Nr rejestracyjny: 2023/51/D/NZ5/02035; Kierownik projektu: dr Mariusz Pawet Popek

Obrzek moézgu jest najgrozniejszym powiktaniem encefalopatii watrobowej (EW) wynikajacej z ostrego
uszkodzenia watroby. EW jest zbiorem zaburzen neuropsychiatrycznych objawiajgcych sie zanikami
swiadomosci, zaburzeniami funkcji intelektualnych i motorycznych, a w najgorszych przypadkach
prowadzi¢ do $piagczki i §mierci pacjentow. Obrzgk mozgu wystepuje nawet u 70% pacjentdow z ostra
niewydolno$cig watroby. Obecnie brak jest terapii w pelni niwelujacych jego obecnos¢ a $rodki tagodzace i
zapobiegajace dalszemu rozwojowi obrzgku mozgu w duzej czesci przypadkow ograniczaja sie do
ochtadzania organizmu. W najgorszym wypadku moze on prowadzi¢ do wgtobienia mézgu i $mierci
pacjentow. EW jest choroba wieloczynnikowa i nadal nie do konca poznana. Zaktada sig, ze dwoma
gtéwnymi czynnikami powodujacymi rozwdj choroby sa wysokie stezenie amoniaku, ktory nie jest
metabolizowany przez uszkodzong watrobe oraz stan zapalny, ktory objawia si¢ podwyzszonym poziomem
cytokin.

Obrzgk moézgu ma dwie sktadowe: naczyniopochodng, zwigzang z uszkodzeniem bariery krew-mozg oraz
cytotoksyczna, spowodowang obrzmiewaniem komorek mozgowych - astrocytow. Ta druga wystepuje w
pierwszej kolejnosci i jej obecnos¢ wydaje sie dominujaca w przypadku ostrej EW. Doktadna przyczyna
powstawania obrzgku cytotoksycznego nie jest w petni poznana, lecz dotychczasowe badania wskazuja na
glowng role glutaminy (GIn). Jest to aminokwas, ktory w mozgu powstaje wytacznie w astrocytach w
wyniku reakcji amoniaku i glutaminianu (Glu). Zaktada si¢, ze akumulacja Gln w astrocytach powoduje ich
obrzek w dwojaki sposob: poprzez Swoje osmotyczne wlasciwosci, przyczyniajace si¢ do wnikania wody do
komorek oraz poprzez uszkodzenie mitochondriow, organelli odpowiedzialnych m.in. za dostarczanie
energii, ktorych dysfunkcja poglebia powstawanie obrzeku. Mechanizm uszkodzenia mitochondriéw opisuje
hipoteza ,,konia trojanskiego” z 2006 roku, w ktorej zaktada si¢ wnikanie GIn do mitochondriéw, gdzie w
wyniku dziatania enzymu glutaminazy, jest rozktadana do Glu i amoniaku. Wysokie stezenie amoniaku
prowadzi do powstawania stresu oksydacyjnego, zaburzen potencjatu bton mitochondrialnych i powstawania
kanatow w ich btonach powodujacych ich dysfunkcje. Od 2006 nie wyjasniono w jaki sposob glutamina
wnika do mitochondriow, a potwierdzenie hipoteza znalazta w badaniach in vitro i ex vivo z wykorzystaniem
histydyny (His) jako inhibitora transportu glutaminy.

Wstepne wyniki wlasne w mysim modelu ostrej EW oraz modelu wyciszenia astrocytarnego transportera
GIn — SN1 sugeruja, ze pomimo obrzeku astrocytow i akumulacji Gln w komoérkach mézgowych obu
modeli, zmiany morfologiczne mitochondriow sugerujace ich dysfunkcje wystepuja jedynie w modelu ostrej
EW. Na tej podstawie oraz najnowszej pracy naukowej wskazujacej, ze mitochondrialnym transporterem
Gln w komorkach nowotworowych trzustki jest biatko ASCT2, postawiliSmy hipoteze. Zaktada ona, ze
akumulacja Gln sama w sobie nie jest wystarczajacym czynnikiem do spowodowania dysfunkcji
mitochondriow, a do tego celu potrzebny jest udzial/interakcja innych czynnikow takich jak wysokie
stezenie amoniaku i/lub cytokin. Dodatkowo, za transport Gln w astrocytarnych mitochondriach moze by¢
odpowiedzialny transporter ASCT2, a regulacja jego aktywnosci przez ktory$ z wymienionych czynnikow
moze przyczynia¢ si¢ do powstawania cytotoksycznego obrzeku mozgu.

Przestrzenna analiza morfologiczna mitochondriéw w komorkach astrocytarnych przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej, pomiar parametrow §wiadczacych o funkcjonalnosci mitochondriow oraz pomiar poziomu i
aktywnosci transportera ASCT2 w wyizolowanych mitochondriach astrocytarnych w obu modelach
zwierzecych pozwolg zrealizowac zatozony cel. Dodatkowo planuje si¢ badania aktywnosci i ekspres;ji
ASCT2 w warunkach odwzorowujgcych gtdwne czynniki patogenne w ostrej EW w badaniach in vitro.
Zastosowanie niewykorzystywanych do tej pory w badaniach nad obrz¢kiem cytotoksycznym, nowych
technik biologii molekularnej pozwoli w nowatorski sposob uchwycié role podwyzszonego poziomu
glutaminy w uszkodzeniu mitochondriéw. Model lokalnego wyciszenia transportera SN1 u myszy ,wedtug
naszej wiedzy, w sposob unikalny odwzorowuje podwyzszenie poziomu glutaminy w astrocytach jako
jedynego badanego czynnika. Dzigki jego zastosowaniu mozliwe jest wyeksponowanie roli glutaminy w
badaniu mechanizmu obrzeku mézgu.

Wyniki pozwolg zaktualizowaé hipoteze ,.konia trojanskiego” i doktadniej pozna¢ mechanizm powstawania
obrzeku mézgu poprzez oddziatywanie wysokiego stezenia glutaminy, amoniaku i cytokin na mitochondria
astrocytarne. W dluzszej perspektywie, poglebienie wiedzy o przyczynach powstawania cytotoksycznego
obrzgku mézgu w ostrej EW przyczyni si¢ do powstania nowych terapii. Dodatkowo zweryfikuje ASCT2
jako mitochondrialny transporter GIn w astrocytach. Dysfunkcja mitochondriéw staje si¢ jednym z
najczesciej opisywanych proceséw patologicznych w etiologii wielu zaburzen neurologicznych, takich jak:
choroba Huntingtona, choroba Parkinsona, stwardnienie zanikowe boczne, padaczka, schizofrenia,
stwardnienie rozsiane, bol neuropatyczny i choroba Alzheimera. Lepsze poznanie ogdlnego mechanizmu ich
uszkodzenia oraz czynnikow wptywajacych na ich dynamike bedzie stanowito istotny wktad w ogolng
wiedze 1 moze mie¢ istotny wplyw na rozwdj badan i terapii zwiazanych wymienionymi schorzeniami.



