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WYKAZ SKRÓTÓW 

ADC  przetwornik analogowo-cyfrowy (ang. analog to digital converter) 

ADMA asymetryczna dwumetyloarginina (ang. asymmetric dimethylarginine) 

ALF  ostra niewydolność wątroby (ang. acute liver failure) 

ALT   aminotransferaza alaninowa (ang. alanine aminotransferase) 

Analiza GO analiza ontologii genów (ang. gene ontology analysis) 

AST  aminotransferaza asparaginianowa (ang. aspartate aminotransferase) 

BBB  bariera krew-mózg (ang. blood-brain barrier) 

cGMP  cykliczny guanozyno-3′,5′-monofosforan (ang. cyclic guanosine 

monophosphate) 

CPM  liczba zmapowanych odczytów na milion (ang. counts per million) 

CSF  płyn mózgowo-rdzeniowy (ang. cerebrospinal fluid) 

EB   błękit Evansa (ang. Evans blue) 

EDTA  kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EEG  elektroencefalogram (ang. electroencephalogram) 

EVs  pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (ang. extracellular vesicles) 

HE  encefalopatia wątrobowa (ang. hepatic encephalopathy) 

FCS  metoda korelacji fluorescencji (ang. fluorescence correlation spectroscopy) 

FITC  izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate) 

GLAST transporter glutaminianu/asparaginianu (ang. glutamate aspartate transporter) 

GS  syntetaza glutaminy (ang. glutamine synthetase) 

HIEC-6 linia komórek śródbłonka jelita ludzkiego (ang. human intestinal endothelial 

cells line 6) 

Hsp27  białka szoku cieplnego 27 (ang. heat shock protein 27) 

i.p.  podanie dootrzewnowe (ang. intraperitoneal) 

ICAM-1 międzykomórkowa molekuła adhezyjna-1 (ang. intercellular adhesion molecule 

1) 

IL  interleukina (ang. interleukin) 

JAM  cząsteczka adhezyjna (ang. junctional adhesion molecule) 

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes) 

miRNA mikroRNA (ang. microRNA) 

MMP  metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (ang. matrix 

metalloproteinases) 

MPTP  zjawisko zmiany przepuszczalności błon mitochondrialnych związane z 

otwarciem megakanałów (ang. mitochondrial permeability transition pore) 

NGS  sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequencing) 

NOS  syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase) 

NVU  jednostka nerwowo-naczyniowa (ang. neurovascular unit) 

OA  octan amonu (ang. ammonium acetate) 

PMEC komórki śródbłonka mikronaczyń mózgu szczura (ang. primary brain 

microvascular endothelial cells) 
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PBMEC pierwotne komórki śródbłonka mikronaczyń mózgu (ang. primary brain 

microvascular endothelial cells) 

RBE4  linia komórek śródbłonka mózgu szczura (ang. rat brain endothelial cell line 4) 

ROS  reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 

RT-qPCR metodą ilościowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time 

quantitative polymerase chain reaction) 

SASP  fenotyp sekrecyjny związany senescencją (ang. senescence-associated secretory 

phenotype) 

SDMA  symetryczna dwumetyloarginina (ang. symmetric dimethylarginine) 

SF  fluoresceina sodu (ang. sodium fluorescein) 

snRNA mały jądrowy RNA (ang. small nuclear RNA) 

TAA  tioacetamid (ang. thioacetamide) 

TEM  transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy) 

TJ  połączenia ścisłe (ang. tight junctions) 

TNFα  czynnik martwicy nowotworów α (ang. tumor necrosis factor α) 

VCAM cząstka adhezyjna śródbłonka (ang. vascular cell adhesion molecule) 

VEGF  czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth 

factor) 

vWF  czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor) 

WB  metoda Western blot (ang. Western blot) 

ZO  białka kompleksu zonula occludens (ang. zonula occludens proteins) 

β-gal   β-galaktozydaza (ang. beta-galactosidase) 

γGTP  gamma-glutamylotranspeptydaza (ang. gamma-glutamyl transpeptidase) 

 

  

http://rcin.org.pl



9 
 
 

STRESZCZENIE 

Encefalopatia wątrobowa (ang. hepatic encephalopathy; HE) ujawniająca się w wyniku 

uszkodzeń wątroby stanowi istotny problem epidemiologiczno - ekonomiczny, który dotyczy 

~1 miliona mieszkańców krajów UE. Najpoważniejszym objawem klinicznym jest obrzęk 

mózgu prowadzący w większości przypadków ostrej i w stanach zaostrzenia przewlekłej HE, 

do zgonu pacjenta. Mechanizm obrzęku mózgu w HE jest głównie następstwem obrzmienia 

astrocytów, jednak udział czynnika naczyniowego, związanego z dysfunkcją bariery krew-

mózg (ang. blood - brain barrier; BBB) wydaje się mieć również istotne znaczenie. Biorąc pod 

uwagę liczbę współgrających elementów, wiedza dotycząca uszkodzenia i deregulacji 

składowych BBB wymaga uszczegółowienia.  

W przebiegu procesów patologicznych coraz częściej zwraca się uwagę na udział 

jednoniciowych, niekodujących RNA - mikroRNA (ang. microRNA; miRNA), postawiono 

więc hipotezę zakładającą, że jedną z przyczyn uszkodzenia BBB w HE są zmiany profilu 

miRNA. 

Celem dysertacji była analiza profilu miRNA w osoczu i korze mózgowej szczurów 

z hiperamonemią prostą i szczurów z ostrym uszkodzeniem wątroby oraz wykazanie 

molekularnego podłoża zmian w komórkach śródbłonka naczyniowego mózgu, głównego 

elementu tworzącego BBB.  

Doświadczenia wykonano wykorzystując (1) modele in vivo tj. szczurzy model hiperamonemii 

i szczurzy model ostrego uszkodzenia wątroby (2) modele in vitro tj. linię komórek śródbłonka 

naczyń mózgu szczura (ang. rat brain endothelial cell line; RBE4) i pierwotne hodowle 

komórek śródbłonka naczyń mózgu szczura (ang. primary brain microvascular endothelial 

cells; PBMEC), oraz (3) izolowane naczynia mózgu szczura. 

Na podstawie analizy profilu miRNA osocza i kory mózgowej szczurów modelowych, 

zidentyfikowano odpowiednio w modelu hiperamonemii prostej 35 i 128, a w modelu ostrego 

uszkodzenia wątroby 338 i 345 zmienionych miRNA, zaś analiza bioinformatyczna, 

wykorzystująca dostępne narzędzia oraz bazy danych wykazała potencjalny związek 2 miRNA 

z genami kodującymi białka związane strukturalnie i funkcjonalnie z BBB (okludynę, 

integrynę 1β). W ocenie morfologicznej BBB wykazano uszkodzenia obejmujące zmiany 

morfologii komórek śródbłonka, korelujące ze zwiększoną przepuszczalnością BBB. 

W badaniach in vitro, w komórkach śródbłonka naczyń mózgowych, analizowano zmiany 

poziomu ekspresji badanych białek, ze wskazaniem ich znaczenia funkcjonalnego, wykazując 

udział zidentyfikowanych miRNA-122-5p i miRNA-183-5p w obniżeniu poziomu ekspresji 

odpowiednio: okludyny i integryny 1β.  

Oceniona w modelu OA zmniejszona gęstość naczyń mózgowych sugerowała zmienione 

unaczynienie mózgu, porównywalne z unaczynieniem mózgu szczurów 12 miesięcznych, 

sugerując zmiany charakteryzujące starzenie normatywne. Zmieniony fenotyp komórek 

śródbłonka zweryfikowano w badaniach in vitro, wykazując cechy charakterystyczne dla 

procesu starzenia. 
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Skonstruowano, wykonano i przetestowano autorski system do pomiaru wartości rezystancji 

elektrycznej, służący ocenie integralności komórkowych modeli BBB w czasie rzeczywistym. 

Wartości pomiarów uzyskane w testach komórkowych były niezależne od zmian pH 

i temperatury, cechowały się wyższą dokładnością i precyzją, dlatego urządzenie wydaje się 

być odpowiednim narzędziem do badań toksyczności związków / leków w ocenie funkcji 

barier biologicznych.  

Podsumowując, wyniki dysertacji poszerzają wiedzę na temat patomechanizmu uszkodzeń 

BBB w HE, w szczególności komórek śródbłonka. W kontekście dysfunkcji wątroby, badania 

wskazują na znaczenie miRNA w komunikacji na osi wątroba-mózg. Wyniki badań dostarczają 

nowych danych na temat roli miRNA w regulacji funkcji BBB, co może mieć potencjalne 

zastosowanie w diagnostyce i terapii zaburzeń neurologicznych związanych z chorobami 

wątroby. Konstrukcja autorskiego systemu do pomiaru rezystancji warstwy komórek, stanowi 

wartość interdyscyplinarną dysertacji. 
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SUMMARY 

Hepatic encephalopathy (HE) develops, due to liver damage and represents a significant 

epidemiological and economic burden affecting approximately 1 million EU citizens. Brain 

edema is the most severe clinical symptom, which, in most cases of acute and overt chronic 

HE, leads to patient death. The mechanism of brain edema in HE primarily results from 

astrocyte swelling; however, the contribution of vascular factors related to the impairment of 

the blood-brain barrier (BBB) function also seems significant. However, knowledge of BBB 

dysfunction and HE damage is far from being complete, considering the number of interacting 

elements. 

In pathological processes, increasing attention has been paid to the role of single-stranded, non-

coding RNAs - microRNAs (miRNAs). Therefore, we formulated a hypothesis that the possible 

cause of the BBB damage in HE is miRNA profile changes that regulate the BBB. The 

dissertation aimed to analyze the miRNA profile in plasma and brain cortex of rats with simple 

hyperammonemia and rats with acute liver failure, and to demonstrate the molecular basis of 

changes in endothelial cells of brain vessels, the main component of the BBB. 

Experiments were conducted using (1) a rat model of hyperammonemia and a rat model of 

acute HE, (2) in vitro models, including a rat brain endothelial cell line (RBE4) and primary 

brain microvascular endothelial cells (PBMEC), and (3) isolated rat brain vessels. Based on 

the analysis of the miRNA profile in the plasma and brain cortex of the rat’s model, 35 and 

128, as well as 338 and 345 altered miRNAs were identified, respectively. Bioinformatic 

analysis using available tools and information from databases indicated a potential association 

of 2 altered miRNAs with genes encoding proteins structurally and functionally related to the 

BBB (occludin, integrin 1β). 

Morphological assessment of the BBB showed damage involving changes in endothelial cell 

morphology correlating with increased BBB permeability, at the cellular level, changes in the 

expression levels of studied proteins were observed, indicating their functional significance. 

The involvement of identified miRNA-122-5p and miRNA-183-5p in the reduced expression 

of occludin and integrin 1β in brain endothelial cells was demonstrated. The decreased density 

of brain microvessels observed in the acute liver failure model suggested disturbances in brain 

vascularization comparable to that of 12-month-old rats, indicating changes characteristic of 

normative aging. 

A custom system for resistance measuring was constructed, implemented, and tested, serving 

to assess the integrity of cellular BBB models in time. The measurement was more accurate 

and independent of pH and temperature fluctuations, making the device a suitable tool for 

toxicity studies of compounds/drugs when evaluating biological barrier functions. This result 

adds interdisciplinary value to the dissertation. 

In summary, the research expands our understanding of HE pathomechanism related to BBB 

damage, particularly endothelial cells. In the context of liver dysfunction, the study highlights 

the importance of miRNA in liver-brain axis communication. The results provide new insights 

into the role of miRNAs in regulating BBB function, which may have potential applications in 

the diagnosis and/or therapy of acute and chronic neurological disorders associated with liver 

diseases.  

http://rcin.org.pl



12 
 
 

INNOWACYJNOŚĆ ROZPRAWY 

1. Analiza miRNA osocza i kory czołowej mózgu szczurów z hiperamonemią prostą 

i ostrym uszkodzeniem wątroby, identyfikująca miRNA, które korelowały z białkami 

związanymi z dysfunkcją bariery krew-mózg in vivo i in vitro. 

2. Badania funkcjonalne bariery krew-mózg oraz identyfikacja zmian morfologicznych w 

analizowanych modelach. 

3. Wykazanie zmniejszonego unaczynienia mózgu szczura w warunkach hiperamonemii, 

przypominającego zmiany obserwowane w starzeniu normatywnym oraz zmienionego 

fenotypu komórek śródbłonka naczyń mózgowych szczura. 

4. Wykonanie i przetestowanie nisko-kosztowego, precyzyjnego i konfigurowalnego 

autorskiego systemu pomiarowego do mierzenia w czasie rzeczywistym wartości 

rezystancji elektrycznej warstwy komórek śródbłonka/nabłonka tworzących barierę. 

Urządzenie stanowi efekt interdyscyplinarny rozprawy i jest przedmiotem złożonego 

wniosku patentowego o numerze zgłoszenia P.442747. 
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WSTĘP 

Encefalopatie hiperamonemiczne to heterogenna etiologicznie grupa schorzeń, spośród 

których encefalopatia wątrobowa (ang. hepatic encephalopathy; HE) jest diagnozowana 

najczęściej. HE rozwija się w wyniku dysfunkcji wątroby o różnym nasileniu, w skutek czego 

dochodzi do systemowej akumulacji szeregu toksyn, przede wszystkim amoniaku [1]. 

Hiperamonemia definiuje stan metaboliczny organizmu, którego bezpośrednią przyczyną jest 

patologicznie podwyższone stężenie amoniaku w osoczu, przekraczające wartość 100 μmol/l 

u noworodków i 50 µmol/l u dzieci i osób dorosłych [2]. 

Pacjenci z HE doświadczają szerokiego spektrum zaburzeń neuropsychiatrycznych 

i neurologicznych, w tym halucynacji, labilności emocjonalnej, zaburzeń świadomości i in., po 

poważny w skutkach obrzęk mózgu i śpiączkę [3,4]. HE jest znacznym obciążeniem 

ekonomicznym i społecznym, prowadzącym do obniżenia jakości życia pacjentów, w związku 

ze stopniowym pogorszeniem zdolności wykonywania nawet podstawowych, codziennych 

czynności [5]. W krajach Europy Zachodniej oraz Stanach Zjednoczonych, u ok. 25% 

pacjentów z marskością wątroby, rozwija się HE. W krajach rozwijających się, gdzie wirusowe 

zapalenie wątroby jest w dalszym ciągu rozpowszechnione, częstość występowania HE 

z powodu zapalenia wątroby pochodzenia wirusowego może sięgać 40-50% [6]. Typ 

minimalnej HE, w zależności od zastosowanych metod diagnostycznych, rozpoznawany jest 

u ok. 20% do 80% pacjentów z marskością wątroby, zaś u pacjentów poddanych procedurze 

zespolenia wrotno-systemowego, częstość występowania HE w ciągu dwóch lat od zabiegu 

wynosi od 20% do 55% [7]. 

Klasyfikacja encefalopatii wątrobowej 

Wyróżniamy cztery główne typy HE: typ A, B, C oraz typ D (Ryc. 1). Typ A dotyczy ostrej 

niewydolności wątroby i charakteryzuje się nagłym wystąpieniem objawów i szybkim 

rozwojem choroby. Główną przyczyną HE typu A jest przedawkowanie leków, zwłaszcza 

paracetamolu, co stanowi 58% rozpoznanych przypadków oraz zakażenia wirusowe (wirusowe 

zapalenie wątroby typu A, B, C, E) stanowiące ~10% przypadków [8]. Inne, rzadsze przyczyny 

obejmują wrodzone deficyty enzymów cyklu mocznikowego, powikłania chorób 

metabolicznych, chorobę Wilsona, autoimmunologiczne zapalenie wątroby, ostre stłuszczenie 

wątroby ciężarnych, zespół Budd-Chiariego i in. [9]. Typ B HE rozwija się w wyniku 

zaistnienia przetoki wrotno-systemowej, do czego może dojść w wyniku chirurgicznego lub 

spontanicznego zespolenia wrotno-systemowego, bez współwystępującej choroby wątroby 

[10]. Typ C rozwija się jako konsekwencja marskości wątroby, a wyodrębnić można 

następujące podtypy: minimalny, epizodyczny i przewlekły [11]. Minimalna HE 

charakteryzuje się subtelnymi zaburzeniami poznawczymi, gdzie czynnikami sprawczymi są 

istniejąca lub rozwijająca się marskość wątroby, przewlekłe infekcje wirusowe, alkohol itp. 

[12]. Typ D odnosi się do zaostrzenia istniejącej choroby i rozpoznawany jest jako 

dekompensacja w przebiegu marskości wątroby. Typ D został przedstawiony jako odrębna 

kategoria ze względu na złożone mechanizmy patofizjologiczne oraz gorsze rokowanie 

pacjentów [13].  
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Objawy kliniczne HE obejmują zaburzenia poznawcze, zmiany psychiczne oraz deficyty 

motoryczne [14]. W szczególności, rozwój objawów ma charakter progresywny, od 

obserwowanych początkowych subtelnych zmian cyklu snu i czuwania, przez zmiany 

osobowości, takie jak apatia, dezorientacja, zaburzenia pamięci, aż po objawy kończące się 

śpiączką [15]. Według kryteriów West Haven opracowanych przez WHO wyróżnić można pięć 

stopni nasilenia choroby.  

 

 

Ryc. 1. Klasyfikacja stopni nasilenia (wg. WHO) wraz z objawami klinicznymi encefalopatii 

wątrobowej (uaktualniono na podstawie Conn i Lieberthal, 1979) [16]. 

Diagnostyka encefalopatii wątrobowej 

Diagnostyka HE jest złożona i opiera się w znacznym stopniu na ocenie klinicznej i testach 

psychometrycznych, mających na celu przede wszystkim wykluczenie innych potencjalnych 

przyczyn determinujących wystąpienie zaburzeń neurologicznych. Ocenie poddawane są m. 

in. drżenia (ang. asterixis), stopień spowolnienia psychomotorycznego, objawy 

pozapiramidowe. Objawy kliniczne często są niejednoznaczne i zmienne, dlatego 

bezwzględnie wykonuje się pomiar stężenia amoniaku we krwi, który determinuje 

mechanizmy patofizjologiczne HE.  
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Ośrodkowy układ nerwowy jest wysoce wrażliwy na toksyczne działanie amoniaku ze względu 

na ograniczoną możliwość jego detoksykacji. W mózgu nie występuje pełen cykl mocznikowy, 

a jedynym wydajnym mechanizmem detoksykacji amoniaku jest reakcja enzymatyczna 

katalizowana przez enzym syntetazę glutaminy (ang. glutamine synthetase; EC 6.3.1.2) 

w wyniku której powstaje glutamina. Proces ten jest mniej efektywny niż cykl mocznikowy 

w wątrobie, co sprawia, że nawet niewielkie wzrosty stężenia amoniaku mogą prowadzić do 

jego akumulacji i toksycznego wpływu na neurony [17,18]. 

Z diagnostycznych badań pomiarowych wykonuje się rejestracje elektroencefalograficzne 

(ang. electroencephalogram; EEG) wykazujące spowolnienie podstawowej aktywności 

rytmicznej z falami trójfazowymi i anomaliami przednio-dominującymi, wykonywane do 

wykluczenia padaczki, sepsy, hiperkapnii czy encefalopatii polekowej. Wykonuje się 

obrazowanie rezonansem magnetycznym, tomografię komputerową, czy spektroskopię 

rezonansu magnetycznego mogącą wskazać na wzrost stężenia glutaminy i glutaminianu oraz 

spadek poziomu mioinozytolu i choliny, jako metabolity charakterystyczne w stanach 

z rozpoznawanym obrzękiem mózgu [19].  

W diagnostyce minimalnej HE kluczową rolę odgrywa ocena neuropsychologiczna [20]. Test 

psychometryczny obejmujący pięć testów oceniających szybkość psychomotoryczną 

i zdolności przestrzenne, jest uważany za tzw. złoty standard diagnostyczny minimalnej HE. 

Poza tym, wykonywany jest test krytycznej częstotliwości migotania, test kontroli hamowania, 

test skanowania oraz test Stroopa. Pomiar EEG jest uważany za bardziej czuły niż testy 

psychometryczne w diagnostyce minimalnej HE. Niektóre charakterystyczne zapisy EEG 

mogą świadczyć o wystąpieniu jawnej postaci HE w ciągu zdefiniowanego okresu czasu 

(~ 1 rok) [21]. 

Współczesnym, coraz powszechniej stosowanym narzędziem diagnostycznym minimalnej HE, 

dostępnym również on-line, jest test EncephalApp Stroop, mierzący zdolność kontrolowania 

uwagi i szybkość przetwarzania informacji (https://encephalapp.com/). 

W dalszym ciagu jednak, badania diagnostyczne wymagają poszerzenia o poszukowania 

łatwych do wykrycia, stabilnych i swoistych biomarkerów. Sugeruje się, że markery, takie jak 

mikroRNA (miRNA), mogą znacząco wspomóc diagnostykę HE, ze względu na relatywną 

stabilność cząsteczek miRNA, wynikającą z ich struktury oraz zdolności do tworzenia 

kompleksów z białkami, chroniacych je przed degradacją. W związku z tym, część badań 

nakierowywana jest na poszukiwania miRNA jako nowych biomarkerów HE, definiujących 

w miarę możliwości, stopień i rodzaj powikłań klinicznych, np. obrzęku mózgu [22]. 

Patomechanizm obrzęku 

Obrzęk mózgu jest najpoważniejszym klinicznym powikłaniem HE typu A i rozwija się 

u około 25-50% pacjentów z ostrą niewydolnością wątroby [23]. Warto w tym miejscu 

nadmienić, że obrzęk mózgu jest główną przyczyną śmiertelności wśród tej grupy pacjentów 

[23-25]. 

Obrzęk mózgu rozwija się na skutek gromadzenia się wody w przestrzeniach 

międzykomórkowych i samych komórkach. Obrzęk definiowany jako cytotoksyczny, dotyczy 
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gromadzenia się wody przede wszystkim w astrocytach, co powoduje ich obrzmienie (tzw. 

komponenta cytotoksyczna), zaś uszkodzenie i wzrost przepuszczalności BBB (tzw. 

komponenta naczyniowa) dodatkowo umożliwia przedostawanie się różnych związków, w tym 

toksycznych dla OUN, z krwi do tkanki mózgowej [26,27]. 

Cytotoksyczny mechanizm obrzęku mózgu związany jest przede wszystkim z toksycznym 

działaniem amoniaku i obejmuje różnego rodzaju konsekwencje metaboliczne, zaburzenia 

energetyki komórek czy zaburzenia sygnalizacyjne [28]. Wysokie stężenie amoniaku 

w komórkach glejowych mózgu wpływa na homeostazę jonową, szczególnie jonów potasu 

i wapnia, co przyczynia się do zachwiania równowagi wodnej i elektrolitowej,  gromadzenia 

się wody [29] i deregulacji sygnalizacji wapniowej w astrocytach [30]. Amoniak może 

bezpośrednio hamować aktywność białkowych wymienników, transporterów czy np. pompy 

sodowo-potasowej (Na+/K+-ATPaza), co bezpośrednio skutkuje nierównowagą jonową 

i sprzyja powstawaniu obrzmienia astrocytów [28,31-33]. Jednym z proponowanych 

mechanizmów obrzęku cytotoksycznego, wydaje się być zwiększona produkcja i akumulacja 

glutaminy w astrocytach, która jako substancja osmotycznie czynna, sprzyja napływowi wody 

do komórki [34]. 

Zgodnie z hipotezą konia trojańskiego [35], wzrost syntezy glutaminy w cytozolu skutkuje jej 

przedostawaniem się do mitochondriów, gdzie powstający z jej rozkładu amoniak, przyczynia 

się do dysfunkcji mitochondriów, w tym nadmiernej produkcji wolnych rodników i indukcji 

zjawiska przepuszczalności błon mitochondrialnych, związanego z otwarciem megakanałów 

(ang. mitochondrial permeability transition; MPTP ). Akumulacji glutaminy w astrocytach 

sprzyja m.in. zahamowanie aktywnego transportu glutaminy na zewnątrz, co związane jest 

z deregulacją głównego astrocytarnego transportera dla glutaminy SN1 (aka SNAT3; Slc38a3) 

[36,37]. 

Zwierzęce modele ostrej HE w przeważającej większości odwzorowują rozwijający się 

i obserwowany w klinice obrzęk mózgu [38,39], co umożliwiło częściowe poznanie 

elementów jego patomechanizmu [1,40]. 

Składowa naczyniopochodna obrzęku mózgu związana jest bezpośrednio ze zwiększoną 

przepuszczalnością BBB, co jest w znacznej mierze również wynikiem toksycznego działania 

amoniaku i innych krążących toksyn, oraz występuje jako konsekwencja współistniejącego 

ogólnoustrojowego stanu zapalnego oddziałującego na komórki śródbłonka naczyń i/lub 

pozostałe typy komórek tworzących BBB [41,42]. Analiza morfologiczna post mortem mózgu 

pacjentów z ostrym uszkodzeniem wątroby dostarczyła informacji dokumentujących 

wakuolizację i powiększenie komórek śródbłonka naczyń, a także rozszerzenie przestrzeni 

zewnątrzkomórkowych [19], co wykazano także w zwierzęcym modelu ostrej HE [43]. Zmiany 

te sugerowały zwiększoną przepuszczalność BBB oraz nasilenie transportu pinocytarnego 

w badanych rejonach mózgu. Ogólnoustrojowy stan zapalny przyczynia się do rozwoju HE 

[44], co dokumentowały badania korelacyjne: podwyższony poziom interleukiny-6 (IL-6) 

wiązano z występowaniem minimalnej HE u pacjentów z marskością wątroby [44]. Również 

TNFα i IL-1β łączono ze zwiększoną przepuszczalnością naczyń i obrzękiem obserwowanym 

u pacjentów z HE [45]. Wzrost przepuszczalności BBB w badanych modelach był również 

zależny od analizowanego rejonu mózgu oraz wybranego do badań modelu i stopnia nasilenia 

HE. Upraszczając, efekt łączono ze wzrostem endocytozy śródbłonka [46]. Wykazywano 
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wzrost aktywności MMP-9 związany z degradacją białek TJ, co osłabiało integralność 

poszczególnych elementów strukturalnych BBB [47,48]. Ponadto wykazano, że proces zapalny 

koreluje z zaburzeniami funkcji poznawczych w modelu przewlekłej HE [49], a środki 

przeciwzapalne, takie jak ibuprofen, poprawiały aktywność motoryczną. W modelu ostrej HE 

wywołanej hepatotoksyną AOM, wykazano upośledzenie funkcji poznawczych, w tym 

zaburzeń pamięci i zdolności uczenia się [50,51]. Dodatkowo, wykazano stopniowe 

spowolnienie funkcji neurologicznych od 6 godziny po podaniu AOM, w konsekwencji 

doprowadzając do stanu przypominającego śpiączkę [52]. 

BBB zapewnia ochronę mózgu przed przedostawaniem się szkodliwych substancji z obwodu, 

jednocześnie umożliwiając na drodze dyfuzji lub transportu aktywnego, transport składników 

odżywczych [17]. Strukturę tworzą komórki śródbłonka, wysoce wyspecjalizowane nabłonki 

płaskie, które wyściełają pojedynczą warstwą ściany włośniczek od wewnątrz. Warstwa 

glikokaliksu pokrywa komórki śródbłonka od strony światła naczynia [53]. Komórki 

endotelialne włośniczek OUN charakteryzują się brakiem fenestracji (okienek) w ścianach, 

większą liczbą mitochondriów wskazującą na duży metabolizm energetyczny, niską 

aktywnością pinocytarną, zapobiegającą przechodzeniu wielkocząsteczkowych związków 

organicznych z krwi do CSF (ang. cerebrospinal fluid, CSF), obecnością złącz ścisłych (ang. 

tight junctions, TJ) oraz selektywną przepuszczalnością dla szeregu związków [54,55]. Za 

utrzymanie stabilności BBB odpowiadają również połączenia przylegające (ang. adherens 

junctions) pomiędzy komórkami śródbłonka naczyń mózgowych. Połączenia ścisłe składają 

się z białek transbłonowych (klaudyna, okludyna), cząstki adhezyjne JAM, łączą się z białkami 

kompleksu zonula occludens (ZO-1, ZO-2) oraz z cytoszkieletem komórki, w tym z aktyną 

[56,57]. Połączenia przylegające tworzą m.in. koneksyna 43, kadheryny (np. VE-kadheryna) 

i kateniny (α, β, δ), które łączą się z cytoszkieletem komórki, wspierając stabilność komórek 

śródbłonka [58]. W skład BBB wchodzą także białka receptorowe, takie jak integryny, które 

wiążą komórki z komponentami macierzy zewnątrzkomórkowej (np. kolagenem, fibronektyną, 

lamininą) oraz dystroglikan, który łączy cytoszkielet komórek śródbłonka z macierzą 

zewnątrzkomórkową [59]. Integryny są kolejnym elementem stabilizującym system białek 

tworzących TJ w komórkach śródbłonka, przyczyniając się do utrzymania integralności BBB 

[60]. Integryny odgrywają rolę w przemieszczaniu się komórek układu immunologicznego 

przez BBB, np. w warunkach stanu zapalnego [61]. Z pozostałych komórkowych 

komponentów BBB należy wymienić astrocyty i perycyty, których udział jest szeroko 

omówiony w licznych pracach przeglądowych [62-66] i szczegółowe omawianie ich znaczenia 

wykracza poza ramy dysertacji.  
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Ryc. 2. Schemat bariery krew-mózg (na podstawie Zoppo i Milner, 2006) [67]. 

 

Niektóre doniesienia dokumentowały ogólne zmiany poziomu ekspresji miRNA 

w zwierzęcych modelach ostrej HE [68-70]. Tylko nieliczne identyfikują specyficzne, krążące 

miRNA u pacjentów z ostrą HE np., w skutek zatrucia paracetamolem [71], czy z przewlekłą 

HE, w wyniku poalkoholowego uszkodzenia wątroby [72]. Udział miRNA w kontekście 

dysfunkcji BBB w HE nie był dotychczas przedmiotem badań.  

Efekty toksyczności amoniaku w komórkach śródbłonka 

W komórkach śródbłonka naczyń mózgowych, hiperamonemia zmienia transport 

aminokwasów, m.in. tryptofanu [73], tyrozyny i fenyloalaniny [26,74]. Wykazano, że 

hiperamonemia wpływa na transport i metabolizm argininy i ornityny, w wyniku czego 

powstają poliaminy, wywierające działanie hepato- i neuroprotekcyjne [75,76]. Zmiany 

stężenia ornityny wpływają również na transport metabolitów energetycznych, glukozy 

i kreatyny [77,78]. W warunkach hiperamonemii dochodzi ponadto do zmian stężenia 

asymetrycznej dimetyloargininy (ang. symmetric dimethylarginine; SDMA) oraz symetrycznej 

dimetyloargininy (ang. asymmetric dimethylarginine; SDMA), endogennych inhibitorów 

syntazy tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase; NOS) [79]. 

W ostatniej dekadzie udokumentowano wywołane działaniem amoniaku, w którym 

pośredniczy stres oksydacyjny, zmiany fenotypu komórek, scharakteryzowane jako proces 

starzenia [80]. Proces udokumentowano w astrocytach in vitro; poza tym, obecność markerów 

stresu oksydacyjnego oraz cechy wskazujące na proces starzenia wykazano post mortem 

w tkance mózgowej pacjentów z marskością wątroby [81]. Wykazano, że jednym z przejawów 

stresu oksydacyjnego są podwyższone stężenie nitrowanej tyrozyny, wzrost poziomu ekspresji 

białka szoku cieplnego 27 (ang. heat shock protein; hsp) współwystępującego z obniżoną 
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aktywnością GS i podwyższoną ekspresją transportera glutaminianu/asparaginianu (ang. 

glutamate aspartate transporter; GLAST) [82]. Zasugerowano, że trwałe upośledzenie funkcji 

poznawczych pacjentów HE może być skutkiem procesu starzenia obserwowanego 

w astrocytach [80,83] ze względu na wykazaną korelację, zgodną z wykazaną zależnością 

pomiędzy procesem starzenia i obniżeniem funkcji poznawczych u osób starszych [82]. 

Intensywne badania procesu starzenia przez grupę Profesora Dietera Haussingera, nie 

dotyczyły jednak komórek śródbłonka naczyniowego mózgu w HE. 

W procesie starzenia, komórki tracą zdolność do podziału i proliferacji [84], obserwuje się 

szereg charakterystycznych zmian fenotypowych i funkcjonalnych [85]. Jedną z głównych, jest 

trwałe zatrzymanie cyklu komórkowego [86]. Komórki nie przechodzą fazy S (zwana 

syntetyczną) i M (zwana mitotyczną) cyklu komórkowego, co uniemożliwia ich dzielenie się 

[87]. Zatrzymanie cyklu komórkowego jest często wynikiem aktywacji mechanizmów 

odpowiedzi na uszkodzenia DNA oraz na stres oksydacyjny, co prowadzi do wzrostu poziomu 

markerów: p16, p21 oraz p53 [87]. Komórki charakteryzują się fenotypem sekrecyjnym (ang. 

senescence - associated secretory phenotype; SASP), tworzonym przez m.in. cytokiny, 

chemokiny, proteazy [88], który może pogłębiać współwystępujący stan zapalny, istotny 

w rozwoju chorób przewlekłych. Poza tym, komórki w procesie starzenia, wykazują 

zwiększoną aktywność lizosomalnego enzymu β-galaktozydazy (EC 3.2.1.23) hydrolizującego 

β-galaktozydy do monosacharydów, powszechnie akceptowany marker procesu [89]. 

Zróżnicowana, zależna od pH aktywność β-galaktozydazy (optymalna ~ pH 6,0), determinuje 

identyfikację komórek [90].  

Zaburzenia funkcji mitochondriów prowadzą do zwiększonej produkcji reaktywnych form 

tlenu (ang. reactive oxygen species; ROS) i stresu oksydacyjnego, co sprzyja procesowi 

starzenia. [91]. Dysfunkcja mitochondriów w komórkach śródbłonka w starzeniu 

normatywnym została udokumentowana post mortem m.in. w tkance mózgowej pacjentów 

z chorobą Alzheimera [92] oraz 28 miesięcznych myszach [93-95]. Z kolei w badaniach 

in vitro wykazano, że komórki śródbłonka w obecności oligomerów β-amyloidu wykazywały 

zmieniony, odwzorowujący cechy starzenia fenotyp [96]. Skład SASP śródbłonka obejmuje 

wysokie stężenia ROS, NO, a także ICAM-1, VCAM i VEGF [97–101]. Komórki śródbłonka 

mózgu charakteryzowały się zmniejszoną liczbą mitochondriów oraz obniżoną aktywnością 

enzymów łańcucha oddechowego wynikającą z uszkodzeń białek, skutkującą słabszą 

efektywnością przenoszenia elektronów i obniżoną produkcją ATP [96,102-104], co  w efekcie 

przełożyło się na indukcję przewlekłego stresu oksydacyjnego. Uważa się, że za redukcję 

liczby mitochondriów może odpowiadać zbyt aktywny proces autofagii lub obniżony proces 

biogenezy mitochondriów [105].  
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HIPOTEZA  

Zmiany profilu miRNA w osoczu lub korze mózgowej szczurów w warunkach HE są związane 

z dysfunkcją BBB na poziomie struktury i funkcji, w szczególności, z tworzącymi ją 

komórkami śródbłonka naczyń. 

CEL PRACY  

Celem dysertacji jest analiza profilu miRNA w osoczu i korze mózgowej szczurów 

z hiperamonemią prostą i szczurów z ostrym uszkodzeniem wątroby oraz wykazanie 

molekularnego podłoża zmian w komórkach śródbłonka naczyniowego mózgu, głównego 

elementu tworzącego BBB.  

Cele szczegółowe:  

1. Analiza profilu ekspresji miRNA w osoczu i w korze czołowej mózgu szczurów 

z hiperamonemią prostą i ostrym uszkodzeniem wątroby;  

2. Analiza morfologiczna i funkcjonalna BBB w badanych modelach in vivo; 

3. Analiza in silico identyfikująca miRNA oraz białka efektorowe w kontekście 

uszkodzeń BBB oraz weryfikacja na poziomie komórki, z wykorzystaniem modeli 

BBB in vitro (linia komórek śródbłonka naczyń mózgowych szczura; RBE4 oraz 

pierwotna hodowla komórek śródbłonka mikronaczyń mózgu szczura);  

4. Weryfikacja wpływu hiperamonemii na fenotyp komórek śródbłonka naczyń 

mózgowych szczura in vitro i analiza unaczynienia mózgu szczura in vivo; 

5. Zaprojektowanie, skonstruowanie i przetestowanie autorskiego systemu pomiarowego 

do mierzenia rezystancji elektrycznej monowarstwy komórkowej, warunkującego 

właściwe modelowanie BBB in vitro. 
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MATERIAŁY I METODY 

Do przeprowadzenia doświadczeń wykorzystano modele in vivo, ex vivo, in vitro oraz analizy 

in silico, a także skonstruowano autorskie urządzenie do pomiaru rezystancji elektrycznej 

monowarstwy komórek. 

Modele  

In vivo  

Doświadczenia na zwierzętach przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Krajowej Komisji 

Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach, na podstawie zezwolenia IV Lokalnej Komisji ds. 

Doświadczeń na Zwierzętach w Warszawie (zgodnie z pozwoleniami o numerach: 57/2015; 

473/2017 oraz 462/2017).  

U szczurów rasy Sprague-Dawley o masie ciała 250-300 g. ALF indukowano poprzez 

dootrzewnową (i.p.) iniekcję hepatotoksyny tioacetamidu (ang. thioacetamide; TAA) w dawce 

300 mg/kg co 24 godziny przez 3 dni. Hiperamonemię prostą indukowano przez i.p. podanie 

octanu amonu (ang. ammonium acetate, OA) w dawce 600 mg/kg co 12 godzin przez 3 dni. 

Grupa kontrolna otrzymywała 0,3 ml 0,9% NaCl co 24 godziny.  

Po dekapitacji izolowano korę mózgową i pobierano krew do probówek z EDTA. Kora 

mózgowa została wykorzystana do kolejnych etapów doświadczeń oraz do izolacji frakcji 

mikronaczyń. 

In vitro  

W badaniach wykorzystano pierwotne hodowle komórek śródbłonka mikronaczyń mózgu 

(PBMEC) izolowane z kory mózgowej 14 dniowych lub 12 miesięcznych samców szczurów 

szczepu Sprague-Dawley według opisanego protokołu [106].  

Doświadczenia przeprowadzono również na linii komórek śródbłonka mózgu szczura (RBE4), 

uzyskanej przez unieśmiertelnienie komórek śródbłonka mikronaczyń mózgu szczura za 

pomocą transfekcji plazmidem zawierającym gen E1A adenowirusa. Komórki linii RBE4 

wykazywały fenotyp śródbłonka naczyniowego, brak transformacji nowotworowej oraz 

ekspresję markerów typowych dla komórek śródbłonka mózgu. W obecności czynników 

wzrostu, tworzyły trójwymiarowe struktury wykazujące aktywność enzymów związanych 

z barierą krew-mózg, γ-glutamylotranspeptydazy (EC 2.3.2.2) oraz fosfatazy alkalicznej (EC 

3.1.3.1) [107].  

Komórki RBE4 i PBMEC inkubowano w 5 mM chlorku amonu i/lub 50 ng/ml TNFα przez 

24 godziny. Stężenie podawanego do pożywki chlorku amonu użytego w eksperymencie było 

2-3 razy niższe niż poziom wewnątrzkomórkowy mierzony w tkance mózgowej pacjentów 

z ciężką hiperamonemią [108,109]. W badaniach procesu starzenia, RBE4 hodowano przez 

21 dni, wymieniając pożywkę hodowlaną co 3 dni. 
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Metody  

Stężenia amoniaku w osoczu oraz aktywność enzymów wątrobowych: aminotransferazy 

asparaginianowej (EC 2.6.1.1), aminotransferazy alaninowej (EC 2.6.1.2), oraz 

γ-glutamylotranspeptydazy mierzono przy użyciu komercyjnego analizatora (Scil Vet, 

Niemcy). 

Stężenia cytokin prozapalnych (TNFα, IL-1α, IL-1β, IL-6 oraz IL-10) oznaczono metodą 

cytometrii przepływowej, której szczegółowy opis znajduje się w publikacji I.  

Przepuszczalność BBB zbadano poprzez wykorzystanie dwóch markerów o niskiej i wysokiej 

masie cząsteczkowej. Fluoresceina sodu (ang. sodium fluoresceine; SF), dzięki niskiej masie 

cząsteczkowej, przenika przez uszkodzoną BBB, której przepuszczalność określa się na 

podstawie intensywności fluorescencji. SF, w dawce 100 mg/ml soli fizjologicznej była 

podawana dootrzewnowo, a po 45 minutach wykonywano perfuzję solą fizjologiczną. Po 

dekapitacji, mózgowia były izolowane, ważone i homogenizowane w stosunku 1:10 (w/v) 

w sterylnym PBS. Homogenaty rozcieńczano, a sygnał mierzono przy długości fali 

wzbudzenia 480 nm i emisji 538 nm. Przepuszczalność BBB mierzono jako stosunek SF na 

gram tkanki mózgowej do ilości SF w 1 ml osocza.   

Zastosowanym markerem o wysokiej masie cząsteczkowej był błękit Evansa (ang. Evans blue; 

EB), który wiąże się z albuminą osocza. Kompleks albumina-barwnik nie przenika 

nienaruszonej bariery. 2% roztwór EB w sterylnej soli fizjologicznej podawano do żyły 

ogonowej szczurów w dawce 4 ml/kg. Po 2 godzinach szczury perfundowano transkardialnie 

200 ml zimnej soli fizjologicznej. Następnie mózgi izolowano, a kora mózgowa była ważona 

i homogenizowana w 30% kwasie trzy chlorooctowym. Homogenat wirowano przy 10,000 × g 

przez 20 minut, absorbancję mierzono przy świetle o długości 620 nm, co pozwalało na 

określenie przepuszczalności BBB jako intensywności fluorescencji EB, wyrażonej 

w nanogramach na miligram tkanki mózgowej. 

Analiza morfologiczna mózgu z uwzględnieniem zmian ultrastruktury BBB u szczurów TAA 

i OA analizowano za pomocą transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. transmission 

electron microscopy; TEM). Preparaty analizowano wykorzystując mikroskop elektronowy 

LIBRA 120. Dla każdej próbki oceniano od 12 do 24 pól widzenia. 

Izolacja naczyń mózgowych. Wyizolowane fragmenty kory mózgowej szczurów 

homogenizowano w roztworze Ringera, wirowano przy 1500 × g przez 10 minut 

w temperaturze 4°C. Uzyskany nadsącz zawieszano w świeżym buforze i odwirowywano, etap 

powtarzano trzykrotnie. Końcowy osad homogenizowano w 10 ml 0,25 M sacharozy 

i wirowano w gradiencie sacharozy (0,25:1:1,5 M) w 30 000 × g, 30 min i 4°C. Zbierano 

frakcję zawierającą naczynia. 

Izolację całkowitego RNA z kory mózgowej i osocza przeprowadzano za pomocą TRI Reagent 

lub zestawów miRNeasy i mirVana. Próbki przechowywano w temperaturze -80°C. 

Kwantyfikacja całkowitego RNA była przeprowadzana spektrofotometrycznie, a 1 µg 

całkowitego RNA używano do przygotowania biblioteki.   
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Sekwencjonowanie NGS dla próbek osocza wykonywano przy użyciu systemu DNBSEQ 

G400 (MGI2000) w trybie SE50 (BGI Company, Shenzen, Chiny). Dla każdej próbki 

generowano minimum 20 milionów odczytów parowanych końców, a kwantyfikacja 

obejmowała liczbę surowych odczytów oraz znormalizowany poziom ekspresji w postaci 

wartości CPM (ang. Counts per milion, liczba zmapowanych odczytów na milion), aby 

uwzględnić zmienność wielkości biblioteki. Następnie do identyfikacji sekwencji miRNA 

użyto analizy Quantifier miRDeep2 opartej na bibliotece miRbase2.0. Skrypt Quantifier 

narzędzia miRDeep2 z domyślnymi parametrami był używany do kwantyfikacji poziomu 

ekspresji miRNA. 

Sekwencjonowanie NGS kory mózgowej było prowadzone przy pomocy platformy NextSeq 

500. Średnia liczba odczytów wynosiła 10 milionów odczytów na próbkę; następnie RNA było 

konwertowane na biblioteki miRNA NGS. Kontrola jakości była przeprowadzana za pomocą 

Bioanalyzer 2100 (Agilent) lub TapeStation 4200 (Agilent). Na podstawie jakości pomiarów 

stężenia, biblioteki były łączone w równomolarnych proporcjach. Surowe dane NGS były 

zdemultipleksowane, a pliki FASTQ dla każdej próbki były generowane przy użyciu 

oprogramowania bcl2fastq (Illumina Inc.).  

Poziomy ekspresji miRNA oraz mRNA dla okludyny i integryny β1 mierzono w osoczu, korze 

mózgu oraz komórkach RBE4 i PBMEC metodą ilościowej reakcji polimerazy w czasie 

rzeczywistym (RT-qPCR) z użyciem odpowiednich sond (Tab. 1). Wykonano analizę poziomu 

ekspresji mRNA genów Opa1, Mfn1, Fis1 oraz Mff, związanych z mitochondrialnymi 

procesami fuzji i fragmentacji. Z wykorzystaniem metody RT-qPCR, zweryfikowano poziom 

mRNA genu kodującego p16 oraz p21. Kontrolą endogenną miRNA był U6 snRNA (snRNA), 

natomiast dla ww. białek, β-aktyna. Względne poziomy ekspresji obliczono przy użyciu 

metody 2-ΔΔCt. 

Tab. 1. Sondy TaqMan wykorzystane w reakcji Real-Time PCR. 

Nazwa miRNA/genu Numer katalogowy Producent 

miRNA-183-5p QG-339306_YP00206030 Qiagen, Hilden, Germany 

miRNA-122-5p QG-339306_YP00205664 Qiagen, Hilden, Germany 

snRNA U6 QG-339306_YP02119464 Qiagen, Hilden, Germany 

p21 Rn00589996_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

p16 Rn00580664_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Opa1 Rn00592200_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Mfn1 Rn00594496_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Fis1 Rn01480911_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Mff Rn01400790_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Itgβ1 Rn00566727_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Ocln Rn00580064_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

β-actin        Rn00667869 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
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Metodę Western blotting (WB) zastosowano, wykorzystując homogenaty kory mózgu 

szczurów modelowych oraz lizaty komórek RBE4 i PBMEC zgodnie z metodami opisanymi 

w publikacji I.  

Wykonano analizę immunocytochemiczną do pomiaru fluorescencji białek w korze mózgowej, 

frakcji mikronaczyń, a także pęcherzyków zewnątrzkomórkowych oraz PBMEC, w celu 

potwierdzenia poprawności przeprowadzonej izolacji i hodowli. Zbadano również wpływ 

transfekcji mimic-miRNA-183-5p na fluorescencję białka p53 i β-galaktozydazy w komórkach 

linii RBE4. Listę przeciwciał przedstawia Tab. 2. 

 

Tab. 2. Przeciwciała 1o wykorzystane w metodzie WB oraz immunocytochemicznej. 

Nazwa przeciwciała 

1o 

Stężenie 

przeciwciała 

Numer 

katalogowy 
Producent 

CD-31 1:400 ab28364 Abcam, Cambridge, UK 

vWF 1:400 ab6994 Abcam, Cambridge, UK 

Okludyna 1:300 91131 Cell Signalling, Inc. Denver, MA, USA 

Integryna β1 1:200 4706 Cell Signalling, Inc. Denver, MA, USA 

β-Galaktozydaza 1:400 ab616 Abcam, Cambridge, UK 

p53 1:400 ab131442 Abcam, Cambridge, UK 

CD-9 1:400 ab223052 Abcam, Cambridge, UK 

ZO-1 1:400 33-9100 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

 

Analiza gęstości mikronaczyń mózgu, poprzez pomiar intensywności immunofluorescencji 

markera mikronaczyń, czynnika von Willebranda (ang. von Willebrand Factor; vWF), 

w komórkach śródbłonka. Procedurę opisano dokładniej w publikacji III.  

Analiza proliferacji komórek linii RBE4 inkubowanych w 5 mM amoniaku badano za pomocą 

komercyjnie dostępnego urządzenia HoloMonitor M4 (Phase Holographic Imaging, PHI AB, 

Lund, Szwecja). Komórki wysiano w gęstości 1 x 10⁵ na płytki 6 dołkowe i inkubowano przez 

24 godziny z amoniakiem. Płytka hodowlana została zamontowana w urządzeniu 

i umieszczona w inkubatorze. Obrazowanie w trybie poklatkowym przeprowadzano 

w regularnych odstępach czasu (co 10 minut) przez okres 24 godzin, przy zachowaniu stałych 

warunków środowiskowych (temperatura, poziom CO₂). Zarejestrowane obrazy holograficzne 

przetworzono za pomocą oprogramowania HoloStudio (PHI, AB). Zastosowano algorytmy 

kontrastu fazowego w celu zwiększenia widoczności struktur komórkowych. Komórki 

identyfikowano i liczono automatycznie za pomocą wbudowanych narzędzi rozpoznawania w 

oprogramowaniu. Stopy proliferacji obliczano, porównując liczbę komórek w różnych 

punktach czasowych, analizując tempo podziału i wzrostu komórek w całym okresie 

obrazowania. 

Aktywność β- galaktozydazy (β-gal), markera starzenia komórkowego, analizowano przy 

użyciu mikroskopu świetlnego. Komórki przepłukano PBS, utrwalano przez 15 minut 
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w temperaturze pokojowej, ponownie przepłukano, a następnie inkubowano w roztworze 

β-galaktozydazy z X-Gal przez noc w temperaturze 37°C w inkubatorze bez CO₂. W wyniku 

reakcji zaobserwowano niebieski precypitat, co wskazujący na aktywność β-gal. Komórki 

wykazujące fenotyp starzenia komórkowego obserwowano pod mikroskopem optycznym 

(Nikon DIAPHOT 300) i liczono w trzech losowych polach widzenia.  

Stężenia TNF-α, ICAM-1, V-CAM i VEGF mierzono metodą immunoenzymatyczną 

w komórkach inkubowanych w 5 mM amoniaku lub 20 nM mimic-miRNA-183-5p przez 

24 godziny. Do analizy wykorzystano również medium hodowlane pochodzące 

z 3 tygodniowej hodowli RBE4. Anality mierzono za pomocą wstępnie skonfigurowanych 

paneli immunologicznych ProcartaPlex (Cat. No. PX010-10420-901 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA). Komórki inkubowano zgodnie z opisem w sekcji Materiały i Metody, 

następnie wirowano przy 10,000 × g przez 7 minut, a nadsącz pożywki bez komórek zebrano 

i przechowywano w temperaturze -80°C. Następnie na płytkę ProcartaPlex dodano 50 μl 

nadsączu pożywek hodowlanych oraz standardów. Stężenie analitów mierzono za pomocą 

instrumentu do multipleksowania MAGPIX (Luminex, TX, USA) z oprogramowaniem 

XPonent. Stężenie analitów było wyznaczane na podstawie wcześniej wyznaczonej krzywej 

standardowej dla każdego z oznaczanych związków. Świeżą pożywkę hodowlaną użyto jako 

kontroli zerowej. 

Oceniono integralność komórek RBE4 poprzez określenie przepuszczalności monowarstwy 

dla fluoresceiny izotiocyjanianu dekstranu (ang. fluorescein isothiocyanate; FITC) o masie 

40 kDa przy fali wzbudzenia 485 nm, emisji 520 nm. FITC-dekstran, ze względu na swoją 

wysoką masę cząsteczkową,  nie jest przenoszony na drodze aktywnego transportu. 

Integralność komórkowego modelu BBB zbadano poprzez pomiar przez-śródbłonkowego 

oporu elektrycznego (ang. transendothelial electrical resistance; TEER) za pomocą specjalnie 

zaprojektowanego urządzenia, którego model opisano szczegółowo w publikacji IV. Pomiar 

rezystancji elektrycznej warstwy komórek śródbłonka, hodowanych na półprzepuszczalnej 

membranie, charakteryzuje integralność i szczelność bariery komórkowej. Niska wartość 

oporu, świadczy o uszkodzeniu TJ i osłabieniu funkcji bariery. Pomiar za pomocą 

skonstruowanego autorskiego urządzenia jest nieinwazyjny i może być wielokrotnie 

powtarzany, co pozwala na monitorowanie dynamiki zmian w odpowiedzi na zmieniające się 

czynniki eksperymentalne. Opór elektryczny rejestrowano automatycznie co 5 minut przez 24 

godziny. Wartości pomiarów, wyrażone w omach (Ω), obliczano jako różnicę oporu komórek 

w insertach hodowlanych i wartość oporu insertów bez komórek. Przy użyciu urządzenia 

analizowano adhezję komórek do kolagenu I, zgodnie z metodologią opisaną przez Lajkó i in. 

[56]. Wartości wyrażone w Ω obliczano jako różnicę między początkowym oporem komórek, 

a wartością oporu po 24 godzinach inkubacji. Wyniki normalizowano względem insertów 

niepokrywanych. 

Zbadano także potencjał błony mitochondrialnej za pomocą metody opartej na sondzie 

fluorescencyjnej JC-10, zgodnie z protokołem producenta.  
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Stężenie ROS w komórkach śródbłonka mierzono przy użyciu sondy fluorescencyjnej 2′,7′-

dichlorofluoresceiny octanu, fluorescencję komórek mierzono za pomocą fluorescencyjnego 

czytnika mikropłytek FLUOstar OMEGA (BMG Labtech, Ortenberg, Niemcy) przy długości 

fali wzbudzenia 485/20 nm. i długości fali emisji 528/20 nm., zgodnie z opisem w publikacji 

II. 

Transfekcję komórek PBMEC oraz linii RBE4 przeprowadzono przy użyciu syntetycznych 

miRNA: mimic-miRNA-183-5p i mimic-miRNA-122-5p, jak również kontroli negatywnej 

(Tab. 3). Komórki wysiano na 6 dołkową płytkę hodowlaną w gęstości 3,3 × 105 oraz 

transfekowano odpowiednimi sekwencjami (Tab. 3.). Transfekcję przeprowadzono przy 

użyciu odczynnika do transfekcji HiPerFect zgodnie z instrukcjami producenta, stosując 

stężenie 5 µM lub 20 µM przez 24 godziny.  

Tab. 3. Sekwencje mimic-miRNA zastosowane w technice transfekcji komórkowej. 

Nazwa 

miRNA 
Sekwencja mimic-miRNA Numer katalogowy Producent 

miRNA-122-5p 5′-UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG-3′ 33173YM00470430-ADA 

Qiagen, 

Hilden, 

Germany 

miRNA-183-5p 5′-UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU-3′ 339173YM00471390-ADA 

Qiagen, 

Hilden, 

Germany 

Kontrola 

negatywna 
5′-UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3′ 339173YM00479902-ADA 

Qiagen, 

Hilden, 

Germany 

 

Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (ang. extracellular vesicles; EVs) izolowano z medium 

hodowlanego linii komórkowej RBE4. Komórki hodowano na 100 mm2 szalkach hodowlanych 

w gęstości 106 Pożywki z hodowli komórkowej zebrano i poddano wirowaniu przy 200 × g 

przez 10 minut, a następnie ponownemu wirowaniu przy 500 ×  g przez 10 minut 

w temperaturze 4°C. Otrzymane próbki odwirowano przy 2000 × g przez 20 minut w celu 

usunięcia resztek komórkowych, a następnie odwirowano przy 100 000 × g przez 75 minut 

w temperaturze 4°C. Osad przepłukano dejonizowaną solą fizjologiczną buforowaną 

fosforanami a następnie poddano dodatkowemu wirowaniu przy 100 000 × g przez 75 minut 

w temperaturze 4oC. Następnie usunięto uzyskany nadsącz, a osad ponownie zawieszono 

w 1 ml dejonizowanej soli fizjologicznej buforowanej fosforanami i przechowywano 

w temperaturze -80°C. 

Ilościową ocenę, w tym pomiar korelacji fluorescencji, przeprowadzono na izolowanych 

i fluorescencyjnie wybarwionych EVs, potwierdzając obecność obiektów o średnim promieniu 

hydrodynamicznym 11,6 nm. Metoda korelacji fluorescencji (ang. fluorescence correlation 

spectroscopy; FCS) jest techniką optyczną używaną do badania dynamiki molekularnej w 

roztworach na poziomie pojedynczych cząsteczek, mierząc fluktuacje intensywności 

fluorescencji. Wyniki FCS pozwoliły na określenie współczynnika dyfuzji oraz promienia 

hydrodynamicznego egzosomów, co było kluczowe dla potwierdzenia poprawności metody 

izolacji EVS.  
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Analiza in silico: wyniki NGS analizowano wykorzystując trzy bazy danych: miRDB v5, 

TargetScan7.1 i TarBase v.8. Korzystając z narzędzia MirTarget w miRDB, przewidywano 

geny docelowe miRNA, uwzględniając tylko te z wynikiem docelowym powyżej 60. 

TargetScan7.1 służył do predykcji biologicznych celów miRNA poprzez wyszukiwanie 

obecności konserwatywnych miejsc 8mer, 7mer i 6mer, pasujących do regionu miRNA. 

TarBase v.8 dostarczał eksperymentalnie potwierdzone cele miRNA. 

Przedstawiona w pracy I analiza koncentrowała się na genach wielokrotnie raportowanych we 

wszystkich trzech bazach danych, które były związane ze strukturą lub funkcją BBB. Wyniki 

pochodzące z narzędzia MirTarget zostały wykorzystane do odfiltrowania mniej 

prawdopodobnych genów docelowych, co pozwoliło skupić się na najbardziej 

prawdopodobnych interakcjach miRNA-cel. Po zidentyfikowaniu specyficznych genów 

regulowanych przez wybrane miRNA, określono ich potencjalny wpływ na funkcje 

biologiczne. Przeprowadzono analizę ścieżek za pomocą narzędzia String Tool w celu 

zweryfikowania potencjalnego udziału wybranych genów w szersze spektrum procesów 

biologicznych. Analiza ścieżek Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), 

w połączeniu z grupowaniem genów wykazała interakcje o prawdopodobieństwie większej niż 

minimalna wymagana wartość (0,15), w wyniku czego uwzględniono jedynie te ścieżki 

w przewidywaniach. Ustalono próg interakcji na poziomie 0,9, co stanowi najwyższą ocenę 

pewności uzyskanego wyniku. 

Łączna analiza danych NGS pochodzących z kory mózgowej i surowicy obejmowała 

identyfikację 306 miRNA, które wykazywały zmiany ekspresji w obu tkankach. MiRNA 

zostały poddane analizie przy użyciu baz danych, takich jak TarBase, miRDB i TargetScan, 

aby przewidzieć potencjalne geny docelowe regulowane przez wybrane miRNA. W wyniku tej 

analizy zidentyfikowano 852 potencjalnych celów genowych. Następnie przeprowadzono 

analizę z wykorzystaniem narzędzia ShinyGO genów docelowych, uwzględniając ich funkcje 

biologiczne oraz udział w szlakach metabolicznych. Statystyczna istotność była zachowana 

poprzez zastosowanie progu oczekiwana proporcji błędów (ang. false discovery ratio; FDR) 

wynoszącego 0,05, zgodnie z zaleceniami autorów baz danych [110]. 

Przeprowadzono systematyczny przegląd literatury w bazach danych MEDLINE poprzez 

strony PubMed oraz Elsevier Scopus, obejmujące oryginalne prace opublikowane od 1 stycznia 

2011 roku do 1 lipca 2021 roku. Skupiono się na wynikach pochodzących od pacjentów z ostrą 

niewydolnością wątroby (ang. acute liver failure; ALF) oraz badaniach ekspresji miRNA, 

wykorzystując słowa kluczowe, oparte na przeglądzie literatury i medycznych hasłach 

przedmiotowych. Zastosowano kompleksową strategię wyszukiwania, którą podsumowano na 

Rysunku 1 w publikacji V. Dane wyodrębniono niezależnie, stosując zdefiniowane kryteria 

kwalifikacji. Aby ujednolicić dane, wykluczono badania z niejednoznaczną diagnozą 

pacjentów, przykładowo: w przebiegu przewlekłej choroby wątroby lub obecnością wielu 

czynników współwystępujących z ALF. 

Po zidentyfikowaniu wielokrotnie raportowanych zmienionych miRNA w próbkach surowicy 

i osocza, przeanalizowano raporty o zmienionych profilach miRNA wątroby i moczu. 

Na koniec, zweryfikowano specyficzność oraz funkcjonalne implikacje miRNA dla 

patogenezy ALF, przeprowadzając przewidywanie genów docelowych i szlaków 

regulowanych przez wybrane miRNA. 
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Geny docelowe miRNA i ścieżki biologiczne analizowano za pomocą dostępnych narzędzi 

internetowych DIANA [111]. Narzędzie Micro-T oparte na bazie danych miRBase użyto do 

identyfikacji potencjalnych genów docelowych miRNA oraz ścieżek. TargetScan 

wykorzystano do badania przewidywania potencjalnych genów docelowych i demonstrowania 

relacji między nimi. Analiza ścieżek MiRPath v3.0 została przeprowadzona w celu weryfikacji 

zaangażowania wybranych genów w ścieżki biologiczne zgodnie z KEGG. 

Spis wszystkich wykorzystanych baz danych znajduje się w Tabeli 4. 

Szczegółowe opisy metodologii i wyników analiz są szczegółowo opisane w publikacji V.  

Tab. 4. Bazy danych wykorzystane do analizy in silico. 

Baza danych Cel analizy Źródło 

miRDB v5 Predykcja celów miRNA [112] 

TargetScan 7.1 Predykcja celów miRNA [113] 

TarBase v8 Predykcja celów miRNA [114] 

miRBase Identyfikacja sekwencji miRNA [115] 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Analiza ścieżek biologicznych [116] 

ShinyGO Analiza funkcjonalna genów docelowych [110] 

STRING Analiza interakcji białkowych [117] 

Konstrukcja i budowa urządzenia do pomiaru rezystancji monowarstwy komórek 

Urządzenie do pomiaru rezystancji elektrycznej zostało zaprojektowane w celu dokładnej 

oceny integralności barier komórkowych, takich jak bariery śródbłonkowe i nabłonkowe. 

Podstawa konstrukcyjna urządzenia jest wykonana z laminatu epoksydowego wzmocnionego 

włóknem szklanym, co zapewnia zarówno lekkość, jak i wytrzymałość konstrukcji. Górna 

powierzchnia ramki jest pokryta warstwą miedzi, która pełni funkcję ekranu 

elektromagnetycznego, chroniąc urządzenie przed zakłóceniami zewnętrznymi. Dolna 

powierzchnia ramki posiada miedziane ścieżki, które są odpowiedzialne za przesyłanie 

sygnałów z elektrod pomiarowych do głównego układu przetwarzania. Elektrody pomiarowe 

zostały wykonane ze srebra, które charakteryzuje się wysoką przewodnością elektryczną oraz 

odpornością na korozję. Elektrody mają kształt długich, cienkich cylindrów o średnicy 1 mm 

i długości 20 mm. Są one przymocowane do płytki drukowanej pod kątem prostym do jej 

powierzchni, co zapewnia ich stabilność oraz precyzyjne ustawienie w insertach hodowlanych. 

Centralna elektroda pomiarowa jest umieszczona wewnątrz insertu, a zewnętrzna elektroda 

znajduje się pomiędzy insertem a dołkiem w płytce hodowlanej. Urządzenie korzysta 

z procesora z rodziny C2000 (TMS320F28369D). Procesor kontroluje przetwornik 

analogowo-cyfrowy (ang. analog to digital converter; ADC), który przetwarza sygnały 

elektryczne z elektrod na dane cyfrowe. Proces autokalibracji odbywa się zarówno po 

uruchomieniu urządzenia, jak i przed każdą serią pomiarów. Opis powyższej konstrukcji 

urządzenia jest szczegółowo przedstawiony w publikacji III. 
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OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Ad. Cel szczegółowy 1 

Wykorzystane w badaniach szczurze modele zwierzęce hiperamonemii prostej (OA) i ostrego 

toksycznego uszkodzenia wątroby (TAA), opracowane wcześniej w Zakładzie 

Neurotoksykologii  [118,119], weryfikowano pod względem zgodności i odtwarzalności 

ustalonych wcześniej parametrów: stężenia amoniaku, aktywności enzymów wątrobowych: 

AST, ALT i GGTP oraz stężenia cytokin prozapalnych TNFα, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10 

w osoczu; uszkodzenie wątroby weryfikowano histopatologicznie. W odniesieniu do modelu 

OA wprowadzono modyfikację procedury poprzez zastosowanie dwukrotnego podania octanu 

amonu w odstępie 12 godz. w dawce 600 mg/kg m.c. przez 3 dni. 

Wykonano jakościowe i ilościowe profilowanie miRNA w osoczu i korze mózgowej szczurów 

w obu modelach, wykazując różnice pomiędzy ustalonymi profilami. W osoczu szczurów OA 

oznaczono 35 zmienionych miRNA, z których 34 wykazywały obniżony poziom ekspresji. W 

osoczu szczurów TAA zidentyfikowano 128 statystycznie zmienionych miRNA, z tego 125 

wykazywało wzrost, natomiast 3 miRNA miały obniżony poziom ekspresji. W modelu OA 

stwierdzono zmieniony poziom ekspresji 35 miRNA (ekspresja 12 miRNA była podwyższona, 

23 miRNA obniżona). Zaobserwowano znaczącą zbieżność (83%) profili miRNA w badanych 

modelach (Publikacja 1, Ryc. 2). Wykorzystując narzędzia bioinformatyczne miRTarget na 

podstawie danych z bazy miRDB wykazano, że 127 miRNA zmienionych w osoczu szczura 

TAA może wpływać na ekspresję 205 genów kodujących białka związane strukturalnie lub 

funkcjonalnie z BBB, a tym samym potencjalnie indukować zmiany zarówno w morfologii 

i funkcji elementów BBB (Publikacja 1, Ryc. 3). 

W korze mózgowej szczurów OA wykazano 338 zmienionych miRNA. Spośród nich, 187 

wykazywały spadek, natomiast 151 wzrost poziomu ekspresji. W modelu TAA 

zidentyfikowano 345 statystycznie zmienionych miRNA, w tym: 176 wskazywały obniżenie, 

a 169 wzrost poziomu ekspresji. Na podstawie analizy porównawczej grup OA i TAA, 

zidentyfikowano 335 wspólnych miRNA, w tym 3 miRNA swoiste dla OA, natomiast 

10 miRNA dla TAA (dane niepublikowane, manuskrypt na etapie recenzji).  

Ad. Cel szczegółowy 2 

Wyniki analizy obrazowej wykonanej metodą mikroskopii elektronowej wykazały subtelne 

zmiany morfologii komórek śródbłonka naczyń tworzących BBB u szczurów OA. W mózgu 

szczurów TAA obserwowano wyraźne pofałdowania błony komórkowej komórek śródbłonka 

oraz nacieki zapalne w obszarach okołonaczyniowych (Publikacja 1, Ryc. 2A). 

Wyniki analizy ultrastrukturalnej ponadto dostarczyły informacji dokumentujących wyraźne 

zmienioną morfologię mitochondriów w komórkach śródbłonka. W obu modelach 

mitochondria były powiększone, wskazując na obrzęk, przy jednoczesnym wyraźnym ich 

wydłużeniu, co udokumentowano pomiarami morfometrycznymi (Publikacja 1, Ryc. 2A). 

Statystycznie istotny wzrost przepuszczalności BBB dla związków egzogennych o niskiej 

masie cząsteczkowej - fluoresceiny sodu (376 Da) oraz tendencję wzrostową w przypadku 

podania związku o wyższej masie cząsteczkowej - błękitu Evansa (69 kDa) wykazano 
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w modelu TAA. Nie obserwowano wyraźnych zmian przepuszczalności BBB w modelu OA. 

(Publikacja 1, Ryc. 2B). 
 

Ad. Cel szczegółowy 3 

Aby zidentyfikować geny docelowe miRNA, przeprowadzono analizę in silico przy użyciu 

trzech baz danych: miRDB, TargetScan oraz TarBase. MiRDB wykorzystuje algorytmy do 

przewidywania celów miRNA na podstawie analizy danych eksperymentalnych, TargetScan 

identyfikuje potencjalne cele miRNA na podstawie sekwencji konserwatywnych w różnych 

gatunkach, a TarBase przedstawia zweryfikowane eksperymentalnie interakcje miRNA-gen. 

Dzięki połączeniu wyników uzyskanych z tych trzech baz danych, zidentyfikowano dziewięć 

genów docelowych związanych z funkcjonowaniem BBB w grupie TAA. Wykorzystując 

narzędzie bioinformatyczne String, przeanalizowano funkcje biologiczne przewidywanych 

genów docelowych. String pozwala na tworzenie sieci interakcji białkowych oraz identyfikację 

szlaków biologicznych, w których uczestniczą zidentyfikowane geny. Analiza GO (ang. gene 

ontology) oraz KEGG Pathways wskazały dziewięć procesów biologicznych związanych 

z funkcjonowaniem BBB, w tym w związanych z integrynami, połączeniami 

międzykomórkowymi oraz specyficznymi integralnymi składnikami błony komórkowej.  

Wśród wytypowanych, miRNA-122-5p i miRNA-183-5p wyróżniały się jako potencjalnie 

kluczowe miRNA determinujące zmiany BBB w modelu TAA. Wskazano, że miRNA-122-5p 

potencjalnie reguluje poziom ekspresji okludyny, białka kluczowego dla utrzymania 

szczelności TJ. Z kolei miRNA-183-5p zidentyfikowano jako regulator integryny β1, białka 

determinującego m.in. adhezję komórek i interakcje komórka-macierz zewnątrzkomórkowa. 

Analiza qRT-PCR potwierdziła także wzrost poziomu ekspresji miRNA-122-5p oraz miRNA-

183-5p w mózgu szczurów TAA (Publikacja 1, Ryc. 3). 

Powyższe analizy zweryfikowano eksperymentalnie. Badania in vitro wykazały, że 

traktowanie komórek amoniakiem i TNFα prowadziło do wzrostu poziomu ekspresji miRNA-

122-5p, i obniżało poziom mRNA dla okludyny i integryny β1 (Publikacja 1, Ryc. 4B oraz 

Ryc. 6A). Z kolei transfekcja komórek RBE4, sekwencjami miRNA-122-5p powodowała 

obniżenie poziomu okludyny, a transfekcja miRNA-183-5p poziomu integryny β1 oraz 

hamowała adhezję komórek do kolagenu I (Publikacja 1, Ryc. 7). 

W izolowanych naczyniach mózgowych szczurów TAA zaobserwowano zmniejszenie 

intensywności fluorescencji okludyny i integryny β1 w porównaniu z grupą kontrolną 

(Publikacja 1, Ryc. 5C). Obniżenie immunofluorescencji białek było wyraźne zarówno 

w izolowanych naczyniach mózgowych, jak i w skrawkach tkankowych kory przedczołowej 

szczurów (Publikacja 1, Ryc. 5B). 

Analiza obrazów w mikroskopie konfokalnym wykazała, że komórki śródbłonka naczyń 

mózgowych szczurów poddane działaniu amoniaku i/lub TNF wykazywały zmniejszoną 

intensywność okludyny, co wskazuje na degradację TJ. Podobnie, zmniejszona intensywność 

barwienia integryny β1 sugerowała osłabienie interakcji komórkowych i adhezji z macierzą 

zewnątrzkomórkową (Publikacja 1, Ryc.6 B). 
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Ad. Cel szczegółowy 4 

W modelu OA szczura wykazano zmniejszenie gęstości naczyń w korze mózgowej, co 

oceniano i kwantyfikowano na podstawie pomiaru intensywności fluorescencji czynnika von 

Willebranda, powszechnie stosowanego markera naczyń. Zmniejszenie gęstości unaczynienia 

było zbieżne i porównywalne z obniżoną intensywnością fluorescencji obserwowaną 

u szczurów 12 miesięcznych (Manuskrypt na etapie recenzji).  

Na podstawie przeprowadzonej analizy in silico zidentyfikowano 306 miRNA, których 

ekspresja była zmieniona zarówno w próbkach kory mózgowej i surowicy szczurów w modelu 

OA. Zidentyfikowano regulowane 852 geny docelowe. Następnie, geny przypisano do 

zdefiniowanych procesów fizjologicznych przy użyciu analizy ShinyGO, która wykazała, że 

miRNA-183-5p reguluje 117 genów związanych z procesami starzenia komórkowego. Z uwagi 

na fakt, że następne w kolejności miRNA-200-3p regulowało jedynie 17 genów, miRNA-183-

5p wybranych do dalszych badań. W wyniku opisanej analizy, wskazano miRNA-183-5p jako 

potencjalny czynnik, który może być zaangażowany w wywołane patofizjologicznymi 

stężeniami jonów amonowych zmiany fenotypu komórek śródbłonka mózgu szczura (dane 

niepublikowane, manuskrypt na etapie recenzji). W kolejnych badaniach in vitro 

przeprowadzonych na komórkach linii RBE4 oraz pierwotnej hodowli komórek śródbłonka 

mikronaczyń PBMEC traktowanych amoniakiem o stężeniu 5 mM, wykazano fenotyp 

charakterystyczny dla procesu starzenia komórkowego (dane niepublikowane, manuskrypt na 

etapie recenzji). Obserwowano m.in. zwiększoną aktywność enzymu β-galaktozydazy, wzrost 

poziomu ekspresji mRNA p16 i p21 oraz zwiększoną intensywność fluorescencji białka p53 

(dane niepublikowane, manuskrypt na etapie recenzji). Komórki linii RBE4 w obecności 

amoniaku wykazywały obniżoną proliferację, co jest zgodne z wcześniejszymi obserwacjami 

przeprowadzonymi w Zakładzie Neurotoksykologii IMDiK PAN [120]. Wykazano wzrost 

poziomu miRNA-183-5p w komórkach RBE4 i PBMEC traktowanych amoniakiem, jak 

również w pęcherzykach zewnątrzkomórkowych izolowanych z medium hodowlanego 

komórek (dane niepublikowane, manuskrypt na etapie recenzji). Zmiany wskazujące na proces 

starzenia komórkowego obserwowano następnie w komórkach RBE4 i PBMEC 

transfekowanych sekwencjami mimic-miRNA-183-5p. Zarówno w komórkach śródbłonka 

naczyń mózgu szczura traktowanych amoniakiem, jak i w komórkach transfekowanych mimic-

miRNA-183-5p, obserwowano zmieniony fenotyp wydzielniczy (sekrecyjny) tzw. czynniki 

fenotypu starzenia (SASP), tj.: ICAM-1, TNF-α, V-CAM i VEGF (dane niepublikowane, 

manuskrypt na etapie recenzji). Wzrost wewnątrz-komórkowego poziomu wolnych rodników 

tlenowych, obniżony potencjał błony mitochondrialnej oraz spadek potencjału 

antyoksydacyjnego wraz ze zmianami poziomu ekspresji mRNA genów kodujących białka 

odpowiedzialne za procesy fuzji i podziału, z przesunięciem dynamiki zmian w kierunku 

rozszczepienia, wykazano na komórkach RBE4 traktowanych amoniakiem lub TNFα 

(Publikacja 2, Ryc. 2 oraz Ryc. 3). Równolegle, w korze mózgowej szczurów OA 

obserwowano wzrost poziomu ekspresji genów kontrolujących fuzję mitochondriów (Opa1, 

Mfn1), podczas gdy w modelu TAA był wyraźny spadek, zaś wzrost poziomu ekspresji mRNA 

genu Fis1, kontrolującego rozszczepienie mitochondriów, sugerując wyjście z fenotypu 

starzenia (Publikacja 2, Ryc. 4). 
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Ad. Cel szczegółowy 5 

Zaprojektowano i wykonano urządzenie do pomiaru rezystancji warstwy komórek, co 

uznawane jest przesłankę dokumentującą integralność bariery komórkowej, np. komórkowych 

modeli BBB. Urządzenie tworzą innowacyjne komponenty, dostosowane do potrzeb elektrody 

i przyjazne dla użytkownika oprogramowanie, co umożliwia dokładne pomiary integralności 

bariery komórkowej. Urządzenie testowano wykorzystując linię komórkową RBE4, komórki 

śródbłonka naczyń mózgu szczura, PMEC, pierwotną hodowlę komórek śródbłonka naczyń 

mózgu szczura, PBMEC oraz linię komórkową ludzkiego nabłonka jelitowego, HIEC. 

Urządzenie, wykazywało stabilne wartości pomiarów oporu, a komórki traktowane chlorkiem 

amonu w stężeniu 5 mM manifestowały niższe wartości, w porównaniu do komórek 

kontrolnych, co potwierdzono również pomiarem przepuszczalności monowarstwy komórek 

z użyciem barwnika fluoresceiny sodu oraz mikroskopią konfokalną (Publikacja 3, Tab. 1, 

Ryc. 6). Pomiar fluorescencji z mikroskopii konfokalnej pozwolił na porównanie poziomu 

ekspresji białka ZO-1 między badanymi grupami. 

Wyniki udokumentowały precyzję pomiarów w odniesieniu do weryfikowanego zakresu 

biologicznego (różne typy analizowanych komórek) (Publikacja 3, Tab. 1). Ponadto testowano 

inercję urządzenia: brak wpływu temperatury i pH na otrzymywane wartości pomiaru, co 

umożliwia długoterminowe, monitorowanie stabilności bariery komórkowej (Publikacja 3, 

Ryc. 5). 

W pracy przeglądowej (Publikacja 4) dokonano analizy dostępnych danych opublikowanych 

w pracach z obszaru doniesień klinicznych, dotyczących analiz miRNA osocza, i wykorzystano 

je do oceny potencjału miRNA w komunikacji między wątrobą a mózgiem, w kontekście 

badanego w dysertacji schorzenia. Istotą systematycznego przeglądu literatury było 

zrozumienie, w jaki sposób miRNA mogą determinować funkcje BBB i odzwierciedlać 

uszkodzenia związane z ALF. Założono, że identyfikacja specyficznych miRNA, których 

poziom wykazywano jako zmieniony we krwi pacjentów z ALF, może prowadzić do 

opracowania nowych, szybkich i mniej inwazyjnych testów diagnostycznych. Ponadto, 

jednoznaczne wskazanie na konkretne miRNA mogące determinować komunikację na osi 

wątroba-mózg mogło dostarczyć nowej wiedzy dotyczącej patomechanizmu HE typu A. 

Przeprowadzony systematyczny przegląd literatury objął wyniki pochodzące z 21 prac, 

w których zawarto wyniki pochodzące od 852 pacjentów z ostrym uszkodzeniem wątroby 

wskutek przedawkowania acetaminofenu, zakażeń wirusowych, zatruciem toksycznym - 

grzybami, autoimmunologicznego zapalenia wątroby oraz innych czynników etiologicznych 

nieznanego pochodzenia (Publikacja 4, Ryc. 1). Zidentyfikowano 205 istotnie zmienionych 

miRNA w osoczu, spośród których, a 25 istotnie zmienionych miRNA powtarzało się we 

wszystkich pracach (Publikacja 4, Ryc. 2). 

Wybrane zmienione miRNA poddano analizie in silico pod kątem ich specyficznego 

pochodzenia tkankowego i potencjału do regulacji szlaków molekularnych związanych 

z funkcjonowaniem BBB. Analiza wykazała udział wskazanych miRNA w procesach 

kluczowych dla utrzymania integralności BBB i w konsekwencji właściwego funkcjonowania 

OUN. Wskazane szlaki KEGG dotyczyły procesów: Focal adhesion (hsa:04520), Adherens 

junctions (hsa:045020), Tight junctions (hsa04530), Gap junctions (hsa04550) (Publikacja 4, 
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Ryc. 6). Wytypowane szlaki sugerują, że ich deregulacja może być związana z dysfunkcją BBB 

w przebiegu HE. Zidentyfikowane, 25 istotnie zmienione miRNA osocza, szczególnie te 

o wysokiej specyficzności tkankowej dla wątroby lub mózgu, mogą służyć jako biomarkery do 

wczesnej diagnostyki, prognozowania, i w przyszłości być może zweryfikowania możliwych 

interwencji terapeutycznych w stanach chorobowych wynikających z uszkodzenia wątroby. Na 

podstawie przeanalizowanych danych, przedstawiono równolegle interesującą zależność 

między poziomem ALT i AST i miRNA-122-5p (Publikacja 4, Ryc. 3). Wzrost miRNA-122-

5p korelował z aktywnością enzymów ALT i AST w surowicy, co wskazywało pośrednio na 

możliwość wykorzystania miRNA-122-5p jako markera dysfunkcji i oceny stopnia 

uszkodzenia wątroby.  

Należy podkreślić, że prace, na których oparto przegląd literaturowy, nie zawierały jednolitych 

informacji klinicznych. Ograniczeniem przede wszystkim był brak szczegółowych informacji 

dotyczących wystąpienia lub ewentualnej oceny stopnia obrzęku mózgu. Chociaż przegląd 

literatury pozwolił na wyłonienie miRNA potencjalnie związanych z uszkodzeniem BBB, brak 

jednoznacznego wskazania na korelację z danymi klinicznymi stanowi ograniczenie ogólnego 

znaczenia pracy. Dalsza weryfikacja i korelacja miRNA z uszkodzeniami BBB/obrzękiem 

w ALF, obejmująca kompleksową ocenę kliniczną pacjentów oraz diagnostykę obrzęku mózgu 

pozostają celami przyszłych badań. 
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PODSUMOWANIE WYNIKÓW 

Dotychczasowa wiedza na temat złożonego i wieloczynnikowego patomechanizmu HE 

głównie definiuje rolę kluczowych czynników patogennych (m.in. amoniaku, stanu 

zapalnego). W dysertacji wykorzystano intensywnie rozwijane techniki wysokoprzepustowe, 

umożliwiające m.in. identyfikację jednoniciowych miRNA, i założono, że mogą być przydatne 

w identyfikacji klinicznie najpoważniejszego powikłania ostrej HE, jakim jest obrzęk mózgu, 

obejmujący uszkodzenia BBB w tym, zmiany śródbłonka naczyń mózgowych. 

W projekcie przeprowadzono analizę sekwencjonowania miRNA osocza i kory czołowej 

mózgu zwierząt z wywołaną hiperamonemią prostą i ostrym uszkodzeniem wątroby, co 

umożliwiło wytypowanie miRNA, które korelowano z obserwowanym uszkodzeniem BBB. 

Uszkodzenia obejmowały zmiany morfologii komórek śródbłonka oraz zwiększoną 

przepuszczalność, zaś na poziomie komórki, zmiany poziomu ekspresji badanych białek, ze 

wskazaniem ich znaczenia funkcjonalnego. 

Zmniejszona gęstość naczyń mózgowych sugerowała zaburzenia w unaczynieniu mózgu, 

porównywalne z unaczynieniem mózgu obserwowanym u szczurów 12 miesięcznych, 

sugerując, że charakter zmian w warunkach hiperamonemii częściowo odzwierciedla zmiany 

charakteryzujące starzenie normatywne. 

Wytypowane miRNA ze względu na charakter cząsteczek (potencjalny biomarker) mogą 

stanowić interesujący punkt wyjścia do uwzględnienia znaczenia krążących miRNA 

w diagnostyce klinicznej, a być może stać się inspiracją do podjęcia prób przyszłych 

interwencji farmakologicznych nakierowanych na identyfikację lub kontrolę obrzęku mózgu - 

z selektywnym uwzględnieniem komponenty naczyniowej. 

Wartością interdyscyplinarną dysertacji jest zaprojektowany i zbudowany autorski system do 

pomiaru rezystancji elektrycznej monowarstwy komórek śródbłonka, powstały na potrzeby 

badań in vitro, wykorzystywane do oceny szczelności i integralności komórkowego modelu 

BBB. 

Na podstawie przeglądu literatury obejmującej dostępne dane kliniczne dotyczące analizy 

miRNA w osoczu pacjentów z ostrą niewydolnością wątroby, i przeprowadzonej analizie 

in silico wskazano, że 15 miRNA, w tym: miRNA-1247-5p, -125b-5p, -375, -194-5p, -221-3p, 

-122-5p, -320a, -320b, -320c, -148a-3p, -103a-3p, -107, -30a-5p, -23b-3p, oraz -24-3p 

posiadają potencjał diagnostyczny mogący służyć weryfikacji uszkodzeń BBB, do tej pory nie 

opisany w kontekście komunikacji między wątrobą a mózgiem.  
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DYSKUSJA 

Złożony i wieloczynnikowy patomechanizm HE stanowi wyzwanie ukierunkowanych terapii 

skupiających się na poszczególnych objawach klinicznych, pojawiających się w przebiegu lub 

w stanach zaostrzenia choroby. Najpoważniejszą konsekwencją kliniczną HE jest obrzęk 

mózgu, z często współwystępującym uszkodzeniem BBB. W przebiegu zarówno przewlekłej, 

jak i ostrej HE u pacjentów dokumentowano zmiany strukturalne BBB [40,121–123]. 

Dysfunkcję BBB na poziomie struktury i funkcji dokumentowały również badania 

przeprowadzane na modelach zwierzęcych [124–130]. 

Jednak w dalszym ciągu szczegółowa wiedza, dotycząca uszkodzenia i dysfunkcji 

poszczególnych elementów BBB w HE, poza identyfikacją kluczowych czynników 

sprawczych uszkodzeń BBB, takich jak amoniak czy stan zapalny, jest niepełna, mając na 

względzie liczbę współgrających elementów.  

W przebiegu procesów patologicznych, coraz częściej uwaga badaczy koncentruje się na 

znaczeniu jednoniciowych, niekodujących RNA - mikroRNA (miRNA), które regulują 

ekspresję genów na poziomie potranskrypcyjnym. Pomimo pojawiających się w literaturze 

badań wskazujących na rolę niektórych miRNA (np.: miRNA-29, miRNA-146, miRNA-155, 

miRNA-15a, miRNA-126) w regulacji funkcji BBB, a także ich udziału w patomechanizmach 

różnych chorób OUN, szczegółowe znaczenie miRNA w uszkodzeniu BBB w HE, 

z wyszczególnieniem stanu hiperamonemii bez uszkodzenia wątroby, jak dotąd nie 

udokumentowano. 

Na wyniki przedstawionych w dysertacji badań składają się określenie profilu miRNA osocza 

i kory mózgowej, wraz z analizą struktury i funkcji BBB w szczurzym modelu ostrej 

niewydolności wątroby oraz hiperamonemii. Na podstawie analizy in silico i badań in vitro 

wykazano, że miRNA-122-5p oraz miRNA-183-5p, poprzez udział w regulacji ekspresji białek 

wchodzących w skład połączeń ścisłych między komórkami lub okludyny i integryny β1, mogą 

być zaangażowane w patomechanizm uszkodzenia BBB, a bardziej szczegółowo - zmiany 

w komórkach śródbłonka naczyń mózgowych.  

Wykazane zmiany morfologii komórek śródbłonka, tj. powiększenie komórek, pofałdowania 

błony komórkowej, wraz z obrzękiem i zmienionym kształtem mitochondriów, sugerują 

dysfunkcję BBB. U szczurów z wywołaną podaniem galaktozaminy ostrą HE, i myszy AOM, 

wykazano zwiększoną przepuszczalność dla EB [129,131]. W mysim modelu ostrej HE 

wykazano degradację połączeń ścisłych oraz białek macierzy zewnątrzkomórkowej [132,133], 

a także rozszczelnienie BBB [128,134-136]. 

W naszych badaniach, zmiany morfologiczne komórek śródbłonka w modelu TAA korelowały 

ze zwiększoną przepuszczalnością komórek dla SF, ale nie dla EB. Wynik ten sugeruje 

subtelne uszkodzenie BBB, jednak w konsekwencji na tyle istotne, że mogące mieć implikacje 

dla przenikania toksyn do mózgu i pogłębiania się objawów neurologicznych. W innych 

badaniach udokumentowano, że w modelu TAA, testy behawioralne dokumentowały 

zmniejszoną aktywność lokomotoryczną, zaburzenia koordynacji ruchowej oraz zaburzenia 

poznawcze, w tym deficyty pamięci i zdolności uczenia się [137,138]. Podanie acetaminofenu 

z kolei powodowało wyraźne objawy neurologiczne, takie jak obniżenie aktywności 
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spontanicznej, deficyty eksploracyjne i zdolności poznawcze, po utratę odruchu rogówkowego 

[139-141]. Z kolei szczury w modelu podwiązania przewodu żółciowego, prezentowały 

zmniejszoną aktywność społeczną oraz zmiany strukturalne mózgu odwzorowujące zmiany 

obserwowane u pacjentów z HE [142,143]. 

W modelu OA nie stwierdzono zmian morfologicznych oraz zmian przepuszczalności BBB, 

co sugeruje, że podwyższony poziom amoniaku nie jest w naszym modelu wystarczający do 

wywołania uszkodzenia [144,145]. Nie można jednak wykluczyć, że może mieć tu znaczenie 

zarówno stężenie podawanego OA, jak i czas ekspozycji. 

Wyniki mogą również sugerować udział innych czynników, przykładowo: ogólnoustrojowego 

stanu zapalnego, krążących kwasów żółciowych, transformującego czynnika wzrostu beta 1, 

lub deregulacji innych cytokin, stresu oksydacyjnego, które w sposób addytywny do amoniaku 

mogą przyczyniać się do uszkodzenia BBB [120,146–149].  

 

Sekwencjonowanie nowej generacji wykazało istotne różnice w profilu miRNA osocza 

szczurów TAA i OA. W modelu TAA zidentyfikowano 128 zmienionych miRNA, natomiast 

w modelu OA stwierdzono ich 35. Kilka wcześniejszych badań wytypowało miRNA 

powiązane z HE, których kierunek zmian został potwierdzony także w niniejszej pracy 

[150-155]. Prace te jednak, raportują również inne miRNA, co może wynikać z odmiennej 

patofizjologii zastosowanych modeli badawczych oraz metod analizy [156]. Wykonana 

w ramach niniejszej pracy analiza in silico zidentyfikowanych miRNA polegająca na 

przetwarzaniu danych biologicznych, w tym sekwencji RNA i białek, za pomocą 

komputerowych algorytmów, wskazała miRNA-122-5p i miRNA-183-5p jako mogące 

regulować białka okludynę i integrynę β1.  

Okludyna jest białkiem transbłonowym, wchodzącym w skład TJ komórek śródbłonka naczyń 

mózgowych, stanowiących integralną część BBB, chroniąc przed niekontrolowanym 

przepływem substancji między krwią a tkankami mózgu [157]. Jej struktura obejmuje cztery 

transmembranowe domeny oraz część cytoplazmatyczną, która wiąże się z innymi białkami 

strukturalnymi i sygnalizacyjnymi w kompleksie TJ [158]. Integryna β1 jest białkiem 

receptorowym obecnym na powierzchni komórek śródbłonka, które uczestniczy w adhezji 

komórek do macierzy zewnątrzkomórkowej oraz bierze udział w sygnalizacji 

międzykomórkowej. Współuczestniczy w regulacji interakcji między komórkami śródbłonka 

i otaczającym środowiskiem [159]. Integryna β1 jest zaangażowana w przekazywanie 

sygnałów mechanicznych, prowadząc do odpowiedzi biochemicznej, co jest istotne np. dla 

adaptacji naczyń krwionośnych do warunków fizjologicznych i patologicznych [160]. 

W dysertacji wskazano, że miRNA-122-5p może wpływać bezpośrednio na jedno z białek 

strukturalnych BBB, i w ten sposób przyczyniać się do dysfunkcji BBB. MiRNA-122-5p jest 

swoisty dla wątroby; jego nadekspresja w modelu TAA wiąże się z uszkodzeniem wątroby 

wskutek działania hepatotoksycznego TAA. Wykazano, że miRNA-122-5p jest uwalniane 

w mikropęcherzykach, tj. egzosomach, które chronią je przed degradacją i umożliwiają 

transport do innych komórek [161]. Inny mechanizm opiera się na wiązaniu miRNA-122 do 

białek argonauta (AGO), zwłaszcza AGO2 [162]. Powstające stabilne kompleksy mogą być 

uwalniane z komórek, co umożliwia miRNA-122 przedostawanie się do krwiobiegu i dotarcie 
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do komórek docelowych. Dodatkowo, miRNA-122 może być przenoszone przez lipoproteiny 

wysokiej gęstości, które również chroni je przed degradacją [163–165]. 

Wyniki badań in vitro wykazały, że transfekcja mimic-miRNA-122-5p komórek śródbłonka, 

spowodowała znaczną redukcję poziomu mRNA okludyny. Warto zauważyć, że w naszych 

doświadczeniach transfekcja mimic-miRNA-122 nie prowadziła do wzrostu przepuszczalności 

monowarstwy komórek śródbłonka naczyń, modelu in vitro BBB. Prawdopodobnie świadczy 

to o złożonym mechanizmie kontroli transkrypcji okludyny, zależnym od innych czynników. 

Badania wskazały na udział szeregu czynników transkrypcyjnych w regulacji procesu 

[166,167]. Ponadto zidentyfikowano szlaki sygnalizacyjne z czynnikami Raf1, GSK-3, EGFR 

i PKC, również regulujące proces transkrypcji [167–170]. 

Drugi z wytypowanych zmienionych miRNA, miRNA-183-5p należy do klastra 

zlokalizowanego na chromosomie 7q32.2, który obejmuje również miRNA-96 i miRNA-182. 

miRNA-183-5p jest związany z regulacją apoptozy i proliferacją komórkową [3,43]. Analiza 

in silico wskazała, że może on regulować należącą do białek adhezyjnych integrynę β1. 

W naszych badaniach transfekcja komórek śródbłonka mimic-miRNA-183-5p powodowała 

obniżenie poziomu mRNA integryny β1 i redukowała adhezję komórek do podłoża, implikując 

zmiany na styku komórka-macierz zewnątrzkomórkowa. 

 

Wydaje się, że zmieniony profil miRNA osocza po selekcji odpowiednich miRNA, może być 

wykorzystany jako potencjalny marker uszkodzenia BBB w HE, jednak pełne wykorzystanie 

tej wiedzy wymaga bardziej szczegółowych badań. Identyfikacja specyficznych miRNA, 

takich jak miRNA-122-5p i miRNA-183-5p, może w przyszłości być pomocna w opracowaniu 

nowych strategii diagnostycznych, umożliwiających wczesne wykrycie i monitorowanie 

uszkodzenia BBB w HE. Ponadto, wskazane miRNA mogą stanowić potencjalne cele 

terapeutyczne. 

 

Oczywistym ograniczeniem, które należy uwzględnić rozważając znaczenie omawianych 

wyników jest fakt, że analizy dotyczą modeli zwierzęcych, co może utrudniać bezpośrednie 

wykorzystanie efektów badań i ich przełożenie na warunki kliniczne. Chociaż prezentowane 

dane wskazują na udział w regulacji wybranych białek BBB, w badaniach nie analizowano roli 

pozostałych komponentów komórkowych BBB, których udział w kontroli właściwego 

działania BBB jest nie do przecenienia. Jednostka nerwowo-naczyniowa jest układem 

złożonym z neuronów, komórek glejowych (w tym astrocytów), komórek śródbłonka, 

perycytów i elementów macierzy pozakomórkowej. Udokumentowano, że wszystkie 

wymienione elementy biorą udział w utrzymaniu homeostazy mózgu, co może dokumentować 

kontrola przepływu krwi w odpowiedzi na potrzeby metaboliczne neuronów [171,172]. 

Poza tym, jedną z istotnych funkcji komórek śródbłonka naczyń mózgu wobec astrocytów, 

głównego celu działania amoniaku, jest funkcja ochronna, regulująca środowisko wewnętrzne, 

poprzez kontrolę aktywnego transportu substancji do mózgu i usuwanie produktów zbędnych 

[173]. Prawidłowo funkcjonujące, tworzące BBB komórki śródbłonka, chronią astrocyty przed 

toksycznymi metabolitami. Komórki śródbłonka wydzielają czynniki neuroprotekcyjne, 
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przykładowo NO, który reguluje przepływ krwi i zmniejsza ryzyko wystąpienia procesów 

zapalnych [174], zaś działając rozszerzająco na naczynia krwionośne, poprawia perfuzję 

mózgu, w tym dostarczanie tlenu i substancji odżywczych. Pod wpływem stresu 

oksydacyjnego i stanu zapalnego, funkcjonowanie komórek śródbłonka jest ograniczone, zaś 

stres oksydacyjny uszkadzając struktury białkowe i lipidowe, pogarsza działanie BBB [174]. 

Proces starzenia komórkowego - senescencja, to stan trwałego zatrzymania wzrostu komórki, 

do którego dochodzi w odpowiedzi na różne stresory, takie jak uszkodzenia DNA, stres 

oksydacyjny, skracanie telomerów czy aktywacja onkogenów. Komórki pozostające 

w procesie starzenia są metabolicznie aktywne i prezentują charakterystyczny profil 

sekrecyjny. Ten charakterystyczny zestaw czynników, określany jako SASP, obejmuje 

cytokiny, chemokiny, proteazy i czynniki wzrostu. Komórki będące w stanie spoczynku (ang. 

quiescent cells) cechują się zatrzymanymi podziałami komórkowymi, ale w określonych 

warunkach mogą ponownie wejść w cykl komórkowy, odpowiadając na odpowiednie sygnały 

[175]. Stan spoczynku jest istotny przy regulacji rezerw komórkowych w tkankach w przebiegu 

procesów regeneracyjnych. Z definicji może być odwracalny i charakteryzuje się niską 

aktywnością metaboliczną oraz brakiem wyraźnych markerów uszkodzenia DNA czy stresu 

oksydacyjnego [176]. Wyniki zawarte w dysertacji, dokumentują, że hiperamonemia zmienia 

BBB, w szczególności w kontekście subtelnych zmian w obrębie mikronaczyń mózgu 

tworzonych przez komórki śródbłonka. Wykazaliśmy, że w komórkach linii RBE4 

traktowanych amoniakiem dochodzi do wzrostu produkcji ROS oraz wyraźnie obniżonego 

potencjału antyoksydacyjnego. Ponadto, spadek proliferacji komórek oraz analiza markerów 

starzenia wskazywała na zmieniony fenotyp komórek wskutek działania amoniaku, zgodny 

z opisywanym w literaturze fenotypem starzenia [93,177,178]. 

Na podstawie analizy profilu istotnie zmienionych miRNA osocza oraz kory mózgowej 

szczurów OA, miRNA-183-5p, wykazywał związek z procesami implikującymi starzenie 

komórkowe. Istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji wytypowanego miRNA wykazano 

w komórkach śródbłonka mózgu szczurów traktowanych amoniakiem oraz w izolowanych 

z medium hodowlanego, pęcherzykach zewnątrzkomórkowych. Na poziomie molekularnym 

wydaje się, że miRNA-183-5p może być jednym z mechanizmów odpowiedzialnych za ten 

proces w warunkach hiperamonemii. Transfekcja komórek śródbłonka mimik-miRNA-183-5p 

odwzorowała fenotyp starzenia, co może potwierdzać to założenie.  

Co ciekawe, w szczurzym modelu OA, na podstawie oceny intensywności fluorescencji 

markera von Willebranda w tkance mózgowej zwierząt wykazano obniżenie gęstości naczyń, 

porównywalne ze zmianami obserwowanymi u szczurów 12 miesięcznych. Wyniki te sugerują, 

że hiperamonemia może sprzyjać indukcji lub przyspieszać proces starzenia naczyń 

mózgowych, co może mieć implikacje dla zrozumienia mechanizmów zachodzących 

w procesie neurodegeneracji. W kontekście patologii związanych z podwyższonym stężeniem 

amoniaku, wykazano u osób starszych częstsze występowanie marskości wątroby 

w porównaniu z młodszymi pacjentami [179]. Ponadto, współwystępowanie przewlekłej 

niewydolności wątroby i marskości wątroby u osób starszych może prowadzić do szybkiego 

postępu choroby, niewydolności wątroby czy raka wątrobowokomórkowego [180].  
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W przebiegu marskości wątroby, starzenie może modulować zmiany neurologiczne, 

obniżające jakość życia, w tym funkcje poznawcze i wykonawcze. Za przyczyny sprawcze 

uważa się przewlekły stan zapalny, aktywację mikrogleju czy zmiany neurotransmisji GABA-

ergicznej [181]. Znaczenie miRNA w regulacji najważniejszych procesów komórkowych jest 

wciąż przedmiotem zainteresowania; nawet niewielka zmiana poziomu ekspresji może 

powodować znaczące skutki biologiczne poprzez np. kontrolę wielu różnych miRNA 

(najczęściej w jednym szlaku regulacyjnym), czy bezpośrednio modulować szereg odpowiedzi 

[182]. 

MiRNA jest przedmiotem zaledwie kilku przeglądów literatury obejmujących dane kliniczne, 

a dotyczących zarówno ostrych, jak i przewlekłych HE. W pracach [183,184], proponowano 

miRNA-122-5p jako biomarker wczesnego wykrywania uszkodzeń wątroby wywołanych 

zatruciem lekami czy wskutek infekcji HBV. Autorzy sugerowali, że zmiany miRNA-122-5p 

mogą stanowić bardziej specyficzny marker uszkodzenia wątroby, niż tradycyjne analizy 

biochemiczne obejmujące oznaczanie enzymów wątrobowych. Z kolei w innej pracy, 

wytypowane miRNA (podwyższony poziom miRNA-138, miRNA-143, miRNA-34a, 

miRNA-122 i miRNA-221 oraz obniżony poziom miRNA-29a) oznaczane w różnych stadiach 

włóknienia wątroby były przedstawione jako regulatory patogenezy włóknienia wątroby, 

i według autorów, nieinwazyjne biomarkery diagnostyczne procesu [185]. 

W kontekście ostrej HE i uszkodzeń BBB obserwowanych w przebiegu obrzęku mózgu, udział 

miRNA nie był przedmiotem badań. W związku z tym, podjęto się systemowej analizy 

literatury, którą przeprowadzono korzystając z dwóch głównych baz danych MEDLINE 

i Elsevier Scopus, wykluczając badania dotyczące przewlekłych chorób wątroby lub 

problemów wieloczynnikowych, takich jak historia alkoholowa, przeszczep wątroby lub ciąża. 

W pracy systematycznie przeszukano bazy danych, obejmując oryginalne publikacje z okresu 

od 1 stycznia 2011 do 1 lipca 2021 roku, koncentrujące się na pacjentach z ostrą 

niewydolnością wątroby (ALF) i badaniach ekspresji miRNA. Dane zostały niezależnie 

wyselekcjonowane przez autorów, według ustalonych a priori kryteriów kwalifikowalności. 

Spośród 205 zmienionych we krwi miRNA, 25 z nich wskazano jako powtarzające się, co 

czyniło je potencjalnymi kandydatami do stworzenia panelu diagnostycznego ostrej HE. 

Wytypowane miRNA zidentyfikowano w próbkach od pacjentów głównie po zatruciu 

paracetamolem. miR-122-5p był najczęściej raportowany, wykazując znacząco wyższe 

wartości w grupie pacjentów, i silnie korelował z wartościami enzymów wątrobowych, ALT 

i AST. Dla wyselekcjonowanych 25 miRNA, zidentyfikowano łącznie 94 istotnie zmienionych 

ścieżek KEGG, związanych z adhezją komórkową - Focal adhesion (hsa04510), połączeniami 

międzykomórkowymi - Adherens junctions (hs04520), interakcją receptora z macierzą 

zewnątrzkomórkową - ECM-receptor interaction (hsa04512), cząsteczkami adhezyjnymi 

komórek - Cell adhesion molecules (hsa04514) oraz połączeniami szczelinowymi: Gap 

junctions (hsa04540). Wymienione ścieżki wydają się istotne dla utrzymania strukturalnej 

i funkcjonalnej integralności BBB.  

W pracy przeanalizowano specyficzne tkankowo wzorce ekspresji miRNA, korzystając 

z Human miRNATissueAtlas [186]. Wyniki obejmowały miRNA specyficzne dla wątroby: 

miRNA-122-5p, miRNA-21-5p, miRNA-320c i miRNA-148a. Poziom ekspresji miRNA-
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125b-5p w mózgu był znacznie wyższy niż w wątrobie, co sugerowało jego mózgową 

specyficzność. Badanie wykazało, że w normalnych warunkach miRNA specyficzne dla 

wątroby, takie jak miRNA-122-5p, oraz miRNA specyficzne dla mózgu, takie jak miRNA-

125b-5p, są obecne na stosunkowo niskich poziomach w osoczu. Jednak ich znaczący wzrost 

we krwi pacjentów z HE typu A, sugeruje uszkodzenie tkanki i podkreśla ich potencjał 

diagnostyczny w określeniu uszkodzeń, odpowiednio dla wątroby, i mózgu. Dane literaturowe, 

sugerowały także, że rodzina miRNA-183, w skład której wchodzi miRNA-182, miRNA-183-

5p i miRNA-96, ulega wysokiej ekspresji w tkance nerwowej [187]. 

Ograniczeniem przeprowadzonej analizy literatury jest brak w pracach dostępnych danych 

klinicznych, równolegle wskazujących na obecność obrzęku mózgu u pacjentów. Brak tych 

informacji nie pozwolił jednoznacznie potwierdzić i korelować wyłonione zmienione miRNA 

z uszkodzeniami BBB w ostrej HE. 

Pomimo dostarczonych w niniejszej dysertacji, danych łączących miRNA-183-5p 

z uszkodzeniem BBB wykazanym w modelach in vivo i in vitro, przeprowadzona analiza 

in silico nie dostarczyła wystarczających przesłanek do uznania miRNA-183-5p za jeden 

z potencjalnych biomarkerów uszkodzenia BBB w ostrej HE. Należy wziąć pod uwagę, że 

wszystkie analizy informatyczne opierają się wyłącznie na dostępnych bazach danych, które 

wykorzystywane są w danej analizie. Dostępne bazy mogą nie posiadać pełnych wpisów 

i informacji dla wszystkich możliwych interakcji miRNA, szczególnie jeśli chodzi o nowo 

odkryte, lub mniej badane miRNA. Używane algorytmy predykcyjne mogą różnić się pod 

względem czułości i specyficzności. Różnice w modelach obliczeniowych i wadze 

przypisywanej różnym typom dowodów (np. miejsc wiązania, walidacja eksperymentalna) 

mogą prowadzić do zmienności w przewidywanych celach. Wzorce ekspresji i sieci 

regulacyjne miRNA mogą być zależne od kontekstu. Zatem, miRNA-183-5p może pełnić rolę 

w specyficznych, patologicznych warunkach, takich jak towarzyszące HE uszkodzenie BBB, 

które nie są odpowiednio identyfikowane w ogólnych zbiorach danych używanych do 

predykcji in silico. Predykcje te, często wymagają wnikliwej walidacji eksperymentalnej, aby 

potwierdzić ich biologiczne znaczenie. Nasze badania, dostarczają dowodów, wskazując na 

udział miRNA-183-5p w obniżeniu poziomu ekspresji integryny β1, korelując tę obserwację 

ze zmienioną integralnością BBB w szczurzym modelu ostrego uszkodzenia wątroby, jak 

i z obniżoną adhezją w hodowanych komórkach śródbłonka naczyń mózgowych.  

Warto podkreślić, że poznanie mechanizmów uszkodzeń BBB może mieć również znaczenie 

w kontekście mechanizmów związanych z regeneracją komórek śródbłonka [188,189]. 

Pomimo, że komórki endotelialne mogą się odnawiać, procesy, które prowadzą do ich 

uszkodzenia, są złożone i wymagają kompleksowego poznania, w szczególności określenia 

czynników wspomagających lub hamujących regenerację komórek śródbłonka [190-192]. 

Proces regeneracji, nie zawsze oznacza pełne przywrócenie funkcji, co może wpływać na stan 

i efektywność BBB, warto pamiętać, że przewlekłe narażenie na toksyny często prowadzi do 

kumulacji uszkodzeń, przekraczających zdolności regeneracji [193]. 
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WNIOSKI 

1. Na podstawie analizy sekwencjonowania miRNA osocza i kory czołowej mózgu 

szczurów z hiperamonemią prostą i z ostrym uszkodzeniem wątroby, oraz analizy 

in silico, zidentyfikowano miR-122-5p oraz miR-185-5p, których potencjalną rolę 

w dysfunkcji BBB zweryfikowano w badaniach in vivo i in vitro.  

2. W mózgach szczurów z ostrym uszkodzeniem wątroby udokumentowano zmiany na 

poziomie ultrastruktury komórek śródbłonka naczyń mózgowych, najbardziej istotnej 

komponenty strukturalnej BBB, wskazujące na obrzęk tych komórek, dodatkowo 

obrzęk mitochochondriów i uszkodzenia błony cytoplazmatycznej w obrębie 

powierzchni sąsiadujących ze sobą (tj. złączy ścisłych).  

3. Udokumentowano, zależną od amoniaku i związaną z miR-183-5p zmianę fenotypu 

komórek śródbłonka naczyń mózgowych szczura, charakterystyczną dla procesu 

starzenia komórkowego, co poza spadkiem poziomu ekspresji integryny β1, 

sugerującym zmienioną interakcję w obrębie komórki i macierzy 

zewnątrzkomórkowej, może być elementem nieprawidłowości w unaczynieniu mózgu.   

4. Zaprojektowano, wykonano i przetestowano autorskie urządzenie pomiarowe, 

umożliwiające ocenę rezystancji warstwy komórek, warunkującą właściwą funkcję 

komórkowych modeli BBB, co stanowi wartość interdyscyplinarną dysertacji.  

 

Ryc. 3. Graficzne przedstawienie wniosków.  
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