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Encefalopatia watrobowa (EW) to zesp6t objawow neuropsychiatrycznych i nerwowo-
mig$niowych zwigzanych z ostrym badz przewlektym uposledzeniem funkcji watroby
(Albrecht i Jones, 1999), pociagajacym za sobg rdzne konsekwencje metaboliczne, w tym
podwyzszenie poziomu amoniaku we krwi (hiperamonemig), ktora jest uznawana za

najistotniejszy czynnik w patofizjologii tego schorzenia.

Wysokie stgzenie amoniaku w mozgu, odpowiedzialne za wigkszo$¢ przejawdéw EW,
jest efektem nie tylko jego zwigkszonej zawartosci we krwi, ale najprawdopodobniej takze
zwickszonego przechodzenia amoniaku przez barier¢ krew-mozg (BBB). Nadmiar amoniaku
w mozgu uszkadza przede wszystkim astrocyty, a W znacznie mniejszym stopniu neurony.
Wrazliwos¢ astrocytow na amoniak wynika z potozenia topograficznego tych komorek w
obrebie tzw. jednostki nerwowo- naczyniowej; ich wypustki bezposrednio otaczaja
mikronaczynia mézgu wychwytujac i metabolizujac substraty pochodzace z krwi, a ich ciata
odgradzaja neurony od mikronaczyn (Tsacopoulos i Magistretti, 1996). Kluczowym efektem
toksycznego dziatania amoniaku na astrocyty jest ich obrzmienie, ktore skutkuje obrzgkiem
mozgu, stanowigcym krytyczne powiktanie ostrej EW (Takahashi i wsp., 1991). Obrzmienie
astrocytow jest powszechnie obserwowane zaréwno w tkankach moézgu chorych z ostrg EW
(Kato i wsp., 1992), jak i w modelach zwierzecych EW (Blei i wsp., 1994, Rama Rao i wsp.,
2003) i wykazuje dobrg korelacje z poziomem amoniaku we krwi (Rose i wsp., 1999, 2000).
W przypadku encefalopatii przewlektej, astrocyty przyjmuja cechy morfologiczne
charakterystyczne dla komérek Alzheimera typu II: sg obrzmiate, z duzymi jadrami, w

ktorych wida¢ wyraznie wyodrebnione jaderka i jasng chromatyng (Gregorios 1 wsp., 1985).

Jakkolwiek efekty dzialania amoniaku na astrocyty i neurony sg stosunkowo dobrze
poznane i udokumentowane, wcigz niewiele wiadomo jak wptywa on na komorki srédbtonka
tworzace BBB i jak zmienia ich wlasciwosci kluczowe dla utrzymania homeostazy moézgu, a

co za tym idzie funkcjonalno$ci samej bariery. Badania morfologiczne wykazaty



wakuolizacje¢ i znaczne powigkszenie si¢ komorek §rodbtonka naczyn moézgowych oraz
przestrzeni zewnatrzkomodrkowej, co sugeruje zwigkszenie przepuszczalnosci i transportu
pinocytarnego w obrgbie BBB (Kato i wsp., 1992; Matkowskyj i wsp., 1999). Natomiast w
odniesieniu do funkcji wiadomo, ze amoniak moduluje transport réznych czasteczek poprzez
BBB, wplywajac na catg game transporterow dla réznych czasteczek na komoérkach
srodblonka (James i wsp., 1978; Smith i wsp., 1978; Albrecht i wsp., 1994, 1996; Belanger i

wsp., 2006, 2007).

Mimo, iz patofizjologiczne podtoze EW nie jest do konca poznane, wiadomo, ze
akumulacja amoniaku w mo6zgu nastepuje zardwno w przypadku ostrego jak i chronicznego
uszkodzenia watroby i jest odpowiedzialna za zaburzenia procesow bioenergetycznych (Rao i
Norenberg, 2001) oraz funkcjonowania roznych uktadow neuroprzekaznikowych (Albrecht i
Jones, 1999). W szczegdlnosci, amoniak aktywuje obwodowe receptory benzodiazepinowe
(Desjardins i Butterworth, 2002), co prowadzi do syntezy neurosteroidow pobudzajacych
GABA-ergiczny uktad hamujacy (Ahboucha i wsp., 2006). Z drugiej strony, amoniak
wykazuje dziatanie ekscytotoksyczne, zwigzane z uwrazliwienieniem receptorow NMDA
(Hermenegildo i wsp., 1996). Ponadto caty szereg zaburzen zwigzany jest takze z nadmierna
produkcja glutaminy (Takahashi i wsp., 1991). Mimo wielu znaczacych doniesien i

obserwacji mechanizmy neurotoksycznosci amoniaku nadal nie zostaty do konca poznane.

W ostatnich latach rozwaza si¢ istotny udziat stresu oksydacyjnego i nitracyjnego
(ONS) w patogenezie toksycznego oddziatywania amoniaku. Uwaza si¢, ze ONS indukuje
kaskade patofizjologiczng obejmujaca patologiczne zmiany w astrocytach, prowadzace do
zaklocen komunikacji astrocyt - neuron i zaburzen plastycznosci synaptycznej, a
konsekwencje tego stresu stanowig podtoze gldownych patofizjologicznych przejawoéw EW,
zwlaszcza obrzeku mozgu, gtdéwnej przyczyny zgondw w jej zaostrzonej postaci. Fakt, ze w

dotychczasowych badaniach nad obrzgkiem hiperamonemicznym gléwny nacisk ktadziono na
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astrocyty wynikatl z przekonania o absolutnej nadrzg¢dno$ci mechanizmu cytotoksycznego
(upos$ledzenia metabolizmu astrocytow) nad naczyniopochodnym, ktérego udziatu nie brano
pod uwage zaktadajac brak wplywu amoniaku na funkcjonowanie BBB. Najswiezsze wyniki
badan $wiadcza jednak o tym, Zze obrzgk mdzgu towarzyszacy ostrej EW moze mie¢ zwigzek
z subtelnymi zmianami w funkcjonowaniu BBB, co implikuje zmiany w funkcjonowaniu
komorek §rodbtonka naczyn mozgowych jako elementu komorkowego tej bariery. Bardzo
fragmentaryczny charakter dotychczasowej wiedzy o wplywie amoniaku na komorki
srédblonka w zestawieniu ze stosunkowo bogata wiedzg o ONS indukowanym w astrocytach,
sktonit do zbadania, czy amoniak wywotuje ONS w komorkach srédbtonka i czy skutkuje to

zmianami w przepuszczalnos$ci.

Cele tej rozprawy koncentruja si¢ wokot wptywu ONS wywolanego przez amoniak na
astrocyty i komorki srédblonka naczyn. Rownolegle, postanowiono przebadaé¢ wplyw
potencjalnych czynnikow protekcyjnych o roznych punktach uchwytu na ONS i jego skutki w
obu typach komorek. Ze wzgledu na rdznice w wyjsciowym stanie wiedzy, pytania odnosnie
astrocytow i komorek srodbtonka naczyn sformutowano oddzielnie. W odniesieniu do
astrocytow sprawdzano hipoteze¢ zaktadajaca protekcyjne dziatanie peptydow

natriuretycznych. W tym celu postanowiono:

o Okresli¢ wptyw peptydow natriuretycznych na produkcje wolnych rodnikéw
tlenowych i azotowych w hodowli pierwotnej astrocytow traktowanych amoniakiem.

e Ustali¢ obecno$¢ funkcjonalnych receptorow NPR-C w astrocytach oraz udziat
sygnalizacji zwigzanej z aktywacja tych receptorow w potencjalnych protekcyjnych
wlasciwos$ciach peptydow natriuretycznych.

e Sprawdzi¢, czy aktywacja NPR-C przeciwdziata obrzmieniu astrocytow wywotanemu

amoniakiem.



W badaniach nad wiasno$ciami komorek $rédbtonka naczyn mozgowych postuzono si¢
unie$miertelniong linig komérek wyprowadzong z mozgu szczura (RBE-4). Przy jej uzyciu

postawiono sprawdzic:

e czy amoniak wywotuje stres oksydacyjno—nitracyjny w komoérkach srodbtonka
mikronaczyn mozgu.

e czy potencjalny ONS wywolywany amoniakiem wptywa bezposrednio na funkcje
barierowe komorek tworzacych BBB oraz czy wplywa na ich wlasciwosci, kluczowe
dla utrzymania $cistosci bariery.

e czy dziatanie antyoksydantami zapobiega zwickszonej przepuszczalnosci BBB w

modelu in vitro.

Wyniki pracy potwierdzily wczes$niejsze obserwacje, ze amoniak wywotuje stres
oksydacyjno-nitracyjny w astrocytach hodowanych in vitro oraz dowiodly, ze stres taki
wystepuje rowniez w traktowanych amoniakiem hodowlach komorek srodblonka naczyn
mozgowych (RBE-4). W obu typach komorek udato si¢ zmniejszy¢ przejawy biochemiczne i
skutki patofizjologiczne stresu przy uzyciu réznych czynnikoéw protekcyjnych. Czesciowa
asymetria wyjsciowego stanu wiedzy na temat rozpatrywanych zjawisk sktania do

oddzielnego przedstawienia wnioskow dotyczacych kazdego z tych typoéw komorek:

Astrocyty

1. Akumulacja wolnych rodnikow tlenowych i azotowych pod wptywem amoniaku ulega
obnizeniu w wyniku preinkubacji komorek z peptydami natriuretycznymi (ANP 1
CNP), co wskazuje na mozliwos$¢ cytoprotekcyjnego dziatania tych peptydow. Fakt, ze

stymulacja NPR-C odwraca rowniez wywotany amoniakiem wzrost objetosci



astrocytow, dokumentuje wymierny efekt protekcyjny na poziomie komorki jako

catosci.

2. Ochronne efekty peptyddow natriuretycznych sg zwigzane z aktywacja NPR-C, gdyz

udato si¢ je odtworzy¢ przy uzyciu wybidrczego agonisty NPR-C, peptydu CANP 4.23).

3. Efekty wywotywane przez CANP (.23 na poziomie wewnatrzkomorkowej transdukeji
sygnatu tj.: spadek poziomu cAMP i spadek ekspresji biatka Gj, oraz obserwacja, iz
generacja [O,] w obecnosci przeciwciata przeciwko biatku Gj, nie byta hamowana
przez CANP4.23), $wiadcza o obecnosci funkcjonalnego NPR-C w komoérkach

astrocytow.

Komorki §rodbtonka naczyn (RBE-4)

1. Podobnie jak w astrocytach, amoniak powoduje w komoérkach srodbtonka
mikronaczyn gromadzenie si¢ ROS, NO, produktow peroksydacji lipidow (F-
isoprostandw) oraz wzrost syntezy glutationu, stanowiagcy typowa odpowiedz na stres
oksydacyjny. Skutek biologiczny tej odpowiedzi wyrazat si¢ poprzez wzrost
przepuszczalnosci pojedynczych warstw komorek dla Dekstranu skojarzony ze
wzrostem aktywno$ci metaloproteinaz zewnatrzkomorkowych (MMP-9 i MMP-2),
bowiem dodanie specyficznego inhibitora tych MMPs cofato wzrost

przepuszczalnosci.



2. W sumie, wyniki te odtwarzaja sekwencje zdarzen lezacych u podstaw wzrostu
przepuszczalno$ci BBB i sg zgodne z najnowszymi pogladami implikujacymi istnienie

naczyniopochodnego sktadnika obrzeku mozgu w EW.

3. Inkubacja w $rodowisku wzbogaconym o dodatkowg pulg czynnika
przeciwutleniajacego (estru etylowego glutationu) cz¢sciowo zapobiegata wzrostowi
przepuszczalno$ci pod wptywem amoniaku, co dodatkowo $wiadczy o tym, ze

akumulacja ROS jest jedng z przyczyn uposledzenia przepuszczalnosci.

4. Fenylomaslan ornityny (OP), lek przeciwdziatajacy gromadzeniu si¢ amoniaku na
drodze metabolicznej, zapobiegat bezposrednio stresowi oksydacyjnemu wywolanemu
przez amoniak w komorkach $rodbtonka. Wynik wskazuje, ze rowniez i ten drugi

mechanizm dzialania OP mogltby by¢ wykorzystany do przeciwdziatania uszkodzeniu

BBB.

Podsumowujac, wyniki prezentowane w niniejszej pracy potwierdzaja wspotdziatanie
skutkéw ONS w astrocytach i w komodrkach srédblonka naczyn w procesie patogenezy
obrzeku mozgu towarzyszacego ostrej niewydolnosci watroby. W odniesieniu do komorek
srodblonka opisano wazny element mechanizmu lezacego u podtoza zaburzen
przepuszczalnosci BBB. Mechanizm polega na bezposrednim wywotaniu w tych komoérkach
ONS, co prowadzi do aktywacji metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej i do
zwickszonego transportu biernego roznych substancji przez potaczenia sciste. Wykazano
jednoczes$nie, ze zmiany w kazdym z typdw komorek mozna przynajmniej czg$ciowo

odwrdci¢ stosujac szereg stosunkowo prostych interwencji farmakologicznych. By¢ moze,



niektore z zastosowanych prob zapobiegania skutkom stresu amoniakalnego na poziomie

naczyn mézgowych znajdg w przysztosci zastosowanie w terapii.

Niewykluczone, ze zmiany zachodzace w wypustkach astrocytow moga wtérnie prowadzi¢ do
zmian przepuszczalnosci bariery o charakterze naczyniopochodnym odzwierciedlajac wptyw
uposledzenia metabolizmu komorek astrogleju na funkcje komoérek srodbtonka naczyn.
Takich badan w odniesieniu do encefalopatii hiperamonemicznej jak dotad nie prowadzono, a
sekwencja zdarzen ujawniona w modelach doswiadczalnych wskazuje, ze obrzgk
cytotoksyczny jest wtorny do naczyniowego. Z przyczyn oczywistych, badania
przeprowadzone na linii komorek srodblonka naczyn nie mogg odnies¢ si¢ do tej kwestii.
Dalsze proby beda si¢ musiaty oprze¢ na uzyciu bardziej skomplikowanych uktadow

doswiadczalnych, odtwarzajacych wzajemne relacje astrocyt - srodbtonek.
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