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Encefalopatia watrobowa (EW) to ztozony zespdt neurologiczny, ktérego gldéwnym
czynnikiem sprawczym jest nadmiar amoniaku w OUN, powstajacy na skutek jego
niewydolnej detoksykacji w watrobie. Wysokie stezenia amoniaku w mézgu, jakie obserwuje
si¢ w warunkach ostrej niewydolnos$ci watroby, sa do$¢ dobrze skorelowane z jego
zwigkszong zawarto$cig we krwi. Jednym z najpowazniejszych powiktan tego schorzenia jest
obrzek mézgu, bedacy najczestsza przyczyna sSmierci chorych na ostrg EW. Z licznych badan
I obserwacji wynika, iz obrzek ten ma przede wszystkim podtoze cytotoksyczne i jest
nastgpstwem obrzmienia astrocytow, komorek OUN najbardziej narazonych na szkodliwy
wplyw amoniaku. Amoniak wywotuje w astrocytach stres oksydacyjno-nitracyjny (ONS) i
hipotoniczny, co prowadzi do uszkodzenia komorek, zaburzen w metabolizmie i w
konsekwencji do gromadzenia si¢ w nich nadmiaru wody. Obrzmienie astrocytow nasila
ONS, co wywotluje efekt, tzw. “blednego kota”. Nowa i dos¢ kontrowersyjna koncepcja jest
udzial komponenty naczyniopochodnej w obrzeku moézgu towarzyszacemu EW. Opiera si¢
ona na doniesieniach wskazujacych zaleznos¢ pomigdzy wzrostem ci$nienia
srodczaszkowego a wzrostem przepuszczalnosci BBB, bedacej skutkiem degradacji biatek
tworzacych potaczenia Sciste, poprzez zaktywowane metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej, przede wszystkim MMP-9. W astrocytach i neuronach OUN, ONS
wywotany przez amoniak skutkuje oksydacja 1 nitrozylacja réznych biatek i przez to
bezposrednio wplywa na funkcje 1 metabolizm tych komorek. Mozna bylo domniemywac, ze
ONS moze w podobny sposob zmienia¢ wlasciwosci 1 czynnosci komoérek srédbtonka
tworzacych barier¢ krew-mézg (BBB) 1 w ten sposéb zaburza¢ przepuszczalnos¢ BBB dla
roznych molekul, a tym samym homeostaze moézgu. W niniejszej pracy sprawdzano hipoteze,
ze amoniak zmienia przepuszczalno$¢ komoérek tworzacych BBB, wywotlujac w nich ONS.

Innym zadaniem postawionym w odniesieniu zarowno do astrocytow, jak 1 komorek



srodblonka naczyn bylo przebadanie modulacji skutkdéw ONS przez potencjalne czynniki
protekcyjne o r6znych punktach uchwytu. W odniesieniu do astrocytow sprawdzano hipoteze
zaktadajaca protekcyjne dzialanie peptydéw natriuretycznych. Przeanalizowano $ciezki
sygnalizacyjne zaangazowane w antyoksydacyjne efekty peptydéw oraz ich ochronne
dziatanie na poziomie fizjologii komorki. Zaobserwowano, ze ANP i CNP redukowaty
produkcje wolnych rodnikéw tlenowych (ROS) zarowno w komorkach kontrolnych, jak i
traktowanych amoniakiem, a efekt ten uzyskiwano rdwniez przy uzyciu specyficznego
agonisty receptora NPR-C, peptydu CANP (1.23). Wykazano, iz anionorodnik nadtlenkowy jest
gldwnym wolnym rodnikiem nagromadzajacym si¢ w wyniku traktowania amoniakiem, a
jego akumulacja jest hamowana zaréwno przez ANP jak i cANP(s.23) Badania niniejszej pracy
dokumentujg po raz pierwszy obecnos$¢ funkcjonalnych receptoréw NPR-C na astrocytach w
hodowli pierwotnej in vitro, ktorych stymulacja lezy u podstaw antyoksydacyjnych
wiasciwosci peptydow natriuretycznych. Ponadto pokazano, ze preinkubacja z cANP (s.23)
hamowata wywotang amoniakiem nadprodukcj¢ NO w astrocytach, co mogto przyczynic sig
do obnizenia stresu nitracyjnego. Stymulacja NPR-C przejawiata si¢ zahamowaniem
wywolanego amoniakiem obrzmienia komorek, co wskazuje na jej potencjalne dziatanie

przeciwobrzgkowe.

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze traktowanie komoérek srodbtonka naczyn
amoniakiem generuje w nich ONS, na co wskazywata nadprodukcja ROS i NO oraz F,-
izoprostanow, bedacych produktami peroksydacji lipidow. Za jedng z przyczyn nadprodukcji
NO pod wptywem amoniaku mozna uznaé wzmozong ekspresje y' LAT2, hybrydowego
transportera aminokwasowego, ktory bierze udziat w dostarczaniu do komorek prekursora do
syntezy NO, argininy. Jednocze$nie zaobserwowano, ze amoniak zwigkszat
zewnatrzkomorkowa aktywnos¢ metaloproteinaz: MMP-9 i MMP-2, a takze przepuszczalno$é

pojedynczych warstw komorek srodblonka dla markera wagowego, FITC- Dekstranu (40



kDa). Wzrostowi przepuszczalno$ci zapobiegata preinkubacja z inhibitorem MMPs, SB-3CT,
oraz z antyoksydantem, estrem glutationu (GEE), co wskazuje na bezposrednie
zaangazowanie MMPs w wywotlane amoniakiem obnizenie $cisto$ci potaczen
migdzykomorkowych oraz na kluczowa role ONS w tym procesie. Sekwencj¢ zdarzen w
komorkach srédblonka naczyn poddanych dziataniu jonéw amonowych, zaczynajac od ONS a

konczac na wzro$cie przepuszczalno$ci BBB, przedstawiono na Ryc.1.

Generowany przez amoniak ONS byl tez hamowany przez ornityng, fenylomaslan
oraz ich koniugat fenylomaslan ornityny (OP). Dowodzi to, iz OP oprocz swoich ochronnych
wiasciwosci wynikajacych z usuwania nadmiaru amoniaku z organizmu, ma tez bezposrednie
wlasnosci cytoprotekeyjne, prawdopodobnie oparte o dziatanie antyoksydacyjne jego

skladnikow.

Podsumowujac, wyniki badan potwierdzaja, ze amoniak jest przyczyna powstawania
obrzeku o podlozu cytotoksycznym, a jednoczesnie wspieraja Swieze doniesienia o
mozliwo$ci udziatu w jego patogenezie komponenty naczyniopochodnej. Ponadto, uzyskane
wyniki wskazuja, iz cechg wspolng obu mechanizméw jest generacja ONS, odpowiednio W
astrocytach i komoérkach $rédblonka tworzacych BBB. Hamowanie ONS moze zapobiegac
szkodliwym skutkom dziatania amoniaku, co uzasadnia podjgcie prob stosowania niektorych
substancji cytoprotekcyjnych (np. CANP4-23); OP) w modelach hiperamonemii in vivo, aw

dalszej kolejnosci, u chorych z EW.
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Ryc.1. Zmiana $cislo$ci bariery krew- mozg spowodowana degradacja bialek tworzacych polaczenia $ciste
(TJ) towarzyszy hiperamonemii zwigzanej z niedoczynnoscig watroby, a jedng z glownych przyczyn tej
zmiany jest najprawdopodobniej wzrost aktywnosci MMPs. Wyniki zawarte w rozprawie pokazuja, ze
komérki srédblonka tworzace BBB mogg takze by¢ zrodlem rozszczelniajacych bariere metaloproteinaz.
Traktowanie komorek RBE-4 amoniakiem zwigkszalo przepuszczalnos$¢ pojedynczych warstw tych
komorek dla Dekstranu znakowanego FITC (40kDa) (kélka), a wzrost tej przepuszczalnosci byl zwiazany

z generacja ONS i wzrostem zewnatrzkomoérkowej aktywnosci MMPs.






