan i wsp., 2016). W zwigzku z tak
wysoka $miertelnosciag i mlodym wiekiem osobnikow, nie moglismy postuzy¢ sie tym
modelem do oceny i porownania wybranych parametrow charakteryzujacych
mysi AOM model ostrej EW, wywotlany u dorostych (2-3 miesiecy) samcoéw. Poshizylismy
si¢ zatem modelem lokalnego wyciszenia biatka, w ktorym wykorzystujac technike vivo-
morpholino, we fragmencie kory czolowej u myszy, selektywnie wyciszono transporter SN1.
Myszy kontrolne stanowity zwierzgta poddane identycznej procedurze, z t3 rdznica, ze
zamiast zastosowania  oligonukleotydow  wyciszajacych, uzyto oligonukleotydéw
niewyciszajacych (z ang. mismatched) lub soli fizjologicznej. Technika vivo-morpholino
pozwala na wybranie dowolnego regionu moézgu lub innych tkanek do ktorego dostarcza si¢
zaprojektowane oligonukleotydy skutkujace blokowaniem syntezy biatka na poziomie
translacji. Odbywa si¢ to poprzez iniekcje ciagla (w wypadku uzytej przez nas pompy
osmotycznej do 7 dni), o wybranej szybko$ci dostarczania ptynu. Majac $wiadomosé
ograniczen dotyczacych wybranego przez nas modelu 1 wyciszenia transportera jedynie
we fragmencie kory mézgowej weryfikowali§my zatozone w projekcie hipotezy ograniczajac

si¢ jedynie do wyciszonego fragmentu kory.

Stopien wyciszenia bialka SN1 sprawdzono za pomoca techniki Western Blot, a takze
wykorzystujac techniki mikroskopii konfokalnej 1 elektronowej. Stwierdzono obnizenie
poziomu transportera SN1 w wyciszonym fragmencie kory o wielkosci 2x2 mm o ~50%
w stosunku do odpowiadajgcego fragmentu z poéikuli kontralateralnej oraz brak zmian
u myszy kontrolnych (Ryc.4.5.1.C). Dodatkowo przy uzyciu specyficznych dla transportera
SN1 przeciwcial uzyskano obrazy z mikroskopu konfokalnego potwierdzajace, ze
w wybranym fragmencie kory poziom biatka SN1 jest obnizony (Ryc.4.5.2.A), co
zaobserwowano takze w preparatach znakowanych zlotem koloidalnym wykorzystujac
mikroskopi¢ elektronowa (Ryc.4.5.2.B). Dane te potwierdzily znaczace wyciszenie biatka
SN1 we fragmencie kory czolowej myszy i pozwolity na dalsza analiz¢ wybranych

parametrow okreslajacych zmiany wywolane obnizeniem poziomu transportera.

Po raz pierwszy udokumentowali$my, Ze lokalne wyciszenie SN1 wywotuje obrzmiewanie
astrocytow, co odzwierciedla obserwacje dotyczace modelu ostrej EW. Analiza
morfologiczna komoérek w wyciszonym fragmencie kory czolowej wykazata znaczaca
obecno$¢ okotonaczyniowych wypustek astrocytarnych, z jasng elektronowo cytoplazma,

Swiadczaca o ich obrzmieniu. W materiale, wokot wigkszosci naczyn prekapilarnych réwniez
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obserwowano cechy obrzgku. Na podstawie analizy mikroskopowej wnioskowano, ze lokalne
wyciszenie transportera SNI1 powoduje wystapienie cytotoksycznej sktadowej obrzeku
mozgu, podczas gdy w miejscu, w ktorym podawano s6l fizjologiczng zmiany morfologiczne
komorek sa zauwazalne w minimalnym stopniu (Ryc.4.7.1.). Dodatkowo dokonano pomiaru
ADC w wybranym fragmencie kory czolowej okolicy zakonczenia lokalizacji sondy
i stwierdzono ~18% obnizenie parametru ADC w poréwnaniu do fragmentu kory myszy bez
wyciszenia (Ryc.4.7.2.A). Zmiany te $wiadcza o wystgpieniu cytotoksycznej sktadowej
obrzgku mozgu w modelu vivo-morpholino, co odwzorowuje zmiany obserwowane w modelu
ostrej EW. W przeciwienstwie do modelu AOM, w wyciszonym fragmencie nie
zaobserwowano naruszenia integralnosci komorek s§rodblonka, co sugeruje posrednio brak
przestanek o wystepowaniu naczyniopochodnej sktadowej obrzgku w modelu wyciszenia

SN1, inaczej niz w wieloczynnikowym modelu AOM.

W celu zbadania wplywu obnizonego poziomu transportera SN1 na stezenia oraz dystrybucje
aminokwasow 1 niektorych metabolitow zmierzono catkowite (metoda spektroskopii
rezonansu magnetycznego) oraz zewnatrzkomorkowe (metoda mikrodializy polaczonag
z wysokosprawng chromatografia cieczowa) st¢zenie tych zwigzkow w odpowiednich
fragmentach kory czolowej. Wykazano obnizenie zewnatrzkomérkowego stezenia Gln
w wyciszonym fragmencie kory (Ryc.4.7.4.) przy jednoczesnym braku zmian st¢zenia
catkowitego (Ryc.4.7.3.A). Sugeruje to gromadzenie si¢ tego osmolitu w komorkach, co jest
zgodne z hipotezg zaktadajaca udziat transportera SN1 w transporcie tego aminokwasu na
zewnatrz komorki. Zanotowano takze podwyzszenie catkowitego stezenia fosfocholiny
(Ryc.4.7.3.A). Poniewaz cholina jest markerem metabolizmu fosfolipidow blony
komorkowej, podwyzszony poziom choliny u myszy mozna posrednio laczy¢ ze zmianami
w plastycznosci blony w badanych obszarach moézgu (Senaratne i wsp., 2009). Wykazano
obserwowane takze w innych modelach (Zielinska i wsp., 2002; Hilgier i wsp., 2000)
podwyzszenie stezenia tauryny w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (Ryc.4.7.4.). Taurynie
przypisuje si¢ funkcje osmoregulacyjng i osmosensoryczng w mozgu (Wade, 1988; Pasantes-
Morales; 1998), co wykazano w badaniach in vitro, w ktérych zmiana osmolarnosci medium
powodowala wyptyw Tau w procesie regulacji objetosci kémorki. W zwigzku z tym
obserwacje dotyczace podwyzszonego poziomu Tau w warunkach ostrej EW tlumaczy sie
dziatajacym mechanizmem kompensacyjnym wobec wysokiego stezenia
wewnatrzkomorkowego GIn, wyréwnujacym nierownowage osmotyczng po obu stronach
blony komoérkowej. W zwierzecych modelach ostrej EW, gromadzeniu si¢ tauryny
w przestrzeni pozakomorkowej czgsto towarzyszy wzrost Glu uwalnianego z komorek (De

Knegt i wsp., 1994; Michalak i wsp., 1996). W modelu wyciszenia SN1 wykazano obnizenie
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calkowitego stezenia Glu (Ryc.4.7.3.A) oraz silng tendencje¢ wzrostowa jego poziomu
zewnatrzkomorkowego (Ryc.4.7.4). Glu powstaje w procesie hydrolizy GIn w neuronach,
w zwigzku z czym obnizenie zewnatrzkomorkowego poziomu GIn moze odzwierciedla¢

W uproszczeniu jej poziom w neuronach powodujac obnizenie catkowitego poziomu Glu.

Obserwowane zmiany w stezeniach gldownych metabolitow cyklu GIn-Glu, mogg przetozy¢
si¢ na zaburzenia neurotransmisji. W zwigzku z tym zbadano wplyw zaleznego od SNI
uwalniania GlIn z astrocytow na transmisj¢ glutaminergiczng, mierzac podstawowe parametry

elektrofizjologiczne.

Znaczace zmiany warto$ci charakteryzujacych transmisje synaptyczng w wyciszonym
obszarze kory czolowej, takie jak obnizenie amplitudy FP w szerokim zakresie intensywnosci
stymulacji w odpowiedzi na bodziec, migdzy neuronami warstwy V polaczonymi
horyzontalnie (Ryc.4.6.1.A), obnizenie potencjatu spoczynkowego pomiedzy neuronami
warstwy I11/111 (Tab.4.6.2.) oraz tendencja w kierunku obnizenia wartosci LTP indukowanego
zarowno w polaczeniach horyzontalnych, jak 1 wertykalnych (Ryc.4.6.1.C,D),
udokumentowaly role transportera SN1 w utrzymaniu prawidlowej transmisji
glutaminergicznej. Powyzsze wyniki s3 zgodne z wynikami badan wykonanych na
hodowanych neuronach pierwotnych narazonych na dziatanie amoniaku, w ktérych wykazano
zwickszong globalng aktywno$¢ neuronalng sieci, ktora jest silnie zalezna od stezenia Gln
zsyntetyzowanej w astrocytach, czemu nie towarzyszylo obnizenie synchronizacji sieci
(Schwarz i wsp., 2012). Badania nad globalng aktywnoscig sieci zostaly przeprowadzone na
hodowli neuronalnej kory mézgowej szczurow przy wykorzystaniu zestawu mikroelektrod
pozwalajacych na jednoczesng rejestracje sygnatu w wielu punktach hodowli. Podsumowujac,
na podstawic omowionych wynikow badan mozna twierdzi¢, ze neuronalna aktywnos¢ sieci
neuronalnej jest silnie zalezna od GIn pochodzacej z astrocytow. Obnizone stgzenie Glu
w neuronach wynikajace z nieprawidlowego astrocytarnego transportu GIn z komorek moze

odgrywac istotng role w zaburzeniach transmisji glutaminergiczne;j.

Cze$¢ zarejestrowanych parametrow elektrofizjologicznych w wyciszonym obszarze mézgu
znaczgco roznila sie od wartosci zmierzonych w korze czotowej myszy AOM (Popek i wsp.,
2018). Prawdopodobnie bylo to konsekwencja zlozonosci patomechanizmu EW

1 wspotdziatania wielu czynnikow patologicznych.

Wyniki przedstawionych badan wspieraja hipoteze zaktadajaca udzial zaburzonego transportu
GIn za posrednictwem astrocytarnego transportera GIn SN1 w indukowanej AOM dysfunkcji

astrocytarnej i neuronalnej. W przysztosci regulacja poziomu i aktywnosci transportera SN1
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moze sta¢ si¢ cennym narz¢dziem terapeutycznym, pozwalajagcym kontrolowaé rozwdj
obrzgku mozgu o charakterze cytotoksycznym, jak rowniez zaburzenia transmisji

glutaminergicznej zwigzanych z ostrg EW.
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

1. Azoksymetanowy model ostrej EW odwzorowuje parametry biochemiczne i glowne

objawy kliniczne charakteryzujace ostrg EW:

- podwyzszone stezenie cytokin prozapalnych, amoniaku i wzrost aktywnosci enzymow

watrobowych w surowicy krwi;

- odpowiadajace kolejnym stadiom EW zmiany behawioralne: spowolnienie ruchowe,

stopniowy zanik analizowanych odruchow prowadzacy do $pigczki;

- zaburzenia w neurotransmisjii glutaminergicznej scharakteryzowane parametrami
elektrofizjologicznymi (obnizeniem LTP, obnizeniem amplitudy potencjalow polowych,
zwigkszeniem wartosci progowej dla generowania potencjalu czynnosciowego, a takze
obnizeniem S$redniej czestotliwosci 1 zwigkszeniem S$redniej amplitudy spontanicznych

postsynaptycznych pradow pobudzajacych);

- obrzgk mozgu scharakteryzowany poprzez: i) ultrastrukturalng analiz¢ mikroskopowa
obrzmiatych astrocytow okotonaczyniowych, analiz¢ MRI (obnizony parametr pozornego
wspoltczynnika dyfuzji; ADC) oraz spektrometryczng analize metabolitow (wzrost stg¢zenia
GIn i myo-inozytolu), s$wiadczace o cytotoksycznym charakterze obrzgku; i)
ultrastrukturalnie obecne uszkodzenia w obrebie naczyn tworzacych barier¢ krew-mozg oraz

funkcjonalnie potwierdzong zwigkszong przepuszczalnosc.

2. Lokalne wyciszenie biatka SN1 technikg vivo-morpholino spowodowalo i) wystgpienie
obrzgku o charakterze cytotoksycznym (analiza obrazéw z mikroskopu elektronowego,
obnizona  wartos¢  ADC); ii)  zaburzenia  neurotransmisjii  glutaminergicznej
scharakteryzowane parametrami elektrofizjologicznymi  (obnizeniem amplitudy FP
w szerokim zakresie intensywnosci stymulacji w odpowiedzi na bodziec, miedzy neuronami
warstwy V potaczonymi horyzontalnie, obnizeniem potencjatu spoczynkowego neurondéw
warstwy II/III oraz powstaniem tendencji w kierunku obnizenia wartosci LTP indukowanego

zardOwno w polaczeniach horyzontalnych.

Powyzsze wyniki oraz wykazana w korze czolowej myszy AOM obnizona ekspresja
transportera SN1 i zalezne od systemu N funkcjonalne zaburzenie transportu Gin
potwierdzaja hipoteze¢ o udziale transportera SN1 w powstawaniu zmian w parametrach
elektrofizjologicznych charakteryzujacych neurotransmisj¢ glutamatergiczna oraz

obrzeku moézgu o charakterze cytotoksycznym w modelu ostrej EW.
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7. STRESZCZENIE

Podwyzszone stezeni amoniaku w surowicy krwi obserwuje si¢ w przebiegu wielu zaburzen
metabolicznych, sposrdd ktorych najczesciej spotykanym jest encefalopatia watrobowa (EW).
W EW, w wyniku dysfunkcji hepatocytow dochodzi do obwodowego gromadzenia si¢
réznych zwigzkow szkodliwych tj: amoniaku, merkaptanow, fenoli, czy aminokwasoéw
aromatycznych (tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny), ktére dziatajac neurotoksycznie,
powodujg uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego (Raabe, 1987; Giguére i wsp., 1984;
Crossley i wsp., 1983; Norenberg, 1987). Typ ostry EW, z klinicznie obserwowanym
gwaltownym przebiegiem, byl przedmiotem mojego =zainteresowania podczas badan
zawartych w dysertacji. Najpowazniejsze objawy kliniczne ostrej EW to: zaburzenia
neurotransmisji, ktore w pdznych fazach choroby moga objawia¢ si¢ drgawkami 1 $pigczka

oraz obrzgk mozgu prowadzacy do $mierci pacjenta.

Patomechanizm EW jest wieloczynnikowy i obejmuje m.in. udziat cytokin prozapalnych
1 stresu oksydacyjnego, jednak glowng rolg przypisuje si¢ podwyzszonemu stezeniu
amoniaku.  Neurotoksyczne dziatanie amoniaku zwigzane jest ze zmianami
w neuroprzekaznictwie glutaminergicznym (Felipo i Butterworth, 2002) i wigze si¢
z nadmierng produkcja glutaminy (Gln), glownego produktu detoksykacji amoniaku,
w reakcji amidacji Glu (Waniewski, 1992), ktora zachodzi w astrocytach. GIn wykazuje
wilasciwosci osmotyczne, a jej gromadzenie w komodrkach powoduje wystapienie
nierdwnowagi osmotycznej 1 powstawanie cytotoksycznej skltadowej obrzeku mozgu.
Wysokie stezenie GlIn przektada si¢ na zaburzenia cyklu GIn-GIu/GABA, ktory sprzega
metabolizm i funkcje astrocytOw 2z neuronami. Zwigkszona produkcja Gln i/lub
nieprawidlowa dystrybucja aminokwasu pomi¢dzy komoérkami moze wplywaé na synteze
neurotransmiteroOw: pobudzajacego Glu oraz hamujacego GABA. Mechanizm ten moze
tlhumaczy¢ zatem podwyzszone stezenie Glu obserwowane w warunkach ostrej EW lub
hiperamonemii (Moroni i wsp., 1983; De Knegt i wsp., 1994; McArdle i wsp., 1996;
Michalak i wsp., 1996; Hilgier i wsp., 1999).

Wydaje si¢, ze przyczyng gromadzenia si¢ Gln w astrocytach w warunkach ostrej EW jest
zwigkszona retencja aminokwasu w komorce spowodowana zaburzeniem jego transportu na
zewnatrz komorki. Najwazniejszym biatkiem regulujacym transport Gln z astrocytow jest
SN1. Swiadcza o tym jego whasciwosci: wysoka aktywnos¢ przy fizjologicznym stezeniu Gln,
zdolno$¢ do transportu GIln niezaleznie od obecno$ci innych aminokwasow (Mackenzie
i Erickson, 2004) i korelacja wzrostu wydajnosci transportu Gln ze wzrastajacym stezeniem

wewnatrzkomoérkowego Glu (Bréer i wsp., 2004). W szczurzym modelu ostrej EW wykazano

111



spadek ilosci biatka SN1 (Zielinska i wsp.; 2014). Obserwacje te staly si¢ jednym z punktoéw
wyjscia do dalszych, bardziej szczegdélowych badan, zgodnie z zalozeniem, ze zmiany
w ilosci i aktywnosci transporterow moga by¢ jedng z przyczyn retencji Gln w komorkach,
przyczyniajac si¢ tym samym do powstawania cytotoksycznej sktadowej obrzeku mozgu,

a takze wptywac¢ na neurotransmisje.

Postawiona w pracy hipoteza zaktada udziat astrocytarnego transportera SN1 w retencji Gin
w  komorkach, co przyczynia si¢ do wystgpienia obrzgku moézgu 0 charakterze
cytotoksycznym 1 zaburzen neurotransmisji glutamatergicznej, dwoch  klinicznie

najpowazniejszych objawow ostrej EW.

Celami niniejszej pracy bylo: 1) Wykazanie obecnosci cytotoksycznej 1 naczyniopochodnej
sktadowej obrzgku mozgu oraz zmian w parametrach elektrofizjologicznych w korze
czotowej myszy w azoksymetanowym (AOM) modelu ostrej EW oraz 2) zbadanie, czy
wyciszenie transportera glutaminy SN1 technika vivo-morpholino u zwierzat zdrowych
odtworzy: a) powstawanie obrzeku kory czolowej 0 charakterze cytotoksycznym oraz b)

zmiany w parametrach elektrofizjologicznych obserwowane w modelu ostrej EW.

W mysim AOM modelu EW wykazano wzrost aktywno$ci enzyméw watrobowych:
aminotransferazy alaninowej i asparaginowej (ALT, AST) oraz podwyzszone stezenie
amoniaku i cytokin prozapalnych (IL-6, TNF-a) w surowicy, potwierdzajac charakterystyczne
cechy ostrej EW. Dodatkowo obserwowane spowolnienie ruchowe i stopniowy zanik
odruchow neurologicznych wskazaty, ze model AOM odwzorowuje zmiany behawioralne
odwzorowujace kolejne stadia EW obserwowane u pacjentow. Co wigcej, stwierdzono
zmiany w parametrach elektrofizjologicznych kory czotowej, tzn. obnizenie LTP, obnizenie
amplitudy potencjalow polowych, zwigkszenie wartosci progowej dla generowania potencjatu
czynno$ciowego, a takze obnizenie $redniej czgstotliwosci 1 zwigkszenie Sredniej amplitudy
spontanicznych postsynaptycznych pradéw pobudzajacych. Wyniki dokumentujg szybkie
pogarszanie si¢ funkcji motorycznych i neurologicznych zwierzat AOM.

Badania obrzeku mozgu w modelu ostrej EW obejmowaty analize morfologiczng komorek
przy wykorzystaniu emisyjnej mikroskopii elektronowej, w wyniku ktorej wykazano,
ze ~20% ocenionych naczyn charakteryzowatlo si¢ zmienionym morfologicznie §rodbtonkiem,
posiadajacym liczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie oraz mikrokosmki na powierzchni
luminalnej komoérek. Pomiedzy komérkami srodblonka widoczne byty szczeliny wskazujace

na nieszczelno$¢ potaczen $cistych, co swiadczylo 0 obecnosci naczyniopochodnej sktadowej
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obrzeku moézgu. Natomiast ~25% naczyn krwiono$nych charakteryzowalo si¢ obecnoscig
przynaczyniowych wypustek astrocytarnych z cechami obrzgku, o czym $wiadczyta m.in.
jasna elektronowo cytoplazma, wskazujac na obecno$¢ obrzeku o charakterze
cytotoksycznym. Rozszczelnienie bariery krew-mézg w modelu AOM potwierdzono
wykazujac zwigkszong o ~400% przepuszczalno$é dla biekitu Evansa. Dodatkowo analiza
wykorzystujaca technike rezonansu magnetycznego wykazata ~10% obnizenie wartosci
parametru pozornego wspodlczynnika dyfuzji (ADC) $wiadczacego 0 slabszej dyfuzji
czasteczek wody w zmniejszonej przestrzeni miedzykomorkowej kory czotowej. Powyzsze
dane kwantyfikuja obecno$¢ obrzeku o0 charakterze cytotoksycznym. Nierownowage
w stezeniach zwigzkow osmotycznie czynnych W korze czolowej myszy AOM potwierdzaja
réwniez: podwyzszone stezenie GIn 0 ~37%, mioinozytolu o ~22%, Iacznie analizowanego
stgzenia GIn i Glu 0 ~10% oraz obnizone 0 ~35% stg¢zenie alaniny w poréwnaniu do myszy

kontrolnych.

Hipotezg o udziale transportera SN1 w powstawaniu zmian w parametrach
elektrofizjologicznych charakteryzujacych neurotransmisje glutamatergiczng oraz obrzeku
mozgu o charakterze cytotoksycznym wspiera wykazana w korze czolowej myszy AOM
obnizona ekspresja SN1 na poziomie mRNA oraz biatka (o ~30%), a takze funkcjonalne
zaburzenie transportu Gln migdzy komoérkami (zaleznego od systemu N obnizenia wychwytu

I wyrzutu tego aminokwasu).

W celu zweryfikowania hipotezy o udziale selektywnie wybranego czynnika, jakim jest
deficyt astrocytarnego transportera GIn SN1 w retencji Gln w komorkach, przektadajacej si¢
na zaburzenia neurotransmisji glutamatergicznej i wystapienie obrz¢ku 0 charakterze
cytotoksycznym, postuzono si¢ modelem lokalnego wyciszenia biatka, w ktorym
wykorzystujac technike vivo-morpholino, we fragmencie kory czotowej myszy, selektywnie
wyciszono transporter SN1. Technikg Western Blot, a takze analizg mikroskopowg wykazano
~50% obnizenie poziomu biatka SNI1. Analiza parametrow elektrofizjologicznych
w wyciszonym fragmencie wykazata obnizenie amplitudy potencjatow polowych w szerokim
zakresie intensywnosci stymulacji w odpowiedzi na bodziec, mi¢dzy neuronami warstwy V
polaczonymi horyzontalnie, obniZenie potencjatu spoczynkowego neurondéw warstwy II/I1I
oraz powstanie tendencji w kierunku obnizenia warto$ci LTP indukowanego w potaczeniach
horyzontalnych. Dodatkowo analiza morfologiczna wyciszonego fragmentu kory czolowe]
udokumentowata, ze ~40% naczyn krwiono$nych charakteryzowalo si¢ obecno$cia

przynaczyniowych wypustek astrocytarnych z cechami obrzgku 0 charakterze
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cytotoksycznym. Ten sam charakter obrzeku potwierdzono analiza NMR okreslajac warto$¢
wspotczynnika ADC. Dodatkowo, metoda mikrodializy wykonanej na swobodnie
poruszajacych si¢ zwierzetach, wykazano obnizenie zewnatrzkomérkowego stezenia Gln
o ~40%, czemu towarzyszylo niezmienione stezenie tego aminokwasu w tkance, okreslajace
zardbwno przestrzen zewnatrzkomorkowa jak i wewnatrzkomorkowsa (metoda spektroskopii
'H). Zaobserwowano ~85% wzrost zewnatrzkomérkowego stezenia tauryny, a takze
obnizenie st¢zenia Glu o ~15%, czemu wspottowarzyszyt ~22% wzrost stezenia fosfocholiny
(*H NMR).

Podsumowujac, mysi AOM model ostrej EW, odzwierciedlajacy cechy pdznej fazy ostrej EW
u pacjentow, wykazywat zaburzenia neurotransmisji glutamatergicznej (badania behawioralne
i elektrofizjologiczne) oraz wystapienie dwoch sktadowych obrzeku mozgu (ultrastrukturalna
analiza morfologiczna, analiza MRI, analiza *H NMR osmolitow). Obnizenie ekspresji biatka
SN1 i zaburzenia transportu GIn sugerujg udzial transportera SN1 w obserwowanych

Zzmianach.

Lokalne wyciszenie transportera SN1 technika vivo-morpholino spowodowato retencj¢ Gln w
astrocytach, a w konsekwencji wystgpienie cytotoksycznej skladowej obrzgku moézgu
(ultrastrukturalna analiza morfologiczna, analiza MRI, analiza 'H NMR i pomiar
zewnatrzkomoérkowych stezen osmolitéw). Co wigcej, subtelne zmiany parametrow
elektrofizjologicznych udokumentowaty role transportera SN1 w utrzymaniu prawidtowej

transmisji glutaminergicznej.

Wyniki badan pozytywnie zweryfikowaty hipoteze zakladajacg udzial astrocytarnego
transportera SN1 w retencji Gln, prowadzac do dysfunkcji astrocytow i neuronéow, co moze
tlhumaczy¢ analogiczne zmiany obserwowane w modelu ostrej EW. W przyszlosci regulacja
ilosci 1 aktywnosci transportera SN1 moze sta¢ si¢ cennym narze¢dziem terapeutycznym,
pozwalajacym kontrolowa¢ rozwdj obrzgku moézgu o charakterze cytotoksycznym, jak

réwniez zaburzenia transmisji glutaminergicznej zwigzanych z ostrg EW.
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ABSTRACT:

Hyperammonaemia is characterized by elevated ammonia in serum and is observed in various
diseases, of which hepatic encephalopathy (HE) is the most common. HE is a
neuropsychiatric disorder, which is usually caused by liver failure. As a result of
hepatocellular dysfunctions, various neurotoxic compounds, such as: ammonia, mercaptans,
phenols or aromatic amino acids (tryptophan, tyrosine and phenylalanine) accumulate in the
blood. CNS damage leads to the development of HE (Raabe, 1987; Giguére et al., 1984;
Crossley et al., 1983; Norenberg, 1987). Acute form of HE is characterized by rapid
worsening of clinical symptoms, among which the most serious are: neurotransmission
disorders, which in the late stages of the disease may manifest as convulsions or coma and
brain edema, which may result in the patient's death. Therefore, the acute type of HE become

the object of my scientific interest.

HE pathomechanism is multifactorial and includes participation of proinflammatory cytokines
and oxidative stress, but the main role is attributed to the increased concentration of ammonia.
The neurotoxicity of ammonia is associated with changes in glutamatergic neurotransmission
(Felipo and Butterworth, 2002) and with excessive production of glutamine (GlIn). Gln, the
main ammonia detoxification product is formed in astrocytes from glutamate (Glu) amidation
(Waniewski, 1992). Due to GIn osmotic properties its accumulation in the cells causes
osmotic imbalance and the formation of cytotoxic component of cerebral edema. The elevated
GIn evokes disturbances in the GIn-Glu/GABA cycle, reflected in the improper astrocytic and
neuronal metabolism. Increased GlIn production during acute HE and/or abnormal amino acid
distribution between cells may affect the synthesis of Glu and GABA neurotransmitters. This
explains the elevated Glu concentration observed under hyperammonemic or acute HE
conditions (Moroni et al., 1983, De Knegt et al., 1994; McArdle et al., 1996; Michalak et al.,
1996; Hilgier et al. 1999).

The accumulation of GIn in astrocytes under acute HE conditions may also lead in the
increased amino acid cell retention caused by glutamine transport disturbances outside the
cell. SN1 is the most important protein that regulates GIn transport out from astrocytes. High
SN1 activity at physiological concentration of Gln, ability to transport GIn regardless of the
presence of other amino acids (Mackenzie and Erickson, 2004) and correlation of growth Gin
transport efficiency with increasing concentration of intracellular Glu (Broer et al., 2004) are
features of SN1 properties. The decrease of SN1 protein level was observed in the brain of

rats with acute HE induced by thioacetamide (Zielinska et al., 2014). In agreement with the
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assumption that changes in the expression and activity of SN1 transporter may be one of the
reasons for Gln retention in cells, above mentioned observations were the starting point for

further studies.

The hypothesis assumed participation of the astrocytic SN1 transporter in the retention of GIn
in cells, which contributes to the occurrence of cytotoxic brain edema and glutamatergic

neurotransmission disorders, two clinically most serious symptoms of acute HE.

The aims of this study were: 1) to evaluate presence of cytotoxic and vasogenic components
of cerebral edema and changes in electrophysiological parameters in the frontal cortex of mice
with acute HE induced by azoxymethane (AOM) injection; and 2) investigate whether
silencing of the SN1 glutamine transporter by the vivo-morpholino method in healthy animals
will reproduce a) formation of cytotoxic edema and b) electrophysiological changes observed
in the acute HE model.

We observed increased activity of liver damage marker enzymes (alanine and aspartic
aminotransferase, ALT, AST) and increase in the concentration of ammonia and
proinflammatory cytokines (IL-6, TNF-a) in the serum of AOM mice. The obtained results
indicated liver damage of AOM mice, accompanying with hyperammonaemia. In addition, we
observed slowdown in the movement of mice and the gradual disappearance of neurological
reflexes indicated that the AOM model reflects behavioral changes and stages of HE observed
in the patients. Moreover, in AOM mice changes in electrophysiological parameters i.e.
lowering of LTP, lowering the amplitude of field potentials, increasing the threshold value for
generating the action potential, as well as lowering the average frequency and increasing the
average amplitude of spontaneous excitatory postsynaptic currents were observed. The results
indicate a rapid deterioration of the motor function in AOM animals, as well as a progressive

weakening of the evaluated neurological reflexes.

In order to characterize the components of cerebral edema in the studied model, ultrastructure
analysis of the brain morphology was done. It was shown that ~20% of blood vessels were
characterized by morphologically changed endothelium, with numerous pinocytic vesicles in
the cytoplasm and microvilli on the luminal surface of endothelial cells. The crack between
the endothelial cells indicating leakages of tight junctions were also observed. Above results
indicate the presence of vasogenic component of the brain edema. On the other hand, ~25% of

blood vessels were characterized by the presence of astrocytic endfeet with the evidence of
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cytotoxic type of edema (bright electron cytoplasm). In addition the BBB leakage in this
model was confirmed by an increased ~ 400% permeability to Evans blue. Moreover, analysis
using magnetic resonance technique indicated ~10% reduction in the value of the parameter
of apparent diffusion coefficient (ADC), indicating a decrease in water diffusion in the mice
cortex due to the reduction of the extracellular space. Additionally, an increase in GIn
concentration by ~ 37%, myoinositol by ~ 22%, and ~ 10% of the sum of glutamine and
glutamate concentration, and a decrease in alanine by ~ 35% compared to control mice,
partially confirmed the osmotic imbalance in the studied brain region.

Reduced SN1 expression at the mRNA and protein level (~ 30%) and functional impairment
of GlIn transport between cells (dependent on the N system of reduction of uptake and efflux
of the amino acid) were in line with the hypothesis indicating the involvement of the SN1
transporter in the GlIn retention and subsequent formation of changes in electrophysiological
parameters characterizing glutamatergic neurotransmission and cytotoxic brain edema in the

frontal cortex of AOM mice.

The deficit of the SN1 transporter, as a selective factor, which affects the GiIn retention in
astrocytes was studied using the vivo-morpholino technique based on local protein silencing.
The SN1 transporter silencing in the fragment of brain cortex was reduced by ~ 50%
(demonstrated by Western Blot technique, as well as analysis images from confocal and
electron microscopy). Analysis of electrophysiological parameters in the silent cortex area
showed a decrease in the amplitude of field potentials in a wide range of stimulation intensity
in response to stimulus, between horizontal connection of neurons from V layer, reduction of
resting potential of layer I1/111 neurons and a trend towards lowering the LTP value induced in
horizontal connections. In addition, the morphological analysis of the silent brain area has
documented that ~ 40% of blood vessels were characterized by the presence of astrocytic
endfeet with bright electron cytoplasm, which indicates the presence of cytotoxic edema.
This type of frontal edema was confirmed also by a decrease of ADC. Additionally,
microdialysis on freely moving mice showed a decrease in extracellular GIn concentration by
~ 40%, which was accompanied by lack of changed in the total level of this amino acid. The
increase ~ 85% in the extracellular concentration of taurine was also observed, as well as a
decrease in the total Glu level by ~ 15%, which was accompanied by a ~ 22% increase in the

total phosphocholine level.
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In conclusion, the mouse AOM model of acute HE reflects the characteristics of the
symptomatic stage of acute HE in patients. Two main clinical manifestations, such as
neurotransmission impairement (behavioral and electrophysiological studies) and the
occurrence of both components of cerebral edema (ultrastructure analysis, MRI technique,
and 'H NMR) have been demonstrated. Reduction of the SN1 protein expression and
functional changes of the GIn transport suggest the role of the SN1 transporter in the observed

clinical symptoms.

Local silencing of the SN1 transporter by the vivo-morpholino method resulted in the
occurrence of a cytotoxic component of brain edema (MRI, *H NMR and extracellular
measurement of amino acids). In addition, the subtle changes in electrophysiological
parameters documented the role of the SN1 transporter in maintaining of glutamatergic

transmission.

The results of the study indicate the role of the GIn transport via the astrocytic Gin transporter
SN1 in AOM-induced astrocytic and neuronal dysfunction. In the future, regulation of SN1
transporter level and activity may become a valuable therapeutic tool allowing to control the
development of cytotoxic brain edema as well as glutamatergic transmission disturbances

associated with acute HE.
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8. INNOWACYJNOSC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Wieloaspektowe badania roli deficytu astrocytarnego transportera glutaminy SN1 jako
czynnika wplywajacego na rozwoj obrzeku 1 pogorszenie niektérych parametrow

elektrofizjologicznych.

Funkcjonalne wykazanie roli transportera SN1 w mozgu myszy.

Opracowanie modelu wyciszenia transportera SN1 w korze mozgowej dorostych osobnikow.

Polaczenie réznorodnych 1 nowoczesnych metod (biologii molekularnej, radioizotopowych,
spektroskopii, elektrofizjologii, mikroskopii konfokalnej i elektronowej, metod analizujacych
behawior zwierzat, mikrodializy 1 wysokosprawnej chromatografii cieczowej) dla okreslenia

roli deficytu transportera SN1.
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Tab.4.6.3.B Poréwnanie parametrow sEPSC i mEPSCs w neuronach piramidowych warstwy

[1/111 oraz V' w skrawkach korowych myszy kontrolnych i wyciszonych.

Tab.4.7.1.A Potilosciowa ocena kolejno wyodrebnionych grup naczyn krwiono$nych w korze

czotowej myszy kontrolnych.

Tab.4.7.1.B PotiloSciowa ocena kolejno wyodrgbnionych grup naczyn krwionosnych w korze

czolowej myszy z wyciszonym biatkiem SN1.
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10. WYKAZ RYCIN

Ryc.1.2. Gtéwne czynniki odpowiedzialne za patomechanizm encefalopatii watrobowe;.
Ryc.1.3. Schemat przedstawiajacy cykl glutamina-glutaminian/GABA.

Ryc. 4.1.2. (A) Aktywno$¢ ruchowa (odleglo$é) myszy w ciggu pierwszych 90 min po
dootrzewnowym podaniu AOM. (B) Ocena neurologiczna myszy AOM wykonana na

podstawie analizy 6 wybranych odruchow.

Ryc.4.2.1. (A) Zwigzek pomigdzy intensywnoscig bodzca a $rednig amplitudg potencjatow
polowych w skrawkach korowych myszy kontrolnych i w modelu AOM (B) Dlugotrwale
wzmocnienie synaptyczne mierzone u skrawkach korowych myszy kontrolnych i w modelu
AOM. (C) Przyktad poszczeg6lnych potencjatéw polowych generowanych w odpowiedzi na
drugi impuls stymulujacy w stosunku do potencjatow polowych generowanych w odpowiedzi
na pierwszy impuls stymulujacy (FP1 /FP21) w skrawkach myszy kontrolnych 1 w modelu
AOM. (D) Podsumowanie iloSciowe zjawiska parowania impulsow, S$wiadczacego

o krotkotrwatym wzmocnieniu synaptycznym, wyrazone jako wskaznik PPF.

Ryc.4.2.2. (A) Przyklad odpowiedzi neuronu piramidowego izolowanego z myszy
kontrolnych 1 odpowiedz komorki pochodzacej od myszy po podaniu AOM na impuls
depolaryzujacy. (B) stosunek natezenia pradu do predkosci wzrostu odpowiedzi komoérek (C)
Srednie wzmocnienie (nachylenie wartosci indukowanego pradu w zaleznosci od szybkosci
odpowiedzi). (D) Sredni prog pobudzenia neurondéw piramidowych z myszy kontrolnych

i modelu AOM.

Ryc. 4.2.3. (A) Przykiad typowego zapisu sEPSC z neuronu kontrolnego i1 neuronu
pochodzacego od myszy po podaniu AOM przed i po dodaniu TTX (B) Superpozycja
srednich wszystkich indywidualnych sEPSC odczytanych podczas 4-minutowych zapisow
z neuronu kontrolnego (cienka linia) i pochodzacego od myszy z modelu AOM (gruba linia).
(C) $rednia czestotliwos¢ sEPSC, (D) $rednia amplituda sEPSC, (E) $redni czas narastania
sEPSC i (F) $rednia stata czasowa zaniku sEPSCs.

Ryc.4.3.2. Zdjgcia ultrastruktury kory czotowej myszy kontrolnych i AOM,
Ryc.4.3.1. Stezenie bigkitu Evansa (EB) w korze mézgowej myszy kontrolnych i AOM.

Ryc.4.3.3. (A) Warto$¢ pozornego wspotczynnika dyfuzji ADC w korze czolowej myszy
kontrolnych i AOM. Wyniki (B) Zdjecia przedstawiajace obraz MRI przekroju moéozgu

z zaznaczonym obszarem poddanym analizie.
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Ryc.4.3.4. (A) Analiza spektroskopowa metabolitow w korze myszy kontrolnych i AOM. (B)

Przyktadowe widma spektroskopowe metabolitéw zarejestrowane w korze myszy
kontrolnych i AOM.

Ryc.4.4.1. (A) Poziom mRNA genu kodujagcego SN1 i SN2 w korze myszy kontrolnych
i AOM. (B) Poziom ekspresji biatka SN1 i SN2 w korze myszy kontrolnych i AOM. (C)
Reprezentatywny elektroforogram.

Ryc.4.4.2. (A) Kinetyka wychwytu [3H]-GIn (analiza wg Michaelisa-Menten) przez skrawki
kory czolowej myszy kontrolnych i AOM (B) Kinetyka wychwytu [3H]-GIn przez skrawki
kory czotowej myszy kontrolnych i AOM w obecnosci inhibitoréw kompetycyjnych uktadow
A, L 1 ASC lub inhibitora GAH. (C) Frakcyjne uwalnianie Gln ze skrawkow kory pobranych
z myszy kontrolnych i AOM, mierzone w 1-minutowych frakcjach, (D) Srednie uwalnianie
GIn w czasie 1 minuty podczas 4-minutowego impulsu (frakcje 4-7) bez dodatku inhibitorow,
z pulsem A+L lub pulsem GAH.

Ryc.4.5.1. (A) Grafika przedstawiajagca metod¢ wyciszania, z uzyciem pompy osmotycznej
wszczepionej pod skore zwierzgcia (B) Schematyczne przedstawienie lokalizacji i obszaru
wyciszanego regionu mozgu za pomocg techniki vivo-morpholino (C) Poziom biatka SN1
w odpowiadajagcym wyciszeniu obszarze kory czotowej myszy kontrolnej oraz myszy
z wyciszonym SNI i z poéikuli kontrlateralnej do wyciszenia. (D) Reprezentatywny

elektroforogram.

Ryc.4.5.2. (A) Analiza lokalizacji immunohistochemicznie znakowanego biatka SNI1
w wyciszonym obszarze kory czolowej myszy. Przyktadowe zdjecia z mikroskopu
konfokalnego przedstawiajace fragment potkuli z widocznym §ladem po lokalizacji sondy (po
lewej), oraz fragment obszaru kory ponizej wylotu, wybarwiony przeciwciatlem anty-SN1
(zielone $lady) (B) Zdjecia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace fragment obszaru
kory ponizej wylotu z wyznakowanym za pomoca zlota koloidalnego biatkiem SN1

(zaznaczone czerwonym owalem) u myszy z wyciszonym biatkiem SN1 i bez wyciszenia.

Ryc. 4.6.1. (A, B) Zwiazek pomiedzy intensywnos$cia bodzca a §rednig amplituda potencjatow
polowych neurondéw polaczonych horyzontalnie w warstwie V (A) oraz polaczonych
wertykalnie migdzy warstwami V a II/III (B) analizowanych w skrawkach korowych myszy
kontrolnych i z wyciszonym biatkiem SN1. (C, D) Dhugotrwale wzmocnienie synaptyczne
mierzone migdzy neuronami warstwy V (C) oraz warstwy V i Il/IIl (D) w skrawkach

korowych myszy kontrolnych i z wyciszonym biatkiem SN1.
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Ryc. 4.6.2. (A, E) przykiad odpowiedzi neuronu piramidowego izolowanego z II/III (A) oraz
V (E) warstwy kory myszy kontrolnych i wyciszonych na impuls depolaryzujacy. (B, F)
stosunek natezenia pradu do predkosci wzrostu odpowiedzi komorek pochodzacych z II/I11
(B) oraz V (F) warstwy kory myszy kontrolnych i wyciszonych (C, G) Srednie wzmocnienie
(nachylenie warto$ci indukowanego pradu w zaleznosci od szybkosci odpowiedzi). (D, H)
sredni prog pobudzenia neuronéw piramidowych z II/III (D) oraz V (H) warstwy kory myszy

kontrolnych i wyciszonych.

Ryc.4.6.3. (A, G) Przykiad typowego zapisu SEPSC z neuronéw warstwy II/III (A) oraz V (G)
w skrawkach izolowanych od myszy kontrolnych i z wyciszonym biatkiem SN1 przed i po
dodaniu TTX (B, H) Superpozycja $rednich wszystkich indywidualnych sEPSC odczytanych
podczas 4-minutowych zapisow z neuronu warstwy II/III (B) i V (H) skrawkoéw myszy
kontrolnych (cienka linia) 1 z wyciszonym biatkiem (gruba linia). (C, I) srednia czgstotliwosé
sEPSC, (D, J) srednia amplituda sEPSC, (E,K) $redni czas narastania sEPSC i (F, L) $rednia

stala czasowa zaniku sEPSCs.

Ryc. 4.7.1. Zdjecia ultrastruktury miejsca wyciszenia biatka SN1 kory czolowej myszy (SN1
VM) i myszy bez wyciszenia (K VM).

Ryc. 4.7.2. (A) Wartos$¢ pozornego wspotczynnika dyfuzji ADC u myszy C VM i SN1 VM.
(B) Zdjecia przedstawiajace obraz MRI przekroju mézgu z zaznaczonym obszarem analizy

(kora) u myszy C VM i SN1 VM.

Ryc.4.7.3. (A) Analiza spektroskopowa metabolitow we fragmencie kory czotowej u myszy
kontrolnych (K VM) i wyciszonych (SN1 VM). (B) Przykladowe widma spektroskopowe
metabolitoéw zarejestrowane w wyciszonym fragmencie kory oraz w odpowiadajagcym miejscu

kontrlateralnie.

Ryc. 4.7.4. Zewnatrzkomorkowe stgzenia aminokwaséw we fragmencie kory myszy

z wyciszonym biatkiem SNI.

Ryc. 6. Graficzne podsumowanie pracy.
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