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Wykaz uzywanych skrotow:

Ado — adenozyna

ADP — adenozyno-5’-difosforan

AMP — adenozyno-5’-monofosforan

ApsA - diadenozyno 5',5"-P1,P4-tetrafosforan

ATP — adenozyno-5’-tr6jfosforan

B,y-meATP — By-metyleno-adenozyno-5’-trojfosforan
BzATP - 2'(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenozyno-5'-trojfosforan
cAMP — cykliczny adenozyno-5’-monofosforan

c.c. — cigzar ciata

cDNA — komplementarny DNA

COX — cyklooksygenaza

Cx — klirens substancji X

DAG — diacyloglicerol

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DPCPX - 8-cyklopentyl-1,3-dipropylksantyna

EDHF - endotelium-derived hyperpolaryzing factor
ELISA — test immunoenzymatyczny

E-NPP1 — pirofosfataza/fosfodiesteraza ektonukleotydowa
E-NTPD1 — difosfohydrolaza tri fosforanow nukleozydowych
FEX — frakcyjne wydalanie skfadnika X z moczem
GFR - filtracja kigbuszkowa

GIS — objetos¢ inulinowa kiebuszkow nerkowych
Hipo - hipoksantyna

IP3 — trojfosforan inozytolu

iv — podanie dozylne

ip — podanie dootrzewnowe

Ino — inozyna

MAP — $rednie ci$nienie t¢tnicze

mRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

NA — noradrenalina

NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADP — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego



NADPH - zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NGAL — lipokalina zwigzana z zelatynaza neutrofili

NO —tlenek azotu

NOx - NO, iNO;

NOS — syntaza tlenku azotu

NZ — nadmiar/niedobor zasad

PBS — roztwor wieloelektrolitowy zbuforowany fosforanami
RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrptaza
pCO; — cis$nienie parcjalne dwutlenku wegla

pO; — ci$nienie parcjalne tlenu

PGI2 - prostacyklina

PGE2 - prostaglandyna E2

PKA — kinaza biatkowa A

PKC — kinaza biatkowa C

PLC — fosfolipaza C

PPADS — 6-azofenylo-2',4'-disulfonowy fosforan pirydoksalu

RBF — przeptyw krwi przez nerki

RPF — przeptyw osocza przez nerki

ROS — reaktywne formy tlenu

STZ — streptozotocyna

Sx — stezenie sktadnika w surowicy

UA — kwas moczowy

UACR — wydalanie albuminy w przeliczeniu na 1 g kreatyniny w przygodnej zbiorce
moczu

Uy — stezenie sktadnika w moczu

UiV — wydalanie sktadnika X z moczem

V — diureza

VSMC — komorki migsniowki gladkiej naczyn

X — ksantyna

z ang. — z angielskiego
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1. Streszczenie
rozprawy doktorskiej pt.: ,,Rola uktadu purynergicznego w patogenezie zaburzen

hemodynamiki nerek w doswiadczalnie indukowanej cukrzycy”

Badania prowadzono w kierunku oceny zaangazowania ukladu purynergicznego,
zaleznego od ATP, w rozwdj zaburzen wewnatrznerkowej hemodynamiki 1 funkcji
nerek w doswiadczalnie wywolanej cukrzycy typu 1. Przeprowadzono cykl
doswiadczen na znieczulonych szczurach Wistar, samcach wazacych 200-280 g, z
kilkunastodniowa hiperglikemig - indukowang streptozotocyng (STZ; 60 mg/kg i.p.);
stezenie glukozy we krwi - w trzecim 1 dwunastym dniu po STZ miescilo si¢ w zakresie
350 - 500 mg/dl. Grupe kontrolng stanowity szczury z prawidlowa glikemig (<120
mg/dl), wiekiem odpowiadajace szczurom cukrzycowym.

1. Wykazano podwyzszong aktywno$¢ hydrolityczng wzgledem ATP, ADP 1 AMP
homogenatu kory nerek oraz izolowanych blon komorkowych nerek szczurow z
cukrzyca. Jednoczesnie dowiedziono, przy uzyciu sondy mikrodializacyjnej obnizone
stezenie ATP, a podwyzszone stezenie w ptynie srodmigzszowym nerek.

2. PPADS — nieselektywny inhibitor receptorow P2 — podany do krazenia ogdlnego
zahamowat korowy przeptyw krwi 1 tempo filtracji kiebuszkowej zar6wno u szczurow
z cukrzyca, jak i kontrolnych. Swiadczy to o podobnym zaangazowaniu receptorow,
wrazliwych na PPADS (prawdopodobnie P2X;, P2X4, P2X;, P2Y; vlub P2Y;) w
utrzymaniu  na  odpowiednim  poziomie  napigcia  mig$niOwki  naczyn
wewnatrznerkowych i tempa filtracji ktgbuszkowej w cukrzycy.

3. Nerki szczuro6w z cukrzycg byly niewrazliwe na podany do krazenia ogdlnego Py-
meATP (agonista o duzym powinowactwie do receptorow P2X;), ktoéry u szczuréw
kontrolnych stymuluje korowy przeptyw krwi i obniza filtracje klebuszkowg oraz dziata
diuretycznie. Z kolei inny analog ATP — BzATP (o duzym powinowactwie do
receptorow P2X5) podany do krazenia ogodlnego szczurom z cukrzyca, spowodowat
wyrazny wzrost korowego przeptywu krwi oraz obnizyt tempo filtracji kiebuszkowej, a
nie zmienial w istotny sposob parametréw hemodynamiki i1 funkcji nerek u szczurow
kontrolnych. Wyniki tych do$wiadczen wskazuja, ze w nerkach szczurow z cukrzyca
dochodzi do zmian w obregbie uktadu purynergicznego — zaleznego od ATP: maleje
udzial receptoréw P2X; w inicjowaniu zmian hemodynamiki wewnatrznerkowej, a
wzrasta udziat receptorow P2X5.

4. Nieselektywny, naturalny agonista receptorow P2 (P2X 1 P2Y) — ApsA — podany
do krazenia ogolnego szczurom z cukrzyca réwniez nie wywolal istotnych zmian
hemodynamiki 1 funkcji nerek. Jednakze ApsA podany w czasie dozylnej infuzji
DPCPX — antagonisty receptorow adenozyny A; — podwyzszyt przeptyw krwi 1 obnizyt
tempo filtracji ktebuszkowej w stopniu podobnym do zmian wywotanych infuzjg tylko
ApsA szczurom kontrolnym. Z doswiadczen tych wynika, ze endogenna adenozyna —
poprzez receptory A; modyfikuje dziatanie ApsA na hemodynamike i funkcje nerek.



Abstract
of the thesis: “The role of the purinergic system in the pathogenesis of impairment of
renal hemodynamic in experimental diabetes mellitus”

The aim of the study was to establish the potential role of purinergic system in
the pathophysiology of the diabetic nephropathy. The experiments were performed on
the male Wistar streptozotocin diabetic rats (body weight 200-280 g, blood glucose
concentration 350-500 mg/dl).

1. ATP, ADP and AMP hydrolysis (measured as Pi released from nucleotides
incubated with renal homogenate) were raised in renal cortex and isolated cortical cell
membranes in diabetic compared to control rats. Since renal cortical ATP interstitial
concentration measured in microdialysate was lower and adenosine was greater in
diabetic compared to control group.

2. PPADS (nonselective P2 receptor antagonist) injected iv decreased cortical
blood flow (CBF) and glomerular filtration rate (GFR) in diabetic and control group.
These findings evidence of similar contribution of PPADS-sensitive receptors (probably
P2X, P2X4, P2X5, P2Y; /lub P2Y3) in regulation of renal vascular smooth muscle cells
tone and glomerular filtration rate in diabetic and control group.

3. B,y-meATP (agonist with a high affinity to P2X; receptor) iv infusion did not
change CBF or GFR in diabetic group, but caused a marked increase in the CBF and
reduction of GFR in the control group. Furthermore, another ATP analogue — BZATP
(agonist with a high affinity to P2X; receptors), administrated iv increased CBF and
decreased GFR only in the diabetic group, but did not change renal hemodynamic
parameters in the control group. These data establish that ATP-mediated purinergic
system in diabetic kidney is altered: contribution of P2X; receptors in regulation of
intrarenal hemodynamic is enhanced, since P2X role is diminished.

4. Infusion of ApsA (nonselective, natural P2X and P2Y receptor agonist) also
did not change significantly any measured parameters in diabetic kidney. Furthermore,
pretreatment with DPCPX (A; receptor antagonist) changed the effects of ApsA in the
diabetic rats. ApsA in DPCPX-pretreated diabetic group increased CBF and decreased
GFR to the same degree as ApsA without DPCPX in control rats. In conclusion,
endogenous adenosine via A; receptors modulate hemodynamic effects of ApsA.



2. Wstep

Nerki odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu homeostazy Srodowiska
wewngetrznego organizmu. Przez obie nerki czlowieka przeptywa okoto 1200 ml krwi w
ciggu minuty, tj. 20-25 % frakcji wyrzutowej serca. Okoto 90% krwi wplywajacej
tetnica do nerki przeptywa przez korg, a pozostate 10 % przez rdzen nerki [31].
Przeptyw krwi w poszczegdlnych czesciach nerek jest zrdznicowany i1 wynosi: w
zewngetrznej czeSci kory okoto 700 ml/min/100g tkanki, w czesci sgsiadujacej z
rdzeniem nerki — okoto 300 ml/min/100 g, a w brodawce nerkowej okoto 50

ml/min/100 g tkanki [31].

Zarbwno odpowiednia dystrybucja przeplywu krwi jak 1 dynamika
mikrokrazenia wewnatrznerkowego determinujg prawidlowa funkcje nerek, tj. filtracje
klebuszkowsg, kanalikowy transport jonow 1 wody oraz wydalanie koncowych
produktow przemian [31]. Jak wynika z licznych doniesief, zaburzenie przepltywu krwi
przez nerki jest czgstym powiklaniem w cukrzycy 1 jedng z gtdwnych przyczyn rozwoju

choroby cukrzycowej nerek [6, 21].

2.1. Laboratoryjne wskazniki zaburzen funkcji nerek w cukrzycy

Przewlekta choroba nerek jest jednym z glownych powiktan cukrzycy (stad
nazwa cukrzycowa choroba nerek) i najczestsza przyczyng schylkowej niewydolnosci
nerek [26, 36]. Wedtug wytycznych Narodowej Fundacji Nerkowej (National Kidney
Disease, USA) oraz KDOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) przewlekta
chorobe nerek definiuje si¢ jako uszkodzenie nerek, utrzymujace si¢ powyzej trzech
miesiecy, z objawami zmian strukturalnych nerek, z prawidlowa lub obnizong filtracja
klebuszkowa (GFR < 60 ml/min/1,73 m?) i obecno$cia w wydalanym moczu markerow

uszkodzenia nerek [12].

Wydalanie albuminy z moczem uznawane jest za bardzo dobry wskaznik
uszkodzenia kilebuszkéw nerkowych migdzy innymi w przebiegu cukrzycy [1].
Wzmozona albuminuria jest konsekwencja przesaczania albuminy przez nadmiernie

przepuszczalng bloneg filtracyjng kiebuszkéw nerkowych [8]. Retrospektywne badania



wykazaty, ze u 80% chorych z cukrzyca typu 1, u ktérych wystepowala
mikroalbuminuria, w ciggu 10 — 15 lat nastgpit rozwdj jawnej cukrzycowej choroby
nerek [9]. W cukrzycy oprocz zmian w kigbuszkach obserwujemy réwniez zaburzenia

funkcji kanalikow nerkowych.

Z kolei, markerem uszkodzenia kanalikow nerkowych w cukrzycy jest biatko —
lipokalina zwigzana z zelatynazg neutrofili (NGAL) [1]. Zaobserwowano bowiem,
zalezno$¢ pomiedzy iloscia NGAL wydalanego z moczem a progresja przewleklej
choroby nerek [33]. Ponadto, wykazano, ze u pacjentow z cukrzyca moze dochodzi¢ do
zwigkszenia st¢zenia NGAL we krwi 1 w moczu oraz do zwiekszenia frakcyjnego
wydalania NGAL, pomimo, ze wydalanie albuminy u tych pacjentow bylo w granicach
normoalbuminurii [2]. Rowniez w warunkach doswiadczalnych — u szczurow z
cukrzyca indukowang sterptozotocyng — obserwowano zwickszone wydalania NGAL
zanim pojawila si¢ zwigkszona ilo$¢ albuminy w moczu [1]. Zwigkszone wydalania
NGAL z moczem jest glownie wynikiem zaburzonej reabsorpcji tego biatka w cewce
proksymalnej [27], co sugeruje, ze ten odcinek nefronu jest rOwniez narazony na

dysfunkcyjne dziatanie hiperglikemii.

2.2. Zaburzenia hemodynamiki nerek w cukrzycy

Oporno$¢ naczyn mikrokrazenia 1 zwigzana z tym hemodynamika w nerkach jest
regulowana przez szereg czynnikow endokrynnych i1 parakrynnych, ktore zmieniajg
napiecie migsniowki gladkiej naczyn. Komorki epitelialne struktur kanalikowych,
komorki $rodblonka naczyn 1 komoérki miesnidowki gladkiej (VSMC, z ang. vascular
smooth muscle cells) uwalniaja szeroka game substancji sygnatowych, ktore wywieraja
wplyw na aktywnos$¢ struktur kurczliwych §cian naczyn wewnatrznerkowych i
klebuszka [32]. Napigcie $cian nerkowych naczyn krwiono$nych jest stanem
dynamicznej roéwnowagi pomiedzy oddziatywaniem substancji o dzialaniu
rozkurczajagcym naczynia a dziataniem obkurczajagcym naczynia. Czynniki takie jak
ATP, adenozyna, endotelina, bradykinina z jednej strony mediujg wazorelaksacje
poprzez stymulacj¢ wytwarzania tlenku azotu (NO) przez komorki srédbtonka, z drugiej
strony inicjuja obkurczenie poprzez receptory zlokalizowane bezposrednio na

migsniowcee gladkiej naczyn [31]. NO uwalniany z komorek srodblonka dyfunduje do



VSMC 1 uaktywnia cytozolowag cyklaze guanylowa, ktéra katalizuje wytwarzanie
cyklicznego AMP (cAMP), co w konsekwencji inicjuje relaksacje VSMC. Donerkowa
infuzja endoteliny w niskich dawkach powoduje przejsciowa wazodylatacje
unaczynienia nerek, przechodzaca w utrwalony skurcz bez istotnych zmian GFR.
Natomiast wysokie dawki endoteliny mediujg skurcz 1 powodujg zmniejszenie
przeptywu krwi przez nerki (RBF) 1 GFR [31]. Infuzja angiotensyny — hormonu
odpowiedzialnego za regulacje cisnienia krwi — w duzych dawkach powoduje znaczny
spadek RBF 1 nieco mniejszy spadek GFR. W mniejszych dawkach prowadzi do
obnizenia RBF, nie zmieniajac przy tym GFR. Natomiast prostaglandyna E2 (PGE2) i
prostacyklina (PGI2) — metabolity cyklooksygenazy (COX) w nerkach — podane do
tetnicy nerkowej inicjuja wazodylatacje, ktora ma swoje odzwierciedlenie w

zwigkszeniu RBF 1 GFR [22, 31].

Waznym  czynnikiem  posiadajgcym  wlasciwosci  naczynioruchowe
1 regulujgcym funkcje nerek jest adenozyna. Wykazano, ze receptory purynowe Pl
podtypu: A;, A, 1 As wystepuja na strukturach odpowiedzialnych za utrzymanie
napiecia $cian naczyn tetniczek 1 klgbuszka na odpowiednim poziomie. Wielokrotnie
udokumentowano, ze adenozyna indukuje skurcz izolowanych ktgbuszkéw nerkowych 1
mezangiocytoOw poprzez aktywacje receptoroOw A;, oraz rozkurcza naczynia krwiono$ne
nerek poprzez aktywacj¢ receptorow As, 1 Az, [18, 19, 31]. Natomiast podanie
adenozyny do krazenia nerkowego inicjuje dwufazowe zmiany hemodynamiki. W
pierwszym etapie dochodzi do przejsciowego obkurczenia naczyn nerkowych i tym
samym zmniejszenia RBF przy udziale receptorow A;. W drugim etapie nastepuje
trwala naczyniorelaksacja 1 zwigkszenie RBF w wyniku aktywacji receptoréw A, [34].
Dwukierunkowe dziatanie naczynioruchowe wzgledem mikrokrazenia nerkowego
wykazuje rowniez ATP. Zaobserwowano bowiem, ze ATP w zalezno$ci od typu i1
lokalizacji pobudzanego receptora (P2X;.; lub P2Y.;2) moze inicjowaé obkurczenie lub
relaksacje naczyn wewnatrznerkowych. Receptory P2X sg kanatami jonowymi, ktore po
polaczeniu sic z ATP umozliwiaja naplyw jonéow Ca®" do cytoplazmy komorek.
Receptory P2Y sg zwigzane z bialkami G 1 poprzez stymulacje aktywnos$ci fosfolipazy
C powoduja wzrost syntezy inozytolo(1,4,5)-trifosforanu, ktory uwalnia Ca®’
z magazyndw wewnatrzkomorkowych. Powodowany przez receptory P2X 1 P2Y wzrost
stezenia cytozolowego Ca’” stymuluje produkcje i uwalnianie przez komorki

srodblonka czynnikéw naczyniorelaksujacych takich jak: NO, PGI2, EETs [28].



Natomiast aktywacja receptorow P2 zlokalizowanych na VSMC inicjuje obkurczenie
scian naczyn krwionosnych [16, 17, 31]. Podtyp receptorow purynowych — P2X;
wykazuje podwodjng odpowiedz na zewnatrzkomorkowy ATP. Jedng z odpowiedzi jest,
tak jak w przypadku pozostatych receptorow P2X, szybkie otwarcie kanatéw jonowych.
Natomiast dlugotrwata stymulacja receptoréw P2X; powoduje powstawanie duzych
cytoplazmatycznych por przepuszczalnych dla czasteczek od 600 do 900 Da. Ponadto
pozakomérkowy ATP, laczac sie z receptorem P2X;, moze spowodowaé $mierc

komorek na drodze apoptozy lub nekrozy [46, 52].

Patomechanizm rozwoju cukrzycowej choroby nerek jest zlozony i pomimo
wieloletnich, intensywnych badan, nadal nie jest w pelni poznany. Zaburzenia
hemodynamiki wewnatrznerkowej sa sciSle powigzane z zaburzeniami metabolicznymi
[11]. W warunkach hiperglikemii nasileniu ulegaja procesy, w produkowane sg
reaktywne formy tlenu (ROS). Dochodzi bowiem do intensyfikacji przemiany glukozy
do ATP w procesie glikolizy, w ktorym powstaje NADH. Ponadto glukoza ulega
intensywnym przemianom do sorbitolu. W reakcji tej zuzywany jest NAPPH — substrat
bioragcy udzial w odtwarzaniu glutationu. Dodatkowo produkt posredni szlaku
sorbitolowego — 3-deoksyglukozon — jest czasteczka wysoce reaktywna i uczestniczy w
powstawaniu koncowych produktoéw zaawansowanej glikacji (AGE, ang. advanced
glycation end-products). Ponadto w cukrzycy dochodzi do zwigkszenia stezenia
diacyloglicerolu (DAG) w kiebuszkach nerkowych, co aktywuje kinaze biatkowg C
(PKC), inicjujaca m.in. skurcz miesniowki gladkiej naczyn, mezangium oraz
podocytow [44]. Nastgpstwem zmian w sygnalowaniu wewngtrzkomérkowym
zwigzanym z PKC sg migdzy innymi: zaburzenia w produkcji prostaglandyn, biorgcych
udzial w regulacji napigcia migsniowki gladkiej naczyn nerkowych oraz zmiany w
aktywnosci ATP-azy sodowo-potasowej, uczestniczacej w procesie reabsorpcji sodu 1
wody w kanalikach [44]. Utrzymujace si¢ wysokie stezenie glukozy prowadzi do
nieenzymatycznej glikacji bialek 1 tworzenia AGE. Zmodyfikowane w tym procesie
biatka m.in. kolagen, ulegaja wolniejszej degradacji 1 tworza wigzania krzyzowe.
Skutkuje to zmianami strukturalnymi naczyn kapilarnych, zwigkszeniem objetosci
mezangium 1 przerostu klebuszka, co zaburza hemodynamike mikrokgazenia nerkowego
1 zmienia przepuszczalno$¢ naczyn, prowadzac do rozwoju poznych powiktan w

cukrzycy [44].
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Na szybko$§¢ rozwoju 1 nasilenie nefropatii cukrzycowej wplywa
prawdopodobnie wielkos$¢ hiperglikemii. Wykazano bowiem, ze u szczurow z cukrzycg
wywolang sterptozotocyng (STZ), u ktorych rozwinela sie ostra hiperglikemia, filtracja
klebuszkowa ulegla obnizeniu juz w pierwszych tygodniach po podaniu STZ [21].
Obnizenie filtracji klebuszkowej w ostrej hiperglikemii bylo wynikiem wzrostu
opornosci zaréwno tetniczek doprowadzajacych, jak 1 odprowadzajacych 1 spadku
przeptywu krwi przez sie¢ naczyn kapilarnych klebuszka nerkowego. Z kolei u
szczuréw z umiarkowang hiperglikemia, obserwowano hiperfiltracje. Wykazano, ze u
tych zwierzat dochodzito do zmniejszenia opornosci tetniczek doprowadzajacych, bez
istotnych zmian w opornosci te¢tniczek odprowadzajacych, co skutkowato wzrostem
przeptywu krwi przez nerki 1 gradientu ci$nienia hydrostatycznego, a w konsekwencji

podwyzszeniem GFR [21, 35].

Postulowany jest poglad, Ze zaburzenia w sygnalowaniu parakrynnym 1
endokrynnym moga by¢ przyczyna zaburzen hemodynamiki wewnatrznerkowej. Wsrod
czynnikow wplywajacych na zmiany wewnatrznerkowego krazenia w cukrzycy
wymienia si¢ takie obkurczajace czynniki jak: angiotensyna i endotelina. Wykazano
bowiem, ze u zwierzat z cukrzycg dochodzi do wzrostu stezenia angiotensyny Il we
krwi 1 w nerkach w porownaniu do zwierzat zdrowych [44, 54]. Natomiast doniesienia
na temat zaangazowania endoteliny-1 (ET-1) — naczynioaktywnego czynnika
produkowanego przez komorki S$rodblonka — wskazuja na zwigzek pomigdzy
zwigkszong ekspresja ET-1 w kiebuszkach 1 komorkach epitelialnych kanalikow
nerkowych a progresja cukrzycowej choroby nerek. Ponadto udokumentowano
zalezno$¢ pomiedzy wzrostem stezenia ET-1 w nerkach 1 ekspansja komorek

mezangialnch 1 akumulacjg kolagenu w klebuszkach myszy z cukrzyca [23, 30].

Z licznych doniesien wynika, ze w warunkach przewleklej hiperglikemii
dochodzi do zaburzen w sygnatowaniu zwigzanym z relaksujagcym mie$niowke gtadka
naczyn NO. W badaniach in vivo obserwuje si¢ rOwniez mniejszy stopien NO-zaleznej
wazodylatacji nerek zar6wno u pacjentow chorych na cukrzyce typu 1, jak 1 na modelu
zwierzecym cukrzycy [7, 44]. Jednakze doniesienia na temat wydalania NO; 1 NO;™ —
stabilnych metabolitow NO — w cukrzycy sa sprzeczne. Cze$¢ doniesien wskazuje
bowiem na zwigkszone, a cz¢$¢ na zmniejszone wydalanie NO, i NO3;  (NOy) z

moczem szczurOdw z cukrzycg w poroOwnaniu do grupy zwierzat kontrolnych [44, 50].
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2.3. Zaburzenia ukladu purynergicznego w cukrzycy

Z wczesniej przeprowadzonych badan wynika, ze pozakomorkowe nukleotydy i
nukleozydy sa waznymi czynnikami regulujagcymi motoryke naczyn kapilarnych
klebuszka nerkowego, filtracje kiebuszkowa 1 czynno$¢ wydalniczg nerek.
Doswiadczenia in vivo przeprowadzone A. C. Pflueger 1 wsp. wykazaty zwigkszong
wrazliwo$¢ nerek szczuréw z cukrzyca na obkurczajace dziatanie adenozyny podanej do
tetnicy nerkowej. Zaobserwowany spadek przeptywu krwi przez nerki po podaniu
adenozyny wigzano z aktywacja receptorow A; [40]. Doniesienia te potwierdzaja
badania przeprowadzone przez M. Szczepanska-Konkel 1 wsp., w ktérych NAD —
prekursor adenozyny — podany do krazenia ogdlnego szczurom z cukrzyca, w dawce,
ktora u szczurow kontrolnych nie wywotala efektu, spowodowata spadek GFR 1 RPF.
Natomiast w doswiadczeniach in vitro na izolowanych kiebuszkach nerkowych
wykazano zwigkszong — u szczuréw z ciezka hiperglikemig 1 zmniejszong — u szczurow
z umiarkowang hiperglikemig — kurczliwos¢ kigbuszkow w odpowiedzi na adenozyne
[47]. Dodatkowych danych sugerujacych, ze w cukrzycy moze dochodzi¢ do zaburzenia
metabolizmu 1 sygnalowania w uktadzie purynergicznym dostarczaja badania st¢zenia
adenozyny we krwi pacjentow chorych na cukrzyce. Wykazano bowiem, ze dochodzi
do wzrostu stezenia adenozyny w osoczu pacjentow z cukrzycowg chorobg nerek w
poréwnaniu do pacjentow chorych na cukrzyce, ale z prawidlowag funkcja nerek [53].
Fakt, ze zastosowanie agonistow receptorow adenozynowych zmniejszato glukozurig i
biatkomocz u szczurow z cukrzyca [37], oraz ze brak receptoréw A; nasilat
hiperfiltracje 1 uszkodzenie kiebuszkow w cukrzycy [10] moze wskazywa¢ na

nefroprotekcyjne dzialanie adenozyny.

Stezenie ATP, adenozyny 1 innych nukleotydéw w plynie pozakomorkowym jest
wypadkowa uwalniania tych zwigzkéw z komorek i aktywno$ci enzymow: ekto-
hydrolaz katalizujacych rozpad enzymow oraz ekto-kinaz przeprowadzajacych reakcje
powstawania nukleotydéw adeninowych w plynie pozakomoérkowym. Prace badawcze
dowodza, Ze zmiany aktywno$ci ekto-enzymow 1 powigzane z tym zaburzenia
metabolizmu pozakomoérkowych nukleotyddéw mogag by¢ czynnikami wptywajacymi na
rozw0j nefropatii. Stwierdzono bowiem, ze aktywno$¢ hydrolityczna nukleotydaz
wzgledem ATP, ADP, AMP we krwi szczurow z cukrzycg jest podwyzszona [42].
Ponadto wykazano, ze polimorfizm w genie kodujacym E-NPP1 — jednej z ekto-
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hydrolaz, prowadzi do rozwoju nefropatii cukrzycowej w krotszym okresie czasu [5].
Co wigce] zablokowanie ekspresji genu dla ekto-hydrolazy E-NTPD1 u zwierzat z
cukrzyca, potegowato wystgpienie nefropatii cukrzycowej, objawiajacej si¢ albuminurig

1 szkliwieniem kitebuszkow nerkowych [14].

Kolejne badania dostarczajg przestanek, ze do zmian w sygnatowaniu
purynergicznym moze zachodzi¢ réwniez w zakresie aktywnos$ci 1 biodostepnosci
receptorow P2. Bowiem w badaniach in vivo przeprowadzonych u pacjentow z
cukrzycg typu 2 wykazano, ze naczyniorozkurczajacy efekt infuzji ATP, UTP 1 ADO do
tetnicy udowej pacjentow z cukrzyca byt o 50% nizszy niz w grupie zdrowych
pacjentow [49]. Ponadto w doswiadczeniach in vitro udokumentowano zwigkszong
ekspresje receptorow P2X; w podocytach, klebuszkach oraz endotelium tetniczek

nerkowych szczurdow z cukrzycg [52].

Mimo, iz prace badawcze dotyczace zaburzen hemodynamiki w cukrzycowe;j
chorobie nerek trwajg od lat, nie jest w petni poznana patogeneza nerkowych powiktan
cukrzycy. Bioragc pod uwage duzg role uktadu purynergicznego w hemodynamice nerek
oraz wstepne doniesienia o zmianach st¢zenia nukleotydow, aktywnosci enzymow
bioragcych udzial w metabolizmie ATP oraz ekspres;ji receptoréw P2 w cukrzycy wydaje
si¢ prawdopodobne, ze uklad purynergiczny, przynajmniej w czgs$ci, moze byc
zaangazowany w patomechanizm zmian w nerkach cukrzycowych. Dlatego w obecnej
pracy podjeto probe oceny udzialu pozakomorkowych nukleotydéw 1 ich receptorow

w regulacji nerkowej hemodynamiki w cukrzycy.
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3. Cel pracy

Glownym celem niniejszej pracy jest ocena aktywnosci uktadu purynergicznego —

zaleznego od ATP w nerkach szczuro6w z doswiadczalng cukrzycg typu 1.
Cele etapowe:

1. Ocena aktywnosci hydrolitycznej nerek wzgledem nukleotydow adeninowych
oraz pomiar stezenia ATP 1 adenozyny w ptynie srdédmigzszowym nerek.

2. Ocena roli uktadu purynergicznego — zaleznego od ATP — w regulacji
wewnatrznerkowej dynamiki przeptywu krwi, filtracji kiebuszkowej i produkcji
moczu w cukrzycy.

3. Ocena kurczliwosci ktebuszkéw nerkowych pod wplywem agonistow

receptoréw purynowych.
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4. Materialy i metody

4.1. Zwierzeta doSwiadczalne

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach samcach Wistar wazacych od 200
do 250 g Zwierzeta pochodzity z Trojmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni
Doswiadczalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Zwierzeta przed kwalifikacja
do doswiadczen przechodzilty okres adaptacyjny (okolo 7 dni). Bytowaly w
pomieszczeniu o stalej temperaturze 21 + 1°C 1 cyklu $wietlnym dzien/noc (12
godzin/12 godzin). Przez caly okres zarowno adaptacyjny, jak i do§wiadczalny szczury
mialy swobodny dostep do paszy bytowej (Labofeed B, Wytwornia Pasz i
Koncentratow, Kcynia) 1 wody wodociggowej. Wszystkie procedury badawcze
przeprowadzano za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na

Zwierzetach Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Doswiadczenia przeprowadzono na dwdéch grupach szczurow:

1. grupa badana — szczury z cukrzycag wywotang podaniem streptozotocyny (STZ),
2. grupa kontrolna — szczury zdrowe, wiekiem odpowiadajace szczurom

z cukrzyca.

4.2. Indukcja cukrzycy

Cukrzyce wywolywano podajac STZ dootrzewnowo w dawce 65 mg/kg c.c.
(roztwor STZ w buforze cytrynianowym: 0,1 M cytrynian sodu, 0,1 M kwas
cytrynowy, pH 4,2). Trzeciego 1 dwunastego dnia po podaniu STZ pobrano krew z
ogona 1 oznaczono stezenie glukozy (glukometr Accu Check Go, Roche Diagnostics
Polska). Do grupy szczurdéw z hiperglikemig wiaczano te zwierzeta, u ktorych stezenie
glukozy bylo wyzsze niz 300 mg/dl. Doswiadczenia przeprowadzano 12 — 14 dnia po
podaniu STZ. Grupg kontrolng stanowity zwierz¢ta zdrowe, ktorym podano

dootrzewnowo bufor cytrynianowy.
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4.3. Doswiadczenia w klatkach metabolicznych

Dwunastego dnia po podaniu STZ (grupa badana) lub buforu cytrynianowego
(grupa kontrolna) przeprowadzono doswiadczenia w klatkach metabolicznych. W tym
celu szczury umieszczono w indywidualnych klatkach metabolicznych (Tecniplast,
Wiochy) na 48 godzin, zapewniajac swobodny dostep do wody i1 paszy. Po 24
godzinach adaptacji, rozpoczynano dobowg zbidrke moczu. Mierzono ilo$¢ pobranej
wody 1 paszy. Ilosciowo zebrany mocz odwirowano (5000g, 10 min). W supernatancie
oznaczono stezenie Na' i K (metoda fotometrii ptomieniowej, Effox 5054, Eppendorf),

albuminy 1 lipokaliny neutrofilowej zwigzanej z zelatynazg (NGAL).

Oznaczanie st¢zenia albuminy w moczu

Stezenie  albuminy  oznaczono za  pomoca  posredniego  testu
immunoenzymatycznego (AssayPro, USA). Metoda polega na reakcji albuminy z
natywnymi przeciwcialami skierowanymi przeciwko szczurzej albuminie. W drugim
etapie kompleks przeciwcialo — albumina reaguje z przeciwcialami znakowanymi
enzymem — peroksydazg. Aktywno$¢ enzymu jest wprost proporcjonalna do stezenia

albuminy.

Statystyczne cechy metody: precyzja metody okreslana wspdtczynnikiem
zmienno$ci wynosi <5 % w serii jednoczesnej, 7,2 % w serii niejednoczesnej;
doktadnos¢ metody okreslona jako odzysk dla stezen w zakresie 3 — 30 ng/ml wynosi
96%; minimalne stezenie wykrywane testem to 0,7 ng/ml; specyficzno$s¢ metody:

w reakcji krzyzowej z przeciwciatami mysimi 5 %, wolowymi 0,2 %.

Oznaczenie stezenia lipokaliny neutrofilowej zwiazanej z zelatynaza (NGAL) w
moczu

Stezenie NGAL 0ZNnaczono za pomoca posredniego testu
immunoenzymatycznego (BioPorto Diagnostics, Dania). Metoda oparta jest na reakcji
NGAL z natywnymi przeciwcialami skierowanymi przeciwko szczurzej NGAL. W
pierwszym etapie inkubacji probek moczu z przeciwciatami powstaje kompleks NGAL

— przeciwciato. W drugim etapie zachodzi reakcja kompleksu z przeciwciatami
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znakowanymi enzymem-peroksydazg. Aktywno$¢ enzymu jest wprost proporcjonalna

do stezenia NGAL w moczu.

Statystyczne cechy metody: precyzja metody okreslana wspdtczynnikiem zmiennos$ci
wynosi <3% w serii jednoczesnej, 10% w serii niejednoczesnej; minimalne st¢zenie

wykrywane testem 0,5 pg/ml; odzysk — 105,8 % dla zakresu stezen 55 — 346 ng/ml.

4.4. Mikrodializa kory nerek in vivo

Mikrodialize kory nerek przeprowadzono w celu okreslenia stezenia ATP
1 adenozyny (Ado) w plynie $srodmigzszowym. Proces mikrodializy narzadowej oparty

jest na zrownowazonym przeplywie netto.

Schemat postepowania:

Szczura, znieczulonego tiopentalem (65 mg/kg c.c., ip.), umieszczono na
termostatowanym stoliku o temp. 36°C, a nastgpnie, poprzez nacigcie skory w okolicy
grzbietowej, odstaniano nerke. Do kory nerki, przy pomocy mandrynu, wprowadzano
liniowg sond¢ dializacyjng — dlugo$¢ blony mikrodializacyjnej wynosita 5 mm
(Bioanalytical Systems, West Lafayette, USA). Do sondy podawano ze stalg predkoscia
(2 ulV/min) ptyn perfuzyjny — wieloelektrolitowy ptyn izotoniczny (137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 4,3 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,PO,), ktory zawieral r6zne stezenia Ado: 0;
50; 100; 150; 200; 300 1 400 nM. W zebranych probkach dializacyjnch (po ~ 80 pl)
oznaczano st¢zenie adenozyny metodg luminometryczng. Przykladowe zmiany stezenia
Ado w zebranym ptynie dializacyjnym (A Ado) w zaleznos$ci od stezenia Ado w ptynie
perfuzyjnym (Ado pps) przedstawia Rycina 1.

Celem oceny stezenia ATP w plynie srédmigzszowym kory nerki do sondy podawano
plyn perfuzyjny zawierajacy ATP o stezeniu 0; 5; 10; 15 nM 1 w zebranych probkach

oznaczano stezenie ATP metodg luminometryczng.
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Oznaczanie ATP i adenozyny w plynie dializacyjnym metodg luminescencyjna

Schemat reakcji oznaczania ATP:

lucyferaza kwan\t /,
ATP + lucyferyna + O, —> AMP + PPi + CO; + oksylucyferyna —> swiath
~ SW
77

Lucyferyna w obecnosci ATP, tlenu i1 lucyferazy ulega utlenieniu do oksylucyferyny,
ktora nastepnie emituje kwant Swiatla. Ilos¢ emitowanego $wiatla jest proporcjonalna
do ilosci powstatej oksylucyferyny 1 stezenia ATP.

Statystyczne cechy metody: zakres oznaczalnosci od 10° do 10" M ATP,

wspotczynnik zmiennos$ci w serii jednoczesnej <5%, w serii niejednoczesnej

Schemat reakcji oznaczania adenozyny (metoda chemiluminescencyjna):

E* E* E* E*
Ado - Ino - Hipo » X > H,0, + UA
+
luminol

E* -deaminaza adenozyny
E,* - fosforylaza nukleozyddéw purynowych peroksydaza
E;* - oksydaza ksantynowa

\
kwant/,

IR
I de

Adenozyna (Ado) w obecno$ci deaminazy adenozyny jest przeksztatlcana do inozyny
(Ino), nastepnie w obecnosci fosforylazy nukleozydéw purunowych do hipoksantyny
(Hipo). Z kolei hipoksantyna w obecnos$ci oksydazy ksantynowej ulega przeksztatceniu
do ksantyny (X) 1 do kwasu moczowego (UA) 1 H;0,. Uwolniony H,0;
— w ilosci ekwimolarnej do adenozyny — w obecnosci peroksydazy utlenia luminol,
ktory emituje kwant Swiatta.

Do rejestracji swiatta emitowanego w reakcji lucyferazy, jak 1 peroksydazy uzyto
aparatu TD 20/20, Turner Systems.

Statystyczne cechy metody: zakres oznaczalnosci od 40-500 nmol/l adenozyny,

wspolczynnik zmienno$ci w serii jednoczesnej <20%.
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Rycina 1. Zmiany stezenia adenozyny (Ado) w plynie dializacyjnym w zaleznoSci
od stezenia Ado w plynie perfuzyjnym.

Objasnienia: Stezenie adenozyny po obu stronach blony dializacyjnej osiggneto stan
rownowagi (A Ado = 0) przy stezeniu Ado 92 nM.

4.5. Oznaczanie aktywnosci hydrolitycznej nerek wzgledem zwiazkéw purynowych

Aktywno$¢ hydrolityczng kory nerek oznaczano w warunkach opisanych przez
Vieira V.P. 1 wsp. [51]. Metoda opiera si¢ na pomiarze ilosci fosforanu uwolnionego z
nukleotydow adeninowych: ATP, ADP lub AMP podczas inkubacji z materiatem

badanym tj. homogenatem kory nerek lub izolowanymi blonami komorkowymi nerek.
Przygotowanie homogenatu kory nerek

Po znieczuleniu 1 dekapitacji szczura nerki wyjeto, przeplukano lodowatozimnym
roztworem NaCl (150 mM), oddzielono cze¢$¢ korowa od rdzenia. Kore nerki
homogenizowano przez 3 minuty 24 000 obr/min (Ultra—Turrax T25, Ika, Labortechnik
Staufen, Niemcy) w buforze (Tris-HCl 50 mM; pH 7.,4). Uzyskany homogenat poddano
wirowaniu przy 1 000 g w temperaturze 4°C, przez 10 minut. Do pomiaru aktywnosci

hydrolitycznej postuzyt supernatant.
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Izolacja blon komorkowych

Btony komérkowe izolowano metoda wirowania homogenatu kory nerek w gradiencie
Percollu (12000g, 20 min, 4°C) [51]. W tym celu homogenat kory nerek wirowano
(12000g, 20 min, 4°C), a uzyskany osad blon komoérkowych zawieszano w buforze
(sacharoza 320 mM, HEPES 5mM, EDTA 0,1 mM, NaOH q.s., pH7,5) zawierajagcym
8,5% Percollu. Zawiesing bton komorkowych wirowano w gradiencie Percollu (16%
1 10%) przez 20 min (15000 g, 4°C). Nastepnie, frakcje blon komérkowych pobrang z
warstwy znajdujacej si¢ na granicy faz Percollu, ptukano dwukrotnie buforem 1
rozcienczano do stezenia koncowego biatka ~ 1 mg/ml. Stezenie biatka oznaczano

metoda Bradforda [3].
Procedura oznaczania aktywnosci hydrolitycznej

Aktywno$¢ hydrolityczng oznaczano inkubujagc homogenat kory nerek lub frakcje bton
komorkowych w odpowiednim buforze reakcyjnym w fazni wodnej w temperaturze
37°C z roztworem poszczegolnych nukleotydow o stezeniu dla ATP — 1mM, ADP —
ImM, AMP — 2 mM. Po 10 minutach inkubacji, reakcje hydrolizy nukleotydow
zatrzymano przez dodanie 30% kwasu trichlorooctowego. Po odwirowaniu probek
(10 000 g, 10 min), w supernatancie oznaczano stezenie fosforanow zmodyfikowang

metodg Gomoriego [45]. Dodatkowo oznaczano stezenie biatka metoda Lowry [29].

Bufor reakcyjny dla ATP i ADP:

sacharoza 225 mM, Tris-HCI1 50 mM, glukoza 10 mM, CaCl, 0,15 mM, EDTA 0,1 mM,
pH 8,0;

Bufor reakcyjny dla AMP:

Tris-HCI 100 mM, MgSO, 1 mM, pH 7,5.
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4.6. Doswiadczenia klirensowe

Doswiadczenia klirensowe przeprowadzono na szczurach znieczulonych
tiopentalem (65 mg/kg c.c. ip). Znieczulonego szczura umieszczano nha
termostatowanym blacie operacyjnym o temperaturze 36°C (JW Electronic).
Wykonywano tracheotomi¢ wprowadzajac do tchawicy dren polietylenowy PE 240
(Becton Dickinson, USA). Do prawej zyty udowej wprowadzono dren PE 50 (Becton
Dickinson, USA), poprzez ktory podawano 150 mM roztwor NaCl z dodatkiem
albuminy (5%) z predkoscig 45 pl/min (pompa infuzyjna World Precision Instruments,
USA) przez okoto pdt godziny. W tym czasie przeprowadzono kolejne zabiegi: do
prawej tetnicy udowej wprowadzono drugi dren PE 50 (Becton Dickinson, USA)
wypetiony 150 mM NaCl z heparyng (5 U/ml) polaczony z aparatem do pomiaru
sredniego ci$nienia tetniczego (MAP) (Stoelting, USA). Nastepnie poprzez nacigcie
powlok brzusznych odsltaniano pecherz moczowy, nacinano go na szczycie i
umieszczano w nim dren PE 60 w taki sposob, aby mocz swobodnie sptywal do
probowki typu Eppendorf. Celem pomiaru nerkowego przeplywu krwi metoda laser-
Doppler odstonieto lewa nerke poprzez nacigcie grzbietowe oraz odseparowano od
otaczajacych tkanek. Nerke ustabilizowano na uchwycie i zapewniono odpowiednig
wilgotnos¢. W celu pomiaru rdzeniowego przeptywu, sonde iglowa (407-1, PerifFux
System 5000, Perimed, Sweden) implantowano poprzez dojscie od strony grzbietowe;j
na glebokosci okoto 4 mm (w zaleznos$ci od wielkos$ci nerki). Umieszczeniu sondy w
nerce rzadko towarzyszylo niewielkie krwawienie, ktore ustgpowalo po okoto 1
minucie. Drugg sonde (402, PerifFux System 5000, Perimed, Szwecja) umieszczono
powierzchownie na grzbietowej czesci nerki celem pomiaru przeplywu korowego.
Przeptywy krwi rejestrowane byly w sposob ciggly za pomoca oprogramowania

komputerowego Perisoft PSW 2.5 (Perimed, Szwecja).

Wielko$¢ przeptywu jest proporcjonalna do predkosci 1 ilosci przeptywajacych
krwinek czerwonych w niewielkiej objetosci tkanki (<Imm’) [41] i wyrazana jest w
jednostkach wzglednych PU (Perfusion Unit). Kalibracje aparatu przeprowadzano w
lateksowym roztworze koloidowym dostarczonym przez producenta aparatu. Ponadto
dokonywano pomiaru perfuzji w tkance nerkowej po zatrzymaniu przeptywu w tetnicy
nerkowej klemem naczyniowym (wartosci przeptywu w tych warunkach wynosity 4+3

PU).
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Po przeprowadzeniu wszystkich zabiegéw chirurgicznych, dozylng infuzje
150 mM roztworu NaCl z 5% albuming zastepowano roztworem 150 mM NaCl
z dodatkiem [*H]-inuliny (5 pCi/ml) i para-aminohipuranu sodu (PAH; 1mg/ml). Po
ustabilizowaniu si¢ ci$nienia krwi, przeptywu krwi 1 diurezy, czyli po okoto 60
minutach od wlaczenia dozylnej infuzji 150 mM NaCl, przeprowadzano trzy 10 —
minutowe zbiorki moczu (okres kontrolny) i pobierano probke krwi (okoto 50 ul). Po 30
minutach okresu kontrolnego, wilaczono infuzje testowanych zwigzkow (okres
doswiadczalny) zgodnie z protokolem doswiadczalnym przedstawionym ponizej i

kontynuowano zbidrki moczu oraz pobierano probki krwi (Rycina 2). W pobranym

materiale oznaczano radioaktywnos$¢ [*H]-inuliny, stezenie PAH, Na", NO; /NO, . Po
zakonczeniu doswiadczenia wycinano lewa nerke, odsgczano na ligninie 1 wazono.
Nastepnie dokonywano oceny miejsca implantacji sondy dordzeniowej. Jesli
stwierdzano nieprawidlowg lokalizacj¢ sondy lub uszkodzenie tkanki nerki, wyniki z

tych doswiadczen odrzucano.

Infuzia licandow receptorow P

Znieczulenie  [pfyzia 150 mM NaCl (45 ul/min)

[
|
_—— drrinricrls drrioiorsr crisrsrion

Okres Okres
wyrownawczy kontrolny

Okres doswiadczalny
% - Zbidrki moczu
& Pobranie krwi

Rycina 2. Schemat doswiadczen klirensowych

Metody analityczne, symbole i obliczenia stosowane w doSwiadczeniach
klirensowych

Diureze (V) wyrazong w pl/min okre§lano metoda grawimetryczng. W probkach
moczu i surowicy krwi okreslano radioaktywno$¢ [‘H]-inuliny metoda plynne;
scyntylacji (Wallac 1409, Perkin Elmer), stezenie PAH metodg Brattona i Marshala [4],
stezenie Na w moczu (Uy,) 1 surowicy (Sna) metoda fotometrii ptomieniowej (Effox
5054, Eppendorf). Stezenie NO;3;/NO, oznaczano za pomoca zestawu (Thermo

Scientific Nitric Oxide Assay Kit) opartego na metodzie Griessa’a.

22



W oparciu o uzyskane wyniki obliczono:

Klirens inuliny (Cin; wskaznik filtracji klebuszkowej, GFR)

Cin (ml/min) = Yy ¥ :

in

gdzie: Uj, — radioaktywnos$¢ inuliny w moczu (cpm)

Sin — radioaktywnos¢ inuliny w surowicy (cpm)

Frakcyjne wydalanie wody (FEy)

FEy (ml/min) = CL - 100%,

in

Klirens PAH-u (Cpan — wskaznik przeplywu osocza przez nerki, RPF)

Cpan (ml/min) = You V. ,
PAH
gdzie: Upan — stezenie PAH-u w moczu (nmol/l)

Span —stezenie PAH-u w surowicy (nmol/l)

Wydalanie jonéw sodu z moczem (Un,V)
Unav (umol/min) = Uy, - V

gdzie: Uy, — stezenie Na w moczu

Frakcyjne wydalanie sodu (FEy,)

C
FExa (%) =7 - 100%

mn

U
gdzie: Cna (ml/min) = —2% - 100%
SNa

gdzie: Uy, — stezenie Na w moczu

Sna — stezenie Na w surowicy
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Protokot doswiadczen klirensowych

W  doswiadczeniach klirensowych badano wplyw antagonisty receptorow
purynowych P2 — PPADS (6-azofenylo-2'4'-disulfonowy fosforan pirydoksalu),
agonistow receptorow P2X — B,y-meATP (By-metyleno-adenozyno-5’-tr6jfosforan)
1 BZATP (2'(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenozyno-5'-trojfosforan), agonisty receptorow
P2X 1 P2Y - ApsA (diadenozyno 5'5"-P1,P4-tetrafosforan) oraz antagonisty
receptorow  A; — DPCPX (8-cyklopentyl-1,3-dipropylksantyna) na filtracje
kiebuszkowa, przeplyw krwi przez nerke, diureze 1 natriurez¢ u szczuréw z cukrzycg i

dla poroéwnania szczuréw kontrolnych.

Grupy doswiadczalne:

Dziatanie PPADS na hemodynamike i czynnos¢ wydalniczq nerek

Bezposrednio po okresie kontrolnym zwierzgta otrzymywaly PPADS w dwoch

dawkach:

I dawka 2,5 pmol/kg jednorazowo

IT dawka 25 pmol/kg jednorazowo

Dziatanie fy-MeATP na hemodynamike i czynnos¢ wydalniczq nerek

Bezposrednio po okresie kontrolnym zwierzeta otrzymywaly PBy-meATP w dawce

jednorazowej 2 umol/kg oraz 20 nmol/kg w dawce podtrzymujace;j

Dziatanie BzATP na hemodynamike i czynnos¢ wydalniczq nerek

Bezposrednio po okresie kontrolnym zwierzeta otrzymywaly BzATP w dawce

jednorazowej 0,2 pmol/kg oraz 2 nmol/kg w dawce podtrzymujace;j

Dziatanie ApsA na hemodynamike i czynnos¢ wydalniczq nerek

Bezposrednio po okresie kontrolnym zwierzeta otrzymywaly ApsA w  dawce

jednorazowej 2 umol/kg oraz 20 nmol/kg w dawce podtrzymujace;j
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Dziatanie ApsA  na hemodynamike i czynnos¢ wydalniczq nerek w obecnosci

antagonisty receptorow A; — DPCPX

Po okresie kontrolnym zwierzgta otrzymywaty DPCPX w dawce jednorazowej 100
ng/kg oraz 10 pg/kg w dawce podtrzymujacej. Po 30 minutach dodatkowo wiaczano

ApsA w dawce jednorazowej 2 umol/kgoraz 20 nmol/’kg w dawce podtrzymujace;

4.7. Pomiar objetosci inulinowej klebuszkow (GIS)

Objetos¢ inulinowa izolowanych klebuszkow nerkowych jest wyznacznikiem
objetosci wewnatrzkapilarnej klebuszka. Pomiaru dokonano metoda opisang przez
Fujiware 1 wsp. [15] przy uzyciu radioaktywnej inuliny i znacznie zmodyfikowang

przez zespot M. Szczepanskiej — Konkel [48].

Izolacja klebuszkow nerkowych

Po znieczuleniu zwierzat tiopentalem (65 mg/kg) 1 dekapitacji, pobierano nerki,
usuwano torebke Iacznotkankowa 1 umieszczano w lodowato — zimnym
wieloelektrolitowym buforze PBS o pH 7,4 £ 0,2 1 sktadzie (mM): 137 NaCl; 2,7 KCI;
0,49 MgCl,; 8,1 NayHPO4; 1,5 KH,PO4; 0,9 CaCly; 5,6 glukozy. Wszystkie czynnos$ci
zwigzane z izolacja kilebuszkow, a nastepnie inkubacjg z testowanymi zwigzkami
przeprowadzono w $rodowisku tego buforu (PBS). Nastepnie nerki przecinano w
plaszczyzZnie strzatkowej 1 wycinano rdzen nerkowy. Klebuszki nerkowe izolowano
technika przesiewowa [48] stosujac metalowe sita o $rednicy oczek (@): 250, 125, 75
um. Kore nerek, po rozdrobnieniu przy uzyciu ostrego nozyka, przenoszono na sito o @
250pum 1 przecierano za pomocg plastikowego tloka od strzykawki. Otrzymany
homogenat przeniesiono na sito o @ 125um, i przeptukano silnym strumieniem
lodowato — zimnego roztworu PBS. Przesacz zawierajacy kigbuszki 1 komorki
nanoszono na sito o @ 75 um. Pozostajace na sicie @ 75um kiebuszki, przeptukiwano
roztworem PBS w celu usunigcia komorek, a nastepnie przeniesiono je do naczynia
zawierajacego PBS z dodatkiem 1% albuminy. Wszystkie czynno$ci zwigzane
z izolacjg klebuszkow prowadzono w temp. 0-4°C, w plastikowych naczyniach

umieszczonych w pojemniku z lodem w czasie nieprzekraczajagcym 90 minut.
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Ocena jakos$ciowa i iloSciowa otrzymanego preparatu

Czystos¢ zawiesiny klebkéw nerkowych oceniano przy uzyciu mikroskopu
swietlnego. Zanieczyszczenie elementami morfotycznymi (kanaliki, komorki) wynosito
nie wiecej niz 5 %. Oceng ilosciowg klebuszkow nerkowych w otrzymanym preparacie
dokonano metoda liczenia klebuszkow w komorze Fuchs-Rosenthal’a. Srednio z jednej
nerki otrzymywano okoto 10 tysigcy kiebuszkéw. Doswiadczenia prowadzono na

znanej liczbie ktgbuszkéw nerkowych.

Inkubacja klebuszkow nerkowych z testowanymi zwigzkami

Do 200 pl zawiesiny zawierajacej 2000 + 150 kiebuszkow nerkowych
zawieszonych w buforze PBS z albuming wolowa (1%) dodawano 0,2 pCi [*H]-inuliny.
Probki preinkubowano 30 minut w temp. 36°C w tazni wodnej z ciggtlym mieszaniem
(400brotow/min). Inkubacje kontynuowano po dodaniu testowanych zwigzkow. Probki
kontrolne inkubowano z PBS. W S&cisle okreSlonym czasie, inkubacje przerywano
przenoszac 200 pl mieszaniny inkubacyjnej do probowki wirowniczej zawierajacej 100
ul oleju silikonowego AR-200 (Wacker — Chemie, Miinchen), schlodzonego do
temperatury okoto 4°C, 1 natychmiast wirowano przez 5 sekund (5000 g, Beckman,
Microfuge TM11). Powstaty na dnie proboéwki osad kigbuszkowy oraz supernatant

znajdujacy si¢ nad warstwa oleju poddano pomiarom radioaktywnosci.

Pomiar objetosci inulinowej klebuszka nerkowego

Do naczynia scyntylacyjnego przeniesiono 20 pl supernatantu, a do kolejnego —
odcigty koniec probowki wraz z osadem kiebuszkow. Osad rozpuszczono w 0,3%
roztworze Tritonu X-100 mieszajac kazda probke przy pomocy vortexu (GenieTM2).
Nastepnie do naczyn scyntylacyjnych dodano po 2 ml scyntylatora tritonowo-
ksylenowego (Ultima Gold — Sigma) i pozostawiono na 30 minut w zaciemnionym

miejscu. Po tym czasie dokonano pomiaru radioaktywnos$ci probek (Wallac 1409).

Objetos¢ inulinowa izolowanych kiebuszkow (GIS), wyrazong w pikolitrach (pl),
wyliczono w oparciu o radioaktywnos¢ (CPM) osadu kilebuszkowego 1 supernatantu

oraz liczbe kiebuszkow nerkowych w osadzie, wg wzoru:

radioaktywnos¢ osadu (CPM)

GIS =

radioaktywnosc¢ 1 ul supernatantu (CPM)-liczba ktebuszkéow w osadzie
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Zmiany objetosci inulinowej kiebuszkoéw pod wplywem testowanych zwigzkow
wyrazono jako procent zmian GIS (A GIS) w odniesieniu do objetosci kigbuszkow

inkubowanych tylko z PBS.

4.8. Odczynniki

Sigma Aldrich:

PPADS, cytrynian sodowy, kwas cytrynowy, streptozotocyna, PAH, koktajl
scyntylacyjny, ApsA, BzATP, By-meATP, CaCl,, KH,PO,, Tris, adenozyna, inozyna,
hipoksantyna, fosforylaza nukleozydéw purynowych, oksydaza ksantynowa, urykaza,
luminal, albumina wotowa, EDTA-Na,, ATP, ADP, AMP, Percoll, HEPES, EDTA,
Triton X-100

Sandoz:
Tiopental

Assay Pro:
Zestaw do oznaczania albuminy — AssayMax Rat Albumin ELISA Kit

BioPorto Diagnostics:
Rat NGAL ELISA Kit

Perkin Elmer:
[*H]-inulina

Polfa, Warszawa:
Heparyna

Polskie Odczynniki Chemiczne:
NaCl, MgCl,, Na,HPO,, glukoza, KCl, Tris, kwas trichlorooctowy, sacharoza, NaOH,
glukoza, HCI

Wytwornia Pasz i Koncentratow, Kcynia:
Pasza Labofeed B

Roche Diagnostics:
deaminaza adenozyny, oksydaza ksantynowa, peroksydaza chrzanowa, odczynnik CLS
IT — lucyferaza z lucyferyng

Thermo Scientific:
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Nitric Oxide Assay Kit

Wacker — Chemie:
olej silikonowy AR-200

4.9. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikéw wykorzystano oprogramowanie
statystyczne Sigma Plot 11 (Systat Software, Inc., USA). Wyniki przedstawiono jako
warto$ci srednie + standardowy btad sredniej (SE). Weryfikacje statystycznej istotnosci
réznic miedzy poszczegdlnymi zmiennymi, przeprowadzano za pomocg testu t-studenta
dla zmiennych zaleznych lub zmiennych niezaleznych, gdy dane posiadaty rozkiad
normalny lub testu sumy rang U Manna—Whitneya, w przypadku rozkladu
nieparametrycznego. Przeprowadzone analizy uznawano za istotne statystycznie, jesli
p<0,05. W celu zwigkszenia mocy badanych zaleznosci wprowadzono dodatkowe

kryteria: wysoce istotne (dla p<0,01) oraz bardzo wysoce istotne (dla p<0,001).
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5. Wyniki

5.1. Ocena stanu réwnowagi metabolicznej wody i elektrolitow oraz funkcji nerek
szczurow z cukrzycq; doswiadczenia w klatkach metabolicznych

Wstepnym etapem badan byta ocena réwnowagi wodno — elektrolitowej i
kwasowo — zasadowej oraz funkcji nerek u szczuréw w 12 dniu po podaniu STZ, u
ktorych stezenie glukozy w osoczu wynosito: 378 £+ 25 mg/dl. Grupg kontrolng
stanowily szczury, ktorym dootrzewnowo podano tylko bufor cytrynianowy, a stezenie
glukozy w osoczu wynosito: 107 + 8 mg/dl. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen
zawarte w Tabeli 1 wykazaly, ze u szczurow z hiperglikemig zaréwno objgtos¢

pobieranej wody (Vu,o: 120 + 12 ml/24 godz.), jak i objetos¢ wydalanego moczu (Vu:

93 +£ 9 ml/24 godz.) byty okolo 3 krotnie wigksze niz u zwierzat kontrolnych (p <
0,001). Wzmozonej diurezie towarzyszyla zwigkszona utrata jonoOw sodu z moczem
oraz tendencja do zwigkszonego wydalania jondw potasu. Ponadto, analiza probek
moczu, prowadzona w kierunku oceny stanu funkcjonalnego nerek, wykazata okoto
2 — krotny wzrost wydalania z moczem albuminy i okoto 12-krotny wzrost wydalania
NGAL

u szczurdOw z hiperglikemig — wywolang podaniem STZ — w porownaniu do wydalania
tych bialek z moczem szczurow kontrolnych. Wyniki te swiadczg o rozwijajacej si¢
nefropatii juz w pierwszym kilkunastodniowym okresie cukrzycy niewyrownane;j.
Parametry rownowagi kwasowo-zasadowej krwi tetniczej (Tabela 2), pobranej po
uprzednim znieczuleniu zwierzat, w grupie szczuroOw cukrzycowych wynosity srednio:
pH 7,40 £ 0,01; pCO, 47,3 = 1,5 mmHg; HCO; 28,2 + 0,3 mM; NZ 4,1 + 0,3.
Wartosci te w poréwnaniu do grupy kontrolnej nie réznity si¢ w statystycznie
znamienny sposob. Roéwniez stezenie jondw sodu, potasu i wapnia w osoczu miescito

si¢ w zakresie wartosci referencyjnych i bylo porownywalne w obu grupach zwierzat.
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Tabela 1. Bilans wody i wydalanie elektrolitow oraz bialek z moczem u szczuréow

z cukrzyca i kontrolnych

Grupa kontrolna Grupa z cukrzyca
(n=15) (n=16)

Glukoza (mg/dl) 107 + 8 378 +25"
Cigzar ciala (g) 219+ 10 229 £8
Podaz wody (ml/24 godz) 26+2 121 + 12°
Diureza (ml/24 godz) 8,9+272 92,8 £8,6
Wydalanie Na™ (mmol/24 godz) 1,55+0,23 2,18 £0,24*
Wydalanie K™ (mmol/24 godz) 2,89 +0,49 4,07 £ 0,50
Albumina (ng/24 godz) 90,6 £ 12 191 + 30*
NGAL (ng/24 godz) 7,4+0,9 88,7 +28,1"
Objasnienia: NGAL - lipokalina neutrofilowa zwigzana z zelatynazg. Badanie

przeprowadzono w 12 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c ip) lub buforu
cytrynianowego. Kazdy wynik jest wartoscig $rednia = SE. "P<0,001,¥P<0,05 obliczono
wzgledem grupy kontrolne;.
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Tabela 2. Parametry rownowagi kwasowo — zasadowej i stezenie elektrolitow we

krwi tetniczej u szczuréw z cukrzycg i kontrolnych

Grupa kontrolna Grupa z cukrzyca

(n=15) (n=16)
Glukoza (mg/dl) 108+ 6 380+ 26"
pH 7,42 + 0,01 7,40 £ 0,01
HCO; (mmol/1) 27,6 £ 0.4 28,2 +0,3
NZ (mmol/1) 3.9+0,2 4,1+0,3
pCO, (mmHg) 45,5+ 1,4 473+1,5
PO, (mmHg) 84,7 +33 79,6 £2.,9
K" (mmol/l) 3,9+0,1 4,1+0,1
Na' (mmol/l) 142+0,5 139+ 0,6
CI' (mmol/I) 104 + 0,7 103 +0,6
Ca®" (mmol/l) 1,29 + 0,05 1,35+ 0,02

Objasnienia: NZ — nadmiar/niedobor zasad; pCO, — ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla,
pO, — cis$nienie parcjalne tlenu. Badanie przeprowadzono w 12 dniu po podaniu
streptozotocyny (65 mg/kg c.c ip) . Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = SE. “P<0,001
obliczono wzgledem grupy kontrolne;j

5.2. Stezenie ATP i adenozyny w plynie Srodmigzszowym nerek szczurdow z
cukrzycg i kontrolnych; mikrodializa kory nerek

Badania, z wykorzystaniem mikrodializy narzagdowej, prowadzono w kierunku
oceny stezenia naturalnego agonisty receptorow P2, tj. ATP 1 jego naczynioaktywnego
metabolitu — adenozyny, agonisty receptoréw P1 — w plynie $srédmigzszowym kory
nerek szczuréw z cukrzyca i, dla poroéwnania, w grupie szczuréw kontrolnych.
Otrzymane wyniki — zawarte w Tabeli 3. — znacznie roznity si¢ w obu grupach,
bowiem w nerkach szczuroéw z hiperglikemig (w dwunastym dniu po podaniu STZ), w
poréwnaniu do szczurow kontrolnych, stezenie ATP bylo niespetna dwukrotnie nizsze

(p <0,05), natomiast stezenie adenozyny ponad dwukrotnie wyzsze (p < 0,05).
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Obnizony poziom ATP w ptynie sSrodmigzszowym nerek szczurow cukrzycowych mogt
by¢ wynikiem zwigkszonej degradacji pozakomérkowego ATP do AMP a nastepnie do
adenozyny, 1 w konsekwencji zwiekszonej akumulacji tego nukleozydu w ptynie

srodmigzszowym.

Tabela 3. Stezenie ATP i adenozyny w plynie srodmigzszowym nerek u szczuréw z

cukrzycg i kontrolnych
ATP (nmol/l) Ado (nmol/l)
Grupa kontrolna
2,19+0,18 98+28
Glu 119+10 (mg/dl)
Grupa z cukrzyc
P ved 1,34+0,21%* 237+40*

Glu 393+26 (mg/dl)

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu
cytrynianowego. Glu — stezenie glukozy we krwi pelne;.
Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie £ SE. *P<0,05 obliczono wzgledem grupy kontrolne;j.

5.3. Aktywnos¢ hydrolityczna wzgledem zwigzkow purynowych w nerkach
szczurow z cukrzycg

Z wczesniej publikowanych doniesien [42] wynika, ze w surowicy krwi
szczurow z do$wiadczalnie wywolang cukrzyca, aktywno$¢ hydrolityczna wzgledem
nukleotydow adeninowych jest wyzsza niz w surowicy krwi szczuréw kontrolnych, a
stezenie nukleotydow koreluje z aktywnos$cig ekto — enzymow zaangazowanych w ich
metabolizm. W celu sprawdzenia, czy roéwniez w nerkach szczurow z cukrzyca
w dwunastym dniu po podaniu STZ dochodzi do wzrostu aktywno$ci enzymow
odpowiedzialnych za degradacje ATP, oznaczano aktywnos¢ hydrolityczng homogenatu
kory mnerek oraz izolowanych blon komoérkowych nerek zarowno szczuréw

cukrzycowych, jak i kontrolnych.

Wyniki pomiaru aktywnosci hydrolitycznej nerek — przedstawione na Rycinie 3
— obrazujg aktywnos$¢ hydrolityczng — wyrazong predkoscig uwalniania fosforanu po

dodaniu substratu — kolejno ATP, ADP i1 AMP, do homogenatu kory nerek oraz
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zawiesiny izolowanych blon komoérkowych kory nerek. Wyniki tych doswiadczen
wykazaty wyraznie (p<0,01) zwickszong aktywnos$¢ hydrolityczng dla ATP, ADP 1
AMP homogenatu (odpowiednio o 80%, 90%, 70%) oraz izolowanych blon nerek

cukrzycowych (odpowiednio o 40, 50 1 100%) w porownaniu do nerek kontrolnych

Z obserwacji tych wynika, ze w nerkach szczurow z doswiadczalnie wywolang
cukrzycy metabolizm pozakomorkowych nukleotydow ulega zasadniczym zmianom.
Podwyzszona aktywnos¢ ekto-nukleotydaz w nerkach szczuréw z kilkunastodniowa
hiperglikemig prowadzi, prawdopodobnie, do zmiany stosunku stezen ATP/adenozyna
w plynie pozakomorkowym na rzecz adenozyny kosztem ATP. Konsekwencja tych
zmian moze by¢ ostabienie, w nerkach szczurow cukrzycowych, procesow ATP-
zaleznych a uaktywnienie procesOw zaleznych od adenozyny — m.in. aktywacja

mechanizmu protekcyjnego wzgledem mikrokrazenia wewnatrznerkowego.
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Rycina 3. Aktywnos$¢ hydrolityczna dla ATP, ADP, AMP homogenatu kory nerek
(A) i blon komérkowych izolowanych z kory nerek (B) szczuréw z cukrzyca (szare
shupki) 1 kontrolnych (biate shupki).

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu
cytrynianowego.

Wyniki wyrazono jako $rednia £SE dla n = 5. p<0,001, *p<0,01, *p<0,05 obliczono wzgledem
grupy kontrolne;j.
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5.4. Ocena aktywnosSci ukladu purynergicznego — zaleznego od ATP w regulacji
hemodynamiki i funkcji nerek szczurow z cukrzyca; doswiadczenia klirensowe

W modelu do$wiadczen klirensowych badano - w oparciu o pomiar parametrow
hemodynamiki wewnatrznerkowej 1 filtracji kigbuszkowej, diurezy 1 natriurezy —
odpowiedz nerek szczurow cukrzycowych na podane do krazenia ogolnego ligandy
receptorow purynowych o dziataniu stymulujgcym receptory P2: Py-metyleno-
adenozyno-5’-trojfosforan (By-me-ATP), diadenozyno 5',5"-P1,P4-tetrafosforan (ApsA)
1 2'(3")-0-(4-Benzoylbenzoyl)adenozyno-5'-trojfosforan (BzATP) oraz o dziataniu
hamujacym receptory P1 8-cyklopentyl-1,3-dipropylksantyna (DPCPX) i receptory P2
6-azofenylo-2",4 -disulfonowy fosforan pirydoksalu (PPADS).

5.4.1. Podstawowe parametry hemodynamiki i funkcji nerek szczuréw z cukrzyca

Skumulowane wyniki doswiadczen z okresu wstepnego (kontrolnego), zawarte
w Tabeli 4, dokumentuja parametry hemodynamiki oraz funkcji nerek szczurow
z cukrzycg (Glu 396 + 14 mg/dl) w 12 — 14 dniu po STZ 1, dla poréwnania, szczuro6w
zdrowych - kontrolnych (Glu 120 = 19 mg/dl). Z danych tych wynika, Zze u szczurow
z hiperglikemig, w czasie dozylnego wlewu 150 mM roztworu chlorku sodu (45
pul/min), podstawowy korowy przeptyw krwi (CBF) oraz predkos¢ przesaczania
kiebuszkowego (GFR) byly nizsze (p<0,05) niz w grupie szczuréw z prawidlowa
glikemia, odpowiednio o okoto 18 1 25%. Podczas, gdy $rednie ci§nienie krwi tgtniczej
(MAP) nie roznilo si¢ istotnie, i wynosito 115 + 4 mmHg w cukrzycy 1 120 + 3 mmHg
w grupie kontrolnej. Natomiast, catkowity przeptyw krwi (RBF) w grupie cukrzycowej,
w przeliczeniu na 1 g nerki, wykazywat jedynie tendencje spadkowe. Z kolei wyliczona
oporno$¢ naczyn nerkowych (RVR) byta znamiennie wyzsza u szczurow z cukrzycg —
o okoto 20% w porownaniu do grupy kontrolnej (p<0,05). Pozostale mierzone
parametry funkcji nerek, jak MBF, diureza 1 natriureza w grupie szczurOw
cukrzycowych byly w niewielkim stopniu nizsze niz w grupie kontrolnej, ale nie byty
statystycznie znamienne. Ponadto obserwowano znamiennie nizsze, w porownaniu do

grupy kontrolnej (p<0,05), wydalanie azotanéw/azotynéw z moczem — o okoto 36%.
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Z obserwacji tych wynika, ze u szczurow z doswiadczalnie wywolang ostrg
cukrzyca dochodzi do zaburzenia wewnatrznerkowej hemodynamiki, czego objawem
jest wyraznie obnizony korowy przeptyw krwi 1 filtracja kiebuszkowa. Jedng
z przyczyn obserwowanych zmian wewnatrznerkowej hemodynamiki w cukrzycy moze
by¢ zwigkszony opdr naczyn mikrokrazenia wewnatrznerkowego, z powodu zachwiania
roOwnowagi miedzy czynnikami wywotujacymi skurcz i relaksacje naczyn. Przyczyng
tych zaburzen mogg by¢ zmiany aktywnosci w obregbie ukladu purynergicznego —
zaleznego od ATP, biorgcego udziat w regulacji mikrokrgzenia wewnatrznerkowego 1

produkcji moczu.
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Tabela 4. Parametry hemodynamiki oraz funkcji nerek w czasie infuzji

150 mM NaCl u szczuréow z cukrzycg i kontrolnych

Glukoza (mg/dl)

Cigzar szczura (g)
Ciezar lewej nerki (mg)
MAP (mmHg)

Klirens PAH (ml/min)
Hematokryt (%)

RBF (ml/min/g nerki)
RVR (mmHg/ml/min/g nerki)
GFR (ml/min)

CBF (PU)

MBF (PU)

Diureza (pl/min)

UnaV (umol /min)

Grupa kontrolna Grupa z cukrzyca
(n=32) (n=35)
120+ 9 396 + 147

231+ 10 221+ 11
835 +20 977 +21"
120+3 115+4
6,7+0,6 6,5+0,6
40 + 3 40 +2
5,8+0,3 4,6 +0.,4
20,7+1,3 25,0 + 1,5%
1,32+0,11 0,99 +0,05°
627 + 18 515 £ 25"
189+9 166 +9
24,0+2.4 19,5+0,6
2,53+0,21 2,57 +0,26

Tabela przedstawia skumulowane dane z okresu wstepnego doswiadczen klirensowych
przeprowadzonych w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu

cytrynianowego.

Objasnienia: MAP — érednie ci$nienie t¢tnicze krwi; RBF — przeptyw krwi przez nerki; RVR —
opornos¢ naczyn nerkowych; GFR — filtracja ktebuszkowa; CBF — korowy przeptyw krwi przez

nerke; MBF — rdzeniowy przeptyw krwi przez nerke; Uy,V — wydalanie sodu.
Kazdy wynik jest wartoscig $rednig + SE z 30-minutowego przedzialu czasowego. “P<0,001,
P<0,01*P < 0,05 obliczono wzgledem grupy kontrolnej.
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5.4.2. Dzialanie PPADS — antagonisty receptorow P2 na hemodynamike i funkcje
nerek szczurow z cukrzycg

Pierwszym etapem badan w kierunku oceny aktywnosci uktadu purynergicznego
w nerkach szczurow z cukrzycg byly doswiadczenia, w ktérych szczurom podano do
krazenia ogdlnego antagoniste receptorow P2 - PPADS w dawce 2,5 umol/kg c.c. oraz
w dawce 25 pmol/kg c.c. Dzialanie PPADS na hemodynamike 1 funkcje nerek u
szczurOw z hiperglikemiag porownano z jego dzialaniem u szczuré6w zdrowych. Jak
przedstawiono w Tabeli 6., infuzja PPADS w dawce 2,5 pmol/kg c.c. nie wywolala
istotnych zmian hemodynamiki ani tez funkcji nerek w obu grupach — badanej 1
kontrolnej. Jednakze infuzja PPADS w dawce 10-krotnie wigkszej, w okresie
pierwszych 30 minut po jej wiaczeniu szczurom cukrzycowym, spowodowata obnizenie
GFR ($rednio o okoto 28%, p < 0,01) oraz CBF ($rednio o 15%; p < 0,01) wywolujac
jedynie tendencje spadkowa MBF. Zmianom tym towarzyszyt okolo 2-krotny wzrost
frakcyjnego wydalanie jonéw sodu 1 objetosci moczu. Podobne zmiany hemodynamiki i
funkcji wydalniczej nerek obserwowano, gdy PPADS podano zdrowym szczurom
(Tabela 5, Rycina 4 1 5). Nalezy podkresli¢, ze w obu grupach zwierzat ci$nienie
tetnicze (MAP) w przebiegu tych doswiadczen utrzymywato si¢ na w miar¢ statym

poziomie.

Z doswiadczen tych wynika, ze w kilkunastodniowej, doswiadczalnie
wywotanej cukrzycy, podobnie jak u zwierzat zdrowych, PPADS — nieselektywny
inhibitor receptorow P2 — hamuje wewnatrznerkowy przepltyw krwi — glownie w czesci
korowej — oraz tempo filtracji kigbuszkowej, prawdopodobnie poprzez zwickszenie
oporu naczyn mikrokrazenia wewnatrznerkowego. Ponadto, PPADS hamuje
wchianianie zwrotne sodu 1 wody w takim samym stopniu w nerkach szczuréow z

cukrzyca, jak 1 szczuroéw zdrowych.
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Tabela 5. Wplyw antagonisty receptoréow P2 — PPADS na hemodynamike i funkcje
nerek szczurow z cukrzycg i kontrolnych

PPADS MAP CBF MBF GFR \Y% UnaV
(umol/kg (mmHg) (PU) (PU) (ml/min) (W/min)  (umol/min)
c.c)

Grupa kontrolna (Glu 1057 mg/dl)

C 116+3 688+15  195+13  1,23+0,08  30,5+5,2  2,55+0,35
E 1154 695+19  189+16 1,30+0,08  32,5+6,0 2,33+0,29

25 C 12944 700£26  193+14 1,17£0,09  29,6+4,9 2,72+0,31
’ E 127£3 712£28  201+16 1,12+0,07  30,7£5,0  3,21+0,30

C 11343 685+20  216+15 1,26+0,06  33,3+5,2  2,09+0,28

25 E 1104 599+20* 208+18  0,93+0,07* 44,5+6,7  3,98+0,59*

Grupa z cukrzyca (Glu 399+18)

0 C 1054 565+21 14517  1,19+0,09  19,6+2,0  2,55+0,49
E 108+3 575+£22  149+18  1,17+0,08  20,3+3,3  2,63+0,55

2,5 C 116+4 580420  136+16 1,13+0,16  21,6+£5,2 1,99+0,48
E 11744 607+21 14017 1,01+£0,08  22,5+6,0 2,86+0,80

25 C 103+3 552+£28  144+12  1,04+0,04  20,3£3,6  3,64+0,55
E 107+4 468+26* 136+11 0,75+0,08* 30,9+5,6  5,64+0,64*

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu
cytrynianowego.

Objasnienia: MAP — $rednie ci$nienie tetnicze krwi; RPF — przeptyw osocza przez nerki; CBF
— korowy przeptyw krwi przez nerkg; MBF — rdzeniowy przeptyw krwi przez nerkg; GFR —
filtracja klebuszkowa; V — objetos¢ wydalonego moczu; Un,V — wydalanie sodu; Glu — stezenie
glukozy we krwi pelnej. Kazdy wynik jest warto$cia srednig + SE dla n = 6 z 30-minutowych
okresow: kontrolnego (C) oraz po podaniu PPADS (E) w dawce 0; 2.5; 25 umol/kg™” c.c. *P <
0,05 obliczono wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego.

39



A (%)

-10 -

Grupa z cukrzyca
—— CBF
—&— GFR
Grupa kontrolna
—o0— CBF
307 —4- GRR

-20 -

Rycina 4. Zmiany korowego przeplywu krwi (CBF) i filtracji klebuszkowej (GFR)
po podaniu PPADS (25 pmol/kg c.c. iv) u szczurow z cukrzyca i kontrolnych.
Wyniki wyrazono w procentach zmian w odniesieniu do wartosci wyjsciowych (C).
Kazdy punkt jest wartoscig srednig £ SE dla n = 6 z 30-minutowego przedziatu
czasowego. *p<0,05 obliczone wzgledem odpowiednich wartosci wyjsciowych.
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Rycina 5. Oryginalne zapisy korowego (niebieska linia) i rdzeniowego przeplywu
krwi przez nerke (czerwona linia) w czasie doswiadczenia klirensowego
przeprowadzonego na szczurze z cukrzycg przed i po podaniu (|) PPADS w dawce 25
umol/kg c.c.

40



5.4.3. Dzialanie pochodnych ATP — agonistow receptor P2X na hemodynamike i
funkcje nerek szczuréow z cukrzycg

Kolejnym etapem badan byta ocena wrazliwosci nerek szczurow cukrzycowych,
w porownaniu do zdrowych (kontrolnych), na dzialanie egzogennych agonistow
receptorow P2. Jak przedstawiono w Tabeli 6., agonista receptorow P2X, o duzym
powinowactwie do receptorow P2X; By-meATP w dawce 2 umol + 20 nmol/min/kg u
zwierzat kontrolnych podwyzszyt CBF, srednio o 11 % (p < 0,01) nie zmieniajagc w
istotny sposob MAP, zredukowal GFR, srednio o okoto 14 % (p < 0,01) jednocze$nie
zwigkszyl ponad 2-krotnie diureze (p < 0,05) oraz wydalanie sodu z moczem (p <
0,05). Natomiast, Py-meATP podany w dawce jw. szczurom z cukrzyca nie
spowodowat zadnych statystycznie istotnych zmian w zakresie mierzonych parametrow

(Tabela 6, Rycina 6).

Z kolei inny analog ATP — BzATP — agonista receptorow o duzym
powinowactwie do receptorow P2X;, podany do krazenia ogdlnego szczurom z
cukrzycg w dawce 0,2 pmol’kg + 2 nmol/kg/min, nie zmieniajac MAP podwyzszylt
CBF, srednio o 12% (p < 0,05), oraz obnizyt GFR, o okoto 17% (p < 0,05). Jednakze,
zwigzek ten podany szczurom zdrowym, w tej samej dawce co szczurom z cukrzyca,
nie zmienit w istotny sposob przeptywu krwi 1 tempa filtracji kiebuszkowej (Tabela 7,
Rycina 7).

Wyniki tych do$wiadczen wskazuja, ze w nerkach szczuréw z doswiadczalnie
wywotang cukrzyca dochodzi do zmian w obrebie ukladu purynergicznego — zaleznego
od ATP: maleje udzial receptorow P2X; w inicjowaniu zmian hemodynamiki

wewnatrznerkowej a wzrasta udziat receptorow P2X5.
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Tabela 6. Wplyw agonisty receptoréw P2X; — fy-metylenoATP na hemodynamike

i funkcje nerek szczurow z cukrzycg i kontrolnych

MAP CBF MBF GFR \Y UnaV
(mmHg) (PU) (PU) (ml/min) (nl/min) (pmol/min)
Grupa kontrolna (Glu 106+8)
NaCl C 1154 565+21 145+17  1,1940,09 16,5¢1,6  2,55+0,49
150mM E 111+3 575422 149418 1,17+0,08 14,3+1,9  2,63+0,55
C 124+3 58010  206£5  1,30+0,05 13,4+1,7 1,20+0,11
BymeATP E 118+4 644+16* 202+4  1,12+£0,06*  28,6+3,7* 1,99+0,21*
Grupa z cukrzyca (Glu 381+20)
NaCl C 1154 556+19 18716 0,86+0,09 19,5+2,7  2,7340,35
150mM E 116+3 569+21 175€15  0,79+0,08 17,1+£2,1 2,79+0,29
BymeATP C 12043 598422  191+16 0,73+0,07 18,4+3,1 2,58+0,32
E 11245 625+22  194+16 0,71+0,08 18,9+1,9  2,594+0,31

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu

cytrynianowego.

Objasnienia: MAP — §rednie ci$nienie tetnicze krwi; CBF — korowy przeptyw krwi przez nerke;
MBF — rdzeniowy przeptyw krwi przez nerkeg; GFR — filtracja kigbuszkowa; V — objetosc
wydalonego moczu; Uy,V — wydalanie sodu.
Kazdy wynik jest warto$cig $rednig + SE dla n = 6 z 30-minutowych okresoéw: kontrolnego (C)
oraz po podaniu Py-metylenoATP (E) w dawce 2 pumol/kg c.c. + 20 nmol/kg/min. *p < 0,05

obliczono wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego.
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Rycina 6. Zmiany korowego przeplywu krwi przez nerke (CBF) i (filtracji
klebuszkowej (GFR) po podaniu py-metylenoATP (2 pmol/’kg c.c.+ 20
nmol/kg/min iv) u szczuréw z cukrzyca i kontrolnych. Wyniki wyrazono jako
procent zmian w odniesieniu do wartos$ci wyjsciowych (C). Kazdy punkt jest wartoscig
srednig £ SE dla n = 6 z 30-minutowego przedziatu czasowego. *p < 0,05 obliczone
wzgledem odpowiednich wartosci wyjsciowych.
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Tabela 7. Wplyw agonisty receptoréw P2X;— benzoilobenzoiloATP (BzATP) na

hemodynamike i funkcje¢ nerek szczurow z cukrzycg

MAP CBF MBF GFR \Y% UnaV
(mmHg) (PU) (PU) (ml/min) (u/min)  (umol/min)

Grupa kontrolna (Glu 11245)
NaCl C 12443 623+19 19949  1,09+0,08 26,5+1,9  2,56+0,38
I150mM E 1214 609+20  207+14 1,12+0,09 28,8+1,5 2,66+0,42

BzATP C 13343 669+23  212+15 0,90+0,06 22,2+59  3,51+0,59
E 13243 698+23  228+12 0,88+0,09 30,0+4,1  4,61+0,53

Grupa z cukrzyca (Glu 394+19)
NaCl C 11945 432429  178+10 0,98+0,06 18,2+1,2  2,37+0,33
150mM
E 122+4 441426  183£8  0,99+0,08 19,6+1,5 2,09+0,49

BzATP C 123+£2 374£36 132+5 1,12+0,11 19,5¢1,4 1,65+0,56
E 123+2 417+£30*%  139+7  0,93+0,06*  19,5£0,9 1,71+0,53

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu
cytrynianowego.

Objasnienia: MAP — §rednie ci$nienie tetnicze krwi; CBF — korowy przeptyw krwi przez nerke;
MBF — rdzeniowy przeptyw krwi przez nerkeg; GFR — filtracja kigbuszkowa; V — objetosc
wydalonego moczu; Uy,V — wydalanie sodu, Glu — stezenie glukozy we krwi.

Kazdy wynik jest wartoscig $rednig + SE dla n=6 z 30-minutowych okresow: kontrolnego (C)
oraz po podaniu BzATP (E) w dawce 0,2 umol/kg c.c.+ 2 nmol/kg/min. *P < 0,05 obliczono
wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego.
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Rycina 7. Zmiany korowego przeplywu krwi przez nerke (CBF) i (filtracji
klebuszkowej (GFR) po podaniu BZATP (0,2 pmol/kg c.c. + 2 nmol/kg/min iv) u
szczuré6w z cukrzyca i kontrolnych. Wyniki wyrazono w procentach zmian w
odniesieniu do wartosci wyjsciowych (C). Kazdy punkt jest wartoscig srednig £ SE dla
n = 6 z 30-minutowego przedziatu czasowego; dla kazdej z grup. *P < 0,05 obliczone
wzgledem odpowiednich warto$ci wyjsciowych.

45



5.4.4. Dzialanie di-adenozyno-tetrafosforanu (ApsA) — naturalnego agonisty
receptorow P2 na hemodynamike i funkcje nerek szczurow z cukrzyca

Doswiadczenia z uzyciem stosunkowo duzej dawki PPADS wykazaty, ze
podany do krazenia ogélnego nieselektywny inhibitor receptorow P2 (P2Y 1 P2X)
spowalnia korowy przeptyw krwi i tempo filtracji kiebuszkowej, i to zarbwno w
doswiadczalnie wywotanej cukrzycy jak 1 u szczuréw zdrowych. Zatem postawiano
pytanie: Jaka bedzie odpowiedz nerek szczuréw z cukrzyca na podany do krazenia

ogolnego nieselektywnego, naturalnego agonisty receptorow P2 — ApsA?

Doswiadczenia z uzyciem ApsA, w dawce 2 pmol’kg + 20 nmol/min/kg iv,
wykazaty (Tabela 8), znamienny wzrost CBF, w okresie petnej stabilizacji — czyli po
okoto 5 minutach, o okoto 11% bez istotnych zmian MAP, redukcje GFR — $rednio o
27%, oraz zwigkszenie, niespelna 2-krotnie, frakcyjnego wydalania sodu z moczem.
Podczas gdy, u szczurow z cukrzyca podany ApsA (w dawce jw.) — w okresie pelnej
stabilizacji — nie wywotat istotnych zmian CBF, MBF, GFR ani tez zmian diurezy i

natriurezy (Tabela 8, Rycina 8).

Z doswiadczen tych wynika, ze nerki szczuréw cukrzycowych, przeciwnie do
szczuréw zdrowych, sa niewrazliwe na dzialanie ApsA — naturalnego aktywatora
receptoréw P2 (P2X 1 P2Y). Jednakze, w doswiadczeniach tych odnotowano réznice w
przebiegu zmian hemodynamiki wewnatrznerkowej u szczuréw z cukrzyca, w
porownaniu do szczuréw zdrowych, w okresie pierwszych kilku minut po wilaczeniu
ApsA. Analizujac oryginalny zapis korowego 1 rdzeniowego przeptywu krwi (Rycina 9)
wida¢ wyrazny spadek, a nastgpnie wzrost przeptywu do wartosci wyjsciowych —
zardwno przez czgs¢ korowa jak 1 rdzeniowa nerki, w pierwszych 5 minutach po
wilaczeniu ApsA. Przeciwnie do tych obserwacji, u szczurdw kontrolnych przebieg
krzywej zmian po podaniu ApsA obrazuje gtdwnie wzrost przeptywu krwi przez kore

nerki, bez istotnych zmian w czesci rdzeniowej nerki.
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Tabela 8. Wplyw agonisty receptorow P2 — ApsA na hemodynamike i funkcje

nerek szczurow z cukrzycg i kontrolnych

MAP CBF MBF GFR \Y UnaV
(mmHg) (PU) (PU) (ml/min) (W/min)  (wmol/min)
Grupa kontrolna (Glu 106+8)
NaCl C 1154 565421  145+17 1,19+0,09  16,5+1,6  2,55+0,49
150mM E 11143 575+£22  149+18  1,174£0,08  14,3£1,9  2,63%0,55
C 1134 615+13 194420 1,84+0,19  27,9+43,9  3,02+0,17
ApsA E 111+4 711£19*% 209419  1,33+0,14* 28,843,0  3,65+0,18*
Grupa z cukrzyca (Glu 400+19)
NaCl C 1154 50619  187x16 0,86+£0,09  19,5£2,7 2,73+0,35
150mM E 11643 511+£21  175+15  0,79+£0,08  17,1£2,1  2,79+0,29
ApsA C 11743 449+16 19619  0,98+0,04  18,9+2,8 1,05+0,44
E 11543 468+18  202+20 1,03£0,07 24,6+£3,4 1,46+0,58

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu

cytrynianowego.

Objasnienia: MAP — §rednie ci$nienie tetnicze krwi; CBF — korowy przeptyw krwi przez nerke;
MBF — rdzeniowy przeptyw krwi przez nerkeg; GFR — filtracja kigbuszkowa; V — objetosc

wydalonego moczu; U,V — wydalanie sodu. Kazdy wynik jest warto$cig $rednig + SE dla n =

6 z 30-minutowych okresow: kontrolnego (C) oraz po podaniu Ap,A (E) w dawce 2 umol’kg

c.c.t 20 nmol/kg/min. *p < 0,05 obliczono wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego.
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Rycina 8. Zmiany korowego przeplywu krwi przez nerke (CBF) i (filtracji
klebuszkowej (GFR) po podaniu ApsA (2 pmol/kg c.c. + 20 nmol/kg/min iv) u
szczurow z cukrzyca i kontrolnych. Wyniki wyrazono w procentach zmian w
odniesieniu do wartosci wyjsciowych (C). Kazdy punkt jest wartoscig srednig £ SE dla
n = 6 z 30-minutowego przedzialu czasowego. * p < 0,05 obliczone wzgledem
odpowiednich warto$ci wyjsciowych.
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Rycina 9. Oryginalne zapisy korowego (niebieska linia) i rdzeniowego przeplywu
krwi przez nerke (czerwona linia) w czasie doswiadczenia klirensowego
przeprowadzonego na szczurze zdrowym (A) i szczurze z cukrzycg (B) przed i po
podaniu (]) ApsA w dawce 2 pmol/kg c.c.+ 20 nmol/kg/min.
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5.4.5. Dzialanie Ap4A na hemodynamike i funkcje nerek szczuréw cukrzycowych w
czasie dozylnej infuzji antagonisty receptoréw P1 — DPCPX

Podwyzszony poziom endogennej adenozyny w nerkach szczurow

cukrzycowych (Tabela 3) oraz mozliwa czg$ciowa hydroliza ApsA do adenozyny —
nukleozydu o silnych wilasciwosciach naczynioruchowych 1 modyfikujacych
kanalikowy transport wody i jonéw za posrednictwem receptorow P1 (A; /lub Aj),
moze oddziatywa¢ hamujaco w stosunku do receptorow P2 — wrazliwych na ApsA.
Aby odpowiedzie¢ na pytanie: Czy blokowanie receptoréw Pl— frakcji A; poprzez
dozylny wlew DPCPX — zmieni odpowiedZ nerek szczuréw z cukrzyca na podawany im
ApsA — przeprowadzono seri¢ doswiadczen, w ktorych ApsA (w dawce j.w.) podawano
w czasie dozylnej infuzji DPCPX w dawce jednorazowej 100 pg/kg c.c. oraz w dawce
podtrzymujacej 10 pg/min/kg c.c . Wyniki przeprowadzonych doswiadczen zawarte w
Tabeli 9 — stanowig warto$ci $rednie z 30-minutowych okreséw: kontrolnego (Cop), w
czasie infuzji DPCPX (E;) oraz po podaniu ApsA (E,). Dozylna infuzja DPCPX
szczurom kontrolnym nie zmienila w zamienny sposob przeptywu krwi przez korg
(CBF) 1 rdzen nerki (MBF), nie zmienia tez GFR, a podany w czasie tej infuzji ApsA
obnizyt GFR — $rednio az o okoto 30% — w odniesieniu do wartosci wyjsciowych
(Rycina 10). Podczas gdy u szczurow z cukrzyca infuzja DPCPX podwyzszyta —
srednio o 7% — CBF, a podany ApsA wywolal dalszy wzrost — $rednio o 10%.
Jednoczesnie, u tych zwierzat ApsA podany w czasie infuzji DPCPX obnizyt GFR o
ponad 10% (Tabela 9; Rycina 10).

Ponadto, w czasie infuzji DPCPX obserwowano w obu grupach zwierzat
znamienne podwyzszenie objetosci wydalanego moczu 1 ilosci sodu z moczem.
Jednakze wzrost diurezy byl okolo 3-krotny w grupie kontrolnej i okoto 1,5-krotny w
grupie cukrzycowej, a wigczenie ApsA wywolalo redukcje diurezy i natriurezy do
warto$ci wyjsciowych, jednakze tylko w grupie szczurow kontrolnych.

Rycina 11 1 12 obrazuja dynamike zmian MAP, CBF 1 GFR oraz diureze (V) i
wydalanie sodu (Un,V) w dziesiecio-minutowych odstgpach — przed wlaczeniem
DPCPX (okres wstepny) w czasie infuzji DPCPX oraz po wigczeniu ApsA.

Z przebiegu krzywych wida¢ wyraznie, ze u szczuréw cukrzycowych po podaniu ApsA
w czasie infuzji DPCPX doszlo do wzrostu przeptywu krwi przez kor¢ nerek (CBF).

Podczas gdy u szczurow zdrowych ten efekt dzialania ApsA zostal zniesiony przez
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DPCPX. W obu grupach szczuréw, bezposrednio po podaniu ApsA obserwowano
krotkotrwaty spadek MAP 1 jednoczesny spadek CBF, bardziej zaznaczony w grupie
szczuréw kontrolnych.

Infuzja DPCPX u szczuréw cukrzycowych wywolata krotkotrwaly wzrost tempa
filtracji kiebuszkowej, a podany ApsA wywotal niewielki, jednakze statystycznie
znamienny spadek GFR. Podczas gdy u szczurow zdrowych spadek tempa filtracji
klebuszkowej po podaniu ApsA w czasie blokowania receptoréw A; byt duzo wigkszy

niz, gdy ApsA podano w czasie infuzji 150 mM roztworu NaClL

Z doswiadczen tych wynika, ze endogenna adenozyna — poprzez receptory A; —
modyfikuje dzialanie ApsA — agonisty receptorow P2 — na hemodynamike¢ 1 funkcje
nerek. U szczurOw zdrowych adenozyna ogranicza hamujace dzialanie ApsA na
predkos¢ przesaczania kigbuszkowego. Podczas, gdy w cukrzycy endogenna adenozyna
czyni nerki niewrazliwe na dzialanie ApsA, bowiem blokowanie receptoréw A;
uwrazliwito nerki na dzialanie ApsA, czego objawem byt wzrost CBF 1 spadek GFR —
porownywalny do zmian wywotanych infuzja ApsA u szczuréw kontrolnych.
Endogenna adenozyna — poprzez receptory A;— stymuluje wchianianie zwrotne sodu
1 wody, jednakze w znacznie mniejszym stopniu u szczurOw cukrzycowych niz

u szczuréw zdrowych.
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Tabela 9. Wplyw DPCPX i Ap4A na hemodynamike i funkcj¢ nerek szczurow z
hiperglikemia

MAP CBF MBF GFR \Y% UnaV
(mmHg) (PU) (PU) (ml/min) (W/min)  (umol/min)

Grupa kontrolna (n=5)

C 114+4 62619 16219 1,23+0,08  S5I+5 3,06+0,22
El 115+4 614+20  135+15 1,16+0,09  144+15* 6,43+0,84*
E2 1173 610+£21  140+19 0,77£0,10* 37448* 2,76+0,76*

Grupa z cukrzyca (n=5)

C 1114 424+15 11416 1,07+£0,03  43+4 1,63+0,68
El 110+4 453+19  113£18 1,06+0,05  68+7* 3,89+0,70*
E2 115+3 497+£20* 11821 0,91+0,04 57+12 2,21+0,76

Badanie przeprowadzono w 12—14 dniu po podaniu streptozotocyny (65 mg/kg c.c.) lub buforu
cytrynianowego.
Objasnienia: MAP — §rednie ci$nienie tetnicze krwi; CBF — korowy przeptyw krwi przez nerke;

MBF — rdzeniowy przeptyw krwi przez nerkeg; GFR — filtracja kigbuszkowa; V — objetosc
wydalonego moczu w ciggu jednej minuty; Un,V — wydalanie sodu. Kazdy wynik jest wartoscia
srednig + SE z 30-minutowych okresow: kontrolnego (C) oraz w czasie podawania DPCPX w
dawce 100 ug/kg+ 10 pg/kg/min (E1) 1 ApsA w dawce 2 umol/kg c.c.+ 20 nmol/kg/min razem
z DPCPX w dawce 10 ug/kg/min (E2). *P < 0,05 obliczono wzgledem okresu poprzedzajacego.
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Rycina 10. Zmiany korowego przeplywu krwi przez nerke (CBF) i filtracji
klebuszkowej (GFR) po podaniu Ap4sA (2 pmol/kg c.c. + 20 nmol/kg/min iv) w
czasie infuzji DPCPX (100 pg/kg + 10 pg/kg'min) u szczuréw z cukrzyca i
kontrolnych. Wyniki przedstawiaja zmiany, wyrazone w procentach w odniesieniu do
warto$ci wyjsciowych (C). Kazdy punkt jest wartoscig srednig = SE z 30-minutowego
przedziatu czasowego; n = 5 dla kazdej z grup. *P< 0,05 obliczone wzgledem
odpowiednich wartosci wyjsciowych.
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Rycina 11. Zmiany korowego przeplywu krwi (CBF), filtracji klebuszkowej (GFR)
i Sredniego ciSnienia tetniczego (MAP) w czasie infuzji DPCPX i ApsA.

Po okresie kontrolnym podawano DPCPX w dawce 100 pg/kg+ 10 pg/kg/min. Dodatkowo
w 30 minucie podawano Ap;A w dawce 2 umol/kg c.c.+ 20 nmol/kg/min. Kazdy wynik jest
warto$cig $sredniag + SE dla n = 5 z 10-minutowych. *P < 0,05 obliczono wzgledem okresu
kontrolnego. “P < 0,05 obliczono wzgledem okresu, w ktérym podawano DPCX.
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Rycina 12. Zmiany diurezy i wydalanie sodu z moczem w czasie infuzji DPCPX i
Ap4A.

Po okresie kontrolnym podawano DPCPX w dawce 100 pg/kg+ 10 pg/kg/min. Dodatkowo
w 30 minucie podawano ApsA w dawce 2 pmol/kg c.c.+ 20 nmol/kg/min. Kazdy wynik jest
warto$cig Srednig + SE dla n = 5 z 10-minutowych okresow. *P < 0,05 obliczono wzgledem
okresu kontrolnego. “P < 0,05 obliczono wzgledem okresu, w ktorym podawano DPCPX.
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5.5. Wplyw analogow ATP i Aps;A na objetosé inulinowa klebuszkow nerkowych
(GIS) szczurow z cukrzyca

W oparciu o pomiar objetosci przestrzeni inulinowej izolowanych kiebuszkéw
nerkowych (GIS) oceniano stopien ich obkurczenia pod wplywem testowanych
agonistow receptorow P2 dodanych do §rodowiska inkubacyjnego. Jak przedstawiono w
Tabeli 10 1 Rycinie 13 objetos¢ inulinowa kiebuszkow izolowanych z nerek szczurow
kontrolnych ulegta redukcji w obecnosci 1 uM ApsA oraz B,y-meATP o odpowiednio
15 1 14%, podczas gdy 1 uM BzATP nie zmienit GIS w istotny sposob. Przeciwnie do
tych obserwacji, klgbuszki izolowane z nerek szczyréw cukrzycowych, inkubowane
z 1 uM BzATP ulegly obkurczeniu — srednio o 12 % (p< 0,05). Z kolei dziatanie
redukujace GIS zar6wno w obecnosci ApsA jak 1 B,ymeATP bylo znacznie ostabione, i
wynosilo zaledwie 7%.

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna wnioskowac, ze kiebuszki
izolowane z nerek szczurow cukrzycowych — w porownaniu do kontrolnych sa mnie;j
wrazliwe na obkurczajace dzialanie zar6wno agonisty o duzym powinowactwie do
receptorow P2X;, jak 1 nieselektywnego agonisty P2X 1 P2Y. Z kolei,
kilkunastodniowa doswiadczalnie wywotana cukrzyca uwrazliwia kigbuszki na

dziatanie agonisty o duzym powinowactwie do receptoréw P2Xs.

Tabela 10. Wplyw ApsA, By-meATP i BZATP na objetos¢ inulinowg izolowanych
klebuszkow nerkowych (GIS) szczuréw z cukrzycg i kontrolnych

Grupa kontrolna Grupa z cukrzyca
Srodowisko (Glu 120£9 mg/d) (Glu 475+53 mg/dl)
inkubacyjne
GIS (pL) A% GIS (pL) A%
PBS 566 490445
Ap4A 1uM 481+24%* -1542% 455+42 -T2
By-meATP 1uM 487+28%* -14+1% 455+39 -7+1
BzATP 1uM 551+24 -3+1 430+37 -12+1%

Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig + SE dla n = 12. *P< 0,05 obliczone
wzgledem PBS w danej grupie. Objasnienia: Glu — glukoza we krwi pelne;j
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Rycina 13. Zmiany objetosci inulinowej klebuszkéw nerkowych pod wplywem
zwigzkow purynowych (1pM): ApsA, By-meATP, BZATP
Wyniki przedstawiaja zmiany, wyrazone w procentach w odniesieniu klebuszkow
inkubowanych w srodowisku PBS. Biate stupki — grupa kontrolna, szare stupki — grupa z
cukrzyca. Kazdy shipek jest warto$cig srednig + SE dla n = 12 dla kazdej z grup. *P< 0,05
obliczone wzgledem PBS w danej grupie. wartosci wyjsciowych.
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6. Dyskusja

Hiperglikemia u  szczuréw, wywolana  dootrzewnowym  podaniem
streptozotocyny (STZ), stanowi dobrze scharakteryzowany doswiadczalny model
cukrzycy typu 1. Wyniki wstgpnie przeprowadzonych doswiadczen w klatkach
metabolicznych — jak zwielokrotniony pobér wody 1 wzmozona diureza oraz
zwigkszona utrata jonow sodu z moczem (Tabela 1) — stanowig typowe objawy
cukrzycy niewyréwnanej (stezenie glukozy we krwi > 350 mg/dl). Z kolei,
obserwowane — w drugim tygodniu po podaniu STZ — zwickszone wydalanie bialek z
moczem, tj. albuminy i NGAL, wskazuje na uszkodzenie nefrondw na poziomie filtru
klebuszkowego — objawiajace si¢ zwigkszong przepuszczalnoscig dla albuminy, oraz na
poziomie systemu transportowego w cewce blizszej [8, 27], badz tez uwalniania NGAL
z komorek cewek nerkowych w wyniku zaburzenia ich integralnosci. Obecne biatka w
moczu wskazuja na rozwijajacg sie nefropatie cukrzycowa juz w kilkunastodniowej
doswiadczalnie wywotanej hiperglikemii.

Wczesnym objawem rozwijajacej si¢ nefropatii cukrzycowej jest hiperfiltracja
ktebuszkowa 1 mikroabuminuria [9, 33]. Jednakze, wyniki obecnie przeprowadzonych
doswiadczen na znieczulonych szczurach z cukrzyca, w drugim tygodniu po podaniu
STZ, wykazaly obnizone ($rednio o ok 10%) — w porownaniu do grupy kontrolnej —
wskaznik filtracji kltgbuszkowej oraz niewielki spadek przeptywu krwi przez nerki, bez
istotnych zmian $redniego ci$nieniu krwi tetniczej (MAP). Wyliczona, w oparciu o
powyzsze parametry hemodynamiki — z uwzglednieniem hematokrytu — opornos¢
naczyn nerkowych (RVR) byla wyzsza niz w grupie kontrolnej. Obserwacje te sa
zgodne z wczesniej publikowanymi danymi [39], obrazujagcymi zmiany hemodynamiki
wewnatrznerkowej u szczuréOw z ostrg, kilkunastodniowa cukrzycag — indukowang
streptozotocyng. Zarowno obnizone tempo filtracji kigbuszkowej jak 1 pojawiajace sie
w moczu zwigkszone ilosci markeré6w uszkodzenia nefronow (albumina, NGAL) s3
objawem rozwijajacej si¢ nefropatii cukrzycowej [1, 33].

Wiele osrodkéw badawczych [7] dostarcza danych wskazujacych, ze utrzymujaca sig¢
hiperglikemia zaburza funkcjonowanie komorek srédbtonka naczyn. W utrzymujacej
si¢ hiperglikemii dochodzi do nadmiernej produkcji aktywnych form tlenu (ROS) oraz
produktéw glikacji biatek (AGE), czynnikow zaburzajacych funkcje wielu komoérek
[11]. Migdzy innymi wykazano zmniejszong aktywno$¢ enzymu — syntazy tlenku azotu

(eNOS) w komorkach s$réodblonka naczyn 1 zmniejszong produkcje NO —
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wewnatrzkomorkowego mediatora relaksacji naczyn [25]. Objawem zmniejszonej
produkcji  NO jest zmniejszone wydalanie nitratbw z moczem. W obecnych
doswiadczeniach obserwowaliSmy nizsze wydalanie nitratdw z moczem szczurOw
cukrzycowych niz kontrolnych, co moze wskazywac na zaburzenie parakrynnej funkc;ji
komorek §rodbtonka naczyn.

Od szeregu lat prowadzone badania nad patomechanizmem rozwijajacej si¢
nefropatii w cukrzycy wskazuja, m.in., na zmiany aktywno$ci purynergicznej osi
sygnatowej w nerkach, czyli w obrebie auto/parakrynnej regulacji dynamiki przeptywu
krwi 1 filtracji klebuszkowej przez zewnatrzkomorkowe zwigzki purynowe (adenozyna,
mono- i1 di-nukleotydy adeninowe) 1 ich receptory P1 1 P2.

Z wczesniej publikowanych doniesien wynika [40, 47], Ze ostra cukrzyca —

indukowana STZ — zwigksza wrazliwo$¢ nerek na dzialanie egzogennej adenozyny,
wyrazong zaburzeniem filtracji klebkowej oraz spadkiem przeptywu krwi przez nerki.
Rowniez w doswiadczeniach in vitro, obserwowano zwigkszong — indukowang
adenozyng — kurczliwo$¢ kilebuszkow nerkowych, izolowanych z nerek szczurow
cukrzycowych. Majac jednoczesnie na uwadze ponad dwukrotny wzrost stezenia
adenozyny w plynie $rédmigzszowym nerek szczuréw cukrzycowych, jaki
obserwowano w  obecnych  doswiadczeniach  (Tabela 3), z pewnym
prawdopodobienstwem mozna przyja¢, ze zwigkszona  oporno$¢  naczyn
wewnatrznerkowych (RVR) 1 obnizony korowy przeptyw krwi 1 przesgczanie
klebuszkowe s3 efektem dzialania endogennej adenozyny z zaangazowaniem
receptorow Al — tzw. hamujacych, receptorow mediujacych obkurczenie naczyn,
a ktorych zwiekszona ekspresja w nerkach cukrzycowych wczesniej zostata
udokumentowana [38].
Czesciowym potwierdzeniem, przyjetej przez nas hipotezy sa wyniki doswiadczenia
z antagonistg receptorow Al — DPCPX, ktory podany do krazenia ogdlnego szczurom
cukrzycowych — bezposrednio po okresie kontrolnym — podwyzszyt korowy przeptyw
krwi 1 przesaczanie kiebuszkowe, przyblizajac te wartosci do tych, jakie obserwowano
w grupie szczuréw kontrolnych (Rycina 11).

Doswiadczenia prowadzone w kierunku wyjasnienia zalezno$ci pomigdzy
aktywnos$cig ukladu purynergicznego — zaleznego od ATP a aktywnoscia ukladu
zaleznego od adenozyny w regulacji wewnatrznerkowej hemodynamiki 1 funkcji nerek
wykazaty, ze u szczurow zdrowych podany do krazenia nukleotyd — ApsA stymuluje

przeptyw krwi przez nerki, hamujac jednoczesnie filtracje kilebuszkowa 1 dziala
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natriuretycznie (Tabela 8, Rycina 8, Rycina 9). Natomiast dzialanie tego nukleotydu
w czasie dozylnej infuzji DPCPX — antagonisty receptorow A; — uleglo wyraznej
modyfikacji: ApsA wywotat dwufazowe zmiany przeptywu krwi przez nerki — wyrazny
spadek a nastgpnie wzrost do wartosci wyjSciowych oraz znacznie glgbszy spadek
filtracji kilebuszkowej (Tabela 9, Rycina 10, Rycina 11) niz w doswiadczeniach,
w ktorych podano ApsA w czasie infuzji roztworu soli fizjologicznej. Wynika stad,
ze w warunkach fizjologicznych — stymulujace dziatanie nukleotydu ApsA na
wewnatrznerkowy przeplyw krwi jest ograniczane przez endogenng adenozyne.
Ograniczana jest rowniez hipofiltracja indukowana infuzja Ap4A.

Przeciwnie do tych obserwacji, u szczuréw cukrzycowych , infuzja DPCPX —
czynnika blokujgcego receptory A; — uwrazliwita nerki na dziatanie ApsA , wyrazone
wyraznym wzrostem przeptywu krwi przez nerki 1 spadkiem, wprawdzie niewielkim,
tempa filtracji kiebuszkowej (Tabela 9, Rycina 10, Rycina 11). Sugeruje to, ze
w warunkach zawyzone] aktywnosci pozakomorkowej adenozyny w cukrzycy,
adenozyna czyni nerki niewrazliwe na stymulujace wenatrznerkowa hemodynamike
dziatanie Ap4A.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy obserwowane zmiany hemodynamiki
1 funkcji nerek w cukrzycy moga by¢ wynikiem zmniejszonej, w warunkach
podstawowych, aktywnos$ci uktadu purynergicznego — zaleznego od ATP, bioracego
udzial w regulacji mikrokrazenia wewnatrznerkowego 1 produkcji  moczu,
przeprowadzono doswiadczen z uzyciem nieselektywnego antagonisty receptoréw P2 —
PPADS, ktéry podano do krazenia ogdlnego. Wyniki tych doswiadczen jednoznacznie
wykazaly (Tabela 5, Rycina 4), ze zarbwno w cukrzycy jak 1 u zwierzat zdrowych,
udzial receptorow P2 — wrazliwych na PPADS, utrzymujacych napigcie naczyn na
odpowiednio niskim poziomie, jest podobny. Rowniez udzial wrazliwych na PPADS
receptorow P2 — w regulacji kanalikowego systemu transportu sodu w cukrzycy
prawdopodobnie nie ulegt zaburzeniu. Zatem, blokowanie receptorow P2 — wrazliwych
na PPADS — mediujacych relaksacje naczyn via receptory P2X;, czy tez P2X, —
podtypu zwigzanego z syntezg NO [13, 17, 28, 31] — moze skutkowa¢ zahamowaniem
syntezy NO 1/lub syntezy prostacyklin — mediatoréw relaksacji naczyn krwionosnych.
W konsekwencji moze prowadzi¢ to do zwigkszenia oporu naczyn mikrokrazenia
wewnatrznerkowego. W badaniach mikropuncyjnych naczyn kapilarnych kigbuszka
[43] — wykazano, ze PPADS u szczuréw zdrowych obkurcza tetniczke doprowadzajaca

kiebuszka, redukuje przeptyw krwi przez sie¢ naczyn kapilarnych oraz redukuje
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przesaczanie klebuszkowe. Mozna zatem przyjac, ze podobny mechanizm dzialania
PPADS - inhibitora receptoréw P2 — na wewnatrznerkowg hemodynamike 1 filtracje
wystepuje rowniez u szczuréw z doswiadczalnie wywotang hiperglikemia.

Dozylny wlew agonisty receptorow P2X; — nie zmieniajac MAP — stymuluje
korowy przeplyw krwi, prawdopodobnie poprzez aktywacje mediatoréw relaksacji
naczyn mikrokrazenia wewnatrznerkowego w korze nerek szczurow zdrowych.
Natomiast brak efektu dziatania agonisty receptorow P2X; w nerkach szczurow
cukrzycowych moze $wiadczy¢ o ograniczonej biodostgpnosci receptorow P2 —
z powodu zmian na poziomie receptorowym — zmian iloSciowych (zmniejszona
ekspresja receptorow) 1/lub jakosciowych (np. glikacji biatek), czy tez zmian
postreceptorowych.

Wczesniejsze prace dokumentujg [24, 52] zwigkszong znamiennie ekspresje
receptorow P2X; w nerkach szczurow z 4-tygodniowa cukrzyca w pordwnaniu do
sladowych ilosci tych receptoréw w nerkach szczuréw zdrowych. Okazato sie, ze Bz-
ATP podany do krazenia ogdlnego juz w drugim tygodniu cukrzycy indukowanej STZ
w istotny sposob zmienia hemodynamike wewnatrznerkowa, podobnie jak czynit to
agonista receptorow P2X;. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze w cukrzycy
dochodzi do zmian w obrebie uktadu purynergicznego — zaleznego od ATP: maleje
udziat receptorow P2X; w inicjowaniu zmian hemodynamiki wewnatrznerkowej
a wzrasta udzial receptorow P2X;. Zmiany te moga wynikaé, z jednej strony,
z ograniczonej dostepnosci receptorow P2X; — z powodu zmian ilosciowych, czy tez
zmian jakosciowych (np. glikacji), a z drugiej strony — zwigkszonej ekspresji
receptoréw P2X.

Z wczesniejszych doniesien [20, 46] wynika, ze dhlugotrwala aktywacja
receptorow P2X; (kanaly jonowe bramkowane ATP) prowadzi do pgcznienia komorek,
uwalniania cytokin 1 $mierci komorki na drodze apoptozy lub nekrozy. Wyniki
przeprowadzonych przez nas doswiadczen po raz pierwszy wykazaly, ze receptory
P2X;, we wczesnym okresie cukrzycy niewyrownanej sg potencjalnymi mediatorami
regulacji napigcia migsniowki naczyn, 1 moga by¢ zaangazowane w regulacje
wewnatrznerkowej hemodynamiki 1 filtracji kiebuszkowej. Jaki bylby mechanizm?
Stymulacja receptorow P2X; w cukrzycy, podobnie jak receptorow P2X; u szczuréw
zdrowych, wywotuje kaskade zdarzen prowadzacych do obnizenia napigcia mig$niowki

naczyn wewnatrznerkowych, w tym 1 tetniczek do- 1 odprowadzajacych kigbuszka,
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czego objawem jest, oprocz zwigkszonego przepltywu krwi przez kore nerek, redukcja
GFR.

Dodatkowym potwierdzeniem roli receptorow P2X; w mediowaniu skurczu
badz relaksacji naczyn kapilarnych kiebuszka nerkowego sa wyniki doswiadczen na
izolowanych klebuszkach nerkowych szczurow cukrzycowych i kontrolnych (Tabela
10, Rycina 13). Zaobserwowano bowiem, ze kilebuszki nerek szczurow cukrzycowych
— w poréwnaniu do grupy kontrolnej — s3 mniej wrazliwe na obkurczajace dziatanie
agonisty receptorow P2X;, Podczas gdy, odwrotny efekt dzialania ujawnil agonista
receptorow P2X; — wyraznie zredukowal objetos¢ wewnatrzkapilarng izolowanych

ktebuszkow z nerek szczurow cukrzycowych.
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7. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, ktorych gléwnym celem bylo zbadanie

aktywnosci uktadu purynergicznego — zaleznego od ATP, w regulacji hemodynamiki 1

funkcji nerek szczuréw z doswiadczanie wywotang cukrzycg typu 1 — oraz w $wietle

dostepnej mi wiedzy wyciggam nastepujace wnioski:

I.

W nerkach szczurow cukrzycowych zwigkszona aktywnos$¢ ekto-enzymow
odpowiedzialnych za hydroliz¢ pozakomoérkowego ATP do adenozyny jest,
prawdopodobnie,  gldbwng  przyczyng  obnizonego  stgezenia  ATP
a podwyzszonego -adenozyny w przestrzeni pozakomorkowej, i tym samym
prowadzi do zmiany aktywnos$ci procesow zaleznych od ATP. Nukleotyd ten,
podobnie jak adenozyna, w przestrzeni pozakomorkowej peini funkcje
sygnalowe, 1 za posrednictwem zewnatrzkomérkowych receptorow
purynowych reguluje m.in. napigcie S$ciany naczyn krwionos$nych, tempo
filtracji kigbuszkowej oraz kanalikowy transport sodu 1 wody. Jest wigc
mozliwe, ze w cukrzycy dochodzi do wyciszenia procesow zaleznych od ATP a
wzmozenia procesow zaleznych od adenozyny.

W nerkach szczuréw z do$wiadczalnie wywotang cukrzycg dochodzi do zmian
w obrebie uktadu purynergicznego - zaleznego od ATP: maleje udziat
receptorow P2X; w inicjowaniu zmian hemodynamiki wewnatrznerkowej a
funkcje te przejmuja receptory P2Xs.

Nerki szczuréw cukrzycowych nie odpowiadaja na podany do krazenia
nukleotyd ApsA — czynnik stymulujacy - poprzez receptory P2 - przeptyw krwi
przez nerki oraz diurez¢. Wynika to, prawdopodobnie, ze zwigkszonej
aktywnosci endogennej adenozyny 1 jej receptorow A;.

Wydaje si¢ prawdopodobne, ze warunkach fizjologicznych — w stanie
rownowagi metabolicznej pozakomérkowych nukleotydoéw - dzialanie ApsA
i/lub ATP, ADP na wewnatrznerkowa hemodynamike 1 funkcje nerek jest
ograniczane przez adenozyng. Jednakze w warunkach zawyzonej aktywnosci
pozakomoérkowej adenozyny, nieadekwatnie w stosunku do aktywnos$ci
pozakomoérkowych nukleotydéw, adenozyna moze by¢ czynnikiem hamujagcym
dziatanie ATP, i by¢ moze jednym z czynnikow odpowiedzialnych za rozwdj

cukrzycowej choroby nerek.
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